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ABSTRAKT 

Charakterizace vazebných míst pro kalmodulin a S100A1 na intracelulárních koncích 

TRPC6 receptoru

 Skupina TRP (transient receptor potential) iontových kanál� je rozsáhlou t�ídou 

membránových receptor�. Sou�ástí této skupiny jsou i kanonické kanály TRPC se 

sekvencí analogickou TRP kanál�m poprvé objevených u octomilky (Drosophila 

melanogaster). Tyto membránové kanály jsou zapojeny do mnoha fyziologických 

proces� v r�zných typech bun�k a tkání. TRPC6 je neselektivní kationtový kanál, který 

�ídí intracelulární rovnováhu vápenatých iont� eukaryotických bun�k (v�etn�

senzorických a receptorových bun�k) jako odpov�� na vn�jší podn�ty. TRPC6 obsahuje 

vazebnou doménu CIBR (Calmodulin inositol binding region), který je schopen vázat 

vápník vázající protein S100A1. Cílem práce je charakterizace vazebného místa CIBR 

lokalizovaného na C intracelulárním konci TRPC6 pro kalmodulin (CaM) a S100A1. 

Pomocí bodové mutace byl p�ipravený rozpustný proteinový fragment TRPC6 CT (801-

878) se zám�rn� vym�n�nými aminokyselinami. V p�ípad� n�kterých vybraných 

bazických aminokyselin (Arg852, Lys856, Lys859, Arg860 a Arg864) nesoucích 

pozitivní náboj byl m��ením anizotropie fluorescence potvrzen jejich vliv a ú�ast na 

tvorb� komplexu TRPC6 s CaM i S100A1. Ob� interakce jsou závislé na p�ítomnosti 

Ca2+ iont�. Homologní model komplexu TRPC6-CaM prokázal sekven�ní rozpoznávací 

motiv 1-5-10 vhodný pro CaM. Avšak výsledky nazna�ují jedine�nou interakci 

p�ekrývajícího vazebného místa pro S100A1 na C konci TRPC6, protože trojitá mutace 

Arg852/Lys859/Arg860 významn� narušila vazbu komplexu S100A1-TRPC6. 

 Klí�ová slova: anizotropie fluorescence, Ca2+ vazebný protein, iontové kanály, 
kalmodulin, S100A1, TRPC receptor, TRPC6 

Identifika�ní záznam: 

BÍLÝ, Jan. Charakterizace vazebných míst pro kalmodulin a S100A1 na intracelulárních 

koncích TRPC6 receptoru. [Identification of the binding sites on transient receptor potential 

cation channel TRPC6 for Calmodulin and S100A1] Praha, 2016. 105 s., 7 p�íl. Dizerta�ní práce 

(Ph.D.). Univerzita Karlova v Praze, Ústav 2. LF UK. Vedoucí práce Teisinger, Jan.
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ABSTRACT 

Identification of the binding sites on transient receptor potential cation channel TRPC6 

for Calmodulin and S100A1 

 The TRP (transient receptor potential) group of ion channels represents a large 

subset of membrane receptors. A part of this supergroup are canonical TRPC channels 

with a sequence homology analogical to TRP receptor first discovered at fruit fly 

(Drosophila melanogaster). These membrane channels are involved in a variety of 

physiological functions in different cell types and tissues. TRPC6 is a non-selective 

cation channel that modulates the calcium level in eukaryotic cells (including sensory 

receptor cells) in response to external signals. TRPC6 channel contains binding domain 

CIBR (Calmodulin inositol binding region), which is also able to adapt to calcium 

binding protein S100A1. Characterisation of the integrative binding site for calmodulin 

(CaM) and S100A1 at the C-tail of TRPC6 is presented in this work. Using site-directed 

mutagenesis, soluble protein fragments TRPC6 CT (801-787) were prepared with 

intentional changes in amino acid sequence. Several positively charged amino acid 

residues (Arg852, Lys856, Lys859, Arg860 and Arg864) were determined by 

measurement of fluorescence anisotropy influence and their participation in the 

calcium-dependent binding of CaM and/or S100A1 to the TRPC6 termini. Both 

interactions are influenced by presence of Ca2+ ionts. Homology model of complex 

TRPC6-CaM revealed a 1-5-10 recognition motif suitable for CaM. However, results 

indicate a unique involvement of overlapping binding site for S100A1 on the C tail of 

TRPC6. The triple mutation Arg852/Lys859/Arg860 exhibited significant disruption of 

the S100A1-TRPC6 complex. 

Keywords: anisotropy fluorescence, Ca2+ binding proteins, calmodulin, ion channel, 

S100A1, TRPC receptor, TRPC6 
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koncích TRPC6 receptoru. [Identification of the binding sites on transient receptor potential 

cation channel TRPC6 for Calmodulin and S100A1]. Praha, 2016. 105 s., 7 p�íl. Dizerta�ní 

práce (Ph.D.). Univerzita Karlova v Praze, Ústav 2. LF UK. Vedoucí práce Teisinger, Jan. 
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SEZNAM ZKRATEK 

ARD (angl. Ankyrin Repeat Domain)  doména s opakujícím se ankyrinovým 

motivem 

AMK aminokyselina 

Amp antibiotikum – ampicilin 

Kan antibiotikum – kanamycin 

ATP adenosintrifosfát 

BCA bicinchoninová kyselina 

bp (angl. base pair) relativní jednotka udávající velikost molekuly DNA v po�tu 

bazí 

βME beta-merkaptoetanol 

Ca2+ vápníkový kationt 

CaM kalmodulin 

CaM-BD (angl. Calmodulin Binding Domain) vazebná doména pro kalmodulin 

CD cirkulární dichroismus 

cDNA komplementární deoxyribonukleová kyselina 

Cav1.1 (angl. L-type voltage-dependent calcium channel) vápníkový receptor 

v bu�kách skeletálního svalstva 

Da (angl. Dalton) chemická jednotka hmotnosti biomolekul 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DNSC dansylchlorid (5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chorid) 

dNTP sm�s trifosfátových nukleotid� dATP, dTTP, dCTP, dGTP (adenosin-, 

tyamin-, cytosin-, guanosin-) 

DTT  dithiotreitol 

E. coli Escherichia coli 

EDTA etylendiamintetraoctová kyselina 

EGTA etylenglykol-di-(2-aminoetyleter)tetraoctová kyselina 

His aminokyselina histidin 

HisTag histidinová kotva 

IPTG isopropyl-1-thio-β-D-galaktopyranosid 
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LB (LB médium) živný roztok podle protokolu Luria-Bertaniho 

NMR nukleární magnetická rezonance 

O.D. (z angl. Optical Density) optická hustota 

Orai1 lidský homolog olf186-F protein 

PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu 

PBS fosfátový pufr 

PCR  (z angl. Polymerase Chain Reaction) polymerázová �et�zová reakce 

PDZ  PDZ doména – akronym z prvních písmen protein� sdílejících tuto doménu 

charakteristickou pro signální proteiny, které organizují proteinové komplexy 

na membránách (P – post synaptic density protein PSD95, D – Drosofila disk 

larger tumor suppressor Dlg1, Z – zonula occludens 1 protein Zo–1) 

PIP2  fosfatidylinositol(4,5)bisfosfát 

PKA proteinkináza A 

PKC proteinkináza C 

PLC fosfolipáza C 

PMSF fenylmetansulfonylfluorid 

RPM (angl. Revolution Per Minute) jednotka pro úhlovou rychlost rotoru 

centrifugy 

RT  (angl. Room Temperature) teplota v místnosti 

SERCA (angl. Smooth Endoplasmic Reticulum Ca2+ATPase) membránová ATPázová 

pumpa endoplazmatického retikula 

SDS dodecylsulfát sodný 

SDS – PAGE  polyakrylamidová gelová elektroforéza za p�ítomnosti dodelcylsulfátu 

sodného 

SOCE (angl. Store-Operated Ca2+Entry) název pro skupinu iontových kanál�

kontrolujících vstup Ca2+ iont� do cytoplazmy 

TRIS tris(hydroxymetyl)aminometan 

TRP (angl. Transient Receptor Potential) iontové kanály tvo�ící p�echodný 

membránový potenciál 
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1 LITERÁRNÍ P�EHLED 

1.1 TRP kanály 

 D�ležitou vlastností živého organismu je schopnost rozlišit velké množství 

vjem� a podn�t� z okolního prost�edí a um�t rychle reagovat a odpovídat na n�. Na 

molekulární úrovni tuto funkci plní iontové kanály a receptory umíst�né na plazmatické 

membrán�. Celá škála fyzikálních a chemických podn�t� v�etn� mechanických, 

teplotních, sv�telných, pachových, feromonových stimul� aktivuje specifické iontové 

kanály, které se ú�astní reakce. Tyto membránové kanály umož�ují bu�ce rychle 

regulovat koncentrace iont� uvnit� a vn� bu�ky, tím dochází ke zm�nám elektrické 

aktivity membrány a bu�ka je schopna p�ijímané signály z okolních podn�t� modulovat 

nebo p�ímo na n� odpovídat. Receptorová rodina TRP (z angl. Transient Receptor 

Potential) je významnou skupinou iontových kanál�, které se podílejí na integraci a 

transdukci podn�t�. Rodina pat�í mezi membránové iontové kanály, které jsou 

aktivovány zmín�nými podn�ty cestou intracelulárních, extracelulárních a druhých 

posl�. TRP receptory jsou transmembránovým p�echodem pro mono a bivalentní 

kationty. R�zná receptorová citlivost a specifita k t�mto kationt�m je d�vodem 

množství a variability biologických proces�, do kterých jsou zapojeny. Pochopení 

mechanism�, které vedou k aktivaci p�ípadn� k inhibici TRP receptor�, je zásadní krok 

k objasn�ní a následnému efektivnímu odstran�ní �ady patofyziologických stav�, které 

jsou p�ímým d�sledkem špatné funkce t�chto TRP kanál�. 

 TRP receptory jsou sou�ástí bun��ných membrán tém�� ve všech typech bun�k 

excitovatelných i neexcitovatelných tkání. Výjimku tvo�í pouze jaderná a 

mitochondriální membrána. V�tšina TRP kanál� se vyskytuje na cytoplazmatické 

membrán�, kde mají nepostradatelnou funkci v transportním transmembránovém 

aparátu pro ionty vápníku, ho��íku a trojmocných kov� ve stopovém množství. �ídí a 

kontrolují množství iont�, které pronikne do bu�ky. P�ísp�vky TRP receptoru jsou 

nezbytné pro fyziologické procesy od �ist� senzorových funkcí (feromony, chu	, bolest 

a teplota), p�es regulaci homeostázy (Ca2+, Mg2+ resorpce a osmoregulace) po spoustu 

dalších motilních funkcí jako je nap�. svalová kontrakce a vasomotorická regulace (Na+, 

Ca2+) (Nilius and Owsianik 2011). 
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1.1.1 Evolu�ní vývoj 

 Poprvé byl gen trp popsán u (Drosophila melanogaster), p�i studiu odpov�di na 

sv�tlo. Pokusy na zrakovém systému odhalily mutantní formu octomilky se zrakovým 

poškozením, která m�la p�i stálém osv�tlení pomíjivou reakci místo nem�nné odpov�di 

na elektroretinogramu (Cosens and Manning 1969). Mutantní forma byla nazvána 

„Transient Receptor Potential“. Trvalo 20 let, než byl gen konkrétn� popsán (Montell 

and Rubin 1989). Proteinový produkt trp genu má strukturu transmembránového 

iontového kanálu pr�chodného pro vápníkové ionty (Ca2+), který je aktivován sv�tlem 

(Hardie and Minke 1995). Rozvoj molekulárních metod vedl k objevu dalšího TRP 

iontového kanálu, tentokrát u savc� (Wes, Chevesich et al. 1995), a postupn� byla 

objevena a popsána celá velká rodina iontových kanál� tvo�ících d�ležitou sou�ást 

regula�ního aparátu pro kationty u bun�k obratlovc� a bezobratlých. Výzkum dosud 

ješt� neodhalil transkrip�ní faktory regulující promotory t�chto „trp“ gen�. 

 Evolu�ní vývoj genu pro TRP kanály za�íná zelenými �asami, u kterých bylo 

identifikováno n�kolik gen� podobných trp gen�m. Kódovaný proteinový kanál plní 

svou funkci v Ca2+ signálních drahách zelených �as (Osteococcus tauri). Genetickým 

výzkumem byla potvrzena domn�nka, že suchozemské rostliny, které se evolu�n�

odd�lily od �as, postupn� ztratily geny pro TRP kanály. P�ítomnost trp gen� byla dosud 

prokázaná u hub a v živo�išné �íši (Wheeler and Brownlee 2008). 

 U hub je TRP rodina zastoupena jediným genem TrpY1 (známým jako Yvc1 = 

Yeast vacuolar conductance 1), který kóduje vakuolární membránový protein, regulující 

vakuolární osmotický tlak v kvasinkách a plní funkci mechanosenzoru (Zhou, Su et al. 

2007). Kvasinkový TRP kanál je aktivován roztažením vakuolární membrány nebo 

p�sobením aromatických slou�enin podobných indolu. Po nár�stu osmotického tlaku 

jsou následn� uvoln�ny vápníkové ionty z vakuoly skrz aktivovaný kanál do 

cytoplazmy (Haynes, Zhou et al. 2008). P�ítomnost aromatických reziduí v oblasti 

šestého transmembránového segmentu zp�sobuje taktéž otev�ení kanálu. Ekvivalentní 

aktivace byla popsána i u TRP kanál� p�ítomných v tkáních vícebun��ných organism�

(Chang, Schlenstedt et al. 2010). Sekven�ní homologie TrpY1 odhalila podobnost se 

známými TRP kanály. Proto je TrpY1 považován za p�edch�dce TRP mechano a 

chemosenzor� (Palmer, Zhou et al. 2001). 
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 Evolu�ní vývoj živo�išné �íše z�ejm� za�al trubénkami (Choanoflagellata). Ty 

jsou schopny utvá�et kolonie jedinc� s r�zným stupn�m specializace. Genetická výbava 

bi�íkatých (Choanoflagellatae) taktéž evolu�ním p�edstupn�m pro objevené TRP 

kanály u živo�ich�. U t�chto drobných jednobun��ných eukaryotních organism� se totiž 

vyvinul systém signalizace obsahující transmembránové iontové kanály, využívající 

vápníkové ionty. Podobn� jsou využívány i kanály �ídící transport iont� do bun�k SOC 

(Store-Operated Channel), a též membránových receptor� �ídících membránové nap�tí 

VOC (Voltage-Operated Channel). Vzdálenou p�íbuznost s TRP receptory potvrzují i 

spole�né modulující a �ídící molekuly, které interagují s t�mito membránovými kanály. 

 B�hem vývoje se u obratlovc� vyvinula po�etná rodina TRP receptor�, která 

byla postupn� rozd�lena do podrodin (viz. 1.1.2). Postupn� se zredukovala skupina 

receptor�, která m�la na starosti vnímání tlakových podn�t� (mechano-senzitivní 

receptory – TRPN podrodina). U TRP kanál� zapojených do homeostázy vápenatých a 

ho�e�natých iont�, došlo k nár�stu variability. Transmembránové TRP kanály se 

postupn� za�aly ú�astnit percep�ní funkce organismu a za�lenily se do vnímání 

tepelných, chemických zm�n okolí a signálních drah. Diferenciace mezi nimi nastala jak 

na strukturní tak i na fyziologické úrovni. Díky této rozdílnosti byly u TRP kanál�

charakterizovány jednotlivé podrodiny, nap�íklad kanonická (TRPC), vaniloidní  

(TRPV), melastatinová (TRPM) a další. Tomuto rozd�lení se v�nuje následující 

kapitola 1.1.2. 

1.1.2 Rozd�lení TRP kanál�

 Nyní je známo v živo�išné �íši p�es odlišných 100 trp gen� (Tab.1.). Lidské trp

geny mají délku od 11,4 do 911 kbp (z angl. kilo base pair) s variabilním po�tem exon�, 

který se pohybuje v rozmezí od 11 do 39. Trp geny kódují skupinu 30 iontových kanál�

tvo�ících TRP rodinu, která se ú�astní nejen reakcí na tepelné, mechanické, chemické a 

tlakové stimuly, ale i na �adu fyzikálních a chemických podn�t� (Voets, Talavera et al. 

2005). Na základ� strukturní podobnosti jsou TRP kanály rozd�leny do podrodin 

(Obr.1.): 



Obr.1.: Schematické rozd

U obratlovc� byly TRP kanály na základ

podrodin. Funk�n� se 

(Clapham 2003) 

 TRPC podrodina („canonical“ 

k p�vodnímu TRP kanál

v�nováno v následující 

 TRPV podrodina je pojmenována podle vaniloidního

vyskytujícího se v nervových zakon

bolesti. 

 Do podrodiny

melastatinovému receptoru

 TRPML a TRPP

respektive k polycystinu.

15 

matické rozd�lení TRP kanál�

TRP kanály na základ� sekven�ní homologie

se ovšem jednotlivé TRP kanály v rámci stejné 

podrodina („canonical“ = klasická) zahrnuje nejbližší homology 

u TRP kanál� popsanému u octomilky (Drosophila melanogaster

kapitole 1.2 

podrodina je pojmenována podle vaniloidního receptoru 1 (TRPV1) 

nervových zakon�eních, kde pomáhá zpracovávat

TRPM pat�í iontové kanály s podobnou 

receptoru (TRPM1). 

TRPP rodina zahrnuje proteinové homology k mucolipinu, 

respektive k polycystinu.

rozd�leny do šesti 

stejné podrodiny liší. 

nejbližší homology 

melanogaster). Více 

receptoru 1 (TRPV1) 

vat vnímání tepla a 

podobnou homologií k 

rodina zahrnuje proteinové homology k mucolipinu, 



16 

 Všechny kanály pat�ící do podrodiny TRPA jsou zodpov�dné za nociceptivní 

vnímání, pro které je charakteristická p�ítomnost 14 ankyrinových domén. 

 TRPN podrodinou kanál� je nazvaná skupina podobná iontovému kanálu 

NOMP-C (NO-mechano-potential C) popsaném u (Caenorhabditis elegans). Z tabulky 

(Tab.1.) je patrné snížení po�tu mechanoreceptor� podrodiny u obratlovc�. Tím 

jediným TRPN kanálem byl popsán mechanosenzor u sladkovodní ryby zeb�i�ky 

(Danio rerio). 

Tab.1.: TRP podrodiny u živo�išných druh�

Souhrnná tabulka identifikovaných TRP kanál� u r�zných živo�išných druh�. TRPN 

podrodina mechanosenzor� se nevyskytuje u Homo sapiens, ovšem u obratlovc� byla 

potvrzena u zeb�i�ek (Danio rerio) (Nilius and Owsianik 2011). 

 Po�et �len� jednotlivých podrodiny je mezidruhov� velmi prom�nlivý. 

Transmembránové domény mají konzervovan�jší sekvenci v rámci jednotlivých 

podrodin. Srovnání proteinové sekvence �len� podrodin v rámci jednoho živo�išného 

druhu odhalilo podobnost sekvence p�ibližn� z 35%. V podrodinách se vyskytují �ist�

duplicitní páry kanál� (nap�íklad TRPC6 s TRPC7; TRPM4 s TRPM5; TRPV5 s 

TRPV6), u kterých je podobná aminokyselinová sekvence v rozmezí 50 až 80%. Tahle 

variabilita a vnit�ní rozd�lení podrodin zp�sobily z velké �ásti genové duplikace. 

1.1.3 Charakteristika TRP kanál�

 Nejvíce informací o struktu�e TRP kanálu je zatím známo z „in silico“

experiment� a strukturn� funk�ních studií podobných proteinových receptor�. Dosud se 
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nepoda�ilo získat 3-D strukturní model. Nejmodern�jší metody pro studium struktury, 

jako jsou rentgenová strukturní analýza nebo nukleární magnetická rezonance, zatím 

nemají dostate�ná data pro celý TRP receptor. Strukturní informace poskytla sekven�ní 

analýza, protože mezi transmembránovými iontovými kanály je obecn� velmi blízká 

podobnost. Typické složení TRP kanál� se poda�ilo zjistit díky nap�tím aktivovaným 

draslíkovým kanál�m, které jako TRP kanály pat�í do stejné receptorové proteinové 

super rodiny (Harteneck, Plant et al. 2000). TRP receptor se skládá z transmembránové 

domény, která kotví proteinový kanál v membrán� a obsahuje segmenty pro tvorbu 

membránového póru. Terminální konce C a N jsou orientovány sm�rem do cytosolu. 

V nativní form� se spojuje do funk�ních homo, nebo heterotetramerních podjednotek. 

TRP kanály dokonce mohou tvo�it mezi sebou složité heteromultimerní typy kanál�, 

protože mezi n�kterými z nich je vysoká sekven�ní homologie, která zám�nu umož�uje. 

Tato vlastnost zp�sobuje pestrou funk�ní r�znorodost kanál�. K možným zám�nám 

dochází v�tšinou v rámci jedné podrodiny a nebo r�zných podrodin, jako je tomu 

nap�íklad u TRPC podrodiny. Fakt byl potvrzen biofyzikálními analýzami u n�kterých 

složených zkoumaných TRP kanál� (Kedei, Szabo et al. 2001). 

 Transmembránová doména TRP kanál� obsahuje 6 helixových segment� (S1-

S6) zapušt�ných v membrán� a bývá d�lena do dvou stavebních blok�. Oblast 

zahrnující první 4 transmenbránové segmenty S1 – S4 se nazývá „senzor“, který reaguje 

na receptorové molekuly, analogicky jako senzor u K+ receptor�, reaguje na signál 

elektrického nap�tí a je zodpov�dný za aktivaci a otev�ení receptoru. Zmapována byla 

vazebná místa pro kapsaicin u TRPV1 (Jordt and Julius 2002) respektive pro icilin u 

TRPM8, která byla lokalizována, mezi S2-S3 segmentem, p�ímo v oblasti senzoru. 

(Chuang, Neuhausser et al. 2004). Druhý blok domény je tvo�en ze zbývajících 

segment� S5 – S6, které umož�ují transmembránový pr�chod lipidovou dvojvrstvou pro 

ionty a další hydrofilní molekuly, pro které je tato lipidová membrána jinak 

neprostupná. Takový to membránový pór je selektivní. D�ležitou sou�ástí je selektivní 

filtr v podob� zúžení okolí v centrální �ásti póru. Stereochemické a elektrostatické 

vlastnosti ur�ují, která molekula, nebo který iont, smí proniknout na druhou stranu 

membrány. Kryoelektronová mikroskopie provedená na TRPC3 kanálu odhalila, velkou 

membránovou doménu kubického tvaru obklopenou vn�jší schránkou propletených 

�et�zc�, které slouží pro aktivátory a modulátory. Globulární doména tvo�í vnit�ní 
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kom�rku, která m�že ovliv�ovat iontový pr�tok (Mio, Ogura et al. 2007). Oba 

terminální konce jsou zano�eny do cytosolu bu�ky. U TRP kanál� se na cytosolických 

N a C koncích nachází regula�ní domény, které mohou m�nit vlastnosti otvírání a 

zavírání kanálu. Díky r�znorodosti cytosolických domén je strukturní hledisko u TRP 

kanál� cennou informací pro jejich modulaci a �ízení. 

1.1.4 Domény TRP kanál�

 TRP kanály jsou rozd�leny na základ� sekven�ní homologie do sedmi podrodin, 

avšak uvnit� rodiny je patrná funk�ní variabilita zp�sobena p�ítomností regula�ních 

domén na intracelulárních amino- a karboxyl- koncích, které se liší od sebe jak délkou, 

tak po�tem vyskytujících se domén. Na cytosolickém konci byly identifikovány n�které 

b�žné protein-protein interak�ní motivy, jako je nap�. opakování ankyrinového motivu, 

kalmodulin vázající místo nebo PDZ doména. Další motivy jsou postupn� zjiš	ovány 

p�evážn� metodou sekven�ní analýzy. 

 Zajímavostí je, že v n�kolika p�ípadech má C terminální konec dokonce 

enzymovou aktivitu. Nap�íklad TRPM2 má doménu s Nudix hydrolázovou aktivitou, 

která funguje jako ADP-ribózapyrofosfatáza (Perraud, Fleig et al. 2001). Iontové kanály 

TRPM6 a TRPM7 disponují na C konci doménou s kinázovou aktivitou (Runnels, Yue 

et al. 2001). 

 Dalším znakem pro TRP receptory je p�ítomnost a opakování ankyrinového 

motivu na N terminálním konci v�tšiny z nich. Ankyrinový motiv se skládá z 33 AMK 

�azených do antiparalelních pár� α-helix� spojených β-vlásenkou. Po�et opakování 

ankyrinových domén (ARD – Ankyrine Repeat Domain) je r�zný: 3-4x u TRPC, 6x u 

TRPV, 14-15x u TRPA a až 29x u TRPN. Hlavní funkcí ARD je tetramerizace 

iontového kanálu. D�ležitou funkci plní p�i interakci s ligandy p�ípadn� s dalšími 

proteinovými partnery (Gaudet 2009). Dosud se poda�ilo vykrystalizovat ankyrinovou 

doménu u TRPV2 kanálu a to jako jedinou z celé rodiny TRP kanál� (Jin, Touhey et al. 

2006; Gaudet 2009). 

 Mezi další domény a vazebné motivy, které jsou p�ítomny na intracelulárních 

koncích, které mají vliv na funkci iontového kanálu, jsou nap�. kalmodulin vazebná 
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doména (CaM-BD), „EF-hand“ motivy, oblasti zodpov�dné za lipidové interakce, 

neuspo�ádaný úsek „coiled-coil“ nebo fosforyla�ní místa. Výskyt domén je velice r�zný 

a �asto se liší i mezi �leny stejné skupiny. 

1.2 TRPC rodina 

 TRPC rodina pat�í mezi první objevenou skupinu TRP kanál�. P�i studiu 

sv�telné percepce u octomilky (Drosophila melanogaster) a následném hledání 

zodpov�dného genu, byly popsány podobné kanály vykazující velkou sekven�ní 

homologii mezi sebou (Hardie 2001). Tato skupina TRP kanál� byla pojmenována jako 

klasické („canonical“), zkrácen� TRPC. 

 Rodina TRPC sjednocuje nejbližší homology s TRP kanály popsaných práv� u 

octomilky (Drosophila melanogaster). TRPC byly první definovanou rodinou, avšak i 

p�es intenzivní výzkum nejsou dosud dob�e charakterizovány. Fyziologické funkce u 

v�tšiny �len� nejsou zcela jasné v�etn� mechanism�, které je aktivují (Putney 2004). 

 Rodinu TRPC tvo�enou sedmi �leny, m�žeme na základ� funk�ní a sekven�ní 

homologie rozd�lit do 4 skupin TRPC1, TRPC2, TRPC3/6/7, TRPC4/5. N�kdy se uvádí 

rozd�lení pouze do t�í skupin, kdy TRPC1 bývá �azen k TRPC4 s TRPC5 (Obr. 2C). 

V lidském genomu bylo identifikováno pouze šest funk�ních TRPC kanál�. TRPC2 má 

u lidí a primát� formu pseudogenu a nedochází k jeho transkripci (Liman and Innan 

2003). Ovšem u dalších obratlovc� je pln� rozvinut. TRPC3/6/7 tvo�í úzce p�íbuznou 

skupinu mající vysokou podobnost aminokyselinové sekvence (70–80 %). Analogicky 

se u této podskupiny vyskytuje i podobnost ve funkci a farmakologických vlastností. 

Blízká strukturní a o�ividn� funk�ní úloha existuje též u TRPC4 a TRPC5 (Pedersen, 

Owsianik et al. 2005).  

1.2.1 Struktura TRPC receptoru 

 Struktura TRPC kanálu se neliší od obecné struktury TRP kanálu (Obr. 2A). 

Analýzou zabývající se hydrofobními úseky v aminokyselinové sekvenci bylo u v�tšiny 

podrodin (v�etn� TRPC) predikováno 7 segment�, z nichž první (S0) z�ejm� nemá jasn�
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danou pozici a roli p�i tvorb� membránového póru, následujících 6 segment�

umíst�ných v membrán� spolupracuje na tvorb� transmembránového kanálu. 

Predikovaný membránový pór je lokalizován mezi 5. a 6. transmembránovým 

segmentem, kde je p�ítomná i krátká hydrofobní smy�ka. Oba dva terminální konce jsou 

orientovány intracelulárn� a obsahují modulující domény (Vannier, Zhu et al. 1998). 

 N-terminální konec se skládá z 3-4 ankyrinových opakujících se domén, 

neuspo�ádané oblasti CC „coiled-coil“ a regionu schopného interakce s caveolinem 

(Brazer, Singh et al. 2003). Cytoplazmatický C - terminální konec obsahuje 

charakteristický vzor pro TRP kanály – sekven�ní motiv EWKFAR, za kterým 

následuje evolu�n� konzervovaná oblast bohatá na prolin. Dále byla na C  konci 

dokázána p�ítomnost CIBR regionu vázající kalmodulin, p�ípadn� inositoltrifosfát (IP3) 

(CIBR – Calmodulin Inositol Binding Region) (Obr.2A.). Prodloužený C terminální 

konec TRPC4 a TRPC5 obsahuje unikátní doménu s typickým PDZ motivem, který 

pomáhá udržovat a organizovat signální komplexy na bun��ných membránách 

(Vazquez, Wedel et al. 2004).  
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Obr.2.: Struktura TRPC kanálu 

A) Schematické zobrazení TRPC proteinu v�etn� predikovaných membránových úsek�

a zjišt�ných domén (hydrofobní segmenty S0 (šedá barva), S1-S6 (oranžová barva); AR 

– ankyrinová opakující se doména; mod�e je nazna�ena hydrofobní smy�ka tvo�ící 

transmembránový pór (P) mezi 5. a 6. hydrofobním segmentem aminokyselinové 

sekvence; CIBR – region vázající kalmodulin a inositoltrifosfát) 

B) Seskupení TRPC receptoru v nativní form� do tetramerní struktury. 

C) Rozd�lení TRPC rodiny do podskupin na základ� sekven�ní homologie a funk�ní 

p�íbuznosti (Putney 2004). 
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 Ankyrinová doména vytvá�í také prost�edí pro protein proteinovou interakci a 

vychází vst�íc široké škále vazebných partner�. A�koli nerozeznává specifickou 

sekvenci nebo strukturu, odhaluje na povrchu r�zné druhy reziduí, a tím se predikce 

potenciálních cílových protein� stává složit�jší. U TRPC rodiny je funkce ankyrinových 

domén odlišn�jší. Experimenty se zkráceným N koncem obsahujícím tuto doménu 

potvrdily její nepostradatelný vliv na správnou dopravu TRPC receptoru na 

plasmatickou membránu. Delece ankyrinové domény zp�sobila kumulaci TRPC3 

kanálu v intracelulárních kompartmentech. Podobný d�sledek absence první ankyrinové 

domény byl pozorován u TRPC6 (Wedel, Vazquez et al. 2003). Výjimkou je TRPC1, 

jehož zkrácená varianta bez t�í z celkových �ty� ankyrinových domén utvá�í správn�

fungující kanály na membrán� a reagující na vy�erpání Ca2+ zásob (Zitt, Zobel et al. 

1996).  

 Neuspo�ádaná oblast „coiled-coil“ (CC) má b�žn� na starosti oligomerizaci 

proteinového komplexu a možnost kooperace s dalšími proteiny prost�ednictvím vazby 

v CC oblasti. Pro sekvenci je typický vzor opakování sedmi reziduí skládajících α-

helix. Tyto helixy mezi sebou interagují a formují oligomerní proteinové struktury. CC 

oblast se u TRPC kanál� nachází na obou koncích. P�ítomnost na N-konci p�ispívá svou 

funkcí k homo a heteromerizaci TRPC kanálu p�i tvorb� tetramerního iontového 

uskupení, na rozdíl od CC oblasti umíst�né na C konci, která není schopna dimerizovat 

(Engelke, Friedrich et al. 2002). U TRPC5, TRPC4, odpovídá na N konci neuspo�ádaný 

region za specifickou vazbu s stathiminem, u kterého byla CC oblast s α-helikální 

strukturou taktéž potvrzena. (Greka, Navarro et al. 2003). Umíst�ní CC domény na C 

konci u TRPC3 nemá vliv na funkci a aktivaci kanálu na membrán�. Nicmén� u TRPC1 

se CC doména ú�astní na vazb� s kalmodulinem a její delece výrazn� snižuje aktivitu 

kanálu TRPC1 v signaliza�ní kaskád� mechanismu vstupu Ca2+ do bu�ky (SOCE – 

Store Operated Calcium Entry) (Singh, Liu et al. 2002). 

 U všech �len� byl popsán na cytosolickém N konci podobný motiv sousedící 

s první transmembránovou doménou odpov�dný za interakci s caveolinem. Caveolin 

interaguje s regionem bohatým na aromatické aminokyseliny. Tyto integrální 

membránové proteiny pomáhají zakotvit TRPC kanály v membrán�. Zrušením tohoto 
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úseku u TRPC1 a TRPC3 bylo zabrán�no vzniku kanálu na membrán� a negativn�

ovlivn�na �ídící funkce vstupu Ca2+ kaskádou SOCE kanál� (Brazer, Singh et al. 2003). 

Obr.3.: Vazebné domény strukturní znaky u TRPC rodiny 

Obrázek obsahuje zjišt�né struktury a vazebné domény u TRPC receptoru. 
ern� jsou 

nazna�eny transmembránové segmenty S1-S6. Membránový pór se nachází mezi 5. a 6. 

Segmentem (nazna�eno šipkou skrz membránu). Na terminálním N konci jsou 

lokalizovány proteinové domény: ANK1-4 – ankyrinová doména, CC – „coiled-coil“ 

neuspo�ádaný region, který se nachází na obou terminálních koncích. Na C-terminálním 

konci jsou šed� zvýrazn�ny specifické domény pro TRPC4 a TRPC5. (PDZ –B - PDZ 

doména, CIBR – kalmodulin/IP3vázající region, PLC – fosfolipáza C, IP3R – receptor 

IP3, CaM – kalmodulin) Na obrázku jsou zobranzeny i zachované konzervované 

aminokyselinové úseky: Y(X)4F(X)14W; EWKFAR – Trp box sekvence; LFW – 

sekven�ní motiv zachovaný v domn�lé oblasti transmembránového póru u všech TRPC 

kanál� (Vazquez, Wedel et al. 2004). 
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 Systematická analýza celého transmembránového póru u TRPC dosud nebyla 

provedena. Avšak byly popsány mutace v oblasti hydrofobní smy�ky mezi 

transmembránovými segmenty S5  S6, práv� v blízkosti póru, které m�ly esenciální vliv 

na senzitivitu kanálu k iont�m v souladu s p�edpokládaným iontovým filtrem v této 

oblasti. Studie zabývající se funkcí tohoto filtru zjistily d�ležitost siln� konzervovaného 

aminokyselinového úseku LFW. P�i porušení došlo u TRPC5 a TRPC6 receptoru ke 

zm�n� senzitivity k lanthanoidovým iont�m a mírnému omezení funkce receptoru v 

mechanismu vstupu vápníkových iont� bu�ky, který je za normálních podmínek 

lanthanoidovými ionty inhibován. Postupn� byla identifikována u TRPC5 nabitá 

glutaminová rezidua (Glu543, Glu595, Glu598) regulující tuto senzitivitu 

k lanthanoidovým iont�m (Jung, Muhle et al. 2003). Podobn� byly nalezeny u TRPC1 

v této oblasti aminokyseliny (Glu576, Asp581) hrající d�ležitou roli v citlivosti na Ca2+

ionty (Liu, Singh et al. 2003). 

 Poslední transmembránový segment je následován konzervovanou 

aminokyselinovou sekvencí EWKFAR, která je typická pro všechny �leny TRPC 

rodiny. Za�átek C terminálního konce obsahuje oblasti a domény, které se podílí na 

aktivaci a funkci receptoru. Jedním z nich je prolinový úsek interagující s neuronovým 

proteinem Homer, který iontové kanály asociuje s inositoltrisfosfátovými receptory 

(IP3R) mající na starosti uvol�ování intracelulárních zásob Ca2+ iont�. Do tohoto úseku 

sekvence se mohou specificky vázat i peptidové imunosupresiva konkrétn� peptidyl-

prolyl cis-trans isomerázy FKBP12 a FKBP52. Imunoprecipita�ní studie zjistily, že 

kanály TRPC3/6/7 preferují FKBP12, na rozdíl od FKBP52, který je up�ednost�ován 

kanály TRPC1/4/5. Poškozením prolinového úseku zaniká i možnost vazby a regula�ní 

funkce imunosupresiv inhibovat indukovaný elektrický proud skrz membránový kanál, 

jak bylo zjišt�no nap�íklad u TRPC6 (Sinkins, Goel et al. 2004). 

 U všech �len� TRPC podrodiny byly popsány interakce s kalmodulinem a IP3R 

receptory (Tang, Lin et al. 2001). Odpov�dnost za tuto skute�nost má tzv. oblast CIBR, 

která obsahuje vazebný motiv pro oba dva proteiny. TRPC3 kanál má tuto oblast 

lokalizovanou na C-konci kanálu mezi 751–821 aminokyselinou. IP3R a TRPC3 jsou 

sou�ástí mechanismu kontrolující ho vstup vápníkových iont� (SOCE) u bun��né linie 

HEK293. Do tohoto regionu se váže i kalmodulin. Vazebné motivy se p�ekrývají, což je 

p�í�inou, že si vazební partne�i CaM a IP3R konkurují (Boulay, Brown et al. 1999). 
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 TRPC4 a TRPC5 sdílí na prodlouženém C terminálním konci PDZ vazebnou 

doménu s motivem „VTTRL“. PDZ doména je typická pro „scaffold“ proteiny, Na+/H+

iontové pumpy a regula�ní faktory. Imunoprecipitací byla prokázána interakce PDZ 

domény spole�n� s adaptorovým proteinem NHERF, eventuáln� s β podjednotkou 

fosfolipázy C a taky cytoskeletonovými kompartmenty (Tang, Tang et al. 2000). 

Zkrácená forma TRPC4β bez PDZ domény, snižuje expresi TRPC4 a jeho následnou 

distribuci na membránu. 

 Nglykosylace moduluje aktivitu TRP kanál�, které jsou glykosylovány na 

extracelulárních oblastech. V rámci TRPC podskupiny glykosylace vysv�tlila odlišnosti 

mezi �leny TRPC3, TRPC6 a TRPC7. Kanál TRPC3 je monoglykosylován na prvním 

extracelulárním úseku mezi segmenty S1-S2, zatímco TRPC6 a TRPC7 je 

diglykosylován v prvních dvou extracelulárních úsecích a jejich bazální aktivita je siln�

regulována (Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003). 

 TRPC jsou neselektivní membránové iontové kanály propustné pro kationty. 

R�zná selektivita �len� pro Ca2+/Na+ je charakteristická pro tuto podrodinu. Komplikací 

pro další popis a charakterizaci TRPC je schopnost vytvá�et funk�ní multimerní 

heterotetramery mezi jednotlivými �leny podrodiny, ale i mezi kanály z jiných 

podrodin. Mezi nej�ast�ji zastoupené pat�í komplexy TRPC1 s TRPC4 a TRPC5 

(Montell 2005). 
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Obr.4.: Proudové charakteristiky jednotlivých �len� TRPC 

M��ení elektrofyziologických vlastností �len� TRPC odhalilo r�zné pr�b�hy 

voltampérových charakteristik, usnad�ující popisování heteromerních komplex� TRP 

kanál� (Wu, Sweet et al. 2010). 

 Objeveny byly i heteromerní formy mezi TRPC3/TRPC6/TRPC7. Tyhle 

multimerní kanály mají signifikantn� odlišné vlastnosti v permeabilit� a proudových 

charakteristikách (Obr.4.) od svých homomerních verzí. Elektrochemicky zjišt�né 

voltampérové charakteristiky se používají k determinaci správného složení 

heteromerních kanál� (Strubing, Krapivinsky et al. 2001; Goel, Sinkins et al. 2002; 

Hofmann, Schaefer et al. 2002). 

1.2.2 Funkce a regulace TRPC kanál�

 TRPC jsou p�edevším neselektivní membránové iontové kanály propustné pro 

kationty. Typická pro �leny TRPC rodiny je selektivita pro Ca2+/Na+. Charakteristické 

jsou i další vlastnosti jako vysoká vápníková selektivita, nízká vodivost a variabilita 

modulace závislé na koncentraci intracelulárního vápníku. Rozdílná deaktivace 

iontového kanálu ovliv�ující intenzitu p�enášeného signálu z TRPC d�lá ideální 
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regula�ní partnery (Bolotina 2008; Birnbaumer 2009; Kiselyov and Patterson 2009). 

 Dosud z velkého množství studií lze ukázat, že v jistých podmínkách se TRPC 

kanály chovají dokonce jako kanály zapojené do kontroly vstupu vápníkových iont� do 

cytoplazmy (SOCE). Ú�ast všech �len� TRPC receptor� do SOCE kaskády je ovšem 

stále diskutabilní, protože byly popsány interakce pouze n�kterých �len� TRPC 

podrodiny s proteiny STIM1 a ORAI1, které jsou kompartmenty SOCE vápníkové 

regulace. TRPC1 pat�í mezi ty, které ochotn� tvo�í komplexy, a tak p�ispívá k funkci 

SOCs kanál� (Ambudkar, Ong et al. 2007). Protein ORAI1 taktéž reaguje s TRPC1 a 

vzniklý komplex moduluje podjednotku proteinu STIM1 (Lu, Branstrom et al. 2010). 

Imunoprecipita�ními studiemi byla prokázána vazba STIM1 s TRPC1, TRPC4 a 

TRPC5, které jsou zatím �azeny do skupiny regulátor� SOCE (Firth, Remillard et al. 

2007; Sours-Brothers, Ding et al. 2009). Interakce ostatních �len� byly pozorovány jen 

v n�kterých expresních systémech a u vybraných linií bun�k. Podporují tak názor, že 

p�ímé zapojení TRPC kanálu do kaskády SOCE má na sv�domí spíše unikátní lipidové 

složení membrány v okolí kanál�, které tvo�í tzv. lipidové rafty (Pani, Ong et al. 2008). 

Ostatn� ani p�ímé vysv�tlení funkce TRPC1 jako SOCE kanálu zatím není známo 

(Worley, Zeng et al. 2007; Kim, Zeng et al. 2009). 

1.2.2.1 Regulace TRPC kanál�

 TRPC kanály mohou být aktivovány širokou škálou intracelulárních a 

extracelulárních podn�t� pocházejících z okolí bun�k. Citlivost v��i r�zným podn�t�m 

a zp�sob reakce je ur�ena specifickými podmínkami v bu�ce, které ovliv�ují aktivitu 

TRPC kanál�, nap�. fosforylace, lipidové okolí, koncentrace ligand�, p�ítomnost 

adaptorových protein� nebo kombinací více podmínek (Ramsey, Delling et al. 2006). 

 Jedním zp�sobem aktivace TRPC kanál� je spolupráce s receptory vázající G 

proteiny. P�ípadn� mohou TRPC být aktivovány kooperací s r�znými izoformami 

fosfolipázy C, receptory serin/tyrosin proteinkináz, nebo interakcí s efektorovými 

molekulami (Venkatachalam, van Rossum et al. 2002).

 P�ítomnost lipidu 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OAG) v membrán� ukázala na 

stálou modulaci aktivace u skupiny kanál� TRPC3/6/7. Tyto kanály mohou být 

aktivovány diacylglycerolovými lipázami a kinázovými inhibitory na rozdíl od 
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monoacylglycerol�, které je neaktivují. Samostatný diacylglycerol (DAG), p�ípadn�

OAG je schopni aktivovat TRPC3 a TRPC6.  

 Mechanismus aktivace kanál� je zajišt�n receptory, které spolupracují s 

fosfolipázou C nezávisle na �ízení IP3R nebo SOCE. Do aktivace se nezapojuje 

proteinkináza C (PKC) a otev�ení kanálu signální drahou zahrnující PLC je nezávislé na 

p�ítomnosti IP3 (Trebak, St et al. 2003). Funkce TRPC6 se ukazuje jako regula�ní 

receptor. 

1.2.2.2 Regulace fosfolipázou 

 V aktiva�ní dráze pomocí G proteinu je efektorovou molekulou podjednotka 

Gαq/11 vázající se na β jednotku fosfolipázy C (PLC��, která katalyzuje št�pení 

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu (PIP2) p�ítomného v membrán�, a tím uvol�uje 

molekuly sloužící jako sekundární mediátory signálu: inositol-1-4-5-trisfosfát (IP3) a 

diacylglycerol (DAG). IP3 p�sobí na IP3 receptory lokalizované v membrán�

endoplazmatického retikula, a spouští uvol�ování Ca2+ z jeho zásob. Zatímco DAG se 

dál ší�í podél plasmatické membrány, kde m�že modulovat ostatní receptorové sou�ásti, 

nej�ast�ji jsou to r�zné formy Ser/Thr proteinkináz C (PKC). Další izoformy PKC se 

mohou aktivovat zvýšenou intracelulární koncentrací Ca2+. Rozdílné reakce na p�vodní 

signál se op�t sbíhají v jednu, kterou vyvolal p�vodní efektor. 

1.2.2.3 Regulace fosforylací

 Fosforylace pomocí proteinových kináz je opakovatelná a reverzibilní 

posttransla�ní modifikace, která m�že ovliv�ovat vlastnosti iontových kanál�. Vliv 

fosforylace byl nejlépe popsán u TRPV1 kanálu (Chuang, Prescott et al. 2001; Crandall, 

Kwash et al. 2002; Hu, Bhave et al. 2002; Numazaki, Tominaga et al. 2002). 

TRPC3 m�že být fosforylován pomocí cGMP dependentní protein kinázou G (PKG). 

Mutace dvou fosforyla�ních míst (Tyr11, Ser263) zna�n� redukuje inhibi�ní efekt 

cGMP na influx Ca2+ v SOCE dráze vyvolaný TRPC3 (Kwan, Huang et al. 2004). 

Negativní vliv na regulaci TRPC3 má fosfylace serinu 712 závislá na PKC, tento serin 

je konzervován nap�í� celou rodinou TRPC. Fosfolipáza C vytvá�í mediátorové 

molekuly jako je diacylglycerol, který zp�sobuje aktivaci TRPC3 a zárove� generuje 
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signál pro zp�tnou odpov�� práv� cestou �ízené fosforylace PKC (Trebak, Hempel et al. 

2005). U TRPC6 regulace aktivity p�ímou fosforylací zajiš	uje interakce s Src proteiny 

– proteiny tyrosinových kináz (PTK) (Hisatsune, Kuroda et al. 2004). PKC m�že 

fosforylovat dokonce i TRPC5. Inhibitory PKC zabránily následné desenzitizaci TRPC5 

po aktivování pomocí G-protein vázajícího receptoru. Substituce Tyr 972 na C konci 

TRPC5 za alanin dramaticky zpomalila tento desenzitiza�ní proces (Zhu, Chae et al. 

2005). 

1.2.2.4 Regulace proteiny vázající Ca2+ ionty 

 Zvýšením intracelulární Ca2+ koncentrace se vápníkové ionty vážou na vápník 

vazebné proteiny, které jsou alosterickými modulátory receptor�, které pro svou 

správnou funkci pot�ebují tyto vazebné proteiny. V p�ípad� kalmodulinu (CaM) jsou to 

Ca2+/CaM dependentní kinázy (CaMKs) nebo práv� iontové kanály, mezi které pat�í i 

TRPC, protože obsahují vazebné domény pro tyto partnery. 

 Kalmodulin kontroluje mnoho bun��ných mechanism� závislých na Ca2+ a pat�í 

mezi d�ležité modulátory r�zných iontových kanál�. N�kolik studií se zam��ilo na CaM 

vazebné domény a jejich funkce na regulaci TRP receptorové aktivity (Zhu 2005). První 

zmínka o interakci mezi CaM a TRP kanály pochází ze studie zabývající se purifikací 

CaM vazebných protein� u (Drosophila melanogaster) (Phillips, Bull et al. 

1992).Výsledkem bylo potvrzení p�íslušnosti TRPL kanálu (TRP like kanál) do TRP 

rodiny a lokalizace dvou vazebných motiv� pro CaM (CaMBD) na C konci u TRPL 

kanálu - CaMBD1 (AMK 710–725) a CaMBD2 (AMK 859–871) (Phillips, Bull et al. 

1992). CaMBD váže CaM závislým na p�ítomnosti Ca2+ a interakce je regulována 

fosforylací dvou serinových reziduí S721 S722 (Warr and Kelly 1996; Trost, Marquart 

et al. 1999). 

 Vazebné experimenty na TRPC3 kanálu zjistily, že IP3R a CaM interagují p�ímo 

s oblastí na C konci zvanou CaM/IP3R vazebný region (CIBR) (Boulay, Brown et al. 

1999; Zhang, Tang et al. 2001). Interakce CaM s TRPC3 m�la inhibi�ní efekt na funkci 

kanálu. Zrušení inhibice kanálu se poda�ilo p�ítomností IP3R, který z�ejm� konkuruje 

p�i vazb� do CIBR oblasti a nahrazuje CaM, tím zp�tn� aktivuje kanál (Zhang, Tang et 

al. 2001). Delecí CIBR oblasti byl p�erušen správný transport proteinu na membránu, 
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což nazna�uje sekundární funkci této CIBR domény (Wedel, Vazquez et al. 2003). 

Sekven�ní homologií byl CIBR motiv identifikován u všech TRPC kanál�. Nicmén�

jejich senzitivita a odpov�� na CaM a IP3R je u podrodiny r�zná (Tang, Lin et al. 

2001). Byla prokázána p�ítomnost více domén citlivých pro CaM interakci. U TRPC4 

na C konci byla objevena dv� místa na C konci (AMK 688–759; AMK 786–848), která 

interagují s kalmodulinem zp�sobem závislým na Ca2+ (Trost, Bergs et al. 2001).  

 C terminální konec TRPC1 je též schopen interakce s CaM, konkrétn� s dv�ma 

regiony lokalizovanými mezi AMK 719–749 (CaMBD1) a 756–793 (CaMBD2) (Singh, 

Liu et al. 2002). Delece první oblasti nem�la vliv na thapsigarginem vyvolanou 

zvýšenou intracelulární koncentraci Ca2+, ani na odpov�� SOCE kaskády závislé na 

Ca2+ iontech. Nýbrž delece druhé oblasti zvýšila SOCE odpov�� a snížila Ca2+

dependentní inhibici kanálu (Singh, Liu et al. 2002). Zajímavostí je zapojení 

adaptorového proteinu Homer a komplexu TRPC1-IP3R, které je vyžadováno p�i vzniku 

odpov�di TRP kanálu na signál. Rozpad dynamického komplexu TRPC1-Homer-IP3R 

je soub�žný s aktivaci TRPC1 (Yuan, Kiselyov et al. 2003). 

 Regulace aktivity kanálu dependentní CaM byla stanovena u TRPV kanál�, u 

kterých byla podrobn� zkoumána. TRPV1 obsahuje 2 CaM vazebná místa, každé na 

jednom terminálním konci. Narušení CaMBD domény na C konci zp�sobuje 

desenzitizaci TPRV1 kanálu (Numazaki, Tominaga et al. 2003), kdežto vazba CaM do 

CaMBD domény lokalizované na N konci snižuje capsaicinem vybuzený proud 

(Rosenbaum, Gordon-Shaag et al. 2004). 

1.2.3 Charakteristika jednotlivých �len� TRPC rodiny 

1.2.3.1 TRPC1 

 Prvním popsaným �lenem této rodiny byl TRPC1, který je aktivován cestou G-

proteinovou kaskády prost�ednictvím metabolotropního glutamátového receptoru 

mGluR1 v neuronech a p�ispívá k signálu z pomalu excitovatelných postsynaptických 

bun�k (EPSP) (Kim, Kim et al. 2003). TRPC1 poskytuje Ca2+ iont�m d�ležitou vstupní 

dráhu do bun�k, a proto je exprimován na r�zných typech bun�k, jako jsou nap�íklad 
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endoteliální bu�ky (Tiruppathi, Ahmmed et al. 2006), krevní desti�ky (Authi 2007), 

bu�ky hladkého svalstva (Dietrich, Chubanov et al. 2006) nebo B lymfocyty (Mori, 

Wakamori et al. 2002). Diskutabilním tématem je funkce TRPC1 jako 

mechanosenzitivního kationtového kanálu, odpov�dného za membránovou kontraktilitu 

(Maroto, Raso et al. 2005; Gottlieb, Folgering et al. 2008). Pokus s vypnutým genem 

pro TRPC1 ukázal snížení sekreci tekutin slinovými žlázami, které jsou �ízené 

neurotransmitery (Liu, Cheng et al. 2007). Princip TRPC1 je podobný s principem 

TRPC5 p�i axonovém r�stu a v�tvení neuron� (Yu, Gu et al. 2010). D�íve byl prokázán 

vliv na vývoj cév. TRPC1 je také zapojen do regulace stavu bd�losti, spánku, 

ostražitosti a vnímání chuti, díky peptidovému hormonu orexinu A (Larsson, Peltonen 

et al. 2005). 

1.2.3.2 TRPC2 

 TRPC2 se vyskytuje u lidí ve form� pseudogenu, který z�ejm� u nich ztratil svou 

funkci, ovšem u nižších obratlovc� (hlodavci a hadi) má jednu z nejd�ležit�jších funkcí. 

Vyskytuje se v senzorických vomeronasálních neuronech Jacobsonova orgánu, kde 

moduluje �ichové signály (Yildirim and Birnbaumer 2007) a p�evádí feromonové 

stimuly na nervové signální dráhy (Liman, Corey et al. 1999). Popsána byla i zapojení 

TRPC2 ve Ca2+ signaliza�ní kaskád� p�i vazb� spermie na vají�ko pomocí zonálního 

receptoru ZP3 (Yildirim and Birnbaumer 2007). TRPC2 je také zapojen do 

vyprazd�ování intracelulárních zásob Ca2+ iont� (Gailly and Colson-Van Schoor 2001). 

U erytroblastu byla zjišt�na aktivace TRPC2 cestou IP3 a PLCγ (Tong, Chu et al. 2004). 

1.2.3.3 TRPC3 

 Bohatý výskyt TRPC3 byl potvrzen v mozku a bu�kách hladkého a srde�ního 

svalu (Riccio, Medhurst et al. 2002; Clapham 2003). TRPC3 pat�í do skupiny receptor�

aktivovaných DAG cestou jako všechny iontové kanály TRPC rodiny i TRPC3 je 

schopen p�ímo interagovat s kalmodulinem a inositoltrisfosfátem (IP3) díky CIBR 

vazebné domén� (Wedel, Vazquez et al. 2003; Lemonnier, Trebak et al. 2008). Popsána 

byla aktivace iontového TRPC3 pomocí tzv. purinoceptor�. Modulace TRPC3 cestou 

IP3 vede k zúžení arterií v mozkové tkáni (Xi, Adebiyi et al. 2008) a navíc pomáhá p�i 
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tvorb� nových synaptických spoj� u neuronové bu�ky (Amaral and Pozzo-Miller 2007). 

Regulací influxu Ca2+ iont� skrz membránu dochází k depolarizaci plazmatické 

membrány u endoteliálních bun�k (Ahmmed and Malik 2005) a k vazokonstrikci bun�k 

hladkého svalstva (Kwan, Huang et al. 2007). 

1.2.3.4 TRPC4 

 TRPC4 se nej�ast�ji nachází v membránách endoteliálních bun�k a v bu�kách 

hladkého svalstva (Beech 2005; Tiruppathi, Ahmmed et al. 2006). P�ítomnost byla 

zjišt�na též v r�zných oblastech mozku (Zechel, Werner et al. 2007), ledvin, 

nadledvinek (Philipp, Trost et al. 2000; Freichel, Vennekens et al. 2005) a v Cajalových 

intersticiálních bu�kách (ICC) starajících se o uklid�ování st�evní peristaltiky (Kim, So 

et al. 2006). TRPC4 pat�í mezi neselektivní iontové kanály ú�astnící se transdukce 

nervového signálu žalude�ního hladkého svalstva po stimulaci muskarinem (Lee, Jun et 

al. 2005). Experimenty na myších s knockoutovaným genem TRPC4 ukázaly funk�ní 

vliv iontových kanál� TRPC4 na distribuci a vstup Ca2+ iont� do endoteliáních bun�k, 

které �ídí správnou ší�ku cév ovliv�ující vazorelaxaci a vazokonstrikci (Freichel, Suh et 

al. 2001). 

1.2.3.5 TRPC5 

 TRPC5 podobn� jako TRPC4 má zvýšenou expresi ve více tkáních v�etn�

mozku (Hofmann, Schaefer et al. 2000). V centrální nervové soustav� tvo�í multimerní 

kationtové kanály s TRPC1 a spole�n� mají d�ležitou roli p�i vývoji mozkové tkán�

(Strubing, Krapivinsky et al. 2001; Strubing, Krapivinsky et al. 2003). V neuronech 

TRPC5 asociuje se synaptotagminem a stathminem-2. Vezikulárním transportem je 

dopravován až do r�stových vrchol� neuritu (Greka, Navarro et al. 2003). Zmín�ný 

vezikulární transport TRPC5 je aktivován pomocí epidermálního r�stového faktoru 

(EGF) závislého na p�ítomnosti fosfatidylinositol-3-kinázy (PI3K), GTPázy s 

podjednotkou Rac1 a fosfatidylinositol-4-fosfát-5-kinázy (PIP(5)K) (Bezzerides, 

Ramsey et al. 2004). TRPC5 reguluje délku nár�stu hipokampálního neuritu a následn�

morfologii neuronového r�stového kuželu. TRPC5 m�že být regulován i vn�jšími 

faktory jako jsou nap�íklad trojmocné La3+ ionty nebo pomocný protein EBP50 
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(Obukhov and Nowycky 2008). P�ítomnost TRPC5 a jeho aktivace Gproteiny 

spárovanými s neurálními receptory byla popsána u amygdaly, která ur�uje chování p�i 

emo�ních prožitcích a strachu (Riccio, Li et al. 2009).

1.2.3.6 TRPC6 

 Tomuto �lenu TRPC rodiny je v�nována kapitola 1.3. 

1.2.3.7 TRPC7 

 Posledním z rodiny TRPC je �len TRPC7, u kterého dosud jeho funkce není 

známa. Je velmi exprimován v mozkové tkáni, kde se váže a podílí na aktivaci skupiny 

1mGlu-receptor� v neuronech, které uvol�ují acetylcholin (Berg, Sen et al. 2007). Jsou 

hypotézy, že TRPC7 se ú�astní regulace Ca2+ iont� p�i aktivaci angiotensinu 1.typu 

závislé na p�ítomnosti kalcineurinu. Touto cestou se TRPC7 m�že podílet na apoptóze 

myokardového svalu, což vede k srde�nímu infarktu (Satoh, Tanaka et al. 2007). 

1.3 TRPC6 

 TRPC6 je neselektivní kationtový kanál 6x více propustný pro Ca2+ než Na+. 

Exprimovaný homotetramerní kanál v nativní form� má typickou volt-ampérovou 

charakteristiku a je p�ímo aktivován pomocí druhého posla diacylglycerolu (DAG). 

TRPC6 proteiny jsou také regulovány specifickými tyrosin nebo serin fosforylázami a 

fosfoinositoly. TRPC6 hraje d�ležitou roli ve mnoha fyziologických mechanismech, což 

potvrdil jeho specifický expresní projev p�i analýzách s knockoutovaným myším genem 

TRPC6. Kontrakce bu�ek hladkého svalstva je vyvolávána vstupem sodných iont� p�es 

membránu do lumen bu�ky. TRPC6 kanály a nap�tím aktivované vápníkové kanály �ídí 

membránovou depolarizaci. Propustnost pulmonárních endotheliálních bun�k závisí na 

TRPC6 a m�že dokonce zp�sobovat lokální ischemii p�i edému plic. TRPC6 byl také 

identifikován jako nepostradatelná složka podocyt� v ledvinové tkáni a navíc má 

d�ležitou roli v ochran� neuron� po mozkové ischémii. Další funkce TRPC6 

v imunitních a krevních bu�kách z�stávají nepopsané. V poslední dob� se poda�ilo najít 
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blokátory TRPC6, což m�že být nápomocné pro terapeutické p�ístupy u nemocí, p�i 

kterých je TRPC6 vysoce aktivován. 

1.3.1 Gen a protein 

 Nezkrácenou cDNA TRPC6 se poda�ilo isolovat z myších mozkových bun�k 

(Boulay, Zhu et al. 1997), zatímco lidský TRPC6 byl naklonován z placentárních bun�k 

(Hofmann, Obukhov et al. 1999). Gen TRPC6 je umíst�n na chromozomu 11q21-q22 a 

obsahuje 13 exon� (D'Esposito, Strazzullo et al. 1998). Myší verze má stejný po�et 

exon� a je lokalizována na 9 chromozomu. Celkový protein se skládá z 931 

aminokyselin (lidský), respektive 930 aminokyselin (myší). 

 P�edpokládaná transmembránová struktura je podobná ostatním TRP kanál�m 

s intracelulárn� orientovanými N- a C- terminálními konci, s 6ti transmembránovými 

segmenty a pórem tvo�eným hydrofobní smy�kou mezi 5. a 6. segmentem. 
ty�i 

monomerní jednotky se podílí na tvorb� funk�ního tetrameru membránového kanálu, 

který ve svém centru je pr�chodný pro ionty skrz membránu. 

 Glykosyla�ní studie odhalila dv� potenciální místa v první a druhé extracelulární 

smy�ce (Asn473, Asn561), která mohou být glykosilována. Glykosilace je jedním 

faktorem pro správné formování a fungování receptoru TRPC6 (Dietrich, Mederos y 

Schnitzler et al. 2003). Mutace Asn561 na Gln561 zabra�uje glykosylaci a je dostate�ná 

pro zvýšení basální aktivity TRPC6 (Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003). 

 Funk�ní charakteristiky TRPC6 tetramerních jednotek vyprodukovaných 

r�znými bun��nými liniemi nemusí odpovídat jejich fyziologickým vlastnostem „in 

vivo“, protože TRPC6 v p�irozeném prost�edí m�že utvá�et složené iontové kanály, tzv. 

heteromerní komplexy. R�zné experimentální p�ístupy došly k záv�r�m, že TRPC6 

sestavuje homo i heterotetramery v rámci �len� TRPC podrodiny TRPC3/6/7 

(Hofmann, Schaefer et al. 2002). Tyto výsledky potvrdila i systematická 

imunoprecipita�ní studie TRPC protein� izolovaných ze synaptosom� (Goel, Sinkins et 

al. 2002). Další kombinace heterotetramer� s TRPC1 spole�n� TRPC4/5 a TRPC6 byly 

identifikovány v HEK293 bu�kách, v embryonálních mozkových tkáních na rozdíl od 

dosp�lé mozkové tkán� (Strubing, Krapivinsky et al. 2003). D�kaz pro TRPC1/3, 

TRPC1/6 a podobnou heteromerní kombinaci TRPC1/7 byl získán elektrofyziologickou 
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analýzou p�íslušných volt-ampérových charakteristik u pozorovaných heteromerních 

komplex� iontových kanál� v r�zných expresních systémech (Storch, Forst et al. 2012).

Ve shod� s kombinatorními pravidly se zdá, že vzniklý proud TRPC4 a TRPC6 koreluje 

s  myším kationtovým kanálem v bu�kách hladkého svalstva ve st�ev�, avšak netvo�í 

heteromerní kationtové komplexy, ale fungují nezávisle na sob� (Tsvilovskyy, Zholos et 

al. 2009). 

 Obecn� platí, že v živých tkáních se TRPC receptorové komplexy mohou 

seskupovat do supramolekulárních signálních komplex� s dalšími adaptorovými 

proteiny. Vzniklé uskupení protein� se nazývá signálplex. Takovéto komplexy byly 

pozorovány u TRPC6, nap�. v nervových bu�kách PC12, kde byly TRPC6 kanály 

soust�ed�ny okolo proteinkinázy C, proteinu vázajícího FK-506 a calcineurinu p�ípadn�

kalmodulinu (Kim and Saffen 2005). Proteomickým p�ístupem byly protilátkami anti-

TRPC5 a anti-TRPC6, potvrzeny signálplexy TRPC5 a TRPC6 obsahující n�kolik 

cytoskeletárních protein� a také cytoplazmatickou Na+/K+-ATPázovou pumpu (NKA) v 

ledvinových bu�kách exprimovaných  HEK293 linií. P�ekvapiv� TRPC5 a TRPC6 

signálplexy nebyly potvrzeny v podobných komplexech s NKA pumpou a 

cytoskeletárními proteiny v mozkových bu�kách (Goel, Sinkins et al. 2005).  

 Nicmén� stále z�stává debatou interakce TRPC kanál� s proteiny Orai1a taktéž 

s STIM proteiny, jakož to nezbytná interakce pro �ízený vstup Ca2+ iont� (SOCE). 

Zatímco TRPC6 není schopný interakce s STIM proteiny p�ímo, pouze nep�ímo v 

heteromerních komplexech s TRPC1 (Yuan, Zeng et al. 2007), další výzkumy potvrzují 

TRPC6/Orai1 interakci v HEK293 bun��ném systému, nebo	 stabilní exprese TRPC6 

v bu�kách signifikantn� zvyšuje SOCE proudové charakteristiky (Liao, Erxleben et al. 

2008; Liao, Plummer et al. 2009). Aktivace TRPC kanál� pomocí STIM protein�

p�ípadn� Orai1 kanál� byla zpochybn�na, protože STIM proteiny nemají vliv na TRPC6 

proudovou charakteristiku ve svalových bu�kách (DeHaven, Jones et al. 2009). To 

upevnilo názor, že TRPC a Orai1-STIM signalizace se objevuje u jiných 

plasmamembránových domén (DeHaven, Jones et al. 2009). V sou�asné dob� výzkumy 

nazna�ují, že tento zásoby �ídící komplex TRPC6 STIM Orai1 m�že existovat u 

lidských krevních desti�ek (Jardin, Gomez et al. 2009; Berna-Erro, Galan et al. 2012). 
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ty�i akyrinové domény umíst�né na N-terminálním konci TRPC6 jsou 

typickým zástupcem pro protein-protein interakce. V kvasinkových hybridních 

systémech druhá akyrinová doména váže MxA, protein z dynaminové rodiny. MxA 

p�sobí na aktivitu TRPC6 GTP-závislým zp�sobem (Lussier, Cayouette et al. 2005). 

 TRPC6 obsahuje konzervovanou sekvenci aminokyselin tzv. „TRP box“ 

(sekvence EWKFAR), která je identická pro celou TRPC rodinu. Na C-terminálním 

konci se nalézá IP3 receptor vázající doména (Boulay, Brown et al. 1999), která se 

p�ekrývá s vazebným místem pro kalmodulin (Zhang, Tang et al. 2001) a regionem 

interagující s fosfoinositolem (Kwon, Hofmann et al. 2007).  

1.3.2 Vlastnosti iontového kanálu TRPC6 

 TRPC6 je Ca2+ propustný neselektivní kationtový kanál vykazující konduktivitu 

28-37 pS. Pom�r iontové propustnosti PCa/PNa odpovídá 6 (Hofmann, Obukhov et al. 

1999; Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003; Shi, Mori et al. 2004). Tyto znaky 

TRPC6 odlišují od jinak velmi podobného TRPC3, který má nižší selektivitu pro Ca2+

s iontovým pom�rem 1,1 a mírn� vyšší vodivostí 60-66 pS (Owsianik, Talavera et al. 

2006). Nicmén� Ca2+ ionty p�ispívají jen malým procentem (4%) k celkovému 

bun��nému proudu bun�k linie HEK293, který byl produkován TRPC6 v p�ítomnosti 

extracelulárního Na+ (Estacion, Sinkins et al. 2006). Použitím heteromerní kombinace 

blokátor� pro nap�tím �ízené kalciové kanály dojde k úplnému p�erušení influxu Ca2+

iont� po p�edchozí aktivaci TRPC6 v bu�kách hladkého svalstva (Soboloff, Spassova et 

al. 2005).To podporuje model zd�raz�ující Na+ vstup skrz TRPC6 kanály, což následn�

depolarizuje membránu a aktivuje kalciové kanály �ízené nap�tím, které jsou odpov�dné 

za podstatnou �ást Ca2+ influxu (Gudermann, Mederos y Schnitzler et al. 2004). 

 V poslední dob� se ukázalo, že TRPC6 také vytvá�í Zn2+ �ídící kanály, které 

slouží k akumulaci intracelulárních Zn2+iont� v HEK293 bu�kách (Gibon, Tu et al. 

2011). Zda kanál p�ispívá k Zn2+ homeostázi v lidských tkáních z�stává stále 

neprokázano.

 TRPC6 je receptor �ídící se striktn� nízkou bazální aktivitou na rozdíl od 

TRPC3, pro který je naopak charakteristická bazální aktivita vysoká. Jak bylo popsáno 



37 

d�íve (Obr.3.;kapitola 1.2.1) dvojitá glykosylace je d�ležitým znakem klidové aktivity 

kanálu TRPC6 (Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003). 

 P�estože se lidský TRPC6 zdá být produkován nejvíce v plicích a placentárních 

bu�kách, jeho p�ítomnost byla objevena i v ledvinách, slezin� a vaje�nících (Hofmann, 

Schaefer et al. 2002). Blotovací technikou byl TRPC6 u myší lokalizován krom� plic 

také v mozkové tkáni (Boulay, Zhu et al. 1997). 

Obecn� byl TRPC6 nalezen v tkáních obsahující hladké svalové bu�ky jako jsou práv�

plíce, žaludek, tlusté st�evo, st�evo, jícen a d�loha (Beech, Muraki et al. 2004). TRPC6 

je produkován v ledvinách, konkrétn� byl zjišt�n v glomerulech analýzou pacient�

s fokální segmentální glomerulosklerózou (FSGS) (Mottl, Lu et al. 2013). 

1.3.3 Regulace TRPC6 

 TRP byly p�vodn� popsány jako iontové kanály selektivní pro Ca2+ a aktivované 

vyprázdn�ním intracelulárních Ca2+zásob (SOC = store-operated channel). Po jejich 

funk�ní charakterizaci a rozd�lení se ukázalo, že pro všechny TRPC kanály to není 

pravda. TRPC kanály vykazují mírnou Ca2+ selektivitu (PCa/PNa= 0,5-9) a navíc u 

n�kterých �len� TRPC3/6/7 dochází k aktivaci p�sobením molekul druhých posl�

(diacylglycerolem, produkovaným receptorov� aktivovanou fosfolipázou C) bez zásahu 

vnit�ních iontových zásob, �ili receptorov� kontrolovanou aktivací (ROC = receptro 

operated channel) (Hofmann, Obukhov et al. 1999; Mori, Okada et al. 1999). 

 Extracelulární Ca2+ má komplexní vliv na aktivitu TRPC6. Vysoká 

extracelulární koncetrace ([Ca]EX>2mM) inhibuje aktivitu TRPC6 vyvolanou 

vasopressinem v krysích bu�kách A7r5 linie. Snížení koncentrace [Ca]EX na 50-200 µM 

usnadnilo op�tovný vzniku kationtových proud� modulovaných TRPC6 a následující 

úplné odstran�ní Ca2+ iont� vedlo k celkovému poklesu proudu (Jung, Strotmann et al. 

2002). Tato pozorování aktivace TRPC6 a další modulaci pomocí extracelulární 

koncentrace Ca2+ zahrnují fosforylaci kalmodulin dependentní kinázy II (Shi, Geshi et 

al. 2013). Podobný jev není spole�ný u nejvíce sekven�n� p�íbuzného �lena, TRPC7 

kanálu (Shi, Mori et al. 2004). 
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 Vazba fosfatidylinositol�, speciáln� fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfátu (PIP3) 

byla popsána ve vazebném míst� pro kalmodulin (Kwon, Hofmann et al. 2007). Mutace 

v tomto vazebném regionu, který byl p�vodn� identifikován jako CIBR 

kalmodulin/IP3receptor vázající region, snížily schopnost vazby k PIP3, zvýšily afinitu 

ke kalmodulinu a též redukovaly proud modulovaný kanálem TRPC6. Naopak mutace 

zvyšující schopnost vazby k PIP3 vedla k omezení afinity ke kalmodulinu a zvedla 

TRPC6 proudy, zatímco trojitá mutace R853Q K860Q R861Q vedla k omezení 

interakce s ob�ma vazebnými partnery (Kwon, Hofmann et al. 2007). 

TRPC6 je tedy iontový kanál s komplexní regulací intracelulární, extracelulární 

koncentrací Ca2+, kalmodulinem a též fosfatidylinositoly. 

Obr.5.: Schematické zobrazení sekvence TRPC6 

A) Struktura receptoru TRPC6 s vyzna�enými glykosyla�ními místy (šedá barva) a 

uskupením transmembránových segment� (S1-S7) 

B) TRPC rodina vytvá�í nativní multitetramerní komplexy. Nazna�eny jsou komplexy, 

které se poda�ilo identifikovat imunoprecipita�ními metodami nebo pomocí rozboru 

volt-ampérových charakteristik. 
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C) Sekvence TRPC6 receptoru s vyzna�enými potenciálními fosforyla�ními místy 

(�ervené R), v�etn� typických strukturních znak� – ankyrinová doména (zelené A), 

neuspo�ádaná oblast „coiled-coil“ (�ervené CC), transmembránové segmenty S1-S5, 

konzervovaný úsek zvaný TRP box (hn�dá barva), CIRPIB doména zodpov�dná za 

interakci s kalmodulinem, IP3 a PIP2 (Nilius and Flockerzi 2014). 

 TRPC6 a TRPC7 se i p�es velkou podobnost (sekven�ní homologie cca 70%) liší 

výskytem. TRPC6 je nejvíce exprimován v mozku a plicích na rozdíl od TRPC7, jehož 

exprese je nejv�tší v ledvinách a hypofýze (Riccio, Medhurst et al. 2002; Montell 

2005). Aktivace �asto vyžaduje �innost fosfolipázy C, která pomocí kinázových faktor�

produkuje diacylglycerol DAG, který otvírá iontový kanál. Vodivost samotného kanálu 

TRPC6 je 35pS a má unikátní proudovou charakteristiku pro TRPC podrodinu bez 

dalšího sekundárního nár�stu vodivosti (Hofmann, Obukhov et al. 1999). Hlavní funkcí 

TRPC6 je usnad�ování vstupu Ca2+ iont� do bun�k, nap�íklad u krevních desti�ek je 

aktivován kaskádou, kterou spouští trombin (Hassock, Zhu et al. 2002). V hladkém 

svalstvu kontroluje vasokonstrikci cév a kooperuje s vaskulární α−1 adrenoceptorovou 

podjednotkou (Inoue, Okada et al. 2001; Jung, Strotmann et al. 2002). Pokusy 

s knockoutovaným genem pro TRPC6 potvrdily vliv tohoto iontového kanálu na 

distribuci Ca2+, krevní tlak a vasokonstrikci cév v hladkém svalu. Správnou distribuci 

Ca2+ iont� lze �áste�n� opravit správnou funkcí TRPC3 kanálu (Dietrich, Mederos et al. 

2005). Nakonec funkce TRPC6 je esenciální pro epiteliální bu�ky ledvinových 

podocyt�, které jsou zodpov�dné za filtraci glomerulární basální membrány (Reiser, 

Polu et al. 2005; Graham, Ding et al. 2007; Ilatovskaya and Staruschenko 2013). 

1.4 Rodina S100 protein�

 S100 proteiny jsou velká rodina cytoplazmatických a extracelulárních protein�

schopných vázat molekuly Ca2+ iont�. Jsou to malé proteiny produkované v r�zných 

tkáních. Byly nalezeny výhradn� u obratlovc�. Bylo zatím identifikováno nejmén� 24 

r�zných S100 protein� u �lov�ka. P�estože nemají žádnou enzymatickou funkci, 

uplat�ují se jako signální proteiny reagující na zm�nu hladiny intracelulární koncentrace 
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vápenatých iont�. Jsou schopny aktivovat další vazebné partnery a jejich modulací se 

nep�ímo podílí na tvorb� biologické odpov�di. Vazbou na efektorové proteiny jsou 

schopny m�nit jejich enzymovou aktivitu, schopnost interakce s dalšími kompartmenty, 

a tímto zp�sobem regulují r�zné bun��né procesy. Jejich vliv byl potvrzen nap�íklad u 

dynamiky cytoskeletonu, bun��ného r�stu a diferenciace bun�k, avšak nejd�ležit�jší 

p�sobení S100 protein� je u homeostázy Ca2+ iont� a jejich distribuce v bu�ce. 

 U �len� S100 rodiny se projevuje až 65% sekven�ní homologie. Typickým 

znakem této rodiny protein� je vysoký stupe� konzervovanosti aminokyselinové 

sekvence a prostorové struktury. Obsahuje dva tzv. „EF-hand“ motivy zodpov�dné za 

vazbu Ca2+. 

 U velkého po�tu závažných nemocí jako jsou rakovina, Down�v syndrom, 

Alzheimerova choroba, kardiomyopatie, lupénka a dalších byla zjišt�na nesprávná 

funkce S100 protein�. D�ležitost S100 protein� v diagnostice tak nar�stá a jsou 

používány jako terapeutické markery. 

1.4.1 Struktura S100 

 B�hem posledních let byla pomocí NMR a rentgenové krystalografie zjišt�na 3-

D struktura S100 protein� v p�ítomnost a absenci iont� Ca2+ (S100 a apoS100). 

Vykrystalovány byly i proteiny S100 s vazebnými partnery. V nativní form� jsou 

schopny S100 proteiny existovat jako molekula dimeru. Jednotlivé monomerní jednotky 

obsahují po jednom „EF-hand“ motivu, které se liší od sebe svou vazebnou schopností. 

EF-hand motiv v N-terminální �ásti se skládá z helixu I, pseudo vazebného místa a 

helixu II, který je odd�len flexibilním spojovacím linkerem od C-konce, na kterém se 

nachází druhý „EF-hand“ motiv, tvo�ený helixem III, Ca2+ vazebným místem a 

helixem IV (Obr.6.). Vazebný motiv pro vápníkové ionty na C-konci odpovídá úseku 12 

aminokyselinových reziduí a jeho chování je podobné jako u kalmodulinu nebo 

troponinu C se srovnatelnou disocia�ní konstantou k Ca2+ 10-50 µM. Naopak pseudo 

„EF-hand“ motiv na N konci je tvo�en 14 aminokyselinami, váže Ca2+ iont se slabší 

afinitou KD odpovídá 200-500 µM. Navíc navázání iontu do místa na N konci provází 

v�tší konforma�ní zm�ny než u vazebného místa na C konci, kdy helix III je zna�n�
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ovšem inkorporují do odlišného místa než Ca2+ ionty (Gentil, Delphin et al. 2001). Zn2+

vazebná místa byla zjišt�na i u dalších �len� S100A7, S100A8, S100A9, S100A12 a 

jejich relativn� vysoká afinita odpovídá disocia�ním konstantám v rozmezí KD = 0,1-1 

µM. Byla prokázána i vazba S100A5 s Cu2+ ionty (Nishikawa, Lee et al. 1997; Schafer, 

Fritschy et al. 2000). 

1.4.2 S100A1 

 S100A1 je hojn� exprimován bu�kami kosterního svalstva, kardiomyocyty a do 

jisté míry jej lze nalézt i v neuronech, které jej neprodukují (Donato 2001).V bu�kách je 

S100A1 produkován jako cytoplazmatický protein, který je schopen asociovat 

s membránovými proteiny cytoskeletárními komponenty a mitochondriemi. 

 Promotor genu S100A1 je regulován v obráceném sm�ru transkrip�ními faktory, 

které jsou spole�né i pro receptory vázající G-protein a protein kinázu C (PKC) 

(Kiewitz, Lyons et al. 2000). Proto u kardiomyocyt� p�i stálé stimulaci angiotenzinem 

II, fenylferinem nebo podobnými agonisty PKC dochází ke snížení mRNA kódující 

S100A1. Tato stálá stimulace m�že zp�sobit až hypertrofii srde�ních bun�k (Most, 

Seifert et al. 2006). 

 V bu�kách srde�ní tkán� S100A1 interaguje s Ca2+-ATPázou 

sarkoplazmatického retikula (SERCA), ryanodinovým receptorem 2 (RyR2) pat�ícím 

mezi iontové kanály. S100A1 tak p�ispívá k uvol�ování intracelulárních zásob Ca2+

iont� a kontroluje kontraktilitu srde�ního svalu. Další možností je kooperace se 

sarkomery a mitochondriemi kardiomyocytu, �ímž dochází ke snižování pasivního tlaku 

p�ed kontrakcí (Rohde, Ritterhoff et al. 2010). Nedostatek S100A1 vede 

k abnormálnímu obsahu Ca2+ iont� v sarkoplazmatickém retikulu. Porušení cirkulace 

S100A1 v bu�ce p�ispívá ke snížení srde�ního výkonu, který m�že vyústit až k 

srde�nímu selhání (Volkers, Rohde et al. 2010). Dodáním genu S100A1 pomocí 

adenovirového vektoru do bu�ky lze zvrátit kontraktilní dysfunkci a p�edejít selhání 

myokardu (Most, Pleger et al. 2004).  

 S100A1 ve svalových bu�kách p�í�n� pruhovaného svalstva se váže na 

ryanodinový receptor 1 (RyR1) na rozdíl od kardiomyocytu a moduluje jeho funkci p�i 
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excitaci svalové kontrakce bu�ky (Prosser, Wright et al. 2008). S100A1 se také váže na 

sarkomerické kinázy a na velký protein titin, který je zodpov�dný za pasivní elasticitu 

svalu. S100A1 stimuluje guanylátcyklázu navázanou na membrán� fotoreceptor�

zapojených do mechanismu adaptace na šero. V energetickém metabolismu pozitivn�

ovliv�uje fruktóza-1,6-bisfosfát aldolázu a je schopen inhibovat fosfoglukomutázu 

p�ípadn� r�zné formy glykogenfosforylázy (Donato 2003). 

 S100A1 mohou p�sobit i extracelulárn�, kdy je vylu�ován kardiomyocyty p�i 

srde�ní ischemii. V okolních ventrikulárních bu�kách zvyšuje influx Ca2+ iont�

(Reppel, Sasse et al. 2005). Dostává se tímto zp�sobem do neuron� horního kr�ního 

ganglionu sympatiku, kde prodlužuje a zesiluje ak�ní potenciály nap�tí v neuronech 

vzniklé díky Ca2+ iont�m (Hernandez-Ochoa, Prosser et al. 2009). S100A1 tvo�í 

komplex i fosfokinázou A a moduluje aktivitu Ca2+ kanál� L typu (Cav1), které jsou 

aktivovány pomocí PKA. 

1.4.3 Proteiny S100 a jejich vazba na iontové kanály 

 Vápník vázající proteiny z rodiny S100 mohou ovliv�ovat i n�které iontové 

kanály, které se ú�astní r�zných bun��ných signálních odpov�dí nebo mechanism�. 

Jedním z nich je ryanodinový receptor 1 (RyR) ve svalových bu�kách kontrolující 

homeostázu Ca2+ iont� v bu�ce (Wright, Prosser et al. 2008). RyR je membránový 

iontový kanál kontrolující zásoby Ca2+ v endoplazmatickém retikulu. 

V aminokyselinové sekvenci RyR je konzervovaný region (Obr.7), který je 

kompatibilní s vazebným motivem pro Ca2+ vázající proteiny. NMR studie potvrdila 

afinitu RyR receptoru po konforma�ních zm�nách zp�sobených navázáním Ca2+ iont�

jak k S100A1 tak i ke kalmodulinu. P�i nízkých koncentracích Ca2+ S100A1 aktivuje 

RyR a urychluje uvoln�ní Ca2+ iont� z endoplazmatického retikula ve svalové bu�ce. 



Obr.7.: Model komplexu S100A1 a rya

Aktivovaný protein S100A1 (modrá barva) 
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Podobná kompetice o vazebné místo pro kalmodulin by
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(Holakovska, Grycova et al. 2012

 S100A10 (známý jako p11), který 

substituce v AMK sekvenci

heterotetramerní komplex s

který zprost�edkovává správn

lokalizaci na membrán

systémem v kvasinkách
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1.5 Kalmodulin 

 Kalmodulin je malý protein o velikosti 16,7kDa, který je složen ze 148 AMK. 

Díky kyselému pI (pI = 4,1) je velmi dob�e rozpustný. Sekvence kalmodulinu je vysoce 

konzervována b�hem evolu�ního vývoje u eukaryotních organism�. Hojn� se vyskytuje 

v mozkové tkáni, kde dosahuje v bu�kách intracelulární koncentrace 1-10mM. Více jak 

polovina kalmodulinu je asociována s membránami a zbytek z�stává v rozpustné form�

v cytoplazm� a uvnit� bun��ného jádra (Santella and Carafoli 1997; Toutenhoofd and 

Strehler 2000). 

 Dosud je známo p�es 40 typ� enzym� nebo kanál�, které kalmodulin aktivuje a 

p�es 100 protein�, se kterými je schopen interakce. Na C a N terminálním konci 

obsahuje globulární domény, které jsou spojeny flexibilním centrálním linkerem 

(Obr.8.). Ob� domény obsahují „EF-hand“ motiv, který má strukturu α-helix-smy�ka-

α-helix, který je typický pro schopnost vazby Ca2+ iont�. Kalmodulin v nativní form�

tvo�í dimer a celkov� je schopen vázat až 4 vápenaté ionty. V nep�ítomnosti vazebných 

partner� pro kalmodulin jsou nejd�íve navázány Ca2+ ionty na 2 vazebná místa na C 

terminální domén� a následn� se zapl�ují vazebná místa na N terminální domén� s 

disocia�ními konstantami KD 10-6M, respektive 10-5M. V p�ítomnosti vazebných 

partner� pro kalmodulin tyto 4 vazebná místa celkov� spolupracují a velmi zvyšují 

afinitu proteinu k Ca2+ iont�m. Výsledkem je silná vazba navázaných Ca2+ iont� v�etn�

zvýšení afinity k vazebným partner�m kalmodulinu (KD se pohybuje v rozmezí 10-7 - 

10-11M). Utvo�ení komplexu s Ca2+ ionty je prvním krokem pro vznik kalmodulinem 

�ízené odpov�di na podn�ty, které zvyšují koncentraci Ca2+ iont�. 



Obr.8.: Model kalmodulinu
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Obr.9.: Kalmodulinové vazebné místo pro cílové proteiny 

Prostorový model kalmodulinu (modrá barva) s odhaleným vazebným regionem 

(�ervená hv�zda), který má hydrofobní povahu (žlutá barva) a obsahuje aminokyseliny 

nesoucí negativní náboj (zelená barva). Fialovou barvou je zobrazen helixový linker, 

sv�tle modrou jsou popsány molekuly vápenatých iont� (Goodsell, Dutta et al. 2015)

1.5.1 Vazebné principy kalmodulinu a jeho cílových partner�  

 Primární struktura cílových partner� kalmodulinu obsahuje �asto bazické 

amfolytické α-helixy (BAA) s hydrofobním okolím, ale s pozitivn� nabitými 

aminokyselinovými zbytky. Tyhle rysy neur�ují p�esné po�adí aminokyselin v sekvenci 

BAA segment�, p�esto lze rozeznat n�které vazebné vzory, které jsou pro kalmodulin 

d�ležité, jako jsou nap�íklad motivy 1-5-10 a 1-8-14 (Rhoads and Friedberg 1997; 

Jurado, Chockalingam et al. 1999; Yap, Kim et al. 2000). Motiv 1-5-10 byl rozpoznán u 

kalmodulinem aktivovaných kináz typu I, II a u tzv. MARCKS protein�. Analýza 

aminokyselinových sekvencí nazna�ila shodný vzor X3-F-X3-F-X4-F, kde X je pozitivn�

nabitá aminokyselina a F je hydrofobní aminokyselina. 
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 Popsán byl další vzor 1-8-14 umož�ující vazbu s kalmodulinem, který lze 

rozd�lit na dva typy. Typ A, F-X3-F-X2-F-X5-F, který je charakteristický pro calcineurin 

a dále typ B, F-X6-F-X5-F, který se objevuje u fordrinu (X je pozitivn� nabitá 

aminokyselina a F je hydrofobní aminokyselina). 

 Spojující helixový linker u kalmodulinu je dlouhý a flexibilní, což dovoluje 

globulárním doménám dosáhnout ideální pozice v��i cílovému proteinu v�etn�

specifického BAA segmentu. U n�kolika enzym� BAA helix byl zjišt�n v blízkosti 

autoinhibi�ní domény, která p�ekážela vazb� samotného kalmodulinu. Po navázání Ca2+

iont� na kalmodulin došlo ješt� k v�tšímu prostorovému uvoln�ní, v�etn� posunu na 

BAA helix a následn� k aktivaci enzymu. 

 Apokalmodulin (ApoCaM) - kalmodulin bez navázaného Ca2+ nebo kalmodulin 

s �áste�n� obsazenými místy pro Ca2+ ionty je schopen se vázat na místa cílových 

protein�, ve kterých lze taktéž najít jisté charakteristické vzorce a motivy. Nejlépe 

známým je tzv. IQ motiv, který interaguje práv� s ApoCaM (Rhoads and Friedberg 

1997). Konkrétn� s �ástí globulární domény v polootev�eném stavu na C terminálním 

konci (Swindells and Ikura). IQ motiv tvo�í 5 až 11 voln� se�azených aminokyselin. 

R�zné IQ motivy interagují s CaM doménou p�i odlišných Ca2+ koncentracích dokonce 

i nezávisle na Ca2+ (Jurado, Chockalingam et al. 1999). 

 Afinita ApoCaM k Ca2+ iont�m a cílovým protein�m m�že být také 

modulována. P�i reakci t�í složek Ca2+, CaM a peptidu P, má CaM s Ca2+vyšší afinitu k 

P proteinu než ApoCaM, a naopak ApoCaM s navázaným P proteinem má vyšší afinitu 

k Ca2+ iont�m než nenavázaný ApoCaM. Navázáním enzymu se m�že zvýšit afinita 

CaM k Ca2+ až 100x. (Jurado, Chockalingam et al. 1999). Používání b�žných 

chelata�ních �inidel pro Ca2+ (EGTA nebo BAPTA) nemusí s jistotou vyvázat ionty 

z komplexu CaM s iontovým kanálem nebo enzymem. 

 Vyskytovat se mohou i další vazebná místa než jen dv� hlavní hydrofobní 

oblasti CaM, které se shodují se sekvencemi vazebných motiv� (1-5-10, 1-8-14, IQ atd.) 

cílových protein�. Bylo zjišt�no, že kalmodulin se umí sou�asn� vázat ke dv�ma 

nesousedícím protein�m, γ-podjednotce fosforylázy a kinázy, do výsledného komplexu 

s extrémn� silnou vazbou (Dasgupta, Honeycutt et al. 1989). U NO-synteázy typu II je 

pot�eba navíc dodate�ná sekvence k BAA segmentu, aby došlo k vazb� CaM bez Ca2+

iont�. Mutace v kalmodulinovém helixu I a III tvo�ící EF motiv, mají nep�im��ený 
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negativní efekt na aktivitu NO synteázy, což nep�ímo nazna�uje na interakci této �ásti 

kalmodulinu s enzymem (Su, Blazing et al. 1995). Molekula kalmodulinu krom�

aktiva�ní funkce pomáhá p�i dimerizaci glutamátdehydrogenázy. Kalmodulinové 

vazebné místo glutamátdekarboxylázy obsahuje 5 negativn� nabitých aminokyselin. 

Jedna molekula kalmodulinu váže 2 taková místa a funguje jako dimeriza�ní spojka 

(Yuan and Vogel 1998). Ob� globulární domény kalmodulinu jsou na sob� nezávislé a 

mohou reagovat s r�znými cílovými partnery. P�ekvapující je dokonce interakce 

kalmodulinu s transkrip�ními faktory, �ímž narušuje jejich vazbu na DNA a 

transkrip�ní aktivaci (Onions, Hermann et al. 2000). 

1.5.2 TRPC rodina a kalmodulin 

 Kalmodulin je �ídící jednotka pro mnoho protein�, které jsou regulovány Ca2+

ionty, v�etn� iontových kanál�. TRPC receptory nevyjímaje. Poprvé byl použit 

kalmodulin jako expresní sonda p�i klonování TRPC1 a následn� studie potvrdila 

interakci kalmodulinu s TRPC1 a postupn� se všemi �leny TRPC rodiny (Phillips, Bull 

et al. 1992; Chevesich, Kreuz et al. 1997). Kde k interakci dochází, pomohla objasnit 

série vazebných studií a poznání sekven�ních motiv� umož�ující vazbu kalmodulinu. 

 Za ú�elem získat další informace o receptorové regulaci �ízené kalmodulinem, 

došlo k prozkoumání vazebných míst u sav�ích TRPC receptor�. Vazebnými 

experimenty byla ov��ena p�ítomnost CIBR region na TRPC kanálech, který je schopen 

interagovat s CaM (Obr. 10) navíc metodou „in silico“ byla zjišt�na další místa, která 

vyhovovala kalmodulinovým vazebným motiv�m (Rhoads and Friedberg 1997). Oblast 

zodpov�dná za interakci s kalmodulinem je vymezena krátkým nep�erušovaným α-

helixem. V�tšina identifikovaných míst byla ov��ena i „in vitro“ vazebnými studiemi s 

krátkými isolovanými úseky daného receptoru (Zhu 2005). 



Obr. 10.: TRPC rodina a její vazebn

Grafické znázorn�ní vazebných mí
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TRPC rodina a její vazebná místa pro kalmodulin  
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2 CÍLE PRÁCE 

Hlavní náplní doktorské práce byla charakterizace interakcí mezi vybranými 

intracelulárními konci TRP kanál� s jejich vazebnými partnery. Shrnuto do n�kolik 

následujících bod�. 

1) Návrh a realizace fúzních konstrukt� vybraných intracelulárních C konc� TRP 

kanál� s využitím metod molekulární genetiky. 

2) Exprese a purifikace mutantních verzí konstrukt� p�ipravených bodovou mutagenezí 

3) Charakterizace interakce konstruktu TRPC6 a jeho mutantních verzí s Ca2+

vazebnými partnery S100A1 a kalmodulinem pomocí metod fluorescen�ní 

spektroskopie. 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Konstrukce expresních plazmid�

 Pro všechny TRPC6 konstrukty, které byly navrženy pro vazebné experimenty 

p�i charakterizaci a studiu interagujícího regionu na proteinu TRPC6 s kalmodulinem a 

S100A1, byl použit bakteriální expresní vektor pET42b (Novagen), který mimo jiné 

obsahuje resistenci na kanamycinové antibiotikum.  

 Na nukleotidové sekvenci vybraného konstruktu TRPC6-CT 801-878 bylo 

pomocí syntetizovaných primer� p�ipraveno reak�ní místo pro restrik�ní endonukleázy 

NdeI a XhoI. Restrik�ní endonukleázy pro vektor pET42b byly vybrány tak, aby 

purifikace fúzního proteinu byla díky p�ítomnosti histidinových region� co jednodušší. 

Nakonec byl vybrán pouze jeden histidinový region a protein byl exprimován pouze se 

samostatnou histidinovou kotvou (6xHisTag). Ostatní kotvy (6xHisTag, GST) byly 

eliminovány tím, že jejich DNA sekvence byly vyštípnuty vybranými endonukleázami. 

Amplifikace prob�hla metodou PCR. Zvolený program m�l nastavené parametry pro 

reak�ní cyklus (1min - 95°C; 1min - 55°C; 1 min. 72°C; celkem 25 cykl�). Sm�s byla 

p�e�išt�na a PCR produkt št�pen p�íslušnými restrik�ními enzymy NdeI a XhoI podle 

protokolu. Takto upravený konstrukt byl zaligován pomocí ligázy dle protokolu do 

prázdného vektoru pET42b našt�peného op�t endonukleázami NdeI a XhoI. P�ipravený 

vektor byl transformován teplotním šokem do bakteriálního systému Top10 s rezistencí 

na streptomycin a nov� na kanamycin, kterou poskytuje vektor pET42b. Baktérie byly 

rozet�eny na misky s agarem obsahující kanamycinové antibiotikum. Po 24h inkubaci 

p�i 37°C byly vybrány kolonie, které byly následn� namnoženy ve 2ml LB média s 

požadovanou koncentrací p�íslušných antibiotik. Izolovaná DNA byla vizualizována na 

1% agarózovém gelu s hmotnostním žeb�íkem a úsp�šná inkorporace vektoru byla 

ov��ena metodou sekvenace DNA (ABI PRISM 3130xl DNA Sekvenator). 

3.2 Konstrukce mutantních verzí konstruktu TRPC6 

 Metodou cílené bodové mutace byl získán soubor mutantních forem, které se 

lišily od p�vodního konstruktu jednou, dv�ma nebo t�emi aminokyselinami. Zám�na 
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p�vodní aminokyseliny v sekvenci za alanin byla dosažena zm�nou báze v DNA úseku 

kódujícím transla�ní triplet pro danou aminokyselinu. Syntetické oligonukleotidy 

dlouhé 36-42 bází byly p�ipraveny s požadavkem na zvýšené procento C-G pár�, kv�li 

siln�jší vazb� mezi primerem a templátovým �et�zcem DNA. 

 V laborato�i bylo využito pracovního kitu Quick ChangeTM Site Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene). Do reak�ní sm�si byla použita DNA polymeráza 

PfuUltra
TM

High Fidelity (Stratagene) pro vysokou bezchybnost p�i p�episu DNA. 

B�hem metody cílené bodové mutace byl dodržován protokol stanovený výrobcem. 

5,0 µl Pfu Ultra pufru 10x 

1,5 µl 10mM dNTP 

1,0 µl templátové DNA (10ng/µl) 

1,0 µl „upstream“ oligonukleotidu (0,3nM/µl) 

1,0 µl „downstream“ oligonukleotidu (0,3nM/µl) 

1,0 µl Pfu Ultra TM High Fidelity polymerázy 

39,5 µl demineralizované vody 

Celkový objem reakce byl 50 µl  

PCR program: 

Denaturace DNA - 95°C – 1 min. 

Vazba oligonukleotidu na denaturovaný DNA �et�zec - 45-55°C – 1 min 

Polymerace DNA �et�zce - 68°C – 12 min 

25x cykl�

Dokon�ení polymerace DNA �et�zce - 68°C – 10 min 

 Takto získaný PCR produkt byl vystaven p�sobení restrik�ní endonukleázy 

DpnI, která p�ednostn� št�pí metylovanou templátovou DNA. Inkubace vzorku byla po 

dobu 1 hodiny p�i 37°C. Pro ov��ení p�ítomnosti žádané mutace byl produkt 

transformován teplotním šokem op�t do bakteriálního systému bun�k Top10 (resistence 

Kan, StrM). Po 24h inkubaci na agarových miskách p�i 37°C byly vybrány kolonie, 

kterým byla osekvenována izolovaná DNA (ABI PRISM 3130xl DNA Sekvenator). 
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3.3 Exprese a purifikace konstruktu TRPC6 (801 – 878) 

 TRPC6 konstrukt obsahující �ást C konce, konkrétn� Asn 801 – Val 878, byl 

navržen pro bakteriální expresní vektor pET42b. Pro zlepšení purifikace proteinu od 

bakteriálního balastu byl exprimován jako fuzní protein s histidinovou kotvou. 

K produkci byl použit bakteriální systém E. Coli Rosetta. Baktérie byly kultivovány 

v 1dm3 média podle Luria a Bertaniho (LB-médium) za p�ítomnosti kanamycinového a 

chloramfenikolové antibiotika (koncentrace kanamycinu 50 µg/ml, koncentrace 

chloramfenikolu 34 µg/ml) p�i 37°C. Nar�stající optická denzita média byla 

kontrolována na hodnotu O.D. = 0,5, kdy byla teplota snížena na 25°C a po dalším 

zvýšení O.D. nad hodnotu O.D. = 0,8 m��eno p�i 600nm, byla kultura indukována 1ml 

roztoku isoprophyl-1-thio-β-D-galaktopyranosidu (IPTG) o celkové koncentraci 0,5mM 

a kultivována p�i teplot� 20°C po dobu 16 hodin za stálého míchání 220rpm v t�epa�ce. 

 Po ub�hlé dob� bylo s kultiva�ním médiem manipulováno na ledu (teplota 0°C), 

Médium bylo centrifugováno p�i 1000g po dobu 15 minut v p�edchlazené centrifuze na 

4 °C (Centrifuga Beckman). Bakteriální pelet byl resuspendován v lyza�ním pufru (1x 

PBS; pH 7,5; 700mM NaCl, 4mM β−ME, 0,2mM PMSF, 10mM Imidazolu) a nechán 

inkubovat s 500µl lysozymu (25mg/ml) 30 minut na ledu. Homogenát byl následn�

sonikován ultrazvukovou jehlou na ledu (celkem 20 minut), aby došlo ke kompletnímu 

rozbití bun��ných membrán. Surový extrakt byl centrifugován p�i 20000g dobu 45 

minut v p�edchlazené centrifuze na 4°C. Získaný supernatant obsahoval fúzní 

exprimovaný TRPC6 CT (801-878) s histidinovou kotvou pro lepší purifikaci od 

ostatních protein�. 

 Pro získání �istého proteinu TRPC6 CT (801-878) byly použity separa�ní 

metody, založené na afinitní chromatografii. Chelata�ní sefaróza chromatografické 

kolony má schopnost po aktivaci Ni2+ ionty vázat p�ednostn� práv� histidinovou kotvu. 

Všechny navržené konstrukty protein� byly produkovány s HisTag kotvou pro 

purifikaci na kolon� napln�né chelata�ní sefarózou – FastFlow (Amersham Bioscience 

GE Healthcare Life Science). P�i purifikaci bylo postupováno dle standardního 

protokolu. Supernatant byl nanesen na kolonu obsahující 5ml chelata�ní sefarózy, která 
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byla ekvilibrována pufrem s Ni2+ ionty. Proteiny vázající se nespecifickou vazbou byly 

odstran�ny z kolony dvojstup�ovým promytím pufry obsahující 20mM, respektive 

80mM imidazol. 

 Navázaný protein TRPC6 CT (801-878) s histidinovou kotvou byl eluován 

pufrem obsahující 250mM imidazol. Jímané frakce s �istým proteinem byly spojeny a 

dialyzovány proti 1dm3 pufru 20mM TRIS, 500mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,5 p�i 4°C. 

 P�ed gelovou permea�ní chromatografií byl fúzní TRPC6 CT (801-878) 

zakoncentrován membránovým koncentrátorem Centriprep column (Amicon Millipore 

– MWCO 3kDa). 

 Gelovou permea�ní chromatografií kolon� Superdex 75 HR 10/30 column 

(Amersham Pharmacia Biotech) byl protein p�eveden do pufru 25mM TRIS, 500mM 

NaCl 2mM, CaCl2, pH 7,5. Homogenita a �istota proteinu TRPC6 CT (801-878) 

v jednotlivých frakcích byla ov��ena SDS-PAGE elektroforézou. Vzorek byl 

charakterizován hmotnostní spektrometrií (viz kapitola 3.7.). Koncentrace proteinu byla 

stanovena spektrofotometricky metodou kvantifikace protein� bicinchoninovou 

kyselinou (BCA). 

3.4 Exprese a purifikace S100A1 pro vazebné experimenty

 Expresní vektor pET28b s komplementární DNA kódující sekvenci pro S100A1 

byl transformován do bakteriálního kmenu E.Coli BL21 (DE3). Vektor pET28b 

obsahuje ve své sekvenci kanamycinovou rezistenci. 

 Bu�ky byly kultivovány v 1dm3 LB média s kanamycinovým antibiotikem p�i 

37°C (finální koncentrace kanamycinu 50 µg/ml). Jakmile bun��ná kultura m��ená p�i 

600nm dosáhla optické denzity O.D. = 0,6, byla ochlazena na laboratorní teplotu a 

zaindukována 1ml roztoku 0,5mM IPTG a nadále kultivována p�i teplot� 25°C po dobu 

12 hodin. Poté bylo médium p�emíst�no na led (0°C) a v p�edchlazené centrifuze na 4°C 

(Beckman Coulter) centrifugováno na 1000g po dobu 15 min. Peleta bakterií byla 

resuspendována v pufru 50mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, 0,2mM PMSF. Rozptýlené 

bu�ky v pufru byly mechanicky rozrušeny sonikací na ledu po dobu 10 minut celkového 

ultrazvukového p�sobení (10s ultrazvukový impuls v 20s intervalech). Nerozrušená a 
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nerozpustná frakce sonikátu byla odstran�na centrifugací 45 minut p�i 20000g a teplot�

4°C (Beckman Couter). 

 Pro získání �istého a funk�ního proteinu S100A1 byl použit modifikovaný 

protokol založený na bázi afinitní chromatografie, který byl v laborato�i používán pro 

purifikaci vápník vázajícího proteinu kalmodulinu (CaM). K supernatantu byl p�idán 

roztok CaCl2 do finální koncentrace 5mM. 

 Purifikace aktivního proteinu S100A1 ze sonikátu prob�hla pomocí chelata�ní 

fenyl-sefarózy CL-4B (Amersham Biosciences GE Healthcare Life Science) 

ekvilibrované v pufru 50mM TRIS, pH 7,5 100mM NaCl, 2mM CaCl2. Nenavázaný 

proteinový balast byl odmyt objemem 200ml ekvilibra�ního pufru s vysokou 

koncentrací soli 500mM NaCl a 5mM CaCl2. Navázaný S100A1 byl vyt�sn�n z kolony 

elu�ním pufrem 50mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, obsahujícím 1,5mM EGTA. 

Protein byl zakoncetrován ultrafiltrací p�es membránový koncentrátor Centriprep 

column (Amicon Millipore – MWCO 3 - kDa). 

 Finálním separa�ním krokem byla zvolena gelová permea�ní chromatografie na 

kolon� Superdex 75HR 10/30 column (Amersham Pharmacia Biotech). 

Zakoncentrovaný fúzní protein byl na ekvilibrované kolon� p�eveden permea�ní 

chromatografií do pufru 25mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, 2mM CaCl2. 
istota a 

p�ítomnost proteinu v jednotlivých frakcích byla kontrolována na vertikální 

polyakrylamidové SDS elektroforéze. Ov��ené frakce s vypurifikovaným proteinem 

S100A1 byly spojeny a zakoncentrovány op�t ultrafiltrací p�es membránový 

koncentrátor. Koncentrace S100A1 byla stanovena pomocí BCA metody 

spektrofotometricky p�i 562nm po inkubaci s kyselinou bicinchoninovou. 

3.5 Fluorescen�ní spektroskopie 

 Fluorescen�ní spektroskopie je metoda založena na pozorování fluorescence, to 

jest na schopnosti n�kterých látek emitovat energii formou sekundárního zá�ení v krátké 

�asové dob� (10-9s – 10-6s). Emitované zá�ení je vyzá�eno excitovaným atomem p�i 

zp�tném p�echodu do základního stavu. Fluorescence byla pozorována u organických 

látek s aromatickými cykly. Ty jsou využívány jako fluorescen�ní sondy p�i studiu 
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trvání t�chto p�echod� (neboli dohasínání) se luminiscence rozd�luje na fosforescenci 

(déle jak 10-8s) a fluorescenci (�ádov� 10-8s). Látky schopné fluorescence se nazývají 

fluorofory, jsou to v�tšinou malé organické látky obsahující aromatická jádra (nap�. 

DNSC) nebo rovnou celý protein (GFP – green fluorescent protein).  

 M��ení lineárn� polarizované fluorescence (Obr. 13) je založeno na jevu zvaném 

fotoselekce. P�i excitaci fluorofor� lineárn� polarizovaným zá�ením, dochází k 

fotoselektivnímu excitovaní t�ch molekul fluorofor�, které mají vektor absorb�ního 

p�echodového momentu orientován s rovinou k elektrickému vektoru excita�ního 

zá�ení. Excitovat se mohou všechny molekuly s nenulovým pr�m�tem absorb�ního 

momentu do sm�ru polarizace. Molekula fluoroforu je b�hem fluorescence v pohybu, 

p�evážn� v rota�ním, tím dojde k situaci, kdy emitované zá�ení není shodné 

s absorbovaným, ale je pooto�ené o ur�itý úhel, a tak následn� dochází k depolarizaci. 

Rota�ní pohyb fluoroforu je jeden z obvyklých p�í�in depolarizace. 

 Anizotropie fluorescence (r) se používá pro vyjád�ení míry polarizace 

fluorescence založené na fotoselektivní excitaci fluorofor� polarizovaným sv�tlem v 

opticky izotropním vzorku (Valeur 2001). Anizotropie fluorescence je závislá na 

rychlosti rotace molekul, která je popsána rota�ním korela�ním �asem (�as, za který se 

molekula oto�í o jeden radián). Odchylka úhlu je závislá na rozsahu rota�ního pohybu 

b�hem trvání excitovaného stavu. Tahle rota�ní difúze závisí na viskózním odporu, 

který je zp�sobený typem roztoku a hlavn� tvarem a velikostí rotujících molekul. 

Výsledkem zm�ny viskozity nebo velikosti molekuly fluoroforu bude zm�na 

anizotropie fluorescence. Pro malé fluorofory v roztocích o nízké viskozit� je míra 

rota�ní difúze rychlejší než �as emise, ta je depolarizována a anizotropie fluorescence se 

blíží nule. V p�ípad� vzniku komplexu fluoforu s vazebným partnerem dochází ke 

zv�tšení velikosti molekuly, v tomto p�ípad� komplexu a anizotropie fluorescence bude 

nenulová. 

 M��ení anizotropie fluorescence se používá k ur�ení denaturace proteinu, 

interakce proteinu s dalšími molekulami a také k vnit�ním dynamickým proces�m uvnit�

biomolekul. Krom� toho pomocí anizotropie fluoroforu navázaného na membránu se dá 

zjistit vnit�ní viskozita membrány a efekty jejího lipidového složení (Valeur 2001). 
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) je definována matematicky vztahem (Rov.1.):

   

�tlem, jehož elektrický 

. Detektorem je m��ena intenzita 

m. Pokud je emise polarizovaného 

ru polarizace excitace, pak sledujeme paralelní 

r k polarizaci excita�ního 

t lze matematickým vztahem ur�it 

ustáleného stavu pomocí fluorescence bylo zvoleno jako 

�eným S100A1 fúzním 

obíhal za laboratorní teploty 
TMPhoton-Counting. 

nochromátor byl nastaven na 340nm, respektive 520nm pro 

878) protein a jeho 

eného fluorescen�ní sondou 

:

         (Rov.1.) 



61 

kde IP je intenzita emisního zá�ení procházející polarizátorem v paralelním uspo�ádání 

ke sm�ru polarizace excita�ního zá�ení. IK je intenzita emisního zá�ení procházející 

polarizátorem v kolmém uspo�ádání ke sm�ru polarizace excita�ního zá�ení (Obr.13). 

3.5.4 Stanovení disocia�ní konstanty 

 Navázaná frakce TRPC6 CT (801-878) (FB) byla vypo�tena dle rovnice 

(Rov.2.): 

�� �� �
����	
����
�

�����
����	��������	
����
�
             (Rov.2.) 

kde robs je zm��ená anizotropie pro danou koncentraci TRPC6 CT (801-878) proteinu, 

rmax anizotropie saturovaného DNSC – S100A1 a rmin minimální nam��ená anizotropie 

pro volný S100A1 zna�ený DNSC. Parametr Q p�edstavuje pom�r kvantových výt�žk�

navázané a volné formy fluoroforu (Lakowicz 1999) .

 Rovnovážná disocia�ní konstantu (KD) byla získána proložením nam��ených 

hodnot FB navázané frakce TRPC6 CT (801-878) v závislosti na koncentraci proteinu 

TRPC6 CT (801-878) matematickou funkcí dle vztahu (Rov.3.): 

�� �� �
��������������
�����������������
�����������

������
          (Rov.3.) 

kde KD je rovnovážná disocia�ní konstantu (KD), [P1] je koncentrace zna�eného 

S100A1 sondou DNSC a [P2] koncentrace TRPC6 CT (801-878) (Kohler and Schepartz 

2001). Nelineární proložení bylo provedeno programem SigmaPlot10. 

3.6 CD spektroskopie 

 Metodou cirkulárního dichroismu bylo stanoveno pom�rné zastoupení 

konformací s r�znou sekundární strukturou proteinu. M��ení spekter bylo provedeno na 

spektropolarimetru Jasco J-815 (Tokio, Japonsko) v rozsahu od 200 do 300nm, 
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skenovací rychlostí 20nm za minutu s krokovým rozlišením 0,5nm, ší�kou št�rbiny 1nm 

a reak�ním �asem 8s. Byla použita standardní k�emenná kyveta o tlouš	ce 0,1 cm pro 

všechny experimenty, které probíhaly za laboratorní teploty. Výsledná nam��ená data 

byla vyjád�ena v podob� závislosti veli�iny Q – molární elipticity [deg.cm2.dmol–1] na 

vlnové délce [nm]. TRPC6 CT (801-878) a S100A1 ve form� fúzních protein� byly 

prom��eny samostatn� a následn� v komplexu v molárním pom�ru 1:1. Koncentrace 

protein� byla 340µg/ml v pufru 25mM TRIS, 500mM NaCl, 2mM CaCl2, pH 7,5. 

K ur�ení zastoupení konformací sekundární struktury bylo využito online dostupného 

programu Dichroweb software pro analýzu dat z m��ení cirkulárního dichroismu 

(Whitmore and Wallace 2008). 

3.7 Hmotnostní spektrometrie 

 Aminokyselinová sekvence vypurifikovaného proteinu TRPC6 CT (801-878) 

byla ov��ena pomocí hmotnostní spektrometrie. 
ást odbarveného gelu SDS-PAGE, 

která obsahovala vypurifikovaný protein, byla modifikována jodoacetamidem a 

podrobena endoproteázovému št�pení trypsinem (Promega). Získaná sm�s peptid� byla 

nanesena na ter�ík s matrix α-cyano-4-hydroxycinnamovou kyselinou. Po této p�íprav�

vzorku byla nam��ena hmotnostní spektra MS/MS pozitivn� nabitých iont� metodou 

MALDI-TOF na hmotnostním spektrometru UltraFLEX III s vnit�ní kalibrací (Bruker-

Daltonics, Bremen, Germany). Zjišt�né monoisotopické [M+H]+ ionty byly porovnány 

s databází trypsinových produkt� št�pení TRPC6 CT (801-878) a následn� p�i�azena 

aminokyselinová sekvence. 

3.8 EMSA 

 Schopnost vazby rekombinantního fragmentu TRPC6 CT (801-878) k CaM byla 

ov��ena pomocí metody EMSA, neboli zm�ny elektroforetické pohyblivosti v nativním 

polyakrylamidovém gelu. CaM v množství 0,3nmol byl titrován zvyšujícím se 

p�ídavkem TRPC6 CT (801-878) v ur�ených násobcích 0,5x, 1x, 2x, 4x molárního 

pom�ru k CaM za p�ítomnosti 1mM CaCl2. Druhá série experimentu prob�hla ve 
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stejném pufru, avšak bez p�ítomnosti CaCl2. Nativní PAGE probíhala na ledu 

v elektroforetickém pufru o pH 8,3, ve druhém p�ípad� bylo v elektroforetickém pufru 

p�ítomno navíc ješt� chelata�ní �inidlo EGTA o 0,5mM koncentraci namísto CaCl2. 

3.9 Homologní modelování struktury komplexu 

 Na základ� homologie byl vytvo�en model TRPC6 CT pomocí programu 

Modeller 9v2 (Sali and Blundell 1993). V�tšina CaM vazebných domén zaujímá 

strukturu α-helixu, proto bylo p�edpokládáno, že C terminální konec TRPC6 nebude 

vyjímkou a bude vykazovat taktéž α-helixovou strukturu ve vazebné oblasti. 

 Jako templát pro modelování CaM vázající domény byla použita 

vykrystalizovaná struktura draselného kanálu RSK2 (pdb 1G4Y) (Caterina, Schumacher 

et al. 1997) a peptid interagující s CaM z lidské „death-associated“ proteinkinasy 2 (pdb 

1WRZ) (Zhang, Majava et al. 2009). P�edlohou pro C terminální konec TRPC6 byla 

použita p�i�azená sekvence programem ClustalX1.81 ze sav�ího fragmentu TRPC6, 

konkrétn� v délce 21 aminokyselin (851-872) (Thompson, Higgins et al. 1994). 

Komplex vazebného místa CaM-TRPC6 CT byl vytvo�en a energeticky minimalizován 

s využitím programu Swiss-PdbViewer (GROMOS96 forcefield). Ov��ení a dokon�ení 

modelu prob�hlo v programu CootToolKiT (Emsley and Cowtan 2004). K vizualizaci 

proteinového modelu byl použit program PyMol 0.99rc6 (DeLanoScientific 2006). 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 VÝSLEDKY 

 Pro detailn�jší charakterizaci a studium vazebného místa, které je schopno 

interagovat s CaM a S100A1 jsme pot�ebovali získat rozpustnou formu fúzního proteinu 

obsahující ur�enou oblast. V predikovaném úseku (Obr.14) pro CaM vazebný motiv 

jsme se zam��ili na hydrofobní a bazické aminokyselinové zbytky, které byly nahrazeny 

pomocí metody bodové mutace za alanin, který je aminokyselinou bez postranního  

ret�zce. 

Obr.14.: Aminokyselinová sekvence TRPC6 CT (801-878) 

P�eložená DNA sekvence do jednopísmenného aminokyselinového kódu. 
erven�

vyzna�ené jsou bazické aminokyseliny, které byly vybrány a pozm�n�ny bodovou 

mutací. Konstrukty R852, K856, R860, K859, R864 a jejich kombinace byly 

exprimovány, aby se prov��il vliv t�chto aminokyselin na vazbu k CaM respektive 

ke S100A1. 

 P�ipraveny byly následující fragmenty TRPC6 CT (801-878):Arg852, Lys856, 

Ile857, Arg864, dvojmutantní verze Lys859/Arg860, trojmutantní verze 

Arg852/Lys859/Arg860, Lys859/Arg860/Arg864. Vazebnými experimenty byla 

zjišt�na míra vlivu na interakci izolovaného fúzního fragmentu TRPC6 CT (801-878) 

s CaM respektive S100A1. 

4.1.1 P�íprava fúzního proteinu TRPC6 CT 

 Z pracovních DNA úsek� o r�zných délkách byl vybrán TRPC6 CT (801-878), 

který se nám poda�ilo úsp�šn� produkovat v bakteriálním systému E.Coli BL21. 

V expresním vektoru pET42b byla použita histidinová kotva (6xHIS), která 
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zjednodušila purifikaci isolovaných proteinových konstrukt� TRPC6 CT (801-878) 

v�etn� mutantních forem. Všechny exprimované konstrukty byly rozpustné a byly 

vypurifikovány v dostate�ném množství pro m��ení spektroskopických vazebných 

experiment�. 

 Hmotnostní spektrometrií peptidových zbytk� po trypsinovém št�pení byla 

zjišt�na aminokyselinová sekvence p�ipraveného konstruktu, která odpovídala 98% 

pokrytí sekvence.  

 Odšt�pení histidinové kotvy trombinem, provázela silná agregace produktu, 

proto všechna m��ení probíhala na celém fúzním proteinu za p�ítomnosti histidinové 

kotvy. 

4.1.2 Cirkulární dichroismus 

 Sekundární struktura exprimovaných protein� byla ov��ena m��ením 

cirkulárního dichroismu. Matematickou analýzou spekter bylo získáno procentuální 

zastoupení možných sekundárních struktur, které shrnuje tabulka (Tab.2). U CaM a 

S100A1 je patrné velké zastoupení α-helixové konformace (64%, respektive 66%), což 

se shoduje se strukturou v jejich nativním stavu. 

Tab.2.: Zastoupení sekundární struktur m��ených protein�

Analýzou nam��ených dat cirkulárního dichroismu bylo zjišt�no zastoupení 

sekundárních struktur protein� (vyjád�eno v procentech). CaM a S100A1 obsahují 

p�evážn� α-helikální struktury, což je v souladu s jejich nativním stavem, naproti tomu 

TRPC6 CT (801-878) konstrukty, které obsahují α-helix� mén� zaujímají 

neuspo�ádanou strukturu. 

α-Helix Antiparalelní Paralelní β-Turn Random Coil 

TRPC6(801–878)WT 0,18 0,15 0,12 0,20 0,36 

TRPC6(801–878)R852A 0,22 0,14 0,11 0,20 0,34 

CaM 0,64 0,04 0,04 0,13 0,16 

S100A1 0,66 0,03 0,03 0,12 0,15 

S100A1 + TRPC6(801-878)WT 0,43 0,07 0,07 0,17 0,25 
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 Data u fúzního proteinu TRPC6 CT (801-878) pop�. mutantních verzí potvrzují 

p�ítomnost α-helixové struktury predikovanou na základ� analýzy primární sekvence. C 

terminální fragment TRPC6 v porovnání s CaM nebo S100A1 zaujímá v�tšinou 

neuspo�ádanou strukturu, což nazna�uje možnost poskládání do nativní formy. 

 Spektra cirkulárního dichroismu byla nam��ena pro utvo�ený komplex fúzního 

proteinu TRPC6 CT (801-878) s S100A1 respektive CaM. Sledována byla zm�na 

v sekundární struktu�e jako možný prvek p�i tvorb� komplexu. Výsledná data zobrazená 

v grafu (Graf.1) nazna�ila, že vznik komplexu TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem 

nebo S100A1 nemá podstatný vliv na sekundární strukturu TRPC6 CT, nebo	 spektrum 

komplexu odpovídá sou�tu jednotlivých spekter zm��ené pro proteiny samostatn�. 

Graf.1.: Spektrum cirkulárního dichroismu pro S100A1 a TRPC6CT(801-878) 

Závislosti molární elipticity na vlnové délce jsou znázorn�ny ve spole�ném grafu pro 

TRPC6 CT (801-878), S100A1 a jejich komplex. Charakteristické dvojité minimum 

208nm a 222nm ukazuje vysoké zastoupení α-helixu u S100A1.  
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4.1.3 EMSA 

 Závislost vazby rekombinantního fragmentu TRPC6 CT (801-878) k CaM na 

p�ítomnosti Ca2+ byla ov��ena metodou zm�ny elektroforetické pohyblivosti v nativním 

polyakrylamidovém gelu (EMSA). Ke kalmodulinu o celkovém množství 0,3nmol byl 

postupn� p�idáván TRPC6 CT (801-878) v 0; 0,5x; 1x; 2x; 4x násobek molárního 

množství. Experiment probíhal ve dvou reak�ních pufrech. Prvním pufr obsahoval ionty 

CaCl2 a ve druhém pufru bylo p�ítomno chelata�ní �inidlo EGTA (Obr.15). CaM m�l 

záporný náboj (pI 4,1) v nativním elektroforetickém pufru (pH 8,3). TRPC6 CT (801-

878) v tomto purfu z�stal nabit kladn� (teoretické pI 9,3), �ímž bylo dosaženo opa�ných 

sm�r� pohybu biomolekul p�i p�sobení elektrického proudu. CaM se pohyboval 

sm�rem do gelu, kde byl poté vizualizován obarvením Brilliant Blue G (Obr.14). 

+ CaCl
2

- CaCl
2

1      2      3     4      5     6 1      2      3     4      5     6

Obr.15.: Nativní PAGE CaM titrovaný TRPC6 CT (801-878) 

Elektroforetický pufr o pH 8,3 zp�sobil opa�né pohyby CaM (pI 4,1) a TRPC6 CT 

(801-878) (pI 9,3) p�i p�sobení elektrického pole. Nativní PAGE probíhala ve dvou 

podmínkách, nejprve v p�ítomnosti CaCl2 (+CaCl2) a poté za p�ítomnosti chelata�ního 

�inidla EGTA (–CaCl2). CaM (dráhy 1-5) byl titrován postupn� 0; 0,5x; 1x; 2x; 4x 

molárním násobkem TRPC6 CT. Pohyb samotného CaM sm��oval do gelu, kde byl 

následn� identifikován (dráha 1). Titrace potvrdila vznik komplexu CaM a TRPC6 CT 

(801-878) v p�ítomnosti Ca2+ iont�, nebo	 ve drahách 2-5 CaM do gelu nepronikl, 

respektive v dráze 2 pronikl molární p�ebytek CaM, který nem�l již molekuly TRPC6 

CT (801-878) k interakci. V reak�ních podmínkách pozitivn� nabitý TRPC6 CT (801-

878) o pI 9,3 se do gelu v�bec nedostal, jak potvrdila kontrola v dráze 6. Odstran�ním 

Ca2+ iont� chelata�ním �inidlem EGTA (–CaCl2) komplex CaM a TRPC6 CT (801-878) 

nevznikl a CaM byl p�ítomen v gelu v drahách 2-5 bez viditelné zm�ny koncentrace. 
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 Kontrolní vzorek samotného CaM se pohyboval sm�rem do gelu (dráha 1), na 

rozdíl od vzorku TRPC6 CT (801-878) (dráha 6). Titrace postupným zvyšováním 

molárního násobku TRPC6 CT (801-878) potvrdila p�edpokládané jedno vazebné místo 

na konstruktu TRPC6 CT (801-878), které interaguje ve stechiometrickém pom�ru 1:1 a 

CaM v závislosti na Ca2+, nebo	 v drahách 2-5 CaM v p�ítomnosti Ca2+ iont� do gelu 

nepronikl CaM, protože vznikající komplex znemožnil pohyb CaM sm�rem do gelu. V 

dráze 2 byl identifikován pouze molární p�ebytek CaM, který nem�l již molekuly 

TRPC6 CT (801-878) k interakci. V reak�ních podmínkách pozitivn� nabitý TRPC6 CT 

(801-878) o pI 9,3 se do gelu v�bec nedostal, jak potvrdila kontrola v dráze 6. P�ídavek 

chelata�ního �inidla EGTA úpln� eliminoval interakci mezi CaM a TRPC6 CT (801-

878). Potvrdila to p�ítomnost CaM bez viditelné zm�ny koncentrace v gelu (CaCl2 ; 

dráhy 2-5). Byla tak ov��ena závislost vazby na p�ítomnosti Ca2+ iont�. 

4.1.4 Gelová permea�ní chromatografie 

 Vznik komplexu S100A1 a TRPC6 CT (801-878) závislého na Ca2+ byl 

potvrzen permea�ní chromatografií na kolon� Superdex75 (Graf.2). Rozd�lení sm�si 

protein� dochází v kolon� s inertní náplní na základ� molekulové hmotnosti, velikosti a 

tvaru molekul. Objemn�jší t�žší proteiny nepronikají do prostoru vnit�ní stacionární 

fáze a prochází kolonou d�íve, než krátké a lehké molekuly, které kolonu opouští 

pozd�ji. Pr�tok mobilní fáze byl nastaven na 0,5ml/min. P�i této rychlosti byl reten�ní 

objem samotného kontrolního vzorku TRPC6 CT (801-878) 11,4ml, respektive pro 

leh�í biomolekulu S100A1 m�l reten�ní objem hodnotu 12,2ml. V p�ítomnosti Ca2+

iont� u vzorku komplexu TRPC6 CT (801-878):S100A1 v molárním pom�ru 1:1 došlo 

k významné zm�n� reten�ního objemu na 10,3ml a vzorek opustil kolonu d�íve než 

samotné kontroly. Patrné je lokální maximum na úrovni reten�ního objemu pro 

samostatný vzorek S100A1, které poukazuje na p�ebytek S100A1 ve sm�sném vzorku. 



Graf.2.: Gelové permea�
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Ca2+ dependentní chování pro vznik komplexu (Graf 4) TRPC6 CT (801-878) 

s titrovaným CaM.  

4.1.5.1 Vazebná studie TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem 

 Jednotlivé hodnoty anizotropie byly nam��eny pro mutantní konstrukty TRPC6 

CT (801–878) R852A, TRPC6 CT (801–878) K856A, TRPC6 CT (801–878) R864A, 

TRPC6 CT (801–878) I857A, a dvojitý mutant TRPC6 CT (801–878) K859A/R860A. 

Parametr velikosti navázané frakce FB TRPC6 CT (801-878) byl vypo�ten z rovnice 

(Rov.2) a vynesen do grafu (Graf 3) v závislosti na vzr�stající koncentraci TRPC6 CT 

(801-878) jednotliv� pro titra�ní p�ídavky. Proložením grafu matematickým vztahem 

(Rov.3) byla získána hodnota disocia�ní konstanty KD pro daný konstrukt. 

 Disocia�ní konstanta pro nepozm�n�ný TRPC6 CT (801-878) WT interagující 

s CaM byla ur�ena KD = 0,336 ± 0,019µM. Navržené konstrukty s modifikovanými 

rezidui, u kterých byla p�edpokládána ú�ast na možné interakci, byly též prom��eny. 

Ur�ené disocia�ní konstanty pro komplex s CaM p�ehledn� shrnuje tabulka 2 (Tab.3). 

Protein Disocia�ní konstanta KD [µM] 

TRPC6(801–878)WT 0,336 ± 0,019 

TRPC6(801–878) R852A 2,950 ± 0,067 

TRPC6(801–878) K856A 0,356 ± 0,024 

TRPC6(801–878) I857A 0,748 ± 0,030 

TRPC6(801–878)R864A 0,519± 0,217 

TRPC6(801–878)K859A/R860A 1,095± 0,037 

Tab.3.: Disocia�ní konstanty pro konstrukty TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem 

Tabulka shrnuje disocia�ní konstanty zjišt�né m��ením anizotropie fluorescence pro 

konstrukt TRPC6 CT (801-878) WT v nezm�n�né form� (WT-wild type) a mutantních 

verzí. Velký vliv bazické aminokyseliny R852 na interakci s CaM, oproti TRPC6 CT 

(801-878) WT potvrzuje tém�� 9 násobný nár�st disocia�ní konstanty. Zám�na lysinu 

K856 za alanin nepotvdila vliv na vazbu s kalmodulinem, nebo	 disocia�ní konstanta 

pro konstrukt K856 je tém�� stejná jako u WT formy. 
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 Konstrukty TRPC6 CT (801-878) R852, TRPC6 CT (801-878) R864, TRPC6 

CT (801-878) I857 a konstrukt s dvojitou mutací TRPC6 CT (801-878) K859/R860 

m�ly vliv na interakci s CaM, nebo	 došlo ke zm�nám disocia�ních konstant v 

porovnání s konstruktem TRPC6 CT (801-878) WT, který byl bez mutací. Z�ejm�

nejvýrazn�jší podíl na vazb� kalmodulinu s TRPC6 má aminokyselina Arg852, jejíž 

mutantní form� TRPC6 CT (801-878) R852A odpovídala disocia�ní konstanta 2,950 

±0,067 µM. K narušení vazebného motivu došlo též mutací dvou sousedících 

aminokyselin Lys859/Arg860, zjišt�ná disocia�ní konstanta TRPC6 CT (801-878) 

K859A/R8860A 1,095 ± 0,037 µM odpovídala 3x násobku kontrolní KD. Parciální vliv 

potvrdily disocia�ní konstanty pro konstrukty se zam�n�nými rezidui Ile857 a Arg864, 

konkrétn� 0,748 ± 0,030 µM, respektive 0,519 ± 0,217 µM. Konstrukt s nahrazeným 

lyzinem K856 nem�l zm�n�nou schopnost vazby, nebo	 disocia�ní konstanta TRPC6 

CT (801-878) K856A byla ur�ena KD = 0,356±0,024µM. 
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formování komplexu, zm�nila se velikost rotující molekuly, což následn� zvyšovalo 

anizotropii emitované fluorescence, na rozdíl od experimentu bez Ca2+ iont�, kdy 

nazna�ený S100A1 neinteragoval s CT (801-878) WT, proto anizotropie z�stávala 

stejná bez významné zm�ny. 

Graf. 4.: Vliv Ca2+ iont� na vznik komplexu TRPC6 CT (801-878) WT - S100A1 

P�ítomnost Ca2+ iont� má vliv na interakci mezi TRPC6 CT (801-878) a S100A1. 

Dependentní vazba komplexu TRPC6 CT (801-878) a S100A1 na Ca2+ iontech, 

podobn� jako u CaM, byla ov��ena m��ením anizotropie fluorescence. V p�ítomnosti 

dvojmocných iont� vápníku došlo k nár�stu m��ené anizotropie fluorescence (plný 

kruh) se zvyšující koncentrací TRPC6 CT (801-878) WT. P�i absenci iont�, podobný 

jev nebyl pozorován (prázdný kruh). Rota�ní pohyb zna�ené molekuly S100A1 nebyl 

ovlivn�n navázáním molekuly TRPC6 CT (801-878) WT, proto anizotropie 

fluorescence z�stávala stejná.  

 Vzniklý komplex poukázal na skute�nost, že S100A1 je schopen interagovat se 

stejnou oblastí CIBR domény TRPC6 CT jako kalmodulin. Míra vlivu jednotlivých 
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bazických aminokyselinových reziduí na tuto interakci byla zjišt�na z nam��ených dat 

pro p�ipravenou sadu mutantních konstrukt� TRPC6 CT (801–878) R852A, TRPC6 CT 

(801–878) K856A, TRPC6 CT (801–878) R864A a trojitých mutant� TRPC6 CT (801–

878) R852A/K859A/R860A, TRPC6 CT (801–878) K859A/R860A/R864A.  

 Z nam��ených hodnot anizotropie fluorescence za rovnovážného stavu (Graf 5) 

aplikací matematických vztah� (Rov.2, Rov.3) byla vypo�tena navázaná frakce a 

proložením grafu matematickou funkcí zjišt�na disocia�ní konstanta pro dané 

konstrukty TRPC6 CT (801-878). Tyto hodnoty disocia�ních konstant jsou uvedeny v 

tabulce (Tab.4). 

Tab.4.: Disocia�ní konstanty pro konstrukty TRPC6 (801-878) CT s S100A1

Vliv vybrané aminokyseliny na vazbu komplexu TRPC6 CT (801-878) a S100A1 byl 

popsán disocia�ními konstantami. Konstrukt TRPC6 CT (801-878) WT bez mutací 

(WT-wild type), KD = 0,31 ± 0,042µM, m�l srovnatelnou disocia�ní konstantu s CaM. 

Velmi d�ležitou oblast pro vazbu komplexu ukázala disocia�ní konstanta TRPC6 CT 

(801–878) R852A/K859A/R860A, která byla 8x v�tší než kontrolní WT. Jednotlivé 

mutantní formy se taktéž lišily, což potvrzuje participaci na interakci p�i vzniku 

komplexu. 

 Konstrukt bez mutací v sekvenci TRPC6 CT (801-878) WT m�l KD = 0,31 ± 

0,042µM a sloužil jako kontrolní vzorek pro porovnávání vlivu mutace na vazbu. K 8mi 

násobnému zvýšení disocia�ní konstanty na 2,62 ± 0,217µM došlo u konstruktu se t�emi 

zam�n�nými rezidui Arg852/Lys859/Arg860. Další testované konstrukty m�ly menší 

negativní vliv na interakci TRPC6 CT (801-878) s S100A1. 
áste�ný podíl na vazb� k 

Protein Disocia�ní konstanta [µM] 

TRPC6(801–878)WT 0,31 ± 0,042 

TRPC6(801–878) R852A 0,48 ± 0,027 

TRPC6(801–878) K856A 0,76 ± 0,086 

TRPC6(801–878) R864A 0,92 ± 0,082 

TRPC6(801–878)R852A/K859A/R860A 2,62 ± 0,217 

TRPC6(801–878)K859A/R860A/R864A 0,40 ± 0,050 
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S100A1 má Arg864, Lys856 a Arg852 jejichž disocia�ní konstanty KD byly ur�eny na 

0,92 ± 0,082 µM; 0,76 ± 0,086µM respektive 0,48 ± 0,027µM. U trojitého mutantu 

TRPC6 CT (801–878) K859A/R860A/R864A byla KD ur�ena 0,40 ± 0,050 µM. 

Nahrazené aminokyseliny Lys859/Arg860/Arg864 nem�ly na vznik komplexu tak 

zásadní vliv, jak to mu bylo u trojitého mutantu TRPC6 CT (801–878) 

R852A/K859A/R860A.  

Graf. 5.: M��ení anizotropie v rovnovážném stavu vybraných konstrukt� TRPC6 

CT s nazna�eným S100A1

Anizotropie fluorescence S100A1 titrovaných fragmenty TRPC6 CT (801-878) jsou 

graficky znázorn�né pro nepozm�n�nou verzi TRPC6 CT (801-878) bez mutací WT 

(„wild type“) (�erný kruh), mutovaný R864A konstrukt (bílý kruh), konstrukt s trojitou 

mutací (�erný �tverec) Vliv mutace R864A na pr�b�h titrace je patrný z grafu 

srovnáním s TRPC6 CT (801-878) WT bez mutací. Nejvýrazn�jší inhibi�ní vliv na 

vznik komplexu s S100A1 m�l trojitý pozm�n�ný konstrukt TRPC6 CT (801-878) 

R852/K859/R860, který m�l disocia�ní konstantu 2,62 ± 0,217µM, což bylo 8mi 

násobné zvýšení oproti (TRPC6 CT (801-878) WT. 
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 Vazebné studie ukázaly, že S100A1 a kalmodulin tvo�í s C terminálním koncem 

TRPC6 CT (801-878) komplex se srovnatelnými disocia�ními konstantami KD

(TRPC6CaM) = 0,336 ± 0,019µM a KD (TRPC6S100A1) = 0,31 ± 0,042 µM. Oba Ca2+

vazebné proteiny využívají stejnou oblast p�i tvorb� komplexu. Bodové mutace však 

odhalily, že krátký α-helix v tomto regionu nereaguje identicky s CAM a S100A1. 

Z disocia�ních konstant pro kalmodulin byl ur�en motiv 1-5-10, který nejlépe popisoval 

pozorované inhibi�ní vlivy jednotlivých bazických reziduí, hlavn� Arg852, který m�l u 

komplexu TRPC6 - CaM nejv�tší rušivý efekt. Naproti tomu komplex TRPC6 - S100A1 

byl nahrazením Arg852 omezen jen �áste�n�.  

4.1.6 Homologní model komplexu C terminálního TRPC6 s kalmodulinem 

 Pro lepší a komplexní pochopení získaných dat charakterizující interakci 

kalmodulinu s C terminálním koncem TRPC6 byl vytvo�en homologní model (Obr. 16). 

Ten zahrnuje �ást TRPC6 CT sekvence s regionem v�etn� CIBR domény s α-helikální 

strukturou obsahující sekven�ní vázající motiv pro kalmodulin. Vazebný motiv má 

p�evážn� hydrofobní charakter a má n�kolik bazických aminokyselin (Rhoads and 

Friedberg 1997). P�edlohou pro po�íta�ový model byly použity struktury draselného 

kanálu RSK2 (Caterina, Schumacher et al. 1997) a peptidu z lidské „death-associated“ 

proteinkinázy 2 interagujícího s CaM (Zhang, Majava et al. 2009). Templáty pro 

homologní model obsahovaly konzervované sekven�ní motivy pro vazbu kalmodulin, 

konkrétn� 1-5-10 a 1-8-14 podobn� jako C terminální konec TRPC6 CT (801-878), u 

kterého byl odhalen analýzou sekvence.  



Obr. 16.: Strukturní po�

TRPC6 CT (801-878) 

Molekula kalmodulinu (zlatá barva) obsahuje navázan

(�ervené barva). Úsek α

(zelená barva). Navázáním Ca

s bazickými aminokyselinami T

pevn� sev�e. Zú�astn�né aminokyseliny

(Obr. 17) 
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Strukturní po�íta�ový model komplexu kalmodulinu s fragmentem 
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Pohled na komplex TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem

Fragment TRPC6 CT (801-878) s vazebným motivem (zelená barva)

ické aminokyselinové zbytky Arg852, Lys856, Ile857, Lys859 a 

ly významný vliv na interakci s kalmodulinem. Molekula k
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modelu je patrné, že postranní �et�zce testovaných aminokyselin mají 
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856, Ile857, Lys859 a 

s kalmodulinem. Molekula kalmodulinu 
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 Z hlediska struktury model nazna�uje d�ležitou roli n�kterých bazických reziduí 

zapojenou do vazby TRPC6-CaM, které byly potvrzeny i výsledky spektroskopického 

m��ení anizotropie fluorescence. Aminokyseliny Lys856, Lys859 a Arg860 podle 

modelu interagují s negativn� nabitými rezidui kalmodulinu, a podobn� je tomu u 

hydrofobního aminokyselinového zbytku Ile857, který je schopen interagovat s 

kalmodulinovými rezidui. Na základ� informací ze sekven�ní analýzy a získaných 

poznatk�, se zdá velice pravd�podobné, že TRPC6 CT, mající v CIBR regionu více 

sekven�ních motiv� pro interakci s kalmodulinem, preferuje v tomto p�ípad� motivem 

1-5-10 p�ed rozpoznávací sekvencí IQ a motivem 1-8-14. 
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4.2 DISKUZE 

4.2.1 TRPC6 Kalmodulin 

 Vápník vázající protein kalmodulin má d�ležitou roli v regulaci aktivity TRPC6 

iontového transmembránového kanálu (Kwon, Hofmann et al. 2007). Byla potvrzena 

p�ítomnost více vazebných míst pro kalmodulin na TRPC receptorech, která je 

spole�ným znakem této podrodiny TRP protein�. U TRPC1/2/4/5 byly identifikovány 

kalmodulin interagující domény na obou intracelulárních koncích, které jsou vzdáleny 

od CIBR regionu (Ordaz, Tang et al. 2005; Zhu 2005). P�íbuznost TRPC3/6/7 dokazuje 

i výskyt jediného místa obsahující sekven�ní vazebné motivy pro kalmodulin, p�ípadn�

proteiny s „EF hand“ motivem. A�koliv bylo potvrzeno, že C terminální konec hraje 

d�ležitou roli v interakci TRPC6 s kalmodulinem (Kwon, Hofmann et al. 2007), p�esné 

místo v rámci aminokyselinové sekvence je zatím stále neznámé. P�es absenci 3D 

strukturního modelu TRPC6 receptoru se poda�ilo imunoprecipita�nímí experimenty a 

vazebnými „pull down“ studiemi (pull down – afinitní chromatografická metoda 

používající protein-protein interakce, na rozdíl od imunoprepicipitace, která používá 

protilátky) up�esnit oblast TRPC6, která s kalmodulinem interaguje.  

 Schopnost vázat kalmodulin byla potvrzena i pro navržený konstrukt TRPC6 CT 

(801-878) metodami elektroforetické pohyblivosti v nativním polyakrylamidovém gelu, 

gelovou permea�ní chromatografií a taktéž spektrofotoskopickou metodou m��ení 

anizotropie fluorescence. Charakter vazby byl ur�en jako siln� dependentní na Ca2+

iontech. Pozitivní výsledky elektroforézy v nativním prost�edí, gelové permea�ní 

chromatografie poukázaly na vznik komplexu kalmodulinu s TRPC6 CT (801-878) 

v oblasti na C konci zvané CIBR regionu. P�i odstran�ní vápenatých iont� chelata�ními 

�inidly došlo k narušení vazby komplexu TRPC6 CT (801-878).  

 Titrace CaM za nativních podmínek up�esnila vazebný stechiometrický pom�r 

1:1. SDS elektroforézou v nedenaturujícím prost�edí se p�ebytek CaM p�i pom�ru 

menším než 1:1 poda�ilo identifikovat v gelu. Stejné výsledky byly získány gelovou 

permea�ní chromatografií, kdy p�i nadbytku CaM (pom�r v�tší než 1:1) nezreagovaná 

�ást m�la na chromatogramu lokální maximum odpovídající samostatnému CaM. 
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Gelová permea�ní chromatografie prokázala existenci vazebného místa TRPC6 CT 

(801-878) a stechiometrický pom�r, kdy jedna molekula TRPC6 CT reaguje s jednou 

molekulou CaM.  

 Sekven�ní analýza odhalila CIBR doménu u TRPC rodiny p�ítomnou u všech 

�len�. Predikcí pomocí databáze cílových molekul (Calmodulin target database -

http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/) poukázala na n�kolik známých motiv�, 

které rozpoznávají kalmodulin (Rhoads and Friedberg 1997). Dosud bylo popsáno 

n�kolik druh� t�chto kalmodulin preferujících motiv�, jako jsou IQ, 1-5-10, 1-8-14, 

které vycházejí z konzervovaných pozic aminokyselin v sekvenci, které mají p�evážn�

hydrofobní charakter a nesou pozitivní náboj. 

 Pro bližší ur�ení údajné vazebné domény byl navržen rekombinantní konstrukt 

TRPC6 CT (801-878) obsahující oblast zájmu. Metodou cirkulárního dichroismu byla 

nam��ena spektra pro TRPC6 CT (801-878) WT, CaM, respektive S100A1 a 

samoz�ejm� utvo�ený komplex fúzního proteinu TRPC6 CT (801-878) s CaM 

respektive S100A1. Byla zjišt�na sekundární struktura konstruktu TRPC6 CT (801-878) 

s oblastí interagující s kalmodulinem, která byla predikována analýzou primární 

sekvence. P�ítomnost α-helixu potvrdilo p�edpoklad vazebného místa, které má 

charakter krátkého nep�erušovaného α-helikálního úseku s pat�i�ným rozpoznávacím 

motivem (Zhu 2005). Data u fúzního proteinu TRPC6 CT (801-878) pop�. mutantních 

verzí ukázala, že fragment TRPC6 v porovnání s CaM nebo S100A1 zaujímá v�tšinou 

neuspo�ádanou strukturu. Jako možný d�sledek p�i tvorb� komplexu byla sledována 

zm�na v sekundární struktu�e. Avšak výsledná CD m��ení nazna�ila, že vznik 

komplexu TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem respektive S100A1 nemá podstatný 

vliv na sekundární strukturu TRPC6 CT, nebo	 spektrum komplexu odpovídá sou�tu 

jednotlivých spekter zm��ené pro proteiny samostatn�. 

 V práci byly studovány bazické aminokyseliny v CIBR vazebném regionu 

TRPC6, které by mohly interagovat s negativn� nabitými rezidui kalmodulinu (Rhoads 

and Friedberg 1997). Sledovány byly substituce t�chto bazických aminokyselin 

s hydrofobním charakterem na interakci, podobn� jak tomu bylo u charakterizace C 

terminálního konce u iontového kanálu TRPV1 (Grycova, Lansky et al. 2008). 

Za ú�elem prozkoumání úlohy jednotlivých aminokyselinových reziduí s údajným 



82 

kalmodulin vazebným regionem na TRPC6 byly navrženy substituce vybraných 

aminokyselin, které byly bodovou mutací provedeny a následn� mohlo dojít k produkci 

proteinových fragment� TRPC6 CT (801-878). 

 S t�mito rekombinantn� vyprodukovanými konstrukty TRPC6 nesoucí �ást C - 

terminálního konce v�etn� kalmodulin vazebného místa byla nam��ena data anizotropie 

fluorescence za rovnovážného stavu, kdy se sledovala vazba fluorescen�n� ozna�eného 

kalmodulinu s jednotlivými konstrukty. Všechny exprimované proteiny se poda�ilo 

produkovat v rozpustné form� a v dostate�ném množství pro spektroskopické studie a 

vazebné experimenty. Titra�ní pokusy potvrdily, že vznikající komplex TRPC6-CaM je 

závislý na p�ítomnosti Ca2+ iont�, což bylo zjišt�no též p�i imunoprecipita�ních 

experimentech (Kwon, Hofmann et al. 2007). Metodou m��ení anizotropie byla vazba 

charakterizována ur�ením disocia�ní konstanty pro komplex CaM navázaný na C 

terminální konec TRPC6 CT (801-878) (KD = 0,336 ± 0,019µM). Hodnota je v souladu 

s disocia�ními konstantami ur�enými pro podobné kalmodulin vázající �ásti kanál� jako 

nap�. IP3R1 receptor (Yamada, Miyawaki et al. 1995), TRPC6 (Tang, Lin et al. 2001) 

nebo P/Q-typ vápníkového kanálu (Lee, Wong et al. 1999). 

 Vazebné studie s mutovanými konstrukty ukázaly, že každý z nich narušil 

interakci komplexu do ur�ité míry. Projevil se inhibi�ní vliv na vznik komplexu. 

Neutralizace jedné aminokyseliny nebo kombinace dvou reziduí se neprojevila úplnou 

inhibicí vazby kalmodulinu. Inhibi�ní vliv na vazbu kalmodulinu byl pozorován u 

následující dvojité substituce Lys859/Arg860 za alaniny, kdy disocia�ní konstanta byla 

ur�ena KD = 1,095 ± 0,037µM. V p�ípad� nahrazení Arg852 alaninem byla zjišt�na 

disocia�ní konstanta dokonce KD = 2,950 ± 0,067µM. U bazického Arg864 a 

hydrofobního Ile857 byl negativní vliv substituce za alanin na vznikající vazbu 

komplexu potvrzen disocia�ní konstantou KD = 0,519 ± 0,030µM, respektive 

KD = 0,748 ± 0,028µM pro Ile857. Tyto bazické aminokyseliny se pravd�podobn�

p�ímo podílí na interakci TRPC6 CT s CaM. Ú�ast bazických reziduí p�i tvorb�

komplexu s kalmodulinem byla popsána i pro další �leny TRP rodiny iontových kanál�

(Grycova, Lansky et al. 2008) (Holakovska, Grycova et al. 2012). Byla ov��ena i 

závislost komplexu na p�ítomnosti Ca2+ iont�, kdy za jejich p�ítomnosti došlo 

k interakci TRPC6 CT (801-878) s CaM, která se projevila nár�stem anizotropie, 
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protože vzniklý komplex m�l odlišný rota�ní pohyb než samotná molekula zna�eného 

CaM. 

 Na základ� informací ze sekven�ní analýzy a získaných poznatk� se zdá velice 

pravd�podobné, že TRPC6 CT má v CIBR regionu více sekven�ních motiv�

vyhovujících vazb� s kalmodulinem, 1-5-10, 1-8-14, IQ. (Zhu 2005). Pro up�esn�ní 

a lepší pochopení interakce kalmodulinu s C terminálním koncem TRPC6 byl vytvo�en 

po�íta�ový homologní model zmín�ného regionu s CaM. Jako templáty pro homologní 

modelování byla použita struktura draselného kanálu RSK2 (Caterina, Schumacher et 

al. 1997) a peptidu z lidské „death-associated“ proteinkinázy 2 interagujícího s CaM 

(Zhang, Majava et al. 2009). Potvrzen byl p�edpoklad o charakteru vazebného motivu, 

že typické je hydrofobní oblast obsahující bazické aminokyseliny (Rhoads and 

Friedberg 1997). Z predikovaných vazebných motiv� pro CaM 1-5-10, 1-8-14, IQ. (Zhu 

2005) nejlépe vysv�tluje motiv 1-5-10 inhibi�ní vlivy mutací Arg852, Lys859 a Arg860 

v�etn� �áste�né inhibice zam�n�né aminokyseliny Ile857. Model názorn� ukazuje 

d�ležitost vybraných aminokyselin, které jsou velmi p�ízniv� v prostoru orientovány 

k negativn� nabitým postranním �et�zc�m aminokyselin kalmodulinu, se kterými p�i 

vzniku komplexu TRPC6 CT a CaM dochází k interakci.

4.2.2 TRPC6 a S100A1 

 Rodina S100 protein� se zapojuje do r�zných biologických odpov�dí zm�nou 

bun��né koncentrace vápníku. Fungují jako vápník signální molekuly a jsou schopny 

modulovat enzymovou aktivitu, oligomerizaci cytoskeletárních proteinových 

komponent (tubulin, desmin, atd.), napomáhají ubiqitinaci, �ídí tvorbu membránových 

vesikul a dopravu protein� na vnit�ní povrch cytoplazmatické membrány (Santamaria-

Kisiel, Rintala-Dempsey et al. 2006). 

 Interakce TRP kationtových kanál� s rodinou S100 byla zjišt�na u receptor�

TRPV5 a TRPV6 imunoprecipita�ními experimenty a kvasinkovým hybridním 

systémem (van de Graaf, Hoenderop et al. 2003; Borthwick, Neal et al. 2008). Vzniklý 

komplex S100A10 s receptory a následn� s anexinem II pomáhá správn� dopravit 

TRPV5 a TRPV6 kanály na cytoplazmatickou membránu, kde potom fungují jako 

selektivní kanály pro Ca2+ ionty. P�ímá interakce mezi S100A1 a iontovým kanálem 
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TRPM3 byla prokázána dokonce s možnou kompeticí o vazebnou doménu mezi 

S100A1 a kalmodulinem, protože jejich sekven�ní vazebné motivy se p�ekrývají 

(Holakovska, Grycova et al. 2012). 

 S100A1 je vápník vázající protein mající dva „EF hand“ motivy s odlišnou 

afinitou pro Ca2+ ionty. Podobn� jako u kalmodulinu, je navázání vápenatých iont� u 

S100A1 doprovázeno konforma�ními zm�nami ve struktu�e, p�i kterých se odhaluje 

potenciální vazebná oblast pro cílové proteiny. P�ímá interakce mezi fragmentem 

TRPC6 CT (801-878) a S100A1 byla zjišt�na gelovou permea�ní chromatografií a 

následn� potvrzena i fluorescen�ním m��ením anizotropie pouze za p�ítomnosti Ca2+

iont�, což ukazuje na dependentní vazbu komplexu na Ca2+ iontech. Stejné chování 

TRPC6 bylo pozorováno p�i experimentech s kalmodulinem�

 Pro bližší charakterizaci této interakce byl použit navržený konstrukt TRPC6 CT 

(801-878) obsahující oblast CIBR regionu, se kterou reaguje kalmodulin. V sekvenci 

byly vybrány aminokyseliny s bazickými vlastnostmi, které jsou potenciáln� zapojeny 

do interakce s negativn� nabitými aminokyselinovými zbytky kalmodulinového „EF-

hand“ motivu zjišt�ným vazebnými experimenty u TRPV1 (Grycova, Lansky et al. 

2008) a TRPC6 (Friedlova, Grycova et al. 2010). Nahrazením aminokyselin bodovou 

mutací za alanin vznikly mutované verze konstrukt TRPC6 CT (801-878), které se 

poda�ilo produkovat v bakteriálním systému E.coli. Fúzní protein byl exprimován v 

rozpustné form� a dvojstup�ovou purifikací bylo získáno dostate�né množství proteinu 

pro vazebné experimenty. Histagová kotva uleh�ující purifikaci nakonec byla 

ponechána na konstruktu TRPC6 CT (801-878) kv�li nízké agregaci proteinu, ke které 

docházelo p�i trombinovém odšt�pení histagové kotvy. Cílový protein S100A1 byl 

purifikován fenylsefarózou CL-4B za p�ítomnosti Ca2+ iont�, �ímž se poda�ilo izolovat 

pouze správn� fungující molekuly S100A1, které byly následn� použity pro vazebné 

experimenty.  

 Sekundární struktura byla ov��ena m��ením cirkulárního dichroismu. Relativní 

zastoupení α-helikální struktur potvrzuje správn� fungující nativní protein. Data 

cirkulární dichroismu byla v souladu s p�edpokladem, že vazba S100A1 nebude mít 

zásadní vliv na strukturu TRPC6 CT (801-878) podobn�, jak tomu bylo u CaM. 

Výsledky m��ení cirkulárního dichroismu C terminálního fragmentu TRPC6 odpovídaly 
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matematické analýze z primární struktury, protože TRPC6 CT (801-878) zaujímal 

neuspo�ádanou oblast (36%) s α-helixem, který obsahoval vazebný motiv pro možnou 

interakci s Ca2+ vazebnými proteiny. 

 Existence komplexu TRPC6 CT (801-878) s S100A1 byla potvrzena gelovou 

permea�ní chromatografií, SDS elektroforézou v neredukujícím prost�edí a 

charakterizován disocia�ní konstantou získanou m��ením anizotropie fluorescence. 

S100A1 je menší protein než CaM a obsahuje jen 2 „EF-hand“ motivy, a p�esto 

molární pom�r jednotlivých složek komplexu byl 1:1, p�ebyte�ný proteinový zbytek šlo 

identifikovat na chromatogramu z gelové permea�ní chromatografie. 

 Bazické aminokyseliny v CIBR vazebném regionu TRPC6, které interagovaly s 

negativn� nabitými rezidui kalmodulinu, byly zkoumány i pro S100A1. Nazna�ený 

S100A1 fluorescen�ní sondou dansylchloridem postupn� interagoval s rekombinantními 

mutanty TRPC6 CT (801-878). Ur�ené disocia�ní konstanty charakterizovaly vliv dané 

mutace na sílu komplexu, a tak i d�ležitost aminokyseliny na vznik komplexu. 

 Disocia�ní konstanta TRPC6 CT (801-878) WT s S100A1 byla ur�ena 

KD = 0,31 ± 0,042µM. Tato hodnota koreluje s hodnotami pro cílové molekuly S100A1, 

které se pohybují v rozsahu 0,2 až 0,5µM. Pro porovnání s RyR receptorem byla KD 

zjišt�na 0,383µM (Treves, Scutari et al. 1997). 
áste�ný rušivý a inhibi�ní vliv 

bodových mutací TRPC6 CT (801-878) na interakci s S100A1 byl zjišt�n u v�tšiny 

vybraných aminokyselin. K úplné inhibici došlo pouze v p�ípad� odstran�ní Ca2+ iont�

z reakce chelata�ním �inidlem. Nejv�tší vliv na vazbu S100A1 zp�sobila trojitá mutace 

Arg852/Lys859/Arg860 (KD = 2,62 ± 0,217µM), disocia�ní konstanta konstruktu byla 

8x vyšší než v p�ípad� nepozm�n�ného TRPC6 CT (801-878) WT. Trojitá mutace byla 

navržena, protože jednoduché nahrazení Arg852 alaninem a dvojmutace 

Lys859/Arg860 na konci α-helixu m�ly jedny z nejv�tších vliv� u CaM. O identický 

vazebný motiv a místo pro S100A1 a CaM z�ejm� nejde, nebo	 konstrukt TRPC6 CT 

(801-878) R852A m�l disocia�ní konstantu KD = 0,48 ± 0,027µM a neprojevila se 

o�ekávaná d�ležitost této aminokyseliny na vznik komplexu, jak tomu bylo u CaM. 

Negativní vliv substituce bazického Lys856, Arg864 za alanin na vznikající vazbu 

komplexu potvrzen disocia�ní konstantou KD = 0,76 ± 0,086µM pro Lys856, respektive 
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KD = 0,92 ± 0,082µM pro Arg864. Tyto aminokyseliny se pravd�podobn� p�ímo podílí 

na interakci TRPC6 s S100A1.  

 S100A1 se poda�ilo vykrystalovat v komplexu s ryanodinovými receptory 

(Treves, Scutari et al. 1997). Byl použit 12 aminokyselinový peptid, který nebyl 

dostate�ným templátem pro homologní modelování, proto po�íta�ový model pro 

komplex S100A1 a C terminální konec TRPC6 nebylo možné vytvo�it. 

4.2.3 TRPC6 a vápník vázající proteiny kalmodulin a S100A1 

 Vazebné studie ukázaly, že S100A1 a kalmodulin mají vysokou afinitu k C 

terminálnímu konci TRPC6 CT (801-878) a tvo�í s ním komplex se srovnatelnými 

disocia�ními konstantami KD (TRPC6CaM) = 0,336 ± 0,019µM a KD (TRPC6S100A1) = 

0,31 ± 0,042 µM. Oba Ca2+ vazebné proteiny využívají stejnou oblast p�i tvorb�

komplexu (Kwon, Hofmann et al. 2007; Holakovska, Grycova et al. 2012). Bodové 

mutace v tomto regionu odhalily, že krátký α-helix reaguje s CaM vazebným motivem 

1-5-10. Vazebné experimenty fragmentu TRPC6 CT (801-878) s S100A1 potvrdily 

zjišt�ní, že α-helix váže i protein S100A1 ,ale jiným vazebným motivem než je tomu u 

CaM. Trojitá mutace aminokyselin Arg852/Lys859/Arg860 u S100A1 m�la nejv�tší 

vliv na komplex TRPC6 - S100A1, ale mutace Arg852 již nem�la takový vliv na 

komplex S100A1 – TRPC6 jak tomu bylo u komplexu CaM – TRPC6. Vazebná místa 

se p�ekrývají a nejsou identická. Zjišt�ní je v souladu s výsledky, které byly získány 

kompeti�ními vazebnými studiemi mezi S100A1 a CaM u ryanodinového receptoru 

(Rebbeck, Nitu et al. 2016)  
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5 ZÁV�R 

 V této práci byla prov��ena interakce konzervovaného regionu lokalizovaným na 

C terminálním konci TRPC6 receptoru s proteiny vázajícími Ca2+ ionty CaM a S100A1.  

Použitím molekulárn� genetických metod se poda�ilo p�ipravit proteinový fragment 

TRPC6 s tímto regionem, v�etn� mutantních verzí, které m�ly bodovou mutací 

zam�n�ny vybrané aminokyseliny. Vazebný region se poda�ilo charakterizovat a 

p�iblížit jeho strukturu biofyzikálními metodami. Matematické a po�íta�ové metody 

byly aplikovány p�i tvorb� homologního modelu. 

 Intracelulární C konec TRPC6 má neuspo�ádanou strukturu s nep�erušeným α-

helixem, ke kterému mají CaM a S100A1 mají vysokou afinitu. V p�ítomnosti Ca2+

iont� dochází u vápník vázající protein� ke konforma�ním zm�nám ve struktu�e a k 

odhalení vazebné oblasti, která následn� interaguje s lokalizovaným α-helixem TRPC6. 

Tento helix je sou�ástí konzervované domény CIBR, která byla popsána u všech �len�

rodiny TRPC. Sekven�ní analýzou bylo popsáno n�kolik možných vazebných motiv�, 

které byly ov��eny následn� experimentáln�. Vlivy vybraných bazických reziduí 

v oblasti CIBR domény u TRPC6 byly charakterizovány disocia�ními konstantami. 

 Interakce TRPC6 s CaM je zprost�edkována rozpoznávacím motivem 1-5-10. 

Homologní model tohoto komplexu poukázal na d�ležitost aminokyselin Arg852, 

Ile857, pro vazbu. Výsledky vazebných experiment� odhalily, že komplex TRPC6 a 

S100A1 vzniká ve stejné oblasti α-helixu TRPC6, ale jiným zp�sobem, než tomu bylo u 

CaM. Rozpoznávací motivy se p�ekrývají, nebo	 v�tší vliv na interakci S100A1 mají 

aminokyseliny na konci vazebného helixu, konkrétn� Lys859 a Arg860. 

 Zjišt�né informace up�esnily lokalizaci a charakter vazebného místa na C 

intracelulárním konci TRPC6. Odhalen byl S100A1 jako potenciální vazebný partner 

pro kanál TRPC6. B�hem laboratorní experimentální �innosti byl vypracován protokol 

pro purifikaci proteinových fragment� TRP receptoru. Dizerta�ní práce m�že sloužit 

jako výchozí krok budoucímu výzkumu charakterizace a modulace TRP kanál�. 
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The transient receptor potential (TRP) protein superfamily consists of seven major groups, among them the ‘‘canonical TRP’’
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Introduction

TRPC6 is a member of a large group of transient receptor

potential (TRP) channels, a diverse group of cation-permeable

channels. This family includes more than 30 proteins that play

critical roles in various biological processes [1]. They are widely

expressed in the nervous system and non-excitable cells. TRP

channels are involved in many physiological processes, they are

important regulators of cation homeostasis in cells and many of

them serve as biological sensors for the detection of various

environmental stimuli [2]. TRP channels can be divided into

seven subfamilies (C - canonical, V - vanilloid, M - melastatin, ML

- mucolipin, P - polycystin, A – ankyrin, N – no mechanoreceptor

potential C) on the basis of sequence homology [3]. TRP channels

contain six putative transmembrane domains, a pore region

between domain 5 and 6, and amino- and carboxy- intracellular

termini [3,4]. Many conserved domains have been identified

within the intracellular termini, and they serve as important

interaction sites for various regulatory molecules [2].

Members of the TRPC subfamily (TRPC1-TRPC7) typically

contain 3–4 ankyrin repeats on their N-terminus and a conserved

region called TRP box at the C-terminus, also present in TRPVs

and TRPMs. These channels are non-selectively permeable to

cations, nevertheless their selectivity for calcium over sodium

varies among their members. It has been proposed that TRPC

channels can be activated by the stimulation of phospholipase C,

but a number of different modulators such as signaling proteins,

cytoskeletal elements, scaffold molecules and also other ion

channels have been reported to modulate their activity. All TRPC

channels have been described as store-operated channels (SOCs),

that are activated when intracellular Ca2+ stores become depleted

[5].

TRPC6 was reported to be modulated by Ca2+ ions together

with calmodulin (CaM) [6,7,8]. The CaM binding region on the

C-terminus was described in detail [6,8]. The domain contains

several consensus CaM binding motifs with hydrophobic residues

in specific positions and was also shown to interact with the IP3

receptor (IP3R) and described as the so-called CaM and IP3R

binding domain (CIRB) conserved among all TRPC members [6].

S100A proteins are a large family of calcium-binding proteins

found in Vertebrates. It was assumed that these proteins simply

function as cellular calcium buffers, but they have been later

reported to take part in the regulation of many cellular processes

[9].

S100A1 is a small dimeric protein that is highly expressed in

cardiomyocytes, and also in fast and slow twitch muscles, brain

and hippocampal neurons [10]. It contains two EF-hand motifs

that are able to bind Ca2+ ions, causing a conformational change

by moving one helix and exposing a broad hydrophobic surface

that enables the protein to interact with a variety of target proteins

and ion channels [11,12]. In contrast to CaM, the first EF hand

motif binds Ca2+ with a lower affinity than the second EF hand

[13,14].
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The TRPC6 channel modulates the calcium levels in eukaryotic

cells, including sensory receptor cells in response to external

signals. Its activity is modulated by multiple factors. It was recently

shown that CaM, a Ca2+ binding protein, acts as an important

mediator of Ca2+-dependent regulation [6,8] and the interaction

site was characterized [7,8]. S100A1 behaves similarly in terms of

mediating the activity of other ion channels [15,16]. For this

reason we tested the binding of the S100A1 protein to TRPC6 C-

terminus (CT) (801–878), which interacts directly with CaM [7,8].

Using site-directed mutagenesis of the predicted basic amino acid

residues of TPRC6 CT combined with steady-state fluorescence

anisotropy measurements, we found that the S100A1 protein is

able to bind to the TRPC6 C-terminus. Moreover, this binding

site overlaps with the previously reported CIRB binding site on the

same receptor.

Materials and Methods

TRPC6 Cloning, Expression and Purification
The coding region for the C-terminal part of rat TRPC6 (amino

acids 801–878) was cloned into the pET42b expression vector

(Novagen). Point mutations of several basic amino acids, namely

Arg852, Arg864, Lys 856 and Ile 857, as well as the triple

substitutions Arg852/Lys859/Arg860 and Lys859/Arg860/

Arg864 were performed by site-directed mutagenesis according

to the manufacturer’s protocol (Stratagene). All the constructs

were confirmed by DNA sequencing.

The proteins were expressed as fusion proteins with a His-tag on

their C-termini in E. coli Rosetta cells (Novagen). The expression of

the proteins was induced by 0.5 mM isopropyl-1-thio-b-D-

galactopyranoside for 16 hours at 20uC. The proteins were

purified by Chelating Sepharose Fast Flow (Amersham Bios-

ciences) according to the manufacturer’s protocol. Gel permeation

chromatography on Superdex 75 (Amersham Biosciences) was

used as a final purification step. A 25 mM Tris-HCl buffer

(pH 7.5) containing 500 mM NaCl and 2 mM CaCl2 was used for

the elution. The protein samples were concentrated using spin

columns (Millipore) and the purity was verified by 15% SDS-

PAGE (Fig. S1). The concentration of the constructs was estimated

by measuring absorbance at 280 nm. The integrity of the proteins

was verified by MS-MS analysis. The expression and purification

of the (His)6-tagged proteins was described in detail previously

[17].

S100A1 Protein Cloning, Expression, Purification and
Labeling
cDNA coding for human S100A1 was cloned into the pET28b

expression vector (Novagen). The protein was expressed in E.coli

BL21 cells. Its expression was induced by 0.5 mM isopropyl-1-

thio-b-D-galactopyranoside for 12 hours at 25uC. The protein was

purified using Phenyl Sepharose CL4B (Amersham Biosciences)

equilibrated with 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl,

2 mM CaCl2. Bound S100A1 was eluted with 50 mM Tris-HCl

(pH 7.5), 100 mM NaCl, 1.5 mM EDTA and concentrated using

a spin column for protein concentration (Millipore). Concentrated

protein solution was loaded into a Superdex 75 column

(Amersham Pharmacia Biotech) and eluted with 25 mM Tris-

HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl, 2 mM CaCl2 as a final purification

step. The purity of the protein was verified by 15% SDS-PAGE

(Fig. S2). The concentration of the protein was assessed by BCA’s

assay using BSA as a standard protein [18].

The S100A1 protein was then dialyzed against 10 mM

NaHCO3 buffer (pH 10.0) and 100 mM NaCl for 8 hours at

4uC. The protein sample was mixed with 0.6 dansyl chloride

(DNS) solution (Sigma) in a molar ratio of 1:1.5 and incubated at

4uC for 12 h. The sample was dialyzed for 8 hours against 25 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl and 2 mM EDTA to remove

the free DNS-chloride and then against the same buffer containing

2 mM CaCl2 instead of EDTA at 4uC overnight [19]. The

incorporation stoichiometry was determined by comparing the

peak protein absorbance at 280 nm with the absorbance of the

bound DNS measured at 340 nm, using an extinction coefficient

of 4,300 m21 cm21T [20].

Steady-state Fluorescence Anisotropy Measurements
Steady-state fluorescence anisotropy measurements were used

as a binding assay to determine the binding affinity between

fluorescently labeled S100A1 protein and the C-terminal part of

TRPC6 and its mutants. The experiment was performed using an

ISS PC1TM photon-counting spectrofluorimeter The monochro-

mator excitation and emission wavelengths were set to 340 nm

and 520 nm for all measurements. The fraction of bound TRPC6

protein (FB) was calculated from the equation 1:

FB~
(robs{rmin)

(rmax{robs)Qz(robs{rmin)

where robs is the observed anisotropy for any TRPC6 protein

concentration, rmax is the anisotropy at saturation and rmin is the

minimum observed anisotropy for the free DNS-S100A1. The

parameter Q represents the quantum yield ratio of the bound to

the free form, and was estimated by calculating the ratio of the

intensities of the bound to the free fluorophore. To determine the

equilibrium dissociation constant (KD), the values of the bound

fraction of the protein were plotted against the TRPC6 protein

concentration and fitted using the equation 2:

FB~

KDz½P1�z½P2�{
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

(KDz½P1�z½P2�)
2
{4½P1�½P2�

q

2½P1�

where KD is the equilibrium dissociation constant, [P1] is the

DNS-S100A1 concentration, and [P2] is the concentration of the

TRPC6 protein. Non-linear data fitting was performed using the

program SigmaPlot10 [17]. All experiments were carried out in at

least triplicate.

Mass Spectrometric Analysis
The excised protein band from SDS-PAGE, TRPC6, was

digested with trypsin endoprotease (Promega) directly in the gel

after destaining and cysteine modification by iodoacetamide [21].

The resulting peptide mixture was extracted, loaded onto the

MALDI-TOF target with a-cyano-4-hydroxycinnamic acid as the

matrix, and positively charged spectra or MS/MS were acquired

using an UltraFLEX III mass spectrometer (Bruker-Daltonics,

Bremen, Germany) with internal calibration (monoisotopic

[M+H]+ ions of the TRPC6 peptides with known sequences).

Circular Dichroism Spectroscopy
Circular dichroism (CD) experiments were carried out in a Jasco

J-815 spectrometer (Tokyo, Japan). The protein concentration was

kept constant for all measured samples and was 0.35 mg/ml. The

spectra were collected from 200 to 300 nm using a 0.1 cm quartz

cell at room temperature. A 0.5 nm step resolution, 20 nm/min

speed, 8 s response time and 1 nm bandwidth were used. After

baseline correction, the final spectra were expressed as a molar
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elipticity Q (deg?cm2
?dmol–1) per residue. Secondary structure

content was estimated using Dichroweb software [22].

Results and Discussion

TRPC6 and S100A1 Expression and Purification
The TRPC6 C-terminal protein construct (801–878) and its

mutants were expressed as fusion proteins with a 6x His-tag on

their C-termini in E. coli Rosetta cells. The S100A1 protein was

expressed in E.coli BL21 cells. All proteins were purified by a two-

step purification process. The proteins were soluble and in

sufficient amount to perform the binding experiments (Fig. S1

and S2). The integrity of the proteins was verified by circular

dichroism spectroscopy measurement. Numerical analysis of the

experimental spectra enabled estimation of the relative abundance

of the various secondary structure elements. (Fig. 1, Tab. 1). The

a-helical conformation (66%) was found to be the major

component of the S100A1 protein, which is in good agreement

with the conformation found in its native state. The structure of

the TRPC6 C-terminus is unknown. According to the theoretical

prediction of the secondary structural elements using computa-

tional tools, the region was predicted to be mostly unordered. The

CD spectra analysis confirmed the theoretical prediction, suggest-

ing that the TRPC6 protein construct was adopting its native

form. The experiment was also used to observe changes in the

secondary structural elements during the creation of the TRPC6/

S100A1 complex (Fig 1, Tab 1). We compared the CD spectrum

of the complex with the CD spectra of the proteins alone. Because

the CD spectra of the mixture are the sum of the TRPC6 protein

construct and S100A1 individually, we suggest that the changes in

the secondary structure of TRPC6 (801–878) have no significant

effect on its binding to S100A1.

S100A1 Binds to TRPC6 (801–878) C-terminus
S100 protein family is known to act as calcium-signaling

molecules by converting changes in cellular calcium levels to

a variety of biological responses. In this manner, many of the S100

proteins have been shown to modulate enzyme activities,

oligomerization of cytoskeletal protein components (tubulin,

desmin, glial fibrillary acidic protein), modulate ubiquitination,

Figure 1. Circular dichroism spectroscopy measurement of TRPC6(801–878)WT, S100A1 and the complex of S100A1 and TRPC6 (801–

878)WT. Examples of CD spectra of TRPC6(801–878)WT, S100A1 and the complex of S100A1 and TRPC6 (801–878)WT expressed as a molar elipticity Q
(deg?cm2

?dmol–1) per residue.
doi:10.1371/journal.pone.0062677.g001

Table 1. Calculated incidence (%) of secondary structures of S100A1 and TRPC6(801–878) WT and TRPC6 single mutant R852A and
complex of TRPC6(801–878) WT/S100A1.

Protein Helix Antiparallel Parallel Beta Turn Random Coil

TRPC6(801–878)WT 0,18 0,15 0,12 0,20 0,36

TRPC6(801–878) R852A 0,22 0,14 0,11 0,20 0,34

S100A1 0,66 0,03 0,03 0,12 0,15

S100A1+ TRPC6(801–878)WT 0,43 0,07 0,07 0,17 0,25

doi:10.1371/journal.pone.0062677.t001
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control membrane vesicle formation and participate in trafficking

of proteins to the inner surface of the plasma membrane [11]. The

interaction between the transient receptor potential cation channel

proteins TRPV5 and TRPV6 with S100A10 has been shown

using two-hybrid and co-immunoprecipitation experiments

[23,24]. In this role, the S100A10-annexin A2 complex is thought

mediate trafficking of the TRV5 and TRV6 proteins to the plasma

membrane where they act as calcium-selective channels. Recently

our research group has also shown a direct interaction between

S100A1 protein and TRPM3 ion channel, where this protein was

able to compete with CaM for the overlapping binding site [25].

The protein samples were used for steady-state fluorescence

anisotropy measurement to characterize the binding ability of the

S100A1 protein to TRPC6 C-terminal region 801–878. Increasing

amounts of the TRPC6 protein construct were titrated into the

DNS-S100A1 solution. The equilibrium dissociation constant of

the TRPC6(801–878)/Ca
2+-S100A1 complex was estimated to be

0.31+/20.04 mM (Fig. 2). The value of the equilibrium dissoci-

ation constant is nearly the same as was estimated for CaM

binding to be 0.320+/20.019 mM [8]. As the amino acid residues

important for CaM binding are known (Fig. 3), we tested their role

in S100A1 binding (Fig. 2). The single substitution of R852A and

triple substitution of K859A/R860A/R864A had almost no effect

on its binding. (Fig. 2, Tab. 2). Interestingly, in comparison to the

CaM binding, where the neutralization of this residue had the

most striking effect [8], the R852 residue did not influence the

interaction with S100A1 at all. Although the TRPC6 WT binding

affinities to both ligands CaM and S100A1 are almost the same,

according to the results we obtained it seems that different residues

are involved in the binding. The mutations of K856A and R864A

Figure 2. Steady-state fluorescence anisotropy measurement of TRPC6(801–878) WT and selected mutants to fluorescently labeled
S100A1 protein. DNS- S100A1 protein (232 mM) was titrated with TRPC6 fusion protein and the Fb was calculated using equation 1 as was
described in material and methods.Binding isotherms and dissociatin constants were calculated by fitting the data to the equation 2 as was described
in material and methods. Values are expressed as the mean 6 standard deviation (SD) measured from at least from three independent experiments.
Binding isotherms of wild-type TRPC6 (801–878) is represented as black circles, single mutant is TRPC6(801–878) R864A as white circles and triple mutant
TRPC6(801–878) K859A/R860A/R864A as black squares.
doi:10.1371/journal.pone.0062677.g002

Figure 3. Amino acid senquence of TRPC6 fusion protein. Native
rat TRPC6 801–878 amino acid sequence containing integrative binding
site was investigated. Predicted important basic amino acids that were
replaced by alanine are in red.
doi:10.1371/journal.pone.0062677.g003

Table 2. Summary of estimated equilibrium dissociation
constants of the complex of TRPC6(801–878)WT and its mutants
with S100A1.

Protein KD/mM

TRPC6(801–878)WT 0.31+20.04

TRPC6(801–878) R852A 0.48+20.11

TRPC6(801–878) K856A 0.76+20.09

TRPC6(801–878) R864A 0.92+20.08

TRPC6(801–878)R852A/K859A/R860A 2.62+20.22

TRPC6(801–878)K859A/R860A/R864A 0.40+20.05

doi:10.1371/journal.pone.0062677.t002
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lead to an up to 3-fold decrease in the binding affinity to S100A1.

These results are in a good agreement with TRPC6/CaM binding

data. The R852A/K859A/R860A triple mutation caused the

most significant decrease in binding ability (Tab. 2).

Binding of TRPC6 801–878 to S100A1 is Calcium-
dependent
Since S100A1 is a Ca2+-binding protein and Ca2+ ions play

a crucial role in TRPC6 activity regulation, the role of calcium

ions in S100A1 binding to TRPC6 (801–878) was assessed. The

experiment was performed in a solution without calcium. There

was no increase in fluorescence anisotropy when calcium was

absent (Fig. 4), suggesting that the binding is calcium-dependent.

The same behavior has been detected for the CaM/TRPC6– CT

(801–878) interaction [8].

In this report the interaction of the Ca2+-binding protein

S100A1 with the conserved region (801–878) of the TRPC6-CT

was investigated. We found that these proteins bind with high

affinity and the binding is Ca2+-dependent, analogous to that of

CaM. According to our results, the interaction is similar but not

exactly the same, because different residues are essential for the

interaction. Here we show the role of some basic amino acid

residues from the so-called CIRB region of TRPC6 affecting its

binding to S100A1. These results could suggest potential

physiological consequences which will need further investigation.

Supporting Information

Figure S2 Final purification step of the S100A1 protein.

Chromatogram and SDS-PAGE of fractions 1-6 after gel
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Figure S1 Final purification step of the protein con-

struct TRPC6 (801–878). Chromatogram and SDS-PAGE of
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