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ABSTRAKT

Primarni aferentni senzorické neurony umoziuji Zivym organismiim reagovat na vng&jsi
podnéty, které je ohrozuji, véetné Skodlivych chemickych latek, teploty a tlaku. Tyto pseudo-
unipolarni neurony predstavuji heterologni populaci, ktera v zavislosti na funkcnich
vlastnostech, morfologii, receptorové vybave, stupni myelinizace a rychlosti vedeni urcuje,
s jakou intenzitou bude podnét pieveden na elektricky signal, ktery je nasledné¢ veden
do centrdlniho nervového systému tak, aby vyvolal obrannou reakci. T¢€la perifernich
senzorickych neuront jsou lokalizovdna v gangliich zadnich miSnich kofenti (DRG)
a bunééné linie odvozené ztéchto neuronll jsou intenzivné vyuZzivany nejen pro studium
mechanismua bolesti, ale také pro racionalni vyhledavani latek s potencidlnim analgetickym
ucinkem. Hlavnim cilem této bakalaiské prace je shrnuti sou¢asného vyzkumu molekularnich
mechanismi nocicepce za vyuziti bunécnych linii odvozenych z DRG neuronti se zamé&fenim
na specifickou skupinu teplotné citlivych transientnich receptorovych potencialovych
(termoTRP) iontovych kanald. Cilem je vypracovani reserSe dostupnych studii zamétenych
na bunécné a molekularni rozdily, které vyplyvaji z odliSnych metodickych ptistupt piipravy
a péstovani bunécnych kultur, zejména v souvislosti s vyskytem charakteristickych znaki

typickych pro nociceptivni neurony.

Kli¢ova slova: imortalizované bunécné linie; F-11; senzoricky neuron; ganglia zadnich

kotenti misnich; nocicepce



ABSTRACT

Primary afferent sensory neurons enable all living organisms to survive in their
environment and react to dangerous stimuli, including noxious and irritant chemicals,
temperature, and pressure. These pseudo-unipolar neurons represent a heterologous
population that, depending on functional properties, morphology, receptor equipment, degree
of myelination, and conduction velocity, determines the intensity at which a stimulus is
converted to an electrical signal that is then conducted to the central nervous system to elicit
defensive response. The cell bodies of the peripheral sensory neurons are localized in
the dorsal root ganglia (DRG) and cell lines derived from these neurons are intensively used
not only to study the mechanisms of pain, but also to rationally search for substances with
potential analgesic effect. The main goal of this bachelor’s thesis is to summarize the current
research on molecular mechanisms of nociception using cell lines derived from DRG neurons
with a focus on a specific group of temperature-sensitive transient receptor potential
(thermoTRP) ion channels. The aim is to present currently available studies focusing
on cellular and molecular differences that result from different methodological approaches to
the preparation and cultivation of cell cultures, especially in the context of the functional
expression of thermoTRP channels as one of the characteristics typical of nociceptive

neurons.

Key words: immortalized cell lines; F-11; sensory neuron; dorsal root ganglion; nociception
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1. Uvod

Nervova zakonceni primdarnich aferentnich senzorickych neuronii umoziuji zivym
organismiim reagovat na vn¢js$i podnéty, které je ohrozuji, véetné Skodlivych chemickych
latek, mechanickych podnétd a teplot, jez ptekracuji fyziologicky prah. Membrany téchto
neurond jsou vybaveny iontovymi kanaly, molekuldrnimi senzory, které koduji vnéjsi podnéty
na elektricky signél, jenz je nasledné¢ veden do centrdlniho nervového systému tak, aby
vyvolal obrannou reakci. Nejvyznamnéjsi skupinou transdukénich iontovych kanald je rodina
teplotné citlivych tranzientnich receptorovych potencidlovych (TRP) kanalt, které jsou spolu
s napét'ove fizenymi kandly odpovédné za generovani ak¢nich potencidlii (AP) a jejich vedeni
z periferie do mozku. Somatosenzorické neurony predstavuji heterologni populaci pseudo-
unipolarnich neuront, které v zavislosti na strukturach, jez inervuji, receptorové vybave,
stupni myelinizace a rychlosti vedeni uréuji, zda a s jakou intenzitou bude §kodlivy podnét!
ur¢ité modality pieveden na elektricky signal. Téla somatosenzorickych neuronli jsou
lokalizovana v gangliich zadnich miSnich kofent (DRG) a v trigeminélnich gangliich (TG).
Bunééné linie odvozené z téchto neurontl jsou intenzivné vyuzivany nejen jako vyznamny
model pro studium mechanismi nocicepce, ale také pro raciondlni vyhledavani latek
s potencialnim analgetickym ucinkem. Stdle nedostate¢na Uc¢innost dostupnych analgetik je
zavaznym problémem zejména v terapii neuropatické bolesti, vcetné bolestivych stavi
indukovanych chemoterapeutiky a pozdnich komplikaci spojenych s diabetem. Tyto formy
bolesti jsou typicky manifestovany parestezii’ a dysestezii’, tj. poruchami
somatosenzorického systému zahrnujicimi abnormalni nebo poSkozenou citlivost k teplotnim
podnétim. Vyznamna uloha teplotné citlivych TRP kanalG v téchto dé&jich je prokazéana

v mnoha studiich.

Hlavnim cilem ptredlozené bakalaiské prace je shrnuti vysledki soucasného vyzkumu

molekularnich mechanisml nocicepce za vyuziti bunéénych linii odvozenych z DRG a TG

! Skodlivy podnét*

Podnét, ktery poskozuje nebo hrozi poskozenim normalnich tkéni.

2 Parestesie*

Abnormalni somatosenzoricky vjem vznikly za nepfitomnosti zevniho podnétu (spontanni mravenceni, mrazeni,
péleni apod.)

3 Dysestesie*

Chybné vniméani readlného somatosenzorického podnétu (dotek jako paleni, horko jako chlad apod.)



neurond se zvlastnim zaméfenim na specifickou skupinu teplotné citlivych tranzientnich
receptorovych potencidlovych (termoTRP) iontovych kanali. Cilem je vypracovani reserse
dostupnych studii zamétenych na bunééné a molekularni rozdily, které vyplyvaji z odliSnych
metodickych pfistupt k ptipravé a péstovani bunécnych kultur DRG a TG neuronti, zejména

v souvislosti s vyskytem charakteristickych znak typickych pro nociceptivni* neurony.

4N ocicepce*

Nervovy proces kodovani skodlivych podnéti.

Poznamka: Dusledky kédovani mohou byt autonomni (napfi. zvyseny krevni tlak) nebo behavioralni (odtahovaci
Nociceptivni neuron

Centralni nebo periferni neuron somatosenzorického nervového systému, ktery je schopen kédovat skodlivé

podnéty. https://www.iasp-pain.org/Education/Content.aspx?ItemNumber=1698 (ptistup 28.4.2021)
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2. Teplotné aktivované TRP iontové kanaly

Teplotné aktivované iontové kandly TRP rodiny umoznuji vSem zivym organismim
rychle detekovat teplotni podnéty, které je ohrozuji, a v€as na né reagovat. Jsou-li vnéjsi
podnéty prili§ horké, nebo pfili§ chladné, aktivace TRP kanald na perifernich zakoncéenich
nociceptivnich neuronti zpisobi lokalni depolarizaci bunééné membrany. Nasledny vznik AP,
které jsou vedeny do centralniho nervového systému prostfednictvim napétoveé aktivovanych
kanalt, umozni spusténi obrannych mechanismt (Basbaum ef al., 2009). Systematicka
porovnani aminokyselinovych sekvenci teplotné citlivych TRP proteinit u raznych
zivo¢iSnych druhti a funkéni studie vyuzivajici chimérické receptory in vitro nasvédcuji
procestim evolu¢ni adaptace. To pravdépodobné diky TRP receptorim umoznilo zivo¢ichim
prizptsobit se extrémné¢ chladnému, nebo naopak velmi teplému prostiedi, pfipadné se
teplotam, které jsou pro n€ Skodlivé, vyhnout (Gracheva & Bagriantsev, 2015; Laursen et al.,

2016; Lynch et al., 2015).

TRP proteiny jsou u savcii kodovany 28 riznymi geny a podle sekvencni homologie
jsou déleny do 6 skupin: TRPC (kanonické), TRPV (vaniloidni), TRPM (melastatinové),
TRPP (polycystinové), TRPML (mukolipinové) a TRPA (ankyrinové). Struktura TRP kanali
je tvofena Ctyfmi podjednotkami uspofddanymi symetricky. Podjednotky jsou bud’ shodné
(homotetramer), nebo odlisné (heterotetramer). Struktura TRP podjednotky se sklada ze Sesti
transmembranovych helixi (S1-S6) a intracelularnich N- a C-koncii. Segmenty S1-S4 tvofti
senzorovou doménu a segmenty S5 a S6, spolu s klickou mezi segmenty, vytvareji centralni
poér kanalu, ktery urCuje selektivitu kandlu a obsahuje nejuzsi mista dulezitd pro jeho
vratkovani. SloZeni TRP podjednotek je klicové pro biofyzikalni a farmakologické vlastnosti
tetrameru a jeho distribuci v plazmatick¢é membrané (Cheng et al., 2007; Clapham et al.,
2001; Staruschenko et al., 2010). VétSina TRP kanala jsou neselektivni kationtové kanaly
propustné v riizné mite pro Ca?* a Mg?" ionty. lontové kanily TRPC1-7, TRPV1-4,
TRPM1,2,3,6,7,8, TRPA1, TRPP2,3,5 a TRPMLI1-3 maji hodnoty relativni propustnosti pro
Ca®" ionty (Pca/Pna) mezi 0.3 a 10. TRPM4 a TRPMS jsou nepropustné pro Ca>" ionty,
zatimco TRPV5 a TRPV6 jsou selektivné propustné pro Ca®" ionty (Pca/Pna >100) (Owsianik
et al.,2006).

TRP kandly jsou molekularnimi detektory rozpoznéavajicimi Sirokou Skalu podnéth
véetné mechanickych, teplotnich, napétovych a chemickych. Specifickd podskupina teplotné
aktivovanych TRP kandlii obsahuje senzory pro detekci zmén okolni teploty. Kazdy z téchto
tzv. termoreceptort je stimulovan ve svém urc¢itém teplotnim rozsahu (Obr. 1).
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Dosud nejvice prostudovanym teplotné aktivovanym TRP kandlem je TRPV1, ktery
reaguje na bolestivé teplo (> 43°C) a palcivou latku vyvolavajici pocit tepla kapsaicin. Vyskyt
TRPV1 je jednim z hlavnich identifikatorG nociceptivnich neuront (Caterina et al., 1997).
Dalsimi termoreceptory z vaniloidni podskupiny TRP kanalti jsou TRPV2, TRPV3 a TRPV4.
V literatuie je Casto uvadén TRPV3 jako receptor reagujici na mirné teplo (>30°C) (Peier,
Reeve, et al., 2002; Smith et al., 2002), skutecny prah aktivace je vSak mnohem vyssi
(>50°C) a snizuje se postupné s opakovanou stimulaci (Liu & Qin, 2017). TRPV4 je
aktivovan teplotami okolo 30 °C (Giiler et al., 2002). Mezi teplotn¢ aktivované TRP kanaly
byly zatazeny TRPM2 a TRPM3 (Tan & Mcnaughton, 2016; Vriens ef al., 2011). Kromé
kanalt aktivovanych teplem existuji kanaly reagujici na chlad. Piikladem tohoto typu aktivace
je TRPMS, jehoz aktivitu lze vyvolat chladem (<25 °C) a fadou latek vyvolavajicich chladivy
vjem: mentolem, icilinem, eukalyptolem, linaloolem a kafrem. Jinym ,,chladovym kanalem*
je TRPAL, ktery ma prahovou hodnotu aktiva¢niho tepla oproti TRPMS nizsi (Story et al.,
2003), okolo 17 °C. Rozsah primarnich publikaci zabyvajicich se problematikou teplotné
aktivovanych TRP receptorii je obsahly a piesahuje ramec bakalarské prace. Zakladni
1 aktualizované informace a relevantni odkazy na literaturu jsou uvedeny napi. v piehledné

publikaci (Alexander ef al., 2019).

bolestivy chlad chlad fyziologicka teplota teplo bolestivé teplo

[ : | O —
10 | 20 ‘ 30 40 50 | 60 °C

Obrazek 1: Teplotné aktivované TRP iontové kanaly a rozsah jejich teplotni citlivosti.
Schematické zobrazeni topologického usporadani jednotlivych TRP kanalii  podle
publikovanych struktur (zleva, Protein Data Bank ID: 6pqq, 606a, 6aei, 6bbj, 6puo, 6pqq,
Sirx). Obrazek vytvoren autorkou prdce, inspirovan podle (Hoffstaetter et al., 2018).



2.1 Teplem aktivované TRP iontové kanaly

2.1.1 TRPV1

Prvnim identifikovanym teplotné aktivovanym iontovym kanalem zrodiny TRP
receptori byl vroce 1997 TRPV1, pivodné nazyvany kapsaicinovy, nebo také vaniloidni
receptor VR1 (Caterina et al., 1997). Podobné jako ostatni kanaly TRP rodiny je TRPV1
tetramerni kanal s N- 1 C-konci podjednotek orientovanymi dovnitf bunky. TRPV1 je
polymodalnim receptorem, to znamena, ze jej lze aktivovat podnéty rtznych modalit.
Exogennimi chemickymi aktivatory TRPVI1 jsou kapsaicin (8-methyl-N-vanillyl-trans-6-
nonenamide), alkaloid z paprik rodu Capsicum, a jeho ultrapotentni analog resiniferatoxin,
nachdazejici se v latexu sukulentnich pryScovitych rostlin Euphorbia resinifera. Mezi exogenni
aktivatory TRPV1 patii nejen fada dalSich latek rostlinného plvodu vyvoldvajicich pocit
tepla, paleni, Stiplavosti a bolesti, ale také latky obsaZené v jedu nékterych pavouki ¢i meduz
(Andersson et al., 2002; Caterina et al., 1997; Cuypers et al., 2006, Siemens et al., 2006).
Jedny z hlavnich endogennich aktivatorti kanalu TRPV1 jsou kanabinoidy, anandamid (N-
arachidonoyletanolamin) (Zygmunt et al., 1999) a protony (pH <5.4) (Tominaga et al.,
1998). Kromé fady chemickych latek je TRPVI1 aktivovan fyzikdlnimi podnéty vcetné
depolarizace membranového potencidlu (Vso ~ 150 mV) (Vlachova et al., 2003) a Skodlivého

tepla, které ptevysSuje 42 °C (Caterina et al., 1997).

2.1.2 TRPV2

V poradi druhym molekuldrné identifikovanym teplotné aktivovanym TRP receptorem
byl TRPV2, kterého autofi nejdiive oznacili na zaklad¢ sekvenc¢ni homologie s TRPV1 jako
,»vanilloid receptor-like protein-1 (VRL-1)“. TRPV2 je aktivovan nefyziologickymi teplotami
prevySujicimi prah 52 °C (Caterina et al., 1999). Mezi chemické aktivatory TRPV2 patii
kanabinoidy (Qin et al., 2008) a probenecid, 1€k pouzivany pfii 1€¢bé dny (Bang et al., 2007).
TRPV2 kanal je vyznamné exprimovan v aferentnich senzorickych neuronech (Caterina ef al.,
1999) a v podminkach in vitro je mozné jej aktivovat teplem >50 °C a hypoosmotickymi
podnéty (Liedtke & Friedman, 2003). Geneticky modifikované mysi, u kterych je vyfazen gen
pro TRPV2, vykazuji poruchy v osmotické regulaci, jejich citlivost na teplo se vSak nijak
nelisi od divokého typu (Caterina et al., 1999; Park et al., 2011). Funkéni vyznam tohoto

kanalu z hlediska teplotni modality neni tedy stale zcela zndm.



2.1.3 TRPV3

TRPV3 také sdili vyznamnou homologii v aminokyselinové sekvenci s TRPVI.
K stimulaci TRPV3 dochézi jiz pfi fyziologickych teplotach v rozmezi 33-39 °C (Peier,
Reeve, et al., 2002; Smith et al., 2002). Za podminek in vivo je TRPV3 tonicky senzitizovan,
v podminkach ex vivo je prah aktivace vyssi nez 50 °C a pii opakované aktivaci se snizuje
k30 °C (Liu & Qin, 2017). Chemickymi aktivatory TRPV3 je tfada terpenoidnich latek
obsazenych v nékterych aromatickych rostlinach jako naptiklad eugenol z hiebicku, karvakrol
z oregana a thymol obsazeny v tymianu (Mogqrich et al., 2005; Xu et al., 2006). Podobn¢ jako
pfibuzné kanaly TRPV1 a TRPV2 je TRPV3 aktivovan 2-aminoetoxydifenylboratem (Hu et
al., 2004). Studie na geneticky modifikovanych mySich s vyfazenym genem pro TRPV3
prokazaly funk¢ni vyznam toho receptoru v pocitovani bolestivych teplot (Moqrich et al.,

2005).

2.1.4 TRPV4

TRPV4 je polymodalnim receptorem aktivovanym teplotami nad 30 °C
a mechanickymi a osmotickymi podnéty (Liedtke et al., 2000; Liedtke & Friedman, 2003;
Watanabe et al., 2002). Plvodni studie vyuZivajici transgenni mysi modely prokézaly
dilezitou ulohu TRPV4 v rozvoji teplotni hyperalgezie, astmatu, neuropatické bolesti, poruch
osmoregulace, hypertenze a detekce teplot. Pozd¢jsi studie vSak prokazaly, Ze zmény
v teplotni preferenci geneticky modifikovanych mysi, u nichZ byly soucasné vytazeny geny
pro TRPV3 a TRPV4, souvisi s genetickym pozadim, nikoliv s pfitomnosti téchto receptori
(Vriens et al., 2014). Genetické poruchy v genu kddujicim TRPV4 u lidi jsou pfi¢inou velmi
zédvaznych onemocnéni vcetné skeletdlnich dysplazii a neurodegenerativnich onemocnéni

(Nilius & Biro, 2013).

2.1.5 TRPM2

TRPM2 receptor je aktivovan teplotami vy$§imi nez 35 °C (Togashi et al., 2006).
Tento receptor je exprimovdn na DRG neuronech (Tan & Mcnaughton, 2016) a nachézi se
také v bunikach slinivky bfisni, kde je koexprimovéan s inzulinem (Togashi et al., 2006).
TRPM2 je aktivovan reaktivnimi formami kysliku (ROS). Ugastni se zanétlivé produkce
cytokinli a udrzovani télesné teploty (Perraud et al., 2005; Togashi et al., 2006; Zhong et al.,
2013). Pti vysokych koncentracich ROS se v bunikach zvySuje hladina ADP-ribosy (ADPR),
kterd je piimym ligandem TRPM2. TRPM2 je aktivovan také Ca’" ionty, kalmodulinem
a fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatem (PIP,) (Gattkowski et al., 2019; Toth & Csanady, 2012;
Xiaet al.,2019).



2.1.6 TRPM3

TRPM3 je aktivovan teplem v rozsahu 25-40 °C. Tento kanal reaguje na nizsi teploty
nez napiiklad TRPV1, ale zato ma S§ir§i rozsah teplot. TRPM3 je exprimovan v DRG, TG
a podobn¢ jako TRPM2 v bunkach slinivky bfisni, kde je koexprimovan s inzulinem (Vriens
et al., 2011; Wagner et al., 2008). Agonistou TRPM3 je pregnenolon sulfat (PS). Spole¢né
s TRPV1 a TRPAI je hlavnim iontovym kandlem zodpovédnym za detekci bolestivého tepla
(Vandewauw et al., 2018).

2.1.7 TRPA1

Sav¢éi TRPALI je kandl patfici do podskupiny ankyrinovych TRP kanald a je jedinym
Clenem této podskupiny. Poprvé tento kandl identifikovala skupina Jaquemar et al. v roce
1999 jako protein kodovany 1119 triplety v fibroblastech ¢lovéka (Jaquemar et al., 1999). O
Ctyfi roky pozdé&ji skupina Story et al. charakterizovala TRPA1 jako excitacni iontovy kanal
na primarnich aferentnich neuronech a prokazala jeho aktivaci chladem a drdzdivymi latkami
(Story et al., 2003). Podle 16-ti ankyrinovych repetic rozpoznanych na N-konci byl nazvan
nejdiive ANKTMI1 (angl. ankyrin-like with transmembrane domains protein 1), pozdé&ji podle
nomenklatury zatazen do skupiny TRPA. Tento receptor je exprimovan na DRG neuronech a
TG neuronech spolecné s TRPV1. Na DRG neuronech je exprimovan zejména na C- a Ad-
vlaknech (Kobayashi et al., 2005; Nagata et al., 2005; Story et al., 2003). Mezi elektrofilni
aktivatory TRPA1 patii allylisothiokyanat (AITC), latka vyskytujici se v hof¢icovém oleji a
kfenu, alicin, ktery je obsaZen v Cesneku, skotficovy aldehyd a akrolein (akrylaldehyd).
Prikladem neelektrofilnich agonisti TRPA1 jsou mentol a karvakrol. Spole¢né¢ s TRPV1 a
TRPM3 je TRPA1 hlavnim iontovym kanalem zodpovédnym za detekci bolestivého tepla
(Vandewauw et al., 2018). Genetickym odstranénim TRPV1, TRPM3 a TRPAI u mysi
dochazi ke ztrate citlivosti k bolestivym teplotam, citlivost na chlad a mechanické podnéty

zustava zachovana.

2.2 Chladem aktivované TRP iontové kanaly

2.2.1 TRPMS8

TRPMS je kanal z rodiny melastatinovych TRP receptorti. Tento iontovy kanal byl
molekularné identifikovan v roce 2002 a oznacen jako chladem a mentolem aktivovany
receptor (angl. cold- and menthol-sensitive receptor 1; CMR1) (Gonzélez-Ramirez et al.,

2019; McKemy et al., 2002; Peier, Moqrich, et al., 2002). TRPMS je aktivovan teplotami pod
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26 °C a také latkami vyvolavajicimi chladivy pocit, jako jsou mentol, eukalyptol, linalool,
icilin a kafr. TRPMS je exprimovan v DRG, TG (Abe et al., 2005; Nealen et al., 2003) a
sliznici st (Abe et al, 2005). Je dolozeno, ze kanidl TRPMS8 je u lidi hlavnim
zprostiedkovatelem pocitu bolestivého chladu (Winchester ef al., 2014). Krom¢ detekce mirné
chladnych teplot je studovéana uloha TRPMS v chronické migréné (Dussor & Cao, 2016) au
chronického pruritu (Stinder et al., 2017).

2.2.2 TRPC5

TRPCS je zatim jedinym kandlem patticim do kanonické podskupiny TRP rodiny, pro
néjz byla prokazana specificka aktivace zménami teploty. Tento iontovy kanal je stimulovan
snizenim teploty z 37 °C na 25 °C (Zimmermann ef al., 2011). Pfedpoklada se, ze TRPCS se
spolu s TRPM8 a TRPAI podili na ptevodu chladovych podnétii. Geneticky modifikované
myS$i, u kterych neni funkéni TRPCS5 gen, nevykazuji oproti standardnimu typu odliSnou
teplotni preferenci, nebo odlisné chovani k akutnimu ptisobeni bolestivého chladu a tepla. Na
bunécné urovni je vSak patrné snizeni poctu chladem aktivovanych neuront nezavisle na
jejich citlivosti k mentolu. Uloha TRPCS5 jako senzoru bolestivého chladu byla prokazana ve

zcela nedavné dobé v odontoblastech (Bernal et al., 2021).

2.2.3 TRPA1

Do podskupiny chladem aktivovanych TRP kanall je fazen TRPAI, ktery je popséan vyse
jako jeden z kanald nezbytnych pro detekci bolestivého tepla (>50°C) (Vandewauw et al.,
2018). Fyziologicka uloha TRPA1 jako chladového senzoru byla prokazana studiemi
na geneticky modifikovanych mysich (Bandell et al., 2004; Karashima et al., 2009). TRPAI
je aktivovany chladem < 15 °C (Story et al., 2003), coz se blizi prahu bolesti.

3. Primarni aferentni senzorické neurony
Ptiblizné dvé tfetiny DRG neuroni Ize podle elektrofyziologickych kritérii povazovat za
nociceptory”, zbyvajici tietina je charakterizovana jako nenociceptivni (Kitchener et al.,
1993). Mezinarodni asociace pro studium bolesti (IASP, International Association for the

Study of Pain) definuje nocicepci jako neurdlni proces kodovani Skodlivych podnéti. Tyto

3 Nociceptor*
Vysokoprahovy senzoricky receptor periferniho somatosenzorického nervového systému, ktery je schopen
transdukovat a kédovat skodlivé podnéty.

https://www.iasp-pain.org/Education/Content.aspx?ItemNumber=1698 (ptistup 28.4.2021)



podnéty jsou detekovany nociceptory, jejichz aktivace vSak nemusi vzdy vést k pocitovani
bolesti. Bolest vyzaduje rozpoznavaci a emocni zpracovani v mozku, zatimco nocicepce
nikoli. Jakmile se podnét piendSeny nociceptivnimi mechanismy dostane az do kortexu
mozku a je zde zpracovan, nastava védomy pocit bolesti (Obr. 2). Spravné fungovani pirevodu
téchto potencialné Skodlivych podnéth je velmi diilezité pro to, aby bylo mozné vcas predejit
poskozeni tkéni. Za riznych patologickych podminek se stava, Ze je tento proces kddovani
senzitizovan. To mulze vést k bolestivému pocitovani i neskodnych podnéti (Zeilhofer,

2005).

A

Nav 1.7  Kv1.4, Kv4.1
Nav 1.8  Kv4.3, KCNQ2/3

K2P
Na,1.9
Na'/K' ATPasa 10°C

Obrazek 2: Teplotni aktivace primarnich aferentnich senzorickych neuronii. (A) Schematické
znazornéni primarnich aferentnich vidken nociceptivnich neuronuit A6 a C a jejich centralni
zakonceni v lamindch I, Il a V michy. Informace o teplotnim podnétu je vedena neurony
druhého radu ascendentnim spinothalamickym traktem (Cerna kiivka) do thalamu a dale
prenasena do somatosenzorického kortexu. (B) Hlavni molekularni komponenty akcniho
potencialu vedeného z periferie do centralniho nervového systéemu. VIiv chladu na typicky tvar
akcniho potencidlu je oznacen barevnymi oblastmi podle fazi prispévku jednotlivych typii
napétove rizenych iontovych kanalu. (C) Porovnani membranové topologie iontovych kanalii
urcujicich vlastnosti teplotné citlivych nociceptivnich neuronii (mezi specificky teplotné citlivé
K2P kanaly patii TREK-1, TREK-2 a TRAAK). HCN, hyperpolarizaci aktivovany, cyklickymi
nukleotidy otevirany kandl. Panely A a C jsou vytvoreny autorkou prdce, panel B je upraven
podle (Hoffstaetter et al., 2018).




Na zakladé¢ funkénich a imunohistochemickych metod byly v literatufe tradi¢né
odliSovany dva zakladni podtypy primarnich nociceptivnich neurond. Prvni skupinou jsou
tzv. peptidergni neurony obsahujici neuropeptidy, konkrétné substanci P (undekapeptid ze
skupiny tachykininii) a CGRP (angl. calcitonin-gene related peptide), jez jsou charakteristické
vyssi citlivosti k nociceptivnim teplotnim podnétiim. Funkce peptidergnich neuront je
prostiednictvim tyrosinkinasového receptoru TrkA regulovana neurotrofickym faktorem NGF
(nervovy ristovy faktor). Centralni zakonceni téchto neuronid je ve vrstvé I a vngjsi ¢asti
vrstvy II neuronti zadnich rohti misnich. Biochemicky odlisSnou skupinou jsou neurony, které
specificky vaZou rostlinny lektin izolovany ze semen africké luSténiny Griffonia simplicifolia,
isolektin B4 (IB4) (Kitchener et al., 1993). IB4 pozitivni neurony exprimuji ve zvysené mite
funkéni sodné kanaly necitlivé k tetrodotoxinu Navl.9, coz se projevuje delSim trvanim AP
(Fang et al., 2006). Centralni zakonéeni IB4 pozitivnich neurontl je pfevazné ve vnitini vrstveé

II.

Smyslové systémy pievadéji podnéty na elektrické a chemické nervové signély.
Primarni aferentni nociceptivni neurony rozpoznavaji vice druhli podnétl, casto fyzikalni
i chemické povahy. Nociceptivni neurony jsou navic vybaveny mnozstvim receptort, které
mohou byt polymodalni, coZ znamend, Ze jeden receptor miiZze transdukovat vice podnéth
riznych modalit (Knowlton et al., 2013). T¢la somatosenzorickych neuronii se nachazeji
v trigemindlnich nebo dorzalnich kofenovych gangliich. Tam jsou metabolicky a strukturné

podporovany satelitnimi gliovymi bunikami (Hanani, 2005).

Podrobné funkéni a anatomické studie aferentnich nociceptivnich neuronti in vivo
ukazaly, Ze lze odlisit rizné podtypy neurond (Tab. 1). Hlavnimi vlastnostmi, na zakladé
kterych jsou primarni aferentni vlakna rozdélena na Ctyfi podtypy — Aa, AP, Ao, a C-vldkna,
jsou myelinizace, pramér, rychlost vedeni a prahové hodnoty aktivace (Olson et al., 2016).
V perifernim nervovém systému piedstavuji vétSinu neurontt C-vldkna (Dubin & Patapoutian,
2010; Millan, 1999). Na periferii maji Ad a C-vldkna volna nervova zakonceni, ta mohou byt
asociovana se Schwannovymi bufikami nebo keratinocyty (Lewin & Moshourab, 2004). Jako
vysokoprahové nociceptory (HTMR; angl. high-threshold mechanoreceptors) slouzi
za normdlnich fyziologickych podminek pouze neurony s vldkny Ad a C malého a stfedniho
pruméru (Julius & Basbaum, 2001). U bolesti somatické jsou rozliSovany dvé faze,
prvni —rychld a ostrd bolest zprostfedkovana Ad vlakny a druhd — zpozdéna a tupa, kterou

zprostiedkovavaji C-vlakna. U bolesti visceralni je bolest vétSinou Spatné lokalizovana a tupa
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(Cervero & Laird, 1999; Julius & Basbaum, 2001). Vlakna A§ a C mohou byt identifikovana
také jako nizkoprahova (LTMR- low-threshold mechanoreceptors) (Olson et al., 2016).

Ad vlakna mizeme rozdélit do dvou typt, a to Ad-LTMRs a A5-HTMRs. AS-LTMRs,
neboli D-vlasové buiiky, které podélné obklopuji vlasové folikuly. Tato vldkna maji velmi
nizkou mechanickou prahovou hodnotu (Djouhri, 2016; Olson et al., 2016). AG-HTMRs jsou
dale délena na dva hlavni typy I a II. Typ I reaguje jak na chemické, tak na mechanické
podnéty. Neurony typu I maji vysokou prahovou hodnotu pro podnéty prevysujici piiblizné
53°C, ale po dlouhodobém puasobeni, nebo po poskozeni tkané, jsou tyto neurony
senzitizovany. Za inicidlni fazi akutni bolesti vyvolané mechanickym podnétem je
zodpovédny pravé tento typ vlaken. Ad vldkna typu II maji vysokou prahovou hodnotu
pro aktivaci mechanickymi podnéty, ale nizsi pro aktivaci tepelnymi podnéty pievySujicimi
ptiblizn¢ 43 °C. Pravé tato vldkna zprostfedkovavaji akutni bolest po zasaZeni Skodlivym
teplem (Basbaum ef al., 2009; Julius & Basbaum, 2001).

C-vldkna primarnich aferentnich neuroni jsou polymodalni. Znamend to, ze reaguji
na Skodlivé mechanické 1 tepelné podnéty. Byla proto rozdélena podle typt podnéth, které
tato vldkna aktivuji. RozliSujeme C-vldkna citlivd na mechanické podnéty a teplo (C-MH;
angl. mechano-heat), mechanické podnéty a chlad (C-MC; angl. C-mechano-cold) a na
mechanické podnéty, teplo a chlad (C-MHC; angl. C-mechano-heat-cold) (Lewin &
Moshourab, 2004). Dalsi skupinou C-vlaken jsou mechanosenzitivni C-LTMR, ktera
zprostiedkovavaji ptijemny pocit pii dotyku (Olson et al., 2016). Posledni typ C-vlaken, ktery
nevykazuje Zadnou citlivost za fyziologickych podminek, byl nazvan C-mechano-necitlive,
teplo-necitlivé nociceptory (C-MiHi), pfezdivané ,,spici®. Pfi senzitizaci alogeny mohou tyto
nociceptory reagovat na teplé podnéty a tlak. Vldkna C-MiHi inervuji vSechny tkanég, hlavné

visceralni organy a klouby (Gebhart, 2000; Lewin & Moshourab, 2004).

11



Primeér | Rychlost | Typy ,
Typ .. , o Inervované .
p Mpyelinizace vidkna | Sireni mechanore- Modalita
viaken iy . struktury
(um) (m.s™) ceptorii
Ia Svalové Limbicka
. 2 vieténko propriorecepce
Ae | o iovans | 1220 | 7320 Golgiho
yelinizovane = b ; leblcké
Ib Slachové .
t&lisko propriorecepce
Meissnerovo | Dotyk
RALLIMRS | i ko (pohyb)
Vaterovo-
RAII-LTMRs | Paciniho R(i’g{:ce)
AP Siln¢ 6-12 Rychlé; télisko
myelinizované 36-72
SALLTMRS Merkelova Dotyk
burka (tlak)
Ruffiniho Dotyk
BRUELIINIRS | i (natahovani kize)
AS-HTMRs Xeorl\fl(fvé Termorecepce
Slabe Stiedné (Typ I, Typ 1) sakondeni Nocicepce
Ad myelinizované = iels;
4 4-36 AS-LTMRs | Vlasové I
(D-hair) folikuly Y
Polymodalni
C-vlékna Volné
C-MH nervoveé Terrporecep e
C-MC zakonceni ORI
Pomalé: C-MHC
C Nemyelinizované | 0,2-1,5 0(221; Oe > Volné
7 C-LTMRs nervoveé Dotyk
zakonceni
Volné
C-MiHi nervoveé Tiché (,,spici®)
zakoncCeni

Tabulka 1: Klasifikace a porovnani viastnosti primdrnich aferentnich senzorickych viaken.
Tabulka prevzata a upravena (Dubin & Patapoutian, 2010).

4. Primarni bunéc¢né kultury DRG neuronii

Na Obr. 3 je schematicky znazorné€n postup piipravy primarnich bunéénych kultur
DRG neurontl. Pro studium teplotné citlivych TRP receptori je tento model pouZivan jiz
od poloviny 80. let minulého stoleti (Baccaglini & Hogan, 1983; Melli & Hoke, 2009).
V podminkach tkanovych kultur je velmi obtizné identifikovat funkéni podtypy
nociceptivnich neuronli uvedené v ptechozi kapitole. Vétsinou jsou rozliSovany na zakladé

elektrofyziologickych a imunohistochemickych vlastnosti (Woolf & Ma, 2007).
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Obrazek 3: Schematické zndzorneni pripravy primarnich bunécnych kultur disociovanych
neuronti zadnich misnich korenit (DRG) a explantatovych kultur. Upraveno podle (Melli &
Hoéke, 2009).

Hlavnim kritériem pro identifikaci nociceptoru je zejména vyskyt charakteristické
skupiny napétové fizenych iontovych kanali (Obr. 2) a ptitomnost teplotné citlivych TRP
kanalt, prevazné TRPV1, TRPM8 a TRPAI1. Pro funkéni vySetfeni jsou vétSinou vybirany
neurony malého priméru, u nichz je predpoklad, Ze predstavuji téla tenkych
nemyelinizovanych C-vldken. Napétovou stimulaci je elektrofyziologickou technikou
vySetftovan charakter proudovych odpovédi a poté farmakologicky testovdna piitomnost
jednotlivych  podtypi iontovych kanald (TRPVI1, kapsaicin 1-10 uM; TRPAI,
allylisothiokyanat 100-150 uM; TRPMS, mentol 100 pM; TRPV3, TRPAI, karvakrol 50-150
uM). Priklad zékladniho elektrofyziologického vySetfeni proudové-napétové charakteristiky

DRG neuronu izolovaného z dospélé mysi je znazornén na Obr. 4.
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Obrazek 4: Typicka ukazka snimani elektrické aktivity z neuronu disociovaného z ganglii
zadnich misnich korenit dospélé mysi. (A) Snimani technikou patch-clamp v konfiguraci
, Whole-cell“ z vybraného neuronu. Meéritko: 20 um. (B) Reprezentativni zdznam
superponovanych membranovych proudii aktivovanych napétovym protokolem zobrazenym
nad zdznamem. Maximdlni odpovéd Na'-proudii je mérena v oblasti oznacené symbolem
(O), maximalni odpovéd’ K*-proudii je mérena v oblasti oznacené symbolem (&). (C) Graf
zobrazujici napétovou zavislost maximalnich membranovych proudit odectenych v oblastech
znazornenych v panelu B. VlozZeny detail je zaznam proudii v casovém rozliseni umoziujicim
rozlisit Na"-slozku v oblasti vyznacené v panelu B symbolem (O). Casové mévitko: 2 ms.
Chemikalie: Extracelularni roztok: 160 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1 mM CaCl, 2 mM MgCl>,
10 mM HEPES, 10 mM glukoza, pH 7.3, osmolalita 320 mmol ng']. Intracelularni roztok:
150 mM K-glukonat, 2 mM MgCl, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA, pH 7.4, osmolalita
298 mmolxkg™!. Zdznam byl porizen autorkou v laboratori Bunécné neurofyziologie
Fyziologického tistavu AV CR v ramci piipravy této bakalarské prace.

5. Analyza genové exprese TRP receptorti v senzorickych neuronech
Studium metabotropnich receptorti a genové exprese iontovych kanali, které jsou
charakteristické pro nociceptivni, puriceptivni a proprioceptivni neurony, bylo umoznéno
teprve nedavno diky rozvoji transkriptomickych technik. Expresni profily ,,intaktnich* ganglii
byly porovnany s daty ziskanymi z bunécnych linii odvozenych z neuront ganglii zadnich
misSnich kofeni nebo trigemindlnich ganglii. Bylo potvrzeno, ze bunééné kultury
disociovanych DRG neurontl, jez ptedstavuji heterogenni populaci, nemusi odrazet skute¢né
funkéni vlastnosti nativnich nociceptorti a z hlediska vyskytu farmakologicky relevantnich
receptorit mohou vykazovat podstatné vyvojové i pohlavni rozdily (Chiu et al., 2014; Li et al.,
2016; Mecklenburg et al., 2020; Usoskin et al., 2015; Wangzhou et al., 2020). Z hlediska
opravnénosti vyuziti bunénych model, zejména pro ucely vysoce vykonnych metod
vyhledavani latek s potencidlnim farmakologickym ucinkem, jsou také v poslednich nékolika

letech studovany rozdily mezi vlastnostmi nociceptort izolovanych z experimentalnich mysi
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a lidskych DRG neuronii. V nedavné dobé byly naptiklad popsany vyznamné mezidruhové
rozdily v ucincich signaliza¢nich drah modulujicich aktivitu TRPVI1 receptoru
prostiednictvim metabotropnich glutamatovych receptortt (Sheahan er al., 2018). Nékteré
hlavni publikované vysledky studii, umoziujici porovnani miry exprese RNA transkripti
specifické skupiny teplotné citlivych TRP kanali v bunéénych modelech senzorickych
neuronl a nociceptorti za riiznych podminek in vivo a in vitro, jsou popsany v dalSim textu

a shrnuty v Obr. 5 a Tabulkéch 2 a 3.

5.1 Jednobunécna analyza rozdili v transkriptomickych profilech

V roce 2014 skupina Clifforda Woolfa z Bostonu prokézala existenci tii zdkladnich
nepiekryvajicich se skupin DRG neuronit za vyuziti qRT-PCR (kvantitativni ,,real-time*
polymerazova fetézova reakce) a pratokové cytometrie. Autofi vyuzili dvé rizné transgenni
myS$i linie umoZiujici identifikaci DRG  senzorickych neuront v  kombinaci
s imunohistochemickym znacenim neuronil isolektinem IB4. Vyuzity byly dvé reportérové
myS$i linie:  SNS-Cre/TdTomato, ktera pod promotorem ScnlOa (kodujici Navl.8)
exprimovala Cre, a kterd byla vystavena zméné genu, jez ovlivnila vniméani tepla, svédeéni
nebo bolesti. Druhd transgenni mysi linie Parv-Cre/TdTomato, exprimujici Ires-Cre pod
promotorem parvalbuminu, umoznila rozliSit proprioceptivni neurony. Na zaklad¢ znaceni
[B4 byly rozpoznany nociceptivni, pruriceptivni a proprioceptivni neurony (Tab. 2). Paralelni
qRT-PCR analyza 334 jednotlivych neuronii umoznila objektivnimi metodami analyzovat
miry exprese charakteristickych iontovych kandlt, transkripénich faktori a metabotropnich

receptori. Tyto zékladni tfi typy neuront lze déle rozd¢lit na Sest skupin (Chiu et al., 2014).
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Tabulka 2: Relativni exprese genit kodujicich TRP receptory v jednotlivych podtypech DRG
neuronii. Tabulka upravena z (Chiu et al., 2014).

V roce 2015 bylo na souboru obsahujicim 622 akutné disociovanych neurontt mysich
spindlnich ganglii (L4-L6), diky kombinaci metod jednobunécné transkriptomové
a imunohistochemické analyzy, rozpozndno 11 ruznych podtypli senzorickych neuronti
(Usoskin et al., 2015). V prvni fazi analyzy byly rozliSeny 4 zékladni skupiny neurond.
NF klastr byl rozliSen podle pifitomnosti geni oznacujicich myelinizované DRG neurony.
Mezi tyto geny patii geny pro neurofilamentovy t&zky polypeptid (Nefh, 200 kDa) a Ca**
vazebny protein parvalbumin (Pvalb), jeden z hlavnich indikator proprioceptori (Ichikawa
& Sugimoto, 2000). PEP klastr vykazuje expresi genu pro substanci P (Tacl), genii
kodujicich tyrosinkinasovy receptor pro neurotrofin TrkA (N#rkl) a peptid ptibuzny genu pro
kalcitonin (CGRP; angl. calcitonin gene-related protein, Calca), oznacujici peptidergni
nociceptory (Lallemend & Ernfors, 2012). NP klastr byl rozdélen na zdkladé exprese gent
Mrgprd (kodujici Mas-related G-protein coupled receptor member D) a P2rx3 (purinoreceptor
3), které¢ oznacuji nepeptidergni nociceptory (Wang & Zylka, 2009). TH Kklastr, ktery
exprimuje gen pro tyrosinhydroxylasu (7%), specificky oznacujici skupinu nemyelinizovanych
neuront (Lallemend & Ernfors, 2012).

Objektivnimi metodami analyzy hlavnich komponent (angl. principal component
analysis; PCA) bylo dale opakované rozpozndno pét podskupin neuront v ramci NF klastru

(NFI-NF5), dvé podskupiny PEP1 a PEP2 a tfi podskupiny NP klastru (NP1-NP3). Tato
16



klasifikace v mnohém odpovida diive navrzenym hypotézam o vyvojové souvislosti ptivodu
jednotlivych podtypt senzorickych neuronti (Lallemend & Ernfors, 2012; Li et al., 2016) a je

v souladu s publikovanymi funkénimi studiemi.

senzoricky neuron
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Obrazek 5: Klasifikace podtypii senzorickych neuronu na zakladé jednobunécné
transkriptomové analyzy. (A) Schematické znazornéni senzorického neuronu s vyznacenou
oblasti periferniho zakonceni. (B) ,, Teplotni mapa“ exprese (relativni pocet pozitivnich
bunek), graficky usporadana podle topologie senzorického neuronu zobrazeného v panelu A.
Svorkami jsou oznaceny charakteristické receptory: tramsientni receptorové potencidlové
(TRP), purinoreceptory ionotropni a metabotropni (P2X/Y), receptory pro neuropeptidy
(NPR), napetove rizené sodikové (Na,) a draslikove (K,) kandly, receptory pro kyselinu
y-aminomaselnou (GABA), receptory pro glycin a glutamat (Gly/Glu). Dole vyznaceny jsou
reprezentativni geny Trpal, Trpvl, Scnla (kodujici Navl.I iontovy kanal) a Kcnal (kodujici
Kvl.1 kanal). Upraveno podle (Stage et al., 2021, Usoskin et al., 2015).

Vroce 2016 byly zkombinovany metody jednobunééné transkriptomiky s vysledky
morfologického a funkéniho vySetteni DRG neuronii elektrofyziologickou technikou
patch-clamp. Analyza byla cilena na 1745 vybranych genti v DRG neuronech. Vyuzitim

metod hierarchického tfidéni bylo umoznéno rozliSit 10 hlavnich skupin C1-C10 neuront
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a n¢kolik jejich klastri. C1-C6 obsahovaly neurony malého priméru (primérna plocha 267-
733 um?) a zbylé podskupiny obsahovaly velké neurony (779-1257 um?). Technikou in vivo
snimani z celé bunky (tzv. whole-cell konfigurace) byla nasledné¢ z 69 neuroni vybranych
v oblasti L5 snimana aktivita vyvolana nocicep¢nim teplem (> 45°C) a nocicepénim chladem
(<15°C). Pomoci kvantitativni qRT-PCR byl stanoven vyskyt charakteristickych gent
umoznujici pfifadit neurony pftislusné podskupiné (Li er al, 2016). Vysledna funkcni
charakteristika podskupin neuront z hlediska exprese genii kddujicich teplotné citlivé TRP

proteiny je zobrazena v Obr. 6.
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Obrazek 6: Exprese genui teplotné citlivych TRP receptori v DRG neuronech v jednotlivych
podskupindch urcenych kombinacemi metod jednobunécné transkriptomiky a funkcniho
vySetieni in vivo. Upraveno podle (Li et al., 2016).

6. Modely senzorickych neuronii odvozené od DRG neuront
Izolace a kultivace DRG neurontl pro experimentalni ucely je pracnd, ¢asové narocna
anezbytné¢ zalozend na rutinnim vyuzivani zivych pokusnych zvifat. Ziskand populace
vyslednych senzorickych neuronii je znaéné heterogenni a zavislda na kultivacnich
podminkach. Trvald snaha o standardizaci experimentl in vitro a vSeobecné zpiisnéni
legislativy v oblasti ochrany zvitat proti tyrani vedly postupné k vytvoieni riiznych bunécnych
linii odvozenych od DRG neuronid. K pfipravé nékolika linii byl vyuzit proces bunécné
imortalizace, pifi némZ bunky ziskdvaji neomezeny proliferaéni potencidl. Tento proces
spociva v integraci imortalizacnich onkogenti do primarnich neuront. Onkogeny rodiny myc,
nebo teplotné senzitivni mutant opic¢iho viru (SV40) jsou nejbéZznéji vyuzivané onkogeny
vtomto procesu. Retrovirova transdukce, ktera probihd pomoci infekce geneticky
modifikovanymi viry, je obecné vhodnéjsi, ale je zapotiebi, aby byly buniky mitoticky velmi

aktivni. Neurony, jakozto nedélici se buitky mohou byt transfekovany pomoci netoxickych
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mutanta virt, naptiklad herpes viri, ¢i adenovirt. Buiniky transdukované myc onkogenem jsou

oznaceny jako kontinualnég se délici buiiky (Honegger, 1999).

Od roku 1985 byly podrobné studovany vlastnosti hybridnich bunéénych linii F-11
(Platika et al., 1985) a ND7/23 (Wood 1990), mysich linii MED17.11, potkanich linii 50B11
a lidskych HD10.6 (Raymon et al., 1999). Jednim z dulezitych kritérii vybéru neuronti
s nociceptivni charakteristikou v téchto bunécnych liniich je exprese napétové fizenych
iontovych kanald urcujicich pribéh AP (Navl.7, Navl.8, Kv1.4, Kv4.1, Kv4.3, KCNQ2/3)
a klidovy potencial (K2P a Nay1.9). Vhodnymi metodami diferenciace lze u nékterych linii
doséhnout funkéni exprese TRPV1. Pfestoze na urovni RNA jsou geny pro teplotné
aktivovan¢ TRP v rizné mife nalezeny, zatim neni dostatek experimentdlni evidence
o spolehlivych metodach, kterymi lze zajistit jejich funkcni expresi na membrané (Yin et al.,

2016).

6.1 Linie bunék F-11

Linie bun¢k F-11 byla vytvofena hybridizaci embryonalnich ganglii zadnich kofeni
miSnich potkana a mySich neuroblastomovych bun€k N18TG2 (Platika et al., 1985). Tato
linie bun€k se hojné rozsifila diky schopnosti neuron(i vyvolat AP podobny DRG neuroniim.
V nékterych studiich bylo prokazano, ze urcité diferencované F-11 buiiky vykazuji pozitivni
imunoreaktivitu na substanci P a reaguji na kapsaicin (Chiesa et al., 1997; Platika et al.,
1985). Tyto buiky se lisi od DRG neuront také v ptipad€ promény glykosfingolipidového
profilu pti diferenciaci na buniky fenotypové podobné DRG (Ariga et al., 1995). Geny pro
TRP receptory jsou v bunkach F-11 zastoupeny v mife odlisné od DRG neuronti. Napiiklad
TRPM2 a TRPM3 jsou jak v DRG neuronech, tak v F-11 my$iho genomu obsazeny
v hojnéj§im mnozstvi, v F-11 potkaniho genomu jsou obsazeny méng&. Podobné geny pro
receptor TRPV2. Rozdil mezi linii F-11 a DRG neurony vykazuje také TRPV3, ktery je
obsazen v DRG neuronech, ale byla prokdzana jeho absence v linii F-11 mySiho 1 potkaniho
genomu. TRPAI je velmi specificky, jelikoz se vyskytuje hojné v nativnich DRG neuronech,
ale mélo v mys$im genomu F-11 a viibec se nevyskytuje v F-11 v potkanim genomu. Rozdil
byl zjistén také v genu pro TRPMS, jenz se vyskytuje v nativnich DRG, ale téméf chybi
v obou genomech bunécné linie F-11 (Yin et al., 2016). Nedostatek nebo plna absence gent
pro tyto kandly, jako jedny z nejvyznamnéjSich termoTRP, velmi omezuji vyuzitelnost linie

F-11 jako bun&tného modelu pro studium teplotné citlivych TRP.
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Gene name DRG F-11 (mouse) F-11 (rat) ND7/23 (mouse) ND7/23 (rat)
TRPA1 0.108156534 | 0.000161447 0 0.000113084 0
TRPC5 0.001099483 0.000968679 = 0.000310206 0.001017754  0.00174703
TRPM2 0.063199902 0.097836616 0.012201427 0.139658487  0.02539017
TRPM3 0.04849941 0.01549887 0.008168752 0.003166346 0.001514093
TRPMS8 0.024188622 0.00048434 0.000413608 0 0.000116469
TRPV1 0.194079081 0.000645786 0.000103402 0.000113084 0.000116469
TRPV2 0.101722523 0.202131095 0.031847792 0.133891213 0.032960634
TRPV3 0.000732989 0 0 0 0
TRPV4 0.003013397 0.045850823 0.018198738 0.020694335 0.008269276

Tabulka 3: Relativni exprese genit kodujicich teplotne aktivované TRP kanaly v DRG
neuronech mysi a v jednotlivych modelech senzorickych neuronii v genomech mysi a potkanii

(Yin et al., 2016).

6.2 Linie bunék ND7/23

Linie bun€k ND7/23 vznikla fuzi bunééné kultury neonatalnich DRG neuronti potkana
s mySimi neuroblastomovymi buitkami N18TG2. Pivodné byly buniky vyuzivany za ucelem
studia transportu adenovirového genu zprostiedkovaného vektorem. ND7/23 je linie bun¢k,
které jsou svymi vlastnostmi podobné linii F-11. Tyto buiiky Ize podobné jako senzorické
neurony aktivovat formaldehydem, algogenni latkou vyuzivanou ke studiu mechanismi
akutni nocicepce, na bradykinin vSak reaguji odliSné. DalSim rozdilem je exprese mRNA
pro TRP receptory (Tab. 3). U ND7/23 bunék nebyla funkénimi experimenty zjiSténa
signifikantni odpovéd na agonisty TRPV1 a TRPAI1. Hojnéji se u této linie vyskytuje
v diferencovanych buitkich mRNA pro TRPC4. Podobné jako u F-11 bylo pro ND7/23 bunky
zjiSténo, ze se tato linie mirou exprese mRNA pro TRPV4, TRPM3, TRPM2 a TRPCS
vyrovna DRG neuroniim (Yin et al., 2016). Naproti tomu je zcela odliSna exprese TRPV3,

TRPAI 1 TRPMS8 v myS$im 1 potkanim genomu (Yin ef al., 2016).

6.3 Senzorické neurony odvozené z pluripotentnich kmenovych bunék

Zakladni  ptrekdzkou, kterd znesnadiiuje translaci  vysledkii  soucasného
experimentalniho vyzkumu mechanismii nocicepce a bolesti do klinicky vyuzitelnych
vystupd, je prevazné vyuzivani animalnich modell a heterolognich expresnich systémt. Mezi
vlastnostmi mySich a lidskych senzorickych neuronli byly nalezeny vyznamné rozdily nejen
z hlediska morfologie a miry exprese charakteristickych proteinti (Rostock et al., 2018; Shiers

et al., 2020; Wangzhou et al., 2020), ale také rozdily mezi funkénimi a farmakologickymi
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vlastnostmi jednotlivych receptorii. Pro nékteré teplotné citlivé TRP receptory byly odliSnosti
natolik vyrazné, ze napomohly identifikaci diilezitych funkénich domén (Bianchi et al., 2012;
Chen et al., 2013; De La Roche et al., 2013). Vzhledem k omezené dostupnosti primarnich
lidskych senzorickych neuront je proto ke studiu specifickych onemocnéni na bunécné
amolekularni Grovni nezbytné vyuziti adekvatnich modelt lidskych neuront. Jako
nejvhodnéjsi pristup jsou v souc¢asné dob¢ vyuzivany rizné techniky ptipravy indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék (iPKB), které mohou slouzit nejen ke studiu in vitro, ale
také potencidln€ pro preklinické vyhledavani personalizované 1€cby pacientt trpicich bolesti
(Namer et al., 2019). Pro pfeprogramovani somatickych bunék na senzorické neurony jsou

nejcastéji pouzivany fibroblasty nebo periferni krevni mononuklearni bunky.

Preprogramovani somatickych bunék na iPKB vyzaduje pfechodnou expresi
specifickych transkripénich faktord OCT4 (angl. Octamer-binding Transcription Factor 4),
SOX2 (angl. SRY-Box Transcription Factor 2), KLF4 (angl. Kruppel Like Factor 4) a c-MYC
(angl. MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor) (Takahashi et al., 2007).
K ptechodné expresi je nejcastéji vyuzivan plasmid nebo vektor Sendai viru (Okita et al.,
2008). Takto epigeneticky pifeprogramované bunky zachovavaji genetické pozadi, vcetné
mutaci souvisejicich s vrozenymi onemocnénimi. Se vzriistajicim poctem pasazi je somaticka
pamét’ bunck resetovana (Romito & Cobellis, 2016) a buiniky lze dale geneticky editovat
technikou CRISPR/Cas9, naptiklad za ¢elem vneseni nebo opravy mutaci (Rowe & Daley,
bunék neurdlni listy podle pritomnosti specifickych markerd (Kreitzer et al, 2013).
V soucasné dobé je nejvice vyuZivanou metodou piipravy bunéénych modelli senzorickych
neurontl z iPKB indukce pomoci dvou inhibitora signalizace zprostfedkované SMAD. Prvnim
je LDN-193189, inhibitor kostniho morfogenetického proteinu BMP (angl. bone
morphogenetic protein). Druhym je SB431542, inhibitor transformujiciho riistového faktoru
(TGFB). Nasledn¢ je aktivovana signalizacni kaskdda WNT pomoci inhibitorit GSK3
(glykogensynthasa kinasa-3, serin-threoninova proteinkinasa) a signalni drahy Notch a FGF
(fibroblastovy rlstovy faktor). Pfidani tfi neurotrofnich faktorit NGF (nervovy ristovy faktor
B), BDNF (angl. brain-derived neurotrophic factor) a GDNF (angl. glia cell-derived
neurotrophic factor) k takto diferencovanym buiikdm vytvoii peptidergni i nepeptidergni
podtypy nociceptoril a po 30 dnech diferenciace jsou pozorovana seskupeni podobna gangliim
(Lin et al., 2009). Hlavnimi kritérii uspésné diferenciace zralych nociceptorti je povrchova

exprese sodnych kandali Navl.7 a Navl.8, pfitomnost substance P, nebo CGRP, TrkA
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(tyrosinkinasovy receptor pro neurotrofin) a TRPV1. Elektrofyziologickymi technikami lze
ov¢tit funkei indukovanych nociceptorii aplikaci adenosintrifosfatu (agonista P2X receptortt),
kapsaicinu nebo resiniferatoxinu (agonist¢ TRPV1) a napétovou aktivaci Navl.8 kanald,
které jsou necitlivé k tetrodotoxinu (pICso = 4.2 na -60 mV) (Woolf & Ma, 2007). Kromé
TRPVI1 neni zatim v literatufe dostatek informaci o funkCni expresi ostatnich teplotné
citivych TRP kanalt. Jsou hledany nové techniky pieprogramovéani cilené na ziskani
specifickych podtypt senzorickych neuront. V neddvné dobé byla napiiklad vyvinuta metoda
pieprogramovani lidskych kmenovych bunék na homogenni populaci senzorickych neuront
specificky aktivovanych chladem a mechanickymi podnéty (Nickolls et al., 2020). Bylo

prokazano, ze tyto neurony exprimuji TRPMS8 spolecné s iontovym kanalem PIEZO2.
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Obrazek 7: Priprava indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPKB) a jejich
diferenciace za ucelem personalizovaného pristupu klécbé perifernich neuropatickych
onemocneni. Somatické bunky, napt. fibroblasty, jsou preprogramovany expresi
transkripcnich faktorii (napr. Oct4, Sox2, Klf4, and c-Myc). Ve specifickém diferenciacnim
médiu jsou iPKB diferencovany na neuralni prekursorové bunky a dale na plné diferencované
senzorické neurony s nociceptivni charakteristikou. Klinické udaje o konkrétnim pacientovi
Jjsou nezbytné pro upresnéni potencialnich in vitro patofyziologickych fenotypii, které souvisi
s onemocnénim. Po identifikaci patofyziologickych zmeén lze provadet prizkum ucinku
potencialnich lékii in vitro a vyhleddavat nové moznosti lécby v zavislosti na specifickém typu
bolestiveho onemocnéni pacienta. Upraveno podle (Borger et al., 2017; Lampert et al., 2020).
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7. Zavér
Navzdory intenzivnimu vyzkumu dosud neexistuje pro nékteré zavazné formy
perifernich neuropatickych onemocnéni uspokojivé u¢inna 1écba. Zakladni vyzkum bunécné
a molekuldrni podstaty vzniku chronické a neuropatické bolesti byl v poslednich nékolika
desetiletich nebyvale katalyzovan rozvojem modernich elektrofyziologickych, zobrazovacich
a genetickych technik spolu s rozsifenim vysoce propustnych systémt pro vyhledavani
ucinnych latek. Ukazuje se, Ze pro pifesné zacileni latek se specifickym ptsobenim jsou
zviteci modely nedostacujici a pro vyhledavani novych terapeutickych pfistupt in vitro je
nezbytné vyuziti vice relevantnich bunécnych modelti. Limitovana dostupnost lidskych
senzorickych neuronti uréenych pro experimentalni ucely a zejména technicky a legislativni
pokrok v oblasti vyzkumu kmenovych bunék zaméiuji pozornost souasného vyzkumu na
bunécné modely odvozené z lidskych somatickych bun¢k a mononuklearnich buné€k periferni
krve. O dualezitém translaénim potencidlu tohoto pfistupu neni pochyb, vyzkum v tomto sméru
je vSak zatim spiSe v zacatcich. V databazi ClinicalTrials.gov jsou naptiklad evidovany dosud
jen Ctyfi studie zaméfené na studium mozného vyuziti indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék pro pochopeni mechanismi vzniku zdvaznych neuropatickych onemocnéni
u lidi (NCT02564484, NCT02696746 NCT03722303 a NCT01953159; ptistup 20.4.2021).
Z vysledki zakladniho vyzkumu je vSak jiz v souCasné dob¢ patrné, ze kromé piesné znalosti
vlastnosti teplotné citlivych TRP kanall, je nezbytna presna charakterizace ulohy fady dalSich
iontovych kanalli a receptorii, které patifi mezi hlavni identifikdtory jednotlivych podtypt
nociceptivnich neuronti a urcuji jejich excitabilitu za normalnich a patofyziologickych
podminek. Cesta k personalizované 1€cbé bolesti bude vyZadovat jest¢ mnoho védeckych
poznatkl, prvni GspéSné kroky (napf. Namer et al. 2019) vSak jiz svéd¢i o schlidném

a perspektivnim sméru vyzkumu.
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