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ABSTRAKT

Charakterizace vazebnych mist pro kalmodulin a S100A1 na intracelularnich koncich
TRPC6 receptoru

Skupina TRP (transient receptor potential) iontovych kanala je rozsahlou tiidou
membranovych receptorti. Soucasti této skupiny jsou i kanonické kandly TRPC se
sekvenci analogickou TRP kanalim poprvé objevenych u octomilky (Drosophila
melanogaster). Tyto membranové kandly jsou zapojeny do mnoha fyziologickych
procest v riznych typech buné€k a tkani. TRPC6 je neselektivni kationtovy kanal, ktery
fidi intracelularni rovnovdhu vdapenatych iontl eukaryotickych bunék (vcetné
senzorickych a receptorovych bun€k) jako odpovéd’ na vnéjsi podnéty. TRPC6 obsahuje
vazebnou doménu CIBR (Calmodulin inositol binding region), ktery je schopen vazat
vapnik vazajici protein S100A1. Cilem préce je charakterizace vazebného mista CIBR
lokalizovaného na C intracelularnim konci TRPC6 pro kalmodulin (CaM) a S100A1.
Pomoci bodové mutace byl piipraveny rozpustny proteinovy fragment TRPC6 CT (801-
878) se zamérné¢ vyménénymi aminokyselinami. V piipadé nékterych vybranych
bazickych aminokyselin (Arg852, Lys856, Lys859, Arg860 a Arg864) nesoucich
pozitivni naboj byl méfenim anizotropie fluorescence potvrzen jejich vliv a ucast na
tvorbé komplexu TRPC6 s CaM 1 S100A1. Obé¢ interakce jsou zavislé na pritomnosti
Ca’" iontéi. Homologni model komplexu TRPC6-CaM prokézal sekvenéni rozpoznavaci
motiv 1-5-10 vhodny pro CaM. AvSak vysledky naznacuji jedinecnou interakci
prekryvajiciho vazebného mista pro S100A1 na C konci TRPC6, protoze trojitd mutace
Arg852/Lys859/Arg860 vyznamné narusila vazbu komplexu S100A1-TRPC6.

Kli¢ova slova: anizotropie fluorescence, Ca’" vazebny protein, iontové kanaly,
kalmodulin, SI00A1, TRPC receptor, TRPC6
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ABSTRACT

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

for Calmodulin and S100A41

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 SIO0A1. 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 Ca”" 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 SI00A1 on the C tail of
TRPC6. The triple mutation Arg852/Lys859/Arg860 exhibited significant disruption of
the SI00A1-TRPC6 complex.

. 24 4 . . . . .
Keywords: anisotropy fluorescence, Ca” binding proteins, calmodulin, ion channel,

S100A1, TRPC receptor, TRPC6
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SEZNAM ZKRATEK

ARD (angl. Ankyrin Repeat Domain) doména s opakujicim se ankyrinovym
motivem

AMK aminokyselina

Amp antibiotikum — ampicilin

Kan antibiotikum — kanamycin

ATP adenosintrifosfat

BCA bicinchoninova kyselina
bp (angl. base pair) relativni jednotka udavajici velikost molekuly DNA v poctu
bazi

BME beta-merkaptoetanol

Ca* vapnikovy kationt

CaM kalmodulin

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

CD cirkularni dichroismus

cDNA  komplementarni deoxyribonukleové kyselina

Cavl.l (angl. L-type voltage-dependent calcium channel) vapnikovy receptor
v bunikach skeletalniho svalstva

Da (angl. Dalton) chemicka jednotka hmotnosti biomolekul

DNA deoxyribonukleova kyselina

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

dNTP sm¢s trifosfatovych nukleotidi dATP, dTTP, dCTP, dGTP (adenosin-,
tyamin-, cytosin-, guanosin-)

DTT dithiotreitol

E.coli  Escherichia coli

EDTA  etylendiamintetraoctova kyselina

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

His aminokyselina histidin

HisTag histidinova kotva

IPTG isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid



LB
NMR
O.D.
Orail
PAGE
PBS
PCR
PDZ

PIP,
PKA
PKC
PLC
PMSF
RPM

RT
SERCA

SDS

(LB médium) zivny roztok podle protokolu Luria-Bertaniho

nuklearni magneticka rezonance

(z angl. Optical Density) optickd hustota

lidsky homolog 0lf186-F protein

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

fosfatovy pufr

(z angl. Polymerase Chain Reaction) polymerazova fetézova reakce

PDZ doména — akronym z prvnich pismen proteint sdilejicich tuto doménu
charakteristickou pro signalni proteiny, které organizuji proteinové komplexy
na membranach (P — post synaptic density protein PSD95, D — Drosofila disk
larger tumor suppressor Dlgl, Z — zonula occludens 1 protein Zo—1)
fosfatidylinositol(4,5)bisfosfat

proteinkindza A

proteinkindza C

fosfolipaza C

fenylmetansulfonylfluorid

(angl. Revolution Per Minute) jednotka pro tthlovou rychlost rotoru
centrifugy

(angl. Room Temperature) teplota v mistnosti

(angl. Smooth Endoplasmic Reticulum Ca*" ATPase) membranova ATP4zova
pumpa endoplazmatického retikula

dodecylsulfat sodny

SDS — PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza za piitomnosti dodelcylsulfatu

SOCE

TRIS
TRP

sodného

(angl. Store-Operated Ca® Entry) nazev pro skupinu iontovych kanal
kontrolujicich vstup Ca*" ionti do cytoplazmy
tris(hydroxymetyl)aminometan

(angl. Transient Receptor Potential) iontové kandly tvotici pfechodny

membranovy potencidl
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 TRP kanaly

Diilezitou vlastnosti Zivého organismu je schopnost rozliSit velké mnozstvi
vjemu a podnéti z okolniho prostfedi a umeét rychle reagovat a odpovidat na n¢. Na
molekularni urovni tuto funkci plni iontové kandly a receptory umisténé na plazmatické
membrané. Celd Skala fyzikdlnich a chemickych podnétli vcetné mechanickych,
teplotnich, svételnych, pachovych, feromonovych stimulti aktivuje specifické iontové
kanaly, které se ucastni reakce. Tyto membranové kanaly umoznuji buiice rychle
regulovat koncentrace iontli uvniti a vné¢ buriky, tim dochazi ke zménam elektrické
aktivity membrany a burika je schopna pfijimané signaly z okolnich podnétii modulovat
nebo pfimo na né odpovidat. Receptorova rodina TRP (z angl. Transient Receptor
Potential) je vyznamnou skupinou iontovych kanald, které se podileji na integraci a
transdukci podnéti. Rodina patii mezi membranové iontové kandly, které jsou
aktivovany zminénymi podnéty cestou intraceluldrnich, extracelularnich a druhych
posli. TRP receptory jsou transmembranovym piechodem pro mono a bivalentni
kationty. RUzna receptorova citlivost a specifita k témto kationtim je divodem
mnozstvi a variability biologickych procest, do kterych jsou zapojeny. Pochopeni
mechanism, které vedou k aktivaci ptipadn¢ k inhibici TRP receptort, je zasadni krok
k objasnéni a naslednému efektivnimu odstranéni fady patofyziologickych stavi, které
jsou piimym dusledkem $patné funkce téchto TRP kanald.

TRP receptory jsou soucasti bunéénych membran témét ve vSech typech bunék
excitovatelnych 1 neexcitovatelnych tkani. Vyjimku tvoifi pouze jadernda a
mitochondridlni membréna. VétSina TRP kanali se vyskytuje na cytoplazmatické
membrané, kde maji nepostradatelnou funkci v transportnim transmembranovém
aparétu pro ionty vapniku, hoi¢iku a trojmocnych kovi ve stopovém mnozstvi. Ridi a
kontroluji mnozstvi iontl, které pronikne do bunky. Ptispévky TRP receptoru jsou
nezbytné pro fyziologické procesy od Cisté senzorovych funkci (feromony, chut’, bolest
a teplota), ptes regulaci homeostazy (Ca™, Mg2+ resorpce a osmoregulace) po spoustu
dalich motilnich funkci jako je napf. svalovéa kontrakce a vasomotoricka regulace (Na',

Ca”") (Nilius and Owsianik 2011).
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1.1.1 Evolucni vyvoj

Poprvé byl gen trp popséan u (Drosophila melanogaster), pti studiu odpovédi na
svétlo. Pokusy na zrakovém systému odhalily mutantni formu octomilky se zrakovym
poskozenim, kterd méla pti stalém osvétleni pomijivou reakci misto nemeénné odpoveédi
na elektroretinogramu (Cosens and Manning 1969). Mutantni forma byla nazvana
,Iransient Receptor Potential“. Trvalo 20 let, nez byl gen konkrétné popsan (Montell
and Rubin 1989). Proteinovy produkt #rp genu ma strukturu transmembranového
iontového kanélu priichodného pro vapnikové ionty (Ca®"), ktery je aktivovan svétlem
(Hardie and Minke 1995). Rozvoj molekularnich metod vedl k objevu dal§iho TRP
iontového kanalu, tentokrat u savci (Wes, Chevesich et al. 1995), a postupné byla
objevena a popsana cela velkd rodina iontovych kandlii tvoficich dilezitou soucast
regulacniho aparatu pro kationty u bunék obratlovct a bezobratlych. Vyzkum dosud
jesté neodhalil transkripéni faktory regulujici promotory téchto ,, trp “ genti.

Evoluéni vyvoj genu pro TRP kandly zacind zelenymi fasami, u kterych bylo
identifikovano né€kolik genii podobnych #7p geniim. Kodovany proteinovy kanal plni
svou funkci v Ca®" signalnich drahach zelenych fas (Osteococcus tauri). Genetickym
vyzkumem byla potvrzena domnénka, Ze suchozemské rostliny, které se evolucné
odd¢lily od tas, postupné ztratily geny pro TRP kanaly. Ptfitomnost #p genti byla dosud
prokazana u hub a v zivoc¢isné tisi (Wheeler and Brownlee 2008).

U hub je TRP rodina zastoupena jedinym genem TrpY1 (zndmym jako Yvcl =
Yeast vacuolar conductance 1), ktery koduje vakuolarni membranovy protein, regulujici
vakuolarni osmoticky tlak v kvasinkdch a plni funkci mechanosenzoru (Zhou, Su et al.
2007). Kvasinkovy TRP kandl je aktivovan roztazenim vakuolarni membrany nebo
pusobenim aromatickych slouc¢enin podobnych indolu. Po nérGstu osmotického tlaku
jsou nasledné¢ uvolnény véapnikové ionty z vakuoly skrz aktivovany kandl do
cytoplazmy (Haynes, Zhou et al. 2008). Pfitomnost aromatickych rezidui v oblasti
Sestého transmembranového segmentu zpiisobuje taktéz otevieni kandlu. Ekvivalentni
aktivace byla popsdna i u TRP kanall ptitomnych v tkanich vicebunéénych organismi
(Chang, Schlenstedt et al. 2010). Sekven¢ni homologie TrpY1 odhalila podobnost se
znamymi TRP kandly. Proto je TrpY1 povazovan za ptedchiidce TRP mechano a

chemosenzora (Palmer, Zhou et al. 2001).
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Evolu¢ni vyvoj zivocisné tiSe ziejmé zacal trubénkami (Choanoflagellata). Ty
jsou schopny utvaret kolonie jedinct s riznym stupném specializace. Genetickd vybava
bi¢ikatych (Choanoflagellatae) taktéz evolucnim predstupném pro objevené TRP
kanaly u Zivocichti. U téchto drobnych jednobunéénych eukaryotnich organismi se totiz
vyvinul systém signalizace obsahujici transmembranové iontové kanaly, vyuZivajici
vapnikové ionty. Podobn¢ jsou vyuzivany i kanaly tidici transport iontd do bun¢k SOC
(Store-Operated Channel), a téz membranovych receptort fidicich membranové napéti
VOC (Voltage-Operated Channel). Vzdalenou ptibuznost s TRP receptory potvrzuji 1
spolecné modulujici a fidici molekuly, které interaguji s t€mito membranovymi kanaly.

Béhem vyvoje se u obratlovcd vyvinula pocetnd rodina TRP receptord, ktera
byla postupné rozdélena do podrodin (viz. 1.1.2). Postupné se zredukovala skupina
receptor, kterd meéla na starosti vnimani tlakovych podnéti (mechano-senzitivni
receptory — TRPN podrodina). U TRP kanalt zapojenych do homeostazy vapenatych a
hote¢natych iontli, doSlo k nariistu variability. Transmembranové TRP kandly se
postupné zacaly ucCastnit percepcni funkce organismu a zaclenily se do vnimani
tepelnych, chemickych zmén okoli a signalnich drah. Diferenciace mezi nimi nastala jak
na strukturni tak i na fyziologické tirovni. Diky této rozdilnosti byly u TRP kanalt
charakterizovany jednotlivé podrodiny, naptiklad kanonickd (TRPC), vaniloidni
(TRPV), melastatinovda (TRPM) a dalsi. Tomuto rozdéleni se vénuje nasledujici

kapitola 1.1.2.

1.1.2 Rozdéleni TRP kanalu

Nyni je zndmo v zivo¢i$né tisi ptes odlisnych 100 #p geni (Tab.1.). Lidské trp
geny maji délku od 11,4 do 911 kbp (z angl. kilo base pair) s variabilnim poctem exont,
ktery se pohybuje v rozmezi od 11 do 39. Trp geny kdduji skupinu 30 iontovych kanali
tvoticich TRP rodinu, ktera se ucastni nejen reakci na tepelné, mechanické, chemické a
tlakové stimuly, ale i na fadu fyzikalnich a chemickych podnéti (Voets, Talavera et al.
2005). Na zaklad¢ strukturni podobnosti jsou TRP kanaly rozdéleny do podrodin
(Obr.1.):
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Obr.1.: Schematické rozdéleni TRP kanala
U obratloveil byly TRP kandly na zékladé sekvencni homologie rozdéleny do Sesti
podrodin. Funkéné se ovSem jednotlivé TRP kandly vramci stejné podrodiny lisi.

(Clapham 2003)

TRPC podrodina (,,canonical“ = klasickd) zahrnuje nejbliz§i homology
k ptivodnimu TRP kanali popsanému u octomilky (Drosophila melanogaster). Vice
vénovano v nasledujici kapitole 1.2

TRPV podrodina je pojmenovana podle vaniloidniho receptoru 1 (TRPVI)
vyskytujicitho se v nervovych zakoncenich, kde pomahd zpracovavat vnimani tepla a
bolesti.

Do podrodiny TRPM patii iontové kanaly spodobnou homologii k
melastatinovému receptoru (TRPM1).

TRPML a TRPP rodina zahrnuje proteinové homology k mucolipinu,

respektive k polycystinu.
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Vsechny kanaly patiici do podrodiny TRPA jsou zodpovédné za nociceptivni
vnimani, pro které je charakteristicka pfitomnost 14 ankyrinovych domén.

TRPN podrodinou kanali je nazvana skupina podobna iontovému kanalu
NOMP-C (NO-mechano-potential C) popsaném u (Caenorhabditis elegans). Z tabulky
(Tab.1.) je patrné sniZzeni poctu mechanoreceptorti podrodiny u obratloveid. Tim
jedinym TRPN kanalem byl popsan mechanosenzor u sladkovodni ryby zebficky

(Danio rerio).

Drosophila melanogaster Caenorhabditis elegmb Ciona inéesﬁnaﬁsb Fugu rubripes Danio feriob Mus musculus Homo sapiens

TRPC 3 8 8 7 i
TRPV 4 6 i
TRPM i 8 8
TRPA 1 1 1
TRPN

TEPML

TRPP

- - - R ¥t
e N e - )

3 2
4 2
2 4
1 1
1 o
1 1

T = b2
Ly ey
[FER V]

b2
L
[}
-1
[
=
=)
=1

Total 17 17 27

Tab.1.: TRP podrodiny u Zivo¢iSnych druhu
Souhrnné tabulka identifikovanych TRP kandlt u riznych zivoc¢isnych druhii. TRPN
podrodina mechanosenzora se nevyskytuje u Homo sapiens, ovsem u obratlovcii byla

potvrzena u zebiicek (Danio rerio) (Nilius and Owsianik 2011).

Pocet ¢lent jednotlivych podrodiny je mezidruhové velmi proménlivy.
Transmembranové domény maji konzervovanéjsi sekvenci v ramci jednotlivych
podrodin. Srovnéni proteinové sekvence ¢lenti podrodin v radmci jednoho ZivocisSného
druhu odhalilo podobnost sekvence ptiblizné z 35%. V podrodinach se vyskytuji Cisté
duplicitni pary kanalti (napiiklad TRPC6 s TRPC7; TRPM4 s TRPMS; TRPVS s
TRPV6), u kterych je podobna aminokyselinova sekvence v rozmezi 50 az 80%. Tahle

variabilita a vnitini rozd€leni podrodin zptsobily z velké ¢asti genové duplikace.

1.1.3 Charakteristika TRP kanalu

¢

Nejvice informaci o struktufe TRP kandlu je zatim zndmo z ,in silico’

experimentl a strukturné funkénich studii podobnych proteinovych receptort. Dosud se
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nepodafilo ziskat 3-D strukturni model. Nejmodernéjsi metody pro studium struktury,
jako jsou rentgenova strukturni analyza nebo nukledrni magneticka rezonance, zatim
nemaji dostatecnd data pro cely TRP receptor. Strukturni informace poskytla sekvenéni
analyza, protoze mezi transmembranovymi iontovymi kandly je obecné velmi blizka
podobnost. Typické slozeni TRP kanald se podaftilo zjistit diky napétim aktivovanym
draslikovym kanaltim, které jako TRP kanaly patii do stejné receptorové proteinové
super rodiny (Harteneck, Plant et al. 2000). TRP receptor se sklada z transmembranové
domény, kterd kotvi proteinovy kanal v membrané a obsahuje segmenty pro tvorbu
membranového pdéru. Termindlni konce C a N jsou orientovany smérem do cytosolu.
V nativni formé se spojuje do funkcénich homo, nebo heterotetramernich podjednotek.
TRP kanaly dokonce mohou tvofit mezi sebou slozité heteromultimerni typy kanalu,
protoZe mezi nékterymi z nich je vysoka sekvenéni homologie, kterd zaménu umoziluje.
Tato vlastnost zplsobuje pestrou funkéni riiznorodost kanali. K moznym zaménam
dochazi vétsinou v ramci jedné podrodiny a nebo rtiznych podrodin, jako je tomu
naptiklad u TRPC podrodiny. Fakt byl potvrzen biofyzikalnimi analyzami u nékterych
slozenych zkoumanych TRP kanalt (Kedei, Szabo et al. 2001).

Transmembranova doména TRP kanali obsahuje 6 helixovych segmentd (S1-
S6) zapuSténych v membrané¢ a byva délena do dvou stavebnich blokl. Oblast
zahrnujici prvni 4 transmenbranové segmenty S1 — S4 se nazyva ,,senzor”, ktery reaguje
na receptorové molekuly, analogicky jako senzor u K™ receptorti, reaguje na signal
elektrického napéti a je zodpovédny za aktivaci a otevieni receptoru. Zmapovana byla
vazebna mista pro kapsaicin u TRPV1 (Jordt and Julius 2002) respektive pro icilin u
TRPMS, kterd byla lokalizovana, mezi S2-S3 segmentem, piimo v oblasti senzoru.
(Chuang, Neuhausser et al. 2004). Druhy blok domény je tvofen ze zbyvajicich
segmentl S5 — S6, které umoziuji transmembranovy prichod lipidovou dvojvrstvou pro
ionty a dal§i hydrofilni molekuly, pro které je tato lipidovda membrdna jinak
neprostupna. Takovy to membranovy pdr je selektivni. Dilezitou soucésti je selektivni
filtr v podobé zuzeni okoli v centralni Casti péru. Stereochemické a elektrostatické
vlastnosti urcuji, kterd molekula, nebo ktery iont, smi proniknout na druhou stranu
membrany. Kryoelektronova mikroskopie provedend na TRPC3 kanalu odhalila, velkou
membranovou doménu kubického tvaru obklopenou vnéjsi schrankou propletenych

fetézcl, které slouzi pro aktivatory a modulatory. Globularni doména tvofi vnitini
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komirku, kterda miize ovliviiovat iontovy pritok (Mio, Ogura et al. 2007). Oba
terminalni konce jsou zanofeny do cytosolu buitkky. U TRP kanala se na cytosolickych
N a C koncich nachdzi regulacni domény, které mohou meénit vlastnosti otvirani a
zavirani kanalu. Diky rtiznorodosti cytosolickych domén je strukturni hledisko u TRP

kanali cennou informaci pro jejich modulaci a fizeni.

1.1.4 Domény TRP kanalu

TRP kandly jsou rozdé€leny na zéklad¢ sekvencni homologie do sedmi podrodin,
avSak uvnitf rodiny je patrna funkéni variabilita zplisobena pfitomnosti regulacnich
domén na intraceluldrnich amino- a karboxyl- koncich, které se 1isi od sebe jak délkou,
tak poctem vyskytujicich se domén. Na cytosolickém konci byly identifikovany nékteré
bézné protein-protein interakéni motivy, jako je napt. opakovani ankyrinového motivu,
kalmodulin vazajici misto nebo PDZ doména. Dal§i motivy jsou postupné zjiStovany
prevazné metodou sekvencni analyzy.

Zajimavosti je, Ze v nékolika ptipadech ma C terminalni konec dokonce
enzymovou aktivitu. Naptiklad TRPM2 md doménu s Nudix hydroldzovou aktivitou,
ktera funguje jako ADP-ribézapyrofostataza (Perraud, Fleig et al. 2001). Iontové kanaly
TRPM6 a TRPM7 disponuji na C konci doménou s kindzovou aktivitou (Runnels, Yue
et al. 2001).

Dalsim znakem pro TRP receptory je pfitomnost a opakovani ankyrinového
motivu na N termindlnim konci vétSiny z nich. Ankyrinovy motiv se sklada z 33 AMK
fazenych do antiparalelnich pari o-helixii spojenych B-vlasenkou. Pocet opakovani
ankyrinovych domén (ARD — Ankyrine Repeat Domain) je riizny: 3-4x u TRPC, 6x u
TRPV, 14-15x u TRPA a az 29x u TRPN. Hlavni funkci ARD je tetramerizace
iontového kanalu. Dilezitou funkci plni pfi interakci s ligandy piipadné s dal§imi
proteinovymi partnery (Gaudet 2009). Dosud se podatilo vykrystalizovat ankyrinovou
doménu u TRPV2 kanalu a to jako jedinou z celé rodiny TRP kanala (Jin, Touhey et al.
2006; Gaudet 2009).

Mezi dal$i domény a vazebné motivy, které jsou piitomny na intracelularnich

koncich, které maji vliv na funkci iontového kanalu, jsou napt. kalmodulin vazebna
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doména (CaM-BD), ,,EF-hand‘ motivy, oblasti zodpovédné za lipidové interakce,
neusporadany usek ,,coiled-coil* nebo fosforyla¢ni mista. Vyskyt domén je velice riizny

a Casto se lisi 1 mezi Cleny stejné skupiny.

1.2 TRPC rodina

TRPC rodina patfi mezi prvni objevenou skupinu TRP kandli. Pfi studiu
svételné percepce u octomilky (Drosophila melanogaster) a nasledném hledani
zodpovédného genu, byly popsany podobné kandly vykazujici velkou sekvencni
homologii mezi sebou (Hardie 2001). Tato skupina TRP kanalt byla pojmenovana jako
klasické (,,canonical*), zkracené¢ TRPC.

Rodina TRPC sjednocuje nejbliz§i homology s TRP kandly popsanych pravé u
octomilky (Drosophila melanogaster). TRPC byly prvni definovanou rodinou, avsak i
pfes intenzivni vyzkum nejsou dosud dobfe charakterizovany. Fyziologické funkce u
veétSiny Clent nejsou zcela jasné véetné mechanismi, které je aktivuji (Putney 2004).

Rodinu TRPC tvofenou sedmi ¢leny, mizeme na zakladé funkéni a sekvenéni
homologie rozd¢lit do 4 skupin TRPC1, TRPC2, TRPC3/6/7, TRPC4/5. N¢kdy se uvadi
rozdéleni pouze do tii skupin, kdy TRPCI1 byva fazen k TRPC4 s TRPCS5 (Obr. 2C).
V lidském genomu bylo identifikovano pouze Sest funkénich TRPC kanalti. TRPC2 ma
u lidi a primati formu pseudogenu a nedochézi k jeho transkripci (Liman and Innan
2003). Ovsem u dalsich obratlovci je plné rozvinut. TRPC3/6/7 tvoti uzce ptibuznou
skupinu majici vysokou podobnost aminokyselinové sekvence (70—-80 %). Analogicky
se u této podskupiny vyskytuje i podobnost ve funkci a farmakologickych vlastnosti.
Blizké strukturni a o¢ividné funkéni uloha existuje téz u TRPC4 a TRPCS (Pedersen,
Owsianik et al. 2005).

1.2.1 Struktura TRPC receptoru

Struktura TRPC kanélu se neli§i od obecné struktury TRP kanédlu (Obr. 2A).
Analyzou zabyvajici se hydrofobnimi tseky v aminokyselinové sekvenci bylo u vétSiny

podrodin (véetné¢ TRPC) predikovano 7 segmentt, z nichz prvni (S0) ziejmé nema jasné
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danou pozici a roli pii tvorbé membranového poru, nasledujicich 6 segmenti
umisténych v membrané¢ spolupracuje na tvorbé transmembranového kanalu.
Predikovany membranovy por je lokalizovan mezi 5. a 6. transmembranovym
segmentem, kde je pfitomna 1 kratkd hydrofobni smycka. Oba dva terminalni konce jsou
orientovany intracelularné a obsahuji modulujici domény (Vannier, Zhu et al. 1998).
N-termindlni konec se sklddda z 3-4 ankyrinovych opakujicich se domén,
neusporadané oblasti CC ,,coiled-coil“ a regionu schopného interakce s caveolinem
(Brazer, Singh et al. 2003). Cytoplazmaticky C - termindlni konec obsahuje
charakteristicky vzor pro TRP kandly — sekventni motiv EWKFAR, za kterym
nasleduje evolu¢né konzervovand oblast bohatd na prolin. Déle byla na C konci
dokéazéana piitomnost CIBR regionu vazajici kalmodulin, pfipadné inositoltrifosfat (IP;)
(CIBR — Calmodulin Inositol Binding Region) (Obr.2A.). ProdlouZeny C terminalni
konec TRPC4 a TRPCS5 obsahuje unikatni doménu s typickym PDZ motivem, ktery
pomdha udrZovat a organizovat signalni komplexy na bunéénych membranach

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

A) Schematické zobrazeni TRPC proteinu véetné predikovanych membranovych tsekl
a zjiSténych domén (hydrofobni segmenty SO (Seda barva), S1-S6 (oranZova barva); AR
— ankyrinova opakujici se doména; modie je naznacena hydrofobni smycka tvorici
transmembranovy pdr (P) mezi 5. a 6. hydrofobnim segmentem aminokyselinové
sekvence; CIBR — region vézajici kalmodulin a inositoltrifosfat)

B) Seskupeni TRPC receptoru v nativni formé do tetramerni struktury.

C) Rozdéleni TRPC rodiny do podskupin na zéklad¢ sekvencni homologie a funkéni
piibuznosti (Putney 2004).
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Ankyrinovd doména vytvaii také prostfedi pro protein proteinovou interakci a
vychéazi vstfic Siroké Skéale vazebnych partnerd. Ackoli nerozeznava specifickou

sekvenci nebo strukturu, odhaluje na povrchu rizné druhy rezidui, a tim se predikce

vvvvvv

vvvvvv

potvrdily jeji nepostradatelny vliv na spravnou dopravu TRPC receptoru na
plasmatickou membranu. Delece ankyrinové domény zputsobila kumulaci TRPC3
kanalu v intracelularnich kompartmentech. Podobny diisledek absence prvni ankyrinové
domény byl pozorovan u TRPC6 (Wedel, Vazquez et al. 2003). Vyjimkou je TRPC1,
jehoz zkracena varianta bez tii z celkovych ¢tyt ankyrinovych domén utvaii spravné
fungujici kanaly na membrané a reagujici na vy&erpani Ca®" zasob (Zitt, Zobel et al.
1996).

Neusporadand oblast ,,coiled-coil* (CC) ma bézné na starosti oligomerizaci
proteinového komplexu a moZnost kooperace s dal§imi proteiny prostfednictvim vazby
v CC oblasti. Pro sekvenci je typicky vzor opakovani sedmi rezidui skladajicich o-
helix. Tyto helixy mezi sebou interaguji a formuji oligomerni proteinové struktury. CC
oblast se u TRPC kanalt nachédzi na obou koncich. Pfitomnost na N-konci pfispiva svou
funkci k homo a heteromerizaci TRPC kanalu pii tvorbé tetramerniho iontového
uskupeni, na rozdil od CC oblasti umisténé na C konci, kterd neni schopna dimerizovat
(Engelke, Friedrich et al. 2002). U TRPCS, TRPC4, odpovida na N konci neuspotradany
region za specifickou vazbu s stathiminem, u kterého byla CC oblast s o-helikalni
strukturou taktéz potvrzena. (Greka, Navarro et al. 2003). Umisténi CC domény na C
konci u TRPC3 nema vliv na funkci a aktivaci kanalu na membrané. Nicméné u TRPC1
se CC doména ucastni na vazb¢ s kalmodulinem a jeji delece vyrazné snizuje aktivitu
kanalu TRPC1 v signalizaéni kaskadd mechanismu vstupu Ca®" do buiky (SOCE —
Store Operated Calcium Entry) (Singh, Liu et al. 2002).

U vSech ¢lent byl popsan na cytosolickém N konci podobny motiv sousedici
s prvni transmembranovou doménou odpovédny za interakci s caveolinem. Caveolin
interaguje sregionem bohatym na aromatické aminokyseliny. Tyto integralni

membranové proteiny pomahaji zakotvit TRPC kandly v membran€. ZruSenim tohoto
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useku u TRPC1 a TRPC3 bylo zabranéno vzniku kanalu na membrané a negativné

ovlivnéna fidici funkce vstupu Ca®" kaskadou SOCE kanalt (Brazer, Singh et al. 2003).

TRPC TRPC

36,7 567 TI}PC
Potential L L
Glycosylation
sites
S | Y
LeRURY
Caveolin-1 =g

Dimer‘izuﬂon,
(TRPC1) ' &
Stathmin ANKA &
(TRPC4/5) K7 & IPR/Cald

cc-c & 4 CaM (TRRCY)

&= IPR/CaM (TRPC4)

TRRC4/5 |
<nierr 4L 7CE
*- Cyto-
skeleton

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

Obrazek obsahuje zjisténé struktury a vazebné domény u TRPC receptoru. Cerné jsou
naznaceny transmembranové segmenty S1-S6. Membranovy por se nachazi mezi 5. a 6.
Segmentem (naznaceno Sipkou skrz membranu). Na termindlnim N konci jsou
lokalizovany proteinové domény: ANK1-4 — ankyrinovd doména, CC — ,,coiled-coil*
neuspoifadany region, ktery se nachazi na obou termindlnich koncich. Na C-terminalnim
konci jsou Sedé zvyraznény specifické domény pro TRPC4 a TRPCS. (PDZ -B - PDZ
doména, CIBR — kalmodulin/IP3vazajici region, PLC — fosfolipaza C, IP;R — receptor
IP;, CaM — kalmodulin) Na obrazku jsou zobranzeny i zachované konzervované
aminokyselinové useky: Y(X)4F(X);4aW; EWKFAR — Trp box sekvence; LFW —
sekvencéni motiv zachovany v domnélé oblasti transmembranového péru u vSech TRPC

kandli (Vazquez, Wedel et al. 2004).
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Systematicka analyza celého transmembranového péru u TRPC dosud nebyla
provedena. AvSak byly popsany mutace v oblasti hydrofobni smycky mezi
transmembranovymi segmenty S5 S6, pravé v blizkosti pdru, které mély esencialni vliv
na senzitivitu kanalu k iontim v souladu s pfedpoklddanym iontovym filtrem v této
oblasti. Studie zabyvajici se funkci tohoto filtru zjistily dllezitost silné¢ konzervovaného
aminokyselinového useku LFW. Pii poruseni doslo u TRPC5 a TRPC6 receptoru ke
zmén¢ senzitivity k lanthanoidovym iontim a mirnému omezeni funkce receptoru v
mechanismu vstupu vapnikovych ionti buriky, ktery je za normalnich podminek
lanthanoidovymi ionty inhibovan. Postupné byla identifikovdna u TRPCS5 nabita
glutaminova rezidua (Glu543, Glu595, Glu598) regulujici tuto senzitivitu
k lanthanoidovym iontim (Jung, Muhle et al. 2003). Podobné byly nalezeny u TRPC1
v této oblasti aminokyseliny (Glu576, Asp581) hrajici dtlezitou roli v citlivosti na Ca*"
ionty (Liu, Singh et al. 2003).

Posledni  transmembranovy segment je nasledovdn  konzervovanou
aminokyselinovou sekvenci EWKFAR, ktera je typickd pro vSechny c¢leny TRPC
rodiny. Zacatek C terminalniho konce obsahuje oblasti a domény, které se podili na
aktivaci a funkci receptoru. Jednim z nich je prolinovy usek interagujici s neuronovym
proteinem Homer, ktery iontové kandly asociuje s inositoltrisfosfaitovymi receptory
(IP3R) majici na starosti uvoliiovani intracelularnich zasob Ca*" iontd. Do tohoto tiseku
sekvence se mohou specificky vazat i peptidové imunosupresiva konkrétn¢ peptidyl-
prolyl cis-trans isomerazy FKBP12 a FKBP52. Imunoprecipitacni studie zjistily, ze
kanaly TRPC3/6/7 preferuji FKBP12, na rozdil od FKBP52, ktery je upiednostiiovan
kanaly TRPC1/4/5. Poskozenim prolinového useku zanik4 1 moznost vazby a regulacni
funkce imunosupresiv inhibovat indukovany elektricky proud skrz membranovy kanal,
jak bylo zjisténo naptiklad u TRPC6 (Sinkins, Goel et al. 2004).

U v8ech ¢lentt TRPC podrodiny byly popsany interakce s kalmodulinem a IPsR
receptory (Tang, Lin et al. 2001). Odpovédnost za tuto skute¢nost ma tzv. oblast CIBR,
kterd obsahuje vazebny motiv pro oba dva proteiny. TRPC3 kanal ma tuto oblast
lokalizovanou na C-konci kandlu mezi 751-821 aminokyselinou. IP;R a TRPC3 jsou
soucasti mechanismu kontrolujici ho vstup vapnikovych iontti (SOCE) u bunééné linie
HEK293. Do tohoto regionu se vaze i kalmodulin. Vazebné motivy se piekryvaji, coz je

ptic¢inou, Ze si vazebni partneti CaM a IP;R konkuruji (Boulay, Brown et al. 1999).
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TRPC4 a TRPCS sdili na prodlouzeném C termindlnim konci PDZ vazebnou
doménu s motivem ,,VTTRL“. PDZ doména je typicka pro ,,scaffold* proteiny, Na'/H"
iontové pumpy a regulacni faktory. Imunoprecipitaci byla prokdzana interakce PDZ
domény spole¢né s adaptorovym proteinem NHERF, eventudlné s [ podjednotkou
fosfolipazy C a taky cytoskeletonovymi kompartmenty (Tang, Tang et al. 2000).
Zkracena forma TRPC4[ bez PDZ domény, snizuje expresi TRPC4 a jeho naslednou
distribuci na membranu.

Nglykosylace moduluje aktivitu TRP kanalt, které jsou glykosylovany na
extracelularnich oblastech. V ramci TRPC podskupiny glykosylace vysvétlila odliSnosti
mezi ¢leny TRPC3, TRPC6 a TRPC7. Kanal TRPC3 je monoglykosylovan na prvnim
extracelularnim tuseku mezi segmenty S1-S2, zatimco TRPC6 a TRPC7 je

diglykosylovan v prvnich dvou extraceluldrnich tsecich a jejich bazalni aktivita je silné

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

TRPC jsou neselektivni membranové iontové kandly propustné pro kationty.
Riizna selektivita &lent pro Ca**/Na' je charakteristicka pro tuto podrodinu. Komplikaci
pro dal$i popis a charakterizaci TRPC je schopnost vytvafet funk¢éni multimerni
heterotetramery mezi jednotlivymi ¢leny podrodiny, ale 1 mezi kandly zjinych
podrodin. Mezi nejcastéji zastoupené patii komplexy TRPC1 s TRPC4 a TRPCS
(Montell 2005).
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Obr.4.: Proudové charakteristiky jednotlivych ¢leni TRPC
Megéieni elektrofyziologickych vlastnosti ¢leni TRPC odhalilo rtzné priabéhy
voltampérovych charakteristik, usnadiujici popisovani heteromernich komplexid TRP

kanalti (Wu, Sweet et al. 2010).

Objeveny byly 1 heteromerni formy mezi TRPC3/TRPC6/TRPC7. Tyhle
multimerni kandly maji signifikantné odlisné vlastnosti v permeabilit¢ a proudovych
charakteristikdch (Obr.4.) od svych homomernich verzi. Elektrochemicky zjisténé
voltampérové charakteristiky se pouzivaji k determinaci spravného slozeni
heteromernich kanalti (Strubing, Krapivinsky et al. 2001; Goel, Sinkins et al. 2002;
Hofmann, Schaefer et al. 2002).

1.2.2 Funkce a regulace TRPC kanalu

TRPC jsou predev§im neselektivni membranové iontové kanaly propustné pro
kationty. Typicka pro &leny TRPC rodiny je selektivita pro Ca*"/Na®. Charakteristické
jsou i dalsi vlastnosti jako vysoka vapnikova selektivita, nizka vodivost a variabilita
modulace zavislé na koncentraci intraceluldarniho vapniku. Rozdilnd deaktivace

iontového kanalu ovliviiyjici intenzitu pfendSeného signalu z TRPC délad idedlni
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regulacni partnery (Bolotina 2008; Birnbaumer 2009; Kiselyov and Patterson 2009).

Dosud z velkého mnozstvi studii 1ze ukézat, ze v jistych podminkach se TRPC
kanaly chovaji dokonce jako kanaly zapojené do kontroly vstupu vapnikovych iontl do
cytoplazmy (SOCE). Uéast vech &lent TRPC receptorda do SOCE kaskady je oviem
stale diskutabilni, protoze byly popsany interakce pouze nékterych cleni TRPC
podrodiny s proteiny STIM1 a ORAII, které jsou kompartmenty SOCE vapnikové
regulace. TRPC1 patii mezi ty, které ochotné tvoii komplexy, a tak pfispiva k funkci
SOCs kanali (Ambudkar, Ong et al. 2007). Protein ORAII taktéz reaguje s TRPCI a
vznikly komplex moduluje podjednotku proteinu STIM1 (Lu, Branstrom et al. 2010).
Imunoprecipitacnimi studiemi byla prokdzana vazba STIM1 s TRPCI1, TRPC4 a
TRPCS, které jsou zatim fazeny do skupiny regulatort SOCE (Firth, Remillard et al.
2007; Sours-Brothers, Ding et al. 2009). Interakce ostatnich ¢lent byly pozorovany jen
v nékterych expresnich systémech a u vybranych linii bunék. Podporuji tak nazor, ze
piimé zapojeni TRPC kanalu do kaskddy SOCE ma na svédomi spiSe unikatni lipidové
sloZzeni membrany v okoli kanalu, které tvofi tzv. lipidové rafty (Pani, Ong et al. 2008).
Ostatné ani ptimé vysvétleni funkce TRPC1 jako SOCE kanéalu zatim neni znamo

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

1.2.2.1 Regulace TRPC kanalu

TRPC kandly mohou byt aktivovany Sirokou Skalou intracelularnich a
extracelularnich podnétli pochdzejicich z okoli bungk. Citlivost vii¢i riznym podnétim
a zpusob reakce je urcena specifickymi podminkami v buiice, které ovliviiuji aktivitu
TRPC kanali, napt. fosforylace, lipidové okoli, koncentrace ligandl, piitomnost
adaptorovych proteini nebo kombinaci vice podminek (Ramsey, Delling et al. 2006).

Jednim zpiisobem aktivace TRPC kanalii je spoluprace s receptory vazajici G
proteiny. Pfipadn€¢ mohou TRPC byt aktivovany kooperaci s rliznymi izoformami
fosfolipazy C, receptory serin/tyrosin proteinkindz, nebo interakci s efektorovymi
molekulami (Venkatachalam, van Rossum et al. 2002).

Pritomnost lipidu 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OAG) v membrané ukazala na
stadlou modulaci aktivace u skupiny kanald TRPC3/6/7. Tyto kanaly mohou byt

aktivovany diacylglycerolovymi lipdzami a kindzovymi inhibitory na rozdil od
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monoacylglycerolli, které je neaktivuji. Samostatny diacylglycerol (DAG), pfipadné
OAG je schopni aktivovat TRPC3 a TRPC6.

Mechanismus aktivace kandli je =zajiStén receptory, které spolupracuji s
fosfolipdizou C nezéavisle na fizeni IP;R nebo SOCE. Do aktivace se nezapojuje
proteinkindza C (PKC) a otevieni kanalu signélni drahou zahrnujici PLC je nezavislé na
pritomnosti IP; (Trebak, St et al. 2003). Funkce TRPC6 se ukazuje jako regulacni

receptor.

1.2.2.2 Regulace fosfolipazou

V aktivaéni draze pomoci G proteinu je efektorovou molekulou podjednotka
Gogi1 vazajici se naf} jednotku fosfolipazy C (PLCP), kterda katalyzuje Stépeni
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu  (PIP,) pfitomného v membrané, a tim uvoliuje
molekuly slouzici jako sekundarni mediatory signalu: inositol-1-4-5-trisfosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG). IP; ptsobi na IP; receptory lokalizované v membrané
endoplazmatického retikula, a spousti uvoliiovani Ca®" z jeho zasob. Zatimco DAG se
dal $iti podél plasmatické membrany, kde mize modulovat ostatni receptorové soucasti,
nejcastéji jsou to razné formy Ser/Thr proteinkindz C (PKC). Dalsi izoformy PKC se
mohou aktivovat zvySenou intracelularni koncentraci Ca*". Rozdilné reakce na piivodni

signal se opét sbihaji v jednu, kterou vyvolal pivodni efektor.

1.2.2.3 Regulace fosforylaci

Fosforylace pomoci proteinovych kindz je opakovatelnd a reverzibilni
posttranslacni modifikace, ktera muze ovliviiovat vlastnosti iontovych kanald. Vliv
fosforylace byl nejlépe popsan u TRPV1 kanalu (Chuang, Prescott et al. 2001; Crandall,
Kwash et al. 2002; Hu, Bhave et al. 2002; Numazaki, Tominaga et al. 2002).

TRPC3 miize byt fosforylovan pomoci cGMP dependentni protein kindzou G (PKG).
Mutace dvou fosforylacnich mist (Tyrll, Ser263) zna¢né redukuje inhibicni efekt
¢GMP na influx Ca*" v SOCE draze vyvolany TRPC3 (Kwan, Huang et al. 2004).
Negativni vliv na regulaci TRPC3 ma fosfylace serinu 712 zavisla na PKC, tento serin
je konzervovan napii¢ celou rodinou TRPC. Fosfolipdza C vytvaii mediatorové

molekuly jako je diacylglycerol, ktery zptisobuje aktivaci TRPC3 a zdroven generuje
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signal pro zpétnou odpoveéd prave cestou fizené fosforylace PKC (Trebak, Hempel et al.
2005). U TRPC6 regulace aktivity pifimou fosforylaci zajist'uje interakce s Src proteiny
— proteiny tyrosinovych kindz (PTK) (Hisatsune, Kuroda et al. 2004). PKC muze
fosforylovat dokonce 1 TRPCS. Inhibitory PKC zabranily nasledné desenzitizaci TRPC5
po aktivovani pomoci G-protein vazajiciho receptoru. Substituce Tyr 972 na C konci
TRPCS5 za alanin dramaticky zpomalila tento desenzitiza¢ni proces (Zhu, Chae et al.

2005).

1.2.2.4 Regulace proteiny vazajici Ca’" ionty

Zvysenim intracelularni Ca®>" koncentrace se vapnikové ionty vazou na vépnik
vazebné proteiny, které jsou alosterickymi modulatory receptord, které pro svou
spravnou funkci potiebuji tyto vazebné proteiny. V piipadé kalmodulinu (CaM) jsou to
Ca*"/CaM dependentni kindzy (CaMKs) nebo pravé iontové kandly, mezi které patii i
TRPC, protoze obsahuji vazebné domény pro tyto partnery.

Kalmodulin kontroluje mnoho bun&énych mechanismt zavislych na Ca** a pati
mezi dilezité modulatory riiznych iontovych kanal. Nékolik studii se zamétilo na CaM
vazebné domény a jejich funkce na regulaci TRP receptorové aktivity (Zhu 2005). Prvni
zminka o interakci mezi CaM a TRP kandly pochdzi ze studie zabyvajici se purifikaci
CaM vazebnych proteini u (Drosophila melanogaster) (Phillips, Bull et al.
1992).Vysledkem bylo potvrzeni piislusnosti TRPL kanalu (TRP like kanal) do TRP
rodiny a lokalizace dvou vazebnych motivli pro CaM (CaMBD) na C konci u TRPL
kandlu - CaMBD1 (AMK 710-725) a CaMBD2 (AMK 859-871) (Phillips, Bull et al.
1992). CaMBD vaze CaM zavislym na pfitomnosti Ca®" a interakce je regulovana
fosforylaci dvou serinovych rezidui S721 S722 (Warr and Kelly 1996; Trost, Marquart
et al. 1999).

Vazebné experimenty na TRPC3 kanalu zjistily, Ze IP;R a CaM interaguji pfimo
s oblasti na C konci zvanou CaM/IP;R vazebny region (CIBR) (Boulay, Brown et al.
1999; Zhang, Tang et al. 2001). Interakce CaM s TRPC3 m¢éla inhibi¢ni efekt na funkci
kandlu. ZruSeni inhibice kandlu se podafilo pfitomnosti IP;R, ktery zifejmé konkuruje
pfi vazb€ do CIBR oblasti a nahrazuje CaM, tim zpétné& aktivuje kanal (Zhang, Tang et

al. 2001). Deleci CIBR oblasti byl pferusen spravny transport proteinu na membranu,

29



coz naznacuje sekundarni funkci této CIBR domény (Wedel, Vazquez et al. 2003).
Sekvencni homologii byl CIBR motiv identifikovan u vSech TRPC kanali. Nicméné
jejich senzitivita a odpovéd’ na CaM a IP;R je u podrodiny riizna (Tang, Lin et al.
2001). Byla prokdzéana ptitomnost vice domén citlivych pro CaM interakci. U TRPC4
na C konci byla objevena dvé mista na C konci (AMK 688-759; AMK 786—848), ktera
interaguji s kalmodulinem zpiisobem zavislym na Ca®" (Trost, Bergs et al. 2001).

C terminalni konec TRPCI je téz schopen interakce s CaM, konkrétné s dvéma
regiony lokalizovanymi mezi AMK 719-749 (CaMBD1) a 756-793 (CaMBD2) (Singh,
Liu et al. 2002). Delece prvni oblasti neméla vliv na thapsigarginem vyvolanou
zvysenou intracelularni koncentraci Ca>", ani na odpovéd SOCE kaskady zavislé na
Ca”™" iontech. Nybrz delece druhé oblasti zvysila SOCE odpovéd a snizila Ca*"
dependentni inhibici kanalu (Singh, Liu et al. 2002). Zajimavosti je zapojeni
adaptorového proteinu Homer a komplexu TRPC1-IP;R, které je vyzadovéno pii vzniku
odpovédi TRP kandlu na signal. Rozpad dynamického komplexu TRPCI1-Homer-IP;R
je soubézny s aktivaci TRPCI1 (Yuan, Kiselyov et al. 2003).

Regulace aktivity kandlu dependentni CaM byla stanovena u TRPV kanali, u
kterych byla podrobné zkoumdna. TRPV1 obsahuje 2 CaM vazebna mista, kazd¢ na
jednom termindlnim konci. Naruseni CaMBD domény na C konci zplisobuje
desenzitizaci TPRV1 kanalu (Numazaki, Tominaga et al. 2003), kdeZto vazba CaM do
CaMBD domény lokalizované na N konci sniZzuje capsaicinem vybuzeny proud

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

1.2.3 Charakteristika jednotlivych ¢leni TRPC rodiny

1.2.3.1 TRPC1

Prvnim popsanym ¢lenem této rodiny byl TRPC1, ktery je aktivovan cestou G-
proteinovou kaskady prostfednictvim metabolotropniho glutamatového receptoru
mGIuR1 v neuronech a pfispiva k signdlu z pomalu excitovatelnych postsynaptickych
bungk (EPSP) (Kim, Kim et al. 2003). TRPC1 poskytuje Ca*" jontéim dileZitou vstupni

drahu do bun€k, a proto je exprimovan na riznych typech bunék, jako jsou naptiklad
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endotelidlni buniky (Tiruppathi, Ahmmed et al. 2006), krevni desticky (Authi 2007),
buniky hladkého svalstva (Dietrich, Chubanov et al. 2006) nebo B lymfocyty (Mori,
Wakamori et al. 2002). Diskutabilnim tématem je funkce TRPC1 jako
mechanosenzitivniho kationtového kanalu, odpovédného za membranovou kontraktilitu
(Maroto, Raso et al. 2005; Gottlieb, Folgering et al. 2008). Pokus s vypnutym genem
pro TRPC1 ukazal snizeni sekreci tekutin slinovymi Zzldzami, které jsou fizené
neurotransmitery (Liu, Cheng et al. 2007). Princip TRPCI je podobny s principem
TRPCS5 pii axonovém rustu a vétveni neurond (Yu, Gu et al. 2010). Diive byl prokazan
vliv na vyvoj cév. TRPC1 je také zapojen do regulace stavu bd¢losti, spanku,
ostrazitosti a vnimani chuti, diky peptidovému hormonu orexinu A (Larsson, Peltonen

et al. 2005).

1.2.3.2 TRPC2

TRPC2 se vyskytuje u lidi ve formé pseudogenu, ktery ziejmé u nich ztratil svou
funkci, ovSem u niZ§ich obratlovcl (hlodavci a hadi) ma jednu z nejdilezitéjSich funkeci.
Vyskytuje se v senzorickych vomeronasalnich neuronech Jacobsonova orgénu, kde
moduluje ¢ichové signaly (Yildirim and Birnbaumer 2007) a pfevadi feromonové
stimuly na nervové signalni dradhy (Liman, Corey et al. 1999). Popsana byla i zapojeni
TRPC2 ve Ca" signalizadni kaskad& pii vazb& spermie na vaji¢ko pomoci zonalniho
receptoru ZP3 (Yildirim and Birnbaumer 2007). TRPC2 je také zapojen do

vyprazdiiovéani intracelularnich zasob Ca>" iontii (Gailly and Colson-Van Schoor 2001).

U erytroblastu byla zji$téna aktivace TRPC2 cestou IP; a PLCy (Tong, Chu et al. 2004).

1.2.3.3 TRPC3
Bohaty vyskyt TRPC3 byl potvrzen v mozku a burikdch hladkého a srde¢niho

svalu (Riccio, Medhurst et al. 2002; Clapham 2003). TRPC3 patii do skupiny receptort
aktivovanych DAG cestou jako vSechny iontové kandly TRPC rodiny i TRPC3 je
schopen piimo interagovat s kalmodulinem a inositoltrisfosfatem (IP;) diky CIBR
vazebné doméné (Wedel, Vazquez et al. 2003; Lemonnier, Trebak et al. 2008). Popséna
byla aktivace iontového TRPC3 pomoci tzv. purinoceptori. Modulace TRPC3 cestou

IP; vede k zazeni arterii v mozkové tkani (Xi, Adebiyi et al. 2008) a navic pomaha pii
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tvorb€ novych synaptickych spojlii u neuronové buiiky (Amaral and Pozzo-Miller 2007).
Regulaci influxu Ca®" jontd skrz membranu dochazi k depolarizaci plazmatické
membrany u endotelidlnich bunék (Ahmmed and Malik 2005) a k vazokonstrikci bun¢k

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

1.2.3.4 TRPC4

TRPC4 se nejcastéji nachdzi v membranach endotelidlnich bunék a v buiikach
hladkého svalstva (Beech 2005; Tiruppathi, Ahmmed et al. 2006). Pfitomnost byla
zjisténa téZz v riznych oblastech mozku (Zechel, Werner et al. 2007), ledvin,
nadledvinek (Philipp, Trost et al. 2000; Freichel, Vennekens et al. 2005) a v Cajalovych
intersticialnich bunkéch (ICC) starajicich se o uklidiiovani stfevni peristaltiky (Kim, So
et al. 2006). TRPC4 patii mezi neselektivni iontové kandaly Ucastnici se transdukce
nervového signalu Zalude¢niho hladkého svalstva po stimulaci muskarinem (Lee, Jun et
al. 2005). Experimenty na myS$ich s knockoutovanym genem TRPC4 ukazaly funkéni
vliv iontovych kanali TRPC4 na distribuci a vstup Ca>" iont do endotelianich bungk,
které tidi spravnou §itku cév ovliviiujici vazorelaxaci a vazokonstrikei (Freichel, Suh et

al. 2001).

1.2.3.5 TRPCS

TRPCS podobné jako TRPC4 ma zvySenou expresi ve vice tkanich vcetné
mozku (Hofmann, Schaefer et al. 2000). V centrdlni nervové soustavé tvoii multimerni
kationtové kandly s TRPCI a spolecné maji dalezitou roli pfi vyvoji mozkové tkané
(Strubing, Krapivinsky et al. 2001; Strubing, Krapivinsky et al. 2003). V neuronech
TRPCS asociuje se synaptotagminem a stathminem-2. Vezikuldrnim transportem je
dopravovan az do rlstovych vrcholll neuritu (Greka, Navarro et al. 2003). Zminény
vezikuldrni transport TRPCS je aktivovan pomoci epidermélniho ristového faktoru
(EGF) zavislého na pfitomnosti fosfatidylinositol-3-kindzy (PI:K), GTPazy s
podjednotkou Racl a fosfatidylinositol-4-fosfat-5-kindzy (PIP(5)K) (Bezzerides,
Ramsey et al. 2004). TRPCS reguluje délku nartstu hipokampalniho neuritu a nasledné
morfologii neuronového ristového kuzelu. TRPCS miize byt regulovan i vnéjSimi

faktory jako jsou napiiklad trojmocné La’" ionty nebo pomocny protein EBP50
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(Obukhov and Nowycky 2008). Ptitomnost TRPCS5 a jeho aktivace Gproteiny
sparovanymi s neuralnimi receptory byla popsana u amygdaly, kterd urcuje chovani pii

emocnich prozitcich a strachu (Riccio, Li et al. 2009).

1.2.3.6 TRPC6

Tomuto ¢lenu TRPC rodiny je vénovana kapitola 1.3.

1.2.3.7 TRPC7
Poslednim z rodiny TRPC je ¢len TRPC7, u kterého dosud jeho funkce neni

znama. Je velmi exprimovan v mozkové tkdni, kde se vaze a podili na aktivaci skupiny
ImGlu-receptor v neuronech, které uvoliiuji acetylcholin (Berg, Sen et al. 2007). Jsou
hypotézy, ze TRPC7 se Gcastni regulace Ca®" iontl pii aktivaci angiotensinu 1.typu
zavislé na ptitomnosti kalcineurinu. Touto cestou se TRPC7 mitize podilet na apoptdze

myokardového svalu, coz vede k srde¢nimu infarktu (Satoh, Tanaka et al. 2007).

1.3 TRPC6

TRPC6 je neselektivni kationtovy kanal 6x vice propustny pro Ca*" nez Na™.
Exprimovany homotetramerni kanal v nativni formé ma typickou volt-ampérovou
charakteristiku a je pfimo aktivovan pomoci druhého posla diacylglycerolu (DAG).
TRPC6 proteiny jsou také regulovany specifickymi tyrosin nebo serin fosforylazami a
fosfoinositoly. TRPC6 hraje dtlezitou roli ve mnoha fyziologickych mechanismech, coz
potvrdil jeho specificky expresni projev pii analyzach s knockoutovanym mysim genem
TRPC6. Kontrakce buriek hladkého svalstva je vyvolavéana vstupem sodnych iontl pies
membranu do lumen buiiky. TRPC6 kanaly a napétim aktivované vapnikové kanaly tidi
membranovou depolarizaci. Propustnost pulmondrnich endothelidlnich bun¢k zavisi na
TRPC6 a muze dokonce zptsobovat lokélni ischemii pii edému plic. TRPC6 byl také
identifikovan jako nepostradatelnd slozka podocyti v ledvinové tkdni a navic ma
dalezitou roli v ochran¢ neuroni po mozkové ischémii. Dal§i funkce TRPC6

v imunitnich a krevnich burikach zlstavaji nepopsané. V posledni dob¢ se podatilo najit
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blokatory TRPC6, coz miize byt ndgpomocné pro terapeutické ptistupy u nemoci, pfi

kterych je TRPC6 vysoce aktivovan.

1.3.1 Gen a protein

Nezkracenou cDNA TRPC6 se podaftilo isolovat z mySich mozkovych bunck
(Boulay, Zhu et al. 1997), zatimco lidsky TRPC6 byl naklonovén z placentarnich bun¢k
(Hofmann, Obukhov et al. 1999). Gen TRPC6 je umistén na chromozomu 11q21-q22 a
obsahuje 13 exont (D'Esposito, Strazzullo et al. 1998). Mysi verze ma stejny pocet
exoni a je lokalizovana na 9 chromozomu. Celkovy protein se sklada z 931
aminokyselin (lidsky), respektive 930 aminokyselin (mysi).

Predpokladand transmembranova struktura je podobna ostatnim TRP kanalim
s intracelularné orientovanymi N- a C- terminalnimi konci, s 6ti transmembranovymi
segmenty a porem tvofenym hydrofobni smy¢kou mezi 5. a 6. segmentem. Ctyfi
monomerni jednotky se podili na tvorbé funkéniho tetrameru membranového kanalu,
ktery ve svém centru je prichodny pro ionty skrz membranu.

Glykosylac¢ni studie odhalila dvé potencialni mista v prvni a druhé extracelularni
smycce (Asn473, Asn561), kterd mohou byt glykosilovdna. Glykosilace je jednim
faktorem pro spravné formovani a fungovani receptoru TRPC6 (Dietrich, Mederos y
Schnitzler et al. 2003). Mutace Asn561 na GIn561 zabranuje glykosylaci a je dostatecna
pro zvyseni basalni aktivity TRPC6 (Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003).

Funkéni  charakteristiky TRPC6 tetramernich jednotek vyprodukovanych
riznymi bunéénymi liniemi nemusi odpovidat jejich fyziologickym vlastnostem ,,in
vivo “, protoze TRPC6 v pfirozeném prostifedi mize utvaret slozené iontové kanaly, tzv.
heteromerni komplexy. Rizné experimentalni piistupy dosly k zavéram, ze TRPC6
sestavuje homo 1 heterotetramery v ramci ¢leni TRPC podrodiny TRPC3/6/7
(Hofmann, Schaefer et al. 2002). Tyto vysledky potvrdila 1 systematicka
imunoprecipitacni studie TRPC proteinti izolovanych ze synaptosomti (Goel, Sinkins et
al. 2002). Dalsi kombinace heterotetramert s TRPC1 spolecné TRPC4/5 a TRPC6 byly
identifikovany v HEK293 buiikédch, v embryonélnich mozkovych tkénich na rozdil od
dosp€lé mozkové tkané (Strubing, Krapivinsky et al. 2003). Dikaz pro TRPCI1/3,
TRPC1/6 a podobnou heteromerni kombinaci TRPC1/7 byl ziskéan elektrofyziologickou
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analyzou piislusnych volt-ampérovych charakteristik u pozorovanych heteromernich
komplexti iontovych kanala v riznych expresnich systémech (Storch, Forst et al. 2012).
Ve shod¢ s kombinatornimi pravidly se zda, ze vznikly proud TRPC4 a TRPC6 koreluje
s mysim kationtovym kandlem v bunkach hladkého svalstva ve stfeveé, avSak netvoii
heteromerni kationtové komplexy, ale funguji nezavisle na sob¢ (Tsvilovskyy, Zholos et
al. 2009).

Obecné plati, Ze v Zivych tkanich se TRPC receptorové komplexy mohou
seskupovat do supramolekularnich signdlnich komplext s dal§imi adaptorovymi
proteiny. Vzniklé uskupeni proteinii se nazyva signdlplex. Takovéto komplexy byly
pozorovany u TRPC6, napt. v nervovych buiikdch PC12, kde byly TRPC6 kanaly
soustiedény okolo proteinkinazy C, proteinu vazajiciho FK-506 a calcineurinu piipadné
kalmodulinu (Kim and Saffen 2005). Proteomickym pfistupem byly protildtkami anti-
TRPCS5 a anti-TRPC6, potvrzeny signalplexy TRPC5 a TRPC6 obsahujici nékolik
cytoskeletarnich proteini a také cytoplazmatickou Na'/K'-ATPazovou pumpu (NKA) v
ledvinovych buiikach exprimovanych HEK?293 linii. Ptrekvapivé TRPCS a TRPC6
signdlplexy nebyly potvrzeny v podobnych komplexech s NKA pumpou a
cytoskeletarnimi proteiny v mozkovych buiikach (Goel, Sinkins et al. 2005).

Nicméné¢ stale ztstava debatou interakce TRPC kanali s proteiny Oraila taktéz
s STIM proteiny, jakoZ to nezbytna interakce pro fizeny vstup Ca’” iontd (SOCE).
Zatimco TRPC6 neni schopny interakce s STIM proteiny piimo, pouze nepiimo v
heteromernich komplexech s TRPC1 (Yuan, Zeng et al. 2007), dal§i vyzkumy potvrzuji
TRPC6/Orail interakci v HEK293 bunééném systému, nebot’ stabilni exprese TRPC6
v bunikach signifikantné zvySuje SOCE proudové charakteristiky (Liao, Erxleben et al.
2008; Liao, Plummer et al. 2009). Aktivace TRPC kanali pomoci STIM proteinli
ptipadné Orail kanali byla zpochybnéna, protoze STIM proteiny nemaji vliv na TRPC6
proudovou charakteristiku ve svalovych buikach (DeHaven, Jones et al. 2009). To
upevnilo nazor, Zze TRPC a Orail-STIM signalizace se objevuje u jinych
plasmamembranovych domén (DeHaven, Jones et al. 2009). V soucasné dobé vyzkumy
naznacuji, Ze tento zasoby fidici komplex TRPC6 STIM Orail miZe existovat u

lidskych krevnich desticek (Jardin, Gomez et al. 2009; Berna-Erro, Galan et al. 2012).
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Ctyii akyrinové domény umisténé na N-termindlnim konci TRPC6 jsou
typickym zastupcem pro protein-protein interakce. V kvasinkovych hybridnich
systémech druha akyrinovda doména vaze MxA, protein z dynaminové rodiny. MxA
ptisobi na aktivitu TRPC6 GTP-zavislym zptusobem (Lussier, Cayouette et al. 2005).

TRPC6 obsahuje konzervovanou sekvenci aminokyselin tzv. ,,TRP box*
(sekvence EWKFAR), ktera je identickd pro celou TRPC rodinu. Na C-termindlnim
konci se naléza IP; receptor vazajici doména (Boulay, Brown et al. 1999), ktera se
prekryva s vazebnym mistem pro kalmodulin (Zhang, Tang et al. 2001) a regionem

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

1.3.2 Vlastnosti iontového kanalu TRPC6

TRPC6 je Ca®" propustny neselektivni kationtovy kanal vykazujici konduktivitu
28-37 pS. Pomér iontové propustnosti Pc,/Pn, odpovida 6 (Hofmann, Obukhov et al.
1999; Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003; Shi, Mori et al. 2004). Tyto znaky
TRPC6 odlisuji od jinak velmi podobného TRPC3, ktery ma niZ§i selektivitu pro Ca*"
s iontovym pomeérem 1,1 a mirn€ vyssi vodivosti 60-66 pS (Owsianik, Talavera et al.
2006). Nicmén& Ca*" ionty piispivaji jen malym procentem (4%) k celkovému
bunéénému proudu bunék linie HEK293, ktery byl produkovan TRPC6 v ptitomnosti
extracelularniho Na" (Estacion, Sinkins et al. 2006). Pouzitim heteromerni kombinace
blokétortl pro napdtim Fizené kalciové kanaly dojde k uplnému pieruseni influxu Ca**
iontl po ptedchozi aktivaci TRPC6 v buiikéch hladkého svalstva (Soboloff, Spassova et
al. 2005).To podporuje model zdtiraziiujici Na' vstup skrz TRPC6 kanaly, coz nasledné
depolarizuje membranu a aktivuje kalciové kandly tizené napétim, které jsou odpovédné
za podstatnou ¢ast Ca®" influxu (Gudermann, Mederos y Schnitzler et al. 2004).

V posledni dobé se ukazalo, 7¢ TRPC6 také vytvaii Zn>" ¥idici kanaly, které
slouzi k akumulaci intracelularnich Zn*"ionti v HEK293 buiikach (Gibon, Tu et al.
2011). Zda kanal pfispiva k Zn®" homeostazi v lidskych tkdnich zlstdva stale
neprokazano.

TRPC6 je receptor fidici se striktné nizkou bazéalni aktivitou na rozdil od

TRPC3, pro ktery je naopak charakteristicka bazélni aktivita vysoka. Jak bylo popsano
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diive (Obr.3.;kapitola 1.2.1) dvojita glykosylace je dulezitym znakem klidové aktivity
kanalu TRPC6 (Dietrich, Mederos y Schnitzler et al. 2003).

Prestoze se lidsky TRPC6 zda byt produkovan nejvice v plicich a placentarnich
burikach, jeho pfitomnost byla objevena i v ledvinach, slezin¢€ a vaje¢nicich (Hofmann,
Schaefer et al. 2002). Blotovaci technikou byl TRPC6 u mysi lokalizovan kromé plic
také v mozkové tkani (Boulay, Zhu et al. 1997).

Obecné byl TRPC6 nalezen v tkanich obsahujici hladké svalové buiiky jako jsou pravé
plice, zaludek, tlusté stfevo, stievo, jicen a d¢loha (Beech, Muraki et al. 2004). TRPC6
je produkovan v ledvinach, konkrétné¢ byl zjistén v glomerulech analyzou pacientl

s fokalni segmentalni glomeruloskler6zou (FSGS) (Mottl, Lu et al. 2013).

1.3.3 Regulace TRPC6

TRP byly piivodné popsany jako iontové kanaly selektivni pro Ca*" a aktivované
vyprazdnénim intracelularnich Ca®"zasob (SOC = store-operated channel). Po jejich
funkéni charakterizaci a rozdéleni se ukdzalo, Ze pro vSechny TRPC kanély to neni
pravda. TRPC kanély vykazuji mirnou Ca®" selektivitu (Pca/Pna= 0,5-9) a navic u
nékterych ¢leni TRPC3/6/7 dochéazi k aktivaci pisobenim molekul druhych posli
(diacylglycerolem, produkovanym receptorove aktivovanou fosfolipazou C) bez zasahu
vnitinich iontovych zasob, cili receptorové kontrolovanou aktivaci (ROC = receptro
operated channel) (Hofmann, Obukhov et al. 1999; Mori, Okada et al. 1999).

Extracelularni Ca®* méa komplexni vliv na aktivitu TRPC6. Vysoka
extracelularni koncetrace ([Ca]gx>2mM) inhibuje aktivitu TRPC6 vyvolanou
vasopressinem v krysich buiikdch A7r5 linie. Snizeni koncentrace [Ca]gx na 50-200 uM
usnadnilo opétovny vzniku kationtovych proudi modulovanych TRPC6 a nésledujici
Gplné odstranéni Ca®" ionti vedlo k celkovému poklesu proudu (Jung, Strotmann et al.
2002). Tato pozorovani aktivace TRPC6 a dal§i modulaci pomoci extracelularni
koncentrace Ca®" zahrnuji fosforylaci kalmodulin dependentni kinazy II (Shi, Geshi et
al. 2013). Podobny jev neni spole¢ny u nejvice sekvencné piibuzného c¢lena, TRPC7

kanalu (Shi, Mori et al. 2004).
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Vazba fosfatidylinositoll, specialn¢ fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu (PIP3)
byla popséna ve vazebném misté pro kalmodulin (Kwon, Hofmann et al. 2007). Mutace
vtomto vazebném regionu, ktery byl ptuvodné identifikovan jako CIBR
kalmodulin/IPsreceptor vazajici region, snizily schopnost vazby k PIPs, zvysily afinitu
ke kalmodulinu a téz redukovaly proud modulovany kandlem TRPC6. Naopak mutace
zvysujici schopnost vazby k PIP; vedla k omezeni afinity ke kalmodulinu a zvedla
TRPC6 proudy, zatimco trojita mutace R853Q K860Q R861Q vedla k omezeni
interakce s obéma vazebnymi partnery (Kwon, Hofmann et al. 2007).

TRPC6 je tedy iontovy kanal s komplexni regulaci intraceluldrni, extracelularni

koncentraci Ca>", kalmodulinem a téz fosfatidylinositoly.
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Obr.5.: Schematické zobrazeni sekvence TRPC6

A) Struktura receptoru TRPC6 s vyznacenymi glykosylacnimi misty (Seda barva) a
uskupenim transmembranovych segmentt (S1-S7)

B) TRPC rodina vytvati nativni multitetramerni komplexy. Naznaceny jsou komplexy,
které se podafilo identifikovat imunoprecipitacnimi metodami nebo pomoci rozboru

volt-ampérovych charakteristik.
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C) Sekvence TRPC6 receptoru s vyznacenymi potencialnimi fosforylacnimi misty
(¢ervené R), vCetné typickych strukturnich znakti — ankyrinovd doména (zelené A),
neusporadana oblast ,,coiled-coil” (Cervené CC), transmembranové segmenty S1-S5,
konzervovany usek zvany TRP box (hnéda barva), CIRPIB doména zodpovédna za

interakci s kalmodulinem, IP5 a PIP, (Nilius and Flockerzi 2014).

TRPC6 a TRPC7 se i ptes velkou podobnost (sekvencéni homologie cca 70%) 1isi
vyskytem. TRPC6 je nejvice exprimovan v mozku a plicich na rozdil od TRPC7, jehoz
exprese je nejvetsi v ledvinach a hypofyze (Riccio, Medhurst et al. 2002; Montell
2005). Aktivace Casto vyzaduje ¢innost fosfolipazy C, ktera pomoci kinazovych faktorti
produkuje diacylglycerol DAG, ktery otvira iontovy kanal. Vodivost samotného kanalu
TRPC6 je 35pS a mé unikatni proudovou charakteristiku pro TRPC podrodinu bez
dalsiho sekundarniho nartistu vodivosti (Hofmann, Obukhov et al. 1999). Hlavni funkci
TRPC6 je usnadiiovani vstupu Ca”" ionti do bungk, naptiklad u krevnich desticek je
aktivovan kaskadou, kterou spousti trombin (Hassock, Zhu et al. 2002). V hladkém
svalstvu kontroluje vasokonstrikci cév a kooperuje s vaskularni o—1 adrenoceptorovou
podjednotkou (Inoue, Okada et al. 2001; Jung, Strotmann et al. 2002). Pokusy
s knockoutovanym genem pro TRPC6 potvrdily vliv tohoto iontového kanilu na
distribuci Ca®", krevni tlak a vasokonstrikci cév v hladkém svalu. Spravnou distribuci
Ca”" iontd lze astetn& opravit spravnou funkci TRPC3 kanalu (Dietrich, Mederos et al.
2005). Nakonec funkce TRPC6 je esencidlni pro epitelidlni buriky ledvinovych
podocytl, které jsou zodpovédné za filtraci glomeruldrni basalni membrany (Reiser,

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

1.4 Rodina S100 proteini

S100 proteiny jsou velka rodina cytoplazmatickych a extraceluldrnich proteini
schopnych vazat molekuly Ca*" iontdi. Jsou to malé proteiny produkované v riiznych
tkanich. Byly nalezeny vyhradné u obratlovci. Bylo zatim identifikovdno nejméné 24
riznych S100 proteinli u cloveka. PrestoZze nemaji Zadnou enzymatickou funkci,

uplatiiuji se jako signdlni proteiny reagujici na zménu hladiny intracelularni koncentrace
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vapenatych iontd. Jsou schopny aktivovat dal§i vazebné partnery a jejich modulaci se
nepfimo podili na tvorbé biologické odpoveédi. Vazbou na efektorové proteiny jsou
schopny ménit jejich enzymovou aktivitu, schopnost interakce s dal§imi kompartmenty,
a timto zplisobem reguluji rizné bunécné procesy. Jejich vliv byl potvrzen naptiklad u
pisobeni S100 proteinii je u homeostazy Ca”" iontd a jejich distribuce v butice.

U ¢lent S100 rodiny se projevuje az 65% sekvencni homologie. Typickym
znakem této rodiny proteini je vysoky stupeil konzervovanosti aminokyselinové
sekvence a prostorové struktury. Obsahuje dva tzv. ,, EF-hand‘ motivy zodpovédné za
vazbu Ca’".

U velkého poctu zadvaznych nemoci jako jsou rakovina, Downiiv syndrom,
Alzheimerova choroba, kardiomyopatie, lupénka a dalSich byla zjisténa nespravna
funkce S100 proteint. Dulezitost S100 proteind v diagnostice tak nartistd a jsou

pouzivany jako terapeutické markery.

1.4.1 Struktura S100

Béhem poslednich let byla pomoci NMR a rentgenové krystalografie zjiSténa 3-
D struktura S100 proteinii v piitomnost a absenci ionti Ca®" (S100 a apoS100).
Vykrystalovany byly i proteiny S100 s vazebnymi partnery. V nativni formé jsou
schopny S100 proteiny existovat jako molekula dimeru. Jednotlivé monomerni jednotky
obsahuji po jednom ,, EF-hand “ motivu, které se 1isi od sebe svou vazebnou schopnosti.
EF-hand motiv v N-termindalni ¢asti se sklada z helixu I, pseudo vazebného mista a
helixu II, ktery je oddélen flexibilnim spojovacim linkerem od C-konce, na kterém se
nachézi druhy ,EF-hand* motiv, tvofeny helixem III, Ca’®" vazebnym mistem a
helixem IV (Obr.6.). Vazebny motiv pro vapnikové ionty na C-konci odpovida useku 12
aminokyselinovych rezidui a jeho chovéani je podobné jako u kalmodulinu nebo
troponinu C se srovnatelnou disociaéni konstantou k Ca*" 10-50 UM. Naopak pseudo
., EF-hand* motiv na N konci je tvofen 14 aminokyselinami, vaze Ca’" iont se slabsi
afinitou Kp odpovida 200-500 uM. Navic navazani iontu do mista na N konci provazi

vétsi konformacéni zmény nez u vazebného mista na C konci, kdy helix III je zna¢né

40



odchylen od helixu IV, tim dojde k odkryti hydrofobni oblasti, kterd je zodpovédna za

interakci k dal§im proteintim.

Obr.6.: Strukturni model S100A1 proteinu

Vlevo je zobrazen model 3-D struktury apo-S100A1 (bez navazanych Ca‘iontd), ktery
se sklada ze dvou monomernich jednotek (zelend, modrd). Po navazani véapenatych
jontéi (Zervend jsou vyznaleny molekuly Ca*") dochazi ke konformatnim zmé&nim
struktury — model vpravo. Jednotlivé helixy monomernich jednotek jsou oznaceny
fimskymi &islicemi I-IV. Prvni vazebné misto pro Ca®" iont se nachézi mezi I - II
helixem, druhé mezi III - IV helixem. Vychyleni III helixu od helixu IV odkryva

hydrofobni oblast, ktera ma na starosti interakci s vazebnymi partnery.

Prestoze proteiny S100 vykazuji jistou konzervativnost a homologii
v aminokyselinové sekvenci a 3-D struktufe, jednotlivi ¢lenové S100 rodiny se od sebe
odli§uji réiznymi biochemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Krom& afinity k Ca*"
jontim byla popsana afinita pro jiné dvojmocné kovové ionty, napf. jsou Zn>" nebo
Cu*", které maji vliv na interakci s cilovymi partnery (Heizmann, Fritz et al. 2002).
V nékterych ptipadech u jednotlivych ¢lent rodiny lze rozlisit piispévek vazby prave
zminénych kovovych iontd na réizné funkce t&chto proteind. Vliv Zn®>" iontd byl

prokazan u S100B, ktery moduluje interakci s tzv. CapZ proteinem a TRTK peptidem.

S100B je schopen se vézat na velky fosfoprotein AHNAK za pritomnosti Zn**, které se
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oviem inkorporuji do odligného mista nez Ca®" ionty (Gentil, Delphin et al. 2001). Zn*"
vazebna mista byla zjisténa i u dalSich ¢lentt SI00A7, S100A8, S100A9, S100A12 a
jejich relativné vysoké afinita odpovida disociacnim konstantdm v rozmezi Kp = 0,1-1
UM. Byla prokézéana i vazba S100AS s Cu”" ionty (Nishikawa, Lee et al. 1997; Schafer,
Fritschy et al. 2000).

1.4.2 S100A1

S100A1 je hojné exprimovan buiikami kosterniho svalstva, kardiomyocyty a do
jisté miry jej Ize nalézt i v neuronech, které jej neprodukuji (Donato 2001).V burikach je
S100A1 produkovan jako cytoplazmaticky protein, ktery je schopen asociovat
s membradnovymi proteiny cytoskeletarnimi komponenty a mitochondriemi.

Promotor genu S100A1 je regulovan v obraceném sméru transkripénimi faktory,
které jsou spolecné 1 pro receptory vazajici G-protein a protein kindzu C (PKC)
(Kiewitz, Lyons et al. 2000). Proto u kardiomyocytt pii stalé¢ stimulaci angiotenzinem
II, fenylferinem nebo podobnymi agonisty PKC dochéazi ke snizeni mRNA kodujici
S100A1. Tato stald stimulace muze zptsobit az hypertrofii srde¢nich bunék (Most,
Seifert et al. 20006).

V  builkich srde¢ni tkand S100A1 interaguje s Ca*’-ATPazou
sarkoplazmatického retikula (SERCA), ryanodinovym receptorem 2 (RyR2) patficim
mezi iontové kanaly. SI00A1 tak piispiva k uvoliiovani intracelularnich zasob Ca**
iontl a kontroluje kontraktilitu srde¢niho svalu. Dal$i moznosti je kooperace se
sarkomery a mitochondriemi kardiomyocytu, ¢imz dochazi ke snizovani pasivniho tlaku
pfed kontrakci (Rohde, Ritterhoff et al. 2010). Nedostatek S100A1 vede
k abnormalnimu obsahu Ca*" iontd v sarkoplazmatickém retikulu. Porugeni cirkulace
S100A1 v burice pfispivda ke sniZzeni srde¢niho vykonu, ktery miize vyustit az k
srdeénimu selhani (Volkers, Rohde et al. 2010). Doddnim genu S100A1 pomoci
adenovirového vektoru do buiiky lze zvratit kontraktilni dysfunkci a ptedejit selhani
myokardu (Most, Pleger et al. 2004).

S100A1 ve svalovych burnkach piiéné¢ pruhovaného svalstva se vaze na

ryanodinovy receptor 1 (RyR1) na rozdil od kardiomyocytu a moduluje jeho funkci pii
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excitaci svalové kontrakce buiiky (Prosser, Wright et al. 2008). SI00AT1 se také vaze na
sarkomerické kindzy a na velky protein titin, ktery je zodpovédny za pasivni elasticitu
svalu. S100A1 stimuluje guanylatcyklazu navazanou na membrané fotoreceptort
zapojenych do mechanismu adaptace na Sero. V energetickém metabolismu pozitivné
ovlivituje fruktdza-1,6-bisfosfat aldoldzu a je schopen inhibovat fosfoglukomutazu
pfipadné rizné formy glykogenfosforylazy (Donato 2003).

S100A1 mohou putsobit i extracelularn€, kdy je vylucovan kardiomyocyty pii
srde¢ni ischemii. V okolnich ventrikularnich buiikdch zvySuje influx Ca®" jontd
(Reppel, Sasse et al. 2005). Dostava se timto zptisobem do neuronti horniho kréniho
ganglionu sympatiku, kde prodluzuje a zesiluje akéni potencialy napéti v neuronech
vzniklé diky Ca*” iontim (Hernandez-Ochoa, Prosser et al. 2009). SI00Al tvoii
komplex i fosfokindzou A a moduluje aktivitu Ca*" kanala L typu (Cavl), které jsou

aktivovany pomoci PKA.

1.4.3 Proteiny S100 a jejich vazba na iontové kanaly

Véapnik vazajici proteiny z rodiny S100 mohou ovliviiovat 1 nékteré iontové
kanaly, které se ucastni riznych bunéénych signalnich odpovédi nebo mechanismd.
Jednim z nich je ryanodinovy receptor 1 (RyR) ve svalovych bunkach kontrolujici
homeostazu Ca*" iontd v butice (Wright, Prosser et al. 2008). RyR je membranovy
jontovy  kanal kontrolujici zasoby Ca®’" v  endoplazmatickém  retikulu.
V aminokyselinové sekvenci RyR je konzervovany region (Obr.7), ktery je
kompatibilni s vazebnym motivem pro Ca®" vézajici proteiny. NMR studie potvrdila
afinitu RyR receptoru po konformac¢nich zménach zptsobenych navézanim Ca** ionti
jak k S100A1 tak i ke kalmodulinu. Pi nizkych koncentracich Ca*" SI00A1 aktivuje

RyR a urychluje uvolnéni Ca®" iontd z endoplazmatického retikula ve svalové butice.
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Obr.7.: Model komplexu S100A1 a ryanodinového receptoru

Aktivovany protein S100A1 (modra barva) méni svou konformaci po navazani
vapenatych iontd (Cervené barva) do obou vazebnych motivi (zvyraznéno zlutou
barvou). Konformaéni zmény zpfistupni usek III. a IV. helixu, ktery interaguje

s ryanodinovym receptorem (fialova barva) (Wright, Prosser et al. 2008).

Podobna kompetice o vazebné misto pro kalmodulin byla popsana u TRPM3
propustného pro Ca®" ionty, ktery ma funkci jako termosenzoricky iontovy kanal
(Holakovska, Grycova et al. 2012).

S100A10 (znamy jako pll), ktery ma v obou ,, EF hand* motivech delece a
substituce v AMK sekvenci, jez snizuji senzitivitu k Ca*" iontim, se vyskytuje jako
heterotetramerni komplex s annexinem 2. Spole¢né tvoii pomocny proteinovy komplex,
ktery zprostfedkovava spravny transport iontovych kanald TRPVS a TRPV6 a jejich
lokalizaci na membrané. Pomocny proteinovy komplex byl potvrzen hybridnim

systémem v kvasinkach (van de Graaf, Hoenderop et al. 2003).
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1.5 Kalmodulin

Kalmodulin je maly protein o velikosti 16,7kDa, ktery je sloZzen ze 148 AMK.
Diky kyselému pl (pI = 4,1) je velmi dobfe rozpustny. Sekvence kalmodulinu je vysoce
konzervovana béhem evoluéniho vyvoje u eukaryotnich organismii. Hojné se vyskytuje
v mozkové tkani, kde dosahuje v buiikéch intracelularni koncentrace 1-10mM. Vice jak
polovina kalmodulinu je asociovdna s membranami a zbytek zistava v rozpustné formée
v cytoplazmé a uvniti bunécného jadra (Santella and Carafoli 1997; Toutenhoofd and
Strehler 2000).

Dosud je znamo pies 40 typli enzymi nebo kandll, které kalmodulin aktivuje a
pfes 100 proteint, se kterymi je schopen interakce. Na C a N termindlnim konci
obsahuje globularni domény, které jsou spojeny flexibilnim centralnim linkerem
(Obr.8.). Obé domény obsahuji ,, EF-hand“ motiv, ktery ma strukturu o-helix-smycka-
a-helix, ktery je typicky pro schopnost vazby Ca*" iontfi. Kalmodulin v nativni formg
tvoii dimer a celkové je schopen vazat az 4 vapenaté ionty. V nepiitomnosti vazebnych
partnerii pro kalmodulin jsou nejdfive navazany Ca®" ionty na 2 vazebna mista na C
terminalni doméné a nésledné se zapliluji vazebnd mista na N terminalni doméné s
disociaénimi konstantami Kp 10°M, respektive 10°M. V pfitomnosti vazebnych
partnerti pro kalmodulin tyto 4 vazebnd mista celkové spolupracuji a velmi zvySuji
afinitu proteinu k Ca®" iontim. Vysledkem je silna vazba navazanych Ca®" iontd véetnd
zvyseni afinity k vazebnym partnerim kalmodulinu (Kp se pohybuje v rozmezi 107 -
10"'"M). Utvoieni komplexu s Ca®" ionty je prvnim krokem pro vznik kalmodulinem

N7 7 v o1 v 7 vy . 2+ - °
tfizené odpovédi na podnéty, které zvySuji koncentraci Ca”™ iontd.
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Obr.8.: Model kalmodulinu

Model kalmodulinu tvoti dvé globularni domény spojené proteinovym mistkem.
Krystalovd struktura kalmodulinu je podobnd jednoru¢ni cince. Na termindlnich
koncich N a C byly identifikovany motivy o-helix - smycka - a-helix, ktery ozna¢ovan
jako ,, EF hand* motiv zodpovédny za vazbu Ca>" iontii (Gervena barva) kalmodulinem.
V kazdé z globularnich domén se nachéazi dva vazebné motivy, kterymi je molekula

kalmodulinu schopna interakce se ¢tyfmi vadpenatymi ionty.

Kalmodulin vaze Ca®" ionty v rozpéti okolo fyziologické koncentrace
s vazebnou konstantou Kp 5.107az 5.10° M, ale jeho afinita k Ca*" iontim je o mnoho
vy$$i pokud je v komplexu s enzymem, ¢i jinym vazebnym kofaktorem. CaM je
schopen navazat maximaln& 4 ionty Ca>", aviak NMR studie ukazala, Ze kalmodulin je
schopen existovat v roztoku dokonce pouze s navazanymi ionty Ca**do vazebnych mist
na C termindlnim konci (Klevit, Dalgarno et al. 1984). Pfi navazani 4 molekul Ca®' se
kalmodulin stava prostorové roztahlej§i a kazdy par ,,EF hand* motivu se jeSté vice
otvira a zpfistupiiuje hydrofobni ¢ast schopnou véazat cilové proteiny (Obr. 9.) (Babu,
Sack et al. 1985; Wriggers, Mehler et al. 1998). Klasické hromadné krystalizacni a
NMR studie ukézaly, ze dva laloky kalmodulinu obklopuji cilovy protein hydrofobnimi
vazbami pomoci vodikovych mistkil s glutamatovymi zbytky v misté¢ EF motivu, kde se
nachézi smycka s navazanym Ca®" iontem (Ikura, Clore et al. 1992; Meador, Means et

al. 1992).
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Obr.9.: Kalmodulinové vazebné misto pro cilové proteiny

Prostorovy model kalmodulinu (modrd barva) s odhalenym vazebnym regionem
(¢ervena hvézda), ktery ma hydrofobni povahu (Zlutd barva) a obsahuje aminokyseliny
nesouci negativni ndboj (zelena barva). Fialovou barvou je zobrazen helixovy linker,

svétle modrou jsou popsany molekuly vapenatych iontii (Goodsell, Dutta et al. 2015)

1.5.1 Vazebné principy kalmodulinu a jeho cilovych partneri

Primarni struktura cilovych partnerd kalmodulinu obsahuje casto bazické
amfolytické o-helixy (BAA) s hydrofobnim okolim, ale s pozitivné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky. Tyhle rysy neurcuji pfesné potadi aminokyselin v sekvenci
BAA segmentd, ptesto lze rozeznat nékteré vazebné vzory, které jsou pro kalmodulin
dalezité, jako jsou naptiklad 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 rozpoznan u
kalmodulinem aktivovanych kinaz typu I, I a u tzv. MARCKS proteini. Analyza
aminokyselinovych sekvenci naznacila shodny vzor X3-F-X3-F-X4-F, kde X je pozitivné

nabitd aminokyselina a F je hydrofobni aminokyselina.
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Popséan byl dal§i vzor 1-8-14 umoznujici vazbu s kalmodulinem, ktery lze
rozdélit na dva typy. Typ A, F-X3-F-X,-F-Xs-F, ktery je charakteristicky pro calcineurin
a dale typ B, F-X¢F-Xs-F, ktery se objevuje u fordrinu (X je pozitivné nabitd
aminokyselina a F je hydrofobni aminokyselina).

Spojujici helixovy linker u kalmodulinu je dlouhy a flexibilni, coz dovoluje
globularnim doménam dosadhnout idedlni pozice vac¢i cilovému proteinu vcetné
specifického BAA segmentu. U nékolika enzymii BAA helix byl zjistén v blizkosti
autoinhibi¢ni domény, ktera prekazela vazb& samotného kalmodulinu. Po navazani Ca*"
iontli na kalmodulin doslo jesté¢ k vétSimu prostorovému uvolnéni, véetné posunu na
BAA helix a nasledné k aktivaci enzymu.

Apokalmodulin (ApoCaM) - kalmodulin bez navézaného Ca®" nebo kalmodulin
s Gastednd obsazenymi misty pro Ca®" ionty je schopen se vazat na mista cilovych
proteint, ve kterych lze taktéz najit jisté charakteristické vzorce a motivy. Nejlépe
znamym je tzv. 1Q motiv, ktery interaguje pravé s ApoCaM (Rhoads and Friedberg
1997). Konkrétn¢ s ¢asti globularni domény v polootevieném stavu na C terminalnim
konci (Swindells and Ikura). IQ motiv tvofi 5 az 11 volné sefazenych aminokyselin.
Riizné IQ motivy interaguji s CaM doménou pii odlisnych Ca*" koncentracich dokonce
i nezéavisle na Ca*" (Jurado, Chockalingam et al. 1999).

Afinita ApoCaM k Ca*” iontim a cilovym proteinim muiZe byt také
modulovana. P¥ reakci tii slozek Ca®", CaM a peptidu P, ma CaM s Ca® vy33i afinitu k
P proteinu nez ApoCaM, a naopak ApoCaM s navazanym P proteinem ma vyssi afinitu
k Ca*" iontim neZ nenavazany ApoCaM. Navazanim enzymu se mize zvysit afinita
CaM k Ca®* az 100x. (Jurado, Chockalingam et al. 1999). PouZivani b&nych
chelata¢nich &inidel pro Ca*" (EGTA nebo BAPTA) nemusi s jistotou vyvazat ionty
z komplexu CaM s iontovym kanalem nebo enzymem.

Vyskytovat se mohou 1 dal§i vazebnd mista nez jen dvé hlavni hydrofobni
oblasti CaM, které se shoduji se sekvencemi vazebnych motivii (1-5-10, 1-8-14, IQ atd.)
cilovych proteini. Bylo zjisténo, ze kalmodulin se umi soucasné vazat ke dvéma
nesousedicim proteiniim, y-podjednotce fosforyldzy a kindzy, do vysledného komplexu
s extrémné silnou vazbou (Dasgupta, Honeycutt et al. 1989). U NO-synteazy typu II je
potieba navic dodate¢na sekvence k BAA segmentu, aby doslo k vazbd CaM bez Ca*

iontli. Mutace v kalmodulinovém helixu I a III tvotfici EF motiv, maji nepfiméfeny
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negativni efekt na aktivitu NO synteazy, coz nepiimo naznacuje na interakci této Casti
kalmodulinu s enzymem (Su, Blazing et al. 1995). Molekula kalmodulinu kromé
aktivacni funkce poméhd pii dimerizaci glutamatdehydrogenazy. Kalmodulinové
vazebné misto glutamatdekarboxyldzy obsahuje 5 negativné nabitych aminokyselin.
Jedna molekula kalmodulinu véZe 2 takova mista a funguje jako dimerizaéni spojka
(Yuan and Vogel 1998). Obé& globularni domény kalmodulinu jsou na sob& nezavislé a
mohou reagovat s riznymi cilovymi partnery. Pirekvapujici je dokonce interakce
kalmodulinu s transkripénimi faktory, ¢imz naruSuje jejich vazbu na DNA a

transkrip¢ni aktivaci (Onions, Hermann et al. 2000).

1.5.2 TRPC rodina a kalmodulin

Kalmodulin je Fidici jednotka pro mnoho proteind, které jsou regulovany Ca**
ionty, vcetné¢ iontovych kanald. TRPC receptory nevyjimaje. Poprvé byl pouzit
kalmodulin jako expresni sonda pii klonovani TRPCI a nasledn€ studie potvrdila
interakci kalmodulinu s TRPC1 a postupné se vSemi ¢leny TRPC rodiny (Phillips, Bull
et al. 1992; Chevesich, Kreuz et al. 1997). Kde k interakci dochazi, pomohla objasnit
série vazebnych studii a poznani sekven¢nich motivii umoziujici vazbu kalmodulinu.

Za ucelem ziskat dalsi informace o receptorové regulaci fizené kalmodulinem,
doSlo k prozkoumani vazebnych mist u savéich TRPC receptord. Vazebnymi
experimenty byla ovéfena piitomnost CIBR region na TRPC kanélech, ktery je schopen
interagovat s CaM (Obr. 10) navic metodou ,,in silico* byla zjisténa dalsi mista, ktera
vyhovovala kalmodulinovym vazebnym motiviim (Rhoads and Friedberg 1997). Oblast
zodpovédna za interakci s kalmodulinem je vymezena kratkym nepferusovanym o.-
helixem. VétSina identifikovanych mist byla ovétena i ,,in vitro“ vazebnymi studiemi s

kratkymi isolovanymi tseky daného receptoru (Zhu 2005).
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Obr. 10.: TRPC rodina a jeji vazebna mista pro kalmodulin

Grafické znazornéni vazebnych mist pro inositol-1,4,5-trisfosfatovy receptor (IPsR) a
kalmodulin (CaM) na TRPC kanélech. Naznacen je spolecny vazebny region pro IP;R a
CaM - CIBR (zelena barva), ktery se vyskytuje u vSech ¢leni TRPC rodiny. Dalsi
vazebnd mista pro kalmodulin (modrd barva) se vyskytuji stiidavé na N a C
terminalnich koncich. Sekvence obsahuje taktéz transmembranové segmenty (Cervena
barva) a konzervované aminokyselinové useky extracelularnich N konct (zluté
stinovani) a transmembranovych usekli (Cervené stinovani). Podskupina TRPC3/6/7
obsahuje pouze jediné CaM vazebné misto na C konci. TRPC4o ma dokonce 4 CaM
vazebna mista, znichz 3 jsou na C terminalnim konci, na rozdil od zkracené verze

TRPC4B, ktera na C konci ma lokalizovany pouze CIBR region. (Zhu 2005)

Intenzivni studium specifickym motivl u cilovych proteini (IQ, 1-5-10, 1-8-
14,...) pomohlo vytvofit algoritmus pro in silico experimenty. Vznikla databdze
cilovych molekul pro kalmodulin, coz zjednodusilo hledani potencidlnich vazebnych

mist (http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/home.html). Stale je potteba ovéfit in

vitro vazbu daného proteinu, nebot’ vyhovujici o-helix nemusi byt prostorove ptistupny

pro molekulu CaM.

50



2 CILE PRACE

Hlavni néplni doktorské prace byla charakterizace interakci mezi vybranymi
intracelularnimi konci TRP kandli s jejich vazebnymi partnery. Shrnuto do nékolik

nasledujicich bodu.

1) Navrh a realizace fuznich konstruktti vybranych intracelularnich C koncti TRP

kanalt s vyuzitim metod molekularni genetiky.
2) Exprese a purifikace mutantnich verzi konstruktt pfipravenych bodovou mutagenezi
3) Charakterizace interakce konstruktu TRPC6 a jeho mutantnich verzi s Ca’"

vazebnymi partnery S100A1 a kalmodulinem pomoci metod fluorescenéni

spektroskopie.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Konstrukce expresnich plazmidu

Pro vSechny TRPC6 konstrukty, které byly navrzeny pro vazebné experimenty
pii charakterizaci a studiu interagujiciho regionu na proteinu TRPC6 s kalmodulinem a
S100A1, byl pouzit bakterialni expresni vektor pET42b (Novagen), ktery mimo jiné
obsahuje resistenci na kanamycinové antibiotikum.

Na nukleotidové sekvenci vybraného konstruktu TRPC6-CT 801-878 bylo
pomoci syntetizovanych primert pfipraveno reakéni misto pro restrikéni endonukleazy
Ndel a Xhol. Restrikéni endonukledzy pro vektor pET42b byly vybrany tak, aby
purifikace fizniho proteinu byla diky pfitomnosti histidinovych regiond co jednodussi.
Nakonec byl vybran pouze jeden histidinovy region a protein byl exprimovan pouze se
samostatnou histidinovou kotvou (6xHisTag). Ostatni kotvy (6xHisTag, GST) byly
eliminovany tim, ze jejich DNA sekvence byly vyStipnuty vybranymi endonukledzami.
Amplifikace probéhla metodou PCR. Zvoleny program mél nastavené parametry pro
reakéni cyklus (1min - 95°C; Imin - 55°C; 1 min. 72°C; celkem 25 cykld). Smés byla
preciSténa a PCR produkt Stépen piisluSnymi restrikénimi enzymy Ndel a Xhol podle
protokolu. Takto upraveny konstrukt byl zaligovan pomoci ligazy dle protokolu do
prazdného vektoru pET42b nastépeného opét endonukledzami Ndel a Xhol. Ptipraveny
vektor byl transformovan teplotnim Sokem do bakteridlniho systému Top10 s rezistenci
na streptomycin a nové na kanamycin, kterou poskytuje vektor pET42b. Baktérie byly
rozetfeny na misky s agarem obsahujici kanamycinové antibiotikum. Po 24h inkubaci
pfi 37°C byly vybrany kolonie, které byly néasledné namnozeny ve 2ml LB média s
pozadovanou koncentraci pfislusnych antibiotik. Izolovand DNA byla vizualizovana na
1% agarézovém gelu s hmotnostnim Zebiikem a uspéSnad inkorporace vektoru byla

ovéiena metodou sekvenace DNA (ABI PRISM 3130x1 DNA Sekvenator).

3.2 Konstrukce mutantnich verzi konstruktu TRPC6

Metodou cilené bodové mutace byl ziskan soubor mutantnich forem, které se

lisily od ptivodniho konstruktu jednou, dvéma nebo tfemi aminokyselinami. Zaména
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ptivodni aminokyseliny v sekvenci za alanin byla dosaZzena zménou baze v DNA useku
kodujicim translacni triplet pro danou aminokyselinu. Syntetické oligonukleotidy
dlouhé 36-42 bazi byly pfipraveny s pozadavkem na zvySené procento C-G part, kvili
silngj$i vazb& mezi primerem a templatovym fetézcem DNA.

V laboratofi bylo vyuzito pracovniho kitu Quick Change™ Site Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). Do reakéni smési byla pouzita DNA polymerdza
PfuUltra™ High Fidelity (Stratagene) pro vysokou bezchybnost pii prepisu DNA.

Béhem metody cilené bodové mutace byl dodrzovan protokol stanoveny vyrobcem.

5,0 ul Pfu Ultra pufru 10x

1,5 ul 10mM dNTP

1,0 pl templatové DNA (10ng/ul)

1,0 ul ,,upstream* oligonukleotidu (0,3nM/ul)
1,0 ul ,,downstream* oligonukleotidu (0,3nM/ul)
1,0 pl Pfu Ultra ™ High Fidelity polymerazy
39,5 ul demineralizované vody

Celkovy objem reakce byl 50 ul

PCR program:

Denaturace DNA - 95°C — 1 min.

Vazba oligonukleotidu na denaturovany DNA fetézec - 45-55°C — 1 min
Polymerace DNA fetézce - 68°C — 12 min

25x cykli

Dokonceni polymerace DNA fetézce - 68°C — 10 min

Takto ziskany PCR produkt byl vystaven pisobeni restrikéni endonukledzy
Dpnl, ktera ptednostné $tépi metylovanou templatovou DNA. Inkubace vzorku byla po
dobu 1 hodiny pti 37°C. Pro ovéfeni ptitomnosti zadané mutace byl produkt
transformovan teplotnim Sokem opét do bakteridlniho systému bun¢k Top10 (resistence
Kan, StrM). Po 24h inkubaci na agarovych miskach pti 37°C byly vybrany kolonie,
kterym byla osekvenovana izolovand DNA (ABI PRISM 3130xI DNA Sekvenator).
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3.3 Exprese a purifikace konstruktu TRPC6 (801 — 878)

TRPC6 konstrukt obsahujici ¢ast C konce, konkrétné Asn 801 — Val 878, byl
navrzen pro bakteridlni expresni vektor pET42b. Pro zlepSeni purifikace proteinu od
bakteridlniho balastu byl exprimovén jako fuzni protein s histidinovou kotvou.
K produkci byl pouzit bakteridlni systém E. Coli Rosetta. Baktérie byly kultivovany
v 1dm® média podle Luria a Bertaniho (LB-médium) za ptitomnosti kanamycinového a
chloramfenikolové antibiotika (koncentrace kanamycinu 50 pg/ml, koncentrace
chloramfenikolu 34 pg/ml) pifi 37°C. Naristajici optickd denzita média byla
kontrolovéana na hodnotu O.D. = 0,5, kdy byla teplota snizena na 25°C a po dalSim
zvySeni O.D. nad hodnotu O.D. = 0,8 méfeno pii 600nm, byla kultura indukovana 1ml
roztoku isoprophyl-1-thio-f-D-galaktopyranosidu (IPTG) o celkové koncentraci 0,5mM
a kultivovana pii teploté 20°C po dobu 16 hodin za stdlého michani 220rpm v tfepacce.

Po ubéhlé dobé bylo s kultivacnim médiem manipulovano na ledu (teplota 0°C),
Médium bylo centrifugovéano pii 1000g po dobu 15 minut v ptedchlazené centrifuze na
4 °C (Centrifuga Beckman). Bakteridlni pelet byl resuspendovan v lyza¢nim pufru (1x
PBS; pH 7,5; 700mM NaCl, 4mM B-ME, 0,2mM PMSF, 10mM Imidazolu) a nechan
inkubovat s 500ul lysozymu (25mg/ml) 30 minut na ledu. Homogenat byl nasledné
sonikovan ultrazvukovou jehlou na ledu (celkem 20 minut), aby doslo ke kompletnimu
rozbiti bunéénych membran. Surovy extrakt byl centrifugovan pii 20000g dobu 45
minut v pifedchlazené centrifuze na 4°C. Ziskany supernatant obsahoval flizni
exprimovany TRPC6 CT (801-878) s histidinovou kotvou pro lepsi purifikaci od
ostatnich proteinil.

Pro ziskéni cistého proteinu TRPC6 CT (801-878) byly pouzity separacni
metody, zaloZené na afinitni chromatografii. Chelata¢ni sefar6za chromatografické
kolony ma schopnost po aktivaci Ni?* ionty véazat prednostné prave histidinovou kotvu.
Vsechny navrzené konstrukty proteinti byly produkovany s HisTag kotvou pro
purifikaci na koloné naplnéné chelatacni sefar6zou — FastFlow (Amersham Bioscience
GE Healthcare Life Science). Pii purifikaci bylo postupovano dle standardniho

protokolu. Supernatant byl nanesen na kolonu obsahujici Sml chelata¢ni sefardzy, ktera
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byla ekvilibrovana pufrem s Ni*" jonty. Proteiny vazajici se nespecifickou vazbou byly
odstranény z kolony dvojstupfiovym promytim pufry obsahujici 20mM, respektive
80mM imidazol.

Navazany protein TRPC6 CT (801-878) s histidinovou kotvou byl eluovan
pufrem obsahujici 250mM imidazol. Jimané frakce s Cistym proteinem byly spojeny a
dialyzovany proti 1dm’ pufru 20mM TRIS, 500mM NaCl, ImM EDTA, pH 7,5 pii 4°C.

Pted gelovou permeacni chromatografii byl fuzni TRPC6 CT (801-878)
zakoncentrovan membranovym koncentratorem Centriprep column (Amicon Millipore
—MWCO 3kDa).

Gelovou permeacni chromatografii koloné Superdex 75 HR 10/30 column
(Amersham Pharmacia Biotech) byl protein pfeveden do pufru 25mM TRIS, 500mM
NaCl 2mM, CaCl,, pH 7,5. Homogenita a cistota proteinu TRPC6 CT (801-878)
v jednotlivych frakcich byla ovéfena SDS-PAGE elektroforézou. Vzorek byl
charakterizovan hmotnostni spektrometrii (viz kapitola 3.7.). Koncentrace proteinu byla
stanovena spektrofotometricky metodou kvantifikace proteinii bicinchoninovou

kyselinou (BCA).

3.4 Exprese a purifikace S100A1 pro vazebné experimenty

Expresni vektor pET28b s komplementarni DNA kodujici sekvenci pro S100A1
byl transformovan do bakteridlniho kmenu E.Coli BL21 (DE3). Vektor pET28b
obsahuje ve své sekvenci kanamycinovou rezistenci.

Buiiky byly kultivovany v 1dm® LB média s kanamycinovym antibiotikem pfi
37°C (finalni koncentrace kanamycinu 50 pg/ml). Jakmile bunécnd kultura mérend pri
600nm dosahla optické denzity O.D. = 0,6, byla ochlazena na laboratorni teplotu a
zaindukovéana 1ml roztoku 0,5mM IPTG a nadale kultivovana pfi teploté 25°C po dobu
12 hodin. Poté bylo médium pfemisténo na led (0°C) a v pfedchlazené centrifuze na 4°C
(Beckman Coulter) centrifugovano na 1000g po dobu 15 min. Peleta bakterii byla
resuspendovana v pufru 50mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, 0,2mM PMSF. Rozptylené
buiiky v pufru byly mechanicky rozruseny sonikaci na ledu po dobu 10 minut celkového

ultrazvukového ptlisobeni (10s ultrazvukovy impuls v 20s intervalech). NerozruSend a
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nerozpustna frakce sonikatu byla odstranéna centrifugaci 45 minut pii 20000g a teploté
4°C (Beckman Couter).

Pro ziskani cistého a funk¢niho proteinu S100A1 byl pouzit modifikovany
protokol zaloZeny na bazi afinitni chromatografie, ktery byl v laboratofi pouZzivan pro
purifikaci vapnik vézajiciho proteinu kalmodulinu (CaM). K supernatantu byl piidan
roztok CaCl, do finalni koncentrace SmM.

Purifikace aktivniho proteinu S100A1 ze sonikatu prob&hla pomoci chelatacni
fenyl-sefar6zy CL-4B (Amersham Biosciences GE Healthcare Life Science)
ekvilibrované v pufru 50mM TRIS, pH 7,5 100mM NaCl, 2mM CaCl,. Nenavazany
proteinovy balast byl odmyt objemem 200ml ekvilibra¢niho pufru s vysokou
koncentraci soli 500mM NaCl a 5mM CaCl,. Navazany SI00A1 byl vytésnén z kolony
eluénim pufrem 50mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, obsahujicim 1,5mM EGTA.
Protein byl zakoncetrovan ultrafiltraci pifes membranovy koncentrator Centriprep
column (Amicon Millipore - MWCO 3 - kDa).

Findlnim separa¢nim krokem byla zvolena gelova permeacni chromatografie na
kolon¢ Superdex 75HR 10/30 column (Amersham Pharmacia Biotech).
Zakoncentrovany fuzni protein byl na ekvilibrované kolon& pieveden permeaéni
chromatografii do pufru 25mM TRIS, pH 7,5, 100mM NaCl, 2mM CaCl,. Cistota a
pfitomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla kontrolovana na vertikalni
polyakrylamidové SDS elektroforéze. Ovérené frakce s vypurifikovanym proteinem
S100A1 byly spojeny a zakoncentrovany opét ultrafiltraci pies membranovy
koncentrator. Koncentrace S100A1 byla stanovena pomoci BCA metody

spektrofotometricky pii 562nm po inkubaci s kyselinou bicinchoninovou.

3.5 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescenc¢ni spektroskopie je metoda zaloZzena na pozorovani fluorescence, to
jest na schopnosti n¢kterych latek emitovat energii formou sekundérniho zéafeni v kratké
Gasové dob& (10°s — 10™s). Emitované zafeni je vyzafeno excitovanym atomem pfi
zpétném prechodu do zdkladniho stavu. Fluorescence byla pozorovéna u organickych

latek s aromatickymi cykly. Ty jsou vyuzivany jako fluorescen¢ni sondy pfii studiu
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biomolekul (proteinti, peptidd, ligandd, oligonukleotidi a jinych), na které jsou
umistény kovalentni vazbou. Nevlastni fluorofory jsou navazény na aminové,
sulfthydrylové, histidinové boc¢ni fetézce, thiolové skupiny atd. tak, aby nedoSlo

k ovlivnéni studovaného mista nebo aktivity biomolekuly.

3.5.1 Fluorescen¢ni sonda — Dansylchlorid

Mezi nejrozsirenéj$i a Casto pouzivané fluorofory patii dansylchlorid (DNSC)
(obr. 11A). Tato fluorescencni znacka reaguje v mirn¢ alkalickém prostiedi s volnymi
aminoskupinami proteini za nékolikandsobného nadbytku cinidla. Dansylcholrid
reaguje s aminokyselinami podle schématu (obr. 11B) za vzniku piislusnych sulfoamidi

s absorpénim maximem pii 298nm.

Obr.11.:Fluorescen¢ni sonda
A) Dansylchlorid (5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chorid)
B) Dansylchlorid (DNSC, 5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chorid) je sonda
vazajici se dle reakénich podminek na primérni, sekundarni (terciarni) volné aminové
skupiny proteinu (R) za vzniku stabilnich derivati schopnych fluorescence.

DNSC je ¢asto pouZzivan pro znaeni proteint, diky excita¢ni vlnové délce 340 -
380nm, pii které je zareni absorbovano pouze DNSC skupinou a ne bilkovinou.

Fluorescen¢ni emisni spektrum dansylové skupiny vykazuje maximum v rozmezi 470 -

520nm (obr. 12).
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Obr.12.: Excita¢ni a emisni spektra pro fluorescen¢ni sondu dansylchlorid
Excita¢ni spektrum fluoroforu je v rozmezi 340-380nm, ve kterém dochazi k absorpci

energie pouze sondou. Emisni spektrum ma vyrazné maximum v rozpéti 470-520nm.

3.5.2 Znacdeni fizniho proteinu S100A1 dansylchloridem

Protein SI00A1 byl naznaen fluorescen¢ni sondou DNSC. Prvnim krokem byl
dialyzou (8 hodin pti 4°C) pteveden SI00A1 do reakéniho pufru 10mM NaHCO;, pH
10,0, 100mM NaCl. Po dialyze byl piipipetovan roztok 0,06mM dansylchloridu (Sigma
Aldrich) rozpustény v acetonu za stdlého michani po kapkach, v molarnim poméru 1:1,5
(protein:DNSC). Reakce probihala ve tmé 12 hodin za stadlého michani pii 4°C.
Nenavazana sonda DNSC byla odstranéna dialyzou proti 100 ndsobnému objemu pufru
25mM TRIS, pH 7,5, 150mM NaCl, 2mM EDTA a findlni dialyzou byl naznaceny
S100A1 pteveden do pufru TRIS, pH 7,5, 150mM NaCl, 2mM CaCl,. Dialyzy
probihaly 8 hodin p#i 4°C. Stechiometricky pomér inkorporace dansylchloridu na
protein S100A1 byl vypocten porovnanim spektrofotometrického méfeni absorbanci pii

280nm a 340nm s extinénim koeficientem 4300m ' cm™' pro S100A1 znadenym DNSC.
3.5.3 Anizotropie fluorescence

Mg¢éfeni anizotropie fluorescence je metoda biochemického vyzkumu vyuzivajici
schopnost luminiscence, coz je jev vyskytujicich se u chemickych sloucenin, které po
absorpci zafeni jsou schopny excitovat své elektrony do vysSich energetickych hladin,
odkud se postupné jednim nebo vice spontannimi pifechody vraci do zakladniho

energetického stavu. Tyto pfechody jsou doprovazeny emisnim zafenim. Podle doby
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trvani téchto prechodl (neboli dohasinani) se luminiscence rozd€luje na fosforescenci
(déle jak 10s) a fluorescenci (fadové 107s). Latky schopné fluorescence se nazyvaji
fluorofory, jsou to vétSinou malé organické latky obsahujici aromatickd jadra (napft.
DNSC) nebo rovnou cely protein (GFP — green fluorescent protein).

Mg¢feni linearn€ polarizované fluorescence (Obr. 13) je zalozeno na jevu zvaném
fotoselekce. Pii excitaci fluoroford linedrné polarizovanym zafenim, dochdzi k
fotoselektivnimu excitovani téch molekul fluoroford, které maji vektor absorb¢niho
pfechodového momentu orientovan s rovinou k elektrickému vektoru excitaéniho
zafeni. Excitovat se mohou vSechny molekuly s nenulovym primétem absorbcéniho
momentu do sméru polarizace. Molekula fluoroforu je béhem fluorescence v pohybu,
pfevazné v rotaénim, tim dojde k situaci, kdy emitované zafeni neni shodné
s absorbovanym, ale je pootocené o urcity thel, a tak nasledn¢ dochézi k depolarizaci.
Rotacni pohyb fluoroforu je jeden z obvyklych pficin depolarizace.

Anizotropie fluorescence (r) se pouzivd pro vyjadieni miry polarizace
fluorescence zalozené na fotoselektivni excitaci fluoroforti polarizovanym svétlem v
opticky izotropnim vzorku (Valeur 2001). Anizotropie fluorescence je zavisla na
rychlosti rotace molekul, kterd je popsana rota¢nim korelacnim casem (Cas, za ktery se
molekula oto¢i o jeden radidn). Odchylka uhlu je zavisla na rozsahu rota¢niho pohybu
béhem trvani excitovaného stavu. Tahle rotac¢ni difuze zavisi na viskoznim odporu,
ktery je zplisobeny typem roztoku a hlavné tvarem a velikosti rotujicich molekul.
Vysledkem zmény viskozity nebo velikosti molekuly fluoroforu bude zména
anizotropie fluorescence. Pro malé fluorofory v roztocich o nizké viskozité¢ je mira
rotacni difuze rychlejsi nez Cas emise, ta je depolarizovana a anizotropie fluorescence se
blizi nule. V pfipadé¢ vzniku komplexu fluoforu s vazebnym partnerem dochazi ke
zvétSeni velikosti molekuly, v tomto ptipadé komplexu a anizotropie fluorescence bude
nenulova.

Me¢feni anizotropie fluorescence se pouzivd k urceni denaturace proteinu,
interakce proteinu s dal§imi molekulami a také k vnitinim dynamickym procesim uvnitf
biomolekul. Kromé toho pomoci anizotropie fluoroforu navazaného na membranu se da

zjistit vnitini viskozita membrany a efekty jejiho lipidového slozeni (Valeur 2001).
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Obr.13.: Uspoiadani méreni anizotropie fluorescence

Vzorek je excitovan prochéazejicim vertikalné polarizovanym svétlem, jehoz elektricky
vektor je orientovan paralelné k vertikdlni ose z. Detektorem je méfena intenzita
emisniho zafeni prochéazejici polarizacnim filtrem. Pokud je emise polarizovaného
svétla orientovdna paralelné ke sméru polarizace excitace, pak sledujeme paralelni
intenzitu (/7). Pokud je polarizator nastaven na kolmy smér k polarizaci excita¢niho
zafeni, intenzita se nazyva kolma (/). Z téchto hodnot Ize matematickym vztahem urcit

anizotropii fluorescence (r) vzorku (Lakowicz 1999).

Me¢éfeni anizotropie za ustaleného stavu pomoci fluorescence bylo zvoleno jako
metoda k urceni disociacni konstanty mezi fluoroforem znacenym S100A1 fuznim
proteinem a TRPC6 CT (801-878). Experiment probihal za laboratorni teploty
v kiemenné kyvet& o tloustce lcm na spektrofluorimetru ISS PC1™Photon-Counting.
Excitaéni a emisni monochromator byl nastaven na 340nm, respektive 520nm pro
vSechna méteni vzorkii. Byla namétena data pro TRPC6 CT (801-878) protein a jeho
mutantni formy v pfitomnosti SI00A1 proteinu oznaené¢ho fluorescenéni sondou

DNSC. Anizotropie (r) je definovana matematicky vztahem (Rov.1.):

_— (Rov.1.)
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kde Ip je intenzita emisniho zareni prochdzejici polarizdtorem v paralelnim uspoiadani
ke sméru polarizace excita¢niho zareni. /x je intenzita emisniho zafeni prochazejici

polarizatorem v kolmém uspoiadani ke sméru polarizace excitaéniho zareni (Obr.13).

3.5.4 Stanoveni disocia¢ni konstanty

Navazand frakce TRPC6 CT (801-878) (Fp) byla vypoctena dle rovnice
(Rov.2.):

Fp = (Tobs™ min) (Rov.2.)

(rmax— Tobs)Q+ (Tobs— Tmin)

kde 7,55 je zméfena anizotropie pro danou koncentraci TRPC6 CT (801-878) proteinu,
F'max anizotropie saturovaného DNSC — S100A1 a 7, minimalni naméfend anizotropie
pro volny S100A1 zna¢eny DNSC. Parametr Q piedstavuje pomér kvantovych vytézka
navazané a volné formy fluoroforu (Lakowicz 1999) .

Rovnovéazna disociacni konstantu (Kp) byla ziskdna proloZenim nameéifenych
hodnot Fz navazané frakce TRPC6 CT (801-878) v zavislosti na koncentraci proteinu

TRPC6 CT (801-878) matematickou funkci dle vztahu (Rov.3.):

Kp+ [P1]+ [P;]— v (Kp+[P1]1+[P;])2— 4 [P,][P,]
2 [Pq]

Fg = (Rov.3))

kde Kp je rovnovazna disociacni konstantu (Kp), [P1] je koncentrace znaceného
S100A1 sondou DNSC a [P2] koncentrace TRPC6 CT (801-878) (Kohler and Schepartz

2001). Nelinearni proloZeni bylo provedeno programem SigmaPlot10.

3.6 CD spektroskopie

Metodou cirkularniho dichroismu bylo stanoveno pomérné zastoupeni
konformaci s riznou sekundarni strukturou proteinu. Méteni spekter bylo provedeno na

spektropolarimetru Jasco J-815 (Tokio, Japonsko) v rozsahu od 200 do 300nm,
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skenovaci rychlosti 20nm za minutu s krokovym rozliSenim 0,5nm, Sitkou §térbiny 1nm
a reak¢nim Casem 8s. Byla pouzita standardni kfemenna kyveta o tloustce 0,1 cm pro
vSechny experimenty, které probihaly za laboratorni teploty. Vysledna naméfend data
byla vyjadiena v podobé zavislosti veli¢iny Q — molarni elipticity [deg.cm®dmol '] na
vlnové délce [nm]. TRPC6 CT (801-878) a S100A1 ve form¢ fuznich proteinli byly
proméfeny samostatné a nasledné v komplexu v moldrnim poméru 1:1. Koncentrace
proteinti byla 340ug/ml v pufru 25mM TRIS, 500mM NaCl, 2mM CaCl,, pH 7,5.
K ur€eni zastoupeni konformaci sekundérni struktury bylo vyuzito online dostupného
programu Dichroweb software pro analyzu dat z méfeni cirkuldrniho dichroismu

(Whitmore and Wallace 2008).

3.7 Hmotnostni spektrometrie

Aminokyselinova sekvence vypurifikovaného proteinu TRPC6 CT (801-878)
byla ovéfena pomoci hmotnostni spektrometrie. Cast odbarveného gelu SDS-PAGE,
kterd obsahovala vypurifikovany protein, byla modifikovana jodoacetamidem a
podrobena endoprotedzovému Sté€peni trypsinem (Promega). Ziskana smés peptidii byla
nanesena na ter¢ik s matrix o-cyano-4-hydroxycinnamovou kyselinou. Po této piipravé
vzorku byla naméfena hmotnostni spektra MS/MS pozitivné nabitych iontli metodou
MALDI-TOF na hmotnostnim spektrometru UltraFLEX III s vnitini kalibraci (Bruker-
Daltonics, Bremen, Germany). Zji§téné monoisotopické [M+H]" ionty byly porovnany
s databazi trypsinovych produkti §tépeni TRPC6 CT (801-878) a nasledné piirazena

aminokyselinova sekvence.

3.8 EMSA

Schopnost vazby rekombinantniho fragmentu TRPC6 CT (801-878) k CaM byla
ovétena pomoci metody EMSA, neboli zmény elektroforetické pohyblivosti v nativnim
polyakrylamidovém gelu. CaM v mnozstvi 0,3nmol byl titrovan zvySujicim se
ptidavkem TRPC6 CT (801-878) v uréenych nasobcich 0,5x, 1x, 2x, 4x molarniho

poméru k CaM za pfitomnosti ImM CaCl,. Druhd série experimentu probéhla ve
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stejném pufru, avSak bez piitomnosti CaCl,. Nativni PAGE probihala na ledu
v elektroforetickém pufru o pH 8,3, ve druhém piipadé bylo v elektroforetickém pufru

pritomno navic jesté chelatacni ¢inidlo EGTA o 0,5mM koncentraci namisto CaCls,.

3.9 Homologni modelovani struktury komplexu

Na zékladé¢ homologie byl vytvofen model TRPC6 CT pomoci programu
Modeller 9v2 (Sali and Blundell 1993). VétSina CaM vazebnych domén zaujima
strukturu o-helixu, proto bylo ptedpokladano, Zze C termindlni konec TRPC6 nebude
vyjimkou a bude vykazovat taktéz o-helixovou strukturu ve vazebné oblasti.

Jako templat pro modelovani CaM vazajici domény byla pouZita
vykrystalizovana struktura draselného kanalu RSK2 (pdb 1G4Y) (Caterina, Schumacher
et al. 1997) a peptid interagujici s CaM z lidské ,,death-associated* proteinkinasy 2 (pdb
1WRZ) (Zhang, Majava et al. 2009). Predlohou pro C termindlni konec TRPC6 byla
pouzita piifazend sekvence programem ClustalX1.81 ze sav¢iho fragmentu TRPC6,
konkrétné¢ v délce 21 aminokyselin (851-872) (Thompson, Higgins et al. 1994).
Komplex vazebného mista CaM-TRPC6 CT byl vytvoren a energeticky minimalizovan
s vyuzitim programu Swiss-PdbViewer (GROMOS96 forcefield). Ovétfeni a dokonceni
modelu probéhlo v programu CootToolKiT (Emsley and Cowtan 2004). K vizualizaci
proteinového modelu byl pouzit program PyMol 0.99rc6 (DeLanoScientific 2006).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 VYSLEDKY

Pro detailn€jsi charakterizaci a studium vazebného mista, které je schopno
interagovat s CaM a S100A1 jsme potiebovali ziskat rozpustnou formu fizniho proteinu
obsahujici uréenou oblast. V predikovaném tuseku (Obr.14) pro CaM vazebny motiv
jsme se zaméfili na hydrofobni a bazické aminokyselinové zbytky, které byly nahrazeny
pomoci metody bodové mutace za alanin, ktery je aminokyselinou bez postranniho

retézce.

Asn
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Obr.14.: Aminokyselinova sekvence TRPC6 CT (801-878)

Pielozenas DNA sekvence do jednopismenného aminokyselinového kodu. Cervend
vyznacené jsou bazické aminokyseliny, které byly vybrany a pozménény bodovou
mutaci. Konstrukty R852, K856, R860, K859, R864 a jejich kombinace byly
exprimovany, aby se provéfil vliv téchto aminokyselin na vazbu k CaM respektive

ke S100A1.

Ptipraveny byly nasledujici fragmenty TRPC6 CT (801-878):Arg852, Lys856,
[1e857, Arg864, dvojmutantni verze Lys859/Arg860, trojmutantni verze
Arg852/Lys859/Arg860, Lys859/Arg860/Arg864. Vazebnymi experimenty byla
zjiSténa mira vlivu na interakci izolovaného fuzniho fragmentu TRPC6 CT (801-878)

s CaM respektive ST00AT.

4.1.1 Priprava fazniho proteinu TRPC6 CT

Z pracovnich DNA tusekti o riznych délkach byl vybran TRPC6 CT (801-878),
ktery se nam podafilo uspésné¢ produkovat v bakteridlnim systému E.Coli BL21.

V expresnim vektoru pET42b byla pouzita histidinova kotva (6xHIS), ktera

64



zjednodusila purifikaci isolovanych proteinovych konstrukti TRPC6 CT (801-878)
véetné mutantnich forem. VSechny exprimované konstrukty byly rozpustné a byly
vypurifikovany v dostatecném mnoZstvi pro meéfeni spektroskopickych vazebnych
experimentu.

Hmotnostni spektrometrii peptidovych zbytkii po trypsinovém S$tépeni byla
zjiSténa aminokyselinovd sekvence pfipraveného konstruktu, ktera odpovidala 98%
pokryti sekvence.

Odstépeni histidinové kotvy trombinem, provazela silnd agregace produktu,
proto vSechna méfeni probihala na celém fuznim proteinu za pfitomnosti histidinové

kotvy.

4.1.2 Cirkularni dichroismus

Sekundarni  struktura exprimovanych proteini byla ovéfena méfenim
cirkularniho dichroismu. Matematickou analyzou spekter bylo ziskdno procentudlni
zastoupeni moznych sekundérnich struktur, které shrnuje tabulka (Tab.2). U CaM a
ST100AT je patrné velké zastoupeni o-helixové konformace (64%, respektive 66%), coz

se shoduje se strukturou v jejich nativnim stavu.

o-Helix Antiparalelni | Paralelni B-Turn Random Coil
TRPC6s01-375WT 0,18 0,15 0,12 0,20 0,36
TRPC6s01-375R852A 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 591575 WT 0,43 0,07 0,07 0,17 0,25

Tab.2.: Zastoupeni sekundarni struktur méienych proteini

Analyzou naméfenych dat cirkularniho dichroismu bylo zjisténo zastoupeni
sekundérnich struktur proteinii (vyjadieno v procentech). CaM a S100A1 obsahuji
prevazné a-helikalni struktury, coz je v souladu s jejich nativnim stavem, naproti tomu
TRPC6 CT (801-878) konstrukty, které obsahuji o-helixi mén€ zaujimaji

neusporadanou strukturu.
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Data u fuzniho proteinu TRPC6 CT (801-878) popt. mutantnich verzi potvrzuji
pritomnost o-helixové struktury predikovanou na zakladé analyzy primarni sekvence. C
terminalni fragment TRPC6 v porovnani s CaM nebo S100A1 zaujiméd vétSinou
neusporadanou strukturu, coz naznacuje moznost poskladani do nativni formy.

Spektra cirkularniho dichroismu byla namétfena pro utvoreny komplex fuzniho
proteinu TRPC6 CT (801-878) s S100A1 respektive CaM. Sledovana byla zména
v sekundarni struktufe jako mozny prvek pii tvorbé komplexu. Vysledna data zobrazena
v grafu (Graf.1) naznacila, Zze vznik komplexu TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem
nebo S100A1 nemd podstatny vliv na sekundarni strukturu TRPC6 CT, nebot’ spektrum

komplexu odpovida souctu jednotlivych spekter zmétené pro proteiny samostatné.
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Graf.1.: Spektrum cirkularniho dichroismu pro S100A1 a TRPC6CT(801-878)
Zavislosti molarni elipticity na vinové délce jsou znazornény ve spole¢ném grafu pro
TRPC6 CT (801-878), SI00AT1 a jejich komplex. Charakteristické dvojité minimum

208nm a 222nm ukazuje vysoké zastoupeni o-helixu u SI00A1.
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4.1.3 EMSA

Zavislost vazby rekombinantniho fragmentu TRPC6 CT (801-878) k CaM na
pritomnosti Ca** byla ovéfena metodou zmény elektroforetické pohyblivosti v nativnim
polyakrylamidovém gelu (EMSA). Ke kalmodulinu o celkovém mnoZstvi 0,3nmol byl
postupné piiddvan TRPC6 CT (801-878) v 0; 0,5x; Ix; 2x; 4x nasobek molarniho
mnozstvi. Experiment probihal ve dvou reakénich pufrech. Prvnim pufr obsahoval ionty
CaCl, a ve druhém pufru bylo ptitomno chelatacni ¢inidlo EGTA (Obr.15). CaM m¢l
zéporny naboj (pl 4,1) v nativnim elektroforetickém pufru (pH 8,3). TRPC6 CT (801-
878) v tomto purfu zustal nabit kladng (teoretické pl 9,3), ¢imz bylo dosaZzeno opacnych
sméri. pohybu biomolekul pfi pasobeni elektrického proudu. CaM se pohyboval

smérem do gelu, kde byl poté vizualizovan obarvenim Brilliant Blue G (Obr.14).

+ CaCl, - CaCl,
(- e e e e e
1 2 3 4 5 ©6 1 2 3 4 5 6

Obr.15.: Nativni PAGE CaM titrovany TRPC6 CT (801-878)

Elektroforeticky pufr o pH 8,3 zplsobil opa¢né pohyby CaM (pl 4,1) a TRPC6 CT
(801-878) (pI 9,3) pti plsobeni elektrického pole. Nativni PAGE probihala ve dvou
podminkach, nejprve v ptitomnosti CaCl, (+CaCl,) a poté za ptitomnosti chelata¢niho
¢inidla EGTA (—CaCly). CaM (drahy 1-5) byl titrovan postupné 0; 0,5x; 1x; 2x; 4x
molarnim nasobkem TRPC6 CT. Pohyb samotného CaM smétfoval do gelu, kde byl
nasledn¢ identifikovan (dréha 1). Titrace potvrdila vznik komplexu CaM a TRPC6 CT
(801-878) v piitomnosti Ca®" iontd, nebot’ ve drahach 2-5 CaM do gelu nepronikl,
respektive v draze 2 pronikl molarni pfebytek CaM, ktery nemél jiz molekuly TRPC6
CT (801-878) k interakci. V reakénich podminkach pozitivné nabity TRPC6 CT (801-
878) o pl 9,3 se do gelu vibec nedostal, jak potvrdila kontrola v draze 6. Odstranénim
Ca’" iontt chelata¢nim &inidlem EGTA (—CaCl,) komplex CaM a TRPC6 CT (801-878)

nevznikl a CaM byl ptitomen v gelu v drahach 2-5 bez viditelné zmény koncentrace.
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Kontrolni vzorek samotného CaM se pohyboval smérem do gelu (draha 1), na
rozdil od vzorku TRPC6 CT (801-878) (drdha 6). Titrace postupnym zvySovanim
molarniho nasobku TRPC6 CT (801-878) potvrdila predpokladané jedno vazebné misto
na konstruktu TRPC6 CT (801-878), které interaguje ve stechiometrickém poméru 1:1 a
CaM v zavislosti na Ca*", nebot’ v drahach 2-5 CaM v piitomnosti Ca>" iontii do gelu
nepronikl CaM, protoze vznikajici komplex znemoZnil pohyb CaM smérem do gelu. V
drdze 2 byl identifikovan pouze molarni piebytek CaM, ktery nemél jiz molekuly
TRPC6 CT (801-878) k interakci. V reakénich podminkach pozitivné nabity TRPC6 CT
(801-878) o pl 9,3 se do gelu vibec nedostal, jak potvrdila kontrola v draze 6. Piidavek
chelata¢niho ¢inidla EGTA uplné€ eliminoval interakci mezi CaM a TRPC6 CT (801-
878). Potvrdila to ptitomnost CaM bez viditelné zmény koncentrace v gelu (CaCl; ;

drahy 2-5). Byla tak ovéfena zavislost vazby na piitomnosti Ca®" ionttL.

4.1.4 Gelova permeacni chromatografie

Vznik komplexu S100A1 a TRPC6 CT (801-878) zavislého na Ca®" byl
potvrzen permeacni chromatografii na koloné¢ Superdex75 (Graf.2). Rozdéleni smési
proteinti dochazi v koloné s inertni naplni na zdkladé molekulové hmotnosti, velikosti a
tvaru molekul. Objemngjsi t€z8i proteiny nepronikaji do prostoru vnitini stacionarni
faze a prochazi kolonou diive, nez kratké a lehké molekuly, které kolonu opousti
pozdé¢ji. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,5ml/min. Pfi této rychlosti byl retencni
objem samotného kontrolniho vzorku TRPC6 CT (801-878) 11,4ml, respektive pro
leh¢i biomolekulu S100A1 mél retenéni objem hodnotu 12,2ml. V piitomnosti Ca*"
iontll u vzorku komplexu TRPC6 CT (801-878):S100A1 v moldrnim poméru 1:1 doslo
k vyznamné zmén¢ reten¢niho objemu na 10,3ml a vzorek opustil kolonu dfive nez

samotné kontroly. Patrné je lokalni maximum na tUrovni reten¢niho objemu pro

samostatny vzorek S100A 1, které poukazuje na ptebytek SI00A1 ve smésném vzorku.
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Graf.2.: Gelové permeacni chromatografie TRPC6 CT (801-878) a S100A1

Gelova permeacni chromatografie konstruktu TRPC6 CT (801-878) (modra kiivka),
protein SI00A1 (svétlehnéda kiivka) a jejich komplex TRPC6 CT (801-878)/S100A1
(Seda kfivka). Proteiny se v prostiedi obsahujici Ca®" ionty pohybuji kolonou
s retenénim objemem 11,4ml pro samostatny TRPC6 CT (801-878) respektive 12,2ml
pro samostatny S100A1. Jejich komplex v molarnim poméru 1:1 je téz8i a retencni
objem byl mensi 10,3ml. U komplexu byl piebytek S100A1 potvrzeny mensim

maximem u retenc¢niho objemu shodnym pro S100A1.

4.1.5 Fluorescenc¢ni vazebné studie

Spektroskopicky byla metodou urceni anizotropie fluorescence za rovnovazného
stavu provéfena mira vlivu vybranych aminokyselin na vazbu komplexu TRPC6 CT
(801-878) s CaM respektive SI00A1. Pro mensi molekulovou hmotnost byl kalmodulin
a S100A1 podle protokolu opatien fluorescencni dansylovou skupinou emitujici zéfeni s
maximem pfi 520nm. Vliv Ca®" jontd na formovani komplexu byl ovéfen titraci CaM,

S100A1 za rovnovazného stavu. ZvySujici se naméfené hodnoty anizotropie naznacuji
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Ca”™ dependentni chovani pro vznik komplexu (Graf 4) TRPC6 CT (801-878)

s titrovanym CaM.

4.1.5.1 Vazebna studie TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem
Jednotlivé hodnoty anizotropie byly naméteny pro mutantni konstrukty TRPC6

CT (801-878) R852A, TRPC6 CT (801-878) K856A, TRPC6 CT (801-878) R864A,
TRPC6 CT (801-878) I857A, a dvojity mutant TRPC6 CT (801-878) K859A/R860A.
Parametr velikosti navazané frakce Fy TRPC6 CT (801-878) byl vypocten z rovnice
(Rov.2) a vynesen do grafu (Graf 3) v zavislosti na vzrustajici koncentraci TRPC6 CT
(801-878) jednotlivé pro titrani ptidavky. Prolozenim grafu matematickym vztahem
(Rov.3) byla ziskdna hodnota disociacni konstanty K pro dany konstrukt.

Disocia¢ni konstanta pro nepozménény TRPC6 CT (801-878) WT interagujici
s CaM byla ur¢ena Kp = 0,336 + 0,019uM. Navrzené konstrukty s modifikovanymi
rezidui, u kterych byla pfedpokladana i€ast na mozné interakci, byly téZ prométeny.

Urcené disociacni konstanty pro komplex s CaM piehledné shrnuje tabulka 2 (Tab.3).

Protein Disociacni konstanta Kp [UM]
TRPC601-g78)WT 0,336 0,019
TRPC601-g78) R852A 2,950 + 0,067
TRPC6301-g73) K8S6A 0,356 + 0,024
TRPC6301-878) I857A 0,748 + 0,030
TRPC6301-878)R864A 0,519+ 0,217
TRPC6(301-378)K859A/R860A 1,095+ 0,037

Tab.3.: Disocia¢ni konstanty pro konstrukty TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem
Tabulka shrnuje disocia¢ni konstanty zji§téné méfenim anizotropie fluorescence pro
konstrukt TRPC6 CT (801-878) WT v nezménéné formé¢ (WT-wild type) a mutantnich
verzi. Velky vliv bazické aminokyseliny R852 na interakci s CaM, oproti TRPC6 CT
(801-878) WT potvrzuje témet 9 nasobny narlist disociacni konstanty. Zaména lysinu
K856 za alanin nepotvdila vliv na vazbu s kalmodulinem, nebot’ disociacni konstanta

pro konstrukt K856 je téméf stejnd jako u WT formy.

70



Konstrukty TRPC6 CT (801-878) R852, TRPC6 CT (801-878) R864, TRPC6
CT (801-878) I857 a konstrukt s dvojitou mutaci TRPC6 CT (801-878) K859/R860
mély vliv na interakci s CaM, nebot doSlo ke zméndm disocia¢nich konstant v
porovnani s konstruktem TRPC6 CT (801-878) WT, ktery byl bez mutaci. Ziejmée
nejvyrazn€j$i podil na vazbé kalmodulinu s TRPC6 ma aminokyselina Arg852, jejiz
mutantni form¢é¢ TRPC6 CT (801-878) R852A odpovidala disocia¢ni konstanta 2,950
+0,067 uM. K naruseni vazebného motivu doSlo téZ mutaci dvou sousedicich
aminokyselin Lys859/Arg860, zjiSténa disocia¢ni konstanta TRPC6 CT (801-878)
K859A/R8860A 1,095 + 0,037 uM odpovidala 3x nasobku kontrolni Kp. Parcidlni vliv
potvrdily disociacni konstanty pro konstrukty se zaménénymi rezidui [1e857 a Arg864,
konkrétné 0,748 + 0,030 uM, respektive 0,519 £+ 0,217 uM. Konstrukt s nahrazenym
lyzinem K856 nem¢l zménénou schopnost vazby, nebot’ disociacni konstanta TRPC6

CT (801-878) K856A byla uréena Kp = 0,356:0,024pM.
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Graf 3.: Méfeni anizotropie v rovnovazném stavu vybranych konstruktu TRPC6
CT (801-878) s CaM naznacenym dansylchloridem

Jednotlivé hodnoty parametru F pro vybrané konstrukty TRPC6 CT (801-878) byly
fitovany a urcena disociacni konstanta Kp pro komplex s CaM. Z grafu je patrné, Ze
verze R852A (plny ¢tverec) méla zasadni vliv na interakci mezi TRPC6 CT (801-878) a
CaM. M¢teni pro konstrukt bez zmény je popsano jako TRPC6 CT (801-878) WT (plny
kruh). Disociaéni konstanta konstruktu TRPC6 CT (801-878) K856A (prazdny Ctverec)

byla fadovée stejna jako u nezménéné WT formy.

4.1.5.2 Vazebna studie TRPC6 CT (801-878) s S100A1

Podobné jako kalmodulin je i SI00A1 protein schopen véazat Ca*" ionty a
regulovat aktivitu TRPC6 kanalu. Experiment byl navrzen analogicky k vazebné studii
s kalmodulinem. S100A1 byl opatfen fluorescen¢ni sondou reakci s dansylchloridem a
bylo provedeno spektroskopické méfeni anizotropie fluorescence za rovnovazného
stavu v kiemenné kyvets za pritomnosti Ca>" iontg.

Nepostradatelna funkce a zavislost formovani komplexu SI00A1 — TRPC6 CT
(801-878) WT na Ca" iontech byla ovéfena méfenim titrovanych vzorkd pii absenci

Ca” iontd. Vysledek je patrny z grafu (Graf.4). V ptitomnosti Ca®" iontd dochazelo k
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formovani komplexu, zménila se velikost rotujici molekuly, coz nasledné zvySovalo
anizotropii emitované fluorescence, na rozdil od experimentu bez Ca®" iontd, kdy
naznaceny S100A1 neinteragoval s CT (801-878) WT, proto anizotropie zlistavala

stejnd bez vyznamné zmeény.

Horl
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® +CaCl2
O -CaCl2
Q
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Graf. 4.: Vliv Ca*" ionti na vznik komplexu TRPC6 CT (801-878) WT - S100A1

Pitomnost Ca”" iontii mé vliv na interakci mezi TRPC6 CT (801-878) a SI100AL.
Dependentni vazba komplexu TRPC6 CT (801-878) a S100A1 na Ca®" iontech,
podobné jako u CaM, byla ovéfena méfenim anizotropie fluorescence. V piitomnosti
dvojmocnych iontli vdpniku doSlo k naristu méfené anizotropie fluorescence (plny
kruh) se zvySujici koncentraci TRPC6 CT (801-878) WT. Pfi absenci iontli, podobny
jev nebyl pozorovan (prazdny kruh). Rota¢ni pohyb znacené molekuly S100A1 nebyl
ovlivnén navazanim molekuly TRPC6 CT (801-878) WT, proto anizotropie

fluorescence zUstavala stejna.

Vznikly komplex poukézal na skutecnost, Ze SI00A1 je schopen interagovat se

stejnou oblasti CIBR domény TRPC6 CT jako kalmodulin. Mira vlivu jednotlivych
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bazickych aminokyselinovych rezidui na tuto interakci byla zjiSténa z naméfenych dat
pro piipravenou sadu mutantnich konstruktii TRPC6 CT (801-878) R852A, TRPC6 CT
(801-878) K856A, TRPC6 CT (801-878) R864A a trojitych mutantd TRPC6 CT (801—
878) R852A/K859A/R860A, TRPC6 CT (801-878) K859A/R860A/RE864A.

Z namétenych hodnot anizotropie fluorescence za rovnovazného stavu (Graf 5)
aplikaci matematickych vztahti (Rov.2, Rov.3) byla vypocltena navazana frakce a
proloZzenim grafu matematickou funkci zjiSténa disociaéni konstanta pro dané
konstrukty TRPC6 CT (801-878). Tyto hodnoty disociacnich konstant jsou uvedeny v
tabulce (Tab.4).

Protein Disociacni konstanta [UM]
TRPC601-g78)WT 0,31 £0,042
TRPC6301-g78) R852A 0,48 + 0,027
TRPC6301-g73) K8S6A 0,76 += 0,086
TRPC6301-g73) R864A 0,92 + 0,082
TRPC6301-378)R852A/K859A/R860A 2,62 +0,217
TRPC6(301-378)K859A/R860A/R864A 0,40 + 0,050

Tab.4.: Disocia¢ni konstanty pro konstrukty TRPC6 (801-878) CT s S100A1

Vliv vybrané aminokyseliny na vazbu komplexu TRPC6 CT (801-878) a SI00A1 byl
popsan disociatnimi konstantami. Konstrukt TRPC6 CT (801-878) WT bez mutaci
(WT-wild type), Kp = 0,31 £ 0,042uM, mél srovnatelnou disocia¢ni konstantu s CaM.
Velmi dileZitou oblast pro vazbu komplexu ukazala disocia¢ni konstanta TRPC6 CT
(801-878) R852A/K859A/R860A, kterd byla 8x vétsi nez kontrolni WT. Jednotlivé
mutantni formy se taktéz liSily, coZ potvrzuje participaci na interakci pii vzniku

komplexu.

Konstrukt bez mutaci v sekvenci TRPC6 CT (801-878) WT mél Kp = 0,31 £
0,042uM a slouzil jako kontrolni vzorek pro porovnavani vlivu mutace na vazbu. K 8mi
nasobnému zvyseni disociacni konstanty na 2,62 + 0,217uM doslo u konstruktu se tfemi

zaménénymi rezidui Arg852/Lys859/Arg860. Dalsi testované konstrukty mély mensi
negativni vliv na interakci TRPC6 CT (801-878) s S100A1. Casteény podil na vazbé k
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ST00AT1 mé Arg864, Lys856 a Arg852 jejichz disociacni konstanty Kp byly urceny na
0,92 + 0,082 uM; 0,76 + 0,086uM respektive 0,48 + 0,027uM. U trojitého mutantu
TRPC6 CT (801-878) K859A/R860A/R864A byla Kp urcena 0,40 + 0,050 uM.
Nahrazené aminokyseliny Lys859/Arg860/Arg864 nemély na vznik komplexu tak
zdsadni vliv, jak to mu bylo u trojittho mutantu TRPC6 CT (801-878)

R852A/K859A/R860A.
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Graf. 5.: Méreni anizotropie v rovnovazném stavu vybranych konstrukta TRPC6
CT s naznacenym S100A1

Anizotropie fluorescence S100A1 titrovanych fragmenty TRPC6 CT (801-878) jsou
graficky zndzornéné pro nepozménénou verzi TRPC6 CT (801-878) bez mutaci WT
(,,wild type®) (Cerny kruh), mutovany R864A konstrukt (bily kruh), konstrukt s trojitou
mutaci (Cerny ctverec) VIiv mutace R864A na priibéh titrace je patrny z grafu
srovnanim s TRPC6 CT (801-878) WT bez mutaci. Nejvyrazngjsi inhibi¢ni vliv na
vznik komplexu s S100A1 mél trojity pozménény konstrukt TRPC6 CT (801-878)
R852/K859/R860, ktery m¢l disociacni konstantu 2,62 + 0,217uM, coz bylo 8mi

nasobné zvyseni oproti (TRPC6 CT (801-878) WT.
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Vazebné studie ukézaly, ze SI00A1 a kalmodulin tvoii s C terminalnim koncem
TRPC6 CT (801-878) komplex se srovnatelnymi disociacnimi konstantami Kp
(TRPC6can) = 0,336 + 0,019uM a Kp (TRPC6s100a1) = 0,31 £ 0,042 uM. Oba Ca**
vazebné proteiny vyuzivaji stejnou oblast pii tvorbé komplexu. Bodové mutace vSak
odhalily, ze kratky o-helix v tomto regionu nereaguje identicky s CAM a S100Al.
Z disociac¢nich konstant pro kalmodulin byl ur¢en motiv 1-5-10, ktery nejlépe popisoval
pozorované inhibi¢ni vlivy jednotlivych bazickych rezidui, hlavné Arg852, ktery mél u
komplexu TRPC6 - CaM nejvétsi ruSivy efekt. Naproti tomu komplex TRPC6 - S100A1

byl nahrazenim Arg852 omezen jen ¢aste¢né.

4.1.6 Homologni model komplexu C terminalniho TRPC6 s kalmodulinem

Pro lepSi a komplexni pochopeni ziskanych dat charakterizujici interakci
kalmodulinu s C terminalnim koncem TRPC6 byl vytvoren homologni model (Obr. 16).
Ten zahrnuje ¢ast TRPC6 CT sekvence s regionem vcetné CIBR domény s o-helikalni
strukturou obsahujici sekvencni vazajici motiv pro kalmodulin. Vazebny motiv ma
prevazné hydrofobni charakter a ma nékolik bazickych aminokyselin (Rhoads and
Friedberg 1997). Predlohou pro pocitacovy model byly pouzity struktury draselné¢ho
kandlu RSK2 (Caterina, Schumacher et al. 1997) a peptidu z lidské ,,death-associated*
proteinkindzy 2 interagujictho s CaM (Zhang, Majava et al. 2009). Templaty pro
homologni model obsahovaly konzervované sekvenéni motivy pro vazbu kalmodulin,
konkrétn¢ 1-5-10 a 1-8-14 podobné jako C terminalni konec TRPC6 CT (801-878), u

kterého byl odhalen analyzou sekvence.
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Obr. 16.: Strukturni pocitacovy model komplexu kalmodulinu s fragmentem
TRPC6 CT (801-878)

Molekula kalmodulinu (zlata barva) obsahuje navazané 4 molekuly véapenatych ionth
(Servené barva). Usek a-helixu z fragmentu TRPC6 CT (801-878) s vazebnym motivem
(zelend barva). Navézanim Ca’" iontdi se odkryje vazebny region interagujici pfimo
s bazickymi aminokyselinami TRPC6 CT (801-878). Kalmodulin cely fragment obali a
pevné sevie. Zucastnéné aminokyseliny interakce byly zvyraznény na dal$im obrazku

(Obr. 17)
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Obr.17.: Pohled na komplex TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem

Fragment TRPC6 CT (801-878) s vazebnym motivem (zelena barva). Na modelu jsou
zvyraznéné bazické aminokyselinové zbytky Arg852, Lys856, Ile857, Lys859 a
Arg860, které mély vyznamny vliv na interakci s kalmodulinem. Molekula kalmodulinu
(zlatd barva) obsahuje navazané 4 molekuly véapenatych iontli (Cervena barva).
Z modelu je patrné, Ze postranni fetézce testovanych aminokyselin maji vliv na vazbu,
nebot’ kratké prostorové vzdalenosti a ndboj pomahaji pfi tvotfeni komplexu. Zaména
téchto AMK bodovou mutaci za alanin oslabilo interakci a zvysilo disocia¢ni konstanty

u mutantnich forem.
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Z hlediska struktury model naznacuje dalezitou roli nékterych bazickych rezidui
zapojenou do vazby TRPC6-CaM, které byly potvrzeny 1 vysledky spektroskopického
méieni anizotropie fluorescence. Aminokyseliny Lys856, Lys859 a Arg860 podle
modelu interaguji s negativné nabitymi rezidui kalmodulinu, a podobné je tomu u
hydrofobniho aminokyselinového zbytku Ile857, ktery je schopen interagovat s
kalmodulinovymi rezidui. Na zékladé¢ informaci ze sekven¢ni analyzy a ziskanych
poznatki, se zda velice pravdépodobné, ze TRPC6 CT, majici v CIBR regionu vice
sekvenénich motivil pro interakci s kalmodulinem, preferuje v tomto piipadé motivem

1-5-10 pted rozpoznavaci sekvenci 1Q a motivem 1-8-14.
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4.2 DISKUZE

4.2.1 TRPC6 Kalmodulin

Vapnik vazajici protein kalmodulin ma diilezitou roli v regulaci aktivity TRPC6
iontového transmembranového kandlu (Kwon, Hofmann et al. 2007). Byla potvrzena
pfitomnost vice vazebnych mist pro kalmodulin na TRPC receptorech, ktera je
spoleénym znakem této podrodiny TRP proteini. U TRPC1/2/4/5 byly identifikovany
kalmodulin interagujici domény na obou intracelularnich koncich, které jsou vzdaleny
od CIBR regionu (Ordaz, Tang et al. 2005; Zhu 2005). Ptibuznost TRPC3/6/7 dokazuje
1 vyskyt jediného mista obsahujici sekvencni vazebné motivy pro kalmodulin, ptipadné
proteiny s ,, EF hand* motivem. Ackoliv bylo potvrzeno, Ze C terminalni konec hraje
dilezitou roli v interakci TRPC6 s kalmodulinem (Kwon, Hofmann et al. 2007), piesné
misto v rdmci aminokyselinové sekvence je zatim stidle neznamé. Pies absenci 3D
strukturniho modelu TRPC6 receptoru se podatilo imunoprecipitacnimi experimenty a
vazebnymi ,pull down* studiemi (pull down — afinitni chromatografickd metoda
pouzivajici protein-protein interakce, na rozdil od imunoprepicipitace, kterd pouziva
protilatky) uptesnit oblast TRPC6, ktera s kalmodulinem interaguje.

Schopnost vazat kalmodulin byla potvrzena i pro navrzeny konstrukt TRPC6 CT
(801-878) metodami elektroforetické pohyblivosti v nativnim polyakrylamidovém gelu,
gelovou permeacni chromatografii a taktéz spektrofotoskopickou metodou méteni
anizotropie fluorescence. Charakter vazby byl uréen jako silné dependentni na Ca®"
iontech. Pozitivni vysledky elektroforézy v nativnim prostfedi, gelové permeacni
chromatografie poukdzaly na vznik komplexu kalmodulinu s TRPC6 CT (801-878)
v oblasti na C konci zvané CIBR regionu. Pti odstranéni vapenatych iontii chelatacnimi
¢inidly doslo k naruSeni vazby komplexu TRPC6 CT (801-878).

Titrace CaM za nativnich podminek upiesnila vazebny stechiometricky pomér
1:1. SDS elektroforézou v nedenaturujicim prostfedi se ptrebytek CaM pii poméru
mens$im nez 1:1 podafilo identifikovat v gelu. Stejné vysledky byly ziskdny gelovou
permeacni chromatografii, kdy pii nadbytku CaM (pomér vétsi nez 1:1) nezreagovana

¢ast méla na chromatogramu lokdlni maximum odpovidajici samostatnému CaM.
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Gelova permeacni chromatografie prokdzala existenci vazebného mista TRPC6 CT
(801-878) a stechiometricky pomér, kdy jedna molekula TRPC6 CT reaguje s jednou
molekulou CaM.

Sekvencni analyza odhalila CIBR doménu u TRPC rodiny pfitomnou u vSech
Clent. Predikci pomoci databaze cilovych molekul (Calmodulin target database -
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/) poukéazala na nékolik znamych motivd,
které rozpoznavaji kalmodulin (Rhoads and Friedberg 1997). Dosud bylo popsano
nékolik druhl téchto kalmodulin preferujicich motivii, jako jsou IQ, 1-5-10, 1-8-14,
které vychazeji z konzervovanych pozic aminokyselin v sekvenci, které maji prevazné
hydrofobni charakter a nesou pozitivni naboj.

Pro blizsi urceni tidajné vazebné domény byl navrzen rekombinantni konstrukt
TRPC6 CT (801-878) obsahujici oblast zajmu. Metodou cirkularniho dichroismu byla
naméfena spektra pro TRPC6 CT (801-878) WT, CaM, respektive S100A1 a
samoziejm¢ utvoreny komplex fluzniho proteinu TRPC6 CT (801-878) s CaM
respektive SI00A1. Byla zjiSténa sekundarni struktura konstruktu TRPC6 CT (801-878)
s oblasti interagujici s kalmodulinem, kterd byla predikovana analyzou primarni
sekvence. Pritomnost o-helixu potvrdilo pfedpoklad vazebného mista, které ma
charakter kratkého neptferuSovaného o-helikdlniho Useku s patfiénym rozpoznavacim
motivem (Zhu 2005). Data u fazniho proteinu TRPC6 CT (801-878) popi. mutantnich
verzi ukézala, ze fragment TRPC6 v porovnani s CaM nebo S100A1 zaujima vétSinou
neuspotadanou strukturu. Jako mozny diisledek pii tvorbé komplexu byla sledovana
zména v sekundarni strukture. AvSak vyslednd CD méfeni naznalila, Zze vznik
komplexu TRPC6 CT (801-878) s kalmodulinem respektive SI00A1 nemé podstatny
vliv na sekundéarni strukturu TRPC6 CT, nebot’ spektrum komplexu odpovida souctu
jednotlivych spekter zméfené pro proteiny samostatné.

V praci byly studovany bazické aminokyseliny v CIBR vazebném regionu
TRPC6, které by mohly interagovat s negativné nabitymi rezidui kalmodulinu (Rhoads
and Friedberg 1997). Sledovany byly substituce téchto bazickych aminokyselin
s hydrofobnim charakterem na interakci, podobné jak tomu bylo u charakterizace C
terminalniho konce u iontového kandlu TRPV1 (Grycova, Lansky et al. 2008).

Zacelem prozkoumani ulohy jednotlivych aminokyselinovych rezidui s udajnym
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kalmodulin vazebnym regionem na TRPC6 byly navrzeny substituce vybranych
aminokyselin, které byly bodovou mutaci provedeny a nasledn¢ mohlo dojit k produkci
proteinovych fragmenti TRPC6 CT (801-878).

S témito rekombinantné vyprodukovanymi konstrukty TRPC6 nesouci ¢ast C -
terminalniho konce v¢etné kalmodulin vazebného mista byla namétena data anizotropie
fluorescence za rovnovazného stavu, kdy se sledovala vazba fluorescen¢né oznaceného
kalmodulinu s jednotlivymi konstrukty. VSechny exprimované proteiny se podafilo
produkovat v rozpustné formé a v dostatecném mnozstvi pro spektroskopické studie a
vazebné experimenty. Titracni pokusy potvrdily, Ze vznikajici komplex TRPC6-CaM je
zavisly na piitomnosti Ca®>" iontd, coZ bylo zjisténo té7 pii imunoprecipitaénich
experimentech (Kwon, Hofmann et al. 2007). Metodou méteni anizotropie byla vazba
charakterizovana urenim disocia¢ni konstanty pro komplex CaM navazany na C
terminalni konec TRPC6 CT (801-878) (Kp = 0,336 £ 0,019uM). Hodnota je v souladu
s disociaénimi konstantami ur¢enymi pro podobné kalmodulin vazajici ¢asti kanald jako
napt. IP;R1 receptor (Yamada, Miyawaki et al. 1995), TRPC6 (Tang, Lin et al. 2001)
nebo P/Q-typ vapnikového kanélu (Lee, Wong et al. 1999).

Vazebné studie s mutovanymi konstrukty ukézaly, Ze kazdy znich narusil
interakci komplexu do ur€ité miry. Projevil se inhibi¢ni vliv na vznik komplexu.
Neutralizace jedné aminokyseliny nebo kombinace dvou rezidui se neprojevila uplnou
inhibici vazby kalmodulinu. Inhibi¢ni vliv na vazbu kalmodulinu byl pozorovan u
nasledujici dvojité substituce Lys859/Arg860 za alaniny, kdy disocia¢ni konstanta byla
uréena Kp = 1,095 + 0,037uM. V ptipadé nahrazeni Arg852 alaninem byla zjiSténa
disocia¢ni konstanta dokonce Kp = 2,950 + 0,067uM. U bazického Arg864 a
hydrofobniho Il1e857 byl negativni vliv substituce za alanin na vznikajici vazbu
komplexu potvrzen disociacni konstantou Kp = 0,519 £+ 0,030uM, respektive
Kp=10,748 = 0,028uM pro Ile857. Tyto bazické aminokyseliny se pravdépodobné
pfimo podili na interakci TRPC6 CT sCaM. Ucast bazickych rezidui pii tvorbd
komplexu s kalmodulinem byla popsana i pro dalsi ¢leny TRP rodiny iontovych kanalt
(Grycova, Lansky et al. 2008) (Holakovska, Grycova et al. 2012). Byla ovéfena i
zavislost komplexu na piitomnosti Ca®* jontd, kdy za jejich pritomnosti doglo

k interakci TRPC6 CT (801-878) s CaM, kterd se projevila nartistem anizotropie,
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protoze vznikly komplex mél odliSny rota¢ni pohyb nez samotna molekula znaceného
CaM.

Na zaklad¢ informaci ze sekvencni analyzy a ziskanych poznatkli se zda velice
pravdépodobné, ze TRPC6 CT ma v CIBR regionu vice sekvencnich motivl
vyhovujicich vazb& s kalmodulinem, 1-5-10, 1-8-14, 1Q. (Zhu 2005). Pro upiesnéni
a lepsi pochopeni interakce kalmodulinu s C terminalnim koncem TRPC6 byl vytvoren
pocitacovy homologni model zminéného regionu s CaM. Jako templaty pro homologni
modelovani byla pouZita struktura draselného kandlu RSK2 (Caterina, Schumacher et
al. 1997) a peptidu z lidské ,,death-associated proteinkinazy 2 interagujiciho s CaM
(Zhang, Majava et al. 2009). Potvrzen byl pfedpoklad o charakteru vazebného motivu,
ze typické je hydrofobni oblast obsahujici bazické aminokyseliny (Rhoads and
Friedberg 1997). Z predikovanych vazebnych motivti pro CaM 1-5-10, 1-8-14, IQ. (Zhu
2005) nejlépe vysvétluje motiv 1-5-10 inhibiéni vlivy mutaci Arg852, Lys859 a Arg860
veetné CasteCné inhibice zaménéné aminokyseliny Ile857. Model nézorné ukazuje
dilezitost vybranych aminokyselin, které jsou velmi pfiznivé v prostoru orientovany
k negativné nabitym postrannim fetézciim aminokyselin kalmodulinu, se kterymi pfi

vzniku komplexu TRPC6 CT a CaM dochazi k interakci.

4.2.2 TRPC6 a S100A1

Rodina S100 proteint se zapojuje do rtiznych biologickych odpovédi zménou
bunécné koncentrace vapniku. Funguji jako vépnik signalni molekuly a jsou schopny
modulovat enzymovou aktivitu, oligomerizaci cytoskeletarnich proteinovych
komponent (tubulin, desmin, atd.), napomahaji ubiqitinaci, fidi tvorbu membranovych
vesikul a dopravu proteindl na vnitini povrch cytoplazmatické membrany (Santamaria-
Kisiel, Rintala-Dempsey et al. 2006).

Interakce TRP kationtovych kanalii s rodinou S100 byla zjiS§téna u receptorii
TRPVS5 a TRPV6 imunoprecipitatnimi experimenty a kvasinkovym hybridnim
systémem (van de Graaf, Hoenderop et al. 2003; Borthwick, Neal et al. 2008). Vznikly
komplex S100A10 sreceptory a nasledné s anexinem II pomahd spravné dopravit
TRPVS5 a TRPV6 kanaly na cytoplazmatickou membranu, kde potom funguji jako

selektivni kanaly pro Ca*" ionty. P¥ima interakce mezi SI00A1 a iontovym kanalem
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TRPM3 byla prokdzadna dokonce s moznou kompetici o vazebnou doménu mezi
S100A1 a kalmodulinem, protoze jejich sekvencni vazebné motivy se piekryvaji
(Holakovska, Grycova et al. 2012).

ST100A1 je vapnik vazajici protein majici dva ,, EF hand® motivy s odliSnou
afinitou pro Ca®" ionty. Podobng jako u kalmodulinu, je navazani vapenatych iont u
S100A1 doprovazeno konformacnimi zménami ve struktufe, pii kterych se odhaluje
potencialni vazebnd oblast pro cilové proteiny. Pfimd interakce mezi fragmentem
TRPC6 CT (801-878) a S100A1 byla zjisténa gelovou permeacni chromatografii a
nasledné potvrzena i fluorescenénim méfenim anizotropie pouze za p¥itomnosti Ca*"
jontfl, coz ukazuje na dependentni vazbu komplexu na Ca®" iontech. Stejné chovani
TRPC6 bylo pozorovéno pii experimentech s kalmodulinem.

Pro blizsi charakterizaci této interakce byl pouzit navrzeny konstrukt TRPC6 CT
(801-878) obsahujici oblast CIBR regionu, se kterou reaguje kalmodulin. V sekvenci
byly vybrany aminokyseliny s bazickymi vlastnostmi, které jsou potencidlné¢ zapojeny
do interakce s negativné nabitymi aminokyselinovymi zbytky kalmodulinového ,, EF-
hand* motivu zjiSténym vazebnymi experimenty u TRPV1 (Grycova, Lansky et al.
2008) a TRPC6 (Friedlova, Grycova et al. 2010). Nahrazenim aminokyselin bodovou
mutaci za alanin vznikly mutované verze konstrukt TRPC6 CT (801-878), které se
podafilo produkovat v bakteridlnim systému E.coli. Fuzni protein byl exprimovéan v
rozpustné formé€ a dvojstupiiovou purifikaci bylo ziskdno dostate¢né mnozstvi proteinu
pro vazebné experimenty. Histagovd kotva ulehcujici purifikaci nakonec byla
ponechéna na konstruktu TRPC6 CT (801-878) kvili nizké agregaci proteinu, ke které
dochazelo pii trombinovém odstépeni histagové kotvy. Cilovy protein SI00A1 byl
purifikovan fenylsefarézou CL-4B za piitomnosti Ca®" iontd, &imz se podafilo izolovat
pouze spravné fungujici molekuly S100A1, které byly nésledné pouzity pro vazebné
experimenty.

Sekundarni struktura byla ovéfena méfenim cirkularniho dichroismu. Relativni
zastoupeni «-helikdlni struktur potvrzuje spravné fungujici nativni protein. Data
cirkularni dichroismu byla v souladu s ptedpokladem, ze vazba S100A1 nebude mit
zasadni vliv na strukturu TRPC6 CT (801-878) podobn¢, jak tomu bylo u CaM.

Vysledky méfeni cirkuldrniho dichroismu C terminalniho fragmentu TRPC6 odpovidaly
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matematické analyze z primérni struktury, protoze TRPC6 CT (801-878) zaujimal
neuspotadanou oblast (36%) s o-helixem, ktery obsahoval vazebny motiv pro moznou
interakci s Ca>" vazebnymi proteiny.

Existence komplexu TRPC6 CT (801-878) s SI00A1 byla potvrzena gelovou
permeaéni chromatografii, SDS elektroforézou v neredukujicim prostfedi a
charakterizovan disociani konstantou ziskanou meéfenim anizotropie fluorescence.
SI100AT1 je mensi protein nez CaM a obsahuje jen 2 ,,EF-hand“ motivy, a presto
molarni pomér jednotlivych slozek komplexu byl 1:1, pfebytecny proteinovy zbytek Slo
identifikovat na chromatogramu z gelové permeacni chromatografie.

Bazické aminokyseliny v CIBR vazebném regionu TRPC6, které interagovaly s
negativné nabitymi rezidui kalmodulinu, byly zkoumany i pro S100A1. Naznaceny
ST100AT fluorescencni sondou dansylchloridem postupné interagoval s rekombinantnimi
mutanty TRPC6 CT (801-878). Urcené disociacni konstanty charakterizovaly vliv dané
mutace na silu komplexu, a tak i dilezi