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1. Uvod

Bolest je senzoricka zkuSenost, subjektivné nepiijemné vnimana.
Akutni (tzv. fyziologicka) bolest je vedena specifickym senzorickym
nociceptivnim systémem z periferie pres michu, mozkovy kmen a
thalamus do kortikolimbickych center mozku. Neuralniho pienosu
nociceptivni informace se ucastni fada neurotransmitert a
neuromodulatorti, informace mtize byt béhem prenosu modulovana
na kterékoliv irovni nociceptivniho systému. Fyziologickou funkci
akutni bolesti je vC€asné varovani organismu pred moznym
ohrozenim. (20)

Jestlize intenzivni nociceptivni podnét zplsobi tkanové poranéni
organismu, mize se po inicidlni fazi akutni bolesti rozvinout bolest
chronicka, ktera pretrvava i po skonceni pasobeni vnéjsiho inzultu a
po zhojeni poranéni. V tomto ptipadé dochazi ke zvyseni citlivosti
nociceptivniho systému k podnétim v diasledku ptsobeni fady
patofyziologickych mechanismd uplatitujicich se na periferii i na
urovni centralniho nervového systému. Tyto mechanismy mohou
vést az krozvoji patologickych bolestivych stavii jako je
hyperalgézie, tj. zesilené vnimani bolestivych podnétd, alodynie, tj.
bolestivé vnimani podnétd normalné nebolestivych, a spontanni
bolest. V mechanismech periferni 1 centralni  senzitizace
nociceptivniho neuronu se uplatiiuji nejen jeho funkéni zmény
souvisejici se zvySenou vzruchovou aktivitou, ale také zmény na
urovni transkripce a postranskripénich tprav v jadie ovliviujici
genovou expresi. Chronicka bolest a patologické bolestivé stavy
pretrvavaji dlouhodobé po zhojeni tkanového traumatu. Jejich
podstatou jsou zmeény nociceptivniho systému zpusobené
mechanismy senzitizace. (38)

Castou pii¢inou vzniku chronické bolesti nebo patologickych
bolestivych stavii je mechanické tkanové poranéni operacnim
zakrokem. Poopera¢ni bolest dosahuje ¢asto znaéné intenzity,
zvysuje pooperacni morbiditu a je terapeuticky obtizné ovlivnitelna.
Zakladnim  pfistupem v 1éCb€é pooperaéni bolesti je jeji
farmakologické ovlivnéni, ale protoze maji systémové podavana
analgetika mnoho zavaznych vedlejSich nezadoucich ucinku, je
velmi G¢innou alternativou lokalni aplikace analgeticky plsobicich
1é¢iv. (18, 25)



V senzorickém pienosu nociceptivni informace hraje kli¢ovou
ulohu TRPVI1 (transient receptor potential vanilloid 1) receptor,
ktery je exprimovan na membranach perifernich i centralnich
vybézkli prevazné veétSiny primarnich aferentnich neuroni
s nociceptivni charakteristikou. TRPV1 receptor je aktivovan
chemickymi i fyzikdlnimi nociceptivnimi podnéty. Mezi jeho
chemické agonisty patii lokalni pokles pH, lipidové slouceniny jako
polynenasycené mastné kyseliny a diacylglycerol, endogennim
ligandem je napiiklad bioaktivni lipid anandamid nebo N-
acyldopaminové substance. Fyzikdlnim aktivatorem TRPV1
receptoru je teplota nad 43 °C. TRPV1 receptor podléha vyznamnou
mérou modulaci v prostfedi zanétu nebo poranéni a prispiva tudiz
vyznamnou mérou k mechanismim zodpovédnym =za zvySeni
citlivosti nociceptoru k fyzikalnim i chemickym podnétim, ke
kterému za téchto okolnosti dochazi, a tim i krozvoji chronické
bolesti. (5, 9)

Vyznamnym exogennim aktivatorem TRPVI1 receptori je
chemicka latka kapsaicin. Kapsaicin ma v inicialni fazi excitacni
ucinky na nociceptor, kdy po jeho navazani na TRPVI1 receptor
dojde k otevfeni iontového kanalu a vtoku iontd, depolarizaci
membrany a vzniku akéniho potencidlu. V pripadé, ze kapsaicin
pusobi prolongované nebo ve vysoké koncentraci, muze dojit
v disledku mohutného vtoku iontd kalcia intracelularné naopak
k funkéni desenzitizaci az Gplné morfologické destrukci kapsaicin-
senzitivniho nociceptivniho vlakna, a tudiz jeho vyfazeni z funkce.
Kapsaicin pisobici ve vysoké koncentraci miize mit tedy analgeticky
ucinek. (36) Analgeticky efekt systémové i lokalné aplikovaného
kapsaicinu na akutni bolest, bolest spojenou se zanétem i
neuropatickou bolest byl testovan v mnoha experimentalnich
studiich na zvifatech. (16, 24) Moznost vyuziti kapsaicinu jako
lokalné aplikovaného analgetika byla predmétem i fady klinickych
studii na lidech. (3, 8, 22)

Predmétem této studie jsou neuralni mechanismy nocicepce a
vzniku patologickych bolestivych stavlii se zaméfenim na bolest
chirurgického pivodu, tedy stav, kdy je primarnim nociceptivnim
podnétem operacni zakrok. Pooperaéni bolest je stale aktualnim
problémem klinické mediciny a tato studie predstavuje nekteré
z moznych zptsobi jejitho ovlivnéni farmaky. ProtoZe hraje TRPV1
receptor kli¢ovou tlohu v transdukci nociceptivni informace a v
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senzitizaci nociceptoru, bylo hlavnim ukolem této prace ovéfit ulohu
pravé TRPV1 receptori v prenosu bolesti zpuisobené chirurgickym
zakrokem a piipadnou moznost 1é¢by tohoto druhu bolesti jejich
farmakologickym ovlivnénim. Zvlastni pozornost je vénovana
centralnim TRPV1 receptorim exprimovanym na centralnich
vybézcich primarnich nociceptivnich neuronti, nebot” jejich funkce
v nocicepci a mozné mechanismy jejich aktivace a senzitizace nejsou
dosud zcela objasnény.

2. Hypotézy a cile studie

2.1. Utinky lokdlné aplikovaného kapsaicinu na bolest
chirurgického pitvodu

Cilem prvni casti studie bylo zjistit ulohu kapsaicin-senzitivnich
nociceptord v mechanismech pooperac¢ni alodynie a hyperalgézie a
ucinek lokalné aplikovaného kapsaicinu na rozvoj pooperacni
bolesti. Pfedpokladali jsme, Zze po lokalni aplikaci kapsaicinu ve
vysoké koncentraci pred chirurgickym zakrokem, dojde v disledku
vytazeni kapsaicin-senzitivnich nervovych vlaken z jejich funkce
k selektivnimu zablokovani nociceptivni aferentace z mista incise a
naslednému zablokovani rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie a
mechanické alodynie i hyperalgézie.

2.2. Senzitizace miSnich neuronit chirurgickou incisi a jeji
ovlivnéni lokadlné aplikovanym kapsaicinem

Protein Fos je mozné pouzit jako funkéni marker slouzici
k identifikaci  neuroni  centralniho  nervového systému
senzitizovanych intenzivnim nociceptivnim podnétem. Cilem
nasledujici ¢asti studie bylo prokazat centralni senzitizaci miSnich
neuronu chirurgickou incisi pomoci exprese ¢ — Fos v zadnich rozich
michy imunohistochemickou metodou a zablokovani rozvoje
centralni  senzitizace miSnich neurond pusobenim lokalné
aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci do mista incise.

2.3. Uloha centrdlnich TRPVI receptorii v mechanismech
nocicepce u bolesti chirurgického pitvodu
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Kapsaicinové TRPV1 receptory jsou exprimovany na perifernich i
centralnich zakoncenich kapsaicin — senzitivnich neuronti a hraji
vyznamnou roli v transmisi nociceptivni informace i v jeji modulaci.
Cilem nasledujicich pokust bylo potvrdit Glohu perifernich TRPV1
receptord, otestovat efekt specifického antagonisty na TRPV1
receptorech v ovlivnéni pooperacni bolesti, a dale zjistit piipadnou
ulohu centralnich TRPV1 receptord v neuralnich mechanismech
rozvoje tohoto bolestivého stavu. Predpokladali jsme, Ze blokada
perifernich TRPV1 receptori. pomoci lokalné¢ aplikovaného
antagonisty i1 centralnich TRPV1 receptord pomoci intratekalné
aplikovaného antagonisty ucinné zablokuje rozvoj pooperacni
hypersenzitivity na mechanické a tepelné podnéty.

2.4. Modulace nociceptivni signalizace miSnimi (centrdlnimi)
TRPV1 receptory

Uloha TRPV1 receptori vmiSe neni dosud tplné objasnéna,
jednou z nevyieSenych otazek zistava zpusob jejich aktivace. Cilem
této casti studie bylo ovéfit, ze jsou centralni TRPV1 receptory
senzitizované plantarni incisi aktivovany plsobenim endogennich
agonistll a podili se tak na pfenosu nociceptivni informace z mista
poranéni. Predpokladali jsme, ze specificky TRPV1 antagonsita
zablokuje hypersenzitivitu na tepelné a mechanické podnéty
zpusobenou aktivaci senzitizovanych centralnich TRPV1 receptori.

3. Metody

Ve studii bylo pouzito celkem 173 samct laboratornich potkant
kmene Wistar (200 — 250 g). VSechny postupy a procedury byly
schvaleny komisi pro praci se zvifaty Fyziologického Ustavu
Akademie véd Ceské Republiky a byly v souladu s pravidly IASP
(International Association for the Study of Pain) pro praci
s laboratornimi zviraty.

3.1. Behaviordlni testovani citlivosti zviiat na mechanické a tepelné
podnéty

10



Odpovédi zvifat na mechanické podnéty byly testovany pomoci
nylonovych Von Freyovych vlaken. K mechanické stimulaci kize
planty pedis zvifete byla pouzita vlakna o silach 10, 20, 35, 59, 80,
140, 290 a 370 mN, kazdy stimul byl aplikovan Sestkrat a
zaznamenan byl pocet vyvolanych elevaci konéetin od podlozky pro
kazdy podnét.

Odpovédi zvifat na stimulaci teplem byly testovany pomoci
tepelného stimulatoru (50 W, Dittel, Praha). Zaznamenavany byly
Casové intervaly, za které zvitata reflexné odtahovala koncetinu od
zdroje tepla od okamziku zacatku plsobeni podnétu na kizi planty
pedis. Tepelny stimulus byl aplikovan vzdy tfikrat po sobé
s pétiminutovym ¢asovym odstupem mezi jednotlivymi stimulacemi.
Kontrolni odpovédi na tepelné i mechanické podnéty byly
zaznamenany pro kazdé zvife pfed zahajenim jakékoliv
experimentalni procedury.

3.2. Chirurgické procedury

Intradermalni injekce kapsaicinu, TRPV1 antagonisty (SB
366791) nebo rozpoustédla (objem injikované latky 0,1 ml) byla
provedena 27G injekéni jehlou v kratkodobé celkové anestézii
etherem, v misté injekce byla pozdé&ji provedena chirurgicka incise.
Roztok kapsaicinu (49 mM) byl ptipraven ze zasobniho roztoku (490
mM, 65% HPLC natural capsaicin, Fluka rozpustény v ethanolu)
rozfedénim 0,9% roztokem NaCl. Roztok SB 366791 (100 uM) byl
ptipraven rozpusténim SB 366791 (SB 366791, Tocris) v ethanolu
s 0,9% roztokem NaCl 1:9.

V celkové anestézii etherem byla za sterilnich podminek
provedena 7 cm dlouhad longitudindlni incise plantarni kize a
plantarniho svalu, s proximalnim zacatkem 3 mm od okraje paty a
probihajici distalnim smérem rovnobézné s dlouhou osou planty
pedis a uzaviena dvéma stehy z nevstiebatelného monofilu 4-0 na
chirurgické jehle DS19. Rany se kompletné hojily béhem 5 — 6 dntl
ad integrum.

Intratekalni katétry byly vyrobeny ze dvou polyethylenovych
hadic¢ek o velikostech PE — 5 a PE — 10. Implantace byla provedena
v celkové anestézii ketaminem (100 mg/kg i. p., Narkamon, Zentiva)
a xylazinem (10 mg/kg i. m., Rometar, Zentiva) za sterilnich
podminek. Pomoci longitudinalni incise ktize nad trnovymi vybézky
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obratli a rozpreparovani pateinich svali byly exponovany lumbalni
obratle, do intervertebralniho prostoru L1 - L2 byl
subarachnoidealn¢ zasunut vlastni katétr a fixovan k patefi pomoci
dentalniho cementu (Duracryl, Spofa). Rana byla chirurgicky
uzaviena po vrstvach, vnéjsi konec katétru exponovan na povrchu
kize hibetu a zataven. Intratekalni katétry slouzily k aplikaci 50 uM
roztoku N-oleoyldopaminu (OLDA, Tocris), pfipravené¢ho z 50 mM
zasobniho roztoku (OLDA v dimethylsulfoxidu), 1 mM roztoku
bradykininu (bradykinin acetate, Sigma) pfipraveného z 16 mM
zasobniho roztoku (bradykinin v destilované vod¢) a 100 uM roztoku
SB 366791 ptipraveného ze 100 mM zasobniho roztoku (SB 366791,
Tocris, rozpustény v DMSO), fedénim 0,9% roztokem NaCl. Na
konci kazdého pokusu byla zvifata utracena vysokou davkou etheru,
do katétrii injikovana methylenova modf a jejich pozice vizualné
zkontrolovana.

Retrogradni znaceni STT a PSDC neuront bylo provadéno
v celkové anestézii zvitat ketaminem (100 mg/kg i. p., Narkamon,
Zentiva) a xylazinem (10 mg/kg i. m., Rometar, Zentiva) za
sterilnich podminek. Pro stereotakticky pfistup k thalamu byly do
obou temennich kosti frézou vyvrtany obdélnikové otvory, skrz které
bylo zvifatim do laterdlnich thalamickych jader aplikovano
fluorescenéni barvivo (dextran znaceny Cy2, Molecular Probes)
pomoci sklenéné mikropipety pfipevnéné na mikromanipulator
spojeny s aplikaénim systémem na stlateny vzduch. Pro pfistup
knucleus gracilis bylo rozpreparovano S§ijové svalstvo a
identifikovana atlantookcipitalni membrana, do které byl prostfizen
otvor. Pomoci stejného aplika¢niho systému bylo dextranové barvivo
injikovano do oblasti nucleus gracilis za pouziti operac¢niho
mikroskopu. Misto aplikace fluorescencniho barviva v thalamu i v
nucleus gracilis bylo vzdy mikroskopicky ovéfeno na histologickém
fezu po skonceni kazdého pokusu.

3.3. Imunohistochemie

Zvitata urcenda k detekci exprese c-Fos byla uvedena do hluboké
anestézie pentobarbitalem (sodium pentobarbital, 80 mg/kg i. p.),
pomoci kanyly zavedené do ascendentni aorty transkardialné
perfundovana heparinizovanym fyziologickym roztokem (500 ml
0,9% NaCl se 100 IU heparinu) a 4 % roztokem paraformaldehydu

12



v0,1 M fosfaitovém pufru (500 ml; pH 7,4). Po perfazi byla
vypreparovana micha a mozek. Preparaty byly umistény na 4 hodiny
do stejného 4% fixa¢niho roztoku paraformaldehydu a pies noc do
30% roztoku sacharosy ve fosfatovém pufru. Na kryostatu byly
nakrajeny transversalni tkanové fezy z miSnich segmentt L3, L4 a
L5 o sile 30 um a koronarni fezy z mozki o sile 50 pm. Misni fezy
byly déale zpracovavany k imunohistochemické analyze, mozkové
fezy byly pomoci xylenového média montovany na skla potazena
zelatinou k fluorescencni mikroskopii.

Misni tkan zvifat, u kterych nebyly retrogradné oznaceny STT
nebo PSDC neurony, byla k detekci Fos imunohistochemicky
obarvena metodou komplexu streptavidin — biotin — peroxidaza.
Rezy byly promyty 0,1 M fosfatovym pufrem, inkubovany v 3%
blokovacim roztoku normalniho osliho séra (NDS, normal donkey
serum) a nasledné vroztoku primarni protilatky (1:2000, kralici
polyklonalni protilatka proti Fos; Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA) pii 4 °C ptes noc. Po inkubaci byly znovu
promyty v 1% NDS, inkubovéany v roztoku biotinylované sekundarni
protilatky (1:400; biotin — SP — conjugated donkey anti — rabbit IgG;
Jackson Immuno Research Laboratories, in., West Grove, PA, USA),
promyty fosfatovym pufrem a inkubovany se streptavidinem
konjugovanym s peroxidazou (1:600; peroxidase — conjugated
streptavidin; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West
Grove, PA, USA) Produkt reakce byl vizualizovan pomoci 0,01%
peroxidu vodiku a 0,05% diaminobenzidinu jako chromogenu. Po
oplachnuti v 0,1% fosfatovém pufru byly misni fezy montovany na
skla potazena zelatinou.

Imunohistochemické zpracovani tkani zvitat, kterym byly
retrogradné oznaceny STT a PSDC neurony, probéhlo v zédsadé
stejnym zpusobem. K detekci exprese Fos byla v téchto pokusech
pouzita sekundarni protilatka konjugovana s fluorescenénim
barvivem Texas red (1:600; Texas - Red® dye — conjugated
AffiniPure Donkey Anti-rabbit IgG; Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA).

3.4. Experimentdlni postupy

3.4.1. Testovani ucinku lokalné aplikovaného kapsaicinu na
pooperacni mechanickou alodynii a mechanickou a tepelnou
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hyperalgézii. Prvni skupiné zvifat (n = 8) byl nejprve intradermalné
injikovan kapsaicin nebo rozpoustéci roztok do klize planty pedis a
24 hodin poté provedena chirurgicka incise v misté injekce. Citlivost
na mechanické a tepelné podnéty aplikované na kazi v blizkosti
incise pak byla opakované testovana po dobu nékolika dnti. Druha
skupina experimentalnich zvitat podstoupila nejprve chirurgicky
zakrok, kapsaicin (n = 7) nebo rozpoustédlo (n = 6) byly injikovany
2 hodiny poté.

3.4.2. Exprese ¢ — Fos vneuronech zadnich rohii michy po
chirurgicke incisi a jeji ovlivnéni pomoci lokalné aplikovaného
kapsaicinu. Prvni skupiné experimentalnich zvitat této série pokust
(n = 8) byl nejprve intradermalné aplikovan kapsaicin (n = 4) nebo
rozpoustédlo (n = 4) do pravé planty pedis, 24 hodin po injekci
vytvofena plantarni incise a pomoci histochemické metody
streptavidin — biotin — peroxidaza zji§tovana exprese c-Fos v jadrech
neuront lumbalni michy 2 hodiny po tomto chirurgickém zakroku. U
druhé a treti skupiny zvifat (n = 8) byly nejprve retrogradné
oznaceny STT nebo PSDC neurony a 7 — 10 dni poté provedena
stejna experimentalni procedura jako u prvni skupiny.

3.4.3. Zjistovani ulohy TRPVI receptorii v rozvoji pooperacni
mechanické alodynie a mechanické a tepelné hyperalgézie. V této
sérii pokust byl zvifatim prvni skupiny intradermalné injikovan
TRPV1 antagonista SB 366791 (0,1 ml 100 uM roztoku) (n = 8)
nebo roztok rozpoustédla (n = 8) do pravé planty penis a 30 minut
poté byla na injikované koncetiné provedena plantarni incise.
Bezprostiedné po sutuie rany byla aplikovana druhd intradermalni
injekce SB 366791 nebo rozpoustédla, odpovédi na mechanické a
tepelné podnéty byly po zékroku opakované testovany po dobu
nekolika dnd. Druhé skupiné zvifat byly nejprve implantovany
intratekalni katétry, do katétru podano 20 ul SB 366791 (100 uM u n
= 6) nebo rozpousteédla (n = 6). 15 minut po intratekalni injekci byla
vytvofena plantarni incise a nasledovalo behavioralni testovani
odpovédi zvifat na mechanické a tepelné podnéty.

3.4.4. Mechanismus senzitizace centralnich TRPVI receptorii.

Prvni skupiné zvitat bylo do intratekalniho katétru aplikovano 20 pl
50 uM roztoku OLDA (n = 4), zvifatim druhé skupiny bylo stejnym
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zpusobem aplikovano 20 pl 1 mM roztoku bradykininu (n = 6), u
treti skupiny zvifat bylo intratekalné podano 10 pl 2 mM roztoku
bradykininu a 10 pl 100 uM roztoku OLDA (n = 6). Odpovédi na
mechanické a tepelné podnéty byly po injekci testovany opakované
v nékolika ¢asovych intervalech. Zvifatim ctvrté skupiny (n = 7) byl
do katétru nejprve podan TRPV1 antagonista (20 pl 100 uM roztoku
SB 366791), 15 minut po jeho podani nasledovala intratekalni
aplikace 10 pl 2 mM roztoku bradykininu s 10 pul 100 uM roztoku
OLDA a nasledovalo stejné behavioralni testovani odpovédi na
mechanické a tepelné podnéty. Ctyfem zvifatim z posledni
experimentalni skupiny bylo 10 pul 2 mM roztoku bradykininu a 10
ul 100 uM roztoku OLDA intratekalné aplikovano znovu 24 hodin
po prvni injekci bez TRPV1 antagonisty.

3.5. Analyza a statistické zpracovani dat

Behavioralni data byla statisticky zpracovavana pomoci
dvoufaktorové analyzy rozptylu, opakovana méfeni v Case (two —
way repeated — measures analysis of variance, ANOVA). Rozdily
mezi operovanymi a intaktnimi koncetinami zvifat rGznych
experimentalnich skupin byly dale hodnoceny pro kazdy testovaci
Cas zvlast pomoci neparametrické statistické metody (Mann —
Whitney U — test). Vysledky behavioralnich pokusti posledni ¢asti
studie (experiment 4, viz vySe) byly statisticky zpracovany pomoci
jednofaktorové analyzy rozptylu, opakovana méteni v Case (one —
way repeated — measures analysis of variance, ANOVA). Kontrolni
odpovédi na mechanické a tepelné podnéty zjisténé pred aplikaci
farmak byly porovnavany shodnotami zjisténymi v riznych
Casovych intervalech po aplikaci pomoci metody post —hoc Tukey
test.

Pritomnost Fos imunopozitivnich neurond byla zjistovana
na kazdém tretim tkanovém fezu z L3, L4 a L5 segmentil lumbalni
michy. Prokazdy segment bylo vyhodnoceno celkem deset
histologickych fezii. Pocty Fos imunopozitivnich neuronti v zadnich
rozich michy zvifat, kterym byl pfed provedenim plantarni incise
podan kapsaicin, byly srovnavany se skupinou zvifat, kterym bylo
predoperacné  aplikovano  pouze  rozpoustédlo,  pomoci
jednofaktorové ANOVA a Student’s Newman — Keul testu. Dale
byly pocitany profily oznac¢enych STT a PSDC neuront a hodnoceny
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z hlediska ptitomnosti ¢ervené fluoreskujiciho Fos v jejich jadrech,
Fos imunopozitivni neurony byly vyjadfeny jako procento
z celkového poctu nalezenych profila STT a PSDC neuront. Tato
proporce zjisténa u zvitat predoperacné ovlivnénych kapsaicinem
byla porovnavana se skupinou zvirat, kterym bylo pfed provedenim
plantarni incise aplikovano rozpoustédlo pomoci statistické metody
Mann — Whitney U — test.

4. Vysledky

4.1. Ucinek lokdlné aplikovaného kapsaicinu na behaviordlni
odpovédi zvifat na mechanické a tepelné podnéty

Prvni série pokusti zkoumala poopera¢ni zmény reaktivity na
mechanické podnéty aplikované na ktizi planty pedis u zvifat, kterym
byl 24 hodin pfed provedenim plantarni incise intradermalné
aplikovéan kapsaicin nebo rozpoustéci roztok. Zadné experimentalni
zvife neodpovidalo na stimulaci intaktni ktize planty tenkymi Von
Freyovymi vlakny pusobicimi silami nizkych intenzit (10, 20, 35
nebo 59 mN) pred zdkrokem, pii stimulaci intaktni kize Von
Freyovymi vlédkny silngjSich intenzit (80, 140, 290 a 370 mN)
dochazelo k vyvolani reflexnich elevaci stimulované koncetiny. Po
provedeni incise se citlivost kontrolnich zvifat na vSechny testované
podnéty zvysila, rozvinula se pooperacni mechanickd alodynie i
hyperalgézie. U zvifat, kterym byl predoperacné aplikovan
kapsaicin, byl pooperacni nartst odpovédi na mechanickou stimulaci
operované koncetiny jen velmi mirny, coz bylo v ostrém kontrastu
s vyraznym zvySenim odpoveédi kontrolnich zvifat predoperacné
ovlivnénych pouze rozpoustédlem. (Obr. 1)
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Obr. 1 Kapsaicin 24 h pfed provedenim plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi
(pramér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi
vlakny (35 — 370 mN) operovanych (po aplikaci kapsaicinu o nebo rozpoustéciho
roztoku A) a intaktnich koncetin (kontrolnich A a experimentalnich zvitat e), pfed a
po chirurgickém zakroku. Plantarni incise byla provedena v ¢ase 0. * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001 pro odpovédi operovanych koncetin po injekci kapsaicinu versus
kontralateralnich, +++ P < 0,001 pro odpovédi operovanych koncetin po injekci
rozpoustédla versus kontralateralnich, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 pro
odpoveédi operovanych koncetin po injekci kapsaicinu versus odpovédi operovanych
koncetin po injekci rozpoustédla.

Za ucelem ovéieni ucasti mechanismi centralni senzitizace v
rozvoji pooperaéni bolesti byla v dalsi sérii pokusti zvifatim nejprve
vytvorena plantarni incise a 2 h po zakroku aplikovana intradermalni
injekce kapsaicinu nebo rozpoustéciho roztoku. V prvnich dvou
hodinach po provedeni incise (pfed intradermalni injekci) bylo
zaznamenano u kontrolnich 1 experimentalnich zvifat zvySeni
reaktivity na mechanické podnéty. V testovacim ¢ase 4 h po zékroku
(2 h po injekci kapsaicinu) bylo u experimentalnich zvifat patrné
vyznamné snizeni, i dal§i prib¢h poopera¢ni mechanické alodynie a
hyperalgézie byl v porovnani s kontrolni skupinou oslaben. (Obr. 2)
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Obr. 2 Kapsaicin 2 h po provedeni plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi
(pramér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi
vlakny (35 — 370 mN) operovanych (po aplikaci kapsaicinu o nebo rozpoustéciho
roztoku A) a intaktnich koncetin (kontrolnich A a experimentalnich zvitat e), pfed a
po chirurgickém zakroku. Plantarni incise byla provedena v ¢ase 0. * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001 pro odpovédi operovanych koncetin po injekci kapsaicinu versus
kontralateralnich, + P < 0,05; ++ P< 0,01 pro odpovédi operovanych konéetin po
injekci rozpoustédla versus kontralateralnich, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001
pro odpovédi operovanych koncetin po injekci kapsaicinu versus odpovédi
operovanych koncetin po injekci rozpoustédla.

Dale byly zjistovany zmény odpovédi zvifat na tepelné podnéty
zpusobené chirurgickym zakrokem a piipadny efekt lokalné
aplikovaného  kapsaicinu.  Experimentalnim  zvifatim byl
intradermalné aplikovan kapsaicin, kontrolnim rozpoustéci roztok, a
to 24 hodin pied provedenim incise (Obr. 3A) nebo 2 hodiny po
zakroku (Obr. 3B). V pokusech, kdy byl zvifatim intradermalné
aplikovan rozpoustéci roztok, zptsobila chirurgicka incise rychlé
zkraceni Casovych intervall, za které zvifata reagovala na tepelny
podnét predstavujici rozvoj pooperaéni tepelné hyperalgézie.
Intradermalni aplikace kapsaicinu 24 h pied provedenim plantarni
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incise zpusobila naopak vyrazné prodlouzeni reakcnich intervali
zvitat na tepelnou stimulaci experimentalnich koncetin, termalni
hypoalgézii, patrnou 1 hodinu pied vlastnim chirurgickym zékrokem
a pretrvavajici jest€ 48 hodin po zakroku. V pokusech, kdy byla
intradermalni injekce aplikovana 2 h po provedeni incise, nebyl
v prvnich dvou hodindch po zakroku zaznamenan vyrazny rozdil
pooperacnich odpovédi zvifat na tepelné podnéty mezi kontrolni a
experimentalni skupinou. 2 h po intradermalni injekci kapsaicinu (4
h po chirurgickém zakroku) uz bylo zkraceni reak¢nich intervald na
tepelny podnét podstatné mirn€jsi v porovnani s kontrolni skupinou
zvifat po injekci rozpoustédla, a cely dalsi pribéh pooperacni tepelné
hyperalgézie byl uc¢inkem kapsaicinu oslaben.

A" Obr. 3 Reakéni casové
- intervaly  (pramér  +/-
standardni chyba primeéru)

20 na tepelné podnéty zvifat,

) kterym byl  aplikovan

roztok kapsaicinu nebo
rozpoustédla 24 h pred
provedenim plantarni
incise (A) nebo 2 h po
incisi (B). (A) Reakéni
intervaly  konéetin  po
injekci rozpoustédla (A) se
B po provedeni chirurgického

6 zakroku (v ¢ase 0) vyrazné
zkratily. Injekce kapsaicinu
24 h pfed zakrokem
zplsobila vyznamné
prodlouzeni reakénich Cast
na tepelné podnéty (o).

. Reakéni intervaly
kontralateralnich intaktnich
o konéetin na tepelné

24 -1 1 2 4 & 24 30 48 96 144 182 pOdl’léty seu sadné z

experimentalnich skupin zvifat vyznamné neménily (e, A). (B) Incise méla za
nasledek zkraceni reakénich intervali na tepelné podnéty u obou skupin zvifat.
V ptipad€, ze byl 2 h po incisi aplikovan roztok kapsaicinu, doslo k signifikantnimu
nartstu reakénich intervald v porovnani s kontrolni skupinou uz 2 h po injekci
(testovaci ¢as 4 h, o). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 pro odpovédi
operovanych kondetin po injekci kapsaicinu versus kontralateralnich, ++ P < 0,01;
+++ P < 0,001 pro odpovédi operovanych koncetin po injekci rozpoustédla versus
kontralateralnich, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 pro odpovédi operovanych
koncetin po injekci kapsaicinu versus odpovédi operovanych koncetin po injekci
rozpoustédla.
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4.2. Aktivace misnich neuronii chirurgickou incisi a jeji ovlivnéni
lokdlné aplikovanym kapsaicinem

V dalsi casti studie byla sledovana aktivace a nasledna centralni
senzitizace miSnich nociceptivnich neuront chirurgickou incisi
pomoci exprese ¢ — Fos v jadrech neurond zadnich rohti lumbalni
michy. Stejnou metodou byl zjistovan efekt intradermalné
aplikovaného kapsaicinu 24 h pied provedenim zakroku na expresi ¢
— Fos v lumbalni mise a rozvoj centralni senzitizace.

U kontrolnich zvifat, kterym bylo pfedoperaéné injikovano pouze
rozpoustédlo, byl pocet Fos-imunopozitivnich neuronti nachézejicich
se v zadnich rozich lumbalni michy na stran¢ incise vyrazné vyssi
nez v kontralaterdlnich zadnich rozich. U zvifat predoperacné
ovlivnénych vysokou davkou kapsaicinu byl pocet pozitivné
obarvenych neuronti v zadnich rozich michy na strané incise sice
pomérné nizky, avSak stale signifikantné zvySeny v porovnani s
kontralateralni stranou. ZvySeni Fos imunopozitivity mezi neurony
zadnich misnich rohd na strané incise vSak bylo mnohem vyrazné&ji
vyjadieno u kontrolnich zvifat, kterym bylo pfed provedenim
plantarni incise aplikovano rozpoustédlo, v porovnani se zvifaty
predoperacné ovlivnénymi kapsaicinem (p < 0,001). (Obr. 4)
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V dalsi sérii pokusi byla zjistovana exprese c-Fos v
retrogradné oznacenych STT neuronech v zadnich rozich michy 2 h
po provedeni chirurgické incise na planté pedis. Jedné skupiné zvirat
byl 24 pted timto zakrokem intradermalné aplikovan kapsaicin,
druhé pouze rozpoustéci roztok. U zvifat, kterym bylo pied
provedenim plantarni incise aplikovano rozpoustédlo, byly pocty
STT neuront exprimujicich v jadrech c-Fos, nalezenych v zadnich
rozich Sedé hmoty michy na strané operované koncetiny vyrazné
vys8i v porovnani s kontralateralni stranou. Relativni poéty STT
neuronti vykazujicich v jadrech Fos-imunopozitivitu v zadnich
rozich michy na strané incise byly vyrazné€ vyssi u zvifat, kterym
bylo pied provedenim plantarni incise injikovano rozpoustédlo, nez
u zvirat po injekci kapsaicinu. (Obr.5A)

Ovéiovana byla také uloha PSDC neuronti v pooperacni bolesti.
Pocty PSDC neuront vykazujicich v jadrech Fos imunopozitivitu
zjisténé v zadnich rozich michy na strané incise byly vyrazné vyssi u
zvifat, kterym bylo pfed provedenim plantarni incise injikovano
rozpoustédlo, nez u zvifat po injekci kapsaicinu, ve vSech
sledovanych segmentech lumbalni michy, coz dokazuje jejich
vyznamnou roli v neuromechanismech tohoto bolestivého stavu a
moznost jeho ucinného ovlivnéni intradermalné aplikovanym
kapsaicinem. (Obr. 5B)
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4.3. Uloha TRPVI receptorii v rozvoji pooperacni mechanické
alodynie a mechanické a tepelné hyperalgézie

Nasledujici pokusy byly specificky zaméfeny na roli TRPV1
receptordt v rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie a moznost
ovlivnéni tohoto bolestivého stavu pomoci TRPV1 antagonisty.
Pooperacni zmény odpovédi zvifat na tepelné podnéty byly
testovany po intratekalni aplikaci 100 uM roztoku SB 366791 15
minut pred provedenim plantarni incise. V prvnich hodinach po
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zakroku doslo uc¢inkem TRPV1 antagonisty k Gplnému zablokovani
pooperacni tepelné hyperalgézie, primérné reakéni ¢asové intervaly
na tepelny podnét operovanych koncetin byly oproti predoperacnim
hodnotdm vyznamné prodlouzeny. Intratekalné aplikovany SB
366791 zpusobil zaroven signifikantni prodlouzeni reakénich Cast
kontralateralnich, neoperovanych koncetin téchto experimentalnich
zvifat. (Obr. 6A) U jiné skupiny zvifat byly zjiStovany pooperacni
zmény odpovédi na tepelnou stimulaci planty pedis po intradermalni
aplikaci 100 pM SB 366791 30 minut pied a bezprostiedné po
provedeni chirurgické incise. SB 366791 i vtomto piipadé
vyznamn€ oslabil pribéh pooperacni tepelné hyperalgézie
v porovnani s kontrolni skupinou zvitat. (Obr. 6B)

Obr. 6 Reakéni intervaly
(pramér +/- standardni chyba
priméru) na tepelné podnéty.
(A) Reakéni intervaly
koncetin  po  intratekalni
injekci rozpoustédla (A ) se po
provedeni chirurgického
zakroku (v ¢ase 0) vyrazné
zkratily. Intratekalni injekce
100 upM SB 366791 zptisobila
jejich prodlouzeni (e), reakce
4 4 1 T 4 6 24 30 48 96 144 182 intaktnich konéetin se rovnéz
0 prodlouzily (0).
Reaktivitakontralateralnich
koncetin  kontrolnich zvifat
zustala na stejné Grovni (A).
(B) U kontrolnich zvifat doslo
po incisi ke  zkraceni
reakénich intervali
operovanych  koncetin  na
tepelné podnéty (A), u zvifat
po intradermalni injekci 100
24 4 41 2 4 5 24 10 20 05 184182 uM SB 366791 taktéz (e),
tima (hrs) bylo v8ak mirné&ji vyjadfeno.
Reakéni intervaly intaktnich koncetin se neménily (o, A). ** P <0,01; *** P < 0,001
odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus korespondujicich
levych, ++ P < 0,01; +++ P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci
rozpoustédla versus levych, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 odpovédi pravych
koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus odpovédi pravych konéetin zvitat po
injekci rozpoustédla. x P < 0,05; odpovédi levych koncetin zvifat po injekci SB
366791 versus odpovédi levych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla.

PUL 5]
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Dale byla zjistovana tiloha TRPV1 receptort v rozvoji pooperacni
mechanické alodynie a hyperalgézie. Experimentalni skupin¢ zvitat
byl 15 minut pfed provedenim plantarni incise intratekalné aplikovan
100 uM roztok TRPV1 antagonisty SB 366791. U téchto zvifat byl
po chirurgickém zéakroku prekvapivé zjistén jen velmi mirny nardst
odpovédi na mechanické podnéty slabych intenzit pii stimulaci
operovanych koncetin v porovnani s pooperaénim zvySenim
reaktivity kontrolnich zvifat. Poopera¢ni zvySeni odpovédi na
stimulaci silnymi mechanické podnéty wcCinkem intratekalné
aplikovaného TRPV 1 antagonisty vyznamné ovlivnéno nebylo. (Obr.
7)
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Obr. 7 100 uM SB 366791 intratekalné pied provedenim plantarni incise. Pocet
reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priméru) na stimulaci Von
Freyovymi vlakny (35 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl 100 uM SB 366791
nebo rozpoustéci roztok aplikovan intratekalné 15 min pfed chirurgickym zakrokem.
Po provedeni incise se u kontrolnich zvifat pocet vyvolanych odpovédi operovanych
koncetin zvysil (A), odpovédi kontralateralnich koncetin se neménily (A). Tento
narist reaktivity byl u skupiny zvifat ovlivnénych SB 366791 mirné oslaben (e),
v porovnani s korespondujicimi  kontralateralnimi  koncetinami  vSak  zlstal
signifikantni (o). Plantarni incise byla provedena v ¢ase 0. * P < 0,05; ** P < 0,01;
*¥** P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus
korespondujicich levych, + P < 0,05; ++ P < 0,01; odpovédi pravych koncetin zvifat
po injekci rozpoustédla versus levych, # P < 0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych
koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus odpovédi pravych konéetin zvifat po
injekci rozpoustédla.
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V jiné sérii pokusu bylo sledovano ovlivnéni pooperac¢nich zmén
reaktivity experimentalnich zvifat na mechanické podnéty ucinkem
intradermalné aplikovaného 100 puM roztoku SB 366791.
V porovnani s vyraznym zvySenim poctu vyvolanych odpovéedi
slabymi  mechanickymi  podnéty, zjisténém pifi  stimulaci
operovanych koncetin kontrolnich zvifat, byl narist reaktivity zvirat
ovlivnénych intradermalni injekci SB 366791 jen mirny. Naproti
tomu pooperaéné¢ zvySené odpovédi na mechanické podnéty
silngjSich intenzit, pooperacni mechanickd hyperalgézie, ovlivnéna
nebyla. (Obr. 8)
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Obr. 8 100 uM SB 366791 intradermalné pied a po provedeni plantarni incise. Po
provedeni incise se pocet vyvolanych odpovédi operovanych konéetin kontrolnich
zvitat vyrazné zvysil (A), odpovédi kontralateralnich koncetin se nemeénily (A). Tento
narist reaktivity byl u zvifat ovlivnénych SB 366791 oslaben (®), v porovnani
s korespondujicimi kontralateralnimi koncetinami vSak zistal signifikantni (o).
Plantarni incise byla provedena v ¢ase 0. ** P < 0,01; *** P < 0,001 odpovédi
pravych koncetin zvitat po injekci SB 366791 versus korespondujicich levych, + P <
0,05; ++ P < 0,01; odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla versus
levych, # P < 0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci SB
366791 versus odpovédi pravych koncetin zvitat po injekci rozpoustédla.
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4.4. Uloha centrdlnich TRPV1 receptorii v nocicepci

Posledni ¢ast studie se zabyvala ulohou centralnich TRPV1
receptort v nocicepci. U experimentalnich zvifat byly sledovany
zmény reaktivity na tepelné a mechanické podnéty po aktivaci
centralnich TRPV1 endogennim agonistou (OLDA), dale po
senzitizaci centralnich TRPV1 bradykininem, a dale po aktivaci
senzitizovanych TRPV1 endogennim agonistou. V posledni sérii
pokust byl testovan uc¢inek TRPV1 antagonisty na tyto zmény.

V prvni sérii pokusi byly testovany odpovédi zvifat na tepelné
podnéty po intratekalni aplikaci 50 uM OLDA, nebyla zjisténa zadna
zména reaktivity zvifat na tepelnou stimulaci v porovnani
s kontrolnimi hodnotami zjisténymi pted jeho aplikaci. (Obr. 9A) Ve
stejnych casovych intervalech byly testovany i odpovédi na
mechanické podnéty, u zadného z experimentalnich zvitat této série
pokus vSak nebyla po intratekdlni injekci OLDA zaznamendna
jakakoliv zména odpovédi, a to v celém prubéhu pokusu. (Obr. 10)
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Obr. 9 Reakéni
(pramér +/- standardni chyba
priméru) na tepelné podnéty.
Prvni  skupiné zvifat byl
intratekaln¢ aplikovan roztok
OLDA (A), druhé skupiné
zvitat roztok bradykininu (B),
tieti skupiné zvifat roztok
OLDA soucasné
s bradykininem (C), zvifatim
¢tvrté skupiny roztok TRPVI
antagonisty a pot¢é OLDA
s bradykininem (D). Uginné
latky byly aplikovany v Case 0.
Intervaly jsou prezentovany
v grafech spole¢né s hodnotami
kontrolnich zvifat z pfedchozich

intervaly

sérii  pokust, kterym byl
intratekalné aplikovan
rozpoustéci roztok. (A) Po
intratekalni  injekci OLDA

nedoslo k  zadné zméné
reaktivity na tepelné podnéty
obou koncetin v celém pribéh
pokusu (e,0). (B) Reakéni
intervaly obou koncetin se po
intratekalni aplikaci bradykininu
zkratily.  (e,0). (C) Po
intratekalni  aplikaci roztokl
bradykininu a OLDA se
intervaly rovnéz zkratily, oproti
predchozi experimentalni
skuping vyraznéji. (e,0). (D) Po
intratekalni injekci SB 366791
nasledované bradykininem s
OLDA nedoslo k zadné zméné
reaktivity na tepelné podnéty
koncetin v celém prubéh pokusu
(8,0). * P < 0,01; *** P <
0,001 odpovédi levych konéetin
zvifat po injekei Uc¢inné latky
versus levych koncetin zvifat po
injekei rozpoustédla, # P < 0,05;
# P < 0,01; ### P < 0,001
odpovédi  pravych  koncetin
zvitat po injekei 0¢inné latky
versus  odpovédi  pravych
koncetin  zvifat po injekci
rozpoustédla.
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Obr. 10 OLDA aplikovany intratekalné bez provedeni plantarni incise. Pocet
reflexnich odpovédi (primeér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pfi stimulaci
Von Freyovymi vlakny (35 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intratekalné
aplikovan roztok OLDA (v ¢ase 0). Odpovédi na mechanické podnéty se po injekci
OLDA (e,0) nezménily a ziistavaly na stejné Girovni v celém pribéhu pokusu.

V dalsi sérii pokust byla testovana reaktivita zvifat na tepelné a
mechanické podnéty po intratekalni aplikaci substance senzitizujici
TRPVI receptory, 1 mM roztoku bradykininu. V téchto pokusech
bylo zjisténo vyznamné zkraceni reakénich Cast zvifat na tepelnou
stimulaci v porovnani s kontrolnimi  hodnotami, ucinkem
bradykininu doslo k rozvoji pfechodné hypersenzitivity na tepelné
podnéty. (Obr. 9B, obr. 14A) Ve stejnych ¢asovych intervalech byly
testovany i odpovédi zvifat na mechanické podnéty. Po aplikaci
bradykininu zacala zvifata odpovidat na stimulaci silami nizkych
intenzit, které nevyvolaly reflexni elevace koncetin kontrolnich
zvifat, ufinkem intratekaln¢ aplikovaného bradykininu doslo i
k vyraznému zvySeni odpovédi na siln€jsi mechanické podnéty.
(Obr. 11, obr. 14B)
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Obr. 11 Bradykinin aplikovany intratekalné bez provedeni plantarni incise. Pocet
reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pfi stimulaci
Von Freyovymi vlakny (35 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intratekalné
aplikovan roztok bradykininu (v ¢ase 0). Pocet odpovédi na mechanickou stimulaci
obou koncetin se v porovnani skontrolni hodnotou po intratekalni aplikaci
bradykininu signifikantné zvysil (e,0). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001
odpovédi levych kongetin zvitat po injekci u¢inné latky versus levych koncetin zvifat
po injekci rozpoustédla, # P < 0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych koncetin zvitat po
injekei u¢inné latky versus odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla.

V jiné sérii pokustu bylo testovano ovlivnéni reaktivity zvifat na
tepelné a mechanické podnéty uCinkem intratekalné podaného
roztoku bradykininu nasledovaného intratekalné aplikovanym
roztokem OLDA ve stejnych koncentracich jako piedchozich
pokusech. U této skupiny experimentalnich zvifat bylo zjisténo
vyznamné zkraceni reakCnich Casl zvifat na tepelnou stimulaci
v porovnani s kontrolnimi hodnotami. Oproti termalni hyperalgézii
zpisobené u¢inkem samotného bradykininu byla v tomto piipadé
hypersenzitivita na tepelné podnéty zietelné vyraznéji vyjadiena a
pretrvavala delsi dobu. (Obr. 9C, obr. 14A) Stejnym zptisobem byly
testovany i odpovédi zvifat na mechanické podnéty. Po aplikaci
bradykininu s OLDA zacala zvifata reagovat na slabé mechanické
podnéty, nevyvolavajici reflexni odpovédi za kontrolnich podminek.
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Oproti predeslému pokusu s aplikaci samotného bradykininu
pretrvavala v tomto pfipadé mechanicka alodynie déle. Doslo rovnéz
k vyraznému zvySeni odpovédi zvifat na stimulaci intenzivnéjSimi
mechanickymi silami. (Obr. 12, obr. 14B)
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Obr. 12 Bradykinin s OLDA aplikovany intratekaln¢ bez provedeni plantarni incise.
Pocet reflexnich odpovédi (primeér +/- standardni chyba primeéru) vyvolanych pfi
stimulaci Von Freyovymi vlakny (35 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl
intratekaln¢ aplikovan roztok bradykininu a OLDA (v ¢ase 0). Pocet odpovédi na
mechanickou stimulaci obou kondetin se v porovnani skontrolni hodnotou po
intratekalni aplikaci bradykininu signifikantné¢ zvysil (e,0), oproti predchozi
experimentalni skuping vyraznéji. * P < 0,05; ** P < 0,01 odpovédi levych koncetin
zvifat po injekci u¢inné latky versus levych konéetin zvitat po injekci rozpoustédla, #
P <0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci uc¢inné latky versus
odpovédi pravych konéetin zvifat po injekci rozpoustédla.

V posledni sérii pokust byla testovana reaktivita zvifat na tepelné
a mechanické podnéty po intratekalné podaném 100 uM roztoku SB
366791 pred intratekalni injekci roztoku bradykininu soucasné s
roztokem OLDA. Odpovédi téchto zvitat na tepelné podnéty
zustavaly na stejné urovni vcelém c¢asovém prubéhu pokusu,
ucinkem intratekaln¢ aplikovaného TRPV1 antagonisty doslo
k uplnému zablokovani hypersenzitivity na tepelné podnéty
vyvolané intratekalni injekci bradykininu s OLDA. (Obr. 9D)
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V téchto pokusech zvifata nezacala reflexné¢ odpovidat na slabé
mechanické podnéty, nevyvolavajici elevace koncetin za kontrolnich
podminek, nebyla zaznamenana ani zména reflexnich odpovedi pti
stimulaci siln€jSimi mechanickymi silami. Pusobenim 100 pM
roztoku TRPVI1 antagonisty doslo kGplnému zablokovani
mechanické alodynie a hyperalgézie vznikajicich w¢inkem
intratekalné podaného bradykininu s OLDA. (Obr. 13)
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Obr. 13 Bradykinin s OLDA aplikované intratekalné po intratekalni injekci SB
66791, bez provedeni plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi (primér +/-
standardni chyba primeéru) vyvolanych pifi stimulaci Von Freyovymi vlakny (35 —
370 mN) planty pedis zvitat, kterym byl intratekalné aplikovan nejprve roztok SB
366791 a poté bradykinin s OLDA (v ¢ase 0). Odpovédi na mechanické podnéty se po
injekcich roztokd téchto latek (e,0) zlstavaly na stejné Grovni v celém pribéhu
pokusu. SB 366791 ucinn¢ zablokoval narlst reaktivity na mechanické podnéty
zpisobeny OLDA a bradykininem.

Aby byl jasné prokazan specificky uc¢inek SB 366791 na pribéh
hyperalgézie a alodynie vyvolané intratekdlné podanym
bradykininem s OLDA, byl ¢tyfem zvifatim této experimentalni
skupiny roztok bradykininu s roztokem OLDA intratekalné
aplikovan znovu 24 hodin po prvni injekci, a to bez TRPVI1
antagonisty. Po této druhé intratekalni aplikaci bradykininu a OLDA
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bylo zjisténo vyznamné zkraceni reakcénich cCasii na tepelnou
stimulaci a narGst odpovédi na stimulaci mechanickou. Tyto
vysledky potvrzuji roli centralnich TRPVI1 receptord v rozvoji
hypersenzitivity na tepelné 1 mechanické podnéty vyvolané
intratekalné podanym bradykininem s OLDA. (Obr. 15A, B)
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Obr. 14 Reakéni intervaly na tepelné podnéty v ¢asech 1 h a 2 h po intratekalni
injekci OLDA, bradykininu, bradykininu s OLDA a SB 366791 + bradykininu
s OLDA vyjadfené relativné jako procento z kontrolnich hodnot naméfenych pred
injekci (pramér +/- standardni chyba praméru, 100% = kontrolni reakéni intervaly)
(A) a pocet reflexnich odpovédi (primeér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych
pii stimulaci Von Freyovym vlaknem 80 mN planty pedis 1 h a 2 h po intratekalni
injekei (B). 1 i 2 h po aplikaci bradykininu se reakéni intervaly na tepelné podnéty
vyrazné zkratily oproti reaktivité zvifat po injekci OLDA, tento rozdil byl statisticky
vyznamny v obou testovacich ¢asech. V piipadé intratekalni aplikace bradykininu
s OLDA bylo zkraceni jesté vyrazngjsi, zejména 2 h po injekei, kdy i rozdil mezi
skupinami zvifat po aplikaci bradykininu a bradykininu s OLDA dosahl statistické
signifikance. SB 366791 zabranil zkraceni reak¢nich intervalli na tepelné podnéty
vyvolané intratekalni injekci bradykininu s OLDA. * P < 0,05; ** P < (,01; *** P <
0,001 odpovédi zvitat po aplikaci bradykininu, bradykininu sOLDA nebo SB 366791
+ bradykininu s OLDA versus skupina po aplikaci OLDA, # P < 0,05; ## P < 0,01;
### P < 0,001 odpovédi zvitat po aplikaci OLDA, bradykininu nebo bradykininu
s OLDA versus skupina po aplikaci SB 366791 + bradykininu s OLDA, + P < 0,05;
++ P < 0,01; skupina zvifat po aplikaci bradykininu versus skupina po injekci
bradykininu s OLDA.
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Obr. 15 Intratekalni aplikace bradykininu s OLDA 24 h po injekcich roztokti SB
366791 a bradykininu s OLDA. Reakéni asové intervaly (primeér +/- standardni
chyba priiméru) na tepelné podnéty (A) a pocet reflexnich odpovédi (primér +/-
standardni chyba priméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovym vlaknem 80 mN
planty pedis zvifat (B), kterym byly intratekalné aplikovany nejprve roztoky SB
366791 a bradykininu s OLDA (v ¢ase 0), a 24 h poté pak opét bradykinin s OLDA.
(A) Po intratekalni injekci SB 366791 nasledované bradykininem s OLDA nedoslo k
zadné zméné reaktivity na tepelné podnéty jejich koncetin. Po dalsi aplikaci roztoku
bradykininu s OLDA 24 h poté se reak¢ni intervaly na tepelné podnéty této skupiny
zvitat zkratily. (B) Odpovédi na mechanicky podnét 80 mN se po intratekalni injekei
SB 366791 nasledované bradykininem s OLDA nezménily. Po dalsi aplikaci roztoku
bradykininu s OLDA 24 h poté se jejich pocet zvysil. * P < 0,05 odpovédi zvifat 1 h
pfed versus 2 h po intratekalni injekci.

5. Diskuse

5.1. Uinky lokdlné aplikovaného kapsaicinu ve vysoké
koncentraci na bolest chirurgického piivodu

P1i stimulaci senzorického nervového vlakna kapsaicinem dochazi
k otevieni membranového kationtového kanalu a influxu kalciovych
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a sodnych iontt do intracelularniho prostoru kapsaicin-senzitivniho
neuronu, ktery je timto mechanismem depolarizovan. Faze aktivace
je pak nasledovana periodou desenzitizace nociceptoru, jejimz
podkladem je wvzestup intracelularni koncentrace kalcia, ktery
aktivuje enzym kalcineurin. Kalcineurin katalyzuje defosforylaci
kapsaicinového iontového kanalu, jehoz aktivita se tim vyrazné snizi.
(6, 17, 39) Vysokokoncentrovany kapsaicin ma v konecném
disledku svého putsobeni neurotoxické ucinky. Po systémovém
podani vysoké davky kapsaicinu novorozenym mySim nebo krysam
dojde k uplné selektivni degeneraci kapsaicin senzitivnich nervovych
zakonceni a k trvalé ztraté vice nez 80% t¢l senzorickych neuronti o
malém proméru. (14) Po lokalni aplikaci jsou poskozené axony
schopny regenerace zjejich z proximalnich ¢asti, protoze somata
jejich neuronti v tomto piipadé prezivaji. (36)

Senzitizace primarnich aferentnich vlaken chirurgickou incisi
zpusobila zvyseni reaktivity zvitat na mechanické a tepelné podnéty.
V dusledku inaktivace kapsaicin — senzitivnich aferentnich neuront
predoperacné aplikovanym kapsaicinem byl rozvoj pooperacni
hyperalgézie ucinné¢ zablokovan. U skupiny zvifat, kterym byl
kapsaicin aplikovan 2 h po provedeni plantarni incise, nedosahl jeho
analgeticky efekt takové tirovng. Casovy interval od provedeni
chirurgického zakroku do funkéni eliminace kapsaicin — senzitivnich
zakonCeni byl dostate¢ny ktomu, aby mohlo dojit k centralni
senzitizaci na Grovni michy. Vyznam inicialni aktivace perifernich
zakonCeni nociceptorll intenzivnim bolestivym podnétem pro
centralni zmény byl experimentalné prokazan, intenzivni aferentace
z mista traumatu hraje v jejich rozvoji rozhodujici roli. (28)

Lokaln¢ aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci je velmi
ucinny k indukci degenerace epidermalnich nervovych zakonceni a
nasledné hypoalgézie i u lidi. (19, 22, 26) Jeho efekt je ptimo zavisly
na koncentraci, které dosdhne po aplikaci v bezprostfedni blizkosti
kapsaicin — senzitivniho vladkna exprimujictho TRPV1 receptory.
(26) Vysoka koncentrace kapsaicinu v bolusu injekéniho roztoku
zveétsi vzdalenost diftize kapsaicinu v efektivni koncentraci z mista
aplikace do okolnich tkani. Uginek kapsaicinu ve formé masti je
ovlivnén nosnou substanci a tudiz riznou mirou penetrace do kuze.
(4) Lokaln¢ aplikovany kapsaicin by mohl byt Gc¢innou latkou
k ovlivnéni pooperac¢ni bolesti. Jeho ucinek se v nasich pokusech
projevil jako velmi potentni, vysoce selektivni a pretrvavajici
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dostatecné dlouhou dobu. Lokalni aplikace kapsaicinu je vSak
v klinické praxi pacienty Spatné tolerovana z diivodu bolestivosti
v inicialni fazi jeho ucinku. (23) Anestézie kliize mistnim anestetikem
pred aplikaci vysoké davky kapsaicinu by mohlo byt uG¢innym
feSenim tohoto problému.

5.2. Senzitizace miSnich neuronii chirurgickou incisi a jeji
ovlivnéni lokadlné aplikovanym kapsaicinem

Zvysena vzruchova aktivita nociceptorii muze zpusobit i zmény na
urovni transkripce gent kodujicich proteiny zodpoveédné za piijem,
vedeni a synapticky pienos vzruchu, jejichz vysledkem jsou zmény
excitability a vodivych vlastnosti téchto neurond. (37) Touto cestou
je indukovan naptiklad gen kodujici transkripéni faktor c-Fos. (13)
Exprese ¢ — Fos je funkéni marker slouzici k identifikaci neuront
centralntho nervového systému aktivovanych nociceptivnim
podnétem. Stejné jako nckolik dalSich studii, napiiklad na
experimentalnim zvifecim modelu pooperac¢ni bolesti (28) nebo
artritidy (1, 2), prokazaly i nase vysledky narust exprese c-Fos
v neuronech zadnich roht michy po provedeni plantarni incise, ktery
Casoveé koreloval s rozvojem pooperacni hyperalgézie a alodynie.
V piipadé vyfazeni nociceptivni aferentace zmista poranéni
intradermalné aplikovanym kapsaicinem pied provedenim zakroku,
byl tento narlst vyrazné oslaben, coz dokazuje zablokovani procest
centralni senzitizace v mi$nich neuronech u¢inkem kapsaicinu. Toto
zjisténi plné koresponduje s vysledky behavioralnich pokusi prvni
Casti naSi studie, kdy kapsaicin aplikovany intradermalné pied
provedenim plantarni incise zcela zabranil rozvoji pooperacni
tepelné hyperalgézie a vyrazné oslabil pribéh pooperaéni
mechanické alodynie i hyperalgézie.

Akumulace proteinu Fos je v jadfe neuronu nejvyssi asi 2 hodiny
po indukci transkripce. (13) Na podkladé téchto zjisténi byla v
nasich pokusech sledovana exprese ¢ — Fos pravé 2 h po plsobeni
nociceptivniho podnétu. Narust exprese 2 h po provedeni incise
potvrzuje centralni senzitizaci a facilitaci synaptického ptenosu
v zadnich rozich michy, ktera se evidentné rozvine rychleji, nez se
uplatni analgeticky efekt kapsaicinu aplikovaného az po zakroku.
Predoperacni ovlivnéni nociceptivnich neuront kapsaicinem je tudiz
ucinnéjsi. Narlst exprese ¢ — Fos byl zjistén nejen v zadnich rozich
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lumbalni michy na strané operované koncetiny, ale i v zadnich
rozich kontralaterdlnich. Toto zjiSténi lze vysvétlit anatomickym
uspotradanim centralnich zakonceni primarnich aferentnich neuront,
které na kontralateralni stranu mohou vysilat své kolateraly. (35)

Centralni senzitizaci nociceptivniho systému operacnim zakrokem
a naslednému rozvoji patologickych bolestivych stavi lze ucinné
zabranit planovanou piedoperacni aplikaci farmak. Nejcastéji jsou
k tomuto ucelu pouzivana lokalni anestetika, ktera kratkodobé
zablokuji veskery neuralni ptenos perifernimi aferentnimi vlakny.
Vysoka davka kapsaicinu u¢inkuje selektivné na vlakna exprimujici
kapsaicinové TRPV1 receptory a jeho efekt pretrvava nekolik dni,
nez dojde opét kregeneraci téchto epidermalnich zakonceni a
obnoveni jejich funkce. (27) Vysledky nasich pokusi prokazaly
rozhodujici Glohu prave primarnich aferentnich vlaken exprimujicich
TRPV1 receptory v rozvoji pooperaéni bolesti, selektivni ovlivnéni
jejich funkce vysokou davkou kapsaicinu predstavuje ucinngjsi
zpusob pooperacni analgesie nez aplikace lokalnich anestetik.

Abychom ovérili, Ze se exprese ¢ — Fos v lumbalni mise skuteéné
tyka neurond ucastnicich se nocicepce, byly v nékolika pokusech
retrogradné znaceny neurony spinothalamického traktu (STT), tj.
hlavni drahy nocicepce, a ,,postsynaptické drahy zadnich provazcti*
(PSDC), jejiz tloha vnocicepci byla rovnéz prokazana. V jejich
jédrech byla sledovana pfitomnost Fos. Plantarni incise indukovala
zcela jednoznaéné expresi ¢ — Fos v jadrech jak STT, tak i PSDC
neurontt zadnich rohd lumbalni michy. Kapsaicin aplikovany
intradermalné do mista incise 24 h pied provedenim zakroku pak
expresi ¢ — Fos v STT i PSDC neuronech u¢inné zablokoval, tedy
zabranil rozvoji jejich senzitizace. Celkovy pocet retrogradné
oznaCenych PSDC neuronii nalezenych v Ilumbalni miSe byl
podstatné vyssi nez pocet oznacenych STT neuront. Nelze vyloudit,
ze doslo k urcitému ovlivnéni téchto vysledk z technickych divodu,
nebot’ retrogradni znaceni PSDC neuronti pomoci injekce barviva do
nucleus gracilis se ukézalo jako technicky snaze proveditelné, nez
znaceni spinalnich STT neuront injekci barviva do lateralniho
thalamu.

5.3. Uloha perifernich a centrdlnich TRPVI receptorii
v mechanismech nocicepce u bolesti chirurgického pitvodu
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Rada preklinickych studii prokazala vysokou efektivitu réiznych
TRPV1 antagonisti na termalni i mechanickou hyperalgézii u
zvitecich modell bolesti zanétlivého nebo neuropatického ptivodu.
(10, 33) Tento pfistup by mohl piinést urCit¢ vyhody i v lécbe
pooperacni bolesti oproti kapsaicinu, nebot’ je jeho topicka aplikace
$patné tolerovana z diivodu bolestivosti v inicialni fazi jeho G¢inku a
dostatecného efektu je dosazeno pouze pii opakované aplikaci po
dobu nékolika tydnd. (23) Nedavno byla podrobné charakterizovana
latka N—(3-methoxyphenyl)-4-chlorocinnamid (SB 366791), vysoce
potentni a selektivni TRPVI1 antagonista. Pisobi kompetitivnim
mechanismem pfi aktivaci TRPV1 podnéty riznych modalit
(kapsaicinem, acidosou i vysokou teplotou). (12) Vazebné misto pro
kapsaicin se vSak nachazi na intracelularni strané¢ TRPV1 receptoru
(15, 32), naopak protony pusobi svym aktivatnim wc¢inkem
na extracelularni stranu receptorového proteinu (30), aktivace
plsobenim tepla je zpisobena mechanismem destabilizace poru
TRPV1 receptoru piedstavujiciho iontovy kanal. (9, 11)
Mechanismus antagonismu SB 366791 lze vysvétlit dvéma zpiisoby.
SB 366791 muze jednak jako fyzicky blokovat vazebné misto
TRPV1 pro kapsaicin, coz brani aktivaci TRPV1 jinymi podnéty,
protoze dojde k ovlivnéni mechanismu otevirani iontového kanalu,
dals$i moznosti mize byt vazba SB 366791 na allosterické misto
TRPVI1 receptoru a inhibice funkce celého TRPV1 receptoru jeho
allosterickou modifikaci nezavisle na zptsobu aktivace. (12)

Periferni TRPV1 receptory slouzi in vivo predev§im k detekci
tepelnych podnéti (43 — 52 °C) (9) a snizeni hodnoty pH (<6,8). (30)
Také endogenni latky vaniloidni povahy produkované zejména
v prostfeni poranéné nebo zanicené tkané (napf. kyselina
arachidonova nebo kyselina linolenova, diacylglycerol, aj.) aktivuji
periferni TRPV1 receptory nebo moduluji jejich citlivost na jiné
podnéty. (30, 40) ProtoZze jsou tkanova poranéni spojend se
zanicenim, infekci a hypoxii provazena vylevem mediator zanétu i
lokalnim zvySenim kyselosti a teploty, ptispiva TRPV1 receptor
k perifernim a pravdépodobné i k centralnim mechanismim
zodpovédnym za senzitizaci nociceptoru v dusledku tkanového
poranéni. (9) V nasich experimentech lokalné¢ aplikovany SB 366791
vyrazng oslabil prubéh pooperacni tepelné hyperalgézie, jeho ti¢inek
na mechanickou pooperacni alodynii a hyperalgézii byl jen mirny.
Analgeticky efekt lokalné¢ aplikovaného kapsaicinu byl podstatné
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vyrazngj§i. TRPV1 antagonista sice zablokuje periferni TRPV1
receptory, ale nociceptivni nervové zakonceni zlstavd po jeho
aplikaci intaktni, ostatni receptory exprimované na jeho membrané
jsou i nadale funkéni a ucastni se prijmu a detekce podnéti. Vysoka
davka kapsaicinu naopak aktivuje TRPV1 receptory a zptsobi tim
masivni influx kalcia intracelularné do vybézku primarniho
aferentniho neuronu. V jeho disledku pak dojde k funkéni
inaktivaci, piipadné¢ uplné morfologické destrukci nociceptivniho
nervového zakonéenti, tedy k jeho uplnému vyfazeni z funkce.

Uloha centralnich TRPV1 je stale velkou nezniamou. Jsou
aktivovany endogennimi latkami vaniloidni povahy, které jsou velmi
slabymi agonisty, a otdzkou =zistava, jestli je v tkanich za
fyziologickych podminek dosazeno jejich dostatecné koncentrace. V
poranéné nebo zanicené tkani se efekt endogennich vaniloida
uplatiiuje v kombinaci se zvySenou teplotou nebo zvySenou
koncentraci protond, které jejich ucinek facilituji. (30, 40) V nasich
pokusech doslo ucinkem intratekalné aplikovaného SB 36679
k uplnému zablokovani rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie,
lokaln¢ aplikovany SB 366791 rozvoji tohoto bolestivého stavu
nezabranil. Po lokalni aplikaci obsadi SB 366791 periferni TRPV1
receptory a vyradi je z jejich funkce reagovat na tepelné podnéty.
Ostatni receptory exprimované na membranach perifernich
zakonCeni primarnich aferentnich neuronti schopné detekce
tepelnych podnéti (napi. TRPV2, TRPV3, aj.) timto specifickym
antagonistou ovlivnény nejsou, v prostfedi tkanového poranéni
podléhaji senzitizaci a mohou se podilet na rozvoji hypersenzitivity
na tepelné podnéty i bez ucasti TRPV1 receptort. Naproti tomu
ucinek SB 366791 na misni TRPV1 receptory je zcela nezavisly na
typu periferniho receptoru, kterym byl tepelny podnét detekovan na
periferii. Pusobenim intratekalné aplikovaného SB 366791 je
nespecificky blokovana veskera aferentace pfichazejici danym
kapsaicin — senzitivnim aferentnim neuronem. Proto je analgeticky
efekt intratekalné aplikovaného TRPV1 antagonisty na pooperacni
tepelnou hyperalgézii vyraznéjsi.

Pooperac¢ni hypersenzitivita na mechanické podnéty byla
v piipadé lokalni i intratekdlni aplikace TRPVI1 antagonisty
ovlivnéna jen minimalngé. Slaby analgeticky 0c¢inek lokalné
aplikovaného SB 366791 lze vysvétlit stejnym zplisobem, jako jeho
omezeny efekt na pooperacni hyperalgézii termalni. V piipadé
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intratekalniho podani jsou pravdépodobné rozhodujici mechanismy
sumace na neuronalnich synapsich vzadnich rozich michy. Pfi
periferni stimulaci mechanickym podnétem dochazi k aktivaci nejen
nociceptivnich Ad a C — vlaken, z nichz pfevazna vétsina exprimuje
TRPVI1 receptory, ale i velkého mnozstvi senzorickych vlaken
citlivych napf. na dotyk nebo jiné nebolestivé mechanické podnéty
(zejména skupiny AP — vlaken), které na svych membranach
kapsaicinové TRPV1 receptory neexprimuji, ale jsou rovnéz v terénu
poranéné tkané senzitizovany. Na misnich WDR neuronech dochazi
ke konvergenci aferentace z téchto primarnich senzorickych neuronti
a ¢asové i prostorové sumaci elektrickych impulst, které privadéji.

5.4. Uloha centrdlnich TRPV1 receptorii v nocicepci, mechanismy
Jjejich aktivace a senzitizace

N-oleolyldopamin (OLDA) je jednim ze selektivnich endogennich
agonistt na TRPVI1 receptorech a svym pusobenim na periferni
TRPVI1 receptory indukuje v in vivo experimentech vyraznou
termalni hyperalgézii. (7, 29) Nicméné, intratekalné aplikovany
OLDA vpfislusné koncentraci nemél vyznamny efekt na
termosenzitivitu ani mechanosenzitivitu nasSich pokusnych zvifat.
Vin vivo studii, ktera prokazala rozvoj hypersenzitivity zvifat na
tepelné podnéty ucinkem OLDA, byl vsak tento roztok zvifatim
aplikovan subkutanné, ne intratekalné (7), tento rozdil mize byt
zpusoben jeho riznou biologickou dostupnosti pfi dvou ruznych
zpusobech aplikace. Pomoci subkutanni injekce se OLDA
pravdépodobné dostane do primého kontaktu s TRPV1 receptory
v efektivni koncentraci snaze, nez pii aplikaci intratekalni, kdy
dochazi k jeho natedéni likvorem a vétSimu uniku do systémového
krevniho fecisté. V pripadé subkutanni aplikace ptisobi navic OLDA
predevsim na periferni TRPV1 receptory, které se nachazeji v tiplné
jiném tkanovém prostfedi nez centralni TRPV1 receptory, jehoz
charakter mtze citlivost k agonistim vyznamné ovlivnit.

Senzitizace proudovych odpovédi vaniloidniho receptoru v
pritomnosti nékterych mediatori zanétu (bradykinin, serotonin,
prostagladin) je jednim zhlavnich mechanismi modulace jeho
aktivity. (21) Kininové peptidy (zejména bradykinin) jsou v tomto
ohledu jedny znejdulezitéjsich. Aktivuje B, a B; bradykininové
receptory spiazené s G — proteiny na membranach senzorickych
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neuront, které jsou spojeny s aktivitou PLC B, v jejimz dusledku
dochazi ke zvyseni intracelularni koncentrace kalcia a aktivaci na
kalciu zavislé PKC. Aktivovana PKC pak katalyzuje fosforylaci C —
terminalni domény TRPV1 receptoru, coz je klicova posttranslacni
uprava meénici jeho biologické vlastnosti ve smyslu senzitizace.
V jejim dusledku se TRPV1 receptor stava citlivéjsi k endogennim
vaniloidnim substancim, a ty se pak mohou uplatnit jako jeho
aktivatory. Ackoliv je bradykinin povazovan primarné za periferné
pusobici zanétlivy mediator, je evidentni, ze se vyznamné uplatiuje i
v centralni transmisi nociceptivni informace. Exprese B, receptort
byla spolehlivé prokdzana na membranach neuronti spinalnich
ganglii i vzadnich rozich michy a ukdzalo se, ze intenzivni
nociceptivni aferentace indukuje vyraznou produkci bradykininu
v miSe. (34)

Nedavno byla prokazana napétova zavislost TRPV1 iontového
kanalu. Zmény okolni teploty maji rovnéz za nasledek vyrazné
posuny kiivky =zavislosti proudu timto iontovym kanalem na
transmembranovém napéti, zvySeni teploty vede ke zvySeni
frekvence otevirani TRPV1 iontového kanalu a zméné
membranového potencialu smérem k aktivacni arovni. (31) Centralni
TRPV1 receptory se nachazeji v prostedi o teploté 37 °C, kdy mize
byt membranovy potencial zménén ve smyslu depolarizace a
frekvence otevirani TRPVI1 iontového kanalu zvySena. Neni
vyloucené, ze in vivo muze dojit k aktivaci TRPV1 iontového kanalu
slabsim podnétem (jako napiiklad endogennimi vaniloidy), nez v in
vitro pokusech provadénych pfi pokojové teploté.

Po intratekalni injekci bradykininu doSlo u naSich
experimentalnich zvifat k rozvoji tepelné i mechanicka hyperalgézie.
Moznych mechanismu facilitacniho plisobeni na synapticky pienos
v zadnich rozich michy je nékolik. Bradykininovy B, receptor je
funkéné sprazen saktivitou PKC a PLA,. Prostfednictvim
aktivované PKC dojde k fosforylaci AMPA a NMDA receptort
misnich neuronti a tim jejich senzitizaci, pfipadné zvyseni jejich
transportu na membranu neuront. PLA, konvertuje membranové
fosfolipidy na kyselinu arachidonovou. Zté pak vznikaji
prostanoidy, které jsou neméné dulezitymi modulatory synaptického
prenosu v zadnich rozich michy uplatiiujicimi se v jeho facilitaci.

V piipad¢, kdy byl pokusnym zvifatim intratekalné¢ aplikovan
nejprve roztok bradykininu, a poté agonista na TRPV1 receptorech
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OLDA, se rovnéZ rozvinula jasné prokazatelnda termalni i
mechanicka  hyperalgézie, ktera pretrvavala v  porovnani
s hypersenzitivitou vyvolanou pouze bradykininem podstatné delsi
dobu a byla vyrazn&ji vyjadiena. Uginkem bradykininu dochazi
pravdépodobné  k senzitizaci  centralnich TRPV1 receptort
mechanismem fosforylace C — koncové domény jejich proteind, a
tim ke zvySeni jejich citlivosti k plisobeni agonistl. V této situaci se
pak mize uplatnit OLDA jako agonista na téchto receptorech a stava
se jejich ucinnym aktivatorem. Aktivace centralnich TRPV1
receptord vyznamné ovlivni synapticky pfenos nociceptivni
informace na Grovni michy a podili se na jeho facilitaci. V nasich
experimentech byl rozvoj mechanické i termalni hyperalgézie
indukované intratekalni injekci bradykininu s OLDA zablokovan
pomoci intratekalné aplikovaného TRPV1 antagonisty, coz pfimo
potvrzuje, ze se OLDA uplatni jako endogenni aktivator centralnich
TRPVI1 receptord po jejich senzitizaci plisobenim bradykininu a
podili se tak zasadnim zptisobem na rozvoji téchto bolestivych stavi.
Intenzivni nociceptivni aferentace z operacni rany zpuasobi zvyseni
produkce bradykininu v miSe (34), aktivace centralnich TRPV1I
receptortt endogennimi vaniloidy po jejich senzitizaci bradykininem
je jednim z hlavnich mechanismti pooperac¢ni hyperalgézie.

6. Zavér

Nase pokusy jasn¢ prokazaly klicovou ulohu kapsaicin —
senzitivnich primarnich aferentnich vlaken v rozvoji hypersenzitivity
vznikajici po poranéni chirurgickym zakrokem. Lokalné aplikovany
kapsaicin ve vysoké koncentraci se ukazal jako vysoce analgeticky
ucinny na pooperacni tepelnou i mechanickou hyperalgézii vhodny
k 1écbé pooperacni bolesti i v klinické praxi. Na neuralnim pienosu
nociceptivni informace po poranéni chirurgickym zakrokem i na
nasledném rozvoji hypersenzitivity na mechanické a teplené podnéty
se rozhodujicim zplsobem podili periferni i centralni TRPVI
receptory exprimované na membranach téchto kapsaicin —
senzitivnich neuronti. Intratekalné aplikovany TRPV1 antagonista
mél vyrazny analgeticky efekt na prubéh pooperacni tepelné
hyperalgézie a mechanické alodynie. Nase vysledky potvrdily
kli¢ovou ulohu nejen perifernich, ale zejména centralnich TRPV1
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receptorit v synaptickém pifenosu nociceptivni informace v zadnich
rozich michy a v jeji modulaci, objasnily mozny zplsob jejich
aktivace a senzitizace na Urovni michy, a zaroven prokazaly jejich
vyznamnou roli v neuralnich mechanismech rozvoje pooperacni
bolesti.
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