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Anotace

Bolest je odnepaméti vnimana jako nepfijemny pocit ztrpcujici zivot. Zplsoby tiSeni
bolesti byly v popiedi zajmu pied tisici lety a dodnes jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
Bolest je smyslovy a emocionalni zazitek, ktery vnimame jako nebezpeci, ohrozeni nebo
poskozeni. Za normalnich okolnosti je hlavni tlohou bolesti signalizace mozného poskozeni
organizmu. Naproti tomu, patologické bolestivé stavy ztraceji tuto fyziologickou signalizacni
funkci a naopak samy organizmus poskozuji.

Na vzniku bolesti se podili fada nociceptivnich mechanismti které mohou modulovat
vnimani daného podnétu a to od vzniku akéniho potencidlu v perifernim nervovém zakonceni
az po jeho =zpracovani v CNS. Mechanismy patologickych bolestivych stavi
charakterizovanych zvysenou citlivosti k podnétim jsou zejména periferni a centralni.
Periferni pfedstavuji pifedevsim snizeni prahu aktivace nociceptori, centralni pak zejména
modulaci na mi$ni tirovni, kde ptisobi cela fada presynaptickych i postsynaptickych faktort.

V  posledni dobé byly charakterizovany TRPV1 receptory, plnici funkci
polymodalniho senzoru se zékladnim vyznamem pii prenosu a modulaci bolesti. Aktivace
TRPV1 receptorti na perifernich nociceptorech vyvolava bolest, zatimco jejich aktivace na
mis$ni trovni vede k modulaci nociceptivni signalizace. Také cytokiny jako TNF-alfa maji
vyrazné pronociceptivni U€inky jak na periferii tak na misni Grovni. Vyzkum mechanismi
patologickych bolestivych stavii nam umozni najit nové cile pro jejich 1é¢bu s minimem
vedlejSich Gc¢inkd.

Annotation

The pain has always been perceived as the unpleasant feeling. Ways of pain relief
were in the center of interest a thousand years ago and are subject of intensive research until
nowadays. Pain is the sensual and emotional experience, which is perceived by humans as a
possible danger or damage. Under normal conditions its major function is to signal potential
damage of the tissue. Under pathological pain states, pain looses the protective signaling
function, and it damages the organism itself.

Number of nociceptive mechanisms which can modulate the perception of the given
stimulus from the generation of the action potential in the peripheral nociceptor, up to its
processing in the CNS, participate in the pain perception. Mechanisms of pathological pain
states, characterized by increased sensitivity to peripheral stimuli are mainly of peripheral and
central origin. The peripheral ones include decrease of the nociceptor activation threshold.
The central mechanisms represent among others, modulation of nociceptive signaling at the
spinal cord level, where the whole range of presynaptic and also postsynaptic factors are in
play.

Recently, there have been characterized TRPV1 receptors, polymodal sensor with the
basic importance in the transmission and modulation of pain. The activation of TRPV1
receptors on the peripheral nociceptors induces pain, while their activation at the spinal level
leads to the modulation of the nociceptive signaling. Also cytokines, such as TNF-alfa, have
significant pronociceptive effects, both on the periphery and in the spinal cord. The research
of the pathological pain states mechanisms will enable us to find new targets for their therapy
with minimum of side effects.
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ZKratky

AMPA DL-alfa-NH2-2,3-dihydro-5-methyl-3-0x0-4-isoxazolpropanova kyselina
ATP adenosin trifosfat

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

CAMP cyklicky adenosin monofosfat

CNS centralni nervovy systém

DH Dorsal horn - zadni roh mi$ni

DRG dorsal root ganglion — zadni spinalni ganglion
EAA excitacni aminokyseliny

EXIN excitacni intrasegmentalni neuron

GABA kyselina y-amino-maselna

Glu glutamat

IN intrasegmentalni neuron

ININ inhibi¢ni intrasegmentalni neuron

KA kainat

LTP long-term potentiation - dlouhodoba potenciace
NGF nerve growth factor — neurofrofni ristovy faktor
NK neurokinin

NMDA N-methyl-D-aspartat

NO oxid dusnaty

NS nervovy systém

PGE2 prostaglandin E2

PKA proteinkindza A

PKC proteinkindza C

PLC fosfolipaza C

PN projekéni neuron

SP substance P

STT tractus spinothalamicus

TNF Tumor necrosis factor-tumor nekrotizujici faktor
TRP transient receptor potential

TRPV Transient receptor potential vaniloid

WDR wide dynamic range

S5-HT Serotonin



1. Uvod

Mezinarodni asociace pro studium bolesti IASP - International Association for the
Study of Pain definuje bolest takto: ,,Bolest je nepfijemny smyslovy a emocialni zazitek, ktery
vnimame jako skutecné nebo potencialni poskozeni tkani, organti a organismu. Bolest je vzdy
subjektivni.*

Bolest je fyziologicky d¢j. Fyzicky ¢i psychicky pocit ktery je vzdy subjektivné
nepifijemné vniman, vétSinou spojeny s poskozenim tkédné¢ organismu. Ma velky vyznam pro
ochranu organizmu pted poskozenim, je stimulem pro obranné reakce odstranujici ohrozujici
podnéty. Reakce na bolest je nejvnitiné€jsi a nejsilnéjsi reakei organismu. Prah bolesti je pro
kazdého cloveéka individudlni a z vétsi ¢asti zavisly na psychickych pochodech, urcitym
,.tréninkem,, ho 1ze dokonce do uréité miry posunout. Intenzita bolestivého podnétu tedy
nemusi odpovidat pocitované bolesti. Bolest obvykle vyvoldva silny podnét aktivujici
nociceptory, ale mlze ji zpisobit i pfimé poranéni senzorickych vlaken nebo poranéni CNS.
Fyziologickd bolest je tedy pro organismus prospésnd, na rozdil od chronické nebo
neuropatické bolesti ktera je patologickym znakem. Individualni rozdily ve vnimani bolesti
jsou zavislé na subjektivnim zpracovani podnéti. Radu dé&ji podilejicich se na vzniku bolesti
vsak lze objektivné rozpoznat.

Nocicepce je proces detekce a signalizace pritomnosti bolestivého podnétu. Vznika
podrazdénim nociceptort. Nociceptivni znamené vyvolavajici bolest. Nejlépe prostudovanou
oblasti vzniku a modulace pienosu bolestivé informace jsou periferni aferentni vlakna a oblast
zadniho rohu michy. Tam také dochazi k prvotnimu zpracovani nociceptivnich podnéti.
Naproti tomu ale samotnou aktivitu nociceptort jesté za bolest povazovat nelze, bolest ma
vzdy 1 psychologickou slozku. Bolest vznikéd jako interakce mnoha sloZek a jde o sloZity
komplexni mechanismus déju.

Je mozné délit bolest na fyziologickou a patologickou. Fyziologicka bolest je télu
pfirozend a prospeSna. Umoziuje odlisit potencionalné poskozujici podnét od neskodného. U
patologické bolesti tomu tak neni. Bolest je velmi plasticky mechanizmus nejen z pohledu
psychického ale 1 anatomického a fyziologického. Riznymi vlivy mize dochézet ke zménam
funkce i struktury drah vedouci bolest. Informace o bolestivém podnétu je zpracovavana a
modulovana na vsech rovnich svého prenosu. Poskozenim nebo ovlivnénim jediné slozky
muize dojit k utlumu nebo zvyseni pocitu bolesti, nebo i také k rozvoji patologické bolesti.

Cilem této prace je piedlozit zakladni poznatky o pifenosu a zpracovavani
nociceptivnich podnétl a jejich modulaci na misni urovni. Dale bych se zde chtéla vénovat

roli téchto mechanizmii v patologickych bolestivych stavech. Hlavni pozornost je v€novana



funkci TRPV1 receptorit a TNF-a pii modulaci nociceptivnich signali na miSni trovni.
Tomuto tématu se vénuji experimentaln¢ v laboratoti MUDr. Jittho PaleCka a ziskané

vysledky budou podkladem moji diplomové prace.

2. Anatomické a fyziologické mechanismy nocicepce

Bolest je za normalnich okolnosti zptsobena piimou aktivaci nociceptort
nadprahovym bolestivym podmétem. Tato aktivace vede ke vzniku ak¢niho potencialu na
perifernich aferentnich vldknech (PAF), jenz pak pfedavaji informaci o nociceptivnim
podnétu pies michu, mozkovy kmen, thalamus az do kortikolimbickych center. V mozku je
senzorickd informace zpracovdvana a vyhodnocovana. Informace muize byt modulovana ve
volnych nervovych zakoncenich na periferii, v mise i v mozku, tedy na vSech urovnich

nociceptivniho systému. (Scholz 2002)

2.1. Mechanismy nocicepce

Procesu kdy wvnéjsi podnéty aktivuji nociceptory v perifernich zakoncenich
volna nervova zakonceni. Pti transdukci se uplatiiuji volnd zakonceni polymodalnich neuronti
ktera projikuji az do povrchové vrstvy epidermis(Obrazek 1), vnitinich organd, hladkych a
kosternich svali, kloubt i §lach(Obrazek 2). (Dubner 1999)
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Obrazek 1. Pii¢ny prufez kuzi - Volnd nervova zakonceni v kazi (upraveno podle
Neuroscience, Fourth edition, Sinauer Associatec Inc p.214)
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Obrazek 2. Schéma periferni inervace senzorickymi nociceptivnimi vlakny (Upraveno podle

Priciples of Neuroscience, 2001)

Volné nervova zakonc€eni reaguji na Sirokou skalu podnétd, chemickych i fyzikdlnich
(tepelnych i mechanickych) diky pfitomnosti specifickych receptort. Aktivace téchto
receptorii vede k depolarizaci bunééné membrany a nasledné vzniku akéniho potencialu.
Podnéty vSak musi dosahnout jisté intenzity - prahu, aby dostatecné depolarizovaly
membranu nervovych zakonceni a doslo k aktivaci napétoveé zavislych iontovych kanald a
vzniku akéniho potencialu. Nociceptory za normalnich okolnosti na podnéty nizké intenzity
nereaguji. Siici se akéni potencidl je pak dale veden po nervovém vlakné. Biochemické a
elektrické procesy kterymi je nervova aktivita dale vedena do centrdlniho nervového systému

CNS jsou nazyvany transmise. (Stucky 2001)

2.2 Primarni aferentni vlikna

Priméarni aferentni vldkna jsou to vybézky neuronii, jejichz téla jsou ulozena
Vv dorzalnich spinalnich gangliich (DRG). Délime je podle priaméru, struktury (myelinova
pochva) a rychlosti vedeni vzruchu.
RozliSujeme vldkna —
* AP - silna s primérem> 10 um, jsou myelinizovana, velmi rychle vedouci 30-120 m/s
* A9 - stfedn¢ silna o praméru 2-6 um, myelinizovana se stfedni rychlosti vedeni 12-30m/s

* C - tenkd o prumeéru 0,4-1,2 um, nemyelizovana, S pomalym vedenim vzruchu 0,5-2 m/s



Rychlost vedeni vzruchu a primér nervovych vlaken se lisi u ¢lovéka a ruznych
zivoci$nych druhd. Uvedené udaje jsou pro ¢loveéka. Za fyziologickych podminek ptrenaseji
nociceptivni podnéty pouze C a Ad vlakna. AP vlakna odpovidaji na dotek, vibrace a tlak.

Po vystaveni kiize nociceptivnimu podnétu jsou aktivovana rychle vedouci vldkna Ad
které odpovidaji za prvotni ostrou, rychlou a pal¢ivou bolest a C vlakna odpovédné za tupou a
pomalou bolest. Vldkna Ad se daji jesté rozdé€lit na dva typy, typl.a typll. Ad vlakna prvniho
typu reaguji na mechanické podnéty o vysoké intenzité, ale jsou malo citlivé k podnétim
tepelnym a chemickym. Druhy typAd vlaken je naopak k témto podnétim citlivéjsi a reaguje
na n¢ i pfi nizké intenzité. C vlakna jsou polymodalni a reaguji na chemické, tepelné
a mechanické podnéty. (Obrazek 3). (Dubner 1999)

Nektera z C vlaken jsou nazyvana takzvanymi spicimi-tichymi (silent) nociceptory
které za fyziologickych podminek neodpovidaji na nociceptivni podnéty. Pti poskozeni nebo
zanétu tkané jsou tyto vlakna senzitizovana a aktivovana riznymi chemickymi mediatory
vyluCovanymi z postizenych bunék. Po aktivaci pak vétSinou velmi intenzivné reaguji na
mechanické podnéty. Aktivace téchto tzv. spicich nociceptori pfispiva k sumaci signala
z periferie tim, Ze zvySuje aferentaci C-vlaken do zadnich rohd miSnich. (Belmonte 1996,
Handwerker 1993, Treed 1990)
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Obrazek 3. Typy perifernich aferentnich vlaken (podle Stephen M. Stahl,: Stahl's Essential
Psychopharmacology 3rd Edition, Cambridge University Press 2008)

Akutni bolest je nejcastéji zpusobena poskozenim celistvosti organismu.Vznika
pfimym pusobenim fyzikalnich, chemickych latek na nociceptory. Z poranénych bun¢k se

vyléva obsah bohaty na kationy a zdroje energie. Vyplavovani kationti vyvola pokles pH



V mezibunécném prostoru, coz k nocicepci vyrazné piispivd. Do mista poSkozeni je také
privadéna fada bunék nesenych krevnim ob&hem, napt. makrofagy, zirné bunky, T buiky

a dalsi krevni elementy které piisobi pronociceptivneé. Poranéné bunky i bunky v okoli také
produkuji latky jako cytokiny, ristové faktory a prostaglandiny, ptisobi jako piimé aktivatory
nociceptori nebo jako mediatory zvysujici citlivost nociceptort. NejvyznamnéjSimi jsou
prostaglandin E2 (PGEZ2), bradikinin a NGF (nerve grou faktor).

Dlouhotrvajici a intenzivni bolestivdA stimulace a dlouhodobé plisobeni
pronociceptivnich latek muze zpisobit zmény v NS a vést az krozvoji patologickych
bolestivych stavii. Vlastnosti a citlivost senzorickych neuronli je ddna zejména typem a
poctem nociceptivnich receptord exprimovanych na jejich povrchu a jejich funkénimi
vlastnostmi. Zména poctu, typu nebo vlastnosti téchto receptori mize vést ke zmeéné funkce
celého nervového zakonceni. Chemické latky vedouci k senzitizaci nociceptort a k zvySeni
jejich odpovédi na nadprahové podméty se vétSinou vazi na receptory spiazené s G proteiny,
které pak mohou pusobit prosttednictvim druhych posli, jak na funkéni vlastnosti receptort

(napt. fosforylace), tak na expresi proteinti v bunce. (Julius 2001)

2.3. Spinalni ganglia

Téla neuronii perifernich aferentnich vldken jsou uloZena ve spinalnich gangliich
(Obrazek 4). Prostfednictvim jejich dendritd jsou pfijimany senzorické i nociceptivni
informace a jejich axony - centralni vybézKy, tvoii synapse S neurony zadnich rohti misnich
(DH), které ptedavaji informaci dale. (Obrazek 5) Néktera PAFs projikuji az pfimo do jader
prodlouzené michy (gracilis a cuneatus).

Ve spindlnich gangliich se neurony nejprve vyvijeji jako bipolarni neurony, poté
se jejich hlavni vybézek rozdéli a stavaji se z nich pseudounipolarni neurony. Neurony
spinalnich ganglii maji funkci pfijimat a zprostiedkovavat informace z vnéjsiho svéta a
piedavat je centralnimu systému. Neurony spinalnich ganglii maji rizny pramér téla. Velikost
téla neuronu obvykle odpovida velikosti periferniho nervového vldkna, které z néj vychazi.
Periferni C vlékna jsou tedy vyb&zky neuronli s malym primérem.

Neurony spinalnich ganglii mizeme také délit podle obsahu riiznych neurotransmiterti
a neuromodulatord. Neurony davajici vznik nociceptorim jsou vétSinou charakterizovany

piitomnosti velkého obsahu rtiznych peptidi.(Millan 1999)
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Obrazek 4. Histologicky fez spinalnim gangliem — ulozeni tél neurond (podle Ramon, Cajal,
Fernan-Nunez: Histology 1933)
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Obrazek 5. Ulozeni spinalnich ganglii vzhledem k mise (podle Janifer Tobin: Neuroanatomy
book 2006)

2.4. Micha

Micha vypliuje cely patefni kanal, je obalena misnimi obaly. Na pfi¢ném fezu michou
je dobfe vidét jeji organizace. Centralné je uloZena Seda hmota, periferné pak bila hmota.
Micha je obalena tfemi vrstvami ochrannych membran - tvrdou plenou, pavucnici a mékkou
plenou. Stredem probiha misni kanalek vystlany ependymem naplnény likvorem a obklopeny
vrstvou gliovych bunék.

Seda hmota mi§ni ma charakteristicky tvar motylich kiidel. V pfednich rozich minich
se nachazi velké multipolarni motorické neurony, v zadnich rozich dochazi k pfepojeni
senzorickych vlaken ze spinalnich ganglii na mi$ni neurony — prvni synapse a nalézaji se zde
zakonCeni descendentnich drah ze supraspinalnich oblasti.

Seda hmota je organizovana do 10 vrstev, takzvanych Rexedovych lamin (Obrazek 6).

Zadni roh je tvofen laminou I.(marginalni zona), laminou II. (substantia gelatinosa), laminami
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III a IV (nucleus proprius), dale pak V a VI laminou ( hluboké vrstvy). Laminy VII. az IX.
predstavuji predni rohy mis$ni. Lamina X. obkruzuje centralni kandl. Do pfijmu, zpracovani a
transmise nociceptivni informace se prednostné zapojuji laminy I, vnéjsi ¢ast laminy II, dale

pak i lamina V. V1. a X. (Swett a Woolf 1985, Todd 1993).

2w

Vil

Obrazek 6. Organizace lamin Sedé hmoty na pficném fezu michou (podle Saunders: Dorland's

Medical Dictionary for Health Consumers, Elsevier Inc 2007)

Bila hmota v miSe obklopuje ze vSech stran hmotu Sedou, ktera ji svymi rohy
rozdéluje na tfi zakladni provazce piedni, zadni a bo¢ni - funiculus anterior, posterior,
lateralis. V bilé hmoté probihaji misni vzestupné a sestupné drahy (Obrazek 7). Bila hmota je
seskupena do svazkt (drah, traktd), pfedni provazce mis$ni vedou zejména vlakna motoricka,
zadni provazce miSni vedou vldkna senzitivni, postranni provazce - oba typy vlaken. Vlakna
v blizkosti Sedé hmoty tvoii pfevazné kratké intersegmentalni neurony spojuji rizné horizonty
Sed¢ hmoty mezi sebou.

White matter in the spinal cord consists
of axons carrying information to and from

the brain.
To the SN
brain From the
N T brain
2 <<\ =

e\
N
Ascending tracts carry sensory Descending tracts carry
information to the brain. commands to motor neurons.

Obrazek 7. Organizace bilé hmoty na piicném fezu michou (upraveno podle Benjamin

Cummings: Get Ready for Biology, Pearson Education Inc. 2006)
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Vstup nociceptivnich vldken do michy je pfesné prostudovan. Nociceptivni PAF
vlakna vstupuji zadnimi (dorzalnimi) kofeny do zadnich rohti mis$nich (DH). Experimentalné
byla také prokazana existence nociceptivnich vlaken (velmi mala ¢ast) vstupujicich prednimi
(ventralnimi) kofeny. Tyto vlakna se ale poté bud'to vraci do zadnich rohti nebo se ztraceji.
Vlakna nesouci informace o nociceptivnich podnétech jsou v miSe vedena do zadnich rohu
zejména do I. a Il. laminy. C a Ad vlakna vstupuji hlavné do 1. laminy a do povrchové vrstvy
I1. laminy zadniho rohu michy. Vlakna AP projikuji ptevazné do I1l. a IV. laminy.

Neurony zadnich rohti michy rozdélujeme podle jejich odpovédi na periferni podnéty,
na 3 zékladni typy, nociceptivné specifické neurony (odpovidaji pouze na silné¢ poskozujici
podnéty), neurony se Sirokym dynamickym rozsahem (wide-dynamic range - WDR)
odpovidaji na celou $kdlu podnéti od slabych po silné a neurony odpovidajici S nejveétsi
intenzitou na slabé podnéty (low threshold - LT).

Prvni typ - nociceptivné specifické neurony, jsou aktivovany vyhradné nociceptivnimi
podnéty a vedeny C a Ad aferentnimi vlakny. Druhy typ - WDR neurony odpovidaji na
sirokou Skalu podnétd, dochazi v nich k sbihani fady signald a to nejen z kize, ale i
Z vnitinich organti a kloubil. Jsou excitovany podnéty mechanickymi, tepelnymi i
chemickymi. Za normaélnich okolnosti kéduji intenzitu podnétu frekvenci svych akénich
potenciald. Tietim typ jsou LT neurony reagujici zejména na lehké tlakové podnéty a pfimo
se neucastni vedeni bolesti.

Neurony v miSe se také daji rozdélit na supraspinalni (projekéni neurony) a
propriospinalni interneurony. Supraspinalni vedou nociceptivni informace supraspinalné do
vysSich mozkovych center. Propriospinalni intersegmentalni a intrasegmentalni neurony hraji
dulezitou roli v propojeni, komunikaci, modulaci a integraci informaci. Propriospinalni
neurony se rozdéluji na excitacni a inhibi¢ni. Vyznamnou ulohu v modulaci nociceptivni
signalizace v mise hraji i gliové a imunokompetentni buniky. Jejich interakce jak s neurony tak
s ostatnimi bunikami hraje velkou roli v adaptaci nociceptivniho systému. (Cervero 1995A,
1995B, Dubner 1983A a 1983B, Mense 1993, Millan 1999, Swett a Woolf 1985)

2.5.Gliové bunky

Kromé neurond se na udrzeni spravného chodu nervového systému podili i gliové
bunky, které tvofi druhou slozkou nervového systému. Zajistuji vyzivu, ochranu a vytvareji
podplrny systém pro neuronalni rast. Udrzuji stalé prostiedi, nezbytné pro funkci neuront a
plni také funkci nervového imunitniho systému. Jsou zasobarnou energie, kterou neuroniim

dodavaji. Neurony dokazi pfijimat energii jen ve formé glukosy, ptipad¢ pyruvat, gliové
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bunky dokézi zpracovat i jiné zdroje energie. Imunitni pochody zprosttedkované gliovymi
bunkami se uplatiuji pii zanétech nervu na periferii i v CNS, také u bakterialnich, virovych,
autoimunitnich i neurodegenerativnich onemocnénich. Pfi téchto déjich vylucuji gliové bunky
fadu antigenti, cytokini a enzymu.

Podle puvodu muzeme rozdé¢lit gliové bunky na neuroglie z neuroektodermu a
mikroglie z mezodermu. Také se daji rozdélit podle svého umisténi v nervovém systému na ty
vyskytujici se v centralnim a perifernim nervovém systému.

V CNS jsou ptitomny oligodendrocyty s malo vybézky tvoficimi myelinové pochvy
vice neuritd vyskytujici se v Sedé i bilé hmoté majici i metabolické aktivity. Déle pak
ependymové buiiky tvorici vystelky dutin pfipominajici fasinky a napomahajici pohybu
likvoru, astrocyty (nachézeji se v bilé i $edé hmot¢) vytvarejici hemoencefalickou barieru a
odd¢lujici neurony od pia mater a mikroglie pohyblivé fagocytujici neuroimunitni bunky
(Obrazek 8).

V perifernim nervovém systému jsou to zejména Schwannovy buiiky obtéacejici se a
vytvaiejici myelinovou pochvu kolem jediného neuritu (Obrazek 9) a satelitni buiky, které

sice také vytvareji myelinové pochvy ale maji spise metabolickou funkci. (Millan 1999)

& e

astrocyt oligodendrocyt mikroglie ependymové buriky

Obrazek 8. Gliové bunky v CNC (upraveno podle Némecek S. a kol.: Neurobiologie,
Avicenum, Praha 1972)

myelin sheath

-

node of Schwann cell
Rarvier

G Schwann cell

Obrazek 9. Myelinovy obal axontli - Schwannova burika (upraveno podle Ransom, B. R. and
Kettenham, H. (ed.):Neuroglia, Oxford University Press1995)
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Vyznam gliovych bunék v nocicepci
Na povrchu gliovych bunék se vyskytuje fada iontovych kanald i receptort, samy 0

sob¢ sice nejsou schopny vytvaret vzruch ani ho vést ale vytvareji prostfeni nezbytné pro
neuronalni aktivitu, vytvareji prostfedi pro vedeni akcéniho potencidlu. Gliové bunky jsou
charakteristické svou vysokou linearni propustnosti pro K+ ionty. Glie obsahuji i jiné K+
kanaly, a to napétové zavislé, dale pak také Nat+ CA++ Cl- napétové zavislé, dokonce 1 K+
mechanické kanaly. Na svém povrchu nesou i celou fadu receptori (GABA receptory,
glutamatové receptory, glycinové receptory, i receptory spiazené s G-proteiny).

Pfi poranéni a vedeni bolesti nastavaji v gliovych buiikach stejné jako v neuronech
zmény- pii fyziologické bolesti se po urcité dobé zase vraceji k normalu, pii patologické
bolesti se miiZe stat, Ze zmény pietrvavaji i na gliovych bunkach, které se nyni stavaji dalSim
ptispévateli bolesti a navic neurony V tomto stavu udrzuji. Stav gliovych buné¢k je vyraznym

prispévatelem patologické bolesti.

2.6. Vzestupné a sestupné drahy miSni

Ascendentni drahy. Po integraci nociceptivni informace v zadnich rozich michy je
informace dale pienaSena projekénimi neurony do CNS. Axony projek¢énich neurond jsou
ulozeny v vzestupnych (ascendentnich) drahach. Muzeme je rozdé€lit na piimé a nepiimé.
Pfimé drahy projikuji pfimo, do mozkovych struktur, kde se nociceptivni informace
zpracovava. (Obrazek 10.) Nejdulezitéjsi pfimou drahou v pfenosu bolesti je spinothalamicka
draha (STT), Gcastni se také draha spinomesencefanicka a spinoretikularni. Nepiimé drahy
jsou takové, kde dochazi cestou do CNS K piepojeni na dalSi neurony, mezi né patii

vyznamna spinocervikalni draha. Pro vjem bolesti je mimo aktivity fady podkorovych center
v CNS také dilezita i projekce do mozkové kiry. (Besson 1987, Willis 1991)
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Obrazek 10. Schéma ascendentnich drah (upraveno podle Porodnicka encyklopedie 2006)

Descendentni drahy vedouci z mozkovych struktur hraji mimo jiné dulezitou tlohu
v modulaci a integraci nociceptivnich signald v DH (Obrazek 11). Systém descendentnich
drah — kortikospinalni, tlumivy, byl objeven v letech 1974-1975. Hlavnimi slozkami jsou

serotogeni, noradregeni a dopaminergni systém.(Willis 1991)

* descendentni inhibice - Antinociceptivni modula¢ni uloha descendentnich drah spociva
v redukci vylevu neurotransmiterit z nociceptivnich PAF. (Millan 1997) Aktivovana
descendentni draha tedy inhibuje PN vedouci nociceptivni informaci. Na descendentni
inhibi¢ni mis$ni systém pusobi aktivacné fada latek endorfiny, enkefaliny, estrogeny i dalsi,

pii masivnim vylevu mize vznikat | analgezie a to blokaci NMDA receptord v miSe.

V descendentnim systému jsou dale dillezité endogenni opioidy majici také analgeticky efekt.
Mozkova kiira ma znacny tlumivy vliv, odtud zfejm& prameni psychologicka moZnost

ovlivilovani bolesti. Descendentni drahy piednostné inhibuji excitaci WDR neuront.
* descendentni facilitace — Descendentni facilitatni mechanismy vyvolavaji excitaci na

zakoncenich nociceptivnich PAF i na neuronech DH. (Millan 1997) Maji zesilujici efekt pti

modulaci nociceptivni signalizace.
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Obrazek 11. Schéma descendentnich drah (upraveno podle Porodnicka encyklopedie 2006)

2.7. Centralni nervovy systém

Hlavni mozkové centra pfijimajici a zpracovavajici nociceptivni informace a podilejici se na
vjemu bolesti jsou thalamus a mozkova ktra. Thalamus je vzhledem k bolesti nejdilezitéjsi
mozkovou strukturou, zpracovava informace o intenzité, lokalizaci, a Casovém pribéhu
bolesti. Thalamus je také spojen s limbickym systémem a kortikalnimi strukturami, tudiz je
odpovédny i za psychickou nejen diskrimina¢ni slozku vnimani bolesti. Hlavnimi oblastmi
zpracovani bolesti v thalamu jsou jadra ventrobasalniho komplexu, oblast lateralniho thalamu
a komplex jader zadniho thalamu. Z thalamu jsou informace predavany dale do mozkové kury
nebo dalSich struktur. Korové oblasti podilejici se na zpracovani nociceptivni informace maji
také velké mnozstvi spojeni s limbickym a motorickym. Jsou vSak spojeny i s dalSimi
strukturami jako je amygdala, hypothalamus, hippocampus a kromé nociceptivniho pfenosu

maji i jiné funkce vCetné fizeni emoci. (Apkarian 1995, Craig 1994)
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3. Neurotransmitery a modulatory nociceptivnich signala

V pienosu nociceptivnich signalu jsou dilezité jak aktivujici (excitacni), tak tlumici
aminokyseliny (glutamat a aspartat) a neuropeptidy (substance P, neurokinin A), které jsou
silné pronociceptivni. DalSimi pronociceptivni mediatory jsou napiiklad ATP, NO,
prostaglandiny, bradykinin, cytokiny a neurotrophiny. Z inhibi¢nich hraji roli v pfenosu

nociceptivni informace zejména inhibi¢ni aminokyseliny (GABA a glycin) a opioidy.

3.1. Excita¢ni aminokyseliny a jejich receptory

Glutamat jako jeden z nejvyznamnéjSich neuropfenaSecli, pasobi na piiblizné
poloving vSech synapsi v mozku. Posledni vyzkumy ukazaly, ze muze hrat lohu i v periferni
aktivaci a senzitizaci nociceptorti, vzhledem k pfitomnosti jeho receptori na perifernich
nervovych zakoncenich.

Aspartat Kyselina asparagova (Asp) je biogenni aminokyselina. Obsahuje
karboxylovou skupinu, je tudiz kysel4, polarni a hydrofilni. V organismu se vyskytuje ve
formé své konjugované zasady, ktera se nazyva aspartat. Aspartat je, spolecné s glutamatem,
hlavni excita¢ni neurotransmiter mozku a michy. Glutamat i aspartat se vazou na glutamatové
receptory ionotropniho a metabotropniho typu, coz ztéchto receptord déla jedny

vvvvvv

vyskytuji na synapsich v CNS, v HD, na membranach PAF 1 v koznich zakon¢enich neurontl.

Glutamatové receptory rozdélujeme podle hlavnich agonistti na 3 typy ionotropnich
receptori: NMDA, AMPA a Kainatové receptory které jsou pifimo spojeny s kationtovymi

kanaly a dale na metabotropni receptory spojené s G-proteiny, které také rozdélujeme do tri

skupin.
Ionotropni glutamatové receptory T T T a—
NMDA AMPA Kainatové Skipiy I Skupiny I Skuping IIT
J\ mGlul mGlu2 mGlu4
mGlu5 mGlu3 mGlu6
mGlu7
NR1 NR2A-D NR3A GluR1-4 GluR5-7 KAL,2 mGlu8

Tabulkal. Rozd¢leni glutamatovych receptorti
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NMDA receptory jsou heterotetraméry, tvofené kombinaci podjednotek NRla
NR2A-D, zastoupeni podjednotek je v receptorech v riznych neuronech rizné. NMDA
receptory v neuronech maji pomalou kinetiku a jsou charakteristické napétoveé zavislou
blokaci kanalu Mg 2+ ionty. Kanal NMDA receptort propousti vyrazné¢ Ca2+ ionty, dale také
Na+ K+ ionty. NMDA receptory maji modula¢ni vazebné misto pro glycin, jenz je esencialni

pro funkci kanalu. Jsou pfitomny jak presynapticky tak postsynapticky. (Millan 1999)

AMPA receptory maji rychlou kinetiku, nizkou afinitu ke glutamatu a rychle
desenzitizuji. Jsou selektivné aktivovatelné[] a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole
propionovou kyselinou. AMPA receptory jsou tetramery slozeny z podjednotek (GIuR1-
GluR4). GIuR2 podjednotka je dulezita pro propustnost Ca2+ a vodivost. Obsazeni
allosterického mista na AMPA receptoru neni bezpodminecné¢ nutné pro aktivaci iontového

kanalu. (Bettler 1995)

Kainatové receptory jsou aktivovany kainatem. Jsou tvofeny riaznymi kombinacemi
podjednotek GIUR5-GIuR7, KA1 a KA2. Jsou funkéné podobné AMPA receptorim. Bylo

ukazano, ze mohou mit tlohu také v indukci dlouhodobé potenciace (LTP). (Hollmann 1994)

Metabotropni Glu receptory se rozd€luji do 3 skupin. Receptory 1. skupiny se na
misni urovni nalézaji v neuronech povrchovych vrstev DH a jsou pozitivné spojeny
s fosfolipazou C (PLC) a pravdépodobné i s NO syntétazou (NOS). Metabotropni GLU
receptory skupiny II a III jsou negativné spojeny s adenylcyklazou. Specifické typy mGlu
receptoru se podili na modifikaci intracelularni koncentrace Ca2+ iontu a modulaci aktivity
proteinkinaz, které hraji dulezitou roli v regulaci receptorti spojenych s iontovymi kanaly a

v modulaci genové transkripce. (Millan 1999)

Glutamatové receptory a jejich aloha v nocicepci

Glutamatové receptory v miSe a supraspindlnich strukturdch CNS jsou endogenné
aktivovany excitacnimi aminokyselinami, nebo exogenné N-metyl-D-aspartatem ( NMDA
receptory). Aktivace centralnich glutamatovych receptorit indukuje fadu molekularnich
mechanismi vedoucich k syntéze dal$ich mediatord. Tim je napfiklad Oxid dusnaty (NO),
ktery aktivuje  gvanylatcyklazu, zvySenim hladiny intracelularniho  cyklického

gvanozinmonofosfatu (cGMP). (Conn 1997)
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NMDAergni stimulace aktivuje proteinkinazu C (PKC), kterda — kromé jiného —
facilituje synapticky pfenos, a adenylatcyklazu, ktera je odpovédna za tvorbu intracelularniho
druhého posla (cyklického adenozinmonofosfatu - CAMP). Dojde také ke zvySeni biosyntézy
prostaglandint PGE2 a PGF2, které facilituji nociceptivni transmisi na periferii i centralné.
Patofyziologické zmény po aktivaci glutamatovych receptort (NMDA a non-NMDA
receptorll) se projevi aktivaci a facilitaci transmise bolesti, zejména v pozdni fazi, indukci
behavioralnich reakci na bolest a k rozvoji “wind-up” fenoménu -drazdéni 1. neuronu vede k
nardstu potencialt ve 2. neuronu, az zacne sam generovat nociceptivni potencialy.

(Ferreira, 1994)

3.2. Neuropeptidy modulujici nocicepci

Nejvyznamnéj$im zastupcem jsou tachykininy - Substance P a Neurokinin A. Vazi
se na neurokininové receptory (NK1, NK2) a jsou pozitivné spojené s PLC. Substance P
pfispiva k axonalnim reflexim, ucastni se perifernich zanétlivych reakci a podili se na
modulaci nociceptivni signalizace na mi$ni trovni. Substance P a jeji receptory jsou v
lidském mozku Siroce zastoupené, vcetné mnoha mist v limbickém systému (amygdala,
hypothalamus, septum) a mozkovém kmeni (locus coeruleus, nukleus raphe).

(Bantley 1995, Coggeshall 1997)

3.3. DalSi pronociceptivni mediatory

Bradykinin je uvoliiovan z poskozené tkan¢ a pfispiva k ¢asnym ,,zanétlivym®
procesim. Ma vliv na PAF bud pfimo stimulaci senzorickych zakonceni nebo pfispiva
k tvorbé prostaglandinti, dalSich mediatorti zanétu. Existuji 2 bradykininové receptory Bl a
B2. Bl receptory podporuji rozvoj nocicepce béhem poSkozeni tkédné. Exprese téchto
receptorti na perifernich zakonéenich je dileZita pro nocicepci. Uast bradykininu byla
prokdzéna na modulaci nociceptivniho synaptického pienosu na miSni Grovni, zejména za
patologickych situaci.

Cytokiny hraji vyznamnou roli v iniciaci a udrzovani ,,zanétlivého* stavu. Maji
potencia¢ni | inhibi¢ni u¢inky na imunitni a zanétlivé bunky, vyrazné také ovliviuji
senzorické neurony. Mohou pisobit pfimo na nociceptory nebo stimulovat vylev jinych latek
napi. prostaglandin. Béhem akutni faze zanétu, cytokiny zplisobuji senzitizaci nervovych
zakonCeni pies kinazy spojené s receptory nebo fosforylaci iontovych kanald. Mezi
cytokininy podporujici zanét patii tumor necrosis faktor alfa (TNFalfa), interleukin-1 (I1L-1),
IL-6 a chemokinin IL-8. (Coggeshall 1997, Conn 1997, Fletcher 1996)
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3.4. Inhibi¢ni mediatory

GABA - Kyselina gama-aminomaselna (kyselina y-aminomaselna) je hlavnim
inhibi¢nim neurotransmiterem v nervovém systému. GABA byla poprvé syntetizovana v roce
1883 a byla nejdfive zndma jako metabolicky produkt rostlin a mikrobt. V roce 1950 vsak
byla objevena jako integralni souc¢ast CNS savci.(Roth 2003) GABA hraje dilezitou roli pii
regulaci excitability neurontl, pisobi na inhibi¢nich synapsich vazbou na specifické receptory
ulozené pre- i postsynapticky. Jsou znamy tii tfidy GABA receptord: ionotropni receptory
GABAA a GABAC, které jsou samy o sob¢ iontovymi kandly, a metabotropni receptory
GABAB, coz jsou receptory spojené s Gproteiny, otevirajici iontové kanaly prostfednictvim
svych G proteinti. Vazba na ionotropni GABA receptor zpusobi otevieni chloridovych kanala

vylev Cl- iontd a hyperpolarizaci neuronu.

Glycin je inhibi¢ni neuroptfenase¢ v CNS, miSe, mozkovém kmeni a na Sitnici.
Aktivace glycinovych ionotropnich receptort umozni vztup CI- do neuronu a hyperpolarizaci
membrany. Strychnin je antagonista ionotropnich glycinovych receptord, blokada

strychninem vyvolava kiece. Glycin je spolecné s glutamatem ligandem NMDA receptort.

3.5. Opioidy

Jako opioid je oznacena latka schopnéd véazat se na opioidovy receptor. Nachazeji se
zejména v centralnim nervovém systému a travicim traktu. Existuji ¢tyfi hlavni skupiny
opioidi. Endogenni opioidy, produkované v téle. Opiové alkaloidy (napt. morfin a kodein).
Polosyntetické opioidy jako heroin a oxycodon a syntetické opioidy jako metadon a pethidin.
Endogenni opioidy - endorfiny a enkefaliny jsou latky ptirozené tlumici bolest.V lidském
organismu pisobi opioidy pfedevsim v CNS. Na miSni Grovni je vyznamna piitomnost
opioidnich receptorti na presynaptickych zakoncenich nékterych PAF, kde jejich aktivace

vede k inhibici nociceptivniho synaptického pienosu.
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4. Patofyziologie bolesti

4.1. Klasifikace bolesti
Bolest se da rozd¢lit na dvé odlisné formy a to na bolest akutni a chronickou.
Je s vyhodou nahliZet na tyto dva druhy bolesti samostatné, vzhledem k tomu, ze se odlisu;ji

I svymi patofyziologickymi mechanismy.

AKkutni bolest - je intenzivni a trva po omezenou dobu. Je zpisobena pfimym poskozenim
tkani a lze ji povazovat za symptom. Z lékaiského hlediska je charakterizovana dobou kratsi

nez 3-6 mésicu. Je snaze 1é¢itelna.

Chronicka bolest - vyzaduje jiny pfistup, nemusi byt pfiznakem Zadného akutniho
poskozeni a Casto ovliviiuje ostatni aspekty zivota. Je charakterizovana dobou trvani del$i nez
3-6 mésicti. Nema biologicky informativni vyznam.

Neuropaticka bolest - vyvolana v dasledku dysfunkce nebo poskozeni ¢asti periferniho

nebo centralniho nervového sytému. (Wolf 2004)

4.2. Patologické bolestivé stavy
Patologicka bolest je dynamicky proces, ktery se vyviji v ¢ase. Neuropaticka bolest
ktera vznika jako dusledek poskozeni nervového systému nevznika hned a najednou v plné
intenzit¢ po poskozeni jak je tomu u akutni bolesti, ale vyviji se postupné. Znakem
neuropatické bolesti je to, Ze nevyzaduje stimulaci nociceptort volnych zakonceni PAF.
Patologické bolestivé stavy lze rozdélit na ty které jsou vyvolané stimulaci a na

spontanni, také je lze rozd¢lit dle piivodu na periferni a centralni.

* zavisejici na stimulaci

Piedstavuji zvyseni citlivosti na periferni podnét. Mezi patologické bolestivé stavy,
které jsou vyvolany stimulaci, patii allodynie a hyperalgezie. Allodynie je bolest vyvolana
podnétem, ktery normalné bolest nevyvola (napt. dotykem, teplem). Hyperalgezie oznacuje
zvySenou citlivost a snizeny prah k bolestivym stimulim nadprahové intenzity: bolestivy

stimulus vyvola bolest vyssi intenzity, nez je obvyklé (Obrazek 12).
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Allodynie - bolest vyvolana normalné nebolestivym podnétem. Neposkozujici podnét
vyvola takovou odpovéd’ kterd za fyziologickych podminek vznika pouze pii poskozujicim
podnétu. Zahrnuje zménu v kvalité &iti, nepoSkozujici termické, mechanické a chemické
podnéty nejsou rozliSovany v puvodni podobé (kvalit€) a jsou popisovany jako bolestivé.
K allodynii dochazi v dasledku aktivace Ap-vlaken.

Hyperalgesie - zvysena citlivost k bolestivym podnétim a zvysena bolestiva odpoveéd’
na né¢. Nezahrnuje zmény v kvalité Citi jako alodynie. Vznikéd ndsledkem poskozeni nebo

zanétu tkani, a aktivaci C-nervovych vlaken.

1 100 — —
a yperalge i
< sod &{ }(
a 60. /
Lo T Allodynie Poskozeni Normal
1
e 20
io
nebolestivy podnét bolestivy podnét

Intenzita podnétu

Obrazek 12. Vnimani hladiny bolesti za kontrolni situace a po poskozeni (upraveno podle
Textbook of Pain 2004)

* nezavisejici na stimulaci
Spontanni bolest mize byt jak kontinudlni, tak intermitentni, né¢kdy i paroxysmalni.
Objevuje se v dusledku ektopické aktivity, neuralni disbalance nebo hyperaktivity,

Vv perifernim nebo centralnim nervovém systému.

4.3. Priciny patologické bolesti

Patologickou bolest je mozné povazovat za nemoc. Patofyziologie patologické bolesti
je slozitd a n€kde dosud nejasnd, K jejimu rozvoji piispiva vice mechanismi (zmény
excitability, abnormalni senzitivita myelinizovanych a nemyelinizovanych vlaken, generovani
spontanni aktivity, abnormalni nervové vyboje a zmény topologie Na+ kanalt). Hlavni

priciny patologickych bolestivych stavili je vS§ak mozno rozdélit na periferni a centralni.
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« periferni mechanismy

Hlavnim perifernim mechanismem zvySené citlivosti  je senzitizace periferniho
nervového zakonceni. To je zpisobeno nekolika faktory, zejména vylevem mediatorti zanétu
zpusobujici zvySenou drazdivost nervovych vldken 1 nociceptori — neuronalni
hyperexcitabilitu. Podkladem periferni senzitizace a snizeni prahu drazdivosti je hlavné
aktivace kinaz Vv nervovém zakonCeni a nasledna fosofrylace kanall, ktera vede k jejich

zvysené citlivosti na agonisty.

* centralni mechanismy

V centrdlnim nervovém systému se jedna zejména o modulaci nociceptivni
signalizace. Na mi$ni Grovni se na tom podileji jak presynaptické, tak popstsynaptické
mechanizmy. Postsynaptické mechanizmy - senzitizace miSnich neuronti, ty poté reaguji na
puvodné slabé, neefektivni synaptické vstupy generovanim akcnich potencidlll a signalizuji
dale do CNS. Na modulaci nociceptivni signalizace na mi$ni urovni se podili cela fada
molekul neurotransmiteri, neuromodulatord a jejich receptort. Zejména se jednd o
glutamatové NMDA receptory a NK1 receptory pro substanci P. V posledni dob¢ se ukazuje,
ze velky vyznam mohou mit i presynapticky uloZzené TRPV1 receptory, jejichZz funkce je

rozebrana nize. (Ji 2003, Scholz 2002)
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5. TRPV1 receptory a jejich funkce

Senzoricky systém zivych organizmt je vybaven presnymi a dimyslnymi
mechanizmy, umoziujici mu rozpoznavat podnéty ptichdzejici z prostredi, odlisit ohrozujici
podnéty od neSkodnych a pfedat informaci o nich do centradlniho nervového systému. Tato
schopnost je dana piedev$im vlastnostmi iontovych kanald, exprimovanych na perifernich
zakoncCenich primarnich senzorickych neurond. Aktivace téchto iontovych kanalit umoznuje
prevod (transdukci) podnéti (specifickych a nadprahovych) na depolarizaci bunécné
membrany, a k vzniku ak¢niho potencidlu — signalizace, jenz je poté vedena do CNS.
Vyznamnou skupinou transduk¢nich iontovych kanalii exprimovanych na senzorickych
neuronech jsou TRP kanaly (transient receptor potential channels). Savci pomoci TRP kanali
rozeznavaji teplotni zmény Vrozsahu fyziologickém a patologickém a chemické latky
vyvolavajici bolest. (Caterina 2000). Vyznamny je zejména TRPV1 receptor z vaniloidni
rodiny TRP receptoru. Poznani struktury a funkce tohoto receptoru vedlo k mnohem hlubsimu
pochopeni fady nociceptivnich mechanismd.

TRPV1 receptory jsou exprimovany na perifernich i centralnich zakoncenich
senzitivnich neuront a hraji vyznamnou ulohu v transmisi a modulaci nociceptivni informace.
Jsou to molekuldrni integratory fyzikalnich a chemickych bolestivych podnéti. TRPV1 jsou
vyznamngé senzitizovany mediatory zanétu uvolnénymi z poskozené tkang.

TRPV1 receptor byl naklonovan teprve vroce 1997 (Caterina et al.1997), coz
umoznilo mimo jiné jeho transfekci do riznych expresnich systéml bunécnych linii. Tyto
experimenty pomohly zpiesnit informace o struktufe a funkci téchto receptori. TRPV1
receptory maji vazebné misto pro latky z chemické skupiny homovanilind, jsou to rostlinné
extrakty a velmi drazdivé latky. Jsou exogennimi agonisty TRPV receptorti a cela skupina od
nich odvozuje svij nazev - vaniloidni. Nejvyznamnéjsi z téchto latek je kapsaicin - latka
izolovana z paprik rodu Capsicum (Tresh 1846). Citlivost na kapsaicin vykazuji C i Ad
vlakna, pro TRPV1 je kapsaicin zvlast¢ dilezitym agonistou proto se mu také né€kdy fika
kapsaicinovy receptor (Bandell 2004).

Objev kapsaicinového TRPV1 receptoru ptedstavoval zlom ve vyzkumu percepce
tepelnych a chemickych bolestivych podnétii. V miSe se kapsaicinové receptory nachazeji
zejména na primarnich aferentnich neuronech. Nékteré studie uvadi i jejich pfitomnost na
postsynaptickych neuronech, pifedev§im v I. a II. laminé. Nachazeji se také na neuronech
spinalnich gangliich. TRPV1 receptory byly také prokazany v nékterych centrech v mozku,
Vv epitelech, mukoséach, hladkych svalech a pfedpoklada se, Ze hraji roli i v neurogennich

zanétech a visceralni bolesti (Ferreira 2002).
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5.1. Molekularni stavba TRPV1 receptoru

TRPV1 je hlavnim zéastupcem rodiny TRPV proteinii kterou mtzeme 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 intracelularné. 5.a 6. transmembranova doména tvoii
také vlastni oblast poru. (Obrazek 13.) Kapsaicinovy receptor TRPV1 je protein o délce 838
aminokyselin a mol. hmotnosti 95kDa (Caterina 1997).

TRPV1 receptory se skladaji do tetrametrii S centralnim hydrofilnim pérem - vytvareji
tak neselektivni kationtové kanaly pro Na+ K+ a Ca+.Existuji 3 homologni podjednotky TRP
kanalt tvofici rizné homotetramery, které mohou heteromerizovat s ostatnimi. (Smith 2002)

Hydrofilni N koncova cytoplazmaticka doména tvoii vice nez polovinu proteinu (432
aminokyselin), obsahuje oblasti bohaté na prolin a tri ankyrinové domény interagujici
s cytoskeletem a jinymi proteiny. (Obrazek 14.) Druha také intracelularni C koncova doména
je dilezita pro fosforylaci proteinkinds a nese vazebna mista pro kalmodulin, PIP2 a ATP.

Vazebné misto pro homovaniloidy je orientovano ven z buiiky. (Montell a Rubin 1989).
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Obrazek 13. A- Schéma transmembranové domény VRI1- 6podjednotek, B- prostorové

ulozeni v membran¢ (podle Vlachova, Vyklicky :Bolest ,Tigris 2006 p.46)
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Obrazek 14. Molekularni struktura vaniloidniho receptoru TRPV1, A- podjednotka TRPV1
B-model molekuldrni struktury (podle TouSova K. a kol.:Analgetické u¢inky kapsaicinu:tisice

let nepoznany mechanismus 2007)

5.2. Aktivace TRPV1 receptoru

- tepelnymi podnéty- Teplota ovliviiuje funkci témét vSech iontovych kanali, a vSak
jen u né¢kolika zptisobi aktivaci. Proteinova struktura TRPV1 receptoru je schopna ptesné
reagovat na teplotu prostiedi, a vyvolanim konformaéni zmény pfi teplotach nad 43°C oteviit
iontovy kanal. Pravé tato teplota predstavuje pocatek vnimani bolestivé reakce na tepelné
podnéty. Tento prah pro aktivaci je velmi pfesné regulovan v distalni ¢asti C koncového
fetézce. Jestlize je TRPV1 vystaven teplotam vy$$im nez 53°C dochazi k ¢aste¢né denaturaci
(trvalé konfirmaéni zmén€) a K snizeni teplotniho prahu pro aktivaci receptoru. (Caterina
1997, Prescott 2003).

Pfitomnost zanétlivych mediatort jako prostaglandin, bradikinin, zvySena koncentrace
ATP nebo protoni také snizuje prah pro aktivaci TRPV1 coz je zfejmé podstatou zesileni
bolestivych vjemu — hyperalgesie. (Ferrer-Montiel 2004, Jordt 1997, Smith 2002)

-kapsaicinem- Kapsaicin je siln¢ lipofilni latka (8-methyl-N-vanillyl-6-monoamid) a
jeho analogem je dalsi agonista resiniferatoxin (RTX). Na aktivaci TRPV1 receptoru
kapsaicinem se podileji i intracelularni domény jako je hydrofobni klicka mezi 4. a 5.
segmentem a obé koncové domény (C 1 N) (Jordt 1997). Kapsaicin je vSak schopny se u¢inné
véazat pouze z extracelularni strany.

-acidosou- pfi zanétech, poranénich, infekcich i pii ischémii se pH extracelularniho
prostiedi snizuje ze své fyziologické hodnoty (7,3) v dasledku vylevu protond. Mistni sniZzeni
pH (6,8-acidosa) je piirozenym aktivatorem TRPV1(Handwerker 1993). Protony funguji

nejen jako piimé aktivatory TRPV1 receptorti ale i jako jejich modulatory. Mirné sniZzené pH
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zesiluje aktivitu receptorii po navazani kapsaicinu a rovnéz i po tepelném podnétu. Protony
primarné zvysuji pravdépodobnost otevieni iontového kanalu, pH nizsi 6,3 dokonce zpusobi
aktivaci TRPV1 receptorti uz pii 35°C. (Jordt 1997) Snizeni pH pod 6,0 pak zptsobi trvalé
otevieni TRPV1 kanalu. (Tominaga 1998) Protony svym kladnym nabojem neutralizuji
zaporn€¢ nabité aminokyseliny v oblasti poru z extraceluldrni strany ¢imz jej oteviraji.
(Caterina 1997)

-lipidovymi slouceninami- Mezi endogenni vanilioidy aktivujici TRPV1 receptory
patii tfi skupiny latek vznikajici z kyseliny arachidonové, a jsou produkovany piedev§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)-
hydroperoxyeikosatetraecnova a 15-(S)-hydroperoxyeikosatetraenova. Také dalsi latky jako
jsou omega-3-polynenasycené mastné kyseliny -dokosahexaenova kyselina (DHA), -linoleova
(LNA) a -eikosapentaecnova (EPA), ve koncentracich 1-10 puM, piimo aktivuji TRPVI
(Matta, 2006).

TRPV1 receptory jsou tedy aktivovany chemickymi latkami(kapsaicin), kationy =

snizenim pH vnéjSiho prostieni pod 6.5, lipidovymi mediatory a zvySenim teploty nad 43°C.

5.3. Senzitizace TRPV1 receptoru

Hlavnim mechanismem senzitizace TRPV1 nociceptori bolestivym teplem,
chemickymi latkami nebo mediatory zanétu je fosforylace. C koncova doména je bohata na
fosforylacni mista, proto vyrazné ovliviluje miru afinity k agonistim 1 vlastni otevirani
(PKC), Ser 774 a Ser820 pro cAMP zavislou proteinkinazu A (PAK) a Thr704 pro
kalmodulin zavislou kinazu Il (CaMK II) (Mohapatra 2003). PIP2 interaguje s TRPV1 a
zpusobuje konstitutivni inhibici, protoze fosforylatni misto PKC Ser800 se nachazi piimo
uprostied vazebného mista pro PIP2, aktivaci piisobenim PKC se PIP2 vyvaze.

TRPV1 kanal podléha senzitizaci Vv prostieni zanétu vlivem tkanovych mediatort
a jinych latek, napt zvySené hladiny NGF, GDNF a aktivita MAPkinaz v DRG nastdvajici
béhem zanétu zvysuji expresi TRPV1 receptoru a ptispivaji tak k hyperalgesii (Amaya 2004).
Vaniloidni receptor TRPV1 je v plazmatické membrané nervovych bunék ovliviiovan fadou
adapterovych a signalnich molekul, dokonce i proteiny cytoskeletu moduluji jeho aktivitu.

TRPV1 receptor je zodpovédny za nociceptivni, zanétlivé, hypotermické reakce, jako je
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akutni nociceptivni odpovéd’ na tepelné podnéty a hyperalgesie pii zanétu (Caterina 2000)

Senzitizace vaniloidniho receptoru je jednim z hlavnich mechanizmi modulace jeho aktivity.

5.4. Antagonisté- desenzitizace TRPV1 receptoru

Ze skute¢nosti, ze TRPV1 receptory hraji tak vyznamnou roli v pifenosu bolestivych
podnétli, vychazi i snaha o nalezeni latek které by ucinné a selektivné blokovaly jejich
aktivitu. Pti aktivaci TRPV1 receptoru dochazi zaroven k desenzitizaci, tj. snizeni odpovéedi
receptoru za stalé pritomnosti agonisty, tento stav receptoru souvisi s konfirmaéni zménou
proteinu, ktera vede k zavieni iontového kanalu a piechodné nebo trvalé ztraté jeho funkce.
Pretrvavajici pfitomnost agonisty také dokaze TRPV1 desenzitizovat. Desenzitizace ma
ochrannou funkci. Mira desenzitizace TRPV1 receptoru je zavisla na koncentraci Ca++
vapnikovych iont, pomér mezi rychlosti desenzitizace a resenzitizace, souvisi s procesy
fosforylace a defosforylace (Obrazek 15). (Mandadi 2004) Nejlépe prokazatelny
mechanizmus desenzitizace zavislé na vtoku Ca++ do buriky je aktivace kalcium-dependentni
fosfatazy 2B (kalcineurin), ktera defosforyluje TRPV1 a tim snizi jeho aktivitu (Docherty
1996). Dalsim Ca++ zavisly mechanizmem je desenzitizace prosttednictvim Ca++ vazebného
proteinu kalmodulinu (CaM). Kalmodulin se vaZe na oblast karboxylového konce TRPV1
receptoru (Numazaki 2003). Konfirmaéni zmény TRPV1 receptoru, vznikajici disledkem
desenzitizace, jsou dlouhotrvajici (> 20 min)(Mohapatra 2003).
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Obrazek 15. Modulaéni drahy uplatiiujici se v desenzitizaci vaniloidniho receptoru TRPV1 na
perifernim zakonceni nociceptivniho vlakna. (podle TouSova K. a kol.:Analgetické tc¢inky

kapsaicinu:tisice let nepoznany mechanismus 2007)
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Kapsazepin synteticky analog kapsaicinu byl dlouho jedingm 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 cClovéka bolest nebo oproti kapsaicinu maji rychlejsi kinetiku
aktivace/desenzitizace TRPV1 receptoru (piperin). Se stejnym cilem jsou testovany nové
syntetizované vaniloidni latky (napf. olvanil a nuvanil) a fada specifickych antagonisti
TRPV1 receptoru ziskana metodami kombinatorické chemie (Rami 2004).

Nekompetitivni blokatory TRPV1 receptort jsou vétSinou peptiny s 6 kladné nabitymi
aminokyselinami a od nich odvozené peptidy. Tyto peptidy jsou vysoko afinni.

Aktivita TRPV1 je také vyrazné snizovana oxidacnimi €inidly. V oblasti centralniho
poéru na P klicce mezi 5 a 6 transmembranovym segmenten sedi cysteinové zbytky — ty se
mohou oxidovat a interagovat za vzniku disulfidyckych mustkd 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 kanalu. Oxida¢ni latka jako Cu(Il)-phenantrolin

s spéchem kanal blokuji, fadi se tak mezi nekompetitivni antagonisty (Krause 2005).

6. Tumor nekrotizujici faktor (TNFa)

TNFa (tumor necrosis factor- alfa) patii mezi zanétlivé cytokiny a nachézi se v mnoha
typech bun¢k, pfedev§im v imunitnich bunkach, neuronech a gliovych buiikkich (Mannel
1986). TNFa hraje roli v proti-nadorové ochrané, imunitni modulaci a zanétech.

Je cytotoxicky pro zménéné nebo poskozené buiky, normalni buiky vSak muze
stimulovat k proliferaci (fibroblasty), diferenciaci (myeloidni bunky) nebo aktivaci
(neutrofily). TNFa a jeho ptibuzna molekula TNFPB maji podobnou strukturu a obé aktivuji
receptory TNFR1 a TNFR2. V modulaci nocicepce TNFa hraje dilezitou ulohu v modulaci
patologické bolesti a je také pfitomen pii vzniku zanétlivé a neuropatické bolesti (Schafers
2003). Exogenni TNFa aplikovany intraneuralné zptsobuje hyperalgesii a allodynii u potkant
a my$i. Mechanizmy jeho plsobeni nejsou zatim zcela vysvétleny.

Cytokiny mohou piisobit 1 pfimo a zvySovat neuronalni odpoveéd’ tim, ze zvysi vylev
mediatort z gliovych buné€k, napf. glutamatu a NO tedy latek schopnych modulace
nocicepce. TNFa také zvySuje syntézu ekosanoidi, specialné prostaglandinu E2 (PGE2).
Prostaglandiny stejn€ jako v misté periferniho zanétu, tak 1 v miSe hraji podstatnou roli v
rozvoji hyperalgezie a allodynie. Jak potvrzuji studie PGE2 senzitizuje buiiky a zvySuje jejich
odpovédi na podnéty a zanétliva agens jako je bradykinin. Aplikace PGE2 do zadni nohy
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potkana zvySuje odpovédi na poSkozujici stimuly a zesiluje pocity paleni po podani
bradykininu .

Bylo ukazano, ze spinalni aplikace TNFa je schopna vyvolat spinalni dlouhodobou
potenciaci (LTP). Vysledky studii ukazuji, Ze tepelna hyperalgezie vyvolana periferni aplikaci
TNFa vyzaduje modulaci TRPV1 receptoru. Tepelna hypersenzitivita se neobjevuje u mysi, u
nichz byl gen kodujici proteiny TRPV1 receptoru vyfazen genovou manipulaci. Tepelna
hyperalgezie vyvolana TNFa vyZaduje expresi TRPV1 receptorii. Mechanickd hyperalgezie
vyvolanda TNFo expresi TRPV1 nevyZaduje, mize vSak zahrnovat modulaci tetrodoxin-

rezistentnich Na+ kanala. (Grassi 1994)

7. FOS protein

Geny skupiny c-FOS a c-JUN jsou geny ¢asné odpovédi buriky, exprimované Vv jadre.
C Fos koduje jaderny protein Fos, ktery v komplexu s jinymi proteiny ovliviiuje expresi fady
dalsich genti. C —fos propojuje pies kaskadu posli déje z vnéjsiho prostiedi bunky na genovou
uroven buiky, coz vede k adaptaci neuronu a expresi potiebnych proteinii. Zména exprese
genu v jadfe vyvolana Fos proteinem v neuronech zadniho rohu michy méni také expresi
neuropeptidi. Zmény mohou vést az k modulaci synoptického ptenosu nebo i k funkénim
a strukturnim zménam na misnich synapsich a k zvyseni citlivosti pro nociceptivni podnéty.
(Munglani 1995)

V nervovém systému dochazi k expresi Fos pfi reakci na ur¢ity specificky podnét. Na
mis$ni Grovni je za normalnich (kontrolnich) podminek exprese Fos proteinu velmi nizka. Po
aplikaci nociceptivniho podnétu ale velmi rychle dochazi k zvySeni exprese. Je tedy mozné
vyuzit expresi Fos jako markeru po zvySenou nociceptivni aktivaci neuronti michy.

(Munglani 1995, Harris 1998)
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8.Zavér

Bolest je plasticky, komplexni, integrujici sled dé&jii, zacinajici aktivaci nervovych
zakonCeni perifernich aferentnich vlaken, modulovdna na misni urovni a vyhodnocovéana
v mozku. Mechanizmy patologickych bolestivych stavi se od fyziologickych nékdy 1isi pouze
zménou v jediné ¢asti tohoto komplexniho systému. Nékteré z téchto patologickych dé&ja jesté
nejsou zcela uspokojivé objasnény. Uplné prostudovani mechanismu a d&@ nam pomiize
bolest 1épe pochopit a prispéje i K jejimu odstranovani a predchazeni. Bolest je tzce spjata
S psychickym stavem, a ten mlze predstavovat i jeji nejvetsi slozku.

V perifernich mechanizmech patologické bolesti se nejvice uplatiiuji piima senzitizace
periferniho nervového zakonceni vyvolana chemickymi latkami vyplavenymi pii poSkozeni
bunék nebo bunikami imunitniho systému. Dale pak zmény funkce a zastoupeni receptord na
membrané nervového zakonceni vedouci k zvySeni citlivosti na periferni podnéty a snizeni
prahu pro nociceptivni aktivaci, nebo také aktivace nociceptori signalizujicich bolest
nebolestivym podnétem - hyperalgezie.

V centralnich mechanizmech se na vzniku patologickych bolestivych stavii podili
zejména modulace synaptického ptenosu, ktera vede k aktivaci mechanoreceptord i slabym
taktilnim podnétem a bolestivému vjemu — allodynii.

V poslednich letech je velka pozornost vénovana funkci TRPV1 receptori, které se
rozhodujicim zplsobem podili na vzniku a modulaci nociceptivni signalizace. Poznévani
principti aktivace a modulace té€chto receptorti, které plni roli bunéénych senzorti, vede
Kk hlub§imu porozuméni procesti nocicepce a ukazuje nové cile pro analgetickou terapii.

Vnimani bolesti je vysledkem integrace senzorickych, kognitivnich a
psychodynamickych podnéti. Bolesti se ¢lovék vzdy instinktivné brani a vyvold v ném
obranné a nikové reakce. UZ od pocatku d&jin mizeme nalézt snahy o zmirnéni, potlaceni
nebo o uplné vylééeni se bolesti. Cim hlubsi budou nase védomosti o mechanismech vzniku

bolesti, tim 1épe se nam podaii bolest zvladnout a 1é¢it.
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9. Vlastni prace

V laboratotich oddéleni Funkéni morfologie na Fyziologickém tstavu Akademie véd
CR pod vedenim MUDr. Jifiho Paletka CSc. pracuji na projektu zaméfeném na objasnéni
ulohy TRPV1 receptorii pti modulaci nociceptivni signalizace na misni urovni. Cilem je zjistit
jak TRPV1 receptory moduluji synapticky ptenos a jestli se podili na vzniku hyperlagezie po
intratekaln¢ podaném TNF-a. Po podani TNF-alfa dochazi k vyrazné tepelné hyperalgesii,
kterd se projevi zkracenim reakéni doby na tepelny podnét aplikovany na zadni tlapku.
Mechanismy vzniku této hyperlagezie nejsou dosud zcela jasné. V naSich pokusech sledujeme
vliv podani antagonisty TRPV1 receptort na rozvoj hyperlagezie. Soucasné sledujeme expresi
proteinu Fos, ktery je produktem aktivace rannych gent c-Fos a na mi$ni Grovni je vyuzivan
jako marker zvysené aktivace nociceptivnich neurond.

Ma préace spociva v provadéni operaci - zavadéni intrathekalnich katétri, provadéni
behavioralnich méteni (reakce na tepelny podnét) a zpracovani dat z immunohistochemickych
pokust sledujicich expresi Fos proteinu v neuronech zadniho rohu michy (laminy I. a Il.).

*Béhem operaci jsem aplikovala intratekalni katétr mezi obratle L3 a L4 tak aby konec
katedru dosahoval od oblasti L3-L5 misnich segmentt, kde je hlavni projekce senzorickych
vlaken ze zadni koncetiny do michy.

Katétrem byl aplikovan TNF-a.a antagonista TRPV1 receptort (BCTC a SB366791).

*V behavioralnich studiich sleduji reakci na tepelny podnét aplikovany na plantu pedis
potkanti kmene Wistar. Reakce se méfi jako reakéni doba odtazeni zadni tlapky od podlozky.

*V immunohistochemickych studiich hodnotim expresi Fos v neuronech zadniho rohu
michy. Po podani TNF- a. dochazi k navySeni poctu neuronii exprimujicich Fos protein

Vv jadre.
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Obrazek 16. Graf reak¢éni doby na tepelny podnét. Pfedbézné vysledky ukazaly, Ze aplikace
TNF-alfa intratekalné vedla k rozvoji vyrazné tepelné hyperlagezie. To se projevilo snizenim
reak¢ni doby z kontrolnich hodnot (con, Oh) aZ na 10s (plné symboly) dvé hodiny po aplikaci.
U druhé skupiny zvifat byl pted podanim TNF-alfa podan antagonista TRPV1 receptort
BCTC. Jak je patrné z grafu (prazdné symboly), aplikace BCTC vedla k vyraznému oslabeni
vzniku tepelné hyperlagezie a tedy omezenému zkraceni reakéni doby na tepelny podnét. Tyto
vysledky naznacuji mozné zapojeni miSnich TRPV1 receptori pii modulaci nociceptivni

signalizace za patologickych bolestivych stavti.
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