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Abstrakt

Neuropatickou bolest stale nedokdzeme efektivné potlacit, proto nadale zlistava zavaznym
problémem. Ghrelin, orexigenni hormon z enteroendokrinnich bun¢k zaludku, by mohl svym
rozvoji nocicepcnich symptoma neuropatické bolesti. Cilem nasi prace bylo zjistit, zda
chronicky podavany ghrelin bude mit vliv na jiz plné rozvinutou neuropatickou bolest a
odlisit jeho antinocicepéni a analgeticky ucinek. Pouzili jsme model chronické konstrikce
sedaciho nervu. Ukazali jsme, ze ghrelin potlacil jiz rozvinutou tepelnou i mechanickou
Z testu analgezie ale vyplynulo, Zze neovlivnil teplotni preferenci, ani nevyvolal preferenci
mista. Pfedpokladame tedy, Ze ghrelin neptisobi analgeticky u neuropatické bolesti a
antinocicepéni efekt by mohl byt zplisoben spise jeho protizanétlivym nebo

neuroprotektivnim vlivem.

Klic¢ova slova:
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Abstract

We are still unable to effectively suppress neuropathic pain, therefore it remains a serious
problem. Ghrelin, the orexigenic hormone released by enteroendocrine stomach cells, could
contribute to alleviation of the neuropathic pain by its antinociceptive effect. Previous studies
have shown that ghrelin prevents development of nociceptive symptoms of neuropathic pain.
The aim of our study was to determine whether chronic administration of ghrelin will affect
the already fully developed neuropathic pain and differentiate its antinociceptive and
analgesic effect. We used a model of chronic constriction injury of the sciatic nerve. We have
proven that ghrelin suppressed the already developed thermal and mechanical hyperalgesia, so
ghrelin not only prevents the development, but also suppresses the already developed
nociceptive symptoms. However analgesia test showed that ghrelin did not affect the
temperature preference, neither did induce the place preference. We suppose that ghrelin does
not cause analgesia in neuropathic pain and its antinociceptive effect could be caused by anti-

inflammatory or neuroprotective action.
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Seznam pouzitych zkratek

AgRP - Agouti-related protein

AM - Afektivé-motivacni

AMK - Aminokyselina

ANOVA - Analyza rozptylu

ASIC - Acid-sensing ion channel

CCI - Chronic constriction injury

CNS - Centralni nervovy systém

CPP - Condition place preference

DAG - Diacylglycerol

GABA - Kyselina y-aminomaselna

GHSR - Growth hormone secretalogue receptor
HEB - Hematoencefalicka bariéra

IASP - International association for the study of pain
IL-1p - Interleukin 1P

IL-6 - Interleukin 6

IP3 - Inositoltrifosfat

KE - Kognitivné-evaluacni

LHA - Lateralni hypotalamicka oblast

NF-xB - Nuclear factor kB

NO - Oxid dusnaty

NPY - Neuropeptid Y

NS - Nocicepcné specificky

PAG - Periakveduktalni sed’

POMC - Proopiomelanokortin

PVN - Paraventrikularni jadro

RVM - Rostralni ventromedialni prodlouzen4 micha
SD - Senzoricko-diskrimina¢ni

TNF-a - Tumor necrosis factor a

TPP - Thermal place preference

TRPM - Transient receptor potential - melastatin
TRPV - Transient receptor potential - vanilloid

VPL - Ventralni posterolateralni jadro



VPM - Ventralni posteromedialni jadro

WDR - Wide-dynamic range



Uvod

Obézni jedinci trpi ¢ast&ji chronickou bolesti neZ jedinci §tihli. Rada tchto bolesti je
vysvétlitelnd nadmérou fyzikalni a mechanickou zatézi, diabetickou neuropatii a dalSimi
faktory. Nicméné k rozvoji chronickych bolesti u obéznich lidi miZze pfispivat i vyrazné
snizena hladina ghrelinu. Tento hormon totiz ovliviiuje rtzné fyziologické procesy — od
paméti az prave po bolest. Takze se zvazuje, zda by exogenni ¢i endogenni zvySeni hladiny
ghrelinu nemohlo pomoci pfi chronickych bolestech u obéznich jedinct.

Nedavno byl u zvifat prokdzan antinocicepéni vliv ghrelinu na prah bolesti (Wei a spol.,
2013). Stejny ucinek mélo podavani ghrelinu i u zanétlivé bolesti (Sibilia a spol., 2006) a
dokonce i u neuropatické bolesti (Guneli a spol, 2010b). Piesny mechanismus

antinocicep¢niho plisobeni ghrelinu vSak ziistdva dale nejasny.



LITERARNI PREHLED

1 Bolest a zakladni pojmy

1.1 Definice bolesti a nocicepce

Definovat bolest je obtizné. K pocitu bolesti neni totiz vliibec nutna fyzicka existence téla,

protoze bolest miizeme vyvolat pouhou stimulaci urcitych oblasti mozku, coz dokladaji i

fantomové bolesti po amputaci koncetiny. Pocit bolesti je tedy jenom urcity ¢asoprostorovy

vzorec neuralni aktivity mozku (pain matrix).

IASP (Mezindrodni asociace pro studium bolesti) bolest definuje jako nepiijemnou

emocionalni a senzorickou zkusenost, doprovazenou ptfimym nebo potencidlnim poskozenim

tkan¢, nebo popisovanou vyrazy takového poskozeni (IASP, 1979), a tato definice je obecné

ptfijimand. Podle konceptu bolesti (Obr. 1) rozliSujeme 4 slozky bolesti a to 1) nocicepci, jez

pfedchéazi samotné bolesti a predstavuje hlavné aktivaci nociceptori a transmisi signalu, 2)

bolest, ktera znamena percepci nociceptivniho stimulu, 3) utrpeni, coz je negativni odpovéd’

mozku na bolest a podobné stavy, a 4) bolestivé chovani, které je pozorovatelné okolim.

VSechny komponenty se mizZou vyskytovat i samostatné nezavisle na zbylych, napft.

Pain Behavior

Nociception

nocicepce nemusi nutné¢ vést k bolesti a
bolestivé chovani se mize projevit i bez
bolesti.

I ptesto, Ze bolest je nepiijemny
smyslovy vjem, mizeme na ni v nékterych
pfipadech nahlizet jako na pfinosny
fyziologicky d&j, ktery méa funkci
obrannou. Diky ni mizeme vcas predejit
poskozeni tkdné€. Problém nastane, pokud
bolest svoji informativni slozku ztrati a
stane se z ni patologicky stav bez

jakéhokoliv uzitku pro pacienta.

Obr. 1: Koncept bolesti (LOESER, John D. Pain and suffering. The Clinical journal of pain,

2000, 16.2; $2-S6).



Nocicepce a nociceptory
Jde o periferni a centralni nervovy proces, jehoz vysledkem muze byt pocit bolesti.

Nocicepce zahrnuje aktivaci nociceptorti, transmisi signdlu nervovymi vlakny do dorzalnich
rohtt mis$nich a pfenos informace do vysSSich mozkovych center. Nocicepce tedy neni
synonymem bolesti, predstavuje jen proces zaznamenani a vedeni potencialn¢ Skodlivého
podnétu.

Nociceptory piedstavuji velmi heterogenni skupinu specializovanych volnych nervovych
zakoncCeni, kterd jsou umisténa témeét ve vSech tkanich téla. Aktivujici se stimulem, ktery
muze potencidln¢ poskodit tkan. Jde o primarni senzorické neurony a muzeme je rozd¢lit
podle stimulu, na ktery reaguji, na nociceptory vnimajici teplotni, mechanické a chemické
podnéty (Julius a Basbaum, 2001).

Teplotni nociceptory rozliSujeme na tepelné a chladové podle teplotniho rozmezi, ve
kterém se aktivuji. Pro tepelné nociceptory je toto rozmezi mezi 35 a 45 °C a dochézi u nich
k expresi iontovych kanalt rodiny TRPV (transient receptor potential - vanilloid) (Leffler a
spol., 2006). Chladové nociceptory se aktivuji mezi 8 a 10 °C (Cain a spol., 2001) a nalézame
u nich iontové kanaly prevazné z rodiny TRPM (transient receptor potential - melastatin)
(McKemy a spol., 2002). Tato teplotni rozmezi odpovidaji hodnotam, pti nichz mize dojit
k poskozeni tkani.

Mechanické nociceptory reaguji na mechanické a tlakové podnéty (tah, tlak, fiznuti). Jejich
aktivace probihd vétSinou pfimo pomoci mechanosenzitivnich iontovych kanali. Chemické
nociceptory zaznamenévaji piitomnost nékterych latek (napt. H*, histamin, adenosintrifosfat,
bradykinin, serotonin, substance P atd.) (Julius a Basbaum, 2001) pomoci receptorti a
iontovych kanali jako jsou napiiklad ASIC (acid-sensing ion channel), které reaguji na
piitomnost H' (Leffler a spol., 2006), receptory P2X zaznamenavajici molekuly
adenosintrifosfatu, B2 kandly odpovidajici na molekuly bradykininu a H1 kandly, které
registruji vyskyt histaminu. Né&které stimuly poskozujici tkan ov§em nociceptory zaznamenat
nedokazou. Tyka se to naptiklad ultrafialového zéafeni nebo rentgenovych paprskli (Loeser a
Treede, 2008) a bolest neucitime ani po poskozeni jaterniho, ledvinného nebo plicniho
parenchymu, které neobsahuji volna nervova zakonceni s nociceptory.

Dale miizeme nociceptory clenit podle velikosti a myelinizace aferentniho axonu.
Nociceptory Ad maji vldkna stfedné silnd, myelinizovana a vedou vzruchy stfedni rychlosti,
tedy piiblizné¢ 5-15 ms* (Rossi a spol.,, 2000). Jejich vyznam je piedevSim ve
zprostfedkovani prvni fadze bolesti, kterda je popisovana jako ostrd, dobife lokalizovatelna

bolest. Typ C patii k vlakniim tenkym a nemyelinizovanym, proto vedou vzruchy pomalu, cca
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0,5-3 ms™” (Qiu a spol.,, 2001). Zajistuji vedeni druhé viny bolesti, tupé a Spatné
lokalizovatelné, zanétlivé bolesti. Vlakna AP vedou za normadlnich okolnosti nebolestivé
informace z mechanoreceptort, ale po senzitizaci se Gcastni i vedeni bolesti. Typ AP se fadi
mezi silna myelinizovand vlakna, takze mohou obstaravat jak rychlé vedeni bolesti (30-100

m-s'l), nebolestivého dotyku a vibraci, tak propriocepci (Simone a Kajander, 1997).

1.2 Drahy vedeni a inhibice bolesti

Vsechna vySe popsand nocicepéni vldkna jsou tvofena pseudounipoldrnimi buinikami,
jejichz téla lezi ve spinalnim gangliu. Tyto primarni neurony kon¢i v zadnich rozich miSnich,
ptesné&ji v Rexedovych laminach I az V. Ad a C vlakna kon¢i zejména v laminach I a II, typ
AP ve vrstevach Il az V (Obr. 2) (Seal a spol., 2009; Dhaka a spol., 2008). V téchto laminach
se nachazi i znacny pocet interneuront, které mtizou ovlivnit nocicepcni transmisi. Tyto
interneurony mizou byt jak inhibicni, tak excitacni (Yasaka a spol., 2010).

Soubor vzestupnych drah v miSe zaznamenavajicich percepci bolesti a teploty se oznacuje
jako anterolateralni systém. Priméarni nocicepcni neurony se v laminach pfepojuji na
sekundarni neurony, které pfechazeji na kontralateralni stranu michy do bilé hmoty a
pokracuji rostraln¢ do mozkového kmene a thalamickych jader, kde se dostavaji do kontaktu

S tercialnim neuronem (Spike a spol., 2003).

A8 nociceptors (I)

C/Ad peptidergic fibres (I-llo)
C non-peptidergic fibres (1)
A3 hair follicle afferents (lli-Ill)
AP hair follicle and tactile
afferents (Ili-V)

Obr. 2: Laminarni organizace dorzalnich rohit misnich a aferentnich vstupii (TODD, Andrew
J. Neuronal circuitry for pain processing in the dorsal horn. Nature Reviews Neuroscience,
2010, 11.12: 823-836).
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Hlavni drahou pro vedeni nocicep¢ni informace je spinothalamicky trakt, coz je vzestupna
drédha projikujici do jader thalamu, z nich pak do primarni a nasledné¢ i do sekundarni
somatosenzorické kury (Obr. 3). V této draze hraji ulohu dva typy neuroni — WDR (wide-
dynamic range) a NS (nocicepcné specifické) neurony. Oba typy neuront ziskdvaji vstupni
informace z primarnich nocicep¢nich neurond, zacinaji v dorzalnich rozich michy nebo
prodlouzené michy (v ptipad¢ n. trigeminu) a projikuji do ventralniho posterolateralniho jadra
(VPL) nebo ventralniho posteromedialniho jadra (VPM, v pfipadé n. trigeminu) thalamu. Lisi
se od sebe tim, Ze WDR neurony pocetné pievladaji a odpovidaji na Sirokou skalu intenzity

stimulu, naopak NS neurony reaguji pouze na nocicepcni stimuly.

TRANSMISSION MODULATION

Cortex
Midbrain
Medulla
Spinothalamic
tract
injury
™3 Spinal
Cord

Obr. 3: Nakres prenosu bolestiveho vjemu spinothalamickym traktem (vlevo) a sestupné
modulace bolesti (vpravo) (FIELDS, H. L. Pain modulation: expectation, opioid analgesia

and virtual pain. Progress in brain research, 2000, 122: 245).

Kromé spinothalamické existuje 1 fada dalSich drah, které kon¢i v rtiznych oblastech
mozku. Spinoretikularni draha vede do retikularni formace v mozkovém kmeni a pfispiva
k neurovegetativni odpovédi na bolest a afektivné-motivacni dimenzi bolesti (viz nize).

Spinomesencefalicky trakt zahrnujici periakveduktalni Sed’ (PAG) a colliculus superior ve
sttednim mozku (Yezierski a Broton, 1991) zodpovida za endogenni inhibici bolesti.

Spinoparabrachialni draha zapojuje parabrachialni jadro v mozkovém kmeni a ziskava vstupy
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1 ze spinomesencefalického a spinoretikularniho traktu. Spinoparabrachialni draha dava vznik
dvéma dalSim traktim, a to spinoparabrachio-amygdalarnimu a spinoparabrachio-
hypotalamickému, které zajistuji zpracovani afektivné-motivacni slozky bolesti a fidi také

neuroendokrinni reakce na bolest (Richard a spol., 2005).

Modula¢ni systémy bolesti
Normalni stav organismu, tj. bez bolesti, je vysledkem rovnovahy mezi nocicepénim a

antinocicepcnim systémem. Mimo to je vhodné v n€kterych situacich (ohrozeni zivota, porod)
bolest tlumit. Proto mimo nocicepénich mechanismu existuji i systémy antinocicep¢ni, které
dokédzou bolest zmirnit. Oba systémy mezi sebou spolupracuji a tvoii tak propojeny celek.
Jako zékladni centrum inhibi¢niho systému se oznacuje periakveduktalni Sed’ (PAG), ktera se
nachdzi ve stfednim mozku a pfi elektrické stimulaci vytvafi analgezii bez dalSich
senzorickych nebo motorickych efekti. PAG ftidi neurony v dorzalnich rozich misnich a
ziskava vstupni informace z prefrontalniho kortexu, hypotalamu, amygdaly a z michy (viz
vyse). PAG projikuje do rostralni ventromedialni prodlouZené¢ michy (RVM), ktera vysila
axony selektivné k nocicepénim neurontim v dorzalnich rozich miSnich (Obr. 3) a ke
spindlnimu trigeminalnimu jadru. PAG je s RVM spojena serotonergnimi a noradrenergnimi
synapsemi, stejn¢ jako RVM s nocicepénimi neurony (Roychowdhury a Fields, 1996).

Tento okruh spojeni PAG-RVM miiZze bolest nejenom potlacovat, ale i podporovat.
V RVM se nachézeji elektrofyziologicky odlisné skupiny neurontli, a to On a Off bunky
(Fields a spol., 1983). Ob¢ dvé skupiny neuront projikuji do dorzéalnich rohdt miSnich. On
buiiky jsou aktivni pfi nociceptivnim stimulu, zatimco Off skupina bunék je pti tom neaktivni.
A naopak Off bunky se aktivuji, aZ kdyZ jsou On buiiky inhibovany pomoci opioidi. TakZe se
da fict, Ze On bunky facilituji transmisi bolesti a Off ji potlacuji (Fields a spol., 1995). Bylo
zjisténo, Ze RVM obsahuje jesté jeden typ bunék, a to neutralni buniky. Tyto buniky neméni
svoji aktivitu pfi nocicepci, ani pii podani opioidd (Xu a spol., 2007). Piestoze vétsina téchto
bunék je serotonergnich (Winkler a spol., 2006) a serotonin se uc€astni modulace bolesti,
zlstava jejich funkce nadale nevysvétlena.

Existuje ovSem jesté jeden systém modulace, kdy bolest mlize byt zeslabena simultdnnim
nenocicepcnim somatosenzorickym vstupem. Jedné se o teorii vratkovani poprvé popsanou
Melzackem a Wallem v roce 1965 (Melzack, 1996). Ma se za to, Zze v dorzalnich miSnich
rozich existuji WDR interneurony, které komunikuji se senzorickymi aferentnimi vldkny pro
bolest a pro hmat. Za normélniho stavu vede transmisni butika informaci o dotyku. Pokud

jsou drazdény nociceptory a aktivuje se nocicep¢ni aferentace, transmisni buiika se piepne do
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bolestivého mdédu a vede bolest. Pokud vSak nasledné dojde k nadmérnému drazdéni
dotykovych receptord, ptepne se transmisni buiitka opét do médu nebolestivého — dotykového,
takze misto bolesti vede jen dotyk. Teorii vratkovani se vysvétluji nékteré bézné pozorované

jevy, napt. kdyz si zviie olizuje poranénou koncetinu apod.

1.3 Typy bolesti

Bolest miizeme rozd¢lit dle urCitych kritérii, pficemz se nékteré vymezené typy miizou
navzajem piekryvat. Podle kritéria ¢asu rozliSujeme bolest akutni a chronickou. Akutni bolest
vétSinou vznikd Grazem, chorobou nebo jako nasledek operace. Je ¢asové vymezend a zmizi
S odstranénim patologického procesu. Doprovazi ji nckteré vegetativni ptiznaky, jako jsou
zrychleny tep, zvySena dechovad frekvence, vazokonstrikce atd. Chronickou bolesti
oznacujeme bolest pretrvavajici 3 mésice nebo bolest trvajici déle nez je obvyklad doba pro
dané onemocnéni (Merskey a Bogduk, 1994). Rizikové faktory pro vznik chronické bolesti
zahrnuji vek, pohlavi, genetické predispozice, Spatny fyzicky i psychicky stav (van Hecke a
spol., 2013). Chronickou bolest Casto dopliiuji poruchy spanku, zhorSend kvalita Zivota
(Palermo a Kiska, 2005), obezita (Hoftun a spol., 2012) a deprese (Barthas a spol., 2015).

Podle mista lokalizace odliSujeme bolest visceralni, somatickou a hlubokou somatickou.
Viscerdlni bolest vedou vldkna z utrobnich organl, vnimame ji jako tupou a obtizné
lokalizovatelnou bolest. Viscerdlni bolest nemusi byt nutné spojena s poranénim tkané,
vyvolavaji ji vétSinou chemické podnéty nebo distenze, naopak teplotni nebo mechanické
posSkozeni vétSinou nezaznamename, protoZe organy neobsahuji nociceptory pro tyto podnéty.
Somaticka bolest, n€kdy oznacovana jako povrchova, vznika draZdénim koZnich nociceptori.
Je na rozdil od visceralni bolesti dobie lokalizovatelna, ostra a trva kratce. Hluboka somaticka
bolest vychazi z drazdéni nociceptorti ve svalech, kloubech a periostu. Je pal¢iva, difizngjsi a
také trva déle nez bolest somatickd (Sikandar a spol., 2016).

Podle mechanismu vzniku rozezndvame bolest nocicepcni, neuropatickou a psychogenni.
Nocicepcni bolest vznika podrazdénim nociceptorti stimuly, které mohou poskodit tkan.
Neuropatickd bolest se vyviji jako nasledek periferniho nebo centradlniho nervového
poSkozeni a casto se tadi kvali svému dlouhému trvani mezi bolesti chronické. Toto
poskozeni miize byt mechanické, toxické, ischemické, infek¢ni, metabolické atp. M4 se za to,
ze neuropatickd bolest vznika dlouhodobymi zménami nocicepénich drah. Tyto zmény se
tykaji perifernich nociceptorti, synapsi zadnich rohti misnich, podkorovych jader a jader

kortikalnich a vedou ve vysledku k senzitizaci neuronti (Lai a spol, 2002; Alessandri-Haber a
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spol., 2004). Zmény v kortikalni aktivité pifi neuropatické bolesti se daji ucinné potlacit
inhibici Ca®" kanald (Le Blanc a spol., 2016). Neuropatickd bolest se projevuje dvéma
symptomy. Prvnim z nich je na podnétu nezavisla bolest, nékdy oznacovana jako spontanni
bolest, ktera ptichdzi bez zjevné pfi¢iny. Druhym symptomem je bolest evokovana, ktera
prichazi po ur¢itém senzorickém vstupu, nejcastéji po teplotni stimulaci.

Zvlastnim typem jsou bolesti psychogenni nebo somatomorfni, které nevznikaji na
nociceptorech, ale ziejmé v limbickém systému a mozkové kuie (Stoeter a spol., 2007).

Vyvoléavaji je urcité psychologické faktory nebo psychiatricka onemocnéni.

1.4 Dimenze bolesti

Je zajimavé, Ze ani po preruSeni spinothalamické drahy, ani po provedeni 1ézi thalamu
nebo somatosenzorické kiiry, nedojde k analgezii (Lahuerta a spol., 1994). To naznacuje, ze
bolest ma senzoricko-diskriminacni (SD) komponentu i silnou emocni/afektivné-motivacni
(AM) slozku. Ob& dimenze jsou vedeny paralelnimi drahami. N&kdy se piidava jesSté
kognitivné-evaluaéni (KE) dimenze, kterd slouzi k hodnoceni, zda je bolest prospésnd nebo
neni.

Nejvice prozkoumanou je SD slozka, kterd zpracovava informaci o lokalizaci stimulu a
jeho intenzité¢ a kvalité. Tyto informace jsou vedeny pievazné spinothalamickou drahou a
zpracovany jsou primarni somatosenzorickou kiirou post-centralniho gyru, kde se nachazeji
neurony s velkym recepcnim polem a se somatotopickym uspotfadanim (Kenshalo a spol.,
2000).

AM dimenze ptedstavuje emocni prozitek bolesti a udava, jak moc je nam bolest
nepiijemnd. Zabezpecuje také aktivaci pozornosti a iniciuje snahu ukoncit nociceptivni
stimul. Anatomicky AM sloZku zajistuje limbicky systém, respektive pfedni cigularni kira,
insula a amygdala (Qu a spol., 2011). Zmirnéni hodnoceni averzivnosti bolesti mizeme
dosédhnout pomoci ovlivnéni funkce ptedni cingularni kiiry naptiklad hypnézou (Rainville a
spol., 2002), odoranty (Villemure a spol., 2012) nebo pozitivnim emoénim stavem (Villemure
a Bushnell, 2009).

Nejméné zndma KE slozka vznikd nejspiSe projekci z pifedni cingularni kiry do
prefrontalniho kortexu a nespecifickych asociacnich oblasti. Funguje pfedevSim pii uceni a
zhodnoceni bolesti. Svoji roli hraji AM a KE dimenze i pfi modulaci bolesti, kterou miizou

zesilit nebo zeslabit, napt. pomoci indukce opioidt (Sprenger a spol., 2006).
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1.5 Obranny unikovy reflex, hyperalgezie a alodynie

Bolest je doprovdzena obrannym reflexem. Misni obranny reflex ma za kol vzdalit t€lo
nebo jeho ¢ast od potencidlné skodlivého podnétu a hraje tak vyznamnou roli ve studiu bolesti
pfi pouziti zvifecich modelt.

Reflex funguje prostiednictvim reflexniho oblouku slozeného z péti zakladnich slozek:
nociceptor, aferentni draha, centrum, eferentni draha a vykonny orgén. Iniciace tnikového
reflexu je zahajena na nociceptoru, signal se $ifi senzitivnimi aferentnimi dradhami do michy,
kde je pfivadén k motorickym neuroniim ve ventralnich kofenech miSnich. Pomoci reflexu
jsou aktivovany nebo inhibovany ipsi a kontralateralni motoneurony né¢kolika misnich
segmenttl. Jde tedy o reflex polysynapticky a polysegmentalni. Eferentni drahy tvofi axony
motoneurond, které vedou stimul az ke svalim, kde vykondvaji vétSinou flexi ipsilateralni a
extenzi kontralateralni koncetiny, tim padem vyvolaji odtazeni od bolestivého podnétu a
pfeneseni vahy téla. Pro obranny reflex je tedy dilezitd intaktnost perifernich nervii a miSnich
segmenti. Reflex probéhne i u spinalizovaného zvifete (Schouenborg a Kallioméki, 1990).

Reflexni unikovou odpovéd’ mizeme vyuzit jako nepiimy ukazatel toho, kdy je podnét
bolestivy a kdy jesté neni, tzn. prahu bolesti. Préh bolesti je uréen jako minimalni intenzita
stimulace k vyvolani bolestivého vjemu, tedy i obranného reflexu. Jinymi slovy jde o
rozhrani, které oddéluje podnét nebolestivy od podnétu pusobiciho bolest. Pokud se prah
bolesti vyrazné snizi (napf. pii zanétu), hovofime o alodynii, ¢ili stavu, kdy
nebolestivy/nenocicepéni stimul vyvola bolestivou odpovéd’. DalSim abnormalnim stavem
tykajici se zménéné citlivosti na bolest je hyperalgezie, coz oznacuje zvySenou citlivost
K bolestivym podnétim, pii které bolestivy podnét vyvola bolest vyssi intenzity, nez je
obvyklé. Hyperalgezie a alodynie se bézné vyskytuji pfi bolestivych stavech, jako je vyse
zminény zanét, poranéni nebo neuropaticka bolest. Mechanismus jejich vzniku neni dosud
zcela objasnén, predpokladd se, Ze se podili vSechny trovné nocicepcni drahy:
poruchy inhibiéni transmise (Torsney a Macdermott, 2006), zmény vnitini i synaptické
plasticity neuronti v dorzalnich rozich misnich (Hu a spol., 2006; Gruber-Schoffnegger a

spol., 2013) a abnormalni zmény fungovani A vlaken.
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2 Ghrelin

Ghrelin je peptid slozeny z 28 AMK, ktery produku;ji pfedevsim entero-endokrinni bunky
zalude¢niho fundu. Poprvé ho popsal Kojima a spol. v roce 1999 (Kojima a spol., 1999) jako
ligand receptoru pro sekreci ristového hormonu (GHSR). Mezi hlavni funkce ghrelinu patii
praveé sekrece rastového hormonu, dale fizeni pfijmu potravy, udrzovani télesné hmotnosti a
energetické bilance organismu. Ghrelin je uvoliovan z periferie i z CNS. V periferii ho
sekretuji organy gastrointestindlniho traktu (zaludek, stfevo), ledviny, plice, placenta,
vajecniky, varlata i imunitni bunky. Pak je pasivné piendsSen ptres hematoencefalickou bariéru
(Banks a spol., 2002). Centralné je ghrelin produkovan neurony hypotalamu, mozkové kiry,
stfedniho mozku a michy (Hou a spol., 2006; Vergnano a spol., 2008).

Utinky ghrelinu jsou jak parakrinni, tak endokrinni. Parakrinné funguje ghrelin
sekretovany centraln¢ na neurony hypotalamu nebo periferni ghrelin ze zaludku parakrinné
ovliviiuje zalude¢ni bunky i neurony a gliové buiiky n. vagu (Avau a spol., 2013). Pii
endokrinnim u¢inku je ghrelin vyplavovany do krve a ob&hovym systémem se dostdva
k cilovym tkanim, napf. ghrelin ze Zaludku pusobi na tukovou tkan, slinivku a dal$i. Ghrelin
zprostiedkovava orexigenni signal z periferie a hraje tak dulezitou roli v pfijmu potravy, ale
ovlivituje 1 vydej energie, bun&tnou proliferaci, funkce gastrointestindlni, pankreatické,
kardiovaskularni, dychaci i imunitni (Leite-Moreira a Soares, 2007).

Ghrelin je exprimovan nejprve jako pre-prohormon ze 117 AMK, ktery je dale
hydrolyzovan na proghrelin, peptid tvofeny 94 AMK (Kojima a Kangawa, 2005). Pi dalSim
Stépeni vznikne vysledny 28AMK ghrelin, ktery miize byt acylovany na pozici serinu-3.
RozliSujeme tak formu acylovanou a neacylovanou. Acylovand forma, v literatufe vétSinou
oznacovana jako ghrelin, vznikd pisobenim enzymu ghrelin-O-acyltransferazy (Gutierrez a
spol., 2008). Neacylovany ghrelin vykazuje mensi biologickou aktivitu nez acylovana forma,
ale cirkuluje v krvi v desetinasobném mnozstvi (Holmes a spol., 2009). Sekvence AMK
savCiho ghrelinu je vysoce konzervovana, naptiklad lidsky a potkani ghrelin se li§i jen ve
dvou AMK (Kojima a spol., 2007).

Ghrelinovy receptor GHSR se vyskytuje ve dvou variantach. PIn€ funk¢ni je typ la a jeho
zkracena sestfihova varianta 1b (Muccioli a spol., 2001) plni zatim nejasné fyziologické
funkce, ale odhaduje se, ze negativné reguluje GHSR-1a a zabranuje tim jeho konstitutivni
aktivaci (Leung a spol.,, 2007). Receptory ghrelinu se nachdzeji centraln¢ hlavné
V hypotalamu, stfednim mozku, Varolové mostu, prodlouzené mise a mise, mén¢ pak

V hippokampu a mozkové kife (Zigman a spol., 2006). Periferné se GHSR vyskytuje ve
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slinivce bfisni, tukové tkani, Stitné Zlaze a v reprodukcnich organech (Ueberberg a spol.,
2009).

GHSR je receptor sptazeny s G proteiny a aktivace GHSR-la vede ke stimulaci
fosfolipazy C, ktera generuje IP3 a DAG. Vysledkem je vzestup intracelularni hladiny Ca** a
excitacni pusobeni piedev§im na neurony hypotalamu, které fidi sekreci hormont (Yamazaki
a spol., 2012). Endokrinni role GHSR tedy spoc¢iva ptedevsim v indukovani sekrece ristového
hormonu z adenohypofyzy, ale i dalSich hormoni — adrenokortikotropniho, kortizolu a
prolaktinu (Sato a spol., 2012).
arcuatus hypotalamu, ¢imz stimuluje pocitu hladu a chut k jidlu. Ghrelin podporuje zalude¢ni
motilitu a sekreci zalude¢ni stavy. Do mozku se prenasi bud’ pies hematoencefalickou bariéru
nebo pies nervus vagus (Date a spol.,, 2002). Ghrelin reguluje vzestupem intracelularni
hladiny Ca®* v n. arcuatus GABAergni aktivitu neurontl, které nasledn& stimuluji neurony
obsahujici neuropeptid Y a agouti-related protein, ¢imz potencuji jejich vylev. Neuropeptid Y
I agouti-related protein jsou orexigenni a zprostiedkovavaji orexigenni efekt ghrelinu - ve
vysledku snizuji vydej energie a zvysSuji piijem potravy (Chen a spol., 2004). Zaroven
neurony znucleus arcuatus nepfimo inhibuji POMC neurony, ¢imZz snizuji vylev
anorexigennich peptidi (Cowley a spol., 2003). Ob¢ skupiny neurontl v n. arcuatus projikuji
do anorexigenniho paraventrikularniho jadra (PVN) v hypotalamu a do orexigenni lateralni
hypotalamické oblasti (LHA) (Obr. 4). Neurony s NPY/AgRP inhibuji anorexigenni PVN
j&dro a aktivuji orexigenni LHA jadro, POMC neurony funguji pravé naopak. Ghrelin tedy
prispiva ke zvétsovani tukové tkané skrze zvysSeny piijem potravy.

Stimulacni efekt na vylev ghrelinu ma hlavné hladovéni, naopak jeho hladina klesa po
ptijmu potravy. Nejvyznamnéj$im regulacnim faktorem se zda byt hladina glukozy v Krvi,
napf. Zalude¢ni distenze na hladinu ghrelinu vliv nema (Yildiz a spol., 2004). U potkanii byl
objeven cirkadidnni vzorec sekrece ghrelinu, ve kterém vzestupy hladin koresponduji
S naucenym casem, kdy potkani pravidelné dostavali potravu a nejvyssiho vzestupu hladiny se
dosahuje zhruba 30 minut pied pravidelnou dobou krmeni. Potkani krmeni ad libitum na
rozdil od potkanli krmenych v pravidelném ¢ase méli hladinu ghrelinu pfi hladovéni daleko
nizs8i (Drazen a spol., 2006).

U obéznich lidi je hladina ghrelinu v plazmé sniZena, u lidi s anorexii, malnutrici nebo
kachexii je hladina naopak zvySend (Haqq a spol., 2003). Zvazuje se také, jestli u obou
extrémnich stavii nedochazi ke zméndm v prichodnosti ghrelinu HEB, a zda se u obéznich

lidi nevyviji ghrelinova rezistence v dusledku snizené exprese GHSR-1a (Skibicka a Dickson,
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2011; Naznin a spol., 2015). Exogenné¢ podavany ghrelin se ve studiich jevi jako bezpecny
pro pouziti v klinické praxi a stava se tak kandidatem na lécbu deficience ristového hormonu,

anorexie nebo kachexie (Akamizu a spol., 2004).

PVN

anorexigenic
neurons

S GABA Feeding behavior

Obr. 4: Schéma neurondlniho hypotalamického okruhu fungovani GHSR-la (WEISS,
Norbert; ZAMPONI, Gerald W. All roads lead to presynaptic calcium channel inhibition by
the ghrelin receptor: Separate agonist-dependent and-independent signaling pathways. The
Journal of general physiology, 2015, 146.3: 201-204).

Z dalsich ucinkd ghrelinu muzeme zminit snizovani arteridlniho tlaku beze zmény
srde¢niho tepu, coz se déje nejspiSe pies puisobeni na jadro solitarniho traktu (Lin a spol.,
2004). Ghrelin reguluje sekreci inzulinu v zavislosti na hladingé glukézy v krvi — pfi
hyperglykémii pravdépodobné stimuluje inzulinovy vylev a pii hypoglykémii dochazi
k opaénému jevu (Reimer a spol., 2003). Byl prokazan i u¢inek ghrelinu na buné¢nou
proliferaci, kdy po systémovém podavani ghrelinu doslo k neurogenezi v hippokampu, ale
pamét’ zavisla na hippokampu ovlivnéna nebyla (Zhao a spol., 2014).

Zatim méame jen malé znalosti o efektu ghrelinu na naladu a chovéni. U hlodavci exogenni
ghrelin podany centralné¢ vyvolal chovani podobné uzkosti a depresi (Carlini a spol., 2004),
zatimco u periferné poddvaného ghrelinu jsou vysledky sporné (Asakawa a spol., 2001; Lutter
a spol., 2008). Musime ale také uvazovat fakt, Ze behavioralni odpovéd’ na orexigenni peptidy
se 1i8i v zavislosti na pfitomnosti nebo absenci potravy (Rodgers a spol., 2002). O chronickém

podavani ghrelinu vime jeSt¢ méné, zatim se ukazuje, Ze vyvolava behaviordlni projevy

19



uzkosti a deprese (Hansson a spol., 2011). Prace E. Jerlhagové systematicky ukazuji, ze
periferné podany ghrelin indukuje lokomoc¢ni aktivitu, stimuluje dopaminergni systém a
produkuje preferenci pfi CPP testu, takze by se mohl podilet pfi vzniku riznych zavislosti
(Jerlhag, 2008; Jerlhag a spol., 2010). OvSem existuji 1 studie, které tvrdi, Ze ghrelin nem¢l
vliv na lokomoc¢ni aktivitu, ani nevyvolal preferenci pii CPP testu (Davis a spol., 2007), coz

jen potvrzuje to, ze o vlivu ghrelinu na behavioralni projevy neméame dostatek informaci.

2.1 Ghrelin a bolest

Mnoho orexigennich i anorexigennich peptidii (NPY, galanin, leptin) ma vice ¢i méné
znamy Ucinek pii modulaci bolesti (Yu a spol., 2004) a vyjimkou neni ani ghrelin. Naznacuje
to 1 umisténi GHSR receptort ve specifickych regionech mozku (hypotalamus, Varoliv most,
substantia nigra, n. raphe) a v dorzalnich rozich misnich, coz jsou vSe oblasti fidici transmisi
bolesti (Zigman a spol., 2006). Pravé v dorzalnich rozich misnich v laminach IV az VI ghrelin
moduluje neurotransmisi a aktivuje antinocicepéni okruh (Vergnano a spol., 2008).

Ukazuje se, Ze ghrelin (i neacylovany ghrelin) by mohl zabrafiovat rozvoji hyperalgezie
(Sibilia a spol., 2006; Sibilia a spol., 2012; Garcia a spol., 2008). Ale zatim neni jasné, jakym
mechanismem ke zméné prahu bolesti dochazi. Pfi snizené hladiné ghrelinu u obéznich
jedincii se prah bolesti snizuje — projevuje se hyperalgezie, proto se piedpoklada, ze zde mize
nizka hladina ghrelinu fungovat pronocicepéné (Guneli a spol., 2010a). Predpoklada se, Ze
mechanismus fungovani ghrelinu mize byt prostfednictvim opioidniho nebo kanabinoidniho
systému, potlacenim neuroinflamace nebo vyvolanim neuroprotekce.

Ghrelin by mohl antinocicep¢ni efekt zprosttedkovéavat skrze endogenni opioidni systém,
ale zatim neznamo jak. Tento antinocicepcni ucinek ghrelinu Ize totiz blokovat antagonistou
p-opioidniho receptoru — naloxonem (Wei a spol., 2013). Agonista p-receptoru,  endorfin, je
soucasti endogenniho antinocicepciho systému a aktivita jeho receptoru je modulovana NO.
Po zvazeni faktu, Ze ghrelin aktivuje hypotalamickou NO syntdzu, miizeme piedpokladat, ze
se ghrelin zapojuje do antinocicep¢niho opioidniho systému prave pres stimulaci NO syntazy
(Gaskin a spol., 2003). Nebo dal$i moZnosti mliZze byt zvySena exprese p-receptoru po
centralni administraci ghrelinu (Skibicka a spol., 2011).

Endokanabinoidy hraji také dilezitou roli pfi potlaCovani bolesti a je znama souvislost
mezi nimi a ghrelinem, ktery pfedchazi downregulaci endokanabinoidnich receptord
(Burdyga a spol., 2006). Neuropeptid Y, jehoz vylev je stimulovany ghrelinem, indukuje

misni antinocicepci a reguluje prenos bolesti v mozku (Hua a spol., 1991). K dalsim faktorim
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modulujici bolest a analgezii patii serotonin, jehoz hladina v nucleus raphe a hypotalamu je
ghrelinem snizovana (Brunetti a spol., 2002; Carlini a spol., 2004).

antihyperalgezivni G¢inek pfi zanétlivé bolesti a zamezuje dalSimu vyvoji zanétu. Pfredpoklada
se, ze Cast antiinflamacniho efektu je dana interakci s centralnim opioidnim systémem (Sibilia
a spol., 2006). Ghrelin vyrazné inhibuje v lymfocytech a monocytech expresi cytokint IL-1f,
IL-6 a TNF-a (Dixit a spol., 2004) a také funkéné inhibuje NF-kB, ¢imz déle potlacuje
jeho antagonisty (Zhou a spol., 2014). Pasobeni ghrelinu ve vysledku potlacuje zanétlivou
bolest samotnou i jako soucast neuropatické bolesti (Guneli a spol., 2007). VySe zminéné
cytokiny totiz zna¢n¢ prispivaji k vyvoji neuropatické bolesti (Verri a spol., 2006).

Pfi neuropatickém poskozeni mulze ghrelin plsobit neuroprotektivng, coz bylo
zaznamenano u hippokampalniho poskozeni (Xu a spol, 2009), dopaminergni
neurodegenerace (Moon a spol., 2009), kortikalniho ischemického/reperfuzniho poskozeni
mozku (Miao a spol., 2007) a u poskozeni sedaciho nervu (Guneli a spol., 2010b). Pravidelné
podavani ghrelinu miize zlepsit histologicky vzhled poskozeného nervu, predevsim regeneraci
myelinového obalu a axonu (Guneli a spol., 2010b).

Z danych faktd neni pochyb o tom, Ze vztah mezi bolesti a ghrelinem existuje. Centralni
adaptivni odpovéd’ k pfedchazeni abnormélnimu pfenosu nociceptivnich signalii za daného
vyzivového stavu. Také miiZze jit o funkéni udrZovani odpovidajiciho stavu bdélosti pfi

hledani potravy v potencialné nebezpecném prostiedi (Rodgers a spol., 2002).
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3 Preferencni metody

Pomoci preferencnich metod zjiStujeme preferenci nebo averzi pro urCity podnét u
pokusnych zvitat. Pii pfitomnosti bolesti se tyto preference mizou zménit. Podanim latek
tiSicich bolest miizeme miru preference vratit k ptivodnim hodnotam. Preferen¢ni metody nadm
umoznuji komplexné zkoumat subjektivni vniméni bolesti, odhalit spontdnni bolesti nebo

teplotni alodynii/hyperalgezii.

3.1 Metoda podminéné preference mista (Condition Place Preference - CPP)

Pouziti metody CPP bylo piivodné navrzeno pro studium drogové zavislosti. Vyzkumy
pouzivajici metodu CPP dnes ale zahrnuji nejen zkoumani bolesti, ale také studovani
neurotransmiterti, genové exprese, signaliza¢nich drah a dal§ich mechanismi souvisejicich
s efektem odmény. Obecné hlavni tezi metody podminéné preference mista je, Ze zmirnéni
bolesti predstavuje pro zvife vzdy odménu prostiednictvim mesolimbického okruhu
(Navratilova a spol., 2012). Vychazime ze zékladniho ptedpokladu, Ze zvife tuto odménu
vyhledéava, takZze po podminovani za¢ne zvitfe vyhledavat i specifické¢ misto, kde ke zmirnéni
bolesti doslo. Pokud zvife dostane moznost volby, bude vykazovat preferenci tohoto mista.
Muzeme tak sledovat, zda rizné latky dokazou zmirnit bolest (King a spol., 2009).

Metoda CPP se snazi vytvofit asociaci mezi ulevou od bolesti a specifickym mistem,
k ¢emuz dochazi procesem klasického podmiriovani, které rozpracoval 1. P. Pavlov. Pii
klasickém podminovani se zvife uci, Ze dané podnéty neptichazeji nahodné, ale je mezi nimi
zavislost. Podminény podnét piredchazi v kratkém casovém intervalu nepodminénému
podnétu (Pearce a Hall, 1980). Pii metodé CPP pouzivame ulevu od bolesti jako nepodminény
podnét a urcité konkrétni misto jako podminény podnét (King a spol, 2009). Pfi zkoumani
ucinkid drog pomoci preferenc¢nich metod je zasadni, aby dané drogy nemély vliv na pamét’ a
uceni. Metoda CPP je uzplisobena predevsim k testovani preference u laboratornich potkant
nebo mysi.

Klasicky mame zafizeni s dvéma odliSnymi komorami. Zvifeti aplikujeme zkoumanou
latku a po dobu jejiho plisobeni je zvife pouze V jedné komote. Po odeznéni efektu latky se
podad pouze fyziologicky roztok a zvife vlozime do druhé komory. Takto podmiiiujeme
nekolik dni. Na zavér métime Cas, ktery se zvife vyskytuje v kazdé komote, kdyZ ma moznost

volby.
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Pfi pouziti ve vyzkumu bolesti dochazi ke dvéma zisadnim zméndm. Za prvé
nevyuzivame (davky) latky, které maji potencidl vyvolat zavislost. Za druhé pied
podminovanim musime pocit bolesti ur¢itym zpusobem vyvolat. Pfi studiu akutni bolesti se
nejcastéji pouziva injekce formalinu pod kizi pied podanim zkoumané latky (Lei a spol.,
2004). V popiedi zajmu stoji dnes i bolesti modelované pomoci chemoterapeutik (Park a
spol., 2013). Pokud chceme zkoumat neuropatické bolesti, tak se obvykle provadi chronicka
konstrikce sedaciho nervu (Bennett a Xie, 1988). Pii neuropatickych bolestech se bézné
projevuje bolest spontanni, Cili na podnétu nezavisla bolest, kterou mizeme odhalit prave
metodou CPP.

Alternativnich moZnosti vyuziti metody CCP existuje hned nékolik. Mlizeme ji pouzit
pro porovnavani ¢inkt dvou latek mezi sebou, kdy jednu drogu sparujeme s jednou komorou
a obdobné druhou latku s opa¢nou komorou (Patkina a Zvartau, 1998). Dalsi varianta metody
CPP existuje pfi experimentalnim studovani oblasti mozku dtlezitych pro vnimani bolesti. Po
vytvofeni 1ézi v danych oblastech nasledné zjistujeme, jak toto poskozeni zapiisobilo na
percepci bolesti (Johansen a spol., 2001). Velmi kreativné metodu poupravil Nakashima a
spol. (Nakashima a spol., 2015) pro zjistovani vzajemné vizualni komunikace o pocitu bolesti
mezi jedinci u potkanii a naslednych behaviordlnich dopadl. Pii experimentu byly v jedné
komotie fotografie potkant trpicich bolesti a v druhé komote obrazky potkan bez bolesti.
Potkani se méli rozhodnout, v které komote budou travit svlj ¢as. Ve vysledku potkani
preferovali komoru s obrazky svych druht bez bolesti.

Metoda CPP ma mnoho vyhed. Za prvé zavérecné testovani probiha bez podani drogy,
takze nedochazi k ovlivnéni motoriky zvifete, coz by mohlo zkreslit vysledky. Za druhé je test
CPP citlivy 1 k nizkym davkam drogy a primarné nevyzaduje chirurgicky zakrok (Carr a spol.,
1989). Za tieti prednosti testu ziistava i to, Zze méti zaroven preferenci a averzi (Spina a spol.,
2015). Za c¢tvrtou a hlavni pfednost metody CPP se povazuje moznost odhalit spontanni
bolesti (Davoody a spol., 2011), které hlodavci svym chovanim nedéavaji najevo (Stasiak a
spol., 2003). Za paté test také pracuje s bolesti jako komplexnim jevem, takZe nam umoznuje
zkoumat vSechny dimenze bolesti zaroven, coz vétSina klasickych metod zaloZenych na
reflexni odpovédi postrada. Za posledni se ukéazalo, ze léky, které nepotlacuji bolest u lidi,
nevyvolaji CPP ani u zvifat, tim pddem metoda CPP dosahuje klinicky validnich vysledka
(Navratilova a spol., 2013).
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3.2 Metoda teplotni preference (Thermal Place Preference - TPP)

Metoda TPP zastupuje modifikaci plantar testu, stim rozdilem, ze nevyuziva reflexni
odpovéd’, ale monitoruje se komplexni motorickd odpovéd’, pro kterou jsou nutna vyssi
nervova centra (Mauderli a spol., 2000). Prubéh je takovy, ze pokusné zvife vlozime do
komory, ktera ma jednu pilku podlahy averzivné teplou a druhou averzivné studenou, a
zjistujeme, na které podlaze se vice zdrzuje. Z toho zjiStujeme, ktera teplota je mu vice
nepiijemnd a jestli se neprojevuje teplotni hyperalgezie nebo alodynie. Na rozdil od plantar
testu mizeme u metody TPP pouzit nizsich teplot a delSiho plsobeni a nasledné tak urcovat
citlivost aktivace nociceptort (Vierck a spol., 2002). Pomoci metody TPP muzeme odhalit
pritomnost evokovanych bolesti pii teplotni stimulaci.

Pti vyuziti ve vyzkumu bolesti postupujeme obdobné¢ jako u metody CPP, kdy bolest
modelujeme pied zavéreCnou fazi testovani a obdobnym zplisobem. Nejdiive se zajisti
pfiblizn€ 50% obsazenost kazdé plotny, aby mira averze byla u ploten stejnd. Nasledné
muizeme podat latku pisobici na bolest a sledovat zmény v teplotni preferenci. Pokud se
napiiklad u pokusného zvifete v pfitomnosti bolesti projevi tepelnd preference a po aplikaci
drogy tato preference zmizi, vyvodime z toho, ze latka pravdépodobné zajistuje zmirnéni
bolesti. Pfi hodnoceni je dilezité si uvédomit, Ze metoda teplotni preference neméti skutecnou
citlivost na teplotni podnéty, ale pouze relativni teplotni citlivost (Walczak a Beaulieu, 2006).

Vyhody metody TPP vyplyvaji hlavné z vyuziti komplexni motorick¢é odpovédi a
moznosti rozhodovani kazdého pokusného zvitete, z cehoz miizeme zjistit néco vice o emocni
strance bolesti. Také je zmirnén stres a jeho disledky tim, Ze se zvife v komofe volné
pohybuje. Celkové metoda predstavuje vyznamnou soucéast vyzkumu detekce teploty, ktera je

u savcu kritickou funkci pro udrzeni teplotni homeostaze (Colburn a spol., 2007).
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CiLE

Cilem naseho projektu bylo zjistit, zda chronické podavani ghrelinu ovlivni jiz plné
rozvinutou neuropatickou bolest a zda dojde k antinocicepénimu a/nebo analgetickému
pusobeni. Antinocicepéni vliv jsme sledovali pomoci dvou velmi casto pouzivanych
reflexnich metod, a to Plantar testu a testu von Freyovymi vlakny. Analgeticky ucinek jsme
zjistovali dvéma preferencnimi metodami, tj. testem podminéné preference mista (CPP) a

testem teplotni preference (TPP).
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MATERIAL A METODY
Zvirata

Pouzili jsme 14 dospélych albinotickych samct potkanti kmene Wistar (Velaz, Praque,
Czech Republic) ve vahovém rozmezi 170 — 250 g starych ptiblizné¢ 10 tydnii. Byli chovani
ve skupinach v chovnych nadobach s volnym pfistupem ke krmivu a vodé. Denni rezim byl
nastaven 12:12 svétlo:tma. Teplotu prostfedi jsme udrzovali na 22 + 2°C a relativni vlhkost
50 = 10 %. Aklimatiza¢ni doba byla 5 dnl. VSechny experimenty byly provadény ve dne.
Ghrelin nebo fyziologicky roztok jim byly aplikovany vzdy ve stejném objemu. Po skonceni
experimentl byli potkani dekapitovani a jejich krev byla pouzita na dalsi vyzkum. Pokusy
byly provedeny v souladu s navodem Etické komise Mezinarodni spole¢nosti pro studium
bolesti (Zimmermann, 1983) a byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu laboratornich
zvitat 3. LF UK.

Ghrelin

Ghrelin byl zaji$tén od spole¢nosti Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA. Rozpustén byl ve

fyziologickém roztoku (100 pg v 1 ml) a podavan v davce 100 pg/kg s.c.

Protokol experimentu

Potkani byli rozdéleni do dvou skupin — SHAM (zdéanlivé operovani, tj. vypreparovani
nervu, ale bez jeho podvazu) a CCI (operace s podvazem nervu). Sedm dni po operaci byl
prokézan rozvoj neuropatické bolesti tak, ze byly méfeny prahy bolesti na obou zadnich
koncetinach u obou skupin potkantli. Ve stejny den rano byla méfena také teplotni preference
metodou TPP a zdkladni preference pro test CPP. Odpoledne byla podéna prvni davka
ghrelinu a zacalo podminovani pro CPP. Dvanact dni po operaci (tj. paty den podminovani)
jsme provedli zavéreéné testovani CPP. Nasledné jsme aplikovali posledni davku ghrelinu a

30 min od podéni jsme zméfili TPP a 40 min od podani jsme méfili prahy bolesti.

Operace

Neuropaticka bolest byla vyvolana chronickym podvazem sedaciho nervu (CCI, Obr. 5)
podle modelu Benetta a Xieho (Benetta a Xie, 1988). Anestezie byla vyvolana aplikaci
ketaminu/xylazinu (100 mg/kg a 16 mg/kg 1.p.). Levd zadni noha byla oholena a o¢i byly

lubrikovany oftalmologickou masti. Zvife bylo poloZzeno na bok a vyholend oblast
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vydezinfikovana. Nasledné byl proveden fez kuzi a svaly (m. gluteus superficialis a m. biceps
femoris). Levy sedaci nerv byl odhalen a podvazan ¢tyfmi ligaturami chromovym catgutem,
ligatury byly lehce utazeny. Poté prob¢hlo Siti svali a ktize. Pii probouzeni z anestezie byli

potkani sledovani. Skupina SHAM prosla stejnou operaci kromé podvazani nervu.

Rostral
Peripheral o——J‘—’ Central
Caudal

Common
peroneal n. <_>
Tibial n. €— y

Suraln. €—
Chronicconstriction injury
('o x4 ligatures)

Spinal cord

Obr. 5: Schéma pozice ligatur sedaciho nervu u CCIl modelu bolesti (AUSTIN, Paul J.; WU,
Ann; MOALEM-TAYLOR, Gila. Chronic constriction of the sciatic nerve and pain
hypersensitivity testing in rats. Journal of visualized experiments: JoVE, 2012, 61).

Prahy bolesti

Tepelny prah bolesti
Tepelny préh bolesti byl stanoven jako latence Uinikového reflexu po nociceptivni tepelné

stimulaci pomoci plantar testu (Plantar Test, Ugo Basile, Comerio, Italy). Plantar test se
provadi tak, ze zvife umistime do plastového boxu se sklenénym dnem (Obr. 6) a nechame
cca 10 min aklimatizovat. VyuZiva se tepelného stimulu ve formé paprsku, ktery je sméfovan
na plantarni stranu koncetiny zvitete pfes sklenéné dno. Sledujeme tinikovou obrannou reakci,
kdy zvife nejCastéji ucukne koncetinou (Hargreaves a spol., 1988). Dobu latence zméii
pfistroj sam optickymi senzory, na nas je, abychom rozeznali obrannou odpovéd’ od volnich a
ndhodnych motorickych projevl. Diky plantar testu miZeme tedy zjiStovat miru plisobeni

analgetik, ptitomnost hyperalgezie a alodynie, pribéh reflexni odpovédi a mnohé dalsi jevy.
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Pted testovanim je vhodné nastavit optimalni intenzitu svételného paprsku dle doby
latence, kterd by se méla pohybovat v rozmezi 7 az 10 vtefin. Tomu odpovidala intenzita o
hodnoté 90. Taktéz byla nastavena horni hranice doby latence (cut off time), po jejimz
uplynuti svételny paprsek zhasne, aby se predeslo poskozeni koncetiny. V naSem piipad¢ byl

cut off time 22 s. Pfi opakovaném meéteni téze koncetiny musime dbat na dostateCny casovy

~ nechali 5min rozestupy.
Cas latence u obou
zadnich  konCetin byl
méfen v ndhodném poradi.
Pro statistickou analyzu
byly pouzity pramérné

hodnoty z tfech méfeni.

Obr. 6: Zarizeni pro plantar test.

Mechanicky prah bolesti
Mechanicky prah bolesti byl stanoven pomoci von Freyovych vlaken (Obr. 7). Jde o

vldkna vyrobend z nylonu ve Skéle riznych primért, tim padem se 1i8i i ve velikosti jimi
vyvolaného tlaku pii ohnuti (Bell-Krotoski a Tomancik, 1987). Vlaknem tla¢ime na kiazi
zvirete, dokud se vlakno neohne,
a  sledujeme, zda  dojde
K vyvolani obranného reflexu.
Pokud k takové odpovédi doslo,
bylo méfeni se stejnym vlaknem

znovu opakovano.

Obr. 7: Von  Freyova viikna  (http://www.stoeltingCo.com/anymaze/pain/pain-

analgesia/touch-test.html)
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Jestlize se situace opakovala jesté dvakrat za sebou, byla tloustka vlakna povazovéana za
odpovidajici mechanickému prahu bolesti a hodnota daného vlakna byla zaznamenana. Vzdy
se postupovalo od nejtenciho vladkna po nejtlustsi vlakno a plsobili jsme jimi na nart zadni

koncetiny mezi 2. a 3. prstem.

Teplotni preference
Pomoci metody TPP byla stanovena teplotni alodynie jako operantni odpovéd na

evokovanou stimulaci. Teplotni alodynie se projevovala jako signifikantné vyssi preference
pro jednu plotnu. Aparat pro testovani (viz obr. 8) se sklada z komory, kde podlahu tvofi dvé
hlinikové plotny, které jsou navzajem
oddélené tenkou vrstvou izolantu, aby
nedochazelo k pfenosu tepla. Na
zafizeni regulujeme teplotu ploten, kdy
jednu zahfivdme a druhou ochlazujeme
na pozadovanou teplotu. Nad komorou
se nachazi kamera, kterd méfi dobu
vyskytu zvifete na obou plotnach. Bylo
pouzito testovaci zafizeni pro TPP
metodu (Bioseb, France) s kamerou

sledujici vyskyt zvitete.

Obr. 8: Zarizeni pro testovani TPP.

Testovaci proces za¢ina fazi habituace, kdy si zvifata zvykaji na méftici komoru. Faze trva
10 min a teplotu obou ploten sefidime na neutralni hodnotu, nejlépe na teplotu koncetin. Pfi
habituaci mizeme také sledovat ¢as straveny na kazdé plotné, z ¢ehoz zjistime, zakladni miru
preference pro obé plotny (Tian a spol., 2015). Déle postupujeme do faze pred testovanim,
kdy se nastavuje optimalni rozmezi testovacich teplot. Dosahuje se toho postupnou zménou
teplot na kazdé plotné, pficemz se jedna plotna ochlazuje a druha zahtiva. Cilem je dosazeni
rovnomérné obsazenosti ploten — pfiblizné 50% preference kazdé plotny (Vierck a spol.,
2002). Pfi tom by tepelny ani chladovy podnét nemél pilisobit bolest. Vyznamem této faze je,
aby mira averze byla na zacatku pokusu u kontrolnich zvifat shodna pro obé¢ teploty. Po této

fazi jsme provedli jesté 10min méfeni s jiz nastavenymi konecnymi teplotami, aby se zvifata
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naucila fesit konflikt dvou nepfijemnych stimult (Kline a spol., 2015). V zavérecné fazi
testovani jsou teploty ploten nastaveny na hodnoty zjisténé pii fazi pred testovanim (v naSem
ptipad¢ 5°C a 45°C). Zvitrata vkladame doprostied ploten. Doba stravend na kazdé plotn¢ a
pocet piechodli mezi nimi byly automaticky zaznamendvany po dobu 10 min. Doba stravena
mezi plotnami byla vyloucena. Z naméfenych dat vyhodnotime miru preference pro kazdou
plotnu a tim padem pro kazdou teplotu. Cas obsazenosti byl pifepoéten na procenta pro

grafické znazornéni a pro vypocet se pouzily absolutni ¢asy.

Podminéna preference mista
Utinek ghrelinu na spontanni bolesti byl testovan pomoci metody CPP. Zaiizeni pro

testovani CPP sestavd z boxu rozdélen¢ho do tfi komor, kdy dvé komory se nachazi na
vnéjsich stranach a tfeti komora je uprostied. VSechny komory jsou vzajemné oddélitelné
prepazkami. Vnéjsi komory maji rozdilny design, aby zvife dokdzalo odlisit, ve které z nich
se pravé nachazi a mohlo tak dojit k vytvofeni asociace mezi odménou a jednou z komor.
Komory odlisujeme barvou zdi a strukturou podlahy (viz Obr. 9). Prostiedni komora nema
zadné specialni znaky, protoze v ni nevytvafime zadné asociace. Minimalizovali jsme ruSivé
podnéty z okoli (hluk, svétlo, privan, pachy), které mohou narusit rovnomérnou preferenci
komor pfed testovanim (Cunningham a spol., 2006). Pouzili jsme na zakazku vyrobeny
tiifkomorovy aparat pro testovani CPP. Dvé postranni komory jsou odliSeny bilo-Cernym
pruhovanim zdi, kdy v jedné
jsou vertikalni pruhy a v druhé
horizontdlni. Daéle se 1isi
taktilnimi stimuly - velikosti ok
V podlaZzce (3 mm vs. 5 mm).
Prostfedni komora je neutralni,
Sedd a je umisténa mezi
postrannimi komorami. Vyskyt
zvifete méfi fotosenzory

automaticky.

Obr. 9: Komorové zarizeni pro pouziti metody CPP.
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Metoda CPP méla nékolik fazi, které §ly za sebou nasledovné - habituace, testovani pred
podminovanim, podminovani a zavéreéné testovani (Obara a spol., 2013). Habituaci
provadime proto, aby si zvife zvyklo na komorové zatizeni, zmirnil se u ngj stres a redukovala
se tak variabilita zplisobena neznamym prostfedim. Habituace probihala po 3 dny, od ¢tvrtého
dne po operaci do sedmého dne po operaci. Potkani méli volny piistup po celém zatfizeni po
dobu 20 min kazdy den.

Fazi habituace jsme zakoncili fazi testovani pfed podmifiovanim. Pfi tomto testovani se
opét zviie pohybuje po celém zafizeni po dobu 15 min a automaticky je zaznamendvan cas,
ktery zvite setrva v kazdé z postrannich komor. Toto testovani ndm umozni zjistit zakladni
preferenci mista pro kazdé jednotlivé zvife, kterda by v idedlnim piipadé¢ neméla byt
signifikantni pro Zadnou komoru (Okun a spol., 2011). Dand faze prob¢&hla sedmy den po
operaci. Podle zéakladni preference jsme provadéli podminovani ghrelinu u méné bazalné
preferované komory.

Dalsi fazi je faze podmifiovani. Pii ni nechame zvife po stanovenou dobu (vétSinou po
dobu udinku latky) v této komote, ve které by méla podana droga ucinkovat, tedy zmirnit
(nebo zhorsit) bolest a tim vyvolat preferenci nebo averzi. Po dostatecné dlouhé dobé, po
které odezni efekt drogy, aplikujeme zvifeti pouze fyziologicky roztok a vlozime ho do
opacné komory, kterd je opét oddélend a zvife v ni setrva ptiblizné¢ stejnou dobu, jako
Vv komote asociované s drogou. Tento postup opakujeme nékolik dni v zavislosti na tom, o
jakou drogu se jedna (Cunningham a spol., 2006). KdyzZ se jedna o latku s pomalym nastupem
a dlouhou dobou uc¢inku, pak se preference dosahuje hiie a je nezbytné se podminovani
vénovat vice dni nez pii pouziti drog, které piisobi rychle. Také interval mezi administraci
latky a umisténim do komorového zatizeni by nemél byt ptili§ dlouhy, jinak nemusi ke vzniku
preference vibec dojit (Cunningham a spol., 2002; Ettenberg a spol., 1999). Faze
podminovani probihala po 4 dny. Réno byl zvifatim aplikovan fyziologicky roztok a
odpoledne (min. 6 hodin po pfedchozim podminovani) byl aplikovan ghrelin. Potkani byli
thned po aplikaci latky umisténi do odpovidajici komory bez piistupu do ostatnich komor na 1
hodinu.

Jako posledni krok provadime zavéreéné testovani a to v den po skonceni podmifiovani.
Prabéh je totozny jako pii métfeni bazdlni preference. Zvifeti nepoddvame zadnou latku a
muze se volné pohybovat po zafizeni. Zaverecné testovani probehlo 12. den po operaci.
Potkany jsme umist'ovali do prostfedni neutralni komory a méli pfistup do ostatnich komor.
Cas straveny v komorach jsme méfili po dobu 15 min. Na zakladé zmény poméru obsazenosti

komor od bazalni preference vyvodime, jaky méla latka ucinek.
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Statistika
Statistickou analyzu jsme provadéli pomoci programu Statistica 6.0 (StatSoft In., USA) a

MS Office Excel 2007 s rozsifenim Analyza dat. Rozdily mezi CCI a SHAM skupinou u
prahtl bolesti pted a po podani ghrelinu byly stanoveny pomoci dvoufaktorového ANOVA
testu (skupina x koncetina) v programu Statistica. Pro porovnani mechanickych prahi bolesti
zvon Freyova testu mezi skupinami CCI a SHAM pied 1écbou ghrelinem jsme pouzili
jednofaktorovou ANOVA analyzu v MS Office Excel. Pro CPP a TPP experimenty byla data
analyzovana pfed a po administraci/podminiovanim s vyuzitim dvoufaktorového ANOVA
testu (skupina x komora/plotna) v programu Statistica. K analyze ucinku ghrelinu na TPP
jsme pouzili dvoufaktorovy ANOVA test (ghrelin x plotna) v programu Statistica. K analyze
ucinku ghrelinu na CPP jsme pouzili dvoufaktorovy ANOVA test (ghrelin x skupina)
v programu Statistica. Po vSech ANOVA analyzach nasledoval Fishertiv post-hoc test
v programu  Statistica. Wilcoxontv test v programu Statistica byl pouzit pro hodnoceni
teplotni preference a preference mista v ramci CPP a TPP skupin. Statisticka signifikance byla

stanovena jako p < 0,05; data jsou vyjadifena jako pramér + smérodatna odchylka.
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VYSLEDKY

1 Prahy bolesti
Plantar test - tepelny prah bolesti (Graf 1)

Tepelny prah bolesti byl méfen 7 dnl po operaci na prokazani efektu operace — podvazu
sedaciho nervu. Pradh byl méfen na obou zadnich koncetinach u skupiny CCI a SHAM
potkanti. Priimérnd latence obranné reakce ligované koncetiny na tepelnou stimulaci u
skupiny CCI byla 3,69 s + 0,18. Primérna latence na kontralateralni koncetiné u skupiny CCI
byla 5,99 s + 0,53. Priimérna latence obranné reakce zdanlivé operované koncetiny u skupiny
SHAM byla 8,18 s + 0,76. Primérna latence na kontralateralni koncetiné u skupiny SHAM
byla 8,46 s = 0,89. Porovnani mezi obéma skupinami a mezi levou a pravou koncetinou
pomoci ANOVA analyzy ukézalo, ze interakce faktord skupina x koncetina mezi CCI a
SHAM skupinou vykazovala signifikantni rozdil [F (1, 3) = 96,5; p = 0,002]. Pfi porovnani
latenci na podvazané a nepodvazané koncetin€ u skupiny CCI pomoci post-hoc analyzy jsme
ukazali, Ze latence obranné reakce byla signifikantné kratS$i na podvazané koncetiné nez na
kontralateralni koncetin¢ (3,69 s = 0,18 a 5,99 s + 0,53; v daném poradi p < 0,001). Pii
porovnani latenci na podvazané koncetiné skupiny CCI a operované koncetiné skupiny
SHAM pomoci post-hoc testu jsme ukazali, ze latence podvazané koncetiny byla
signifikantné krat§i nez latence operované koncetiny (3,69 s = 0,18 a 8,18 s = 0,76;
vV uvedeném potadi p < 0,001). Pfi porovnani latenci obranné reakce na zdanlivé operované a
kontralateralni koncetin€ u skupiny SHAM pomoci post-hoc testu jsme nenalezli Zadny

vyznamny rozdil (8,18 s 0,76 a 8,46 s + 0,89; v uvedeném potadi p > 0,05).

Dvanéct dni po operaci jsme opét zjiStovali tepelny prah bolesti, abychom odhalili vliv
pétidenni aplikace ghrelinu. Méfeni probéhlo 30 min po paté, posledni aplikaci ghrelinu.
Primérna latence obranného reflexu u ligované koncetiny u skupiny CCI byla 6,88 s £+ 0,90.
Primérna doba do vyvolani reflexni odpovéedi u kontralateralni koncetiny u skupiny CCI byla
7,09 s = 0,64. U skupiny SHAM byla priimérna latence u operované koncetiny 7,48 s = 0,40.
Primérna doba do vyvolani reflexu na kontralateralni koncetin€ u skupiny SHAM dosahovala
6,48 s + 0,44. Nenalezli jsme zadny rozdil mezi latencemi po podavani ghrelinu u CCI a
SHAM skupiny ve faktorech skupina x koncetina [F (1, 4) = 0,364; p = 0,57] po ANOVA
analyze. Post-hoc analyza ukézala, Ze hodnoty latence obranné reakce se nelisi u podvazané a
kontralateralni koncetiny u skupiny CCI po podavani ghrelinu (6,88 s + 0,90 a 7,09 s + 0,64;

v daném potadi p > 0,05). Doba latence obranného reflexu u skupiny CCI u podvazané
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koncCetiny se zvysila pfi porovnani s hodnotami pted 1é¢bou ghrelinem (6,88 s + 0,90 a 3,69 s

+ 0,18; v daném potadi p = 0,02).

Plantar test

10 +

M Ligovana

@ Kontralateralni

Latence [s]
(6]

ccl CCl+ghrelin SHAM

Graf 1: Latence obranného reflexu u plantar testu pred a po podavani ghrelinu u skupiny CCI
a u skupiny SHAM. Po podvazu koncetiny (CCI) méla podvizana koncetina kratsi latenci
V porovnani s kontralaterdlni koncetinou (p = 0,001) a pri porovnani s operovanou
koncetinou bez podvazu u skupiny SHAM také (p = 0,001). Doba latence obranného reflexu u
skupiny CCI u podvazané koncetiny se zvysila pri porovnani s hodnotami pred lécbou
ghrelinem (p = 0,02). Data jsou vyjadrena jako priumér + smérodatna chyba priméru a

spojnice oznacuji p < 0,05.
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Von Frey test - mechanicky prah bolesti (Graf 2)

Sedm dni po operaci jsme zjiStovali mechanické prahy bolesti pomoci von Freyovych
vlaken. Prah byl méfen na obou zadnich koncetinach u skupiny CCI a SHAM potkani.
Primérnéd hodnota von Freyovych vldken u podvazané koncetiny u skupiny CCI byla 5,77 +
0,37. Primérna hodnota mechanického prahu bolesti kontralateralni koncetiny u skupiny CCI
dosahovala 6,09 + 0,21. Primérna hodnota von Freyovych vlaken u operované koncetiny u
skupiny SHAM byla 6,43 + 0,35. Primérmd hodnota mechanického prahu bolesti na
kontralateralni koncetiné u skupiny SHAM dosahovala 6,36 + 0,31. Jednofaktorova ANOVA
analyza prokazala signifikantni rozdil mezi CCl a SHAM skupinou [F = 5,515; p = 0,006].
Post-hoc analyza ukdazala, Zze hodnota prahu bolesti je signifikantn¢ niz$i u podvazané
koncetiny potkant skupiny CCI nez u operované koncetiny ve skupin¢ SHAM (5,77 £ 0,37 a
6,43 £ 0,35; v daném poradi p = 0,018). Signifikantn¢ vyslo také porovnani podvazané a
kontralaterdlni koncetiny u skupiny CCI (5,77 £ 0,37 a 6,09 £ 0,21; v daném potadi p =
0,002).

Dvanécty den po operaci jsme opét zjistovali mechanické prahy bolesti pomoci von
Freyovych vlaken. Méfeni probihalo 40 min po aplikaci ghrelinu. Primérna hodnota von
Freyovych vldken u podvéazané koncetiny u skupiny CCI byla 6,08 + 0,23. Primérna hodnota
mechanického prahu bolesti kontralateralni koncetiny u skupiny CCI dosahovala 6,25 + 0,44.
Primérna hodnota von Freyovych vldken u operované koncetiny u skupiny SHAM byla 6,39
+ 0,28. Primérnd hodnota mechanického prahu bolesti na kontralateralni koncetiné u skupiny
SHAM dosahovala 6,18 = 0,44. ANOVA analyza neprokazala signifikantni rozdil v interakci
skupina x konc¢etina mezi CCI a SHAM skupinou po 1é¢bé ghrelinem [F (1, 3) = 3,215; p =
0,171]. Post-hoc analyza ukazala, ze hodnota prahu bolesti se nelisi u podvazané koncetiny a
u kontralateralni koncetiny ve skupiné¢ CCI (6,08 + 0,23 a 6,25 + 0,44; v daném potadi p =
0,594). Pfi porovndni hodnot vlaken u podvazané koncetiny skupiny CCI a operované
koncetiny u skupiny SHAM post-hoc analyza také neprokazala signifikantni rozdil (6,08 +
0,23 a 6,39 + 0,28; v daném potadi p = 0,884). Post-hoc analyza neprokdzala signifikantni
rozdil praha bolesti u podvazané koncetiny skupiny CCI pied a po 1é€be ghrelinem (5,77 +
0,37 a 6,08 = 0,23; v daném potadi p = 0,213).
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Graf 2: Mechanické prahy bolesti stanovené pomoci von Freyovych vidken u skupiny CCI
pred a po lécbé ghrelinem a u skupiny SHAM. Po operaci se u podvazané koncetiny u skupiny
CCI snizily mechanické prahy bolesti v porovnani s nepodvazanou koncetinou stejné skupiny
(p = 0,002). Podvizana koncetina CCI potkanii meéla také nizsi prah v porovnani
s operovanou koncetinou skupiny SHAM (p = 0,018). Po lécbé ghrelinem se tyto rozdily
vyrovaaly a neprokdzal se Zadny signifikantni rozdil jak mezi koncetinami, tak mezi
skupinami. Data jsou vyjadrena jako priumér + smérodatnd chyba priméru a spojnice

oznacuji p < 0,05.
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2 Teplotni preference (Graf 3)

Sedm dni po operaci jsme méfili teplotni preferenci u skupiny CCI i SHAM, abychom
zjistili, jaky dopad méla operace na teplotni preferenci. Skupina CCI se zdrzovala na teplé
plotné v praiméru 412,0 s + 22,6. Na studené plotn¢ byla skupina CCI v praiméru 132,0 s +
29,7. Skupina SHAM se na teplé plotn€ zdrzovala v priméru 329,8 s = 21,2. Na studené
plotn¢ byla skupina SHAM v priméru 248,6 s = 19. Vztah mezi faktory skupina x plotna
pomoci ANOVA analyzy vykazoval signifikantni rozdil mezi CCI a SHAM skupinou [F (1,
4) = 14,88; p = 0,01]. Post-hoc analyza ukazala, ze CCI potkani stravili signifikantné¢ mén¢
casu na studené plotné¢ (132 s = 29,7) nez na teplé plotn¢ (412 s = 22,6; p = 0,001).
V porovnani s obsazenosti studené plotny skupinou SHAM (248,6 s £ 19) a studené plotny
skupinou CCI post-hoc analyza odhalila také signifikantni rozdil (132 s + 29,7; p = 0,03).
Toto zjisténi bylo ovéteno pomoci Wilcoxonova testu, kde se ukazala signifikantni preference

teplé plotny u skupiny CCI (p = 0,04), ale nikoliv u skupiny SHAM.

Dvandct dni po operaci jsme opét zjiStovali teplotni preferenci, abychom odhalili dopad
petidenni aplikace ghrelinu. Méteni probéhlo 50 min po paté aplikaci ghrelinu u skupin CCI i
SHAM. Skupina CCI se zdrzovala na teplé plotné¢ v priméru 337,8 s £ 46,9. Na studené
plotné byla skupina CCI v praméru 193,0 s + 47,1. Skupina SHAM se na teplé plotné
zdrzovala v priméru 233,2 s + 26,5. Na studené plotné byla skupina SHAM v priméru 343,0
s + 28,2. Interakce faktori skupina x plotna pomoci ANOVA analyzy vykazovala
signifikantni rozdil mezi CCI a SHAM skupinou [F (1, 5) = 18,73; p = 0,007]. Post-hoc
analyza ukézala, Ze CCI potkani stravili signifikantné méné cCasu na studené plotné nez
na teplé plotné (337,8 s + 46,9 a 193 s + 47,1; v daném potadi p = 0,01). Toto zjisténi bylo
ovéteno pomoci Wilcoxonova testu, kde se ukdzala signifikantni preference pro teplou plotnu
u CCI skupiny (p = 0,04). Post-hoc analyzou jsme také zjistili, Ze CCI potkani se
signifikantné¢ méné zdrzovali na studené plotné nez potkani ve skupiné¢ SHAM (193,0 s £47,1
a 343,0 s + 28,2; v daném potadi p = 0,01). Interakce faktort ANOVA analyzou ghrelin X
plotna [F (1, 4) = 0,52; p = 0,5] pfi porovnani hodnot pied a po 1é¢bé ghrelinem u CCI

skupiny nebyla nesignifikantni.
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Graf 3: Teplotni preference u potkanii skupiny CCI pred a po lécbé ghrelinem a u skupiny
SHAM. Vertikalni osa zobrazuje procentualni cas straveny na teplé a studené plotné u obou
skupin potkanii. Potkani po podvazu nervu (CCI) stravili méne casu na studené plotnée
V porovnani se stravenym casem na teplé plotné (p = 0, 001). Pri porovnani s obsazenosti
studené plotny skupinou SHAM a skupinou CCI se také projevil signifikantni rozdil (p =
0,03). SHAM skupina nevykazovala zZdadnou preferenci ani pro jednu z ploten. Vsechny
preference ziistaly nezmeénény po aplikaci ghrelinu. Data jsou vyjadrena jako prumeér +

smerodatnd chyba priuméru a spojnice oznacuji p < 0,05.
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3 Podminéna preference mista (Graf 4)

Sedm dni po operaci jsme zjiStovali bazalni preferenci pro obé komory u obou skupin
potkant (CCI i SHAM). Skupina CCI stravila primérné 259,25 s + 58,03 v komote nésledné
asociované s ghrelinem a 404,50 s + 55,42 v komote neasociované. Skupina SHAM stravila
VvV priméru 248,0 s = 30,80 v komote asociované s ghrelinem a 339,25 s + 77,76 v komote
neasociované s ghrelinem. Obsazenost komor asociovanych s ghrelinem mezi CCl a SHAM
skupinou se nelisila podle ANOVA analyzy interakce faktorti skupina x komora [F (1, 3) =
0,309; p = 0,6]. Post-hoc test ukazal, ze se obsazenost komory asociované a komory
neasociované s ghrelinem u skupiny CCI mezi sebou neliSila (259,25 s + 58,03 a 404,50 s +
55,42; v daném poradi p = 0,12). Také bazalni preference komor u skupiny SHAM se mezi
komorami neliSila (248,0 s + 30,80 a 339,25 s + 77,76; v daném potadi p = 0,27). Tento

poznatek byl ovéien pomoci Wilcoxonova testu, kde se zadna preference neprokazala.

Zavérené testovani probéhlo dvanact dni po operaci, tj. 1 den po podminovani.
Obsazenost komory asociované s ghrelinem u skupiny CCI dosahla 277,75 s + 37,57. Cas
straveny v komofe neasociované s ghrelinem u skupiny CCI byl 492,5 s + 34,04. Obsazenost
komory asociované s ghrelinem u skupiny SHAM byla 242,0 s + 46,47. Cas straveny
v komote neasociované s ghrelinem u skupiny SHAM byl 440,0 s + 35,36. Interakce faktora
skupina x komora pomoci ANOVA analyzy mezi CCI a SHAM skupinou nebyla signifikantni
[F (1, 3) = 0,02; p = 0,89]. Post-hoc analyza ukazala, ze obsazenost komory asociované
S ghrelinem a komory neasociované s ghrelinem u skupiny CCI nevykazovala signifikantni
rozdil (277,75 s + 37,57 a 492,5 s + 34,04; v daném poradi p = 0,08). Obsazenost komory
asociované s ghrelinem a komory neasociované u skupiny SHAM pii post-hoc testu
nevykazovala signifikantni rozdil (242,0 s + 46,47 a 440,0 s £ 35,36; v daném potadi p =
0,09). U obou skupin se tedy neprokazala preference pro komoru neasociovanou s ghrelinem.
Pii porovnani hodnot pfed podminovanim a po podminovani se preference komory
asociované s ghrelinem neliSila jak u skupiny CCI (259,25 s+ 58,03 a 277,75 s + 37,57,
vV daném potadi p = 0,81), tak i u skupiny SHAM (248,0 s £ 30,80 a 242,0 s £ 46,47; v daném
poradi p = 0,94). Zjisténi bylo podpofeno Wilcoxonovym testem, kde jsme nezjistili zddnou
preferenci. Ani interakce faktorti ghrelin x skupina [F (1, 3) = 0,54; p = 0,83] v porovnani
hodnot pomoci ANOVA analyzy u komory asociované s ghrelinem pfed a po podminiovani u

obou skupin CCI a SHAM nebyla signifikantni.
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Graf 4: Podminénd preference mista pred a po podminovani ghrelinem u skupiny CCI a u
skupiny SHAM. Vertikalni osa zndzornuje cas straveny v komore asociované s ghrelinem.
Bazalni preference pred podminovanim ghrelinem se u skupiny CCI ani u skupiny SHAM
nelisila. Po podminovani ghrelinem se nevytvorila signifikantni preference nebo averze mista
a obsazenosti komor ziistaly tedy nezmenény u obou skupin. Data jsou vyjadiena jako priimer

+ smérodatna chyba priimeru a spojnice oznacuji p < 0,05.

40



DISKUZE

V této studii jsme srovnali ucinek ghrelinu u neuropatického modelu bolesti S rozvinutymi
symptomy pomoci dvou druhit metod. Prvnim typem byly metody zaloZzené na méfeni latence
obranné¢ho unikového reflexu koncetiny. Druhy typ piredstavovaly metody zalozené na
sledovani operantni motorické odpovédi. Po rozvinuti neuropatické bolesti z podvazu
sedaciho nervu jsme zjistili, Ze se u podvazané koncetiny snizila hodnota latence obranné¢ho
reflexu jak po tepelné stimulaci, tak po stimulaci mechanické. Také se zmeénila teplotni
preference, kdy se potkani s neuropatickou bolesti vyhybali studené plotné, resp. se zdrzovali
predevsim na teplé plotné.

Po opakovaném podéavani ghrelinu jsme odhalili, Zze se latence obranného reflexu po
tepelné 1 mechanické stimulaci zvysila a dosahovala tak stejnych hodnot jako u skupiny bez
neuropatické bolesti. Nicméné podavani ghrelinu nemélo vliv na teplotni preferenci, ktera
zustala nezménéna. Rovnéz se nevyvinula preference mista po podminovani ghrelinem u

74dné skupiny.

1 Vliv CCI na reflexni odpovéd

Je prokazano, ze se po CCI u potkanti snizi doba latence obranného reflexu (Bennett a Xie,
1988). Tento pokles latence pfi plantar testu se tradicné interpretuje jako tepelna hyperalgezie
(Bennett a Xie, 1988; Zhou a spol., 2014), u von Freyova testu jako mechanicka alodynie
(Howard a spol., 2005). Nase vysledky vlivu CCI na tepelny a mechanicky prdh bolesti
odpovidaji predchozim zjisténim (Datta a spol., 2010; Bennett a Xie, 1988; Zhou a spol.,
2014).

Ovsem u vysledkl z reflexnich testll zlstava otazkou, zda jsou spolehlivymi ukazateli
zachovava i u zvifat spinalizovanych (Kauppila a spol., 1998) anebo u zvifat v anestezii
(Harris a Clarke, 2003). Proto zlstavd otdzkou, zda je obranny reflex bezvyhradné
doprovazen zpracovanim bolestivého vjemu v mozkovém kortexu.

Ovlivnéni vysledkt reflexnich metod mize mit mnohé piiciny. Jednou z nich je aktivace
difazniho nocicep¢niho inhibi¢niho systému, pomoci kterého vzrostou prahy bolesti nejen
V misté bolesti, ale i na ostatnich mistech (Danziger a spol., 2001).

Dal8im problémem pii méfeni obranné reakce u modelu CCI mize byt odliSnad motoricka

schopnost pravé a levé koncetiny. Pokles latence reflexu u podvazané koncetiny muze
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zapiicinit niz8i zatizeni vahou téla, takZze muze dojit k rychlejsi reakci pfi jejim reflexim
oddaleni od podnétu (Tétreault a spol., 2011). Analogicky bude kontralateralni koncetina
reagovat pomaleji, protoze na ni spociva vétsi vaha téla a trva tedy déle, nez se vaha pienese
na podvazanou koncetinu.

U plantar testu navic vysledky velmi ovliviiuje teplota kiize na koncetinach a teplota
prostredi, ve které se provadi méfeni (Vitkova a spol., 2015). U modelu CCI miizeme naméfit
rozdilné teploty klize na podvazané a nepodvédzané koncetiné (Kim a spol., 2012). Takze se
nabizi otdzka, zda nejsou rozdily v latenci reflexu jen odrazem teploty koncetin. Také je u
plantar testu problémem to, ze potkani s CCI udrzuji podvazanou koncetinu v kontaktu

s podlozkou méné nez koncetinu nepodvazanou (Tétreault a spol., 2011).

2 Vliv CCI na teplotni preferenci

Metoda teplotni preference mista vyzaduje volbu operantni motorické odpovédi a zapojeni
procesti probihajicich v mozkovém kortexu. Nase vysledky ukazuji, Ze neuropatickd bolest
zpusobend CCI indukovala vytvoteni preference pro teplou plotnu a averzi ke studené plotné.
Tyto vysledky odpovidaji ptivodnim zjisténim (Vierck a spol., 2005; Datta a spol., 2010; Salte
a spol., 2016).

Vyhybani se studené plotné je chapano jako chladova alodynie nebo jako preference teplé
plotny. AvSak v ptedeslych studiich bylo zjisténo, Ze potkani s CCIl nepreferovali teplou
plotnu v porovnani s neutralni teplotou (Salte a spol., 2016). Pro chladovou alodynii u CCI
svédci 1 prodlouzené trvani behavioralnich projevill (lizani) po chladové stimulaci nebo také
vysledky testu operantniho uniku pied chladovym stimulem (Vierck a spol., 2005). Z toho
davodu povazujeme nas vysledek za projev chladové alodynie. Dokonce bylo navrzeno, aby
se chladova alodynie povazovala za hlavni projev u potkant s CCI (Baliki a spol., 2005),
protoze velmi dobie odpovida klinickym zjisténim, kdy se chladové alodynie bézné vyskytuje
u pacientt trpicich neuropatickou bolesti (Gierthmiihlen a spol., 2012).

Faktory, které ovliviiuji vysledky testu teplotni preference mista, mizou byt jak vné&jsi, tak
vnitini. Z vnitinich faktorl to jsou piedev§im pohlavi, télesna teplota a stres (Vierck a spol.,
2008). Z vngjsich faktorti prispiva k modulaci teplotni preference hlavné teplota okoli.
Nedavno bylo zjisténo, Ze i volba podestylky v chovné kleci miize zapii¢init zmény v teplotni

preferenci (Moehring a spol., 2016).
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3 Uéinek ghrelinu

Zjistili jsme, Ze opakované podavani ghrelinu u potkani s CCI prodlouzilo latenci
obranného reflexu po nociceptivni tepelné i mechanické stimulaci. Toto zjisténi souhlasi
rozdil od nich jsme ale ghrelin podévali az od sedmého dne po operaci. V SirSim pohledu to
znamena, ze ghrelin ovlivnil tepelnou hyperalgezii i mechanickou alodynii, 1 kdyz uz byly obé
plné rozvinuté. Tyto vysledky naznaCuji, ze by ghrelin mohl mit analgeticky nebo
antihyperalgezivni ucinek, a mohl tak byt vhodnym kandidatem na Iék pfi neuropatické
bolesti. Avsak pii pouziti metod vyzadujicich zapojeni mozkové kiiry jsme dostali protikladné

vysledky.

Teplotni preference mista (TPP) se ukazala jako vhodna metoda ke stanoveni u¢inku CCI
u potkant (Vierck a spol., 2005; Datta a spol., 2010; Salte a spol., 2016). Testem TPP a
reflexnimi metodami jsme ziskali rozdilné vysledky o ucinku ghrelinu na zvitata s CCI. Zde
jsme neprokazali Zddnou zménu v teplotni preferenci potkanti s CCI pied lé€bou a po 1écbé
ghrelinem, coZ naznacuje, ze ghrelin nema zadny efekt na chladovou alodynii.

Latence obranného reflexu se vraci k normalnim hodnotam po pfiblizn¢ 40 dnech po
operaci CCI, zatimco operantni vyhybani se studenym stimultim trva minimaln¢ 14 tydnt, coz
je vsouladu sklinickymi projevy neuropatické bolesti u pacientii s perifernim poranénim
nervu (Vierck a spol., 2005). Vysledky reflexnich metod pro hodnoceni latek ovliviiyjicich
neuropatickou bolest nemusi byt vzdy relevantni. Pfikladem mize byt baklofen, pacientim
Casto predepisovany Off-label 1ék na neuropatické bolesti (Lynch a Watson, 2006; Loder a
Biondi, 2004). Ten pfi pouziti reflexnich metod zvysil rozdil mezi latenci obranného reflexu u
podvazané a kontralateralni koncetiny u CCI zvifat, coz naznacovalo, Ze by nemél mit redlny
potencidl v Ié€bé neuropatické bolesti (Franek a spol., 2004). AvSak v jiné studii z nasi
laboratofe jsme ukazali, ze baklofen pfi pouziti TPP testu zahrnujici vys$s§i mozkové funkce
vratil teplotni preference u zvifat s CCl k normalnim hodnotam (Salte a spol., 2016). To
znamend, Ze baklofen vykazuje analgeticky ucinek pfi pouziti zvifeciho modelu, u kterého
tento Ucinek testy sledujici misni reflex neprokazaly. Takze mimo jiné také proto soudime, Ze

vysledky z testu TPP 1épe odpovidaji klinické praxi.

Metoda podminéné preference mista (CPP) je zalozena na Pavlovovském podminovani.
Dochazi k opakovanému spojovani efektu odmény s asociovanym prostfedim, kdy se

predpoklada, ze zvife zacne vyhledavat toto prostfedi (Prus a spol., 2009). Test CPP se
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pouziva i pii studiu neuropatické bolesti, zejména jeji spontanni slozky, kdy uleva od bolesti
zajistuje odmeénu a vytvari tak pozitivni posilovani (King a spol., 2009). Zde jsme ukazali, ze
ghrelin nevyvola u potkanti s CCI podminénou preferenci mista, takze ptredpokladame, ze
ghrelin nema zadny vliv na spontanni bolest.

Stale ovSem zistava otazkou, zda samotny ghrelin produkuje preferenci pii CPP testu.
Nékteré studie ukazuji, ze ghrelin vytvaii podminénou preferenci mista (Jerlhag, 2008;
Jerlhag a spol., 2010). Na druhou stranu existuji i studie, které tvrdi, Ze ghrelin nevyvolal
preferenci mista pii CPP testu (Davis a spol., 2007).

Vyhody metody spocivaji v tom, Ze analgetickd 1éCba je odménou pouze v piitomnosti
bolesti (Davoody a spol., 2011), a ze vysledky nejsou ovlivnény sedativnim uc¢inkem 1ékt
(King a spol., 2009). Léky, které ulevuji od bolesti u pacientii s neuropatickou bolesti,
produkuji podminénou preferenci mista u potkant s neuropatii (King a spol., 2009; Davoody
a spol., 2011).

Mezi faktory ovliviwjici vysledky patii vybér podnétd odliSujicich komory, zafizeni
samotné (dvoukomorové nebo tiikomorové) a latka, u které¢ se ucinek odviji od davky.
Vysoké davky nekterych drog vyvolaji averzi, ale davky nizsi produkuji preferenci. Musime
také vhodné zvolit znaky pro rozliSeni komor. Naptiklad klasické pouziti bilych zdi v jedné
komote a Cernych zdi v druhé se jiz nedoporucuje, nebot’ existuje zna¢nd preference pro
komoru s ¢ernymi zdmi (Roma a Riley, 2005), proto se radsi doporucuje pouzit ¢erno-bilé
pruhovani vertikdlné a horizontdlné (Davoody a spol., 2011), ale i pfesto to n€kdy neni
zvykem (Stevenson a spol., 2015). Dale se vyuzZivaji taktilni podnéty a to zejména na
podlazce komor, kdy se voli pletivo s riiznym primérem ok v kazdé komote. Podle miry
rozliSitelnosti obou komor se odviji 1 Casovy interval potiebny pro fazi habituace, 1épe
odlisitelné komory totiz vyZaduji kratsi cas habituace.

Také zalezi na tom, zda pfed podminovanim zjiStujeme zakladni subjektivni preferenci
fazi vynechavaly a nepracovaly s individualni zakladni preferenci komor. ZaleZelo tedy na
rozhodnuti vyzkumnika, kterou komoru bude asociovat s testovanou latkou. To vedlo ovSem
ke vzniku nesrovnalosti pii ptisobeni uréitych latek. Calcagnetti a Schechter (Calcagnetti a
Schechter, 1994) tento jev také zaregistrovali a rozhodli se udélat experiment ohledné¢ efektu
nikotinu. Testovanim pfed podminovanim zjistili u kazdého zvitete preferovanou komoru.
Dosli k zavéru, Zze pokud k podmiiiovani vyberou méné preferovanou komoru, vznikne po

aplikaci nikotinu preference pro tuto komoru. Pokud ov§em zvoli komoru vice preferovanou
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pied testovanim, nevytvoii se v zavérecném testovani signifikantni preference ani averze, coz
muze byt diivodem rozdilnych vysledk mezi studiemi.

Nicmén¢ je metoda CPP vhodna pro zjistovani pfitomnosti spontannich bolesti a moznosti
jejich potlaceni (Davoody a spol., 2011). Také diky ni miizeme ziskat klinicky validni
vysledky, protoze Iéky, které nepotlacuji bolest u lidi, nevyvolaji CPP ani u zvifat

(Navratilova a spol., 2013).

Rozdily v metodach zalozenych na sledovani reflexni odpovédi a metodach sledujici
operantni motorickou odpovéd” mizou byt zptisobeny tim, zZe ghrelin u modelu CCI vykazuje
siln€j$i protizanétlivy a/nebo neuroprotektivni vliv nez antinocicepcni/analgeticky ucinek.
Bylo zjisténo, ze u modelu CCI ghrelin snizil hladiny zanétlivych markerdt TNF-a, IL-18, IL-
6 (Guneli a spol., 2010b). Navic se prokazalo, ze ghrelin inhibuje apoptdzu, zlepSuje obnovu
funkce axonu a snizuje ztratu myelinu u modelu poranéni michy (Lee a spol., 2010). Ghrelin
zabranuje také vzniku senzorické i motorické neuropatie a poklesu rychlosti vedeni nervu u
modelu diabetické neuropatie hlodavct (Tsuchimochi a spol., 2013).

Operantni odpovéd’ je povazovéana za spolehlivéjsi a robustnéjs$i ukazatel citlivosti na
bolest nez reflexni odpovéd (Datta a spol., 2010). Vierck a Yezierski ukazali, ze k reflexni
odpovédi nedojde u mirn€ studené stimulace (10-15°C), zatimco operantni opovéd’ zistava
nezménéna. To stejné plati i u tepelné stimulace, kterd pro reflexni odpovéd’ musi dosahnout
piiblizné 51°C a vice (Vierck a Yezierski, 2015). Také zvazujeme hypotézu, Ze protizanétlivy
a neuroprotektivni ucinek ghrelinu mizZe byt zodpovédny za obnovu miSniho obranného
reflexu a zaroven tak nedochazi k odstranéni chladové alodynie u TPP testu.

Rozdily ohledné ptisobeni ghrelinu mohou pramenit také z ptipadné zavislosti G¢inku na
zpisobu aplikace — nékteré vysledky byly dosaZeny po systémové aplikaci, kterd je nejblizsi
pfirozenému pusobeni ghrelinu, jiné po podani intra-cerebro-ventrikularnim, intra-
amygdalarnim nebo intra-hipokampalnim. Také neni stdle zodpovézena otazka, zda zvySena
hladina ghrelinu vyvolana stresem je mediatorem stresové reakce a ptisobi pro-stresove, nebo
naopak je soucasti protistresové reakce organismu (Chuang a Zigman, 2010). Dosud také

nebyla fe€ o senzitizaci motoneuronu po CCI a jeho mozném ovlivnéni ghrelinem.
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ZAVER

Chronicky podavany ghrelin u CCI modelu ptsobil antinocicepcné na prah bolesti pfi
mechanické a tepelné stimulaci. Avsak neovlivnil operantni chladovou alodynii, ani nevyvolal
podminénou preferenci mista. Predpokladame tedy, ze chronicky podavany ghrelin muze

fungovat u plné rozvinuté neuropatické bolesti antinocicepéné, ale nikoliv analgeticky. Timto

byly splnény vSechny vytycené cile prace.

Novym piinosem této prace je, ze jsme zjistili, ze ghrelin plsobi antinocicepcné i u plné
rozvinuté neuropatické bolesti. Dale jsme prokdzali, ze ghrelin neptisobi u neuropatické
bolesti analgeticky. Proto by se dalsi vyzkumy vtéto oblasti mély tykat

predevsim antinocicepcniho vlivu ghrelinu. Domnivame se, ze k antinocicepci mize dochazet

-----
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