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1. Uvod

Bolest je senzorickd zkuSenost, subjektivné nepifijemné vnimand. MiZze se liSit svoji
intenzitou, kvalitou, lokalizaci nebo dobou trvani. Je to senzoricky vjem, ktery ma silnou
kognitivni a emo¢ni slozku, je spojeny s behaviordlnimi stereotypy vedoucimi k vyhybani se
bolestivému podnétu a rovnéZ s vegetativni odezvou. A¢koliv je bolest povaZzovana za jedinou
senzorickou modalitu, existuje né€kolik riznych typt bolesti.

Akutni (tzv. fyziologickd) bolest zplsobend pfimou aktivaci nociceptoru bolestivym
podnétem je vedena specifickym senzorickym nociceptivnim systémem z periferie pies
michu, mozkovy kmen a thalamus do kortikolimbickych center mozku. Mezi inicidlni
expozici podnétu a findlnim kortikdlnim vjemem lezi velmi komplexni a interaktivni série
mechanismi, kdy je stimulus nejprve zakddovan prostiednictvim nervovych impulst,
pfenasen jako senzorickd informace a zpracovavan ve vyssich nervovych centrech. Informace
muze byt riznymi zpisoby modulovana, a to jednak v periferii, v zadnim rohu michy, ale i
v supraspindlnich centrech jako je thalamus nebo samotna kortikolimbicka centra, tedy na
vSech Urovnich nociceptivniho systému. Tento systém je ,,varovnym zafizenim* organismu
registrujicim vnéj$i podnéty, které mohou zpusobit jeho poSkozeni, fyziologickou funkci
akutni bolesti je v€asné varovani organismu pied moZnym ohrozenim témito podnéty. Ztrata
této protektivni funkce nociceptivniho systému muize mit za néasledek vznik mnohocetnych
tkanovych poskozeni a vést tak k ohrozeni integrity organismu.

Jestlize je pusobici stimulus natolik intenzivni, Ze zplisobi tkdnové poranéni (mechanické,
tepelné, chemické, atd.), mize se po inicialni fazi akutni bolesti rozvinout bolest chronicka,
ktera pretrvava i po skonceni plisobeni vnéjsiho inzultu. Zdrojem nociceptivnich podnéti se
v tomto piipadé stava poranéna tkan. Chronickd bolest miize vzniknout v piipadé tkadnového
poskozeni zanétem, muize byt rovné€z jednim ze symptomll onemocnéni periferniho nebo
centralniho nervového systému. Ve vSech téchto piipadech dochazi ke zvySeni citlivosti
nociceptivniho systému k podnétim v disledku plsobeni ftady patofyziologickych
mechanismi uplatiiujicich se na periferii 1 na urovni centralniho nervového systému. Tyto
mechanismy mohou déle vést az krozvoji patologickych bolestivych stavii jako je
hyperalgézie, tj. zesilené vniméani bolestivych podnéth, alodynie, tj. bolestivé vnimani
podnétl normalné nebolestivych, a spontdnni bolest. Chronicka bolest a patologické bolestivé
stavy pretrvavaji dlouhodobé i po zhojeni tkanového traumatu, které periferni a centralni
senzitizaci nociceptivniho systému primarn€é vyvolalo. Jejich podstatou jsou zmény
nociceptivniho systému zpisobené mechanismy senzitizace. (321)

Mechanické tkanové poranéni opera¢nim zakrokem aktivuje velké mnozstvi perifernich
nociceptorti a zplsobi v prvni fazi akutni ,.fyziologickou* bolest, kterd je pacienty vniméana
bezprostiedné po operaci. Zaroven je vSak jednou z moznych pfi¢in vzniku chronické bolesti
nebo patologickych bolestivych stavli. Tato chronickd poopera¢ni bolest dosahuje casto
znaéné intenzity, miZze byt pfi¢inou zvySené pooperacni morbidity, fyzické invalidity, stresu a
uzkosti a je v mnoha piipadech velmi obtizné terapeuticky ovlivnitelna. Ve farmakologickém
ptistupu k ovlivnéni pooperacni bolesti jsou pouzivana béZnad analgetika jako nesteroidni
antiflogistika (NSAID), slabsi opidtové preparaty (tramadol, aj.), ptipadné klasické opiaty,
nebo kombinace téchto farmak. NSAID i opiaty vSak vykazuji pii systémovém podavani
celou fadu zavaznych vedlejSich nezadoucich ucinkd, které jsou pro U€inny terapeuticky
zasah limitujici. Alternativnim pfistupem v 1é€b¢€ bolesti je tudiz lokalni aplikace analgeticky
pusobicich 1é¢iv na periferni tkan, pfimo do mista ptivodu bolesti.

V senzorickém ptenosu nociceptivni informace hraje mezi transdukénimi molekulami
klicovou ulohu TRPV1 (transient receptor potential vanilloid 1) receptor, ktery je exprimovan
na membranach prevazné vétSiny primarnich aferentnich nervovych vlédken s nociceptivni
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charakteristikou, tj. nemyelinizovanych a slabé myelinizovanych. ProtoZze je TRPVI1
aktivovan nejen chemickymi latkami, jako jsou kapsaicin, extraceluldrni acidosa a rizné
algogenni mediatory lipidové povahy vznikajici v mist€¢ poranéni nebo zanétu, ale také
zvySenim okolni teploty nad 43°C, slouzi TRPV1 jako molekuldrni integrator fyzikalnich a
chemickych bolestivych podnéti. Navic podléha TRPV1 kandl vyznamnou mérou modulaci
v prostiedi zanétu nebo poranéni pod vlivem pusobeni tkdiiovych mediatort, pfispiva tudiz
vyznamné k mechanismim zodpovédnym za zvySeni citlivosti nociceptoru k fyzikalnim 1
chemickym podnétim, ke kterému za téchto okolnosti dochazi, a tim i k rozvoji chronické
bolesti. Tento receptor je jednou z klicovych bran pro ptenos bolesti a molekuly ovliviiujici
jeho funkci jsou v poptedi zdjmu pii snaze ovlivnit vnimani bolesti.

Pfredmétem této studie jsou neurdlni mechanismy nocicepce a vzniku patologickych
bolestivych stavll. Studie je zaméfena predevsim na bolest chirurgického plivodu, tedy stav,
kdy je primarnim nociceptivnim podnétem operacni zadkrok. ProtoZe je mechanické tkanové
poranéni chirurgickym zékrokem castou pfi¢inou rozvoje chronické bolesti i patologickych
bolestivych stavi, bylo cilem této prace blize objasnit neurdlni mechanismy jejich vzniku.
Pooperacni bolest je stdle obtizné feSitelnym problémem klinické mediciny, tato studie
pfedstavuje nckteré z moznych zplsobil jejiho ovlivnéni farmaky. Protoze hraje TRPVI
receptor kli¢ovou Ulohu v transdukei nociceptivni informace a v senzitizaci nociceptoru
v disledku poranéni, bylo hlavnim ukolem této prace ovéfit ulohu pravé TRPV1 receptori
v prenosu bolesti zptsobené chirurgickym zakrokem a ptipadnou moznost lé¢by tohoto druhu
bolesti jejich farmakologickym ovlivnénim. Systémova analgetické terapie je zatizena celou
fadou nezddoucich ucinkd. TRPV1 receptory jsou vSak exprimovany na perifernich
zakoncenich primarnich aferentnich neurond, a tudiz vhodnym cilem pro lokélné
aplikovatelnd farmaka. Pfitomnost TRPV1 kanali byla také prokdzana na centralnich
vybézcich aferentnich neuront, jejich funkce v této lokalizaci vSak neni dosud plné
objasnéna. Cast této studie je proto zaméfena na tyto centralni TRPV1 kanaly a jejich funkci
v nocicepci, mozné mechanismy jejich aktivace a senzitizace. Identifikace cilovych struktur
pro periferné plsobici analgetika a vyvoj analgetickych preparatii k topické nebo lokalni
aplikaci jsou velmi uziteCnym terapeutickym piistupem. Vzhledem k niz§imu vyskytu
systémovych nezadoucich ucinkii a 1ékovych interakci ptedstavuji topické i lokalni lékové
formy analgetik k 16¢b& akutnich i chronickych bolestivych stavil velmi slibnou cestu. Uginna
pooperacni analgézie ma velky vyznam pro celkovy pooperacni vyvoj pacientova stavu.

1.1. Bolest jako senzoricky vjem
1.1.1. Obecné mechanismy vnimdni bolesti

Prijem, kodovani a prenos bolestivé informace z primarnich aferentnich vidaken do
zadnich rohii michy. Periferni kozni nociceptory jsou volnd zakonceni polymodalnich
senzorickych neuront zasahujici aZ do povrchovych vrstev epidermis. Odpovidaji na Sirokou
Skalu fyzikalnich a chemickych podnétl, ale pouze vysoké intenzity. Tato primarni aferentni
vldkna mohou byt rozdélena do tfech skupin podle priméru, struktury a rychlosti vedeni
vzruchu. C-vldkna jsou tenkd, nemyelinizovand, pomalu vedouci (0,5 — 2 m/s), Ad-vladkna
sttedné silnd, myelinizovand, vedouci stiedné rychle (12 — 30 m/s) a AB-vlakna jsou silnd,
myelinizovand, rychle vedouci nervova vlakna (30 — 100 m/s). VSechny tfi typy koznich
primarnich aferentnich vlaken mohou pfenaset senzorické informace riznych modalit, av§ak
pouze C a Ad-vlakna vedou za fyziologickych podminek nociceptivni vzruch. AB-vlakna
odpovidaji pouze na dotyk, vibrace, tlak a jiné mechanické podnéty slabé intenzity. Po
expozici nociceptivnimu podnétu tepelné, mechanické nebo chemické povahy je nejprve
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vyvolana prvni fidze vjemu, tzv. rychla bolest, za kterou jsou zodpovédna rychle vedouci Ad-
vldkna. Druha faze, vina pomalé, tupé bolesti je zptisobena pomalu vedoucimi C-vlakny. (19)

V ramci skupiny Ad-vlaken rozliSujeme dale dva podtypy. Typ I Ad-vlaken je aktivovan
mechanickymi podnéty vysoké intenzity, k podnétim tepelnym a chemickym je tento typ
vlaken malo citlivy. Opakovana tepelna stimulace nebo tkanové poranéni mize tato vlakna
k termalnim podnétiim senzitizovat, a ta se pak stavaji termosenzitivnimi. (122) V porovnani
s typem I ma typ II Ad-vlaken pro tepelné podnéty nizsi prah. C-vldkna jsou chemoreceptory,
termoreceptory a zaroven nizkoprahové mechanoreceptory. Opakovand stimulace C-vlaken
termalnimi podnéty vede na rozdil od Ad-vlaken typu I ke sniZeni jejich senzitivity k témto
podnétim. (203, 286) Tzv. ,tiché“ neboli ,spici“ nociceptory patii do skupiny C a
neodpovidaji za fyziologickych podminek na akutni bolestivé podnéty. V podminkach zanétu
nebo tkanového posSkozeni jsou vSak senzitizovany a aktivovany fadou chemickych
mediatorl, coZ vyznamné piispiva do prostorové i ¢asové sumace signalizace z periferie.
Zvysuje se tak aferentace C-vldkny do zadniho rohu michy, kterd dale pfispiva senzitizaci
miSnich neurond.

Tepelnymi podnéty je aktivovano asi 45% tenkych az stfedné silnych nociceptivnich
vldken. Prahovy podnét pro aktivaci jedné skupiny z nich je pfiblizné 45 °C (odpovida C a
Ad-vlaknim typu II), 5 — 10% vlaken tohoto typu ma prah pro tepelny podnét 52°C (Ad-
vlakna typu I). Za pfijem a detekci tepelného podnétu nad 43 °C je zodpovédny v prvni fadé
TRPV1 receptor (diiv VR1), polymodalni receptor aktivovany rovnéz kapsaicinem a dal$imi
vaniloidnimi chemickymi latkami. Dale se na detekci tepelnych podnéti podili TRPV2
receptor, ktery je z 50% identicky s TRPV1 a je aktivovan tepelnym podnétem nad 52°C,
TRPV3 receptor aktivovany pii teplotdch piekracujicich hodnoty 33 °C a osmoreceptor
TRPV4 odpovidajici na teploty nad 24°C. Za aktivaci Ad-vlaken typu I tepelnym podnétem je
zodpoveédny pravdépodobné VRL-1 iontovy kandl (vanilloid receptor-like), ktery ma z 50%
stejnou aminokyselinovou sekvenci jako TRPV1 a je aktivovany tepelnymi podnéty nad
52°C. Chladovy podnét kolem 4°C vyvola odpoveéd u 10-15% aferentnich vladken, na 0°C a
nizsi teploty pak reaguje prevazna vétSina C a Ad-vlaken. Mechanismus aktivace nociceptoru
bolestivym chladovym podnétem neni zcela objasnén, za detekci tohoto stimulu je
zodpoveédny TRPMS receptor exprimovany na aferentnich vlaknech. V detekci mechanickych
podnétli nociceptivnimi vlakny se napiiklad uplatiiuji kandly MDEG (neboli BCN1) ze
skupiny degenerinovych iontovych kanali nebo ASIC2 (acid-sensing ion channel), svij
vyznam v mechanocepci ma i osmoreceptor TRPV4. Mechanicka stimulace zpisobuje rovnéz
uvolnéni ATP z neuronu, a protoze exprimuji nociceptivni neurony ATP purinergni P>x a Pay
receptory sptazené s G-proteiny, mize ATP autokrinnim nebo parakrinnim mechanismem
aktivovat tyto receptory na membrané nociceptoru, a ty se pak mohou podilet na detekci
mechanického podnétu. (150)

Odpovéd’ nociceptort je zavisla na intenzité plsobiciho bolestivého podnétu a diky
uspofadani receptivnich poli a zejména jejich prekryvani jsou nociceptory schopny kodovat i
informaci tykajici se prostorové lokalizace pusobiciho podnétu. Jediny vzruch Sifici se po
jednom nociceptivnim vIdkné neni vétSinou vniman jako bolestivy. Vlastni prah bolesti
organismu je vyssi, nez prah aktivace individudlnich nociceptord, a proto je ziejmé, ze je pro
vznik vjemu bolesti nezbytné plisobeni mechanismi ¢asové 1 prostorové sumace.

Bunky spindlnich ganglii a jejich vybézky. Priméarni aferentni vldkna jsou nedilnou
soucasti spindlnich senzorickych mechanismi, nebot’ jejich prostfednictvim jsou senzorické
informace pfijimané na periferii pfenaSeny do michy. Somata jejich neuronti jsou umisténa ve
spindlnich gangliich (pfipadné¢ gangliich hlavovych nervil) a nazyvaji se tudiz neurony
spindlnich ganglii (DRG). Z morfologického hlediska jsou tyto buiiky unipolarni, nékdy
nazyvané pseudounipolarnimi. Vyvijeji se totiz nejprve jako bipoldrni, jejich hlavni vybézek
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se rozdéli az béhem vyvoje na periferni a centralni ¢ast. Centralni vyb&zky probihaji zadnimi
koteny do michy a nazyvaji se axony zadnich kotfeni.

Buiiky spindlnich ganglii maji nckteré spolecné charakteristiky, jako je napfiklad
lokalizace jejich somat nebo podobnéd topograficka organizaci vybézka. Maji 1 spole¢nou
funkci, kterou je piijem podnétu z vn&jSiho prostfedi a naslednd transmise vysledné
senzorické informace centralné. Nicméné, je mozné rozliSit rizné typy bunék spindlnich
ganglii, a to z n€kolika hledisek. Z cytologického hlediska rozliSujeme dvé kategorie, a to
malé tmavé a velké svétlé bunky spindlnich ganglii. Tento rozdil je dany ptitomnosti velkého
mnozstvi neurofilament ve svétlych burikach, které se Spatné barvi béznymi histologickymi
barvivy. V malych buiikach je téchto neurofilament obsazeno podstatné méné, barvi se tudiz
intenzivngji a jevi se jako tmavé. Podle rychlosti vedeni vzruchu perifernimi axony téchto
bunék rozliSujeme kategorie AB, Ad a C (viz. vyse). Z velkych svétlych bunck vystupuji Ap —
vldkna, z malych tmavych C — vldkna, z obou typt bunck pak odstupuji vlakna pattici do
skupiny Ad. Z elektrofyziologického hlediska existuji mezi buiikami spindlnich ganglii
rozdily v Sifce a tvaru ak¢niho potencialu. Vysokoprahové nociceptivni neurony spinalnich
ganglii maji Sir§i akcni potencial s vyraznou hyperpolarizaci, zatimco ak¢ni potencialy
neuronll neucastnicich se nocicepce jsou uzké bez vétsi ndsledné hyperpolarizace. Podle
neurochemickych charakteristik rozliSujeme vramci malych tmavych bunék spinalnich
ganglii dvé podskupiny. Neurony prvni subpopulace obsahuji peptidy jako CGRP (calcitonin
gene related peptide) a SP (substance P), jsou vyvojoveé zavislé na NGF (nerve derived growth
factor), exprimuji na svych membranach tyrosinkinazovy receptor trkA pro NGF a projikuji
svymi vybézky do lamina I - Iy zadniho rohu michy. Druha subpopulace je definovéna
pritomnosti lektinu (IB-4), ddle BDNF (brain derived nerve growth factor) a expresi receptoru
pro ATP Pyx3 na svych perifernich zakoncenich. Je zavisld na riistovém faktoru GDNF (glial
cell derived nerve growth factor) a projikuje svymi vybézky do lamina II; michy. (196, 313)

Na somatech neuronl spindlnich ganglii byla elektronmikroskopicky prokédzana také
pfitomnost synaptickych zakonceni. Existuji nervova vldkna vstupujici do ganglii, ktera
svymi zakoncenimi kontaktuji bunky spinalnich ganglii a vytvari v jejich bezprosttednim
okoli pericelularni kosiky. VétSina z nich je adrenergnich, n€kterd obsahuji peptidy jako SP
nebo CGRP. Maji tudiz ptivod v neuronech sympatiku nebo senzorického systému.

Periferni 1 centralni vybéZzky neuronli spinalnich ganglii se mohou vétvit, a to vétSinou
v nejbliz§im okoli ganglia. Dikazem tohoto vétveni je fakt, Ze je mozné zaznamenat
elektrickou aktivitu na jedné bunice spindlniho ganglia pfi stimulaci rGznych nervli nebo
organt. Pocet takto odstupujicich vétvi z vybézku neuronu spindlniho ganglia je vSak vétSinou
maly.

Urcita mala cast aferentnich vldken je pfipojena také ventrdlnimi miSnimi kofeny,
experimentalni stimulace ventralnich kofenli vyvolava bolestivy vjem stejné jako stimulace
misSnich kofend dorsalnich. Jen velmi mala ¢ast znich vSak cestou ventralnich kofent
vstupuje do michy, tato mald skupinka vldken vstupuje pifimo do zadniho rohu nebo do
intermediolateradlniho miSniho provazce. VétSina aferentnich vldken probihajicich ventralnimi
miSnimi kofeny zde slepé¢ konci nebo se kliCkovite¢ staci do zadnich kofenli. Senzorické
informace, kterou prevazna vétSina aferetnich vldken ventralnich kotenii pfenasi, se tedy do
vyssich center dostava rovnéz prostiednictvim kotfenti zadnich. (313)

Uloha neurotransmiterii a neuromoduldtorii v pfenosu nociceptivni informace primdrnimi
aferentnimi viakny do zadnich rohii michy. Po chemické strance se primarni aferentni vlakna
1i§i kvantitativné 1 kvalitativné. Existuji rozdily v syntéze a produkci neurotransmiterli a
moduléatort v nociceptorech mezi riznymi tkanémi, za fyziologickych podminek versus v
prostiedi tkaniového poranéni nebo zénétu, a rovnéZz mezi jednotlivymi typy primdrnich
aferentnich vlaken. Neurochemické rozdily byly zjiStény i mezi nociceptory v radmci jednoho
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pfenosu nociceptivni informace z primarnich aferentnich neurond na neurony zadnich roht
michy jsou excitacni aminokyseliny (glutamat, aspartat), neuropeptidy jako SP a CGRP.

Excitacni aminokyseliny (EAA) glutamat a aspartat plisobi na ionotropnich receptorech
(spojenych piimo s kationtovym kandlem) a na metabotropnich (mGlu) receptorech
spfazenych s G-proteiny. Mezi ionotropni receptory uplatiiujici se v pfenosu bolestivého
vzruchu na neurony zadnich rohti michy patti AMPA, NMDA a kainatové receptory. NMDA
receptory se skladaji z heteromultimernich podjednotek, podle podjednotkového sloZeni
rozliSujeme nekolik ttid NMDA receptorii. Jejich zastoupeni je rizné na rlznych mistech
CNS, pfiemz v zadnich rozich michy je dominantni NMDA NR1 podjednotka. NMDA
receptory maji pomalou kinetiku, nap&tové zavisly blok Mg®" a vyraznou propustnost pro
vapnik. Nesou modula¢ni vazebné misto pro glycin, jehoZ obsazeni je esencialni pro funkci
spfazeného iontového kandlu. NMDA receptory jsou pfitomny jak postsynapticky na
neuronech zadnich roht michy, tak presynapticky na centralnich vybézcich bun€k spinalnich
ganglii. Kromé pfimych postsynaptickych u¢inkli mohou tedy EAA aktivovat zpétné i
presynaptické NMDA receptory, tim dale zvySovat prostfednictvim pozitivni zpétné vazby
presynaptické uvoliiovani EAA a dale zesilovat synaptickou transmisi. AMPA receptory jsou
rovnéz slozeny z nékolika podjednotek, z nichz Glu R-B (neboli Glu R2) doména hraje
klicovou roli pro jejich propustnost pro vapnik a vodivost. Vodivost AMPA receptori
lokalizovanych v zadnich rozich michy je dana pfevazné permeabilitou pro Na', ne pro Ca’",
AMPA receptory jsou méné zavislé na napéti a maji rychlou kinetiku. Maji nizkou afinitu ke
glutamatu a po stimulaci rapidné desenzitizuji. Nesou rovnéz néckolik allosterickych
vazebnych mist, jejich obsazeni vSak neni obligatorni pro aktivaci spfazené¢ho iontového
kanalu. Kainatové ionotropni receptory maji podobné funkéni vlastnosti jako AMPA.
Pritomnost AMPA a kainatovych receptorli na centrdlnich vybéZcich neuronii spindlnich
ganglii nebyla spolehlivé prokazana. (64, 99)

Podle farmakologickych vlastnosti a spojeni s intracelularnimi signalnimi mechanismy
rozliSujeme tii hlavni skupiny mGlu receptorti a nejméné osm subtypt. Skupina I mGlu
receptorll je zastoupena predevS§im v zadnim rohu michy a je prostiednictvim G-proteinu
pozitivné sptfazena s aktivitou fosfolipazy C (PLC) a NO-syntazy, skupiny II a III mGlu
receptorll jsou negativné spfazeny s aktivitou AC. Specifické typy mGlu receptorit tedy
riznym zpiisobem ovliviiuji neurondlni aktivitu, a to prostfednictvim regulace intracelularni
koncentrace kalcia nebo regulace aktivity nékterych intracelularnich signalnich mechanismt
véetné proteinkindz (PK), které ovlivituji neurondlni excitabilitu funkéni regulaci (fosforylaci)
membranovych receptorti, iontovych kanali a transkripce gend. Aktivace riznych podtypil
mGlu receptort lokalizovanych presynapticky na centralnich zakoncenich nociceptori mize
tedy bud’ zpétné¢ inhibovat, nebo zesilovat presynaptické uvoliiovani mediatort, v zavislosti
na intracelularnim signdlnim mechanismu, na ktery je dany receptor napojen. I a III skupina
mGlu receptortl je prevazné inhibi¢ni v diisledku inhibice vtoku Ca®" a zvySeni permeability
pro K, II skupina je excitaéni. (65)

Pronociceptivni tachykininy SP a neurokinin A (NK A) plisobi na NK1 a NK2 receptory,
jejichz aktivace je sprazena s aktivitou fosfolipazy PLC. (21) SP stejné jako EAA nevykazuje
pouze piimé postsynaptické ucinky na neurony zadnich rohti michy, mechanismem zpétné
aktivace presynaptickych NKI1 receptori a nésledné pozitivni zpétné vazby muize zvySovat
své vlastni uvoliiovani z presynaptickych zakonceni. Navic, SP i EAA mohou potencovat své
vlastni uvoliiovéni i neptimo, prostfednictvim signalnich molekul z postsynaptickych neuront
pusobicich retrogradné na presynaptickd zakonceni neuront spindlnich ganglii (napt. NO).
Neuropeptid CGRP existuje ve dvou izoforméch (a a ) a pisobi na své specifické receptory
CGRP 1 a CGRP 2 napojené na aktivaci adenylylcyklazy (AC). (31)

14



Pti transmisi nociceptivni informace depolarizuji EAA, tachykininy a CGRP synergicky
neurony zadnich rohli michy. Inicidlnim spoustéem je pravdépodobné aktivace AMPA
receptortl, které maji rychlou kinetiku a jejich stimulace zplisobi rapidni depolarizaci.
Nasleduje zapojeni NMDA, mGlu skupiny I, NK 1, NK 2, CGRP a fady dalSich receptord,
jejichz kinetika je mnohem pomalejsi. (215)

Spindlni projekce primdrnich aferentnich nociceptivnich neuronii. Kozni nociceptivni C-
vlakna vstupuji zejména do lamina Il (vnéj$i ¢asti lamina I) a lamina I zadniho rohu michy,
castecné pak do lamina V a X. Vysokoprahovd Ad-vldkna terminuji pfevazné v lamina I,
z mens$i ¢asti v lamina Iy 1 lamina X. AB-vlakna se vétvi v lamina III a IV, v men$i mife
potom vlamina V a VI, neinervuji laminu Ily. Do jednotlivych zadnich rohii pfichazi
aferentace zriznych zdroji a mezi aferentnimi nociceptivnimi vlakny zrtznych tkani
dochézi ve vyznamné mite ke konvergenci. (206)

V zadnich rozich michy rozliSujeme tfi hlavni typy neurond. Prvnim typem jsou
nociceptivni specifické neurony (NS), které jsou aktivovany vyhradné intenzivnimi
bolestivymi podnéty vedenymi C a Ad-vldkny. Nachazi se zejména v lamina I a Iy, ale také
napf. v lamina V a VI. Druhym typem jsou multireceptorové neboli ,,wide-dynamic range*
(WDR) neurony, na kterych dochazi k vyznamné konvergenci aferentace zkoZnich,
svalovych a viscerdlnich nociceptorii. Vytvareji dynamickou odpovéd’ na Sirokou Skalu
podnéti a vykazuji vyraznou zavislost velikosti jejich odpovédi na intenzit€¢ stimulu, od
nebolestivého az po bolestivy. Nachdzi se vétSinou v lamina V, rovnéz i v lamina IV a VI,
v malé mife v lamina I, IIp a X a jsou excitovany tepelnymi, mechanickymi i chemickymi
podnéty z C, Ad i AB-vldken. Tretim typem jsou neurony, které nejsou piimou soucasti
nociceptivni nervové drahy (NON-N), nachdzejici se v lamina II, IIl a IV, ¢aste¢né i v lamina
I. Kazdy neuron dorsalniho rohu mé své receptivni pole, pfi soucasné stimulaci n€kolika
priméarnich aferentnich vlaken v rdmci tohoto receptivniho pole se uplatni mechanismy
sumace. (53, 88, 312)

Neurony zadnich rohti michy mohou byt dale klasifikovany podle cile inervace.
RozliSujeme supraspindlni tj. projekéni neurony (PN), dale propriospindlni intersegmentélni
neurony a intrasegmentalni neurony inter- a intralaminarni (IN). Primérnimi nociceptivnimi
aferenty jsou aktivovany PN i1 IN. PN pfenaSejici nociceptivni informaci supraspinalné se
nachazeji zejména v lamina I a V, VI, ¢astecné v lamina II a X. Propriospinalni neurony hraji
v miSe integracni roli v komunikaci mezi jednotlivymi segmenty a mezi ipsilateralnim a
kontralateralni zadnim rohem. IN, zejména v lamina II, se podili na intra- a interlaminarnim
pfenosu, modulaci a integraci nociceptivni informace. RozliSujeme excitaéni IN (EXIN) a
inhibi¢ni IN (ININ). (312)

PN (NS i WDR) v superficidlnich lamindch zadnich rohii jsou aktivovany piimo
(monosynapticky) Ad- (lamina I) a C-vlakny (lamina Ily), nebo nepfimo (polysynapticky)
prostiednictvim EXIN v lamina IIp napojenych na nociceptivni specifické PN v lamina I.
Rovnéz n€které PN (NS i WDR) v hlubsich laminédch (napf. lamina V) jsou pfimo napojeny
na nociceptivni C-vlakna, vétSina PN v hlubsich laminéach je vSak polysynapticky aktivovana
C-vlékny prostrednictvim EXIN. (31, 64, 88) ININ reguluji nocicepci pfimym synaptickym
spojenim s PN (NS i WDR) i s primarnimi nociceptory. Toto uspotddani umoziuje pre- i
postsynapticky mechanizmus inhibice bolestivé aferentace z primarnich nociceptivnich
vldken. Z neurochemického hlediska bylo identifikovdno mnoho rGznych typt ININ.
Cholinergni ININ plsobi prostfednictvim inhibicnitho medidtoru acetylcholinu na
muskarinové a pravdépodobné¢ i nikotinové receptory lokalizované na primdrnich
nociceptivnich neuronech i postsynaptickych neuronech v zadnich rozich michy. Opioidergni
ININ obsahuji enkefaliny a dynorphin, které aktivuji p-, 5- nebo k-receptory. GABAergni
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ININ t€inkuji prostiednictvim GABA na GABAA a GABAg receptory. DalSim typem ININ
jsou glycinergni neurony, jejichz mediator glycin aktivuje glycina receptory. (20, 64)

Vyznamnou ulohu v nociceptivnim pfenosu na trovni zadniho rohu michy hraji i gliové a
imunokompetentni buiiky prostfednictvim sekrece riznych substanci jako je glutamat,
cytokiny, neurotrofni latky, NO, PG (prostaglandiny) a ATP. Jejich interakce jak s neurony,
tak s non-neuralnimi buitkami maji velky vyznam pro funk¢ni, adaptacni a organizani zmény
v nociceptivnim systému zplsobené bolestivou aferentaci, zejména pak pro indukci
neuropatické bolesti. (206)

Prenos nociceptivni informace do supraspinalnich center, ascendentni drahy bolesti a
jejich organizace. Po integraci v zadnich rozich michy je nociceptivni informace piendsena
projekénimi neurony do vysSich center CNS. Z neuroanatomického hlediska rozliSujeme dva
hlavni typy ascendentnich drah bolesti, a to drahy pfimé a nepfimé. Pfimé drahy projikuji
pfimo do vysSich cerebralnich struktur a patfi mezi né tractus spinothalamicus (STT),
spinomesencephalicus, tractus spinoreticularis a spinoparabrachidlni trakty. V nepiimych
drahach dochéazi béhem cesty k vyssim centrim CNS k ptfepojeni na neurony druhého tadu,
dvéma hlavnimi nepfimymi drahami jsou tractus spinocervicalis, kde axony interpoluji v
nucleus cervicalis lateralis na irovni C1-C3, a lemniscus medialis, ktery projikuje do nucleus
cuneatus (z cervikdlnich a hrudnich segmentll) a nucleus gracilis (z lumbosakralnich
segmenttl). (26, 312)
specifickych projekénich neuronti tohoto traktu tvoti jednak ventralni a jednak dorsalni ¢ast
STT. Ventralni neurony projikujici supraspinalné jsou koncentrovany pifedevsim v marginalni
z6né (lamina I), v nucleus proprius, ale také v oblasti baze zadnich rohli a v lamina VII Sedé
hmoty michy, a probiha ascendentné¢ cestou ventrolaterdlniho provazce umisténého
v anterolateralnim kvadrantu bilé hmoty michy spolecné s axony spinomesencephalického a
spinoretikularniho traktu. STT neurony probihajici ventrdlnim provazcem vstupuji do jader
medialniho thalamu (nucleus centralis lateralis a nucleus submedius) a axony lateralniho
provazce do laterdlniho thalamu (nucleus ventralis posterolateralis a skupina zadnich jader).
Ve ventrolaterdlnim provazci jsou ascendentni nervové drahy laterdlné somatotopicky
uspofadany, neurony z cervikalnich a hrudnich segmentii obsazuji jeho medialni, neurony
z lumbadlnich a sakralnich segmentli pak lateralni ¢ast. Dorsalné segregované STT neurony,
pfedevsim z lamina I, tvofi dorsalni ¢ast STT a vyuZivaji dorsolateralni provazec bilé hmoty
michy spole¢né¢ s ascendentnimi spinobrachidlnimi a spinoparabrachidlnimi drahami. STT
vysild kolaterdly k riznym dal$im strukturam CNS, které mohou hrat roli v motivacné-
afektivni slozce bolesti nebo byt soucésti endogenniho analgetického systému. Byly objeveny
kolateraly STT do retikularni formace a periaqueduktalni Sedi mesencephala. (22, 23, 26, 312)

Neurony spinomesencephalického traktu maji sviij pivod v marginalni zoné, tj. lamina I,
déle v lamina V a X zadniho rohu michy. Hlavnim cilem této nervové drahy, taktéZ umisténé
ve ventrolaterdlnim provazci, je nucleus parabrachialis (PBN) pontu. Nékteré neurony PBN
dale vysilaji své axony k thalamu, coz je dilezité pro integrac¢ni funkci PBN v senzorickém
pfenosu, je to misto hrajici dilezitou ulohu v integraci kardiovaskularni, autonomni a
motivacni odpovédi na bolestivy podnét. (7, 23) Z PBN mutze byt nociceptivni informace dale
pfedavana do amygdaly, nebo cestou descendentnich inhibi¢nich drah zpét k neuronim
michy. Krom& PBN projikuji axony spinomesencephalického traktu do nucleus cuneiformis,
intercollicularis, periaqueduktalni Sedi, hlubokych vrstev hornich kolikuld, nucleus
pretectalis, nucleus ruber, a dalSich jader mesencephala. Limbické terce této nervové drahy
jsou uzce propojeny s hypothalamem a oznacovany jako spinotelencephalicka projekce. (313)

Neurony spinoretikuldrniho traktu jsou koncentrovany v lamina V, VII, VIII a X zadnich
roht michy, buiiky lamina I k tomuto traktu nepfispivaji. Jejich axony vstupuji do mozkového
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kmene ventrolateralni ¢asti bilé hmoty michy a projikuji do jader retikularni formace, vcetné
dorséalniho retikuldrniho jadra, kam vstupuje ¢ast axont spinoretikuldrnich neurond z lamina
X a z dalsich hlubokych lamin separatné¢ spolu saxony neurontt lamina I. Dulezita
komponenta spinoretikularniho traktu projikuje do pericerebellarniho jadra lateralni
retikularni formace, které se ucastni regulace motoriky. (312)

Projekce  klasickych ~ monosynaptickych  drah, STT,  spinoretikularniho a
spinomesencephalického traktu je pfevazn€ kontralateralni. Jejich projekéni neurony kiizi
napfi¢ stfedni ¢aru na urovni stejného nebo sousedniho segmentu, kde vstupuji do michy a
poté vystupuji k vys$im centriim. (109)

Dréaha lemniskarniho systému je lokalizovana v dorsomediélni oblasti bilé hmoty michy,
tento ascendentni kanal je oznacovan jako zadni provazec. Neurony patfici k lemniskarnimu
systému se nachdzeji prevazné v nucleus proprius Sedé hmoty michy. I v dorsomedialnim
provazci jsou ascendentni drahy laterdlné somatotopicky uspofadany. Neurony z cervikalnich
a hrudnich segmentt obsazuji jeho lateralni, neurony z lumbadlnich a sakralnich segmentt pak
medialni ¢ast, tedy opacné, nez je tomu v provazci ventrolateralnim. Projekce z jader zadnich
provazct jde dale cestou lemniscus medialis do zadnich a zadnich ventralnich jader thalamu a
do hornich kolikull. Tato jadra dostdvaji navic pfimou ascendentni inervaci z primarnich
aferentl vedoucich proprioceptivni a mechanoceptivni (ne nociceptivni) informace a je tudiz
mozné, ze se Ucastni vedeni mechanické alodynie. (5, 22)

Zadni miSni provazce obsahuji nejen vzestupné vétve primarnich aferentnich vlaken, ale
také ascendentni projekce postsynaptickych neuront nachézejicich se v zadnim rohu Sedé
hmoty michy. Primérni aferentni axony stoupaji spole¢né s vyb&zky téchto postsynaptickych
neuronti zadniho rohu cestou zadnich miSnich provazcii k vy$§im centrim nervového
systému. Tato ,,postsynaptickd drdha zadnich provazci“ (PSDC) ma ptivod v neuronech
lokalizovanych v nucleus proprius (lamina III nebo IV, ventralng od substantia gelatinosa) a v
lamina V a VI Sedé hmoty michy. Je tvofend vybézky obrovského poctu neurond, své axony
vysild touto cestou velké procento neuront lokalizovanych v lamina III — VI S§edé hmoty.
Dendrity téchto PSDC neuronil se vétvi vétsinou v transversalni roviné, zasahuji dorsalné do
lamina II nebo dokonce do lamina I a jsou zakonfeny drobnymi terminalnimi butony se
sférickymi nebo ovalnymi synaptickymi vezikulami. V neuralnich zakoncenich synapticky
kontaktujicich PSDC neurony byla prokdzana pfitomnost glutamatu a GABA, coz dokazuje
moznost jejich postsynaptické excitace i inhibice. Axony vétSiny PSDC neuronti vysilaji
lokélni kolateraly vétvici se ventraln€ od somat, podle rychlosti vedeni vzruchu (20 — 55 m/s
v priméru) se jednd o stfedné silnA myelinizovana vlakna. Cast senzorickych neuront
tvoticich PSDC drdhu odpovidd vyhradné na nebolestivou mechanickou stimulaci, jako je
dotyk, tlak nebo deformace vlasového folikulu, druhd ¢ast pak na nebolestivou a zdrovei i
bolestivou stimulaci kiize mechanickym podnétem. Jen malé procento z nich je z hlediska
mechanické stimulace pouze nociceptivnich. Rada PSDC neuronti odpovida na nociceptivni
tepelné podnéty, nckteré PSDC neurony jsou aktivovany nociceptivnimi podnéty
viscerdlnimi. V pfipad¢ senzitizace kiize poranénim se PSDC neurony pivodné nereagujici na
tepelny podnét mohou stat termosenzitivnimi. Na distalnich Castech koncetin jsou receptivni
pole PSDC neuronii pomérné¢ mald, proximalnim smérem se zvétSuji. PSDC neurony se
zasadné 1i81 od jinych neuronli (napf. spinocervikalniho traktu) tim, Ze svymi receptivnimi
poli inervuji 1 neochlupenou kizi a mohou byt aktivovany pii stimulaci Paciniho
receptorovych télisek. PSDC draha projikuje do jader zadnich provazch a vykazuje
somatotopické usporadani. Vybeézky postsynaptickych neurond lokalizovanych v cervikalni
miSni intumescenci terminuji v nucleus cuneatus, vybézky PSDC neuroni hrudni michy
v medidlnim nucleus cuneatus a lateralnim nucleus gracilis. Neurony lumbalni intumescence
projikuji do nucleus gracilis a vybézky PSDC neuronii sakralni michy terminuji v mediélni
casti nucleus gracilis. PSDC je jednou z hlavnich senzorickych drah vibec a vyznamné
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ptispiva k mechanické a termalni nocicepci. Vyznam v pfenosu somatosenzorické informace
maji rovnéz postsynaptické neurony vysilajici své axony k nucleus cuneatus a gracilis cestou
dorsolateralnich misnich provazct, dorsolateralnimi provazci probihaji i n€které vétve axon
PSDC neuronii zadnich provazct. (314)

Neurony tractus spinocervicalis maji plivod v nucleus proprius, probihaji dorsolateralnim
misSnim provazcem a interpoluji v nucleus cervicalis lateralis. Z lateralnich cervikéalnich jader
se pak nociceptivni informace dostava cestou cervikothalamické drahy do thalamu (zejména
do zadnich ventrdlnich jader) a cervikomesencephalickou drahou do mesencephalu,
periaqueduktalni Sedi (PAG) a hornich kolikult. (206, 312)

Neptimé nociceptivni drahy jsou na misni urovni ipsilateradlni, nicménég, nékteré axony
vystupujici zjader zadnich provazch se kiizi do kontralaterdlniho mozkové hemisféry.
Inervace thalamu a hypothalamu je tedy bilateralni, naopak inervace limbickych struktur je
vstupu do michy ptfed vstupem do ventrolateralniho provazce, a potom na supraoptické
urovni.) Lze shrnout, Ze ackoliv je supraspindlni pfijem nociceptivni informace ptevazné
kontralateralni, existuje i vyznamna slozka ipsilateralni bolestivé aferentace do cerebralnich
struktur. (109, 110, 111)

V supraspinalnim pfenosu nociceptivni informace je =zapojeno velké mnozstvi
neurotransmiterti a modulatorti. V pfenosu bolestivé informace spinothalamickym traktem do
thalamu a spinomesencephalickym traktem do PAG hraji klicovou roli glutamat a dalsi EAA
prostiednictvim jejich u¢inku jak na ionotropni tak mGlu receptory. (142) V ptenosu
informace lemniskarnim systémem do jader zadnich provazcti (nucleus cuneatus a gracilis) se
uplatiiuji rovnéz glutamat a zejména AMPA receptory. (90, 91) Dilezitou tulohu
v supraspindlnim pienosu bolesti hraje i nékolik dalSich excita¢nich neuropeptidii véetné SP a
CCK (cholecystokinin). V ascendentnich drahdch bolesti byla prokadzéna ptitomnost
dynorphinu (DYN), ktery ucinkuje pievdzné jako inhibi¢ni transmiter pfes k-opioidni
receptory. (205)

Mozkova centra ascendentnich nociceptivnich drah a jejich funkcni role. Hlavni
strukturou pro piijem a zpracovani nociceptivni informace na cest¢ do mozkové kury je
thalamus. Thalamus kdéduje informace tykajici se senzoricko-diskriminacni komponenty
bolestivého vjemu, tj. typu, Casovych vlastnosti, intenzity i topografické lokalizace bolesti a
navic je svym spojenim s kortikalnimi a limbickymi strukturami zodpovédny také za emocni
komponentu bolestivého vjemu. Thalamus ma zaroven aktivni adaptivni roli pifi zpracovani
nociceptivni informace. Existuje n€kolik hlavnich skupin thalamickych jader, které se ti¢astni
pfijmu, zpracovani a dalSiho pfenosu informace, vSechny dostdvaji intenzivni aferentaci
z neuront zadnich rohti michy pfevazné z lamina I a V, VL. (12, 13, 14)

Hlavnimi oblastmi pro pfijem a zpracovani nociceptivni informace jsou jadra
ventrobasdlniho komplexu thalamu, vrdmci n€¢hoz rozliSujeme nucleus posterolateralis
(VPL), nucleus posteromedialis (VPM) a oblast laterdlniho thalamu (nucleus
ventroposteroinferior VPI). Ventralni STT vstupuje primarné¢ do VPL/VPM a dorsalni STT
inervuje zejména VPI. VPL a VPM se sklddaji z neuronti (NS i WDR) schopnych velmi
citlivé kodovat a rozliSovat intenzitu ptisobiciho stimulu. Receptivni pole téchto neuronii jsou
navic mala, a proto koduji velmi pfesné i somatotopickou lokalizaci plsobiciho bolestivého
stimulu. Ventrobazalni komplex je tudiz oblasti zodpovédnou za senzoricko-diskriminaéni
komponentu bolestivého vnimani. (13, 27, 90) Dalsi skupinou je komplex jader zadniho
thalamu, ktery zahrnuje pulvinar oralis, nucleus posterior a zadni ¢ast nucleus ventromedialis
(VMpo). Je to hlavni oblast thalamu, kde dochazi k integraci nociceptivnich a
termosenzorickych informaci, inervovana piedev§im dorsdlnim STT. (67) Nucleus
parafascicularis patfi do medidlni oblasti thalamu, pficemz dulezitou roli v nocicepci hraje
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zejména jeho ventrokaudalni oblast, kterd dostava aferentni informace od neuronti lamina I
dorsalni casti STT. Sni tzce anatomicky souvisi nucleus centralis lateralis ze skupiny
intralaminarnich jader, kam rovnéZz pfichazi aferentace z dorsalniho STT, a ktery je dale
propojen se striatem a oblastmi zodpovédnymi za pozornost a motorické funkce. (38) Césti
thalamu pravdépodobné zodpovédnou za emocné-kognitivni aspekty bolesti je nucleus
ventralis caudalis, a to jeho zadni ¢ast. Hraje roli nejen v afektivni komponenté& bolestivého
vjemu, ale 1 v jeho memorizaci. Neurony VPI, zadniho komplexu a dalSich oblasti jsou tudiz
dilezité pro pozornost, kognitivni a emocné-afektivni aspekty vnimani bolesti. (167, 168)

Z excitanich mediatorG jsou dilezité pro aktivitu nociceptivnich neurond v thalamu
pfedevSim EAA. Ve VPL, VPM a v jadrech zadniho komplexu thalamu maji pro ptfenos
nociceptivni informace dominantni vyznam NMDA a mGlu receptory, které navzdjem
kooperuji, nociceptivni pienos je v téchto jadrech navic modulovan plisobenim NO. (76, 90)
Thalamus je rovnéz vybaven inhibi¢nim modulaénim mechanismem, jehoZz podstatou je
aktivita GABAergnich ININ. EAA a jejich u¢inek na NMDA, AMPA a mGlu receptory
skupiny I maji klicovy vyznam také pro kortikalni pfenos nociceptivni informace z thalamu,
modulac¢ni funkci maji v senzorické kife predevSsim GABAergni ININ napojené na
thalamokortikalni aferentni vldkna a G¢inkujici ptes GABAA a GABAg receptory. (234, 290)

Mezi kortikdlni oblasti, které obsahuji nociceptivni NS a WDR neurony a jsou
konsistentné aktivovany bolestivymi podnéty, patii priméarni somatosenzoricka ktra S I gyrus
postcentralis, sekundarni somatosenzoricka kiira S II voblasti sulcus Sylvii lateralniho
parietalniho kortexu, n€kolik regiont ve spodni a pfedni ¢asti parietalniho kortexu, insularni
kortex, pfedni cingulum a medidlni prefrontidlni kortex. Tyto kortikdlni struktury jsou
komplexné propojeny mezi sebou, a to bud’ pfimo nebo pies thalamus a limbické struktury,
v pfenosu informace se na téchto intrakortikalnich neuronalnich spojich uplatiuji predevSim
EAA a NMDA (i non-NMDA) receptory. (47, 48) Priméarni somatosenzorickd kiira je
aktivovana vyhradné¢ kontralaterdlné¢ vsouladu sjeji senzoricko-diskrimina¢ni a
somatotopicky lokaliza¢ni funkci. V nékterych oblastech kortexu vSak byla prokazéna i
ipsilateralni aktivace, napiiklad v prefrontdlni kuafe, v cingulu, také v cerebellu nebo
v thalamu. Né&které kortikdlni neurony maji totiz bilaterdlni receptivni pole a tim pfispivaji
k ipsilaterdlni bolestivé aferentaci (168), je mozny také interhemisfericky transfer
nociceptivni informace komisurdlnimi drahami nebo pfes thalamus. (39) Také intenzita
stimulu se zd4 byt dilezitym faktorem pro kortikalni aktivaci, intenzivni, prolongovand a
opakovana stimulace nociceptivnim podnétem miiZze vyvolat bilateralni aktivaci kiry. (47, 48,
77)

VPL, VPM a komplex zadnich thalamickych jader poskytuje intenzivni aferentaci
primarni somatosenzorické kiife S 1. V souladu s Gcasti v senzoricko-diskriminacni slozce
bolestivého vjemu obsahuje S I kiira velké mnozstvi NS a WDR s malymi (kontralaterdlnimi)
receptivnimi poli pfesné kddujicich lokalizaci i intenzitu pasobiciho stimulu. Tato skute¢nost
pln¢ koresponduje sinervaci S1 prevazné ventrdlnim STT a VPL/VPM, tj. hlavnimi
thalamickymi jadry podilejicimi se na této senzoricko-diskrimina¢ni funkci. Analogicky jako
neurony VPL, mnoho S I neuront odpovida soucasné na kozni i1 visceralni bolestivé podnéty,
coz poukazuje na pravdépodobnou existenci konvergence na kortikalni urovni. Bylo také
zjisSténo, Ze se odpoveéd” WDR neurontl v S I pfi opakované bolestivé tepelné stimulaci klize
zvysuje, coz dokazuje moznost uplatnéni mechanismil senzitizace i na kortikalni arovni. (13,
38, 68, 168)

Projekce z ventrokaudéalnich jader medidlniho thalamu vstupuje do SII a insularniho
kortexu, neurony ostatnich medidlnich thalamickych jader inervuji pfedev§im gyrus cinguli.
VPI a intralaminarni jadra projikuji do SII. (167) I na kortikalni Grovni lze tedy rozlisit
ventralni STT — VPL/VPM — SI a dorsalni STT — VPI/VMpo — SII ¢ast spinothalamické
ascendentni nociceptivni drahy. Neurony kortikalnich oblasti S II, parietalni oblasti, pfedniho
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cingulu, prefrontdlniho a insularniho kortexu ucastnici se nocicepce maji velkd receptivni
pole, a tudiz nevykazuji tak vyraznou schopnost presného kddovani intenzity a somatotopické
lokalizace nociceptivniho podnétu. Ani oblasti thalamu, ze kterych pfijimaji aferentni
nociceptivni informace, se nepodili na senzoricko — diskriminacni sloZce nocicepce. Tyto
kortikalni struktury se uplatiiuji pfedevsim v afektivni slozce bolestivého vjemu. (13)

Kortikalni = struktury obsahujici nociceptivni neurony vykazuji velké mnozZstvi
reciprocnich spojeni nejen s thalamem, ale i s limbickymi a motorickymi oblastmi jako je
amygdala, striatum - nucleus lenticularis, hypothalamus, nucleus accumbens, PBN, PAG a
hippocampus, které jsou kromé nociceptivniho pienosu zodpovédné za rGzné kognitivni
funkce a naladu. (47, 49) V extensivnim mnozstvi téchto neurondlnich spoji ma vyznam
zejména insularni a pfedni cingularni kortex. Insularni kortex hraje diileZitou roli v endogenni
analgetické aktivité p-opioidii (36), predni cingulum je zodpovédné za pozornost, naladu a
nékteré kognitivni funkce (189, 269), svlj vyznam v nocicepci ma i striatum (nucleus
lenticularis), ktery je kontralateralné aktivovan somatickymi i visceralnimi nociceptivnimi
podnéty. (47) Diulezitou strukturou je PAG, kterd dostava bolestivé informace z vnitinich
organli a soucasn¢ z predniho cingulu, a mé tudiz pivotni roli v integraci behaviordlni a
autonomni odpovédi na bolestivou stimulaci. (63)

1.2. Mechanismy vzniku patologickych bolestivych stavii

Akutni (tzv. fyziologickda) bolest vznikd pfimym plisobenim stimulu na nociceptor,
vyznacuje se vysokym prahem pro vyvoldvajici podnéty a ma typicky prechodny raz.
V piipadé kdy je pisobici stimulus natolik intenzivni, ze porusi integritu organismu, se mtize
v ndvaznosti na akutni bolest rozvinout bolest chronickd, ktera piretrvavd i po skonceni
expozici tomuto stimulu. Intenzivnim nociceptivnim podnétem zplsobujici tkanové poranéni
miZe byt naptiklad chirurgicky zakrok. ZvysSena a dlouhotrvajici bolestiva aferentace z mista
poranéni a pusobeni algogennich substanci uvolnénych z bunék poskozené tkan¢ mohou vést
k aktivaci mechanismi zplsobujicich zmény nociceptivniho systému jak na periferii
(periferni senzitizace), tak na arovni centralniho nervového systému (centralni senzitizace).
Tyto zmény pak mohou mit za nasledek rozvoj patologickych bolestivych stavli a fenomént
jako hyperalgézie, vyznacujici se zvySenou intenzitou vnimani bolestivych vjemu a alodynie,
kterd ptfedstavuje takové sniZeni prahu pro vyvolani bolestivého vjemu, Ze podnéty za
normalnich podminek nebolestivé zpisobi bolestivy vjem. (145, 260, 320, 321)

1.2.1. Periferni senzitizace

Mechanismy periferni senzitizace. V prostiedi tkanového poranéni nebo zanétu se vyrazné
meéni chemické prostfedi perifernich zakonceni nociceptorli. Z poranénych bunck je
uvoliiovan jejich intraceluldrni obsah bohaty na ATP a K' ionty, poklesne pH. Do mista
traumatu jsou pfitahovany zanétlivé bunky, které syntetizuji mediatory jako cytokiny, riistové
faktory, kininy, puriny, aminy a prostanoidy. Kli¢ovy vyznam maji zejména prostaglandin E,
(PGE,), bradykinin a NGF (nerve growth factor). Nékteré z téchto mediatort pfimo aktivuji
nociceptory a vyvolaji nociceptivni vjem (tzv. aktivatory nociceptor), jiné ovliviiuji citlivost
somatosenzorickych nervovych vlaken, ktery se pak stava k dalsim podnétiim zvysen¢ citlivy
(mediatory senzitizujici nociceptory). (321)

Chemické latky vedouci k senzitizaci nociceptivnich zakonceni a zvySuji intenzitu jejich
odpovédi na nadprahové podnéty navazanim na specifické receptory exprimované na
membranach téchto nociceptort. Tyto receptory (spojené s G-proteiny, tyrosinkinazové, aj.)
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jsou funkéné spfazené s intracelularnimi kindzami obsazenymi v cytoplazmég a tedy napojené
na fadu intraceluldrnich signélnich kaskad.

Produkce prostanoidfi, hlavni soucasti tkdnové reakce na poranéni (napf. chirurgickym
zakrokem), za¢ind vznikem kyseliny arachidonové z membranovych fosfolipidi pisobenim
fosfolipazy A,. Cyklooxygendza 2 (COX-2) méni kyselinu arachidonovou na prostaglandin
H, ktery je dale pfeménovan na specifické prostanoidy, jako napt. PGE,, pomoci
prostaglandin syntdz. PGE, aktivuje po navazani na své receptory adenylylcykldzu (AC) a
zpusobi tak zvySeni hladiny cAMP v senzorickém neuronu, ktery dale aktivuje proteinkindzu
A (PKA). Uvolnéni kalciovych iontii z mikrosomi periferniho zakonceni nebo vstup kalcia do
nociceptoru iontovymi kandly aktivuje zaroven na kalciu zavislou proteinkinazu C (PKC).
PKA a PKC fosforyluji aminokyseliny serin a threonin celé fady proteind, vcetné proteinli
membranovych receptort a iontovych kanalii nociceptoru. Takovd zména jejich chemickych
vlastnosti mize vyrazné ovlivnit aktivitu receptorli a iontovych kanalli na nociceptivnim
vlaknég, zménit jejich prah pro podnét a kinetiku. (145, 150, 222, 294)

ATP uvoliovany v milimolarnich koncentracich z poSkozenych bun€k v misté traumatu
rychle obsazuje své ligandem fizené P»,3 purinoreceptory na nociceptorech v poranéné tkani,
které jsou timto zptisobem pifimo aktivovany. (194) Protony, jejichz koncentrace se v misté
poranéni zvySuje pozvolna, aktivuji ASIC3 (acid sensitive ion channel) iontové kandly a
TRPV1 receptory exprimované nociceptivnimi vlakny, ale s delSim ¢asovym odstupem po
poranéni. (299) NGF se vaze na trkA tyrosinkindzové receptory a rovnéz ovliviluje senzitivitu
nociceptivniho zakonceni, bez jeho piimé aktivace. (262) Naproti tomu, bradykinin vznikajici
v misté poranéni piisobenim kallikerinu z kininogenovych prekurzorii jednak piimo aktivuje,
ale také senzitizuje nociceptivni nervova zakonceni pies B, a B; bradykininové receptory
sptazené s aktivaci PKC, kterd katalyzuje dilezité fosforylacni procesy, vcetné fosforylace
aminokyselin proteini membranovych receptorii a iontovych kanalii nociceptoru. V disledku
jako jejich prah pro plsobici podnéty nebo kinetika, a to ve smyslu senzitizace. PKC navic
aktivuje fadu intraceluldrnich transportnich proteind, dal§$im mechanizmem uplatiiujicim se v
periferni senzitizaci nociceptoru je rovnéz zvySeny transport proteinovych podjednotek
receptort a iontovych kanall na jeho membranu. (300) Zanétlivé mediatory rovnéz zplisobuji
fosforylaci napétové fizenych Na’ kanald Na,l1.8, specifickych pro senzorické neurony.
V dusledku periferni senzitizace dochdzi k aktivaci 1 tzv. ,tichych nociceptori®, coz rovnéz
ptispiva ke zvySeni citlivosti na bolestivé podnéty v oblasti tkaniového poranéni nebo zanétu.
(115)

Mechanismy periferni senzitizace se uplatiiuji pouze v misté¢ tkanového poranéni
(mechanického, tepelného, chemického) nebo zanétu. (145)

Regulace transkripce a posttranskripcnich uprav v senzorickych neuronech. Funkéni
vlastnosti, vnitini excitabilita a citlivost k farmakologickym prostiedkiim senzorickych
neuronti je ddna mnoZstvim a typem proteind exprimovanych na jejich membranach.
Proteinové sloZeni membrany je vysledkem procesu transkripce v jadife neuronu, a tak kromé
post-translacnich regulaci mohou byt vlastnosti senzorického neuronu ovlivnény i1 pfimou
regulaci transkripce. Regulace proteinové transkripce a translace miZze tedy ptispivat i ke
zmén¢ funkce nociceptoru.

V prostiedi poranéné tkané je na nociceptivnich zakoncenich ve zvySené mife exprimovan
napiiklad TRPV1 receptor, zvysujici jejich citlivost na tepelné podnéty. Tento fenomén je
disledkem produkce NGF v poranéné tkani. NGF je transportovan z periferie do téla
senzorického neuronu ve spinalnim gangliu, kde aktivuje intracelularni signalni déje vcetné
mitogenem-aktivované proteinkinazy p38 (MAPK). Dusledkem aktivace MAPK p38
v primarnich senzorickych neuronech se pak zvysi exprese a transport TRPV1 receptorii do
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perifernich zakonceni a tim je zvySovéna citlivost nociceptivniho nervového vldkna na tepelné
podnéty. (148, 187)

Regulace transkripce a translace miZe mit za nasledek i zmény neurondlni exprese a
distribuce raznych typt sodnych a draselnych iontovych kanalti, a to zejména v piipadé
poranéni periferntho nervu. V disledku téchto zmén se zvysi excitabilita neuronalni
membrany natolik, Ze jsou generovany ektopické akéni potencidly i bez plsobeni jakéhokoliv
stimulu. To je hlavni pfi¢inou spontanni neuropatické bolesti. (173, 178)

1.2.2. Centrdlni senzitizace

Plvodni definice oznaCovala centralni senzitizaci jako na vzruchové aktivité zavislé
zvySeni excitability nociceptivnich neuronti v zadnich rozich michy vznikajici disledkem
intenzivni kratkodobé bolestivé aferentace, po které pretrvava. Je charakterizované sniZzenim
prahu pro pusobici podnéty a zvySenim nadprahovych odpovédi neuronti zadnich rohdt michy
a zaroven zvétSenim jejich receptivnich poli. (66) Kromé centralnich synapsi nociceptorti se
centralni senzitizace tyka i synapsi nizkoprahovych mechanosenzitivnich AB-vlaken na
neuronech zadnich rohi michy. Dochéazi zde k heterosynaptické facilitaci, v disledku které
pak mohou tato nizkoprahova senzorickd vladkna aktivovana nebolestivym podnétem jako je
dotyk nebo tlak aktivovat vysokoprahové nociceptivni neurony. (266, 318)

V soucasné dobé je rozliSovano nckolik forem centralni senzitizace. Do prvni skupiny
patii mechanismy nezévislé na transkripci, uplatiujici se okamzit¢ po piisobeni stimulu a
zavislé na neurondlni vzruchové aktivité. Patii mezi né¢ wind-up (homosynapticky
mechanismus), dale na aktivité zavisla heterosynaptické senzitizace, a dlouhodoba potenciace
(LTP, long term potentiation) v zadnich rozich michy. Druhou velkou skupinu pak tvofi
mechanismy s pozdnim nastupem ucinku, zavislé na transkripci. Nékteré z nich zadvisi na
neurondlni aktivit¢ a ovliviiuji transkripci pouze lokalné¢ v aktivnich neuronech (napf.
transkripce genti pro DYN, NK), jiné ovliviiuji transkripci na globalni tirovni (napt. indukce
gent pro COX-2 v neuronech michy, mozkového kmene a thalamu). (145)

Mechanismy centrdlni senzitizace nezavislé na transkripci. Wind-up je formou
homosynaptické plasticity charakterizované progresivnim naristem poctu vyvolanych akénich
potencidlti na neuronech zadnich rohti michy po sérii opakovanych stimulti C-vldken o nizké
frekvenci. (201) Aktivace C-vldken nizkofrekvencni stimulaci vyvold pomalé synaptické
potencidly trvajici az n€kolik set milisekund, wind-up je vysledkem Casové sumace téchto
pomalych potenciald. Sumace pak miize zptsobit kumulativni depolarizaci postsynapticého
neuronu, kterd ma za nasledek odstranéni na napéti zavislé Mg®" blokady NMDA receptori
na jeho membrané a tim zvySeni jejich citlivosti na glutamat. (267, 283)

Asynchronické aktivace velkého mnozstvi perifernich zakonceni nociceptori intenzivnim
bolestivym podnétem nebo tkanovym poranénim zpisobi facilitaci synaptického ptenosu
velkého mnozstvi rGznych neuronli zadnich roht michy. Tento na aktivité zavisly
heterosynapticky mechanismus centralni senzitizace je dlsledkem aktivace celé¢ fady
intracelularnich signdlnich drah v mis$nich neuronech plisobenim neurotransmiterit jako jsou
glutamat, SP, BDNF (brain-derived neurotrophic factor) a ephrin-B ligandy. Receptory pro
tyto neurotransmitery (ionotropni i metabotropni glutamatové receptory spiazené s G-
proteiny, NK; receptory a tyrosinkindzové receptory trkB a Eph) jsou napojeny na
intracelularni signalni kaskady, ve kterych hraje klicovou ulohu aktivace adenylylcyklazy
(AC), proteinkindz (PKA a PKC), tyrozikindz aj. enzymt. Ke zvySeni efektivity synaptického
pfenosu piispivaji v ptipad¢ aktivace téchto intracelularnich kaskad dva hlavni mechanismy, a
to zména aktivity iontovych kanali a receptort v disledku posttranslacnich tprav (zejména
fosforylace intracelularnimi kindzami) a zvySeny transport receptorti na membranu. (319)
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Po aktivaci PKA, PKC a AC se zvysi efektivita synaptického pfenosu zejména na
ionotropnich glutamatovych receptorech v disledku fosforylace jejich proteinii (jedna se
pfedev§im o fosforylaci NR1, NR2A a NR2B podjednotek NMDA receptoru). Ta ma za
nasledek zménu otviraciho &asu tohoto iontového kanalu, odstranéni blokady Mg** ionty,
zvySeni transportu cytosolické frakce téchto receptorii na neurondlni membranu, atd. (120,
144, 319, 334) DalSim medidtorem fosforylace tyrosinovych zbytkd proteinli téchto
receptorovych podjednotek se zda byt tyrosinkindza Src spojend s aktivaci trkB a EphB
receptord. Dosud neni pfesné objasnéno, jakym mechanismem jsou tyto tyrosin/serin kinazy
fosforylujici ionotropni glutamatové receptory aktivovany a regulovany v jejich odpovédich
na nociceptivni podnéty. Jednim z moduldtorti jejich funkce muze byt ERK (kindza
regulovand extracelularnim signalem), kterd je v neuronech zadnich rohit michy aktivovana
nociceptivni aferentni vzruchovou aktivitou. (147, 329) Dilezitou regulacni roli ve zvySeni
efektivity synaptického pfenosu hraje rovnéz navazani Ca®’/kalmodulin-dependentni
proteinkindzy (CaMKII) na NMDA receptor a fosforylace GluR1 podjednotky AMPA
receptoru. (96, 107) Excitabilita neuronti zadnich rohli michy mtZe byt regulovana i pfimo
prostiednictvim modulace K, 4.2 kaliovych iontovych kanalii ptisobenim ERK. (127)

Ackoliv je bradykinin povazovan primarné za periferné pusobici zanétlivy medidtor
uplatnujici se v misté tkanového poranéni, je evidentni, ze se vyznamné uplatiiuje i v centralni
transmisi nociceptivni informace. Exprese B, receptorii byla spolehlivé prokazdna na
membrandch neuronti spindlnich ganglii a v zadnich rozich michy. B, receptory se nachazeji
na membranach nejen primarnich senzorickych, ale 1 postsynaptickych neuronti zadnich rohti
michy a bradykinin tak miZe v zadnich rozich michy ovlivilovat neurdlni pfenos
presynapticky i1 postsynapticky. Ukazalo se, Ze intenzivni nociceptivni aferentace z poranéné
tkan¢ indukuje vyraznou produkci bradykininu v miSe. Obsazenim svého B, receptoru na
membrané neuronu v zadnim rohu michy aktivuje bradykinin kaskady intracelularnich d&ju
funkénim spfazenim s G — proteiny. Jejich prostfednictvim pak miZze byt pomoci PLC B
aktivovana na kalciu zavisla PKC, kterd indukuje fosforylaci AMPA a NMDA receptort
miSnich neuront a tim ovlivni jejich aktivitu ve smyslu senzitizace, piipadné zvysi jejich
transport na membranu neuront. Bradykinin zpiisobi aktivaci intracelularni signalni kaskady
také zvySené uvoliovani glutamatu z centralnich zakonceni primarnich aferentnich neuront,
coz rovnéz ptispiva k facilitaci synaptického pfenosu nociceptivni informace v zadnich rozich
michy. (304) Bradykininovy B, receptor je navic funkcéné spfazen s aktivitou PLA;
konvertujici membranové fosfolipidy na kyselinu arachidonovou. Z kyseliny arachidonové
pak vznikaji prostanoidy, které jsou neméné dilezitymi moduldtory synaptického ptfenosu
v zadnich rozich michy vyznamné se uplatitujicimi v jeho facilitaci. Stejné jako receptory pro
bradykinin, jsou i prostanoidové receptory exprimovany nejen na membrandch centralnich
zakonceni primarnich nociceptort, ale i na membranach postsynaptickych neuronil v zadnich
rozich michy. Prostanoidy mohou tedy prostfednictvim svych receptorii bud’ ptimo aktivovat
postsynaptické neurony, a nebo pusobit retrogradné, kdy zphsobi v disledku zvyseni
vodivosti pro Ca*" a/nebo Na' a syntézy cAMP facilitaci uvoliiovani SP a glutamatu
z presynaptickych zakonceni primarnich nociceptivnich neuront. (206)

LTP je jednim z mechanismi homosynaptické facilitace excitacnich postsynaptickych
potencidlll zavisly na neurondlni vzruchové aktivité, vyvolany kratkodobou vysokofrekvenéni
stimulaci. (252) Ackoliv byla LTP studovdna podrobné na neuronech hippocampu, uplatiiuje
se 1 vzadnich rozich michy zejména na spinoparabrachidlnich neuronech lamina I
exprimujicich NK; receptory. Indukce LTP v téchto neuronech vyZzaduje synergickou
interakci mezi NMDA a NK| receptory a zaroveii nizkoprahovy Ca*proud kanaly typu T.
Kli¢ovou tlohu pro indukci LTP ma v téchto neuronech pravdépodobné elevace intracelularni
hladiny Ca**. (135, 175, 236, 251)
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Mechanismy centralni senzitizace ovliviiujici transkripci a genovou expresi. Zvysena
vzruchova aktivita nociceptorit v terénu tkanového poranéni nebo zanétu miize zpusobit i
dlouhodobé zmény efektivity synaptického pienosu v zadnich rozich michy, a to
mechanismem aktivace nékterych transkripénich faktorti a zménami na urovni transkripce
gent kodujicich zejména proteiny zodpovédné za piijem, vedeni a synapticky pfenos vzruchu.
Vysledkem jsou potom zmény excitability a vodivych vlastnosti, v n€kterych ptipadech az
zména fenotypu neuronu. (320) Tyto zmény maji pozdni nastup a mohou byt vyvolany
zvySenou vzruchovou aktivitou nebo humoralnimi zanétlivymi faktory. V pifipad€ neuronalni
aktivity jako vyvoldvajiciho faktoru jsou tyto zmény synapsi omezeny na vzruchové aktivni
oblast michy, ktera dostava aferentni nociceptivni informace z poranéné tkané, v ptipadé
plsobeni humoralnich faktorii jsou tyto zmény globalni. (146, 249)

V disledku intenzivni bolestivé aferentace z poSkozené tkané dochazi k aktivaci ERK,
ktera miize vstupovat do jadra neuronu a vést k fosforylaci CREB (cAMP-response-element-
binding-protein). Tato ERK-CREB signalni kaskada pak indukuje geny obsahujici ve svych
promotorovych regionech sekvenci CRE (cAMP-response element). (143, 134, 247) V casné
fazi jsou touto cestou indukovany napiiklad geny kodujici transkripéni faktor c-Fos nebo
enzym COX-2 (128, 249), mezi takto aktivované geny pozdni odpovédi patii geny pro
preprodynorphin, NK;, trkB, a dal$i v jadrech neuronti zadnich roht michy. (87, 146, 177,
187, 191) Tyto transkripéni zmény miSnich neuronl zavislé na vzruchové aktivité jsou
doprovazeny transkripénimi zménami také na primarnich senzorickych neuronech, které méni
jejich excitabilitu a vodivé vlastnosti. Dochazi nejen ke vySeni hladiny mediatort jako napf.
BDNF a SP, agonistli na trkB a NK; receptorech (187, 217), ale i ke zménam fenotypu
nékterych neuront spindlnich ganglii. Naptiklad nékteré velké neurony spindlnich ganglii ze
skupiny A-vldken, které se za fyziologickych podminek netcastni pifenosu bolestivé
informace, mohou v terénu zanétu nebo po poranéni exprimovat SP a BDNF a tim ziskaji
schopnost indukovat centralni senzitizaci. (182, 187, 216)

Tkéanové poranéni spousti celkovou humorélni cytokinovou odpovéd’ organismu a tyto
cirkulujici humoralni faktory produkované zanétlivymi buitkami aktivuji endotelidlni buiky
cerebrovaskularniho systému a mikroglie k produkei interleukinu 1p (IL-1p). (73, 250) IL-1B
pusobi na své receptory exprimované mnoha misnimi neurony a vede k rozsdhlé indukci
transkripce genii pro COX-2 v centralnich neuronech, zvySend produkce prostaglandind
ucinkem COX-2 pak zvySuje neurondlni excitabilitu v somatosenzorickych drahéach. (249)

1.2.3. C-Fos jako neurondlni marker nocicepce

Obecna charakteristika. C — Fos a ¢ — Jun byly pivodné popsany jako geny Casné
odpovédi, které jsou v bunéénych jadrech exprimovany okamzité po plisobeni nejriznéjsich
podnéth. V bunkach centralniho nervového systému jsou ¢ — Fos a ¢ — Jun exprimovany jako
odpovéd’ na stimulaci specifickym typem podnétu pro dany neuron, indukce genli ¢asné
odpovédi c-Fos a c-Jun je okamzitou reakci neuronu na jeho aktivaci timto specifickym
podnétem. Transkripce c-Fos je v neuronalnim jadfe zahdjena jiz n€kolik minut po stimulaci,
hladina c-Fos mRNA dosahuje maxima ptiblizn¢ za 30 — 40 minut. Gen c-Fos koéduje jaderny
protein Fos. Akumulace Fos proteinu je v jadie neuronu nejvyssi asi 2 hodiny po indukci
transkripce. Protein Fos tvofi heterodimerni komplexy s dal§imi jadernymi proteiny, patiicimi
do rodiny Jun (kddovanymi geny c-Jun). Tento komplex Fos-Jun (tzv. proteinovy komplex
AP — 1, komplex transkripénich faktor AP - 1) se pak v jadie neuronu vaZe na specifickou
sekvenci DNA (vazebné misto AP - 1) a reguluje tak zpétné transkripci a expresi dalSich
gend, v jejichZ sekvenci je vazebné misto pro AP — 1 komplex obsazeno. C — Fos je tedy
soucasti signalni kaskady, ktera propojuje extracelularné ptsobici vnéjsi podnét se zménami
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na intracelularni, genetické uirovni neuronu. Tyto zmény jsou reakci na pusobici podnét, a
protoZze se tykaji genové exprese, vedou k dlouhodobé adaptaci nervové bunky. (124, 213)

C — Fos je vneuronech centrdlniho nervového systému exprimovan jako odpovéd’ na
pusobeni urcitého typu podnétu. Bylo spolehlivé prokazano (128), ze v miSe a v mozku je
indukovan zejména nociceptivnimi podnéty, a to tepelnymi, mechanickymi i chemickymi.
V neuronech zadnich rohi michy bylo prokdzéno vyrazné zvySeni ¢ — Fos mRNA nékolik
minut po periferni stimulaci nociceptivnim podnétem, po 1 — 2 h transkripce lze v téchto
neuronech detekovat proteinovy produkt Fos. (128) Exprese ¢ — Fos je tedy vyuzivéna ke
studiu nocicepce, je to funkéni marker slouzici k identifikaci neuronti centralniho nervového
systému aktivovanych nociceptivnim podnétem. Mnoho studii prokdzalo tésnou souvislost
mezi nocicepci a expresi ¢ — Fos a potvrdilo tim validitu ¢ — Fos jako markeru k identifikaci
neurondlnich korelat nocicepce. (124)

Uloha Fos v nocicepci. Fos je soutasti intraceluldrni signalni kaskady, ktera je
zodpovédna za dlouhodobé zmeény na intracelularni urovni neuronu jako odpovéd na
pusobeni vnéjsiho nociceptivniho podnétu. Fyziologické déje probihajici mezi plisobenim
vngj$iho podnétu a jadernou expresi Fos jsou velmi komplexni a ucastni se jich celd tfada
,,druhych posli“. Obecné lze shrnout, zZe neurotransmitery jako glutamat a substance P, které
jsou uvoliovany primdrnimi nociceptory a Ui€astni se transmise nociceptivni informace, vedou
k nartistu intracelularni koncentrace Ca”" v postsynaptickych neuronech, coZ je pro aktivaci c
— Fos rozhodujici. Nociceptivni stimulace vede prostfednictvim exprese Fos a jeho nasledné
vazby na jadernou DNA k dal§im rapidnim zménam v genové expresi neuront zadnich rohti
michy, které se tykaji pfedev§im transkripce a neurondlni exprese fady neuropeptidi a
proteindl, a jsou zaroven pfimym obrazem aktivace téchto neuronu ptichézejici nociceptivni
aferetaci. Ve svém diisledku mohou vést od modulace synaptického pfenosu az po strukturalni
zmény synapsi na trovni michy nebo v jinych mistech centradlniho nervového systému, které
mohou znamenat zvySeni citlivosti nociceptivniho systému na pisobici podnéty. Bylo
prokéazano, Ze pfi stavech provazenych hyperalgézii nebo alodynii dochdzi ke zvySeni exprese
¢ — Fos spinalnimi neurony. (128, 181)

Vazebna sekvence pro komplex transkripcnich faktorit AP — 1 je vSak také soucasti celé
fady genti kodujicich opioidni a jiné fyziologicky vyznamné neuropeptidy, které maji opacné,
analgetické ucinky. Jednad se napiiklad o geny pro endogenni opioidy preprodynorphin,
preproenkefalin, ale také NGF, cholecystokinin a neuropeptid Y. Je tedy ziejmé, Ze Fos
rovnéz reguluje syntézu opioidnich peptidii v miSnich neuronech, a hraje tak vyznamnou roli
v endogennich analgetickych mechanismech. Pfi stavech provazenych hyperalgézii a alodynii,
kdy je exprese Fos vyrazn€¢ zvySend, dochazi v neuronech zadniho rohu michy k indukci
exprese dynorphinu, opiodniho peptidu s analgetickymi G¢inky uc¢inkujiciho na x - receptor.
(129, 133) ZvySeni exprese dynorphinu spindlnimi neurony bylo prokdzano na
experimentalnich modelech zanétlivé (134, 204) i1 neuropatické bolesti (153), a to jak
v neuronech projekénich, tak 1 v lokalnich interneuronech ucastnicich se transmise
nociceptivni informace. (214) Exprese dynorphinu v zadnich rozich michy vyznamné
kolokalizuje s expresi ¢ — Fos, ukdzalo se, Ze po experimentalni indukci zdnétu vykazuje az
80% spindlnich neuronii exprimujicich dynorphin soucasné pozitivni imunohistochemickou
reakci na Fos. (218) Protoze obsahuje gen pro preprodynorphin né€kolik vazebnych mist pro
komplex transkrip¢nich faktorit AP — 1, mize se Fos jako soucast AP - 1 komplexu na tuto
sekvenci navazat, a ptimo tak regulovat expresi tohoto genu. Také ¢asovy pribéh neuronalni
exprese dynorphinu naznacuje, Ze Fos pravdépodobné piimo indukuje transkripci genu pro
preprodynorphin. (81) Exprese Fos je tedy nejen markerem neuronalni aktivace, tento protein
zaroven indukuje syntézu endogennich opioidl a dalSich peptidl s analgetickymi ucinky a je
tudiz nedilnou soucdasti neurdlnich mechanismii antinocicepce. (213)
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Vyznam exprese Fos jako dlouhodobého neuronalniho markeru nocicepce na
experimentalnich modelech chronické bolesti. Exprese Fos v neuronech zadnich rohit michy
byla podrobné popsdna napiiklad u experimentdlniho zvifeciho modelu arthritidy. Pocet
neuronti exprimujicich Fos byl u téchto zvifat nejvyssi v misnich segmentech inervujicich
zaniceny kloub, ndrtst exprese Fos piimo koreloval svym Casovym pribéhem s rozvojem
klinickych symptomu zanétu. (2, 3) Na rozdil od experimentalnich modeli akutni bolesti, kde
je exprese Fos patrna zejména v neuronech lamina I a II, byla vétSina Fos pozitivnich neuront
v tomto piipadé detekovana v lamina V a VI Sedé hmoty michy. Akutni nociceptivni podnét
vSak indukoval expresi Fos v neuronech lamina I a II i na tomto modelu chronické bolesti.
(202, 233) Je tedy ziejmé, Ze exprese Fos v superficidlnich lamindch Sedé hmoty michy
souvisi s akutni bolesti, v hlubSich laminach pak s bolesti chronickou. Morfin podany
zvifatim s arthritidou zablokoval narist exprese Fos v neuronech lamina I a II po akutnim
nociceptivnim podnétu. Na druhou stranu, opakovana aplikace naloxonu vedla u téchto zvitat
k dalSimu zvySeni exprese Fos v neuronech lamina V a VI. Je tedy pravdépodobné, Ze jsou pfi
chronické zanétlivé bolesti aktivovany endogenni analgetické mechanismy, které jsou
ucinkem naloxonu zablokovany. (1) Nesteroidni antiflogistika rovnéZ snizuji pocet neuronti
exprimujicich Fos u tohoto modelu, pfi intratekdlni aplikaci zablokuji i narlst exprese Fos
v lamina I a II po akutni nociceptivni stimulaci. (4, 184)

1.3. Bolest chirurgického piivodu

I kdyZ je mechanické tkanové poranéni zpiisobené opera¢nim zakrokem cCastou pficinou
vzniku chronické bolesti nebo patologickych bolestivych stavili, byla chronickd pooperacni
bolest doneddvna opomijenym problémem. Zavaznost této problematiky vysla na svétlo az
v 90. letech, kdy byl vseverni Anglii a Skotsku proveden prizkum mezi pacienty
navstévujicimi kliniky bolesti. Ukazalo se, Ze piiblizné u 20% z téchto pacientl trpicich
chronickou bolesti byl jednou z pficin této bolesti chirurgicky zakrok, u poloviny z nich byla
pak operace jedinou pfic¢inou jejich bolesti.

Definovat situaci, kdy se bolest stdva chronickou, je casto obtizné. Bolest je nc¢kdy
oznaCovana jako chronicka, jestlize pfetrvava i po zhojeni vyvoldvajiciho traumatu. Jindy je
chronicka bolest definovana uméle jako stav pfetrvavajici tfi nebo Sest mésicti po traumatu,
operaci z divodu pravé chronického bolestivého stavu jako je naptiklad vertebrogenni
syndrom, a tento preexistujici bolestivy stav mlze dale ovlivnit i poopera¢ni vyvoj. Neni
jednoduché odlisit, jestli je pooperacni bolest pouze pokracovanim plivodniho onemocnéni
nebo jestli se jedna o de novo vznikly problém zpiisobeny chirurgickym zakrokem, nebo jestli
je jeho pfiCinou uplné jind etiologie. Aby bylo mozné bolest oznalit jako chronickou
pooperacni bolest, musi tento stav spliiovat podle Macrae (2001) nasledujici kritéria. 1. Je to
bolest, ktera se rozvine po chirurgickém zakroku. 2. Pfetrvdva minimalné dva mésice. 3. Musi
byt vylouceny jiné pti¢iny bolesti jako naptiklad infekce. 4. Musi byt vyloucena moznost, ze
vyvolavajici pfi¢inou je pokracujici ptivodni onemocnéni. Definice chronické pooperaéni
bolesti se vSak 1isi od jedné studie k druhé, velmi Casto neni ,,pfesnd™ definice ve studiich
pouzivana viibec. (183)

Z mnozstvi existujicich studii je zfejmé, Ze chronickd pooperacni bolest dosahuje znacné
intenzity a mize byt pfi¢inou zvySené pooperaéni morbidity, fyzické invalidity, stresu a
uzkosti. Za pfi¢inu tohoto typu bolestivého stavu nelze povazovat chybu operatéra. Nekteti
pacienti jsou ke vzniku tohoto stavu vice nachylni nebo dokonce predisponovani, v jejich
piipadé je pak chronickd pooperacni bolest nevyhnutelnym vysledkem operacniho zakroku.
Zvysené riziko chronické pooperacni bolesti je napiiklad u pacienti s Raynaudovym
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syndromem, zejména bipolarnim Raynaudovym syndromem s erythromeralgii, syndromem
drazdivého tra¢niku, migren6znimi bolestmi hlavy, fibromyalgii, a jinymi stavy. VSechny tyto
syndromy se vyznacuji zménami v nervovém systému, neurdlni plasticita u téchto pacientii
mize zvySovat tim padem i nociceptivni vnimani a byt tak pfi¢inou somatické nebo visceralni
hyperalgézie. Je proto nutné, aby o incidenci chronické pooperacni bolesti byli pacienti pfesné
informovéni, indikace opera¢niho zédkroku by méla byt u predisponovanych nemocnych velmi
peclivé zvazovana.

Pro studium mechanismi uplatiujicich se v rozvoji pooperacni bolesti byla vyvinuta fada
experimentalnich modelli zvitecich i lidskych. Ve vyzkumu je kladen diraz zejména na
objasnéni mechanismti vzniku mechanické alodynie a hyperalgézie, které jsou béznou a velmi
vyznamnou soucdasti pooperacniho bolestivého stavu, a pti¢inou zhorSeni pooperaéni bolesti
napftiklad pfi pohybu, kasli nebo oSetfovani operacni rany. Je zfejmé, Ze v téchto bolestivych
stavech hraje roli jak periferni, tak centralni senzitizace nociceptivniho systému. Jako jeden
z prvnich experimentalnich modell byl vytvofen zvifeci model plantdrni incise na laboratorni
kryse, ktery vyvinul T. Brennan et al. vroce 1996. (32) Spociva v provedeni chirurgické
incise na planté pedis krysy a byl pouzit v mnoha experimentalnich studiich behavioralnich i
elektrofyziologickych zabyvajicich se pooperacni bolesti. Tento zikrok zplisobi u
experimentalniho zvifete mechanickou alodynii a hyperalgézii na podnéty aplikované do
mista traumatu (primarni hyperalgézie) i na okolni intaktni kiizi ve vzdalenosti az 1 cm od
incise (sekunddrni hyperalgézie). (331) Jinym modelem, vhodnym zejména ke studiu
sekundarni hypersenzitivity na podnéty aplikované na neporusenou tkan vzdalenou od
traumatu, je zvifeci model incise musculus gastrocnemius. Tento chirurgicky zakrok vyvola
hypersenzitivitu pfi mechanické stimulaci kiize planty pedis, tedy mista vzdaleného od incise
n¢kolik centimetrt. (229) Beitz et al. (2004) vytvoftil zvifeci model pronikajiciho bodného
poranéni ke studiu patofyziologickych mechanismii primarni i sekundarni hyperalgézie, které
tento typ traumatu vyvola. (18) Na klinickych i preklinickych modelech je testovana G¢innost
novych analgetik a jsou objastiovany farmakologické mechanismy jejich plsobeni. Jejich
ucinnost je porovnavana pii pfedopera¢nim podani, peroperacni aplikaci s G¢innosti v ptipadé
aplikace po opera¢nim zakroku, atd.

1.3.1. MozZnosti l1é¢by pooperacni bolesti

Diagnosticky a terapeuticky piistup k chronické pooperacni bolesti by mél byt zaméfen na
patofyziologické mechanismy jejiho vzniku. Napiiklad jestlize je pfi¢inou této bolesti
poranéni nervu, méla by byt lécba zamétena na specifické mechanismy zodpovédné za
neuropatickou bolest. Na druhu opera¢niho vykonu, ktery tento typ bolesti zptsobil, pfitom
prakticky nezélezi. V béZné klinické praxi je vSak tento pfistup stile obtizné realizovatelny.
Velky vyznam ma pacientova anamnéza, zejména tykajici se bolesti pfedchazejici operacni
vykon, dulezité¢ jsou i jeho pfedchozi zkuSenosti s pooperacni bolesti atd. Charakteristika
bolesti jako palivé, vystelujici, doprovazené brnénim napovidd o neurogennim ptivodu,
naproti tomu ostra, stald bolest spojend se zvySenou mistni citlivosti na dotyk svédc¢i spise o
komunikace s pacientem, a to peclivé vyslechnuti anamnézy a podrobné vysvétleni podstaty
stavu. Tento pfistup ¢asto pomliZze sdm o sobé.

Zakladem farmakologické 1écby akutnich a chronickych bolestivych stavil jsou v souc¢asné
dobé& tfi hlavni skupiny léCiv: nesteroidni antiflogistika (NSAID), opioidy (tramadol, aj.,
pfipadné¢ opiaty), a skupina 1é¢iv srozlicnymi farmakologickymi ucinky souhrnné
nazyvanych doplikovymi lécivy, kam fadime naptiklad antidepresiva (tricyklickd, napf.
amitriptylin), antikonvulziva (gabapentin, valproat, aj.), mistni anestetika, agonisty ox-
adrenoreceptortl, atd. Skute¢nosti je, Ze NSAID i opioidy vykazuji pti systémovém podavani
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celou fadu zavaznych vedlej$ich nezddoucich G€inkd a mnoho chronickych bolestivych stavi,
zejména zpusobenych neurdlnim poranénim, neni témito latkami adekvatné ovlivnéno.
Systémové davky NSAID a opioidl je nezbytné titrovat v kombinaci s adjuvancii tak, aby
bylo dosazeno maximalniho analgetického efektu a zaroveil nedoslo k rozvoji nezadoucich
ucinkii. Nezadoucim Uc€inkiim vSak v fad¢ ptfipadid nelze zabranit a 1écba bolesti témito
latkami je Casto i pfes veSkerou snahu nedostacujici, obzvlast’ v ptipadech neuropatickych
bolestivych stavi.

1.3.2. Analgetika puisobici na periferii a jejich klinicky vyznam

Alternativnim pfistupem v 1é¢bé bolesti je lokalni aplikace analgeticky plisobicich 1é¢iv na
periferni tkan, pfimo do mista piivodu bolesti. Toho je dosazeno prostfednictvim topické
aplikace uc¢inné latky ve formé krému, masti, gelu, aerosolu nebo v naplasti na postizené
misto, piipadné¢ pomoci lokélni injekce analgetika, napiiklad pfimo do kloubni dutiny.
V piipad€ bolestivych stavli v orofacidlni oblasti lze pouzit analgetikum obsaZené v Ustni
vodé nebo drazé. Lokalni zplisob aplikace umoziiuje dosazeni vyssi koncentrace analgetika
v misté iniciace bolesti a zaroven jeho niz$i az zanedbatelnou systémovou koncentraci, coz
ma za nasledek vyrazné méné nezddoucich ucinkd. Dalsi velkou vyhodou lokalni aplikace je
zabranéni 1ékovym interakcim, kdy neni nutna slozita titrace davky az k hranici tolerance.
Lokalni aplikace je navic pro pacienty snadno zvladdnutelna. V urc¢itém rozsahu vsak stejné
dochazi k systémové resorpci lokdlné aplikovaného analgetika, a to zejména v piipadé
liposolubilnich 1€€iv, coz je nutné brat v tivahu pfi vyvoji jejich 1ékovych forem. Je nezbytné
sledovat 1 pfipadné mistni nezddouci Uc¢inky po topické aplikaci analgetika nebo po lokalni
injek¢ni aplikaci.

Topicky aplikovand 1é¢iva pouzivand k ovlivnéni bolesti maji plsobit lokalné na
poskozené, dysfunkéni tkdn€ nebo na periferni nervy na rozdil od transdermalnich 1ékovych
forem, kdy klze ptfedstavuje vstupni branu pro systémové vstiebani 1éciva. Kazdd akutni,
zangtlivd 1 neuropatickd bolest zavisi do urcité miry na periferni aktivaci primarnich
senzorickych aferentnich neuronii. Lokaln€ pilisobici analgetika mohou pfimo ovliviiovat
senzorickd nervova zakonceni, a to napiiklad sniZenim jejich vzruchové aktivity plisobenim
na up-regulované sodikové iontové kanaly. Dal§Sim moznym mechanismem ucinku téchto
analgetik je modulace probihajiciho zanétu v tkani, naptiklad snizenim produkce zanétlivych
medidtori nebo blokadou jejich receptorti. Periferni nervova zakonceni rovnéz exprimuji
rizné inhibi¢ni neuroreceptory (napt. opioidni, a-adrenergni, cholinergni, adenosinové nebo
kanabinoidni), lokdlni aplikace agonistii na téchto receptorech pak predstavuje dalsi ze
zpusobil modulace jejich aktivity. Pii chronickych bolestivych stavech v§ak dochazi k rozvoji
zmén na urovni jak periferni, tak centralni komponenty senzorického systému vnimani bolesti
a ucinnost lécebného piistupu mistné plsobicimi analgetiky zavisi nejen na mife alterace
periferniho senzorického zpracovani bolestivé informace, ale i na stupni centralni senzitizace,
ktera se pfi téchto stavech rozviji. Lokalni analgeticka lécba je vyrazné u¢inngjsi v piipadech,
kdy v patofyziologii bolestivého stavu dominuje periferni komponenta, tedy zmény na Grovni
primarnich aferentnich vlaken vedoucich bolest.

V soucasné dob¢ je k dispozici jen velmi omezené mnoZstvi analgetickych ptipravka
k topické aplikaci. V téchto 1ékovych forméch jsou bézné uzivana jen NSAID, lidokain a
kapsaicin. Lokalni injekce (napf. intraartikularni) morfinu nebo klonidinu maji velmi slibny
ucinek v preklinickych studiich. Existuji klinické studie, kde byla lokdln€¢ pouzita
antidepresiva nebo antagonisté glutaméatovych receptort s velmi slibnym uc¢inkem. Vysledky
nékolika preklinickych studii ukazuji na mozny analgeticky potencial lokalné aplikovanych
agonistd na adenosinovych a kanabinoidnich receptorech, cholinergnich ligandl i antagonisti
riznych neuropeptidl. V soucasné dobé¢ je sttedem zdjmu spis identifikace novych cilovych
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struktur pro periferné¢ plsobici analgetika a vyvoj dokonalejSich 1ékovych forem, které by
mohly byt Gi¢innou alternativou systémové analgetické terapie. (255)

1.3.3. Piehled analgetik pusobicich na periferii

Nesteroidni antiflogistika. NSAID plisobi periferné na produkci prostaglandini
senzitizujicich nervova zakoneni v mist¢ poranéni mechanismem inhibice enzymu
cyklooxygendzy. Bylo prokazano, ze obé zndmé izoformy COX pftispivaji také ke spindlni 1
supraspinalni produkci prostanoidii zplisobené tkanovym poranénim nebo zdnétem. NSAID se
tedy mohou uplatiiovat i na urovni michy a na supraspindlni Grovni, kde mohou byt
zodpové&dné za inhibici centralniho zpracovani bolestivé informace.

Pti pouziti lokaln€ aplikovatelné formy téchto 1éktu zistdva systémova koncentrace a
biologickd dostupnost NSAID zanedbatelné nizka (dosahuje piiblizné 5 — 15% hodnot
dosazenych pfi systémové aplikaci), coz snizuje moznost vzniku nezadoucich ucink na
minimum. Ve studiich na lidskych dobrovolnicich piisobi topicky aplikované NSAID
analgeticky na modelu kozni (195, 259, 271, 272) i svalové bolesti. (270) Rovnéz vysledky
klinickych studii popisuji dobrou ucinnost topicky aplikovanych NSAID, pfinesly
presvédCivy dilkaz analgetické efektivity NSAID aplikovanych ve formé gelu, spreje i
naplasti. (125, 211, 291) Jedna znich se tykd jejich analgetického ucinku na bolest pfi
muskuloskeletalnich poranénich a poranénich mekkych tkani jako jsou distenze, distorze a
tendinitidy a pfi revmatologickych onemocnénich (291), druhd je zamétena na jejich Gi¢innost
a bezpecnost u chronickych revmatologickych onemocnéni. (125)

Nezéadouci ucinky topicky aplikovanych NSAID se daji obecné rozdélit na lokalni a
systémové reakce a objevuji se pfiblizné¢ v 10 — 15% ptipadi. VéEtsinou se jednd o lokdlni
kozni reakce, jako je vyrdzka a svédéni v misté aplikace. Systémové reakce, napiiklad
gastrointestinalni, jsou podstatné¢ méné Casté a vyskytuji se s vétsi pravdépodobnosti u téch
pacientd, ktefi méli v anamnéze systémovou reakci na oralni preparaty.

Opioidy. Ptitomnost opioidnich receptorli byla prokdzand nejen na trovni centralniho
nervového systému, ale 1 na perifernich zakoncenich slabé myelinizovanych a
nemyelinizovanych kozZnich senzorickych vladken. I kdyZ periferni G¢inky opioidii nejsou
pfili§ vyrazné za normalnich okolnosti, uplatiiuji se vyznamné zejména kratce po indukci
zanétu. Analgetické plisobeni opioidnich agonistli je disledkem ovlivnéni predev§im p-, 6- a
K-opioidnich receptor senzorickych neurond. Jejich aktivace ma za nasledek interakci s G-
proteiny (Gj a/nebo Gy), pokles koncentrace cAMP v neuronu, zvySeny eflux kaliovych a
snizeny influx kalciovych iontd. Tyto zmény snizuji excitabilitu periferniho zakonceni,
propagaci ak¢niho potencidlu 1 uvoliiovani mediatorii. Zanét sice zplisobi zvySenou expresi
opioidnich receptori a potencuje jejich transport z neurondlniho somatu na periferni
zakonéeni, ale tento proces trva relativné dlouho (fadové dny). Casny analgeticky efekt
opioidi na bolest indukovanou zanétem, ktery se projevi béhem minut az hodin, je zplisoben
poskozenim perineuralni bariery probihajicim zanétem, kterd ma protektivni funkci a za
normalnich okolnosti brani kontaktu nervového zakonceni a exogennich latek. Po naruSeni
této bariery pak maji opioidy pfistup k nervovému vldknu a receptorim exprimovanych na
jeho membrané. SniZzené pH v misté zanétu miize rovnéz usnadilovat parovani opioidnich
receptord s G-proteiny.

Periferni analgeticky G¢inek opioidl je pfiblizné stejny jako pii pouziti béZnych lokélnich
anestetik a pretrvadva az 48 hodin od aplikace, 1ze ho antagonizovat naloxonem. (154, 273,
275) NejucinnéjSimi latkami k vyvolani analgesie na periferii se obecné jevi agonisté p-
opioidnich receptorti. Moznostmi klinického vyuziti se zabyvala fada studii. Jedna z nich
popisuje naptiklad analgesii po periferni aplikaci morfinu na modelu poranéni periferniho
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nervu bez pfitomnosti tkdiového zanétu. Tento G¢inek morfinu mize byt dikazem ucasti
neuronti sympatiku, nebot’ chemickd sympatektomie potencuje tento druh analgesie. (228)
Jiné studie se zabyvaly u¢innosti morfinu (0,5 — 10 mg) aplikovaného intraartikularné¢ béhem
opera¢niho zdkroku na kolennim kloubu. VétSinou byl zjiStén vyrazny analgeticky efekt
opioidii alespont jednim z pouzitych zpiisobii kvantifikace intenzity bolesti (visudlni
analogova stupnice, numerickd stupnice, slovni hodnoceni, sledovani soucasné konzumace
dalSich analgetik, atd.). Periferni analgesie morfinem byla prokdzana i v oblasti dentalni
chirurgie (172), periferni analgetické ucinky opioidl byly testovany také u artritid, tedy stavi
s chronickym zanétem. V téchto studiich vyvolala intraartikuldrni injekce morfinu (1-3 mg)
dlouhodobou analgesii trvajici az Sest dni (171, 274) a morfin v téchto ptipadech snizil i pocet
leukocytli v synovialni tekutiné. Ke snizeni intenzity bolesti mize tudiZ pfispivat i mozny
protizanétlivy efekt.

Kromé periferni aplikace opioidli pomocni lokélnich injekci se jevi ucinna i jejich topicka
aplikace k mistu bolesti. V preklinickych studiich, na modelu kozni hyperalgézie vyvolané
termalnim poranénim, byl prokazan analgeticky efekt loperamidu. Loperamid je opioid
systémové nevstiebatelny pii ordlnim podéni a pfi topické aplikaci na kizi planty pedis krysy
vyrazné oslabil hyperalgézii zptsobenou tepelnym traumatem. (220) Na jiném modelu, kdy
byl na ocasy experimentalnich mysi aplikovan roztok dimethylsulfoxidu s morfinem nebo
DAMGO (agonista p-opioidnich receptorti), se rovnéZ projevil periferni analgeticky efekt
téchto latek. (161) Je zajimavé, Zze opakovana topicka aplikace opioidli zplisobila toleranci
k jejich perifernimu analgetickému ¢inku, oboji bylo mozné zablokovat pomoci antagonistti
NMDA receptori. Vznik tolerance byl prokdzan i po opakovanych lokalnich injekcich
morfinu (6) a je tedy ziejmé, ze periferni analgesie pisobenim lokalné aplikovanych opioida
vykazuje vznik tolerance Upln¢ stejné jako v piipad¢ jiného zpusobu jejich podani.

Topicka aplikace opioidli se zafind uplatiovat i v bézné klinické praxi. Ma dobry
analgeticky ucinek pfi aplikaci k bolestivym viedim a jinym koznim 1ézim (16, 289), na
popaleniny a jiné bolestivé stavy kiiZze spojené naptiklad s malignitami.

Lokalni anestetika. Napétove tizené sodikové kanaly (VGSCs) hraji fundamentalni roli
v fizeni neurondlni excitability. Na membranach neuronli jsou exprimovany jednak klasické
VGSCs, které jsou citlivé na tetrodotoxin a mohou byt ptisobenim tetrodotoxinu zablokovany,
a jednak atypické VGSCs relativné resistentni k tetrodotoxinu. Sodikovy kanal je tvofen
glykoproteidem, ktery je sou¢asti neurondlni membrany a je sloZen z nékolika podjednotek (a,
Bi a B2). Stav kandlu (otevieni, zavieni) je ovladan zménou elektrického membranového
potencidlu. Lze rozeznat tfi moZzné stavy sodikového kandlu: aktivovany a otevieny,
inaktivovany a uzavieny, klidovy a uzavieny. Otevieni sodikovych kanall zavisi na
membranovém napéti. Depolarizace membrany zméni tvar (konfiguraci) molekuly a kanal,
dosud ve stavu klidu, se otevie a sodikové ionty proudi podle koncentracniho gradientu (kanal
je aktivovan a otevieny). Béhem depolarizace nastane jina kratkodoba zména konfigurace
proteinu, kandl je inaktivovan a piestavd byt prichodny pro sodikové ionty (stav kandlu
inaktivovany a uzavfeny); jde o pfechodnou fazi mezi stavem ,,aktivovany a otevieny* a ,,v
klidu a uzavieny“. Poté se bilkovinné slozky kanalu rekonfiguruji do klidového stavu, pro
sodikové ionty uzavieného. Zmény v expresi, distribuci a funkci VGSCs, ke kterym dochazi
po neuralnim poranéni nebo pifi chronickém zanétu, maji rozhodujici vliv na vzruchovou
aktivitu primarniho aferentniho neuronu a tedy i vnimani bolesti. Membrana nervové buriky je
primarni misto U€innosti lokalnich anestetik, na této Grovni prerusuji lokalni anestetika tvorbu
a propagaci vzrucht pifimou blokadou sodikovych kanalii. Akéni potencial stoupa v disledku
jejich psobeni pomaleji, ma stale mensi amplitudu, préh podrazdéni roste, refrakterni faze se
prodluzuje, aZ membrana neuronu zcela ztrati schopnost podrazdéni, nastane Gplna blokada
¢innosti nervového vldkna. Jakmile lokalni anestetikum dosdhne na vnitini stran¢ membrany
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axoplazmatického tsti sodikového kandlu, vyvola v ném elektrochemické zmény, jimiz je
kandl blokovéan. Bazické neionizované lokdlni anestetikum difunduje bunéénou membranou
do axoplazmatu, tam disociuje v ionizovanou (kationtovou formu), ktera se vdze na vazebné
misto sodikového kanalu a stabilizuje jeho inaktivni a uzavieny stav. Uginnost blokady
vlivem lokalniho anestetika zavisi na stavu pfedchozi stimulace nervového vldkna a jeho
klidovém potencidlu. Vldkno v klidu reaguje na G¢inek lokalniho anestetika podstatné méné
nez vldkno, jez bylo opakované stimulovdno. Vys$si frekvence stimulace a vyvolanych
ak¢nich potenciali vyvold ucinngjsi blokadu lokalnim anestetikem, protoze ionizovana forma
lokalniho anestetika miize dosahnout vazebného mista v sodikovém kandlu jen tehdy, pokud
je kandl otevien. (165)

Lékové formy mistnich anestetik urcené k topické aplikaci by mohly byt U€innou
alternativou systémové 1écby témito 1éCivy, kterd je sice velmi efektivni naptiklad v ptipadé
diabetické neuropatie (15, 72), neuralgii (248), poranéni perifernich nervl (54) a reflexni
sympatické dystrofie (92), ale limitovdna vedlej$imi G¢inky na centrdlni nervovy systém
(nausea, zavraté, somnolence) a srdce. Lokalni anestetika jsou v lokdlnich formach Siroce
pouzivana k mistni anestézii u drobnych chirurgickych zakrokl, méné €asto pak k ovlivnéni
chronické bolesti, dobry efekt téchto forem byl popsdn u postherpetické neuralgie. (276)
Pozornost klinické mediciny je v posledni dobé zamétena predev§im na topickou aplikaci
lidokainu. Lidokain je pro topickou aplikaci k dispozici ve formé 5% gelu nebo néplasti a
poskytuje vyborny analgeticky efekt u postherpetické neuralgie bez systémovych vedlejSich
nezadoucich uc¢inkd. Klinick4 studie Deverse a Galera (75) prokdzala ucinnost lidokainové
naplasti v 1é¢beé rlznych bolestivych stavii neuropatického ptivodu. Topicky aplikovany
lidokain se jevi jako velmi efektivni, bezpecny a vyhodny a byl navrzen jako metoda prvni
volby v 1é¢bé postherpetické neuralgie zejména u starSich nemocnych, ktefi jsou nachylné;jsi
k systémovym vedlej$im nezddoucim u¢inkiim.

Kromé VGSCs hraji dulezitou roli pro funkci primérnich aferentnich vladken i napétové
fizené kalciové kandly. Dulezitd je jejich uloha v regulaci uvoliiovani transmiterti, ovlivnéni
pfenosu signalu pomoci druhych poslii a regulaci genové exprese. Na modelu neuropatické
bolesti zplisobené traumatem periferniho nervu byl prokadzan analgeticky efekt lokalné
aplikovaného blokatoru kalciovych kanala typu N jednak k miSe (55), dale do mista poranéni
nervu (322), a dokonce 1 na periferni oblast receptivniho pole nervu. (311) Porusena funkce
kalciovych membranovych proudii na senzorickych neuronech pies kanaly sprazené s G-
proteiny je typicka pro diabetickou neuropatii a kalciové kanaly se tedy jevi jako dalsi
dilezity ter¢ pro analgetickou terapii tohoto typu neuropatické bolesti.

Antidepresiva. Efektivita systémoveé poddvanych antidepresiv v 1écbé chronické bolesti
center. Nedavno bylo prokdzano, ze antidepresiva aplikovana lokalné na periferni tkan pisobi
analgeticky na experimentdlnim modelu chronické zanétlivé bolesti (255) a neuropatické
bolesti. (95) Periferni analgeticka ui¢innost antidepresiv byla pozorovana i na modelu bolesti
visceralni. (277)

Mezi antidepresiva ucinna periferné na zanétlivou bolest patfi naptiklad desipramin,
imipramin, nortriptylin, doxepin a fluoxetin. V G¢inku amitriptylinu hraje vyznamnou roli
mistni uvolnéni adenosinu a naslednd aktivace adenosinovych A, receptord, lokalni aplikace
amitriptylinu zvySuje biologickou dostupnost adenosinu v periferni tkani. (255) K periferni
farmakologické aktivité a analgetické ucinnosti antidepresiv muze pfispivat fada dalSich
akutnich farmakologickych ucinkli, v€etné inhibice re-uptaku noradrenalinu (NA) a
serotoninu (5-HT), inhibice NMDA, nikotinovych, histaminovych a 5-HT receptort a blokady
iontovych kanald.
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Antagonisté glutamatovych receptorii. lonotropni 1 metabotropni glutamatové receptory
jsou pfitomny na membranéach perifernich axont a jejich koznich zakoncenich a mohou tudiz
ptispivat k perifernim mechanismim vniméni bolesti. (42) Zanét v periferni tkani zplsobi
lokéalni uvolnéni glutamatu, ktery aktivuje ionotropni i metabotropni receptory exprimované
na membranach senzorickych nervovych zakonceni a hraje vyznamnou roli v jejich periferni
senzitizaci. V dalS$im mechanismu pfispivajicim k periferni senzitizaci hraje roli aktivace
glutamatovych receptort (NMDA, AMPA i1 KA) exprimovanych na sympatickych eferentnich
vlaknech, ktera ma za nasledek uvolnéni NA a dalSich substanci (napt. ATP, neuropeptid Y)
z téchto postganglionarnich sympatickych neuronii. V dasledku periferniho zanétu dochazi
rovnéz ke zvySeni poctu nemyelinizovanych i myelinizovanych nervll exprimujicich
ionotropni glutamatové receptory. Lokalni injekce NMDA nebo non-NMDA agonisti pod
ktzi planty pedis krysy (137) nebo do dutiny kolenniho kloubu (166) zpiisobi bolest a rozvoj
hyperalgézie a alodynie, intraplantarni injekce agonistl metabotropnich glutaméatovych
receptord méa podobny efekt. (301) Naproti tomu lokalni aplikace antagonistli ionotropnich i
metabotropnich glutamatovych receptort zablokuje zanétlivou bolest experimentdlné
vyvolanou intraplantarni injekci formalinu nebo hyperalgézii zptsobenou injekci kaolinu a
carrageenanu do kloubniho pouzdra u krysy. (288)

Nékolik experimentalnich studii na lidech prokazalo periferni analgetické ucinky
ketaminu, nekompetitivniho antagonisty NMDA receptorii. Ketamin ma i lokaIn¢ anestetické
Gi¢inky nebot’ blokuje také nap&tové fizené Ca®* kanaly, snizuje cholinergni a monoaminergni
ucinky a interaguje s opioidnimi mechanismy, k jeho analgetickému profilu pfispivaji
vSechny tyto ucinky. Ve studii zabyvajici se akutni pooperacni bolesti zptsobil ketamin svym
perifernim plsobenim potenciaci anestetickych a analgetickych ucinkt bupivakainu. (305) Na
modelu termélniho poranéni u zdravych dobrovolniki méla subkutanni injekce ketaminu za
nasledek vyrazné oslabeni vznikajici hyperalgézie. (117)

Zvysena koncentrace glutamatu a aspartdtu byla prokdzana v synovidlni tekutiné pii
chronickych artritickych onemocnénich (69), n€kolik kazuistik popisuje analgeticky efekt
topicky aplikovaného ketaminu u bolesti reflexniho sympatického plivodu (317) a bolesti u
malignich onemocnéni. (59)

Agonisté a-adrenoreceptorii. Sympaticky nervovy systém piispiva k rozvoji bolesti po
poranéni periferniho nervu. V klinické medicin€ 1ze bolest oznacit jako reflexni sympatickou
v takovém piipadé, kdy jsou hyperalgézie a alodynie zplisobené traumatem nervu ovlivnitelné
blokatory sympatiku (tedy blokatory adrenergnich receptori), tento stav se nazyva komplexni
regiondlni bolestivy syndrom. Vysledky behaviordlnich i elektrofyziologickych studii
ukdzaly, Ze primarnimi mediatory sympatiko-aferentniho parovani po traumatu periferniho
nervu jsou op-adrenoreceptory. Na neuronech spindlnich ganglii krysy byla detekovéana
ptitomnost a,-adrenoreceptorti (zejména oc, méné Casto pak o aza nebo o), podvaz nebo
protnuti nervu pak vede k up-regulaci podtypu aza-adrenoreceptorii a poklesu poctu apc-
adrenoreceptoril ve spinalnich gangliich krysy. (29)

Sympaticky nervovy systém piispiva rovnéz k hyperalgézii vyvolané zanétem, ale jinymi
mechanismy nez v piipad¢ neurdlniho poranéni. (169) V tomto piipadé je senzitizujici ucinek
NA na primarni aferentni neurony pravdépodobné zprostiedkovan nepiimo prostrednictvim
postganglionarnich vladken sympatiku, v rozvoji hyperalgézie hraji rozhodujici tlohu oyp-
receptory lokalizované na sympatickych postgangliondrnich neuronech. (158)

Klonidin je agonista ay-adrenoreceptori bézné pouzivany k 1écbé hypertenze.
V preklinickych studiich byl lokaln¢ aplikovan do kloubli postizenych zanétem u
laboratornich hlodavct, kde se ukéazal jeho dobry analgeticky ucinek, ktery byl navic
potencovan probihajicim zanétem. (280) Pro lécbu chronickych bolestivych stavl u lidi je
podavan transderméalné pomoci klonidinové naplasti. Klonidin v néplasti byl analgeticky
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ucinny pti 1éébe neuropatické bolesti u pacientli s diabetem (70), v nékterych ptipadech
reflexni sympatické bolesti, ale nem¢l zadny efekt na hyperalgézii v ptipadé neuropatickych
bolesti nezévislych na sympatiku. (94) Podstatou ucinku lokaln¢ aplikovaného klonidinu na
reflexni sympatickou bolest je pravdépodobné presynaptickd inhibice NA uvolnéného
z vlaken sympatiku, uplatiuji se ale i jeho pfimé ucinky na primérni aferentni senzoricka
zakonceni. Klonidin ve formé krému pfinasi tlevu pii neuralgiich v orofacialni oblasti, na
bolest zplsobenou neuropatiemi v orofacidlni oblasti je jeho ucinek slabsi. (108) Pri
intraartikularni injekéni aplikaci po artroskopickém zakroku na kolennim kloubu vykazoval
klonidin rovnéz dobrou analgetickou c¢innost (243), navic potencoval analgesii vyvolanou
bupivakainem (34) i morfinem. (35)

Adenosin. Lokéln¢ aplikovani agonisté adenosinovych A; receptort do tkdné€ planty pedis
krysy pusobi analgeticky na akutni bolest (155), bolest souvisejici se zanétem (176) i
neuropatickou bolest. (256) Podobné, lokalni aplikace inhibitorG adenosin kinazy, ktera
zvySuje lokalni koncentraci adenosinu v tkani, zpiisobi analgesii v pfipad¢ zanétlivé (225) i
neuropatické bolesti. (256) Tento diikaz perifernich G€inkii adenosinu nabizi moznost pouziti
agonistll A; receptorii nebo inhibitorli adenosin kinazy v 1ékovych formach k topické aplikaci
jako uc¢innych analgetik, nebot’ mohou mit tedy jednak pfimy Gc¢inek na senzoricky ptenos
bolesti piisobenim na senzorickd nervova zakonceni pies A; receptory a zaroven nepiimy
ucinek na zanétlivy proces jako takovy pies A, receptory, prostiednictvim kterych dochazi
k ovlivnéni celé fady bunc¢k imunitniho systému.

Kanabinoidy. Kanabinoidy jsou analgeticky velmi G¢inné na mnoha experimentalnich
modelech bolestivych stavl. Na periferii mohou pusobit prostfednictvim kanabinoidnich (CB)
CB; nebo CB, receptori. V behavioralnich pokusech vykazuji lokalné aplikované latky
selektivné ptsobici na CB, receptory mistni analgetické G¢inky ve formalinovém testu (245),
na carrageenanovém modelu zanétlivé hyperalgézie (100) a na modelu nervového poranéni.
samotného senzorického nervového zakonceni ve smyslu inhibice uvoliiovani CGRP nebo
inhibice senzitizacniho t¢inku NGF. Mistni analgetické uc¢inky agonistii na CB, receptorech,
které jsou exprimovany mastocyty a inhibuji jejich funkce, byly rovnéz spolehlivé prokazany.
Tento mechanismus zprostiedkovany CB; receptory hraje pravdépodobné vyznamnou ulohu
v zénétlivé bolesti. (74) Soucasna aplikace agonistii na CB, i CB; receptorech vede k vyrazné
potenciaci analgesie. Tato pozorovani poukazuji na moznost vyvoje lokalné aplikovatelnych
forem kanabinoidil a jejich derivati za ucelem ovlivnéni bolesti, a to bez hrozby centralnich
nezadoucich ucink, které jsou v soucasné dobé u téchto latek velkym problémem. (273)

Agonisté cholinergnich receptoru. 1 kdyz bylo spolehlivé prokazano, Ze je i acetylcholin
(ACh) jednou z periferné¢ plisobicich algogennich substanci, byl jeho tloze v perifernich
mechanismech nocicepce malokdy prikladan vétsi vyznam, nebot nebyla histologicky
nalezena souvislost moznymi zdroji ACh a senzorickymi zakoncenimi. Perifernim zdrojem
ACh jsou nejspi§ samotnd senzorickd nervova zakonfeni nebo keratinocyty, piipadné
fibroblasty, které mohou uvoliiovat ACh po tkanovém traumatu. Na senzorickych aferentnich
neuronech je pfitomno nékolik podtypt nikotinovych receptorii. ACh svym plisobenim na
nikotinové receptory aktivuje primarni senzorické aferenty, jejich agonisté vyvolaji pfi lokalni
aplikaci na ktizi nebo ustni sliznici drazdéni a bolest a tyto ucinky lze zablokovat pomoci
specifickych antagonisti. (24) Senzorické neurony exprimuji rovnéz nékolik typi
muskarinovych receptorti, aktivace muskarinovych receptorti (pfedev§im typu M2) vede
k desenzitizaci téchto neurond. (33)
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Inhibitor CHE (cholinesterazy), neostigmin, byl experimentalné injikovan ptimo do dutiny
kolenniho kloubu. Césteéné zablokoval mechanickou hyperalgézii na modelu arthritidy u
laboratorni krysy (325) a byl analgeticky U¢inny u pacientli po operacnim zékroku na
kolennim kloubu. (43) Tento pfistup piinesl diikaz cholinergné zprostfedkované periferni
analgesie.

Agonisté GABA receptorii. Endogennim zdrojem GABA v perifernich tkdnich mohou byt
primarni aferentni vlakna obsahujici glutamat. Glutamat je v téchto neuronech preménovan na
GABA pomoci enzymu glutamat dekarboxylazy, na jejich axonech jsou navic exprimovany
GABA\ receptory. V behavioralnich pokusech bylo zjisténo, Ze periferné aplikovany agonista
GABA receptorti, muscimol, zpo¢atku oslabuje a nasledné ve vysSich davkach potencuje
zanétlivé u¢inky formalinu. (332) Je to pravdépodobné disledek inicidlni slabé depolarizace
primarnich aferentli, kterd sniZzuje pocet perifernich ak¢nich potencidlli a snizi uvoliovéani
algogennich substanci, nasledn¢ pak dochazi k depolarizaci nervového zakoneni v plném
rozsahu a zvySeni poctu akcnich potencialii. Aktivace GABAGg receptoril lokalné aplikovanym
baklofenem ma za nésledek vyrazné snizeni intenzity bolesti vyvolané formalinem. (212)

Gabapentin byl piivodné nasyntetizovéan jako antikonvulzivum a byl povazovan za analog
GABA, jeho antikonvulzivni G€inky vSak nesouvisi s gabaergnimi mechanismy. Systémové
podavany gabapentin je v klinické praxi analgeticky ucinny v ovlivnéni chronické
neuropatické bolesti. (41) Lokalné aplikovany gabapentin ovliviluje nocicepci na periferni
urovni v piipadé formalinového testu, podstatou téchto u¢inkl je lokalni ptisobeni na GABAp
receptory a na uvoliovani glutamatu z perifernich zakonceni. (215)

Neuropeptidy. Substance P pfispivd na periferii k mistnim axondlnim reflexiim, po
uvolnéni ze senzorickych nervovych zakonceni a nasledném uvolnéni mediatorti z mastocytl
se ucastni 1 zanétlivé reakce a méa zasadni Glohu v mechanismech neurogenniho zanétu.
Receptory pro substanci P jsou pfitomny na senzorickych nervovych zakoncenich a lokalni
injekce substance P vyvold hyperalgézii, alodynii a potenciaci pronociceptivnich ucinka
glutamatu, coz naznacuje spoluucast substance P v mechanismech nocicepce na turovni
perifernich nervovych zakonceni. (136) Substance P rovnéz zvySuje cévni permeabilitu,
pusobi chemotakticky na bunky bilé krevni fady, aktivuje fagocyty a zvySuje produkci i
uvolnovani zanétlivych mediatort z neutrofilnich granulocyti a makrofagh. Substance P by
tedy mohla hrat v perifernich tkdnich vyznamnou ulohu v zanétlivych procesech jako je
napfiklad artritida, klinické experimenty s antagonisty neurokinini vSak neprokazaly jejich
vyrazny efekt na kloubni bolest pfi artritickych onemocnénich.

Vyznamnou roli v perifernich mechanismech nocicepce hraji i dalsi peptidy, napiiklad
somatostatin nebo neuropeptid Y. Receptory pro somatostatin, ktery je pfitomen v nékterych
aferentnich senzorickych neuronech, jsou exprimovany na jejich primarnich senzorickych
zakonCenich a lokalni aplikace somatostatinu puasobi analgeticky pfi behavioralnim
formalinovém testu i pfi elektrofyziologické aktivaci senzorickych aferentli teplem nebo
chemikaliemi. (44) Somatostatin vykazuje pravdé€podobné tonicky inhibi¢ni efekt, lokalni
plsobeni antagonistli somatostatinu potencuje intenzitu bolesti vyvolané formalinem a
zvySuje vzruchovou aktivitu nociceptorti. (285) Na druhou stranu neuropeptid Y, ktery je
uvolnovan soucasné¢ s NA a ATP znervovych vldken sympatiku, potencuje po lokalni
aplikaci k perifernim nervovym zakoncenim hyperalgézii na modelu nervového poranéni.
(238)

Antagonisté receptorii pro medidtory zanétu.
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Antagonisté prostanoidovych receptoru. Inhibice syntézy prostaglandind je podstatou G¢inku
celé skupiny analgetik nazyvanych souhrnné NSAID. Dalsi strategii, jejimz zdkladem by bylo
ovlivnéni G¢inku prostaglandini, by bylo pouziti specifickych antagonistii jistych
prostanoidovych receptorii. VSechny z velké rodiny prostanoidovych receptort jsou sptazeny
s G-proteiny, pti¢emz zpiisob tohoto spiazeni rozhoduje o kone¢ném diisledku aktivace téchto
receptort. Hlavnim uc¢inkem prostanoidii na senzorické aferenty je jejich senzitizace
k chemickym, tepelnym i1 mechanickym podnétim, pficemZ hlavni Glohu v tomto procesu
hraji prostaglandin E,, prostacyklin I,, leukotrien By a leukotrien Dy. (83)

Antagonisté bradykininovych receptorii. Aktivace bradykininovych B, receptori na
senzorickych neuronech zplsobi bolest a hyperalgézii mechanismem depolarizace a
senzitizace nervovych vlaken k fyzikalnim podnétim (tepelnym a mechanickym), v jinych
tkanich (napfiklad na bunkach imunitniho systému nebo nervovych vladknech sympatiku) pak
facilitaci produkce mediatorti zanétu, konkrétn¢ prostanoidi a cytokind. (82) B, receptor je
exprimovan zejména v podminkéach zanétu a hraje tedy klicovou roli v zanétlivé hyperalgézii,
jeho prostiednictvim vSak bradykinin G¢inkuje na jiné struktury, nez jsou senzorické nervy,
napiiklad na buiikky imunitniho systému. (121) Antagonisté B; i B, receptort peptidické
povahy jsou k dispozici jiz delsi dobu (30), avSak vyvoj klinicky U¢inné latky primarné
zamefen na syntézu antagonisty jiné nez peptidické povahy, dobfe G¢inného pii oralnim
podani. Moznost topické aplikace B; a B, antagonistl vSak nelze opomenout, protoze pii
pouziti téchto preparati by nehrozil rozvoj vedlejSich nezddoucich ucinkli v centradlnim
nervovém systému ani v jinych tkanich.

Antagonisté receptorii pro ATP. Excita¢ni u¢inky ATP na senzorické neurony jsou
zprostfedkovany P,x3 a Pox» ligandové — fizenymi kationtovymi kanaly, které jsou selektivné
exprimovany na kapsaicin — senzitivnich vladknech typu C. (37, 253) V behavioralnich
studiich se ukazalo, Ze lokalni podani ATP a jeho analogii zpusobi vyraznou bolestivou
reakci, kterd je intenzivnéjsi v prostiedi zanétu (287), a rozvoj mechanické alodynie. (244) Po
neurdlnim poranéni dochazi k up-regulaci P,x3 receptorli na neuronech spinalnich ganglii a
v zadnich rozich michy, ATP zvySuje vzruchovou aktivitu Ap-aferentnich vldken a také
senzorickych jednotek vykazujicich ektopickou vzruchovou aktivitu. Periferni receptory pro
ATP na kapsaicin — senzitivnich neuronech i na neuronech na kapsaicin necitlivych se tedy
pravdépodobné Ui€astni pienosu zanétlivé a neuropatické bolesti.

Antagonisté receptorii pro biogenni aminy. Periferni aplikace serotoninu hlodavcim vyvola
bolestivé reakce a hyperalgézii, zejména pak v kombinaci s dalSimi zanétlivymi mediétory
jako jsou prostaglandin E,, bradykinin, NA a histamin, nebo v kombinaci s formalinem o
nizké koncentraci. (282) U lidi zpasobi vyraznou bolest pti aplikaci na subepidermis odkrytou
na spodiné puchyte. (113) Periferni Gi¢inky serotoninu jsou diisledkem aktivace ligandové —
fizenych kationtovych kandli ptes 5-HTs receptory, ale i 5-HT;, 5-HT, a 5-HT, receptory,
které jsou sptazeny s G-proteiny. Lokalni aplikace antagonistli selektivnich pro nékteré
z téchto receptord snizuje intenzitu bolesti vyvolanou zanétlivymi mediatory a zanétem (114),
mistni nebo topické formy antagonistti 5-HT; receptorti by proto mohly pfedstavovat G¢inny
piistup v lécbé zanétlivé bolesti. U lidi snizuje topicky aplikovany odansetron, selektivni
antagonista 5-HT; receptort, bolest vyvolanou injekei kapsaicinu. (254)

Hlavnim mistnim u¢inkem histaminu aplikovaného na kazi je svédéni, coz dokazuje jeho
pfimé U€inky na senzorické nervy, a vasodilatace s naslednym lokalnim zarudnutim a
extravazaci krevni plazmy. Histamin je do jist¢ miry schopny pifimo aktivovat senzorické
aferenty, pravdépodobnéji je vSak jen senzitizuje k plsobeni zanétlivych mediétori. Tyto
stimulacni ucinky jsou zprostiedkovany aktivaci histaminovych H; na senzorickych
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nervovych vlaknech, kterd ma za nasledek zvySeni membranové permeability pro ionty kalcia.
Na zvifecich modelech mé lokalni aplikace antagonistd histaminovych H; receptorii
analgetické Ucinky pfi testu s formalinem. (80) U lidi jsou topické antihistaminové preparaty
jako napftiklad doxepin (tricyklické antidepresivum s vyraznymi antihistaminovymi U¢inky)
pouzivany pifedev§im k ovlivnéni svédeni, topicky aplikovany doxepin je rovnéz ucinny
v 1é¢be neuropatické bolesti. (198)

Antagonisté receptorui pro nervovy rustovy faktor (NGF). NGF hraje dtlezitou ulohu nejen ve
vyvoji, vyznamnou funkci vregulaci vlastnosti senzorickych neuronti v podminkéach
nejriznéjSich zanétlivych a neuropatickych stavii ma i v dospelém veéku. NGF rozhodujicim
zpiisobem ovliviiuje expresi regulacnich peptidii, iontovych kanalG 1 ristovych faktort
v téchto neuronech.

Béhem zanctu se hladina NGF v tkani zvysi, jeho U€inky na senzorické neurony,
mastocyty a sympaticka eferentni vlakna pfispivaji k rozvoji hyperalgézie. Aplikace anti-NGF
protilatek U¢inn€ sniZzuje vznikajici hypersenzitivitu, (240) prostiednictvim topické nebo
lokalni aplikace téchto molekul je mozné selektivné ovlivnit periferni soucasti nervové drahy
bolesti a zaroven minimalizovat centralni u¢inky.

V ptipadé¢ neuropatické bolesti vyznamné uplatni neuroprotektivni G¢inky NGF na
senzorické neurony. Funk¢ni studie na experimentalnich zvifecich modelech prokazaly, ze
NGF svym pisobenim redukuje naptiklad toxické Ucinky streptozoocinu a cytostatik na
neuralni funkci (10) a piisobi protektivné v pfipadé neurdlniho traumatu. (11) U lidi bylo
dokézano, ze rekombinantni lidsky NGF zlepSuje neuropatie indukované chemoterapii (190),
diabetické neuropatie (235), i senzorické neuropatie zpisobené infekci virem lidského
imunodeficitu (HIV). (333) Na druhou stranu stimuluje NGF vétveni sympatickych vladken ve
spinalnich gangliich a pfispiva k reflexni sympatické bolesti (223), pti experimentalni aplikaci
do spinalnich ganglii vyvola perzistujici alodynii. (50)

Kapsaicin. Pro bézné uzivani v klinické praxi jsou k dispozici kapsaicinové preparaty
(0,025% a 0,075%), jejich ucinnost byla dokézana v mnoha klinickych studiich a popsana
v fad¢ kazuistik. Topicky aplikovany kapsaicin je G¢inny v 1é€bé postherpetické neuralgie,
bolesti spojené s diabetickou neuropatii, bolestivého syndromu souvisejiciho s mastektomii,
ordlni neuropatické bolesti, neuralgie trigeminu 1 onemocnéni temporomandibularniho
kloubu, migrendznich bolesti hlavy, bolesti pfi osteoartrose a dalSich dermatologickych
onemocnéni. V klinické mediciné vSak neni topicky aplikovany kapsaicin sam o sob¢
povazovan za dostatecny 1éebny prostiedek chronickych bolestivych stavil, je pouzivan spis
jako dopliujici prostfedek k jinym terapeutickym piistuptim.

Vedlejsim nezddoucim ucinkem kapsaicinu je paliva bolest v misté aplikace, dalSim
faktorem negativné ovlivilujicim spolupraci pacientli je zpozdény nastup analgetického
ucinku od okamziku zahdjeni 1écby trvajici nékolik tydntli. Jednim ze zplsobl minimalizace
nezadoucich U¢inkd a urychleni néstupu analgetického uc¢inku kapsaicinu je jeho aplikace ve
vysoké koncentraci (5-10%) za pouziti regiondlni anestézie. Tento piistup byl velmi efektivni
v 1é€bé neuropatické bolesti (246), analgeticky ucinek vtomto piipadé pretrvaval az osm
tydnii. Naopak, lokalni anestetika aplikovana topicky soucasné s 1% kapsaicinem nebyla
schopna zablokovat kapsaicinem indukovanou bolest ve studii Fuchse et al. (101)

Tato studie se zabyva analgetickymi ucinky kapsaicinu na zvifecim modelu chirurgické
bolesti, pfedstavuje lokalni aplikaci kapsaicinu jako jednu z moZnosti 1é¢by pooperaéni
bolesti. Déle je zamétena na objasnéni ulohy perifernich i centralnich kapsaicinovych TRPV1
receptorli u tohoto druhu bolestivého stavu a moznosti jeho ovlivnéni pomoci specifickych
antagonistl na téchto receptorech. Ptispiva také k objasnéni mechanismil jejich senzitizace.
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1.4. Vaniloidni TRPV1 receptor a jeho uloha v nocicepci
1.4.1. Uéinky kapsaicinu na senzorické neurony

V poloviné 19. stoleti izoloval Tresh pélivou substanci z paprik rodu Capsicum, kterou
pojmenoval kapsaicin (Tresh, 1846). O nékolik desitek let pozdé&ji zjistii Hogyes, Ze
kapsaicinové extrakty selektivné plsobi na senzorické neurony a zpiisobuji bolestivy vjem
(Hogyes, 1878). Nelson objasnil chemickou strukturu kapsaicinu jako acylamid kyseliny
homovanilové, 8-methyl-N-vanilyl-6-noneamid (Nelson, 1919). V 50. a 60. letech 20. stoleti
demonstroval Jancso, Ze kapsaicin nejen aktivuje senzorické neurony, ale zptsobuje zaroven i
resistenci experimentdlnich zvifat na bolestivé podnéty. (140) Citlivost na kapsaicin se
ukédzala byt nesmirné uziteCcnym funkénim markerem subpopulace senzorickych neuront
specializovanych na detekci nepiijemnych a bolestivych podnéth rliznych modalit, tepelnych,
mechanickych i chemickych, je to jedna z hlavnich farmakologickych vlastnosti pirevazné
vétSiny nociceptivnich senzorickych neuront patficich do skupiny C- i Ad-vldken. Kapsaicin
— senzitivni senzorickd vlakna inervuji nejen kuzi a sliznice, ale 1 svaly a organy
kardiovaskularniho, respira¢niho i urogenitalniho systému, citlivosti na kapsaicin se vyznacuji
1 nékteré neurony preoptického hypothalamu. Studium G¢inkti kapsaicinu pfineslo nahled do
mechanismi aktivace primarnich aferentnich nociceptivnich vldken a ukézalo schopnost
nékterych nociceptort fungovat i eferentnim zpisobem po aktivaci kapsaicinem, napiiklad
regulovat napéti hladké svaloviny nebo glandularni sekreci v tkanich. Objev schopnosti
kapsaicinu desenzitizovat nociceptory poskytlo teoreticky podklad pro uzivani kapsaicinu a
ptibuznych chemickych sloucenin k 1é€bé bolestivych stavil.

Excitacni ucinky kapsaicinu. Stimulace senzorického nervového vldkna kapsaicinem
vyvola zvySeni jeho membranové permeability pro kationty. Tim je umoznén influx
kalciovych a sodnych iontl do intracelularniho prostoru kapsaicin-senzitivniho aferentniho
neuronu, ktery je timto mechanismem depolarizovan. Kapsaicin zpiisobuje tento kationtovy
proud otevienim membranového kationtového kanalu, preferujiciho dvojmocné kationty a
malo specifického pro jednomocné kationty. Tento kandl se vyznaCuje zevné usmériujici
proudové nap&tovou zavislosti, takze pfi daném membranovém potencidlu je jeho vodivost
smérem ven z bunky vétSi nez smérem dovnitf. To slouzi k potenciaci influxu kalcia
v depolarizacni fazi akéniho potencidlu a tim k regulaci kinetiky ak¢éniho potencialu, aktivity
iontového kanalu nebo uvoliiovani neurotransmiteru ¢i neuromodulatoru z nociceptoru.
Kationtovy kanal aktivovany kapsaicinem neni citlivy k béZznym blokatorim kalciovych a
sodikovych kanali jako dihydropyridiny nebo tetrodotoxin. Kapsaicin aktivuje fadu dalSich
intracelularnich  biochemickych d&ji v senzorickém neuronu, zvySuje intraceluldrni
koncentraci cGMP, DAG 1 NO, stimuluje resyntézu IP; a uvoliiovani kyseliny arachidonové.
Vsechny tyto déje jsou az sekundarni vzhledem k otevieni iontového kandlu a iniciaci influxu
kalcia.

Aktivace nociceptoru kapsaicinem zplsobi uvolnéni glutamatu a neuropeptidii (substance
P, CGRP, neurokinin A) z jeho perifernich i centralnich vybézki a tim je umoznén pienos
senzorické nociceptivni informace. Je to pfimy duasledek excitaéniho uc¢inku kapsaicinu na
jeho receptorech zplsobeny dvéma rlznymi mechanismy. V prvnim z nich zpiisobi vtok
vapnikovych iontil skrz kapsaicinem aktivované iontové kandly uvolnéni medidtorti nezavisle
na vzniku a Sifeni akéniho potencidlu. Pro druhy mechanismus je rozhodujici depolarizace
membrany neuronu zplUsobena kapsaicinem, kterd ma za nasledek vznik akéniho potencialu.
Akeni potencidl se Sifi a aktivuje vzdalenéjsi oblasti neuronu od mista plisobeni kapsaicinu k
uvolnéni neuropeptidll a glutamatu. Tento mechanismus je na depolarizaci membrany zavisly.
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Kapsaicinova senzitivita nervového vlékna je zavisla na ptitomnosti NGF. NGF reguluje
kromé senzitivity na Kapsaicin i dalsi charakteristiky nociceptivnich neurond, jako napiiklad
obsah neuropeptidu substance P a CGRP. (315)

Eferentni funkce kapsaicin-senzitivnich neuronii. Stimulace kapsaicinem mulze vyvolat
uvolnéni neuropeptidi z perifernich zakonceni nociceptorti. Jedna se predevsim o substanci P,
kterd zpiisobuje extravazaci plazmy, a CGRP zpiisobujici vasodilataci. Periferni uvolfovani
neuropeptidli mize byt iniciovdno bud’ mechanismem piimé aktivace periferniho kapsaicin-
senzitivniho vldkna, nebo prostfednictvim aktivace kolaterdlniho zakonceni stejného
nociceptoru, dalS$i moZznosti je retrogradni aktivace kapsaicin-senzitivniho aferentniho
neuronu antidromnim elektrickym stimulem. Druhy a tfeti mechanismus je mozné zablokovat
lokalnimi anestetiky ucinkujicimi na napétové fizené sodikové kandly, prvni je k ucinku
téchto farmak resistentni, tedy nezéavisly na aktivité¢ napétové fizenych sodikovych kanald.
Fyziologicky vyznam eferentnich funkci kapsaicin-senzitivnich neuronti spoc¢iva v usnadnéni
pfisunu plazmatickych faktord a bunék imunitniho systému plisobenim neurogenné
uvolnénych peptidii do mista pisobeni podnétu, coZ ma vyznam pro urychleni procesu hojeni.
Dalsi vyznam téchto funkci spociva v regulaci glandularni sekrece v tkani a napéti hladné
svaloviny.

Kapsaicinem evokovana desenzitizace perifernich senzorickych nervi. Kapsaicin zplsobi
vprvni fazi G¢inku aktivaci nociceptoru, vzruchovou aktivitu a zvySeni jeho citlivosti
k tepelnym i mechanickym podnétim. Tato faze je typicky nasledovana refrakterni periodou,
béhem které se nociceptor stava resistentni k dal§imu plsobeni kapsaicinu a jinym bolestivym
podnétim. V zavislosti na davce kapsaicinu (od malych akutnich davek 1-10 mg kg™ s.c. k
vysSim, které zplisobi depleci zakonceni primarnich aferentnich neuronti - jednorazova davka
50 mg kg' az do kumulativni celkové 950 mg kg'), druhu organismu (laboratorni krysa
versus Clovek, atd.), délce expozice, zpiisobu podéani (lokédlni versus systémové¢), a mnoha
dalSich faktorech trva tato refrakterni perioda rizné¢ dlouho. V rdmci této kapsaicinem
evokované desenzitizace muizeme rozliSit dva rizné fenomény. Jednak je to klasicka
farmakologickd desenzitizace, kdy prolongované piisobeni nebo opakovana aplikace
kapsaicinu vede k progresivnimu snizovani odpovédi neuronu na dalsi stimulaci kapsaicinem.
Nastava tehdy, jestlize na neuron piisobi kapsaicin o nizké koncentraci a je plné reverzibilni.
Citlivost tohoto neuronu na podnéty jinych modalit neni v tomto pifipad€ ovlivnéna. Druhym
fenoménem je tzv. funkéni desenzitizace primarniho aferentniho neuronu, kdy expozice
nervového vldkna kapsaicinu vede ke snizeni nebo ztraté citlivosti nejen na kapsaicin, ale i na
dalsi podnéty jinych modalit. Je zpisobena kapsaicinem o vysoké koncentraci a piedstavuje
jeden z mechanismu analgetického ucinku kapsaicinu.

Citlivost neuronu na kapsaicin je dana pfitomnosti kapsaicinovych TRPV1 receptorii a
dale citlivé regulovana fosforylaci n¢kterych proteinii, zejména samotného iontového kanalu.
Proces desenzitizace je kalcium-dependentni, vzestup intracelularni koncentrace kalcia
zplisobeny kapsaicinem aktivuje kalcium- a kalmodulin-dependentni cytosolicky enzym
proteinfosfatdizu 2B (kalcineurin) a tato kalcium-dependentni aktivace kalcineurinu vede k
defosforylaci kapsaicinového iontového kandlu. V duasledku této kalcium-dependentni
defosforylace se pak vyrazné snizi jeho aktivita. Tento mechanismus inaktivace
kapsaicinového kandlu plisobenim fosfatazy a jinych intracelularnich proteinii (napf. riznych
enzymu a jinych iontovych kanali) je nejspi§ hlavnim podkladem kapsaicinem evokované
farmakologické i funkéni desenzitizace neuronu k riznym podnétiim.

Podani kapsaicinu o vysoké koncentraci mize mit v kone¢ném disledku svého plisobeni
az neurotoxické ucinky na kapsaicin — senzitivni neuron. Neurotoxické plisobeni kapsaicinu je
provazeno morfologickymi zménami rizného rozsahu, od lehkého zdufeni axondlniho
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zakonceni a mitochondrii az ke kompletni morfologické destrukei nociceptivnich zakonceni
ptipadné degeneraci neuronu. Rozsah téchto u€inkili zavisi in vivo na druhu a stafi organismu,
dobé¢ pisobeni, zplsobu aplikace a na celkové ddvce kapsaicinu. V extrémnim ptipad¢ dojde
u novorozenych mysi nebo krys po systémovém podani kapsaicinu k Gplné selektivni
degeneraci kapsaicin-senzitivnich nervovych zakonceni skupiny C i Ad-vldken a k vice nez
80% ztraté tél senzorickych neuronti o malém priméru. V dospélém veéku nejsou pak tato
zvifata citlivd na chemické podnéty jako kapsaicin, xylen aj. a stimulace témito latkami u nich
nevyvolad neurogenni zanét. Podle nékterych studii reaguji méné také na tepelné a mechanické
podnéty. Po lokalni aplikaci vysoké davky kapsaicinu regeneruji poskozené axony
z proximalnich ¢asti bohaté vétvicimi se vyrustky, somata jejich neuront v tomto piipadé
pfezivaji. Neurondlni destrukce vyvoland plsobenim kapsaicinu je castecné osmotického
pivodu a ¢astecné mechanismem kalcium-senzitivnich protedz aktivovanych intracelularnim
influxem iont kalcia.

Kalciem je aktivovana jesté celd fada dalSich procest, které prispivaji ke kapsaicinem
zpusobené desenzitizaci a morfologické neurondlni degeneraci. Neurodegenerace je
provdzena akumulaci kalcia v mitochondriich. Dochdzi k depleci substance P a CGRP
z neurondlnich vezikul 1 nespecifické blokad¢ nap&tové fizenych iontovych kanall, vcetné
kalciovych. Mechanismus této inhibice spocivd pravdépodobné v kalcium-dependentni
metabolické modifikaci kanald nebo jiné¢ho klicového proteinu, inhibice napétové fizenych
kalciovych kanalti pfetrvavd dobu tucinku kapsaicinu na jeho receptorech. Protoze jsou
napétoveé ftizené kalciové kanaly zodpovédné za uvolnéni transmiterli z centralnich a
perifernich zakonceni senzorického neuronu pfi jeho aktivaci, ma jejich inhibice plisobenim
kapsaicinu za nasledek zablokovéani uvoliiovani neurotransmiterti na synapsich a tim i blokédu
synaptického pfenosu vzruchu z kapsaicin-senzitivnich primarnich nociceptori na
postsynaptické neurony v zadnich rozich michy.

1.4.2. Vaniloidni receptory a jejich charakteristika

K objasnéni podstaty senzorického pfenosu nociceptivni informace na tUrovni
molekularnich mechanismt pfispél vyznamnou mérou objev a funkéni charakteristika TRP
iontovych kandli (transient receptor potential), které predstavuji jednu z hlavnich skupin
transdukénich molekul. VSechny proteiny TRP rodiny maji do zna¢né miry podobnou
primarni strukturu a byly poprvé identifikovany ve zrakové draze Drosophila melanogaster.
TRP iontové kandly odpovidaji na fyzikélni i chemické podnéty a maji fadu riznych funkei.
Uplatiiuji se v senzorickych procesech v organech zraku, ¢ichu, mechanické a osmotické
citlivosti, chuti a nocicepci, mohou hrat roli i ve vazorelaxaci, fizeni bunééné¢ho cyklu nebo
kancerogenezi. (210) Tato rodina TRP proteint, pro néz bylo u ¢loveka zatim identifikovano
27 riznych genil, je usporddana podle podobnosti aminokyselinovych sekvenci do sedmi
podskupin: TRPC (canonical, classical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA
(ankyrin), TRPN (podle prvniho identifikovaného kandlu této skupiny NOMPC), TRPML
(mucolipin) a TRPP (polycystin). Kapsaicinovy TRPV1 receptor patii podle aminokyselinové
sekvence do skupiny TRPV rodiny TRP iontovych kanalii a zaujima mezi nimi zv1astni misto.
Objev molekularni struktury TRPV1 vaniloidniho receptoru (51) ptedstavuje zlom
v molekularni biologii percepce tepelnych a chemickych bolestivych podnétli, piineslo
poznani jejich molekularnich zékladld. ProtoZze je TRPVI1 aktivovan nejen chemickymi
latkami, jako jsou kapsaicin, extracelularni acidosa a rtizné algogenni mediatory lipidové
povahy vznikajici v misté poranéni nebo zanétu, ale také zvySenim okolni teploty na 43°C,
slouzi TRPV1 jako molekularni integrator fyzikalnich a chemickych bolestivych podnétu.
TRPV1 kandl podléhd vyznamnou mérou senzitizaci v prostiedi zanétu pod vlivem plsobeni
tkanovych medidtord. Diky témto vlastnostem je TRPV1 jednou z kli¢ovych bran pro pienos
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bolesti a molekuly ovliviiyjici jeho funkci jsou v popfedi zajmu pii snaze ovlivnit vnimani
bolesti. (98)

Prvni myslenka pravdépodobné existence specifick¢ého vazebného mista pro kapsaicin
meéla svlij ptivod ve zjisténi, ze ostatni latky, které maji na TRPV1 receptor aktiva¢ni ucinky,
jsou svoji chemickou strukturou kapsaicinu velmi podobné. Byla podpofena objevem derivatu
forbol esteru resiniferatoxinu obsazeného v latexu afrického sukulentu Euphorbia resinifera,
ktery je velmi potentnim chemickym iritantem a vysoce ucinnym, exogennim agonistou
TRPV1 receptoru. Tato latka je chemicky blizce ptibuznd kapsaicinu, sdili s nim stejnou
chemickou skupinu homovanilyl, kterd dala vaniloidnimu receptoru sviij nazev.
Resiniferatoxin mé excitacni a desenzitizani ucinky podobné uc¢inkiim kapsaicinu, ale uz
v 1000-krat nizSich koncentracich. Vysoce specificka uc¢innost a lipofobicita resiniferatoxinu
umoznila pouzivat [H’Jresiniferatoxin jako u&inny radioligand k identifikaci kapsaicinovych
vazebnych mist na membranach neuroni. Identifikace vazebnych mist pro [H’Jresiniferatoxin
na perifernich nervovych zakoncenich, télech neuroni a centrdlnich zakoncenich
senzorickych neurond potvrzuje vysledky funkénich studii, které prokazaly senzitivitu na
vaniloidni slouceniny ve vSech téchto subcelularnich lokalizacich. V miSe se kapsaicinové
receptory nachdzeji na primarnich aferentech i postsynapticky, zejména v superficidlnich
laminach zadniho rohu michy (lamina I a II), coz odpovid4 centralni projekci vétSiny C-
vlaken. (79, 130, 132, 157, 292) Nachézeji se i v zadnich miSnich kofenech a gangliich
trigeminu, rovnéz i v ncl. caudalis trigemindlniho komplexu. Zajimava je heterogenita
v populaci IB4-pozitivnich C-vldken. kapsaicinové receptory byly objeveny pouze na skupiné
IB4-pozitivnich vldknech terminujicich v medidlnich ¢astech lamina Ili, ne v laterdlnich
castech lamina IIi. Tento fakt miZe souviset se somatotopickym uspotfadani téchto vlaken
v zadnim rohu michy. Vaniloidni receptory byly objeveny rovnéz v nékterych jadrech mozku
pomoci PCR, in situ hybridizace a imunohistochemického barveni. TRPV1 kandly se nachdzi
1 v jinych bunikéach nez nervovych, jako napiiklad v epiteliich, mukose i submukose mocového
méchyfie, v bunikach hladké svaloviny nebo v keratinocytech epidermis. Z tohoto pozorovani
vyplyva, Ze tyto receptory mohou hrat vyznamnou roli i v neurogennim zanétu a visceralni
bolesti. TRPV1 receptory byly lokalizovany nejen na bunééné membrané téchto bunck, ale i
v Golgiho aparatu a malych vezikulach.

TRPV1 definuje rodinu TRPV proteinli, které mizeme dale rozdélit do Sesti skupin
(TRPV1 — TRPV6). Montell a Rubin po naklonovani TRP lokusu zjistili, Ze podjednotky
vSech TRPV kanali maji podobnou prostorovou strukturu, kterd se vyznaCuje 6
transmembranovymi doménami (S1 — S6) s kratkym hydrofobnim fetézcem spojujicim
transmembranové segmenty 5 a 6 (P — klicka), oblasti poru nachdzejici se mezi patym a
Sestym transmembranovym segmentem a cytoplazmatickymi N- a C- konci. Podjednotka
vaniloidniho receptoru TRPV1 je protein o 838 aminokyselinach a pfedpokladané molekulové
hmotnosti 92 — 95 kDa. Hydrofilni N-konec orientovany intraceluldrné tvofi vice nez
polovinu tohoto proteinu (432 aminokyselin), obsahuje oblasti bohaté na prolin a tfi
ankyrinové domény, které pravdépodobn¢ interaguji s proteiny cytoskeletu. C-konec smétuje
rovnéZ do nitra buniky, je podstatné krat§i nez N-konec (154 aminokyselin) a obsahuje
dilezitd fosforylatni mista pro proteinkindzy a vazebné domény pro kalmodulin,
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) a ATP. (209) Proteinové podjednotky TRPV1 receptoru
se skladaji v plazmatické membrané do tetramert s centralnim hydrofilnim pérem uprostied a
vytvareji tak neselektivni kationtové kandly. Existuji tfi homologni podjednotky TRP kanalt
formujici rGzné homotetramery a neni vylouceno, Ze se vaniloidni receptor muze i
heteromerizovat s podjednotkami kanalti pfibuznych. Dllezitymi a specifickymi funk¢nimi
strukturdlnimi oblastmi vaniloidniho receptoru jsou vazebnd doména pro specificky ligand,
oblast poru iontového kandlu vcetné selektivniho filtru a N- a C-koncové €asti receptoru.
(138, 156, 268)

40



Vazba ligandu na TRPVI receptor. Molekula kapsaicinu ma tfi funkéni regiony.
Aromaticky A region pfedstavovany homovanilovou skupinou, B region obsahujici esterickou
nebo amidovou spojovaci vazbu a alifaticky lipofilni C region reprezentovany oktanylovym
fetézcem. Aromaticka ¢ast molekuly kapsaicinu a amidova vazba obsahuji polarni skupiny,
které interaguji vodikovymi mistky a jsou esencialni pro excitaci senzorickych neurond.
Naopak lipofilni alifaticky fetézec interaguje hydrofobné s dutinou receptoru a ucastni se
patrné interakce s vazebnym mistem vaniloidniho receptoru.

Doména TRPV1 receptoru zodpovédna za interakci s vaniloidy byla identifikovana na
intracelularni ¢asti tohoto receptoru, a to v oblasti intracelularni klicky spojujici S2 a S3
segmenty. Také pomaly néstup kapsaicinem vyvolanych membranovych proudii naznacuje, Ze
k u¢innému navéazani na receptor je zapotiebi prichod kapsaicinu membranou z extracelularni
na intracelularni stranu. (297) Klicovou strukturni determinantou tohoto vazebného mista je
aminokyselina Tyr511 na N-konci S3 domény. Thr550 a Met547, jeZ se nachdzeji v misté
ctvrté transmembranové domény S4 se rovnéZ podileji na vazbé vaniloidnich slou¢enin. Bylo
prokéazano, ze citlivost ke kapsaicinu je urena i pozitivnim aminokyselinovym zbytkem
Argl14 na N-konci a negativnim zbytkem Glu761 C-konce. (151) Lipofilni transmembranova
oblast S3 - S4 se ucastni hydrofobnich interakci s alifatickou ¢asti molekuly kapsaicinu,
kdezto nabité aminokyselinové zbytky lokalizované na termindlach receptoru mohou tvofit
hydrofilni ¢ast vazebné domény.

Oblast poru TRPVI receptoru. Oblast poru TRPV1 kandlu je tvofena ¢tyfmi S5-P-S6
proteinovymi Useky jednotlivych podjednotek. Segment S5 tvofi zevni Sroubovici, segment
S6 formuje vnitini Sroubovici poru, P-klicka je zodpoveédna za selektivitu kandlu. Negativné
nabit¢ aminokyselinové zbytky lokalizované na P-klicce (zejména Glu636 a Asp646)
vytvareji na vnéjsi Casti vestibulu poru tetramerniho TRPV1 kandlu negativni prstenec
koordinujici propustnost a predstavujici selektivni filtr TRPV1 kanalu pro prichod kladné
nabitych ionti. (98, 105) Kruh slozeny ze ¢ty P-klicek tedy pravdépodobné tvoii vnitini jadro
kandlu v oblasti extracelularni domény, zatimco S6 Sroubovice tvoii stény poéru na
intracelularni strané.

C-koncova doména TRPV1 receptoru. Tato 154aminokyselinova sekvence se podili nejen
na tetramerizaci receptorll a tim vytvareni iontovych kanald, ale Gi€astni se také vyznamnych
mechanismd, jakymi jsou procesy aktivace/deaktivace, senzitizace/desenzitizace a modulace
citlivosti kanalu.

Hlavnim mechanismem senzitizace proudovych odpovédi vyvolanych na primarnich
nociceptorech bolestivym teplem ¢i kapsaicinem v pfitomnosti nékterych medidtorti zanétu
(bradykinin, serotonin, prostagladin) je fosforylace vaniloidniho receptoru. C-terminalni
doména TRPVI1 receptoru je velmi bohatd na potencidlni fosforylatni mista, a proto
rozhodujicim zpilisobem ovlivituje miru afinity receptoru k agonistlim i otevirdni kanalu. Mezi
zatim poznand dulezitd fosforylani mista patfi Ser800 a Thr704, kterd jsou fosforylovana
proteinkindzou C (PKC) (186), seriny 774 a 820, jez predstavuji fosforylaéni mista pro
cAMP-zavislou proteinkinazu A (PKA) (207) a Thr704, ktery je fosforylovan kamodulin-
zavislou kindzou II (CaMK II). (152) Cytosolova C-koncovd doména TRPV1 obsahuje
rovnéz vazebnou doménu pro fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) dileZitou pro citlivost
receptoru a majici inhibi¢ni charakter (232), déle misto pro interakci s kalmodulinem, které
hraje roli v desenzitizaci zavislé na pfitomnosti vapenatych iontt (221), vazebnou doménu pro
ATP (163) a tzv. TRP box, asociatni doménu zodpoveédnd za tetramerizaci receptoru. (106)
Fosforylacni misto PKC — S800 se nachéazi uprostted vazebného mista pro PIP,, aktivace
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TRPV1 pisobenim PKC je tedy pravdépodobné zplisobena aspon z¢asti pferuSenim interakce
TRPV1 a PIP,. C-terminala i N-konec se ucastni vazby receptoru s proteiny cytoskeletu. (116)

1.4.3. TRPV1 je polymodilni detektor bolestivych fyzikdlnich a chemickych podnéti

Slabé kyselé extracelularni prostfedi potencuje aktivaci TRPV1 bolestivymi tepelnymi
podnéty a chemickymi agonisty, siln€ kyselé podminky tento kanal aktivuji ptimo. Vaniloidy
a kyselé¢ pH snizuji prah TRPV1 pro tepelné podnéty z bolestivych na nebolestivé teploty.
TRPV1 je tedy integratorem fyzikalnich a chemickych bolestivych podnétit v pravém slova
smyslu. (52, 98)

Detekce tepelnych podnétii. Mnoho proteinli, véetné receptori a iontovych kanald,
vykazuje zmény struktury nebo funkéni zmény v zavislosti na teploté. TRPV1 receptor ma
sdm o sob¢ velmi zvlastni tepelnou charakteristiku, jeho teplotni citlivost je v rozsahu teplot,
které u experimentélnich zvitat i lidi vyvolavaji bolest (43 — 52 °C). Strukturdlné-funkcni
studie prokazaly, Ze teplotni prah vaniloidniho receptoru je regulovan pfedevs§im distalni ¢asti
jeho karboxylového fetézce. (51)

Citlivost TRPV receptoru na kapsaicin a tepelné podnéty vyznamné koreluje, a to in vivo
1 na bunéénych kulturach, vykazuje rovnéz zkiiZzenou desenzitizaci. Aktivaci obéma typy
podnétli lze zablokovat TRPV1 antagonisty, odpovéd” TRPV1 receptoru na kapsaicin i
bolestivy tepelny podnét se vyznacuje vné usmeériiujici proudové napétovou zavislosti a
vysokou propustnosti pro ionty kalcia. Rozdily v mechanismech aktivace 1 desenzitizace
TRPV1 receptoru obéma typy podnéth vSak existuji. Ditkazem tohoto faktu je napiiklad
pozorovani, ze pro desenzitizaci TRPV1 receptoru tepelnym podnétem je potieba jina
koncentrace extracelularniho kalcia nez pro desenzitizaci plsobenim kapsaicinu. (284)
Existuji 1 drobné rozdily v odpovédich senzorickych neuronti na chemické a tepelné podnéty
tykajici se napftiklad relativni permeability pro sodné a kalciové ionty nebo citlivosti na rizné
antagonisty TRPV1 receptoru. Pfitomnost zanétlivych mediatori (prostaglandin, bradykinin,
serotonin, histamin), ATP a zvySené koncentrace protonil snizuje teplotni prah pro aktivaci
TRPV1, coz mize byt podstatou zesileni vjemu bolestivych podnéta (hyperalgézie) typické
pii z&nétu a anoxii. (98, 149, 284)

Aktivace TRPVI acidosou. Protony snizujici extracelularni pH na hodnoty niz8i nez
fyziologické jsou vyznamnou soucasti tkdnové odpovédi na infekci, zanét nebo ischemii.
Lokalni snizeni hodnoty pH (<6,8) vznikajici v okoli poranéné, zanicené nebo ischemické
tkané je jednim z pfirozené se vyskytujicich aktivator TRPV1 receptorti in vivo. (123)
Protony jsou schopny modulovat aktivitu mnoha dalSich receptori a iontovych kanala
exprimovanych na membranach primarnich aferentnich vldken, véetn¢ degenerinovych kanala
aktivovanych acidosou a kanala aktivovanych ATP. (51, 57, 170)

Protony funguji nejen jako piimé aktivatory, ale i jako endogenni a exogenni modulatory
TRPV1 receptorti. Mirné¢ kyselé prostiedi vyrazné zesiluje elektrickou aktivitu neuronu
vyvolanou navazdnim kapsaicinu nebo jiného ligandu. Extracelularni protony rovnéz
potencuji elektrické proudy na membran€ neuronu vyvolané tepelnym podnétem. Kyselé pH
vyrazn¢ snizuje prah pro aktivaci TRPV1 receptoru teplenym podnétem az do takové miry, Ze
extracelularni pH sniZzené na hodnotu 6,3 umozni aktivaci TRPV1 tepelnym podnétem 35 °C,
tedy podnétem, na ktery za fyziologickych podminek (pH 7,6) neni tento receptor citlivy.
Toto zvySeni citlivosti na tepelné podnéty zpiisobené acidosou odpovida tepelné hyperalgézii
spojené se zanétem a jinymi tkanovymi poskozenimi. Dojde-li k poklesu pH pod 6,0, TRPV1
je pfimo aktivovan, otvira se iontovy kanal a je vyvolan trvaly transmembranovy proud timto
iontovym kanélem. (51, 149, 284)
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Protony primarné zvySuji pravdépodobnost otevieni iontového kanalu. Kysely roztok
aktivuje TRPV1 receptor pouze pokud je aplikovan z vnéjSku membrany, coz sv&€d¢i o tom,
ze protony ovlivituji jeho aktivitu prostfednictvim interakce se specifickymi negativné
nabitymi aminokyselinovymi zbytky lokalizovanymi na extracelularni klicce mezi 5. a 6.
transmembranovou doménou. Tim allostericky moduluji jeho aktivitu. (284)

Aktivace TRPVI piisobenim lipidovych sloucenin. Mezi endogenni vaniloidy aktivujici
TRPV1 receptor patii tfi skupiny latek, které vznikaji metabolismem kyseliny arachidonové.
Rada t&chto substanci lipidové povahy, ¢asto fungujicich jako druhé posly v intracelularnich
signalnich kaskadach (napf. polynenasycené mastné kyseliny a jejich derivaty, kyselina
linolenova, diacylglycerol, aj.), je svoji chemickou strukturou piibuzna kapsaicinu. Tyto
endogenni latky vaniloidni povahy jsou produkovany pfedevSim v prostieni poranéné nebo
zanicené tkdné a je vice neZ pravdépodobné, Ze v tomto prostiedi aktivuji TRPV1 receptory
nebo moduluji jejich citlivost na jiné podnéty. (28) Vyvolavaji neselektivni kationtovy proud
plsobenim specificky na TRPV1 receptory, avSak jsou vyrazné slabSimi agonisty na téchto
receptorech nez kapsaicin a vyvolavaji odpovédi s o néco pomalejsi kinetikou. Jejich ucinky
lze zablokovat pomoci TRPV1 antagonistli. K modulaci nebo aktivaci TRPV1 receptort
pusobenim lipidovych sloucenin je nutnd jejich vysoké koncentrace. Otdzkou zlstava, jestli je
v tkanich za fyziologickych nebo pfipadné patologickych podminek in vivo tak vysoké
koncentrace dosazeno. Polynenasycené mastné kyseliny a strukturné pfibuzné metabolity jsou
vSak produkovany za pomoci fady enzymil z membranovych fosfolipidd, a tim je jejich
ptistup k receptorim na membrané té stejné nebo pfilehlé bunky velmi snadny a efektivni.
Navic, v podminkach tkanové léze nebo zanétu mohou makrofdgy a endotelie uvoliiovat
zvySené mnozstvi téchto substanci do tésné omezeného mezibunécného prostoru, takze jejich
lokalni koncentrace pravdépodobné muze dosdhnout v téchto piipadech u€innych hodnot.
Jejich fyziologicky vyznam se navic v poranéné nebo zanicené tkani uplatituje v kombinaci
s dalsimi aktivatory TRPV1 receptorli, napiiklad zvySenou teplotou nebo zvySenou
koncentraci protont. (52)

Do prvni skupiny pfirozenych ligandit TRPV1 receptoru patii bioaktivni lipid anandamid,
vznikajici Stépenim N-arachidonoylfosfatidylethanolaminu fosfolipazou D, ktery je soucasné
hlavnim endogennim aktivatorem kanabinoidovych receptorii CB1 a CB2. (335) Tento
strukturalni analog kapsaicinu zpiisobuje v nanomolarnich koncentracich analgesii a inhibuje
uvoliovani CGRP v tkanich uc¢inkem na kanabinoidové receptory exprimované na
membranach primarnich senzorickych neuronii. Ve vyssich koncentracich pisobi na TRPV1
receptory a jeho fyziologické U€inky zprostfedkované témito receptory jsou zcela opacné nez
zprostfedkované kanabinoidovymi receptory. Hlavni G¢inek anandamidu na TRPVI
receptorech je potenciace jejich odpoveédi na dalsi podnéty, zejména na tepelné a acidosu.
V podminkéch zvySené teploty nebo zvySené koncentrace protonu je efekt anandamidu jako
TRPV1 agonisty vyrazné siln€jsi. Zanétlivé substance jako ATP, bradykinin, serotonin,
leukotrieny a prostaniody navic stimuluji produkei lipidovych druhych posld, které dale
senzitizuji nociceptivni vlakno a tim zvySuji jeho excitabilitu. Anandamid produkovany non-
neurondlnimi builkami pak plsobi synergicky s témito moduldtory a ovliviiuje aktivitu
TRPV1 kanalt na pfilehlych nervovych zakoncenich. Anandamid je spolu s druhou skupinou
endogennich TRPV1 agonistd, a to latek vznikajicich zkyseliny arachidonové
plsobenim lipooxygenazy (napi. kyselina 12- nebo 15-(S)-hydroperoxyeikosatetraenova,
leukotrien LB4) (131), jednim z n€kolika endogennich lipidi schopnych i pfimé aktivace
TRPV1 receptoril v pfislusSnych koncentracich. V nedavné dobé byla identifikovana jesté treti
skupina téchto latek, do které patii NADA (N-arachidonyl dopamin), endogenni substance
ucinkujici jako potentni agonsita na TRPVI a CB1 receptorech v nanomolarnich
koncentracich. Zatimco je ucinnost NADA na TRPV1 receptory srovnatelnd s kapsaicinem,
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anandamid a produkty lipooxygendzy jsou minimalné 20 — krat slabSimi agonisty. Podstata
jejich nizké afinity k TRPV1 receptoriim oproti NADA nebo kapsaicinu je v chemické
struktute. Jejich molekula sice obsahuje dlouhy uhlikovy nenasyceny fetézec, nutny k
interakci s TRPV1 receptorem, ale nema vanilylovou skupinu. Molekula NADA ve své
struktufe kromé nenasyceného uhlikového fetézce vanilylovou skupinu obsahuje, jeji vazba
na TRPVI receptor je tudiz efektivnéj$i. Kromé NADA existuji v nervové tkdni savcl
minimalné dal$i tfi N — acyldopaminové substance, jejichz katecholova funkéni skupina se
podoba struktufe kapsaicinu, a to OLDA (N-oleoyl dopamin), PALDA (N-palmitoyl
dopamin) a STEARDA (N-stearyl dopamin). (61) Ke studiu funkce TRPV1 receptort se zda
byt nejvhodnéjsi OLDA. Je ptisné selektivnim endogennim agonistou na TRPV1 receptorech
bez prokazatelného ucinku na CBI1 receptory a svym pasobenim na TRPVI1 receptory
indukuje v in vivo experimentech vyraznou termalni hyperalgézii s mnohem vétsi potenci nez
NADA. (61, 279)

Specificka vazebnd mista téchto lipidovych slouc¢enin na TRPV1 receptoru nebyla dosud
stoprocentné identifikovana a rovnéZ je malo znamo o mechanismech aktivace TRPV1 témito
agonisty. Vazi se pravdépodobné na intracelularni ¢ast TRPV1 receptoru jako kapsaicin, ale
neni zcela jisté, jestli se vazi na stejné vazebné misto s kapsaicinem. I kdyZ je G¢inky obou
téchto latek mozné zablokovat TRPV1 antagonistou, vyplyva zvysledki nékterych
elektrofyziologickych a biochemickych studii, Ze kapsaicin a agonisté na TRPV1 receptorech
lipidové povahy ucinkuji odlisnym mechanismem. Tento fakt podporuje pozorovani, ze mirné
kyselé prosttedi (pH 6,4) sice vyznamné potencuje u¢inky kapsaicinu, ale ne anandamidu na
TRPV1 receptorech.

Uloha TRPVI v senzitizaci nociceptoru spojené s tkariovym poranénim a zdnétem.
Poranéni spojend se zanicenim, infekci a hypoxii jsou provazena vylevem mediator zanétu a
lokalnim zvySenim kyselosti a teploty usnaditujicim aktivaci nociceptort a vznik bolesti. Diky
schopnosti TRPV1 receptoru detekovat a integrovat chemické i fyzikéalni informace ma tento
kanal klicovy vyznam pro piinos informace o fyziologickém prostiedi daného primarniho
aferentniho vlakna, ve kterém se pravé nachazi, a pro ovlivnéni jeho excitability. TRPV1
vyznamné piispiva k perifernim a pravdépodobné i k centralnim mechanismiim zodpovédnym
za senzitizaci nociceptoru. Zda se byt zcela esencidlni zejména pro rozvoj tepelné
hyperalgézie spojené se zdnétem, zanétem vyvolana hypersenzitivita na tepelné podnéty je
disledkem konvergentniho plisobeni tepla, nizkého pH a zanétlivych mediatord na TRPV1
receptor.

Aktivita vaniloidniho receptoru TRPV1 je v plazmatické membrané nervovych bunck
ovliviiovana ftadou adaptorovych a signalnich molekul i proteiny cytoskeletu. Velmi
vyznamnym regulatorem TRPV1 aktivity je naptiklad fosfolipdza C, kterd rozSt€penim PIP,
uvoliluje tento receptor z konstitutivni inhibice. (232) Na regulaci funkce TRPV1 kandlu se
podili i dal§i bunétné enzymy (proteinkindzy, fosfolipazy, fosfatazy, atd.), které jsou
odpovédny za rizné posttranslacni modifikace TRPV1 proteinu, které ovliviiuji jeho
chemické 1 biologické vlastnosti a tim mohou byt pfiinou jeho senzitizace. Jsou aktivovany
metabotropnimi receptory tkanovych mediatort zdnétu exprimovanych na membrané
nociceptoru prostifednictvim G-proteind. Piikladem je bradykininovy receptor B2, TrkA
receptor pro nervovy rustovy faktor (NGF) a P,y receptor pro ATP. Senzitizace vaniloidniho
receptoru, jako jeden z hlavnich mechanismi modulace jeho aktivity, je zavisla predevS§im na
mife fosforylace TRPV1 proteinu. Naproti tomu defosforylace fosfatdzou 2B (kalcineurinem)
je zodpovédna za desenzitizaci vaniloidniho receptoru, pfi niz se v pfitomnosti agonisty
rychle ztraci aktivita receptoru nasledkem jeho konformaéni zmény. (208)

Amaya a spolupracovnici prokédzali imunohistochemicky vzestup hladiny NGF a GDNF
ve spindlnich gangliich pfi zanétu a zarovenl zvySeni exprese TRPV1 na membranach
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peptidergnich i non-peptidergnich neuronti. Tato zvySena exprese TRPV1 zplsobend zanétem
byla zablokovana anti-NGF a anti-GDNF protilatkami, ob& protilatky rovnéz zablokovaly
tepelnou hyperalgézii indukovanou zanétem. ZvySené hladiny NGF 1 GDNF pravdépodobné
pii zanéctu facilituji expresi TRPV1 na riznych populacich neuronil a ptispivaji tak k rozvoji
tepelné hyperalgézie spojené se zanétem. (9) K rozvoji hyperalgézie muize tedy kromé
riznych posttransla¢nich modifikaci proteinu TRPV1 pfispivat i up-regulace exprese tohoto
receptoru. (52)

1.4.4. Geneticka analyza funkce TRPVI receptoru

Ke studiu funkce kapsaicinovych TRPV1 receptori byl vyvinut specidlni kmen
experimentalnich mysi s deleci genu pro TRPVI1. Tato zvifata vykazuji normalni vzhled i
chovani, jsou fertilni, vyvoj senzorickych spindlnich ganglii je u nich i pfes absenci TRPV1
neovlivnén. (50)

Deficit v akutni nocicepci TRPVI-/- zvirat. Kultivované neurony spinélnich ganglii téchto
zvitat ani senzorickd nervova vldkna na preparatu kiize-nerv neodpovidaji elektrofyziologicky
in vitro na stimulaci latkami vaniloidni povahy. /n vivo se tento deficit projevi vyraznym
snizenim bolestivé behaviordlni reakce na intraplantdrni injekci kapsaicinu nebo
resiniferatoxinu, u TRPV1 -/- mysi se po subkutanni injekci kapsaicinu nerozviji neurogenni
zangt ani hypotermie.

Na stimulaci acidosou odpovidé v elektrofyziologickych pokusech méné nez 7% neuront
spinalnich ganglii TRPV1 -/- mysi na rozdil od 30% v pfipad¢ kontrolnich zvifat. Podobné
vysledky pfinesly pokusy na preparatu kitize-nerv, kdy ma absence TRPV1 za nasledek
sniZeni proporce senzorickych vlaken citlivych na acidosu az o0 90%.

40% kultivovanych neuronli spindlnich ganglii normalnich zvifat odpovida vin vitro
elektrofyziologickych pokusech na tepelné podnéty 43°C a vys§i (tato cast odpovida
kapsaicin-senzitivnim neurontim), 10% ma prah aktivace 52°C. Mezi neurony spindlnich
ganglii TRPV1 -/- zvifat je stejnd proporce vysokoprahovych termosenzitivnich neuront,
neurony aktivované teplotami od 43°C vSak u téchto zvifat nenachdzime. Deficit
v termosenzitivité¢ senzorickych nervovych vldken lze sledovat i na preparatu kiZze-nerv,
citlivost na mechanické podnéty absenci TRPV1 ovlivnéna neni. Pti elektrofyziologickém
snimani neuront zadnich rohii michy bylo u TRPV1 -/- zvifat zjiSt€no sniZeni aferentni
nociceptivni vzruchové aktivity po stimulaci bolestivym tepelnym podnétem, vzruchova
aktivita vyvoland mechanickou stimulaci u téchto zvifat ovlivnéna nebyla. In vivo lze u
TRPV1 -/- zvitat pozorovat oslabeni reflexnich reakci na akutni tepelné podnéty oproti
kontrolam pomoci riznych behaviordlnich testi, pfi€emz vyrazné sniZeni se tykd zejména
odpovédi na vyssi teploty vnimané bolestive.

Oslabeni termalni hyperalgézie indukované tkanovym poranénim u TRPVI -/- zvifat. Po
indukci tkdnového zanétu nebo v piipadé neuralniho poranéni (napt. pii podvazu sedaciho
nervu) dochédzi u normalnich mys$i ke zvySeni senzitivity na termalni i mechanické podnéty.
TRPV1 -/- mySi se po poranéni periferniho nervu stavaji zvySené citlivé na teplené i
mechanické podnéty. Naopak, po indukci zanétu v periferni tkani u nich k rozvoji termalni
hyperalgézie nedochazi. TRPV1 se tedy jevi jako esencialni v rozvoji tepelné hyperalgézie
spojené s perifernim zanétem, ne vSak v rozvoji termalni hyperalgézie zplisobené neurdlnim
traumatem. (52)

1.5. Ucinky kapsaicinu a experimentalni studie na zviratech in vivo
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1.5.1. Akutni bolest

Systémova aplikace kapsaicinu. U dospélych krys, kterym byl v neonatdlnim obdobi
podavan kapsaicin, byla n€kolika studiemi prokazéana analgesie k bolestivym mechanickym,
chemickym podnétiim, ptfipadné analgesie k bolestivym podnétiim obou modalit v disledku
destrukce kapsaicin — senzitivnich neurond. Naproti tomu, odpovédi na stimulaci teplem
nejsou konzistentni, nékteré studie prokazaly zvySeni prahu pro tepelné podnéty, jiné
neprokdzaly Zadnou zménu. Podobné vysledky pfinesly studie na mySich, po aplikaci
kapsaicinu v neonatalnim obdobi byla pozorovana vyrazna analgesie k chemickym, ne vSak
k tepelnym podnétim. Variabilita ve zjiSténych vysledcich mohla byt disledkem rtznych
davkovacich schémat pouzitych v téchto studiich (pocet aplikaci/ pouzitd koncentrace
kapsaicinu) nebo mlze byt vysvétlena vyraznymi rozdily v senzitivité¢ jednotlivych zvifat,
které byly zjistény po jednorazové aplikaci vysoké davky kapsaicinu v neonatalnim obdobi.

Podobny efekt ma i systémové podani kapsaicinu dospélym zvifatim (35 — 950 mg kg™
s.c.). Ackoliv se zpocatku predpokladalo, ze kapsaicin v této davce zplsobi poSkozeni
mitochondrii a depleci neuropeptidii ze senzorickych nervovych zakonceni bez jejich tplné
morfologické degenerace, byla i vtéchto studiich jasné prokazéna ztrata senzorickych C-
vlaken u¢inkem kapsaicinu. U téchto zvitat bylo zjisténo zfetelné sniZeni prahu pro chemické
a mechanické podnéty, a zaroven zvyseni, zd&dnd zména nebo malé sniZeni prahu pro tepelné
podnéty. Dale byl pozorovan kratkodoby analgeticky a protizanétlivy ucinek kapsaicinu
trvajici nékolik hodin u fady zvifecich modeld akutni i chronické bolesti. Nicméne,
potenciondlni terapeutické vyuziti analgetickych G€inkl systémové aplikovaného kapsaicinu u
lidi je omezeno jeho nizkou biologickou dostupnosti a tzkym terapeutickym oknem mezi
davkou potifebnou k analgetickému wc€inku a davkou zplsobujici nezddouci ucinky jako
napiiklad hypotermii. (315)

Lokalni aplikace kapsaicinu. Intraplantarni injekce kapsaicinu v davkach 1, 10 a 30 pg (v
10 pl vehikulu) zpisobi u experimentalnich krys hyperalgézii k termalnim i mechanickym
podnétim, pfiCemz tepelna hyperalgézie pietrvava piiblizné 45 minut, mechanicka az 4
hodiny od okamziku aplikace kapsaicinu, doba trvani a intenzita je pfimo Umérna pouzité
davce kapsaicinu. (112) V dalsi fazi jeho uCinku nasleduje rozvoj hypoalgézie
charakterizované snizenou intenzitou vnimani bolesti v misté aplikace.

Topicka aplikace 1% kapsaicinu na kGzi krysy zplsobi rovnéz inicidlni excitaci
nasledovanou desenzitizaci k bolestivym chemickym, mechanickym a tepelnym podnétim,
vysledky riznych experimentélnich studii testujicich ucinky topicky aplikovaného kapsaicinu
jsou vSak velmi kontroverzni. Jejich variabilita mizZe byt dana rliznym poctem aplikaci
kapsaicinu v téchto studiich a také rliznym chemickym sloZzenim nosnych substanci pro
kapsaicin, které¢ byly pouzity k jeho topické aplikaci na kizi. Chemické sloZeni a vlastnosti
téchto substanci je rozhodujici pro rychlost a celkovy rozsah penetrace kapsaicinu do kize,
mira G¢inkl topicky aplikovaného kapsaicinu je vyrazné zavisla na pouZité nosné substanci.

Studie Cartera a Francise (46) neprokéazala zadnou zménu prahu pro tepelné podnéty po
topické aplikaci 1% nebo 5% kapsaicinu tfikrat denné po dobu €ty dni. Na konci této studie
vSak intradermalni injekce 0,1% kapsaicinu zpusobila vyrazné zvySeni prahu pro tepelné
podnéty, coZz naznacuje, Ze nevyrazny ucinek topicky aplikovaného kapsaicinu na kizi byl
v této studii zplsoben jeho nizkou biologickou dostupnosti. Ttikrat opakovana topicka
aplikace 1% kapsaicinu béhem 24 hodin byla dostatecna k vyrazné redukci extravazace
plazmy vyvolané 5% kapsaicinem nebo antidromni nervovou stimulaci. Po topické aplikaci
kapsaicinu na kiizi a snimani elektrické aktivity C-vlaken nervus saphenus byla pozorovana
ztrata citlivosti na tlak, zatimco citlivost na tepelné¢ podnéty byla zvySend nebo sniZena
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v zavislosti na pouZzitém vehikulu. (179) Naproti tomu McMahon a spolupracovnici (200)
nepozorovali analgesii k tepelnym podnétim u experimentalnich krys ani po desetitydenni
aplikaci 1% kapsaicinové masti na kizi planty pedis, naopak, 0,75% kapsaicinovd mast
pusobila v prvnich tydnech hyperalgézii.

Perineuralni aplikace kapsaicinu vede k selektivni redukci senzitivity, a to k bolestivym
chemickym a tepelnym podnétim, a k eliminaci neurogenni zanétlivé odpovédi na tyto
podnéty. Studie provedena Duxem a spolupracovniky (89) méla za cil odlisit specifické
populace koznich aferentnich vlaken, které jsou ovlivnény perineuralni aplikaci kapsaicinu. V
oblasti klize inervované sedacim nervem doslo tii dny po perineurdlni aplikaci kapsaicinu
k tomuto perifernimu nervu k vyrazné redukci poctu nervovych zakonceni barvicich se
imunohistochemicky na neurondlni markery PGP 9,5, GAP 43, substanci P i CGRP o 90%,
95%, 97% a 66%. Pocet téchto nervovych zakonceni zistal snizeny minimalné 42 dni od
aplikace kapsaicinu. Z vysledku této studie vyplyva, Ze pfevazna vétSina epidermalnich axon
je kapsaicin-senzitivni a tvoii chemicky heterogenni populaci, redukce jejich poctu miize byt
disledkem degenerace senzorickych axonli i deplece makromolekul specifickych pro
neurony.

1.5. 2. Bolest spojenda se zdanétem

Zvireci model artritidy. Role kapsaicin-senzitivnich primarnich aferentnich neuront
v neurogennim zanétu a hyperalgézii asociované se zanétem v periferni tkani je spolehlivé
prokdzand na nejriznéjSich zvifecich experimentilnich modelech periferniho zénétu.
Synovialni membrana kloubli je bohaté inervovana peptidergnimi kapsaicin-senzitivnimi
nervovymi zakoncenimi obsahujicimi substanci P, po indukci zanétu se hladina substance P
v kloubu vyrazné zvysi. Systémové podavani kapsaicinu zvifatim v neonatalnim obdobi nebo
v dospélém véku (davky, kterd zpisobi depleci substance P) vyrazné oslabuje prubéh
indukované artritidy.

Intraartikuldrni injekce substance P nebo kapsaicinu do intaktniho kloubu zpisobi
mechanickou hyperalgézii perzistujici n€kolik hodin, kterd mlize byt blokovana antagonistou
substance P, injekce téchto latek do zanicené¢ho kloubu znamky zénétu jeSté zvyrazni. (315)
JestliZze je v8ak pfi artritidé podan systémové kapsaicin v malé davce, zpisobi podle Perkinse
a Campbella (227) kratkodobou analgesii. Byla demonstrovana na nékolika experimentalnich
modelech artritidy u krys, kdy kapsaicin (6 mg kg") zablokoval mechanickou hyperalgézii
spojenou se zanétem na nekolik hodin, vzhledem ke kratké dob¢ trvani tohoto ucinku nebyla
analgesie v tomto ptipadé pravdépodobné disledkem neurotoxického plsobeni kapsaicinu,
ale kapsaicinem indukované deplece substance P.

Neurogenni zanét. Po opakované topické aplikaci 1% kapsaicinu ve form¢ masti dochazi
k vyrazné redukci extravazace plazmy a uvolfiovani substance P zpisobené antidromni
elektrickou stimulaci sedaciho nervu, kterou lze prokdzat uz za 24 hodin od prvni aplikace.
Studie rovnéz prokézala rozvoj pfechodné hyperalgézie k tepelnym podnétiim u téchto zvifat,
tieti den po opakované topické aplikaci 1% kapsaicinové masti se plné rozviji tepelna
hypoalgézie. (327, 328)

1.5.3. Neuropatickd bolest
Studie na zvirecich modelech neuropatické bolesti. Je pomémé malo zvifecich
experimentalnich studii, které by spolehlivé prokazovaly analgeticky efekt kapsaicinu na

bolest neuropatického plvodu. Kingery a jeho spolupracovnici aplikovali novorozenym
krysam systémové kapsaicin v davce 50mg kg' s.c. a po osmi tydnech provedli i t&chto
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zvitat podvaz sedaciho nervu. Ukéazalo se, Ze kapsaicin zablokoval nejen neurogenni
extravazaci a edém koncetiny zvifete na strané ligatury, ale i hypersenzitivitu k tepelnym
podnétim, kterd se po tomto typu traumatu rozvine. (160) Dospélé krysy, kterym byl
v neonatalnim obdobi podan kapsaicin (50 mg kg s.c.), nejevily znamky hyperalgézie
k tepelnym podnétiim v piipad¢ chronického stlaceni nebo ¢aste¢né ligace sedaciho nervu na
rozdil od kontrolni skupiny. U téchto zvifat, kterym byl ¢astecné podvazan sedaci nerv, se
vSak pln¢ vyvinula mechanicka hyperestesie a alodynie. (200, 261) Yamamoto a Yaksh (324)
aplikovali kapsaicin intratekalné (15 pg/15 pl) dva dny po chronické kompresi sedaciho nervu
a za dalSich pét dni testovali citlivost téchto zvifat na tepelné podnéty. Zvifata nejevila
znamky tepelné hyperalgézie na stran¢ traumatizovaného nervu v porovnani s kontrolni
skupinou. Kim a spolupracovnici (159) aplikovali kapsaicin (0,05 — 2%) piimo k perifernimu
nervu tyden po jeho ligatufe a sledovali citlivost na tepelné podnéty po dobu osmi tydnd.
Zvitata, kterym byl takto podan kapsaicin v koncentraci 0,1% a vyss§i vykazovala vyrazné
znamky hypoalgézie k tepelnym podnétim zdvislé na davce na strané ligovaného nervu
v porovnani s kontralateralni koncetinou. Vysledky téchto studii sice dokazuji roli kapsaicin-
senzitivnich nervovych vlaken vrozvoji hyperalgézie k tepelnym podnétim spojené
s poranénim periferniho nervu, nicméné, pouzité davky kapsaicinu v téchto pokusech jsou
vyrazné vyssi nez napiiklad 0,025 — 0,075% kapsaicinova mast pouzivana v klinické praxi.
(315)

Yoshimura a Yonehara (327) zkoumali analgeticky ucinek topicky aplikovaného
kapsaicinu na hyperalgézii k tepelnym podnétim zpiisobenou volnou ligaturou sedaciho
nervu krys. Kapsaicinova mast byla zvifatim aplikovdna na kizi planty pedis jednou denné
po dobu dvou nebo ¢tyf tydnl a méla vyznamny analgeticky Uc¢inek na tento bolestivy stav
zavisly na dévce. Podle vysledkt této studie ma kapsaicinova mast aplikovana opakované a
dlouhodobé¢ vyrazny terapeuticky ucinek na bolestivou periferni neuropatii.

Jednou z astych pfic¢in neuropatické bolesti je poSkozeni perifernich nervi pfi diabetes
mellitus. Tfi dny po indukci diabetu se u experimentalnich mysi rozviji tepelna i mechanicka
hyperalgézie, kterd mize byt pomoci kapsaicinové masti ucinné¢ zablokovana.
Imunohistochemickymi i behaviordlnimi metodami bylo prokdzano, Ze v disledku diabetu
dochazi k up-regulaci exprese kapsaicinovych TRPV1 receptori na myelinizovanych
primarnich aferentnich neuronech, coz miize pfispivat k analgetickému uc€inku topicky
aplikovaného kapsaicinu u neuropatické bolesti spojené s diabetem. (239)

1.6. I'Jéinky kapsaicinu a klinické studie na lidech
1.6.1. Lokalni aplikace kapsaicinu.

Topicka aplikace kapsaicinové masti nebo lokalni injekce kapsaicinu do zdravé lidské
kGze vede v akutni fazi k intenzivnimu senzorickému vjemu péleni a bolesti v disledku
excitace a senzitizace nociceptorti ze skupiny A- i C-vldken citlivych na bolestivé tepelné,
mechanické a chemické podnéty. Dochazi rovnéz k lokdlnimu zarudnuti v misté aplikace
v disledku s neurogenniho zanétu zpusobeného kapsaicinem, provazeného vasodilataci a
extravazaci plazmy. V mist€¢ zarudnuti vznikd hyperalgézie k tepelnym i mechanickym
podnétim (tzv. primarni hyperalgézie), mechanicka hyperalgézie se navic vyviji i na intaktni
ktzi v okoli neurogenniho zanétu zplisobeného kapsaicinem (tzv. sekundarni hyperalgézie).
(45, 263) V dalsi fazi pak nasleduje rozvoj hypoalgézie charakterizovany snizenou intenzitou
vniméani bolesti v mist¢ aplikace v disledku rapidni desenzitizace nebo inaktivace
nociceptorti. Po opakované aplikaci kapsaicinu dochdzi postupné ke sniZeni intenzity akutni
bolesti i obou typu hyperalgézie. (84, 163)
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Prostfednictvim intradermalni injekce miize byt kapsaicin aplikovan piimo do kiize
v presn¢ kvantifikovatelném mnozstvi. Elektrofyziologické studie ukazaly, ze se uz velmi
kratce po intradermdlni injekci kapsaicinu mohou stat polymodalni nociceptivni vlakna
skupiny C insenzitivnimi k tepelnym a mechanickym podnétim a tento ucinek kapsaicinu je
navic presn¢ lokalizovan v misté¢ injekce. Desenzitizaci podléhd pouze skupina neuront,
jejichz receptivni pole zasahuje do mista aplikace kapsaicinu. (17)

Opakovana topicka aplikace 1% roztoku kapsaicinu po dobu nékolika dni na kazi
pfedlokti m& za nasledek redukci az Uplné vymizeni zarudnuti v dasledku vasodilatace
zpiisobeného bolestivym tepelnym nebo chemickym podnétem. Préh pro tepelné i mechanické
bolestivé podnéty se v misté aplikace vyrazné zvysi, zatimco prah pro dotyk a chladové
podnéty se nemeéni. Vasodilata¢ni odpovéd’ evokovana injekci substance P nebo histaminu do
kGze po opakované aplikaci kapsaicinu je v porovnani snormalni kizi rovnéz vyrazné
snizend. Simone a spolupracovnici zkoumali ucinek topicky aplikovaného 0,75%
kapsaicinového krému po dobu osmi tydnl u zdravych dobrovolnikii. Prdh pro bolestivy
tepelny podnét se v inicialni fazi (prvni den aplikace) snizil, v dalSich dnech potom doslo
k jeho vyraznému zvySeni. Préh pro mechanické podnéty a chladové podnéty se nezménil,
vasodilata¢ni odpovéd’ na intradermalni injekci histaminu byla snizena. (264)

V jiné studii se tito autofi snaZzili zjistit, jestli intradermalni injekce kapsaicinu zplsobi i
morfologické zmény koznich nervovych zakonceni, které by odpovidaly jeho analgetickym
ucinkiim, a porovnavali stav inervace klize po lokalni aplikaci kapsaicinu s mirou senzitivity
k riznym typim podnétd testovanou psychofyzikalnimi metodami. Po lokalni aplikaci
kapsaicinu byl pozorovan vyrazny pokles az uplné vymizeni imunoreaktivity na PGP 9,5 a
CGRP v epidermis, doslo tedy téméf k Gplné degeneraci epidermalnich nervovych zakonceni
a subepidermalniho plexu. Uginek kapsaicinu na kozni nervova zakonéeni barvici se na
substanci P byl méné vyrazny. Lokalné€ aplikovany kapsaicin sniZil v této studii koZni citlivost
na bolestivé ostré mechanické podnéty a zpusobil téméf uplnou anestesii k tepelnym
podnétim v misté aplikace. Caste¢na reinervace epidermis a astedny navrat senzitivity
k normélnimu stavu byla patrna tfi tydny po aplikaci kapsaicinu. Podle vysledku této studie je
senzorickd dysfunkce zpusobend intradermalné aplikovanym kapsaicinem dusledkem rapidni
morfologické degenerace koznich nervovych zakonceni. (265)

Nolano a spolupracovnici se snazili ovéfit, jestli morfologické zmény intradermalnich
nervovych vlaken ptispivaji k desenzitizaci a hypoalgézii i po topické aplikaci kapsaicinu v
masti na kizi. (219) 0,075% kapsaicinova mast byla opakované aplikovana na kizi predlokti
ctyfikrat denné po dobu tech tydnt. V misté aplikace kapsaicinu doslo ke sniZzeni senzitivity
kize ke vSem typim podnétl, a to zejména k bolestivym mechanickym a tepelnym.
hypoalgézie byla i vtomto pifipadé provdzena degeneraci epidermalnich nervovych
zakonceni, uz tfi dny po prvni aplikaci kapsaicinové masti byl patrny pokles imunoreaktivity
na PGP 9,5 v klizi 0 74% v porovnani s kontrolnim vzorkem. Pteruseni aplikace kapsaicinové
masti bylo nasledovano postupnou reinervaci epidermis, béhem Sesti tydnd pak rovnéZ doslo
k ndvratu senzitivity k podnétim vSech modalit do normélniho stavu. Morfologicka
degenerace epidermdalnich nervovych zakonceni pfispiva ke kapsaicinem indukované
analgesii 1 v pfipadé¢ topické aplikace ve formé¢ masti.

1.6.2. Bolest spojend se zanétem
Bolest pri revmatoidni artritide. 1 lidska synovidlni membrana je za normélnich okolnosti
inervovana senzorickymi nervovymi vldkny citlivymi na kapsaicin pozitivné¢ se barvicimi

imunohistochemickymi metodami na substanci P, které bud’ pfimo souviseji s krevnimi
cévami, nebo jsou volné zakoncena, a zasahuji az do intimy synovialni membrany.
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Klinické studie zkoumajici efekt topicky aplikovaného kapsaicinu na bolest artritického
puvodu pfinaseji nejednoznacné vysledky. Deal a spolupracovnici (71) zjistili snizenou
intenzitu bolesti po 4 tydnech opakované aplikace kapsaicinové masti (0,025%) u 31 pacientl
s postizenym kolennim kloubem revmatoidni artritidou. Naproti tomu, McCarthy a
spolupracovnici pouzili 0,075% kapsaicinovou mast a hodnotili bolest pomoci visudlni
analogové Skaly, funkéni kapacitu kloubt, ranni ztuhlost, silu a otok kloubt. V jejich studii
nezjistili Zadné vyznamné zlepSeni u Zadného ze sedmi pacientdl s postizenim malych kloubt
ruky revmatoidni artritidou. (192) Weisman a spolupracovnici zjistili, ze topickd aplikace
0,075% kapsaicinu po dobu Sesti tydnli zpusobila sniZzenou hladinu zanétlivych mediatora
véetné substance P v synovidlni tekutiné u pacientli s revmatoidni artritidou. (310)

Bolest pri osteoartrose. Stejné jako v ptfipadé revmatoidni arthritidy hraje substance P
klicovou roli i v patofyziologii osteoartrosy. Nékolik studii prokazalo vyrazné zlepSeni a
ulevu od bolesti po 1écbé kapsaicinovou masti u pacientll s osteoartrosou kolenniho kloubu
(0,025% kapsaicinova mast aplikovand po dobu nékolika tydnt u 70 pacientl) a kloubl ruky
(0,075% kapsaicinova mast u 14 pacienti). (76, 192) Jind neddvna klinicka studie zahrnovala
113 pacientli s osteoartrosou kolenniho, hlezenniho, loketniho, ramenniho kloubu a zapésti. U
81% z nich, kterym byla ctyfikrat denné po dobu dvanacti tydnt aplikovana 0,025%
kapsaicinova mast, doSlo k vyraznému zlepSeni v porovnéni s kontrolni skupinou, vysledky
hodnoceni oSetfujicim Iékatem byly shodné s hodnocenim samotnych pacienti pomoci
visudlni analogové stupnice. (8)

1.6.3. Neuropatickd bolest

I pfes omezené mnozstvi presvédéivych diikazh ziskanych v experimentélnich studiich na
zvitatech, je mozny lécebny ucinek topicky aplikovaného kapsaicinu v oblasti neuropatické
bolesti pfedmétem mnoha klinickych studii. Klinické stavy vyznaujici se neuronalnim
poskozenim a naslednym rozvojem neuropatické bolesti obecné odpovidaji velmi mélo na
1écbu béznymi analgetiky a proto je v soucasné dobé soustfedéna pozornost na uplné jiny,
novy pristup k 1écbé tohoto typu bolesti, pficemz topicky aplikovany kapsaicin je povazovan
za jednu z moznosti 1é¢ebné strategie tohoto typu bolesti.

Zpocatku byl prokazan vyraznéjsi 1éCebny efekt topicky aplikovaného kapsaicinu pouze u
malého poctu pacientll s neuropatickou bolesti. Analgeticky uUc€inek kapsaicinové masti
nastupoval vzdy az po nekolikatydenni 1é¢b€é a mnoho pacientli odstupovalo v prvnich
tydnech 1écby z vétSiny klinickych studii z diivodu drazdivych vlastnosti kapsaicinu, ktery po
lokélni aplikaci na kiizi vyvolad sam o sobé palivy bolestivy vjem. Tento nezadouci Gcinek
vSak po opakované aplikaci slabne, az Upln¢ vymizi. Stfedem zdjmu studii zabyvajicich se
neuropatickou bolesti byli zpoc€atku pacienti s diabetickou neuropatii a postherpetickou
neuralgii, u kterych byl zjistén vyrazny lécebny efekt kapsaicinové masti. Na podkladé jejich
vysledkd pak byly nasledné provedeny dalsi velké multicentrické studie zamétené na tadu
dalSich onemocnéni provazenych neuropatickou bolesti. Klinické studie prokazaly vyrazné
zlepSeni po 1écbé topicky aplikovanym kapsaicinem u pacientii s neuropatickou bolesti po
mastektomii, amputacich koncetin, s oralni neuropatickou bolesti i neuralgii trigeminu.

V jedné ze studii bylo 1é¢eno 32 starSich pacientl s chronickou postherpetickou neuralgii
0,075% kapsaicinovou masti po dobu Sesti tydnil, intenzita bolesti pak byla hodnocena
subjektivné pomoci visualni analogové Skaly a objektivné oSetfujicim lékafem. Po Sesti
tydnech 1é¢by doslo u vice nez 80% pacientl z této skupiny k vyraznému zlepseni a ulevé od
bolesti. (25) Vjiné studii 1écil Watson a spolupracovnici skupinu 33 nemocnych
s postherpetickou neuralgii, tentokrat 0,025% kapsaicinovou masti a také zjistili velmi dobry
analgeticky efekt kapsaicinu u téchto pacientl. (308) Peikert a spolupracovnici se ve své
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studii zabyvali nejen analgetickym u¢inkem topicky aplikovaného kapsaicinu na chronickou
postherpetickou neuralgii, ale také casovym pribéhem a dobou trvani tohoto efektu. 39
pacientill s timto onemocnénim bylo 1éceno 0,025% kapsaicinovou masti po dobu osmi tydnt
a 72,2% znich udavalo zlepsSeni a ulevu od bolesti jest¢ 10 — 12 mésict od zacatku 1éCby.
Lécebny tucinek kapsaicinu nebyl zavisly na véku pacienta, lokalizaci nebo trvani
postherpetické neuralgie, poruchach citlivosti nebo charakteru bolesti. (226) Efektem
dlouhodobé 1écby topicky aplikovanym 0,075% kapsaicinem a zejména jeji bezpecnosti se
zabyvala klinicka studie Watsona a jeho spolupracovnikil. Sledovali 77 pacientti s chronickou
postherpetickou neuralgii a zjistili, Ze pfi prolongované 1é¢bé 0,075% kapsaicinovou masti po
dobu dvou let dochédzi k potenciaci lécebného efektu, 86% nemocnych pozorovalo po
dvouleté terapii jeSte¢ vyrazné€jsi zlepSeni a ulevu od bolesti oproti stavu po Sesti tydnech
lécby. Nebyly zjistény ani zddné zdvazné nezadouci ucinky topicky aplikovaného 0,075%
kapsaicinu. (307)

Scheffler a spolupracovnici zkoumali G¢inek opakované aplikované 0,075% kapsaicinové
masti po dobu osmi tydni na neuropatickou bolest zptsobenou diabetem. Do experimentalni
skupiny byli vtéto studii zafazeni pacienti s neuropatickou bolesti diabetick¢ho plvodu
interferujici se spAnkem a béZnymi dennimi aktivitami a neovlivnitelnou béZnymi analgetiky.
Po osmi tydnech doslo ke zlepSeni u vice nez 90% nemocnych. (258) Skupina kapsaicin study
group sledovala 277 pacientli s neuropatickou bolesti diabetického pivodu (138 bylo léceno
0,075% kapsaicinem po dobu osmi tydnd, 139 placebo). VSechny sledované parametry v této
studii (spontanni bolest, schopnost chiize, béznych dennich aktivit a prace, kvalita spanku) se
u pacientl léenych kapsaicinovou masti ¢tyfikrat denné po dobu osmi tydnt vyrazné zlepSily
v porovnani s nemocnymi lé€enymi placebem. (40)

Rada studii se zabyva u¢inkem kapsaicinové masti na bolest po mastektomii. Po tomto
operacnim zékroku se vurCitém procentu piipadii rozvine bolestivy syndrom, kdy
bezprostiedn¢ nebo kratce po operaci nastoupi intenzivni bolest lokalizovand v oblastech
inervovanych koznimi vétvemi interkostdlnich a interkostobrachidlnich nervii, ktera perzistuje
a je obtizn€ ovlivnitelnéd analgetickou terapii. Ve studii Watsona doslo ke zlepSeni u 12 ze 14
pacientek trpicich timto syndromem po c¢tyitydenni 1&€bé 0,025% kapsaicinovou masti. Jesté
po Sesti mésicich od ukonceni 1é€by udéavalo vyraznou ulevu od bolesti 50% nemocnych.
(309) Vjiné studii byla pouzita 0,075% kapsaicinova mast rovnéZ s dobrym lécebnym
efektem na tento bolestivy stav. (306) Dini a spolupracovnici sledovali 21 pacientek
s rozvinutym bolestivym syndromem po mastektomii a 1écebny efekt 0,025% kapsaicinové
masti aplikované tiikrat denné¢ po dobu dvou mésicii témto nemocnym. V 10,5% piipada
doSlo k Gplnému vymizeni ptfiznakl a v 57,9% piipadd k vyrazné ulevé od bolesti. Jesté tii
mésice po preruseni 1écby pretrvaval u velké vétSiny nemocnych vyrazny analgeticky ti€inek
kapsaicinu. Lécba kapsaicinovou masti byla ve vSech piipadech dobie tolerovana, bez
zavaznych vedlejsich nezaddoucich ucinki. (78)

Topicky aplikovany kapsaicin mize byt velmi ucinny i v 1é€bé reflexni sympatické
dystrofie. Cheshire a Snyder (58) popsali ptipad, kdy tfitydenni 1écba topicky aplikovanym
0,025% kapsaicinem zpusobila docasnou, ale velmi vyraznou ulevu od bolesti u pacientky
s timto onemocnénim. Kapsaicin se tedy jevi jako uc€inny prostiedek v 1é€bé reflexni
sympatické dystrofie pravdépodobné¢ mechanismem deplece substance Pz primarnich
aferentnich neuronli zodpovédnych za alodynii typickou pro toto onemocnéni a modulaci
eferentni aktivity neuroni sympatiku.

Fusco a spolupracovnici pouzili v jedné z klinickych studii 0,05% kapsaicinovou mast,
kterou aplikovali opakované po dobu 15 — 20 dni pacientiim s neuralgii trigeminu, a prokazali
velmi dobry analgeticky efekt kapsaicinu v 1écbe tohoto onemocnéni. (102) Neuralgie
trigeminu se v nékterych ptipadech mlize projevovat i jako intraoralni bolest. Studie Epsteina
a Macroe zahrnovala 24 pacientl s intraoradlni neuropatickou bolesti, kterym byl topicky
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aplikovéan 0,025% kapsaicin po dobu n¢kolika mésici. Kompletni remise nastala ve vice nez
30% ptipadi, ¢astecnou tlevu od bolesti udavalo rovnéz vice nez 30% pacientd. (93)

1.6.4. Nékteré dalsi klinické indikace

Existuje nckolik studii, které prokazuji analgeticky ucinek kapsaicinu aplikovaného
topicky na nosni sliznici pfi migrendznich bolestech hlavy. V jedné z nich byl kapsaicin
pacientim aplikovan denné po dobu sedmi dni s vyraznym analgetickym efektem oproti
placebu, v né&kolika ptipadech doslo dokonce ke kompletnimu vymizeni ptiznakd. (188)
Marks a spolupracovnici sledovali v této studii skupinu pacientli s bolestmi hlavy po dobu
patnacti dnti, analgeticky efekt kapsaicinu vSak nastoupil az po opakované aplikaci trvajici
minimaln¢ jeden tyden. Mechanizmus, kterym kapsaicin zptsobi ulevu od tohoto typu bolesti,
neni pfesné¢ objasnén, nicméné bylo prokdzano, ze se trigeminalni neurony obsahujici
substanci P podili na patofyziologii migrendzni bolesti hlavy. Topicky aplikovany kapsaicin
pak miZe mit za nasledek opét depleci substance P ze zakonc¢eni téchto senzorickych neuronti
a tim jejich naslednou desenzitizaci.

Dobry lécebny efekt topicky aplikovaného kapsaicinu byl klinickou studii prokazan i
v piipad¢ bolesti souvisejici s fibromyalgii. Po ¢tyitydenni 1écbé 0,025% kapsaicinovou masti
pozorovali pacienti vjedné ze studii zlepSeni zvySené citlivosti na dotyk (mechanické
alodynie), kterd je pro toto onemocnéni typickd, na druhou stranu k vymizeni nebo snizeni
intenzity spontanni bolesti pfi tomto onemocnéni po 1écbé kapsaicinem nedoslo. (193)
Analgeticky ucinek kapsaicinu nastupuje az béhem nékolika tydni od zapoceti 1é€by, takze je
velmi pravdépodobné, ze by dlouhodobéjsi 1é€ba nebo pouziti 0,75% kapsaicinové masti
pfinesla lepsi terapeuticky ucinek.

Dalsi oblasti, ktera se stava predmétem zajmu pro lécebné vyuziti topicky aplikovaného
kapsaicinu, je 1écba pruritu. Bylo prokazéano, ze senzoricky vjem svédéni je veden urcitou
skupinou kapsaicin-senzitivnich nociceptivnich neuronil, experimentalni blokada pienosu C-
vlakny snizi intenzitu vnimani svédéni. (180, 197) Ve studiich na lidskych dobrovolnicich
zablokoval kapsaicin rozvoj pruritu po expozici histaminu a alergeniim, dobry 1é€ebny G¢inek
topicky aplikovaného kapsaicinu byl prokdzan i v n¢kolika klinickych studiich u pacient
s riznymi onemocnénimi provazenymi svédénim jako je naptiklad psoriasis. (162, 315)

Ve snaze farmakologicky ovlivnit TRPV1 receptory za Gc¢elem analgézie existuji obecné
dva rizné pfistupy. Prvni z nich spociva ve vyuziti TRPV1 agonistli, jejichz plsobenim
dochazi k funkéni desenzitizaci az morfologické destrukci kapsaicin-senzitivnich
nociceptivnich nervovych vldken, druhy znich vyuzivd GCinku specifickych TRPVI
antagonistl, které tyto receptory blokuji. Alternativnim pfistupem je naptiklad vyuziti
funk¢nich protilatek proti TRPV1 receptoru nebo genova interference a ovlivnéni exprese
proteintt TRPV1 iontového kanéalu na molekularné genetické trovni.

Terapeuticky pfistup v 1é€bé bolesti na principu desenzitizace kapsaicin-senzitivnich
nociceptorti pisobenim TRPV1 agonisti je vyuzivan podstatné déle nez vyuziti specifickych
TRPV1 antagonistl. Existuje fada ptfirozenych chemickych TRPV1 aktivatort, které byly
identifikovany a izolovany vétSinou z rostlin, coz vedlo k ziskani dileZitych informaci o
biologické funkci a farmakologii TRPV1 receptoru jest¢ pied objevem piesnych
aminokyselinovych sekvenci jeho proteintl a naklonovanim. Byly charakterizovany spolecné
znaky v chemické struktuie téchto latek a na zdkladé predpokladu, Ze substance s podobnou
chemickou strukturou maji i podobné farmakologické ucinky, vyvinuly farmaceutické firmy
fadu syntetickych TRPV1 agonistii za Gc¢elem klinického pouZiti. Protoze dochazi jejich
uc¢inkem k uplné funkéni desenzitizaci aZz morfologické destrukci nociceptivnich vlaken
exprimujicich na svych membranach TRPV1 receptory, jevi se TRPV1 agonisté oproti
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specifickym antagonistim jako analgeticky U¢inng&j$i a jejich vyuziti v 1écbé bolesti jako
vyhodnéjsi. Inicidlni excita¢ni G€inek vSak zplisobuje v prvni fazi silnou bolestivost v misté
aplikace, kterd je pacienty Casto Spatné tolerovana, analgetického ucinku je navic napf. pfi
lokalnim pouziti kapsaicinu dosazeno az po opakované aplikaci po dobu nékolika tydnd.
Resiniferatoxin je oproti kapsaicinu Iépe tolerovan, nebot’ je v porovnani s kapsaicinem
mnohokrat siln¢j$im agonistou a bolestivost v misté¢ aplikace pfi pouziti resiniferatoxinu
v koncentraci dostatecné k desenzitizaci kapsaicin-senzitivniho nociceptoru je tudiz podstatné
mensi. Lokalné aplikovany resiniferatoxin je pouzivan v 1é€bé hypersenzitivniho mocového
méchyfe. Z chemického hlediska je vSak molekula resiniferatoxinu velkd a vysoce
hydrofobni, nadrocné na syntézu a nestabilni ve formé roztoku. Jeho farmakologické ucinky a
pfipadné dal$i vyuziti v klinické praxi je nutné podrobn&ji ovéfit klinickymi studiemi.
Z divodu vyrazné bolestivosti v misté aplikace pii lokalni 1é€bé TRPV1 agonisty vyvinuly
farmaceutické firmy i peroralni formy téchto latek, jednd se naptiklad o latku olvanil
aktivujici TRPV1 receptory. Velkym problémem pfi systémové aplikaci peroralnich 1ékovych
forem TRPV1 agonisti jsou vSak jejich zdvazné systémové vedlejsi ucinky. V klinické praxi
jsou tudiz v 1écbé bolesti i nadéale nejcastéji vyuzivany kapsaicinové preparaty k lokalni
aplikaci, napfiklad ve formé& naplasti nebo masti, pfipadné syntetické analogy kapsaicinu,
jejichz inicidlni drazdivy ucinek je pii lokalni aplikaci méné vyrazny. Lécebny efekt lokalné
aplikovaného resiniferatoxinu v 1é€bé hypersenzitivity moc¢ového méchyte (hyperaktivity
musculus detrusor) je v soucasné dobé testovan fadou klinickych studii. (236, 279)

Po detailni charakteristice strukturnich proteintit TRPV1 iontového kandlu na molekularni
urovni se biotechnologicky i1 farmakologicky vyzkum zaméfil na identifikaci a syntézu
specifickych antagonistii tohoto receptoru. Piedpokladalo se totiz, ze pouziti TRPVI
antagonsitil v 1écbé bolestivych stavil pfinese v porovnani s agonisty fadu vyhod. Antagonisté
TRPV1 receptori nevykazuji inicidlni aktivaéni G¢inek a nezpusobi tudiz nepiijemny
bolestivy vjem po jejich aplikaci, pouze s vysokou selektivitou zablokuji TRPV1 receptory.
Jejich efekt nastupuje okamzité, inaktivace TRPV1 receptoru piisobenim antagonistl nema
za nasledek kompletni destrukci kapsaicin-senzitivniho nociceptivniho vldkna. Jednim
zprvnich takto charakterizovanych kompetitivnich TRPV1 antagonistii je capsazepin,
strukturni analog kapsaicinu, ktery byl dlouhou dobu nejcastéji pouzivanym TRPV1
antagonistou viibec. Postupem casu se vSak ukdzalo, ze ucinek capsazepinu neni Uplné
selektivni na TRPV1 receptory. V koncentraci, kterd je nutna k blokadé¢ TRPV1 receptort,
inhibuje capsazepin zaroven acetylcholinové receptory a napétoveé zavislé kalciové kandly.
V podminkéch in vivo navic nejevi tento slaby antagonsita vyraznou efektivitu, jeho uc¢innost
se li8i u riznych zivociSnych druhli a zavisi na modalité testovaného podnétu. Vzhledem
k metabolické nestabilité neni capsazepin vhodnou latkou k pfipadnému uziti v klinické praxi.
Omezenou U¢innost ma i dalsi TRPV1 antagonista, ruthenium red, anorganické barvivo
blokujici vstup kalcia do bun¢k. Ruthenium red je neselektivnim antagonistou v§ech TRPV
kanali, svym ucinkem ovliviiuje celou fadu dalSich receptorii a iontovych kanali a inhibuje
uvoliiovani mediatorti jako acetylcholin nebo GABA. Modifikaci molekuly resiniferatoxinu
halogenaci (napt. 5-iodo-resiniferatoxin) se tento jinak potentni agonista stavd TRPV1
antagonistou. Ani efektivita iodo-resiniferatoxinu jako TRPV1 antagonisty vSak nebyla in
vivo dosud spolehlivé prokazana. Stejné jako v pfipadé resiniferatoxinu je velkym problémem
obtiznd syntéza této hydrofobni molekuly, jeji nestabilita v roztoku a Spatnd biologicka
dostupnost.

V neddvné dobé byly nasyntetizovany novi TRPV1 antagonisté, z hlediska chemické
struktury se jednd o derivaty urey nebo amidové slouceniny. Do prvni skupiny patii naptiklad
latky na bazi piperazinyl-urey (latka BCTC, Purdue Pharma), thiourey, nebo pyrrolidin-urey
(latka SB-452533, GalaxoSmithKline), velkou skupinu uc¢innych TRPV1 antagonistii tvofi
derivaty urey s 5-isochinolinovou skupinou. Protoze v piipadé¢ modifikace jinymi izomery
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isochinolinu nebo chinolinu ztraci molekula urey uG¢innost jako TRPVI1 antagonista, je
pravdépodobné, ze pravé 5-isochinolinova skupina je kli¢ova pro interakci s vazebnym
mistem na TRPV1 receptoru. Uinnou alternativou 5-isochinolinovych derivatti urey jako
antagonistt TRPV1 receptort jsou také 4-aminoindolové a hydroxy-tetrahydronaftalenové
derivaty. Druhou skupinu nové vyvijenych TRPV1 antagonistl ptedstavuji amidové
slouceniny. Typickym piikladem je derivat cinnamidu SB-366791 (SB-366791,
GalaxoSmithKline), vysoce potentni, kompetitivni antagonista lidskych i potkanich TRPV1
receptort s dobrou selektivitou ucinku. Derivaty cinnamidu SB-705498 (SB-705498,
GalaxoSmithKline) a AMG 517 (AMG 516, Amgen) jsou nyni ve fazi I a II klinického
testovani. Chemicka struktura nejnovéjSich antagonistt TRPVI1 receptorii, vyvijenych
v soucasné dobé, ma jiz malo spole¢ného s pfirodnimi vaniloidnimi slou¢eninami. Soucasny
vyzkum je zaméfen na derivaty pyrimidinu (naptiklad pyridol-2,3-d-pyrimidin nebo
chinazolin-4-pyrimidin), piperazinové derivaty benzimidazolu, derivaty N-alkylglycinu a fadu
jinych. (236, 279)

1.7. Shrnuti

V perifernich mechanismech nocicepce se pii chronickych bolestivych stavech
vyvolanych zdnétem nebo poranénim periferniho nervu uplatiiuji G€inky mnoha chemickych
mediatort, které spolu Casto interaguji a zptisobuji tak zvySeni citlivosti a zesileni aktivace
senzorickych zakonceni podnétem (senzitizace, facilitace). Jejich podstatou miize byt pfimé
plsobeni na senzorické nervové zakonceni nebo nepiimy Uc¢inek na tkanové struktury v jeho
bezprostiednim okoli. Uspéch 1é¢ebné strategie, jejiz podstatou je plisobeni na jisty mediator,
zavisi na celkovém podilu tohoto medidtoru v pfenosu bolestivé informace ve vztahu
k ostatnim tkanovym pisobkim. Napiiklad uspéch lécebné strategie pomoci inhibice syntézy
prostaglandind, které jsou pouze jednou z mnoha skupin senzitizujicich substanci, mize tim
padem spocivat v ovlivnéni nejen jejich pfimych senzitiza¢nich u¢inkl na senzorické nervové
vlakno, ale i fady dalSich, a to na rGznych urovnich komplexni kaskady déjh uplatiiujicich se
v zangtlivé bolesti (naptiklad uvolfiovani jinych medidtorti z okolnich struktur). V piipadé
neuropatické bolesti je podil perifernich tkanovych mediatort na jejich neurdlnich
mechanismech jiny nez u chronické zéanétlivé bolesti, u neuropatické bolesti pfispivaji
vyznamnou mérou k perifernim mechanismiim nocicepce fenomény hyperexcitabilita a
spontanni vzruchova aktivita primarnich aferentd.

Ukazalo se, ze zanétliva bolest 1 bolest zptisobena neurdlnim poranénim jsou ptistupné
k plisobeni analgetik aplikovanych lokalnég, takze je v 1é€bé obou téchto stavli mozné vyuzivat
viech vyhod lokalni aplikace w¢innych latek k jejich ovlivnéni. Uspéch lé¢ebné strategie
zavisi na podilu zanétlivé a neurogenni komponenty. Ackoliv se nejednd o dvé vzajemné se
vylu€ujici kategorie mechanismi, je zfejmé, ze urCité zpusoby analgetické 1écby jsou
ucinngjsi v nékterych stavech vice nez v jinych. Napitiklad 1é¢ba pomoci NSAID nebo jinych
latek modulujicich zdnét miZe mit limitovany ucinek na bolest po neurdlnim poranéni, tato
neuropatickd bolest je zase citlivéjsi na latky plisobici pfimo na senzoricky nerv snizujici jeho
aferentni vzruchovou aktivitu.

Vzhledem k chemické sloZitosti a komplexnosti neuralnich mechanismi bolesti je nutné si
uvédomit, Ze optimalni 1é¢ba bolestivych stavii Casto vyZzaduje kombinaci n€kolika riznych
analgetik. I kdyz mize i 1écba jednou uc€innou latkou pfinést vyraznou ulevu, jedna se
vétSinou jenom o ¢astecné terapeutické ovlivnéni bolesti, vyzadujici soucasné podani dalsiho
analgetika za G¢elem komplexnéjsiho efektu. V piipad¢ zanétlivé bolesti se jednd o kombinaci
inhibitorti riznych zanétlivych medidtord, u neuropatické bolesti je to kombinace riznych
latek ovliviiujicich pfimo senzorickda zakonceni na periferni urovni. V piipadé vzniku
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tolerance k analgetickému ucinku po opakované periferni aplikaci n¢kterych latek (naptiklad
opioidi), bylo by mozné pomoci kombinované terapie n¢kolika rliznymi analgetiky inhibovat
tyto mechanismy zodpovédné za vznik tolerance (napiiklad kombinace opioidii a antagonisti
NMDA receptortt). Vyvoj kombinovanych analgetickych preparati k lokalni aplikaci je jisté
jednim zvelmi uZiteCnych terapeutickych pfistupii a vzhledem k niz§imu vyskytu
systémovych nezddoucich ucinkl a lékovych interakcei, predstavuji topické i lokalni 1ékové
formy analgetik k 1é€bé chronickych bolestivych stavii velmi slibnou cestu.

I kdyz existuje cela fada dalSich nejen farmakologickych terapeutickych pfistupt (napf.
transkutanni elektrickd stimulace aj.), nelze n€kdy pifes veskerou snahu chronickou bolest a
doprovazejici symptomy ovlivnit, v téchto pfipadech je pak nutny citlivy psychologicky a
psychoterapeuticky piistup. Uginna pooperaéni analgézie snizuje mnoZstvi poopera¢nich
komplikaci, umoziiuje casnou rehabilitaci, zkrati dobu hospitalizace a celkové
rekonvalescence.
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2. Hypotézy a cile studie

2.1. U¢inky lokdlnich anestetik na bolest chirurgického piivodu

Alodynie a hyperalgézie jsou patologické bolestivé stavy, které se mohou rozvinout jako
disledek periferni a centralni senzitizace nociceptivnich neuroni v podminkéach tkanového
poranéni chirurgickym zakrokem. V pilotni fazi studie byla bolest chirurgického plivodu
zkoumdana na zvifecim modelu incise kize hibetu a cilem téchto pokust bylo v prvni fadé
prokézat a podrobné charakterizovat rozvoj pooperacni mechanické alodynie i1 hyperalgézie,
primarni i sekundéarni. Soucasna aktivace velkého mnozstvi perifernich neurdlnich zakonceni
intenzivnim nociceptivnim podnétem zpiisobujicim tkanové poranéni a naslednd zvySena
aferentace z mista poranéni zpiisobi facilitaci synaptického pifenosu velkého mnozZstvi
riznych neurond zadnich rohii michy. Protoze je tento fenomén podstatou heterosynaptického
mechanizmu centralni senzitizace zavislého na neurondlni aktivité, ktery miize vést k rozvoji
chronické bolesti a patologickych bolestivych stavii, ptredpokladali jsme, ze v piipade
kompletni blokady aferentace z mista poranéni pomoci lokalniho anestetika aplikovaného
pfedoperacné do mista incise, dojde k zablokovani rozvoje centrdlni senzitizace a tudiz i
rozvoje mechanické alodynie a hyperalgézie na tomto zvifecim modelu. Pfedoperacni
aplikace lokalnich anestetik by v takovém piipad¢ predstavovala ucinnou strategii ve snaze
ovlivnit bolest chirurgického ptivodu.

2.2. Ucinky lokdlné aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci na bolest
chirurgického puvodu

Soucasna aktivace velkého mnoZstvi perifernich neurdlnich zakonceni intenzivnim
nociceptivnim podnétem zplsobujicim tkanové poranéni je podstatou heterosynaptického
mechanismu centralni senzitizace zavislého na neurondlni aktivité. Nésledujici cast studie
byla selektivné zaméfena na urcitou skupinu neuralnich zakonceni takto aktivovanych
chirurgickou incisi a jejich tlohu v pooperaéni bolesti, a to na periferni zakonceni neuront
specificky reagujicich na nociceptivni podnéty senzitivni na chemickou latku kapsaicin. Jejim
cilem bylo zjistit ulohu téchto kapsaicin-senzitivnich nociceptori v mechanismech pooperacni
alodynie a hyperalgézie a Uc¢inek lokaln¢ aplikovaného kapsaicinu na rozvoj pooperacni
bolesti. Kapsaicin ve vysoké koncentraci zpisobi desenzitizaci az uplnou morfologickou
destrukci zakonceni kapsaicin — senzitivnich neuroni. Pfedpokladali jsme tedy, Ze po lokalni
aplikaci kapsaicinu ve vysoké koncentraci pred chirurgickym zékrokem na zvifecim modelu
plantarni incise dojde k vyfazeni kapsaicin-senzitivnich nervovych vldken, tudiz
k selektivnimu zablokovani nociceptivni aferentace z mista incise, a naslednému zablokovéni
rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie a mechanické alodynie 1 hyperalgézie.

2.3. Senzitizace mi§nich neuronii chirurgickou incisi a jeji ovlivnéni lokdlné aplikovanym
kapsaicinem ve vysoké koncentraci

Zvysena vzruchovéa aktivita nociceptori v terénu tkdnového poranéni mize zplsobit i
dlouhodobé zmény synaptického ptenosu v zadnich rozich michy, a to mechanismem aktivace
nékterych transkripcnich faktori a zménami na trovni transkripce genti kodujicich proteiny
zodpovédné za synapticky prenos vzruchu. Vysledkem jsou zmény excitability a vodivych
vlastnosti, v nékterych ptfipadech az zména fenotypu neuronu ve smyslu senzitizace. V ¢asné
fazi je touto cestou indukovan naptiklad gen ¢ - Fos kodujici transkripéni faktor Fos, jehoz
exprese je vyuzivana ke studiu nocicepce. Protein Fos je funkéni marker slouzici
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k identifikaci neuroni centrdlniho nervového systému senzitizovanych intenzivnim
nociceptivnim podnétem. Cilem nasledujici ¢asti studie bylo prokdzat centrdlni senzitizaci
misnich neuronii chirurgickou incisi pomoci exprese ¢ — Fos v zadnich rozich michy
imunohistochemickou metodou a ovéfit touto metodou efekt predoperacné aplikovaného
kapsaicinu do mista incise na jeji rozvoj. Pfedpokladali jsme, Ze pomoci exprese ¢ — Fos bude
prokézano zablokovani rozvoje centrdlni senzitizace misnich neuronti pisobenim lokalné
aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci, a to v disledku vyfazeni kapsaicin-
senzitivnich nervovych vlaken a selektivnimu zablokovani nociceptivni aferentace z mista
incise, coz bude vsouladu s hypotézou piedchozi, behaviordlni Casti studie. V ptipade
blokady centralni senzitizace miSnich neuronli chirurgickou incisi plsobenim lokalné
aplikovaného kapsaicinu pak nedojde k rozvoji pooperacni alodynie a hyperalgézie.

2.4. Uloha perifernich a centrdlnich TRPV receptorii v mechanismech nocicepce u bolesti
chirurgického puvodu

Kapsaicinové TRPV1 receptory jsou exprimovany na perifernich 1 centralnich
zakoncCenich kapsaicin — senzitivnich neuronti a hraji vyznamnou roli v transmisi nociceptivni
informace 1 v jeji modulaci. Jsou to molekularni integratory fyzikalnich a chemickych
bolestivych podnétii podléhajici vyznamnou mérou senzitizaci v prostiedi zanétu pod vlivem
pusobeni tkanovych medidtord. Je velmi pravdépodobné, ze se pravé tyto kapsaicinové
TRPV1 receptory diky svym biologickym vlastnostem vyznamné podili také na rozvoji
pooperacni tepelné a mechanické hyperalgézie 1 mechanické alodynie na zvifecim modelu
plantarni incise. Cilem nasledujicich pokusii bylo potvrdit tlohu perifernich TRPV1
receptorli, otestovat efekt lokaln€¢ aplikovaného specifického antagonisty na TRPVI
receptorech v ovlivnéni pooperacni bolesti, a dale zjistit ptipadnou tlohu centralnich TRPV1
receptorll v neuralnich mechanismech rozvoje tohoto bolestivého stavu. Predpokladali jsme,
ze blokada perifernich TRPV1 receptori pomoci lokalné aplikovaného antagonisty i
centralnich TRPV1 receptorti pomoci intratekalné aplikovaného antagonisty ucinné zablokuje
rozvoj pooperacni hypersenzitivity na mechanické a tepelné podnéty. Kliova uloha
perifernich a centrdlnich TRPV1 receptori v rozvoji tohoto bolestivého stavu by tak byla
spolehlivé prokazana a blokdda TRPV1 receptorii specifickym antagonistou by predstavovala
dalsi z moznych zpiisobii t¢inného farmakologického ovlivnéni pooperacni bolesti.

2.5. Uloha centrilnich TRPVI receptorii v nocicepci, mechanismy jejich aktivace a
senzitizace

TRPV1 receptory jsou exprimovany nejen na perifernich, ale také na centralnich
vybézcich kapsaicin — senzitivnich nociceptord. Jejich uloha v miSe vSak neni dosud uplné
objasnéna, jednou z nevyfeSenych otdzek zlstava zpusob jejich aktivace. Existuji endogenni
agonisté na TRPV1 receptorech, ale jsou to latky velmi malo G¢inné a jejich koncentrace
v miSe je za fyziologickych podminek téméf zanedbatelné nizka. V podminkéach zanétu nebo
tkanového poranéni se vSak koncentrace endogennich agonisti vyrazné zvysi a v disledku
pusobeni riznych zanétlivych mediatori uvolnénych v misté poranéni (zejména bradykininu)
dochazi rovnéz k vyrazné senzitizaci TRPV1 receptori k pisobicim podnétim. Cilem této
¢asti studie bylo ovéfit, Ze jsou centralni TRPV1 receptory senzitizované v dusledku poranéni
chirurgickou plantarni incisi aktivovany plisobenim endogennich agonistii a podili se tak na
pfenosu nociceptivni informace z mista poranéni. K aktivaci centralnich TRPV1 receptort byl
v téchto pokusech pouzit intratekalné aplikovany endogenni TRPV1 agonista, senzitizace
centralnich TRPV1 receptort bylo dosazeno ti¢inkem intratekalné€ aplikovaného bradykininu.
Pti soucasné aplikaci obou latek byl o¢ekavan rozvoj hypersenzitivity experimentalnich zvifat
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na mechanické a tepelné podnéty v disledku aktivace senzitizovanych TRPV1 receptori
endogennim TRPV1 agonistou. Je velmi pravdépodobné, ze po chirurgickém zakroku dochézi
jednak ke zvySeni syntézy endogennich agonisti na TRPVI1 receptorech a zaroven jejich
senzitizaci pod vlivem pisobeni tkanovych mediatort zanétu, a ze se centrdlni TRPV1
receptory pravé timto mechanismem uplatiiuji v rozvoji pooperaéni bolesti. Experimentalni
blokdda hypersenzitivity na tepelné a mechanické podnéty zplGsobené aktivaci
senzitizovanych TRPV1 receptorit G€inkem specifického TRPV1 antagonisty méla pfinést
spolehlivy dikaz tlohy centrdlnich TRPVI1 receptori v nocicepci 1 vrozvoji bolesti
chirurgického plvodu. Intratekéalni aplikace specifického TRPV1 antagonisty by v ptipadé
potvrzeni této hypotézy znamenala efektivni pfistup v 1é€bé tohoto bolestivého stavu.
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3. Metody

K experimentiim této studie byli pouziti samci laboratornich potkani kmene Wistar (200 —
250 g), chovanych v plastovych klecich na mékké podestylce s volnym pfistupem k vodé a
potravé pii dvanictihodinovém cyklu svétla a tmy. Celkem bylo pouzito 173 potkant.
Behavioralni pokusy byly provadény na zvifatech seznamenych s experimentalnim prostiedim
a procedurami 4 — 5 dnti pfed zahdjenim vlastniho experimentu. VSechny postupy a procedury
pouzité v této studii 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 zvitaty.

3.1. Behavioralni metody
3.1.1. Testovani citlivosti zvifat na mechanické podnéty

Odpovédi zvifat na mechanické podnéty byly testovany pomoci Von Freyovych vlaken.
Tato riizné silnd nylonovd monofilamenta byla nejprve kalibrovana na digitalni vaze, pomoci
které byla zjiSténa a zaznamendna sila nutna k jejich ohnuti. Méfeni bylo opakovéano pro
kazdé vlakno desetkrat, vyslednou mechanickou silu daného vldkna predstavovala primérna
hodnota z téchto deseti méteni. Kalibrace byla provedena vzdy pfed zacatkem a po skonceni
kazdého pokusu abychom ovéfili, Ze se intenzita pouzit¢tho mechanického stimulu béhem
experimentalni procedury nezménila.

Potkani byli nejprve umisténi na vyvyseny kovovy rost s otvory 4 x 4 mm pod prihledné
plastové boxy a ponechani vklidu 15 min za ucelem adaptace na nové prostiedi. K
mechanické stimulaci byla pouzita Von Freyova vldkna o silach 10, 20, 35, 59, 80, 140, 290 a
370 mN. Tyto mechanické podnéty rizné intenzity byly aplikovany ze spodni strany roStu na
ktzi planty pedis zadnich koncetin zvifete. Kazdy stimul byl aplikovdn Sestkrats
dvousekundovym ¢asovym odstupem mezi jednotlivymi stimulacemi, od nejnizsi intenzity
postupné k vy$§im. Vldknem bylo vzdy stimulovdno piesné uréené misto planty pedis,
v bezprosttedni blizkosti chirurgické incise (do 1 mm, viz. ddle), stejné na obou zadnich
koncetinach zvitete. Zaznamenan byl pocet vyvolanych reflexnich odpovédi (elevaci koncetin
od podlozky) pro kazdy podnét. PrenaSeni vahy nebo spontanni pohyby zvifete nebyly
povazovany za odpovéd’. Kontrolni odpovédi na mechanické podnéty byly zjistény u vSech
zvitat pfed provedenim jakékoliv experimentalni procedury.

3.1.2. Testovani citlivosti zviiat na tepelné podnéty

Odpovédi zvifat na stimulaci teplem byly testovany pomoci tepelného podnétu
aplikovaného na oblast planty pedis zadnich koncetin. Potkani byli umisténi pod plastové
prihledné boxy na vyvysSenou, 3 mm silnou sklenénou desku, umoziujici manipulaci
s kontrolovanym zdrojem salavého tepla na jeji spodni strané.

Potkani byli ponechdni adaptovat se na experimentalni prostfedi nejméné 15 min pied
zahdjenim stimulace. Jako zdroj sadlavého tepla slouzil tepelny stimulator (50 W, Dittel,
Praha). Timto tepelnym podnétem byla stimulovana pfesné¢ vymezena oblast klize planty
pedis zadni koncetiny, do které pak byla experimentalnim zvifatim aplikovéna intradermalni
injekce a provedena chirurgickd incise (viz. dale), stejné misto bylo stimulovano i na
koncetin¢ kontralateralni. Zaznamendvany byly Casové intervaly, za které zvifata reflexné
odtahovala koncetinu od zdroje tepla od okamziku zacatku plsobeni podnétu. Maximalni
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doba stimulace byla omezena na 30 s, aby nedoslo k traumatizaci plantarni kiize pisobenim
podnétu. Tepelny stimulus byl aplikovan na danou koncetinu vzdy tfikrat po sobé
s pétiminutovym Casovym odstupem mezi jednotlivymi stimulacemi. Kontrolni odpovédi na
tepelny podnét byly zaznamenany pro kazdé zvife pred zahdjenim jakékoliv experimentalni
procedury.

3.2. Chirurgické procedury
3.2.1. Intradermadlni injekce

Na plantarni kzi experimentalni koncetiny byla nejprve vyznacena 1 cm dlouhd linie
rovnobézna s dlouhou osou planty pedis, probihajici pfiblizné¢ uprostfed od okraje paty
distadlnim smérem. Tato linie oznaCovala misto injekce a/nebo incise. 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 prubéhu
injekce pronikla jehla kazi na distdlnim konci vyznacené linie. Injikovany roztok se v kizi
nepatrné rozsitil a vytvoril maly puchyt. V oblasti tohoto puchyie byla pozd¢ji provedena
chirurgickd incise. V pokusech, kdy byla intradermalni injekce aplikovdna aZz po vytvoieni
incise, byl objem injikovené latky rozdélen do dvou stejnych bolusi, které byly injikovany
v tésné blizkosti pii obou okrajich incise. Roztok kapsaicinu (49 mM) byl pfipraven ze
zasobniho roztoku (490 mM, 65% HPLC natural capsaicin, Fluka rozpustény v ethanolu)
roziedénim 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. Rozpoustéci 0,9% roztok
NaCl s 10% ethanolem obsahoval stejnou koncentraci ethanolu jako roztok kapsaicinu nebo
TRPV1 antagonisty. Po injekci byla zvifata ponechana v klecich, aby se zotavila z celkové
narkézy.

3.2.2. Plantarni incise

Pokusy byly provadény na zvifecim modelu pooperacni bolesti, ktery poprvé popsal
Brennan et al., 1996. (32) V celkové anestézii etherem byla za sterilnich podminek provedena
longitudinélni incise plantarni kiize a plantarniho svalu potkant. Tato 7 mm dlouha incise,
s proximalnim zacatkem 3 mm od okraje paty a probihajici distadlnim smérem rovnobézné
s dlouhou osou planty pedis, byla vytvofena protétim kize a fascie planty pedis skalpelem
s Cepelkou 11. Musculus plantaris byl rovnéz longitudinalné protnut, a to tim zpisobem, Ze
jeho zacatek 1 Gpon zstaly intaktni. Po hemostdze mechanickym stlaCenim rany byla
provedena sutura klize dvéma stehy z nevstfebatelného monofilu 4-0 na chirurgické jehle
DS19. Po opera¢nim zékroku se zvifata zotavovala v klecich z celkové anestézie. Rany se
kompletné hojily béhem 5 — 6 dnti ad integrum.

3.2.3. Implantace intratekalniho katétru

Katétry byly vyrobeny ze dvou polyethylenovych hadi¢ek o velikostech PE — 5 a PE — 10.
Hadicka PE — 10 byla nejprve ohnuta nad kahanem do potfebného tvaru a poté pfipojena
jednim koncem k PE — 5 hadi¢ce pomoci epoxydového dvouslozkového lepidla. Hotovy
katétr byl naplnén sterilnim fyziologickym roztokem.

Vlastni implantace katétru 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.
Srst na hibeté potkana byla nejprve odstranéna elektrickym holicim strojkem. Po desinfekci
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klze ajatinovou tinkturou (Ajatin Plus, Profarma) byla skalpelem provedena longitudinalni
incise kiize a podkozi rovnobéznd s podélnou osou patete nad trnovymi vybézky obratli.
Rozpreparovanim patetnich svalii byly exponovany lumbélni obratle. Do intervertebralniho
prostoru L1 — L2 byla zasunuta injekéni jehla a perforovana dura mater. PE — 5 konec katétru
byl zasunut takto vytvofenym otvorem do subarachnoideédlniho prostoru a fixovan k pateti
pomoci dentdlniho cementu (Duracryl, Spofa). Réna byla chirurgicky uzaviena po vrstvach,
PE — 10 konec katétru exponovan na povrchu kize hibetu a zataven. Zvifata se zotavovala po
zakroku 5 dni.

Intratekalni katétry slouzily k aplikaci N — oleoyldopaminu (OLDA), bradykininu a SB
366791. 50 uM roztok OLDA (OLDA, Tocris) byl pfipraven z 50 mM zasobniho roztoku
(OLDA v dimethylsulfoxidu), tento 50 mM roztok OLDA v DMSO byl dale nafedén 0,9%
roztokem NaCl na potfebnou 50 pM koncentraci. I mM bradykinin (bradykinin acetate,
Sigma) byl pfipraven ze 16 mM zéasobniho roztoku (bradykinin v destilované vod¢) pomoci
0,9% roztoku NaCl. 100 uM SB 366791 byl ptipraven ze 100 mM zasobniho roztoku (SB
366791, Tocris, rozpustény v DMSO), tento zasobni roztok byl déle fedén 0,9% roztokem
NaCl na potiebnou 100 uM koncentraci. V den pokusu byly tyto latky intratekalné aplikovany
implantovanymi katétry pomoci Hamiltonovy injek¢ni stiikacky v kratkodobé celkové
anestézii etherem. Po injekci se zvifata ve svych klecich zotavovala z celkové anestézie, nez
bylo zahdjeno behavioralni testovani odpovédi na mechanické a tepelné podnéty.

Na konci kazdého pokusu byla zvifata utracena vysokou ddvkou etheru. Do vSech katétrii
pak byla injikovana methylenova modrf a jejich pozice vizualné zkontrolovéana.

3.2.4. Retrogradni znaceni spinothalamickych neuronii (STT) a postsynaptickych neuronii
zadnich provazcu (PSDC)

Retrogradni znaceni STT a PSDC neuront bylo provadéno v celkové anestézii zvirat
ketaminem (100 mg/kg ip., Narkamon, Zentiva) a xylazinem (10 mg/kg i.m., Rometar,
Zentiva) za sterilnich podminek. U zvifat uréenych k oznaceni STT neuronti byla elektrickym
holicim strojkem odstranéna srst z temenni ¢asti hlavy, zvifatim ur¢enym ke znaceni PSDC
neurontl byla oholena srst v oblasti §ije. Kiize byla desinfikovdna ajatinovou tinkturou (Ajatin
Plus, Profarma).

Pro stereotakticky pfistup kthalamu byla vytvofena kratkd incise na temeni hlavy
pfiblizné v oblasti pribéhu sagitalniho lebe¢niho $vu. Kize a mékké pokryvky lebni byly
odtazeny pomoci retraktoru a do obou temennich kosti byly frézou vyvrtany obdélnikové
otvory po obou stranach sagitdlniho $vu tak, aby nedoSlo k poranéni mozku ani jeho obald.
Do lateralnich thalamickych jader bylo zvifatim skrz tyto otvory aplikovano fluorescenéni
barvivo (dextran znaceny Cy2, Molecular Probes) pomoci sklenéné mikropipety piipevnéné
na mikromanipuldtor spojeny s aplika¢nim systémem na stlaceny vzduch (celkem 6 injekci na
kazdou stranu, injikovany objem barviva 0,5 pl; 2 — 4 mm kaudalné¢ a 3 mm lateradlné od
bregmatu, do hloubky 6 mm od povrchu mozkové hemisféry).

Pro pfistup k nucleus gracilis byla incise vytvofena na §iji zvifete, proximodistalnim
smérem rovnobézné s podélnou osou patete. Poté bylo tup€ rozpreparovano Sijové svalstvo a
identifikovana atlantookcipitalni membrana. Za i¢elem vizualizace kranidlniho konce michy,
konkrétn¢ oblasti jader zadnich provazcli a ¢asti Ctvrté mozkové komory, a k umoznéni
piistupu k nucleus gracilis, byl v atlantookcipitalni membrané nlGzkami prostfizen otvor.
Sklenénou mikropipetou pfipevnénou na mikromanipulator bylo pak pomoci aplika¢niho
systému na stlaeny vzduch stejnym zplsobem injikovano dextranové barvivo do oblasti
nucleus gracilis na obou stranidch (objem injekce 0,25 pl) pod kontrolou zraku pomoci
opera¢niho mikroskopu.
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Operacni rana byla chirurgicky uzaviena po vrstvach a zvifata se zotavovala 7 — 10 dni po
zakroku, nez byla dale pouzita k vlastnimu experimentu. Misto aplikace fluorescencniho
barviva v thalamu 1 v nucleus gracilis bylo vzdy mikroskopicky ovéfeno na histologickém
fezu po skonceni kazdého pokusu.

3.3. Imunohistochemie

V jadrech neuronti lumbalni michy byla pomoci imunohistochemickych metod sledovana
exprese c-Fos dvé hodiny po provedeni plantarni incise u riznych skupin experimentalnich
zvitat. Tato zvifata byla nejprve uvedena do hluboké anestézie pentobarbitalem (sodium
pentobarbital, 80 mg/kg i.p.). Poté byla provedena thorakotomie a kanylace ascendentni aorty
skrz sténu levé srdecni komory. Zvitata byla pomoci této kanyly transkardialn¢ perfundovana
heparinizovanym fyziologickym roztokem (500 ml 0,9% NaCl se 100 IU heparinu). Po
kompletni exsanquinaci nasledovala perfuze zvitete 4 % roztokem paraformaldehydu v 0,1 M
fosfatovém pufru (500 ml; pH 7,4), po perfuzi byla vypreparovana micha a mozek.
Vypreparované tkané byly nejprve umistény na 4 hodiny do stejného 4% fixacniho roztoku
paraformaldehydu, na noc pak byly pfemistény do 30% roztoku sacharosy ve fosfatovém
pufru za ucelem kryoprotekce. Na kryostatu byly nakrdjeny transversalni tkanové fezy
z misnich segmentti L3, L4 a L5 o sile 30 um a koronarni fezy z mozku o sile 50 pm a
shromazdovany do zkumavek sO0,1 M fosfitovym pufrem. Misni fezy byly dale
zpracovavany k imunohistochemické analyze, mozkové fezy byly pomoci xylenového média
montovany na skla potaZzena 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. Tkanové tfezy byly nejprve tiikrat promyty 0,1 M fosfatovym pufrem po dobu
deseti minut a potom 30 minut inkubovany v 3% blokovacim roztoku normalniho osliho séra
(NDS, normal donkey serum) pii pokojové teploté. Poté probéhla inkubace v roztoku
primarni protilatky (1:2000, krali¢ci polyklonalni protildtka proti Fos; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) pfti 4 °C ptes noc. Po inkubaci byly tkanové fezy
znovu tfikrat promyty v 1% NDS po dobu deseti minut a nasledovala dvouhodinova inkubace
v roztoku biotinylované sekundarni protilatky (1:400; biotin — SP — conjugated donkey anti —
rabbit [gG; Jackson Immuno Research Laboratories, in., West Grove, PA, USA) pti pokojové
teploté. Dale byly fezy opét promyty fosfitovym pufrem dvakrat po deseti minutach a
inkubovany se streptavidinem konjugovanym s peroxiddzou (1:600; peroxidase — conjugated
streptavidin; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) dv¢é
hodiny pfi pokojové teploté, produkt reakce byl vizualizovan pomoci 0,01% peroxidu vodiku
a 0,05% diaminobenzidinu jako chromogenu. Po desetiminutovém oplachnuti v 0,1%
fosfatovém pufru byly takto zpracované misni fezy montovany na skla potazena Zelatinou.

Imunohistochemické zpracovani tkani zvifat, kterym byly retrogradné oznaceny STT a
PSDC neurony, probéhlo stejnym zplUsobem, s vyjimkou sekundarni protilatky pouzité
k detekci exprese Fos. Po reakci s primarni protildtkou a promyti v 1% NDS byly tyto mis$ni
fezy dvé hodiny inkubovany v roztoku sekundarni protilatky konjugované s fluorescencnim
barvivem Texas red (1:600; Texas - Red® dye — conjugated AffiniPure Donkey Anti-rabbit
IgG; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA). Po inkubaci pak
byly deset minut oplachovany v 0,1 M fosfatovém pufru a montovany na skla potazena
Zelatinou.

3.4. Pilotni studie
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3.4.1. Uéinek lokdlné aplikovaného bupivakainu na pooperacni mechanickou alodynii a
hyperalgézii (86)

Chirurgickd incise na kizi hibetu potkana pfedstavuje jeden ze zvifecich modeld
pooperacni bolesti, ktery je velmi uzite¢ny ke studiu neurofyziologickych mechanismi tohoto
bolestivého stavu. Je vhodny k testovani ucinku farmak nejen na akutni bolest chirurgického
puvodu, ale také na priibéh pooperacni alodynie a hyperalgézie, umozniuje odliSit primarni a
sekundarni alodynii a hyperalgézii. Tento model byl pouzit v pilotnich pokusech studie.

V kratkodobé celkové anestézii sevofluranem bylo pokusnym zvifatim do vyznacené
oblasti na oholené kiizi hibetu subkutanné aplikovano 0,6 ml roztoku bupivakainu (0,25%)
nebo rozpoustédla (pozitivni kontrola). 30 minut po injekci pak byla na stejném misté
provedena 1 cm dlouhd chirurgickd incise klize. Po zdkroku byly v riiznych casovych
intervalech testovany behaviordlni odpovédi zvifat na mechanickou stimulaci kize hibetu
pomoci Von Freyovych vldken o intenzitich 18 — 250 mN. Za odpoveéd signalizujici
nociceptivni vjem byla povazovana viditelnd kontrakce podkoznich svali v misté stimulace,
tzv. CTMR (cutaneus trunci muscle reflex). Kontrolni odpovédi zvifat na mechanické podnéty
aplikované na intaktni kazi hibetu byly zaznamendvany 3 dny pied zahajenim vlastniho
experimentu. Po chirurgickém zakroku byla Von Freyova vldkna aplikovana na kizi ve
vzdalenosti jednak 0,5 cm od incise, za Ucelem sledovani primdrni pooperacni alodynie a
hyperalgézie, a ddle 2 cm od incise na kontralateralni stranu od patefe k testovani sekundarni
alodynie a hyperalgézie. Odpovédi na mechanické podnéty a jejich piipadné pooperacni
zmény byly sledovany opakované v riznych ¢asovych intervalech po dobu 7 dni po provedeni
chirurgického zékroku.

Pilotni pokusy poskytly mimo jiné dilezité poznatky a zkuSenosti s experimentdlni praci
na zvifecim modelu pooperacni bolesti. Pfinesly zakladni informace o casovém pribéhu
tohoto bolestivého stavu, ovéfily moZznost ovlivnéni jeho prib&hu ucinnou latkou a pomohly
tak vytvofit zdzemi pro experimenty hlavni ¢asti studie.

3.5. Experiment 1

3.5.1. Testovani ucinku lokdalné aplikovaného kapsaicinu na pooperacni mechanickou
alodynii a mechanickou a tepelnou hyperalgézii

U vSech experimentalnich zvifat byly pfed zah4jenim pokusu zjistény kontrolni odpovédi
na mechanické a tepelné podnéty aplikované na intaktni kiizi planty pedis. Prvni skupiné
zvitat (n = 8) byl nejprve intradermalné injikovan kapsaicin do kize pravé planty pedis. 24
hodin poté byly znovu otestovany odpovédi na mechanické a tepelné podnéty a provedena
chirurgickd incise na pravé koncetiné téchto zvifat v misté injekce. Citlivost na mechanické a
tepelné podnéty byla dale opakované testovana 1, 2, 4, 6, 24, 30, 48 a 144 hodin po zakroku.
Kontrolni zvifata (n = 8) podstoupila stejnou proceduru, misto roztoku kapsaicinu jim bylo
aplikovano do ktze planty pedis pouze rozpoustédlo. Druhé skupiné experimentalnich zvitat
byl roztok kapsaicinu (n = 8) nebo rozpoustédla (n = 8) intradermalné aplikovan 6 dni pred
provedenim plantarni incise, zbyvajici ¢ast experimentu probéhla identicky jako u prvni
skupiny. Tteti skupina zvifat podstoupila nejprve chirurgicky zékrok, kapsaicin (n = 7) nebo
rozpoustédlo (n = 6) byly injikovany 2 hodiny poté. Ctvrté skuping zvitat byl intradermalng
aplikovan kapsaicin (n = 8) nebo rozpoustédlo (n = 8) bez provedeni plantarni incise. Casové
schéma testovani odpovédi na mechanické a tepelné podnéty bylo u vSech experimentélnich
skupin stejné.
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3.6. Experiment 2

3.6.1. Ovlivnéni exprese ¢ — Fos v neuronech zadnich rohii michy chirurgickou incisi
pomoci lokalné aplikovaného kapsaicinu

Prvni skupin€¢ experimentalnich zvifat v této sérii pokusi (n = 8) byl nejprve
intradermalné aplikovan kapsaicin (n = 4) nebo rozpoustédlo (n = 4) do pravé planty pedis. 24
hodin po injekci byla vytvofena plantarni incise a pomoci histochemické metody streptavidin
— biotin — peroxiddza byla zjiStovana exprese c-Fos v jadrech neuroni lumbélni michy 2
hodiny po tomto chirurgickém zékroku. U druhé skupiny zvifat (n = 3) byla sledovana
exprese c-Fos 24 hodin po intradermalni injekci kapsaicinu stejnou metodou, bez provedeni
chirurgické incise na planté pedis.

U treti skupiny zvifat (n = 8) byly nejprve retrogradné oznaceny STT neurony. 7 — 10 dni
poté jim byl intradermélné aplikovéan kapsaicin (n = 4) nebo rozpoustédlo (n = 4) do pravé
planty pedis a 24 hodin po injekci provedena plantarni incise. Exprese c-Fos v miSnich
neuronech téchto zvifat 2 hodiny po zakroku byla sledovana pomoci imunohistochemické
metody se sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorescenénim barvivem Texas — Red. U
zvitat ¢tvrté skupiny (n = 8) byly retrogradné¢ oznaceny PSDC neurony. Podle stejného
schématu jim byl 7 — 10 dni po znaceni intradermalné injikovan kapsaicin (n = 4) nebo
rozpoustédlo (n = 4) do pravé planty pedis, 24 hodin po injekci vytvofena plantarni incise a 2
hodiny po provedeni incise stanovena exprese c-Fos v lumbélni miSe imunohistochemickou
metodou s fluorescencnim barvivem Texas — Red.

3.7. Experiment 3

3.7.1. Zjist'ovani ulohy perifernich a centrdalnich TRPV1 receptorii v rozvoji pooperacni
mechanické alodynie a mechanické a tepelné hyperalgézie

V této sérii pokust byl po testovani kontrolnich odpovédi na mechanickou a tepelnou
stimulaci intaktni kize planty pedis zvifatim prvni skupiny intradermalné injikovan TRPV1
antagonista SB 366791 (0,1 ml 100 uM roztoku) (n = 8) nebo roztok rozpoustédla (n = 8) bez
SB 366791 do pravé planty pedis. Po 30 minutach byla na injikované koncetiné provedena
plantarni incise. Bezprostfedné po sutufe rany byla aplikovana druh4 intradermalni injekce SB
366791 nebo rozpoustédla, polovina objemu byla injikovana podél okraje rdny na jednu a
polovina na druhou stranu od incise. Odpovédi na mechanické a tepelné podnéty byly
opakovang testovany 1, 2, 4, 6, 24, 30, 48, 144 a 192 hodin po tomto zakroku. Zvitatim druhé
skupiny byl pomoci intradermalni injekce aplikovan SB 366791 (n = 4) nebo rozpoustédlo (n
= 8) do kuze pravé planty pedis, plantdrni incise u téchto zvifat vytvofena nebyla.
Behavioralni testovani odpovédi na mechanické a tepelné podnéty probihalo stejnym
zpiisobem, jako u prvni experimentalni skupiny.

Tteti skupiné zvifat byly nejprve implantovany intratekalni katétry, 5 dni po implantaci
byly zjistény kontrolni odpovédi na mechanické a tepelné podnéty. V den pokusu byly
odpovédi otestovany znovu a do intratekdlniho katétru podano 20 pl SB 366791 (100 uM u n
=6 a 10 uM u n = 4) nebo rozpoustédla (n = 6). Nasledovala injekce 50 pl sterilniho
fyziologického roztoku, 15 minut po intratekdlni injekci byla vytvofena chirurgickd incise na
pravé planté pedis. Poté probchlo behaviordlni testovani odpovédi zvifat na mechanické a
tepelné podnéty podle stejného experimentalniho protokolu s predchozimi skupinami. Ctvrta
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skupina zvifat podstoupila stejnou experimentalni proceduru bez provedeni plantarni incise 5
dni po implantaci katétru. Po intratekalni aplikaci TRPV1 antagonisty (100 up(M un =6 a 10
UM u n = 4) nebo rozpoustédla (n = 6) nebyla vytvoiena chirurgickd incise na pravé planté
pedis, zvifata vSak prosla stejnou testovaci procedurou odpovédi na mechanické a tepelné
podnéty jako predchozi skupina.

3.8. Experiment 4
3.8.1. Mechanismus sentzitizace centrdalnich TRPV1 receptorii

Vsem zvifatim pouzitym v této ¢asti studie byly implantovany intratekalni katétry a 5 dni
po implantaci otestovany jejich odpovédi na mechanickou a tepelnou stimulaci planty pedis.
V den pokusu byly tyto kontrolni odpovédi testovany znovu.

Prvni skuping zvifat bylo do katétru aplikovano 20 pl 50 pM roztoku OLDA (n = 4),
injekci nasledovalo intratekalni podani 50 pl sterilniho fyziologického roztoku. Odpovédi
téchto zvifat na mechanické a tepelné podnéty byly testovany 1, 2, 4, 6 a 24 hodin po injekci.
Zviratim druhé skupiny bylo stejnym zptisobem aplikovano 20 pl 1 mM roztoku bradykininu
nasledovaného 50 pl sterilniho fyziologického roztoku (n = 6). Behavioralni testovani pak
probéhlo podle stejného ¢asového schématu jako u piedchozi skupiny.

U tieti skupiny zvifat bylo v den pokusu intratekdlné¢ podano 10 pl 2 mM roztoku
bradykininu a 10 pl 100 puM roztoku OLDA (n = 6). Koncentrace téchto latek byly oproti
pfedchozim experimentdlnim skupinam zvySeny na dvojnasobek proto, aby bylo podano
stejné mnozstvi ucinnych latek a zdroven nebyl zvySen objem intratekdlné injikovaného
roztoku. Nasledovalo 50 pl sterilniho fyziologického roztoku a testovani odpovédi na
mechanické a tepelné podnéty bylo provedeno stejnym zplsobem jako u dvou pfedchozich
skupin zvifat této série pokust. 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 pul 2 mM roztoku bradykininu a 10 pl 100 uM roztoku OLDA a 50 pl
sterilniho fyziologického roztoku. Skupina zvifat podstoupila identické behavioralni testovani
odpovédi na mechanické a tepelné podnéty.

Ctyfem zvifatim z posledni experimentélni skupiny bylo 10 pl 2 mM roztoku bradykininu
a 10 pul 100 pM roztoku OLDA nasledovanych 50 pl sterilniho fyziologického roztoku
intratekalné aplikovano znovu 24 hodin po prvni injekci. Bradykinin a OLDA byly témto
zvifatim podruhé intratekdlné podany bez TRPV1 antagonisty. Testovani odpovédi na
mechanické a tepelné podnéty prob&hlo 1 a 2 hodiny po druhé intratekalni injekci a jeho
vysledky slouZzily jako pozitivni kontrola.

3.9. Analyza a statistické zpracovani dat
3.9.1. Behaviordalni testovani odpovédi zvifat na mechanické a tepelné podnéty

Odpoveéd’ zvifat na mechanickou stimulaci Von Freyovymi vlakny byla hodnocena jako
pritomnd (1) nebo chybégjici (0). Pro kazdé vlakno byl pak spocitdn primeér z té€chto hodnot
ziskanych pii Sesti stimulacich, ktery pfedstavoval primémy pocet vyvolanych reflexnich
odpovédi timto vldknem na Sest stimulaci. Z takto ziskanych poctl odpovédi jednotlivych
zvitat dané experimentdlni skupiny byl znovu spocitdn primér, smérodatné odchylky a
standardni chyby priméru pro kazdy ¢as testovani. Pii tepelné stimulaci byly zaznamenavany
Casové intervaly od zacatku plsobeni stimulu do okamziku, kdy zvife reflexné odtahlo
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koncetinu od zdroje tepla a spocCitina primérnd hodnota ze tfech stimulaci pro kazdou
koncetinu. Z takto ziskanych ciselnych hodnot od jednotlivych zvifat byl opét spocitan
primér, smérodatna odchylka a standardni chyba priméru pro kazdy testovaci ¢as v dané
experimentalni situaci.

Data byla statisticky zpracovavana pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu, opakovana
méfeni v Case (two — way repeated — measures analysis of variance, ANOVA). Druh
aplikované latky (kapsaicin, SB 366791 nebo rozpoustédlo) byl prvnim faktorem, timto
parametrem se od sebe odliSovaly jednotlivé sledované subjekty, druhym faktorem byl Cas.
Pomoci dvoufaktorové ANOVA tak byly zjiSt€ny pifipadné rozdily mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami zvifat v ¢ase. Rozdily mezi operovanymi a intaktnimi
konc¢etinami zvifat rGznych experimentdlnich skupin byly dale hodnoceny z hlediska
statistické vyznamnosti pro kazdy testovaci ¢as zvlast pomoci neparametrické statistické
metody (Mann — Whitney U — test).

Vysledky behavioralnich pokusii posledni, ctvrté ¢asti studie (experiment 4, viz. vySe)
byly graficky vyjadieny stejnym zpiisobem, jako u piedchozich pokust. Tato data vSak byla
statisticky zpracovana pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu, opakovand méfeni v Case
(one — way repeated — measures analysis of variance, ANOVA). Faktorem byl vtomto
ptipadé Cas, u zvifat byly sledovany zmény odpovédi na mechanické a tepelné podnéty v Case
po jednordzovém farmakologickém zasahu. Kontrolni odpovédi na mechanické a tepelné
podnéty zjisténé pred aplikaci farmak byly dale porovnavany s hodnotami zjiSténymi
v riznych casovych intervalech po aplikaci, tyto rozdily odpovédi mezi jednotlivymi
testovacimi Casy byly ovéfovany z hlediska statistické signifikance pomoci metody post —hoc
Tukey test.

3.9.2. Imunohistochemie, retrogradni znacni STT a PSDC neuronit a exprese c-Fos
v neuronech lumbalni michy

Ptitomnost Fos imunopozitivnich neuront byla zjiStovana na kazdém tietim tkdiiovém
fezu v potadi ziskaném z L3, L4 a L5 segmentd lumbélni michy. Pro kazdy segment bylo
vyhodnoceno celkem deset histologickych fez.

Na kazdém histologickém fezu z miSnich segmentii L3 — L5 byl spocitan celkovy pocet
Fos imunoreaktivnich neuront, zvlast pro pravy a zvlast pro levy zadni roh. Z téchto ¢isel byl
spocitan pramér, byly tak zjiStény primérné pocty Fos pozitivnich neuront v zadnich rozich
michy na kazdy segment u jednotlivych zvifat. Tyto pocty Fos imunopozitivnich neuronti
v lumbélnich misnich segmentech zvifat, kterym byl pfed provedenim plantarni incise podan
kapsaicin, byly srovnavany se skupinou zvifat, kterym bylo pfedoperacné aplikovano pouze
rozpoustédlo, pomoci jednofaktorové ANOVA a Student’s Newman — Keul testu. V ramci
experimentalni skupiny zvifat, kterym nebyla vytvofena chirurgicka incise na planté pedis,
byly porovnavany pocty Fos imunopozitivnich neurond zjisténé v zadnich rozich L 3 — 5
segmentli lumbalni michy mezi pravou a levou stranou pomoci t — testu.

Dale byly na histologickych fezech z lumbalni michy pocitdny v zadnich rozich Sedé
hmoty profily ozna¢enych STT a PSDC neuronil a hodnoceny z hlediska pfitomnosti cervené
fluoreskujiciho Fos v jejich jadrech. Pfesnd poloha téchto neuronii v Sedé¢ hmoté byla
zakreslovdna na schématické obrazky. Z celkovych pocti profili nalezenych na fezech
z jednoho segmentu byl spocitan primér, stejné tak i1 z pocti profilli oznacenych neuronti
vykazujicich imunopozitivitu. Tim byly ziskdny primémé pocty téchto neuront na kazdy
segment jednotlivych zvifat experimentalni skupiny. Retrogradné¢ oznacené neurony
vykazujici Fos imunopozitivitu ve svych jadrech byly vyjadfeny jako procento z celkového
poctu nalezenych profild STT a PSDC neuronil, a to pro kazdy zkoumany miSni segment
zvlast. Proporce retrogradné oznacenych neuronti vykazujici Fos imunopozitivitu zjisténa u
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zvitat predoperacné ovlivnénych kapsaicinem byla porovnavana se skupinou zvifat, kterym
bylo pfed provedenim plantarni incise aplikovdno rozpoustédlo, a to pomoci statistické
metody Mann — Whitney U — test.
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4. Vysledky

4.1. Ovlivnéni pooperaéni mechanické alodynie ucinkem lokalné aplikovaného
bupivakainu (86)

4.1.1. Uéinek jednorizové aplikované davky lokdlniho anestetika na pooperaéni zmény
odpovédi zviFat na mechanické podnéty

Pilotni studie zkoumala odpovédi experimentdlnich zvifat na mechanické podnéty
aplikované na kazi hibetu a jejich zmény zplsobené chirurgickou incisi. Bupivakain je
potentni lokéalni anestetikum, které kompletné blokuje veSkerou neurdlni transmisi z mista
aplikace. Na vytvofeném modelu pooperacni bolesti byl v téchto pokusech testovan Uc¢inek
pfedoperacné aplikovaného bupivakainu na zmény mechanosenzitivity zvifat zplsobené
chirurgickou incisi. Kontrolnim skupindm byl aplikovan rozpoustéci roztok. Jestlize byla
stimulovana intaktni kize hibetu zvifat slabymi mechanickymi podnéty nizkych intenzit,
nedochézelo k vyvolani reflexni kontrakce zadovych svalii. Po provedeni incise pak zvifata
zacala na tyto podnéty reflexné odpovidat pfi stimulaci kiize ovlivnéné chirurgickym
zakrokem, rozvinula se poopera¢ni mechanicka alodynie. (Obr. 1, obr. 2) Doslo rovnéz ke
zvySeni odpovédi na siln€j$i mechanické podnéty (hyperalgézie), tato pooperaéni mechanicka
hyperalgézie nastoupila 30 minut po zakroku, dosahovala maxima po 3 — 6 hodinach a
pfetrvavala minimaln€ tyden po operaci. (Obr. 1, obr. 2) Alodynie se rozvinula s ptiblizné
stejnym Casovym pribéhem, pretrvavala vSak krat$i dobu nez hyperalgézie. Oba bolestivé
stavy byly pfechodné zablokovany ti¢inkem morfinu (2,5 mg/kg intraperitonealng).
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Obr. 1 Casovy priibéh priméarni alodynie a hyperalgézie (primér +/- smérodatna odchylka) po chirurgické incisi kiize hibetu, vyjadtujici
kinetiku rozvoje v prvnich 4 h (A a C) a vprubéhu 7 dni (B a D) ve vzdalenostech 0,5 a 1 cm od mista incise u zvifat, kterym byl pred
provedenim incise subkutann¢ injikovan rozpoustéci roztok. Statistickd vyznamnost byla stanovena porovnanim s kontrolni skupinou zvitat,
kterym byl podkozné injikovan rozpoustéci roztok, ale nebyla provedena chirurgicka incise, pomoci Mann-Whitney U testu: * P < 0.005, # P
<0.05 (n = 16). Pouzity byly mechanické podnéty o intenzitach 18 (m), 40 (©), 90 (A), 150 (A) a 250 mN (#).
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ODbr. 2 Casovy pribéh sekundarni alodynie a hyperalgézie (primér +/- smérodatna odchylka méfena ve vzdalenostech 2 cm ipsilaterlng
(4 a B) a 2 cm kontralateraln&(C a D) od mista incise po subkutanni injekci rozpoustédla. Casné zmény odpovédi na mechanické podnéty
znazornuji grafy A a C, pozdni zmény grafy B a D. Symboly vyjadiujici statistickou vyznamnost (*, #) a intenzitu pouzitého mechanického

podnétu jsou stejné jako na obr. 1. (n=16)

Subkutanné injikovany bupivakain (0,25 %) aplikovany ptfedopera¢né¢ do mista incise a
zpusobujici kompletni anestézii kiize na 2 — 3 hodiny oslabil pribéh primarni mechanické
alodynie, ale nem¢l vliv na pribéh primarni hyperalgézie. Jeho u€inkem doslo navic
k tplnému zablokovani sekundarni mechanické alodynie a oslabeni sekundéarni hyperalgézie.
(Obr. 3, obr. 4) Bupivakain aplikovany subkutanné do oblasti $ije zvifete, mista vzdalen¢ho
od incise, mél rovnéZz analgeticky ucinek na primarni i sekundarni pooperacni alodynii,
pfiemz zvifata v tomto piipad¢é nejevila zndmky sedace, ataxie ani konvulsivniho chovani.

(Obr. 5)
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Obr. 3 Mechanicka alodynie, detekovana podle piitomnosti reflexni odpovédi zvitat na stimulaci podnétem o intenzité 18 mN a hodnocené
podle poctu zvitat reflexné odpovidajicich na tento mechanicky podnét v testované experimentalni skupiné. Pocet primarnich reflexnich
odpovedi prvni den (A) a prvni tyden (B); sekundarni reflexni odpovédi (C a D) ve stejnych testovacich ¢asech. 0 = rozpoustéci roztok (n =
16); e =0.25% bupivakain (n = 8). P < 0.05, # incise po subkutanni injekci rozpoustédla versus kontrolni hodnota pro intaktni kuzi, +
incise po subkutanni injekci bupivakainu versus kontrolni hodnota, * incise po injekci rozpoustédla versus incise po injekci bupivakainu.
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Obr. 4

odpovédi na stimulaci Von Freyovymi vldkny 4 riznych intenzit skupiny zvitat, kterym byl pfed provedenim incise subkutanné injikovan
rozpousteci roztok (0, n = 16; data z obr. 1) nebo 0.25% bupivakain (m, n=8). Odpovédi na stimulaci Von Freyovymi vlakny ve vzdalenosti
0,5 cm (A) a 2 cm (B) kontralateralng od incise vyjadiuji primarni a sekundarni zmény. Data jsou prezentovana jako pramér +/- smérodatna
odchylka. Statisticky jsou porovnany odpovédi zvifat, kterym byl pted provedenim incise subkutanné aplikovan bupivakain, versus odpovédi
zvifat pfedoperacné ovlivnénych injekci rozpoustédla (# P < 0.05). Reflexni odpovédi obou téchto experimentalnich skupin jsou navic
srovnany se zvitaty, kterym byl subkutanné injikovan rozpoustéci roztok, ale nebyla provedena incise kiize hibetu. (data nejsou znazornéna v

grafu). *,+ P<0,05.
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Obr. 5 Odpovédi na mechanicky podnét 18 mN (4—C) skupiny zvitat po injekci rozpoustédla (o) do mista incise (n =16, jako na obr. 1B) a
zvifat po injekci 0,6 ml 0,25% roztoku bupivakainu (A ) do podkozi v oblasti $ije (n = 7), aplikovany na kizi ve vzdalenosti 0,5 cm (4) a 2
cm (B) ipsilateralné nebo 2 cm kontralateralné od incise (C). Zmény odpovédi na mechanicky podnét 18 mN vyjadiujici alodynii (D—F) po
injekei rozpoustédla do mista incise (0; n = 16) a 0,25% roztoku bupivakainu do oblasti Sije (A; n = 8). Zmény odpovédi na mechanické
podnéty aplikované na kazi hibetu ve vzdalenosti 0,5 cm od incise vyjadfuji priméarni alodynii (A), odpovédi na mechanické podnéty
aplikované ve vzdalenostech 2 cm vyjadfuji sekundarni alodynii (B a C). Data jsou prezentovana jako primeér +/- smérodatna odchylka.
Statistickd vyznamnost stanovena pomoci Mann — Whitney U testu ukazuje P < 0.05, # pro skupinu zvifat ovlivnénych injekci bupivakainu
pfed provedenim incise versus skupina ovlivnénd injekci rozpoustédla pfed timto chirurgickym zakrokem; * a pro skupinu zvifat
ovlivnénych injekci bupivakainu pied provedenim incise versus skupina zvifat ovlivnéna injekci rozpoustédla bez incise (data nejsou
prezentovana).
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4.2. Utinek lokalné aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci na behavioralni
odpovédi zvirat na mechanické a tepelné podnéty

4.2.1. Utinek jednordzové lokdlné aplikované divky kapsaicinu ve vysoké koncentraci na
pooperacni zmény odpovédi zvirat na mechanické podnéty

Prvni série pokusli zkoumala zmény odpovédi na mechanické podnéty aplikované na
hladkou kazi planty pedis zplsobené chirurgickou incisi u zvifat, kterym byl 24 hodin ptred
zékrokem intradermdlné aplikovan kapsaicin nebo jen rozpoustéci roztok. Zadné
experimentalni zvite neodpovidalo na stimulaci intaktni kiize planty tenkymi Von Freyovymi
vlakny pilisobicimi silami nizkych intenzit (10, 20, 35 nebo 59 mN) pied provedenim
chirurgické incise (24 h a 1 h pfedem). (Obr. 6) Po zakroku pak dochézelo k vyraznym
reflexnim elevacim operovanych koncetin pfi stimulaci témito podnéty. Nartst odpovédi byl
statisticky vyznamny lh — 48 h po provedeni incise a odpovidal rozvoji pooperacni
mechanické alodynie. Postupné klesal s casem, 144 hodin po incisi se odpovédi zvifat na tyto
podnéty vratily na predoperacni troven. Pii stimulaci Von Freyovymi vlakny silngjSich
intenzit (80, 140, 290 a 370 mN) dochazelo k vyvolani reflexnich elevaci stimulované
koncetiny 1 pfed operaci. Po provedeni incise se citlivost zvifat i na tyto silnéj$i podnéty
zvysila, rozvinula se pooperatni mechanickd hyperalgézie. Sest dni po zakroku se pak
odpovédi operované koncetiny na stimulaci mechanickymi silami vSech testovanych intenzit
neliSily od kontralateralni intaktni koncetiny.

Experimentalni skupin€¢ zvifat byl intradermalné¢ aplikovdn kapsaicin ve vysoké
koncentraci 24 ptfed zakrokem, zbytek experimentalni procedury probéhl stejnym zpiisobem
jako u kontrolni skupiny. (Obr. 6) V porovnani s intaktni kontralateralni koncetinou se
pfedoperacni odpovédi (24 hodin po injekei kapsaicinu, €as -1 h pted provedenim incise) na
stimulaci slabymi mechanickymi podnéty nezménily, pfedoperacni odpovédi na silné
mechanické podnéty byly ucinkem kapsaicinu 1 h pted zdkrokem snizené. V porovnani
s kontralaterdlni intaktni koncetinou vSak nebyl tento rozdil statisticky vyznamny. U téchto
zvitat, kterym byl predoperac¢né aplikovan kapsaicin, doSlo pouze k mirnému pooperaénimu
nartstu odpovédi na mechanickou stimulaci operované koncetiny Von Freyovymi vlakny
slabych intenzit, coZ bylo v ostrém kontrastu s vyraznym zvySenim odpovédi kontrolnich
zvitat ptfedoperacné ovlivnénych pouze rozpoustédlem. Hypersenzitivita na tyto podnéty byla
oslabena v prib¢hu celého pokusu, ve vSech sledovanych casovych intervalech. Rovnéz
pooperacni odpovédi na stimulaci operované koncetiny silnéjSimi mechanickymi podnéty (80,
140, 290 a 370 mN) byly u této skupiny zvifat G€inkem kapsaicinu vyznamné snizené
v porovnani s operovanymi koncetinami po injekci rozpoustédla. 144 hodin po zakroku se pak
odpovédi obou skupin zvifat na mechanické podnéty nelisily.
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ODbr. 6 Kapsaicin 24 h pied provedenim plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych
pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) plantarni kiize operovanych a intaktnich koncetin, pfed a po chirurgickém zakroku.
Kapsaicin (0) nebo rozpoustéci roztok (A) byl aplikovan 24 h pied provedenim incise. Pocet odpovédi na mechanickou stimulaci operované
koncetiny se v porovnani s kontralateralni intaktni koncetinou (A) po chirurgickém zakroku signifikantné zvysil u skupiny zvifat, kterym
bylo pfedoperacné injikovano rozpoustédlo (A), rozvinula se poopera¢ni mechanicka alodynie a hyperalgézie.Injekce kapsaicinu 24 h pred
zakrokem (o) zabranila tomuto nartistu mechanosenzitivity pozorovaném u zvifat po pfedoperacni injekci rozpoustédla (A). Odpovédi
korespondujicich kontralateralnich intaktnich koncetin na mechanické podnéty se neménily (e). 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; +++ 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 injekei kapsaicinu versus odpovédi operovanych koncetin po injekci rozpoustédla.
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Experimentalni procedura dal$i série pokust byla podobnd, jen s tim rozdilem, ze byla
zvifatm intradermalni injekce kapsaicinu nebo rozpoustédla aplikovana do kiize planty pedis
6 dni pfed provedenim chirurgické incise. (Obr. 7) Reflexni elevace koncetin na stimulaci
Von Freyovymi vldkny byly testovany pifed injekci kapsaicinu nebo rozpoustédla (- 144
hodin), déle 24 h a 1 h pted operaci a opakované po chirurgickém zékroku. Pfedoperaéni
testovani neprokdzalo zadny rozdil v mechanosenzitivité¢ experimentalnich a kontrolnich
koncetin. (Obr. 7) U zvitat, kterym byl 6 dni pfed zdkrokem aplikovan rozpoustéci roztok bez
kapsaicinu, doslo po provedeni incise k vyraznému nartstu odpovédi na mechanické podnéty
viech testovanych intenzit. Casovy priib&h i mira tohoto nartistu byla v tomto piipadé stejna
jako u skupiny zvifat, kterym byl rozpoustéci roztok aplikovan 24 h pfed zdkrokem. U
skupiny zvifat, kterd byla 6 dni pfed provedenim incise ovlivnéna intradermalné aplikovanym
kapsaicinem, rovnéZ nebyly prokazdny piedoperaéni zmény senzitivity na ZzZadny z
testovanych mechanickych podnétl. Po zdkroku dosSlo ucinkem kapsaicinu k oslabeni
poopera¢niho nariistu odpovédi zvifat na mechanickou stimulaci operovanych koncetin v
porovnani se zvifaty po injekci rozpoustédla. Tento efekt kapsaicinu se vyraznéji projevil pii
stimulaci podnéty slabych intenzit, pfi testovani odpovedi na siln€j$i mechanické podnéty byl
mirngj§i. Sesty den po provedeni plantdrni incise (144 h) uz nebyl zaznamenan rozdil
odpovédi na mechanické podnéty mezi operovanou a intaktni kontralaterdlni koncetinou
zvitat. (Obr. 7)
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Obr. 7 Kapsaicin 6 dni pted provedenim plantarni incise. Poget reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych
pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl kapsaicin nebo rozpoustéci roztok aplikovan 6 dni pred
chirurgickym zakrokem. Po provedeni incise se pocet vyvolanych odpovédi operovanych koncetin vyrazné zvysil u zvifat, kterym bylo
predoperacné aplikovano rozpoustédlo (A), odpovédi korespondujicich kontralateralnich koncetin se neménily (A ). Tento narust reaktivity
operovanych koncetin byl u skupiny zvifat ovlivnénych kapsaicinem vyrazné oslaben (o) v porovnani s operovanymi koncetinami po injekci
rozpoustédla (A). V porovnani s korespondujicimi kontralateralnimi koncetinami zistal narast odpovédi operovanych koncetin i po injekci
kapsaicinu signifikantni (e), zejména pro mechanické podnéty vyssich intenzit. 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; +++ 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 injekei rozpoustédla.
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Za UCelem ovéfeni ucasti mechanismi periferni 1 centrdlni senzitizace v
rozvoji pooperacni bolesti byla v dalSi sérii pokus zvifatim nejprve vytvorena plantarni
incise a potom, 2 h po zékroku, aplikovana intradermalni injekce kapsaicinu nebo
rozpoustéciho roztoku. (Obr. 8) Pooperaéni nartst odpovédi kontrolnich zvifat, kterym bylo 2
h po provedeni incise injikovano rozpoustédlo, na stimulaci mechanickymi podnéty slabych i
siln€jSich intenzit (Obr. 8) byl podobny jako u vSech ostatnich skupin zvitat ovlivnénych
injekci rozpoustédla. (Obr. 7, 8) Stejny nartist odpoveédi na mechanické podnéty byl v prvnich
dvou hodinach po provedeni incise (pfed intradermalni injekci kapsaicinu) zaznamenan i u
experimentalnich zvifat. V testovacim €ase 4 h po zékroku (2 h po injekci kapsaicinu) uz pak
bylo patrné vyznamné snizeni opovédi na mechanické podnéty slabsich intenzit u téchto
zvitat (Von Freyova vldkna 10 — 80 mN) a v nasledujicich hodindch se odpovédi na tyto
podnéty déle snizovaly (Obr. 8). Pooperacni mechanosenzitivita téchto experimentalnich
zvifat pak méla dal$i prib¢h podobny poopera¢ni mechanosenzitivité¢ v piipadé aplikace
kapsaicinu 24 h pted zdkrokem. (Obr. 6) Odpovédi zvifat na mechanické podnéty dvou
nejsilngjSich intenzit (290 a 370 mN) byly pooperaéné aplikovanym kapsaicinem ovlivnény
v men$im rozsahu. (Obr. 8) Mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami zvitat této ¢asti
studie, kterym byla vytvofena chirurgické incise na planté pedis a aplikovana intradermalni
injekce kapsaicinu nebo rozpoustédla, nebyly zaznamenany zadné rozdily v procesu hojeni
rany.
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Obr. 8 Kapsaicin 2 h po provedeni plantarni incise. Poget reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priiméru) vyvolanych
pii stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl kapsaicin (o) nebo rozpoustéci roztok (A) aplikovan
2 h po chirurgickém zakroku. Pocet vyvolanych odpovédi se po provedeni incise vyrazné zvysil u operovanych koncetin obou skupin
experimentalnich zvifat. Zatimco injekce rozpoustédla neméla (A) neméla zadny efekt na pooperacni zvyseni reaktivity na mechanické
podnéty, které pietrvavalo u téchto zvifat nejméné 4 dny (96 h), doslo po aplikaci kapsaicinu 2 h po zakroku k jejimu vyraznému
oslabeni (0), a to jiz 2 h po této injekci (testovaci Cas 4 h). Pocty odpovédi kontalateralnich intaktnich konéetin na mechanické podnéty
se u zvitat po injekci kapsaicinu (@) ani rozpoustédla (A ) nezménily. 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; +++ P <
0,001 pro odpovédi operovanych konéetin po injekci rozpoustédla versus kontralateralnich, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 pro
odpoveédi operovanych koncetin po injekei kapsaicinu versus odpovédi operovanych koncetin po injekci rozpoustédla.
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V dalSich pokusech byl testovdn u¢inek intradermalni injekce kapsaicinu na
mechanosenzitivitu intaktni hladké ktze planty pedis experimentdlnich zvitat. (Obr. 9) U
téchto zvifat nebyla vytvofena chirurgickd incise na planté pedis, kapsaicin nebo rozpoustéci
roztok byly intradermalné aplikovany stejnym zptisobem, jako v pfedchozich pokusech. Pti
stimulaci Von Freyovymi vlakny slabych intenzit (10 — 80 mN) nebyl po cely ¢asovy priubéh
zjiStén zadny rozdil ve vyvolanych odpovédich mezi kontrolni skupinou zvifat, kterym bylo
aplikovano rozpoustédlo, a skupinou experimentdlni, které byl intradermalné aplikovan
kapsaicin. Pfi stimulaci silngj$imi mechanickymi podnéty (Von Freyova vldkna 140, 290 a
370 mN) bylo zaznamenadno mirné pfechodné sniZeni reaktivity zvifat na tyto podnéty
ucinkem kapsaicinu. Nejvyraznéji se projevilo druhy a tfeti den po injekci kapsaicinu, kdy
dosahlo statistické signifikance. Odpovédi na mechanické podnéty se vratily ke kontrolnim
hodnotam zjisténym pied injekei 12 dni po intradermalni aplikaci roztoku kapsaicinu.
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Obr. 9 Kapsaicin bez incise. Poget reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi
vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intradermalné aplikovan kapsaicin (o) nebo rozpoustéci roztok (A) bez provedeni
chirurgického zakroku. Rozpoustédlo nebo kapsaicin byly aplikovany v ¢ase 0. Odpovédi na slabé mechanické podnéty (Von Freyova vlakna
10 — 80 mN) se po injekci kapsaicinu ani rozpoustédla nezménily. Reaktivita na podnéty vyssich intenzit (140 — 370 mN) se ucinkem
intradermalné aplikovaného kapsaicinu vyrazné snizila (0), a to v porovnani jak skorespondujicimi kontralateralnimi kondéetinami této
skupiny zvitat (e), tak i s koncetinami zvifat po injekci rozpoustédla (A). Odpoveédi na silné mechanické podnéty se vratily na bazalni uroven
12 dni (288 h) po injekci kapsaicinu.. * P < 0,05; ** P < 0,01 pro odpovédi operovanych koncetin po injekci kapsaicinu 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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4.2.2. Uéinek jednordzové lokdlné aplikované divky kapsaicinu ve vysoké koncentraci na
pooperacni zmény odpovédi zviiat na tepelné podnéty

Za ucelem zjistovani zmén odpovédi zvifat na tepelné podnéty zplsobenych
chirurgickym zakrokem a ptipadného efektu lokalné aplikovaného kapsaicinu na tyto zmény
byly zaznamenavany casové intervaly, za které zvifata reflexné¢ odtahovala koncetinu od
zdroje tepla pfi tepelné stimulaci kiize planty pedis v okoli chirurgické incise. Reaktivita na
tepelné podnéty byla testovana u stejnych skupin zvifat jako reaktivita na podnéty
mechanické. V pokusech byly zkouméany zmény odpovédi na tepelné podnéty aplikované na
hladkou kizi planty pedis zplGsobené chirurgickou incisi u experimentalnich zvifat, kterym
byl intradermalné aplikovan kapsaicin nebo jen rozpoustéci roztok. Roztok kapsaicinu nebo
rozpoustédla byl intradermalné€ injikovan 24 hodin pied provedenim incise (Obr. 10A), 6 dni
pfed provedenim incise (Obr. 10B) nebo 2 hodiny po zakroku (Obr. 10C), zvifatim posledni
experimentalni skupiny chirurgickd rdna vytvotfena nebyla. (Obr. 10D) Pfi stimulaci intaktni
ktze tepelnym podnétem pied zacatkem vlastniho pokusu nebyl zaznamenan zadny rozdil
v odpovédich na tepelné podnéty mezi pravou a levou koncetinou zvirat. (Obr. 10A — D)
Samotnd intradermalni injekce rozpoustéciho roztoku rovnéz neméla vliv na termosenzitivitu
ktze planty pedis, po injekci rozpoustédla se odpovédi na tepelné podnéty neliSily od
kontrolnich hodnot zjisténych pii stimulaci intaktni kiize pted za¢atkem pokusu. To je patrné
z obr. 10A (prazdné trojuhelniky v ¢asech — 24 ha — 1 h), obr. 10B (- 144 h,-24 ha— 1h) a
obr. 10D (- 24 h a — 1 h). V pokusech, kdy byl zvifatim intradermalné aplikovan rozpoustéci
roztok, zpusobila chirurgickd incise rychlé zkraceni Casovych intervall, za které zvifata
reagovala na tepelny podnét, a to ze 17 s pii stimulaci intaktni kliZze na pfiblizné 5 s, patrné uz
v prvnim testovacim ¢ase 1 h po zakroku (Obr. 10A — C) a ptedstavujici rozvoj pooperacni
tepelné hyperalgézie. K nejvyrazngjSimu zkraceni reakénich intervali dochdzelo béhem
prvnich 24 h po provedeni incise. Postupem Casu se tyto intervaly opét postupné prodluzovaly
az na hodnoty shodné s ptfedoperacnimi. 6 dni po chirurgickém zakroku (144 h) se odpovédi
operovanych koncetin na tepelné podnéty vyrazné neliSily od kontrolnich. Intradermalni
aplikace kapsaicinu 24 h pfed provedenim plantarni incise zplsobila vyrazné prodlouZeni
reak¢nich intervall zvifat na tepelnou stimulaci experimentdlnich koncetin, termalni
hypoalgézii, patrnou 1 hodinu pfed vlastnim chirurgickym zdkrokem. (Obr. 10A, - 1 h)
Dramatické zkraceni reakEnich intervalti na tepelné podnéty zjiSténé po provedeni plantarni
incise u zvifat, kterym bylo intradermalné aplikovano pouze rozpoustédlo, po intardermalni
injekci kapsaicinu zaznamendno nebylo. V ptipadé intradermalni aplikace kapsaicinu 24 pied
provedenim incise zlstaly reak¢ni intervaly jesté¢ 48 hodin po tomto chirurgickém zakroku
prodlouzené a teprve potom se postupné zkracovaly na uroven kontrolnich hodnot, které
doséhly 6. den po provedeni incise. (Obr. 10A) U zvitat, kterym byl roztok kapsaicinu
aplikovan 6 dni pfed chirurgickym zakrokem (Obr. 10B), doSlo rovnéz k prodlouzeni
reakCnich intervalil patrné 24 h pfed operaci (- 24 h). Nicméné&, po provedeni plantarni incise
doslo k jejich vyznamnému zkraceni v porovnani s kontrolnimi hodnotami, i kdyz méné
vyraznému nez v piipadé zvirat, kterym bylo 6 dni pfed zdkrokem intradermalné aplikovano
rozpoustédlo. Stejn¢ jako v pfedchozim pokusu se i v tomto ptipadé vratila termosenzitivita
zvifat na Uroven kontrolnich hodnot béhem 6 dnii po zdkroku. V pokusech, kdy byla
intradermalni injekce aplikovana 2 h po provedeni incise, nebyl v prvnich dvou hodinach po
zakroku, tedy pted aplikaci injekce, zaznamenan vyrazny rozdil pooperacnich odpovédi zvifat
na tepelné podnéty mezi kontrolni a experimentélni skupinou. (Obr. 10C) Incise zplsobila
vyznamné zkraceni reak¢nich intervalli zaznamenané v testovacich ¢asech 1 h a 2 h po tomto
zakroku. Nicméné, 2 h po intradermdlni injekci kapsaicinu (4 h po chirurgickém zékroku)
bylo zjisténo mirnéjsi zkraceni téchto intervalll v porovnani se skupinou zvirat, kterym bylo
aplikovéno rozpoustédlo. Tento rozdil mezi obéma skupinami byl patrny nekolik dni po
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provedeni incise. V testovacim case 96 h dosdhly reakéni intervaly zvifat ovlivnénych
kapsaicinem kontrolnich hodnot, zatimco odpovédi zvifat po injekci rozpoustédla ziistavaly
stale vyrazné snizené. V Casech 144 h a 192 po chirurgickém zékroku se jiz odpovedi obou
skupin zvifat na tepelné podnéty vyznamné nelisily. (Obr. 10C)

Jedna skupina zvifat byla pouzita k testovani u¢inku intradermalné aplikovaného
kapsaicinu na termalni senzitivitu intaktni kGze planty pedis. Témto zvifatim nebyla
provedena chirurgické incise plantarni kiize. (Obr. 10D) Reakéni intervaly zvifat na tepelnou
stimulaci experimentalni koncetiny ovlivnéné kapsaicinem byly jiz 24 h (- 1 h) po injekci
vyznamn¢ prodlouzené v porovnani s kontralateralni koncetinou, u zvifat doSlo u¢inkem
kapsaicinu k rozvoji hyposenzitivity na tepelné podnéty experimentdlni koncetiny. Toto
prodlouzeni reakénich intervalli ze 17 s na pfiblizné 23 s trvalo 6 dni, poté se odpovédi na
tepelné podnéty vratily postupné na kontrolni troven. Intradermdlni injekce rozpoustédla
neméla zadny vliv na odpovédi zvifat na tepelnou stimulaci injikované koncetiny po celou
dobu pokusu. (Obr. 10D)
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Obr. 10 Reakéni ¢asové intervaly (primér
+/- standardni chyba priméru) na tepelné
podnéty meéfené u riznych skupin zvifat,
kterym byl aplikovan roztok kapsaicinu nebo
rozpoustédla 24 h pfed provedenim plantarni
incise (A), 6 dni pred provedenim plantarni
incise (B), 2 h po incisi (C) nebo bez
provedeni chirurgického zakroku (D). (A)
Reakéni intervaly koncetin po injekci
rozpoustédla (A) se po  provedeni
chirurgického zakroku (v ¢ase 0) vyrazné
zkratily. Zkraceni zistavalo signifikantni
minimalné v prvnich 48 h po incisi, reaktivita
na tepelné podnéty se vratila na bazalni
uroven 144 h po provedeni chirurgického
zakroku. Injekce kapsaicinu 24 h pied
zakrokem zpusobila vyznamné prodlouzeni
reakénich c¢asi na tepelné podnéty (o).
Nasledna plantarni incise neméla na toto
prodlouzeni intervalti téméf zadny efekt, coz
bylo vostrém kontrastu se zvySenou
reaktivitou operovanych koncetin po injekci
rozpoustédla (A). Reakéni intervaly
kontralateralnich  intaktnich koncetin na
tepelné podnéty se u zadné z experimentalnich
skupin zvifat vyznamné neménily (e, A). (B)
U zvifat, kterym byl 6 dni pfed chirurgickym
zakrokem injikovan rozpoustéci roztok, doslo
po incisi k podobnému zkraceni reakénich
intervald operovanych koncetin na tepelné
podnéty (A). 6 dni po intardermalni injekci
kapsaicinu byly reakéni Casové intervaly na
tepelné podnéty mirn€ prodlouzené (o).
Nasledna chirurgicka incise pak zpusobila
jejich zkraceni, sice méné€ vyrazné nez
v ptipadé operovanych koncetin po injekci
rozpoustédla (A), ale v porovnani
s korespondujicimi kontralateralnimi
koncCetinami statisticky signifikantni (e). (C)
Incise méla za nasledek zkraceni reakénich
intervalli na tepelné podnéty u obou skupin
zvifat, injekce rozpoustédla 2 h po chirurgické
zakroku neméla zadny vliv na dal$i rozvoj
pooperacni  hypersenzitivity na termalni
podnéty (A). Naproti tomu v piipadé, ze byl 2
h po incisi aplikovan roztok kapsaicinu, doslo
k signifikantnimu nartstu reakénich intervalt
uz 2 h po injekci (testovaci ¢as 4 h, o). U
zvifat, kterym byl po provedeni plantarni
incise aplikovan kapsaicin, bylo pooperaéni
zkraceni reakénich intervald na tepelné
podnéty méné vyrazné nez u zvitat po aplikaci
rozpoustédla. (D) V pokusech, kdy nebyla
vytvofena chirurgicka incise na planté pedis
zvifat, nedoslo k zadné zmeéné reaktivity na

tepelné  podnéty koncetin  po injekci
rozpouStédla a  ani  korespondujicich
kontralateralnich koncetin (o, A).

Intradermalni injekce kapsaicinu vSak reakéni
Casy zvifat na tepelné podnéty vyrazné
prodlouzila (o). * P <0,05; ** P <0,01; *** P
< 0,001 pro odpovédi operovanych koncetin
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 odpovedi
operovanych koncetin po injekci kapsaicinu
versus odpovédi operovanych koncetin po
injekci rozpoustédla.



4.3. Aktivace miSnich neuronii chirurgickou incisi a jeji ovlivnéni lokalné aplikovanym
kapsaicinem ve vysoké koncentraci

4.3.1. Exprese c-Fos v neuronech zadnich rohii lumbalni michy po plantdrni incisi (Obr.
11)

Za ucelem ovéfeni aktivace a nasledné centrilni senzitizace misnich nociceptivnich
neurond chirurgickou incisi byla pomoci imunohistochemickych metod sledovana exprese ¢ —
Fos v jadrech neuront zadnich roht lumbélni michy 2 h po provedeni plantarni incise.
Stejnou metodou byl vtéchto pokusech zjistovan efekt intradermalné aplikovaného
kapsaicinu 24 h pted provedenim zdkroku na expresi ¢ — Fos v lumbdalni miSe a rozvoj
centralni senzitizace. Na histologickych fezech z miSnich segmenti L3, L4 a L5 zvifat,
kterym byl 24 h pfed provedenim plantarni incise intradermalné aplikovan kapsaicin nebo
rozpoustéci roztok, byly v zadnich rozich Sedé hmoty zjisStovany pocty neurondlnich jader
vykazujicich Fos imunopozitivitu. Tato zvifata byla transkardidlné¢ perfundovana k
imunohistochemické analyze 2 h po provedeni incise na planté pedis, exprese ¢ — Fos byla
tedy zjiStovana 2 h po tomto zdkroku. Pozitivné barvici se neurondlni jadra na Fos byla
detekovatelnd v zadnich rozich lumbalni michy vzdy na obou stranach. Ne¢kolik Fos -
imunopozitivnich neuronti se nachdzelo rovnéz ve ventralnich ¢astech misnich fezi, tyto
sporadicky se vyskytujici pozitivn€é obarvené neurony v piednich rozich nebyly
kvantifikovany. ProtoZe se vysledné pocty Fos - imunopozitivnich neuronti zjisténé v téchto
pokusech bez retrogradniho barveni vyznamné neliSily od vysledkii ziskanych u zvifat,
kterym bylo provedeno retrogradni zna¢eni STT nebo PSDC neuronti, byla data od vSech
téchto experimentalnich skupin vyjadfena spole¢né. (Obr. 12)
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Obr. 11 Histologicky fez z lumbalni michy krysy, imunohistochemické barveni na Fos metodou streptavidin — biotin — peroxidaza.
Priklad distribuce Fos imunopozitivnich neuroni v zadnich rozich michy 2 h po provedeni plantarni incise; (A) u zvifete, kterému byl
predopera¢né intradermalné aplikovan roztok kapsaicinu, (B) u zvifete, kterému byl pfedopera¢né aplikovan rozpoustéci roztok.
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U kontrolnich zvitat, kterym bylo ptfedoperac¢né injikovano pouze rozpoustédlo, byl pocet
Fos - imunopozitivnich neurond nachdzejicich se v zadnich rozich lumbélni michy na strané
incise vyrazn€ vys$i nez v kontralaterdlnich zadnich rozich. Nartst exprese ¢ — Fos
v ipsilaterdlnich zadnich rozich byl oproti malému poctu Fos - pozitivnich neuront
nachéazejicich se na kontralaterdlni strané patrny ve vSech tfech sledovanych lumbalnich
segmentech. V kazdém z nich dosahl tento rozdil statistické signifikance (p < 0,001). U zvitat
pfedoperacné ovlivnénych vysokou davkou kapsaicinu byl pocet pozitivné¢ obarvenych
neuronil v zadnich rozich michy na stran€ incise sice pomérné nizky, avsak stale signifikantné
zvySeny v porovnani s kontralateralni stranou ve vSech sledovanych segmentech (p < 0,05).
Podle téchto zjisténych vysledki lze soudit, ze plantarni incise zplisobuje zvyseni exprese c-
Fos mezi neurony zadnich rohii lumbalni michy na ipsilateralni strané.

Zvyseni Fos imunopozitivity mezi neurony zadnich mis$nich rohli na stran¢ incise bylo
mnohem vyraznéji vyjadieno u kontrolnich zvifat, kterym bylo pfed provedenim plantarni
incise aplikovano rozpoustédlo, v porovnani se zvifaty predoperacné ovlivnénymi
kapsaicinem (p < 0,001). Tento rozdil byl patrny ve vSech tfech sledovanych segmentech
lumbalni michy. Také rozdil v po¢tu Fos - pozitivnich neuroni nalezenych v zadnich miSnich
rozich na kontralaterdlni strané¢ od incise byl mezi skupinami zvifat po injekci kapsaicinu
nebo rozpoustédla signifikantni, Fos - imunopozitivita v kontralateralnich zadnich rozich byla
podstatné vyraznéjsi u kontrolni skupiny, tedy u zvifat po intradermalni injekci rozpoustéciho
roztoku, a to opét v kazdém ze sledovanych miSnich segmentti. Lze shrnout, ze chirurgicka
rana na planté pedis experimentalniho zvifete zplsobi zvySeni exprese c-Fos nejen mezi
neurony zadnich miSnich rohii na strané¢ operované koncetiny, ale rovnéz mezi neurony na
stran¢ kontralaterdlni. Predoperacni lokalni aplikace kapsaicinu ve vysoké koncentraci
vyznamné snizi tento nartst poctu Fos — imunopozitivnich neuront v zadnich rozich michy na
obou stranéch, ipsi — i kontralateraln¢ od incise. (Obr. 12)

80 - Obr. 12 Poc¢ty neuronti imunohistochemicky
pozitivné obarvenych na Fos v zadnich rozich lumbalni
r - michy, segmenty L3, L4 a L5, 2 h po provedeni plantarni
incise. Experimentalni skupiné zvifat byl 24 h pied
60 - T chirurgickym zakrokem intradermalné aplikovan roztok
1 ( kapsaicinu, kontrolni skupiné zvifat rozpoustéci roztok.
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U kontrolni skupiny zvifat byly pocty neuront pozitivné
obarvenych na Fos v zadnich rozich michy na strané
operované koncetiny signifikantné vyssi, nez v zadnich
rozich kontralaterdlnich, a to ve vSech hodnocenych
miSnich segmentech. U zvifat, kterym byl pfedoperacné
aplikovan roztok kapsaicinu, byly po¢ty mi$nich neuronti
exprimujicich ¢ — Fos v zadnich rozich na strané
plantarni incise rovnéz vyssi nez na kontralateralni strané
ve vSech sledovanych segmentech. Tento narGst poctu
Fos imunopozitivnich neuronli na strané¢ incise byl
podstatné vyrazng&js§i u kontrolnich zvifat, jimz bylo
pfedopera¢né aplikovano rozpoustédlo, v porovnani
s experimentalnimi zvifaty po injekci kapsaicinu. *** P
< 0,001 zadni rohy michy na strané incise kontrolni
versus experimentalni skupina zvifat, # P < 0,05; ## P <
0,01; zadni rohy michy kontralateralné od incise
kontrolni versus experimentalni skupina zvifat.
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4.3.2. Exprese c-Fos v neuronech zadnich rohii lumbdlni michy po intradermadlni injekci
kapsaicinu

Za celem ovéteni efektu samotné intradermalni injekce kapsaicinu do kiize planty pedis
na Fos - imunoreaktivitu neuroni zadnich miSnich rohid, byly zjisStovany pocty Fos -
imunopozitivnich neuronli v zadnich rozich segmentti L3, L4 a L5 lumbalni michy 24 h po
intradermalni injekci kapsaicinu u zvifat, kterym nebyla provedena incise na planté pedis. Fos
- imunopozitivita v zadnich miSnich rozich na strané injekce pak byla porovnavéna s Fos -
pozitivitou zjiSt€énou v kontralaterdlnich zadnich rozich téchto experimentalnich zvifat.
Exprese ¢ - Fos byla pozorovadna v jadrech neuronii zadnich rohd lumbalni michy na obou
stranach, ipsi- i kontralaterdlné¢ od injikované koncetiny. Ojedinéle se vyskytujici Fos
pozitivni neurony ve ventralnich miSnich rozich nebyly kvantifikovany. (Obr. 13)

U téchto experimentalnich zvifat bylo pozorovano jen velmi malo neuronli pozitivné
obarvenych na Fos v zadnich rozich lumbalni michy. Tento nizky pocet neuront vykazujicich
Fos - imunopozitivitu nalezeny 24 h po intradermalni injekci kapsaicinu v ipsilateralnich
zadnich rozich lumbalni michy se v Zddném ze sledovanych segmentli vyznamné nelisil od
poctu pozitivn¢ obarvenych neuroni nalezenych na stran¢ kontralateralni. Podle téchto
zjisténi nezplisobuje intradermalné aplikovany kapsaicin sam o sobé zvySeni exprese c-Fos
mezi neurony zadnich rohd michy 24 h po aplikaci.

I the side of injection

] contralateral side . . . -
Obr. 13  Poéty neuronii imunohistochemicky pozitivné

obarvenych na Fos v zadnich rozich lumbalni michy (segmenty
L3, L4 a L5) 24 h po intradermalni injekci roztoku kapsaicinu
20 1 do planty pedis bez chirurgické plantarni incise. Pocty neuroni
pozitivné obarvenych na Fos v zadnich rozich michy zjisténé na
stran€ injikované koncetiny byly u téchto zvifat velmi nizké,
maly pocet neuronti se pozitivné obarvil i v zadnich rozich
0 i_’_-r_‘ iJ_-r—‘ i_,—"'—‘ kontralateralnich. Tato ¢isla byla zanedbatelné nizka, rozdil
L3 L4 L5 pocti Fos imunopozitivnich neurond mezi ipsilateralni a
kontralateralni stranou od injikované koncetiny nebyl

vyznamny v zadném z hodnocenych mi$nich segmentu.

c¢-Fos + neurons

4.3.3. Exprese c-Fos v jadrech retrogradné oznacenych STT neuronii v zadnich rozich
lumbadlni michy po provedeni plantarni incise

Dalsi série pokusti méla ovéfit, Ze se zvySeni exprese ¢ — Fos v zadnich rozich lumbalni
michy po chirurgické incisi planty pedis tyka skute¢né¢ neuront Ucastnicich se nocicepce.
ProtoZe hlavni nervovou drahou vedouci nociceptivni informaci je spinothalamicky trakt, byly
v téchto pokusech experimentdlnim zvifatim retrogradn¢ znafeny STT neurony pomoci
injekce fluorescencniho barviva do thalamickych jader. Retrogradné oznacené STT neurony
se nachéazely v lamina I, IV — VII a rovnéZ v lamina X Sedé¢ hmoty na obou strandch lumbalni
michy po injekcich fluorescenéniho barviva bilateralné do obou thalamii. Po 7 — 10 dnech pak
byla zjistovana exprese c-Fos v takto oznacenych neuronech v zadnich rozich michy 2 h po
provedeni chirurgické incise na planté pedis téchto zvifat. Jedné skupiné z nich byl 24 pted
timto zékrokem intradermalné aplikovan kapsaicin, druhé pouze rozpoustéci roztok.
V zadnich rozich Sedé hmoty miSnich segmentti L3, L4 a L5 byl nejprve zjistén celkovy pocet
oznacenych STT neurontli a celkovy pocet Fos imunopozitivnich neuronti. Poté byl stanoven
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poCet STT neuronli vykazujicich zaroven Fos imunopozitivitu v jadrech za pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie a specidlniho softwaru (Microlmage) a vyjadien jako procento
z celkového poctu nalezenych STT neurond. Fos — pozitivni STT neurony byly zadnich
miSnich rozich vSech zvifat podobné
rozmistény, sjasn¢  obarvenymi  jadry
specifickou protilatkou na Fos. (Obr. 14)

Obr. 14  Piiklady histologickych fezii z tkan& rostrélni michy a
mozku ukazujici distribuci fluorescenéniho dextranového barviva po
injekéni aplikaci do ncl. gracilis (A) a jader lateralniho thalamu. (B)

U zvifat, kterym bylo pfed provedenim plantarni incise aplikovano rozpoustédlo, bylo
z hlediska pfitomnosti Fos — imunopozitivity hodnoceno celkem 385 oznacenych STT
neuronti. 65 znich bylo Fos — imunopozitivnich a vSechny se nachazely v zadnich rozich
lumbalni michy na strané¢ operované koncetiny. Procentualni vyjadieni proporci Fos —
pozitivnich STT neuronil nachazejicich se v jednotlivych misnich segmentech zvlast' ukazuje
graf na obr. 12., ze kterého je jasné patrné, Ze pocty STT neuronti exprimujicich v jadrech c-
Fos, nalezenych v zadnich rozich Sedé hmoty michy na strané operované koncetiny, jsou
vyrazné vyssi v porovnani s kontralaterdlni stranou, kde nebyl zjiStén ani jeden STT neuron
pozitivné se barvici na Fos v Zaddném ze sledovanych segmentl. Rozdil mezi obéma stranami
dosahoval statistické signifikance v segmentech L4 a LS.

Intradermalni aplikace kapsaicinu 24 h ptfed provedenim plantarni incise vyrazné snizila
pocty Fos — imunopozitivnich STT neuronti v zadnich rozich lumbalni michy. U téchto zvitat
vykazovaly z celkového poctu 439 oznacenych STT neuronti imunopozitivitu na Fos protein
pouze dva. Protoze v zadnich rozich lumbélni michy kontralaterdlné od incise nebyl
detekovan ani jeden STT neuron imunopozitivni na Fos, jsou prezentovana pouze data
tykajici se ipsilateralni strany. Relativni pocty STT neuront vykazujicich v jadrech Fos -
imunopozitivitu zjisténé v zadnich rozich michy na stran¢ incise byly tedy vyrazné vyssi u
zvitat, kterym bylo pfed provedenim plantarni incise injikovano rozpoustédlo, nez u zvitat po
injekci kapsaicinu, a to ve vSech sledovanych segmentech lumbalni michy. Rozdily mezi
ob¢éma skupinami zvifat jsou statisticky vyznamné jak v piipadé hodnoceni kazdého misniho
segmentu zvlast’, tak v piipad¢ hodnoceni dat ze vSech tfi segmentti danych dohromady.
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Vysledky téchto pokusti potvrdily, Zze se STT neurony ucastni neurdlni transmise
nociceptivni informace z planty pedis. Prokazaly, ze chirurgicka incise vytvofend na planté
pedis indukuje zvySeni exprese c-Fos v jadrech STT neuronti v zadnich rozich michy na
stran¢ incise, coz dokazuje aktivaci téchto neuronli chirurgickym inzultem. Pfedoperacni
lokélni aplikace kapsaicinu pak vyznamné omezi tento narist Fos imunopozitivity v STT
neuronech zadnich rohti michy na stran€ incise. (Obr. 15, Obr. 16A)

Obr. 15 Piiklad retrogradné oznateného Fos imunopozitivniho STT a PSDC neuronu. Vlevo oznageny STT neuron v zadnim rohu
lumbalni michy se zelené fluoreskujicim barvivem patrnym v perikaryon a proximalnich dendritech. Fos imunopozitivita v jadie
vizualizovana pomoci sekundarni protilatky konjugované s Texas — red. Superpozice ptedchozich dvou obrazkd zndzoriwujici znaceny STT
neuron se zelené obarvenym perikaryon exprimujici ¢ervené fluoreskujici ¢ — Fos ve svém jadfe. Vpravo ozna¢eny PSDC neuron v zadnim
rohu lumbalni michy se zelené fluoreskujicim barvivem patrnym v perikaryon a proximalnich dendritech. Fos imunopozitivita v jadie
vizualizovana pomoci sekundarni protilatky konjugované s Texas — red. Superpozice ptedchozich dvou obrazki znazoriujici zna¢eny PSDC
neuron se zelené obarvenym perikaryon exprimujici ¢ervené fluoreskujici ¢ — Fos ve svém jadre.

4.3.4. Exprese c-Fos v jadrech retrogradné oznacenych PSDC neuronii v zadnich rozich
lumbadlni michy po provedeni plantdrni incise

Dilezitou roli v nocicepci hraji kromé STT neuronti také postsynaptické neurony zadnich
provazci. V posledni sérii pokusti této casti studie byla proto ovéfovana uloha PSDC neuront
v pooperacni bolesti. Pomoci exprese c- Fos byla zjiStovana aktivace a senzitizace PSDC
neurond chirurgickou plantarni incisi a moznost ovlivnéni jejich rozvoje intradermalni injekei
kapsaicinu. Experimentdlnim zvifatim byly retrogradné znaceny PSDC neurony pomoci
injekce fluorescencniho barviva do ncl. gracilis na obou stranach. V zadnich rozich lumbalni
michy se takto obarvené neurony nachazely pifedev§im v lamina III — IV Sedé hmoty, dale pak
kolem centralniho kanalu v oblasti lamina X. Po 7 — 10 dnech byla zjistovana exprese c-Fos
v jadrech oznacenych PSDC neuront v zadnich rozich michy 2 h po provedeni plantarni
incise. Jedné skupiné zvitat byl 24 pied timto zakrokem intradermalné aplikovan kapsaicin,
druhé pouze rozpoustéci roztok. Fos imunopozitivita byla pozorovana mezi zna¢enymi PSDC
neurony v zadnich rozich michy na obou stranach. (Obr. 12, 13)

U kontrolni skupiny zvifat, kterym bylo pfed provedenim plantarni incise aplikovano
rozpoustédlo, bylo z hlediska Fos — imunopozitivity v jaddrech hodnoceno celkem 627
oznacenych PSDC neuronil. V rdmci tfech hodnocenych segmentt lumbalni michy se 327 z
nich nachdzelo na ipsilaterdlni strané¢ vzhledem k plantarni incisi, pfiCemz 92 bylo Fos —
pozitivnich, zatimco v zadnich rozich michy na kontralateralni stran€ od operované koncetiny
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vykazovalo Fos — imunopozitivitu pouze 15 ze 300 oznacenych PSDC neuront. U kontrolnich
zvifat byl tedy pocet oznacenych PSDC neuront exprimujicich v jadrech c-Fos zjistény
v zadnich rozich Sedé¢ hmoty michy na strané operované koncetiny vyrazné vyssi nez v
kontralateralnich zadnich rozich, tento rozdil mezi obéma stranami dosahoval statistické
signifikance ve vSech analyzovanych miSnich segmentech. Procentudlni zastoupeni Fos —
imunopozitivnich neuronti v jednotlivych lumbalnich segmentech zvlast je graficky
prezentovano pouze pro zadni miSni rohy na strané¢ operované koncetiny, nebot’ pfitomnost
Fos — pozitivnich PSDC neuronti na kontralaterdlni strané byla minimalni.

U skupiny zvifat po intradermalni aplikaci kapsaicinu 24 h pied provedenim plantarni
incise byla Fos — imunopozitivita sledovana v jadrech celkem 324 oznacenych PSDC
neuronti zadnich rohii lumbélni michy na strané incise. Oproti kontrolni skupiné zvitfat po
injekci rozpoustédla vykazovalo v tomto pfipadé Fos imunopozitivitu vyrazné méné¢ PSDC
neuronti (13). V kontralaterdlnich zadnich rozich lumbalni michy bylo z 291 oznacenych
PSDC neurontt 7 Fos — imunopozitivnich. Tento rozdil v poctech PSDC neurontli pozitivné
obarvenych na Fos mezi ipsi- a kontralateralni stranou lumbalni michy zvifat pfedoperacné
ovlivnénych intradermalné aplikovanym kapsaicinem nebyl statisticky vyznamny. Relativni
pocty Fos — pozitivnich PSDC neuronil v jednotlivych lumbalnich segmentech zvlast ukazuje
graf na obr. 9. SniZend exprese ¢ — Fos v jadrech PSDC neuroni zadnich rohti lumbalni michy
uc¢inkem kapsaicinu byla 1 vtomto pfipadé v porovnani s kontrolni skupinou vysoce
signifikantni. Pocty PSDC neuronii vykazujicich v jadrech Fos imunopozitivitu zjiSténé
v zadnich rozich michy na stran¢ incise byly vyrazné¢ vys$i u zvifat, kterym bylo pted
provedenim plantdrni incise injikovano rozpoustédlo, nez u zvifat po injekci kapsaicinu ve
vSech sledovanych segmentech lumbalni michy.

Vysledky téchto pokusi jasné prokazuji, Ze se i PSDC neurony tc¢astni neurdlniho pienosu
nociceptivni informace z planty pedis. Chirurgicky zékrok na planté pedis zplsobi zvySeni
exprese c-Fos 1 v jadrech PSDC neuronil v zadnich rozich lumbalni michy na stran¢ incise,
coz poukazuje na aktivaci a senzitizaci PSDC neuronil timto inzultem a ucast drahy zadnich
provazci miSnich v nocicepci. Predoperacné aplikovany kapsaicin do klize planty pedis
vyznamnou mirou omezi tento nariist exprese c-Fos 2 h po chirurgickém zakroku v jadrech
PSDC neuronit v zadnich rozich michy na strané incise a brani rozvoji jejich senzitizace.
(Obr. 15, obr. 16B)
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I I Obr. 16 (A) Exprese ¢ — Fos v retrogradné
oznacenych STT neuronech v zadnich rozich

lumbaélni michy 2 h po provedeni plantarni incise.
Experimentalni skupiné zvifat byl 24 pted zakrokem
intradermalné¢  aplikovan  roztok  kapsaicinu,
kontrolni skupin€ rozpoustéci roztok. U kontrolnich
10 4 zvifat  bylo  procentualni  zastoupeni  Fos
imunopozitivnich STT neuronti v zadnich rozich
lumbalni michy na strané operované koncetiny 21,3
+/-3,7 % v L3;23,7+/-2,0% vL4a31,9+/-3,0%
v L5 zcelkového poctu obarvenych STT neurontl.
U zvifat pfedopera¢né ovlivnénych kapsaicinem
L3 L4 LS all bylo v zadnich rozich lumbalni michy na strané
B 40 1 incise nalezeno jen nékolik malo STT neuroni
PS DC vykazujicich Fos imunopozitivitu, v L5 zadny Fos
[%] pozitivni STT neuron. Kapsaicin vyznamné snizil
ek expresi ¢ — Fos v STT neuronech v zadnich rozich

30 1 - i EJ e lumbélni michy na strané operované konéetiny. * P
T L <0,05; *** P <0,001 zadni rohy lumbalni michy na
I strané operované koncetiny experimentalni versus
kontrolni skupiny zvitat. (B) Exprese ¢ — Fos
vretrogradné¢  oznaCenych PSDC  neuronech
20 A v zadnich rozich lumbalni michy 2 h po provedeni
plantarni incise. Experimentalni skupiné zvifat byl
24 pied zakrokem intradermalné aplikovan roztok
kapsaicinu, kontrolni skupiné rozpoustéci roztok.
Proporce Fos imunopozitivnich PSDC neuront
z celkového poctu oznacenych PSDC neuront
nachézejicich se v zadnich rozich michy na strané
operované koncetiny byla ve vSech sledovanych
segmentech L3, L4 i L5 vyznamné vyssi u kontrolni
0 skupiny zvifat v porovnani s experimentalnimi
L3 L4 L5 all zvifaty piedoperacné ovlivnénymi kapsaicinem,
tento rozdil dosahl statistické signifikance v kazdém

z hodnocenych miSnich segmenti. ** P <0,01; ***

P < 0,001 zadni rohy lumbalni michy na strané

— incision after vehicle pretreatment n=4 operované  konCetiny  experimentalni  versus
B incision after capsaicin pretreatment n=4 kontrolni skupiny zvifat.
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4.4. Uloha perifernich a centralnich TRPV1 receptorii v rozvoji pooperaéni mechanické
alodynie a mechanické a tepelné hyperalgézie

4.4.1. Uéinek specifického antagonisty na TRPVI receptorech (SB 366791) na pooperacni
zmény odpovédi zvifat na tepelné podnéty

Nasledujici pokusy byly specificky zaméfeny na roli TRPV1 receptori v termosenzitivité
a v rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie. Byla pfi nich testovana moznost ovlivnéni tohoto
bolestivého stavu pomoci TRPV1 antagonisty aplikovaného riznymi zpusoby. Za ucelem
zjiStovani zmén odpovédi zvifat na tepelné podnéty zplisobenych chirurgickym zékrokem a
ptipadného efektu SB 366791 na tyto zmény byly stejné jako v prvni ¢asti studie (experiment
1) zaznamenavany Casové intervaly, za které zvirata reflexné odtahovala koncetinu od zdroje
tepla pfi tepelné stimulaci ktize planty pedis v okoli chirurgické incise. Pfedoperac¢ni odpovédi
zvitat na tepelnou stimulaci intaktni kiize se mezi obéma koncetinami neliSily. Chirurgicka
incise zpusobila vyrazné zkraceni reak¢nich intervald pfi stimulaci operovanych koncetin u
vSech kontrolnich zvifat, kterym byl intradermalné¢ nebo intratekdlné¢ aplikovdn pouze
rozpoustéci roztok bez SB 366791, a to ve vSech sériich pokust. Tyto ¢asové intervaly se
zkratily z pfedoperani primérné hodnoty 17 sna piiblizné 4 suz vprvni hodiné¢ po
provedeni plantarni incise, coz poukazovalo na rychly rozvoj pooperaéni tepelné hyperalgézie
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u téchto zvirat. Minimalnich hodnot dosahly v prvnich 24 h po zakroku a poté se zacaly
postupné prodluZovat a vracet se na pfedoperaéni uroveti. Sesty den po provedeni chirurgické
incise se pak odpovédi operované koncetiny vyznamné nelisily od pfedoperacnich hodnot.

V prvni sérii pokusti byly zjiStovany pooperacni zmény odpovédi zvifat na tepelné
podnéty po intratekalni aplikaci 100 uM roztoku SB 366791 15 minut pied provedenim
plantarni incise. (Obr. 17A) V prvnich hodinach po zékroku bylo u téchto experimentalnich
zvifat pozorovano Uplné zablokovani pooperacni tepelné hyperalgézie, primérné reakcni
Casové intervaly na tepelny podnét operovanych koncetin byly oproti pfedoperaénim
hodnotdm vyznamné prodlouzeny minimaln€ 4 h po provedeni chirurgického zékroku.
V dal$im prabéhu pokusu se vSak postupné zkracovaly, 96 hodin po incisi uz byly naopak
vyrazné krat§i v porovnani s piedoperani Urovni. intratekdlné aplikovany SB 366791
zpusobil zaroven signifikantni prodlouzeni reak¢nich Casii kontralateralnich, neoperovanych
koncetin téchto experimentalnich zvitat, které pretrvavalo miniméalné 4 h. V dal$im ¢asovém
pribéhu se tyto intervaly opét postupné zkracovaly, po Sesti hodinidch se uz odpovédi
neoperovanych koncetin na tepelné podnéty vyznamné nelisily od kontrolnich hodnot.

V dalsi sérii pokust byly testovany pooperaéni zmény odpovédi zvifat na tepelné podnéty
po intratekalni aplikaci 10 uM roztoku SB 366791 15 minut pied provedenim plantarni incise.
(Obr. 17B) U téchto experimentalnich zvifat bylo pozorovano zkraceni reak¢nich cCast
operovanych koncetin na tepelny podnét po provedeni plantdrni incise. V porovnani
s kontrolni skupinou zvifat, kterym bylo 15 min pfed zdkrokem aplikovano rozpoustédlo,
vSak doslo k jistému oslabeni prib¢hu pooperacni tepelné hyperalgézie G€inkem intratekalné
aplikované¢ho 10 uM SB 366791. Rozdil odpovédi na tepelné podnéty mezi operovanymi
koncetinami experimentalni a kontrolni skupiny zvifat dosahl statistické signifikance v Case 1
h po provedeni chirurgické incise. Uéinkem intratekaln& aplikovaného 10 uM SB 366791
doslo rovnéz k ur¢itému prodlouzeni reakénich Casti kontralateralnich, intaktnich koncetin
experimentalnich zvifat oproti pfedoperacnim hodnotdm, které bylo detekovatelné 1 h po
opera¢nim zakroku, také 10 uM SB 366791 aplikovany intratekalné¢ tedy zplisobil pfechodnou
terméalni hyposenzitivitu intaktnich kon&etin experimentalnich zvitat. Sesty den po operaci se
pak odpovédi na tepelné podnéty obou koncetin zvifat vratily na pfedoperacni urover.

V nasledujici sérii pokust byly testovany zmény odpovédi zvifat na tepelnou stimulaci
plantarni kize po intratekalni aplikaci 100 uM SB 366791 (Obr. 17C) nebo 10 uM SB 366791
(Obr. 17D) bez chirurgického zdkroku na planté pedis. Primérné asové intervaly, za které
zvifata zareagovala na tepelny podnét reflexnim odtaZenim koncetiny, se po intratekalni
aplikaci 100 uM TRPV1 antagonisty vyrazné¢ prodlouZzily. Jeho G¢inkem doSlo k rozvoji
pfechodné hyposenzitivity na termalni podnéty obou koncetin u této skupiny zvitat, ktera
pfetrvavala minimalné 2 h po aplikaci. Po 2 hodinach se odpovédi obou koncetin postupné
vracely na kontrolni uroven. intratekalné aplikovany 10 pM TRPV1 antagonista nezpiisobil
zadné vyznamné zmény odpovédi zvifat na tepelnou stimulaci intaktni kiize planty pedis bez
chirurgické incise oproti kontrolnim hodnotam, termosenzitivita plantdrni kiZe nebyla
ucinkem intratekalné aplikovaného 10 uM TRPV1 antagonisty zddnym zpisobem ovlivnéna.

U dalsi skupiny experimentalnich zvifat byly zjiStovany poopera¢ni zmény odpovédi na
tepelnou stimulaci planty pedis po intradermdlni aplikaci 100 uM SB 366791. TRPV1
antagonista byl v téchto pokusech injikovan intradermélné do plantarni kize 30 minut pfed a
bezprostiedné po provedeni chirurgické incise. (Obr. 17E) Po chirurgickém zakroku doSlo u
téchto zvifat pouze k mirnému zkraceni reakénich intervalii operovanych koncetin na tepelny
podnét uU€inkem intradermalné aplikovaného 100 puM TRPVI1 antagonisty. SB 366791
vyznamné oslabil pribéh pooperacni tepelné hyperalgézie v porovnani s kontrolni skupinou
zvitat, kterym byl stejnym zptisobem aplikovan pouze rozpoustéci roztok bez u€inné latky, a
jeho efekt pretrvaval minimalng dva dny po provedeni plantarni incise. Sesty den po zakroku
uz pak nebyl zjistén rozdil v odpovédich na tepelnou stimulaci operovanych a intaktnich
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koncetin téchto zvifat. Série kontrolnich experimentli dale ukéazala, Ze intradermalné
aplikovany 100 uM SB 366791 nezptsobil sdim o sobé zadné zméeny termosenzitivity intaktni
ktze planty pedis, na které nebyla vytvoifena chirurgicka incise. (Obr. 17F)
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Obr. 17 Reakéni ¢asové intervaly (primér +/- standardni chyba priiméru) na tepelné podnéty méfené na obou kon&etinach u rtiznych
skupin zvitat. Prvni skupiné zvifat byl 100 uM roztok TRPV1 antagonisty nebo rozpoustédla aplikovan intratekalné 15 min pied provedenim
plantarni incise (A), druhé skupiné byl 10 uM roztok TRPV1 antagonisty aplikovan intratekalné 15 min pfed provedenim plantarni incise
(B), tieti skupiné byl 100 uM roztok TRPV1 antagonisty nebo rozpoustédla aplikovan intratekalné bez provedeni plantarni incise (C), ctvrté
skupiné byl 10 uM roztok TRPV1 antagonisty aplikovan intratekalné bez provedeni plantarni incise (D), paté skupiné byl 100 uM roztok
TRPV1 antagonisty nebo rozpoustédla aplikovan intradermalné 30 min pfed a bezprostfedné po provedeni incise (E) a Sesté skupiné byl 100
UM roztok TRPV1 antagonisty intradermalné aplikovan bez nasledné chirurgické incise (F). (A) Reakéni intervaly koncetin zvifat po
intratekalni injekci rozpoustédla (A) se po provedeni chirurgického zakroku (v Case 0) vyrazné zkratily. Zkraceni zlstavalo signifikantni
minimalné v prvnich 48 h po incisi, reaktivita na tepelné podnéty se vratila na bazalni uroven 144 h po provedeni chirurgického zakroku.
Intratekalni injekce 100 pM SB 366791 15 min pied zakrokem zpisobila vyznamné prodlouzeni reakénich Cast na tepelné podnéty (e) a
nasledna plantarni incise neméla na toto prodlouzeni intervali téméf zadny efekt na rozdil od zvysSeni reaktivity operovanych koncetin po
injekei rozpoustédla (A). Reakéni intervaly kontralateralnich intaktnich koncetin na tepelné podnéty seu skupiny zvifat po injekci SB
366791 rovnéz prodlouzily (©), a to minimalné€ na 4 h, intervaly kontralateralnich koncetin kontrolnich zvitat zistavaly na stejné urovni (A).
(B) Také u zvifat po intratekalni injekci 10 pM SB 366791 zpisobila chirurgicka incise zkraceni reak¢nich intervalii na tepelné podnéty (e), i
kdyz méné vyrazné nez v piipadé operovanych koncetin po injekci rozpoustédla (A). V porovnani s korespondujicimi kontralateralnimi
koncetinami vsak bylo statisticky signifikantni (o). U zvifat po injekci SB 366791 bylo 1 h po zakroku patrné mirné prodlouzeni reakénich
intervalti kontralateralnich intaktnich koncetin (o), intervaly kontralateralnich koncetin kontrolnich zvifat se vyznamné neménily (A). (C)
V pokusech, kdy nebyla vytvotena chirurgicka incise na planté pedis zvifat, nedoslo k zadné zmén¢ reaktivity na tepelné podnéty koncetin
zvitat po intratekalni injekci rozpoustédla (A, A). Intratekalni injekce 100 uM SB 366791 vsak reak¢ni Casy zvifat na tepelné podnéty
vyrazné prodlouzila (e,0), prodlouzeni bylo patrné na obou koncetinach a ptetrvavalo minimalné 2 h po injekci. (D) V pokusech, kdy nebyla
vytvofena chirurgicka incise na planté pedis zvifat, nedoslo k zadné zméné reaktivity na tepelné podnéty koncetin po intratekalni injekei 10
UM SB 366791 v celém pribehu pokusu (e, o, A, A). (E) U zvifat, kterym byl 30 min pfedem a po chirurgickém zakroku intradermalné
injikovan rozpoustéci roztok, doslo po incisi ke zkraceni reakénich intervalii operovanych koncetin na tepelné podnéty (A). U zvifat po
intradermalni injekci 100 pM SB 366791 zpusobila chirurgicka incise také vyrazné zkraceni reakénich intervali na tepelné podnéty (e). Bylo
mirngji vyjadieno nez v piipadé operovanych koncetin po injekci rozpoustédla (A), v porovnani s korespondujicimi kontralateralnimi
koncetinami vSak dosahovalo statistické signifikance (o). Reakéni intervaly kontralateralnich intaktnich koncetin seu této skupiny zvifat
vyznamné neménily (o, A). (F) V pokusech, kdy nebyla vytvofena chirurgicka incise na planté pedis zvifat, nedoslo k zadné zméné reaktivity
na tepelné podnéty koncetin po intradermalni injekci rozpoustédla ani 100 uM SB 366791 v celém prubéhu pokusu (e, o, A, 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 koncetin zvifat po injekci rozpoustédla. x P < 0,05; xx P < 0,01; odpovédi levych
koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus odpovédi levych koncetin zvitat po injekci rozpoustédla.
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4.4.2. Utinek intratekdlné aplikovaného 100 uM TRPV1 antagonisty SB 366791 na
pooperacni zmény odpovédi zvirat na mechanické podnéty

U stejnych zvifat byla zjiStovana také tloha TRPV1 receptorti v mechanosenzitivite,
v rozvoji pooperatni mechanické alodynie a hyperalgézie a mozZnost ovlivnéni tohoto
bolestivého stavu pomoci TRPV1 antagonisty aplikovaného riznymi zpisoby. V této sérii
pokusti byly testovany zmény odpovédi zvifat na mechanické podnéty aplikované na kazi
planty pedis zpiisobené chirurgickou incisi plantarni kiize a ptipadné ovlivnéni téchto zmén
intratekalné aplikovanym 100 pM SB 366791 15 min pted provedenim chirurgického
zakroku. Kontrolnim zvifatim byl intratekaln¢ aplikovan rozpoustéci roztok bez ucinné latky,
vlastni experimentdlni procedura pak u nich probihala identicky jako u
skupiny experimentalni. (Obr. 18)

Stimulace intaktni plantarni kiize mechanickymi podnéty slabych intenzit (10, 20, 35 a 59
mN) nevyvolala reflexni odpovédi u zddného z testovanych zvitat. U kontrolni skupiny, po
intratekalni aplikaci rozpoustéciho roztoku pied provedenim plantarni incise, zacaly uz 1h po
chirurgickém zakroku tyto slabé podnéty vyvolavat vyrazné odpovédi pii stimulaci kize
v blizkosti chirurgické rany. Tento narist reaktivity dosahl statistické signifikance v n€kolika
testovacich Casech po zékroku v zdvislosti na intenzité pouzitého stimulu. Maxima dosahoval
4 — 6 hodin po provedeni incise a dokazoval rozvoj pooperac¢ni mechanické alodynie. Béhem
4 dnii se pak odpovédi postupné snizovaly az na predoperacni troven. Odpovédi intaktnich,
kontralateralnich koncetin na mechanické podnéty slabych intenzit se po intratekalni injekci
rozpoustédla neménily. Stimulace silnéj$imi Von Freyovymi vlakny (80, 140, 290 a 370 mN)
vyvolavala reflexni elevace koncetin pied opera¢nim zdkrokem, pfedoperacni odpovédi se
mezi pravymi a levymi koncetinami zvifat neliSily. Po provedeni plantarni incise doSlo
k vyznamnému zesileni odpovédi zvifat i na tyto silnéj$i podnéty aplikované na kiizi v okoli
rany, chirurgickd incise zpusobila zvySeni intenzity jejich vnimani pfetrvavajici nékolik dni.
Zvyseni odpovédi dosahovalo maxima 6 h po zdkroku. 6 dni po provedeni incise se pak
reaktivita na tyto podnéty vratila na pfedoperacni troven a neliSila se vyznamné od intaktnich,
kontralateralnich koncetin, jejichz odpovédi na mechanické podnéty silnéjSich intenzit se
béhem experimentu neménily.

Experimentalni skupiné zvifat byl 15 minut pfed provedenim plantarni incise intratekalné
aplikovan 100 uM roztok TRPV1 antagonisty SB 366791. (Obr. 18) U téchto zvifat byl po
chirurgickém zékroku piekvapivé zjisStén jen velmi mirny narst odpoveédi na mechanické
podnéty slabych intenzit pifi stimulaci operovanych koncetin v porovndni s pooperacnim
zvySenim reaktivity kontrolnich zvitat, rozdily téchto odpovédi operovanych koncetin mezi
obéma skupinami zvifat dosahovaly statistické signifikance v n¢kolika testovacich casech.
Hypersenzitivita na mechanické podnéty nizkych intenzit, pooperacni mechanicka alodynie,
byla uc¢inkem intratekaln¢ aplikované¢ho 100 uM SB 366791 vyznamné oslabena. Na druhou
stranu pooperacni zvySeni odpovedi na stimulaci silnymi mechanické podnéty (Von Freyova
vlédkna o sildch 140, 290 a 379 mN) u¢inkem intratekalné aplikovaného TRPV1 antagonisty
vyznamné ovlivnéno nebylo. V porovnani s reaktivitou operovanych koncetin kontrolnich
zvifat na tyto podnéty, ovlivnénych intratekdlni injekci rozpoustédla, nebyly zjistény
vyznamné rozdily.

93



s |10 mN s |19 mN

8 5 5

(2]

c

8 4 4 -

(2]

(]

- 3

g +

s 2 # 2

2 +

i &
0 0 -

24 14 1 2 4 6 24 30 48 96 144192 24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144 192

6 {35 mN 6,59mN

@ 5 5

(2]

s

8 4 4]

o

s 3 3

=

[

T 2] 2

=

s 4] 1
0 - 0

24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144 192

++ 4
] 4
6 6 {140 mN . " 5
S 5 5 |
0
]
o 4 4
(2]
o
w 3 3
3
T 27 2
=
=z 1 1
0 4 0
24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144 192 24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144 192
6 290 mN +t_t+ & & o L 5 370 mN & ++ 4+ HE e
3 5 1 5 4
(2]
c
2
& 4 4
o
w 3 3
E
S
E 7 2|
E 1 ]
g 0
24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144192 24 1 1 2 4 6 24 30 48 96 144 192
time (hrs) time (hrs)

Obr. 18 100 uM SB 366791 intratekalné pied provedenim plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba
pruméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 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 pocet vyvolanych odpovédi
operovanych koncetin vyrazné zvysil u zvifat, kterym bylo pifedopera¢né aplikovano rozpoustédlo (A), odpovédi korespondujicich
kontralateralnich koncetin se nemeénily (A). Tento narist reaktivity operovanych koncetin byl u skupiny zvifat ovlivnénych SB 366791 mirn¢
oslaben (@) v porovnani s operovanymi koncetinami zvifat po injekci rozpoustédla (A), v porovnani s korespondujicimi kontralateralnimi
koncetinami v8ak zistal signifikantni (o). Oslabujici G¢inek SB 366791 se tykal zvySenych odpovédi na mechanické podnéty nizkych
intenzit, tedy mechanické alodynie. Odpovédi korespondujicich kontralateralnich intaktnich koncetin na mechanické podnéty se neménily (o,
A). 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; +++ P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla versus
levych, # P < 0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus odpoveédi pravych koncetin zvifat po injekci
rozpoustédla.
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4.4.3. Utinek intratekdlné aplikovaného 10 uM TRPVI antagonisty SB 366791 na
pooperacni zmény odpovédi zvirat na mechanické podnéty

V dalsi sérii pokusi byly zjiStovany zmény reaktivity zvifat na mechanické podnéty
aplikované na kiizi planty pedis zpiisobené chirurgickou plantarni incisi a ptipadny efekt
intratekalné aplikovaného 10 uM TRPVI1 antagonisty 15 minut pifed provedenim tohoto
zakroku. Kontrolnim zvitatim byl intratekalné aplikovan rozpoustéci roztok.

Experimentalnim zvifatim byl v této sérii pokusti 15 minut pfed provedenim plantarni
incise intratekalné aplikovan 10 uM roztok SB 366791. (Obr. 19) Po chirurgickém zakroku
byl u téchto zvifat pozorovan vyrazny nértst poctu vyvolanych odpovédi pfi stimulaci ktize
v okoli incise mechanickymi podnéty slabych intenzit, velmi podobny poopera¢nimu nariistu
zjisténém u kontrolni skupiny zvifat, kterym bylo 15 min pfed plantarni incisi aplikovano
rozpoustédlo. ZvySeni poctu odpovédi experimentdlnich zvifat na stimulaci mechanickymi
podnéty o intenzitdch 35 a 59 mN bylo ponékud méné vyrazné nez u kontrolni skupiny, toto
oslabeni naristu t€inkem TRPV1 antagonisty vSak bylo jen velmi mirné a pfechodné, patrné
pouze vV jednom testovacim case po provedeni -chirurgického zakroku. Pooperacni
hypersenzitivita na slabé mechanické podnéty, mechanicka alodynie, se tedy v tomto ptipadé
plné rozvinula a jeji pribéh nebyl signifikantné ovlivnén uc¢inkem intratekalné aplikovaného
10 uM roztoku TRPVI1 antagonisty. Reaktivita experimentdlnich zvifat na stimulaci
operovanych koncetin silnéjSimi Von Freyovymi vlakny (140, 290 a 370 mN) a rozvoj
pooperacni mechanické hyperalgézie rovnéz nebyly ucinkem intratekdlné podané¢ho 10 pM
SB 366791 nijak ovlivnény v porovndni s pooperacni reaktivitou kontrolnich zvifat na
stimulaci témito podnéty.
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Obr. 19 10 uM SB 366791 intratekalné pied provedenim plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba
pruméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl 10 uM SB 366791 nebo
rozpoustéci roztok aplikovan intratekalné 15 min pied chirurgickym zakrokem. Nardst reaktivity operovanych koncetin na mechanické
podnéty zjistény u zvifat, kterym bylo pfedoperacné aplikovano rozpoustédlo (A ), byl u skupiny zvifat ovlivnénych 10 SB 366791 velmi
lehce oslaben (®) v porovnani soperovanymi koncetinami zvifat po injekci rozpoustédla (A). V porovnani s korespondujicimi
kontralateralnimi koncetinami vSak zistal stale vyrazné signifikantni (0). Oslabujici uc¢inek SB 366791 se tykal zvySenych odpovédi na
mechanické podnéty 2 nizkych intenzit. Odpovédi korespondujicich kontralateralnich intaktnich koncetin na mechanické podnéty se
neménily (o, A). Plantarni incise byla provedena v ¢ase 0. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvitat po
injekci SB 366791 versus korespondujicich levych, + P < 0,05; ++ P < 0,01; +++ P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci
rozpoustédla versus levych, # P < 0,05 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci SB 366791 versus odpovédi pravych koncetin zvifat po
injekci rozpoustédla.
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4.4.4. Utinek intradermdlné aplikovaného 100 uM TRPV1 antagonisty SB 366791 na
pooperacni zmény odpovédi zvirat na mechanické podnéty

V této sérii pokusi bylo sledovano ovlivnéni pooperacnich zmén reaktivity
experimentalnich zvifat na mechanické podnéty aplikované na klzi planty pedis u¢inkem
intradermdlné aplikovaného 100 uM roztoku SB 366791. SB 366791 byl zvifatim injikovan
do kiize planty pedis 30 minut pfedem a ihned po provedeni chirurgické incise. Kontrolni
skupin¢ zvifat byl stejnym zptisobem intradermélné aplikovan rozpoustéci roztok. (Obr. 20)

V porovnani s vyraznym zvySenim poctu vyvolanych odpovédi slabymi mechanickymi
podnéty, zjisténém pii stimulaci operovanych koncetin kontrolnich zvifat, kterym bylo pfed a
po chirurgickém zakroku intradermaln€ injikovano rozpoustédlo, byl nardst reaktivity
experimentalnich zvitfat ovlivnénych intradermalni injekci SB 366791 na tyto podnéty jen
velmi mirny. Pooperacni hypersenzitivita na mechanické podnéty slabych intenzit byla
ucinkem intradermaln¢ aplikovaného TRPV1 antagonisty vyrazné oslabena v nékolika
testovacich Casech a tento efekt pretrvaval minimdlné dva dny po provedeni chirurgického
zakroku na planté pedis. Naproti tomu pooperacné zvysené odpovédi experimentalnich zvirat
na mechanické podnéty silngjSich intenzit (140 a 290 mN), pooperaéni mechanicka
hyperalgézie, i¢inkem intradermalné aplikovaného SB 366791 ovlivnéna nebyla ve srovnani
s kontrolni skupinou zvifat po intradermalni injekci rozpoustédla. Odpovédi kontralateralnich,
intaktnich koncetin vSech zvifat na vesker¢ testované mechanické podnéty ziistavaly v celém
casovém prubchu pokusu nezménény.
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Obr. 20 100 uM SB 366791 intradermélné pied a po provedeni plantarni incise. Poget reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba
pruméru) vyvolanych pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl 100 uM SB 366791 nebo
rozpoustéci roztok aplikovan intradermalné 30 min pfed a po chirurgickém zakroku. Po provedeni incise se pocet vyvolanych odpovédi
operovanych koncetin vyrazn¢ zvysil u zvifat, kterym bylo aplikovano rozpoustédlo (A), odpovédi korespondujicich kontralateralnich
koncetin se neménily (A). Tento narlst reaktivity operovanych koncetin byl u skupiny zvifat ovlivnénych SB 366791 oslaben (e)
v porovnani s operovanymi koncetinami zvifat po injekci rozpoustédla (A), v porovnani s korespondujicimi kontralateralnimi koncetinami
vSak zustal signifikantni (o). Oslabujici ucinek SB 366791 se tykal piedev§im mechanické alodynie. Odpovédi korespondujicich
kontralateralnich intaktnich koncetin na mechanické podnéty se neménily (o, A). 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; +++ P
< 0,001 odpovedi pravych koncetin zvifat po injekei rozpoustédla versus levych, # P < 0,05; ## P < 0,01 odpovédi pravych koncetin zvitat
po injekci SB 366791 versus odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla.
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4.4.5. Ovlivnéni zdkladni reaktivity zviiat na mechanické podnéty riznych intenzit
aplikovanych na intaktni kaZi planty pedis ucinkem TRPVI1 antagonisty SB 366791
aplikovaného intratekdlné nebo intradermdlné

V nasledujici sérii pokusii byla testovana zakladni reaktivita zvifat na mechanické podnéty
290 a 370 mN aplikované na intaktni kiizi planty pedis bez chirurgické incise a jeji ptipadné
ovlivnéni U¢inkem intratekdlné aplikovaného TRPV1 antagonisty v koncentracich 100 a 10
UM nebo intradermalné aplikovaného 100 uM roztoku TRPV1 antagonisty. Kontrolni zvifata
podstoupila identickou testovaci proceduru jako experimentalni, misto G€inné latky jim byl
aplikovan pouze rozpoustéci roztok. (Obr. 21)

Stimulace intaktni kize planty mechanickymi silami 290 a 370 mN vyvolavala reflexni
elevace koncetin u vSech testovanych zvifat. Odpovédi obou koncetin se od sebe pied
intratekalni nebo intradermdlni aplikaci roztoku SB 366791 nijak nelisily. U vSech
kontrolnich zvitat, ovlivnénych pouze rozpousStécim roztokem bez uGcinné latky, zistaly
odpovédi obou koncetin na tyto podnéty vcelém casovém pribéhu pokusu nezménény.
Intratekalni ani intradermdlni injekce rozpoustédla neméla Zzadny vliv na reaktivitu
kontrolnich zvifat na mechanické podnéty 290 a 370 mN aplikované na intaktni kizi planty
pedis.

Experimentalnim zvifatim byl aplikovan intratekdlné¢ bud’ 100 uM nebo 10 uM roztok
TRPV1 antagonisty, nebo intradermalné¢ 100 uM SB 366791. Chirurgickd incise na planté
pedis u téchto zvitat vytvofena nebyla. U zadného z experimentélnich zvitat této série pokust
nebyla zaznamenana zaddna zména odpovedi pii stimulaci intaktni kize jejich koncetin
mechanickymi silami 290 a 370 mN, a to v celém prubchu pokusu, jejich odpovédi se nelisily
od reaktivity kontrolnich zvifat na tyto podnéty. Po intratekalni aplikaci 100 uM nebo 10 uM
roztoku TRPV1 antagonisty tedy nebyl u Zddného zvifete zaznamenan rozvoj hypo — ani
hypersenzitivity na tyto mechanické podnéty, odpovédi na stimulaci intaktni kiize Von
Freyovymi vldkny 290 a 370 mN se nezménila ani po intradermélni aplikaci 100 pM roztoku
SB 366791 v porovnani s reaktivitou zvifat kontrolni skupiny.
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Obr. 21 Pocet reflexnich odpovédi (priimér +/- standardni chyba priiméru) vyvolanych pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (290 a 370
mN) planty pedis obou konéetin u riznych skupin zvitat, bez provedeni plantarni incise. Prvni skupiné zvifat byl intratekalné aplikovan 100
UM roztok TRPV1 antagonisty nebo rozpoustédla (A), druhé skupiné zvifat byl intratekalné aplikovan 10 uM roztok TRPV1 antagonisty (B),
tfeti skupiné zvifat byl 100 pM roztok TRPV1 antagonisty nebo rozpoustédla aplikovan intradermalné (C). Rozpoustédlo nebo SB 366791
byly aplikovany v ¢ase 0. Odpovédi na mechanické podnéty (Von Freyova vlakna 290 a 370 mN) se po injekci SB 366791 (e,0) ani
rozpoustédla (A, A) nezménily u zadné z experimentalnich skupin zvifat a zlistavaly na stejné Grovni v celém prib&hu pokusu. Nebyl zjistén
rozdil ani mezi jednotlivymi skupinami zvifat, ani mezi pravymi a levymi konéetinami zvifat v ramci experimentalni skupiny.
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4.5. Uloha centralnich TRPV1 receptorii v nocicepci, moZné mechanismy jejich aktivace
a senzitizace

Posledni cast studie se zabyvala ulohou centrdlnich TRPV1 receptorii v nocicepci. U
experimentalnich zvifat, kterym nebyla provedena plantarni incise, byly sledovdny zmény
reaktivity na tepelné a mechanické podnéty jednak po aktivaci centrdlnich TRPVI
endogennim agonistou, déale po senzitizaci centrdlnich TRPV1 bradykininem, a dale po
aktivaci senzitizovanych TRPV1 endogennim agonistou. V posledni sérii pokusii byl testovan
uc¢inek TRPVI1 antagonisty SB 366791 na zmény odpovédi zplsobené aktivaci nebo
senzitizaci centralnich TRPV1 receptorti zjisténé v predchozich pokusech. V této casti studie
byla opét stejnymi behaviordlnimi metodami testovana citlivost zvifat na tepelné a
mechanické podnéty aplikované na intaktni kizi planty pedis a zjistovany jeji pfipadné
zmény zpusobené aktivaci nebo senzitizaci centrdlnich TRPV1 receptorti. VSem zvifatim
pouzitym v této Casti studie byly implantovany intratekalni katétry a 5 dni po implantaci
otestovany jejich odpovédi na mechanickou a tepelnou stimulaci planty pedis. V den pokusu,
pfed intratekalni injekci G€inné latky, byly tyto kontrolni odpovédi testovany znovu, u
zadného ze zvifat vSak nebyla zaznamenana vyznamnad zména reaktivity na tepelné nebo
mechanické podnéty oproti prvnimu testovani. Kontrolni odpovédi na tepelnou a
mechanickou stimulaci intaktni kiize planty pedis se mezi pravymi a levymi koncetinami
zvitat neliSily.

4.5.1. Ovlivnéni reaktivity zviiat na tepelné a mechanické podnéty riznych intenzit
aplikované na intaktni kuZi planty pedis ucinkem intratekdlné podaného TRPV1 agonisty

V této sérii pokusii byla testovana zdkladni reaktivita zvifat na tepelné a mechanické
podnéty aplikované na intaktni kizi planty pedis bez chirurgické incise a jeji ptipadné
ovlivnéni G¢inkem intratekalné aplikovaného TRPV1 agonisty OLDA v koncentraci 50 uM.

Odpovédi zvifat na tepelné podnéty byly testovany dvakrat pied intratekalni injekci
OLDA a v dalSich péti Casovych intervalech po injekci. V téchto pokusech vSak nebyla po
intratekalni aplikaci OLDA zjiSténa zadnd zména reaktivity zvifat na tepelnou stimulaci
v porovnani s kontrolnimi hodnotami zjisténymi pied jeho aplikaci. Odpovédi ziistavaly na
stejné trovni v celém Casovém pribéhu pokusu a nelisily se ani od odpovédi zvifat, kterym
byl intratekalné aplikovan rozpoustéci roztok bez u¢inné latky. Uéinkem intratekalné
aplikované¢ho 50 uM agonisty na TRPV1 receptorech tedy nedoslo k vyznamnému ovlivnéni
termosenzitivity intaktni kiize planty pedis u Zadného z testovanych zvitat v priibéhu 24 h po
jeho aplikaci. (Obr. 22A)
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Obr. 22 Reakéni ¢asové intervaly (primér +/- standardni chyba priiméru) na tepelné podnéty méfené na obou kon&etinach u rtiznych
skupin zvifat. Prvni skupiné zvifat byl intratekalné aplikovan roztok OLDA (A), druhé skupiné zvifat byl intratekalné aplikovan roztok
bradykininu (B), tieti skupiné zvifat byl intratekalné aplikovan roztok OLDA soucasné s bradykininem (C), zvifatim ¢tvrté skupiny byl
intratekalné aplikovan nejprve roztok TRPV1 antagonisty a poté OLDA s bradykininem (D). V téchto pokusech nebyly provadény plantarni
incise, ucinné latky byly aplikovany v Case 0. Intervaly jsou prezentovany v grafech spole¢né s hodnotami kontrolnich zvitat z ptedchozich
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 prubéh pokusu (e,0). Odpovédi koncetin se v ramci této experimentalni skupiny vyznamné nelisily
mezi pravou a levou stranou, nelisily se ani od kontrolnich hodnot zjisténych pied intratekalni injekci. (B) Reakéni intervaly obou koncetin
zvifat se po intratekalni aplikaci roztoku bradykininu vyrazné zkratily oproti kontrolni reaktivité zjisténé pied injekci. Zkraceni bylo
signifikantni v prvni hodin€ po injekci, reaktivita na tepelné podnéty se pak v dal$ich hodinach vratila na bazalni uroven (e,0). (C) Reakéni
intervaly na tepelné podnéty této skupiny zvifat se po intratekalni aplikaci roztokti bradykininu a OLDA rovnéz vyznamné zkratily oproti
kontrolni reaktivité zjisténé pied injekci, navic bylo toto zkraceni oproti predchozi experimentalni skupiné zvifat podstatné vyrazné&jsi.
Zkraceni bylo signifikantni miniméaln€ 4 h po injekei, reaktivita na tepelné podnéty se pak postupné vracela na bazalni tiroven (e,0). (D) Po
intratekalni injekci SB 366791 nasledované bradykininem s OLDA nedoslo k zadné zméné reaktivity na tepelné podnéty koncetin v celém
priabéh pokusu (e,0). Odpovédi koncetin se v ramci této experimentalni skupiny vyznamné neliSily mezi pravou a levou stranou, nelisily se
ani od kontrolnich hodnot zjisténych pfed intratekalni injekci. SB 366791 kompletn¢ zablokoval zkraceni reak¢nich intervali a tedy i
termalni hypersenzitivitu zpuisobenou bradykininem s OLDA. ** P <0,01; *** P < 0,001 odpovédi levych koncetin zvifat po injekci i¢inné
latky versus levych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po
injekcei ucinné latky versus odpovédi pravych konéetin zvitat po injekci rozpoustédla.
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Ve stejnych casovych intervalech byly testovany i odpovédi zvifat na mechanické
podnéty. Tenkd Von Freyova vlakna puasobici silami nizkych intenzit (10, 20, 35, 59 mN)
nevyvolavala reflexni elevace koncetin zvifat pii stimulaci intaktni kize planty pedis pted
intratekalni injekci OLDA a reaktivita na tyto podnéty se nezvysila u zadného z testovanych
zvifat ani po intratekdlni aplikaci OLDA. Stimulace planty pedis intenzivnéjSimi
mechanickymi podnéty (80, 140, 290 a 370 mN) vyvolavala reflexni odpovedi zvirat za
kontrolnich podminek, tedy pifed intratekalni injekci TRPV1 agonisty. U Zadného z
experimentalnich zvifat této série pokust vSak nebyla po intratekdlni injekci OLDA
zaznamenana jakakoliv zména téchto odpovédi pii stimulaci intaktni kiiZze jejich koncetin
témito mechanickymi silami, a to v celém priibéhu pokusu. Odpovédi se nelisily od kontrolni
reaktivity zjiSténé pred provedenim intratekalni injekce a ani od reaktivity zvitat, kterym bylo
do intratekalniho katétru aplikovano pouze rozpoustédlo. Po intratekédlni aplikaci 50 pM
roztoku TRPV1 agonisty tedy nebyl u Zadného zvifete zaznamenan rozvoj hypo — ani
hypersenzitivity na mechanické podnéty. (Obr. 23)
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Obr. 23 OLDA aplikovany intratekalng bez provedeni plantarni incise. Poget reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba priiméru)
vyvolanych pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intratekalné aplikovan roztok OLDA (v Case
0). Odpovédi na mechanické podnéty se po injekci OLDA (®,0) nezménily a zistavaly na stejné Urovni v celém pribéhu pokusu.
V pokusech neby! zjistén rozdil mezi kontrolnimi pocty odpovédi zjisténymi pted intratekalni aplikaci a hodnotami po injekci, odpovédi se
nelisily ani mezi pravymi a levymi koncéetinami zvifat v ramci experimentalni skupiny.
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4.5.2. Ovlivnéni reaktivity zvifat na tepelné a mechanické podnéty riznych intenzit
aplikované na intaktni kiZi planty pedis ucinkem intratekdlné podaného bradykininu

V dalsi sérii pokusti byla testovana zakladni reaktivita zvifat na tepelné a mechanické
podnéty aplikované na intaktni kizi planty pedis a jeji pfipadné ovlivnéni wU€inkem
intratekalné aplikované substance senzitizujici TRPV1 receptory, roztoku bradykininu
v koncentraci 1 mM.

Odpovédi zvirat na tepelné podnéty byly testovany ve stejnych Casech jako v prvni sérii
pokusii. Po intratekalni aplikaci bradykininu bylo zjiSt€éno vyznamné zkraceni reak¢nich cast
zvitat na tepelnou stimulaci v porovnani s kontrolnimi hodnotami zjisténymi pied jeho
aplikaci, a to v ¢ase 1 h po intratekélni injekci. Kontrolni reakéni intervaly zvitat na tepelny
podnét (v priméru pfiblizn€ 17 s) se v prvni hodiné po aplikaci bradykininu zkratily na
pfiblizné 13 s v priméru a tento rozdil byl statisticky vyznamny, zkraceni bylo patrné i
v porovnani s intervaly zvifat po intratekalni aplikaci rozpoustédla. U¢inkem intratekalné
injikovaného 1 mM bradykininu tedy doSlo k rozvoji pfechodné hypersenzitivity intaktni klize
planty pedis na tepelné podnéty detekovatelné 1 h po jeho aplikaci. V dal§im prib&hu pokusu
se reakéni Casy téchto zvirat zacaly opét postupné prodluzovat a v ¢ase 2 h po injekci doséhly
urovné kontrolnich hodnot. Zjisténé odpovédi na tepelné podnéty této skupiny zvifat a jejich
zmény se mezi pravymi a levymi koncetinami nelisily. (Obr. 22B; obr. 27A)

Ve stejnych Casovych intervalech byly testovany i odpovédi zvifat na mechanické
podnéty. Tenkd Von Freyova vlakna puasobici silami nizkych intenzit (10, 20, 35, 59 mN)
nevyvoldvala reflexni elevace koncetin zvifat pii stimulaci intaktni kiize planty pedis pted
intratekalni injekci 1 mM bradykininu. Po jeho aplikaci vSak zvifata zaCala na tyto slabé
podnéty reagovat, reflexni odpoveédi bylo mozné vyvolat v prvnich dvou hodinach po
provedeni injekce, na podnét 59 mN reagovala zvifata jeSté¢ 4 h po injekci. V testovacim Case
1 h dosahoval zjistény rozdil odpovédi statistické vyznamnosti. Stimulace planty pedis
intenzivngj$imi mechanickymi podnéty (80, 140, 290 a 370 mN) vyvolavala reflexni
odpovédi zvirat i za kontrolnich podminek, tedy pfed intratekalni injekci bradykininu. Po
intratekalni aplikaci bradykininu bylo zaznamenano vyrazné zvySeni odpovédi pfi stimulaci
intaktni ktze planty pedis témito mechanickymi silami, a to v testovacich ¢asech 1 ha 2 h po
injekci. V téchto casech se odpovédi na podnéty 140 a 290 mN statisticky vyznamné liSily
od kontrolni reaktivity zjisténé pted provedenim intratekalni injekce, rozdily odpovédi na
podnéty 80 a 370 mN dosahly statistické signifikance v ¢ase 1 h po injekci. Po intratekalni
aplikaci 1 mM roztoku bradykininu byl tedy zaznamenan rozvoj hypersenzitivity na vSechny
testované mechanické podnéty, rozdily odpovédi na mechanické podnéty byly vyznamné i
v porovnani se skupinou zvifat, kterym byl intratekalné aplikovan rozpoustéci roztok. Tato
mechanickd alodynie a hyperalgézie méla ptrechodny réz, v dalSim pribéhu pokusu se pak
reaktivita zvifat na mechanické podnéty zacala opét snizovat a v €ase 2 h po injekci doséhla
urovné kontrolnich hodnot. Zjisténé odpovédi na mechanické podnéty této skupiny zvifat a
jejich zmény se mezi pravymi a levymi koncetinami neliSily. (Obr. 24, obr. 27B)
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Obr. 24 Bradykinin aplikovany intratekélné bez provedeni plantarni incise. Podet reflexnich odpovédi (primér +/- standardni chyba
pruméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intratekalné aplikovan roztok
bradykininu (v ¢ase 0). Pocet odpovédi na mechanickou stimulaci obou koncetin se v porovnani s kontrolni hodnotou po intratekalni aplikaci
bradykininu signifikantné zvysil (e,0). V prvni hodiné po injekci se rozvinula mechanicka alodynie a hyperalgézie na obou testovanych
koncetinach téchto zvifat, poté se reaktivita na mechanické podnéty postupné snizovala na bazalni Groven. * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <
0,001 odpovedi levych koncetin zvifat po injekei u¢inné latky versus levych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla, # P < 0,05; ## P < 0,01;
### P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci u€¢inné latky versus odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla.
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4.5.3. Ovlivnéni reaktivity zviiat na tepelné a mechanické podnéty riznych intenzit
aplikované na intaktni kaZi planty pedis ucinkem intratekadlné podanych roztokii
bradykininu a OLDA soucasné

V této sérii pokust byla testovana zakladni reaktivita zvifat na tepelné a mechanické
podnéty aplikované na intaktni kizi planty pedis a jeji pfipadné ovlivnéni u€inkem
intratekdln€ podaného roztoku bradykininu nésledovaného intratekaln€ aplikovanym
roztokem OLDA.

Odpovédi zvirat na tepelné podnéty byly testovany ve stejnych ¢asech jako v predchozich
pokusech této ¢asti studie. Po intratekdlni aplikaci bradykininu a OLDA bylo u této skupiny
experimentalnich zvifat zjiSt€éno vyznamné zkrdceni reakénich Casii zvifat na tepelnou
stimulaci v porovnani s kontrolnimi hodnotami zjiSténymi pted intratekalni injekci, a to
v asech 1 h, 2 h a 4 h po intratekdlni injekci. Kontrolni reak¢ni intervaly zvifat na tepelny
podnét (v priméru piiblizné 17 s) se v prvni hodiné po aplikaci bradykininu a OLDA zkratily
na piiblizné¢ 13 s v priméru, v druhé hodiné€ pak dosahly minimalnich hodnot a od 4. hodiny
po intratekalni injekci se zacaly opét prodluzovat. Zkraceni reakEnich intervali téchto
experimentalnich zvifat na tepelné podnéty bylo v porovnani s kontrolnimi hodnotami
statisticky vyznamné v testovacich ¢asech 1 h, 2 h i 4 h po injekci, vyznamné rozdily byly
zjiStény 1 v porovnani se skupinou zvifat po intratekdlni aplikaci rozpoustéciho roztoku.
Utinkem intratekalné injikovanych roztok®i bradykininu a OLDA doslo tedy k rozvoji
pfechodné hypersenzitivity intaktni kiize planty pedis na tepelné podnéty detekovatelné 1 h, 2
h a 4 h po jejich aplikaci. V dalS§im prib¢éhu pokusu se reakéni asy téchto zvifat zacaly opét
postupné prodluzovat a v ¢ase 6 h po injekci dosdhly trovné kontrolnich hodnot. Oproti
termalni hyperalgézii zplsobené ucinkem samotného bradykininu byla vtomto ptipadé
hypersenzitivita na tepelné podnéty zfetelné vyraznéji vyjadiena a pretrvavala del§i dobu.
Zatimco po intratekdlni aplikaci samotného bradykininu bylo zkraceni reakcnich intervalii na
tepelné podnéty statisticky vyznamné pouze v prvni hodin€ po injekci, v pfipadé intratekalni
aplikace bradykininu a OLDA dosahovalo signifikance jest¢ 4 h po injekci. Z téchto vysledki
je jasné patrna potenciace u¢inku bradykininu pisobenim OLDA, ktera se projevila tepelnou
hyperalgézii pretrvavajici vyrazné del§i dobu, nez po aplikaci samotného bradykininu.
Zjisténé odpovédi na tepelné podnéty této skupiny zvifat a jejich zmény se mezi pravymi a
levymi koncetinami neliSily. (Obr. 22C; obr. 27A)

Stejnym zplsobem byly testovany také odpovédi zvifat na mechanické podnéty. Tenka
Von Freyova vldkna pulsobici silami nizkych intenzit (10, 20, 35, 59 mN) nevyvolavala
reflexni elevace koncetin zvifat pfi stimulaci intaktni kGze planty pedis pted intratekalni
injekei bradykininu a OLDA. Po jejich aplikaci vSak zvifata zaala na tyto slabé podnéty
reagovat, reflexni odpovédi bylo mozné vyvolat v prvnich Etyfech hodinach po provedeni
injekce. ZvySeni odpovédi experimentalnich zvifat na nejslabsi pouzity mechanicky podnét
(10 mN) po intratekalni aplikaci bradykininu a OLDA statisticky vyznamné nebylo, pro Von
Freyova vlédkna o silach 20, 35 a 59 mN pak doséhlo statistické signifikance v testovacich
casech 1 h i 2 h po injekci. Oproti pfedeslému pokusu s aplikaci samotného bradykininu
pfetrvavala v tomto piipadé mechanickd alodynie vyvolana ucinkem bradykininu s OLDA
déle. Stimulace planty pedis intenzivnéjSimi mechanickymi podnéty (80, 140, 290 a 370 mN)
vyvolavala reflexni odpovédi zvifat i za kontrolnich podminek, tedy pied intratekalni injekci
bradykininu a OLDA. Také po intratekalni aplikaci bradykininu s OLDA bylo zaznamenano
vyrazné zvySeni odpoveédi pifi stimulaci intaktni kGze planty pedis témito mechanickymi
silami, a to v testovacich casech 1 h, 2 h a 4 h po injekci. V téchto casech se odpovédi na
podnéty 80, 290 a 370 mN statisticky vyznamné liSily od kontrolni reaktivity zji§téné pred
provedenim intratekalni injekce, rozdily odpovédi na podnét 140 mN dosahoval statistické
signifikance v ¢asech 1 h a 2 h po injekci. Po intratekalni aplikaci roztoku bradykininu a
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OLDA byl tedy zaznamenan rozvoj hypersenzitivity na vSechny testované mechanické
podnéty, jak v porovnani s kontrolni reaktivitou, tak sreaktivitou skupiny zvifat po
intratekalni injekci rozpoustédla. Tato mechanickd alodynie a hyperalgézie méla pirechodny
raz, v dal$im pribéhu pokusu se pak reaktivita zvifat na mechanické podnéty zacala opét
postupné snizovat a vcase 6 h po injekci dosahla Grovné kontrolnich hodnot. Zjisténé
odpovédi na mechanické podnéty této skupiny zvifat a jejich zmény se mezi pravymi a levymi
koncetinami nelisily. (Obr. 25; obr. 27B)
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Obr. 25 Bradykinin s OLDA aplikovany intratekalné bez provedeni plantarni incise. Pocet reflexnich odpovédi (primér +/- standardni
chyba priméru) vyvolanych pfi stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat, kterym byl intratekalné aplikovan
roztok bradykininu a OLDA (v ¢ase 0). Pocet odpovédi na mechanickou stimulaci obou koncetin se v porovnani s kontrolni hodnotou po
intratekalni aplikaci bradykininu signifikantné zvysil (e,0). V prvni hodin€ po injekci se rozvinula mechanicka alodynie a hyperalgézie na
obou testovanych koncetinach téchto zvifat pretrvavajici minimalné 2 h po injekci, poté se reaktivita na mechanické podnéty postupné
snizovala na bazalni Groven. ZvySeni odpovédi na mechanické podnéty nizkych i vysSich intenzit bylo oproti pfedchozi experimentalni
skuping vyraznéjsi a pietrvavalo déle. * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 odpovédi levych koncetin zvifat po injekci uc¢inné latky versus
levych koncetin zvifat po injekci rozpoustédla, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 odpovédi pravych koncetin zvifat po injekci uc¢inné
latky versus odpovédi pravych koncetin zvitat po injekci rozpoustédla.
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4.5.4. Ovlivnéni reaktivity zvifat na tepelné a mechanické podnéty aplikované na intaktni
kuzi planty pedis ucinkem intratekdlni injekce 100 uM roztoku TRPVI antagonisty
ndsledované soucasnou intratekdlni aplikaci roztokit bradykininu a OLDA

V této sérii pokusii byla testovana zdkladni reaktivita zvifat na tepelné a mechanické
podnéty aplikované na intaktni kizi planty pedis a jeji pfipadné ovlivnéni u€inkem
intratekaln€ podaného roztoku SB 366791 pied intratekalni injekci roztoku bradykininu
soucasn¢ s roztokem OLDA.

Odpovédi zvifat na tepelné podnéty byly testovany podle stejného experimentalniho
protokolu, dvakrat pred intratekalnimi injekcemi farmak a v dalSich péti ¢asovych intervalech
po injekcich. V téchto pokusech nebyla po intratekdlni aplikaci SB 366791 nasledované
podanim bradykininu s roztokem OLDA zjiSténa zddnd zména reaktivity zvifat na tepelnou
stimulaci v porovnani s kontrolnimi hodnotami zjiSténymi pted provedenim injekci. Odpovédi
téchto zvifat na tepelné podnéty ziistdvaly na stejné urovni v celém casovém prubchu pokusu
a neliSily se ani od odpovédi skupiny zvifat, které byl intratekdln¢ aplikovan rozpoustéci
roztok bez u¢inné latky. Uéinkem intratekalné aplikovaného 100 uM TRPV 1 antagonisty tedy
doSlo k uplnému zablokovani hypersenzitivity intaktni kize planty pedis na tepelné podnéty
vyvolané intratekalni injekci bradykininu s OLDA, a to u vSech testovanych zvitat v pribéhu
24 h po jejich aplikaci. Zjisténé reak¢ni intervaly na tepelné podnéty se mezi pravymi a
levymi koncetinami této skupiny zvifat vyznamné nelisily. (Obr. 22D; obr. 27A)

Aby byl jasné prokazan specificky uc¢inek SB 366791 na prib¢h hyperalgézie a alodynie
vyvolané intratekdlné¢ podanym bradykininem s OLDA, byl c¢tyfem zvifatim této
experimentalni skupiny roztok bradykininu s roztokem OLDA intratekdln¢ aplikovan jesté
znovu 24 hodin po prvni injekci, a to bez TRPV1 antagonisty. Testovani odpovédi na tepelny
a mechanicky podnét 80 mN pak probehlo bezprostfedné pied touto injekci a v ¢asech 1 ha 2
h po jeji aplikaci. Vysledky slouzily jako pozitivni kontrola. Po této druhé intratekalni
aplikaci bradykininu a OLDA bylo opét zjisténo vyznamné zkraceni reak¢nich Cast zvirat na
tepelnou stimulaci v porovnani s kontrolnimi hodnotami zjiSténymi pted intratekalni injekci,
v testovacim ¢ase 2 h byly reakéni Casy téchto zvifat o 29,1% kratsi nez kontrolni a tento
rozdil byl statisticky signifikantni. 24 h po prvni aplikaci SB 366791 nasledované¢ho
bradykininem s OLDA, doSlo tedy u téchto zvifat k rozvoji pfechodné hypersenzitivity
intaktni kiize planty pedis na tepelné podnéty, a to i€inkem druhé intratekalni injekce roztoka
bradykininu a OLDA tentokrat bez ovlivnéni roztokem TRPV1 antagonisty. Tyto vysledky
potvrzuji, Ze v rozvoji termalni hyperalgézie vyvolané intratekalné podanym bradykininem
s OLDA hraji diilezitou roli centralni TRPV1 receptory. (Obr. 28A)

Dale byly u zvifat této experimentalni skupiny stejnym zplisobem testovany jejich
odpovédi na mechanické podnéty. Tenkd Von Freyova vldkna plsobici silami nizkych
intenzit (10, 20, 35, 59 mN) nevyvolavala reflexni elevace koncetin zvitat pfi stimulaci
intaktni kiize planty pedis pfed intratekalnimi injekcemi SB 3667091 a bradykininu s OLDA.
Zvitata vSak na slabé mechanické podnéty nezaCala reagovat ani po jejich aplikaci, pouze
stimulace podnéty 35 a 59 mN vyvolala ojedinélé reflexni odpovédi zvitat 2 h po injekei, tato
zména vSak nebyla statisticky vyznamna. Reaktivita na mechanické podnéty nizkych intenzit
se tedy vyznamné nezvySila ani u jednoho ztestovanych zvifat po intratekdlni aplikaci
TRPV1 antagonisty nasledované injekci bradykininu s OLDA. Stimulace planty pedis
intenzivngj$imi mechanickymi podnéty (80, 140, 290 a 370 mN) vyvolavala reflexni
odpovédi zvitat i za kontrolnich podminek pfed provedenim intratekalnich injekei SB 366791
a bradykininu s OLDA. Po jejich aplikaci vSak nebyla u Zaddného z experimentéalnich
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zvifat této série pokusli zaznamendna jakdkoliv zména reflexnich odpovédi pii stimulaci
intaktni ktze jejich koncetin témito mechanickymi silami, a to v celém prabéhu pokusu.
Odpovédi se neliSily od kontrolni reaktivity zjiSténé pfed intratekalni aplikaci u¢innych latek
a ani od reaktivity zvifat, kterym bylo intratekalné aplikovano rozpoustédlo. Pisobenim 100
uM roztoku TRPV1 antagonisty tedy doSlo k Gplnému zablokovani mechanické alodynie a
hyperalgézie vznikajicich €¢inkem intratekaln¢ podaného bradykininu s OLDA, a to u vSech
zvifat této experimentalni skupiny. Lze shrnout, Ze v celém prib&hu tohoto pokusu nebyl
zaznamenan rozvoj hypo — ani hypersenzitivity na  mechanické podnéty u Zadného
z testovanych zvifat, zjiSt€né odpoveédi na mechanické podnéty této skupiny zvifat se mezi
pravymi a levymi koncetinami nelisily. (Obr. 26; obr. 27B)
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Obr. 26 Bradykinin s OLDA aplikované intratekaln& po intratekalni injekci SB 66791, bez provedeni plantarni incise. Pocet reflexnich
odpoveédi (primér +/- standardni chyba priméru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovymi vlakny (10 — 370 mN) planty pedis zvifat,
kterym byl intratekalné aplikovan nejprve roztok SB 366791 a poté bradykinin s OLDA (v ¢ase 0). Odpovédi na mechanické podnéty se po
injekcich roztokl téchto latek (e,0) nezménily a zlstavaly na stejné Grovni v celém prub&hu pokusu. V pokusech nebyl zjistén rozdil mezi
kontrolnimi pocéty odpovédi zjisténymi pred intratekalni aplikaci a hodnotami po injekci, odpovédi se neliSily ani mezi pravymi a levymi
koncetinami zvifat v rdmci této experimentalni skupiny. SB 366791 G¢inn¢ zablokoval narist reaktivity na mechanické podnéty zptisobeny
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OLDA a bradykininem a zabranil tak rozvoji mechanické alodynie a hyperalgézie.
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Po druhé intratekalni aplikaci bradykininu a OLDA 24 h poté vSak bylo u téchto zvirat
pozorovano vyznamné zvyseni odpoveédi zvifat na mechanicky podnét 80 mN v porovnani
s kontrolnimi hodnotami zjiSténymi pied intratekalni injekci, v testovacim case 2 h statisticky
signifikantni. 24 h po prvni aplikaci SB 366791 nasledovaného bradykininem s OLDA, doslo
k rozvoji pfechodné hypersenzitivity intaktni kiize planty pedis na mechanicky podnét, a to
ucinkem druh¢ intratekalni injekce roztokl bradykininu a OLDA bez ovlivnéni roztokem
TRPV1 antagonisty. Podle téchto vysledkt hraji centrdlni TRPV1 receptory pravdépodobné
vyznamnou roli i vrozvoji mechanické hyperalgézie vyvolané intratekdlné podanym
bradykininem

s OLDA.
(Obr. 28B)
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Obr. 27 Intratekalni aplikace OLDA, bradykininu, bradykininu s OLDA a SB 366791 + bradykininu s OLDA, bez plantrni incise.
Reakéni ¢asové intervaly na tepelné podnéty v ¢asech 1 h a 2 h po intratekalni injekci vyjadiené relativné jako procento z kontrolnich hodnot
naméfenych pred intratekdlni injekci (primér +/- standardni chyba primeéru, 100% = kontrolni reakéni intervaly) (A) a pocet reflexnich
odpovédi (pramér +/- standardni chyba primeéru) vyvolanych pii stimulaci Von Freyovym vlaknem 80 mN planty pedis 1 h a 2 h po
intratekalni injekci (B) zvifat, kterym byly intratekalné aplikovany roztoky OLDA, bradykininu, bradykininu s OLDA a SB 366791 +
bradykininu s OLDA. (A) Po intratekalni injekci OLDA nedoslo k vyrazngjsi zméné odpovédi na tepelné podnéty. 1 i 2 h po aplikaci roztoku
bradykininu se reak¢ni intervaly na tepelné podnéty této skupiny zvifat vyrazné zkratily oproti reaktivité zvifat po injekci OLDA, tento
rozdil byl statisticky vyznamny v obou testovacich Casech. V pfipadé intratekalni aplikace bradykininu s OLDA bylo zkraceni jesté
vyraznéjsi, zejména 2 h po injekci, kdy i rozdil mezi skupinami zvifat po aplikaci bradykininu a bradykininu s OLDA dosahl statistické
signifikance. SB 366791 zabranil zkraceni reakénich intervalli na tepelné podnéty vyvolané intratekalni injekei bradykininu s OLDA. (B)
Odpovédi na mechanicky podnét 80 mN se po intratekalni injekci OLDA vyrazné nezménily, 1 h po aplikaci roztoku bradykininu se pocet
vyvolanych odpovédi timto mechanickym podnétem v porovnani se zvifaty po aplikaci OLDA signifikantné zvysil. V piipadé aplikace
bradykininu s OLDA byl tento narist jeSt¢ vyraznéji vyjadfen a pfetrvaval na rozdil od zvifat po aplikaci samotného bradykininu jest¢ 2 h po
intratekalni injekci. SB 366791 zablokoval zvysSeni reaktivity zvifat na mechanicky podnét vyvolané injekci bradykininu s OLDA. * P <
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 odpovédi zvifat po aplikaci bradykininu, bradykininu s OLDA nebo SB 366791 + bradykininu s OLDA
versus skupina po aplikaci OLDA, # P < 0,05; ## P < 0,01; ### P < 0,001 odpovédi zvifat 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. 28 Intratekalni aplikace bradykininu s OLDA 24 h po injekcich roztokit SB 366791 a bradykininu s OLDA, bez plantarni incise.
Reakéni Gasové intervaly (pramér +/- standardni chyba priméru) na tepelné podnéty (A) a pocet reflexnich odpovédi (pramér +/- standardni
chyba primeéru) vyvolanych pfi 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 zvifat vyznamné zkratily oproti kontrolni reaktivité
zjisténé pred injekci a tento rozdil dosahoval statistické signifikance. (B) Odpovédi na mechanicky podnét 80 mN se po intratekalni injekci
SB 366791 nasledované bradykininem s OLDA nezménily. Po dalsi aplikaci roztoku bradykininu s OLDA 24 h poté se pocet odpovédi na
mechanickou stimulaci obou konéetin v porovnani s kontrolni hodnotou signifikantné zvysil. * P < 0,05 odpovédi zvifat 1 h pfed versus 2 h
po intratekalni injekci.
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5. Diskuse

5.1. Celkovy prehled vysledki

Pilotni studie zkoumala novy zvifeci model pooperacni bolesti, model incise kiize hibetu,
na kterém byl jasné prokdzan a podrobné charakterizovdn rozvoj pooperacni mechanické
alodynie a hyperalgézie, primarni i sekundérni. (86) Po provedeni incise zacala zvifata
reagovat na stimulaci kGze ovlivnéné chirurgickym zdkrokem slabymi mechanickymi
podnéty, které pred zakrokem reflexni odpovédi nevyvolavaly, rozvinula se pooperacni
mechanickd alodynie. Doslo rovnéz ke zvySeni odpovédi na silnéj$i mechanické podnéty
(hyperalgézie). Subkutanné injikovany bupivakain aplikovany pfedoperacné do mista incise
oslabil pribéh primérni mechanické alodynie. Jeho u¢inkem doSlo rovnéz k Uplnému
zablokovani sekundarni mechanické alodynie a oslabeni sekundarni hyperalgézie.

Pokusy prvni c¢asti studie dokéazaly, Zze po lokalni aplikaci kapsaicinu ve vysoké
koncentraci pted chirurgickym zékrokem dojde k vyfazeni kapsaicin-senzitivnich nervovych
vlaken, tudiz k selektivnimu zablokovani nociceptivni aferentace z mista incise, a naslednému
zablokovani rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie a mechanické alodynie i1 hyperalgézie.
V dtsledku poranéni kize planty pedis a musculus plantaris chirurgickou incisi doslo k
mohutnému zvySeni reaktivity experimentdlnich zvifat na mechanické i tepelné podnéty pfi
stimulaci kiize planty pedis v bezprostfednim okoli incise, podobné jako v fad€ dalSich studii.
(32, 331) Mechanicka stimulace Von Freyovymi vlakny rizné sily umoznilo rozliSit
pooperacni zmény odpovedi zvifat na mechanické podnéty slabych intenzit (10 — 80 mN),
které nevyvolavaly reflexni odtazeni koncetiny pfi aplikaci na intaktni kazi, a pooperacni
zmény reaktivity zvifat na intenzivnéj$i mechanické podnéty (140 — 370 mN), které
vyvolavaly odpovédi uz pii stimulaci intaktni kize pfed provedenim plantarni incise. Diky
tomuto pfistupu bylo mozné rozliSit pooperacni mechanickou alodynii a hyperalgézii.
Intradermalni injekce kapsaicinu vyrazné oslabila pribéh pooperacni teplené a mechanické
hyperalgézie i mechanické alodynie. Nejvétsi ucinek byl pozorovan v ptipadé aplikace 24 h
pfed provedenim chirurgické incise, kdy doSlo ktémét uplnému zablokovani rozvoje
pooperacni mechanické alodynie. Tento efekt kapsaicinu na mechanosenzitivitu plné
korespondoval s jeho G¢inkem na termalni senzitivitu a s rozvojem termalni hypoalgézie u
experimentalnich zvifat ovlivnénych kapsaicinem pied provedenim plantarni incise, nebo u
skupiny zvifat, kterym po aplikaci kapsaicinu incise vytvofena nebyla. Lze ptredpokladat, Ze
mechanismus Uc¢inku kapsaicinu skute¢né spocival ve funkc¢ni, ptipadné morfologické
inaktivaci perifernich nervovych zakonceni exprimujicich TRPVI1 receptory, ktera byla
demonstrovana v fad¢ studii. (62, 89, 219, 265)

Dalsi ¢ast studie jasné prokdzala aktivaci a centrdlni senzitizaci misSnich neuront
chirurgickou incisi pomoci exprese ¢ — Fos vzadnich rozich lumbalni michy
imunohistochemickou metodou a potvrdila efekt ptedoperacné aplikovaného kapsaicinu na
jeji rozvoj. U zvitat predopera¢né ovlivnénych kapsaicinem byl pocet neuronti vykazujicich
Fos imunopozitivitu v obou zadnich rozich michy 2 h po chirurgickém zakroku v porovnani
s kontrolnimi vyrazn€ redukovan. Dale se ukazalo, Zze samotnd intradermalni injekce
kapsaicinu bez nasledné plantarni incise nezplisobi narist exprese ¢ — Fos v neuronech
zadnich rohii lumbélni michy 24 h po jeji aplikaci. V souladu s vysledky pfedchozi ¢asti
studie, kdy v behavioralnich pokusech s aplikaci kapsaicinu 2 h po provedeni incise nedoslo
k aplnému zablokovani pooperac¢ni alodynie a hyperalgézie, je ziejmé, Ze za 2 h po
chirurgickém zakroku dojde v disledku chirurgického traumatu k rozvoji centralni senzitizace
misnich neuronti. Pfedoperacni aplikaci kapsaicinu lze tento rozvoj ovlivnit, nebot” kapsaicin
svym uc¢inkem selektivné zablokoval aktivaci perifernich neurdlnich zakonceni chirurgickou
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incisi a naslednou nociceptivni aferentaci z mista traumatu, tedy dva hlavni heterosynaptické
mechanismy jejiho vzniku. (145)

Behavioralni i imunohistochemické metody spolehlivé prokazaly kli¢ovou roli kapsaicin —
senzitivnich nociceptivnich vldken v rozvoji poopera¢ni mechanické alodynie a tepelné i
mechanické hyperalgézie. Specificky antagonista na kapsaicinovych TRPV1 receptorech
aplikovany intratekaln¢ vyrazné€ ovlivnil termosenzitivitu intaktni kize planty pedis ve smyslu
hypoalgézie a navic Uplné¢ zablokoval rozvoj pooperacni tepelné hyperalgézie. Jeho ucinek
byl zavisly na pouzité koncentraci a dokazuje vyznamnou tlohu centralnich TRPV1 receptorti
exprimovanych na centrdlnich zakoncenich kapsaicin — senzitivnich neuront
v termosenzitivit¢ 1 vrozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie. V piipadé intradermalni
aplikace TRPV1 antagonisty do mista incise byl jeho G¢inek na tyto bolestivé stavy méné
potentni. Efekt TRPVI1 antagonisty na mechanosenzitivitu a pooperaéni mechanickou
alodynii a hyperalgézii byl v porovnani s termosenzitivitou podstatn¢ slabsi, a to v ptipadé
intratekalni 1 lokalni aplikace, coz naznacuje existenci oddélenych neuralnich mechanismu
vzniku mechanické a teplené hyperalgézie.

TRPV1 receptory exprimované na centralnich vybézcich kapsaicin — senzitivnich
nociceptortt hraji podle vysledki naSich pokusti vyznamnou tulohu v termosenzitivité i
v rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie. Latky, o kterych se pfedpokladd, ze jsou hlavnimi
endogennimi agonisty TRPV1 receptoru, jsou v§ak pomérné slabé ucinné a jejich koncentrace
v miSe je navic za fyziologickych podminek nizka. (61, 279) Samotny endogenni agonista
TRPV1 receptorit aplikovany intratekalné neovlivnil reaktivitu zvifat na tepelné podnéty.
Avsak v pfipad¢, ze byly centralni TRPV1 pfedem senzitizovany bradykininem, doslo po
aplikaci TRPV1 agonisty zcela evidentné k rozvoji pfechodné hypersenzitivity na tepelné 1
mechanické podnéty u téchto experimentalnich zvifat. Podle téchto zjisténi se tedy endogenni
TRPV1 agonist¢ mohou uplatnit jako aktivatory centralnich TRPV1 receptord, a to
v podminkach zanétu nebo tkanového poranéni, protoze se za téchto okolnosti jejich
koncentrace v tkéni vyrazné¢ zvysi, a navic dochazi v disledku plsobeni zanétlivych
medidtord rovnéz k senzitizaci TRPV1 receptori k plsobicim podnétim. (304) Je velmi
pravdépodobné, Ze se centralni TRPV1 receptory podili pravé timto mechanismem také
na rozvoji pooperacni bolesti.

5.2. U¢inky lokalnich anestetik na bolest chirurgického pivodu (86)

Hlavnim cilem pilotni studie bylo vytvofit klinicky relevantni zvifeci model pooperacni
bolesti po incisi na ochlupené kizi. Na nasem modelu incise kiize hibetu potkana byla
spolehlivé prokdzdna pfitomnost pooperacni mechanické alodynie i hyperalgézie, piesné
kvantifikovatelna, prostorové rozlisitelnd na primérni a sekundérni, reprodukovatelnd s velkou
ptesnosti z hlediska intenzity i casového pribéhu. Odlisit alodynii od hyperalgézie umoznilo
testovani odpovédi na mechanické podnéty pomoci Von Freyovych vldken riazné sily,
pusobicich silami riiznych intenzit. Také pozorovani, Ze bupivakain selektivné ovlivnil prib&h
alodynie bez vyraznéjSiho efektu na hyperalgézii, umoznilo odliSit tyto dva patologické
bolestivé stavy a naznacilo existenci oddélenych neuralnich mechanismt jejich vzniku. Model
incise kiize hibetu se v n€kolika ohledech lisi od nejcastéji pouzivaného zvireciho modelu
pooperacni bolesti, modelu plantarni incise. (32, 331) Tento zvifeci model pooperacni bolesti
po incisi na hladké neochlupené klzi planty pedis se od predeslého 1iSi zejména
z kvantitativniho hlediska. Odpovédi zvifat na mechanické podnéty aplikované na kiizi hibetu
v blizkosti chirurgické rany zlstavaji zvySené téméf 2 tydny po provedeni tohoto zdkroku, coz
je pfiblizn¢ dvakrat déle nez u modelu plantarni incise. Sekundarni mechanickd alodynie a
hyperalgézie jsou rovnéz vyraznéji vyjadieny v okoli incise klize hibetu v porovnéni s plantou
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pedis. Préh pro vnimani mechanickych podnéta je na ochlupené kiizi podstatné nizsi nezZ na
ktzi hladké, a to jak pfi stimulaci intaktni kize, tak po provedeni chirurgické incise. Tyto
rozdily jsou pravdépodobné dany riznou anatomickou strukturou (zejména tloustkou) a
uspofadanim inervace kiize téchto dvou lokalit. Ochlupend kiize hibetu se od hladké kize lisi
1 vaskularni odpovédi na pfipadné poranéni. Podstatou tohoto rozdilu jsou zmény
v uvoliiovani vazoaktivnich regulacnich peptidd, které jsou zaroven potentnimi algogeny.
(241)

Inhibice inicidlniho senzitizujictho impulsu prostiednictvim blokady nociceptivni
aferentace, pfenosu nervovych vzruchd, nebo neurotransmise v miSe by teoreticky méla
zabranit rozvoji kaskady dé&ii ovlivilyjicich neurondlni plasticitu v zadnich rozich michy,
kterd je podstatou centrdlni senzitizace. Ne¢kolik studii prokdzalo, Ze plantarni incise
senzitizuje neurony zadnich rohli michy na minimaln¢ 1 h, a to jak nociceptivni specifické
misni neurony s vysokym prahem pro mechanické podnéty, tak nizkoprahové WDR neurony,
které dostavaji aferentaci z jak z nociceptivnich tak i z mechanoceptivnich vldken. Nicméné,
pii stimulaci slabymi Von Freyovymi vldkny, o intenzitach blizkych pooperacni prahové
hodnoté pro mechanicky podnét, bylo v téchto pokusech mozné vyvolat odpovéd pouze
spinadlnich WDR neuronii. (293, 330) Tato neuronalni aktivita pravdépodobné odpovida
pooperacni mechanické alodynii. Podle naSich vysledkti doslo u¢inkem bupivakainu k
selektivni supresi pooperacni alodynie (zejména sekundarni), ne hyperalgézie, takze je
pravdépodobné, ze bupivakain selektivné plisobi na neurdlni procesy senzitizujici misSni WDR
neurony.

Bupivakain byl v nasich pokusech injikovan 30 minut pied provedenim incise, ale jeho
lokélni u¢inek 1 systémova plazmaticka koncentrace stoupaji jesté¢ n€kolik hodin po aplikaci.
Neni proto mozné urcit, kdy piesné bupivakain ucinkuje a které neurondlni procesy ovliviiyje.
Mize blokovat inicialni nociceptivni aferentaci z poranénych nervovych zakonceni v misté
incise nebo jejich periferni senzitizaci, piipadné aktivaci a senzitizaci intaktnich nervovych
zakonCeni riznymi tkanovymi medidtory uvolfiovanymi neurony a buiikami imunitniho
systému v bezprostiedni blizkosti mista poranéni, svym systémovym ucinkem mulze
bupivakain blokovat i1 procesy centralni senzitizace v somatech neurontit CNS. Vysledky
téchto pokust tudiz nedemonstruji u¢inky bupivakainu, které by bylo mozné nazvat vyhradné
preemptivnimi.

5.3. U&inky lokalné aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci na bolest
chirurgického piivodu

Pii stimulaci senzorického nervového vldkna kapsaicinem dochdzi k otevieni
membranového kationtového kandlu a influxu kalciovych a sodnych iontl do intraceluldrniho
prostoru kapsaicin-senzitivniho neuronu, ktery je timto mechanismem depolarizovan.
Aktivace zpusobi uvolnéni glutamatu a neuropeptidii (substance P, CGRP, neurokinin A)
z jeho perifernich i1 centralnich vybézkli a tim je umoznén pienos nociceptivni informace.
Faze aktivace je pak nasledovana refrakterni periodou, béhem které se nociceptor stava
resistentni k dal§imu pisobeni kapsaicinu a jinym bolestivym podnétim. V ramci této
kapsaicinem evokované desenzitizace mulzeme rozliSit klasickou farmakologickou
desenzitizaci, kdy prolongované pusobeni nebo opakovana aplikace kapsaicinu o nizké
koncentraci vede k progresivnimu snizovani odpovédi neuronu na dalSi stimulaci
kapsaicinem, a funkéni desenzitizaci, kdy expozice nervového vldkna kapsaicinu o vysoké
koncentraci vede ke snizeni nebo ztraté citlivosti nejen na kapsaicin, ale i na podnéty jinych
modalit. (60, 85) Hlavnim podkladem farmakologické i funkcni desenzitizace je vzestup
intracelularni koncentrace kalcia zplisobeny kapsaicinem. Ten aktivuje enzym kalcineurin,
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ktery zpiisobi defosforylaci kapsaicinového iontového kanalu, jehoz aktivita se v disledku
kalcium-dependentni defosforylace vyrazné snizi. (60, 174, 326) Vysokokoncentrovany
kapsaicin ma v kone¢ném disledku svého pisobeni neurotoxické ucinky na kapsaicin —
senzitivni neurony provazené morfologickymi zménami, od lehkého zdufeni axonalniho
zakonceni az po kompletni destrukci nociceptivnich zakonceni, ptipadné degeneraci neuronu.
Neurondlni destrukce vyvolanad kapsaicinem je ¢aste¢né¢ osmotického plivodu a castecné
mechanismem kalcium-senzitivnich proteaz aktivovanych intracelularnim influxem iontl
kalcia. Rozsah téchto ucinkd zdvisi in vivo na druhu a stafi organismu, dobé plsobeni,
zpusobu aplikace a na celkové davce kapsaicinu. (316) Po systémovém podani vysoké davky
kapsaicinu novorozenym mysim nebo krysdm dojde k Gplné selektivni degeneraci kapsaicin
senzitivnich nervovych zakonceni a k trvalé ztraté vice nez 80% tél senzorickych neuronil o
malém praméru. (141) Po lokdlni aplikaci jsou poskozené axony schopny regenerace z jejich
z proximalnich ¢asti, protoze somata jejich neuronil v tomto piipadé prezivaji. (315)

Pooperaéni zmény odpovédi zvifat na mechanické a tepelné podnéty, testované v naSich
experimentech, podléhaly dvéma riznym vliviim. Periferni senzitizace primarnich aferentnich
vlédken chirurgickou incisi, pfipadné centralni senzitizace, zplisobila zvySeni reaktivity zvifat
na testované podnéty. Naproti tomu funk¢ni inaktivace kapsaicin — senzitivnich aferentnich
neuronti piisobenim kapsaicinu méla na pooperacni odpovédi zcela opacny efekt, v jejim
disledku doslo ke sniZeni citlivosti zvifat na mechanické a teplené podnéty. Dikazem je
prodlouzeny ucinek intradermalné aplikovaného kapsaicinu u zvifat, kterym po jeho aplikaci
nebyla vytvofena plantarni incise. U téchto zvifat pretrvaval az 10 dni, zatimco reaktivita
zvifat po plantdrni incisi se vratila na bazélni urovenl uz za 6 dni po zékroku. Slabsi ucinek
kapsaicinu aplikovaného 6 dni pfed chirurgickym zakrokem na pooperaéni mechanickou a
tepelnou hyperlagézii i mechanickou alodynii lze vysvétlit postupnou regeneraci funkce
kapsaicin — senzitivnich vldken. Pfi intradermalni aplikaci vysoké davky kapsaicinu dochazi
k inaktivaci, pfipadné destrukci pouze perifernich neurdlnich zakonceni, somata téchto
neuronil ovlivnéna nejsou. Axony jsou tudiz schopny rychlé funkéni i morfologické
regenerace. U skupiny zvifat, kterym byl kapsaicin aplikovan 2 h po provedeni plantarni
incise, bylo mozné pozorovat jeho analgeticky Gc¢inek uz 2 h po injekci. Nicménég, v dalSim
casovém prubchu tohoto experimentu jeho efekt nedosahl takové tirovné, jako v pokusech,
kdy byl kapsaicin aplikovan 24 h pied zikrokem. Casovy interval od provedeni chirurgického
zakroku do funkéni eliminace kapsaicin — senzitivnich zakonceni injekei kapsaicinu 2 h poté
byl pravdépodobné dostatecny k tomu, aby mohlo dojit k rozvoji zmén ve smyslu centralni
senzitizace na Urovni michy. V disledku centralni senzitizace miSnich neuroni se analgeticky
ucinek pooperacn€ aplikovaného kapsaicinu nemohl uplatnit v plném rozsahu. Vyznam
inicidlni nociceptivni aferentace zplsobené chirurgickym traumatem pro centralni zmény byl
demonstrovan naptiiklad ve studii (278), kdy kratkodobé ovlivnéni lokélnim anestetikem
zablokovalo expresi ¢ — Fos v jadrech spindlnich neuronti. V disledku kratkodobého uc¢inku
lokéalniho anestetika vSak nebyl ovlivnén rozvoj behaviordlnich zmén reaktivity téchto zvitrat
na testované podnéty.

Lokéaln¢ aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci je velmi U€inny k indukci
degenerace epidermalnich nervovych zakonceni a nasledné hypoalgézie také u lidi. (185, 219,
265) Jeho efekt je pfimo zavisly na koncentraci, které dosahne po aplikaci v bezprostifedni
blizkosti kapsaicin — senzitivniho vlakna exprimujictho TRPV1 receptory. Zalezi tedy jednak
na zpusobu aplikace a také na koncentraci kapsaicinu v pouZzitém roztoku. Intradermalni
injekce 2 pg kapsaicinu eliminovala v misté aplikace téméf veskerd epidermdlni nervova
zakonceni lidské kiize a zaroven zptisobila vyrazné sniZeni citlivosti na tepelné podnéty. (265)
V naSich pokusech na potkanech se jevila jako velmi u¢inna pouzitd davka 1,5 mg. Po
srovnani s omezenym ucinkem kapsaicinu na lidskou kizi pfi pouZiti niz§i koncentrace (265)
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lze ptedpokladat, ze vysoka koncentrace kapsaicinu v bolusu injekéniho roztoku zvétsi
vzdalenost difuze kapsaicinu v efektivni koncentraci z mista aplikace do okolnich tkani.

Abychom obesli celou fadu vnitinich 1 vnéjSich faktort ovliviiujicich penetraci topicky
aplikovaného kapsaicinu do plantarni kiize potkana a vyhnuli se problematice souvisejici s
jeho biologickou dostupnosti i technickym provedenim aplikace, byla v této studii k aplikaci
roztoku kapsaicinu pouzita intradermalni injekce. I kdyz je velmi pravdépodobné, Ze stejného
ucinku by bylo mozné dosahnout pii pouziti kapsaicinové masti, nelze vyloucit, Ze v ptipadé
intradermalni injekce je efekt kapsaicinu vyrazngji vyjadfen. Intradermdlné injikovany
kapsaicin pronikne pravdépodobné sndze v efektivni koncentraci do hlubSich tkani, jako je
fascie a sval, které hraji u modelu plantarni incise velmi dilezitou roli. (32) Rozdily v €¢inku
topicky aplikovaného kapsaicinu, zplsobené pravdépodobné riznym slozenim nosnych
substanci pouzitych masti a tudiz riznou mirou penetrace kapsaicinu do kiize, byly
demonstrovany ve studii, kdy topicka aplikace 5% kapsaicinu neméla analgeticky Ucinek,
zatimco intrakutanni injekce 0,1% roztoku zptsobila hyposenzitivitu k tepelnym podnétim.
(44) Jina studie prokazala analgeticky tc¢inek pfi opakované aplikaci 1% kapsaicinové masti.
(328) Lokalni aplikace kapsaicinu je v klinické praxi ¢asto pouzivana k 1€cbé nejriznéjSich
bolestivych stavll. Je vSak pacienty Spatné tolerovana z diivodu bolestivosti v inicidlni fazi
jeho ucinku. Navic, potfebného efektu je dosazeno pouze pii opakované aplikaci po dobu
nékolika tydnl, casto vazne spoluprice pacientll. (224) Lokalni anestézie kize mistnim
anestetikem pfed jednordzovou aplikaci vysoké davky kapsaicinu by mohlo byt G€innym
feSenim tohoto problému. Neni vSak zcela objasnéno, jestli by v takovém piipad¢ zlstal
analgeticky Uc¢inek kapsaicinu stejny, nebo jestli by byl piisobenim lokéalniho anestetika néjak
ovlivnén. Podle vysledkti nasich pokust by lokalné aplikovany kapsaicin mohl byt G¢innou
latkou také k ovlivnéni pooperacni bolesti, pfedstavujici v porovnani s lokalnimi anestetiky
fadu vyhod. Jeho ucinek je na rozdil od lokélnich anestetik selektivni a pfetrvava delsi dobu,
navic, nervovy pienos informaci ostatnich senzorickych modalit neni piisobenim kapsaicinu
ovlivnéna.

5.4. Senzitizace miSnich neuronii chirurgickou incisi a jeji ovlivnéni lokalné
aplikovanym kapsaicinem ve vysoké koncentraci

Jedna skupina mechanismli centralni senzitizace je zavisld na neurondlni vzruchové
aktivit¢ a uplatiiuje se okamzité po plisobeni stimulu, druha zavisi na transkripci a predstavuje
mechanismy s pozdnim néstupem ucinku. (145) Inicidlni aktivace perifernich zakonceni
nociceptorti intenzivnim bolestivym podnétem spojenym s tkanovym poranénim hraje
rozhodujici roli. Intenzivni aferentace z mista traumatu zplsobi facilitaci synaptického
pfenosu v zadnich rozich michy, ktera je disledkem aktivace celé fady intraceluldrnich
signdlnich drah v miSnich neuronech plsobenim neurotransmiteri jako jsou glutamat, SP,
BDNF (brain-derived neurotrophic factor), ephrin-B ligandy a aktivaci jejich receptort
(ionotropni 1 metabotropni glutamatové receptory sptrazené s G-proteiny, NK; receptory a
tyrosinkinazové receptory trkB a Eph), které jsou na tyto intracelularni signalni kaskady
napojeny. Vedou ke zvySeni efektivity synaptick¢ého pfenosu jednak zménou aktivity
iontovych kandlli a receptori mechanismem posttranslacnich tprav jejich strukturnich
proteinli (zejména fosforylace intracelularnimi kindzami), a rovnéz zvySenym transportem
receptori na membranu. (319, 320) Kromé tohoto heterosynaptického mechanismu hraji
v Casné fazi centralni senzitizace vyznamnou ulohu také homosynaptické mechanismy
facilitace vyvolané sérii vzruchi o nizké (wind — up) nebo vysoké frekvenci (LTP). U skupiny
zvitat, kterym byl kapsaicin aplikovan 2 h po provedeni plantarni incise, nedoSlo k tak
uc¢innému ovlivnéni pooperacni hyperalgézie a alodynie, jako v pokusech, kdy byl kapsaicin
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aplikovan 24 h pted zakrokem. V €asovém intervalu mezi provedenim chirurgického zékroku
a funk¢ni eliminaci kapsaicin — senzitivnich zakonceni kapsaicinem se pravdépodobné
uplatnily casné mechanismy centralni senzitizace zavislé na zvySené vzruchové aktivité
nociceptorti. 'V jejich diasledku dosSlo k neurondlnim zménam zplsobujicim facilitaci
synaptického pfenosu v zadnich rozich michy, analgeticky Uc¢inek kapsaicinu se proto
v ptipad¢ pooperacni aplikace nemohl uplatnit v plném rozsahu.

Zvysena vzruchova aktivita nociceptort v terénu tkanového poranéni nebo zanétu muiize
zpusobit i dlouhodobé zmény efektivity synaptického pienosu v zadnich rozich michy. Tykaji
se transkripce genli kddujicich zejména proteiny zodpoveédné za piijem, vedeni a synapticky
pfenos vzruchu a jejich vysledkem jsou potom zmény excitability a vodivych vlastnosti,
v nékterych pfipadech az zména fenotypu neuronu. (320) V disledku intenzivni bolestivé
aferentace dochazi k aktivaci pfedev§im ERK-CREB signalni kaskady, ktera v neurondlnim
jadie ovliviiuje expresi fady dulezitych genti (143, 144, 247), v Casné fazi je touto cestou
indukovan naptiklad gen kddujici transkripéni faktor c-Fos. (128) Exprese ¢ - Fos a jeho
nasledné vazba na jadernou DNA pak vede k dal$im zméndm v genové expresi neuronll
zadnich rohti michy, které se tykaji pfedevSim transkripce a neurondlni exprese fady
neuropeptidll a proteind, a jsou zaroven piimym obrazem aktivace téchto neuront pfichazejici
nociceptivni aferentaci. Exprese ¢ — Fos je funkéni marker slouzici k identifikaci neuront
centradlniho nervového systému aktivovanych nociceptivnim podnétem. V naSich pokusech
jsme vyuzili tohoto markeru k objektivnimu ovéfeni centralni senzitizace miSnich neuront
chirurgickou incisi. Stejné jako nékolik dalSich studii, naptiklad na experimentalnim zvifecim
modelu pooperacni bolesti (278) nebo artritidy (2, 3), prokazaly i nase vysledky narGst
exprese ¢ - Fos v neuronech zadnich roht michy po provedeni plantarni incise, ktery ¢asoveé
koreloval s rozvojem pooperacni hyperalgézie a alodynie. V ptipadé vyfazeni nociceptivni
aferentace z mista poranéni intradermalné aplikovanym kapsaicinem 24 pted provedenim
zakroku, byl nariist exprese ¢ — Fos v zadnich rozich michy vyrazné oslaben, coz dokazuje
zablokovani procesli centralni senzitizace v miSnich neuronech u¢inkem kapsaicinu. Toto
zjisténi pln€ koresponduje s vysledky behaviordlnich pokusli prvni ¢asti nasi studie, kdy
kapsaicin aplikovany intradermalné¢ 24 h pted provedenim plantarni incise zcela zabranil
rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie a vyrazné oslabil pribéh poopera¢ni mechanické
alodynie i hyperalgézie, pravdépodobné mechanismem inaktivace az destrukce kapsaicin-
senzitivnich neurdlnich zakonceni s naslednou blokddou nociceptivni aferentace z mista
incise.

V neuronech zadnich rohiti michy bylo prokdzano vyrazné zvyseni ¢ — Fos mRNA jiz
nékolik minut po periferni stimulaci nociceptivnim podnétem, hladina ¢ - Fos mRNA
dosahuje maxima piiblizné za 30 — 40 minut. Po 1 — 2 h transkripce lze v téchto neuronech
spolehlivé detekovat proteinovy produkt Fos, jeho akumulace je v jadfe neuronu nejvyssi asi
2 hodiny po indukci transkripce. (128) Na podkladé téchto zjisténi byla v naSich pokusech
sledovéana exprese ¢ — Fos pravé 2 h po plisobeni nociceptivniho podnétu. DosaZzené vysledky
plné¢ odpovidaji behaviordlnim pokusim, kdy v pfipadé aplikace kapsaicinu 2 h po
chirurgickém zakroku nedoslo k tak vyraznému ovlivnéni pooperacni hyperalgézie a alodynie,
jako u zvifat ovlivnénych kapsaicinem piedoperac¢né. Nariist exprese ¢ — Fos v neuronech
zadnich roht michy 2 h po provedeni incise potvrzuje rozvoj centralni senzitizace 2 h po
pusobeni tohoto inzultu. V jejim disledku dojde k facilitaci synaptického ptenosu v zadnich
rozich michy dfiv, neZz se mulze uplatnit analgeticky efekt pooperacné aplikovaného
kapsaicinu, ktery by zabranil vzniku té€chto bolestivych stavi.

Za 2 h po provedeni chirurgické incise na planté pedis byl jasn€ pozorovan nartiist exprese
¢ — Fos v jadrech spindlnich neurond, a to nejen v zadnich rozich lumbélni michy na strané
operované koncetiny, ale rovnéz v zadnich rozich kontralateralnich. Asynchronicka aktivace
velkého mnozstvi perifernich zakon€eni nociceptord intenzivnim bolestivym podnétem nebo
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tkalovym poranénim zpusobi facilitaci synaptického prenosu velkého mnoZstvi riznych
neuronti zadnich rohit michy. NaSe zjisténi lze vysvétlit anatomickym uspotfadanim
centralnich zakonceni primarnich aferentnich neuront, které na kontralateralni stranu mohou
vysilat své kolateraly. (312)

V tad¢ praci bylo spolehlivé prokazano, Ze je ¢ - Fos v buiikach centralniho nervového
systétmu exprimovan jako odpovéd na stimulaci specifickym typem podnétu. V
neuronech michy je indukovan zejména nociceptivnimi podnéty, a to tepelnymi,
mechanickymi i chemickymi. (128) Chemicka latka kapsaicin je svym excitaénim u¢inkem na
nociceptivni neurony v inicidlni fazi svého plisobeni sama o sob¢€ potentnim algogenem. (315)
Zustalo tedy otazkou, jak ovlivni samotné intradermalni injekce kapsaicinu expresi ¢ —Fos
v neuronech zadnich roht michy, bez nasledné nociceptivni stimulace plantarni incisi. 26 h po
intradermalni aplikaci vysoké davky kapsaicinu zvifatim, kterym nebyla vytvofena
chirurgickd incise na planté pedis, (ve stejném case po injekci jako u zvitat po chirurgickém
zakroku), nebyl podle naSich vysledki zji§tén vyznamny nariist exprese ¢ — Fos v neuronech
zadnich rohl jejich michy ani na stran€ injekce, ani na strané kontralateralni. Lze tedy
pfedpokladat, ze 26 h po aplikaci kapsaicinu ve vysoké koncentraci je plné rozvinut jeho
desenzitiza¢ni, analgeticky Uc¢inek a toto zjiSténi je v souladu s vysledky behaviordlni casti
nasi studie, které dale potvrzuje.

Preemptivni pfistup v 1écbé bolesti je v poslednich letech Casto diskutovan. Tkanové
poranéni organismu vede totiz krozvoji centrdlni senzitizace v disledku intenzivni
nociceptivni aferentace z poSkozené tkan¢ a tato aferentace pokracuje i po skonceni plisobeni
nociceptivniho podnétu, ktery poranéni zptsobil. (145, 260, 320, 321) Preemptivni zpiisob
1écby by tedy mohl byt velmi efektivnim ve snaze ovlivnit pravé bolest chirurgického piivodu,
nebot’ centralni senzitizaci nociceptivniho systému vznikajici v dsledku tkanového poranéni
operacnim zakrokem a néaslednému rozvoji patologickych bolestivych stavli lze U¢inné
zabranit planovanou pfedoperacni aplikaci farmak. Nejcastéji jsou k tomuto Gcelu pouzivana
lokalni anestetika, kterd kompletn¢ blokuji neurdlni transmisi z mista poranéni. Na zvifecim
modelu plantarni incise bylo prokazano, Ze ptedoperacni aplikace lidokainu nebo bupivakainu
sice zabrani naristu exprese ¢ — Fos vneuronech zadnich rohli michy, nicméné
mechanosenzitivita zvifat je timto zplisobem ovlivnéna jen na omezenou dobu, danou
biologickym polocasem pouzitého lokalniho anestetika. (278) Podobné vysledky ptinesla
studie na zvifecim modelu incise hibetu, kdy pfedoperacné aplikovany bupivakain do mista
incise oslabil rozvoj pooperacni mechanické alodynie. (86) Mechanismus U¢inku lokalné
aplikovaného kapsaicinu ve vysoké koncentraci je vSak upln¢ jiny neZ mechanismus plisobeni
lokalnich anestetik. Mistni anestetika zablokuji veSkery neurdlni pfenos perifernimi
aferentnimi vlakny jen kratkodobé¢, pokud nejsou poddvana opakované nebo kontinudlné.
Naproti tomu vysokd davka kapsaicinu uCinkuje selektivné na vldkna exprimujici
kapsaicinové TRPV1 receptory, které vyradi z funkce. Jeho uc€inek ptetrvava nékolik dni, nez
dojde opét k regeneraci téchto epidermdlnich zakonceni a obnoveni jejich funkce. (271)
Protoze vysledky naSich pokusii navic prokazaly rozhodujici ulohu pravé primarnich
aferentnich vldken exprimujicich TRPV1 receptory v rozvoji pooperacni bolesti, je zfejmé, ze
selektivni ovlivnéni jejich funkce vysokou dévkou kapsaicinu predstavuje G¢innéjsi zptisob
pooperacni analgesie nez aplikace lokalnich anestetik.

Po integraci v zadnich rozich michy je nociceptivni informace pfenaSena projekénimi
neurony cestou piimych nebo nepfimych ascendentnich drah do vyssich center CNS. Tractus
spinothalamicus (STT), projikujici ptimo bez interpolace do vysSich cerebralnich struktur, je
¢asti STT jsou koncentrovany piedev§im v marginalni zoné (lamina I), v nucleus proprius,
v oblasti baze zadnich rohti a vlamina VII Sedé hmoty michy a jejich axony probihaji
ascendentné cestou ventrolateralniho provazce, axony dorsaln¢ segregovanych STT neurond,
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pfedevsim z lamina I, vyuZivaji dorsolateralni provazec bilé hmoty michy. (26, 312) Ventralni
STT vstupuje primarné do VPL/VPM thalamu a dorsalni STT inervuje zejména VPI thalamu.
(13, 27, 90) VPL, VPM a komplex zadnich thalamickych jader poskytuji déale intenzivni
aferentaci primarni somatosenzorické kiife S I, ventrokaudalni jadra medialniho thalamu pak
sekundarni somatosenzorické ktite S II. Lze tedy rozliSit ventralni STT — VPL/VPM — SI a
dorsalni STT — VPI/'VMpo — SII ¢asti spinothalamické ascendentni nociceptivni drahy,
pfiCemz ventralni hraje roli pfedevS§im v senzoricko — diskriminacni, zatimco dorsalni
v afektivné — kognitivni slozce bolestivého vjemu. (13, 38, 68, 168) Abychom ovéfili, Ze se
exprese ¢ — Fos v Ilumbélni miSe skutecné tykd neuront Ucastnicich se nocicepce, byly
v naSich pokusech retrogradné znaceny neurony STT traktu, tj. hlavni drdhy nocicepce,
pomoci injekce barviva do oblasti ventrobasalniho komplexu jader thalamu. Misto aplikace
barviva bylo vzdy mikroskopicky ovéfeno na histologickém fezu z mozkové tkdn€. Oznacené
neurony se nachéazely pfedevsim v nucleus proprius, v oblasti baze zadnich roht, v lamina VII
a rovnéz v margindlni z6n¢ (lamina I) Sedé hmoty lumbalni michy, coz pfesné odpovida
lokalizaci neuront ventralni ¢asti STT. V jejich jadrech pak byla sledovédna ptitomnost Fos s
pfedpokladem, Ze se jednd o neurony piimo se ucastnici nocicepce. Plantarni incise
indukovala v naSich pokusech zcela evidentné expresi ¢ — Fos v jadrech STT neuronli zadnich
roht lumbalni michy, coz spolehlivé dokazuje jejich aktivaci timto nociceptivnim podnétem.
Kapsaicin aplikovany intradermalné¢ do mista incise 24 h pfed provedenim zakroku pak
expresi ¢ — Fos v STT neuronech lumbélni michy ucinné zablokoval, tedy zabranil rozvoji
jejich senzitizace.

Zadni misSni provazce obsahuji vzestupné vétve primdrnich aferentnich neuront patticich
k lemniskarnimu systému, jedné z nepiimych drah nocicepce, a déale ascendentni projekce
neuronti druhého ftadu nachézejicich se v zadnim rohu Sedé hmoty michy. Tato
,postsynaptickd draha zadnich provazci“ (PSDC) ma plvod v neuronech lokalizovanych
v nucleus proprius (lamina III nebo IV, ventralné od substantia gelatinosa) a v lamina V a VI
Sedé¢ hmoty michy. PSDC neurony odpovidaji na bolestivou i nebolestivou mechanickou
stimulaci, na nociceptivni tepelné podnéty, nékteré PSDC neurony jsou aktivovany
nociceptivnimi podnéty viscerdlnimi. V piipadé jejich senzitizace v disledku tkénového
poranéni se PSDC neurony plvodné nereagujici na tepelny podnét mohou stat
termosenzitivnimi. PSDC je jednou z hlavnich senzorickych drah viibec a vyznamné pfispiva
k mechanické a termdlni nocicepci. (314) Na zvifecich experimentalnich modelech byla
prokézana exprese ¢ — Fos v jadrech PSDC neuronti po stimulaci nociceptivnim mechanickym
podnétem, po intradermalni injekci kapsaicinu i po nociceptivni stimulaci visceralni. Lze
pfedpokladat, Ze se PSDC uplatiiuji 1 v mechanismech neuropatické bolesti, nebot’ pteruseni
zadnich provazcl zabranilo rozvoji jejich symptomil na zvifecim modelu periferni neuropatie.
Nicméné, po stimulaci experimentalnich zvifat s periferni neuropatii mechanickym podnétem
nebyla prokazana indukce exprese ¢ — Fos v jadrech PSDC neuront zadnich rohli michy.
Zajimalo nas, jestli jsou i tyto PSDC neurony senzitizovany chirurgickou incisi a ucastni se
rozvoje pooperacni mechanické alodynie a mechanické i tepelné hyperalgézie u zviteciho
modelu plantdrni incise. Injekci barviva do nucleus gracilis byly tyto PSDC neurony nejprve
retrogradné oznaceny a vizualizovany v miSe, 2 h po provedeni plantarni incise pak byly
hodnoceny z hlediska ptitomnosti Fos v jadie. Nejvetsi pocet oznacenych neuronit byl po
injekci barviva do nucleus gracilis pozorovan v nucleus proprius, dale pak v lamina I a IV
Sedé hmoty michy. Tyto lokalizace odpovidaji mistim plvodu PSDC. 2 h po provedeni
plantarni incise byla v naSich pokusech jasné pozorovéana piitomnost Fos imunoreaktivity
v jadrech PSDC neuronti zadnich roht lumbalni michy. Tyto vysledky piesvédcive dokazaly,
ze se PSDC neurony Ucastni nocicepce u zvifeciho modelu pooperacni bolesti, modelu
plantarni incise, a jsou chirurgickou incisi planty pedis senzitizovany. Hraji tim padem
vyznamnou ulohu vrozvoji pooperacni mechanické alodynie a mechanické i tepelné
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hyperalgézie. Uginkem kapsaicinu intradermaln& aplikovaného do mista incise 24 h pied
provedenim tohoto zékroku doSlo k zablokovani nartstu exprese ¢ — Fos jak v STT, tak i
v PSDC neuronech, coz bylo v souladu s naSim ptedpokladem a déle potvrdilo duleZitou roli
PSDC v nocicepci po operacnim zékroku a v rozvoji pooperacnich bolestivych stavil. Celkovy
pocet retrogradné oznacenych PSDC neurontll nalezenych v lumbalni miSe byl podstatné vyssi
nez pocet oznacenych STT neuronl. Nelze vyloudit, ze dosSlo k ur¢itému ovlivnéni téchto
vysledkli z technickych divodi, nebot’ retrogradni znaceni PSDC neuront pomoci injekce
barviva do nucleus gracilis se ukazalo jako technicky snaze proveditelné, nez znaceni
spindlnich STT neuronti injekci barviva do laterdlniho thalamu.

5.5. Uloha perifernich a centralnich TRPV1 receptorii v mechanismech nocicepce u
bolesti chirurgického piivodu

Vysledky naSich pokust prokazaly kli¢ovou tlohu perifernich kapsaicin — senzitivnich
nervovych zakonfeni v rozvoji pooperac¢ni bolesti na zvifecim modelu plantarni incise.
Intradermalné aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci m¢l silny analgeticky Gc¢inek na
poopera¢ni mechanickou alodynii i mechanickou a tepelnou hyperalgézii, maximalniho
ucinku bylo dosazeno v pfipadé¢ jeho intradermalni aplikace 24 h pied provedenim
chirurgického zakroku. Podstatou tohoto analgetického efektu byla s nejvétsi
pravdépodobnosti funkéni eliminace perifernich nociceptivnich zakonceni, ptipadné jejich
morfologicka destrukce pisobenim kapsaicinu ve vysoké koncentraci. NedofeSenou otazkou
vSak zlstava uloha specifickych kapsaicinovych TRPV1 receptorii v tomto druhu bolesti.
Abychom ovéfili jejich roli a zjistili, jestli by farmakologické ovlivnéni jejich funkce mélo
analgeticky ucinek podobny kapsaicinu, pouZzili jsme v nasledujicich pokusech k ovlivnéni
pooperacni bolesti specifického antagonistu na TRPV1 receptorech.

Rada preklinickych studii prokazala vysokou efektivitu riiznych TRPV1 antagonisti na
termalni 1 mechanickou hyperalgézii u zvifecich modeli bolesti zanétlivého nebo
neuropatického piivodu a ukazala tak jeden z moznych zpisobl strategie farmakologického
ovlivnéni téchto bolestivych stavi. (104, 302) Specificky TRPV1 antagonista by mohl pfinést
urc¢ité vyhody v 1écbé pooperacni bolesti oproti kapsaicinu. Topicka aplikace kapsaicinu je
jednak Spatné tolerovana z diivodu bolestivosti v inicidlni fazi jeho ucinku a dostatecného
efektu je v pfipadé pouziti kapsaicinové masti dosaZzeno pouze pfi jeji opakované aplikaci po
dobu né¢kolika tydnti. (224) Navic je lokaln¢ aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci
neurotoxicky, indukuje morfologickou degeneraci epidermalnich nervovych zakonceni a
naslednou hypoalgézii. I kdyz byla prokazadna regenerace axonti vétvicimi se vyrlstky,
zustava otazkou, jestli se pln¢ regeneruje i jejich funkce a jestli senzitivita na mechanické a
tepelné podnéty zlstane po lokalni 1écbé kapsaicinem ve vysoké koncentraci neovlivnéna.
(185, 219, 265) V né¢kolika studiich byl prokazan také negativni vliv lokaln€ aplikovaného
kapsaicinu na hojeni rany. (103, 303)

Nejcastéji pouzivany kompetitivni TRPV1 antagonista, capsazepin, neni Uplné selektivni
na TRPV1 receptory a v podminkach in vivo nejevi vyraznou efektivitu. Uginnost tohoto
slabého antagonisty se 1i§i u rGznych Zivoc¢iSnych druhl a zavisi na modalité testovaného
podnétu. Navic v koncentraci, ktera je nutnd k blokadé TRPV1 receptord, inhibuje zaroven
acetylcholinové receptory a napét'ové zavislé kalciové kanaly. (298, 302) Omezenou Gc¢innost
ma 1 dal§i TRPV1 antagonista, ruthenium red, anorganické barvivo blokujici vstup kalcia do
bunék. Je to neselektivni antagonista v§ech TRPV kanalti a svym tG¢inkem ovliviiuje celou
fadu dalSich iontovych kanalli a receptoril, inhibuje uvoliovani transmitertt jako ACH nebo
GABA. (119) V neddvné dobé bylo syntetizovano velké mnoZstvi nejriznéjSich novych
TRPV1 antagonisth vykazujicich pfisnou selektivitu a vysokou uc€innost. Patii mezi né
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napiiklad na arginin bohaté hexapeptidy a peptoidy (triméry N — alkyl glycinu), coZz jsou
nekompetitivni blokatory poru TRPV1 kanélu se submikromolarni aktivitou, nebo vaniloidni
slouceniny jako iodo — resiniferatoxin — nekompetitivni antagonista s velmi vysokou afinitou,
ktery vSak vykazuje dal$i nespecifické ucinky, latka JYL1421 (derivat urey) a fada dalSich.
(126, 139, 295) Utinek jednoho ztéchto nové syntetizovanych selektivnich TRPVI
antagonistl, A — 425619 (sloucenina na bazi urey), byl testovan in vivo na zvifecim modelu
zan&tlivé, neuropatické a rovnéz pooperacni bolesti. V této studii se systémové podavany A -
425619 projevil jako velmi ucinny k ovlivnéni pooperacni tepelné hyperalgézie a jako
Castecné Ucinny na poopera¢ni mechanickou alodynii. Na prib&éh hyperalgézie zanétlivého
puvodu byl jeho analgeticky efekt rovnéZz vyznamny, a to v piipadé systémové, lokalni i
intratekalni aplikace. (126) Po detailni analyze farmakologickych vlastnosti velkého mnozZstvi
téchto substanci byla podrobné¢ charakterizovana latka N—(3-methoxyphenyl)-4-
chlorocinnamid (SB 366791), vysoce potentni a selektivni TRPV1 antagonista. Diky své
schopnosti pusobit jako piisné selektivni TRPV1 antagonista pii aktivaci TRPV1 podnéty
riznych modalit (kapsaicinem, acidosou i vysokou teplotou), ovétené v fad¢ pokusi (118),
pfedstavuje SB 366791 velmi vhodny nastroj k vyzkumu fyziologie 1 molekularni
farmakologie TRPV1 iontovych kanald. V naSich pokusech byl SB 366791 pouzit k ovéfeni
ulohy TRPV1 receptori v rozvoji pooperacni bolesti a k ovlivnéni pooperacni mechanické
alodynie a mechanické a tepelné hyperalgézie na zvifecim modelu plantarni incise.

Inhibice TRPV1 iontovych kanali plsobenim SB 366791 se podle vysledka
elektrofyziologickych pokust rozvine velmi rapidné, vykazuje napétovou zavislost a je jen
pomalu reverzibilni. Tento rychly nastup antagonismu byl prokazan elektrofyziologickou
metodou ter¢ikového zamku, kdy byl influx kationit TRPV1 iontovym kanalem indukovany
kapsaicinem nebo acidosou kompletné zablokovan pfi soucasné aplikaci téchto agonisti s
antagonistou SB 366791, bez pfedchozi inkubace. 1 uM SB 366791 zablokoval aktivaci
TRPV1 kapsaicinem nebo acidosou na disociovanych neuronech spindlnich ganglii potkanti
z vice nez 95%, stejnd koncentrace SB 366791 inhibovala aktivaci TRPV1 vysokou teplotou
z 84%. Inhibi¢ni G¢inek SB 366791 na TRPV1 je tedy evidentné potencovan v piitomnosti
TRPV1 agonisty a pomala reversibilita jeho antagonismu je zplisobena vysokou afinitou SB
366791 k TRPVI receptorim. (118) Protoze se SB 366791 jevi jako kompetitivni TRPV1
antagonista, je velmi zvlastni, Ze inhibuje tyto receptory jak v ptipadé aktivace chemickymi
(kapsaicin, acidosa), tak i fyzikdlnimi podnéty (vysoka teplota). Je zndmo, Ze se vazebné
misto pro kapsaicin nachazi na intracelularni strané TRPV1 receptoru (151, 297), naopak
protony pusobi svym aktivaénim ufinkem na extraceluldrni stranu receptorového proteinu
(284), aktivace plsobenim tepla je zplsobena mechanismem destabilizace poru TRPV1
receptoru predstavujiciho iontovy kandl. (98, 105) Mechanismus antagonismu SB 366791 piti
aktivaci TRPV1 témito riznymi podnéty lze vysvétlit dvéma zplsoby. SB 366791 mize
jednak jako kompetitivni antagonista fyzicky blokovat vazebné misto TRPV1 pro kapsaicin, a
to uplné nebo Caste¢né. Obsazeni tohoto vazebného mista pak brani aktivaci TRPV1 jinymi
podnéty, protoze dojde k ovlivnéni mechanismu otevirdni iontového kanalu. Dalsi moZnosti
muze byt allostericky zptsob inhibice TRPV1 ucinkem SB 366791, nezavisly na pfitomnosti
agonisty. V takovém piipadé by se SB 366791 navdzal na allosterické misto TRPV1
receptoru, vzdalené od vazebnych mist pro kapsaicin a jiné agonisty, a inhiboval tak funkci
celého TRPV1 receptoru jeho allosterickou modifikaci nezavisle na zptisobu aktivace. (118)
V Zadné studii nebyl dosud prokdzan tc¢inek SB 366791 na kterékoliv dalsi iontové kanaly,
receptory sprazené s G — proteiny, enzymy nebo jiné proteiny.

Kapsaicinové TRPV1 receptory jsou exprimovany na membranach perifernich 1
centralnich vybézkid subpopulace senzorickych neuronli specializovanych na detekci
nepiijjemnych a bolestivych podnéth riznych modalit, tepelnych, mechanickych i
chemickych. Jejich exprese je jednou z hlavnich biologickych vlastnosti charakterizujicich
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pfevaznou vétsinu nociceptivnich senzorickych neuront patficich do skupiny C- i Ad-vlaken.
Periferni TRPV1 receptory slouzi in vivo pfedev§im k detekci tepelnych podnéti, a to
v rozsahu teplot, které u experimentalnich zvitat i lidi vyvolavaji bolest (43 — 52 °C). (98)
Lokalni sniZzeni hodnoty pH (<6,8) vznikajici naptiklad v okoli poranéné, zanicené nebo
ischemické tkané je dal$im dulezitym aktivatorem perifernich TRPV1 receptort in vivo,
protony navic funguji i jako endogenni a exogenni modulatory funkce TRPV1 receptord.
(284) Také endogenni latky vaniloidni povahy produkované zejména v prostfeni poranéné
nebo zanicené tkané€, podobné svoji chemickou strukturou kapsaicinu a Casto fungujici jako
druhé posly v intracelularnich signalnich kaskadach (napt. polynenasycené mastné kyseliny a
jejich derivaty, jako kyselina arachidonova nebo kyselina linolenova, diacylglycerol, aj.),
aktivuji periferni TRPV1 receptory nebo moduluji jejich citlivost na jiné podnéty. (284, 335)
Slab¢ kyselé extracelularni prostiedi potencuje aktivaci TRPVI1 tepelnymi podnéty a
vaniloidy, siln€ kyselé podminky aktivuji TRPV1 kanal pfimo. Vaniloidy a kyselé pH snizuji
préah TRPV1 pro tepelné podnéty z bolestivych az na nebolestivé teploty. TRPV1 je tedy
integratorem fyzikalnich a chemickych bolestivych podnétii v pravém slova smyslu. (98)
ProtoZe jsou tkanova poranéni spojena se zanicenim, infekci a hypoxii provazena vylevem
mediatorti zanctu i lokdlnim zvySenim kyselosti a teploty, m& TRPVI1 receptor diky své
integracni schopnosti klicovy vyznam pro piinos informace o fyziologickém prostiedi
primarniho aferentniho vladkna a pro ovlivnéni jeho excitability v tomto prostfedi. Svoji funkci
detekovat a integrovat fyzikalni i chemické podnéty vyznamné pfispiva k perifernim a
pravdépodobné 1 k centrdlnim mechanismiim zodpovédnym za senzitizaci nociceptoru v
disledku tkanového poranéni. Typickym ptikladem je jeho uloha v rozvoji tepelné
hyperalgézie spojené se zancétem, kterd je diisledkem konvergentniho piisobeni tepla, nizkého
pH a zanétlivych mediatori na TRPV1 receptor.

Je vice nez pravdépodobné, Ze se periferni TRPV1 receptory vyznamné uplatituji také
v rozvoji bolestivych stavii zpasobenych chirurgickym zdkrokem, nebot’ v jeho dusledku
rovnéz dochézi k lokdlnimu vylevu medidtorti zan€tu a snizeni pH. Vysledky ptedchozich
pokusii navic prokdzaly klicovou ulohu perifernich kapsaicin — senzitivnich nervovych
zakonceni v rozvoji pooperacni bolesti. Pfedpokladali jsme proto, Ze lokalni aplikace TRPV1
antagonisty SB 366791 do mista incise bude mit na pooperacni tepelnou i mechanickou
hyperalgézii analgeticky ucinek. V naSich experimentech lokaln¢ aplikovany SB 366791
skutecné¢ vyznamné oslabil pribéh pooperacni tepelné hyperalgézie na zvifecim modelu
plantarni incise, zatimco jeho u¢inek na mechanickou pooperacni alodynii a hyperalgézii byl
jen velmi mirny. I kdyz nelze vyloudit urcitou miru vstiebavani a prinik tohoto TRPV1
antagonisty do systémového krevniho feciSté po intradermalni aplikaci do mista incise, bylo
mozné povazovat jeho efekt za periferni, nebot’ penetrace SB 366791 do CNS je velmi
obtizna. NaSe zjiSténi jsou v souladu s vysledky studie Honore et al, 2005 (126), kterd na
zvitecim modelu pooperacni bolesti rovnéz prokdzala dobrou uc¢innost TRPV1 antagonisty A
— 425619 na pooperacni tepelnou hyperalgézii a méné vyraznou na mechanickou alodynii,
podobny minimalni efekt na poopera¢ni mechanickou alodynii byl demonstrovan také na
modelu plantarni incise u experimentalnich mysi s deleci genu pro TRPV1. U téchto zvitat
byl vyrazné oslaben rozvoj pooperacni tepelné hyperalgézie, nariist exprese ¢ — Fos v jadrech
neuronti zadnich rohti michy vSak v téchto experimentech zablokovan nebyl. (230) Podle
vysledkll vSech téchto studii jsou ucinky vysoké davky kapsaicinu na pooperacni tepelnou i
mechanickou alodynii a hyperalgézii nadfazené uc¢inkim TRPV1 antagonisty. Analgeticky
efekt lokaln€ aplikovaného kapsaicinu byl i v naSich experimentech na zvifecim modelu
plantarni incise podstatné vyraznéj$i v porovndni s u¢inkem lokaln€ aplikovaného TRPV1
antagonisty. Tento rozdil je mozné vysvétlit riznymi mechanismy puasobeni téchto dvou
ucinnych latek. Lokaln€ aplikovany TRPV1 antagonista pouze zablokuje periferni TRPV1
receptory. Nociceptivni nervové zakonceni zistava po jeho aplikaci intaktni, ostatni receptory
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exprimované na jeho membrané jsou i nadale funkéni a G€astni se piijmu a detekce podnéta.
Vysoka davka kapsaicinu naopak aktivuje TRPV1 receptory a zpisobi tim masivni influx
kalcia intracelularné do vybézku primarniho aferentniho neuronu. V jeho disledku pak dojde
k funkéni inaktivaci, pfipadné¢ uplné morfologické destrukci nociceptivniho nervového
zakoncCeni, tedy k jeho Giplnému vytazeni z funkce.

Zatimco je funkce perifernich TRPV1 receptorii v soucasné dobé pomérné dobie
objasnénd a ovéfend velkym mnozstvim riiznych studii, zistava funkce centralnich TRPV1
stale velkou neznamou. NedofeSenou otdzkou zlstava zejména zpusob jejich aktivace. Je
ziejmé, Ze se fyzikalni podnéty jako vysoka teplota (43 — 52 °C) nebo chemické podnéty jako
kapsaicin a acidosa svym aktiva¢nim t¢inkem na TRPV1 receptory v miSe za fyziologickych
okolnosti neuplatiiuji. Jako aktivatory centralnich TRPV1 receptorti pfichazeji v tivahu
endogenni latky vaniloidni povahy. Tyto lipidové substance podobné svoji chemickou
strukturou kapsaicinu vyvolavaji neselektivni kationtovy proud plsobenim specificky na
TRPV1 receptory, avSak jsou vyrazné slab§imi agonisty nez naptiklad kapsaicin a vyvolavaji
odpovédi s o néco pomalejsi kinetikou. K efektivni aktivaci TRPV1 receptorti nebo modulaci
jejich funkce je tudiz nutné jejich vysoka koncentrace a otdzkou zlstava, jestli je v tkdnich za
fyziologickych nebo piipadné patologickych podminek in vivo tak vysoké koncentrace
dosazeno. Tyto polynenasycené mastné kyseliny a strukturné ptibuzné metabolity jsou vSak
produkovany za pomoci fady enzymil z membranovych fosfolipidii, a tim je jejich pfistup
k receptorim na membrané té stejné nebo pfilehlé buiiky velmi snadny a efektivni. Navic,
v podminkach tkanové léze nebo zdnétu mohou makrofagy a endotelie uvoliiovat zvysSené
mnozstvi téchto substanci do tésné omezeného mezibunééného prostoru, takze jejich lokalni
koncentrace pravdépodobné mlize dosahnout v téchto ptipadech u¢innych hodnot. V poranéné
nebo zanicené tkani se jejich fyziologicky vyznam navic uplatiiuje v kombinaci s dal§imi
aktivatory TRPV1 receptorti, napiiklad zvySenou teplotou nebo zvySenou koncentraci
proton. Lze tedy predpokladat, ze se endogenni vaniloidy uplatiiuji jako aktivatory
centralnich TRPV1 receptorti, a to zejména v podminkach tkdniového poranéni spojeného se
zanétem, infekci nebo ischemii. (284, 335)

Lokaln¢ aplikovany SB 366791 vyrazné ovlivnil pribéh pooperacni tepelné hyperalgézie
a CasteCné 1 poopera¢ni mechanické alodynie. Jeho analgeticky ucinek se vSak v tomto
ptipad¢ uplatnil vyhradné na periferii a prokazal tak vyznamnou tlohu pouze perifernich
TRPV1 receptort v rozvoji pooperacni bolesti na zvifecim modelu plantarni incise. V téchto
experimentech nedoslo k ovlivnéni funkce centralnich TRPV1 receptori exprimovanych na
centralnich vybézcich primarnich aferentnich neuront TRPV1 antagonistou. I kdyZ neni tloha
TRPV1 receptort v miSe dosud zcela objasnéna, lze s velkou pravdépodobnosti predpokladat,
ze v podminkach tkdniového poranéni chirurgickym zakrokem dochazi k ovlivnéni jejich
funkce rliznymi modulatory, ptipadné k jejich pfimé aktivaci na Grovni michy. Zajimalo nés,
jakou tlohu hraji centrdlni TRPV1 receptory v rozvoji poopera¢ni mechanické a teplené
hyperalgézie na modelu plantarni incise, a jak budou tyto bolestivé stavy ovlivnény blokaddou
centralnich TRPV1 receptori pomoci intratekalné aplikovaného antagonisty. V naSich
pokusech doSlo u¢inkem SB 36679 intratekdlné aplikovaného 15 min pied provedenim
plantarni incise k plnému zablokovani rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie vznikajici po
provedeni chirurgického zakroku na plant€¢ pedis experimentilnich zvifat. U téchto
experimentalnich zvifat se navic rozvinula pfechodnd hyposenzitivita na tepelné podnéty, a to
nejen na operovanych, ale i na kontralateralnich koncetinach. Naopak, prib¢h pooperacni
mechanické alodynie a hyperalgézie byl po intratekalni aplikaci TRPV1 antagonisty ovlivnén
jen minimalné. V sérii pokusii na zvitatech, kterym plantarni incise provedena nebyla, rovnéz
indukoval intratekalné aplikovany SB 366791 rozvoj hyposenzitivity na tepelné podnéty,
zatimco jejich mechanosenzitivita ovlivnéna nebyla.
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I kdyZ v naSich experimentech oslabil lokalné aplikovany SB 366791 svym ucinkem
pribéh pooperacni teplené hyperalgézie a dokazal tak dulezitou roli perifernich TRPV1
receptorll v jejim rozvoji, k uplnému zablokovani tohoto bolestivého stavu nedos$lo. Nase
zjisténi lze vysvétlit skutecnosti, ze i kdyZ po lokalni aplikaci obsadi SB 366791 periferni
TRPV1 receptory a vyfadi je z jejich funkce reagovat na tepelné podnéty, ostatni receptory
exprimované na membranach perifernich zakonceni primarnich aferentnich neuronii timto
specifickym antagonistou ovlivnény nejsou a ziistdvaji 1 nadale pln¢ funkéni. Cela fada z nich
je rovnez schopna detekce tepelnych podnétii (naptiklad dalsi receptory z rodiny TRPV jako
TRPV2, TRPV3 i TRPV4, dale VRL-1 receptory, atd.) (150), v prosttedi tkaflového poranéni
navic podléhd senzitizaci a mize se tim padem podilet na rozvoji hypersenzitivity na tepelné
podnéty 1 bez ucasti TRPVI receptori. Naopak, intratekdlné¢ aplikovany SB 366791
kompletné zablokoval v naSich pokusech rozvoj pooperacni teplené hyperalgézie a navic
zpusobil rozvoj hyposenzitivity na termalni podnéty i na intaktnich koncetinach
experimentalnich zvifat. Podle téchto naSich zjisténi se uloha TRPVI1 receptort
exprimovanych na centralnich vyb&zcich primarnich nociceptivnich neuronli v transmisi
nociceptivni informace a zejména v rozvoji tepelné hyperalgézie jevi jako zcela esencidlni a
nadfazend uloze perifernich TRPV1. Experimentalni blokada centrdlnich TRPV1 receptorti
intratekalné aplikovanym antagonistou zabrani jejich aktivaci, a tim i dalSimu neurdlnimu
ptenosu informace o tepelném podnétu do vysSich center CNS. Tento Uc¢inek SB 366791 na
misni TRPV1 receptory je zcela nezavisly na typu periferniho receptoru, kterym byl tepelny
podnét detekovan na periferii, plUsobenim intratekdlné aplikovaného SB 366791 je
nespecificky blokovana veSkera aferentace pfichazejici danym kapsaicin — senzitivnim
aferentnim neuronem. Proto je analgeticky efekt intratekdln€ aplikovaného TRPV1
antagonisty na pooperacni tepelnou hyperalgézii v porovnani s jeho lokalnim podanim o tolik
vyraznéjsi.

Pooperaéni hypersenzitivita na mechanické podnéty byla v ptipad¢ lokalni i intratekalni
aplikace TRPV1 antagonisty ovlivnéna jen minimalné. Slaby analgeticky ucinek lokalné
aplikované¢ho SB 366791 na pooperacni mechanickou alodynii a hyperalgézii 1ze v podstaté
vysvétlit stejnym zpisobem, jako jeho omezeny efekt na pooperacni hyperalgézii termalni. I
kdyz lokalné aplikovany SB 366791 zablokuje periferni TRPV1 receptory, jejichz exprese
byva v terénu tkanové 1éze Casto zvySena (144, 147, 186), neni schopen rozvoji pooperacni
hypersenzitivity na mechanické podnéty zabranit. Mnoho dalSich perifernich receptor
ucastnicich se detekce mechanickych podnétl (naptiklad, MDEG, ASIC2, TRPV4) (150) totiz
plsobenim SB 366791 ovlivnéno neni. Tyto receptory mohou i po jeho lokélni aplikaci dale
pfijimat mechanické podnéty, podléhat senzitizaci v prostiedni tkdflového poranéni a tcastnit
se tak rozvoje pooperacni mechanické alodynie a hyperalgézie. Intratekalni aplikace SB
366791 zabrani aktivaci centrdlnich TRPV1 receptori a dalSimu pienosu nociceptivni
informace z téchto neurontt do vysSich center CNS, bez zavislosti na modalité periferniho
podnétu. Nicméné, pooperacni hypersenzitivita na mechanické podnéty v piipadé
intratekalniho podani SB 366791 byla ovlivnéna jen mirné. Hlavnim divodem jsou
pravdépodobné¢ mechanismy sumace na neuronalnich synapsich v zadnich rozich michy.
V piipadé periferni stimulace mechanickym podnétem dochazi zcela jisté k aktivaci nejen
nociceptivnich Ad a C — vldken, z nichZ pfevazna vétSina exprimuje TRPV1 receptory, ale i
velkého mnoZzstvi senzorickych vldken citlivych napf. na dotyk nebo jiné nebolestivé
mechanické podnéty (zejména skupiny AP — vlaken), které na svych membranach
kapsaicinové  TRPV1 receptory neexprimuji a jsou rovnéz vterénu poranéné tkané
senzitizovany. Na miSnich WDR neuronech dochéazi ke konvergenci aferentace z téchto
primarnich senzorickych neuronii a asové 1 prostorové sumaci elektrickych impulsi, které
pfivadéji. Timto mechanismem pak mize dojit k centrdlni senzitizaci WDR neuroni na
urovni michy a naslednému rozvoji mechanické alodynie a hyperalgézie i v ptipadé blokady
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centralnich TRPV1 receptorii plsobenim specifického antagonisty. V delSim casovém
horizontu se navic uplatiiuji na aktivité zavislé zmény transkripce v primarnich senzorickych
neuronech, jeden zhlavnich mechanismi jejich senzitizace v podminkach tkanového
poranéni. V jadrech senzorickych neuronid dochdzi béhem senzitizace ke zméndm exprese
stovek gent, v jejichz diisledku se méni nejen jejich excitabilita a vodivé vlastnosti, ale Casto 1
cely fenotyp neuronu. Naptiklad, velké neurony spinalnich ganglii ze skupiny AP — vlaken,
které se za fyziologickych podminek neucastni pfenosu bolestivé informace, za¢nou v terénu
zanétu nebo po poranéni exprimovat SP a BDNF, tvofit synapse s misSnimi WDR neurony, a
tim ziskaji schopnost indukovat centralni senzitizaci. V kone¢ném disledku je pak informace
o nebolestivém dotyku vedend témito neurony vniména bolestivé, rozviji se mechanicka
alodynie. (182, 187, 216) ProtoZe se nejednd o kapsaicin-senzitivni neurony, TRPV1
receptory na membranach téchto neuronii exprimovany nejsou, nemohou podléhat ani
specifickému uc¢inku SB 366791, ktery by branil neurdlni transmisi. Tato subpopulace
primarnich senzorickych neuronli hraje pravdépodobné také urcitou roli v pooperacni
hypersenzitivit¢ na mechanické podnéty po intratekalni aplikaci TRPV1 antagonisty, nebot’
pfenos informace na miSni WDR témito neurony neni pisobenim SB 366791 blokovan.
Uplatni se vSak s del§im ¢asovym odstupem od vzniku tkaniového traumatu.

5.6. Uloha centrilnich TRPV1 receptori v nocicepci, mechanismy jejich aktivace a
senzitizace

Aktivace centralnich TRPV1 receptorti na irovni michy neni dosud uplné objasnéna. In
vivo se jako jejich aktivatory uplatiiuji pravdépodobné endogenni vaniloidni substance. (284,
335) V nedavné dobé byly v nervové tkani savci identifikovany N — acyldopaminové
substance slouzici jako pfirozené ligandy TRPV1 receptort, jejichz katecholova funkéni
skupina se podoba struktufe kapsaicinu, a to NADA (N-arachidonyl dopamin), endogenni
latka ucinkujici jako potentni agonsita na TRPV1 a CBI1 receptorech v nanomolarnich
koncentracich, OLDA (N-oleoyl dopamin), PALDA (N-palmitoyl dopamin) a STEARDA (N-
stearyl dopamin). (61) OLDA je pfisn¢ selektivnim endogennim agonistou na TRPV1
receptorech, bez prokazatelného ucinku na CB1 receptory a svym pisobenim na periferni
TRPV1 receptory indukuje v in vivo experimentech vyraznou termalni hyperalgézii s mnohem
veétsi potenci nez NADA, PALDA nebo STEARDA. (61, 279) Mezi dalsi ptirozené ligandy
TRPV1 receptori patfi napiiklad latka anandamid, strukturdlni analog kapsaicinu.
V nanomolarnich koncentracich zpisobuje analgesii svym uU¢inkem na kanabinoidové
receptory exprimované na membrandch primarnich senzorickych neuronti, ve vysSich
koncentracich piisobi na TRPV1 receptory a jeho fyziologické ucinky jsou zcela opacné nez
zprostfedkované kanabinoidovymi receptory. I kdyz je anandamid velmi slabym TRPV1
agonistou, potencuje odpovédi TRPV1 receptori na dal§i podnéty, zejména na tepelné a
acidosu. Na druhou stranu je v podminkach zvySené teploty nebo zvySené koncentrace
protonit potencovan efekt anandamidu jako TRPV1 agonisty. Substance jako ATP,
bradykinin, serotonin, leukotrieny a prostaniody produkované v prostiedi zanétu stimuluji
produkei lipidovych druhych posla, které senzitizuji nociceptivni vldkno a tim zvySuji jeho
excitabilitu. Anandamid produkovany non-neurondlnimi buiikami pak ptlisobi synergicky
s t¢émito modulétory a ovliviiuje aktivitu TRPV1 kanala na ptilehlych nervovych zakoncenich.
Spolu s produkty lipooxygenazy (napf. kyselina 12- nebo 15-(S)-
hydroperoxyeikosatetraenovd, leukotrien LB4) je jednim z né&kolika endogennich lipidi
schopnych modulace funkce i pfimé aktivace TRPV1 receptorti v pfislusnych koncentracich.
(131, 335)
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Zatimco je uc¢innost N — acyldopaminovych substanci na TRPV1 receptory srovnatelna
s kapsaicinem, anandamid a produkty lipooxygenazy jsou minimaln¢ 20 — krat slab$imi
agonisty. Podstata jejich nizké afinity k TRPV1 receptorim oproti N — acyldopaminovym
substancim nebo kapsaicinu je v chemické struktute. Jejich molekula sice obsahuje dlouhy
uhlikovy nenasyceny fetézec, nutny k interakci s TRPV1 receptorem, ale nema vanilylovou
skupinu. Molekuly NADA, OLDA, PALDA a STEARDA ve své struktufe kromé
nenasycen¢ho uhlikového fetézce vanilylovou skupinu obsahuji, jejich vazba na TRPVI
receptor je tudiz efektivnéjsi.

V naSich experimentech se ukazalo, Ze miSni TRPVI receptory exprimované na
membrandch centralnich vybézki primdrnich aferentnich neuroni maji dualezitou ulohu
v neurdlnich mechanismech detekce tepelnych podnéti a hraji rozhodujici roli v rozvoji
pooperacni tepelné hyperalgézie na zvifecim modelu plantarni incise. Za ucelem objasnéni
zpiisobu aktivace TRPV1 receptorii na urovni michy byl dal§im pokusnym zvifatim
intratekalné injikovan 50 uM roztok OLDA pomoci permanentniho intratekalniho katétru a
nasledné testovana jejich termosenzitivita a mechanosenzitivita. Zplsob implantace
intratekalniho katétru vychazel ze studie TL Yakshe (1976). (323) 5 dni po implantaci se
zvifata plné zotavila a pfitomnost katétru neovlivnila jejich odpovédi na mechanické ani
tepelné podnéty, po zdkroku nedochazelo k rozvoji hyper — ani hyposenzitivity na tyto
podnéty. Oproti naSim piedpokladim jsme zjistili, Ze intratekalné aplikovany OLDA
v ptislusné koncentraci nemél vyznamny efekt na termosenzitivitu ani mechanosenzitivitu
pokusnych zvifat, jejich odpovéedi na tepelné ani mechanické podnéty se po injekci nezménily
v porovnani s reaktivitou zjiSténou pied intratekalni injekci. Intratekalné aplikovany 50 uM
OLDA nezpiisobil v disledku aktivace centrdlnich TRPV1 receptori rozvoj tepelné
hyperalgézie, jak bylo ocekdvano. V in vivo studii, kterd zkoumala Uc¢inky endogennich
TRPV1 agonisti a prokdzala rozvoj hypersenzitivity zvifat na tepelné podnéty ucinkem
OLDA, byl vsak tento roztok zvifatim aplikovan subkutdnné, ne intratekalné (61), rozdil
vucinku OLDA pfi subkutanni a intratekalni aplikaci mize byt zplsoben jeho rGznou
biologickou dostupnosti pfi téchto dvou zplsobech aplikace. Pomoci subkutanni injekce se
OLDA pravdépodobné¢ dostane do piimého kontaktu s TRPV1 receptory v efektivni
koncentraci sndze, nez pifi aplikaci intratekdlni, kdy dochazi k jeho nafedéni likvorem a
vétsimu uniku do systémového krevniho feciste. V ptipadé subkutanni aplikace plisobi navic
OLDA ptedevsim na periferni TRPV1 receptory, které se nachazeji v Gplné jiném tkanovém
prostfedi nez centrdlni TRPV1 receptory, charakter tkdnového prostfedi pak miize jejich
citlivost k agonistim vyznamné ovlivnit. Vysledky naSich pokust naznacuji skutecnost, Ze
endogenni vaniloidy jsou pomérné slabymi agonisty a jejich koncentrace v miSe nedosahuje
za fyziologickych podminek dostatecné vysokych hodnot, aby mohly byt jejich G€inkem
pfimo aktivovany centralni TRPV1 receptory.

Poranéni spojena se zanicenim, infekci a hypoxii jsou provazena vylevem mediatort
zanétu a lokalnim zvySenim kyselosti a teploty usnaditujicim aktivaci nociceptort a vznik
bolesti. Také TRPV1 kanal podléhd vyznamnou mérou senzitizaci v prostfedi zdnétu pod
vlivem ptisobeni téchto tkanovych mediatorii. Na regulaci funkce TRPV1 kanalu se podili
rizné bunééné enzymy (proteinkinazy, fosfolipazy, fosfatazy, atd.), které jsou odpovédny za
posttransla¢ni modifikace TRPV1 proteinu ovliviiujici jeho chemické i1 biologické vlastnosti,
a mohou tim zplisobit jeho senzitizaci. Jsou aktivovany metabotropnimi receptory tkanovych
medidtorl zanétu exprimovanych na membrané nociceptoru prostiednictvim G-proteind.
Prikladem je bradykininovy receptor B2, TrkA receptor pro nervovy ristovy faktor (NGF) a
P,y receptor pro ATP. Senzitizace proudovych odpovédi vaniloidniho receptoru vyvolanych
na primarnich nociceptorech TRPV1 agonistou v pfitomnosti nékterych mediatori zanétu
(bradykinin, serotonin, prostagladin), jeden z hlavnich mechanismi modulace jeho aktivity,
zavisi pfedevsim na mife fosforylace TRPV1 proteinu. Zejména C-terminalni doména TRPV1
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receptoru je velmi bohatd na potencidlni fosforylaéni mista a rozhodujicim zpisobem
ovliviiuje miru afinity receptoru k agonistiim i otevirani kandlu, mezi dualezitd fosforyla¢ni
mista patfi napiiklad Ser800 a Thr704, kterd jsou fosforylovana proteinkindzou C (PKC).
(186) Naproti tomu defosforylace fosfatazou 2B (kalcineurinem) je zodpovédnd za
desenzitizaci vaniloidniho receptoru, pfi niZ se v pfitomnosti agonisty rychle ztraci aktivita
receptoru nasledkem jeho konformacéni zmény. (208)

V misté tkanového poranéni jsou z poskozenych bun€k a buné¢k z imunitniho systému
uvolnovany mediatory zanétu (cytokiny, ristové faktory, chemokiny, prostanoidy, aminy,
puriny, protony a kininy), které svymi uU€inky na metabotropni receptory exprimované
nociceptivnimi neurony snizuji prah jejich aktivace, fenomén nazyvany senzitizace. Kininové
v poranéné tkani z kininogenovych prekursorti plisobenim protedz kallikerinu a kininazy.
Aktivuji konstitutivné exprimované B, a zanétem indukované B; bradykininové receptory
spfazené s G — proteiny exprimované na membranach senzorickych neuronii. Bradykininové
receptory jsou prostiednictvim G - proteinl sptazeny s aktivitou PLC B, v jejimz disledku
dochazi ke zvySeni intracelularni koncentrace kalcia a aktivaci na kalciu zavislé PKC.
Aktivovand PKC pak katalyzuje fosforylaci riznych receptorovych proteinii a proteinli
Posttranslacni zmény receptorovych proteinii nociceptoru pfispivaji zdsadnim zpisobem
k jejich senzitizaci. Jednou z kliCovych posttranslacnich zmén uplatitujicich se v rozvoji
senzitizace nociceptoru je pravé fosforylace C — terminalni domény TRPV1 receptoru
pusobenim PKC, prostfednictvim aktivace bradykininovych receptori sptazenych s G-
proteiny exprimovanych na membrané¢ kapsaicin — senzitivniho neuronu.

Ackoliv je bradykinin povazovan primarné za periferné ptisobici zanétlivy mediator, je
evidentni, Ze se vyznamné uplatiiuje 1 v centrdlni transmisi nociceptivni informace.
Intratekalni aplikace B, agonisty zpisobi rozvoj termalni hyperalgézie (56), naopak
intratekaln€ podany B, antagonista oslabi hypersenzitivitu v akutni fizi zdnétu indukovaného
intraplantarni injekci formalinu. (97) Exprese B, receptorii byla spolehlivé prokdzana na
membranach neuront spindlnich ganglii a v zadnich rozich michy. Ve spinalnich gangliich je
B, receptor exprimovan malymi 1 stfedné¢ velkymi senzorickymi neurony, v povrchovych
laminach zadnich rohi michy exprimuje B, receptory 70 % neuronii vykazujicich zaroven
NMDA imunopozitivitu. B, receptory se tedy nachazeji na membranach nejen primérnich
senzorickych, ale i postsynaptickych neuronii zadnich rohti michy a bradykinin tak miize
v zadnich rozich michy ovliviiovat neurdlni pienos presynapticky i postsynapticky. Ukézalo
se, ze intenzivni nociceptivni aferentace indukuje vyraznou produkci bradykininu v miSe.
Zatimco neni za fyziologickych podminek hladina bradykininu v miSe detekovatelnd, po
indukci nociceptivni aferentace perifernim nociceptivnim podnétem se jeho koncentrace
v miSe podstatné zvysi. ProtoZe jsou bradykininové B, receptory v zadnich rozich michy
exprimovany presynapticky i postsynapticky a bradykinin, jejich specificky agonista, je
indukovan nociceptivni stimulaci, je zfejmé, Ze zasadné ovliviluje synaptickou aktivitu
v zadnich rozich michy. Elektrofyziologické experimenty prokazaly napiiklad potenciaci
glutamatergni synaptické transmise v zadnich rozich michy zvySujici excitani synapticky
pfenos plusobenim bradykininu. Bradykinin zplsobi aktivaci intracelularni signalni kaskady
napojené na jeho receptory jednak zvySené uvoliiovani glutamétu z centralnich zakonceni
primarnich aferentnich neuronii, v postsynaptickych neuronech zadnich rohtt michy pak
fosforylaci jejich AMPA a NMDA receptort. Tim jsou ovlivnény jejich biologické vlastnosti
1 aktivita a synapticky pfenos nociceptivni informace v zadnich rozich michy je v disledku
plsobeni bradykininu facilitovan. (304)

Intratekalné aplikovany endogenni TRPV1 agonista OLDA neovlivnil v naSich
experimentech senzitivitu zvifat na tepelné nebo mechanické podnéty, v pouZzité koncentraci
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nebyl dostate¢nd u¢inny k aktivaci centrdlnich TRPV1 receptorti v mie. Uloha centralnich
TRPV1 receptort v rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie vsak byla presvédciveé prokazana.
Jaky byl v tomto piipad€ mechanismus jejich aktivace? Ackoliv byl TRPV1 plivodné popsan
jako iontovy kanal nezavisly na napéti, byla nedavno spolehlivé prokdzana jeho napétova
zavislost. Pravdépodobnost otevieni TRPV1 iontového kandlu se zvySuje v pfipadé zmény
membranového potencidlu ve smyslu depolarizace a bylo dokazano, Ze zejména intenzita
tepelného podnétu nutnd k jeho aktivaci je siln€ zavisld na membranovém potencialu. Pfi
depolarizaci membrany dochazi k aktivaci TRPV1 receptoru a naslednému otevieni iontového
kandlu podstatné niz§i teplotou nez vpiipadé¢ jeji hyperpolarizace, vysledky
elektrofyziologické pokust jasné ukazaly a pfesné popsaly zavislost velikosti proudu TRPV1
kanalem indukovanym tepelnym podnétem na transmembranovém napéti. Termosenzitivita
TRPV1 receptorit tedy neni charakterizovdna jedinym prahem pro tepelny podnét, ale je
citlivé modulovana zménami membranového potencidlu. Na druhou stranu, pfipadné zmény
okolni teploty maji také za nasledek vyrazné posuny kiivky zavislosti proudu TRPV1
iontovym kandlem indukovaného pilisobicim podnétem na transmembranovém napéti.
Elektricky proud timto kanalem vykazuje pfi riznych membranovych potencidlech piisnou
teplotni zavislost, zvySeni teploty vede ke zvySeni frekvence otevirani TRPV1 iontového
kandlu a zméné membranového potencidlu smérem k aktivacni Grovni, tedy posun kiivky
zavislosti proudu na transmembranovém napéti doleva. Agonisté TRPV1 receptorli chemické
povahy funguji jako modulatory napétoveé zavislych charakteristik tohoto iontového kanélu a
potencuji proudové odpovédi vyvolané tepelnym podnétem, kapsaicin zpusobuje v zdvislosti
na pouzité koncentraci rovnéz vyrazny posun kiivky zavislosti proudu na napéti TRPV1
iontového kandlu doleva. (296) Endogenni TRPV1 agonisté se v pokusech in vitro ukézali
jako velmi malo potentni. Nelze vSak opomenout, Ze vin vivo podminkdch mize byt
membranovy potencial primarniho aferentniho neuronu riznymi zpisoby modulovan,
centralni TRPV1 receptory se navic v tomto pfipadé nachazeji v prostiedi o teploté 37 °C. V
ptipadég, Ze je membranovy potencial zménén ve smyslu depolarizace a za predpokladu, Ze se
frekvence otevirani TRPV1 iontového kandlu pii zvySené teploté zvySuje, mize dojit
k aktivaci TRPV1 iontového kanalu slabSim podnétem, nez v in vitro pokusech provadénych
pii pokojové teploté. Kiivka zavislosti proudu na napéti se posouva doleva, k dosazeni
aktivacni trovné a naslednému otevieni TRPV1 iontového kandlu staci tim padem podstatné
mensi zména membranového potencidlu. Za téchto podminek nelze vyloucit, Ze mohou byt
centralni TRPVI1 receptory témito slabymi endogennimi agonisty vaniloidni povahy
aktivovany.

DalSim z moZnych zplsobii aktivace centrdlnich TRPV1 receptori zlstava piisobeni
endogennich vaniloidii jako agonistil na centralnich TRPV1 receptorech v ptipadé senzitizace
TRPV1 receptorti v podminkach tkanového poranéni, v disledku které se vyznamné zvysi
jejich citlivost k pisobeni téchto slabych agonistii. V dasledku intenzivni nociceptivni
aferentace dochazi ke zvyseni produkce bradykininu v miSe a lze predpokladat, ze tomu tak je
1 v ptipad€ nocicepce po provedeni plantarni incise. Uvolnény bradykinin obsadi B, receptory
exprimované na membranidch neuronti v zadnich rozich michy, aktivaci kaskady
intracelularnich dé&ji zpiisobi fosforylaci proteintt TRPV1 receptorli a tim jejich senzitizaci.
V disledku této posttranslacni zmény se centralni TRPV1 receptory stanou citlivejsi
k endogennim vaniloidnim substancim, které se zacnou uplatiiovat jako jejich aktivatory.
(304)

Po intratekalni injekci bradykininu doSlo podle ocekavani k piechodnému zvySeni
reaktivity naSich pokusnych zvifat na tepelné 1 mechanické podnéty, rozvinula se tepelna i
mechanickd hyperalgézie. Nase zjisténi je v souladu s vysledky dalSich studii (56, 97, 304),
které spolehlivé prokazaly facilitujici u€inky bradykininu na synapticky pfenos senzorické
informace na uUrovni michy. In vitro elektrofyziologické pokusy ukézaly, ze bradykinin
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zvySuje jednak AMPA- i NMDA- indukované excitacni postsynaptické proudy, dale excitacni
postsynaptické proudy vyvolané stimulaci primarnich aferentnich neuronti a také frekvenci i
amplitudu miniaturnich excita¢nich postsynaptickych proud neuronti zadnich rohi michy.
(304) Moznych mechanisml facilitatniho plsobeni bradykininu na synapticky pfenos
v zadnich rozich je n¢kolik. Obsazenim svého B, receptoru na membrané neuronu v zadnim
rohu michy aktivuje bradykinin kaskady intracelularnich déji funkénim spfaZzenim s G —
proteiny. Jejich prostfednictvim pak miize byt pomoci PLC B aktivovdna na kalciu zavisla
PKC, ktera indukuje fosforylaci AMPA a NMDA receptorii miSnich neuronii a tim ovlivni
jejich aktivitu ve smyslu senzitizace, ptipadné zvysi jejich transport na membranu neuront.
Bradykininovy B, receptor je rovné¢z funkéné spfazen s aktivitou PLA, konvertujici
membranové fosfolipidy na kyselinu arachidonovou. Z kyseliny arachidonové pak vznikaji
prostanoidy, které jsou nemén¢ dilezitymi moduléatory synaptického ptenosu v zadnich rozich
michy vyznamné se uplatitujicimi v jeho facilitaci.

V ptipad¢, kdy byl pokusnym zvifatim intratekélné aplikovan nejprve roztok bradykininu,
a poté agonista na TRPV1 receptorech OLDA, doslo rovnéZz k vyznamnym zméndm jejich
reaktivity na tepelné i mechanické podnéty. Rozvinula se jasné¢ prokazatelnd termalni i
mechanicka hyperalgézie, ktera pretrvavala n€kolik hodin po intratekalni injekci. V porovnani
s hypersenzitivitou vyvolanou pouze bradykininem pfetrvavalo zvySeni citlivosti na
mechanické i tepelné podnéty po aplikaci bradykininu s OLDA podstatné delSi dobu a bylo o
néco vyraznéji vyjadieno. Je mozné predpokladat, Ze v inicidlni fazi hraje dulezitou tlohu
senzitizujici UC€inek bradykininu na mis$ni receptory (naptiklad AMPA nebo NMDA)
aktivované pii transmisi nociceptivni informace pisobenim neurotransmiterd (EAA, SP,
CGRP, aj.) uvoliiovanych z primérnich aferentnich neuronti po jejich stimulaci mechanickym
nebo tepelnym podnétem. Zaroven vSak mize dochazet uCinkem bradykininu v miSe
k senzitizaci centralnich TRPV1 receptorii, mechanismem fosforylace C — koncové domény
jejich proteinli, a tim ke zvySeni i jejich citlivosti k plisobeni agonisti. V této situaci, po
senzitizaci centralnich TRPVI1 receptori v zadnich rozich michy bradykininem, se pak
s nejvetsi pravdépodobnosti mize uplatnit OLDA jako agonista na téchto receptorech a stava
se jejich uc¢innym aktivatorem. Aktivace centralnich TRPV1 receptort pak vyznamné ovlivni
synapticky pfenos nociceptivni informace na urovni michy a podili se na jeho facilitaci.
V naSich experimentech bylo navic moZzné zablokovat mechanickou i termalni hyperalgézii
indukovanou intratekalni injekci bradykininu s OLDA pomoci intratekdlné aplikovaného
TRPV1 antagonisty SB 366791, coz ptimo potvrzuje, ze se OLDA uplatni jako endogenni
aktivator centralnich TRPV1 receptort po jejich senzitizaci pusobenim bradykininu a podili
se tak zdsadnim zptisobem na rozvoji téchto bolestivych stavi.

TRPVI1 receptory v zadnich rozich michy, exprimované na membranach centralnich
vyb&zkii primarnich aferentnich neuronii, maji dileZitou Ulohu v senzorickych neuralnich
mechanismech a hraji rozhodujici roli v rozvoji pooperacni tepelné hyperalgézie na zvirecim
modelu plantarni incise. Jejich moZznymi aktivatory na trovni michy jsou za téchto okolnosti
endogenni vaniloidni substance, pfestoZze jsou velmi slabymi TRPVI1 agonisty a za
fyziologickych podminek neni v organismu dosazeno jejich dostate¢né koncentrace nutné
k aktivaci TRPV1 receptort. V piipadé¢ tkanového poranéni nebo zénétu vSak dochazi
k periferni senzitizaci primarnich aferentnich neuronti a zaroven centrdlni senzitizaci
postsynaptickych neuronti v zadnich rozich michy v disledku plsobeni nejriiznéjSich
tkanovych mediatord. Jednim z nejvyznamnéjSich z nich je bradykinin, ktery se uplatituje
nejen jako perifern¢ pusobici zanétlivy mediator, ale i v centrdlni transmisi nociceptivni
informace. Jeho UCinkem dojde k zdsadnim zméndm biologickych vlastnosti TRPV1
receptorii ve smyslu senzitizace a zvySeni jejich citlivosti, v jejichz dasledku se i slabi
endogenni TRPV1 agonisté stanou G¢innymi aktivatory centralnich TRPV1 receptort. Bylo
prokézano, ze intenzivni nociceptivni aferentace zplsobi zvySeni produkce bradykininu
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v miSe (304), a lze tudiz predpokladat, ze k nému dochazi také po provedeni chirurgické
incise na planté pedis. Aktivace centralnich TRPV1 receptori endogennimi vaniloidy po
jejich senzitizaci bradykininem uvolnénym v miSe v disledku silné nociceptivni aferentace je
pravdépodobné jednim z hlavnich mechanismil rozvoje pooperacni hyperalgézie.
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6. Zavér

Hlavnim tématem této studie jsou neurdlni mechanismy nocicepce a patologickych
bolestivych stavii. Prace byla zaméfena na bolest chirurgického plvodu, tedy stav, kdy je
vyvolavajici pric¢inou vzniku bolesti operacni zakrok, nebot’ mechanické tkanové poranéni
zpiisobené opera¢nim zédkrokem je jednou z Castych pficin rozvoje chronické bolesti, ptipadné
patologickych bolestivych stavil, a chronicka pooperacni bolest je v klinické mediciné dodnes
obtizn¢ feSitelnym problémem. Pro studium mechanismi uplatiujicich se v rozvoji
pooperacni bolesti byla vyvinuta fada experimentalnich modelt zvitecich i lidskych. V naSich
pokusech byly pouzity dva rizné zvifeci modely. V rozvoji tohoto bolestivého stavu se
uplatiiuji neurdlni mechanismy jak periferni, tak centralni senzitizace nociceptivniho systému.
Tkanové poranéni chirurgickym zakrokem miiZze byt pti¢inou rozvoje chronické pooperacni
bolesti, kterd dosahuje Casto znacné intenzity, mize byt pfi¢inou zvySené pooperacni
morbidity a je v mnoha ptipadech velmi obtizné terapeuticky ovlivnitelnd. Cilem této prace
bylo bliZe objasnit mechanismy vzniku poopera¢ni bolesti a predstavit tak nékteré z moznych
zpiisobtl jejiho ovlivnéni farmaky. U&inna pooperatni analgézie méa velky vyznam pro
celkovy pooperacni vyvoj pacientova stavu.

Bolest chirurgického ptivodu byla v této studii zkoumana na zvifecim modelu incise kiize
hibetu a na zvifecim modelu plantarni incise. Chirurgickd incise na hibetu krysy vedla k
rapidnimu rozvoji mechanické alodynie a hyperalgézie kize pretrvavajici fadu dni, a to jak
v bezprostfedni blizkosti incise (primérni alodynie a hyperalgézie), tak i na intaktni kazi
vzdalené az 2 cm od mista poranéni (sekundarni alodynie a hyperalgézie), nebot’ aktivace
perifernich neurdlnich zakonceni timto nociceptivnim podnétem zplsobujicim tkéanové
poranéni a naslednd intenzivni aferentace z mista poranéni zplsobila nejen periferni
senzitizaci nociceptort, ale i facilitaci synaptického pfenosu v zadnich rozich michy.
Pooperacni mechanickou alodynii, zejména sekundarni, bylo mozné selektivné zablokovat
pfedoperacné aplikovanym bupivakainem subkutdnné do mista incise po dobu minimalné
jednoho tydne, mechanismem kompletni blokady nociceptivni aferentace z mista poranéni. Je
tedy zifejmé, ze nedojde — li vinicidlni fazi k nociceptivni aferentaci z mista poranéni,
nerozvinou se plné zmény synapsi v zadnich rozich michy ve smyslu senzitizace. Podobny
analgeticky ucinek bupivakainu byl navic zji$tén také v ptipadé jeho subkutdnni aplikace na
jiné misto, coZ naznacuje existenci i jinych €¢innych mechanisml pisobeni tohoto lokalniho
anestetika na poopera¢ni bolest, nez je ptima blokada primarnich aferentnich vlaken v misté
incise. Pfedoperacni podéani lokalniho anestetika do mista planované incise se nabizi jako
jedna z moznosti u¢inného ovlivnéni pooperacni bolesti. Nevyhodou vSak ziistdva jejich
kratkodoby ucinek. V iniciadlni fazi mistni anestetikum sice zabrani aktivaci perifernich
nociceptivnich zakonceni chirurgickym zakrokem, nicméné neovlivni uvolnéni mediatort
zanétu a dalSich tkanovych pisobkil produkovanych v misté poranéni, které se rozhodujicim
zpiisobem podili na jejich periferni senzitizaci. Zmény vlastnosti nociceptorti zplsobené
mechanismy periferni senzitizace se pak po odeznéni Uc€inku lokalniho anestetika mohou
projevit. Navic je ucinek téchto farmak nespecificky, jejich pisobenim dojde k ovlivnéni
nejen senzitivnich, ale i motorickych a autonomnich nervovych vlaken.

Klicovou ulohu v detekci nociceptivniho podnétu a nasledné transmisi nociceptivni
informace hraji priméarni aferentni neurony specificky reagujici na nociceptivni podnéty
senzitivni na chemickou latku kapsaicin. Ukdzalo se, Ze hraji rozhodujici Glohu i v rozvoji
pooperacnich bolestivych stavi. Jejich selektivni vyrazeni z funkce na dostate¢n¢ dlouhou
dobu pfedstavuje velmi ucinny a specificky zptisob farmakologického ovlivnéni pooperacni
bolesti, vyhodnéjsi nezZ pomoci mistnich anestetik. Vysledky naSich pokusii na zvifecim
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modelu plantarni incise prokdzaly silny analgeticky efekt intradermalné aplikovaného
kapsaicinu ve vysoké koncentraci na pooperacni mechanickou alodynii i mechanickou a
termalni hyperalgézii indukované chirurgickou incisi na planté pedis. Je znamo, Ze vysoka
déavka kapsaicinu zplsobi desenzitizaci, ptipadné Gplnou morfologickou destrukci zakonceni
kapsaicin — senzitivnich neuront. Po lokalni aplikaci kapsaicinu do mista incise pred
provedenim chirurgického zékroku doslo v naSich pokusech zcela evidentné timto
mechanismem k selektivnimu zablokovani nociceptivni aferentace z mista incise a tim i
nasledného rozvoje pooperacni tepelné a mechanické hyperalgézie i mechanické alodynie.
Rozsah tohoto analgetického ucinku kapsaicinu byl zavisly na nacasovani jeho aplikace
vzhledem k provedeni opera¢niho zakroku. Maximalniho efektu bylo dosazeno v ptipadé, kdy
byla vysokd davka kapsaicinu aplikovana ptedoperacné a zaroven byla plantdrni incise
provedena diiv, nez mohlo dojit k nasledné regeneraci funkce kapsaicin — senzitivnich
nociceptivnich zakonceni v misté aplikace. Jednorazovéa lokalni aplikace kapsaicinu ve
vysoké koncentraci se ukazala jako analgeticky velmi G¢inna v 1é€bé pooperacni bolesti,
vhodna k pouziti 1 v klinické praxi. Zplsobi selektivni vyfazeni nociceptivnich aferentnich
zakonceni z jejich funkce, a to na dostatecné dlouhou dobu, aby nemohlo dojit k rozvoji
senzitizace a nasledné patologickych bolestivych stavii. Inaktivace nociceptorii U€inkem
kapsaicinu ve vysoké koncentraci je reverzibilni.

Zvysend vzruchovd aktivita nociceptori mulze zpisobit dlouhodobé zmény
efektivity synaptického pfenosu v zadnich rozich michy mechanismem aktivace nékterych
transkripCnich faktort a zménami na trovni transkripce genii kodujicich proteiny zodpoveédné
za piijem, vedeni a synapticky pfenos vzruchu. V Casné fazi je touto cestou indukovéan
napiiklad gen c - Fos kodujici transkripéni faktor Fos, jehoZ exprese je spolehlivym funkénim
markerem slouzicim k identifikaci neuronii centralniho nervového systému senzitizovanych
intenzivnim nociceptivnim podnétem. Plantarni incise zplsobila v jadrech neuronti zadnich
roht lumbélni michy jasné prokazatelny nartst exprese ¢ — Fos, a to jak na ipsilateralni, tak i
na kontralaterdlni strané¢ od operované koncetiny, coz dokazuje jejich centralni senzitizaci
timto podnétem a indukci dlouhodobych zmén jejich biologickych vlastnosti ovlivnénim
genoveé exprese v dusledku intenzivni nociceptivni aferentace. Pravé tyto zmény efektivity
synaptického ptenosu v zadnich rozich michy, zdvislé na transkripci a dlouhodobého
charakteru, jsou rozhodujici pro rozvoj chronické bolesti a ptipadn€¢ patologickych
bolestivych stavii. Hlavnim 1é¢ebnym cilem by proto mélo byt rozvoji téchto dlouhodobych
zmén predejit. Dojde — i jednou k ovlivnéni transkripce genti kodujicich proteiny podilejici se
na synaptickém pfenosu vzruchll v jadrech nociceptivnich neuront, je velmi obtizné dalsimu
rozvoji senzitizace zabranit a vznikajici patologické bolestivé stavy terapeuticky ovlivnit.
Nartst exprese ¢ - Fos byl zablokovan ptfedoperacné aplikovanym kapsaicinem ve vysoké
koncentraci do mista incise. Intradermalné aplikovany kapsaicin zcela evidentné zabranil
rozvoji centralni senzitizace, nebot’ inaktivoval kapsaicin-senzitivni neuralni zakonceni a tim
zablokoval nociceptivni aferentaci z mista incise, a to jak STT, tak PSDC neuroni v zadnich
rozich michy. V disledku jeho u¢inku nedoslo ani ke zménam na Urovni transkripce gent
v jadrech téchto nociceptivnich neuronti. To je jednou z podstat jeho vyborného analgetického
efektu na pooperacni mechanickou alodynii i mechanickou a termalni hyperalgézii. Lokalné
aplikovany kapsaicin je vysoce U€inny v ovlivnéni pooperacni alodynie a hyperalgézie na
zvitecim modelu plantarni incise a nabizi moznost vyuziti tohoto zpiisobu 1écby pooperaéni
bolesti v klinické praxi.

Kapsaicinové TRPVI1 receptory, integratory fyzikdlnich a chemickych bolestivych
podnéti klicové pro pienos bolesti, podléhajici vyznamnou meérou senzitizaci v prostiedi
zanétu pod vlivem plsobeni tkanovych mediétord, jsou exprimovany nejen na perifernich, ale
i centrdlnich zakoncenich kapsaicin — senzitivnich neuront. Protoze jsou kapsaicin —
senzitivni nociceptory rozhodujici pro rozvoj pooperaéni bolesti, nabizi se dal§i moZnost
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farmakologického ovlivnéni tohoto bolestivého stavu, a to pomoci specifického antagonisty
na TRPV1 receptorech. Na zvifecim modelu plantarni incise doSlo G¢inkem intratekalné
aplikovaného specifického antagonisty na TRPV1 receptorech k vyznamnému ovlivnéni
termosenzitivity intaktni klze planty pedis ve smyslu hypoalgézie, a navic k uplnému
zablokovani rozvoje pooperacni tepelné hyperalgézie. Pribéh mechanické alodynie a
hyperalgézie byl jeho ucinkem rovnéz oslaben. Tato zjisténi jasn¢ prokdzala vyznamnou
ulohu centralnich TRPV1 receptorli v termosenzitivité 1 vrozvoji pooperacni tepelné
hyperalgézie. Naopak, analgeticky efekt lokaln€¢ aplikovaného TRPV1 antagonisty na
pooperacni mechanickou alodynii 1 mechanickou a tepelnou hyperalgézii byl v ptipadé jeho
intradermalni aplikace do mista incise v porovnani s intratekalni aplikaci podstatné slabsi. Na
perifernich zakoncenich nociceptivnich neuront je totiz kromé TRPV1 exprimovana celd fada
dalSich receptori, které se mohou ucastnit detekce termalnich nebo jinych nociceptivnich
podnéth a podléhat senzitizaci chirurgickou incisi. ProtoZe lokéaln¢ aplikovany TRPV1
antagonista blokuje s vysokou selektivitou pouze TRPV1 receptory, aktivaci ani senzitizaci
nociceptoru timto podnétem nezabrani a jeho efekt na pooperacni hyperalgézii a alodynii je
tim pAdem méné vyrazny. Uéinek selektivniho TRPV1 antagonisty na mechanosenzitivitu a
poopera¢ni mechanickou alodynii a hyperalgézii byl v porovnani sjeho u€inkem
na termosenzitivitu podstatné mirngj$i, a to v pfipad¢ intratekdlni i lokalni aplikace. Toto
zjiSténi naznaCuje moznost existence rtiznych neuralnich mechanismii rozvoje pooperacni
mechanické a teplené hyperalgézie.V porovnani s lokaln¢ aplikovanym kapsaicinem se
TRPV1 antagonista v naSich pokusech ukézal jako slabsi a celkové méné G€inné analgetikum
k ovlivnéni pooperacni bolesti. Jeho ucinek je navic velmi kratkodoby, v ptipadé lokalni
aplikace poopera¢ni mechanickou ani tepelnou hyperalgézii nezablokoval. Intradermalné
aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci na rozdil od TRPV1 antagonisty aktivuje
periferni TRPV1 receptory exprimované na membranach nociceptivnich neurontl, az zplsobi
uplné vytazeni jejich perifernich zakonceni z funkce, piipadné jejich destrukci. Aferentace z
mista incise je tak kompletné zablokovéana, a to je pro ucinné farmakologické ovlivnéni
rozvoje pooperacnich bolestivych stavli rozhodujici. Analgeticky efekt kapsaicinu je tudiz
vyrazné€jsi a k ovlivnéni pooperaéni bolesti v klinické praxi se jevi jako vhodnéjsi. ProtoZe je
velkou nevyhodou lokalné aplikovaného kapsaicinu vyrazna bolestivost v inicidlni fazi jeho
pusobeni, 1ze ho s vyhodou pouzit v kombinaci s lokalnim anestetikem, které svym t¢inkem
inicidlni bolestivost zablokuje, ale kapsaicinem indukovanou desenzitizaci nociceptivniho
vldkna neovlivni.

TRPV1 receptory exprimované na centralnich vybézcich kapsaicin — senzitivnich
nociceptorti v zadnich rozich michy hraji podle vysledkt naSich pokusi vyznamnou ulohu
v termosenzitivité 1 v rozvoji pooperacni teplené a mechanické hyperalgézie. Jejich tloha
v synaptickém pfenosu na Urovni michy vSak stdle neni objasnéna, otdzkou zlstava zejména
zpusob jejich aktivace v zadnich rozich michy. Moznymi aktivatory centralnich TRPV1
v zadnich rozich michy jsou endogenni agonisté na TRPV1 vaniloidnich receptorech. Tyto
endogenni vaniloidni substance jsou vSak velmi slabymi agonisty TRPV1 receptori a jako
jejich aktivatory velmi malo G¢inné. Dulezitym faktorem pro jejich pfipadné uplatnéni za
fyziologickych podminek je nap&tova zavislost TRPV1 iontovych kanalt. V piipadé posunu
hodnoty membranového potencidlu primarniho aferentniho neuronu ve smyslu depolarizace
sta¢i k jejich aktivaci naslednému otevieni TRPV1 iontového kandlu staci jen jeho mala
zména. Navic, koncentrace endogennich vaniloidii stoupa v podminkdch zanétu nebo
tkanového poranéni a zaroven dochazi k senzitizaci TRPV1 receptorti pisobenim zanétlivych
mediatorli, zejména bradykininu. Protoze dochazi k vyraznému zvySeni produkce bradykininu
v miSe také v disledku intenzivni nociceptivni aferentace z mista poranéni, mohou se i za
téchto okolnosti stat endogenni vaniloidy uc¢innymi aktivatory senzitizovanych centralnich
TRPV1 receptori a podilet se na mechanismech centrdlni senzitizace miSnich neuront.
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V piipadé, Ze byl v naSich pokusech pifed intratekalni injekci TRPV1 agonisty aplikovan
intratekalné roztok bradykininu, doSlo k rozvoji pfechodné hypersenzitivity na tepelné i
mechanické podnéty. A protoze v naSich experimentech navic intratekalné aplikovany TRPV1
antagonista u¢inn¢ zablokoval hypersenzitivitu zvifat na tepelné i mechanické podnéty
indukovanou aktivaci centrdlnich TRPV1 receptori endogennim agonistou po jejich
senzitizaci bradykininem, je zcela evidentni, ze se centrdlni TRPV1 receptory na neuralnich
mechanismech vzniku téchto patologickych bolestivych stavii skute¢né vyznamné podileji. Je
velmi pravdépodobné, Ze se pravé tento mechanismus aktivace centralnich TRPV1 receptorti
endogennimi agonisty uplatiiuje 1 v ptipad¢ tkanového poranéni chirurgickym zakrokem a
podili se na rozvoji pooperacni bolesti.

Nase pokusy jasné¢ prokazaly klicovou ulohu kapsaicin — senzitivnich primérnich
aferentnich vlaken v rozvoji hypersenzitivity vznikajici po poranéni chirurgickym zakrokem.
Lokaln¢ aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci se ukazal jako vysoce analgeticky
ucinny na pooperacni tepelnou i mechanickou hyperalgézii vhodny k 1é€bé pooperaéni bolesti
1 v klinické praxi. Na neurdlnim pfenosu nociceptivni informace po poranéni chirurgickym
zakrokem 1 na nasledném rozvoji hypersenzitivity na mechanické a teplené podnéty se
rozhodujicim zpisobem podili periferni 1 centrdlni TRPV1 receptory exprimované na
membranach téchto kapsaicin — senzitivnich neurond. Intratekalné aplikovany TRPV1
antagonista mél vyrazny analgeticky efekt na pribéh pooperacni tepelné hyperalgézie a
mechanické alodynie. Nase vysledky potvrdily kli¢ovou tlohu nejen perifernich, ale zejména
centralnich TRPV1 receptorii v synaptické transmisi nociceptivni informace v zadnich rozich
michy a v jeji modulaci, objasnily moZzny zpusob jejich aktivace a senzitizace na Urovni
michy, a zaroven prokéazaly jejich vyznamnou roli v neurdlnich mechanismech rozvoje
pooperacni bolesti.
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7. Shrnuti

Tkanové poranéni vede v disledku pisobeni mechanismi periferni senzitizace primarnich
nociceptorti a centralni senzitizace neuronl v zadnich rozich michy ke zvySeni citlivosti
organismu na bolestivé i nebolestivé podnéty. V téchto procesech hraje klicovou ulohu
subpopulace kapsaicin — senzitivnich senzorickych neuronll. Kapsaicin-senzitivni neurony
exprimuji na svych perifernich i centrdlnich zakoncenich kapsaicinové TRPV1 (transient
receptor potential vanilloid 1) receptory, lokalni aplikace vysoké davky kapsaicinu miize
zpusobit regionalni destrukci téchto zakonceni. TRPV1 receptory se rozhodujicim zpisobem
podili na neuralnim pfenosu nociceptivni informace a na jeho modulaci. Cilem studie bylo
ovetit ulohu kapsaicin — senzitivnich primarnich aferentnich vlaken a roli perifernich i
centralnich TRPV1 receptorl v rozvoji hypersenzitivity vznikajici po poranéni chirurgickym
zakrokem, otestovat ucinek vysoké davky kapsaicinu a specifického TRPV1 antagonisty na
pooperacni bolest a blize objasnit funkci centrdlnich TRPV1 receptorii v mechanismech
nocicepce.

Na zvifecim modelu plantarni incise byly behaviordlnimi metodami testovany odpovédi
zvitat na mechanické (pomoci Von Freyovych vladken) a tepelné podnéty (pomoci tepelného
zdroje) ptfed provedenim a v né&kolika ¢asovych intervalech po provedeni chirurgického
zakroku. V prvni sérii pokusit byla zvifatim intradermalné aplikovdna vysoka davka
kapsaicinu 24 h ptedem, 6 dni pfedem nebo 2 h po provedeni incise. Dalsi skupiné zvifat byl
podan specificky TRPV1 antagonista (SB 366791) intratekdlné¢ nebo intradermalné pied
provedenim incise. Rozsah centralni senzitizace neurond v zadnich rozich michy plantarni
incisi byl rovnéz hodnocen podle poctu spinothalamickych (STT) neuronti a postsynaptickych
neuronti zadnich provazcti (PSDC) exprimujicich ¢ — Fos v L3 — L5 segmentech lumbalni
michy pomoci imunohistochemického barveni. V zavérecné ¢asti studie byly behaviordlnimi
metodami testovany zmény odpovédi zvifat na mechanické a teplené podnéty po intratekalni
aplikaci TRPV1 agonisty OLDA (N — oleoyldopamin), bradykininu a obou téchto latek
zaroven.

V disledku plantarni incise doSlo k vyraznému zvySeni citlivosti kontrolnich zvifat na
mechanické 1 tepelné podnéty. Kapsaicin aplikovany intradermalné pred nebo po provedeni
chirurgického zakroku vyznamné oslabil pooperac¢ni termélni i mechanickou hyperalgézii
v celém jejim prubehu. Jeho ucinkem doslo rovnéz ke snizeni poctu STT i PSDC neuront
zadnich rohli lumbdlni michy exprimujicich ¢ - Fos po provedeni plantarni incise.
Intradermalné aplikovany SB 366791 mél pouze mirny analgeticky ucinek na pooperacéni
tepelnou hyperalgézii a mechanickou alodynii. V pfipad¢ intratekalni aplikace byl vSak jeho
efekt mnohem vyrazngj$i, rozvoj pooperacni tepelné hyperalgézie byl jeho ucinkem
kompletné zablokovan a pribéh mechanické alodynie oslaben. Intratekdlni aplikace
samotného endogenniho agonisty OLDA neméla vliv na reaktivitu zvifat na tepelné ani
mechanické periferni podnéty, nicméné, jeho ucinkem doSlo k potenciaci senzitizujiciho
efektu intratekalné€ aplikovaného bradykininu.

Lokaln¢ aplikovany kapsaicin ve vysoké koncentraci se ukéazal jako vysoce analgeticky
ucinny na pooperacni tepelnou i mechanickou hyperalgézii.Také intratekalné aplikovany
TRPV1 antagonista mél vyrazny analgeticky efekt na prib&h pooperacni tepelné hyperalgézie
a mechanické alodynie. Nase vysledky potvrdily klicovou tlohu nejen perifernich, ale 1
centralnich TRPV1 receptorti v transmisi nociceptivni informace a v jeji modulaci, a zaroven
prokézaly jejich vyznamnou roli v rozvoji pooperaéni bolesti.
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8. Summary

Tissue injury leads to increased sensitivity to noxious and innocuous stimuli due to
mechanisms of peripheral sensitisation of primary nociceptors and central sensitization of
neurons in the spinal dorsal horns. The subpopulation of capsaicin — sensitive sensory neurons
plays an important role in this process. The capsaicin — sensitive neurons express capsaicin
TRPV1 receptors (transient receptor potential 1) on their peripheral and central terminals,
local high concentration capsaicin treatment can induce regional destruction of these endings.
It is well estabilished that TRPV1 receptors play the key role in neural transmission of
nociceptive information and its modulation. The aims of this study were to investigate the role
of capsaicin — sensitive primary afferent fibers and the involvement of peripheral and central
TRPV1 receptors in the development of hypersensitivity after surgical tissue trauma, to test
the effect of high concentration capsaicin and the specific TRPV1 antagonist treatment on
postoperative pain and to enlighten the function of central TRPV1 receptors in the neural
mechanisms of nociception.

Using behavioral testing methods, the responses to mechanical (Von Frey filaments) and
thermal stimuli (radiant heat source) were tested on the rat plantar incision model of surgical
pain before and several times after the surgical procedure. In the first series of experiments
the animals were treated intradermally with high concentration capsaicin 24 hrs before, 6 days
before or 2 hrs after the plantar incision was made. Another group of experimental animals
was treated with TRPV1 antagonist (SB 366791), either intrathecally or intradermally applied
before the surgery. The magnitude of central sensitization of neurons in the spinal dorsal
horns due to the plantar incision was also judged by the number of spinothalamic (STT) and
postsynaptic dorsal column (PSDC) neurons expressing ¢ — Fos in L3 — L5 segments of the
lumbar spinal cord using immunohistochemical staining. In the last part of this study the
changes of responsiveness to mechanical and thermal stimulation after intrathecal application
of TRPV1 agonist (OLDA, N — oleoyldopamine), bradykinin and both compounds together
were investigated using the same behavioral methods as described above.

The plantar incision caused rapid increase of responsiveness to mechanical and thermal
stimuli in the control group of animals treated with vehicle. However, high dose of capsaicin
applied intardermally before or after the surgical procedure significantly reduced the
postoperative thermal and mechanical hyperalgesia, the numer of STT and PSDC neurons
expressing ¢ — Fos in the spinal dorsal horns was also greatly reduced in animals pretreated
with capsaicin 24 hrs before the plantar incision was made in comparison to controls.
Intradermal TRPV1 antagonist treatment had only moderate analgesic effect on postoperative
thermal hyperalgesia and mechanical allodynia. In sharp contrast, the effet of TRPVI
antagonist was much more pronounced after intrathecal application, thermal hyperalgesia was
blocked completely and mechanical allodynia was reduced remarkably in this group of
animals. Even though intrathecal treatment with OLDA did not affect the responsiveness of
animals to mechanical or thermal stimuli, it potentiated the sensitizing effect of intrathecally
applied bradykinin significantly.

Local high concentration capsaicin treatment showed great analgesic effect on
postoperative thermal and mechanical hyperalgesia. Also, intrathecal application of TRPV1
antagonist appeared to be very effective in the treatment of postoperative thermal
hyperalgesia and mechanical allodynia. Acording to our results, not only peripheral, but also
central TRPV1 receptors play an important role in the neural transmission of nociceptive
information and its modulation and they seem to be essential for the developement of
postoperative pain states.

139



9. Seznam literatury

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ababdie, C and Besson, JM. Effects of morphine and naloxone on basal and
evoked Fos — like immunoreactivity in lumbar spinal cord neurone sof arthritic rats.
Pain.1993;52:29-39

Abbadie, C and Besson, JM. C — fos expression in rat lumbar spinal cord
during the development of adjuvant — induced arthritis. Neuroscience.1992;48:985-
993

Abbadie, C and Besson, JM. C — fos expression in rat lumbar spinal cord
following peripheral stimulation in adjuvant — induced arthritic and normal rats. Brain
Research.1993;607:195-204

Abbadie, C and Besson, JM. Chronic treatments with aspirin or acetaminophen
reduce both the development of polyarthritis and Fos — like immunoreactivity in the
rat lumbar spinal cord. Pain.1994;57:45-54

Al-Chaer ED, Lawand NB, Westlund KN and Willis WD. Visceral nociceptive
input into the ventral posterolateral nucleus of the thalamus: a new function for the
dorsal column pathway. Journal of Neurophysiology.1996;76:2662-2674

Aley, KO and Levine, JD. Dissociation of tolerance and dependence for opioid
peripheral antinociception in rats. Journal of Neuroscience.1997;17:3907-3912

Allen, GV and Pronych, SP. Trigeminal autonomic pathways involved in
nociception-induced reflex cardiovascular responses.Brain Research.1997;754:269-
278

Altman RD, Auen A, Holmburg CE, Pfeifer LM, Sack M, Young GT.
Capsaicin cream 0,025% as monotherapy for osteoarthritis: a double-blind study.
Seminars in Arthritis and Rheumatism.1994;23(3):25-33

Amaya F, Shimosato G, Nagano M, Ueda M, Hashimoto S, Tanaka Y, Suzuki
H, Tanaka M. NGF and GDNF differentially regulate TRPV1 expression that
contributes to development of inflammatory thermal hyperalgesia. European Journal
of Neuroscience.2004;20:2303-2310

Apfel SC, Arezzo JC, Lipson L, Kessler JA. Nerve growth factor prevents
experimental cisplatin neuropathy. Annals in Neurology.1992;31:76-80

Apfel SC, Kessler JA, Adornato BT, Litchy WJ, Sanders C, Rask CA.
Recombinant human nerve growth factor in the treatment of diabetic polyneuropathy.
Neurology.1998;51:695-702

Apkarian, AV. (1995) A thalamic model for true and referred visceral pain. In:
Visceral Pain. Progress in Pain Research and Management. Vol.5 pp.217-259. Ed. G.
F.Gebhart. IASP Press, Seattle.

Apkarian, AV. (1995) Thalamic anatomy and physiology of pain perception:
connectivity, somato-visceral convergence and spatio-temporal dynamics of
nociceptive information coding. In: Forebrain Areas Involved in Pain Processing.
pp-49-62. Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey Eurotext, Paris.

Apkarian, AV. Functional imaging of pain: new insights regarding the role of
cerebral cortex in human pain perception. Neuroscience.1995;7:279-293

Bach FW, Jensen TS, Kastrup J, Stigsby B, Dejgard A. The effect of
intravenous lidocaine on nociceptive processing in diabetic neuropathy.Pain.
1990;40:29-34

Back, IN and Finlay I. Analgesic effect of topical opioids on painful skin
ulcers. Journal of pain symptom management.1995;10:493

140


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=9748012&query_hl=9&itool=pubmed_docsum

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Baumann TK, Simone DA, Shain CN, LaMotte RH. Neurogenic hyperalgesia:
the search for the primary afferent nerve fibers that contribute to capsaicin-induced
pain and hyperalgesia. Journal of Neurophysiology.1991;66:212-227

Beitz AJ, Newman A, Shepard M, Ruggles T, Eikmeier L. A New Rodent
Model of Hind Limb Penetrating Wound Injury Characterized by Continuous Primary
and Secondary Hyperalgesia. The Journal of Pain.2004;5(1):26-37

Belmonte, C and Cervero, F. (1996) Neurobiology of Nociceptors. p. 531.
Oxford University Press, Oxford.

Ben-Ari Y, Khazipov R, Leinekugel X, Caillard O, Gaiarsa JL. GABA,
NMDA and AMPA receptors: a developmentally regulated ,,menage a trois“. Trends
in Neuroscience.1997;20:523-529

Bentley, GN and Gent, JP. Neurokinin actions on substantia gelatinosa neurons
in adult longitudinal spinal cord preparation.Brain Research.1995;673:101-111

Berkley, KJ and Hubscher, CH. Are there separate central nervous system
pathways for touch and pain? Nature Med.1995;1:766-773

Bernard, JF. (1995) The spino-parabrachio-amygdaloid and —hypothalamic
nociceptive pathways. In: Forebrain Areas Involved in Pain Processing. pp.27-48.
Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey Eurotext, Paris.

Bernardini A, Sauer SK, Haberberger R, Fischer MJ, Reeh PW. Excitatory
nicotinic and desensitizing muscarinic (M) effects on C-nociceptors in isolated rat
skin. Journal of Neuroscience.2001;21:3295-3302

Bernstein JE, Korman NJ, Bickers DR, Dahl MV, Millikan LE. Topical
capsaicin treatment of chronic postherpetic neuralgia. Journal of the American
Academy of Dermatology.1989;21:265-270

Besson, JM and Chaouch, A. Peripheral and Spinal mechanisms of
nociception. Physiological Reviews.1987;67:67-186

Besson, JM et al. (1995) Forebrain Areas Involved in Pain Processing. p.283.
John Libbey Eurotext, Paris.

Bevan S, Hothi S, Hughes G, James IF and Rang HP. Capsazepine: a
competitive antagonist of the sensory neuron excitant capsaicin. British Journal of
Pharmacology.1992;107:544-552

Birder, LA and Perl, ER. Expression of a,-adrenergic receptors in rat primary
afferent neurones after peripheral nerve injury or inflammation. Journal of
Physiology(Lond).1999;515:533-542

Bland-Ward, PA and Humphrey, PPA. P2X receptors mediate ATP-induced
primary nociceptive neurone activation. Journal of Autonomic Nervous
Systme.2000;81:146-151

Brain, SD and Cambridge, H. Calcitoin gene-related peptide: vasoactive
effects and potential therapeutic use. Gen. Pharmacology.1996;27:607-611

Brennan TJ, Vandermeulen EP, Gebhart GF. Characterization of a rat model of
incisional pain. Pain.1996;64:493-501

Buerkle H, Boschin M, Marcus MA, Brodner G, Wusten R, Van Aken H.
Central and peripheral analgesia mediated by the acetylcholinesterase inhibitor
neostigmine in the rat inflamed knee joint model. Anesthesia analgesia.1998;86:1027-
1032

Buerkle H, Huge V, Wolfgart M, Steinbeck J, Mertes N, Van Aken H, Prien T.
Intra-articular clonidine analgesia after knee arthroscopy. European Journal of
Anesthesiology.2000;17:295-299

Buerkle H, Schapsmeier M, Bantel C, Marcus MA, Wusten R, Van Aken H.
Thermal and mechanical antinociceptive action of spinal vs peripherally administered

141



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

clonidine in the rat inflamed knee joint modelBritish Journal of
Anesthesia.1999;83:436-441

Burkey AR, Carstens E, Wenniger JJ, Tang J, Jasmin L. An opioidergic
cortical antinociception triggering site in the agranular insular cortex of the rat that
contributes to morphine antinociception. Journal of Neuroscience.1996;16:6612-6623

Burnstock, G. P2X receptors in sensory neurones. British Journal of
Anesthesia.2000;84:476-488

Bushnell, MC. (1995) Thalamic processing of sensory-discriminative and
affective-motivational dimensions of pain. In: Forebrain Areas Involved in Pain
Processing. pp.49-62. Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey
Eurotext, Paris.

Calford, MB and Tweedale, R. Interhemispheric transfer of plasticity in the
cerebral cortex. Science.1990;249:805-807

Capsaicin Study Group. Treatment of painful diabetic neuropathy with topical
capsaicin. A multi-centre, double-blind, vehicle-controlled study. Archive sof Internal
Medicine.1991;151:2225-2229

Carlton, SM and Zhou, S. Attenuation of formalin-induced nociceptive
behaviors following local peripheral injection of gabapentin. Pain.1998;76:201-207

Carlton SM, Hargett GL, Coggeshall RE. Localization and activation of
glutamate receptors in unmyelinated axons of rat glabrous skin. Neuroscience
Letters.1995;197:25-28

Carlton SM, Zhou S, Coggeshall RE. Peripheral GABA, receptors: evidence
for peripheral primary afferent depolarization. Neuroscience.1999;93:713-722

Carlton SM, Du J, Zhou S, Coggeshall RE. Tonic control of peripheral
cutaneous nociceptors by somatostatin receptors. Journal of
Neuroscience.2001;21:4042-4049

Carpenter SE and Lynn B. Vascular and sensory responses of human skin to
mild injury after topical treatment with capsaicin. British Journal of
Pharmacology.1981;73:755-758

Carter, RB and Francis, WR. Capsaicin desensitization to plasma extravasation
evoked by antidromic C-fiber stimulation is not associated with antinociception in
rats. Neuroscience Letters.1991;127:49-52

Casey, KL and Minoshima S. (1995) The forebrain network for pain: an
emerging image. In: Forebrain Areas Involved in Pain Processing. pp.49-62. Eds. J.M.
Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey Eurotext, Paris.

Casey KL, Minoshima S, Morrow TJ, Koeppe RA. Comparison of human
cerebral activation patterns during cutaneous warmth, heat pain and deep cold pain.
Journal of Neurophysiology. 1996;76:571-581

Casey, KL. The sensory-limbic model of pain memory: connections from
thalamus to the limbic system mediate the learned component of the affective
dimension of pain. Pain Forum. 1997;6:22-43

Caterina MJ, Leffler A, Malmberg AB, Martin WJ, Trafton J, Petersen-Zeitz
KR, Koltzenburg M, Basbaum AlI, Julius D. Impaired nociception and pain sensation
in mice lacking the capsaicin receptor. Science.2000;288:306-313

Caterina MJ, Schumacher MA, Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D.
The capsaicin receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway.
Nature.1997;389:816-824

Caterina, MJ and Julius, D. The Vanilloid Receptor: A Molecular Gateway to
the Pain Pathway. Annual Reviews in Neuroscience.2001;24:487-517

Cervero, F. What is a nociceptor-specific (class 3) cell? Pain.1995;62:123-124

142



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Chabal C, Jacobson L, Mariano A, Chaney E, Britell CW. The use of oral
mexilitine for the treatment of pain after peripheral nerve injury.
Anesthesiology.1992;76:513-517

Chaplan SR, Pogrel JW, Yaksh TL. Role of voltage-dependent calcium
channel subtypes in experimental tactile allodynia. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics.1994;269:1117-1123

Chapman, V and Dickenson, AH. The spinal and peripheral roles of bradykinin
and prostaglandins in nociceptive processing in the rat. Journal of
Pharmacology.1992;219:427-433

Chen CC, England S, Akopian AN and Wood JN. 1998. A sensory neuron
specific, proton gated ion channel. Proc.Natl. Acad.Sci.USA 95:10240-10245

Cheshire, WP and Snyder, CR. Treatment of reflex sympathetic dystrophy with
topical capsaicin. Case report. Pain.1990;42:307-311

Cho HJ, Kim DS, Lee NH, Kim JK, Lee KM, Han KS, Kang YN, Kim KJ.
Changes in the op-adrenergic receptor subtypes gene expression in rat dorsal horn
ganglion in an experimental model of neuropathic pain. Neuroreport.1997;8:3119-
3122

Cholewinski A, Burgess GM and Bevan S. The role of calcium in capsaicin-
induced desenzitization in rat cultured dorsal root ganglion neurons.
Neuroscience.1993;55:1015

Chu CJ, Huang SM, De Petrocellis L, Bisogno T, Ewing SA, Miller JD, Zipkin
RE, Daddario N, Appendino G, Di Marzo V, Walker JM. N — oleoyldopamine, a
Novel Endogenous Capsaicin —like Lipid That Produces Hyperalgesia. The Journal of
Biological Chemistry.2003;278(16):13633-13639

Chung K, Klein CM, Coggeshall RE. The receptive part of the primary afferent
axon is most vulnerable to systemic capsaicin in adult rats. Brain
Research.1990;511:222-226

Clement CI, Keay KA, Owler BK, Bandler R. Common patterns of increased
and decreased c-fos expression in midbrain and pons evoked by noxious deep somatic
and noxious visceral manipulations in the rat. Journal of Comparative Neurology.
1996;366:495-515

Coggeshall, RE and Carlton, SM. Receptor localization in the mammalian
dorsal horn and primary afferent neurons. Brain Research Reviews.1997;24:28-66

Conn, PJ and Pin, JP. Pharmacology and functions of metabotropic glutamate
receptors. Annual Reviews of Pharmacology.1997;37:205-237

Cook AJ, Woolf CJ, Wall PD, McMahon SB. Dynamic receptive field
plasticity in rat spinal cord dorsal horn following C primary afferent input. Nature.
1987;325:151-153

Craig AD, Bushnell MC, Zhang ET, Blomqvist A. A thalamic nucleus specific
for pain and temperature sensation. Nature.1994;372:770-773

Craig AD, Wiegand SJ, Price JL. The thalamo-cortical projection of the
nucleus submedius in the cat. Journal of Comparative Neurology.1982;296:28-48

Crowley KL, Flores JA, Hughes CN, lacono RP. Clinical application of
ketamine ointment in the treatment of sympathetically maintained pain. Int.Journal of
Pharmaceutical Compounding.1998;2:122-127

Davis KD, Treede RD, Raja SN, Meyer RA, Campbell JN. Topical application
of clonidine relieves hyperalgesia in patients with sympathetically maintained pain.
Pain.1991;47:309-317

143



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

9.

Deal CL, Schnitzer TJ, Lipstein E, Seibold JR, Stevens RM, Levy MD, Albert
D, Renold F. Treatment of arthtitis with topical capsaicin: a double-blind trial.
Clinical Therapeutics.1991;13:383-395

Dejgard A, Petersen P, Kastrup J. Mexilitine for treatment of chronic painful
diabetic neuropathy. Lancet.1988;1:9-11

DelLeo, JA and Yezierskii, RP. The role of neuroinflammation and
neuroimmune activation in persistent pain. Pain. 2001;90:1-6

Dessirier JM, O'Mahony M, Carstens E. Oral irritant effects of nicotine:
psychophysical evidence for decreased sensation following repeated application and
lack of cross-desensitization with capsaicin. Chemical Senses.1997;22:483-492

Devers, A and Galer, BS. Topical lidocaine patch relieves a variety of
neuropathic pain conditions: an open-label study. Clinical Journal of
Pain.2000;16:205-208

De Biasi S, Amadeo A, Spreafico R, Rustioni, A. Enrichment of glutamate
immunoreactivity in lemniscal terminals of the ventropostero-lateral thalamic nucleus
of the rat: an immunogold and WGA-HRP study. Anatomical Records.1994;240:131-
140

Di Piero V, Fiacco F, Tombari D, Pantano P. Tonic pain: a SPECT study in
normal subjects and cluster headache patients. Pain. 1997;70:185-191

Dini D, Bertelli G, Gozza A, Forno GG. Treatment of the post-mastectomy
pain syndrome with topical capsaicin. Pain.1993;54(2):223-226

Doly S, Fischer J and Conrath M. The vanilloid receptor-1 (TRPV1) is
expressed in some rat dorsal horn NK1 cells. Brain Research.2004;1004:203-207

Donnerer J, Schuligoi R, Stein C. Increased content and transport of substance
P and calcitonin gene-related peptide in sensory nerves innervating inflamed tissue:
evidence for a regulatory function of nerve growth factor in vivo.
Neuroscience.1992;49:693-698

Draisci, G and ladarola, MJ. Temporal analysis of increases in ¢ — fos,
preprodynorphin and preproenkephalin mRNAs in rat spinal cord. Mol. Brain
Research.1989;6:31 — 37

Dray, A and Perkins M. Bradykinin and inflammatory pain. Trends in
neuroscience.1993;16:99-104

Dray, A. Kinins and their receptors in hyperalgesia. Canadian Journal of
Physiology and Pharmacology. 1997;75:704-712

Dray A and Dickenson A. Capsaicin, nociception and pain. In: Wood JN, ed.
Capsaicin in the Study of Pain. London: Academic Press, 1993;239-253

Dray A, Bettany J and Forster P. Actions of capsaicin on peripheral
nociceptors of the neonatal rat spinal cord-tail in vitro: dependence of extracellular
ions and independence of second messengers. British Journal of
Pharmacology.1990;101:727-733

Duarte AM, Pospisilova E, Reilly E, Mujenda F, Hamaya Y, Strichartz GR.
Reduction of Postincisional Allodynia by Subcutaneous Bupivacaine.
Anesthesiology.2005;103:113-125

Dubner, R and Ruda, MA. Activity — dependent neuronal plasticity following
tissue injury and inflammation. Trends in Neuroscience. 1992;15:96-103

Dubner, R. and Bennett, GJ. Spinal and trigeminal mechanisms of nociception.
Annual Reviews of Neuroscience.1983;6:381-418

Dux M, Sann H, Schemann M, Jancso G. Changes in fibre population of the rat
hairy skin following selective chemodenervation by capsaicin. Cell Tissue
Research.1999;296:471-477

144



90. Eaton, SA and Salt, TE. (1995) The role of excitatory amino-acid receptor sin
thalamic nociception. In: Forebrain Areas Involved in Pain Processing. pp. 131-142.
Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey Eurotext, Paris.

91. Eaton, SA and Salt, TE. Role of N-methyl-D-aspartate and metabotropic
glutamate receptor sin corticothalamic excitatory postsynaptic potentials in
vivo.Neuroscience.1996;73:1-5

92. Edwards, WT. Intravenous lidocaine in the management of various chronic
pain states. A review of 211 cases. Regional Anesthesia.1985;10:1-6
93. Epstein, JB and Macroe, JH. Topical application of capsaicin for treatment of

oral neuropathic pain and trigeminal neuralgia. Oral surgery Oral medicine Oral
Pathology.1994;77:135-140

94. Epstein JB, Grushka M, Le N. Topical clonidine for orofacial pain: a pitol
study. Journal of orofacial pain.1997;11:346-352

95. Esser, MJ and Sawynok, J. Acute amitryptiline in a rat model of neuropathic
pain: differential symptom and route effects. Pain.1999;80:643-653

96. Fang L, Wu J, Lin Q, Willis WD. Calcium — calmodulin — dependent protein
kinase II contributes to spinal cord central sensitization. Journal of Neuroscience.
2002;22:4196-4204

97. Ferreira J, Campos MM, Araujo R, Bader M, Pesquero JB, Calixto JB. The use
of kinin B(1) and B(2) receptor knockout mice and selective antagonists to
characterize the nociceptive responses caused by kinins at the spinal level.
Neuropharmacology.2002;43:1188-1197

98. Ferrer-Montiel A, Garcia-Martinez C, Morenilla-Palao C, Garcia-Sanz N,
Fernandez-Carvajal A, Fernandez-Ballester G, Planells-Cases R. Molecular
architecture of the vanilloid receptor. Insights for drug design. European Journal of
Biochemistry.2004;271:1820-1826

99. Fletcher, EJ and Lodge, D. New developments in the molecular pharmacology
of o-amino-3-dihydro-5-methyl-4-isoxale propionate and kainate receptors.
Pharmacological Therapy.1996;70:65-89

100. Fox A, Kesingland A, Gentry C, McNair K, Patel S, Urban L, James . The role
of central and peripheral cannabinoid; receptors in the antihyperalgesic activity of
cananbinoids in a model of neuropathic pain. Pain.2001;92:91-100

101. Fuchs PN, Pappagallo M, Meyer RA. Topical EMLA pre-treatment fails to
decrease the pain induced by 1% topical capsaicin. Pain.1999;80:637-642
102. Fusco BM, Geppetti P, Fanciullacci M, Sicuteri F. Local application of

capsaicin for the treatment of cluster headache and idiopathic trigeminal neuralgia.
Cephalalgia.1991;11:234-235

103. Gallar J, Pozo MA, Rebollo I, Belmonte C. Effects of capsaicin on corneal
wound healing. Invest Ophtalmol Vis Sci.1990;31:1968-1974
104. Garzia-Martinez C, Humet M, Planells-Cases R, Gomis A, Caprini M, Viana F,

De La Pena E, Sanchez-Baeza F, Carbonell T, De Felipe C, Perez-Paya E, Belmonte
C, Messeguer A, Ferrer-Montiel A. Attenuation of thermal nociception and
hyperalgesia by VR1 blockers. Proc.Natl.Acad.Sci. USA.2002;99:2374-2379

105. Garcia-Martinez C, Morenilla-Palao C, Planells-Cases R, Merino JM, Ferrer-
Montiel A. Identification of an aspartic residue in the P-loop of the vanilloid receptor
that modulates pore properties. Journal of Biological Chemistry.2000;275:32552-
32558

106. Garcia-Sanz N, Fernandez-Carvajal A, Morenilla-Palao C, Planells-Cases R,
Fajardo-Sanchez E, Fernandez-Ballester G, Ferrer-Montiel A. Identification of a

145



tetramerization domain in the C terminus of the vanilloid receptor. Journal of
Neuroscience.2004;24:5307-5314

107. Garry EM, Moss A, Delaney A, O'Neill F, Blakemore J, Bowen J, Husi H,
Mitchell R, Grant SG, Fleetwood-Walker SM. Neuropathic sensitization of behavioral
reflexes and spinal NMDA receptor/CaM kinase II interactions are disrupted in PSD-
95 mutant mice. Curr. Biology. 2003;13:321-328

108. Gentili M, Juhel A, Bonnet F. Peripheral analgesic effect of intra-articular
clonidine. Pain.1996;64:593-596

109. Giesler GJ, Katter JT, Dado RJ. Direct spinal pathways to the limbic system for
nociceptive information. Trends in Neuroscience.1994;17:244-250

110. Giesler, GJ. (1995) The spino-hypothalamic tract. In: Forebrain Areas Involved
in Pain Processing. pp.49-62. Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John
Libbey Eurotext, Paris.

111. Giesler, GJ. Evidence of direct nociceptive projections from the spinal cord to
the hypothalamus and telencephalon. Neuroscience.1995;7:253-261
112. Gilchrist HD, Allard BL, Simone DA. Enhanced withdrawal responses to heat

and mechanical stimuli following intraplantar injection of capsaicin in rats.
Pain.1996;67:179-188

113. Giordano, J and Roberts, LV. Peripherally administered serotonin 5-HT;
receptor antagonists reduce inflammatory pain in rats. European Journal of
Pharmacology.1989;170:83-86

114. Giordano J, Daleo C, Sacks SM. Topical ondasetron attenuates nociceptive and
inflammatory effects of intradermal capsaicin in humans. European Journal of
Pharmacology.1998;354:R13-R14

115. Gold MS, Levine JD, Correa AM. Modulation of TTX-R INa by PKC and
PKA and their role in PGE2 — induced sensitizaion of rat sensory neurons in vitro.
Journal of Neuroscience. 1998;18:10345-10355

116. Goswami C, Dreger M, Jahnel R, Bogen O, Gillen C, Hucho F. Identification
and characterization of a Ca**-sensitive interaction of the vanilloid receptor TRPV1
with tubulin. Journal of Neurochemistry.2004;91:1092-1103

117. Gottrup H, Bach FW, Arendt-Nielsen L, Jensen TS. Peripheral lidocaine but
not ketamine inhibits capsaicin-induced hyperalgesia in humans. British Journal of
Anesthesia.2000;85:520-528

118. Gunthorpe MJ, Rami HK, Jerman JC, Smart D, Gill CH, Soffin EM, Luis
Hannan S, Lappin SC, Egerton J, Smith GD, Worby A, Howett L, Owen D, Nasir S,
Davies CH, Thompson M, Wyman PA, Randall AD, Davis JB. Identification and
characterisation of SB-366791, a potent and selective vanilloid receptor
(VRI/TRPVI) antagonist.
Neuropharmacology. 2004;46(1):133-49. Erratum in: Neuropharmacology. 2004
May;46(6):905.

119. Gunthorpe MJ, Benham CD, Randall A, Davis JB. The diversity in the
vanilloid (TRPV) receptor family of ion channels. Trends Pharmacol Sci.
2002;23(4):183-91. Review.

120. Guo W, Zou S, Guan Y, lkeda T, Tal M, Dubner R, Ren K. Tyrosine
phosphorylation of the NR2B subunit of the NMDA receptor in the spinal cord during
the development and maintainance of inflammatory hyperalgesia. Journal of
Neuroscience. 2002;22:6208-6217

121. Hall, JM. Bradykinin receptors: pharmacological properties and biological
roles. Pharmacological Therapy.1992;93:131-190

146



122. Handwerker, HO and Kobal, G. Psychophysiology of experimentally induced
pain. Physiological Reviews. 1993;73:639-671

123. Handwerker HO and Reeh PW. 1991.Pain and inflammation. In Proceedings of
the 6th World Congress on Pain, ed. MR Bond, JE Charlton, CJ Woolf, pp.59-
70.Amsterdam:Elsevier

124. Harris, JA. Using ¢ — fos as a Neural Marker of Pain. Brain Research Bulletin.
1998;45(1):1-8

125. Heyneman CA, Lawless-Liday C, Wall GC. Oral versus topical NSAIDs in
rheumatic diseases. A comparison. Drugs.2000;60:555-574

126. Honore P, Wismer CT, Mikusa J, Zhu CZ, Zhong C, Gauvin DM, Gomtsyan
A, El Kouhen R, Lee CH, Marsh K, Sullivan JP, Faltynek CR, Jarvis MF. A — 425619
[1-isoquinolin-5-yl-3-(4-trifluoromethyl-benzyl)-urea], a novel transient receptor
potential type V1 receptor antagonist, relieves pathophysiological pain associated with
inflammation and tissue injury in rats. J Pharmacol Exp Ther.2005;314:410-421

127. Hu HJ, Glauner KS, Gereau RW 4th. ERK integrates PKA and PKC signalling
in superficial dorsal horn neurons I: modulation of A — type K currents. Journal of
Neurophysiology. 2003;90:1671-1679

128. Hunt SP, Pini A, Evan G. Induction of ¢ — fos — like protein in spinal cord
neurons following sensory stimulation. Nature.1987;328:632-634
129. Hunter JC, Woodburn VL, Durieux C, Pettersson EK, Poat JA, Hughes J. C —

fos antisense oligodeoxynucleotide increases formalin — induced nociception and
regulates preprodynophin expression. Neuroscience.1995;65:485-492

130. Hwang SJ, Burette A and Valtschanoff JG. VR1-positive primary afferents
contact NKIl-positive spinoparabrachial neurons. The Journal of comparative
neurology.2003;460:255-265

131. Hwang SW, Cho H, Kwak J, Lee SY, Kang CJ, Jung J, Cho S, Min KH, Suh
YG, Kim D, Oh U. Direct activation of capsaicin receptors by products of
lipooxygenases: endogenous capsaicin-like substances. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America.2000;97:6155-6160

132. Hwang, SJ and Valtschanoff, JG. Vanilloid receptor VR1 - positive afferents
are distributed differently at different levels of the rat lumbar spinal cord.
Neuroscience Letters.2003;349:41-44

133. ladarola MJ, Douglass J, Civelli O, Naranjo JR. Differential activation of
spinal cord dynorphin and enkephalin neurons during hyperalgesia: Evidence using
cDNA hybridization. Brain Research.1988;455:205-212

134. ladarola MJ, Brady LS, Draisci G, Dubner R. Enhancement of dynorphin gene
expression in spinal cord following experimental inflammation: Stimulus specificity,
behavioral parameters and opioid receptor binding. Pain.1988;35:313-326

135. Ikeda H, Heinke B, Ruscheweyh R, Sandkuhler J. Synaptic plasticity in spinal
lamina I projection neurons that mediate hyperalgesia. Science. 2003;299:1237-1240
136. Inoue M, Kobayashi M, Kozaki S, Zimmer A, Ueda H. Nociceptin/orphanin

FQ-induced nociceptive responses through substance P release from peripheral nerve
endings in mice. ProcNatlAcadSci USA.1998; 95:10949-10953

137. Jackson DL, Graff CB, Richardson JD, Hargreaves KM. Glutamate participates
in the periperal modulation of thermal hyperalgesia in rats. European Journal of
Pharmacology.1995;284:321-325

138. Jahnel R, Dreger M, Gillen C, Bender O, Kurreck J and Hucho F. Biochemical
characterization of the vanilloid receptor 1 expressed in dorsal root ganglia derived
cell line. European Journal of Biochemistry.2001;268:5489-5496

147



139. Jakab B, Helyes Z, Varga A, Bolcskei K, Szabo A, Sandor K, Elekes K,
Borzsei R, Keszthelyi D, Pinter E, Petho G, Nemeth J, Szolcsanyi J. Pharmacological
characterization of the TRPV1 receptor antagonist JYL1421 (SC0030) in vitro and in
vivo in the rat. European Journal of Pharmacology.2005;517:35-44

140. Jancso N, Jancso-Gabor A, Szolcsanyi J. Direct evidence for neurogenic
inflammation and its prevention by denervation and by pretreatment with capsaicin.
British Journal of Pharmacology.1967;31:138-151

141. Jancso G, Kiraly E and Jancso-Gabor A. Pharmacologically induced selective
degeneration of chemosensitive primary sensory neurones. Nature.1977;270:741-743
142. Jensen, TS and Yaksh TL. Brainstem excitatory amino acid receptors in

nociception: microinjection mapping and pharmacological characterization of
glutamate-sensitive sites in the brainstem associated with algogenic behavior.
Neuroscience.1992;46:535-547

143. Ji, RR and Rupp F. Phosphorylation of transcription factor CREB in rat spinal
cord after formalin — induced hyperalgesia: relationship to c-fos induction. Journal of
Neuroscience. 1997;17:1776-1785

144. Ji, RR and Woolf, CJ. Neuronal plasticity and signal transduction in
nociceptive neurons: implications for the initiation and maintainance of pathological
pain. Neurobiology Dis. 2001;8:1-10

145. Ji RR, Kohno T, Moore KA, Woolf CJ. Central sensitization and LTP: do pain
and memory share similar mechanisms? Trends in neurosciences.2003;26:696-705
146. Ji RR, Befort K, Brenner GJ, Woolf CJ. ERK MAP kinase activation in

superficial spinal cord neurons induces prodynorphin and NK-1 upregulation and
contributes to persistent inflammatory pain hypersensitivity. Journal of Neuroscience.
2002;22:478-485

147. Ji RR, Baba H, Brenner GJ, Woolf CJ. Nociceptive — specific activation of
ERK in spinal neurons contributes to pain hypersensitivity. Nat. Neuroscience.
1999;2:1114-1119

148. Ji RR, Samad TA, Jin SX, Schmoll R, Woolf CJ. p38 MAPK activation by
NGF in primary sensory neurons after inflammation increases TRPV1 levels and
maintains heta hyperalgesia. Neuron. 2002;36:57-68

149. Jordt SE, Tominaga M and Julius D. Acid potentiation of the capsaicin receptor
determined by a key extracellular site. Proc.Natl. Acad.Sci.USA 97:8134-8135

150. Julius, D., Basbaum, Al Molecular mechanisms of
nociception.Nature.2001;413:203-210

151. Jung J, Lee SY, Hwang SW, Cho H, Shin J, Kang YS, Kim S, Oh U. Agonist
recognition sites in the cytosolic tails of vanilloid receptor 1. Journal of Biological
Chemistry.2002;277:44448-44454

152. Jung J, Shin JS, Lee SY, Hwang SW, Koo J, Cho H, Oh U. Phosphorylation of
vanilloid receptor 1 by Ca*"/calmodulin-dependent kinase II regulates its vanilloid
binding. Journal of Biological Chemistry.2004;279:7048-7054

153. Kajander KC, Sahara Y, ladarola MJ, Bennett GJ. Dynorphin increases in the
dorsal spinal cord in rats with a painful peripheral neuropathy. Peptides.1990;11:719-
728

154. Kalso E, Smith L, McQuay HJ, Andrew Moore R. No pain, no gain: clinical
excellence and scientific rigour — lessons learned from IA morphine.
Pain.2002;98:269-275

155. Karlsten R, Gordh T, Post C. Local antinociceptive and hyperalgesic effects in
the formalin test after peripheral administration of adenosine analogues in mice.
Pharmacology tocxicology.1992;70:434-438

148



156. Kedei N, Szabo T, Lile JD, Treanor JJ, Olah Z, ladarola MJ and Blumberg PM.
Analysis of the native quaternary structure of vanilloid receptor 1. Journal of
Biological Chemistry.2001;276:28613-28619

157. Kelly, S and Chapman V. Effects of peripheral nerve injury on functional
spinal VR1 receptors. Neuroreport. 2002;13:1147-1150

158. Khasar SG, Green PG, Chou B, Levine JD. Peripheral nociceptive effects of
op-adrenergic receptor agonists in the rat. Neuroscience.1995;66:427-432

159. Kim K-J, Jeon BH, Kim WS, Park KR, Choi SJ. Effect of capsaicin on
causalgiform pain in the rat. Korean Journal of Physiology.1992;26:143-150

160. Kingery WS, Agashe GS, Guo TZ, Davies MF, Clark JD, Maze M. Capsaicin

sensitive afferents mediate the development of heat hyperalgesia and hindpaw edema
after sciatic section in rats. Neuroscience Letters.2002;318:39-43

161. Kolesnikov, Y and Pasternak, GW. Topical opioids in mice: analgesia and
reversal of tolerance by a topical N-methyl-D-aspartate antagonist. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics.1999;290:247-252

162. Kurkccuoglu, N and Alaybeyi, F. Topical capsaicin for psoriasis. British
Journal of Dermatology.1990;123:549-550
163. Kwak J, Wang MH, Hwang SW, Kim TY, Lee SY, Oh U. Intracellular ATP

increases capsaicin-activated channel activity by interacting with nucleotide-binding
domains. Journal of Neuroscience.2000;20:8298-8304

164. Lamotte RH, Shian CN, Simone DA and Tsai EP. Neurogenic hyperalgesia:
psychophysical studies of  underlying mechanisms. Journal of
Neurophysiology.1991;66:190-211

165. Larsen R. (2004) Anestezie. 7. vydani.str. 165-171. Grada Publishing, a.s.

166. Lawand NB, Willis WD, Westlund KN. Excitatory amino acid receptor
involvement in peripheral nociceptive transmission in rats. European Journal of
Pharmacology.1997;324:169-177

167. Lenz FA, Gracely RH, Zirh AT, Romanoski AJ, Dougherty PM. The sensory-
limbic model of pain memory. Pain Forum. 1997;6:22-31
168. Lenz, FA. (1995) The region posterior inferior to the human thalamic principal

sensory nucleus (Vc) may contribute to the affective dimension of pain through
thalamo-corticolimbic connections. In: Forebrain Areas Involved in Pain Processing.
pp.49-62. Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John Libbey Eurotext, Paris.

169. Levine JD, Taiwo YO, Collins SD, Tam JK. Noradrenaline hyperlagesia is
mediated through interaction with sympathetic post-ganglionic neurone terminals
rather than activation of primary afferent nociceptors. Nature(Lond).1986;323:158-
160

170. Li C, Peoples RW and Weight FF. Enhancement of ATP-acivated current by
protons in dorsal root ganglion neurons. European Journal of Physiology.
1997;433:446-454

171. Likar R, Schafer M, Paulak F, Sittl R, Pipam W, Schalk H, Geissler D,
Bernatzky G. Intraarticular morphine analgesia in chronic pain patients with
osteoarthritis. Anesthesia analgesia.1997;84:1313-1317

172. Likar R, Sittl R, Gragger K, Pipam W, Blatnig H, Breschan C, Schalk HV,
Stein C, Schafer M. Peripheral morphine analgesia in dental surgery.
Pain.1998;76:145-150

173. Liu CN, Devor M, Waxman SG, Kocsis JD. Subthreshold oscillations induced
by spinal nerve injury in dissociated muscle and cutaneous afferents of mouse DRG.
Journal of Neurophysiology. 2002;87:2009-2017

149



174. Liu J, Farmer JD, Lane WS, Friedman J, Weissman I and Schreiber SL.
Calcineurin is a common target of cyclophillin-cyclosporin A and FKBP-FK 506
complexes. Cell. 1991;66:807-815

175. Liu, X and Sandkuhler, J. Long — term potantiation of C — fiber — evoked
potentials in the rat spinal dorsal horn is prevented by spinal N — methyl — D —
aspartic acid receptor blockage. Neuroscience Letters. 1995;191:43-46

176. Liu, XJ and Sawynok, J. Peripheral antihyperalgesic effects by adenosine A;
receptor agonists and inhibitors of adenosine metabolism in a rat neuropathic pain
model. Analgesia.2000;5:19-29

177. Lonze, BE and Ginty, DD. Function and regulation of CREB family
transcription factors in the nervous system. Neuron. 2002;35:605-623
178. Luo ZD, Chaplan SR, Higuera ES, Sorkin LS, Stauderman KA, Williams ME,

Yaksh TL. Upregulation of dorsal root ganglion (alpha)2(delta) calcium channel
subunit and its correlation with allodynia in spinal nerve — injured rats. Journal of
Neuroscience. 2001;21:1868-1875

179. Lynn B, Ye W, Cotsell B. The actions of capsaicin applied topically to the skin
of the rat on C-fiber afferents, antidromic vasodilatation and substance P levels.
British Journal of Pharmacology.1992;107:400-406

180. Lynn, B. Capsaicin: actions on C-fiber afferents that may be involved in itch.
Skin Pharmacology.1992;5:9-13

181. Ma, QP and Woolf, CJ. Basal and touch — evoked Fos — like immunoreactivity
during experimental inflammation in the rat. Pain.1996;67:307-316

182. Ma, Q-P and Woolf, CJ. Progressive tactile hypersensitivity: an inflammation —
induced incremental increase in the excitability of the spinal cord. Pain. 1996;67:97-
106

183. Macrae, WA. Chronic pain after surgery. British Journal of
Anesthesia.2001;87(1):88-98
184. Malmberg, AB and Yaksh, TL. Antinociceptive actions of spinal nonsteroidal

anti-inflammatory agents on the formalin test in the rat. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics.1992;263:136-146

185. Malmberg AB, Mizisin AP, Calcutt NA, von Stein T, Robbins WR, Bley KR.
Reduced heat sensitivity and epidermal nerve fiber immunostaining following single
applications of a high — concentration capsaicin patch. Pain.2004;111:360-367

186. Mandadi S, Numazaki M, Tominaga M, Bhat MB, Armati PJ, Roufogalis BD.
Activation of protein kinase C reverses capsaicin-induced calcium-dependent
desensitization of TRPV1 ion channels.Cell Calcium.2004;35(5):471-478

187. Mannion RJ, Costigan M, Decosterd I, Amaya F, Ma QP, Holstege JC, Ji RR,
Acheson A, Lindsay RM, Wilkinson GA, Woolf CJ. Neurotrophins: peripherally and
centrally acting modulators of tactile stimulus — induced inflammatory pain
hypersensitivity. Proc Natl Acad Sci USA. 1999;96:9385-9390

188. Marks DR, Rapoport A, Padla D, Weeks R, Rosum R, Sheftell F, Arrowsmith
F. A double-blind placebo-controlled trial of intranasal capsaicin for cluster headache.
Cephalgia.1993;13:114-116

189. Mastermann, DL and Cummings, JL. Frontal-subcortical circuits: the anatomic
basis of executive, social and motivated Dbehaviors. Journal of
Psychopharmacology.1997;11:107-114

190. McArthur JC, Yiannoutsos C, Simpson DM, Adornato BT, Singer EJ,
Hollander H, Marra C, Rubin M, Cohen BA, Tucker T, Navia BA, Schifitto G,
Katzenstein D, Rask C, Zaborski L, Smith ME, Shriver S, Millar L, Clifford DB,

150



Karalnik 1J. A phase II trial of nerve growth factor for sensory neuropathy associated
with HIV infection. Neurology.2000;54:1080-1088

191. McCarson KE and Krause, JE. NK — 1 and NK — 3 type tachykinin receptor
mRNA exprssion in the rat spinal cord dorsal horn in increased during adjuvant or
formalin — induced nociception. Journal of Neuroscience. 1994;14:712-720

192. McCarthy, GM and McCarty, DJ. Effect of topical capsaicin in the painful
osteoarthritis of the hands. Journal of Rheumatology.1992;19:604-607

193. McCarty, DJ. Treatment of pain due to fibromyalgia with topical capsaicin: a
pilot study. Seminars in Arthritis and Rheumatism.1994;23(3):41-47

194. McCleskey, EW and Gold, MS. Ion channels of nociception. Annual Review
of Physiology. 1999;61:835-56

195. McCormack K, Kidd BL, Morris V. Assay of topically administered ibuprofen

using a model of post-injury hypersensitivity.European Journal of Clinical
Pharmacology.2000;56:459-462

196. McMahon, SB and Bennett, DLH. (1997) Growth factors and pain. In: The
Pharmacology of Pain. Handbook of Experimental Pharmacology. Vol.130, pp.135-
166. Eds. A. Dickenson and J.M. Besson. Springer-Verlag, Berlin.

197. McMahon, SB and Kotzenburg, M. Itching for an explanation. Trends in
Neurosciences.1992;15:497-501
198. McMahon, SB and Priestly, JV. Peripheral neuropathies and neurotrophic

factors: animal models and clinical perspectives. Current opinions in
Neurobiology.1995;5:616-624

199. McMahon SB, Lewin G, Bloom SR. The consequences of long-term topical
capsaicin application in the rat. Pain.1991;44:301-310
200. Meller ST, Gebhart GF, Maves TJ. Neonatal capsaicin treatment prevents the

development of the thermal hyperalgesia produced in a model of neuropathic pain in
the rat. Pain.1992;51:317-321

201. Mendell, LM and Wall, PD. Response sof dorsal cord cells to peripheral
cutaneous unmyelinated fibers. Nature. 1965;206:97-99
202. Menterey, D and Besson, JD. Electrophysiological characteristics of dorsal

horn cell sin rats with cutaneous inflammation resulting from chronic arthritis.
Pain.1982;13:343-364

203. Meyer, RA. (1994) Peripheral neural mechanisms of nociception. In: Textbook
of Pain. pp.13-44. Eds. P.D.Wall and R. Melczak. Churchill-Livingstone, Edinburgh.
204. Millan MJ, Millan MH, Pilcher CW, Czlonkowski A, Herz A, Colpaert FC.

Spinal cord dynorphin may modulate nociception via a —opioid receptor in chronic
arthritis. Brain Research.1885;340:156-159

205. Millan, MJ. Multiple opioid systems and pain: a review.Pain.1986;26:303-349
206. Millan, MJ. The Induction of Pain. Progress in Neurobiology.1999;57:1-164
207. Mohapatra, DP and Nau, C. Desensitization of capsaicin-activated currents in

the vanilloid receptor TRPV1 is decreased by the cyclic AMP-dependent protein
kinase pathway. Journal of Biological Chemistry.2003;278:50080-50090

208. Mohapatra, DP and Nau, C. Regulation of Ca®" dependent desensitization in
the vanilloid receptor TRPV1 by calcineurin and cAMP-dependent protein kinase.
Journal of Biological Chemistry.2005;280:13424-13432

209. Montell, C and Rubin, GM. Molecular characterization of the Drosophila trp
locus: a putative integral membrane protein required for phototransduction.
Neuron.1989;2(4):1313-1323

210. Montell, C. The TRP superfamily of cation channels. Sci STKE 2005; 2005;
re3.

151



211. Moore RA, Tramer MR, Carroll D, Wiffen PJ, McQuay HJ. Quantitative
systematic review of topically applied non-steroidal anti-inflammatory drugs.
BMJ.1998;316:333-338

212. Morello CM, Leckband SG, Stoner CP, Moorhouse DF, Sahagian GA.
Randomized double-blind study comparing the efficacy of gabapentin with
amitriptyline on diabetic peripheral neuropathy pain. Archives of Internal
Medicine.1999;159:1931-1937

213. Munglani, R and Hunt, SP. Molecular biology of pain. British Journal of
Anesthesia. 1995;75:186-192
214, Nahin RL, Hylden JL, Iadarola MJ, Dubner R. Peripheral inflammation is

associated with increased dynorphin immunoreactivity in both projection and local
circuit neuron sin the superficial dorsal horn of the rat lumbar spinal cord.
Neuroscience Letters.1989;96:241-252

215. Nakamura-Craig, M and Gill, BK. Effect of neurokinin A, substance P and
calcitonin gene related peptide in peripheral hyperalgesia in the rat paw. Neuroscience
Letters.1991;124:49-51

216. Neumann S, Doubell TP, Leslie T, Woolf CJ. Inflammatory pain
hypersensitivity mediated by phenotypic switch in myelinated primary sensory
neurones. Nature. 1996;384:360-364

217. Noguchi K, Morita Y, Kiyama H, Ono K, Tohyama M. A noxious stimulus
induces the preprotachykinin-A gene expression in the rat dorsal root ganglion: a
quantitative study using in situ hybridization histochemistry. Brain research.
1988;464:31-35

218. Noguchi K, Kowalski K, Traub R, Solodkin A, ladarola MJ, Ruda MA.
Dynorphin expression and Fos — like immunoreactivity following inflammation
induced hyperalgesia are colocalized in spinal cord neurons. Mol. Brain
Research.1991;10:227-233

219. Nolano M, Simone DA, Wendelschafer-Crabb G, Johnson T, Hazen E,
Kennedy WR. Topical capsaicin in humans: parallel los sof epidermal nerve fibers
and pain sensation. Pain.1999;81:135-145

220. Nozaki-Taguchi, N and Yaksh, TL. Characterization of the antihyperalgesic
action of a novel peripheral mu-opioid receptor agonist — loperamide.Anesthesiology.
1999;90:225-234

221. Numazaki M, Tominaga T, Takeuchi K, Murayama N, Toyooka H, Tominaga
M. Structural determinant of TRPVI1 desensitization interacts with calmodulin.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America.2003;100:8002-8006

222. Numazaki M, Tominaga T, Toyooka H, Tominaga M. Direrct phosphorylation
of capsaicin receptor VR1 by protein kinase Cepsilon and identification of two target
serine residues. J Biol Chem. 2002;277:13375-13378

223. Owolabi JB, Rizkalla G, Tehim A, Ross GM, Riopelle RJ, Kamboj R, Ossipov
M, Bian D, Wegert S, Porreca F, Lee DK. Characterization of antiallodynic actions of
ALE-0540, a novel nerve growth factor receptor antagonist, in the rat. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapy.1999;289:1271-1276

224, Paice JA, Ferrans CE, Lashley FR, Shott S, Vizgirda V, Pitrak D. Topical
capsaicin in the management of HIV — associated peripheral neuropathy. Journal of
Pain Symptom Management.2000;19:45-52

225. Pappagallo M, Gaspardone A, Tomai F, lamele M, Crea F, Gioffre PA.
Analgesic effect of bamiphylline on pain induced by intradermal injection of
adenosine. Pain.1993;53:199-204

152



226. Peikert A, Hentrich M, Ochs G. Topical 0,025% capsaicin in chronic post-
herpetic neuralgia: efficacy, predictors of response and long-term course. Journal of
Neurology.1991;238:452-456

227. Perkins, MN and Campbell, EA. Capsazepine reversal of the analgesic action
of capsaicin in vivo. British Journal of Pharmacology.1992;107:329-333
228. Pertovaara, A and Wei, H. Peripheral effects of morphine in neuropathic rats:

role of sympathetic postganglionic nerve fibers. European Journal of
Pharmacology.2001;429:139-145

229. Pogatzki EM, Niemeier JS, Brennan TJ. Persistent secondary hyperalgesia after
gastrocnemius incision in the rat. European Journal of Pain.2002;6:295-305
230. Pogatzki-Zahn EM, Shimizu I, Caterina M, Raja SN. Heat hyperalgesia after

incision requires TRPV1 and is distinct from pure inflammatory pain.
Pain.2005;115:296-307

231. Premkumar LS, Qi ZH, Van Buren J, Raisinghani M. Enhancement of potency
and efficacy of NADA by PKC-mediated phosphorylation of vanilloid receptor.
Journal of Neurophysiology.2004;91:1442-1449

232. Prescott, ED and Julius, D. A modular PIP2 binding site as a determinant of
capsaicin receptor sensitivity. Science.2003;300:1284-1288
233. Price, DD. Central neural mechanisms of normal and abnormal pain states.In:

Fields HL, Liebskind JC, eds. Pharmacological Approaches to the Treatment of
Chronic Pain: New Concepts and Critical Issues. Seattle:IASP Press, 1994;61-84

234. Ralston, HJ. (1995) The organization of spinothalamic tract circuitry in the
macaque and the role of GABA information processing. In: Forebrain Areas Involved
in Pain Processing. pp.49-62. Eds. J.M. Besson, G. Guilbaud and H. Ollat. John
Libbey Eurotext, Paris.

235. Ramer MS, Thompson SW, McMahon SB. Causes and consequences of
sympathetic basket formation ub dorsal root ganglion. Pain (Suppl 6).1999;S111-S120
236. Rami HK and Gunthorpe MJ. The therapeutic potential of TRPV1 (VR1)

antagonists: clinical answers await. Drug Discovery Today: Therapeutic Strategie.
2004; 1(1):97-104

237. Randic M, Jiang MC, Cerne R. Long — term potentiation and long — term
depression of primary afferent neurotransmission in the rat spinal cord. Journal of
Neuroscience. 1993;13:5228-5241

238. Rang, HP. Peripherally acting analgesic agents, in Novel Aspects of Pain
Management: Opioids and Beyond (Sawynok J and Cowan A eds). 1999; pp 95-115;
Wiley-Liss, New York.

239. Rashid H, Inoue M, Bakoshi S, Ueda H. Increased Expression of Vanilloid
Receptor 1 on Myelinated Primary Afferent Neurons Contributes to the
Antihyperalgesic Effect of Capsaicin Cream in Diabetic Neuropathic Pain in Mice.
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.2003;306:709-717

240. Ren K, Thomas DA, Dubner R. Nerve growth factor alleviates a painful
peripheral neuropathy in rats. Brain Research.1995;699:286-292
241. Rendell MS, Johnson ML, Smith D, Finney D, Capp C, Lammers R, Lancaster

S. Skin blood flow response in the rat model of wound healing: Expression of
vasoactive factors. Journal of Surgical Research.2002;107:8-26

242. Reuben, SS and Connely NR. Postoperative analgesia for outpatient
arthroscopic ~ knee  surgery  with  intraarticular  clonidine.  Anesthesia
analgesia.1999;88:729-733

153



243. Rice AS, Farquhar-Smith WP, Nagy I. Endocannabinoids and pain: spinal and
peripheral analgesia in inflammation and neuropathy. Prostaglandins Leukotrienes
Essential Fatty Acids.2002;66:243-256

244, Richardson BP, Engel G, Donatsch P, Stadler PA. Identification of serotonin
M-receptor subtypes and their specific blockade by a new class of drugs.
Nature(Lond).1985;316:126-131

245. Richardson JD, Kilo S, Hargreaves KM. Cannabinoids reduce hyperalgesia and
inflammation via interaction with peripheral CB; receptors. Pain.1998;75:111-119
246. Robbins WR, Staats PS, Levine J, Fields HL, Allen RW, Campbell JN,

Pappagallo M. Treatment of intractable pain with topical large-dose capsaicin:
preliminary report. Anesthesia analgesia.1998;86:579-583

247. Roberson ED, English JD, Adams JP, Selcher JC, Kondratick C, Sweatt JD.
The mitogen — activated protein kinase cascade couples PKA and PKC to cAMP
response element binding protein phosphorylation in area CAl of hippocampus.
Journal of Neuroscience. 1999;19:4337-4348

248. Rowbotham MC, Reisner-Keller LA, Fields HL. Both intravenous lidocaine
and morphine reduce the pain of postherpetic neuralgia. Neurology.1991;41:1024-
1028

249, Samad TA, Moore KA, Sapirstein A, Billet S, Allchorne A, Poole S, Bonventre
JV, Woolf CJ. Interleukin - 1 — mediated induction of Cox — 2 in the CNS
contributes to inflammatory pain hypersensitivity. Nature. 2001;410:471-475

250. Samad TA, Sapirstein A, Woolf CJ. Prostanoids and pain: unraveling
mechanisms and revealing therapeutic targets. Trends in Molecular Medicine.
2002;8:390-396

251. Sandkuhler, J and Liu, X. Induction of long — term potentiation at spinal
synapses by noxious stimulation or nerve injury. European Journal of Neuroscience.
1998;10:2476-2480

252. Sandkubhler, J. Learning and memory in pain pathways. Pain. 2000;88:113-118

253. Sawynok, J and Reid, A. Peripheral adenosine 5’-triphosphate enhances
nociception in the formalin test via activation of a purinergic P,x receptor. European
Journal of Pharmacology.1997;330:115-121

254. Sawynok J, Esser MJ, Reid AR. Antidepressants as analgesics. An overview of
central and peripheral mechanisms of action. Journal of psychiatry and
Neuroscience.2000;26:21-28

255. Sawynok J, Esser MJ, Reid AR. Peripheral antinociceptive actions of
desipramine and fluoxetine in an inflammatory and neuropathic pain test in the rat.
Pain.1999;82:149-158

256. Sawynok, J. Adenosine receptor activation and nociception. European Journal
of Pharmacology.1998;347:1-11

257. Sawynok, J. Topical and Peripherally Acting Analgesics. Pharmacological
reviews.2003;55(1):1-20

258. Scheffler NM, Sheitel PL, Lipton MN. Treatment of painful diabetic
neuropathy with capsaicin 0,075%. Journal of the American Podiatric Medical
Association.1991;81:288-293

259. Schmelz, M and Kress, M. Topical acetylsalicylate attenuates capsaicin
induced pain, flare and allodynia but not thermal hyperalgesia. Neuroscience
Letters.1996;214:72-74

260. Scholz, J and Woolf, CJ. Can we conquer pain? Nature neuroscience
supplement.2002;5:1062-1067

154



261. Shir, Y and Seltzer, Z. A-fibers mediate mechanical hyperaesthesia and
allodynia and C-fibers mediate thermal hyperalgesia in a new model of causalgiform
pain disorders in rats. Neuroscience Letters.1990;115:62-67

262. Shu, X and Mendell, LM. Nerve growth factor acutely sensitizes the response
of adult rat sensory neurons to capsaicin. Neuroscience Letters. 1999;274:159-162
263. Simone DA, Baumann TK and Lamotte RH. Dose-dependent pain and

mechanical hyperalgesia in humans after intradermal injection of capsaicin.
Pain.1989;38:99-107

264. Simone, DA and Ochoa, J. Early and late effects of prolonged topical capsaicin
on cutaneous sensibility and neurogenic vasodilatation in humans. Pain.1991;47:285-
294

265. Simone DA, Nolano M, Johnson T, Wendelschafer-Crabb G, Kennedy WR.
Intradermal Injection of Capsaicin in Humans Produces Degeneration and Subsequent
Reinnervation of Epidermal Nerve Fibers: Correlation with sensory function. The
Journal of Neuroscience.1998;18(21):8947-8959

266. Simone DA, Baumann TK, Collins JG, LaMotte RH. Sensitization of cat dorsal
horn neurons to innocuous mechanical stimulation after intradermal injection of
capsaicin. Brain Research. 1989;486:185-189

267. Sivilotti LG, Thompson SW, Woolf CJ. The rate of rise of the cummulative
depolarization evoked by repetitive stimulation of small-calibre afferents is a predictor
of action potential windup in rat spinal neurons in vitro. Journal of Neurophysiology.
1993;69:1621-1631

268. Smith GD, Gunthorpe MJ, Kelsell RE, Hayes PD, Reilly P, Facer P, Wright JE,
Jerman JC, Walhin JP, Ooi L, Egerton J, Charles KJ, Smart D, Randall AD, Anand P
and Davis JB. TRPV3 is a temperature-sensitive vanilloid receptor-like
protein.Nature.2002;418:186-190

269. Soares, JC and Mann JJ. The anatomy of mood disorders. Rewiev of structural
neuroimaging studies. Biol. Psychiatry. 1997;41:86-106

270. Steen KH, Wegner H, Meller ST. Analgesic profile of peroral and topical
ketoprofen upon low pH-induced muscle pain. Pain.2001;93:23-33

271. Steen KH, Reeh PW, Kreysel HW. Dose-dependent competitive block by
topical acetylsalicylic and salicylic acid of low pH-induced cutaneous pain.
Pain.1996;64:71-82

272. Steen KH, Reeh PW, Kreysel HW. Topical acetylsalicylic, salicylic acid and
indomethacin suppresses pain from experimental tissue acidosis in human skin.
Pain.1995;62:339-347

273. Stein, C and Schéfer, M. Peripheral opioid analgesia: basic and clinical aspects.
Seminars in Anesthesia. 1997;16:112-116

274. Stein A, Yassouridis A, Szopko C, Helmke K, Stein C. Intraarticular morphine
versus dexamethasone in chronic arthritis. Pain. 1999;83:525-532

275. Stein C, Schifer M, Cabot PJ, Carter L, Zhang Q, Zhou L, Gaisor M.
Peripheral opioid analgesia. Pain Reviews.1997;4:173-187

276. Stow PJ, Glynn CJ, Minor B. EMLA cream in the treatment of postherpetic
neuralgia. Efficacy and pharmacokinetic profile. Pain.1989;39:301-305

277. Su, X and Gebhart, GF. Effects of tricyclic antidepressants on

mechanosensitive pelvic nerve afferent fibers innervating the rat colon.
Pain.1998;76:105-114

278. Sun X, Yokoyama M, Mizobuchi S, Kaku R, Nakatsuka H, Takahashi T,
Morita K. The effects of pretreatment with lidocaine or bupivacaine on the spatial and

155



temporal expression of ¢ — Fos protein in the spinal cord caused by plantar incision in
the rat. Anesthesia Analgesia.2004;98:1093-1098

279. Szallasi A, Cortright DN, Blum CA and Eid SR. The vanilloid receptor
TRPV1: 10 years from channel cloning to antagonist proof-of-concept. Nature
Reviews.2007;6:357-372

280. Szolcsanyi J, Sandor Z, Petho G, Varga A, Bolcskei K, Almasi R, Riedl Z,
Hajos G, Czeh G. Direct evidence for activation and desensitization of the capsaicin
receptor by N — oleoyldopamine on TRPV1 — transfected cell line in gene deleted
mice and in the rat. Neuroscience Letters.2004;361:155-158

281. Taiwo, YO and Levine, JD. Direct cutaneous hyperalgesia induced by
adenosine.Neuroscience.1990;38:757-762

282. Taiwo, YO and Levine, JD. Serotonin is a directly-acting-hyperalgesic agent in
the rat. Neuroscience.1992;48:485-490

283. Thompson SW, King AE, Woolf CJ. Activity - dependent changes in rat
ventral horn neurons in vitro: summation of prolonged afferent evoked postsynaptic
depolarizations produce a D-AVP sensitive windup. European Journal of
Neuroscience. 1990;2:638-649

284. Tominaga M, Caterina MJ, Malmberg AB, Rosen TA, Gilbert H, Skinner K,
Raumann BE, Basbaum AI, Julius D. The cloned capsaicin receptor integrates
multiple pain-producing stimuli. Neuron.1998;21:531-543

285. Tracey DJ, Cunningham JE, Romm MA. Peripheral hyperalgesia in
experimental neuropathy: exacerbation by neuropeptide Y. Brain Research.1995;
699:245-254

286. Treede RD, Meyer RA, Campbell JN. Comparison of heat and mechanical
receptive fields of cutaneous C-fiber nociceptors in monkey. Journal of
Neurophysiology.1990;64:1502-1513

287. Tsuda M, Koizumi S, Kita A, Shigemoto Y, Ueno S, Inoue K. Mechanical
allodynia caused by intraplantar injection of P2X receptor agonist in rats: involvement
of heteromeric P2X,;3 receptor signaling in capsaicin-insensitive primary afferent
neurones. Journal of neuronscience.2000;20:RC90

288. Tverskoy M, Oren M, Vaskovich M, Dashkovsky I, Kissin I. Ketamine
enhances local anesthetic and analgesic effects of bupivacaine by a peripheral
mechanism: a study in postoperative patients. Neuroscience Letters.1996;215:5-8

289. Twillman RK, Long TD, Cathers TA, Mueller DW. Treatment of painful skin
ulcers with topical opioids. Journal of pain symptom management.1999;17:288-292

290. Ulrich, D. and Huguenard, JR. GABA (A)-receptor mediated rebound burst
firing and burst shunting in thalamus. Journal of Neurophysiology.1997;78:1748-1751

291. Vaile, JH and Davis, P. Topical NSAIDs for musculoskeletal conditions. A
review of the literature. Drugs.1998;56:783-799

292. Valtschanoff JG, Rustioni A, Guo A and Hwang SJ. Vanilloid receptor VR1 is

both presynaptic and postsynaptic in the superficial laminae of the rat dorsal horn. The
Journal of comparative neurology.2001;436:225-235

293. Vandermeulen, EP and Brennan, TJ. Alterations in ascending dorsal horn
neurons by a surgical incision in the rat foot. Anesthesiology.2000;93:1294-1302

294. Vane JR, Bakhle YS, Botting RM. Cyclooxygenases 1 and 2. Annual Reviews
of Pharmacology and Toxicology. 1998;38:98-120

295. Varga A, Nemeth J, Szabo A, McDougall JJ, Zhang C, Elekes K, Pinter E,
Szolcsanyi J, Helyes Z. Effects of the novel TRPV1 receptor antagonist SB 366791 in
vitro and in vivo in the rat. Neuroscience Letters.2005;385:138-142

156



296. Voets T, Droogmans G, Wissenbach U, Janssens A, Flockerzi V and Nilius B.
The principle of temperature-dependent gating in cold- and heat- sensitive TRP
channels. Nature.2004;430:748-754

297. Vyklicky L, Lyfenko A, Kuffler DP, Vlachova V. Vanilloid receptor TRPV1 is
not activated by vanilloids applied intracellularly. Neuroreport.2003;14:1061-1065
298. Wahl P, Foged C, Tullin S, Thomsen C. lodo-resiniferatoxin, a new potent
vanilloid receptor antagonist. Molecular Pharmacology.2001;59:9-15

299. Waldmann, R. Proton — gated cation channels — neuronal acid sensors in the
central and peripheral nervous system. Adv Exp Med Biol. 2001;502:293-304

300. Walker K, Perkins M, Dray A. Kinins and kinin receptors in the nervous
system. Neurochem Int. 1995;26:1-16

301. Walker K, Reeve A, Bowes M, Winter J, Wotherspoon G, Davis A, Schmid P,

Gasparini F, Kuhn R, Urban L. mGlu5 receptors and nociceptive function II. mGlu5
receptors functionally expressed on peripheral sensory neurons mediate inflammatory
hyperalgesia. Neuropharmacology.2001;40:10-19

302. Walker KM, Urban L, Medhurst SJ, Patel S, Panesar M, Fox AJ, Mclntyre P.
The VRI1 antagonist capsazepine reverses mechanical hyperalgesia in models of
inflammatory and neuropathic pain. J Pharmacol Exp Ther.2003;304:56-62

303. Wallengreen J and Chen, D. Local skin lesions in the rat after subcutaneous
deposition of capsaicin. Skin Pharmacol Appl Skin Physiol.2002;15:154-165

304. Wang H, Kohno T, Amaya F, Brenner GJ, Ito N, Allchorne A, Ji RR, Woolf
CJ. Bradykinin Produces Pain Hypersensitivity by Potentiating Spinal Cord
Glutamatergic Synaptic Transmission. The Journal of
Neuroscience.2005;25(35):7986-7992

305. Warncke T, Jorum E, Stubhaug A. Local treatment with the N-methyl-D-

aspartate receptor antagonist ketamine, inhibits development of secondary
hyperalgesia in man by peripheral action. Neuroscience Letters.1997;227:1-4

306. Watson, CPN and Evans, RJ. The postmastectomy pain syndrome and topical
capsaicin: a randomized trial. Pain.1992;51(3):375-379
307. Watson CP, Tyler KL, Bickers DR, Millikan LE, Smith S, Coleman E. A

randomized vehicle-controlled trial of topical capsaicin in the treatment of post-
herpetic neuralgia. Clinical Therapeutics.1993;15:510-526

308. Watson CP, Evans RJ, Watt VR. Post-herpetic neuralgia and topical capsaicin.
Pain.1988;33:333-340

309. Watson CP, Evans RJ, Watt VR. The post-mastectomy pain syndrome and the
effect of topical capsaicin. Pain.1989;38:177-186

310. Weisman, MH. Preliminary findings on the role of neuropeptide supression by
topical agents in the management of rhevmatoid arthritis. Seminars in Arthritis and
Rheumatism.1994;23(3):18-24

311. White, DM and Cousins, MJ. Effect of subcutancous administration of calcium
channel blockers on nerve injury-induced hyperalgesia. Brain Research.1998;801:50-
58

312. Willis, WD and Coggeshall, RE. (1991) Sensory Mechanisms of the Spinal
Cord. 2nd edn. p.595. Plenum Press, New York.

313. Willis, WD and Coggeshall, RE. (2004) Sensory Mechanisms of the Spinal
Cord. 3rd edn. Vol. 1 pp.91- 101. Kluwer Academic/Plenum Publishers, New York.

314. Willis, WD and Coggeshall, RE. (2004) Sensory Mechanisms of the Spinal
Cord. 3rd edn. Vol. 2 pp.612 - 623. Kluwer Academic/Plenum Publishers, New York.

315. Winter J, Bevan S, Campbell EA. Capsaicin and pain mechanisms. British

Journal of Anesthesia. 1995;75:157-168

157



316. Wood JN, Coote PR, Minhas A, Mullaney I, McNeill M and Burgess GM.
Capsaicin-induced ion fluxes increase cyclic GMP but not cyclic AMP levels in rat
sensory neurone sin culture. Journal of Neurochemistry. 1989;53:1203-1211

317. Wood, RM. Ketamine for pain in hospice patients. IntJournal of
Pharmaceutical Compounding.2000;4:253-254
318. Woolf, CJ and King, AE. Dynamic alterations in the cutaneous

mechanoreceptive fields of dorsal horn neurons in the rat spinal cord. Journal of
Neuroscience. 1990;10:2717-2726

319. Woolf, CJ and Salter, MW. Neuronal plasticity: increasing the gain in pain.
Science. 2000;288:1765-1769

320. Woolf, CJ. Dissecting out mechanisms responsible for peripheral neuropathic
pain: Implications for diagnosis and therapy. Life Sciences.2004;74:2605-2610

321. Woolf, CJ. Pain: Moving from Symptom Control toward Mechanism-Specific
Pharmacologic Management. Annals of Internal Medicine.2004;140:441-451

322. Xiao, W-H and Bennett, GJ. Synthetic w-conopeptides applied to the site of

nerve injury supress neuropathic pains in rats. Journal of pharmacology and
Experimental Therapeutics.1995;274:666-672

323. Yaksh TL and Rudy TA. Chronic Catheterization of the Spinal Subarachnoid
Space. Physiology and Bahavior.1976;17:1031-1036
324. Yamamoto T and Yaksh TL. Effects of intrathecal capsaicin and an NK-1

antagonist, CP, 96-345, on the thermal hyperalgesia observed following unilateral
constriction of the sciatic nerve in the rat. Pain.1992;51:329-334

325. Yang LC, Chen LM, Wang CJ, Buerkle H. Postoperative analgesia by intra-
articular neostigmine in patients undergoing knee arthroscopy.
Anesthesiology.1998;88:334-339

326. Yeats JC, Docherty RJ and Bevan S. Calcium-dependent and independent
desensitization of capsaicin-evoked response sin voltage-clamped adult rat dorsal root
ganglion (DRG) neurones in culture. Journal of Physiology.1992;446:390P

327. Yoshimura M and Yonehara N. Influence of capsaicin cream in rats with
peripheral neuropathy. Pharmacological Research.2001;44(2):105-111
328. Yoshimura M, Yonehara N, Ito T, Kawai Y, Tamura T. Effects of Topically

Applied Capsaicin Cream on Neurogenic Inflammation and Thermal Sensitivity in
Rats. Japanese Journal of Pharmacology.2000;82:116-121

329. Yu XM, Askalan R, Keil GJ 2nd, Salter MW. NMDA channel regulation by
channel-associated protein tyrosine kinase Src. Science. 1997;275:674-678

330. Zahn, PK and Brennan, TJ. Incision - induced changes in receptive field
properties of rat dorsal horn neurons. Anesthesiology.1999;91:772-785

331. Zahn, PK and Brennan TJ. Primary and Secondary Hyperalgesia in a Rat
Model for Human Postoperative Pain. Anesthesiology.1999;90:863-872

332. Zhou L, Zhang Q, Stein C, Schafer M. Contribution of opioid receptors on

primary afferent versus sympathetic neurons to peripheral opioid analgesia. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics.1998;286:1000-1006

333. Zhou XF, Deng YS, Xian CJ, Zhong JH. Neurotrophins from dorsal root
ganglia trigger allodynia after spinal nerve injury in rats. European Journal of
Neuroscience.2000;12:100-105

334. Zou X, Lin Q, Willis WD. Enhanced phosphorylation of NMDA receptor 1
subunits in spinal cord dorsal horn and spinothalamic tract neurons after intradrmal
injection of capsaicin in rats. Journal of Neuroscience. 2000;20:6989-6997

158



335. Zygmunt PM, Petersson J, Andersson DA, Chuang H, Sorgard M, Di Marzo V,
Julius D, Hogestatt ED. Vanilloid receptors on sensory nerves mediate the
vasodilatator action of anandamide. Nature.1999;400:452-457

159



10. Seznam vlastnich publikaci

1. Duarte AM, Pospisilova E, Reilly E, Mujenda F, Hamaya Y, Strichartz GR:

Reduction of Postincisional Allodynia by Subcutaneous Bupivacaine. Anesthesiology
2005; 103: 113-25  IF 4,055

2. Pospisilova E. and Palecek J. Post-operative pain behavior in rats is reduced after
single high-concentration capsaicin application. Pain 2006; 125: 233-43 [F=4.5

160





