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Anotace

Modulace synaptického pfenosu v zadnim rohu misnim hraje kli¢ovou ulohu v
nociceptivni signalizaci, zejména za patologickych bolestivych stavi. Cilem na$i prace
bylo rozvinout metodu calcium imagingu na miSnich fezech in vitro. Tato metoda
umoziuje sledovat zmény intracelularni koncentrace volnych véapenatych iontt (iCaZ+),
které jsou hlavnim medidtorem neuronalni plasticity. V nasi praci jsme se soustfedili na
pouziti této metody na konven¢nim fluorescenénim mikroskopu a na studium vlivu
aplikace latek ovliviuyjicich synapticky pienos. V experimentech byly sniméany
koncentraéni zmény iCa®* v 744 neuronech zadnich rohd misnich (lamina 1 a II) po

elektrické stimulaci zadnich kofenu.

V prvni sérii experimentt byly pouzity stimula¢ni protokoly preferencné aktivujici
A a A+C vldkna zadnich kofent a ovéfena dlouhodobd stabilita vapnikovych odpovédi.
Stimulace zadniho kofene vyvolala ve sledovanych neuronech rychly a pozdni typ

vapnikové odpovedi.

Aplikace antagonistd glutamatovych receptori AMPA a NMDA typu, CNQX
(50uM) a MKS801 (45uM) snizila podle ocekavani amplitudu vapnikové odpovédi oproti
kontrolnim hodnotam a potvrdila jejich jednozna¢ny vyznam pro synaptickou aktivaci.
V n¢kolika pokusech jsme zkoumali U¢inek kapsaicinu, znamého agonisty TRPVI
receptorii. Aplikace 1 nizké koncentrace kapsaicinu (30nM) vyrazné¢ a dlouhodobé
snizovala vapnikovou odpovéd” po stimulaci oproti kontrolnim hodnotam. Tyto vysledky
svéd¢i o pravdépodobné inaktivaci presynaptickych zakonceni exprimujicich TRPV1
receptory kapsaicinem. V predbézné sérii pokust jsme také testovali, o nichz je znamo, ze

mohou modulovat nociceptivni synapticky prenos (TNFa, PMA a bradykinin).

Ziskané vysledky ukézaly, ze pouzity model snimani neuronalni aktivity in vitro
umoziuje sledovat synaptickou aktivaci populace neuront v miSnim fezu a jeji modulaci
po aplikaci farmak. Studium mechanismti modulace nociceptivniho ptenosu muze prispét k

novym terapeutickym pfistuptim pfi 1é¢bé bolesti.

Klicova slova
bolest, nocicepce, micha, TRPV1, capsaicin, misni synapse, calcium imaging, primarni

aferentni vlakna



Annotation

Modulation of a synaptic transmission in the spinal cord dorsal horn plays a key
role in nociceptive signalling, especially in states of pathological pain. The goal of this
study was to develop a method for calcium imaging in spinal cord slices in vitro. This
method allowed us to record changes of intracellular free calcium ions concentration
(iCa*"), that are a major mediator of neuronal plasticity. In this work, we have focused on
application of this method in a conventional fluorescence microscope and on the role of
different neuromodulators of synaptic activity. Changes of iCa®" induced by dorsal root
electrical stimulation were recorded altogether in 744 dorsal horn (lamina | and 1I)

neurons.

In the first series of experiments, stimulation protocols activating preferentially A
and A + C dorsal root fibers were used and long-term stability of the calcium responses
was verified. The dorsal root stimulation induced in the neurons fast and delayed type of

calcium response.

Application of AMPA and NMDA receptors antagonists, CNQX (50uM) and
MKS01 (45uM), reduced the calcium response amplitude and confirmed the importance of
glutamate receptors in synaptic activation. In several experiments the effect of capsaicin a
TRPV1 receptors agonist, application was tested. Application of even low concentrations
of capsaicin (30nM) significantly reduced the calcium response, compared to the control
values. These results suggest a probable inactivation of presynaptic endings expressing
TRPV1 receptors by capsaicin. In preliminary experiments, substances which are known as
modulators of nociceptive synaptic transmission (TNFa, PMA, and bradykinin) were also
tested.

Our results demonstrate that this in vitro technique allows monitoring synaptic
activation of neuronal populations in the spinal cord slices. Further study of nociceptive
transmission modulation mechanisms may contribute to new therapeutic approaches in the

therapy of pathological pain states.

Keywords

pain, nociception, spinal cord, TRPV1, capsaicin, spinal synapses, calcium imaging,
primary afferents



Seznam zkratek:

AC Adenylatcyklaza

ADPA denosindifosfat

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propionova kyselina
AMPAR AMPA receptory

ATP adenozintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

CaBP vapnik vazajici proteiny

CaMKII proteinkinaza zavisla na Ca®* a kalmodulinu
CICR vapenikem indukované uvoliovani vapniku
CGRP peptid odvozeny od genu pro kalcitonin
CNQX 6-cyano-7-nitroquinoxalin

CNS centralni nervova soustava

COX cyklooxygenaza

DAG diacylglycerol

DH dorsal horn (zadni roh mi$ni)

DRG dorsal root ganglion (zadni kofen misni)
DMSO dimethylsulfoxid

ER endoplazmatické retikulum

GABA kyselina y-aminoméselna

GDNF glialni nervovy ristovy faktor

GPCR receptory spojené s G proteiny

IASP Mezinarodni organizace pro vyzkum bolesti
IC intracelularni

iCa* intracelularni volné vapenaté ionty

IL interleukin

IP3 inositol-3-fosfat

IP3R inositol-3-fosfatovy receptor

LT low threshold nizko prahovy

LTD dlouhodobé deprese

LTP dlouhodobé potenciace

NB neuropaticka bolest

NCX sodiko-vapnikovy vyménik

NGF nervovy rastovy faktor

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMDAR N-methyl-D-aspartatovy receptor

NO Oxid dusnaty

MIT mitochondrie

PAF periferni aferentni vlakna

PKA proteinkinaza A

PKC proteinkinaza C

PKM proteinkinasa M

PMCA ATP zavisla vapnikova pumpa

PMA forbol-12-myristat-13-acetat

PTK protein-tyrozinkinaza

TNFa tumor nekrotizujici faktor a

TRPV1 transient receptor potential vanilloid 1
SCaMPER vapnikovy kanal na ER aktivovany sfingolipidem-1-fosfatem
SERCA vapnikova ATPazova pumpa na ER

SOC Store-operated channels na plazmatické membrané
SP substance P

RYR ryanodinovy receptore

WDR wide-dynamic range neurony
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Uvod

Bolest patii do zakladni vybavy smyslového vnimani kazdého jedince. Ma zasadni
vliv na preziti organismu. Je vzdy subjektivni, kazdy ji prozivame jinak. Informuje nas o
skutecném ¢i mozném poskozeni tkdni a tim nds chrani. Bolest je senzoricky vjem, ktery
ma silnou kognitivni a emoc¢ni slozku, je spojen S behaviordlnimi stereotypy vedoucimi
k vyhybani se bolestivému podnétu a rovnéZ s vegetativni odezvou. Bolest, i pies to jak je
to uzitetny mechanismus je také velice nepfijemnym vjemem. Bolestivymi stavy se
medicina zabyva jiz cela staleti. Do dnesnich dnt se to ne zcela povedlo. A proto dal
hledame nové cesty K jejimu zmirnéni ¢i Gplnému odstranéni. Je velmi dulezité pochopit a
dale studovat vSechny mechanismy vzniku a pietrvavani bolesti. Ackoliv je bolest
povazovana za jedinou senzorickou modalitu, existuje nckolik riznych typd bolesti.
Existuji stavy, kdy bolest jiz neplni sviij ochranny tcel, stava se ptitézi a patologickym

problémem. Pretrvavajici bolest pfestava byti symptomem a stava se nemoci samotnou.

Dnes toho vime o pfi¢inach a mechanismech bolesti vice, a jsme tak mnohem
efektivnéjsi pfi jejim zvladani. A to hlavné diky vytrvalému studiu vSech aspektl prenosu
bolesti, které sméfuje Kk detailnimu poznani mechanizmti nociceptivni signalizace.
Poskozujici podnéty jsou detekovany specifickymi receptory-nociceptory. Nocicepce je
proces signalizace piitomnosti bolestivého podnétu a vznikd podrazdénim nociceptord.
Samotnou aktivitu nociceptori vSak za bolest povazovat nelze. Zvlastnosti je, Ze
nociceptory vétsinou reaguji az na velmi intenzivni podnéty a nedochdzi u nich k adaptaci
na pietrvavajici podnét, naopak se k nému stavaji citlivéjsimi. Informace jsou vedeny
perifernimi aferentnimi vldkny neuronid zadnich misnich ganglii do zadniho rohu michy. V
mise dochazi k synaptickému piepojeni a modulaci informace je dale §ifena po axonech
projekénich neuronti do vyssich center centralni nervové soustavy. Modulace synaptického

pfenosu v zadnim rohu mi$nim hraje klicovou tlohu v nociceptivni signalizaci a v rozvoji

bolestivych stavi.

Jednim z nejpeclivéji studovanych mechanismi je pienos nociceptivni informace
zprostiedkovany TRPV1 kanaly uloZzenych na centralnich vybézcich PAF. Funkce TRPV1
na periferii je jiz pomérné¢ dobfe znama, avSak jejich funkce v CNS , zejména pak
V zadnich rozich mich, jesté tak upln¢€ objasnéna nebyla. Je prokdzano, ze presynapticky
ulozené¢ TRPV1 v zadnim rohu michy mohou mit vliv na modulaci pfenosu nocicepce do

vysSich center.



Tato nase prace se koncentruje na studium modulace nociceptivniho synaptického
pfenosu na misni trovni. Nasim cilem bylo vyvinout model, na kterém by bylo mozné
sledovat aktivitu mi$nich neuronti zapojenych do nociceptivniho pienosu Vv fezech in vitro
a zaroven modulovat synapticky pienos. Pro nase ucely jsme proto pouzili metodu calcium
imagingu, tedy snimani koncentra¢nich zmén vapenatych iontd v télech neurond, ktera
umoziuje sledovat aktivitu celé neuronalni populace najednou. Ptizpisobili jsme techniku
calcium imagingu jako nastroje pro vyzkum mechanismi bolesti na mi$ni Grovni pro
pouziti na fluorescenénim mikroskopu. Soustfedili jsme se pfedev§im na neurony v
superficialnich vrstvach zadniho rohu michy, laminy 1. a Il. kde je hlavni pfepojeni
nociceptivnich primarnich aferenti na mi$ni neurony. V nasich experimentech jsme
analyzovali synapticky evokované zmény koncentrace intracelularnich vapenatych iontt v
neuronech po stimulaci zadnich kofenit misnich.

Nase vysledky mohou ptispét ke zpiesnéni znalosti jiz znamych a odhaleni novych
mechanizmil modulace nociceptivni signalizace na misni trovni. Vysledky ziskané ndmi
popsanym piistupem na miSnich fezech in vitro mohou nasledné také ptispét ke zlepSeni a

zvyseni ucinnosti 1é¢by bolesti a patologickych bolestivych stavii.
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1. Literarni prehled

1.1. Klasifikace bolesti

Bolest je definovana jako nepfijemna vjemova a emocionalni zkusenost souvisejici
se skutecnym nebo potencidlnim poskozenim tkané, nebo je jako takova popisovana
(ISAP). Zkratka takovy stav, kdy nds néco subjektivné boli. Pro plné definovani bolesti se
uzivaji Ctyfi pojmy: nocicepce, bolest, utrpeni a bolestivé chovani (Roenn, 2006).
Potencionalni ¢i skute¢né poskozeni tkané je vnimano jako podnét — bolest (Loeser a
Treede, 2008). Bolest v§ak muze byt pfitomna i bez nocicepce. Naproti tomu utrpeni je
zpasobeno nejen bolesti, je to zejména psychologicky stav vyvolany naptiklad stresem,
strachem nebo tuzkosti (Roenn, 2006). Bolest je mozné hodnotit i sledovanim zmén

Vv chovani jedince - bolestivého chovani.
Bolest 1ze délit z fady hledisek.

Dle mista vniku na periferni, centralni a visceralni. Bolest na periferii, v misté
nociceptivniho podnétu, ostra, dobife lokalizovatelna. Lokalizace zavisi na mnozstvi
aferentnich vlaken v dané oblasti. Centralni bolest, mize také vzniknout poSkozenim
senzorickych nervovych drah v CNS. Visceralni bolest vznikd drazdénim nitrobfi$nich
organi stazenim ¢i roztazenim, ma charakter tupé bolesti s del§i dobou trvani a Spatné

ohranicitelnym rozsahem, muze projikovat i do riznych ¢asti téla — pfenesena bolest.

Dle doby trvani na akutni a chronickou. Akutni bolest je intenzivni a trva po
omezenou dobu. Je zptisobena piimym poskozenim tkani a lze ji povazovat za symptom.
Z l1ékatského hlediska je charakterizovand dobou trvani krat$i nez 3-6 meésict. Je snaze
1é¢itelnd. Chronicka bolest je charakterizovana dobou trvani piekracujici 3-6 mésict,
vyZzaduje jiny pfistup, nemusi byt ptiznakem Zadného akutniho poskozeni a ¢asto ovliviiuje

ostatni aspekty zivota. Nema biologicky informativni vyznam (Millan, 1999).

Dle fyziologickych mechanismi délime bolest na nociceptivni, zanétlivou a
neuropatickou. Bolest nociceptivni je zpuisobena nociceptivnim stimulem - poskozenim
tkani mechanicky, chemicky ¢i tepelné. Zanétliva bolest doprovazi zanétlivé procesy.
Neuropatickd bolest je vyvolana v disledku dysfunkce nebo poSkozeni Casti periferniho
nebo centralniho nervového sytému (Wolf, 2004). Neuropaticka bolest mize byt pfitomna i

bez nociceptivniho podnétu stejné jako je tomu u hyperalgesie a allodynie.
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Bolest je Casto charakterizovana stavy zvysené citlivosti allodynii a hyperalgesii.
Allodynie je bolest vyvolana normalné nebolestivym podnétem. Neposkozujici podnét
vyvola takovou odpoveéd, kterd za fyziologickych podminek vznikd pouze pfi
poskozujicim podnétu. Zahrnuje zménu v kvalité Citi, neposSkozujici termické, mechanické
a chemické podnéty nejsou rozliSovany v ptivodni podobé (kvalit€) a jsou popisovany jako
bolestivé. K allodynii dochazi v dasledku aktivace AB-vlaken. Hyperalgesie je zvySena
citlivost k bolestivym podnétim a zvySena bolestiva odpovéd’ na né. Nezahrnuje zmény
v kvalité ¢iti jako allodynie. Vznika nasledkem poskozeni nebo zanétu tkani, a snizenim
prahu pro aktivaci C-nervovych vlaken. RozliSujeme primarni a sekundarni hyperalgesii.
Primarni hyperalgezie se objevuje v pfimo v misté¢ poskozeni a vznikéd senzitizaci PAF.
Sekundarni hyperalgesie je naopak v neporanéném okolni a vznika v CNS procesem
centralni senzitizace (Campbell a Meyer, 2006). Pribéh vnimani intenzity bolesti je
znazornén na obrdzku 1. kdy zelend kiivka oznacuje normdlni pribéh vnimani bolesti

Vv zavislosti na intenzité podnétu a cervend znazornuje stav zvysené citlivosti.

100
= eralgezie
> 80 - yperaig
®
2 60
3 .
w 40 - A PoSkozeni
= Allodynie
@ 20 Normal
T o
Intenzita podnétu

nebolestivy podnét bolestivy podnet

Obrdazek 1. Vnimdni hladiny bolesti za kontrolni situace a po posSkozeni (upraveno podle
Textbook of Pain 2004)
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1.2. Anatomické a fyziologické zaklady nociceptivniho systému

Potencidln€¢ poskozujici podnéty jsou v téle detekovany pomoci specifickych
receptort, nociceptort, které prevadéji vnéjsi podnét na akeni potencialy. Nociceptorem se
rozumi volné nervové zakonceni v periferii, které plni funkci senzorického receptoru a
umoziuje transdukci a kodovani nociceptivniho podnétu. Nociceptory reaguji az na velmi
intenzivni podnét, nedochazi u nich k adaptaci naopak se k pietrvavajicimu podnétu stavaji
citlivéjsi (Scholz a Woolf, 2002).

Perifernimi aferentnimi vlakny (PAF) se informace §ifi do zadniho rohu michy
akénim potencidlem. V miSe pak dochazi k synaptickému ptfenosu nociceptivni signalizace
na postsynaptické neurony. Informace je ptedana z primarniho na sekundarni neuron a poté
Sifena axony projek¢énich neurontt do vyssich center nervové soustavy (mozku). Nejcastéji
pfedavani informace zajiStuje excitacni neuropienase¢ glutamat, uvolnény presynapticky
pfi depolarizaci membrany. Rychly excitacni pfenos z velké Casti zprostfedkovavaji v
postsynaptické membrané umisténé ionotropni AMPA a NMDA receptory, pomalejsi cast
pak metabotropni receptory. Synapticka spojeni umoznuji uplatnéni celé fady regula¢nich
a modula¢nich mechanismu na nociceptivni systém. Modulaci také umoznuje uvoliiovani

dalSich pfenaSect a neuromodulatorti.

1.2.1. Primarni aferentni vlakna

Primarni aferentni vldkna (PAF) se odliSuji od ostatnich senzorickych neuronii
vy$$im prahem excitace a specificka citlivost. Akutni bolest je tedy senzoricka modalita, v
pfenosu informace se uplatiiuji neurony se specifickymi receptivnimi vlastnostmi,

detekujici podnéty odpovidajici kvality a intenzity (Julius a Basbaum, 2001).

Podnéty z vné&jSiho a vnitiniho prostfedi jsou detekovany perifernimi vybézky
primarnich senzorickych neuront, 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 podnétli, a podle toho se déli na unimodalni,

nebo polymodalni.

Nociceptor je smyslovy receptor, ktery reaguje na potencidlné skodlivé podnéty a
zprostiedkovava je do michy a mozku. Tento proces, nazyvany nocicepce, obvykle zplisobi
vjem bolesti. Nociceptory jsou piedev§im na volnych zakoncenich polymodalnich

primarnich aferentnich neuronti, jsou citlivé napiiklad na zmény pH, zvySenou
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extracelularni koncentraci K*, prostaglandiny E2 a E1, substance P, leukotrieny, histamin.
Polymodalni nociceptory které kromé bolesti jsou citlivé i k vjemum jako je chlad, teplo a
mechanické podnéty. Jejich rozmisténi v kiizi je vidét na obrazku 2. i nasledny vstup do
zadniho rohu michy. Dal§imi receptory v kiizi, které se mohou podilet na ptfenosu bolesti
jsou napiiklad Ruffiniho t¢liska, Krauseho téliska, proprioreceptory, Vater-Paciniho
téliska, Merckelovy disky a Meissnerova téliska (Dubner a Gold, 1999).

-

Obrazek 2. Neurony spindlnich ganglii inervujici kati. Kize je inervovina
somatosenzorickymi neurony, které projikuji do zadniho rohu misniho. Silné myelinizovana
AP vidkna inervuji Merkelovy buiiky a bunky stredni casti viasového vacku, vedou
informace o lehkych taktilnich podnétech. A6 a C vidkna zahrnuji termoreceptory a
nociceptory. Slabé myelinizovana A vldkna inervuji dermis. Periferni vybézky
peptidergnich a non-peptidergnich bunék spinalnich ganglii s C vildakny (nemyelinizovanda)
Jjsou zakonceny v odlisnych vrstvach epidermis. (Lumpkin a Caterina, 2007)

Podle anatomickych a funk¢nich kritérii se nociceptivni neurony spinalnich ganglii
rozdé€luji do tii zékladnich kategorii. Podle velikosti priméru vlakna, ktera uzce souvisi s
rychlosti vedeni vzruchu, se rozliSuji na neurony s vlakny typu AP, Ad a C jak je
schematicky vidét na obrazku 3. (Julius a Basbaum, 2001). A to na AP vlakna silné
myelinizovand s rychlosti vedeni pfiblizné¢ 100 m.sec-1 s velkymi tély neurontl, detekujici
nebolestivé podnéty z kize, svali a kloubll. Za normdlnich podminek tedy primarné
nesouvisejici s bolesti. VEtSinu primarnich nociceptivnich neuront vSak tvofi malé a

sttedné velké neurony spindlnich ganglii. Stfedné¢ velka téla neuronti maji slabé
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myelinizovana Ad nociceptory, s rychlosti 6-30 m.sec-1 ktera zprostiedkovavaji prvni,
rychlou, akutni, ostrou bolest. Ad vldkna mohou byt rozdéleny na dvé hlavni skupiny I a II.
Nociceptory typu I odpovidaji na vysokou teplotu ~ 53°C, neurony typu II jsou excitovany
jiz pii teploté ~ 43°C. Odpovédi na silné taktilni podnéty jsou shodné. Nociceptory malych
neurond spindlnich ganglii nemyelinizovana C vlakna s nizkou rychlosti vedeni 2 m za sec
zprostiedkovavaji druhou, naslednou, pomalou, opozdénou, tupou bolest jsou polymodalni,
podileji se na prenosu tepelnych, mechanickych i chemickych bolestivych podnéta

(Dubner a Gold, 1999).

primary afferent dorsal root -
periphery neurons ganglion spinal cord

non-noxious y
mechanical stimulus to higher
P centers

AB fiber

= i

T (p—

noxious
mechanical stimulus

Ad fiber
N
ra
dorsal roo
noxious heat projection
C fiber neurons

and chemical stimuli

( gray matter
/ white matter

Obrazek 3. Typy perifernich aferentnich viaken (Stahl, 2008)

Nociceptory napojené na C vlakna maji celou fadu membranovych receptori, které
reaguji na rozdilné podnéty. V posledni dobé byly detailné prozkoumavany TRPV1
receptory jenz jsou povazovany za molekularni integrator nociceptivnich podnétt. Dilezité
je, ze vétsina C vlaken je excitovana chemickymi podnéty, jako je paliva slozka paprik -
kapsaicin. Z toho vyplyva, Ze na svém povrchu maji funkéni vaniloidni TRPV1 receptory
(transient receptor potential vanilloid 1), aktivované pravé zvysenou koncentraci H,
kapsaicinem nebo teplotou nad 43°C. Moznost detekce raznych kvalit podnéti je dana
vybavenim nociceptoru odliSnymi receptory a iontovymi kandly, které charakterizuji
jednotlivé populace neuronti. Riizné typy bolesti jsou tak zprostiedkovany signalizaci na
rozdilnych typech primarnich nociceptivnich neurond (Belmonte a Cervero 1996;
Handwerker a Kobal, 1993; Treed et al., 1990).
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1.2.2. Rexedovo ¢lenéni Sedé hmoty

Sed4 migni hmota se podle Rexeda (1952) rozdéluje na zakladé rozdila ve velikosti
a denzité neuront (cytoarchitektonicky) do deseti lamelarnich vrstev (Obrazek 4.). Zadni
roh je tvofen Sesti paralelnimi vrstvami (laminami) | — VI. Do laminy I (marginalni z6na)
projikuji zejména Ad vlakna a je v ni lokalizovano nejvice projekénich neuronii. V laminé
Il ( substantia gelatinosa) dominuji interneurony. Laminu II mtzeme rozdélit podle exprese
riznych receptorti na nociceptorech na vné&jsi llo (outer) a vnitini ¢ast Ili (inner). Laminy |
a II oznacovany jako superficidlni, jsou hlavni projekéni oblasti nociceptivnich neuront.
Laminy Il — IV se sdruzuji pod nazvem nukleus proprius. Neurony v laminach V — VI
jsou také zapojeny do nociceptivni signalizace piedstavuji hluboké vrstvy zadniho rohu
mis$niho. Lamina VI je zfetelné definovatelnd pouze v intumescencich - zdufenich na
urovni segmentli odstupu koncetin. Pfedni roh misni je rozdélen do lamin VII — IX a
umoznuje prevazné funkce motorické, jsou v ném totiz také uloZzeny motoneurony

inervujici svalstvo. Lamina X obklopuje centralni kanal.

Vil

Obrazek 4. Organizace lamin Sedé hmoty na pricném rezu michou (Dorland's Medical

Dictionary for Health Consumers, 2007)

Bila hmota v miSe obklopuje ze vSech stran hmotu Sedou, ktera ji svymi rohy
rozdé€luje na tfi zakladni provazce predni, zadni a bo¢ni - funiculus anterior, posterior,
lateralis. V bilé hmoté probihaji miSni vzestupné a sestupné drahy. Pfedni provazce miSni
vedou zejména vlakna motorickd, zadni provazce miSni vedou vlakna senzorickd (Obrazek
5.). Nociceptivni PAF vlakna vstupuji zadnimi (dorzalnimi) kofeny do zadnich rohd
miSnich (DH). Experimentalné byla také prokazana existence nociceptivnich vldken (velmi
mald ¢ast) vstupujicich prednimi (ventralnimi) kofeny. VIdkna nesouci informace o
nociceptivnich podnétech jsou vedena zejména do I. a II. laminy. C a Ad vldkna vstupuji
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hlavné do I. laminy a do povrchové vrstvy II. laminy zadniho rohu michy. VIdkna A

projikuji prevazné do Ill. a IV. laminy. ( Millan, 1999; Swett a Woolf, 1985)

| Tothe | N
| brain | | From the‘
N R brain |

;,\\_-: -'*}.-.3 i“’7 / & % \'\_}_ﬁuj —
Ascending tracts carry sensory Descending tracts carry
information to the brain. commands to motor neurons.

Obrdazek 5. Organizace bilé hmoty na pricném rezu michou (Cummings, 2006)

1.2.3. Prenos informace a modulace na miSni arovni

Informace o perifernim podnétu je zakddovana v akénich potencidlech Sificich se
po primarnich aferentnich vldknech, ktera vstupuji do CNS projekei ze zadniho kotene
michy. V oblasti zadniho rohu jsou lokalizovany prvni synapse nociceptivnich drah.
Hlavni neuromediitorem je glutamat a s nim dalSi excita¢ni aminokyseliny vaZici se na
ionotropni a metabotropni glutamatové receptory na postsynaptické membrané€. Primarni
nociceptory navic syntetizuji dal$i molekuly ptsobici jako neuromodulatory. Jedna se o
neuropeptidy SP a CGRP; adenozintrifosfat (ATP); difundujici plyn NO; metabolity
fosfolipidii prostaglandiny (PG); neurotrofiny jako je NGF nebo GDNF a dalsi peptidy
jako napf. galanin, cholecystokinin (CCK) neuropeptid Y (Millan, 1999).

1.2.4. Synapticky pienos a projekce do CNS
Synapse umoziuji zdsadni modulaci intenzity signalu z periferie, mtze dojit
k zeslabeni, zaniku ale i zesileni a vygenerovani dalSich akénich potencialt. Synapticky
pfenos a jeho modulace jsou charakterizovany mnozstvim uvolnéného pienasece, hustotou
a typem presynaptickych i postsynaptickych receptorii. Oteviranim a zaviranim iontovych
kanalti a zpusobem odstraniovani pfenasece ze synaptické $térbiny. Kazdy z téchto faktort

muZe podléhat fadé regulacnich vlivi.
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Neurony zadnich rohtt michy rozdélujeme podle jejich odpovédi na periferni
podnéty, na 3 zakladni typy, nociceptivné specifické neurony (odpovidaji pouze na silné
poskozujici podnéty — nociceptive specific nebo high treshold neurons), neurony se
Sirokym dynamickym rozsahem (wide-dynamic range - WDR) odpovidaji na celou $kalu
podnéth od slabych po silné a neurony odpovidajici s nejvétsi intenzitou na slabé podnéty
(low threshold - LT). Prvni typ - nociceptivné specifické neurony, jsou normalnich
okolnosti aktivovany nociceptivnimi podnéty a vedenymi C a Ad aferentnimi vlakny.
Druhy typ - WDR neurony odpovidaji na Sirokou skalu podnétti, dochazi v nich k sbihani
fady signall a to nejen z kiize, ale 1 z vnitinich organa a kloubti. Jsou excitovany podnéty
mechanickymi, tepelnymi i chemickymi. Za normélnich okolnosti koduji intenzitu podnétu
frekvenci svych ak¢nich potencialii. Tretim typ jsou LT neurony reagujici zejména na

lehké tlakové podnéty a piimo se neucastni vedeni bolesti (Willis, 1985; Millan, 1999).

Neurony v miSe se také daji rozd€lit na supraspindlni (projekéni neurony) a
propriospinalni interneurony. Supraspinalni vedou nociceptivni informace supraspinalné
do vyssich mozkovych center. Propriospinalni intersegmentalni a intrasegmentalni neurony
hraji dtlezitou roli v propojeni, komunikaci, modulaci a integraci informaci.
Propriospinalni neurony se rozdéluji na excita¢ni a inhibi¢ni. Vyznamnou tlohu
v modulaci nociceptivni signalizace v miSe hraji 1 gliové a imunokompetentni buiiky.
Jejich interakce jak s neurony, tak s ostatnimi buiikami hraje velkou roli v adaptaci
nociceptivniho systému (Cervero, 1995A; 1995B; Dubner, 1983A a 1983B; Mense, 1993).

Glie produkuji a uvoliuji prozanétlivé cytokiny a chemokiny a nejrizné;jsi
neuromodulatory a neuroaktivatory, které vedou k adaptaci neuronii zadniho rohu michy.
Navic, gliové bunky reguluji také pohyb glutamatu na synapsi. Ztrata této funkce piispiva
k patologické bolesti. Glie také udrzuji hladinu pH zejména pufrovanim K iontt. Aktivita
glii hraje zejména pfi chronickych bolestivych stavech, neuropatiich a nadorovém

onemocnéni vyznamnou tlohu v regulaci bolesti.

Druhy neuron — zadni roh mi$ni:

tractus spinothalamicus — rychly pienos vzruchu do ventralni posterolateralni
¢asti talamu. Pfenasi se ostra, pronikava bodava bolest.

tractus spinoreticularis — pomaly pienos vzruchu do retikularni formace a odtud

ttetim neuronem spoje do talamu (proto nékdy v literatufe nazev drdhy tr.
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spinoreticulothalamicus). Vyvojové starSi drdha. Pienos pomalé, tupé, Spatné
lokalizovatelné bolesti.

tractus spinoparabrachioamygdalaris a tractus spinoparabrachiohypothalamicus
— spoje do limbického systému, ovliviiuji emoc¢ni slozku bolesti (Besson, 1987; Willis,
1991).

Tteti neuron resp. ¢tvrty neuron — piepojeni z talamu do somatosenzorické kiry a
asociaCnich korovych oblasti. Analyza informaci z periferie a eferentnimi vlakny je

uskutecnéna motoricka nebo jina odpovéd’. Centralni fizeni umoziuje modifikaci bolesti.

1.2.5. Gliové bunky

Kromé neuronil se na udrzeni spravného chodu nervového systému podili i gliové
buiiky, které tvofi druhou sloZkou nervového systému. ZajiStuji vyzivu, ochranu a
vytvareji podplrny systém pro neuronalni rist. Udrzuji stalé prostiedi, nezbytné pro funkci
neuront a plni také funkci nervového imunitniho systému. Jsou zasobarnou energie, kterou
neurontim dodavaji (Millan, 1999). Existuje fada typu gliovych bunék. V CNS jsou to
naptiklad astrocyty, oligodendrocity, mikrogle nebo ependymové bunky (Obrazek 6.).

astroeyt oligodendrocyt mikroglie ependymové bufiky

Obrdazek 6. Gliové bunky v CNS (Nemecek et al., 1972)

1.2.5.1. Vyznam gliovych bunék v nocicepci

Na povrchu gliovych bunék se vyskytuje fada iontovych kanall 1 receptorti, samy o
sob¢ sice nejsou schopny vytvaret vzruch ani ho vést ale vytvareji prostfeni nezbytné pro
neuronalni aktivitu, prostfedi pro vedeni ak¢niho potencialu. Zejména za patologickych
podminek se mohou podilet na modulaci neurondlni aktivity. Gliové buiky jsou
charakteristické svou vysokou linearni propustnosti pro K ionty. Glie obsahuji i jiné K
kanaly, a to nap&tové zavislé, dale pak také Na* CA?* CI” napé&tové zavislé, dokonce i K*
mechanické kandly. Na svém povrchu nesou i celou fadu receptori (GABA receptory,

glutamatové receptory, glycinové receptory, i receptory spiazené s G-proteiny).
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Pfi poranéni a vedeni bolesti nastavaji v gliovych bunkach stejné jako v neuronech
zmény- pii kratkodobé akutni bolesti se po uréité dobé zase vraceji k normadlu, pfi
patologické bolesti se mize stat, ze zmény pretrvavaji i na gliovych buiikéach, které se nyni
stavaji dalSim prispévateli bolesti a navic neurony v tomto stavu udrzuji. Stav gliovych

bunck se vyrazné podili na rozvoji patologické bolesti.

1.3. Neuropaticka bolest

Mechanismy uplatiujici se pfi neuropatické bolesti po poskozeni nervu jsou
podobné jako u chronickych bolestivych stavii. K senzibilizaci dochézi i v miSnich
gangliich a buiikdch zadniho miSniho rohu. Hlavnim mechanismem je zde zvySend hladina
excitaénich aminokyselin, hlavn¢ glutamatu. Déle trvajici nebo intenzivni stimulace
bolestivych vldken vyvolavéa v mistech centralniho zakonceni akumulaci glutamatu, jejimz
dasledkem je posléze aktivace metabotropnich excitac¢nich receptort NMDA typu, otevieni
vapnikovych kanali a vzniku syndromu kalciového pietizeni s jeho toxickymi dasledky
pro buiiku. Centralni mechanismy generujici neuropatickou bolest zahrnuji senzibilizaci
vSech spinotalamickych drah a pokles ucinnosti descendentnich bolest inhibujicich
systémi. V disledku poSkozeni periferni c¢asti nociceptivniho systému dochazi
k remodelaci neuronalniho spojeni v zadnim rohu mi$nim a narGstu pocétu excitaénich
receptord na membranach. Proto je model neuropaické bolesti vyuzivan i ve vyzkumu
jinych bolestivych stavll a mechanismy zmén u ni probihajici byly dilezité i v naSich

pokusech (Ramer et al., 1997).

Neuropaticka bolest (NB) je bolest vyvolana poranénim ¢i poSkozenim centralni
nebo periferni ¢asti nervového systému. Neuropaticka bolest je charakteristickd abnormalni
percepci bolesti (alodynie a hyperalgezie) a casto i pfitomnosti perzistujici bolesti,
nezéavislé na stimulaci. Syndrom neuropatické bolesti je Casto spojen s mechanickym
poranénim periferniho nervu, ale muze byt vyvolan drogami, 1éky virovym onemocnénim,

toxiny, nebo metabolickymi poruchami (Rodrigues-Filho et al., 2003).

Mechanismy vzniku neuropatické bolesti jsou komplikovanéjsi a odlisné od vzniku
akutni ¢i zanétlivé bolesti a dosud nejsou plné¢ poznany (Ueda, 2008). Mezi hlavni
mechanismy vzniku lze zafadit poranénim vyvolanou senzitizaci periferniho i centralniho
nervového systému, zvySenim ucinnosti synapsi V zadnich rozich michy (DH), senzitizace
neurontl spinalnich ganglii (DHG) a dalsi (Dowdall et al., 2005). Periferni neuropatie vede
ke zvySeni bolestivého ¢iti (hyperalgezii) a k bolestivé percepci za fyziologickych
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podminek nebolestivych podnéti (teplotni a mechanické alodynii), ¢asto se piidava i
spontanni bolest (Ueda, 2008). Neuropaticka bolest mize pretrvavat mésice, roky nebo i
cely zivot. Neuropaticka bolest nebyva ¢asto patrna hned, ale k rozvoji dochazi az néjakou
dobu po poranéni nervu. U neuropatické bolesti se v nékterych piipadech objevuje
bilateralita (bolest v neposkozené protilehlé ¢asti téla) coz znamena, ze je do mechanismu

neuropatické bolesti zapojen i centralni nervovy systém (CNS) (Wang a Wang, 2003).

Bézné pouzivané prostiedky tisici bolest byvaji v ptipadé neuropatické bolesti Casto
neucinné. Z téchto diivodu jsou v poslednich letech mechanismy neuropatické bolesti

intenzivné studovany, s cilem vyvinout nové u¢innéjsi zpusoby terapie (Ueda, 2008).

Neuropatické bolesti d€lime na neuralgie perifernich nervii a centralni
neuropatickou bolest (Zimmermann, 2001). Fenomenologicka klasifikace neuropatické
bolesti se vztahuje k typu poranéni a rozliSujeme: mechanické nervové poranéni,
metabolické onemocnéni, virové onemocnéni, neurotoxicitu, zanét a jiné imunologické
mechanismy, fokalni ischémie nervového systému a mnohocetné dysfunkce

neurotransmiterového systému (Zimmermann, 2001).

1.3.1. Bunécné a molekuliarni zmény spjaté s neuropatickou bolesti
Neuropatickd bolest mize byt ¢astecné vysvétlena patofyziologickymi zménami,
které nastavaji po poranéni neurond. Po poskozeni periferniho nervu dochazi k bunéénym
a molekularnim zménam v neuronech i v jejich okoli (Ramer et al., 1997; Zuo et al., 2002;

Ueda, 2008).

Neurony periferniho nervového systému reaguji na poskozeni svych vybézku
anabolickymi zménami, dochazi ke chromatolyze bunécnd jadra, je patrnd hyperplazie
neurofilament a dochazi k vyraznym zménam v metabolismu neuronu (Dubovy, 1998).
Bezprostfedné po poranéni je Schwannovymi bunikami, rezidentnimi Zirnymi bunikami,
endotelialnimi bunikami a fibroblasty produkovan tumor necrosis factor-o (TNFa)
prozanétlivy cytokin, ktery indukuje produkci dalSich latek a iniciuje tak proces zanétu
(Myers et al., 2006). Schwannovy buniky produkuji neurotrofiny a adhezivni molekuly, a
ovliviuji tak regeneraci. Tvofi permisivni prostfedi pro rust a regeneraci nervovych
vlaken. Regenerovany nerv nikdy nedosahuje pivodni rychlosti vedeni (Albe-Fessard,
1998).
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Schopnost periferniho nervu regenerovat je striktné¢ zavisla na kontaktech
regenerujicich axonil se Schwannovymi builkami a jejich bazalnimi laminami. Jestlize po
poranéni doslo k pferuSeni nervu - axotomii, ale kontinuita nervového obalu zlstala
zachovdna (axonotmesis), axony regeneruji k cilovym strukturdam plvodni bazélni
laminou. Jiny piipad nastava, dojde-li pfi poranéni nervu k pieruseni nejen axond, ale také
bazalni laminy nervového vlédkna (neurotmesis). Regenerujici axondlni vétve, kterym se
nepodaii prortist mistem poranéni do bazalni laminy, se dostanou do kontaktu s okolnimi

nepermisivnimi tkanémi a degeneruji (Zuo et al., 1998; 2002).

Po jednostranném posSkozeni periferniho nervu u experimentalnich zvifat nastava
invaze postgangliovych vlaken sympatiku do DHG korespondujicich s poranénym nervem
tento jev je oznaCovan jako sympathetic sprouting (Kim et al., 2001). Ve spinalnich
gangliich intaktnich zvifat se nervova vlakna sympatiku vyskytuji pouze jako
perivaskularni plexy, neni vytvoien pifimy kontakt s té€ly somatosenzorickych neuront. U
poranénych zvifat se perivaskularni vlakna sympatiku vétvi a tvoii tzv. perineuronalni
kosiky (baskets). Bylo zjisténo, ze ve vétsSin€ pripadu se tyto utvary tvoii kolem velkych
neuront (Ramer et al., 1997; Ma a Bisby, 1999). Uvazuje se, Ze tyto perineuronalni kosiky
jsou moZznym mistem kontaktu sympatického a somatosenzorického systému (sympathetic-
sensory coupling) a nasledného vzniku abnormalnich interakci. (Hébler et al., 2000; Chung

a Chung, 2001).

Neurony spindlnich ganglii také vykazuji zmény v excitabilité¢ a v genové expresi.
Tyto zmény mohou hrat roli v patofyziologii neuropatické bolesti (Stichel a Miiller, 1998;
Obata et al., 2003). Caste¢né poranéni periferniho nervu zplsobuje zmény v
elektrofyziologii a neurochemii aferentnich neuront, ty mohou byt podkladem abnormalni
aferentni aktivity. Na vytvafeni abnormalni aktivity ve spindlnich gangliich se podili

sodikové a vapnikové kanaly (Newton et al., 2001; Cherkas et al., 2004).

Po poranéni také dochazi k utlumu exprese NGF v axotomizovanych neuronech
spinalniho ganglia a naopak zvySeni exprese NGF v satelitnich gliovych bunikach (Ramer
et al., 1997; 1999). Dale se zvySuje exprese substanci, zahrnutych v nocicepci, napf.
galanin (Nilsson et al., 2005). Ke zvysené expresi galaninu v neuronech spinalnich ganglii

dochdzi po kompletnim i ¢aste€ném poranéni periferniho nervu.
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Po poskozeni periferniho nervu nastavaji zmény v mikroprostiedi neuronii
spindlniho ganglia (Dubovy, 1998). Neurony spinalnich ganglii a satelitni gliové buiky
tvofi navzdjem zavislé jednotky. UrCit¢é zmény po poranéni periferniho nervu tedy
probihaji 1 v satelitnich gliovych bunkach, které obaluji neurony v DHG. Ve srovnani s
gliovymi buiitkami centrdlniho nervového systému je o téchto zménach pomérné malo
znamo. Po poranéni periferniho nervu dochazi k zvyseni poctu satelitnich gliovych bunék
ve DHG (Shinder et al., 1999; Nilsson et al., 2005). Mezi regenerativni stimuly
produkované gliovymi bunikami patii NGF (Ramer et al., 1997). Ve zdravych DHG je

NGF syntetizovan pfevazné axony a retrogradné transportovan.

Zangtlivé procesy hraji také dilezitou roli v mechanismech neuropatické bolesti.
Poranéni periferniho nervového systému vede k aktivaci rezidentnich imunitnich bunék a
k infiltraci bun¢k imunitniho systému z krve do mista poranéni. Témito buikami jsou
nasledné produkovany a sekretovany zanétlivé medidtory, které se mohou podilet na
vzniku abnormalniho vnimani senzitizaci PAF. K bunkam, které se ucastni zanétlivé
reakce periferniho nervového systému, se fadi zirné buiky, neutrofily, makrofagy a T
lymfocyty (Moalem a Tracey, 2005). V perifernim nervu a v DHG je za nepatologickych
podminek pfitomna populace klidovych makrofagl. Po poranéni periferniho nervu byla
popséna invaze bunck imunitniho systému do korespondujicich spindlnich ganglii a nartst

poctu makrofagi (Matsumoto et al., 1999).

V centralnim nervovém systému se nasledkem poranéni do mista 1éze dostavaji
krevni elementy z poskozenych cév (monocyty, lymfocyty, mediatory zanétu apod.) a
dochazi k uvolnéni aminokyselin, které ptisobi na excitaci neuront, iontd Zeleza, které se
podileji na tvorbé kyslikovych radikali, zvySuje se mnozstvi vapniku, drasliku a dochéazi k
akumulaci rustovych faktorti a protedz. Tyto faktory maji za nasledek smrt neuront a

gliovych bunék a degeneraci v misté poranéni (Stichel a Miiller, 1998).

Astrocyty velmi brzy po poranéni zacinaji sekretovat GFAP a indukuji MHC
antigeny. Dochazi k remodelaci astrocytarni membrany. Aktivované mikroglie a monocyty
(makrofagy) dale sekretuji cytokiny, proteazy, leukotrieny a superoxidy (Stichel a Miiller,
1998).
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14. Synaptické receptory exprimované v zadnim rohu mi$nim

Chemicky a fyzikaln¢ aktivovatelné primarni nociceptivni aferenty dorzalnich
spinalnich ganglii pfinaseji nociceptivni informaci do zadniho rohu michy. Ptichozi akéni
potencial zpusobi vylev rlznych neurotransmiterti, neuromodulatorii a ostatnich
neuroaktivnich latek z presynaptické membrany centralnich synapsi které se vazi na celou
fadu ruznych typi receptori na membrané postsynaptické (Millan, 1999; Willis a
Cogeshal, 2004).

Vsechny kroky pfesunu informace pies synapsi mohou byt modulovany, a to hlavné
pomoci mnozstvi vypousténych neurotansmiterti (jako je naptiklad acetylcholin, glycin,
glutamat, dopamin, noradrenalin, adrenalin a GABA, histamin a serotonin) a poctu
receptortit schopnych na néj reagovat. Jednou z hlavnich latek ovliviiujicich synapse je
excitaéni aminokyselina glutamat, ktery je agonistou celé fady receptorti. Dvéma hlavnimi

rodinami jsou inotropni a metabotropni glutamatové receptory.

1.4.1. Glutamatové receptory — ionotropni

lonotropni glutamatové receptory se rozdéluji do 3 zékladnich skupin, a to na

AMPA, Kainatové a NMDA receptory.

14.1.1. AMPA receptory
AMPA receptory (AMPAR) jsou iontovymi kanaly propustnymi zejména pro Na* a

K*ionty ale i pro Ca®". Jejich primarnim agonistou je c-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxasole propionova kyselina a glutamat (Bettler a Mulle 1995). Receptor objevil Tage
Honore v Kodani, a opublikoval v roce 1982 v Journal of Neurochemistry. AMPAR se
vyskytuji v riznych ¢astech mozku a michy a jsou nejhojnéji se vyskytujicim receptorem

vubec.

Funkéni vlastnostt AMPAR zavisi zejména na jejich podjednotkovém sloZeni —
skladaji se ze 4 podjednotek GIuR1, GIuR2, GIuR3 a GluR4 z nichz tvofi heterotetramery.
Ruizné sloZeni tetrameru urcuje podtyp receptoru (Hollmann a Heinenmann, 1994). Hlavni
podjednotkou urcujici propustnost receptoru piedstavuje podjednotka GIuR2, kterou
vétSina obsahuje. Pokud vSak podjednotka ve struktufe obsazena neni, ztraci kandl
Castednd svou specifickou propustnost a stavé se propustny i pro Ca?* ionty. Primik Ca**
iontd do bunky a zvySujici se intracelularni vapnik je vyznamnym spoustééem mnoha

signalnich kaskad, kde Ca? ionty plni tlohu druhého posla. AMPAR jsou tedy branou pro
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Na* a K* ionty a také pro Ca®* ionty. Pfitomnost GluR2 podjednotky chréani buiiku pied
nadmérnym vtokem vapniku (Angula, 1997). Velkou variabilitu v typech podjednotek

umoziuje také alternativni sestiih a uprava RNA.

Dimerizace podjednotek zacina Vv endoplazmatickém retikulu interakci N
koncovych domén, které jsou vysledné extracelularnimi konci. C konce umisténé
intracelularné jsou dulezité zejména pro regulaci a fosforylaci (Wang et al., 2005).
Transmembranové domény se od sebe nejvice 1isi svymi C konci, a praveé ty urcuji i jejich
dalsi interakce (Obrazek 8.). VSechny AMPARs obsahuji vazebné domény (Hollmann a
Heinenmann, 1994; Greger et al., 2002). Fosforylace AMPAR muze regulovat vodivost a
pravdépodobnost otevieni kanalu. AMPAR fosforyluje cela fada protein kinas jako je
PTK, PKM a hlavné¢ PKC a CaMKII (Boehm a Malinow, 2005).

Pro AMPAR jsou charakteristické rychlé zmény v jejich umisténi. Jsou
endocytovany a na jinych mistech membrany exocytovany (Obrazek 7.). Ma se ale za to,
ze celkovy pocet inzerovanych receptori na extracelularni membrané zistava staly.
Mechanismus indukované endo ¢i exocytosy vSak muze vést k LTP ¢i LTD (Kessels a
Malinow, 2009). Pro LTP je také vyznamna fosforylace serinu 818 na podjednotce GIuR1
zpusobena PKC ktery pak brani endocytoze a zvysuje vodivost kanalu (Boehm et al., 2006;
Derkach et al., 1999).

Constitutive Regulated
Regula athway rel val
delivery

(LTP)

@ 9 D 9 b
98:321 Qem Qeluns

Obrazek 7. Konstitucni a regulovany prechod AMPA receptorii v synapsich. AMPAR

oligomery obsahujici GluR1 a GluR4 podjednotky jsou regulované dodavany do synaptické
sterbiny beéhem LTP. Oligomery s podjednotkami GIuR2 a GluR3 jsou priibézne
obmeénovany. Regulované odstranovani AMPAR ze synapsi vede k LTD. (Esteban, 2003)
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Pocet a subtyp AMPAR na postsynaptické membrané ma tedy velky vliv na chod a
ucinnost synapse. Nadmérna inzerce suptypt bez podjednotky GluR2 muze vest k vyrazné
senzitizaci postsynaptické membrany (Larsson a Broman, 2008) Kazdy AMPAR ma ¢tyfi
vazebna mista, na které se agonisti (napf. glutamat) mohou vdazat, jedno na kazdé
podjednotce (Obrazek 8.) (Mayer, 2005). Vazebna mista pro ligand jsou na N-konci
extracelularni smy¢kami mezi transmembranovymi doménami tfi a ¢tyfi (Armstrong et al.,
1998). Kdyz je agonista navdzan, por se otevie. Po otevieni mize byt kanal zase rychle

uzavien, desenzitizovan malou zménou uhlu vazebného mista (Armstrong et al., 2006).

Extracellular

1 Flip/Flop
Region

APZINSF
Binding
Domain

PDZ Binding
Domain__

Cc

Intracellular

Obrdazek 8. Podjednotka AMPAR s vyznacenym vazebnym mistem pro agonistu. Prevzato z
MRC CENTRE FOR SYNAPTIC PLASTICITY

AMPAR se rychle otviraji a zaviraji, jsou tedy zodpovédné za vétSinu rychlych
excitaénich synaptickych pfenost v CNS (Platt, 2007). V zadnim rohu michy jsou
dominantni subtypy s podjednotkami GIuR2 hlavné lamina Ili a suptypy s GluR1 zejména
v neuronech laminy | a 1o (Tolle et al., 1993). Podjednotka GluR3 je v zadnim rohu michy
exprimovana pouze v malém mnozZstvi hlavné v laminach IV a V. Podjednotky GluR4 se
vyskytuji jen v nepatrném mnozstvi neurond superficialniho rohu misniho (Tolle et al.,
1993). Neurony s AMPAR propustnymi pro Ca®" ionty (bez GIuR2 podjednotky) byly
detekovany v laminach I a Ilo kde je jejich vyskyt vysoky. V laming Ili byly objeveny jen
mélo. Nizky poet AMPAR propustnych pro Ca’* v lamin& Il je zpisoben vysokou

koncentraci GluR2 podjednotky v této oblasti.
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14.1.2. Kainatové receptory
Strukturn¢ podobné Kainatové receptory, jsou pojmenovany podle svého hlavniho

agonisty kainatu, také vSak reaguji na glutamat. Jsou tvofeny ruznymi kombinacemi
podjednotek GIuR5, GIluR6, GIuR7, KAl a KA2. Jsou funkéné podobné AMPA
receptoram. Jejich role v synaptickém pienosu je vSak mensi nez je tomu u AMPAR,
nicméné jsou vyznamné pro synaptickou plasticitu. Bylo dokazano, ze mohou hrat roli také
v indukci dlouhodobé potenciace (LTP) (Hollmann et al., 1994). Jsou fosforylovany
CAMP dependentni kinazou (Wang et al., 1993).

1.4.13. NMDA receptory
NMDA receptory (NMDAR) jsou dals$imi mozna jeSt€¢ vyznamng&jSimi

glutamatovymi receptory s iontovymi kanaly prostupnym pro kationty Na®, K" a také v
pro Ca*". Jsou piitomny jak presynapticky tak postsynapticky (Millan, 1999). Hlavnim
agonistou je N-metyl-D-aspartat. Jsou to heterotetramery, tvofené kombinaci podjednotek
NR1 majici 8 isoforem a NR2 A-D (4 isoformy), zastoupeni podjednotek je v receptorech
na riznych neuronech rizné. Podjednotkové sloZzeni ma vliv na funkci receptoru. (Cull-
Candy, 2001) NR2 obsahuji vazebné misto pro neurotransmiter glutamat (Obrazek 9.). Na
rozdil od NR1 podjednotky, jsou NR2 v ruznych typech bunék zastoupeny rizné a maji

kontrolni funkci, urcuji elektrofyziologické vlastnosti NMDA receptoru.
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Obrazek 9. Molekularni organizace podjednotky NMDA receptoru a krystalové struktury
amino-termindlni domény (ATD) a S182 ligand-vazaniho jadra
(furukawalab.cshl.edu/HF_research.html)



NMDA receptory Vv neuronech maji pomalou kinetiku a jsou charakteristické
nap&tové zavislou blokadou kanalu hofe¢natymi (Mg®") ionty. Kazda podjednotka ma
rozsédhlé cytoplazmatické domény, které obsahuji zbytky, které mohou byt piimo
modifikovany fadou proteinkinazy a fosfataz. V diasledku aktivace PKA, PKC, AC, dojde
k fosforylaci cytosolickych domén zejména NR1, NR2A a NR2B podjednotek NMDA
receptoru a k odstranéni Mg”* iontu z extracelulérni &sti receptoru (Ultenius et al., 2006).
Mg?* iont je z kanalu uvoliiovan az béhem depolarizace, vyvolané aktivaci AMPA kanalt

behem synaptické aktivity.

NMDA receptory maji také modulacni vazebné misto pro glycin, jenz je esencialni
pro funkci kanalu (Millan, 1999). K otevieni NMDA kanalu je tedy zapotiebi navazani
dvou ligandd, glycinu a glutamatu (Obrazek 10.), a pokles membranového napéti (je
napétoveé zavisly). To vede Kk delsi depolarizaci. Vtok vapniku pfes NMDARs hraje
rozhodujici tlohu v synaptické plasticité, a je bunéénym mechanismem pro uceni a paméet’

(Lester et al., 1990).

Activated NMDAR
Allosteric site
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Obrazek 10. Stylizované zobrazeni aktivniho NMDAR. NMDARs vyZaduji pro svou aktivitu

vazbu dvou molekul, glutamatu nebo aspartatu a glycinu (Laube et al., 1997).

1.4.2. Glutamatové receptory — metabotropni

Druhou skupinu glutamatovych receptorii tvoii metabotropni glutamatové receptory
(mGluR) patfici do rodiny receptori spojenych s Gproteiny (GPCR). Tento typ
glutamatovych receptori zacal byt intenzivn€ studovdn az se znacnym odstupem od
ionotropnich receptorii. Jednim z divodi je i fakt, Ze do doby velmi neddvné nebyly
dostupné specifické ligandy pro provadéni vazebnych studii. Doposud bylo klonovano osm
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podtypti metabotropnich glutamatovych receptori oznacenych mGlul — mGIlu8, které se
déli do tfi skupin na zaklad¢ podobnosti sekvenci a transduk¢nich metabolickych cest
(Riedel, 1996; Nicoletti et al., 1996). Po navazanich ligandu aktivuji fetézec metabolickych
déjt, a ten umozni otevieni iontového kanalu. Skupina I zahrnuje mGlul a mGluS5, které
jsou spojeny s hydrolyzou polyfosfoinositidi. Tyto receptory stimuluji fosfolipazu C,
tvorbu diacylglycerolu, ktery dale aktivuje proteinkindzu C. Zvysuji koncentraci Ca?*
v cytosolu a nasledné uvolnéni Ca?* iontil z intracelularnich zasobaren. Byl také prokazan
negativni vliv metabotropnich glutamatovych receptort skupiny I na K* kanaly (v

tkanovych kulturach) (Bleakman et al., 1992; Neugebauer, 2001).

Skupina Il, kam patii receptory mGlu2 a mGlu3, a skupina III s metabotropnimi
receptory mGlu4, mGlu6, mGlu7 a mGlu8 byly prokazany v neuronech i ostatnich
bunkach a neni o nich toho tolik znamo (Tabulka 1.). Ukazuje se, ze i tyto receptory lze
jesté dale délit na dalsi podtypy. Obecné lze fici, Ze vétSina receptort tiidy II a III je
negativné ovliviiuje adenylatcyklazu a nékteré z nich rovnéz negativné ovlivituji K* kanal
(Nicoletti et al., 1996). Cast téchto receptori je lokalizovana presynapticky a inhibuje

uvolnovani glutamatu do synaptické stérbiny, dal$i naopak uvolfiovani glutamatu stimuluji.

. Chromosom
Skupina Receptor Gen (lidsky) Efekt
mGIuR; GRM1 6q24 zvyduje koncentraci Ca®* v cytoplasmé
1 MGILRs GRM5  11q14.3 uvolfiuje K* z buﬁll(<y a,kEivaci K* iontovych
analu
) mGIuR, GRM2  3p21.2 inhibuji adenylylcyklasu a snizuji hladinu
mGluR; GRM3 7q21.1-g21.2 CAMP
mGIluRs GRM4 6p21.3
; MGluRs GRM6 5935  aktivuji Ca®* kandly, umoZiuji vstup Ca** do
mGIuR; GRM7  3p26-p25 buriky

mGluRs GRM8 7q31.3-32.1

Tabulkal. Prehled metabotropnich glutamatovych receptoru a jejich ucinkii.

1.4.3. Excitotoxicita glutamatu
Za normalnich fyziologickych podminek se glutamat podili na celé fad¢ dilezitych
procestt v CNS, vcetné¢ paméti a uceni. Pfi uréitych patologickych stavech, jako jsou
naptiklad hypoxicko-ischemické stavy, vSak dochazi v neuronalni tkani k mnohonésobné
vy$§imu uvolfiovani excitacnich aminokyselin na synapsi a sou¢asnému blokovani jejich
zpétného vychytavani. Dochazi tak k hyperstimulaci vsech typt glutamatovych receptorti a
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naslednému spusténi celé Skaly reakcnich kaskad, jejichz vysledkem je poskozeni nebo

smrt neuronu.

Nejprve dojde k depolarizaci a pruniku sodnych a chloridovych iontti tdhnoucich
molekuly H,O do neuronu a naslednému osmotickému poskozeni. Dale dojde i k
masivnimu priniku vapniku do intracelularniho prostoru, na kterém se podileji i nékteré
metabotropni  glutamatové receptory, nakonec jsou uvolnény vapenaté ionty Z
intracelularnich zasobaren. ZvySena intracelularni koncentrace Ca®* stimuluje fadu
enzymu, lipazy, fosfolipazy, protedzy, proteinkinazy, z nichz nckteré maji pfi zvysené
aktivité¢ degradativni G¢inky, jiné v neregulovaném stavu iniciuji reakce, jejichz vysledkem

je smrt bunky.

1.4.4. Uloha glutamatovych receptoru v nocicepci

Glutamatové receptory v miSe a supraspindlnich strukturach CNS jsou endogenné
aktivovany excita¢nimi aminokyselinami, nebo exogenné N-metyl-D-aspartatem (NMDA
receptory). Aktivace centralnich glutamatovych receptorti indukuje fadu molekuldrnich
mechanismi vedoucich k syntéze dalSich mediatord. Tim je naptiklad Oxid dusnaty (NO),
ktery aktivuje gvanylatcyklazu, zvySenim hladiny intracelularniho cyklického

gvanozinmonofosfatu (¢cGMP) (Conn a Pin, 1997).

NMDA stimulace aktivuje proteinkinazu C (PKC), ktera zesiluje synapticky
prenos, a adenylatcyklazu, tvofici intraceluldrniho druhého posla, cyklicky
adenozinmonofosfat (CAMP). Dochazi také ke zvySeni biosyntézy prostaglandini PGE2 a
PGF2. Patofyziologické zmény po aktivaci glutamatovych receptori (NMDA a non-
NMDA receptorli) se projevi aktivaci a zvySenim transmise bolesti, zejména v pozdé&jsi
fazi, indukci behavioralnich reakci na bolest a k rozvoji “wind-up” fenoménu -dréazdéni 1.
neuronu vede k nartistu potencidlli ve 2. neuronu, az zane sdm generovat nociceptivni

potencialy (Ferreira a Lorenzetti, 1994).
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1.5. TRPV1 receptory a jejich funkce

Senzoricky systém zivych organizml je vybaven piesnymi a dimyslnymi
mechanizmy, umoziiujicimi mu rozpoznavat podnéty pfichdzejici z vnéjsiho prostredi,
odlisit systému. Tato schopnost je dana predevsim vlastnostmi iontovych kanali
exprimovanych na perifernich zakonéenich primarnich senzorickych neurond. Aktivace
téchto iontovych kanali umoznuje prevod (transdukci) podnéti (specifickych a
nadprahovych) na depolarizaci bunéné membrany a vznik akcéniho potencidlu —
signalizace, ktera je poté vedena do CNS. Vyznamnou skupinou transdukénich iontovych
kanali exprimovanych na senzorickych neuronech jsou, TRP kanaly (transient receptor
potential channels). Savci pomoci TRP kanali rozeznavaji teplotni zmény v rozsahu
fyziologickém a patologickém a chemické latky vyvolavajici bolest (Caterina et al., 2000).
Vyznamny je zejména TRPV1 receptor z vaniloidni rodiny TRP receptoru. Poznéni
struktury a funkce tohoto receptoru vedlo k mnohem hlub§imu pochopeni fady
nociceptivnich mechanismt.

TRPV1 receptory jsou exprimovany na perifernich i centralnich zakoncenich
senzitivnich neuronii a hraji vyznamnou ulohu v transmisi a modulaci nociceptivni
informace. Jsou to molekularni integratory fyzikalnich a chemickych bolestivych podnétu.

TRPV1 jsou vyznamné senzitizovany mediatory zan&tu uvolnénymi z poSkozené tkané.

TRPV1 receptor byl naklonovan v roce 1997 (Caterina et al., 1997), coZz umoznilo
mimo jiné jeho transfekci do riznych expresnich systémii bunéénych linii. Tyto
experimenty pomohly zpfesnit informace o struktufe a funkci téchto receptori. TRPV1
receptory maji vazebné misto pro latky z chemické skupiny homovanilint, jsou to rostlinné
extrakty a velmi drazdivé latky. Tyto latky jsou exogennimi agonisty TRPV receptort a
cela skupina od nich odvozuje sviij nazev - vaniloidni. Nejvyznamnéjsi z téchto latek je
kapsaicin - latka izolovana z paprik rodu Capsicum (Tresh, 1846). Citlivost na kapsaicin
vykazuji C 1 Ad vlakna, pro TRPV1 je kapsaicin zvlasté dilezitym agonistou, proto se mu
také nekdy fika kapsaicinovy receptor (Bandell et al., 2004).

Objev kapsaicinového TRPV1 receptoru piedstavoval zlom ve vyzkumu percepce
tepelnych a chemickych bolestivych podnéti. V miSe se kapsaicinové receptory nachézeji
zejména na primarnich aferentnich neuronech. Nékteré studie uvadi i jejich pfitomnost na
postsynaptickych neuronech, predevsim v 1. a II. laminé. Nachazeji se také na neuronech
spinalnich ganglii. TRPV1 receptory byly také prokazany v nekterych centrech v mozku,
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Vv epitelech, sliznicich, hladkych svalech a ptredpoklada se, ze hraji roli 1 v neurogennich

zanétech a visceralni bolesti (Ferreira et al., 2002).

1.5.1. Molekularni stavba TRPV1 receptoru

TRPV1 je hlavnim zastupcem rodiny TRPV proteind, kterou mizeme rozdélit do 6
skupin  (TRPV1-TRPV6). Naklonovanim TRP lokusu bylo zjisténo, Ze vSechny
podjednotky TRPV kanalu maji podobnou strukturu (Montell a Rubin, 1989).

Podjednotka TRPV1 receptoru se sklada z 6 transmembranovych domén (S1-S6),
mezi transmembranovymi Useky 5. a 6. se nachazi kratky hydrofobni fetézec tvotici tzv. P
klicku, a N a C konce jsou orientované intraceluldrné. 5. a 6. transmembranova doména
tvoti také vlastni oblast poru (Obrazek 11.). Kapsaicinovy receptor TRPV1 je protein o
délce 838 aminokyselin a mol. hmotnosti 95 kDa (Caterina et al., 1997).

TRPV1 receptory se skladdaji do tetrametrd s centralnim hydrofilnim poérem -
vytvateji tak neselektivni kationtové kanaly pro Na® K™ a Ca’. Podjednotky TRP kanalii
mohou vzajemné heteromerizovat (Smith et al., 2002).

Hydrofilni N koncova cytoplazmatickd doména tvoii vice nez polovinu proteinu
(432 aminokyselin), obsahuje oblasti bohaté na prolin a Sest ankyrinovych domén
interagujicich s cytoskeletem a jinymi proteiny (Obrazek 12.). Druha, také intracelularni, C
koncovd doména je dilezitda pro fosforylaci proteinkindz a nese vazebnd mista pro

kalmodulin, PIP2 a ATP (Montell a Rubin, 1989).
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Obrazek 11. A- Schéma transmembranové domény VR1 — 6 podjednotek, B- prostorové
ulozeni v membranée (Viachova a Vyklicky, 2006)
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Obrazek 12. Molekularni struktura vaniloidniho receptoru TRPV1, A- podjednotka TRPV1
B-model molekularni struktury (Tousova et al., 2007)

1.5.2. Aktivace TRPV1 receptoru

- tepelnymi podnéty- Teplota ovlivituje funkci témét vSech iontovych kanald,
avsak jen u né¢kolika zplisobi aktivaci. Proteinova struktura TRPV1 receptoru je schopna
pfesné reagovat na teplotu prostfedi a vyvoldnim konformaéni zmény pii teplotach nad
43°C oteviit iontovy kandl. Prave tato teplota pfedstavuje pocatek vnimani bolestivé reakce
na tepelné podnéty. Tento prah pro aktivaci je velmi presné regulovan distalni ¢asti C
koncového tetézce. Jestlize je TRPV1 vystaven teplotdm vysSim nez 53°C, dochazi k
Castecné denaturaci (trvalé konformaéni zmén€) a k snizeni teplotniho prahu pro aktivaci
receptoru (Caterina et al., 1997; Prescott a Julius, 2003). Pfitomnost zanétlivych mediatori
jako prostaglandin, bradikinin, zvySena koncentrace ATP nebo protonil také snizuje prah
pro aktivaci TRPV1 coz je ziejmé podstatou zesileni bolestivych vjemt — hyperalgezie
(Ferrer-Montiel et al., 2004; Jordt a Julius, 2002; Smith et al., 2002).

-kapsaicinem- Kapsaicin je silné lipofilni latka (8-methyl-N-vanillyl-6-monoamid)
a jeho analogem je dalsi agonista resiniferatoxin (RTX). Na aktivaci TRPV1 receptoru
kapsaicinem se podileji 1 intracelularni domény, jako je hydrofobni klicka mezi 4. a 5.

segmentem a obé koncové domény (C i N) (Jordt a Julius, 2002).

-acidosou- pii zanétech, poranénich, infekcich i pti ischémii se pH extracelularniho

prostiedi snizuje ze své fyziologické hodnoty (7,3) v dusledku vylevu protont. Mistni
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snizeni pH (6,8-acidosa) je pfirozenym aktivatorem TRPV1 (Handwerker a Kobal, 1993).
Protony funguji nejen jako ptimé aktivatory TRPV1 receptort ale i jako jejich modulétory.
Mirn¢ snizené pH zesiluje aktivitu receptori po navéazani kapsaicinu a rovnéz i po
tepelném podnétu. Protony primarné zvysuji pravdépodobnost otevieni iontového kanalu,
pH niz8i 6,3 dokonce zpisobi aktivaci TRPV1 receptoru uz pii 35°C (Jordt a Julius, 2002).
Snizeni pH pod 6,0 pak zpusobi trvalé otevieni TRPV1 kanalu (Tominaga et al., 1998).
Protony svym kladnym nabojem neutralizuji zaporné nabité aminokyseliny v oblasti poru

zZ extracelularni strany, ¢imz jej oteviraji (Caterina et al., 1997).

-lipidovymi sloué¢eninami- Mezi endogenni vanilioidy aktivujici TRPV1 receptory
patfi tfi skupiny latek vznikajici z kyseliny arachidonové, a jsou produkovany predev§im v
endokannabinoid vznikajici $t€épenim N-arachidonoylfostatidylethanolaminu fosfolipazou
D. Do druhé skupiny patii N-arachidonoyldopamin (NADA). Dalsi skupinou latek jsou
produkty pusobeni lipoxygenazy na kyselinu arachidonovou, tj. kyselina 12-(S)-
hydroperoxyeikosatetraenova a 15-(S)-hydroperoxyeikosatetraenova. Také dalsi latky jako
jsou omega-3-polynenasycené mastné kyseliny -dokosahexaenova kyselina (DHA), -
linoleova (LNA) a -eikosapentaenova (EPA), v koncentracich 1-10 uM, ptimo aktivuji
TRPV1 (Matta et al. 2007).TRPV1 receptory jsou aktivovany chemickymi latkami
(kapsaicin), kationy = sniZzenim pH vnéjSiho prostieni pod 6.5, lipidovymi medidtory a

zvySenim teploty nad 43°C.

1.5.3. Senzitizace TRPV1 receptoru

Hlavnim mechanismem senzitizace TRPV1 nociceptorii bolestivym teplem,
chemickymi latkami nebo medidtory zanétu je fosforylace. C koncova doména je bohata na

fosforyla¢ni mista, proto vyrazné ovlivituje miru afinity k agonistim i vlastni otevirani

vvvvvv

(PKC), Ser 774 a Ser820 pro cAMP zavislou proteinkindzu A (PKA) a Thr704 pro
kalmodulin zavislou kinazu II (CaMK II) (Mohapatra a Nau, 2003). PIP2 interaguje
s TRPV1 a zpiisobuje konstitutivni inhibici, protoze fosforylaéni misto PKC Ser800 se
nachazi pifimo uprostied vazebného mista pro PIP2, aktivaci plisobenim PKC se PIP2

vyvaze.
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TRPV1 kanal podléha senzitizaci v prostiedi zanétu vlivem tkanovych mediatori
a jinych latek, napt. zvySené hladiny NGF, GDNF a aktivita MAP kinaz v DRG,
nastavajici béhem zanétu, zvysuji expresi TRPV1 receptori a prispivaji tak k hyperalgezii
(Amaya et al., 2004). Vaniloidni receptor TRPV1 je v plazmatické membrané nervovych
bun¢k ovliviiovan fadou adaptorovych a signalnich molekul, dokonce i proteiny
cytoskeletu moduluji jeho aktivitu. TRPV1 receptor je zodpovédny za nociceptivni,
zanétlivé, hypotermické reakce, jako je akutni nociceptivni odpoveéd’ na tepelné podnéty a
hyperalgezie pii zanétu (Caterina et al., 2000). Senzitizace vaniloidniho receptoru je

jednim z hlavnich mechanizm@ modulace jeho aktivity.

1.5.4. Antagonisté- desenzitizace TRPV1 receptoru

Ze skute€nosti, Ze TRPV1 receptory hraji tak vyznamnou roli v pfenosu bolestivych
podnétil, vychazi i snaha o nalezeni latek, které by Ucinné a selektivné blokovaly jejich
aktivitu. Pfi aktivaci TRPV1 receptoru dochédzi zaroven k desenzitizaci, tj. sniZeni
odpovédi receptoru za stalé pritomnosti agonisty. Tento stav receptoru souvisi s
konformacéni zménou proteinu, kterd vede k zavieni iontového kanalu a pfechodné nebo
trvalé ztrat¢ jeho funkce. Pretrvavajici pfitomnost agonisty také dokaze TRPV1
desenzitizovat. Desenzitizace ma ochrannou funkci. Mira desenzitizace TRPV1 receptoru
je zavisla na koncentraci Ca** vapnikovych iontli, pomér mezi rychlosti desenzitizace a
resenzitizace, souvisi s procesy fosforylace a defosforylace (Obrazek 13.) (Mandadi et al.,
2004). Nejlépe prokazatelny mechanizmus desenzitizace zavislé na vtoku Ca++ do bunky
je aktivace kalcium-dependentni fosfatazy 2B (kalcineurin), ktera defosforyluje TRPV1 a
tim sniZi jeho aktivitu (Docherty et al., 1996). Dalsim Ca®* zavisly mechanizmem je
desenzitizace prostfednictvim Ca”* vazebného proteinu kalmodulinu (CaM). Kalmodulin
se vaze na oblast karboxylového konce TRPV1 receptoru (Numazaki et al., 2003).
Konformaéni zmény TRPV1 receptoru vznikajici dasledkem desenzitizace a jsou

dlouhotrvajici (> 20 min) (Mohapatra a Nau, 2003).
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Obrazek 13. Modulacni drahy uplatiujici se v desenzitizaci vaniloidniho receptoru TRPV1

na perifernim zakonceni nociceptivniho vildkna. (Tousova et al., 2007))

Kapsazepin synteticky analog kapsaicinu byl dlouho jedinym kompetitivnim
antagonistou TRPV1. Vyzkum se nyni zaméfuje na vyuziti latek s podobnou chemickou
strukturou, jakou maji tyto desenzitizujici latky (hlavné kapsaicin), ale které bud’ vibec
nevyvolavaji u c¢lovéka bolest, nebo oproti kapsaicinu maji rychlej$i kinetiku
aktivace/desenzitizace TRPV1 receptoru (piperin). Se stejnym cilem jsou testovany noveé
syntetizované vaniloidni latky (napf. olvanil a nuvanil) a fada specifickych antagonisti
TRPV1 receptoru ziskana metodami kombinatorické chemie (Rami a Gunthorpe, 2004).
Nekompetitivni blokatory TRPV1 receptori jsou vétSinou peptiny s 6 kladné nabitymi

aminokyselinami a od nich odvozené peptidy. Tyto peptidy jsou vysoko afinni.

Aktivita TRPV1 je také vyrazn€ snizovana oxida¢nimi c¢inidly. V oblasti
centralniho poru na P klicce mezi 5 a 6 transmembranovym segmenten sedi cysteinové
zbytky — ty se mohou oxidovat a interagovat za vzniku disulfidyckych miustkt a
napomahat tak udrZeni nativni struktury a neaktivniho stavu kanalu. V redukovaném stavu
setrvavaji cysteinové zbytky s volnymi SH skupinami. Pomér mezi oxidovanym a
redukovanym cysteinem rozhoduje o pravdépodobnosti otevieni kandlu. Oxida¢ni latka
jako Cu(ll)-phenantrolin s tspéchem kanal blokuji, fadi se tak mezi nekompetitivni

antagonisty (Krause et al., 2005).
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1.5.5. Uloha centralnich TRPV1 receptorii vV synaptickém pienosu v zadnim rohu
mi$nim

Velmi dobfe je prostudovéana stézejni ulohu TRPV1 receptori v transdukci a
modulaci akutni i chronické bolesti na periferii a tim i moznost senzitizace a aktivace
perifernich TRPV1 receptort, pisobicich jako integratory nociceptivnich podnétii, pomoci
mediator zanétu jako jsou bradykinin, prostaglandiny nebo protony. Funkce TRPV1
receptori na centralnich zakoncenich primarnich aferentnich neuronii v zadnim rohu
miSnim vSak dosud detailn¢ prostudovana nebyla, ani jejich uloha v nociceptivni
signalizaci a jeji modulaci neni zcela objasnéna (Spicarova a Pale¢ek, 2008). Na misni
urovni nedochazi k vyraznému zvyseni teploty ani K snizeni pH nebo vylevu mnoha
mediatort zanétu, které aktivuji TRPV1 receptory na periferii. Aktivace misnich TRPV1
receptort tudiz neni dosazeno stejnymi zpisoby jako na perifernich zakonéenich PAF. V
poslednich letech se vénuje velké usili nalezeni moznych endogennich agonistii centralnich

TRPV1 receptort (Starowicz et al., 2007).

Bylo zjiSténo, Ze v neuronech zadniho rohu TRPV1 zesiluje excita¢ni transmisi
nociceptivniho signalu primarnich aferentd (Zhou et al., 2009). Na miSnich zakoncenich
Ad a C vldken primarnich aferentli aktivace TRPV1 kanald stimuluje vylev napiiklad
glutamatu, aspartatu a substance P z téchto presynaptickych zakonceni. Substance P také
sama podporuje vylev neurotransmiterii glutamatu a aspartatu. To umoziuje zvySeni
spontannich EPSC, a tim TRPV1 pfispiva k bolestivému vjemu (Zhou et al., 2009). Vylev
glutamatu z primarnich aferentl ptisobi zaprvé na excitacni sekundarni neurony, které maji
na postsynaptické membran¢ ionotropni glutamatoveé receptory, a za druhé, pisobi nepfimo
pfes misni interneurony - heterosynapticky na inhibicni GABAergni ¢i GABA/glycinergni
neurony. Interneurony jsou excitovany a dochazi u nich k vylevu glutamatu na synapsi s
inhibi¢énim neuronem. Glutamat zde pisobi tak ze snizi vylev inhibi¢niho neurotransmiteru
(GABA) (Zhou et al., 2007). Pokles inhibi¢niho neurotransmiteru také piispivat k zesileni

bolestivého vjemu a rozvoji hyperalgesie a allodynie.

Stimulace TRPV1 receptorti na centralnich zakonc¢enich primarnich aferenti vede
ale také k vylevu glycinu (Zhou et al., 2008). Glycin, usnadiiuje pasobeni glutamatu na
NMDA receptory, ma tudiz zesilujici efekt. Stejné jako na periferii 1 na misnich synapsich
primarnich aferentl se zvysSuje exprese TRPV1 v pribéhu chronického zdnétu. TRPV1 se

zde podili na rozvoji mechanické allodynie (Ji et al., 2002).
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Vzhledem k rozsifenosti TRPV1 v mozku nelze piedpokladat, Ze jeho uloha
spociva pouze v prenosu nociceptivnich podnétd. V hipokampu, struktury zodpovédné za
pamét, prostorovou orientaci a nckteré emocni pochody, funkce TRPV1 spocivd ve
vyvolani LTD na interneuronech a LTP v zadnim hipokampu (Gibson et al., 2008). Vtok
Ca2+ spousti signalni kaskadu vedouci k dlouhodobému snizeni vylevu glutamatu, coz je
jednim z principi LTD v hipokampu (Gibson et al., 2008). TRPV1 ma vliv také na ulekové
reakce, kontextovou pamét’ souvisejici se strachem (LTP) a regulaci izkostného chovani
(Marsch et al., 2007). Hypotalamus na zakoncenich miSnich projekénich neurond také
obsahuje TRPV1 receptory. Ty ovliviiuji jen glutamatergni neurony a zvysuji vylev
glutamatu ze zakonceni, coz vede aktivaci hypothalamickych neuronti a zvySeni stimulace
sympatické drahy, ovlivitujici do zna¢né miry Fidi homeostazu celého organismu (Li et al.,
2004). Ptes znacnou rozsitenost TRPV1 v mozku, je nejvétsi usili vénovano zkoumani

jejich funkce pfi bolestivych stavech na mi$ni arovni.

Dalsi latky majici vliv na TRPV1 receptory maji nejriznéjsi Géinky. Bylo
prokézano ze TRPV1 receptory pifimo interaguji napiiklad s omega-3 polynenasycenymi
mastnymi kyselinami, a Ze jejich ucinky jsou protichidné. Kyselina dokosahexaenova
(DHA) je agonistou TRPV1 receptort, prostiednictvim PKC, kyseliny eikosapentaenova
(EPA) a linoleova maji antagonisticky ucinek, odpovédi inhibuji (Matta et al., 2007). Jejich
zvySeny piijem muze pusobit analgeticky. Misni TRPV1 receptory jsou rovnéz aktivovany
signalni molekulou NO, kterd je zndma Sirokym ufinkem pii regulaci fady bunécnych

procest.

1.5.6. TRPV1 receptory v patologickych bolestivych stavech

Aplikace kapsaicinu vede ke vzniku piechodné hyperalgezie, po které muze
nasledovat dlouhodobé analgesie (Yaksh et al., 1979; Gamse,1982). Vyznamného snizeni
bolesti bylo dosazeno intratekalni aplikaci kapsaicinu, ve vyssi koncentraci. Dlouhodoby
analgeticky ucinek kapsaicinu muze byt zapfi¢inén selektivni degeneraci neuront
spinalnich ganglii exprimujicich TRPV1 receptory nebo jejich vyb&zka. Aktivované
TRPV1 receptory umozni masivni vtok Ca?* jonth otevienym kanalem do buné¢k a jeho
uvolnéni z endoplazmatického retikula, neurotoxicky vysokd intracelularni koncentrace
Ca®* jonth poté narusi funkci organel a celé¢ buiikky (Olah et al., 2001). Pro potlageni

chronické bolesti v§ak nejsou pouzivani jen agonisté TRPV 1 receptord ale také jejich antagonisté.
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Uloha perifernich a centralnich TRPV1 receptorl v hyperalgezii byla testovana
experimentalné navozenim perifernitho zanétu aplikaci antagonisty TRPVI1 receptort
(BCTC) Intraplantarné tlumil tepelnou hyperalgezii, intratekalni aplikace stejnych
antagonisti tlumila nejen tepelnou hypersenzitivitu, ale i mechanickou. Misni TRPV1

receptory se tedy podileji na vzniku obou typu (Kanai et al., 2007).

Nekteti, agonist¢ TRPV1 receptort také aktivuji kanabinoidni receptory. Napiiklad
anandamid, ktery ve vysoké koncentraci excituje TRPVI1 pozitivni aferentni vldkna v
zadnim rohu miSnim a neuropeptidid. Nizkd koncentrace anandamidu pusobi pies

kanabinoidni receptory a odpovédi inhibuje (Tognetto et al., 2001).

Velké mnozstvi studii o tloze TRPVI1 receptori v nocicepci ukazuje jejich
mimofadnou roli v rozvoji patologickych bolestivych stavi. To vede k vét§imu zamnéfeni
na né pit vyvoji novych lé¢iv. Antagonist¢ TRPVI1 receptori mohou tlumit bolest

pusobenim nejenom na periferni, ale i na centralni receptory (Cui et al., 2006).
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1.6. Zmény koncentrace vapenatych ionti v neuronech

1.6.1. Uloha vapenatych iontii v neuronech

vvvvvv

Vépnikova signalizace  je jednim z nejdulezitejSich mechanismu
probihajicich uvnitt Zivych bunék. Vtok vapniku (Ca®* volnych iontd) do cytoplazmy
neurontt ovliviiuje a reguluje nejruznéjsi pochody a funkce vcetné synaptické aktivity
(Obrazek 14.) (Berridge et al., 2000). Hladina intracelularniho vapniku v neuronech se
méni, a tak odpovida na fadu riznych chemickych i elektrickych signalti. Dynamika a sila
zmény koncentrace vapniku zavisi nejen na tom urc¢itém signalu, jeho sile a druhu, ktery na
bunku pfisel, ale také na signdlech které mu predchéazely, nebot’ to urcuje, jak neuron
zareaguje. Zmény v odpovédich mohou vést k indukci LTP i LDP (Berridge et al., 2003).
Vépnikova signalizace je také systémem pro dalSi zpracovani informaci na
i ostatnich bunkach. Béhem neuronalni excitace a také v priab&hu akcéniho potencialu se
koncentrace vapniku v cytoplazmé zvysuje. Existuji dva hlavni sméry, odkud se vapnik do
buiiky dostava. Z extracelularniho prostoru nebo intraceluldrnich zdroji. Vtok vapniku do
buiiky je ptisn¢ kontrolovan. Véapnikové signaly maji ¢asovou a prostorovou slozku, které
Jim umoznuji odstupiiovani pienaseného signalu. Prostorovou slozku ovliviwuje 1 zdroj
vapniku, kterym se do cytosolu bunky dostava. Nizka intracelularni koncentrace (50nM)
vytvaii obrovsky vapnikovy gradient koncentrace v extracelularnim prostiedi je jej az
stotisickrat vice (Berridge, 1998). Nizkou intracelularni koncentraci Ca®* je velni nutné

udrzovat pro spravné fungovani neuront.

Z intracelularniho prostiedi se tedy Ca?* odéerpava na 3 rizna mista (loziste).
Zaprvé pres plazmatickou membranu ven z buiiky do extracelularniho prostiedi kde znovu
vytvaii gradient, ten reprezentuje ohromnou chemickou silu vyuzitelnou buiikou. Z velké
¢asti se o to stard vapnikova ATP pumpa a sodiko-vapnikovy vyménik. Dal§imi uloZisti
pro ca?t jsou intracelularni struktury, endoplazmatické retikulum a mitochondrie. Ty také
pumpuji, odstranuji vapnik z cytoplazmy. Opétovny vylev vapniku z téchto struktur vSak
neni vyvolan pfimo zménou membranového potencidlu, jako je tomu u cytoplazmatické

membrany.

Komplexni vapnikové signaly jako jsou vapnikové oscilace a vapnikové viny jsou
zakladnimi slozkami signalu, Sifici se neuronem, jsou vSak prostorové omezené. Kvuli
pusobeni od¢erpavajicich a pufraénim slozkam ptlisobicim na vapnik. Vapnikové oscilace
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jsou sledem prudkych zmén v koncentraci intracelularniho vapniku a frekvenéné moduluji
prichozi informaci, mohou byt vyvolany fadou podnétli, vétSinou to vSak byva aktivita

receptoru.

Rada kanalu na membranach buiiky je na druhou stranu Ca®" aktivovana, a to
zevnitf  buiiky, mistnim zvySenim koncentrace vapniku vyplavovaného =z cisteren
endoplazmatického retikula leziciho v jejich blizkosti. MiSni synapse je diilezitym mistem
kde praveé takovéto zmeény v aktivitach receptoru mohou vest k vyrazné modulaci pfenosu
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Obrazek 14. Rozsah bunécnych procesit v casovém méritku vyvolanych vdpnikem

(Berridge et al., 2000)

Vépnik pfitomny v cytoplazmé at’ uz pochazejici zjakéhokoli zdroje extra ¢i
intracelularniho ma na buriku velky efekt. Prakticky okamzity efekt v fadech milisekund je
ovlivnéni elektrické aktivity bunky ptes vapnikoveé zavislé draslikové kanaly. Efekt
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vapnikovych zmén je vSak na neuronu patrny i dlouho po jejich odeznéni, je to jeden
Z hlavnich mechanizm vzniku neuronalni plasticity, a zakladnich funkci jako proliferace,

sekrece, genové exprese a metabolismu.

1.6.2. Extracelularni zdroje vapniku
Vapenaté ionty (Ca™) se pohybuji z extracelularniho prostiedi pres plazmatickou
membranu za pomoci vapnikovych kanalti. Ca®* kanaly jsou dvojiho druhu. Zaprvé
napétove zavislé vapnikové kanaly, které umoziuji ovliviiovat koncentraci
intracelularniho (IC) vapniku diky zmén¢ membranového napéti. Napétim ovladané kanaly
se nachazeji jak na t€le neuronu, tak i na jeho vybézcich. Jsou z velké Casti odpovédné za

rychlé vapnikové zmény vyvolané akénim potencialem (Miyakawa et al., 1992).

Existuje 6 typt napétove zavislych vapnikovych kanalu: T, L, N, P, Q, R. Podle
typu aktivace je mtizeme rozd¢lit na 2 podskupiny. Kanaly T typu tvoii podskupinu
aktivovatelnou nizkymi zménami napéti, ostatni tvoii podskupinu, ktera je aktivovana
vysokymi zménami napéti. Na jednotlivych neuronech miize existovat vice typt Ca**
kanall. Napétove zavislé vapnikové kanaly (VDCC) se mimo neuronti hachazi také
v dal$ich typech vzrusivych tkani (napf. sval, gliové buriky, neurony). Tyto kanaly jsou
mirné propustné pro ionty sodiku, ale jejich propustnost pro vapnik je 1000 krat vétsi nez
pro sodik za normalnich podminek. Pfi klidovém membranovm potencialu jsou zaviené,
aktivuji se pti depolarizaci. Jejich aktivace umoznuje vstup vétSiny ca’* do bunky pii
akénim potencialu (Yamakage a Namiki, 2002). Vstup vapniku pomoci napétove zavislych
kanalu je také zakladem rychlého uvolnovani vacku s neurotransmitery béhem

synaptického pienosu.

Za druhé jsou to vapnikové kanaly fizené ligandem, nejrozsitencjsi z t€chto kanalu
jsou zejména NMDA a AMPA receptory s pojené s kanaly (Mayer et al., 1987; Burnashev,
1996). O kterych jsem se jiz zmifiovala vySe. Jsou zapojené také do synaptické plasticity,
centralni senzitizace a indukce LTP a LDP. Propustnost AMPAR se lisi podle toho, jestli
obsahuji i GluR2 podjednotku (Burnashev et al., 1995). Propustnost receptord pro Ca’* se
také 1isi podle jejich umisténi na téle neuronu nebo na dendritech (Garaschuk et al., 1996).
Hlavni vstupni branu vSak predstavuji NMDA kandly kudy protékd az 20x vice vapniku
nezli je tomu u ostatnich (Burnashev, 1998). Jsou znamy i dalsi kanaly propustné pro Ca**
, které mohou prispivat k celkovému vtoku Ca’* do buiiky, jako napiiklad kanaly

kainéatové, serotoninové typu 3, TRPV1, P2X, a také acetylcholinové receptory.
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Vépnik je, poté co splni svou ulohu, opétovné odcerpavan z cytosolu pry¢ do
extracelularniho prostoru pomoci ATP zéavislé vapnikové pumpy (PMCA) a sodiko-
vapnikového vyméniku (NCX). Vépnikova pumpa odstrafiuje, Ca®* zbungk pies
cytoplazmatickou membranu s vysokou afinitou ale také vysokymi energetickymi naroky.
Pro ptesun jednoho iontu vapniku se spotfebuje jedno ATP. Sodiko-vapnikovy vymeénik je
energeticky vyhodngjsi vyuziva jen energii sodikového gradientu. Za jeden iont Ca®* se
vyméni 3 ionty sodiku (Na*), tim také vznikd i velmi maly kladny naboj pfispivajici
k depolarizaci. Sodiko-vapnikovy vyméni ma afinitu K vapenatym iontim o néco nizsi

nezli PMCA jeho kapacita je vSak 50x vyssi.

Cinnost NCX muZze byt i pfechodné obricena v zavislosti na koncentracnim
gradientu sodnych ionti. To mize byt zpiisobeno bud’ to depolarizaci membrany,

v , 7 v r + - ey ~ 7~ 7 v
nadmérnym zvy$enim koncentrace Na™ iontu uvniti bunky nebo snizenim vné.

Dalsi cestou kudy se do buiiky muze dostat vapnik z extracelularniho prostiedi jsou
kanaly reagujici na ubytek vapniku v intracelularnich tlozistich (SOC) jako je ER. Ty jsou
aktivovany vapenatymi ionty, které jsou uvolfiovany pravé z téchto intracelularnich zdrojt
vapniku. SOC jsou napétové nezavislé a jejich vodivost je velmi nizka (Bolitina, 2004;

Parekh, 2008).

1.6.3. Intracelularni vapnikové rezervoary

Mechanismy uvolnovani vapniku z intracelularnich zasobaren nejsou zatim
prostudovany, hlavnimi organelami uvolfuyjicimi vapenaté ionty V buiice jsou

endoplazmatické retikulum (ER) a mitochondrie (MIT).

1.6.3.1. Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum (ER) je soustava vzijemné propojenych
membranovych cisteren a kanalkli, kterou miZeme najit v cytoplazmé vétSiny
eukaryotnich buné€k. Napojuje se na bunééné jadro a obvykle i na Golgiho aparat. ER je
uvniti buiky (Verkhratsky, 2005). ER integruje signaly pfichazejici z vnéjsku i z vnitiniho
prostiedi a reaguje na n¢ uvoliovanim ¢i vychytavanim volnych Ca®* iontu a tim udrzuje

jejich homeostdzu v cytoplazmée. Koncentrace volnych Ca®* iontu v cytoplazmé je velmi
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dilezitym ukazatelem aktivity a fyziologického stavu buriky. ER udrzuje rovnovahu tak ze
volné Ca?* ionty pufruje ve svém intraluminalnim prostoru. P¥i selhani endoplazmatickych
homeostatickych mechanizml se bunika dostdvd do stresu a muze dojit az k apoptoze

(Verkhratsky a Toescu, 2003).

ER také dokaze Ca® do cytoplazmy uvolnit, déje se tak zejména dvéma hlavnimi
vapnikovymi kanaly, které ER obsahuje ve své endomembrané a to inositol-3-fosfatovym
receptorem (IP3R) a ryanodinovym receptorem (RYR) kterymi vapenaté ionty snadno
proudi do cytoplazmy (Obrazek 15.). Tyto dva hlavni kanaly jsou fizeny ligandem a to
inositolem-3-fosfatem (I3P) (Allbritton et al., 1992). Oba jsou distribuovany na ER ve
velkém poctu a jsou si strukturné podobné. Existuje jesté treti kanal, ktery by mohl byt do
uvolnovani vapniku z ER zapojen, je jim SCaMPER, ten je aktivovan sfingolipidem-1-

fosfatem.

IP3R je membranovy glykoproteinovy komplex pulsobici jako Ca?* kanal, jeho
aktivita je kontrolovéana hladinou volnych cytosolickych vapenatych iontl pies IP3 jimiz je
aktivovan. IP3R je odpovédny za vylev vapniku z ER v reakci na otevieni plazmatickych
metabotropnich receptoru reagujicich na glutamét a neuropeptidy. IP3R byl nejprve

odéven V mozecku krys.

Ryanodinové receptory (RyRs) tvoii tfidu intraceluldrnich vapnikovych kanala v
riznych formach vzrusivé tkanég, jako svaly a neurony. RYR mohou byt aktivovany 1
pfimo volnymi Ca? ionty nachazejicimi se v cytoplazmé. Diky tomu jsou hlavnim
bunéénym medidtorem véapenikem indukovaného uvoliiovani vapniku (CICR) v
zivociSnych buikdch. RYR muze byt také aktivovan endogennimi slouceninami jako je
naptiklad kofein. RYR mohou byt modulovany i cyklickou ADP rib6zou. Na neuronech se
uplatiiuji RYR typu 3 které reaguji na napétim ovladané plazmatické kandly pro véapnik.
Uz 1 mirné zvySeni koncentrace Ca?* iontu v jejich blizkosti je dokaZe otevfit a spustit
CICR. Pravdépodobnost otevieni IP3Rs a RYRs se zvySuje s cytosolickou koncentraci

vapenatych iontt.

Hladina Ca®* iontii vlumenech ER je udrzovana pomoci ATPazové pumpy
(SERCA) kterd prenasi ionty Ca®* z cytosolu do intraluminalniho prostoru za spotieby
ATP. Doplnuje tak zasoby vV ER a snizuje hladinu v cytosolu.
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Obrdzek 15. Cesty vtoku Ca®* ioni do cytosolu z ER pies RYR a IP3R. A zpétny prenos
Ca** zprostiedkovany SERCA za spotieby ATP. ( Bevers a Neumar, 2008)

1.6.3.2. Mitochondrie

Mitochondrie je membranami obalené organela, kterou lze nalézt ve vétSiné bunék.
Vytvéti se sit’ cysteren po celé buiice. Funkce mitochondrii tkvi hlavné v energetickém
metabolismu, jelikoZ v nich diky procesim bunécného dychani vznikéd energeticky bohaty
adenosintrifosfat (ATP). Podileji se vSak i na dalSich procesech, jako je napf. bunééna
diferenciace, bunétna smrt a kontrola bunécného cyklu a ristu. Jejich vyskyt je velmi
hojny zejména v oblasti presynaptiského zakonceni kde dodavaji energii pro sekreci

neurotransmiterd a zpétné vychytavani glutamatu (Obrazek 16.) (Danbolt, 2001).

Mimo téchto dopodrobna prozkoumanych funkci vSak navic miize matrix
mitochondrii fungovat jako zasobarna vapniku. Podobné jako endoplazmatické retikulum,
ovSem v mnohem mensi mife, ¢cimZ také pfispiva k udrzeni vnitini homeostazy bunky. Jiz
davno bylo zjisténo, ze ¢ast vapnikového vtoku do cytosolu pochazi praveé od mitochondrii
Jesté donedavna to, vSak bylo povazovano za maly a nevyznamny podil na vapnikové
signalizaci. Soucasné studie viak ukazuji, e by Ca®" ionty uvoliiované mitochondriemi
mohly mit znacny vliv na velikost amplitudy i Casovy pribeh vapnikové signalizace

(Szabadkai a Duchen, 2008).
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Obrdzek 16. Mitochondrie jsou vyznamné pro synapticky prenos a jsou previddajici
organelou v presynaptickych zakoncenich. Mitochondrie poskytuji energii ve formé ATP a
pufruji vapniku v téchto aktivnich synapse. Nekteré synapticke mitochondrie miize pufrovat

vapnik i na ukor produkce ATP. (Jonas, 2006)

Do matrix se dostavaji ionty Ca’* specidlnim pienaseem, ktery je pohanén
membranovym potencidlem, pii masivnim uvoliiovani vapniku. Vnéj$i membrana je
znaén¢ poérovitd a skuteCnou bariéru pro malé molekuly ptfedstavuje spiSe vnitini
membrana. Vné&js§i mitochondrialni membrana je volné propustna pro vapnikové ionty.
Kontrolni systém vtoku vapnikovych iontu z a do mitochondrialni matrix je ulozen na jeji
vnitini membrané a zahrnuje fadu membranovych proteint, které zodpovidaji za dodavky
vapniku do matrix. Jsou to vétSinou uniportery zavislé na membranovém potencialu a
transportuji vapnik po elektrochemickém gradientu (Obrazek 17. a 18.). Vylev vapenatych
iontll do cytosolu je zprostiedkovan hlavné sodiko-vapnikovym vyménikem (NCX) ktery
je umistén na vnitini membrang. Pracuje stale. Dalsi cestou pro vytok Ca* iontu z matrix
muze byt kanal k jehoz otevirani dochazi az pii vysoké koncentraci ca iontu v matrix. Jeho

otevieni muze vést k vapnikem zprostfedkované bunééné smrti.
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Obrdzek 17. Ca ** vstupuje do mitochondrie predevsim selektivnim Ca® ™ uniporterem,

ktery je zavisly na koncentraci Ca®* inntii v cytosolu a také Ca® ™ vymeéniky. (Campanella
et al., 2004)

Y

Ca?-o-
\ e/
Obrdzek 18. Vznik Ca?* a ADPIATP mikrodomén na kontaktnich mistech ER
S mitochondriemi umoznuje primou kontrolu nad vymeénou Ca** do mitochondrii. Ca®*
vystupuji z ER pres IP3 receptory (IP3R), a ztupuji do mitochondrii prostiednictvim
napétové-zavislych kanalii (VDAC) a uniporteri (MCU). Readsorpce Ca?* do lumen ER se

déeje pres SERCA a je primo rizena ATP doddvanym mitochondrii. (Szabadkai a Duchen,
2008)
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1.6.4. Vapnik vazajici proteiny

Neurony maji kromé vylucovani do extracelularniho prostiedi nebo uskladinovani
endogenné, jesté¢ tfeti moznost jak se s nartistem koncentrace volnych véapenatych iont
vyporadat, a to prostfednictvim vapnik vdazajicich proteinit (CaBP). Vapnik-vazebné
proteiny jsou proteiny, které se podileji na vapnikové bunééné signalizaci vazbou na Ca*'.
Slouzi jako intracelularni pufry a pomahaji tak bunce regulovat hladinu volného

cytosolického vapniku (Neher a Augustine, 1992).

CaBP na sebe volny vapnik navazi, a tim snizuji jeho koncentraci. Volné ca®* ionty
jak uz bylo fe€eno, jsou vyznamnym druhym poslem a mohly by se vazat na fadu jinych
molekul a tim je uvést do aktivniho stavu. Po navazani Ca®" iontu mé fada z nich i dalsi
funkce. Pro pfeziti buiiky jsou nepostradatelné, predpoklada se, ze az 90% endogenné
ulozeného vapniku je navazana pravé na né. Koncentrace CaBP v bufice ma vliv na

Casoprostorovy prubéh vSech vapnikovych zmén které v neuronu probihaji (Chard et al.,

1993).

Nejdilezitéjsimi takovymito pufracnimi CaBP jsou parvalbumin a calbindin
(Chard et al., 1993). Snizeni poctu téchto proteini vede ke krat§im zato vSak vyrazné&j$im
zménam v koncentraci volnych Ca?*. Naopak zvySeni jejich podtu se na pribshu
vapnikovych zmén odrazi v jeho prodlouZeni a sniZzeni amplitudy. Toto zvySeni nebo
naopak snizeni koncentrace pufrti hraje roli zejména v oblasti synaptické §térbiny na pre- i
postsynaptiskych neuronech kde muz efektivné modulovat synaptickou uc¢innost a tim

pfispivat k plasticité synapse (Muller et al., 2007).

Parvalbumin je lehka proteinova molekula (12kDA) majici vysokou afinitu
k volnym vapenatym iontdm. Strukturné je podobna kalnodulinu a troponinu C, k navazani
Ca+ pouziva EF-hand domény. Nejhojnéji se vyskytuje v neuronech vnitini vrstvy laminy
.

V cisternach ER se také Ca’" neskladuje jednak voln& nybrz také navézané na
CaBP a to zejména na calcequestrin a calreticulin. Endoplazmatické CaBP jsou
charakteristické nizkou afinitou, avSak obrovskou kapacitou asi 50 vapenatych iontl

dokéze navazat jedind molekula calcegestrinu. Parvalbubin mé jen 4 vazebnd mista pro

vapnik (Ren a Ruda, 1994).

48



1.6.5. Ca* senzory

Zvlastnim piipadem CaBP jsou takzvané vapnikové senzory. Rada procesu
probihajicich v neuronech je na pfitomnosti volnych Ca®* jonth piimo zavisla, potiebuji ho
jako spousté¢. Indukce takovych to procesti je dosazena pravé nartstem hladiny
vapenatych iontu a nastava pti piekroceni jist¢ koncentrace v cytosolu béhem neurdlni

aktivity.

Napiiklad vtok Ca?* do nervového zakonéeni je jednou z klidovych udalosti
exocytosy. U rychlého vylevu nastava exocytosa cca 60us po influxu ca™, tedy v krat$im
Case, nez ve kterém probiha vétSina enzymatickych reakci, z ¢ehoz se usuzovat ze protein,
jenz to umoziuje SlouZzici jako intracelularni vapnikovy senzor, lezi ve velmi tésné
blizkosti Ca** kandlu, a vaze ionty Ca?* velmi rychle a s relativn& nizkou afinitou. Timto

Ca®* senzorem je synaptotagmin.

Dals§im senzorem je kalmodulin. Komplex kalmodulinu s navazanym vapnikem je

aktivatorem mnoha kinaz vcetné kalmodulin dependentni protein kindzy (CAMK). Ta ma

pak sama dlouhodoby efekt (Mellor a Parker, 1998).
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. Cile prace

. Sledovat zmény koncentrace vapenatych iontli v cytosolu neuronti zadnich rohii
misnich po stimulaci zadnich kofenii misSnich za pomoci calcium imagingu.

Ptizpasobit metodicky piistup pro konvencni fluorescencni mikroskop.

. Vyhodnotit koncentracni zmény vapenatych iontii v té€lech neuront superficialnich
vrstev zadniho rohu miSniho v zavislosti na délce pulzu elektrické stimulace

zadnich kofend michy.

. Ovefit stabilitu amplitudy vapnikové odpoveédi rychlého i pozdniho typu v prubéhu

trvani experimentu.

Modulovat synapticky pienos, aplikaci latek ovliviiujicich ionotropni glutamatové
receptory (antagonisté CNQX a MK801), aplikaci kapsaicinu (agonista TRPV1
receptort) a aplikaci neuromodulatort (TNFo, PMA a Bradykinin).
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3. Materialy a metody
Pouzité postupy a procedury ve vsech studiich byly schvaleny komisi pro praci se
zvitaty Fyziologického Gstavu Akademie véd Ceské republiky a byly v souladu se zikonem na
ochranu zvirat proti tyrani 246/1992 Sb., ve znéni pozdéjsich piedpist, v souladu s pravidly
IASP (International Association for the Study of Pain) pro praci s laboratornimi zvifaty a

Evropskou direktivou 86/609/EEC.

3.1. Pouzité chemikalie
Fluo-4 AM Invitrogen
DMSO, CNQX, MK801, Antifoam A, Pluronic F-127, Sigma — Aldrich
Capsaicin, TNFa, PMA, Bradykinin, KOH Tocris Bioscience

A dale pak Agarosa (b. t. 80 — 85°C) - pro agarovy blok fixujici michu pfi kréjeni,
methiodide, D-glukosa, sacharosa, Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2PO4), EGTA
(C14H24N2010), HEPES (C8H18N204S), Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOg),
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4), Hydroxid cesny (CsOH),Chlorid cesny
(CsCl), Chlorid draselny (KCI), Chlorid hofe¢naty (MgCly), Magnézium sulfat
(MgSO4)Chlorid sodny (NaCl,), Chlorid vapenaty (CaCly), Glukonat delta lakton
(C6H1006) N-leoyldopamin, BSA , DMSO (Invitrogen, Sigma — Aldrich, Tocris

Bioscience)

3.2 SloZeni pouZzitych roztoku

Pro pfipravu akutnich miSnich fezii jsme pouZivali disekéni extracelularni roztok
(ECS). Pro inkubaci byl pouzit snimaci ECS s vys$si koncentraci (2,4 mM) vapniku. Pro
barveni fluorescen¢nimi barvami byl pouzit snimaci ECS. Roztoky byly syceny
karbogenem (Linde Technoplyn, a. s., Praha, Ceska Republika), slozeni 95 % O, a 5 %
CO,, pro dostatecné okysliceni a udrzeni stabilniho pH. Pro ptesné krajeni fezli bylo nutné
michu fixovat agarovymi bloCky. K piipravé vSech roztok byla pouZita redestilovana

voda.

Disekéni ECS: 95 mM NacCl; 1,8 mM KCI; 7 mM MgCl,; 0,5 mM CacCly; 26
mM NaHCOg; 1,25 mM KH,PO,4; 25 mM D-glukosa; 50 mM sacharosa

Snimaci ECS: 127 mM NaCl; 1,8 mM KCI; 1,3 mM MgSQO,;, 2,4 mM
CaCly; 26 mM NaHCOs; 1,2 mM NaH2PO,; 25 mM D-glukosa.
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Barvici roztok: snimaci ECS, 10uM Fluo-4 AM, 0.5uM Pluronic F-127,
0.05uM Antifoam A

Agar: 160 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,5 CaCl,, 10
mM D-glukosa, 10 mM HEPES

3.3. Piiprava miSnich Fezu

Experimentalni zvifata byli samci laboratorniho potkana (Rattus norvegicus) z
kmene Wistar v postnatalnim staii 19 — 23 dnt (P19 — P23). Misni fezy z lumbalni oblasti
byly ptipraveny dle metody diive popsané (Paledek et al., 1999; Spicarova a Paledek,
2009). Akutni transverzalni fezy se zadnimi kofeny byly ptipraveny z oblasti michy vstupu
kotenii ze zadnich koncetin L3-L6. Laboratorni potkan byl pfiveden do celkové hluboké
anestesie ketaminem (100 mg/kg, i. p., Narkamon, Zentiva) a xylazinem (10 mg/kg, i. p.,
Rometar, Zentiva). Nasledné byla provedena dorzalni laminektomie, micha byla vyjmuta a
ihned piesunuta do disekéniho ECS, o teploté 2- 4°C (zpomaleni ischemickych procest)
s vy$$im obsahem Mg?* iontd a nizkym obsahem Ca®" iontf.. Poté byla prerusena micha. Z
michy byla velmi opatrné odstranéna dura a pia mater tak aby nedoslo k poskozeni zadnich
kotenit michy a neuronli v zadnim rohu v mi$nim.

Micha byla poté vloZena do Zlabku mezi dva agarové blocky a pfipevnénymi k
podlozce krajece vtefinovym lepidlem. Pomoci krajece (Leica, VT 1000 S, Nussloch,
Némecko) s ziletkovym ostiim byly ptipraveny transversalni misni fezy o tloust’ce 450 um.
Po celou dobu krajeni byla micha ponotena v disekénim roztoku o teploté 2-4°C. Kréjeni
probihalo za vysokych vibraci a nizké posuvné rychlosti, aby se co nejvice zmenSilo
mechanické poskozeni neuroni. Rezy byly nasledné inkubovany po dobu 30 minut v
disekénim roztoku o teploté 35°C v inkubaéni komote (Memmert, Schwabach, Némecko).
Veskeré roztoky byly neustale syceny carbogenem.

Anestesie, disekce, cisténi a krajeni michy jsou z hlediska uspésnosti
nejkritictéj§imi fazemi celého experimentu. Rychlost a preciznost provedeni nejvétSim
dilem ovlivnila vitalitu neuronti v akutnich fezech. Neurony v fezech pfipravenych timto

zpusobem byly vitalni po dobu péti az sedmi hodin.
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3.4. Barveni fluorescen¢nimi barvami

Pozorované fluorescencni emise jsou relativné slabé (10'4 az 10‘9) ve srovnani
s excitatnim svétlem. Je proto velmi dulezité dosdhnout G¢inného oznaCovani bunék.
Intenzita fluorescence ptimo souvisi s obsahem molekul fluorescen¢niho barviva uvnitf
bungk. Dilezité je také pouzivat silny a stabilni zdroj svétla a zavést svétlo do mikroskopu

s vysokou ucinnosti.

Akutni fezy byly barveny fluorescen¢ni barvou Fluo-4 AM (Invitrogen) citlivou na
volné vapenaté ionty v intracelularnim prostiedi. Fluo-4 AM je excitovana svételnym
spektrem o délce 480 - 490 nm, pfi 488 nm poskytuje nejlepsi rozliseni. Neurony v fezech
byly inkubovany s Fluo-4 AM v barvicim roztoku po dobu 60 minut pii pokojové teploté
18-24°C a pH 7,4. Pro G¢inn&js§i prechod barvy pfes CM byl pouzit Pluronic F-127 (Sigma-
Aldrich). Po nabarveni byly fezy pieneseny spét do snimaciho ECS a pokojové teploté, kde byly

ponechany do konce experimentu.

3.5. Calcium imaging
Calcium imaging je optickda metoda pouzivana ve vyzkumu. Vyuziva chemickych
nebo genetickych vapnikovych ukazatel (molekuly, schopné reagovat na vazbu Ca 2
iontd zmé&nou svych spektralni vlastnosti) pro zobrazeni koncentrace vapenatych iontl
v zivych bunkach. Bunky obsahujici tyto ukazatele 1ze zobrazit pomoci fluorescenéniho
mikroskopu a analyzovat podle intenzity emitovaného svétla, to nakonec odrazi obsah Ca®*

V burice.

3.6. Aparatura a prislusenstvi

Jednotlivé misni fezy byly umistény do snimaci komirky o objemu zhruba 2 ml,
kudy neustale protékal snimaci roztok z aplikacniho systému rychlosti ~2 ml za minutu.
Rez byl fixovan pomoci platinové podkovicky s napnutymi nylonovymi vlakny.
Vizualizace bun¢k probihala pod fluorescenénim mikroskopem, (Leica, DM LFSA,
Némecko) za pomoci kamery (SPOT RT, Diagnestic instruments inc) pro svételnou
excitaci vlnovou délkou 480nm byl pouzivan Polychrome V monochromator (TILL
Photonics) s vysoko stabilni xenonovou lampou s vykonem 150 W. Stimula¢ni zafizeni
Train/delay generator a constant current isolated stimulator (Didimetr LTD).

Pro elektrickou stimulaci byla pouzita saci elektroda (A-M systems inc. USA), a

sklenéné mikroelektrody vytazené z borosilikatovych trubicek (Riickl Glass, Otvovice,
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Ceska Republika) o vné&j§im priméru 1,6 mm a vnitinim 0,97 mm. Pfipravovany byly na
tahaci kapilar modelu P-97 (Sutter Instrument Co.). Po vytaZeni byly plnény snimacim

ECS.

3.7. Aplikace latek a elektricka stimulace

Diky aplikacnimu systému byla mozna rychla vyména extracelularnich roztoku a

pouzitych latek o pfesné koncentraci. Pro experimenty byly pfidavany tyto latky.

1. CNQX (50 uM) aplikace 6 minut — (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione)
kompetitivni antagonista AMPA/kainitovych receptort

2. MK801 (45 uM) aplikace 12 minut — (dizocilpin) nekompetitivni antagonista NMDA a
glutamatovych receptorti

3. TNFa (6nM a 0,6 nM) — cytokin Tumor necrosis factor

4. PMA (1uM) — (phorbol 12-myristate 13-acetate) aktivator PKC

5. Bradykinin (10 uM)

6. Kapsaicin (1,5 uM, 0,5 uM, 0,25 uM, 0,125 uM, 62nM, 30nM, 15nM)

Vsechny latky byly na svou vyslednou koncentraci fedény ve snimacim ECS.
Synapticka aktivita v povrchovych lamindch michy byla evokovana stimulaci zadniho

kotene michy sklenénou saci elektrodou.

Elektricka stimulace byla aplikovdna ve tii minutovych intervalech. Ptedchozi
experimenty ukdzaly, Ze to je doba nutna pro obnoveni synapse. Kazda stimulace trvala 1
sekundu a sestdvala se z 10 pulzii za sebou, o délce trvani 0,5ms nebo 0,1ms, intenzité
3mA a frekvenci 10Hz. Stimulace o délce trvani pulzu 0,1ms méla preferencné aktivovat A
vldkna a pulz o délce 0,5ms A+C vlakna zadniho kotfene. V fad¢ experimentl byla pouzita
stiidava stimulace, kde byl alternovan kratky a dlouhy pulz. Ostatni experimenty byly

provadény se stimulaci o délce pulzu 0,5ms.

3.8. Analyza dat

Data byla zaznamenavana a analyzovana za pomoci MetaFluor® Fluorescence
Ratio Imaging Software Metafluor. Tento software byl vyuzit i pfi pozdé&jsi off-line
analyze. Zmény intenzity fluorescence Fluo-4 odpovidajici zménam volnych vapenatych

iontu Vv télech neuronti jako duasledek neuronalni aktivity byl hodnocen umisténim
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definované oblasti zajmu (regionu tzv. ROI ) nad t€lem neuronu v této oblasti zajmu byl
hodnocen vzdy primér intenzity fluorescence uvniti ROI a jeho zména po stimulaci.
V ptipadech vitalnich neuronii byla pocatecni intenzita fluorescence tak nizka Zze neurony
nebylo mozno rozlisit od pozadi. Zména intenzity fluorescence byla zaznamenana jako
zména amplitudy AF vypocitana jako (F1-FO)/FO=AF a poté pievedena na procentech. FO
je bazalni aktivitou a byla pocitana pro kazdy neuron zvlast. F1 odpovida zméné po
stimulaci. Byly provedeny kontrolni méfeni pro urceni stabilniho AF. Rychlost snimani
kamerou byla za danych podminek 5,6 snimku za vtefinu coz poskytuje kvalitni a piesny
obraz prib¢hu somatickych vapnikovych zmén.

Bylo nanejvys dulezité snizit zmény poklesu intenzity fluorescence zplsobené
vysvécovanim fluorescenéni barvy a jejim unikem ven z bunky. Toho jsme dosahli
pouzitim nizké intenzity svételného zdroje a omezenym osvitem. Vysvécovani barvy bylo
také kompenzovano matematicky, kdy byla za FO povazovana primérna hodnota bazalni
aktivity neuronu pted kazdou stimulaci neuronu zvlast’.

V této praci byly vyhodnoceny velikosti amplitud vapnikovych zmén jednotlivych
neuron v usecich trvajicich 30s, v pokusech byla vzdy provedena kontrolni stimulace pro
ovéfeni spravnosti barveni a vitality neurond. Po kontrolnich stimulacich nasledovala
experimentalni ¢ast zaznamu (napf. aplikace latek). Pro analyzu zmén amplitudy
Vv experimentalni ¢asti byla pouzita pravé hodnota kontrolnich méteni. Ziskana data byla
vztahovana vi¢i kontrolnim hodnotdm naméfenym na zacatku pokusu bez aplikace
jakychkoliv latek. VSechna prezentovana data jsou vyjadfena jako, primeér se stfedni
chybou priméru (SEM).

Statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami byl vypocitan metodou jednocestné
analyzy rozptylu ANOVA a post-hoc Fisherovym testem nebo t-testem pfi porovnani dvou
skupin. Za signifikantni byla uréena hladina vyznamnosti P < 0,05; 0,01 a 0,001. K
hodnoceni a grafickému zobrazeni byly pouzity programy Excel, SigmaStat 3.1 a
SigmaPlot 9.0.
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4. Vysledky

4.1. Vyvolani zmény koncentrace vapenatych ionti v cytosolu neuront
zadnich rohu pomoci stimulace zadnich koi'ent miSnich
Zmény koncentrace intraceluldrnich vépenatych iontd (iCa’") byly snimany
z neurond laminy | a II. Stimulace zadniho kofene vyvolala zfetelné zmény iCa’* s dvéma
¢asoveé odlisnymi prabéhy. Pocet aktivovanych bun€k na fezu se lisil v zavislosti na jeho
kvalité, vitalité bun€k, uc€innosti nabarveni a pozici elektrody na dorzalnim koieni. Diiraz
byl také kladen na neporusenost zadnich kofent, které jak je vidét na obrazku 19. A, byly
nasany stimula¢ni elektrodou. Pro snimani vapnikovych zmén uvniti zivych bunék jsme
pouzili vapnikovou sondu FLUO-4, molekulu reagujici na vazbu vapenatych iontti zménou
intenzity flourescen¢éniho signalu. Na misnim fezu byly po nabarveni sondou FLUO-4
viditelné jednotlivé bunky (Obrazek 19. B). Odpovédi neurond na stimulaci zadniho
kotene jsme hodnotili podle zmén intenzity emitovaného svétla, které odrazi intracelularni

koncentraci Ca*? v neuronech.

Obrazek 19. A Akutni transverzalni misni Fez ponoreny ve snimacim roztoku umistény pod
fluorescencnim mikroskopem, kde je zadni koren nasaty do sklenéné elektrody a fixovan
proti pohybu pomoci mrizky nylonovych vidken. Takto fixovany rez je pripraven pro
snimani. Obrdzek porizen v prochdazejicim svétle. B Neurony zadniho rohu michy obarvené

Fluo-4 v nizkém rozliseni.
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4.2. Rozdilné ¢asové prubéhy odpovédi na stimulaci

Stimulaci zadniho koifene Ize vyvolat dva zfeteln¢ odlisSné casové prubéhy
koncentracnich zmén intracelularnich vapenatych ionti v télech postsynaptickych neuront
(viz. Obr. 20. a 21.). Jedna se o odpoveéd’ na stimulaci s rychlym pribéhem, kdy neurony
vykazovaly maximalni zménu koncentrace intracelularnich vépenatych iontd béhem nebo
ihned po ukonceni stimulace. A odpovéd’ na stimulaci s pomalym prubéhem kdy
maximalni zménu koncentrace intracelularnich vépenatych iontli vykazovaly neurony az
nékolik sekund po stimulaci. Neurony s pozdnim typem odpovédi tvofily mensi cast
n=108, to je 14,52% z celkového poctu n=744 sledovanych neuronii. Skupina neurond
s rychlou odpovédi dosahovala maximalni odpovédi pramémé 1,38s +0,21s, a skupina

neurontll s pozdnimi odpovéd'mi 4,392s + 0,34s po zah4jeni stimulace (Obrazek 22.).

A B

_ neuron s rychlon odpovédi _ neuron s pozdni odpovedi

tirne (=) tirme (=)

Orazek 20. Dva casové rozdilné priibéhy odpovédi na stimulaci o délce trvani pulzu
0,5ms. Stimulace trvajici 1s je znacena Sedym pruhem. Maximalni zména koncentrace Ca
2+je Oznacena cervenou c¢arou. Fluorescencni odpovéd obou skupin A neuron s rychlou
odpovédi, B neuron s pozdni odpovédi.

m neuron s rychlou odpovédi
B neuron s pozdni odpovédi

time (s)

, \ Vv . v o . sy . 07 v v : 2+
Obrazek 21. Prehlednéjsi znazorneni porovnavajici casovy priitbeh zmeény koncentraci Ca

v neuronech po stimulaci o dobé trvani pulzu 0,5ms.
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2 -1 stimulace 1 2 3 4 5 6 7

Obrdzek 22. Sekvence zndzoriujici zmény koncentrace iCa®* v télech neuronti, rada A
neuron s rychlou odpovedi, rada B neuron s pozdni odpovedi. Pozdni nastup iCa* ukazuje

na zapojeni intracelularnich zdroju vapniku.

4.3. Zavislost vapnikové odpovédi na parametrech stimulace

Pro naSe pokusy jsme také vyuzili vlastnosti perifernich nervovych vlédken kdy je
znamo ze aktivace nervovych vldken je zavisla na délce trvani stimula¢niho pulzu. Bylo
prokazano, ze stimulaci o délce pulzu 0,1ms jsou preferenéné aktivovana myelinizovana
vldkna A, zatimco stimula¢nim pulzem o délce 0,5ms budou aktivovana vldkna obojiho
typu jak vlakna A tak i nemyelinizovana vlakna C. Proto jsme mohli preferen¢né stimulaci
oddélit tyto dvé skupiny A a A+C vlaken pii zachovani stejné intenzity stimulace (3 mA a
10 pulzi, frekvenci 10 Hz). V pribéhu experimentu jsme pouzili protokol s obéma délkami
stimula¢niho pulzu. Stimulace dlouhym i kratkym pulzem je znazornéna na obrazku 23. Pii
pouzivani krat$iho stimulacniho pulzu 0,1ms nedoslo k signifikantni zméné pomeéru mezi
poctem neuront S rychlou a pozdni odpovédi v porovnani se stimulaci pulzem o délce
0,5ms. Tento pomér byl 1:6,903 u stimulace pulzem o délce 0,5 ms a 1:6,852 u stimulace
pulzem o délce 0,1 ms. Pfi stimulaci pulzem 0,1ms dojde k poklesu amplitudy vapnikové
odpovédi u neuronti s rychlou odpovédi v priméru o 37,4% + 4,6% a u neuroni s pozdni
odpovédi v priméru o 45,7% + 5,1 (Obrazek 24.) rozdil mezi skupinami je signifikantni na
hladiné P< 0,05. Pouzitim stimula¢niho protokolu o délce pulzu 0,1ms se objevuji dva
Casove rozdilné prubéhy vapnikové odpoveédi podobné jako u stimulace pulzem dlouhym
0,5ms (Obrazek 25. A 26.) . U c¢asti populace neuront testovanych obéma stimulacnimi
pulzy s pozdni odpovédi (13 ze 45; 28,8%) se objevil odlisny pribéh odpovédi po
stimulaci pulzem 0,1ms (Obrazek 25. C). U tohoto typu odpovédi byl nartst intenzity
fluorescenéniho signalu béhem stimulace nasledovan jasné patrnym poklesem koncentrace

vapenatych iontl pted ndstupem druhé opozdéné slozky odpovédi.
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Obrdzek 23. Dva rozdilné stimulacni protokoly o délce pulzu 0,5ms a 0,1ms. Stimulace

trvala 1s.

m stimulace pulzem o délce trvéni 0, 5ms
m stimulace pulzem o délce trvani 0, 1ms

B

time (s)

time (s)

time (s)

Obrazek 24. Porovnani odpovédi jednoho neuronu A s rychlou odpovedi a neuronu B,C

S pozdni odpovédi na stimulaci o délce pulzu 0,Ims a 0,5ms neuronii.

59



time (=) time (=) time (=)

Obrdzek 25. Neurony stimulované pulzem o délce 0,1ms s odlisnymi pribéhy vapnikové
odpoveédi, A —neuron s rychlou odpovédi, B neuron s pozdni odpovédi, jednolitou a C
neuron s dvoufazovym pritbéhem odpovédi na stimulaci. Stimulace trvajici 1s je znacena
Sedym pruhem.

m neuron s rychlon odpovédi

- A = B B neuron s pozdni odpovédi

tirme: (=) time (=)

Obrazek 26. Prehlednéjsi zndzornéni porovndvajici casovy pribéh zmény koncentraci
iCa?" po stimulaci o dobé trvani pulzu 0,1ms.
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4.4, Stabilita vapnikové odpovédi v ¢ase

Aby bylo moZzné hodnotit vliv latek na synapticky pfenos bylo nutné ovéfit, Ze
odpoveéd’ neuront na stimulaci se v ¢ase neméni. Kontrolni snimani byla provadéna za
ucelem ovéfeni stability rychlych 1 pozdnich evokovanych synaptickych odpovédi na
stimulaci 1 po n¢kolikanasobném opakovani. Kazdé snimani bylo provadéno 30 sekund v
3minutovych intervalech. Stimulaci evokovana odpovéd byla stald po celou dobu méfeni
primérné 40 minut tedy 12 stimulaci (Obrazek 27, 28; Graf 1, 2).

R . . ” 24
- ‘ maximalni zména [c] Ca

| '

¢as (s) I 3 minuty

Obrazek 27. Synapticky evokované zmény iCa®* . Zdiznam jednoho neuronu s rychlou
odpovedi. 30 sekundovy zaznam kazdé stimulace oddeélena 3minutovym intervalem pro
rehabilitaci synapse (Sedé obdelniky).

neurony s rychlou odpovédi
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Graf 1. Prumérné odpovedi kontrolni populace neuronii s rychlou odpovédi. n= 161
Nebyly zjistény zadné statisticky signifikantni trendy.
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Obrazek 28. Synapticky evokované zmény iCa?* . Zdznam jednoho neuronu s pozdni
odpovedi. 30sekundovy zdznam kazdé stimulace oddélené 3minutovym intervalem pro
rehabilitaci synapse (Sedé obdelniky).

neurony s pozdni odpovéedi
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Graf 2. Prumeérné odpovedi kontrolni populace neuronii s pozdni odpovédi. n=36 Nebyly
zjisteny zadné statisticky signifikantni trendy.

4.5. Ovlivnéni ionotropnich glutamatovych receptorii antagonisty

Synapticky evokované zmény iCa®" jsou zvelké &asti zavislé na ionotropnich
glutamatovych receptorech zpisobujicich po své aktivaci depolarizaci membrany a tim i
nasledné vznik akéniho potencialu a otevieni napétove zavislych vapnikovych kanalt na
neuronech. Pro zablokovani AMPA receptorti byl pouzit antagonista CNQX (50uM)
aplikovany po dobu 6 minut a pro zablokovani NMDA receptorii nekompetitivni
antagonista MK801 (45uM) aplikovany po dobu 12 minut. Zablokovani ionotropnich
glutamatovych kanali bylo pouzito pro zjisténi jejich tulohy v synaptické aktivaci
sledovanych neuronii. Antagonist¢é AMPA a NMDA kandll byli aplikovani kazdy zv1ast
Vv separatnich pokusech.
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45.1. Antagonista AMPA receptori

Prvnim pouzitym antagonistou byl CNQX. Zaznam jednoho neuronu
srychlou odpovédi a aplikaci CNQX (50uM) 0.5ms po dobu 6 minut, 30 sekundovy
zaznam kazdé stimulace oddélena 3 minutovym intervalem pro rehabilitaci synapse
(Obrazek 29.) a zaznam jednoho neuronu s rychlou odpovédi a aplikaci CNQX (50uM) po
dobu 6 minut pfi stiidavé stimulaci pulzy o délce trvani 0,5ms a 0,1ms (Obrazek 30.).

Nejprve byly pokusy provadény jen za stimulace o délce pulzu 0.5ms pramérna
hodnota amplitudy vapnikové odpovédi klesla pii podani CNQX oproti kontrolnim
stimulacim ve skupiné neuronti S rychlou odpovédi o 76,44% + 4,01% (n=24) a ve
skupiné neuront s pozdni odpovédi o 53,02% + 8,31% (n=3) (Graf 3. A a B). Pokles u
obou skupin je statisticky signifikantni na hladiné P < 0,001 a rozdil v poklesu odpovédi
mezi skupinami je také statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,01(Graf 4.).

Pokusy byly opakovany také ve skupiné neuronti stimulovanych obéma rozdilnymi
délkami pulzu 0,5 a 0,1ms. Pti stimulaci pulzem o délce 0.5ms klesla primérna hodnota
amplitudy vapnikové odpovédi po stimulaci pii podani CNQX oproti kontrolnim
stimulacim ve skupifie neuront s rychlou odpovédi o 52,44% + 5,01% (n=18) a ve
skupiné neuront s pozdni odpovédi o 45,02% + 8,31% (n=3) (Graf 5. A a B). Pokles u
obou skupin je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001 a rozdil mezi skupinami je
také statisticky signifikantni na hladiné P < 0,05 (Graf 6. A). Pfi stimulaci pulzem o délce
0.1ms primérna hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,1ms klesla po podani
CNQX oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné€ neuront s rychlou odpovédi o 67,74% =+
2,59% a ve skupiné neuront s pozdni odpovédi o 63,83% + 3,47% (Graf 5. C a D). Pokles
u obou skupin je statisticky signifikantni na hladiné P < 0,001, rozdil mezi skupinami neni
statisticky signifikantni (Graf 6. B). Rozdil mezi poklesem prumérnych odpovédi po
stimulaci o délce pulzu 0,5ms a 0,Ims neni statisticky signifikantni u skupin neuront
s rychlou odpovédi, je vSak signifikantni u skupin neuronti s pozdni odpovédi na hladin¢ P

< 0,05 (Graf 7.).
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Obrazek 29. Synapticky evokované zmény iCa®* . Zdiznam jednoho neuronu s rychlou
odpovedi a aplikaci CNQX (50uM) po dobu 6 minut (aplikace oznacena pruhem) 30

sekundovy zdaznam kazdé stimulace oddelena 3 minutovym intervalem (Sedé obdelniky).

CNQX
NA‘\L 'J"q by h'k\,, il 'ﬂk "r\\ "J “hy
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stimulace stimulace
pulzem 0,1ms pulzem 0,5ms

Obrazek 30. Zaznam jednoho neuronu s rychlou odpovedi a aplikaci CNQX pri stridani

pulzu o délce 0,1ms a 0,5ms.
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Graf 3. Snimani stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Primérnd hodnota amplitud neuroni

S rychlou odpovédi n=24 (A) a neuronit s pomalou odpovédi n=3 (B).
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Graf 4. Primérna hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,5ms.
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Graf 5. Snimani stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A, B) a 0,Ams (C, D). Prumérné hodnoty

amplitud neuronii s rychlou odpovedi n=18 (A,C) a neuronii s pomalou odpovedi n=3
(B.D).
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Graf 6. Priumérnd hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,5ms (A) a 0,1ms (B).
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Graf 7. Rozdil mezi poklesem priimérnych odpovédi po stimulaci o délce pulzu 0,5ms a
0,1ms.

4.5.2. Antagonista NMDA receptorii
Druhym pouzitym antagonistou v naSich pfedbéznych pokusech byl MK 801.
Zéaznam jednoho neuronu s rychlou odpovédi a aplikaci MK 801 (45uM) po dobu 12 minut
pfi stimulaci jen pulzem o délce trvani 0,5ms (Obrazek 31.) a zdznam jednoho neuronu
s rychlou odpoveédi a aplikaci MK 801 (45uM) po dobu 12 minut pfi sttidavé stimulaci
pulzy o délce trvani 0,5ms a 0,1ms (Obrazek 32.).
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V prvni skupiné experimentii byl pouzit pii stimulaci skupiny neuronit pouze
pulzem 0,5ms. Primémé hodnota amplitudy vapnikové odpovédi po stimulaci o délce
pulzu 0,5ms klesla pfi podani MK801 (45uM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupine
neuronu s rychlou odpovédi o 46,24% + 4,21% (n=16) a ve skupiné neurond s pozdni
odpovédi o 51,83% =+ 3,66% (n=2) (Graf 8.). Pokles u obou skupin je statisticky
signifikantni na hladiné P<0,001, rozdil mezi skupinami neni statisticky signifikantni (Graf
9.). Predbézné vysledky neuront s pozdni odpovédi nemaji velkou vypovédni silu protoze
se v této skupiné podafilo zaznamenet reakci pouze 2 neurond.

V dalsich pokusech byl MK801 aplikovan pfti stfidavé stimulaci skupiny neuront
pulzem o délce trvani 0,5ms a 0,1ms. Po stimulaci o délce pulzu 0,5ms klesla primérna
hodnota amplitudy pti podani MK801 oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neuronti
s rychlou odpovédi o 56,24% =+ 4,21% (n=51) a ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi o
51,76% =+ 3,66% (n=6) (Graf 10. A a B). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni
na hladiné P < 0,001, rozdil mezi skupinami neni Statisticky signifikantni (Graf 11. A). Po
stimulaci o délce pulzu 0.1ms klesla primérna hodnota amplitudy vapnikové odpovédi pii
podani MKS801 oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné neuroni s rychlou odpovédi o
48,24% + 4,21% (n=51) a ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi o 39,72% + 2,64% (n=6)
(Graf 10. C a D). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001a
také rozdil mezi skupinami je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,05 (Graf 11. B).

MK 801

b

¢as (s) I 3 minuty

Obrazek 31. Vliv aplikace MK801 na synapticky evokované zmény iCa* . Zdznam jednoho
neuronu s rychlou odpovédi a aplikaci MK 801 (45uM) po dobu 12 minut (aplikace
oznacena pruhem) 30 sekundovy zdznam kazdé stimulace oddélena 3 minutovym

intervalem pro rehabilitaci synapse (Sedé obdelniky).
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Obrazek 32. Vliv aplikace MK801 na synapticky evokované zmény iCa®* pfi stiiddani pulzu
o délce 0,Ims a 0,5ms. Zaznam jednoho neuronu s rychlou odpovedi a aplikaci MK 801
(45uM) po dobu 12 minut (aplikace oznacena pruhem) 30 sekundovy zdaznam kazdé

stimulace oddélena 3 minutovym intervalem pro rehabilitaci synapse (Sedé obdelniky).
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Graf 8. Snimani pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Primérné hodnoty amplitud neuronii
S rychlou odpovedi n=16 (A) a neuronit s pomalou odpovédi n=2 (B).
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Graf 9. Priumérna hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,5ms.
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Graf 10. Snimdani pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A, B) a 0,1ms (C, D). Prumerné

hodnoty amplitud neuronii s rychlou odpovedi n=51 (A,C) a neuronii s pomalou odpovedi

n=6 (B,D).
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Graf 11. Primeérnd hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,5ms (A) a 0,1ms (B).
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4.6. Vliv kapsaicinu na synapticky prenos v zadnim rohu miSnim

4.6.1. Aplikace kapsaicinu pFi stimulaci neuronii pulzem o délce trvani 0,5ms

Prvni pokusy s pouzitim kapsaicinu byly provedeny na neuronech zadniho rohu
misniho stimulovanych pouze pulzem o délce trvani 0,5ms. Aplikace kapsaicinu trvala
vzdy 6 minut a snimani neuronalni aktivity pokraovalo vzdy nejméné 15 minut po
ukonceni aplikace. Kapsaicin byl aplikovan v rtiznych koncentracich 1,5 pM; 0,5 puM;
0,25uM a 0,125uM. K desenzitizaci a poklesu amplitudy vapnikové odpovédi doslo u
vSech pouzitych koncentraci kapsaicinu. Pokles odpovédi ve vétSing ptipadi pretrvaval do
ukonceni pokusu.

Po podani kapsaicinu (1,5uM) klesla primérna hodnota amplitudy vapnikové
odpovédi po stimulaci o délce pulzu 0,5ms oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné
neuront s rychlou odpovédi o 34,60% + 1,924% (n=19) a ve skupiné neuronti s pozdni
odpovédi o 33,06% =+ 3,68% (n=5) (Graf 12.). Pokles u obou skupin je statisticky
signifikantni na hladiné P < 0,001, a rozdil v poklesu mezi skupinami neni statisticky
signifikantni (Graf 16.).

Primérnd hodnota amplitudy vapnikové odpovédi po podani kapsaicinu o
koncentraci 0,5uM (0,5 ms) klesla oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné neurond
s rychlou odpovédi o 38,29% + 1,48% (n=47) a ve skupiné neurond s pozdni odpovédi o
29,38% =+ 1,096% (n=9) (Graf 13.). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni na
hladiné P < 0,001. Rozdil v poklesu po podani kapsaicinu (0,5uM) mezi skupinami je
statisticky signifikantni, na hladiné P < 0,05 (Graf 17.).

Po stimulaci o délce pulzu 0,5ms a podani kapsaicinu (0,25uM) klesla primérna
hodnota amplitudy vapnikové odpovédi oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neurond
s rychlou odpovédi 0 37,96% + 2,09% (n=54) a ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi o
33,08% + 0,58% (n=17) (Graf 14.). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni na
hlading P < 0,001 a rozdil mezi skupinami meni statisticky signifikantni (Graf 18.).

Primérna hodnota amplitudy vapnikové odpovédi po stimulaci o délce pulzu 0,5ms
klesla po podani kapsaicinu (0,125uM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné neuronti
s rychlou odpovédi o 40,83% =+ 3,89% (n=8) a ve skupiné neuront s pozdni odpovédi o
51,05% =+ 2,11% (n=4) (Graf 15.). Rozdil v poklesu mezi skupinami je statisticky
signifikantni, na hladin¢ P < 0,05. Pokles amplitud véapnikovych odpovédi byl u této
pouzité koncentrace kapsaicinu vyraznéjsi nezli tomu bylo u ptfedchozich aplikaci vysSich
koncentraci (Graf 19.).
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Graf 12. Snimani pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Priumérné hodnoty amplitud neuronii

s rychlou odpovedi n=19 (A) a neuronit s pomalou odpovédi n=5 (B). Aplikace kapsaicinu

o0 koncentraci 7,5uM.
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Graf 13. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Primérné hodnoty amplitud neuroni

s rychlou odpovedi n=47 (A) a neuronit s pomalou odpovédi n=9 (B). Aplikace kapsaicinu

0 koncentraci 0,5uM.
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Graf 15. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Priimérné hodnoty amplitud neuronii
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Graf 16. Porovnani
poklesu u skupin po
podani  kapsaicinu
15 uM) a délce
pulzu 0,5ms.

Graf 17. Porovndni
poklesu u skupin po
podant kapsaicinu
(0,5 uM) a délce pulzu
0,5ms.

Graf 18. Porovnadni
poklesu u skupin po
podani  kapsaicinu
0,25 uM) a délce
pulzu 0,5ms.

Graf 19. Porovndni
poklesu u skupin po
podani kapsaicinu
0,125 uM) a délce

pulzu 0,5ms.



4.6.2. Vliv aplikace kapsaicinu p¥i stimulaci neuronii obéma pulzy o délce trvani
0,5ms a0,1ms

Dalsi pokusy byly provedeny s pouzitim protokolu, pii kterém byly neurony
stimulovany stfidavé pulzy o délce 0,5ms a 0,1ms. Takto byla stimulovana stiidavé
preferencné vldkna A (0,1ms) a vldkna A+C (0,5ms) perifernich aferentnich neuroni
dohromady. Uginek kapsaicinu byl u kratké stimulace odli§ny. Tento stimulaéni protokol
byl proveden pfi aplikaci kapsaicinu o koncentracich 0,25 uM; 0,125 uM; 62nM; 30nM a
15nM. Snizovani koncentrace kapsaicinu ukazalo, Ze pokles amplitudy vapnikové
odpovédi, se slabé projevuje jesté pii aplikaci 30nM kapsaicinu, ne vSak uz pfi aplikaci
15nM roztoku kapsaicinu.

Po stimulaci o délce pulzu 0,5ms klesla primérnd hodnota amplitudy vépnikové
odpovédi po podani kapsaicinu (0,25uM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné
neurontt s rychlou odpovédi o 37,96% =+ 2,09% (n=40) a ve skupiné neuront s pozdni
odpovédi o 33,08% + 4,58% (n=12) (Graf 20. A a B). Rozdil v poklesu mezi skupinami
neni statisticky signifikantni. Praimérna hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu
0,1ms klesla po podani kapsaicinu (0,25uM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné
neuront s rychlou odpovédi o 6,22% =+ 1,59% (n=40) a ve skupin¢ neuront s pozdni
odpovédi 0 21,85% + 2,42% (n=12) (Graf 20. C a D). Rozdil v poklesu mezi skupinami je
statisticky signifikantni, na hladiné P < 0,01. Porovnani mezi skupinami neuront
s rychlymi a pomalymi odpovédmi stimulovanymi pulzem o délce 0,Ims a 0,5ms mezi
sebou. Rozdil mezi skupinami neuronu s rychlymi odpovédmi (0.5ms/0.1ms) je statisticky
signifikantni na hladiné P < 0,01, mezi skupinami neuronu s pozdnimi odpovédmi
(0.5ms/0.1ms) je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,05 (Graf 25.).

Po podani kapsaicinu o koncentraci (0,125uM) klesla primérna hodnota amplitudy
po stimulaci o délce pulzu 0,5ms oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neuronti
s rychlou odpovédi 0 45,96% + 3,68% (n=14) a ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi o
34,38% =+ 4,89% (n=6) (Graf 21. A a B). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni
na hladiné P < 0,001. Rozdil v poklesu po podani kapsaicinu (0,125uM; 0,5ms) mezi
skupinami je statisticky signifikantni, na hladin¢ P < 0,01. Primérna hodnota amplitudy po
stimulaci o délce pulzu 0,1ms klesla po podani kapsaicinu (0,125uM) oproti kontrolnim
stimulacim ve skupine neuronu s rychlou odpovédi o 44,71% + 2,21% (n=14) a ve
skupin€ neurontd s pozdni odpovédi o 50,16% + 1,57% (n=6) (Graf 21. C a D). Pokles u
obou skupin je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001 a rozdil mezi skupinami neni

statisticky signifikantni.
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Po stimulaci o délce pulzu 0,5ms a po podani kapsaicinu (62 nM) klesla primérna
hodnota amplitudy vapnikové odpovédi oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neurond
s rychlou odpovédi o 47,34% + 3,57% (n=10) a ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi o
19,86% + 3,71% (n=15) (Graf 22. A a B). Pokles u skupiny neuront s rychlou odpovédi je
statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001. Pokles u skupiny neuronti S pozdni odpovédi
je statisticky signifikantni na hladiné P < 0,01. Rozdil mezi skupinami je statisticky
signifikantni na hladiné P < 0,01 (Graf 26. A). Praimérna hodnota amplitudy po stimulaci o
délce pulzu 0,1ms se zménila po podani kapsaicinu (62 nM) oproti kontrolnim stimulacim
ve skupine neuronti s rychlou odpovédi klesla o 31,78% + 2,54% (n=10) a ve skupiné
neuronl s pozdni odpovédi narostla o 7,69% =+ 2,36% (n=15) (Graf 22. C a D). Pokles u
skupiny neurond s rychlou odpovédi je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001.
Narust u skupiny neuronit s pozdni odpovédi neni statisticky signifikantni. Rozdil mezi
skupinami je statisticky signifikantni na hladin¢ P < 0,001(Graf 26. B).

Po podani kapsaicinu (30 nM) klesla primérna hodnota amplitudy po stimulaci o
délce pulzu 0,5ms oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neurond s rychlou odpovédi o
16,54% + 1,09% (n=25) a ve skupiné neurond s pozdni odpovédi o 11,66% = 1,75% (n=6)
(Graf 23. A a B). Pokles u obou skupin je statisticky signifikantni na hladiné¢ P < 0,05 a
rozdil mezi skupinami neni statisticky signifikantni. Primérna hodnota amplitudy po
stimulaci o délce pulzu 0,1ms klesla po podani kapsaicinu (30 nM) oproti kontrolnim
stimulacim ve skupine neuront s rychlou odpovédi o 17,24% + 1,09% (n=25)a ve skupiné
neuront s pozdni odpovédi o 10,28% + 2,01% (n=6) (Graf 23. C a D). Pokles u obou
skupin je statisticky signifikantni na hladiné P < 0,05 a rozdil mezi skupinami neni
statisticky signifikantni.

Primérnd hodnota amplitudy po stimulaci o délce pulzu 0,5ms a aplikaci
kapsaicinu (15 nM) se oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné neuront s rychlou
odpovédi (n=27) ani ve ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi (n=7) signifikantné nelysila
(Graf 24. A a B). Primérna hodnota amplitudy vapnikové odpovédi po stimulaci o délce
pulzu 0,1ms se také oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neuronii s rychlou odpovédi

ani ve skupiné neuronti s pozdni odpovédi signifikantné nelysila (Graf 24. C a D; Graf 27).
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Graf 20. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A a B) a 0.1ms (C a D). Priumeérné

hodnoty amplitud neuronu s rychlou odpovédi n=40 (A a C) a neuronii s pomalou

odpovedi n=12 (B a D) Aplikace kapsaicinu o koncentraci 0,25uM.
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Graf 21. Snimdani pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A a B) a 0.1ms (C a D). Priumérné

hodnoty amplitud neuronii s rychlou odpovedi n=14 (A a C) a neuronu s pomalou

odpovedi n=6 (B a D.) Aplikace kapsaicinu o koncentraci 0,125u.
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Graf 22. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A a B) a 0.1ms (C a D). Priumeérné

hodnoty amplitud neuronii s rychlou odpovedi n=10 (A a C) a neuroni s pomalou

odpovedi n=15 (B a D). Aplikace kapsaicinu o koncentraci 62nM.
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Graf 23. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A a B) a 0.1ms (C a D). Primeérné
hodnoty amplitud neuronii s rychlou odpovedi n=25 (A a C) a neuronu s pomalou

odpovedi n=6 (B a D). Aplikace kapsaicinu o koncentraci 30nM.
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Graf 24. Snimani pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms (A a B) a 0.1ms (C a D). Primeérné

hodnoty amplitud nreuronit s rychlou odpovedi n=27 (A a C) a neuroni s pomalou

odpovedi n=7 (B a D). Aplikace kapsaicinu o koncentraci 15nM.
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Graf 25. Porovnani mezi skuminami stimulovanymi pulzem o délce 0,1ms a 0,5ms.
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Graf 26. Porovnani poklesu u skupin rychlych a pozdnich odpovedi po podani kapsaicinu
(62nM) a délce pulzu 0,5ms (4) a délce pulzu 0, 1ms (B).

kapsaicin 15nM

B délkapulzu 0,5ms
M délka pulzu o,1ms

100
8o
40 -
o : :

kontroly neurony s rychlou odpovédi neurony s pozdni odpovédi

o

kove odpovedi v %
2

r

relativni amplituda

r
]
o

vapni

Graf 27. Porovnani mezi skupinami po podani kapsaicinu 15nM stimulovanymi pulzem o

délce 0,1ms a 0,5ms.
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4.7. Vliv aplikace latek modulujicich synapticky pienos (TNFa , PMA a
Bradykininu) na vapnikovou odpovéd neuronii pri stimulaci zadnich koieni

V dalsich pokusech jsme provedli testovani vlivu latek na amplitudu vapnikové
odpovédi neuronti pfi stimulaci zadnich kotfend. Prvni z téchto latek byl TNFa. TNFa byl
Vv pokusech pouzit ve dvou koncentracich 6nM a 0,6nM. Neurony byly stimulovany pouze
pulzem o délce 0,5ms. Primérna hodnota amplitudy po stimulaci klesla po podani TNFa.
(6nM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupine neuront s rychlou odpovédi o 10,76% =+
5,634% (n=11) a u neuront s pozdni odpovédi o 8,308% (n=1) (Graf 28. A). Ve skupiné
neuront s rychlou odpovédi se objevil maly narist v 6. minuté aplikace TNFa (6nM) a ve
stimulaci 3min po jejim skonceni. Priimérna hodnota amplitudy vapmikové odpovédi
klesla po podani TNFo (0,6nM) oproti kontrolnim stimulacim ve skupiné neuront
s rychlou odpovédi o 13,25% + 1,49% (n=5) a u neuronu s pozdni odpovédi o 4,44%
(n=1) (Graf 28. B). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouze u skupin neuronu
s rychlou odpovédi, nebot’ neuron s pozdni odpovédi byl u kazdé testované koncentrace
zaznamenam pouze jeden. Rozdil po podani TNFa o koncentraci 6nM a 0,6nM neni
signifikantni.

Dalsi testovanou latkou bylo PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) o koncentraci
1uM skupina neuront byla stimulovana pouze pulzem o dobé trvani 0,5ms. Primérna
hodnota amplitudy klesla po podani PMA oproti kontrolnim stimulacim ve skupine
neuront s rychlou odpovédi o 15,63% + 1,24% (n=27) a ve skupiné neuront s pozdni
odpovédi o 8,42% + 1,98% (n=5) (Graf 29.). Rozdil v poklesu po podani PMA (1uM) mezi
skupinami neni statisticky signifikantni.

Posledni ndmi v pokusech pouZitou latkou byl bradykinin o koncentraci 10uM,
skupina neuront byla stimulovana pouze pulzem o dob¢ trvani 0,5ms aplikovany po dobu
3 minut. Primérna hodnota amplitudy klesla po podani bradykinin oproti kontrolnim
stimulacim ve skupine neuront s rychlou odpovédi o 8,63% + 4,24% (n=30) a ve skupiné
neurontt s pozdni odpovédi o 12,42% + 4,98% (n=5) (Graf 30.). Rozdil v poklesu po
podani bradykininu (10uM) mezi skupinami neni statisticky signifikantni.

80



>

relativni amplituda
vapnikové odpovédi v %

140

neurony s rychlou odpovédi

TNFa =
z

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
stimulace

relativni amplituda
vapnikové odpovédi v %

neurony s rychlou odpovédi

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15

stimulace

Graf 28. Prumérné hodnoty amplitud neuronii s rychlou odpovédi po aplikaci TNFa

v koncentraci 6nM (A) n=11 a 0,6nM (B) n=5.
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Graf 29. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Priumérné hodnoty amplitud neuroni

S rychlou odpovedi n=27 (A) a neuronii s pomalou odpovedi n=5 (B). Pri aplikaci PMA
(1uM).
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Graf 30. Snimdni pri stimulaci s délkou pulzu 0,5ms. Priimérné hodnoty amplitud neuronii

S rychlou odpovedi n=30 (A) a neuronut s pomalou odpovedi n=5 (B). Pri aplikaci
bradykininu (10uM)
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5. Diskuze vysledki

V této praci jsem se pouzila techniku calcium imagingu na akutnich miSnich fezech
pro studium aktivity neuronit superficidlnich vrstev zadniho rohu michy po elektrické
stimulaci zadniho kofene michy. Experimenty jsem provadéla na miSnich neuronech
v fezech z lumbalni oblasti vstupu perifernich aferentnich vlaken ze zadnich koncetin.
Rychla extrakce a precizni piiprava transverzalnich fezi byla zakladem pro uspésny
prabéh pokusu. Duraz byl také kladen na neporuSenost zadnich kofent. Pro snimani
vapnikovych zmén uvniti Zivych bunék jsme pouzili vapnikovou sondu FLUO-4, molekulu
reagujici na vazbu vapenatych iontli zménou intenzity fluorescenéniho signalu. Fluo-4.
Odpovédi jsme analyzovali podle intenzity emitovaného svétla, coZz odrdzi intracelularni
koncentraci Ca*? v neuronech. V nasich pokusech jsme vychazeli z pokusii (Sojka, 2010),
kde byly stanoveny nékteré zakladni parametry napiiklad odlieni neuront od gliovych

bun¢k. Metodu jsme adaptovali pro pouziti na konven¢nim fluorescencnim mikroskopu.

Po nabarveni akutnich misnich fezii vapnik senzitivnim indikatorem Fluo-4 je
mozné zaznamenat zmény vV intracelularni koncentraci volnych vépenatych iontt pii
pouziti konvencniho fluorescenéniho mikroskopu. Stimulaci (10Hz, 3mA, po dobu 1s
s délkou pulzu 0,5ms) primarnich aferentnich vldken lze vyvolat v fadé neuronli zadniho
rohu zvyseni [c]iCa?*. Neurony v nasich pokusech na stimulaci odpovidaly dvéma
odlisnymi pribéhy (rychlym a pozdnim) zmén [c]iCa®". Aplikace antagonisti
AMPA/NMDA receptort vede k vyraznému sniZeni vapnikovych odpovédi. Aplikace
kapsaicinu vede za naSich podminek ke snizeni odpovédi u neuronti zadniho rohu michy
na stimulaci. Predbézné pokusy a aplikaci neuromodula¢nich latek TNFa, PMA a
Bradykininu vedly za naSich podminek ke snizeni odpovédi u neuronit zadniho rohu michy
na stimulaci zadniho kofene. Celkové nase vysledky ukazaly, ze metoda calcium imagingu
na konven¢nim fluorescenénim mikroskopu je pouzitelna pro sledovani aktivity

neuronalnich populaci v akutnich misnich fezech in vitro.

5.1. Synapticky evokované zmény koncentrace intracelularnich vapenatych
iontii vyvolané elektrickou stimulaci zadnich kofenti michy

Stimulace zadniho kofene Vv naSich pokusech vyvolala dva zieteln¢ odlisné casové
pribéhy koncentracnich zmén intraceluldrnich vapenatych iontl v télech postsynaptickych

neuront. Jednalo se zaprvé o odpoveéd’ na stimulaci s rychlym pribéhem, kdy neurony
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vykazovaly nartst koncentrace intracelularnich vapenatych ionti b&hem stimulace a
maximalni amplitudu vapnikové odpovédi ihned po ukonceni stimulace, podobné jak jiz
bylo ukazano (Lou et al., 2008). Tento typ odpovédi byl ptitomen u 85,42% odpovédi. U
mensi populace neuronti jsme zaznamenali odpovéd’ na stimulaci s opozdénym pribéhem,
ta byla charakterizovana maximalni zménou koncentrace intracelularnich vapenatych iontt
az nékolik sekund po ukonceni stimulace. Tyto vysledky odpovidaji pfedchozim pokusim
provedenym za obdobnych podminek na konfokalnim mikroskopu (Sojka, 2010).
V naSich pokusech jsme pouzili konvenéni fluorescencni mikroskop, na rozdil od
predchozich pokust, které byly provadény na konfokalnim mikroskopu. I kdyZz konvenéni
mikroskop neposkytuje kontrolu nad tim, ze které vrstvy fezu je mozné snimat
fluorescenéni signal a je tak snizena prostorova diskriminace signalu, za nasich podminek
umoznoval zejména rychlejsi snimani signdlu. To bylo dilezité pro lepsi Casové rozliSeni
signdlu. Také signdl byl ze vSech neuronli na fezu sniméan v jeden okamzik, na rozdil od
konfokalniho mikroskopu, kde béhem jednoho snimku dochézelo ke skenovani zorného
pole. Pro naSi praci byla rozhodujici také dobra dostupnost mikroskopu, na rozdil od

sdileného konfokalniho pfistroje.

V naSich pokusech jsme sledovali zmény koncentrace v somatech neuronli po
synaptické aktivaci navozené stimulaci zadnich kofeni misnich (Connor a Pozzo-Miller,
2003). Jak jsme ukazali, tato aktivace byla zavisla na aktivaci glutamatovych receptort.
Predpokladame tedy, ze doSlo po aktivaci glutamatovych receptori k depolarizaci
membrany a nasledné¢ ke vzniku akéniho potencidlu u snimaného neuronu. V naSich
pokusech byly snimané zmény v [c]iCa®" zplsobené zejména dvéma hlavnimi zdroji
vapenatych iontl. Predpoklddame, ze vétSina vapenatych iontl se do intracelularniho
prostoru dostala béhem depolarizace membrany pies napétoveé zavislé vapnikové kanaly
pii prachodu akéniho potencialu neuronem (Miyakawa et al., 1992). To bylo prokazano
napiiklad v experimentech zkoumajicich roli napétové zavislych vapenatych kanalu
s nespecifickymi blokatory, a kde bylo zjisténo, Ze dominantni roli v tomto postsynaptické
zvyseni koncentrace Ca®* hraji nap&tové zavislé kanaly N-typu (Heinke et al., 2004). Dalsi
vyznamnou slozku hral vnaSich pokusech pravdépodobné véapnik uvoliiovany z
intercelularnich zdroja jako je endoplazmatické retikulum nebo mitochondrie. Tento zdroj
vapenatych iontil se uplatnil pravdépodobné zejména u pozdniho typu odpovédi, jak bylo

prokazano diive (Sojka, 2010). NaSe vysledky tedy naznacuji, Ze pfi nociceptivnim
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pfenosu v zadnim rohu miSnim se mohou uplatiiovat obé moznosti a podilet se tak také na

modulaci synaptického pienosu.

Rozdilny ¢asovy pribéh koncentraénich zmén somatického vapniku v neuronech

wrwe

vvvvvv

majoritni podil rychlé slozky vapnikové odpovédi pravé vapnik z extracelularniho
prostiedi a intracelularni zdroje se na zvySeni koncentrace podileji pravdépodobné jen
miniméln¢. Tak je tomu zifejmé i u neuroni srychlou odpovédi, které tvoii 85,42%
pozorovanych neuront. Vtokem vapenatych iontt pfes napétoveé zavislé kanaly pii akénim
potencidlu ale neni mozné snadno vysvétlit vzestup koncentrace vapenatych iontd u
neurontl s pozdni odpovédi. U nichz nastavd, maximalni zvySeni koncentrace vapenatych
iontll uvnitt buniky az nékolik sekund po ukonceni stimulace, tedy po ukonceni priichodu
akéniho potencidlu 1 depolarizace membrany. Jako mozné vysvétleni se zda, Ze vétSinu
tvofi vépenaté ionty z intracelularnich zéasobéren, jako je hlavné endoplazmatické
retikulum, které také dokaze Ca®* do cytoplazmy uvolnit. D&je se tak zejména dvéma
hlavnimi vépnikovymi kandly IP3 receptorem a ryanodinovym receptorem (RYR)
(Allbritton et al., 1992). Oba jsou distribuovany na ER ve velkém poctu a jsou si strukturné
podobné. RYR mohou byt aktivovany i1 piimo volnymi ca®* ionty nachazejicimi se
v cytoplazmé. Diky tomu jsou hlavnim bun&énym medidtorem vapnikem (iCa")
indukovaného uvoliovani vapniku (CICR) v Zivo€isnych bunikach. CICR by mohl pozdni
odpovédi Castecné vysvétlit (Shmigol et al., 1996). IP3R je dalsi kanal ER pisobici jako
Ca’* kanal, jeho aktivita je také kontrolovana hladinou volnych cytosolickych vapenatych
IP3R je vSak odpovédny za vylev vapniku z ER v reakci na otevieni plazmatickych
metabotropnich receptoru reagujicich na glutamat a neuropeptidy (Verkhratsky, 2005).
Piedpoklada se Ze metabotropni glutamatové receptory (mGluRs) mohou byt aktivovany
dodate¢né glutamatem ze synapse inervované C vladkny. Stimulace C vlaken také vede
k uvolnovani neuropeptidi jako substance P a neurokinin A na které mohou IP3Rs a RYRs
reagovat a semitizovat se. Uvolfiovani vapenatych iontll z intracelularnich zdroji tedy
reaguje vice na stimulaci C vldken a na receptory s pomalejsi kinetikou coz by pozdni
odpovédi mohlo také vysvétlovat. Pravdépodobnost otevieni IP3Rs a RYRs se zvysuje
s cytosolickou koncentraci vapenatych iontd (Verkhratsky a Toescue, 2003). Jinym
vysvétlenim pro pozdni odpovédi by mohl byt tzv. after-discharge. V pokusech in vivo

bylo ukézano, Ze stimulace perifernich nervli vede nejen k aktivité¢ miSnich neuronti behem
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stimulace (paleni ak¢nich potenciala), ale Casto také k pretrvavani aktivity po ukonceni
stimulace. Tento takzvany after-discharge je patrny zejména pii stimulaci odpovidajici
aktivaci C-vlaken. Jestlize akéni potencialy na neuronech vznikaly béhem nasich pokusi i
po ukonceni stimulace, a neuron je tedy aktivni déle, mohlo tak dojit k ¢asovému posunu

maxima amplitudy vapnikové odpovédi a zvyseni amplitudy [c]iCa*" (Ikeda 2000).

DalS§im moznym vysvétlenim pfispivajicim k pozdni odpoveédi mize byt zapojeni
interneuronti. Je nutné si uvédomit, ze v tkanovém fezu jaky jsme pouzili V naSich
pokusech je do ptfenosu informace aktivné zapojena celd neuronalni sit’, coz znamena, ze
pii stimulaci nedochazi pouze k monosynaptickému spojeni ale mize dojit i k aktivaci a
modulaci ptes celou sit” interneurontl. Pfedpoklada se, Ze zpozdéni zpuisobené interneurony
muze Cinit az nékolik desitek milisekund. Dalsim duvodem, ktery by se mohl podilet na
pozdni odpovédi a nemizeme ho zcela vyloudit je Spatny metabolicky stav jednotlivych
neuront a tim naruseni jejich procest vedoucich k homeostaze jejich vnitiniho prostiedi.
Vzhledem Kk tomu, ze neurony z pozdni odpovédi byly vétSinou piitomny na fezu i
S populaci neuront z rychlou odpovédi a ze charakter odpovédi byl ovlivnitelny délkou
stimulaéniho pulzu a pozdni odpovédi byly stabilni muzeme tuto pfic¢inu s vekou

pravdépodobnosti vyloucit.

5.2. Zavislost vapnikové odpovédi na délce stimula¢niho pulzu —
diferencidlni stimulace zadniho kofenu misniho

Slozeni zadniho kofene je velmi podobné sloZeni perifernich nervil, s tim Ze jsou
zde pfitomnd pouze senzorickd vlakna, centridlni vybéZky neurond spindlnich ganglii.
Zadni kofen se tedy sklada z fady nervovych vlaken, jak bylo popsano v uvodu prace. Pro
naSe pokusy jsme proto vyuzili vlastnosti perifernich nervovych vlaken kdy je znamo, Ze
aktivace nervovych vlaken je zavisla na délce trvani stimula¢niho pulzu. Bylo prokéazano,
ze stimulaci o délce pulzu 0.1ms jsou preferencné aktivovand myelinizovand A vlakna
(nejen Ad ale hlavné silné myelinizovana vldkna A kterd nemaji s nociceptivni signalizaci
za normdlnich okolnosti nic spole¢ného). Zatimco pulzem o délce ptil milisekundy lze
aktivovat vlakna obojiho typu A i nemyelinizovand C vladkna (Miyakawa et al., 1992).
Proto jsme mohli preferencné stimulaci oddélit tyto dvé skupiny A a A+C, vlaken pfi

zachovani stejné intenzity stimulace (proud 3mA a frekvenci 10Hz). V mych pokusech
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jsem pouzila oba tyto dva rozdilné stimula¢ni protokoly. Stimulaci dlouhym i kratkym
pulzem. Jiz dtive bylo prokazano ze, k aktivaci C vlaken je potfeba mnohem intenzivnéjsi
(delsi) stimulace nez jaké je potfeba u A vlaken (Purves, 2001). V nasich podminkach ale
snizeni intenzity stimulace by mohlo vést k aktivaci mensiho po¢tu nervovych vldken diky
mensimu $ifeni stimula¢niho proudu ze stimula¢ni elektrody. Proto pouhou zménou délky
trvani stimulacniho pulzu jsme mohli tyto dvé populace preferencné oddélit, ostatni

parametry stimulace zistaly zachovany.

Podil neuronti srychlou a pozdni odpovédi ziistal piiblizné stejny u pouziti
kratkého 1 dlouhého stimulacniho pulzu. K mirnému, ne vSak signifikantnimu nartstu,
doslo u stimulace pulzem o délce trvani 0.1ms, coz je v rozporu s nasim piedpokladem, ze
stimulace C vlaken spiSe indukuje vylev z intracelularnich zasobaren vice nez stimulace A
vlaken. Tyto rozpory mohou byt zptisobeny i pomérné nizkym poétem neuronti s pozdni
odpovédi, testovanych obéma délkami stimulacniho pulzu. Také preferencni aktivace
jednotlivych skupin nervovych vldken (A, C) nemusi vzdy zcela odpovidat
predpokladanym parametrim. Jisté by pomohlo sledovani prabéhu akénich potencialii na
zadnim kotenu pfi stimulaci. To ale bylo znemoznéno, velmi kratkym pahylem zadniho

kotene u pouzitych miSnich feza.

U casti populace neuronit stimulovanych pulzem o délce trvani 0.1ms s pozdni
odpovédi (38,2%) byla pozorovéna i zména charakteru odpovédi kdy doslo k rozdéleni
odpovédi na dvé komponenty, rychla a pozdni sloZka odpovédi byly jasn€ oddéleny. Tento
efekt mohl byt zplsoben nevyraznym vylevem vépniku z intracelularnich zasobaren u
preferen¢ni stimulace A vldken a potvrzoval by tak hypotézy, ze pozdni odpovéd je
indukovana zejména pii stimulaci C vldken. Objasnéni vzniku pozdni odpovédi bude
vyzadovat jeSté dalSi experimenty, také proto, Ze jiné laboratofi tyto odpovédi nebyly

pozorovany (Lou et al., 2008).

5.3. Stabilita rychlé a pozdni vapnikové odpovédi v ¢ase

Aby bylo mozné spravné¢ hodnotit a analyzovat zmény koncentraci vapenatych
iontl v t€lech neuront a tim 1 vliv latek na synaptické receptory , bylo v prvé fadé nutné
ovéfit ze odpovéd neurondl na stimulaci se v ¢ase neméni. V naSich experimentech to

odpovidalo schopnosti zopakovat indukce vapnikovych zmén po stimulaci beze zmény
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velikosti amplitudy 1 ¢asového priibé¢hu fluorescencéni odpovédi a tim tedy dosahnout za
stejnych podminek stimulace stejné zmény koncentrace vapenatych iontd v neuronu.

Bylo nanejvys dulezité odfiltrovat zmény poklesu intenzity fluorescence zpiisobené
vysvécovanim fluorescencni barvy a jejim pfipadnym tunikem ven z bunky. V naSich
experimentech jsme se toho snazili dosdhnout pouzitim svételného zdroje s malou
intenzitou a osvitem omezenym pouze na co nekrat§i dobu (Tancredi et al., 2000).
Vysvécovani barvy bylo kompenzovano také kontrolnim vypocltem na zacatku kazdé
stimulace pfi analyze dat. Je také zndmo, ze po opakované elektrické aktivaci (stimulaci)
muze na synapsich dojit ke sniZzeni u€innosti synaptického pienosu, unavé synaptického
spojeni. Tomuto jsme se snazili vyhnout pouzitim stimula¢niho protokolu s tfi minutovymi
odstupy mezi stimulacemi pro obnoveni synapsi. Tomu odpovida i velmi stabilni priibéh

kontrolnich méfeni.

V kontrolnich experimentech jsme provedli sérii snimani evokovanych
synaptickych odpovédi na stimulaci. Vysledky méfeni nevykazovaly zadné signifikantni
zmeény ani trendy ve velikosti nebo dobé trvani amplitudy vépnikové odpovédi. Odpovédi
byly stalé jak u populace neuront s rychlou odpovédi tak u populace neuront s pozdni
odpovédi a to po dobu nejméné 40 minut. Z nasich pokust vypliva, Ze elektricka stimulace
zadniho kotene provadénd podle protokolu (3mA, 10Hz a 3 minutové odstupy),
neovliviiuje (nemd potenciacni ani inhibi¢ni efekt) synapticky pienos a tento model miize

byt vyuzit pro sledovani zmén synaptické aktivity po podani modula¢nich latek.

5.4. Modulace synaptického prenosu farmaky

5.4.1. Vliv aplikace antagonisti ionotropnich glutanatovych receptori na
synapticky prenos v zadnim rohu miSnim.

Je znamo, Ze hlavnim neuropfenaseCem V zadnich rozich michy je glutamat a
glutamatové receptory se podileji na prenosu akéniho potencialu v neuronech zadniho rohu
michy (Dougherty et al., 1992). Néas zajimalo, do jaké miry se vV naSich pokusech projevi
pouziti antagonistu téchto glutamatovych ionotropnich synaptickych receptorti na velikosti
navozenych odpovédi, tedy do jaké miry jsou dané odpovédi zavislé na aktivaci dané¢ho
typu glutamatovych receptort.

Predpokladali jsme, Ze aktivace postsynaptickych glutamatovych receptori je

zavisla na uvolnéni glutamatu z presynaptického zakonceni tedy z vldken zadniho kofenu
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misSniho. lonotropni glutamatové receptory se podileji na vyvolani depolarizace a tim
na otevieni napétoveé zavislych vapnikovych kandlii. Zablokovanim téchto receptort by

m¢élo tedy dojit i k sniZzeni vapnikové odpovédi na stimulaci (Zhou a Ross, 2002).

Prvni pouzitou latkou byl kompetitivni antagonista AMPA a Kainatovych receptort
CNQX, ktery byl podan v koncentraci 50uM a byl aplikovany po dobu 6 minut. Aplikace
zpusobila signifikantni pokles amplitudy vapnikové odpovédi na stimulaci jak u populace
neurontl s rychlou odpovédi tak i u populace s pozdni odpovédi. U skupiny neuroni
s rychlou odpovédi vsak doslo k signifikantné vétSimu poklesu amplitudy oproti skupiné
neuront s pozdni odpovédi. To mize byt zplsobeno tim, ze u pozdnich odpovédi je
amplituda tvofena také uvolnénim vdapenatych iontl z intraceluldrnich zdroji. Tento
mechanismus, nemusi byt tak zévisly na depolarizaci membrany a vzniku akéniho
potencidlu, jak je uvedeno vyse. Pfi stimulaci pulzem o délce 0.lms kdy doslo
Kk preferen¢ni aktivaci skupiny A vlaken, bylo zjisténo, Ze pokles amplitudy se
signifikantné liSil. V pfipadé odpovédi na stimulacni pulz o délce 0,Ims doslo
k vyraznéjsimu zablokovani odpovédi po aplikaci CNQX nez pii stimulaci 0,5ms a tedy
aktivaci u skupiny A+C vlaken dohromady. Vliv ma ziejmé to, ze AMPA receptory hraji u

v

vapnikovych odpovédi pii stimulace A vlaken mnohem vyznamnéjsi ulohu nez je tomu u

C vlaken (Kessels, a Malinow, 2009).

V dalsich experimentech byl pouzit antagonista druhého typu glutamatovych
receptort (NMDA\), pro jejichZ blokaci byl pouzit nekompetitivni antagonista MK801. Jak
je znamo, jejich aktivace je zavisla na depolarizaci membrany a uvolnéni Mg®* bloku.
Soudi se, ze jejich aktivace slouzi k modulaci synaptického pfenosu, zejména diky vysoké
vapnikové propustnosti. Zde byl také patrny jasny pokles amplitudy vapnikové odpovédi u
obou skupin neuronti s rychlou i pozdni dopovédi. Tento pokles vSak nebyl tak vyrazny
jako u pouziti CNQX i kdyz rozdil v poklesu mezi skupinami CNQX a NMDA nebyl
signifikantni. K vétsimu poklesu amplitudy zde pak doSlo pfi stimulaci pulzem o délce
0.5ms nez u stimulace pulzem o délce 0,1ms, tedy v ptipad¢ stimulace A+ C vlaken. To
naznacuje, ze pii aktivaci C vladken jsou postsynaptické NMDA receptory vice aktivovany
nez pii aktivaci samotnych A vldken. To odpovida i studiim, které ukazaly, ze NMDA
receptory hraji vyznamnou roli v synaptické modulaci po aktivaci C vlaken (Li a Zhuo,
2001).
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5.4.2. Vliv kapsaicinu na modulaci synaptického pienosu v zadnim rohu miSnim.

V nasich pokusech jsme snimali zmény koncentrace vapenatych iontd v somatech
neurond, které pravdépodobné odpovidaly poctu akcénich potencialu generovanych
neuronem (Jacob a Meyer, 1997; Sojka, 2010). Jestlize v nekterych ptipadech muze
fungovat prevod poctu stimulac¢nich pulzi v poméru 1:1 k akénim potencialim. Pak nelze
vyloucit, ze nékteré neurony mohou odpovidat niz§im nebo naopak vyssim poctem akcnich
potenciall na stejnou stimulaci. Aktivita takovych neuronii se zvySenym poctem AP pak
muze vyrazné pretrvavat i po skonceni stimulace. Takovyto efekt senzitizace byl jiz diive
popsan v pokusech in vivo, kde pii snimani neurond v zadnim rohu dochazelo
Kk pfetrvavani neuronalni aktivity tzv. after-discharge .Tento jev jsme planovaly vyuzit i nas

model modulace synaptické aktivity in vitro. (Palecek et al., 1992)

Pfi senzitizaci miSnich synapsi by pak mélo dochazet k zvyseni poc¢tu AP na danou
stimulaci zadniho kofene, prodlouzeni trvani neurondlni aktivity a poctu akénich
potencialti. V naSich podminkéch by se tato senzitizace projevila jako odpovidajici zvyseni

amplitudy vapnikového signalu po stimulaci.

Zasadni vyznam pro synapticky pfenos v zadnim rohu miSnim ma modulace
synaptické G&innosti. U&innost synaptického spojeni se miize pohybovat mezi extrémnimi
stavy, a to od absence odpovédi v podobé akéniho potencidlu, kdy je depolarizace
membrany nedostate¢na k aktivaci napétove zavislych Ca®" kanald az po ptipady, kdy
jediny EPSC umozni ptekrofeni prahu a generovani akéniho potencialu (Dougherty a

Willis, 1992).

Neurony zadniho rohu mi$niho mohou i po kratké aktivité senzitizovat, stavaji se
citlivéjsi k pfichazejicim vstuplim a synapticky pienos je potencovan. Takovéto zvySeni
ucinnosti centralnich synapsi je projevem synaptické plasticity, centralni senzitizace. Na
regulaci synaptického pienosu se zejména za patologickych stavii mohou podilet také latky
uvoliiované gliovymi builkami. Zmény v presynaptické ¢asti se mohou projevovat
ovliviiovanim mnozstvi uvolnéného ptrenaSece nebo neuromodulatoru a postsynaptické
zmény zase méni citlivost miSnich neuroni diky zménéné expresi receptori a jejich

podjednotek (Woolf a Salter 2000).

Pro nase pokusy jsme k senzitizaci synaptického pienosu pouzili kapsaicin, znamy

aktivator TRPV1 receptort, pfitomnych i na centralnich vybézcich primarnich aferentnich
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nociceptivnich neuronil. Jak bylo jiz dfive ukazano muze kapsaicin indukovat vyrazny
narust excitanich postsynaptickych proudit v neuronech zadniho rohu michy (Yang a Li,

2000; Spicarové a Palecek, 2009).

Aktivita TRPV1 kanalt mize vést jednak k senzitizaci nervového zakonceni ale
také i k jeho desenzitizaci a Gplné inaktivaci pfi pouziti vyssi koncentrace (Iadarola et al.,
1988; Pospisilova a Palecek, 2006). Na zaklad¢ diivéjSich pokusu jsme zkouseli pomoci
aplikace kapsaicinu vyvinout model senzitizace misnich neuront. V nasich experimentech
m¢l ale kapsaicin jasné inaktivujici uc¢inky na vSechny odpovédi. Po jeho aplikaci doslo
k vyraznému snizeni vapnikové odpovédi sledovanych neurond. Pouze jednotlivé neurony
jevily nartist odpovédi. Pravdépodobny mechanizmus poklesu je inaktivace celého
nervového zakonceni, diky otevieni TRPV1 receptori a vtoku vapniku. Toho jevu bylo
vyuzito i pfi pokusech s omezenim artritické bolesti in vivo, kde byl podan kapsaicin
intratekaln¢ (Iadarola et al., 1988). Také pokusy na misnich fezech, kde byly snimany
EPSC proudy z misnich neurond pii stimulaci A a C vlaken, ukdzaly jasné inaktivujici vliv
kapsaicinu, po jehoz podani doslo ke sniZzeni nebo zablokovani EPSC (Baccei et al., 2003).
Efekt snizeni odpovédi v nasich pokusech byl zcela jasné vidét po aplikace kapsaicinu o

vysoké koncentraci 1,5uM.

Pti aplikaci kapsaicinu o koncentraci 0,5uM doslo také vyraznému signifikantnimu
poklesu vépnikové odpovédi. U neuronli s pozdni odpovédi byl pokles mensi nez ve
skupiné neuronli s rychlou odpovédi. Zajimavy efekt vznikl pii preferencni aktivaci A
vlaken pfti aplikaci kapsaicinu o koncentraci 0,25uM. Vysledky naznacily, Ze zejména u
neuronu s rychlou odpovédi dochazi jen k mirné inhibici odpovédi zatimco pfi spolecné
aktivaci A+C vlaken byla inhibice mnohem vyrazngjsi. To potvrzuje, ze vliv kapsaicinu
byl ptes TRPVI receptory které jsou exprimovany zejména v C vldknech. VéEtsi vliv na
kapsaicinu na neurony s pozdni odpovédi také naznacuje, ze k aktivaci pozdnich odpovédi
pfispivaji zejména primarni aferentni vlakna exprimujici TRPV1 receptory. Pro nalezeni
koncentracich 0,125uM, 62nM, 30nM a 15nM. Pfi snizeni koncentrace na 15nM jiz
nedochézi k modulaci odpovédi po podani kapsaicinu. Odpovédi na stimulaci jsou pii této

koncentraci u vSech skupin neuronti stabilni, bez signifikantni zmény.

Efektu desenzitizace a inaktivace nervovych zakonceni kapsaicinem se pouziva
Vv 1é¢beé bolestivych stavi na periferiich, zejména jako naplasti nebo kapsaicinové masti
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(Backonja et al., 2010; Pospisilova a Paleéek, 2006). Podani do CNS, naptiklad na misni
urovni se testuje (ladarola et al., 1998).

5.4.3. Vliv aplikace TNFa, PMA a Bradykininu na vapnikovou odpovéd’ neuront

V piedlozené praci jsem také provedla n€kolik pfedbéznych pokust s aplikaci latek,

které by mohly ovlivnit nociceptivni pfenos na misni urovni. V modulaci nocicepce TNFa
hraje dilezitou Glohu je pfitomen pii vzniku zanétlivé a zejména neuropatické bolesti
(Watkins a Maier, 2003). Cytokin TNFa je zapojen také do mechanizmti podminujicich
nékteré stavy chronické bolesti. Jeho koncentrace se zvySuje lokalné v misté periferniho
neurogenniho zanétu, proto byl zafazen mezi medidtory zanétu. Exogenni TNFa
aplikovany intraneuralné¢ zpusobuje hyperalgezii a allodynii (Watkins et al., 2001).
Mechanizmy jeho pisobeni nejsou zatim zcela vysvétleny. Jeho koncentrace se zvySuje
lokaIn€ v misté periferniho neurogenniho zanétu, proto byl zatazen mezi medidtory zanétu.
K jeho nadprodukci ovSem dochazi také ve spindlnich gangliich a miSe, kde je hojné
uvoliiovan zmnozenymi aktivovanymi gliovymi buiikami pfi perifernim zénétu nebo
neuropatii (Winkelstein et al., 2001; Ohtori et al., 2004;). V naSich pokusech jsme
zkoumali vliv TNFa na excitaéni synapticky pienos v superficialni oblasti zadniho rohu
mis$niho. TNFa puisobi také pres své receptory TNFR1 a TNFR2. V neuronech spinalnich
ganglii byly detekovany oba typy TNFa receptorti, jejichz mnozstvi se podstatné zvysuje
za patologickych stavii. TNFa miize zvySovat neurondlni odpovéd’ tim, ze zvysi vylev
mediatort z gliovych bunék, napf. glutamatu a NO tedy latek schopnych modulace

nocicepce (Khan et al., 2008).

TNFa také zvySuje syntézu eikosanoidii, specialné prostaglandinu E2 (PGE2).
Prostaglandiny v miSe hraji podstatnou roli v rozvoji hyperalgesie a allodynie (Ikeda et al.,
2006). Jak potvrzuji studie, PGE2 senzitizuje neurony a zvySuje jejich odpovédi na
podnéty. Bylo ukazano, Zze spindlni aplikace TNFo je schopna vyvolat u neuront
dlouhodobou potenciaci (LTP). Ve spinalnich gangliich a v miSe, je hojné uvoliiovan
zmnozenymi aktivovanymi gliovymi bunikami pfi perifernim zanétu nebo neuropatii (Ikeda
et al., 2003). Byl zkouman také vliv TNFa na excitacni synapticky pfenos v superficialni
oblasti zadniho rohu miSniho a jeho modulaci funkce TRPV1 receptort, které maji

kli¢ovou tlohu v nociceptivni signalizaci (Spicarova a Palegek, 2010).

V naSich pfedbéznych experimentech jsme zkoumali moznost senzitizace

synaptického pienosu pomoci aplikace TNFa. Za danych podminek ale aplikaci TNFa na
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misni fezy vSak nebylo dosazeno zddného navysSeni amplitudy vapnikové odpovédi, a
naopak doslo k mirnému poklesu. Pokles amplitudy po aplikaci se dostavil jak po pouziti
koncentrace 6nM tak 0.6nM. Pokles byl signifikantni u koncentrace 6nM. K posouzeni

vlivu TNFa budou potieba dalsi experimenty.

Forbolestery jsou vysoce uCinnymi aktivatory PKC, jez na misni urovni maji
vyznamné modulacni u€inky. Po aplikaci forbolesteru miize dochazet k senzitizaci neuronti
spinothalamické drahy (Palecek et al., 1994), indukci mechanické allodynie a tepelné
hyperalgezie, coz je spojeno se zvySenym vylevem excitaénich aminokyselin (Palecek et
al., 1999). Je znamo, ze PKC fosforyluje TRPV1 receptory, coz vede k jejich senzitizaci a
zvysené citlivosti na endogenni agonisty (Spicarova a Palegek, 2009). V nasich pokusech
jsme k aktivaci PKC pouzili forbol-12-myristat-13-acetdit (PMA). PMA je strukturné
analogicky diacylglycerolu a muze také stejn¢ jako DAG alostericky aktivovat
proteinkinasu C (PKC) a tim produkci IP3 které vyvoldvaji zvySené uvoliiovani Ca®*
z endoplazmatického retikula. Na zaklad¢ téchto vlastnosti jsme cekali, Ze v nasem
piedbézném pokuse dojde k aktivaci PKC, fosforylaci receptorti a nasledné ke zvyseni
cytosolické koncentrace volnych vapenatych ionti. Za danych podminek vsak neurony
reagovaly jen mirnym nesignifikantnim poklesem u skupiny neuronii s rychlou odpovédi a
nesignifikantnim nartstem amplitudy vépnikové odpovédi u skupiny s pozdni odpovédi.
1uM PMA byl jedinou testovanou koncentraci a tato problematika bude vyzadovat dalsi

pokusy.

Bradykinin ovliviiuje synapticky ptenos v superficidlni oblasti zadniho rohu
miSniho presynaptickymi 1 postsynaptickymi mechanizmy. Presynapticky pusobi pfes
bradykininové receptory B2, jejichZ aktivace vede ke zvySenému vylevu glutamatu.
Postsynapticky bradykinin opét pfes B2 receptory zvySuje proudy zprostiedkované
glutamatovymi AMPA a NMDA receptory v laminé II v zavislosti na aktivaci PKA a PKC
(Kohno et al., 2008). TRPV1 receptory je také mozné aktivovat a senzitizovat, pomoci
mediatorti zanétu jako je bradykinin (Sugiura et al., 2002). Koncentrace bradykininu je
naptiklad zvySena v mise po perifernim zanétu (Wang et al., 2005). Bradykinin vede také
ke zvySeni citlivosti presynaptickych TRPVI1 receptorit a zvySeni frekvence mEPSC
(Spicarova a Palegek, 2009). Aplikace bradykininu v nasich predb&znych experimentech

vSak nevedla ke zvyseni amplitudy vapnikové odpovédi.
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6. Zavér

NaSe prace se koncentrovala na studium modulace nociceptivniho synaptického
pfenosu na misni Urovni. Nasim cilem bylo vyvinout model, na kterém by bylo mozné
sledovat aktivitu mi$nich neuroni zapojenych do nociceptivnich drah v fezech in vitro a
modulovat synapticky pfenos na mi$ni urovni. Hlavnim tématem mé prace bylo ovéfit, zda
metoda sledovani neuronalni populace pomoci calcium imagingu je pienosnd pro pouziti
na konven¢ni fluorescenéni mikroskop. Dale pak sledovat a modulovat aktivaci miSnich
neuronll. Vyvinout experimentalni podminky pro preparat in vitro k udrzeni stabilni
odpovédi neuronti na stimulaci béhem trvani experimentu. Sledovat a hodnotit
koncentra¢ni zmény véapenatych iontl v télech neuronli superficialnich vrstev zadniho rohu
misniho v zavislosti na typu elektrické stimulace zadniho kotfene michy. Sledovat vliv
aplikace riiznych latek na synaptickou aktivaci neuront zadnich rohti michy pfi stimulaci
misniho kofene. (CNQX, MK801, kapsaicin, TNFa, PMA a bradykinin)

Calcium imaging se ukazuje jako uc¢innd metoda pro snimani aktivity neuronalnich
populaci zadniho rohu michy in vitro na miSnich fezech. Je mozné zaznamenat zmény
Vv koncentraci cytosolického vapniku ([c] iCa2+) V neuronech po nabarveni fluorescencnim
indikatorem Fluo 4 a snimat tyto zmény fluorescencnim mikroskopem, jenz poskytuje lepsi
prehled o ¢asovém prubéhu koncentraénich zmén, a to diky vyssi rychlosti sniméani nez u
diive pouzivaného konfokéalniho mikroskopu Vv pfipadé snimani vétsiho zorného pole.

Zmény v koncentraci intraceluldrnich vapenatych iontli v neuronech zadniho rohu
michy je moZno dosédhnout stimulaci zadniho kofene o parametrech, frekvence 10Hz, délce
1sekundy s deseti pulzy o délce trvani 0,5ms a 0,1ms. Tato odpovéd je stabilni po dobu
delsi nez 40 minut. Neurondlni odpové€d na stimulaci se projevuje dvéma riznymi
casovymi pribéhy zmén v koncentraci iCa*, a to rychlym a pozdnim. Rychld vapnikova
odpovéd’ je zieymé zpisobena vtokem vapniku pies napét'oveé zavislé vapnikové kanaly,
které jsou otevirany depolarizaci membrany v prib&hu akéniho potencidlu generovaného
neuronem po stimulaci. Depolarizace je zavisld na synaptickyjch AMPA a NMDA
receptorech. Pozdni vapnikovd odpovéd je ziejm& zplsobena uvolnénim vépniku
Z intracelularnich zasobdaren, jako je endoplazmatické retikulum a mitochondrie. V naSich
pokusech se populace neuront s pozdnimi odpovéd'mi ukazala byt mensing. Oproti
populaci neuront s rychlou odpovédi, tvofi jen 14,52% z celkového poctu analyzovanych
neuronil v zadnim rohu mi$nim. Stimulaci pulzem o délce trvani 0,Ims lze preferencné

stimulovat A vlakna. Pfi této preferen¢ni stimulaci A vlaken doslo u c¢asti populace
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neuronll s pozdni odpovédi (28,8%) ke zméné charakteru odpovédi, doslo k oddéleni
komponent rychlé a pozdni slozky zmény koncentrace véapenatych iontl, kterd se na
zaznamu projevila jako dvé oddélené amplitudy.

Testovali jsme vliv antagonistti glutamatovych receptorti na vapnikovou odpovéd’
neurond. Kompetitivni antagonista AMPA a Kainatovych receptori CNQX m¢l
signifikantné¢ vétsi vliv na neurony s rychlou odpovédi. To bylo zfejmé zplsobeno
zavislosti rychlé slozky vapnikové odpovédi na aktivaci AMPA receptort. Pii preferencni
stimulaci A vlaken doslo jesté k vyraznéjsimu zablokovani, nez tomu bylo u skupiny A+C
vldken dohromady. AMPA receptory hraji ziejmé pii aktivaci A vladken vyznamnéjsi
ulohu. Nekompetitivni antagonista NMDA kanald MK801 zpusobil pfi aplikaci v nasich
pokusech také pokles amplitudy vapnikové odpovédi u obou skupin. K vét§imu poklesu
amplitudy doslo pii stimulaci A+C vlaken. Pii aktivaci C vldken hraji NMDA receptory
pravdépodobné vyznamné;jsi roli nez u aktivace samotnych A vlaken.

TRPV1 receptory znamé integratory fyzikalnich a chemickych podnéti jsou
klicové jak pro ptfenos bolesti na periferii tak pii modulaci v centralni nervové soustave.
Mohou byt senzitizovany fadou latek. Naproti tomu jejich aktivace muze také vést k jejich
desenzitizaci a inaktivaci celého nervového zakonceni. TRPV1 exprimované na centralnich
vybézcich perifernich aferentnich vldken v zadnich rozich michy hraji dilezitou tlohu
v modulaci synaptického pienosu. V nasich pokusech aplikace agonisty kapsaicinu vedla
K vyraznému snizeni sledované vapnikové odpovédi. To naznacuje, Ze za danych
podminek mél kapsaicin pievazné inaktivujici i¢inek. Pokusy s aplikaci latek modulujicich
synapticky ptfenos na misni arovni (TNFa, PMA, bradykinin) budou vyzadovat dalsi

testovani.

NaSe usili 1 nadale sméfuje k vyvoji G€inngjsi lécby akutnich a chronickych
bolestivych stavii. Zejména chronické stavy, kde se mohou vyznamné podilet modula¢ni

mechanizmy synaptického pfenosu na mi$ni urovni, jSou vV centru nasi pozornosti.
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