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1. Uvod

Bolest je definovana jako nepiijemny smyslovy a emoc¢ni prozitek, spojeny se
skutenym nebo potencialnim poskozenim tkané. Bolest chrani organismus pted
nebezpeénym poskozenim. Napi. reflexni odtazeni koncetiny vyvolané bolestivym
podnétem muze zabranit poranéni, také pacientiiv popis bolesti usnadni stanovit 1ékati
diagnozu. Existuji i vyjimecné piipady, kdy se lidé narodi bez schopnosti pocitovat
bolest. Na této indispozici mizeme dokumentovat vyznam vnimani bolesti. Tito lidé si
mohou zpusobit zavazna poranéni a to, ze neciti varovné signaly jim muize zpusobit az
smrt. V protikladu k nim stoji lidé trpici krutymi bolestmi bez zjevné pticiny. Napiiklad
poskozeni perifernich nervii vede nékdy k dlouhotrvajicim bolestivym stavim, které
jsou vyvolany nebolestivymi podnéty jako je jemny dotyk. Pfitom pfic¢ina téchto
patologickych bolesti muze byt bandlni, naptiklad drobné poranéni.

Vjem bolesti a nocicepce probiha od aktivace nociceptorti na periferii, pies zadni
rohy miSni, az po nervové struktury v centralnim nervovém systému. Obvykle je bolest
vyvolana aktivaci nociceptort na periferii poskozujicim podnétem, ale muze také
pochéazet z ptimého poranéni sensorickych vldken ¢i oblasti v centrdlni nervové
soustaveé (CNS) a nebo zménou prahu aktivace perifernich aferentnich vlaken (PAF).

Kratkodobda, akutni a subchronickd bolest plni fyziologickou funkci, varuje
organismus pifed poSkozenim. U chronické a neuropatické bolesti, kterd pacienta
poskozuje, se objevuji rysy patofyziologické, je tudiZz nezadouci. Zatimco akutni
bolestivé stavy lze vétSinou snadno zmirnit odstranénim vyvolavajici pficiny nebo
farmakologicky, v pfipadé patologické chronické bolesti je Casto 1éCeni obtizné.
Studium mechanismut vzniku téchto patologickych stavi je tak nutné pro moznost jejich

lepsi terapie. Bolest je tedy na jednu stranu obranna reakce a slouzi jako varovny signal,



na druhou stranu je$té¢ pfit€Zuje nemocnému. Proto je organismus vybaven jak
mechanismy vytvarejicimi pocit bolesti, tak i mechanismy, které tento pocit potlacuji.
Chronické bolestivé stavy jsou Casto charakterizovany zvySenou citlivosti, kdy
nebolestivé podnéty mohou vyvolavat bolest (allodynie) a bolestivé podnéty vyvolavaji
intenzivnéj$i bolestivé vjemy, neZ za normalnich podminek (hyperalgesie).
Patofyziologickym podkladem chronickych bolestivych stavii jsou zejména zmény na
perifernich nervovych zakoncenich a modulace synaptického pfenosu na misni urovni.
Tato prace shrnuje pouze velmi zakladni poznatky o nékterych mechanismech
vznikajicich pti chronickych patologickych stavech, zejména na trovni perifernich
nociceptorli a neuront spindlnich ganglii. Experimentalni ¢ast je zamétena na studium
zmén exprese receptorti aktivovanych kapsaicinem - TRPV1 (transient receptor
potential vaniloid) a parvalbuminu (protein vazajici vapnik) v neuronech spinalnich

ganglii po navozeni experimentalni artritidy.

2. Mechanismy vzniku bolesti

Na poskozujici nebo potencialné poskozujici podnéty reaguji zejména nociceptory,
coZ jsou volné nervova zakonceni, ktera predstavuji periferni ¢ast aferentniho neuronu.
Pii dostatecném (nadprahovém) podrazdéni chemickymi, mechanickymi ¢i tepelnymi
stimuly vznikd na nervovém zakonceni akéni potencial. Ten je pfenaSen perifernim
nervem, ktery je tvofen primarnimi aferentnimi vlakny (PAF). Ta maji téla neurond
v gangliich zadniho kofene misniho (DRG) a jejich centrdlni vybézek tvoii synapsi

S neurony zadnich rohit miSnich (DH).



PAF maji tii hlavni funkce vzhledem k uloze v nocicepci: detekce poskozujicich
podnét (transdukce), vedeni senzorického vstupu z perifernich zakonceni do michy
(kondukce), a ptedani informace neuronu v zadnim rohu misnim (trasmise) (Almeida a
kol., 2004). N¢ktera PAF také projikuji piimo do nukleus gracilis a cuneatus
Vv prodlouzené mise.

Nociceptivni informaci vedou do supraspindlnich center projekéni neurony. Tyto
neurony jejichz téla jsou ulozena v miSe maji bud’ pfimou projekci, monosynaptickou
do supraspindlnich center nebo na své cesté tvoii synapse se sekundarnimi neurony a
drahy patii spinothalamicka, spinoretikularni a spinomesencephalicka. Pro vjem bolesti

je mimo aktivace fady podkorovych center v CNS také dileZita projekce do kiry.

2. 1. Spinalni ganglia

Spinalni ganglion - ganglion spinale - je vietenovité ztlusténi na zadnich miSnich
kofenech. Ganglia krénich, hrudnich a bedernich zadnich kofenti jsou uloZena ve
foramina intervertebralia, sakralni ganglia pak v kanalu kiizové kosti.
Na povrchu spindlniho ganglia je vazivové pouzdro. Centralni oblast ganglia obsahuje
nervova vladkna, v periferni oblasti jsou ulozena téla neuront. Neurony spinalnich
ganglii se oznacuji jako T-pseudounipoldrni neurony. Maji okrouhla aZ ovalna bunécna
téla (20-100 pum) a jejich cytoplazma obsahuje mohutné endoplazmatické retikulum. Z
bunécného téla vystupuje jeden (¢asto zvinény) vybezek, ktery se po 40-60 um déli na
dva divergujici vybézky ve tvaru pismene T (odtud oznaceni téchto bunék). Centralni
vybézek (axon) vstupuje do michy cestou zadniho misniho kofene, zatimco periferni
vybézek (dendrit) vstupuje do miSniho nervu a inervuje perifernich tkané a organy.

Periferni a centralni vybezek se od sebe morfologicky nelisi.



2. 2. Primarni aferentni vlakna (PAF) s nociceptivni funkci

PAF mtzeme podle priiméru a rychlosti vedeni vzruchu rozdé€lit na tfi zakladni typy:
AP, AJ, a C vlakna.
AB jsou silna vlakna, >10 um, myelinizovana s vysokou rychlosti vedeni akéniho
potencialu 30-100 m/s
ASd jsou stiedné silna vlakna 2-6 um, myelinizovana s rychlosti vedeni 12-30 m/s

C vlakna jsou tenka 0,4-1,2 um, nemyelinizovana s nizkou rychlosti vedeni 0,5-2 m/s

Kize cloveéka je témito druhy perifernich vlaken inervovana v pfiblizném pomeéru 70,
10 a 20% (C: Ad: AP). Vldkna jsou rizné citliva k poskozujicim a neposkozujicim
podnétim. VSechny tfi typy vldken mohou vést i informaci o nebolestivych podnétech.
Nociceptivni informaci vedou za normalnich podminek pouze C a Ad vlakna, ale ne
AB. Ptfi poskozeni periferni tkané je aktivace Ad vlaken pocitovana jako prvni faze
bodavé bolesti, zatimco aktivace C vlaken je pocit'ovana jako druhé faze tupé bolesti.

Byly popsany dva hlavni typy Advldken. Typ I. Advlaken je aktivovan
mechanickymi podnéty o vysoké intenzit¢ na poSkozujici uwrovni. Jsou to
vysokoprahové mechanoreceptory ziidka reagujici na intenzivni teplotu, chlad a
chemické podnéty. AS vldkna typu II. jsou méné Castd a jsou charakteristicka niz§im
prahem pro nociceptivni tepelné podnéty (Beydoun, 1996).

ZakonCeni PAF lze rozdé¢lit také podle toho, na jaké podnéty reaguji: na
mechanoreceptory, termoreceptory a chemoreceptory. Zvlastni skupinu piedstavuji
polymodalni zakonceni, které se vyznacuji tim, Ze odpovidaji na teplotu, mechanické 1

drazdivé chemické podnéty .



2. 3. Role neurotransmitera a neuromodulatoru

PAF mohou byt rozdélena také podle povahy latek, které obsahuji a uvoliuji. Druh
téchto latek (mediatorit), které jsou uvolnovany z PAF se lisi:

1. mezi PAF inervujicimi rizné typy tkani: kuize, sval, kloub a visceralni organ

2. mezi PAF inervujici neposkozenou nebo poSkozenou tkan

3. mezi riznymi morfologicky odlisnymi skupinami PAF napt. C a Ad vlakna.

C vlakna mzeme rozdé€lit na dvé hlavni subpopulace, prvni obsahuje peptid odvozeny
od kalcitoninu (CGRP) a substanci P (SP) a je vyvojové zavisla na nervovém rustovém
faktoru (NGF). Druha subpopulace je definovana pritomnosti lektinu- IB4 a exprimuje
na povrchu svych perifernich zakonceni receptor pro ATP s excitacni funkci a je zavisla
na gliovém neurotrofickém faktoru (GDNF) (Willis a Coggeshall, 1991).

Podstatna ¢ast C vlaken reaguje na palivou slozku papriky — kapsaicin patiici mezi
vaniloidy. Na kapsaicin reaguji vaniloidni receptory TRPV tvofici iontovy kanal
propustny pro kationty, ktery je aktivovan zménami teplot a zanétlivymi medidtory. O
TRPV receptorech se zminim podrobnéji v jiné kapitole.

Hlavnimi mediatory, které pienaseji nociceptivni informaci z PAF do neurontt DH,
jsou glutamat (Glu) a dal$i excitatni aminokyseliny (EAA). Glutamét spolu
S aspartatem se vaze v DH na glutamatové receptory ionotropniho i metabotropniho
typu. Ionotropni receptory délime na tfi typy podle agonisti: NMDA, AMPA a
kainatové receptory.

NMDA receptory selektivné vazici N-methyl-D-aspartat tvoii tetrametr slozeny z

podjednotek: NR1 a NR2. Kanal propousti Ca?*, Na* a K* ionty.
Pii klidovém membrianovém potencialu brani otevieni iontového kanalu ionty Mg?*.
Receptor ma také modula¢ni vazebné misto pro glycin, jehoZ obsazeni je nezbytné pro

otevieni kanalu.



AMPA receptory jsou selektivné aktivovatelné a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxasole propionovou kyselinou. Skladaji se ze ¢tyf podjednotek GluR1 az GluR4.
Podjednotka GIuR2 udava, zda bude kanal propustny pro vapnik. Na rozdil od NMDA
jsou AMPA receptory propustné piedevs§im pro ionty Na* a K* nez Ca®'. Dalsim
rozdilem je niz§i afinita ke glutamatu. Obsazeni allosterického mista na AMPA
receptoru neni bezpodmine¢né nutné pro aktivaci iontového kanalu (Bettler a Mulle,
1995).

Kainatové receptory reaguji na kainat. Jsou tvofeny riznymi kombinacemi podjednotek

GluR5-GluR7, KAl a KA2. Maji podobné vlastnosti jako AMPA receptory.

Metabotropni Glu receptory jsou rozdéleny do tii skupin. I. skupina aktivuje
fosfolipazu C (PLC) a pravdépodobné NO syntazu (NOS). Il. a Ill. skupina je
negativné spojena s adenylylcyklazou (AC). Metabotropni Glu receptory se podileji na
modifikaci hladiny intracelularni koncetrace Ca®* iontl a aktivité proteinkinaz, které
hraji dulezitou roli v regulaci receptorti spojenych siontovymi kanaly a v modulaci
genové transkripce.

ZPAF se uvolnuje mnoho neuropeptidi modulujicich nocicepci v DH, napf.
somatostatin, galanin, CGRP (peptid odvozeny od kalcitoninu), cholecystokinin. Dale
pronociceptivni tachikininy, SP a neurokinin A (NKA), které se vazi na NK1 a NK2
receptory. Oba receptory jsou pozitivné spojeny s PLC (Bentley a Gen, 1997).

Dalsi pronociceptivni mediadtory jsou napi. ATP, NO a PG. Tyto mediatory ovliviiuji

funkci neuronti a sousednich gliovych bunék.



2.4. Zakladni morfologie §edé hmoty michy

Sedd hmota mi$ni se vét§inou déli do 10 lamin. Zadni roh je tvofen laminou I
(marginalni zéna), laminou Il (substantia gelatinosa), laminami Il a IV (nucleus
proprius) a V a VI ( hluboké vrstvy). Laminy VI az IX pfedstavuji pfedni roh miSni.
Lamina X obkruzuje centralni kanal. Do pfijmu, zpracovani a transmise nociceptivni
informace se piednostné zapojuji laminy I, vné&jsi ¢ast laminy II, lamina V, VI a X

(Swett a Woolf, 1985).

3. Bolestivé patologické stavy

Pokud dojde k poranéni tkan¢, dochdzi vétsinou ke zvyseni citlivosti nociceptord.
Do daného mista se dostdvaji imunitni buiky, které¢ jsou kromé nervovych a gliovych
bunék také potencialnim zdrojem zénétlivych medidtord. V poranéné tkéani je
akumulovan dilezity pro-nociceptivni mediator bradykinin, ktery se vaze na dva typy
receptori — B1 a B2, oba jsou pozitivné spojeny s PLC. Bradykinin nepisobi pouze
piimo, ale i pfes endotelialni bunky, fibroblasty, makrofagy a zirné burky, které jsou
zdrojem glutamatu, NO, prostaglandinti, ATP, histaminu a dalSich pronociceptivich
mediatord. Nasledkem sniZzeni prahu pro aktivaci nociceptoru dochazi k hyperalgesii

nebo allodynii.

3. 1. Hyperalgesie
Po poskozeni kize, naptiklad chemickymi, tepelnymi a mechanickymi stimuly
dochazi ke zvysené citlivosti nociceptord, tedy sniZeni jejich prahu pro aktivaci. Ackoli

poskozujici - bolestivy podnét je pferusen, poSkozend tkan muze dale reagovat na

10



tepelné, mechanické a chemické podnéty zvysenou citlivosti. Tento jev je znam jako
primarni hyperalgesie. V okoli poSkozené tkané se ¢asto objevi oblast oznacovana jako
oblast sekundarni hyperalgesie, kterou tvofi tkan neposkozena. V této oblasti mohou
byt vnimany nebolestivé podnéty jako bolestivé a bolestivé podnéty jako vice intezivni
(Kilo, 1994).

Primarni hyperalgesie je predevsim duasledkem procesii probihajicich na urovni
perifernich nociceptoru, ale muze zahrnovat i modula¢ni procesy v CNS. Na druhé
strané se predpoklada, Ze sekundarni hyperalgesic a mechanicka allodynie jsou
pfednostné zpusobeny centralnimi mechanismy (Millan, 1999). Mezi hlavni
mechanismus sekundarni hyperalgesie patii modulace somatosenzorické informace
v zadnich rozich miSnich. Ta vede ke zvySovani a facilitaci odpovédi neuront na
periferni podnéty. Existuji tedy dva hlavni mechanismy ptispivajici ke vzniku bolesti -
fenomén periferni sensitizace, zahrnujici snizeni prahu a zvySeni citlivosti perifernich
zakonceni nociceptort a centrdlni sensitizace zplisobena zménami synaptického pienosu

V miSe.

3. 2. Centralni sensitizace miSnich neuronu

VétSina PAF konci v zadnim rohu miSnim, kde dochdzi k riznym forméam regulace
na postsynaptické a presynaptické membrané. Za fyziologickych podminek hraje hlavni
ulohu zejména glutamat uvolilovany z primarnich aferentnich vlaken. Kromé glutamatu
jsou uvoliovany z centralnich zakonceni PAF také tfada molekul jinych latek —
neuromodulator. Mezi hlavni patii neuropeptidy jako je substance P a neurotrofni
faktory. Ty zejména indukuji dlouhodobé zmény v synaptickém pienosu na miSni
urovni, coz v piipadé jeho posileni je znamé jako centralni sensitizace (McMahon,

2004).
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Zvyseni vylevu peptidovych pienasect z PAF aktivuje v neuronech DH systém
druhych posli a mé za nasledek zvySeni intracelularni haldiny vapenatych ionti a
fosforylaci proteini. Béhem dlouhotrvajici nociceptivni aktivace muze dochazet
k aktivaci kinaz, coz mize vést také k transkripénim zménam. Nasledkem je modulace
funkce receptorti na neuronech v DH. Dochazi tak ke zvysené aktivaci téchto neuron,
coz vede ke snizeni prahu bolesti a ke zvySeni odpovédi na normalni podnéty a
k rozsifeni periferniho receptivniho pole. Na modulaci synaptického pfenosu na misni
urovni se podili cela fada dal$ich mediatorti a modulatorti jako napfi. prostaglandiny,

NO, opioidy a adrenergni agonisté.

3. 3 Procesy na tirovni perifernich nociceptoru pri sensitizaci

Z bunék poskozené tkdn¢€ jsou uvolnovany tzv. medidtory zanétu, mezi které mimo jiné
patii ionty (K+, H+), bradykinin, histamin, serotonin (5-HT), ATP a NO.
Z arachidonové¢ kyseliny jsou produkovany prostaglandiny a leukotrieny. Aktivované
imunitni bunky uvoliiuji mediatory jako jsou cytokininy a ristové faktory. Nekteré
z téchto mediatorti aktivuji periferni nociceptory piimo a mohou vést ke spontanni
bolesti, jiné stimuluji vylev dalSich algogennich latek. Zanétlivé mediatory vedou
k modulaci transdukce danych podnét, napf. ovlivnénim napétové fizenych kanali.

Dusledkem muze byt vznik periferni sensitizace.

3. 3. 1. Zanétlivé mediatory na periferii

Bradykinin
Bradykinin je uvoliiovan z poskozené tkan¢ a pfispiva K ¢asnym ,,zanétlivym*
procesim. Ma vliv na PAF zahrnujici jejich aktivaci a sensitizaci, bud’ pfimou stimulaci

senzorickych zakonceni nebo pfispiva k tvorbé prostaglandinti, coZ jsou dalsi mediatory
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zanétu. Byly popsany dva receptory pro bradykinin B1 a B2. Jejich vyznam byl
napiiklad prokazan pii pouziti selektivniho a vysoko afinniho antagonisty B2 receptori,
Bradyzidu, ktery blokuje zanétlivou hyperalgesii u zvifat. Nékteré studie naznacuji, ze
B1 receptor podporuje nocicepci pouze béhem poskozeni tkané. Z toho vyplyva, ze
exprese téchto receptord na perifernich zakoncenich je dulezita pro nocicepci (Dray,

1993).

Cytokininy

Cytokininy hraji vyznamnou roli v iniciaci a udrzovani ,,zanétlivého* stavu. Kromé
toho maji zesilujici a inhibi¢ni G¢inky na imunitni a zanétlivé buniky a vyrazn¢ ovliviuji
senzorické neurony. Podobné jako jiné latky mohou cytokininy pusobit piimo na
nociceptory, béznéjsi je nepiimd stimulace vylevu latek jako jsou prostaglandiny.
Béhem akutni fidze zanétu cytokininy indukuji sensitizaci nervovych zakonceni pies
kindzy spojené s receptory nebo pies fosforylaci iontovych kanall, zatimco pii
Mezi cytokininy podporujici zanét patii (TNFa), interleukin-1 (IL-1), IL-6 a
chemokinin IL-8. Intradermalni injekce téchto latek zpisobuje mechanickou a teplotni
hyperalgesii. Protilatky proti TNFa snizuji hyperalgesii a jsou pouzivany k redukci

bolesti u revmatické artritidy (Woolf a kol., 1997).

Prostaglandiny

Prostaglandiny jsou dilezit¢é mediatory zanétu a bolesti. Jejich syntézu z kyseliny
arachidonové katalyzuje enzym cyklooxygenasa (COX). Existuje vice isoforem tohoto
enzymu. Zakladni konstitutivni aktivita COX 1 generuje fyziologické mnozstvi PG

pottebné pro normalni funkci bunék. Isoforma COX 2 je indukovana v periferni tkani
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cytokininy, ristovymi faktory a jinymi zanétlivymi stimuly. Prostaglandiny mohou také
pfimo pusobit na nociceptory, ale Castéjsi je funkce nepiimé sensitizace. Zvysuji
hladinu cyklického ATP a mohou zvySovat citlivost nervovych zakonceni sniZenim
aktivacniho prahu pro sodné kanaly ptes protein kinazu A. ZvysSuji citlivost primarnich
aferentnich neurond k bradykininu a jinym mediatorim. COX-1 a COX-2 jsou hojné
exprimovany V mozku a miSe. Zatimco deficience COX-1 u mysSi sniZzuje nociceptivni
aktivitu k poskozujicim podnétim, u deficience COX-2 nejsou sledovany tak zietelné

zmény. Navic pii deficienci COX-2 je zvySovana exprese COX-1 enzymu, zatimco

deficience COX-1 nema za nasledek zvySovani COX-2 (Ballou, 2000).

Rustovy faktor

Nervovy ristovy faktor (NGF) dlouhodobé ptispiva ke zménam Vv citlivosti nociceptori
béhem ,zanétu“. NGF se nachazi v bunkach typu fibroblastl, keratinocytd a
Schwannovych bunék. Velka Skdla zanétlivych mediatorli, zejména IL-1 a TNFa,
zvySuje produkci NGF. Vyznam NGF pro zprostfedkovani hyperalgesie ukazuje
vyrazna redukce bolestivé odpoveédi po podani protilatek proti NGF. Injikovany ristovy
faktor zplsobuje hyperalgesii kize a hlubsi bolest, kterd trvd nékolik dni. Tyto
sensitizani dusledky jsou pravdépodobné zprosttedkovany pifimym vlivem na
nociceptory a zaroven pies mediatory produkované aktivovanymi Zirnymi a jinymi

zanétlivymi buiikami (Kidd a Urban, 2001).
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4. Vapnikové pufry

4.1. Regula¢ni funkce vapniku

Ca?" funguje jako univerzalni nitrobun&ny signal, ktery mtZze regulovat mnoho
odlisnych bunéénych procesi. Aktivuje signalni systémy s velmi odliSnou prostorovou a
gasovou dynamikou. Vysoké zvyseni Ca?* na jednom misté v bufice zajistuje rychlé
odpovédi, zatimco pomalé odpovédi jsou kontrolovany niz§im opakovanym
kratkodobym zvySenim hladiny vapniku. Hladina vnitrobunééného Ca®* je uréena
rovnovahou mezi procesy, které umoziuji vtok Ca?* do cytoplazmy a procesy, které
zajistuji odstranéni Ca?* zcytosolu. Koncentrace Ca®** v buice je ovliviiovana
spoleénym plisobenim pufrl, pump a vapenatych kanali. Ca?* se dostava do
cytoplazmy z extracelularniho prostoru nebo bunécénych zasobaren, coz je obycejné
endoplasmatické retikulum (ER). Uvolnovani vépenatych iontti z ER je kontrolovano
samotnym Ca®* nebo jinymi druhymi posly jako je inositol-1,4,5-trifosfat, cyklicka ADP
riboza a sfignosin-1 fosfat, které stimuluji nebo moduluji otevirani vapnikovych kanald
bunéénych zasobaren (Beridge, 2003).

Ukazuje se, ze zmény koncentrace intracelularniho vapniku Vv neuronech zadniho

rohu miSniho a spinalnich ganglii jsou podstatné pro pienos bolesti .

4. 2. Proteiny vazajici vapnik

Ca?" vstupujici do cytosolu se zde téméf nevyskytuje volné, ale je vazan na
vapnikové pufry a vmensi mife na efektory. Efektory jako jsou troponin C,
synaptotagmin, S100 proteiny a kalmodulin jsou odpovédné za rizné procesy V buiice.

Ovliviuji rychle probihajici  udalosti napf. na pre-synaptické a post-synaptické
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membrané neuronii nebo procesy probihajici po delsi Casovy tsek napf. bunécna
proliferace.

Viépnikové pufry upravuji prostorové a Casové vlastnosti vapnikové signalizace a
zvy$uji pohyblivost Ca?*. Strukturalné jsou tyto proteiny charakterizovany pfitomnosti
riznych motivi helixovych smydek, které vazi s vysokou afinitou Ca?* ionty. Pufry
maji odlisné nékteré vlastnosti, napt. calbidin D-28 (CB) a calretinin (CR) patii mezi

tzv. rychlé pufry, zatimco parvalbumin (PV) vaze vapnik pomaleji (Hontanila, 1998).

4. 2. 1. parvalbumin (PV)

Parvalbumin je protein, ktery hraje dileZitou roli v udrzovani stalé hladiny Ca?*, ke
kterému ma vysokou afinitu. PV patii mezi proteiny s motivy ,,EF hand*“ vazajici
vapnik. Tyto proteiny zahrnuji vice nez 200 ¢lenii. Uspotfddani ,,EF hand* je odvozeno
od prostorové orientace patého (E) a Sest¢ho (F) o helixu parvalbuminu, ktery
dohromady tvoii pomoci kovové vazby spojenou smycku z 12 aminokyselin. Kovovou
vazbu EF-hand proteini ovliviiuje pfitomnost iontl vapniku v oblasti smycky. PV
obsahuje tfi EF- hand domény, z nichz dvé jsou spojeny kovovou vazbou. Velikost
afinity pro Ca®" lezi od nanomolarniho do mikromolarniho rozmezi, podle koncentrace
navazaného substratu (Eyles, 2002).

PV je kromé Ca®" schopny interagovat s Mg?*. V klidovém stavu je uvnité buiiky
({Ca?*}i<100nM, { Mg*}i~0,3-0,6mM. Za téchto okolnosti jsou na parvalbuminu
navazany prevazné hofecnaté ionty, které jsou nahrazovany ionty vapniku, pokud se
jejich nitrobunééna koncentrace zvysi. Disociace Mg?* z PV je relativné pomala.

PV je exprimovan V nervovém systému a v perifernich orgénech. Vnitrobuné¢na
distribuce PV je zejména cytosolicka, ackoliv jeho velikost zfejmé umoziuje difuzi do

bunécného jadra.
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Zvysovani vtoku Ca?* do cytosolu je jeden z kli¢t mechanismi sensitizace nervovych
zakonCeni. Nase piedbézné vysledky ukazuji, Ze periferni zanétlivé procesy mohou
indukovat zvySeni exprese PV v neuronech DRG. Toto zvysSeni vapnikovych pufri
muze ménit homeostazu vapenatych iontt v neuronech a ovlivituje procesy zavislé na
Ca?", jako je synapticka plasticita — neuronalni sensitizace (Greffrath, 2001).

Dilezitost pufr ve vapnikové signalizaci vyplyva ze studii s transgennimi zvifaty, u
kterych je gen pro piislusny pufr odstranén. Kdyz je gen kodujici PV odstranén, dochazi
napft. K poSkozeni bunék pii svalové relaxaci a svaly se stavaji odolné proti tinavé, coz
je zpisobeno deregulaci mitochondrii. Zvifata s odstranénym genem pro PV maji
defekty v kratkodobé synaptické plasticité, ktera je zptisobena chybami ve vapnikové

signalizaci (Schwaller 2002).

5. TRPV1 receptory

TRPV1 (transient receptor potential vaniloid) receptory patii do skupiny TRP
receptorti. Tyto receptory maji Sest transmembranovych domén tvoficich neselektivni
kationtovy kanal propoustéjici ionty Na*, K* a Ca?*. Tepelné, chemické a mechanické
podnéty vedou ke zméné propustnosti tohoto kanalu pro ionty. Piesna regulace exprese,
lokalizace a funkce TRPV1 kanali je rozhodujici pro jejich senzorickou roli
vV nociceptivnich zakoncenich. Zejména po zanétu, kdy pfispivaji k bolestivé
hypersenzitivit¢, prodélavaji zmény v translaci a dochazi k odlisné posttranslacni
modifikaci (Clapham, 2001).

Na zdkladé¢ sekvencni homologie jsou TRP receptory rozdéleny do Sesti skupin.

Mnoho jich je exprimovano v nervovém systému, pravdépodobné ve vysokoprahovych
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nociceptorech senzorickych neuronti, kde hraji klicovou roli pfi vnimani chemickych a
teplotnich podnéti. TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 a TRPMS8 jsou termoreceptory
(Bandell a kol. 2004). Tyto receptory jsou dokonale uzptsobeny, aby pokryvaly Siroké
rozmezi teplotni citlivosti, ktera zahrnuje vnimani tepla a chladu stejné tak jako
bolestivého tepla a chladu. Dal$im znakem mnoha TRP kanalt je chemosensitivita,
napi. ke kapsaicinu (paliva slozka chili paprik), protoniim a endogennim cannabiodim u
TRPVL1.

TRPV1 je exprimovan v subpopulaci malych spinalnich ganglii. Ma hlavni roli
v periferni sensitizaci. Zvyseni exprese TRPV1 receptort se objevuje v neuronech DRG
po perifernim zénétu a vyzaduje retrogradni transport nervového rlstového faktoru
(NGF) a aktivaci protein kindzy (MAPK). Toto pfispiva ke zvySené piepravé TRPV1
receptora k periferii, kde jejich zvySené mnozstvi mize ptispivat K ,,zanétlivé* bolestivé
hypersensitivité (Ji a kol. 2002) .

Pocatecni faze ,,zanétu* zvySuje citlivost nociceptort pfevazné jako nasledek vylevu
mediatori ze zanétlivych bunek. Mnoho z téchto zanétlivych mediatorti neaktivuje
nociceptory piimo, ale snizuji prah pro jejich aktivaci. Na nocicepénich zakoncenich
dochazi naptiklad k fosforylaci TRPV1 receptort. Fosforylace a defosforylace zna¢né
méni funkci TRPV1 iontového kanilu a reprezentuji hlavni zptsob rychlych a
dynamickych zmén v citlivosti na nociceptivni podnéty.

Ackoli aktivace TRPV1 zpusobuje akutni stimulaci nociceptort, jejich
dlouhotrvajici aktivace naptiklad aplikaci kapsaicinu, indukuje desensitizaci TRPV1
receptort, ktera vede k analgesii, ptipadné az k morfologické destrukci nociceptoru diky
nadmérnému vtoku vapenatych ionti pfes TRPV1 receptory. TRPV1 desensitizace je
zavisla na Ca®* a mize byt zprostiedkovana kalmodulinem (CaM), ktery piimo

v

interaguje s receptorem (Lambers 2004). Pfedpoklada se, Zze sensitizace a
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densensitizace TRPV1 receptori je funk¢éni odraz balancovani mezi fosforylaci a
defosforylaci. Fosforylace TRPV1 receptoru kinazou II zavislou na calmodulinu
(CaMKII) se jevi jako rozhodujici pro jejich sensitizaci a defosforylace kalcineurinem
(na calmodulinu zavisla protein fosfataza) se zda byt zasadni pro jejich desensitizaci

(Jung 2004, Woolf 2005) .

6. Zmény exprese TRPV1 receptori a parvalbuminu
vV neuronech spinalnich ganglii po navozeni experimentalni

artritidy

6. 1. Cil prace

Cilem nasi experimentalni prace bylo charakterizovat populaci neuronti spinalnich
ganglii, které exprimuji parvalbumin a receptory TRPVI1. Jak bylo popséno
v piedchozich kapitolach, jak parvalbumin, tak kapsaicinové receptory se mohou velmi
vyznamné¢ podilet na pfenosu nociceptivni informace v perifernim nervovém systému.
NasSe hypotéza predpokladd, ze po navozeni zanétu kolenniho kloubu by mohlo dojit ke
zmeéne exprese téchto proteind. Dal§im cilem nasi prace je proto porovnat expresi téchto
proteini ve spinalnich gangliich inervujicich kontrolni koncetinu, poptipadé u zvifete

bez zanéctu, a v gangliich po navozeni experimentalni artritidy.
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6. 2. Material a metoda pokusu

Navozeni experimentalni artritidy

Artritida byla u zvirat navozena V kratké etherové anestezii jednostranné nitrokloubni
injekci kolenniho kloubu zadni pravé koncetiny 0,1ml 3% smési kaolinu a carrageenanu
ve fyziologickém roztoku.

Histologie

24 hodin po navozeni experimentalni artritidy byli potkani hluboce anestezovani
pentobarbiturdtem sodnym (70 mg/kg) a néasledné transkardidlné¢ perfundovéni
fyziologickym roztokem s heparinem, po kterém nasledoval vychlazeny roztok 4%
paraformaldehydu. Nafixovand spindlni ganglia byla vyjmuta a pfes noc umisténa
Vv postfixacnim 4% roztoku paraformaldehydu. Ganglia z misnich segmentt L3-5 byla
nasycena roztokem 30% sacharozy a poté nakrajena na kryostatu na fezy o tloust’ce 15
um. Jednotlivé fezy byly uspotadany na sklicku.

Po blokovani nespecifickych vazeb v 2% roztoku osliho séra byly fezy inkubovany pies
noc s TRPV1 protilatkou (1:1000; Chemicon, CA) a se specifickou protilatkou proti
parvalbuminu (monoklonalni, sigma). Rezy byly dale promyty ve fosfatovém pufru
(PBS) a inkubovany 2 hodiny V pokojové teploté s odpovidajicimi sekundarnimi
protilatkami (Texas Red, CY2, Jackson Immuno). Po oplachnuti byla sklicka s fezy
vysuSena. Barveni jader ve tkdnovych fezech na sklicku se provadélo pomoci
fluorescenéni barvy aktivované v UV svétle (Hoechst). Histologické tezy byly
pozorovany na fluorescen¢nim mikroskopu (Olympus BX-80) s filtry pro fluorescenci
(FITC a Texas red) a dale nafoceny ve vysokém rozliseni digitalni kamerou pro dalsi

analyzu oft-line.
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Vyhodnocovaci analyza

Nasnimané obrazky fezii z lumbalnich ganglii byly vyhodnocovany v programu ellipse.
Obrysy tél pozitivnich neurontt pro parvalbumin a TRPV1 byly obkreslovany za
pomoci elektronického pera a tabulatoru. Jednotlivé neurony byly fazeny do
jednotlivych t¥id podle toho, zda byly pozitivné oznaceny pro parvalbumin, TRPV1 a
nebo oboji. Pro analyzu byly pouzity pouze neurony s viditelnym jadrem. Za pomoci

programu ellipse byl spocitan obsah, obvod a primér jednotlivych pozitivnich bunék.
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TRPV1

PV

Hoechst

Obr. 1. Ptiklad fluorescen¢niho barveni fezu spinalniho ganglia L3. Buiky exprimujici
TRPV1 jsou obarveny Cervené a bunky exprimujici PV se jevi jako zelené. Modre jsou
znacena jadra.
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Control Arthritis
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Obr. 2. Exprese TRPV1 receptort a parvalbuminu na kontrolni stran¢ a na stran¢, kde

byla navozena artritida
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Tabulka primérnych hodnot rozmérti bunéénych tél neuronti pozitivnich pro PV

(jednotky jsou uvadény v pum)

V horni tabulce jsou uvedeny hodnoty pro pravou stranu, v dolni pro levou stranu.

%

z celkového
poctu
154-1.3- P obsah obvod | okrouhlost | primér | pozitivnich
soucCet 482935,99 |35242,14| 174,37 |10682,30 | bunék na
primér 2515,29 183,55 0,91 55,64 pravé
STD 942,43 33,78 0,06 10,38 strané
pocet 192 192 192 192 27,51
%
z celkového
poctu
154-L3-L pozitivnich
soucet 320996,46 | 23700,79| 119,20 7197,07 | bunék na
pramér 2450,35 180,92 0,91 54,94 pravé
STD 917,87 31,75 0,07 10,12 strané
pocet 131 131 131 131 26,68
Hodnoty bunék pozitivnich pro PV i TRPV1
154-L.3-P obsah obvod | okrouhlost| pramér
soucet 54281.86 | 3819.28 18,13 1157,37
pramér 2741,09 190,96 0,91 57,87
STD 1114,64 39,41 0,05 12,20
pocet 20 20 20 20 2,87
154-1.3-L
soucet 35537,40 | 2480,56 12,16
primér 2733,65 190,81 0,94 58,76
STD 521,09 17,32 0,04 5,49
pocet 13 13 13 13 2,65
Hodnoty bunék pozitivnich pro TRPV1
154-L.3-P obsah obvod | okrouhlost| pramér
soucet 432469,92 | 52654,76 | 442,30 |15996,52
primér 889,86 108,34 0,91 32,91
STD 415,15 22,18 0,06 7,05
pocet 486 486 486 486 69,63
154-L3-L
soucet 343480,80 | 40176,88 | 315,59 |12099,91
primér 989,86 115,78 0,91 34,87
STD 421,50 33,54 0,07 6,67
pocet 347 347 347 347 70,67
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V histogramech jsou pozitivni neurony rozdéleny do skupin podle exprese
parvalbuminu a TRPV1 (na ose x jsou jednotky v um?). Horni graf piedstavuje hodnoty
z pravostranného ganglia L3, kde byla navozena artritida a dole je znazornéna leva,
kontrolni strana. Zelené jsou oznaCeny neurony pozitivni na PV, ¢erven¢ TRPVI1 a
sloupec predstavujici neurony exprimujici PV a soucasné TRPV1 je modry.
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V téchto histogramech je vidét procentudlni zastoupeni neuronti v jednotlivych ttidach
rozdélenych podle pritomnosti sledovanych proteinii. Horni graf predstavuje hodnoty z
pravostranného ganglia L3, kde byl navozen a artritida a dole je zndzornéna leva,
kontrolni strana. Na ose X je vynesena plocha téla neuronti v pum?
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Procentualni zastoupeni z celkového pocétu neuronti v pravém a levém (Srafované)
DRG. Leva strana je kontrolni
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Procentudlni zastoupeni neuront v jednotlivych tfidach rozdélenych podle pfitomnosti
sledovanych proteinti v pravém i levém DRG. Z tohoto histogramu je vidét, ze po
navozeni arthritidy dochazi ke zméné exprese TRPV1 a PV zejména v neuronech
mensich primért, které za kontrolni situace neexprimuji soucasn¢ TRPV1 a PV.
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6. 3. Vysledky

Ptredbézné vysledky nasich experimentii ukazuji, Ze neurony exprimujici TRPV1 jsou
buiky pfevazné mensSich priméri s pravdépodobné nemyelinizovanymi axony,
zatimco téla neuronii produkujici parvalbumin maji vétsi primeér. Po navozeni arthritidy
dochazi ke zmén¢ exprese TRPV1 a PV zejména v neuronech mensich praméri, které
za kontrolni situace neexprimuji sou¢asn¢ TRPV1 a PV. Nase pifedbézné vysledky tak
naznacuji, Ze malé neurony produkujici za normélnich podminek pouze TRPV1 za¢nou
po navozeni zan&tu exprimovat i parvalbumin. ZvySena produkce parvalbuminu by tak
mohla modulovat excitabilitu téchto neuronti a jejich zakonceni diky zvySené pufrovaci

kapacité pro vapenaté ionty.

7. Zavér

Bolest vznikd vzdjemnym pusobenim komplexnich perifernich a centralnich
mechanism, které se mohou ménit za patologickych podminek, kdy dochazi
K poskozeni organismu. Béhem pusobeni dlouhotrvajicich poskozujicich podnéti,
zejména pii chronické bolesti, tak mutze dochazet k velkym zménam modulace
nociceptivnich signalii diky zménam na periferii i v centralnich mozkovych strukturach.
Zmeény v sensitivité nociceptivnich neuronil jsou zdkladem rozvoje zvysSené citlivosti
periferni tkdné na podnéty. Tyto zmény v citlivosti perifernich zakonceni neuronti
spindlnich ganglii jsou podloZeny celou fadou zmén odehravajicich se jak piimo

Vv perifernim nervovém zakonceni, tak v té€le neuronu. ZvySend exprese TRPVI a
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parvalbuminu, ke které dochazi v téle neurond v gangliich zadniho kofene misniho je
jeden z piikladi zmén, které mohou byt podkladem zménéného vnimani perifernich
podnéth a excitability perifernich nervovych zakonceni.

Vyzkum  nociceptivnich  mechanismi. a  charakterizace  specifickych

patofyziologickych zmén pii stavech chronické bolesti vede k moznosti vyvoje novych

cvwr
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