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Characterization of calmodulin binding sites on TRP

channels

ABSTRACT

Transient receptor potential (TRP) proteins are a diverse family of proteins with
structural features typical of ion channels. Calmodulin (CaM) is known to play an
important role in the regulation of TRP channels activity. We tried to find and characterize
the CaM binding sites of both C-terminus of TRPV1 and N- and C- terminus of TRPMS5
ion channel. Accoding to Calmodulin Target Database TRPMS channel contains three
CaM binding sites, one on the N-terminus and two on the C-terminus. Based on this
prediction we found three CaM binding sites that fit with the results predicted by the
Calmodulin Target Database. TRPV1 was reported that binds CaM on C-terminus, and no
classic CaM binding motif was found in this region. In this work, we studied CaM binding
site of the C-terminus TRPV1 and we determine the most important amino acids for the

CaM/TRPV1 interaction. The most essential residue in this interaction is the arginin 785.
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1. UVOD A CILE PRACE

1.1. Uvod

Tato diplomova prace byla vypracovana na Fyziologickém tistavu AVCR v laboratofi
proteinovych struktur pod vedenim Ing. Jana Teisingera CSc. Laboratof se zabyva studiem
bunéénych transmembranovych receptori TRP a jejich signalizaci, pfevazné pak jejich
modulaci pfes dilezité bunééné signalni molekuly, jako je kalmodulin a fosfatidylinozitol-
4,5-bifosfat.

Moje diplomova prace se zabyva dvéma typy iontovych kanala TRPMS a TRPVI.
Tyto receptory jsou podle dostupnych informaci modulovany kalmodulinem na svych
intracelularnich koncich. Nasim tkolem byla charakterizace téchto CaM vazebnych domén

a identifikace aminokyselin, které se podili na interakci CaM s receptorem.

1.2. Cile prace

1. Lokalizace a charakterizace kalmodulin vazebného mista TRPV1 CT

2. Ptiprava mutantnich konstrukti C-koncového kalmodulin vazebného

mista TRPM5

3. Vazebné studie kalmodulinu na N- a C- koncovych peptidech TRPM5



2. LITERARNI PREHLED

2.1. TRP kanaly

Skupina TRP (transient receptor potential) iontovych kanald je velice rozsahla
superrodina membranovych receptort, které jsou aktivovany mnoZstvim podnétd
pfichazejicich jak z vnéjsiho prostfedi, tak z prostfedi vnitiniho pfes fadu signélnich
kaskad, které jsou zavislé na vlastnostech TRP kanalu a druhu podnétu.

Soudasné poznatky ukazuji, ze TRP kanaly zajistuji didlezité biologické funkce,
jako je teplotni, mechanické, chut'ové ¢i feromonové vnimani.

Béhem evolué¢niho vyvoje doslo ke specializaci téchto proteinovych komplext tak,
Ze mohou meénit svou konformaci vlivem riznych chemickych i fyzikalnich podnéta
(svétlo, zmény osmolarity, teplo, chlad atd.). TRP receptory mizeme nalézt jiz u vyvojoveé
niz§ich organismui, napf. hlistic (Caernorhabditis elegans), kde slouZi jako receptory
Skodlivych chemickych latek, u kvasinek (Saccharomyces cerevisiae), které pomoci nich
rozeznavaji osmolaritu prostfedi a octomilky (Drosophila melanogaster), jenz diky nim
reaguji na svételné podnéty (Clapham, 2003; Montell, 2005). Savci prostiednictvim TRP
receptori rozpoznavaji sladké a hotké chuté, teploty v rozmezi fyziologickych i1
patofyziologickych hodnot a chemické latky, které vyvolavaji bolest. Neékteré TRP kanaly
funguji jako buné¢na ¢idla prevadéjici zmény okolniho prostiedi na produkci tzv. druhych
posli pfedevsim vapniku, ktery je nejéastéj$im bunéénym regulatorem.

U c¢lovéka bylo dosud identifikovano 27 gent pro TRP receptory a jejich
fyziologicka uloha byla prokdzina v souvislosti s n€kterymi onemocnénimi, jako jsou
poruchy metabolismu hoi¢iku (hypomagnesémie), polycystickd onemocnéni ledvin, nebo
mukolipidézy (poruchy odbouravani glykoproteinti a jejich hromadéni ve tkanich). Nékteré
TRP miZeme nalézt v nedrazdivych buiikach, jako jsou napf. keratinocyty, ledvinny epitel
a prostata. V posledni dobé jsou vlastnosti té€chto receptori intenzivné studovany
ptedevsim v souvislosti s jejich specifickou expresi v nervovém systému (Clapham, 2003;
Moran et al., 2004; Wang and Woolf, 2005).
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2.2. Molekularni struktura TRP kanala

Prvni krok k molekuldrni identifikaci TRP kanalti byly studie fotoreceptort
octomilky. Na rozdil od fotoreceptord obratlovcti, kde G-protein aktivuje cGMP
fosfodiesterazu, kterd poté sniZzuje koncentraci cGMP, coZ vede k uzavfeni iontovych
kanald a nasledné hyperpolarizaci membrany, v pfipadé octomilky G-protein aktivuje PLC,
ktera zptisobi aktivaci membranovych kanall, coz vede naopak k depolarizaci membrany
(Cosens and Manning, 1969; Montell and Rubin, 1989).

Na zéklad¢ této odlisnosti, se zacal jev detailn&ji studovat a byl objeven mutant
octomilky, u néhoZz mutace zpusobila vyrazné funkéni zmény fotoreceptori a vyvolani
prechodné odpovédi na pietrvavajici svételny podnét (odtud nazev-transient receptor
potential) (Cosens and Manning, 1969; Montell and Rubin, 1989). TRP gen byl poprvé
naklonovan roku 1989 (Montell and Rubin, 1989). Interak¢éni podobnosti u trp octomilky
vyvolaly velky pfedpoklad, Ze takové signalizaéni komplexy mohou byt nalezeny také u
savcl, coZ bylo zanedlouho potvrzeno.

I pfesto, ze byly objeveny teprve v nedavné dobg, patii TRP kandly k jedné
z nejrozsahlejsich skupin iontovych kanali. Molekularni struktura monomeru je tvofena
Sesti transmembranovymi segmenty ozna¢ovanymi S1-S6, jednou hydrof6bni klickou mezi
segmenty S5-S6 (tzv. P-loop) a N- a C-konci, které jsou lokalizovany intracelularné a
obsahuji specifické domény (Benedikt et al., 2005).

Struktura vétSiny TRP kandli je tvofena ¢tyfmi podjednotkami a hydrofébnimi
klickami, které se podileji na vytvoteni centralniho poru iontového kanalu. Soucasti poru je
selektivni filtr, jenz v zavislosti na typu receptoru propousti jednomocné nebo dvojmocné
kationty, Casto kationty obou valenci. Oblast péru, podobné jako je tomu u ostatnich
iontovych kanalu, je dilezitou funkéni oblasti. Tomu nasvédCuje také zjisténi, Ze mezi
konzervované oblasti patfi pravé ¢ast poru spolu se Sestou transmembranovou doménou
(Benedikt et al., 2005). To naznacuje, Ze tyto iontové kanaly budou mit podobné principy
selektivity a propustnosti. Oproti tomu hydrofilni cytosolické N- a C-konce téchto
receptori jsou nejméné konzervované a proto se piedpoklada, Ze obsahuji funkéni domény,
které uréuji specifické vlastnosti jednotlivych ¢lentt TRP rodin.

Podle soucasné a nejvice uznavané nomenklatury (Montell, 2005) rozdélujeme TRP
kanaly na zéklad¢ sekvenéni homologie do dvou skupin. Do prvni skupiny fadime TRPC

(classical, canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastin), TRPA (ankyrin), TRPN
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(NOMP, prvni ¢len této rodiny). Druha skupina obsahuje TRPP (polycystin) a TRPML
(mucolipin). Kazda rodina zahrnuje minimaln¢ jednoho sav¢iho pfedstavitele, mimo jedné

vyjimky, kterou je rodina TRPN (Obr. 1).

Fish
__ fite Qg}t TRPM voorm

Obr. 1: Fylogeneticky strom rodin TRP (Pedersen et al., 2005)

Nejnovéji objevena rodina TRPA zahrnuje zatim pouze jednoho sav¢iho €lena
TRPA1. Do rodiny TRPC fadime sedm rtiznych kanali zna¢enych jako TRPC1-TRPC7.
TRPM obsahuje osm sav¢ich zastupci TRPMI1-TRPMS. Zastupcti rodiny TRPV je Sest
TRPV1-TRPV6. TRPN nezahrnuje savéi ¢leny, byl identifikovan pouze u Caenorhabditis
elegans, Drosophila a Danio rerio NOMPC (Walker at al., 2000). TRPP rodina obsahuje
tfi €leny TRPP2, TRPP3, TRPPS a zastupci TRPML jsou tfi savéi TRPML1-TRPML3.

U skupiny TRP kanala se nevyuZziva tradi¢niho ¢lenéni podle funkce specifickych

ligandu ¢i selektivity jako u ostatnich iontovych kanald. Je to predevsim kviili skuteénosti,
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ze fyziologicka uloha té€chto receptord dosud neni u mnohych zéistupci znama a
pfedpoklada se, Ze strukturni podobnost je pfedpokladem podobnych mechanizmi aktivace

a modulace.

2.3. Aktivace TRP kanalu

TRP kanaly jsou aktivovany velkym mnoZstvim stimulii zahrnujicich intra- ¢&i
extra-bunééné, mechanické a chemické podnéty. Bylo popsano nejen mnoZstvi aktiva¢nich
stimulli, ale také velké mnozZstvi interagujicich partnerti, znichz mnoho se podili
vyznamné na regulaci TRP kanald. Stimuly uréené pro specifické receptory a jejich drahy
velmi ¢asto produkuji tzv. druhé posly, které interaguji s dal$imi €leny signalni kaskady a
stimuluji tak rdznorodé drahy. Jsou to komplikované déje, které z velké €asti nejsou plné
popsany.

Aktivace receptorem je zprostiedkovana receptorem spojenym s tzv. G-proteiny ¢i
tyrozinkinazovymi receptory (trkR). Oba tyto receptory aktivuji PLC, ta mtze poté kanal
aktivovat nejméné tfemi drahami. Dojde k hydrolyze membranového fosfolipidu PIP; na
rozpustny IP; a membranové vazany DAG. IP; déle aktivuje receptory, které zptsobi vylev
vapenatého kationtu z bunénych zasob, pfedev§im z endoplazmatického retikula, do
cytoplazmy. Nasledné zvySeni koncentrace tohoto kationtu funguje jako signal pro mnoho
bunéénych jevii (Clapham, 1995). Mnoho otdzek kolem této aktivace je zodpovézeno, ale
stale chybi detailni popis u mnoha dil¢ich reakci, ke kterym v této signaliza¢ni draze
dochazi.

Aktivace ligandem zahrnuje velké mnozZstvi Siroce specifikovanych latek.
Aktiva¢nim ligandem TRP kanali mohou byt exogenni malé organické molekuly (napf.
kapsaicin, icilin), endogenni lipidy ¢&i produkty lipidového metabolizmu (napf.
diacylglycerol, anandamid), purinové nukleotidy a jejich metabolity (napt. ADP riboza) ¢i
anorganické ionty, jako jsou vapenaté a hofe¢naté kationty (Ramsey et al., 2006).

Aktivace pifima zahrnuje stimuly jako je teplo, chlad, svétlo ¢i zmény tlaku. Do
tohoto druhu aktivace mizeme také zafadit posttransla¢ni Gpravy, které mohou aktivovat
popiipad€ inhibovat TRP kandl. Mezi takové Gpravy patti piimé fosforylace pomoci kinaz
A, C, G (PKA, PKC, PKG) ¢i regulace CaMKII proteinkinazou (Ramsey et al., 2006). Pro
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detailni demonstraci v tomto ptipadé chybi informace, ale tyto stimulaéni mechanizmy se

zdaji vysoce pravdépodobné.

2.4. TRPMS

TRPM rodina iontovych kanald se na zaklad¢ sekvenéni homologie rozd€luje do tii
podrodin TRPM1/3, TRPM4/5, TRPM6/7 s TRPM2 a TRPMS8 (Montell, 2005). Sdileji
zhruba 20% aminokyselinovou identitu s TRPC kandly. Selektivita iontli je u rodiny
TRPM velmi riiznorodd. TRPM1 je nejspise Ca®* propustny kanal (Xu et al., 2001),
TRPM2 je propustny pfedevsim pro Na' a Ca®*, K" a Cs* (Zhang et al., 2003). TRPM3
formuje kanal pro bivalentni ionty, pfevazné pro Ca’* a Mn®" (Grimm et al., 2003; Lee et
al., 2003), TRPM4 spolu s TRPMS jsou jedinymi TRP kanaly, které jsou selektivni pouze
pro monovalentni ionty (Launay et al., 2002; Hofmann et al., 2003). TRPM6 a TRPM7
jsou krom& Ca®** vysoce propustné i pro nékteré stopové prvky, jako je zinek a nikl
(Monteilh-Zoller et al., 2003), TRPMS je propustny pro Ca®* (McKemy et al., 2002).

TRPMS5 je v posledni dobé intenzivné studovanym iontovym kanalem rodiny
TRPM. Podle nejnovéjsich informaci je TRPMS dulezity pro vnimani hotké, sladké a
umami (masové) chuti (Zhang et al., 2003). Signalizace jiZ byla mnoha autory diskutovana,
ale dil¢i mechanizmy regulace aktivity a desenzitizace jsou zajimavou a vSak prozatim
nevyieSenou otazkou.

TRPMS je strukturné nejblize vapnikem aktivovanému TRPM4 kandlu (40 %
identita v aminokyselinovém sloZeni) a o néco vice je vzdalen od chladem aktivovaného
kandlu TRPM8 (McKemy et al., 2002, Peier et al., 2002). TRPMS je aktivovan
mikromolarnimi koncentracemi Ca a je propustny pro monovalentni kationty (Na*, K*,
Cs") (Hofmann et al., 2003; Liu and Liman, 2003; Prawitt et al., 2003). Aktivita kanalu je
regulovana vapenatymi kationty, fosfoinozitidy, teplotou, elektrickym napétim a je

inhibovana kyselym pH (Liman, 2007).
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2.4.1. Struktura proteinu TRPMS

TRPMS byl prvné identifikovan pfi snaze nalézt gen, ktery je spjat s Beckwith-
Wiedemann syndromem (BWS) (Prawitt et al., 2000). A¢koliv nebyla potvrzena souvislost
mezi TRPMS a timto onemocnénim, byla zji$téna genova lokalizace tohoto proteinu. Gen
TRPMS zahrnuje 24 exont a je lokalizovan na chromozomu 11, zatimco ortolog mys$iho
genu je lokalizovan na distalnim konci chromozomu 7 (Prawitt et al., 2003, Enklaar et al.,
2000).

Stejné jako molekularni struktura ostatnich TRP kanalti, je TRPMS tvofen Sesti
transmembranovymi segmenty a kratkou hydrofobni klickou mezi segmenty S5-S6. C- a
N- konce jsou uloZeny intracelularné a jsou mistem vyskytu regulaénich domén (Obr. 2A).

[ pfesto, Ze struktura neni dostate¢né prostudovéana, predpokladd se, Ze na
intracelularnich koncich TRPMS je lokalizovdna TRP doména, kterd obsahuje 25
aminokyselin, z nichZ Sest se oznaCuje jako TRP box (Glu-Trp-Lys-Phe-Ala-Arg). Tento
motiv byl pfedpokladanym znakem vSech TRP kanald, ale dnes bylo jiz doloZeno, Ze
n€kolik rodin TRP tuto doménu vibec neobsahuje (TRPP, TRPML, TRPA) (Clapham,
2003). Funkéni role TRP boxu neni znama, a vSak pfedpoklada se, Ze tento motiv se podili
na interakcich kanala s PIP;.

Dal8im ptedpokladanym motivem je kalmodulin vazebna doména (stejné jako TRP
box zifejmé lokalizovana na C- i N-konci), ktera se nejspiSe podili na regulaci TRPMS
prostfednictvim vapniku (Hofmann et al., 2003; Nilius et al., 2004; Pedersen et al., 2005).

Struktura celého kanélu je tvofena ¢tyimi podjednotkami a hydrofébnimi kli¢kami,
které vytvafti centralni pdr (Obr. 2B). Otazkou ziistdva zda TRPMS vytvaii homotetramery,
nebo se na stavbé kanalu podileji i jiné druhy iontovych kanalti (Zhang et al., 2003).
Znalost ¢lend multimerizace hraje vyznamnou roli v porozuméni mechanizmu tykajicich
se signalnich kaskad aktivace a desenzitizace téchto, jak se zda, velmi dilezitych

receptord.
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Obr. 2: A - Molekularni struktura monomeru TRPMS tvofena $esti transmembranovymi

doménami a hydrofébni kli¢kou mezi patym a Sestym segmentem (S5-S6)

B - Pfedpokladand struktura TRPMS kanélu skladajici se ze ¢tyf podjednotek a

hydrofébnich kli¢ek vytvarejicich centralni por

(upraveno podle Li et al., 2002)
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2.4.2. Biologicka funkce a tkanova distribuce

TRPMS se podle nejnovéjsich studii podili na ptenosu signalu z chutovych bunék
(Zhang et al., 2003). Exprese byla prokazana u chutovych bunék typu I, spolu s TIR a
T2R, gustducinem (G-protein) a PLCP2 (Perez et al., 2002). Nedavno byl také
identifikovan v Zaludku, stfevech, dé€loze, varlatech a do budoucna bude jisté¢ objeven i
v dalSich organech (Fonfria et al., 2006; Bezengon et al., 2007).

Zhang et al. roku 2003 prokazali, Ze delece genu pro TRPMS5 zpisobuje u mysi
malou ¢i vibec Zadnou schopnost rozpoznat sladké ¢i hotké latky a mysi s nefunkénim
genem pro PLCP2 pln¢ ztraci schopnost rozpoznani sladké, hotké a umami chuti. Tyto
zavery spolu s vysledky specifické exprese v chutovych buiikach napovidaji, ze TRPMS se
podili na vnimani sladké, hotké a umami chuti a PLCB2 nejspise signalizuje kaskadu, ktera
vede k aktivaci kandlu TRPMS.

A jak PLC reguluje aktivitu TRPMS5? Ackoliv jedna studie uvadi, Ze aktivace
krysich TRPMS je nezéavisla na zvyseni intracelularniho IP3 a Ca®* (Zhang et al., 2003),
jiné prace se shoduji, Ze mysi TRPM5 mizZe byt pfimo aktivovén intracelularnim Ca®* a
modifikovan IP; (Hofmann et al., 2003; Liu and Liman, 2003; Prawitt et al., 2003).

Liu a Liman roku 2003 vytvofili model transdukce chuti zavislé na TRPMS.
Specificky substrat aktivuje receptor, ktery zptsobi disociaci trimerického G-proteinu. Py-
podjednotka G-proteinu aktivuje PLCP2, ktera hydrolyzuje PIP, na DAG a IP;. IP;
nasledné aktivuje IP3R na ER, coZ zplisobi uvolnéni vapenatych iont z bunéénych zasob
do cytoplazmy. ZvySeni intracelularni koncentrace vapniku otevira TRPMS kanal, coz
vede k vtoku Na?* kationtii do buriky a nasledné depolarizaci buriky (Obr. 3).

Damann a jeho spolupracovnici (2008) vytvorili pfedpokladany model role TRPMS
a jeho ptisobeni na nervovy systém pii procesech vnimani chuti. Receptory pro sladkou a
hotkou chut’ aktivuji PLC signélni drahu a jak bylo vySe popséno, ta stimuluje TRPMS.
Otevieni TRPMS kanalu vede k depolarizaci a aktivaci napétové modulovanych Na®*
kanald a dale ke vzniku akéniho potencialu. Z receptorové buriky vlivem depolariza¢nich
zmén dochazi k vylevu ATP, ¢imZ jsou aktivovany ionotropni purinergni receptory na
sousedni presynaptické butice. Na presynaptické buiice dochézi k aktivaci Ca’" nap&tove
modulovanych kanala a k Ca®* zavislé exocytéze vezikli obsahujicich serotonin.
V disledku vylevu serotoninu z presynaptické buriky a ATP z buiiky receptorové jsou
depolarizovana aferentni senzoricka vlakna.
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Obr. 3: Model transdukce chuti zavislé na TRPMS5 (Liman, 2007)

Tato tématika je v dnes$ni dob¢ intenzivné studovana a je otazkou ¢asu, kdy budou
plné¢ porozumény regulaéni a interakéni podrobnosti této signalizace a hlavné detailni
vysvétleni mechanizmu, kterym tato signaliza¢ni draha spousti elektrickou odpovéd a

zmény Vv neurotransmiteru.

2.4.3. Ca*" aktivuje TRPM5

Podle jiz vySe doloZenych vysledkti jsou TRPMS kandly aktivovany ptes PLC

signalni drahu, kter4 zvysuje intracelularni koncentraci Ca®* v butice. Kationty Ca®* pfimo

wewr

kanaly, coZ zpusobi jejich aktivaci.
Hofmann et al. (2003) a Liu and Liman (2003) publikovali, Ze aktivace TRPMS je

zrudena, kdy?Z je mnoZstvi intracelularniho Ca®* siln& pufrovano nebo za situace, kdy IP3R
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ER jsou inhibovany heparinem. Zhang et al. (2007) prokazal, Ze zvySeni IP; aktivuje vylev
Ca”" kationtii a dochazi k aktivaci TRPMS.

TRPMS a jemu blizky TRPM4 jsou jedinymi TRP kandly, které jsou pfimo
aktivovany zvySenou koncentraci intracelularniho Ca®*, ale jsou pro Ca** kationty
nepropustné. TRPM5 je vysoce senzitivni k Ca’* a je aktivovan mikromolarnimi
koncentracemi (0,3-1uM) tohoto kationtu, na rozdil od TRPM4, jenz vykazuje senzitivitu
daleko niZsi. Del3i vystaveni zvysené koncentraci Ca’* vede k desenzitizaci TRPMS5, coz
muze byt zplsobeno ztratou signalni molekuly (Hofmann et al., 2003; Liu and Liman,
2003; Prawitt et al., 2003).

Hofmann a jeho spolupracovnici (2003) se snazili nalézt alespori naznak aktivace
CaM u TRPMS. Pfidéni CaM inhibitoru kalmidazolu mélo v§ak pouze minoritni efekt na
TRPMS azvysené koncentrace Ba®*, coz je aktivator kalmodulinu, neprokéazaly zadné
zmény v aktivit¢ TRPMS. Tyto studie sice nepotvrdily souvislost mezi kalmodulinem
a aktivaci TRPMS, pfesto mnoho védct predpoklada, Ze tato aktivace je mozZna a co vice

tento piedpoklad je potvrzen i vysledky z Calmodulin Target Database.

2.4.4. PIP; jako dilezity regulator funkce

Bylo objeveno sedm TRP kanall, které jsou PIP, aktivovany ¢i inhibovany.
Drosophila TRPL (Estacion et al., 2001) a TRPV1 (Chuang et al., 2001) byly publikovany
jako kanaly, které jsou PIP; inhibovany, kdezto TRPVS (Lee et al., 2005), TRPM4 (Zhang
et al., 2005; Nilius et al., 2006), TRPMS (Liu and Liman, 2003), TRPM7 (Runnels et al.,
2002; Gwanyanya et al., 2006), TRPM8 (Liu and Qin, 2005; Rohacs et al., 2005) jsou PIP,
aktivovany. Je velka pravdépodobnost, Ze i ostatni zastupci TRP kanald se vyznacuji touto
regulacni shodou a do budoucna by prave tato shoda mohla polozit zakladni spoleény znak
vSech téchto specifickych kanali.

Studie iontovych kanalt, kde PIP, regulace je velmi ¢asta, ukazaly, ze PIP, mize
interagovat s cilovym kanalem dvéma zplsoby. Pfedpoklada se, Ze specifita interakei je
shodna iu TRP kanalt, avSak v této oblasti je stale velké mnozZstvi nezodpovézenych
otazek. Interakce miize byt zprostiedkovana spojenim negativné nabité ¢asti PIP;
a kratkého segmentu proteinu s pozitivné nabitymi zbytky (McLaughlin and Murray,

2005). Dalsim zpisobem je interakce zavisla na tercidlni struktutre, kdy PIP, se vaze
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v riznych &astech proteinu, které formuji vazebné misto pro PIP,. Prototypem téchto
interakci jsou tzv. PH domény (pleckstrin homology domain), které vazi s riznou
specifitou metabolity PIP; (napf. PH doména PLC ma vysokou afinitu k PtdIns (4,5)P,; PH
doména BTK (Brutons tyrosine kinase) interaguje prednostné s PtdIns (3,4,5)P3) (Ferguson
et al., 1995; Varnai et al., 1999).

Predpokladanym vazebnym motivem pro PIP, je TRP box, i kdyZ v dnesni dob¢ se
zda byt pouze ¢asti vazebného mista pro PIP,. Mutace v konzervovanych kladné nabitych
aminokyselinovych zbytcich obsazenych v TRP boxu (K 995, R 998, R 1008) TRPMS8
zpusobily sniZeni senzitivity kanalu k PIP, a doSlo ke zvySeni kanalové inhibice
prosttednictvim PIP,. Stejné vysledky byly ziskany z analogickych mutaci u TRP domén
TRPMS (R1006) a TRPVS (R 599) (Rohacs et al., 2005). Z toho miiZeme usuzovat, Ze
pozitivné nabité zbytky v TRP boxu jsou dileZité pro interakci a regulaci prostfednictvim
PIP;.

PIP, regulace je prozatim nejvice objasnéna mezi ¢leny rodiny TRPM kanalq,
ikdyz izde je mnoZstvi neobjasnénych a rozporuplnych vysledki. Bylo prokazano, Ze
PIP, aktivuje 4 z 8 ¢lend sav¢ich TRPM, TRPM7 (Runnels et al., 2002), TRPMS (Liu and
Liman, 2003), TRPM8 (Liu and Qin, 2005; Rohacs et al., 2005) a TRPM4 (Zhang et al.,
2005; Nilius et al., 2006). Je velmi pravdépodobné, ze PIP; hraje stejnou roli i u ostatnich
¢tyf TRPM kanalt, ale prozatim nebylo nic takového publikovano. Pfedpokladany efekt
PIP, na TRP kandly je nejlépe popsan u TRPMS8 (Rohacs et al., 2005), TRPM4 (Zhang et
al., 2005; Nilius et al., 2006) a TRPMS (Liu and Liman, 2003).

TRPMS je kanal propustny pro Ca>". V okamziku, kdy je aktivovan chladem &
chlad vyvolavajicimi latkami, Ca** proudi pfes membrénu skrz kanal do buriky. Zvy3ena
koncentrace cytoplazmatického Ca®* aktivuje Ca® senzitivni izoformu PLC, ktera §t&pi
PIP,, coZ zptisobi uzavieni kanalu.

V ptipad¢ TRPM4 a TRPMS je mechanizmus podobny s tim rozdilem, Ze
tyto kanaly nejsou propustné pro Ca’*, ale jsou regulovany zvySenou hladinou
cytosolického Ca?*. V tomto pipadé Ca®" aktivace PLC a nasledné §tpeni PIP, vede ke
sniZzeni kanalové aktivity (Obr. 4). Potvrzeni tohoto schématu podévaji i vysledky, kdy
zvyseni koncentrace Ca®* ¢i delsi vystaveni Ca’" vede k redukci TRPMS proudu, a kdy
desenzitizace TRPMS je ¢aste¢né vratna PIP, (Zhang et al., 2007).

Jak PIP; interaguje s TRPM kanaly? Pozitivné nabité zbytky v cytoplazmatické
oblasti kanalli jsou trvale zapojené v interakcich s PIP,. TRP doména je nejvice

konzervovand mezi TRPC, TRPV a TRPM rodinami. Nazor, Ze by tento region mohl byt
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PIP; interagujici doménou diskutoval poprvé Clapham (2003), ktery zpochybiioval, Ze 2-3
pozitivné nabité zbytky jsou dostate¢né pro interakci s PIP,. Je zfejmé, Ze tento region je
z ¢asti zahrnut do interakce, ale zda se, Ze je pouze soulasti vét§iho PIP; interagujiciho
mista. Muta¢ni analyzy ukazuji, Ze zmény pozitivné nabitych zbytkt v tomto regionu méni
schopnost aktivovat TRPMS8 (Rohacs et al., 2005) a vSak mutace zbytkd umisténych mimo
TRP-box mély na aktivaci TRPMS vé&tsi efekt (Bandell et al., 2006).

Obr. 4: Role Ca®* v desenzitizaci TRPM kanalii (Rohacs, 2007)
Je ziejmé, ze PIP; je dilezity regulator nejen TRPMS, ale i ostatnich TRP kanalu

amozna také spoleny pro vSechny znich. Otazkou v3ak stdle zlstdvd mechanizmus

aktivace a které aminokyselinové zbytky se na interakcich podileji.

2.4.5. Dalsi modulace funkce TRPMS

2.4.5.1. Modulace teplotou

Uz ze vzajemné strukturni blizkosti TRPMS kanalu s chladem aktivujicim kanalem

TRPMS a o néco vice vzdalenymi teplem aktivovanymi TRPV kanaly, je mozZné uvaZovat
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o teplotni modulaci, ktera by néjak ovliviiovala aktivitu TRPMS. Talavera et al. (2005)
opravdu dokazali, Zze vysS§i teploty (15-35°C) podporuji aktivaci TRPMS. Nicméné
samotné teplo neni dostate¢né pro aktivaci TRPMS. Nilius et al (2005) a Talavera et al
(2005) dokonce popsali vzajemnou zavislost napéti a teploty, které maji prokazatelny efekt
na TRPV1, M5 a M8, kdy zvySena teplota posouvd napétim ovladanou aktivaci
k negativnimu napéti pro TRPV1 a TRPMS a k pozitivnimu napéti u TRPMS8. Na zakladé
téchto vysledki je TRPMS povaZovan za kandl, ktery je mozné modulovat teplotou, i kdyz

presné mechanizmy tohoto fenoménu nejsou pln€ znamy.

2.4.5.2. Modulace napétim

Aktivace napétim byla objevena u TRPM8, TRPM4 i TRPMS5 a mozna je to
spole¢na vlastnost ¢lent celé rodiny TRPM (Hofmann et al., 2003; Nilius et al. 2003;
Rohacs et al., 2005). Pro¢ by TRPMS kandly, které hraji roli v transdukci signalu mély byt
napétim ovladané? Odpovéd neni v této dob& upln¢ ziejma, i kdyz existuje hypotéza, Ze
zavislost na napéti umoziiuje leh¢i modulaci otevirani téchto kanalt (Nilius et al., 2005). Je
mozZné, Ze jako napétovy sensor muze fungovat ¢tvrta trasmembranova doména, ktera

obsahuje n€kolik nabitych aminokyselinovych zbytkt (Nilius et al. 2005).

2.4.5.3. Blok kyselym pH

Jedinym publikovanym specifickym blokatorem TRPMS je kyselé pH. Liu et al.
(2005) prokazali, Ze TRPMS je sensitivni na pH nizsi 7 a je kompletné blokovan pti pH
5,9. Naopak TRPM4 nevykazuje zmény ani pii pH 5,4. Na zaklad¢ této informace, bylo
provedeno srovnani identity aminokyselinovych zbytki TRPMS a TRPM4 za u¢elem
nalezeni zbytku, které jsou zodpovédné za specificky blok zplisobeny kyselym pH. Byly
nalezeny tfi zbytky, jejichZ mutace prokazala roli v senzitivité kanalu k pH. Glu (E830N)
zbytek v S3-S4 kli¢ce a His (H934N) zbytek v regionu péru jsou zodpovédné za blok
receptoru kyselym pH a zbytek His (896N) v oblasti poru hraje roli pfi obnoveni aktivity
kanalu. TRPMS je povaZzovan za kanal modulovany kyselym pH, ackoliv jedna studie

nenalezla souvislost mezi pH a sladkou chuti v lidském vniméani (Schiffman et al., 2000).
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Je mozZné, ze TRPMS sam o sobé€ neni pH senzitivni, ale vytvaii multimerni kanal s jinymi

pH senzitivnimi proteiny.

2.5. TRPV1

Vaniloidni receptory TRPV patii zatim k nejlépe prostudovanym TRP kandlim.
Intenzivni zajem o tyto receptory je dan piedev§im skuteCnosti, Ze n€které z nich jsou
specificky exprimovany na primarnich senzorickych neuronech s nociceptivni
charakteristikou a jejich znalost by mohla mit vyznam pfi hledani mozZnosti ovlivnéni
bolestivych stavii. Vaniloidni receptory byly pojmenovany podle specifického ligandu
prvniho identifikovaného sav¢iho ¢lena této rodiny TRPV1, vaniloidni latky kapsaicinu,
uéinné slozky palivych paprik.

Rodina TRPV zahrnuje $est sav¢ich zastupci TRPV1-TRPV6. Na zakladé struktury
a funkce se savéi TRPV rozdéluji do ¢ty podrodin TRPVI-TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPVS5-6 (Montell, 2005). Obecné miZeme fici, Ze TRPV1-4 jsou mirné propustné pro
Ca’*. TRPV5 a TRPV6 jsou jediné vysoce propustné pro Ca’* a také regulované
koncentraci tohoto kationtu. TRPVI1-4, které maji funkci chemoreceptorli, jsou
neselektivni termosenzitivni (jsou aktivovany teplem, jehoZz hodnota se od zastupci
skupiny 1i8i) iontové kanaly.

Molekularni identifikace vaniloidniho (kapsaicinového) receptoru TRPV1, ktery se
vyskytuje pfevaZné na primarnich nociceptivnich neuronech, se stala v roce 1997 jednim z

nejvyznamnéjSich biomedicinskych objevii (Caterina et al., 1997).

2.5.1. Struktura proteinu TRPV1

TRPV1 obsahuje 838 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost odpovida 95 kDa.
Monomer TRPV1, stejné jako cela rodina TRP kanalli, obsahuje $est transmembranovych
domén s kratkym regionem tvofici selektivni por mezi patou a Sestou doménou a dva N- a
C- konce intracelularné¢ lokalizované.

TRPV1 obsahuje 400 aminokyselin dlouhy N-konec lokalizovany intracelularné a
obsahujici prolin bohaté oblasti a $est ankyrinovych domén (Jin et al., 2006; McCleverty et
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al. 2006), které jsou z funkéniho hlediska esencialni (Jung et al., 2002; Hellwig et al.,
2005). Ankyrinové repetice jsou konzervované sekvence asi 33 aminokyselin obsahujici
dva pary antiparalelnich a-helixti spojené p-vlasenkovym motivem (Sedwick and
Smerdon; 1999). Tyto repetice jsou zahrnuty ve specifickych interakcich protein-protein
(Denker and Barber, 2002) a ptedpoklada se, Ze se podileji na usporadani kvarterni
struktury a regulaci funkce receptoru (Engelke et al., 2002). Oblast ankyrinovych domén u
TRPV1 kanalu ma schopnost vazat kalmodulin a zaroveii je i vazebnym mistem pro ATP
(Lishko et al., 2007). N-konec dale obsahuje ATP vazebnou doménu oznacovanou jako
Walker B (173-178) (Pingle et al., 2007).

Krat§i C-konec, jenz je tvofen 154 aminokyselinami, je stejné¢ jako N-konec
intracelularn€ umistény a obsahuje TRP doménu v blizkosti Sesté transmembranové
domény, ktera ma funkci asociaéni domény receptorovych podjednotek (Garcia-Sanz et al.,
2004), dale obsahuje ATP vazebnou doménu Walker A (729-735) (Kwak et al., 2000;
Numazaki et al., 2003), PIP, vazebnou doménu a vazebné misto pro kalmodulin
(Numazaki et al., 2003).

Vaniloidni vazebna mista na receptoru jsou Arg 114 (R114), Tyr 511(Y511), Ser
512 (S512), Tyr 550 (Y550), Glu 761 (E761). Aminokyselinové zbytky zahrnuty v aktivaci
pomoci protont jsou Glu 648 (E648), Glu 600 (E600). Glu 600 (E600), Asp 646 (D646) a
Glu 648 (E648) byly identifikovany jako zbytky zajist'ujici kationty zprostfedkovanou
senzitizaci a aktivaci TRPV1. Zbytek, jenz je N-glykosylovan, je Asn 604 (N604). TRPV1
je dale regulovan i fosforylaci na svych serinech a treoninech pomoci PKA, PKC a
CaMKII. Do PKA zprosttedkované fosforylace jsou zahrnuty aminokyselinové zbytky Ser
116 (S116), Thr 144 (T144), Thr 370 (T370), Ser 502 (S502). PKC fosforyluje zbytky Ser
502 (S502), Ser 800 (S800) a CaMKII fosforyluje Ser 502 (S502), Thr 704 (T704) (Pingle
et al., 2007) (Obr. 5).

Jako funkéni kanal se nachazi TRPVI1 v tetramerické formé vhomo- ¢&i
heteromerech. Byly objeveny heteromerické formy TRPV1 s TRPV2 (Liapi and Wood,
2005) ¢i heteromery TRPV1 s TRPV3 (Smith et al., 2002). Regulace téchto kanalu je
zajisténa i na Urovni posttranslaénich modifikaci a existenci alternativniho sestfihu.
TRPV1 se vyskytuje ve dvou formach TRPV1a s 839 aminokyselinami TRV 1 obsahujici
829 aminokyselin, tyto formy jsou dal§imi regulujicimi faktory funkce TRPV1 (Wang et
al., 2004).
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Obr. 5: Struktura TRPV1 monomeru s regulatnimi doménami a s aminokyselinami

podilejicimi se na regulaci funkce TRPV1 (Pingle et al., 2007)

2.5.2. Biologicka funkce a tkanova distribuce

TRPV1 je neselektivni kationtovy kanal propustny pro Na', K, Li", Cs* a Rb"
kationty (Caterina et al., 1997), tidi vSak selektivitu pro divalentni kationty, pfedev§im pro
Ca’* a Mg2+ (Caterina et al., 1997; Ahern et al., 2005). Je propustny i pro protony a velké
polyvalentni Kkationty. Na selektivit¢ se podili region mezi péatou a Sestou
transmembranovou doménou, ale ptfesna lokalizace a jaké aminokyseliny jsou rozhodujici
neni plné objasnéno. Bylo prokazano, ze mutace Glu 648 (E648A) sniZuje propustnost pro
Mg”* kationty a zvySuje propustnost pro Ca’" kationty a mutace Asp 646 (D646N)
redukuje propustnost pro Mg>* (Garcia-Martinez et al., 2000; Tominaga and Tominaga,
2005).

TRPV1 je pro svou schopnost sledovat vnitini a vnéj$i podnéty oznacovan jako
molekularni integrator chemickych a fyzikalnich podnétd. Vyskytuje se pfevazné na
primarnich nociceptivnich neuronech a je charakteristicky tim, Ze je aktivovan podnéty,
které ¢lovék vnima jako bolestivé. Muze byt tedy aktivovan mediatory zanétu (bradykin,

histamin, prostaglandin E2), snizenym pH, zvy$enou teplotou nad 43°C (Caterina et al.,

25



1997), vaniloidy, mezi které mtiZzeme zatadit aktivni sloZku palivych paprik kapsaicin, kafr
(Xu et al., 2005), slozku v €esneku allicin (Macpherson et al., 2005). Aktivatory mohou byt
i endogenni latky, jako je naptiklad anandamid (Zygmunt et al., 1999; Ross, 2003). Po
aktivaci kanalu dochazi k vtoku kationtli do buriky a k nasledné depolarizaci membrany a
tim je pfenesena informace o bolestivém podnétu do centralni nervové soustavy.

Pfi zanétu a anoxii mizZe byt nadmérna aktivace TRPV1 pfi¢inou zvy3ené citlivosti
k bolestivym podnétim (Cesare et al., 1999). Diikazem toho jsou knock-out studie na
mysich, u nichZ se ztratila tepelna hyperalgezie, zvySena citlivost k tepelnym podnétim
béhem zanétu (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000).

TRPV1 byl popsan u neurond ganglii zadnich kofend miSnich, neuront
trigeminalnich a noddznich ganglii (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998). TRPV1
distribuce vS$ak neni omezena pouze na nervovou tkan. Byl identifikovan na Zirnych i
gliomovych burikach, na buiikach lidskych pradusek, lidskych lymfocytech (Szallasi et al.,
1999), keratinocytech (Inoue et al., 2002). Svou funkci vykonava i v gastrointestinalnim
traktu, v mozku (Dawbarn et al., 1981), v uchu (Vass et al., 1995), respira¢nim traktu (Jia
et al., 2005) atd.

2.5.3. Kapsaicin aktivuje TRPV1

Kapsaicin, u¢inna slozka palivych paprik, vyvolava u ¢lovéka pocit bolesti pomoci
aktivace kanalu TRPV1. Vtok kationtd do nitra buiiky a nasledna depolarizace membrany
mé za disledek vznik akéniho potencidlu, kterym je informace o bolestivém podnétu
pfenesena do centralni nervové soustavy (Szallasi et al., 1999).

Kapsaicin a jeho exogenni analogové, znichZ je nejznamnéj$i reziniferatoxin
(RTX), ktery s kapsaicinem sdili chemickou skupinu homovanilyl (3-methoxy-4-
hydroxybenzyl), jsou lipofilni latky a mohou tedy pfechazet pfes buné¢nou membranu. Na
zaklad¢ této vlastnosti se predpoklada, Zze vazebné misto na TRPV1 je lokalizovano na
intracelularni ¢asti. Tato domnénka byla potvrzena pii aplikaci nabitého analogu
kapsaicinu, ktery byl pro TRPV1 aktivujici pouze po injikaci do buriky (Jung et al., 2002).
Dal3im dikazem jsou i metody bodové mutace, i kdyZ v nedavné dobé byly publikovany
préace, které ukazuji, Ze pro aktivaci kandlu je nezbytny kontakt i z extracelularni strany

receptoru (Vyklicky et al., 2003; Gilbert et al., 2007).
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Bylo objeveno né€kolik aminokyselinovych zbytku, které hraji roli pii vazbe ligandu
na TRPVI1. Arg 114 na N-konci a Glu 761 na C-konci (Jung et al., 2002), dale Ser 512 a
Tyr 511, jenz jsou lokalizovany na intracelularni smycce mezi druhym a tietim
transmembranovym segmentem a nejspiSe hraji roli pfi vazbé vaniloidu a aktivaci kanalu.
Mutaci Tyr 511 doSlo ke ztraté kapsaicinové odpovédi, ale teplotni citlivost a aktivace
protony byla plné zachovana (Jordt and Julius, 2002). Dalsi dulezité zbytky, které se
podileji na vazbé vaniloidd a receptoru jsou Tyr 550 u €loveéka a potkana (Gavva et al.,
2004), Met 547 v S4 segmentu u potkana, Leu 549 u morcete a Leu 547 u kralika a ¢lovéka
(Gavva et al., 2004; Chou et al., 2004; Phillips et al., 2004) a zbytky v oblasti péru Glu
636, Asn 646 a Glu 648 (Welch et al., 2000).

Kapsaicin vykazuje zna¢nou strukturni podobnost s endogennimi TRPV1 agonisty,
jako jsou anandamid (Zygmunt et al. 1999), 12-hydroperoxyeicosatetraenova kyselina (12-
HPETE) (Hwang et al., 2000) a N-arachidonyl dopamin (NADA) (Huang et al., 2002),
tudiz o identifikaci regionu, ktery se podili na vazbé ligandu, je projeven velky zajem

predevsim farmaceutickych firem.

2.5.4. Aktivace protony a kationty

Extracelularni protony reguluji TRPV1 dvéma mechanizmy. V rozmezi pH 6-7,
dochéazi k senzitizaci kandlu a ke sniZzeni hranice aktivace pomoci tepla a vaniloidd
(Caterina et al., 1997). Ve vys$ich koncentracich (pH niz$i nez 6) protony TRPV1 ptimo
aktivuji (Tominaga et al., 1998). Vys$§i koncentrace protonii zvysuje pravdépodobnost
otevirani kanalu, ale nema zadny vliv na vodivost ¢i dobu otevieni kanalu (McLatchie and
Bevan, 2001). Byly objeveny dva glutamatové zbytky lokalizované v extracelularnim
regionu poru, které, jak se zda, hraji dilezitou roli v regulaci TRPV1. Glu 600 je dilezity
pro senzitizaci a Glu 648 se zda byt nepostradatelny pro pfimou aktivaci (Jordt et al.,
2000).

Kationty mohou regulovat TRPV1 podobnym zpisobem jako protony. Na'
(50mM), Mg2+ a Ca®* (1-10mM) zvySuje vliv agonistl, zatimco divalentni kationty (vice
nez 10mM) aktivuji TRPV1 ptimo (Ahern et al., 2005). Polyvalentni kationty jsou jest¢
siln&jsimi regulatory, napf. Gd*>" aktivuje kanal v mikromolarnich koncentracich (Tousova

et al., 2005), aviak pf vyssich koncentracich Gd** aktivné blokuje kanal. Do t&chto
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interakci jsou zahrnuty aminokyselinové zbytky Glu 600, Glu 648 a Asp 646 (Ahern et al.,
2005).

2.5.5. Aktivace teplem

TRPV1 receptor je aktivovan bolestivym teplem s prahovou hodnotou okolo 43°C.
Mimo pfimé aktivace teplo také zna¢né zvySuje béZznou odpovéd’ TRPV1 ligandi (Babes
et al., 2002). Teplem vyvolana aktivace dava TRPV1 receptoru funkeci teplotniho ¢idla.
Bylo publikovano, Ze TRPV1 se podili na regulaci télesné teploty (Caterina et al., 2000;
Gaavva et al., 2007). Pfesné mechanizmy regulace funkce nejsou zatim pln¢ objasnény, ale
diky objevu daldich TRP kanald, které jsou termosenzitivni, lze pfedpoklédat, Ze jako
teplotni senzor funguje n&jaka doména, ktera je u vsech ¢lend pfitomna a mozna evolu¢né
konzervovana (Jordt et al., 2003; Patapoutian et al., 2003). Bylo publikovano, Ze ur€ité
mutace a fosforylace PKA a PKC vedou ke sniZeni teplotni hranice pro aktivaci TRPV1
(Jordt et al., 2000; Tominaga et al., 2001; Numazaki et al., 2002), coZz ukazuje na
komplexnéjsi vliv tepla na TRPV1. To potvrzuje i skute¢nost, Ze zatim nebyly popsany

mutace, které by odstranily aktivaci kanalu zprosttedkovanou teplem.

2.5.6. Senzitizace a regulace TRPV1

Stavy spojené s infekci, se zanétem a hypoxii jsou provazeny vylevem mediatora
zanétu, lokalnim zvys$enim kyselosti, teploty ¢i osmotického tlaku. Tyto faktory senzitizuji
¢i ptimo aktivuji TRPV1. Vysledky knock-out studii potvrzuji, Ze TRPV1 se podili na
aktivaci nociceptori a vzniku bolesti (Tominaga and Tominaga, 2005). Zvysena citlivost je
dana vysledkem synergického u¢inku jednotlivych agonisti TRPV1, regulaci aktivity
TRPV1 fosforylaci ptedev§im PKA, PKC, CaMKII, N-glykosylaci Asn 604 (Jahnel et al.,
2001) nebo také modulaci vazbou ATP na Walker doménu ¢i hydrolyzou PIP,, ktera
uvoliiuje TRPV1 z inhibice.
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2.5.6.1 Fosforylace PKA

Souvislost mezi aktivaci PKA a senzitizaci TRPV1 byla poprvé prokazana studii,
ve které prostaglandin E,, jenZ nepfimo aktivoval PKA, zvySoval kapsaicinovou odpovéd’
u neurond ganglii zadnich kofenii miSnich (Lopshire and Nicol, 1998). Tyto vysledky
potvrzuji i studie dal§ich zanétlivych mediatorti, jenz ovliviiuji TRPV1 prostfednictvim
PKA aktivace (Smith et al., 2000). Mediatory zanétu mohou sice pifimo ptisobit na TRPV1,
ale predevSim predstavuji ligandy metabotropnich receptort, jejichz aktivace ma za
disledek spusténi signalni drahy, jenz vede k aktivaci proteinkinaz a fosforylaci TRPV1
receptoru. Hlavnim fosforyla¢nim mistem PKA je Ser 502. Tato fosforylace je zavisla na
AKAP proteinu, ktery pfiblizuje PKA kreceptoru (Rathee et al., 2002). Dal§imi
identifikovanymi aminokyselinovymi zbytky, které jsou fosforylovany, jsou Ser 116 a Thr
370 lokalizované na N-konci (Bhave et al., 2002; Mohapatra and Nau, 2003). Fosforylaci
Ser 116 PKA dochéazi k desenzitizaci TRPV1. Thr 144, Thr 370 a Ser 502 jsou dileZité pro
senzitizaci TRPV1 prostiednictvim fosforylace PKA (Rathee et al., 2002).

2.5.6.2. Fosforylace PKC

Objev regulace funkce TRPV1 pomoci PKA vyvolala intenzivni zdjem o studia
dalSich proteinkinaz, které by mohly byt zapojeny v senzitizaci TRPV1 receptoru. Bylo
dokazano, Ze zvySenda koncentrace latek, které jsou uvoliiovany z poSkozenych bun¢k, jako
je prostaglandin, bradykinin, adenozintrifosfat a jiné, aktivuji PKC pfes vazbu na
specifické receptory spiazené s Gq-proteiny. Bylo také zjisténo, Ze vazba ATP na
metabotropni receptor aktivuje PKC, ktera fosforyluje TRPV1 a sniZuje teplotni prah jeho
aktivace az o 7°C (Tominaga et al., 2001). Podobny mechanizmus tepelné senzitizace byl
popsan i u bradykininu (Sugiura et al., 2002). Fosforylace zavisla na PKC snizuje teplotni
prah aktivace TRPV1 receptoru a zvySuje membranové odpovédi vyvolané aplikaci
kapsaicinu, anandamidu a nizkého pH jak u neuront zadnich kofeni mi$nich tak i u bunék
tkanovych kultur, které byly transferovany genem TRPV1 receptoru (Vellani et al., 2001).
Byly identifikovany dva zbytky Ser 800 a Ser 502, které jsou prostfednictvim PKC
fosforylovany. Ser 502, jak bylo zminéno vySe, je také jednim z hlavnich fosforyla¢nich
mist pro PKA. Zaménou Ser 800 a Ser 502 za Ala nedochazi k senzitizaci a aktivaci

TRPV1 ani k posunu teplotniho prahu k niz§im hodnotdm (Numazaki et al., 2002; Bhave et
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al., 2003). Bylo také ukéazano, Ze na jejich fosforylaci je zavisla aktivace TRPV1 receptoru
oleoylethanolamidem (OEA) a zvy$eny ucinek N-arachidonyl dopaminu (NADA) (Ahern
et al., 2003; Premkumar et al., 2004).

2.5.6.3. Fosforylace CaMKII

CaMKII zvys$uje aktivitu TRPV1 a nejspiSe prostiednictvim fosforylace reguluje
vazbu agonisty na receptor. Byly publikovany zatim dva fosforylaéni cile CaMKII Thr 704
a Ser 502 (Jung et al., 2004). Ser 502 je fosforylatnim cilem vSech tf proteinkinaz a
nejspiSe hraje kliCovou roli vregulaci TRPV1 receptoru. CaMKII fosforylace a jeji

schopnost modulovat funkci TRPV1 neni zatim plné€ objasnéna.

2.5.7. Desenzitizace

Po aktivaci receptoru TRPV1 dochazi ke sniZzeni odpovédi receptoru na pfitomnost
agonisty. Tento stav je doprovazen konformaéni zménou, ktera vede k uzavieni iontového
kanalu a pfechodné nebo trvalé ztraté pivodni aktivace (Szallasi et al., 1999). Pfedpoklada
se, Ze desenzitizace receptoru ma pievazné obrannou funkci a chrani buiiku pfed zvy$enou
intracelularni koncentraci Ca’>*. Mira desenzitizace TRPV1 receptoru je zavisla na Ca**
kationtech, které reguluji drahy fosforylace, defosforylace (Bhave et al., 2002; Mandadi et
al., 2004). Nejlépe prostudovany je mechanizmus Ca®* desenzitizace pomoci fosfatazy
kalcineurinu, ktera defosforyluje TRPV1 a tim sniZuje jeho aktivitu (Docherty et al., 1996).
PKA fosforylace, jenz je zminéna vyse je dal$i zpusob, ktery milze vést k desenzitizaci
TRPV1.

V dnesni dobé je intenzivné studovan vliv CaM a PLC na Ca®* zavislé desenzitizaci
TRPVI1. Jiz diive bylo publikovano, Zze kalmodulin pravdépodobné interaguje s 35
aminokyselinovym segmentem na C-konci TRPV1 (767-801), av§ak odstranéni této oblasti
pouze zmirtiuje projev desenzitizace (Numazaki et al., 2003). Jako vazebné misto pro CaM
na N-konci byla publikovana oblast prvni ankyrinové domény na N-konci (189-222).
Vazba kalmodulinu se vtéto oblasti receptoru zvySuje v pfitomnosti Ca®* kationtd
(Rosenbaum et al., 2004). Neni dosud znamo, zda je do procesu Ca’* zprostfedkované
desenzitizace zapojen vice N- ¢i C-konec. Studia kalmodulin vazebnych mist ukazala, ze

kalmodulinové misto na C-konci je také interakéni pro PIP,, ktery je zndmou molekulou
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regulujici funkci i ostatnich TRP kanalu. PIP, se objevuje predevSim ve spojeni s PLC
drahou, kterd je aktivovana zvySenou intracelularni koncentraci Ca®’. Pozitivng nabité
zbytky v cytoplazmatické oblasti kanalt jsou pravdépodobné trvale zapojené v interakcich
s PIP, Do interakci s PIP; je nejspiSe zahrnut TRP box a jeho okoli. Po aktivaci TRPV1
dochazi kvtoku Ca® kationti a tim se aktivuje PLC, jenz hydrolyzuje PIP,,
pravdépodobné interagujici s pozitivné nabitymi zbytky v cytoplazmatické oblasti
receptoru, ¢imz drzi kandl v aktivni konformaci. Aktivace PLC a nasledné hydrolyza PIP,
kanal desenzitizuje. Dal$i moznosti desenzitizace je aktivace CaM zvyS$enou koncentraci
Ca®* a vazba CaM na kanal. Vzajemné se prekryvajici oblasti pro CaM a PIP, a jejich
opa¢né pusobeni piivadi k ndzoru, Ze tyto dva modulatory spolu kompetuji (Gordon et al.,
2008) (Obr. 6) .

Byly popsany i Ca®" nezavislé formy desenzitizace TRPV1. Tato desenzitizace je
zptisobena kontinualni nebo opakovanou tepelnou expozici a byla pozorovana bez
pfitomnosti Ca** (Tominaga et al., 1998). Konforma¢ni zmény TRPV1 receptoru, jenz jsou
disledkem desenzitizace, jsou dlouhotrvajici (vice nez 20 minut) a podili se na nich zfejmé

oblast Sesté transmembranové domény (Mohapatra et al., 2003).

Obr. 6: Hypotéza desenzitizace TRPV1 regulovana CaM a PIP, (¢ervené vyznaceny
reaktivni zbytky PIP;) (Gordon et al., 2008)
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2.6. Kalmodulin reguluje funkci TRP kanali

Nejvyznamg;jsi protein interagujici s Ca®* kationty je CaM, ktery byl nalezen ve
viech eukaryotickych bufikach. Funkce CaM je vazat Ca’" kationty aregulovat dalsi
signaliza¢ni drahy ¢i pfimo stimulovat cilové proteiny a jejich komplexy.

Struktura CaM se vyznaCuje dvéma globularnimi konci vzajemné spojenymi
jednim a-helixem. Kazdy konec obsahuje dvé Ca** vazebné domény tzv. EF hand motivy.
Kazdy EF hand motiv obsahuje dva a-helixy spojené kli¢kou o dvanacti aminokyselinach,
ve kterych aspartatova kyselina a glutamatova kyselina formuje iontové vazebné misto. C-
koncova doména obsahuje vazebna mista s desetkrat v&tsi afinitou pro Ca”* nez N-koncova
doména. CaM je aktivovan navazanim nejméné dvou & vice Ca’" kationtt. Aktivace
zpusobi konformaéni zménu, molekula se stava flexibilni a pfechazi z rozvinuté formy do
vice kompaktni (Crivici and Ikura, 1995; Vetter and Leclerc, 2003) (Obr. 7).

Alostericka aktivace pomoci Ca®* je analogicka s alosterickou PKA pomoci cAMP,
s tim rozdilem, Ze Ca®'/kalmodulin nevykazuje samotnou enzymatickou aktivitu. Miize
slouzit jako permanentni reguldtor enzymatického komplexu, ale nejéast&ji Ca’* dava

moznost kalmodulinu regulovat dalsi cilové proteiny v buiice.

A. apo-CaM B. Ca’/CaM

Obr. 7: A. Rozvoln&na struktura CaM bez navéazanych Ca®* ionti
B. Kompaktni struktura CaM s navazanymi Ca”* ionty
(Vetter and Leclerc, 2003)
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Strukturni studie kalmodulinu a cilového proteinu ukazuji, Ze kalmodulin vytvari
kompaktni globularni strukturu, ktera vznika ohnutim centralniho helixu. Vazebny partner
zaujima ve vétSin¢ pripadech a-helikalni strukturu, ktera je obklopena aktivovanym
kalmodulinem (Ikura et al., 1992).

TRP kanaly jsou modulovany kalmodulinem. Tento mechanizmus byl jiz objeven
u TRPL Drosophila melanogaster, kde se tento kanal podili na fofotransdukci (Philips et
al., 1992; Trost et al., 1999).

Piedpokladané vazebné misto pro kalmodulin je region n¢kdy oznafovany jako
CIRB. Tato doména byla nalezena u vS§ech TRPC zastupcli a dne$ni studie se zabyvaji
prikazem této domény u TRPV a TRPM rodin. Nejcastéjsi lokalizace vazebnych mist pro
CaM je na C-konci TRP kanall, avSak ukazuje se, Ze casto jsou vazebnad mista

lokalizovana i na N-konci.

2.6.1 Kalmodulin vazebné motivy

Kalmodulin se vyznafuje zna¢nou konformacni flexibilitou adiky tomu ma
schopnost regulovat avazat fadu nepiibuznych proteini. Sekven¢ni diverzita CaM
vazebného mista je velmi bohatd, i kdyZ v&tSinou je to oblast kolem dvaceti aminokyselin,
které vytvari bazicky helix s pozitivné nabitymi zbytky, jenz jsou obklopeny zbytky
hydrofébnimi (Ikura, 1996).

Na zaklad¢ analyz sekven¢ni homologie bylo identifikovano nékolik strukturnich
a sekvenénich rysu, které umoznuji klasifikaci kalmodulin vazebnych motivi. Pro skupinu
proteind, které nesou kalmodulin vazebnou skupinu a interaguji s CaM nezavisle na Ca®>*
iontech, byl identifikovan tzv. IQ motiv (Cheney and Mooseker, 1992). Tento motiv je
tvofen sekvenci 25 aminokyselin a vyznacuje se sekvenci IQXXXRGXXXR, kde X mize
byt jakykoli aminokyselinovy zbytek.

Pro proteiny interagujici s CaM pouze v pfitomnosti Ca®* iontdi byla vytvofena

Calmodulin Target Database (http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/home.html), kde

jsou kalmodulin interakéni mista rozdélena podle sekvence na n€kolik motivu: 1-5-10, 1-8-

14 a 1-16 motiv. Cisla udavaji potradi hydrofobnich zbytkd, které jsou pro interakci
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klicové. Tyto hydrofobni zbytky jsou pak nejcastéji obklopeny pozitivné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky (Rhoads and Friedberg, 1997; Yap et al., 2000).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Priprava DNA Konstrukti

DNA myS$iho receptoru TRPMS nam byla poskytnuta profesorem D. Julius
(University of California, San Francisco) a DNA krysiho receptoru TRPV1 profesorem C.
Montell (Johns Hopkins University, Baltimore). Na zakladé¢ sekvence a sekundarni
struktury byly navrZeny primery pro zavedeni restrikénich mist, stop kodénu a primery pro
zménu aminokyseliny za jinou. Pro zachovani strukturnich domén proteinu je nutné, aby
stop koddny nezasahovaly do sekundarni struktury. Znalost o sekundarni struktufe byla
ziskana prostfednictvim serveru PHD http://www.predictprotein.org/. DNA sekvence
TRPMS receptoru je pfistupnd v genové bance NCBI pod ¢islem AY 280364, DNA
sekvence TRPV1 pod ¢islem NM 031982.

3.1.1. PCR amplifikace

Amplifikace DNA byla provedena pomoci PCR za pouziti primert, které obsahuji
ptidatnou sekvenci restrik¢éniho mista pro usnadnéni procesu ligace. Primery byly navrZeny
tak, aby dochazelo kamplifikaci ¢asti DNA receptoru obsahujici s velkou
pravdépodobnosti kalmodulin vazebné misto, o némz jsme ziskali informace v Calmodulin

Target Database (http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/home.html).

Navrzené primery pro vneseni restrikéniho mista (restrikéni mista pro dané

restrikéni endonukleazy tuéné vyznacena):

MSCt15bNdel:
GGACTACTGCATATG AGCTACACATTCCAGGTGGTG

MSCt1SbBamH1:
CGTAGGATCCCTAGGTGTCAGAGGGTGGCAAGCC
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Primery pro konstrukty TRPMS, které byly ligovany do vektoru pET15b.

M5Ct32bBamH]1:
GATATCGGATCCGAGCTACACATTCCAGGTGGTG

MSCt32bXhol:
GCCAGACTCGAGTCAGGTGTCAGAGGGTGGCAAGCC

Primery pro konstrukty TRPMS, které byly ligovany do vektoru pET32b.

3.1.1.1. Obsah reakéni smési

25 ul PPP Master mix (150 mM Tris-Cl (pH=8,8), 40 mM (NH4);SOy4, 0,02% Tween 20,

5 mM MgCl,, 400 uM kazdého dNTP, 100 U/ml Taq Purple DNA polymerazy, aditiva,
stabilizatory)

1 ul templat

1 pl primer A

1 pul primer B

22 ul PCR H,0

Smés kratce vortexujeme, stoc¢ime na centrifuze a ddme do cykleru.

3.1.1.2. Podminky PCR

95°C...... 1 minuta <
56°C...... 1 minuta 20x

Reakéni smés byla piecisténa PCR kitem od firmy Genomed podle protokolu PCR

Purification Protocol.
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3.1.2. Restrikéni Stépeni

K restrikénimu Sté€peni byly pouzity enzymy od firmy New England Biolabs Ndel,

BamHI, Xhol a vyrobcem doporucené reakéni pufry.

3.1.2.1. Restrikéni Stépeni amplifikované DNA

Po amplifikaci DNA pomoci PCR s primery obsahujici restrikéni mista vznika
DNA, ktera mutize byt $tépena restrikénimi enzymy, jenz davaji vznik kohéznim koncim

dilezitym pro naslednou ligaci do vektoru.

3.1.2.1.1. Reakéni smés pro restrikéni St€peni DNA konstruktu

140 pl templat (c=30 ng/ul)
18 ul 1x reakéni pufr 10x

2 ul BSA 100x

5 pl restrikéni enzym A

5 pl restrikéni enzym B

Toto mnozZstvi je pouze ilustrativni, zavisi na koncentraci templatu.

Smés kratce vortexovat, centrifugovat a inkubovat pfes noc pii 37°C.

Reakéni smés byla pre¢isténa PCR kitem od firmy Genomed podle protokolu PCR

Purification Protocol.

3.1.2.2. Restrik¢ni Stépeni vektorové DNA

Pro vneseni cizorodé DNA vektory obsahuji polylinker s mnoZstvim restrikénich
mist (Obr. 8). V téchto mistech je mozné za pouziti vybranych restrikénich enzymi vektor
oteviit. Vektor byl §t€pen dvéma riznymi restrikénimi enzymy z dGvodu orientovaného

vkladani DNA konstruktu. Byly pouzity dva typy vektori pET15b a pET32b, ktery
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obsahuje navic sekvenci thioredoxinu, ktery slouzi ke zvySeni rozpustnosti fizniho

proteinu.
EcoR I(5706)
Aat 11(5635) Cl? @)
Ssp 1(5517) Hind llle
Sca 1(5193)
Pvu I(5083)
Pst 1(4958)
Bsa 1(4774)
Ahd 1(4713)
AlwN 1(4236) pg%égsb
Q.
(T
/%,
v/
BspLU11 1(3820)
Sap |(3704)
Bst1107 (3591)
Acc 1(3590)
BsaA I(3572)
Tth111 I(3565)
Bpu10 1{2926) MSCBIS(‘;;S:?)?M)

Obr. 8: Struktura expresniho vektoru pET15b

3.1.2.2.1. Reakéni smés pro restrikeni Stépeni vektoru

160 pl vektor (c=60 ng/ul)
20 pl 1x reakéni pufr 10x
2 ul BSA 100x

9 pl restrikéni enzym A

9 ul restrik¢éni enzym B

Bpu1102 1(267)

BamH 1(319)

Xho (324)

Nde 1(331)

Nco 1(389)

Xba 1(428)

Bgl ll(494)

SqrA 1(535)

Sph I(691)

EcoN I(751)

Miu I(1216)
Bcl 1{1230)

BstE 11(1397)
Apa l(1427)

(Sp61-g98) P

BssH ll(1627)
Hpa 1(1722)

PshA 1(2061)

Eag 1(2284)
Nru 1(2319)
BspM 1(2399)
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Toto mnozstvi je pouze ilustrativni, zavisi na koncentraci vektoru.

Smés kratce vortexovat, centrifugovat a inkubovat ptes noc pii 37°C.

v _ wew

3.1.2.2.2. PreciSténi nastipaného vektoru

Ke smési s nastipanym vektorem byla pfidana vkladaci barva 6x Loading Dye od
firmy Fermentas a vzorek byl nanesen na 1% agarézovy gel (10x TBE puft: 1M Tris, 0,9
M kyselina borita, 0,01 M EDTA, pH=8,2). Pro kontrolu nana§ime i 5 pl nena$tipaného

vektoru. Pfisludny fragment byl poté vyfiznut Ziletkou na UV transiluminatoru. Fragment

izolujeme z gelu za pouziti kitu Gel Extraction Kit od firmy Genomed.

3.1.3. Ligace amplifikovaného fragmentu do vektoru

Vektor a cizorody fragment mizeme diky restrikénimu $t€peni stejnymi enzymy,

které davaji komplementarni kohezni konce, spojit.

3.1.3.1. Liga¢ni smés

15 ul DNA fragment

5 ul DNA vektor (pomér vektor:inzert v molarnim pomeéru 1:3)

2,5 ul ligaéni pufr (10x T4 DNA reak¢ni pufr, New England Biolabs)

1,5 ul T4 DNA ligaza (New England Biolabs)

Smés kratce vortexovat, kratce centrifugovat a inkubovat pti pokojové teploté 2 hodiny.

3.1.4. Transformace DNA do bunék E.coli

Ligaéni smés transformujeme do bunék E.coli TOP 10.
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Postup:

1. na ledu nechame roztat bunky

. do 90 pl bunék pridame 25 pl ligaéni smési a nechame 20 minut na ledu

. vzorek vlozime na 45 sekund do 1azné vyhtaté na 42°C (metoda tepelného Soku)
. vzorek ochladime 2 minuty na ledu a pfidame vyhiaté LB (750 pl)

. nechame tfepat 30 minut pii 37°C

. odebereme 200-250 pl a vysejeme na agarovou plotnu s ampicilinem

~N N s WN

. inkubujeme pfes noc v termostatu pii 37°C.

3.1.5. Izolace DNA

Pfes noc na agarové plotn¢ vyrostou kolonie. Jednotlivé kolonie odpichneme

$pi¢kou a vneseme do LB s 5 ul ampicilinu. Nechame tfepat ptes noc pti 37°C.

Poté izolujeme DNA podle kitu Plasmid Miniprep od firmy Genomed. Dostate¢né
mnoZstvi DNA nechdme ovéfit sekvenci na sekvenéni jednotce ABI PRISM na MBU

AVCR.

3.1.6. Méreni koncentrace DNA

Po izolaci DNA musime zjistit jeji koncentraci pro dal$i praci. Koncentraci
muzeme méfit odeéitanim z agar6zového gelu vhodné koncentrace (vice nez 2000 bp 0,8-
1% gel, 1000 bp a méné 1,5-3% gel) za pomoci koncentraniho markeru. Porovnavame
svételnou intenzitu vzorku vzhledem k markeru.

Dal$i moznosti je méfeni koncentrace DNA spektrofotometricky. U néds se uziva
BioPhotometer 6131 od firmy Eppendorf. Jako BLANK se nej¢astéji uziva TE pufr (10
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH=7,5), podle toho v em mame DNA rozpusténou.
Koncentrace je méfena automaticky programem dsDNA v jednotkéch pg/ml, podle vzorce:

A=g*c*]

€ je extinké&ni koeficient 0,2 * 10~ I/m*g

1 je opticka délka kyvety (1 cm)

¢ je koncentrace vzorku pg/l
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3.1.7. Mistné specificka mutageneze

Stop kodon a zamény aminokyselin byly vneseny do konstruktu naseho zajmu
pomoci PCR oligonukleotid fizené mutageneze. Stop koddén byl vyuzit pro zkraceni

vysledného proteinu a usnadnéni manipulace s nim.

3.1.7.1. Navrzeni primera pro PCR mutagenezi

Navrzené primery by mély spliiovat nasledujici vlastnosti:

- mutace by méla byt umisténa nejlépe uprostied

- délka primeru by se méla pohybovat okolo 25-45 bazi, v zavislosti na po¢tu zamén
- minimalni obsah GC pari by se mél pohybovat okolo 40%-50%

- primery by mély koncit alesponi jednim ¢i dvéma G nebo C nukleotidy

- teplota tani by neméla pfesahnout 78°C

- zapis ve sméru od 5°-3" konci

NavrZené primery pro vneseni stop koddénu a zdménu aminokyseliny CaM vazebného

mista TRPMS na C-konci (zamény vyznadeny tuéné):

MSCtE1073G1074: zaména E1073 na stop kodon TAG a G1074 na stop kodon TGA
CGGAGG AGGGACAGCTAGTGAGAGGTGCTGAGGAAAAC

MSCtK1024N: zaména K1024 na N
CTGAGCCTGGTGCTCAACCAGGTCTTCAGGAAG

MSCtQ1025L: zdména Q1025 na L
AGCCTGGTGCTCAAGCTGGTCTTCAGGAAGGAAGCC
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MSCtR1028S: zaména R1028 na S
CTCAAGCAGGTCTTCAGCAAGGAAGCCCAGCATAAG

MSCtK1029N: zaména K1029 na N
CTCAAGCAGGTCTTCAGGAACGAAGCCCAGCATAAG

MSCtK1034N: zaména K1034 na N
AGGAAGGAAGCCCAGCATAACCGACAACATCTGGA

MSCtR1035L: zaména R1035 na L
GAAGCCCAGCATAAGCTGCAACATCTGGAGAGAGAC

MSCtR1028SK1029N: zaména R1028 na S a K1029 na N
CTGGTGCTCAAGCAGGTCTTCAGCAACGAAGCCCAGCATAAG

MSCtK1034NR1035L: zaména K1034 naN aR1035na L
AAGGAAGCCCAGCATAACCTGCAACATCTGGAGAGAGACTTG

Navrzené primery pro zaménu aminokyseliny CaM vazebného mista TRPV1 na C-konci:

V1CtV769A: zaména V769 na A
GGCAACTGTGAGGGCGCCAAGCGCACCCTGAGC

VICtR711A: zaména R711 na A
TGTGAGGGCGTCAAGCGCACCCTGAGCTTCTCC

VICtL777A: zdména L777 na A

CCCTGAGCTTCTCCGCAGGCCGAGTTTCAGGG

V1CtR778A: zaména R778 na A

CTGAGCTTCTCCTCAGCCCGAGTTTCAGGGAG
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VICtR781A: zdména R781 na A

CTCCTCAGGCCGAGTTGCAGGGAGAAACTGGAAG

VI1CtV782A: zaména V782 na A

CTCAGGCCGAGTTTCAGCGAGAAACTGGAAGAAC

VI1CtR785A: zaména R785 na A

GTTTCAGGGAGAAACGCGAAGAACTTTGCCCTG

VI1CtK788A: zaména K788 na A

GAAACTGGAAGAACGCTGCCCTGGTTCCC

V1CtR797A: zaména R797 na A

CTGGTTCCCCTTCTGGCGGATGCAAGCACTCG
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3.1.7.2. Zavedeni bodové mutace pomoci QuikChange

Na zavedeni bodové mutace jsme pouzili kit QuikChange XL Site-Directed

mutagenesis od firmy Stratagene (Obr. 9).

Plazmid s genem, kam chceme zavést
mutaci.

Denaturace plazmidu a nasednuti
oligonukleotidovych primert s mutaci.

PCR reakce za pouziti Pfu Turbo DNA
polymerazy, syntéza komplementarniho
vlakna obsahujici mutaci.

Nezmutovany pivodni DNA fetézec, ktery
byl pouzit jako templat pro PCR reakci,
roz§tipan pomoci enzymu Dpnl, ktery

rozpoznd methylovanou templatovou DNA.

Transformace vzniklé dvojretézcové DNA
do kompetentniho kmenu bunék E.Coli,
zde opraveny jednotetézcové zlomy.

Obr. 9: Princip bodové mutace pomoci metody QuikChange (manual vyrobce)

44



3.1.7.2.1. Obsah reakéni smési

5 ul 10x Pfu ultra pufr (100 mM KCl, 100 mM (NH4),SO4, 200 mM Tris-HCI (pH=8,8),
20 mM MgSO,, 1% Triton X-100,1 mg/ml BSA)

2,5 ul ANTP

5-8 ul templat (v zévislosti na koncentraci)

0,8 pul primer up

0,8 pl primer do

1 ul Pfu Turbo DNA polymeraza (7x ptesnéjsi nez béZzné pouzivana Taq polymeraza)

Doplnime ddH,0 do finalniho objemu 50 pl.

3.1.7.2.2. Podminky PCR mutageneze

95°C...... 2 minuty 1x

95°C...... 45 sekund <

51°C....... 1 minuta 30x
72°C....... 8 minut

72°C....... 10 minut 1x

Pro odstranéni templatu bez mutace piidame ke smési PCR 1 pl Dpnl a inkubujeme
1 hodinu p#i 37°C. Dpn I endonukledza rozpoznava sekvenci 5-GmPATC-3’, tato

metylovana sekvence je obsazena v nemutované DNA.
3.1.7.3. Transformace PCR produktu

5 ul PCR produktu bylo transformovano metodou tepelného Soku pii 42 °C po
dobu 45 sekund do 50 pl bunék TOP 10 E. coli (podrobnéjsi postup vyse). Nasledovalo

vyneseni na agorové plotny, odpichnuti kolonii, nariist kolonii, izolace DNA, ovéfeni

konstruktt sekvenaci (metodicky viz vyse).
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3.2. Exprese a manipulace s proteiny

3.2.1. Expresni test

Exprese konstruktu naSeho zajmu byla ovéfena pomoci expresniho testu. Pii 37°C
jsme ve zkumavkach s LB a 5 pul ampicilinu nechali nardst buiiky BL 21 E.coli (postup
transformace viz vySe) se zaligovanym konstruktem v expresnim vektoru. Po dosahnuti
density 0,6 byl odebran vzorek 0. Poté bylo do jedné zkumavky ptidano 0,5 mM IPTG a
do druhé 1 mM IPTG, ¢imz jsme indukovali expresi. Nasledné byla sniZena teplota na

20°C nebo na 25°C podle potieby. Vzorky byly odebirany po ¢tyfech hodinach.

3.2.2. Exprese a purifikace proteini

Proteiny byly exprimovany v expresnim vektoru pET15b, pET32b v buiikach BL21
E.coli. Kultivace bakterii probihala v 11 LB pii 37°C. Po dosazeni optické hustoty 0,8 byla
narostld kultura zchlazena na pokojovou teplotu a pfidanim 0,5 ml IM IPTG byla
indukovana exprese proteinu. Kultivace probihala aerobn¢ pii teploté 25°C po dobu 20
hodin.

Poté byla provedena centrifugace a pelet bakterii byl resuspendovan v lyza¢nim
pufru (1x PBS, 1 M NaCl, 10 mM imidazol, 0,05% NP-40, 0,1 mM PMSF, 1 mM pB-
merkaptoethanol, pH=8). Nasledné byl piidan lysozym 50 pg/ml a smés byla inkubovana
na ledu po dobu 40 minut. Mechanické rozruSeni bun¢k bylo provedeno na ledu sonikaci a
vznikly sonikat byl centrifugovan pii 4°C po dobu 45 minut.

Pro ziskani naseho flizniho proteinu s termindlni histidinovou kotvou (HIS-TAG)
jsme pouzili metody niklové chromatografie na kolon¢ Superdex 75 s chelatujici
sepharosou (Amersham Pharmacia Biotech). Postupovali jsme podle instrukci vyrobce.
Protein byl eluovan eluaénim pufrem F (1x PBS pufr, 0,5 M NaCl, 2 mM -
merkaptoethanol, 600 mM imidazol, pH=8) a frakce byly naneseny na 15% SDS-PAGE
gel (1x SDS running pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS, pH=8,2).
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3.2.3. Western Blot

Pro ovéfeni pfitomnosti naseho proteinu jsme pouzili metody Western Blot. SDS-
PAGE 15 % gel s proteiny a specialnim western markerem jsme pieblotovali na PVDF
membranu a postupné ji vymyvali v 1x TBS, blokovacim roztoku (1% alkali-soluble
Casein v 1x TBS), 1x TBSTT podle Western Blot protokolu od firmy Novagen. Inkubace v
primarni protilatce His-Tag monoclonal antibody probihala ptes noc a nasledna inkubace v
sekundarni  protilatce Goat anti-Mouse IgG-HRP po dobu jedné hodiny.

Chemiluminiscence byla detekovana na pfistroji LAS 100 FuyjiFilm.

3.2.4. Navrzeni peptidi pro kalmodulinové misto

Peptidy byly navrZzeny za pomoci Calmodulin Target Database. TRPMS5 receptor
podle této databaze obsahuje jedno pravdépodobné vazebné misto na N-konci a dvé na C-
konci. Na interakci CaM/receptor se prevazné¢ podileji hydrofébni a bazické

aminokyseliny.

N-koncové peptidy M5 s pfedpokladanym vazebnym mistem pro CaM (tuéné podtrZeno):

RPLAMKSWLRDVLRKGLVKAAQSTGAWILT
(R76-T105)

Mutantni peptidy M5 NT piedpokladaného vazebného mista pro CaM:

e Zameéna hydrofobni aminokyseliny:

RPLAMKSWARDVLRKGLVKAAQSTGAWILT zména L na A

e Zameéna bazické aminokyseliny:

RPLAMKSWLRDVLAKGLVKAAQSTGAWILT zména R na A
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C-koncové peptidy MS s piedpokladanym vazebnym mistem pro CaM:

VEYHGRPALAPPFILLSHLSLVLKOVFRKEAQHKRQHL
(V1001-L1038)

GEVLRKTAHRVDLIAKYIGGLREQ
(G1074-Q1097)

3.2.5. Méreni vazby CaM pomoci anizotropie fluorescence

Veskera fluorescen¢ni méfeni byla provedena na fluorimetru ISS PC1™ Photon
Counting Spectrofluorimeter pfi pokojové teplot¢ v 1 ml kifemenné kyveté. Pfi méfeni
s TRPV1 byl pouzit kalmodulin znaCeny fluorescenéni sondou Alexa Fluor 488
(Calmodulin from bovine brain Alexa Fluor 488 conjugate) od firmy Molecular Probes,
v piipadé¢ méteni s TRPMS byly pouzity komeréné objednané peptidy zna¢ené N-koncove
sondou FITC od firmy GenScript.

Pro méfeni anizotropie fluorescence TRPV1 konstruktd bylo k 600 pmol
znatenému kalmodulinu v pufru S0 mM Tris-HCl (pH=7,5) a 2 mM CaCl, ptidavano
zvy$ujici se mnozstvi TRPVI1-CT fuzniho proteinu a pro kazdou koncentraci byla
zaznamenana anizotropie. Fluorescence byla excitovana pfi 494 nm a emise byla
detekovana pti vinové délce 520 nm.

Pro méfeni anizotropie fluorescence TRPMS-CT, TRPMS-NT peptidit N-koncové
znacenych FITC, bylo do kyvety se 100 nM peptidem v 20 mM pufru Tris-HC] (pH=7,5) a
10 mM CaCl, ptidavano zvysujici se mnozstvi kalmodulinu. Fluorescence byla excitovana

pti 480 nm a emise byla detekovana pii vinové délce 520 nm.

Anizotropie byla spocitana podle vztahu:

ro(Inm It)(In+2l)
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Frakce navazaného kalmodulinu (FB) byla pocitana ze vztahu:

r.o—r

obs 1min

e~ T 14 QU — 120,

obs min obs

kde Q je pomér kvantovych vytézkli navazané a volné formy, rmax znaci anizotropii
v saturaci, rmi, zna¢i minimalni anizotropii a reps je pozorovana anizotropie pro urcitou

koncentraci proteinu.

Data byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel a v programu Sigma Plot.
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3.3. Pristroje

Analytické vahy, KERN (Ceské Republika)
Centrifuga Biofuge 28 RS HERAEUS SEPATECH s rotory (Némecko):
#3746, 13 500 min ', HFA 13.50
# 374 3754, 14 000 min-'
53,22 000 min™', HFA 22.1
Centrifuga velkoobjemové K 80, JANECZKI (Némecko)
Elektroforeticka souprava OMNI-BIO (Ceska Republika), SIGMA-ALDRICH (USA),
BIO-RAD (USA)
LAS 100, FUJIFILM (Japonsko)
MiniCentrifuga, EPPENDORF (Némecko)
PCR Mastercycler gradient/personal, EPPENDORF (Némecko)
pH Meter 3505, JENWAY (Anglie)
Sonikator 3000, MISONIX (USA)
Spectrofluorimeter ISS PC1™ Photon Counting (USA)
Spektrofotometr BioPhotometer 6131, EPPENDORF (Némecko)
Termostat, MELAG (Némecko)
Ttepacka, INFORS HT BIOTRADE (Svycarsko)
UV- transiluminator, MELAG (Némecko)
Vodni lazeni, UNIMED (Ceska Republika)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Lokalizace a charakterizace kalmodulin vazebného mista
TRPV1 CT

4.1.1. Kli¢ova role CaM v desenzitizaci TRPV1

Receptor TRPV1 je dulezitym integratorem fyzikalnich a chemickych stimuld.
Numazaki a jeho spolupracovnici jiz roku 2003 popsali moznost desenzitizace TRPV1
pomoci kalmodulinu na 35 aminokyselin dlouhém segmentu C-konce TRPV1. Komplex
procesu, které vedou v kone¢né fazi k desenzitizaci receptoru jsou Ca’" dependentni. Tento
fenomén je v dnesni dob¢ intenzivné studovan hlavné proto, Ze latky, které maji schopnost
s timto 35 aminokyselinovym segmentem interagovat, mohou byt do budoucna uZite¢né
pro 1é€eni ¢i zmirnéni bolesti.

Kalciové ionty hraji vtomto mechanizmu unikatni roli. Jsou zahrnuty v regulaci
riaznorodych buné¢nych procesti a tudiz intracelularni koncentrace tohoto kationtu je
burikou uzce kontrolovana. V cytoplazmé je koncentrace velmi nizka (okolo 0,1pM),
zatimco v extracelularni &asti je podstatng vy$§i (okolo 1mM). Rada rozmanitych stimult
vede k otevirani Ca** kanalti v plazmatické membrané a vtoku Ca®* kationtii do buiiky. Co
vic, 1 nékteré organely, jako je sarkoplazmatické retikulum, endoplazmatické retikulum,
mitochondrie i jadro, funguji jako zasoby vapniku (Vetter and Leclerc, 2003).

Na Ca®" kationtech je zavisly i kalmodulin. Tento 15 kDa velky intracelularni
protein je regulatorem mnoha bunéfnych proteini a transmembranovych iontovych
transportérd. PH vzristu intracelularni koncentrace Ca®* kationtt nad 10°M se &tyH Ca’*
ionty vazi na kalmodulin, ¢imZ dochazi ke zméné€ konformace, ktera je pro CaM aktivujici
(Yap et al., 2000).

Proteiny, na které je kalmodulin schopen se vazat nevykazuji Zadnou sekvenéni
shodu, ale vét§inou obsahuji a-helix s hydrofobnimi aminokyselinami, jejichZ pozice se
stala rozhodujici pfi vytvofeni nomenklatury kalmodulin vazebnych motivli. Dal$im
znakem jsou bazické aminokyselinové zbytky, které obklopuji zbytky hydrofobni (Vetter
and Leclerc, 2003).
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Regulace a vazba kalmodulinu byla objevena i u TRP kanalt. Kalmodulin mtze
interagovat s kanaly na jejich N- ¢€i C- intracelularnich koncich (Rosenbaum et al., 2004;
Zhu, 2005). Kalmodulin vazebnd doména na N-konci TRPV1 receptoru je lokalizovana
v oblasti ankyrinovych domén (Rosenbaum et al., 2004) a na C-konci je to segment dlouhy
35 aminokyselin (E767-T801) (Numazaki et al., 2003).

Nasim cilem byla charakterizace vazebného motivu na C-konci receptoru TRPV1.
Vazba CaM na tento usek je Ca’" dependentni, ale nebyl zde identifikovan Z4dny
z popsanych kalmodulin vazebnych motivii (Numazali et al., 2003). Tento motiv nejlépe
koresponduje s 1-8-14 motivem na pozici 1 a 14 (podle Calmodulin Target Database). Za
pomoci bodovych mutaci hydrofébnich a bazickych zbytkt této oblasti a méfeni
anizotropie fluorescence, jsme urcili aminokyseliny esencialni pro vazbu CaM na C-konci

TRPV1 a charakterizovali jsme atypicky kalmodulin vazebny motiv.

4.1.2. Priprava bodovych mutaci CaM vazebného motivu

DNA TRPV1 (V686-K837) byla ligovana do expresniho vektoru pET32b za pouziti
EcoRI a HindIII restrikénich mist. Pro charakterizaci CaM vazebného mista na C-konci
jsme vytvorili devét bodovych mutaci 35 aminokyselin dlouhého CaM vazebného motivu

pomoci mistn¢ specifické mutageneze.

e (CaM vazebné misto na C-konci TRPV1:

EGVKRTLSFSLRSGRVSGRNWKNFALVPLLRDAST (E767-T801)

(1) (14) atypicky CaM vazebny motiv 1-14
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e Mutace CaM vazebného mista:

e Val 769 Ala (V769A)
e Arg771 Ala (R771A)
e Leu777 Ala (L777A)
e Arg778 Ala (R778A)
e Arg781 Ala (R781A)
e Val 782 Ala (V782A)
o Arg 785 Ala (R785A)
o Lys788 Ala (K788A)
e Arg797 Ala (R797A)

4.1.3. Pfiprava fuznich proteini TRPV1 CT

TRPV1 C-konec byl exprimovan jako fuzni protein s thioredoxinem na N-konci a
histidinovou kotvou na N- i C-konci. Izolovany C-konec ma silné tendence agregovat,
proto nebylo moZné thioredoxin S§tépit. Méfeni anizotropie fluorescence byla tedy

provedena s celym fiznim proteinem.

4.1.4. Méreni vazby CaM pomoci anizotropie fluorescence

Pomoci méfeni anizotropie fluorescence jsme identifikovali aminokyselinové
zbytky, které se vyznamné podili na vazbé CaM/receptor. Do kyvety s fluorescenéné
znaCenym kalmodulinem jsme titrovali postupné zvySujici se mnozstvi fuzniho proteinu
TRPV1 CT. Vazba TRPV1/CaM je Ca®>* dependentni, tudiz nedochazelo k vazbé CaM
v nepfitomnosti vapenatych kationtti. Stejné vysledky publikoval Numazaki et al. roku
2003.

Zaznamenali jsme hodnotu anizotropie pro kazdou koncentraci TRPV1. Z ni byla

poté vypocitana frakce navazaného kalmodulinu a disocia¢ni konstanty pro jednotlivé
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konstrukty. Disocia¢ni konstanty mutantnich fiznich peptidi jsme porovnavali

s nemutovanou formou TRPV1 (WT TRPV1).

Hodnoty disociaénich konstant mutantnich forem a WT TRPV1 jsou uvedeny v Tab. 1.

Disocia¢ni konstanta

Konstrukt [uM]

WT 1,5+0,4
V769A 3,9+0,9
R771A 10,3+1,6
L777A 2,3+0,5
R778A 1,5+0,3
R781A 0,8+0,2
V782A 1,5+0,2
R785A 29,5+5,8
K788A 3,0+0,5
R797A 9,0+1,7

Tab. 1: Tabulka hodnot disocia¢nich konstant

Porovnani hodnot disocia¢nich konstant Kp mutantnich konstrukti s WT TRPV1
ukazuje, Ze bodové mutace Leu 777 Ala, Arg 778 Ala, Arg 781 Ala a Val 782 Ala,
neovlivnily vazbu kalmodulinu, zatimco bodové mutace Val 769 Ala, Arg 771 Ala, Arg
785 Ala, Lys 788 Ala a Arg 797 Ala vykazuji signifikantni zvySeni disocia¢ni konstanty.
Nejvyssi nardst disociacni konstanty byl pozorovan u mutantniho konstruktu Arg 785 Ala

(R785A), proto muZeme usuzovat, Ze tento aminokyselinovy zbytek je pfi interakci
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TRPV1/CaM nejvyznamnéjsi. Pokles vazebné afinity zna¢eného CaM u konstruktu R785A
s porovnanim s WT byl nejvyrazngjsi (Obr. 10).

1.0

[TRPVA-CT] uM

Obr. 10: Titra¢ni k¥ivky méfeni fluorescenéni anizotropie. Porovnani WT TRPV1 CT

s konstruktem R785A

Tyto vysledky jsou soucasti publikace:

Grycova L, Lansky Z, Friedlova E, Obsilova V, Janouskova H, Obsil T, Teisinger J
(2008). Ionic interactions are essentials for TRPV1 C-terminus binding to calmodulin.

Biochem Biophys Res Commun 375:680-683
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4.1.5. Diskuze k praci I

Kalmodulin je dileZitym regulatorem fady bunéénych procesi a velkou mérou se
podili i na modulaci funkce TRP kanalt (Zhu, 2005). TRPV1, dosud nejvice prostudovany
zastupce TRP iontovych kanall, je prostiednictvim tohoto Ca®* vazebného proteinu
desenzitizovan. Vazba CaM na 35 aminokyselin dlouhém fragmentu TRPV1 CT byla
prokazana roku 2003 (Numazaki et al., 2003), avSak nebyl zde nalezen zadny z b&Znych
CaM vazebnych motiva.

Nas8im cilem byla charakterizace tohoto tuseku a odhaleni esencidlnich
aminokyselin, které se podileji na vazbé¢ TRPV1 CT/CaM a to pomoci bodovych mutaci a
porovnani naméfené anizotropie fluorescence mutantnich konstruktti s WT.
hydrofobnich zbytkd, ¢tyfi zbytky Leu 777, Arg 778, Arg 781 a Val 782 se nejspiSe
nepodileji na vazbé TRPV1/CaM, protoze u konstruktl s jejich mutaci nebyl zaznamenan
signifikantni nardst disocia¢nich konstant. Naopak zbytky Val 769, Arg 771, Arg 785, Lys
788 a Arg 797 jsou pro vazbu TRPV1/CaM dilezité, piedevsim pak Arg 785, jehoz mutace
nejvice ovlivnila vazbu CaM. Co je zajimavé, Ze pouze jeden hydrofébni zbytek byl
prokazan jako esencialni pro vazbu CaM.

Pro ziskani pifedstavy o interakcich TRPV1/CaM byl naSi laboratofi sestaven
homologni pocitaovy model (Obr. 11) (Gry¢ova et al., 2008). Model kalmodulin
vazebného motivu TRPV1 CT byl vytvoten na zdkladé podobnosti se strukturou kinazy
lehkého fetézce myozinu (myosin light chain kinase - MLCK) (Ikura et al., 1992) nesouci
1-8-14 konzervovany motiv. Tento motiv vykazuje urcitou podobnost, neni vSak identicky.
Na pozici 8 MLCK nese hydrofobni aminokyselinovy zbytek, ten je v ptipadé kalmodulin
vazebného motivu TRPV1 nahrazen polarnim zbytkem Ser 776.

Typickym rysem kalmodulin vazebné domény je a-helikalni uspotadani, které bylo
nalezeno u mnoha kalmodulin vazebnych proteini (Rhoad and Friedberg, 1997).

Vytvofeny model zaujima také a-helikalni sekundarni strukturu.
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Obr. 11: Homologni poc¢itacovy model kalmodulin vazebného motivu TRPV1 CT
(fialové) v komplexu s kalmodulinem (zeleng) (Ca.2+ ionty Zlut¢)

(Gry€ova et al., 2008)

Méfenim anizotropie byly identifikovany aminokyselinové zbytky podilejici se na
vazebnych interakci TRPV1 CT/CaM. Vytvofeny homologni model ukazuje, Ze bazické
zbytky Arg 771, Arg 785, Lys 788 interaguji s negativné nabitymi aminokyselinovymi
zbytky Glu 127, Glu 84, Glu 47 v molekule kalmodulinu. Pro vazbu se zdaji byt klicové
van der Wallsovy interakce Arg 785 a Glu 84 (Obr. 12). V blizkém okoli Arg 797 jsou
umistény dva klastry kyselych aminokyselin kalmodulinu. Arg 797 mutiZe interagovat s Glu
50, Glu 54, Asp 78 (Obr. 13). Arg 771 nejspise vytvaii vodikové vazby s Glu 14 a Ser 11
(kalmodulin). Hydrofébni Val 769 interaguje podle modelu s Phe 92 (kalmodulin). Mutace
Arg 778 a Arg 781 neovlivnila vazbu TRPV1 CT/CaM, coz potvrzuje i model, ktery
nepredpokladd zadné specifické polarni interakce skalmodulinem. Na zéklad¢ téchto
poznatki se piedpoklada, Ze kalmodulin interaguje s TRPV1 CT podobné, jak bylo
popsano u MLCK. V ptipad¢ TRPV1 vsak hraji vyznamnéjsi roli polarni interakce nad
hydrofébnimi (Gry€ova et al., 2008).
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Obr. 12: Kli¢ové van der Wallsovy interakce Arg 785 TRPV1 CT (fialové) s
Glu 84 kalmodulinu (zelen¢) (Grycova et al., 2008)

58



Obr. 13: Arg 797 TRPV1 CT (fialove) sousedi s dvéma klastry kyselych aminokyselin
kalmodulinu (zelen¢€). Arg 797 mizZe interagovat s Glu 50, Glu 54 ¢i s Asp 78
(Gryc€ova et al., 2008)
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4.2. Priprava mutantnich konstrukti C-koncového CaM
vazebného mista a vazebné studie CaM na N- a C-

koncovych peptidech TRPMS

4.2.1. Vazebné studie CaM na intracelularnich N- a C-koncich

TRPMS

TRPMS iontovy kanal se podili na vnimani sladké, hotké a umami chuti (Zhang et
al., 2003). Spolu s TRPM4 je to jediny TRP kanal, ktery je regulovan zvySenou
intracelularni koncentraci Ca®* iontii a zaroveti je pro tyto ionty nepropustny (Hofmann et
al., 2003; Liu and Liman, 2003). Podle dostupnych informaci je TRPMS kanal v porovnani
sjinymi receptory aktivovan nizkymi koncentracemi Ca’’ iontd. Zda se na tomto
mechanizmu podili pfima vazba téchto kationtd na intracelularni ¢ast receptoru ¢i dochazi
k regulaci pomoci n&jakého Ca®* vazebného proteinu, neni objasn&no.

Touto otazkou se zabyval Hofmann et al. (2003). Vychazel z faktu, Zze velky pocet
TRP kanald je regulovan pes Ca**-vazebny protein kalmodulin. Bylo publikovéno, Ze
kalmidazol, inhibitor kalmodulinu, mé pouze minoritni efekt na aktivaci TRPMS a vysoké
koncentrace Ba®*, usnadiiujici aktivaci kalmodulinu, nijak neovliviiuji aktivaci receptoru.
Z téchto vysledki lze soudit, Ze nejspiSe dochazi k pfimé aktivaci TRPMS kanalu po
zvyseni intracelularni koncentrace CaZ* ionti v cytoplazmé.

I kdyZ regulace prostiednictvim kalmodulinu je velmi zajimavou a lakavou
odpovédi na otazky ohledné aktivace a modulace funkce iontovych kanald, studie TRPMS
kanadlu zatim nijak tuto moznost nepotvrdila. Mnoho védcli piesto predpoklada, Ze
kalmodulin se podili na regulaci aktivity TRPMS5 kanalu. Nebylo zatim publikovano Zadné
CaM vazebné misto, ale podle dostupnych informaci o kalmodulin vazebnych motivech
dle Calmodulin Target Database, byly nalezeny tfi pravdépodobné kalmodulin vazebné
motivy, jeden na N-konci a dva na C-konci.

TRPM4 receptor, obsahuje pét kalmodulin vazebnych motivi, dvé na N-konci a tfi
na C-konci (Nilius et al., 2004). Poné¢vadz TRPMS5 kanal s TRPM4 sdili podobné funkéni
vlastnosti i velkou sekven¢ni homologii, miZzeme piedpokladat, ze i TRPMS receptor
obsahuje kalmodulin vazebné motivy, coZ bylo potvrzeno i vysledky z Calmodulin Target

Database.
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Pochopeni regulace TRPMS pomoci CaM je v naprostém pocatku. Nebyl
publikovan vliv kalmodulinu ani jeho vazebné motivy. Nasim cilem bylo urCeni lokalizace
a charakterizace kalmodulin vazebnych motivi pomoci navrZzenych peptida
pravdépodobnych kalmodulin vazebnych motivii na N- a C-konci TRPMS, ptiprava
mutantnich forem C-koncového kalmodulin vazebného mista TRPMS a nésledné exprese

faznich proteint. Vazba kalmodulinu byla detekovana pomoci anizotropie fluorescence.

4.2.2. Priprava mutantnich konstrukti C-koncového CaM

vazebného mista

4.2.2.1. Ligace TRPMS C-konce do vektoru

TRPMS C-konec byl amplifikovin metodou PCR snavrzenymi primery
s restrikénimi misty BamHI, Ndel pro expresni vektor pET15b a Ndel, Xhol pro expresni
vektor pET32b. Po S$tépeni vektori stejnymi restrikénimi enzymy jsme konstrukty
zaligovaly do expresnich vektori a spravnost ligace ovéfili sekvenaci (Obr. 14). Pomoci
programu BLAST 2 Sequence jsme ovéfili, zda neni konstrukt ¢i vektor néjak porusen &i

nedoslo k posunu ¢teciho ramce.

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
CATGGGCAGCAGCCAT CATCATCAT CATCACAGCAG CG GCCTGG TGCCGCGCGECAGCLATAT GAGCTACACATT CCAGGTG GTGCAAGGCAAT GCANACATGT TCTGGAAGTTTCAACGC TACCACCTC.

ARG R LR
il lﬂ.t“ml il

h!(l/M\m!Mi')Mllanmumm.' i

Ndel CATATG AGC TAC (zatstek konstruktu TRPMS CT)

Obr. 14: Ukazka sekvenac¢nich dat v programu Chromas, kde Sipkou je znazornéno

restrik¢ni misto Ndel a spravné zaligovany konstrukt TRPMS CT v pET15b
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4.2.2.2. Bodové mutace pomoci nukleotid Fizené mutageneze

Kalmodulin vazebné misto jsme ur€ili s pomoci Calmodulin Target Database.
Fragment H1018-Q1036 byl oznaden za jedno z nejpravdépodobnéjSich kalmodulin
vazebnych mist C-konce TRPMS. Pro charakterizaci CaM vazebného mista bylo navrZzeno
osm mutantnich forem CaM mista TRPMS CT pomoci metody QuickChange (Obr. 15).
Podobnym zplsobem byly vneseny stop kodony v misté¢ aminokyselin E1073 a G1074,
které nezasahuji do sekundéarni struktury proteinu. VSechny konstrukty byly ovéfeny
v programu BLAST 2 Sequence (Obr. 16). Ukazky vysledku zobrazuje Obr. 15 a 16.

Mutace CaM vazebného mista TRPMS CT:

e Lys 1024 Asn (K1024N)
e GIn 1025 Leu (Q1025L)
e Arg 1028 Ser (R1028S)
e Lys 1029 Asn (K1029N)
e Lys 1034 Asn (K1034N)
e Arg 1035 Leu (R1035L)
e Arg 1028 Ser Lys 1029 Asn (R1028SK1029N)
e Lys 1034 Asn Arg 1035 Leu (K1034NR1035L)

250 260 270 280 290 300 310 320 330
CCAGCTCTGGCCCCGCCCTTCATCCCGCTCAGCCACCTGAGCCTGGTGCTCAAGCAGGTCTTCAGCAACGAAGCCCAGCATAAI

lnl““ﬂlhﬂ“lh“Hn“mh Nt

A. AGG (Arg) na AGC (Ser) AAG (Lys) na AAC (Asn)
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250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGCTCTGGCCCCGCCCTTCATCCCGC TCAGCCACCTGAGCCTG GTGCTCAAGCAGGTCTTCAGGAAL GAAGCCCAGCATAAGC GACAACATCTG GAG AGAGACTTGCCTGACCCCTTGG ACCAGAAGAT

; UL M L R [N
mlullnlmmlmhmlnnhlH!lnn)l.hmnmmhhﬂhhlmlu.mmhlmm“lhdlm)nlml’m,lu\;mu x

B. AAG (Lys) na AAC (Asn)

Obr. 15: A. Ukazka sekvenaénich dat v programu Chromas, kde Arg 1028 je zménén
na Ser a Lys 1029 je zménén na Asn
B. Ukazka sekvenacénich dat v programu Chromas, kde Lys 1029 je zménén

na Asn

Query: 3103 cacctgagcctggtgctcaagcaggtcttcaggaaggaagcccagcataagcgacaacat
3162

LY ereerererrrerrerererre ey ettt e ey
Sbjct: 281 cacctgagcctggtgctcaagcaggtcttcagcaacgaagcccagcataagcgacaacat
340

Query: 3163 ctggagagagacttgcctgaccccttg
3222

ccagaagatygattacctgggaaacggttcaa
FITTEETE Rt et e ettt bt bt b b EN et et

Sbjct: 341 ctggagagagacttgcctgaccccftggaccagaagatcaftacctgggaaacggttcaa
400
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Query
3162

Sbjct
338

Query
3222

Sbijct
398

Obr. 16:

3103

279

3163

339

CACCTGAGCCTGGTGCTCAAGCAGGTCTTCAGGAAGGAAGCCCAGCATAAGCGACAACAT

CTGGAGAGAGACTTGCCTGACCCCTTGGACCAGAAGATCATTACCTGGGAAACGGTTCAA

FEEEEEErrre e e e rr ettt e
CTGGAGAGAGACTTGCCTGACCCCTTGGACCHGAAGATCATTACCTGGGAAACGGTTCAA

Srovnani sekvenci TRPMS WT (horni fadek) s mutantni formou TRPMS
(dolni radek)

A. Arg 1028 je zménén na Ser a Lys 1029 je zménén na Asn

B. Lys 1029 je zménén na Asn

4.2.2.3. Priprava fiznich proteini TRPMS

TRPMS5 CT a jeho mutantni formy byly exprimovany jako fuzni proteiny

s histidinovou kotvou na N-konci. Proteiny se dobfe exprimovaly (Obr. 17) a netvofily

agregaty. Pro uplnou identifikaci jsme fuzni proteiny ovéfily metodou Western Blot a

MALDI TOF (Obr. 18) (RNDr. Miroslav Sulc PhD., MBU AVCR, Laboratof

Charakterizace molekularnich struktur).

Obr.17: Ukazka SDS-PAGE gelu s peptidem C-konce TRPMS, naneseno sedm frakci

po niklové chromatografii
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Obr. 18: MALDI TOF hmotnostniho spektrum tryptickych peptidi (A) proteinového
prouzku z SDS-PAGE (B), které potvrdilo pfitomnost peptidid konstruktu C-konce TRPMS
s pokrytim sekvence 86% (C). Ostatni signaly m/z nalezi tryptickym peptidiim proteinu
thioredoxinu, ktery byl v konstruktu exprimovan spole¢n¢ s C-koncem TRPMS jako fazni

protein.

4.2.3. Vazebné studie CaM na N- a C-koncovych peptidech
TRPMS

TRPMS kalmodulin vazebna mista jsme identifikovali na zakladé vysledki
z Calmodulin Target Database. Byly nalezeny tfi pravdépodobnd mista pro vazbu

kalmodulinu, jedno na N-konci a dvé na C-konci TRPMS. Peptidy téchto tfi kalmodulin
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vazebnych mist a mutantni peptidy N-koncového mista byly objednany od firmy
GenScript. VSechny peptidy byly oznafeny na N-konci fluorescenéné FITC. Mutantni
formy peptidi byly navrzeny na zakladé¢ jiz identifikovanych motivl v souladu s pozici
hydrofébnich aminokyselinovych zbytkti. TRPMS NT peptid koresponduje s kalmodulin
vazebnym motivem 1-5-10, TRPMS CT CaM1 peptid s 1-8-14 motivem a TRPMS CT
CaM2 se nejvice podoba motivu 1-8 (atypicky motiv podobny 1-8-14 motivu) (podle
Calmodulin Target Database).

4.2.3.1. Méreni vazby CaM pomoci anizotropie fluorescence

Pomoci méfeni anizotropie fluorescence jsme identifikovali vazbu kalmodulinu na
pravdépodobnych kalmodulin vazebnych doménach navrzenych peptidi TRPMS. Do
kfemenné kyvety s fluorescenéné zna¢enym peptidem jsme titrovali postupné zvySujici se
mnoZstvi kalmodulinu. Byla zaznamenana hodnota anizotropie pro kaZzdou koncentraci
kalmodulinu. Tyto hodnoty byly pouzity pro vypocet frakce navazaného kalmodulinu a
disociaénich konstant pro jednotlivé navrzené peptidy. Titrani k¥ivky méfeni N- a C-
koncovych peptidil jsou zobrazeny na Obr. 19, 20, 21. Hodnoty disocia¢nich konstant pro
jednotlivé peptidy jsou uvedeny v Tab. 2. Hodnoty disocia¢nich konstant pro mutantni
peptidy N-koncového kalmodulin vazebného mista TRPMS NT L84A a TRPMS NT R89A
jsou uvedeny v Tab. 3.

Porovnani hodnot disocia¢nich konstant Kp mutantnich konstruktdt TRPMS NT
L84A a TRPMS NT R89A s WT TRPMS NT ukazuje, ze bodové mutace L84A a R§9A

nemaji vliv na vazbu kalmodulinu.
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Obr. 19: Titra¢ni kiivka méfeni fluorescen¢ni anizotropie N-koncového peptidu

TRPMS (R76-T105) (TRPMS NT CaM)
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Obr. 20: Titra¢ni kfivka méteni fluorescenéni anizotropie C-koncového peptidu

TRPMS5 (V1001-L1038) (TRPMS CT CaMl)
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Obr. 21: Titra¢ni kiivka méfeni fluorescenéni anizotropie C-koncového peptidu

TRPMS (G1074-Q1097) (TRPM5 CT CaM2)

Disociaéni konstanta
Peptid [uM]
TRPMS NT CaM 0,39+0,05
TRPMS CT CaM1 0,29+0,05
TRPMS5 CT CaM2 0,65+0,10

Tab. 2: Tabulka hodnot disocia¢nich konstant pro N- a C-koncové peptidy TRPMS5
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Disocia¢ni konstanta
Peptid [uM]
TRPMS NT WT 0,39+0,05
TRPMS NT L84A 0,35+0,05
TRPMS5 NT R89A 0,40+0,05

Tab. 3: Tabulka hodnot disocia¢nich konstant pro WT TRPMS NT a mutantni peptidy

TRPMS5 NT L84A a TRPMS NT R89A
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4.2.4. Diskuze k praci Il

TRPMS iontovy kanél se podili na vnimani sladké, hotké a umami chuti (Zhang et
al., 2003). Patii mezi TRP kandly, které jsou regulovdny zvySenou intraceluldrni
koncentraci Ca®" ionti (Hofmann et al., 2003; Liu and Liman, 2003). Na mechanizmu
aktivace se muZe podilet pfiméa vazba téchto kationtli na intracelularni ¢asti receptoru €i
muze dochazet k regulaci receptoru pomoci n&jakého Ca>* vazebného proteinu.

Moje diplomova prace je soucasti projektu, kterym je identifikace kalmodulin
vazebnych mist a charakterizace aminokyselin dulezitych pro vazbu kalmodulinu na
intracelularnich koncich TRPMS.

Zatim nebyla publikovana lokalizace Zadného kalmodulin vazebného mista
TRPMS. Podle dostupnych informaci o kalmodulin vazebnych motivech dle Calmodulin
Target Database TRPMS obsahuje tfi vazebné motivy pro kalmodulin, jeden na N-konci a
dva na C-konci. NaSe vysledky z méfeni anizotropie fluorescence tento ptedpoklad
potvrzuji. VSechny tfi pravdépodobna mista TRPMS vazi signifikantn€¢ kalmodulin. Dle
hodnot disociacnich konstant je ziejmé, Ze kalmodulin se véze nejlépe na C-
intracelularnim konci CaM1 (V1001-L1038) TRPMS. Disocia¢ni hodnoty ostatnich
kalmodulin vazebnych motivi nejsou signifikantné odli$né, proto usuzujeme, Ze vazebna
schopnost vSech tiech vazebnych mist je podobna.

Mutantni peptidy ke kazdému ze tii kalmodulin vazebnych motivti byly navrzeny
na zdklad¢ jiz identifikovanych motivi v souladu spozici hydrofébnich
aminokyselinovych zbytk. TRPMS5 NT peptid koresponduje s kalmodulin vazebnym
motivem 1-5-10, TRPMS CT CaM1 peptid s 1-8-14 motivem a TRPMS CT CaM2 se
nejvice podoba motivu 1-8 (atypicky motiv podobny 1-8-14 motivu) (podle Calmodulin
Target Database). Nase vysledky ukazuji, Ze bodové mutace L84A a R89A N-koncového
kalmodulin vazebného mista nemaji vliv na vazbu kalmodulinu.

Nasi laboratofi byl sestaven homologni pocitatovy model (program Modeller)
kalmodulin vazebného mista TRPMS na N-konci. Model kalmodulin vazebného motivu
TRPMS NT byl vytvofen na zakladé podobnosti se strukturou ankyrinové domény mys$iho
TRPV6 (Phelps et al., 2008) (Obr. 22). Typickym rysem kalmodulin vazebné domény je a-
helikélni uspofadani, které bylo nalezeno u mnoha kalmodulin vazebnych proteind (Rhoad
and Friedberg, 1997). Vytvofeny model zaujima zc¢asti také a-helikalni strukturu.
Mutované aminokyseliny L84A a R89A, které podle vysledkii disocia¢nich konstant
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nemaji vliv na vazbu kalmodulinu, nejsou lokalizovany podle naSeho modelu v a-helikalni
struktufe (Leu84 na konci a helixu), mozna pravé proto jejich mutace neovliviiuji vazbu
kalmodulinu. Toto je pouhy ptedpoklad, pro dalsi zavéry je nutné, aby byly
charakterizovany i ostatni aminokyseliny, které jsou umistény v a-helikalni struktufe i

v jejim okoli.

Obr. 22: Homologni po¢itaovy model kalmodulin vazebného motivu TRPMS NT
(zelen€) s vyznacenou lokalizaci mutovanych aminokyselin Leu 84, Arg 89

(Cervené)

Fragment H1018-Q1036 (C-konec) byl oznaen Calmodulin Target Database za
nejpravdépodobnéj§i kalmodulin vazebné misto TRPMS, coz bylo naSemi vysledky
potvrzeno. Pomoci mutageneze jsme vytvofili osm mutantnich forem tohoto mista a

dostate¢né mnozstvi faznich proteind, které budou vramci naSeho projektu dale
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analyzovany pomoci méfeni anizotropie fluorescence. Budou charakterizovany i mutantni
peptidy zbyvajicich kalmodulin vazebnych mist.

Bylo publikovano, Ze TRPMS5 je pfimo aktivovan zvySenou koncentraci
intracelularnich Ca*" kationt (Hofmann et al., 2003; Liu and Liman, 2003), naSe prace
navic odhalila moZnost vazby kalmodulinu. MoZnost regulace pomoci tohoto proteinu byla
mnoha autory diskutovana a v§ak nikdy plné potvrzena (Hofmann et al., 2003; Nilius et al.,
2004; Pedersen et al., 2005). Do jaké miry je aktivace TRPMS ovlivnéna pfimou vazbou

Ca’* kationtii & vazbou kalmodulinu na receptor neni prozatim objasnéno.
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S. SOUHRN

Charakterizovali jsme 35 aminokyselin dlouhy segment C-konce TRPV1 receptoru,

ktery interaguje s kalmodulinem. Tato oblast zaujima a-helikalni sekundarni strukturu.

Identifikovali jsme atypicky kalmodulin vazebny motiv  TRPV1. Na vazbé
kalmodulinu na TRPV1 se podileji aminokyselinové zbytky Val 769, Arg 771, Arg 78S,
Arg 785, jehoz mutace nejvice ovlivnila vazbu CaM. Pouze jeden jediny hydrofébni

zbytek byl prokazan jako esencialni pro vazbu CaM.

Pfipravili jsme osm mutantnich forem kalmodulin vazebného mista C-konce
(H1018-Q1036) pomoci mutageneze fizené oligonukleotidem a vytvofili jsme dostatecné

mnozstvi fuznich proteinli pro méteni vazby kalmodulinu pomoci anizotropie fluorescence.

Identifikovali jsme kalmodulin vazebnd mista receptoru TRPMS. Receptor
obsahuje jedno CaM vazebné misto na N- konci (R76-T105) a dvé na C-intracelularnim
konci (V1001-L1038 a G1074-Q1097). Podle hodnot disocia¢nich konstant je ziejmé, Ze

kalmodulin se vaZe nejlépe na C-intracelularnim konci V1001-L.1038.

Bodové mutace L84A a R89A kalmodulin vazebného mista na N-konci (R76-T105)

nemaji vliv na vazbu kalmodulinu.
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