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LUDSKE BUNKY A TKANIVA V PREDKLINICKYCH STUDIACH:
LUDSKE DRG NEURONY

Prelozila: MUDr. Eva Salamonova

Bolest' je zmyslovy a emociondlny zazitok, ktory sa najcastejsie spusta v reakcii na skodlivy
podnet.

Skupina periférnych senzorickych neuronov, nazyvanych nociceptory, su prvé neurony , ktoré si
aktivované skodlivymi stimulmi. Bunkové teld senzitivnych neuronov sa nachadzaju v gangliach
trojklaného nervu (TG) a gangliach zadnych koreniov (DRG), ktoré su umiestnené bilateralne a
susedia s mozgovym kmenom alebo miechou.

Z tychto pseudounipolarnych neuronov vychddza jednak periférna vetva, ktord inervuje cielové
organy, napriklad kozu a vautornosti, a tiez centralna vetva, ktora konci v mozgovom kmeni alebo
zadnych rohoch miechy [4].

Senzitivne neurony su vysoko heterogénne, s viacerymi subpopulaciami, z ktorych kazda ma
schopnost odpovedat’ na Specifické bolestivé a nebolestivé podnety . Nociceptivne neurony
nezodpovedaju len za signalizaciu pritomnosti akutneho poskodenia tkaniva, ale zda sa, Ze hraju
zasadnu ulohu aj v pretrvavajucej bolesti a senzitizacii, spojenej s -viacerymi typmi chronickej
bolesti.

Pre vyvoj ucinnej a bezpecnej liecby bolesti je teda nevyhnutné pochopit’ molekularne a bunkové

zaklady prenosu signalu v nociceptoroch a cez nociceptory
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Experimentalne platformy na $tidium bolesti

Hoci je eticky pripustné vykonavat niektoré Stadie bolesti na I'udskych dobrovolnikoch, tieto
Studie maju uzky rozsah, vo vSeobecnosti zahfiiajii zdravych jedincov a len zriedka st pristupné
experimentom urc¢enym na odhalenie mechanizmov zodpovednym za vznik bolesti.

V doésledku toho bolo mechanické chépanie nocicepcie a bolesti v prevaznej miere odvodené zo
Stadii na zvieracich modeloch, najmi mysi a potkanov [23]. Ak ked’ je medzi hlodavcami a 'ud’'mi
mnoho spolo¢nych patofyziologickych mechanizmov, existencia dodlezitych rozdielov na
anatomickej, molekuldrnej a bunkovej tirovni vel'mi pravdepodobne prispela k zlyhaniu G¢inku
niektorych skimanych molekl, od ktorych bol ocakévany analgeticky uc¢inok.

Tieto zakladné medzery sa za¢inaju premostovat pomocou tkaniva 'udského nervového systému.
Pouzitie tkaniv 'udského nervového systému ma potencial zleps$it’ nase chapanie molekularneho a
bunkového zdkladu vnimania bolesti a jej moduldcie u l'udi. Budu tiez sluzit' ako bunkova
platforma na posudenie, ¢i je mozné oCakavat’ pozitivne vysledky nového analgetika este pred
zaCatim nakladnych klinickych Stadii na I'udoch [26]. Preto sa v tomto informacnom liste

zameriame na Stidie vyuZivajlce l'udské DRG neurdny.

Nociceptory, receptory, ionové kanaly a bolest’

Nociceptory su za beznych podmienok v kl'ude a len limitovane reaguju na Skodlivé stimuly. Tieto
neurdny vSak mozu byt senzitizované. Senzitizacia je charakterizovana objavenim sa spontanne;j
aktivity, znizenym prahom aktivacie a/alebo zvySenou odozvou na rovnaké podnety ato za
najroznejsich podmienok ako su napriklad poranenia nervov, zapaly tkaniva a metabolické alebo
genetické poruchy, ktoré prispievaju alebo pravdepodobne aj sposobuju chronicku bolest’ [5].
Specializované receptory nachadzajuce sa na nervovych zakonéeniach nociceptorov st aktivované
Skodlivymi stimulmi, ¢o vedie ku vzniku generatorovych potencialov. Tieto vyvolavaju nervové
impulzy vo forme akénych potencidlov, ktoré st spustané suborom napéat'ovo riadenych iénovych

kanéalov.
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Akéné potencidly sa Siria z periférie do miechy, kde sa z axonalnych koncov uvoliuju

neurotransmitery. Nasledne su signaly prenaSané do neurénov miechy a do mozgovych centier,
kde moze byt interpretované ako bolest’ [4] .

Mnozstvo dokazov podporuje ndzor, ze senzitizdcia modze byt spdsobend zmenami Vv
ktoromkol'vek z tychto krokov, od prenosu signalu az po uvol'nenie transmitéra. Jednou z prekazok
cielenej lieCby je, ze bunkové procesy, ktoré su zdkladom senzitizacie, sa zrejme liSia v zavislosti
od typu poranenia, miesta poranenia, ¢asu po poraneni, pohlavia, predchddzajicej anamnézy a
genetiky — vratane moznych druhovych rozdielov medzi zvieracimi modelmi a l'ud’'mi.
Pochopenie molekularneho zakladu excitability I'udskych nociceptorov a ich senzitizacie je preto

rozhodujuce pre vyvoj novych a ucinnejsich liekov na liecbu bolesti.

Postavenie Pudskych DRG neurénov v snahe objasnit’ mechanizmus bolesti

Vela z toho, ¢o vieme o molekularnych a bunkovych zakladoch nocicepcie, sa ziskalo zo
Studovania DRG neurénov hlodavcov.

Pre starsie Studie I'udskych DRG neurénov bolo typické, ze zahtiiali obmedzeny pocet neuronov
v dosledku nedostatku zivotaschopného I'udského tkaniva [2; 8; 36].

To sa meni s ndrastom mnozstva 'udského tkaniva od darcov organov alebo vd’aka rychlym pitvam
a zlepSenim metdd izolacie a udrziavania neurénovych kultar pre molekuldrne a funkéné stadie
[6; 12; 37].

Pouzitie 'udského DRG potvrdilo zachovanie zédkladnych mechanizmov odpovede nociceptorov
na podrazdenie, tak ako ju pozname z modeloch hlodavcov.

Odhalili vsak aj dolezité rozdiely, ktoré spochybiiuju niektoré koncepty zavedené v Stadiach na

hlodavcoch, ako sa bude diskutovat’ d’ale;.
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Druhovo Specifické rozdiely v transkriptome a bunkovom zloZeni DRG neurénov

Pomocou elegantnych morfologickych a funkénych analyz bolo niekol’ko subpopulacii DRG
neurénov  hlodavcov spojenych so Specifickymi senzorickymi modalitami. Néstup novych
technologii sekvenovania umoznil v nedavnej dobe Studie na urovni jednej bunky.

Podrobné skumanie transkriptomu DRG potvrdilo identitu podskupin DRG neurénov, ktoré st
zodpovedné za Specifické senzorick¢é modality u mySi a primatov [14; 30; 35;41]. Avsak
podskupiny senzorickych neurénov , ktoré st Specifické pre konkrétne podnety v 'udskych DRG
neurénoch nie st vo viacerych ohl'adoch identické so zvieracim modelmi . [18]; 20; 25; 27; 31;
32].

Napriklad T'udskym nociceptorom chyba zretena separacia peptidergnych a nepeptidergnych
nociceptorov, ktoré boli zaznamenané v mySacich neurénoch. Aj expresia tepelného receptora
TRPV1, ktory je aktivovany napriklad kapsaicinom, je rozsirenejsia u I'udi. nez v DRG neurénoch
hlodavcov[31-33]. Tieto zistenia od néas vyzaduji, aby sme starostlivo zhodnotili naSu
interpretaciu funkénych experimentov, ktoré vychadzaji z pokusov s geneticky definovanymi
subpopulaciami DRG neur6énov u mysi, pretoZe rovnaké demarkacie bunkového typu nie st tiplne
zachované aj u Tl'udskych DRG.

Informacie z 'udskych buniek je potrebné integrovat’ s idajmi z inych druhov, aby sa zvysila nasa

schopnost’ premenit’ ciel'ové molekuly na u¢inné lieky.

Druhovo Specifické rozdiely vo vlastnostiach iénovych kanalov a receptorov

Stadie DRG u ludi, relevantné pre vyvoj novych spdsobov lie¢by bolesti, ukazuju odlisné
vlastnosti i6novych kanalov a receptorov, ktoré su cielom vyvoja novych analgetik. Zatial’ ¢o
expresia ionovych kandlov a receptorov regulujicich neurondlne vyboje (firing) hlodavcov a
Pudskych DRG neurdénov je vel'mi podobnd, biofyzikalne a farmakologické vlastnosti tychto

kanélov a receptorov maji vyznamné druhovo Specifické rozdiely [8; 10;12; 13; 16; 29; 36; 40].
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DRG neurdny hlodavcov maju nizsie prahy pre generovanie akéného potencialu v porovnanim s

ludskymi neurénami [6; 12], o naznacCuje divergenciu v relativnom mnoZstve alebo
biofyzikalnych vlastnostiach i6novych kanilov medzi tymito druhmi. Hartung et al [13]
zaznamenali druhovo S$pecifické rozdiely vo velkosti a biofyzikdlnych vlastnostiach
vysokonapédtovych  véapnikovych kandloch, ktoré hraji zisadni ulohu v uvolfiovani
neurotransmitérov na prvej synapse v zadnom rohu miechy.

Zhang et al [40] pozorovali, Ze citlivost’ sodikovych prudov na blokator sodikovych kanalov
tetrodotoxin je v I'udskych DRG neurdnochje mensia ako v DRG neurdnoch hlodavcov. Zatial’ ¢o
tieto Stadie l'udského DRG st uzito¢né na vytvorenie zakladnej linie vedomosti, existuju priklady,
kde vysledky generované roznymi laboratoriami Studujucimi l'udské DRG neurdny su uplne
konzistentné, napriklad v biofyzikdlnych vlastnostiach sodikového prudu, ktory je odolny voci
tetrodotoxinu [12; 40].

Zaujimavé je, ze najvyraznejsie rozdiely vo vysledkoch hlasenych v tychto dvoch stadiach suviseli
s biofyzikalnymi vlastnost’ami pradov rezistentnych na tetrodotoxin v potkanich DRG neurénoch,
¢o poukazuje na potencialny vplyv heterogenity senzorickych neurénov, ktoré boli zaznamenané
pri generovanych vysledkoch.

Daldim prikladom je rozdiel v biofyzikalnych a farmakologickych vlastnostiach ionotropnych
acetylcholinovych receptorov v l'udskych DRG neurdnoch, ktoré sa liSia od tych, ktoré sa
nachadzaji u mysi alebo potkanov [39]. Tento druhovo Specificky rozdiel by mohol vysvetl'ovat’,
preco nakoniec zlyhali agonisty tychto receptorov v klinickych §tididch na liecbu bolesti [9; 11;
24; 28]. Okrem napidtovo riadenych kanalov a ionotropnych receptorov boli ako ciele pre
potenciondlne nové analgetika skimané aj receptory spojené s G-proteinom (GPCR).

Niekol’ko stadii preukazalo niektoré funkcéné a anatomické rozdiely opioidnych, kanabinoidnych
a inych metabotropnych receptorov medzi hlodavcami a 'udskymi DRG [1; 3; 7; 18; 19]. Po
aktivacii GPCR ligandom mdze byt skiimanie stupiia stability mechanizmov intracelularnej

signalizacie druhého posla a skimanie génovej expresie indukovanej signalom doélezitou cestou
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na overenie redlneho zavadzania novych analgetik do praxe alebo na zistenie novych

mechanizmov modulécie nociceptorov napriec r6znymi zivoc¢iSnymi druhmi.

Cim viac sa zvys$uje dostupnost’ a vyuzitie Tudskych neurénov a ako ziskavame viac dat od
nezavislych skupin vedcov, vznikd jasnejS$i obraz o rozsahu rozdielov medzi zvieracimi
a l'udskymi modelmi. Uz je vSak zrejmé, ze druhovo Specifické rozdiely v expresii a vlastnostiach

kanalov a receptorov menia nase nazory na molekularny a bunkovy zaklad nocicepcie [17].

Obmedzenia a moZnosti prenosu tychto poznatkov do klinickej praxe

Subor udajov zo $tadii na 'udskych DRG neurénoch je stdle obmedzeny a ani pristup k tomuto
tkanivu nie je zatial’ Siroko dostupny.

Tkanivo je vacSinou k dispozicii iba od darcov orgdnov, ktori uz so svojej podstaty zazili nejakll
tragicku udalost’, tiez z chirurgickych resekcii alebo rychlej pitvy, a preto je oznacovanie tychto
neurénov za ,,normalne* diskutabilné. Darcovia organov sa navyse vyberaju tak, aby netrpeli
infekénymi chorobami, vaznymi poruchami a rakovinou, teda aby nebola ohrozena tspeSnost’
transplantécie. Preto tito pacienti zvyc¢ajne netrpia chronickou bolest'ou.

V sucasnosti sa uz objavuju aj Stadie DRG neurdénov od pacientov s chronickymi bolestivymi
stavmi [15; 21] Bude prinosné Porovnanie vysledkov tychto studii s idajmi z neurénov, ktoré su
zhromazdené od subjektov bez diagnozy bolesti bude urcite prinosné.

Dolezité je, Ze existujuce subory udajov nie st dostato¢ne komplexné na to, aby riesili heterogenitu
medzi darcami na zaklade mnozstva faktorov (niektoré lahko identifikovatelné a niektoré
nezndme, vratane biologickych a anamnestickych rozdielov), ktoré pravdepodobne prispievaju k
individualnej variabilite v reakcii na Skodlivé podnety medzi r6znymi I'ud’mi.

Preto st potrebné dalSie a rozsiahlejSie Studie vyuzivajuce l'udské DRG neurdny, vratane
zhromazd’ovania rozsiahlych informécii o anamnéze darcov. D4 sa to urobit’ len vtedy, ked’ bude
bezne dostupné dostatocné mnozstvo tkanivovych kultir. Druhovo Specifické rozdiely vo

vlastnostiach idnovych kanalov a farmakoldgii mézu byt tiez informativne pre vyvoj novych
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liekov na liecbu bolesti. Napriklad Walker et al [38] zistili, Ze I'udsky kanal Navl.7, ktory je

hlavnym cielom vyvoja novych analgetik, je viac ako 200-krat odolnejSi proti blokade
neurotoxinom saxitoxinom, nez sa pévodne predpokladalo.

Identifikovali, Ze pric¢inou tejto rezistencie voc€i toxinu st 2 Specifické miesta vo vonkajSej Casti
Navl.7 kanala, ktoré maju u primatov odlisnt1 stavbu oproti ostatnym druhom zivoc¢ichov. Na
zéklade tychto poznatkov bol vyvinuty saxitoxin- novy selektivny blokator Nav1.7.

Celkove sa da predpokladat’, Ze druhové rozdiely vo vlastnostiach i6novych kanélov a receptorov
prepoziciavaju neurénom nie len rozdielne schopnosti generovania elektrickych vybojov/ firing,/,
ale aj odlisnu odpoved’ na lieky. Preto je nevyhnutné, aby sa novo vyvijané analgetika testovali na
I'udskych bunkach.

V snahe vyvinit' G¢innd liecbu bolesti , bude potrebné funkéne zaloZené prepojenie medzi
podskupinami T'udskych neurénov a Specifickymi senzitivnymi modalitami . S rastiicou
dostupnost’ou 'udskych neurénov a s neustalym zdokonal'ovanim ich Specifity moézeme dosiahnut’
efektivnej$i prenos poznatkov ziskanych zo zvieracich modelov na c¢loveka. SucCasne vieme
identifikovat’ nové ciele vyskumu, ktoré nebolo mozné predvidat’ na zaklade §tidii na zvieracich

modeloch.
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