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Abstrakt

Iontové kanaly zajist'ujici pfevod vnéjSich podnéti riznych modalit na elektrickou aktivitu neuronti
jsou dilezitou soucasti senzorického systému, ktery informuje organizmus o aktualnim stavu
vnéjSiho prostfedi a umoziuje jim celit pfipadnému nebezpeci. Molekularné biologické techniky
teprve v nedavné dob& umoznily studovat funkci téchto specializovanych proteinli ve vztahu k
jejich struktufe a poznat tak jejich fyziologickou ulohu a moZnosti jejich farmakologického
ovlivnéni. Cilem prace je formou literarni reSerSe zpracovat souhrnny piehled souc¢asnych poznatki
o funk¢nich a strukturdlnich vlastnostech iontovych kanal, jez jsou specificky aktivovany
senzorickymi podnéty riznych modalit (teplo, chlad, tlak, algogenni latky), a uvést tyto poznatky
v souvislost s novymi moznostmi vyuziti elektrofyziologickych, molekularné biologickych a

fluorescencnich technik pfi jejich studiu.
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Abstract

The transduction ion channels play an important role in the detection of environmental stimuli that
occur primarily at the peripheral terminals of specialized sensory neurons. Only recently, molecular
biological techniques have provided new tools for studying the structure of these specialized
transduction ion channels in relation to their function and to understand more deeply their
pharmacology and physiological roles. The aim of this bachelor thesis is to give an overview of
recent evidence regarding the functional and structural properties of ion channels that are activated
by sensory stimuli of different modalities (noxious heat, cold, pressure, algogens) and to summarize
recent findings in the field of the development of new electrophysiological, molecular biological
and fluorescence approaches that are currently revealing more information on how these channels

function.
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Uvod

Primérni aferentni senzorické neurony se podileji na integraci a pienosu informace z periferie do
centralniho nervového systému. Organizmus musi byt schopen rozeznat podnéty Skodlivé od
neSkodlivych a nalezité na n¢€ reagovat. Na molekularni trovni se to déje pomoci iontovych kanali,
které jsou lokalizovany na plazmatické membrané volnych nervovych zakonceni a jsou odpovédny
za pfeménu podnétl z okolniho prostfedi na elektrickou aktivitu neuronti. Kazdy podnét (naptiklad
mechanicky, teplotni nebo chemicky) je svym plsobenim specificky a aktivuje konkrétni iontové
kanaly. Vyznamnou skupinou receptort podilejicich se na integraci okolnich podnétid je rodina TRP
(transient receptor potential) iontovych kanalti. Obsahuje vice jak 30 zastupci, ktefi jsou
aktivovani mechanicky, osmoticky, teplotné i fadou extracelularnich a intraceluldrnich chemickych
ligandti a druhych posla. Identifikace mechanizmi, kterymi k jejich aktivaci dochdzi, miize pomoci
k objasnéni pficin riznych patofyziologickych stavi a k jejich efektivni 1é¢bé (naptiklad chronické
bolesti).

Tato préace si klade za cil shrnout poznatky o mechanizmech aktivace a regulace iontovych kanala
na vybranych zastupcich rodiny TRP receptorti: vanilodnim (kapsaicinovém) receptoru podtypu 1,
TRPV1, jenz je specificky exprimovan na senzorickych neuronech zadnich kofenti misnich a
trigeminalnich gangliich a patfi zatim k nejlépe prostudovanym TRP kanalim, a ankyrinovém
TRPAI1 receptoru, jehoz Gloha na primarnich nociceptivnich neuronech byla identifikovéna teprve
v nedavné dobé&. Aktivacni a regulacni mechanizmy téchto polymodalnich iontovych kanali jsou
komplexni déje, které se ¢asto navzajem zasadnim zptisobem ovliviuji a dopliuji. Obzvlasté jejich
funkce v Sirokém kontextu in vivo je v soucasné dob¢ intenzivné studovana a v fadé aspektl zistava
nejasnd. Souhrn vlastnosti téchto dvou zastupcli iontovych kanala je v predloZzené bakalarské praci

zaméten na souvislost funkce ve vztahu k molekularni struktute a uvadi sméry dalsiho vyzkumu.



Obecna charakteristika TRP iontovych kanalt

Struktura TRP iontovych kandlu

TRPV1 a TRPAI kanaly jsou tvofeny 4 homomernimi podjednotkami, znichz kazdda ma 6
transmembranovych segmentt (S1-S6) struktury a-helixu a cytoplazmaticky orientované N- a C-
terminalni ¢asti (obr. 1). Por iontového kanalu je vytvaren doménami S5, hydrofobni klickou (tzv.
P-loop) a S6. Modul péru vsech TRP iontovych kanéli patii mezi nejvice konzervované oblasti, coz
nasvédCuje tomu, Ze pro tyto kandly ziejmé existuji spole¢né principy selektivity, propustnosti a
blokujicich u¢inki nékterych nekompetitivnich inhibitorti (napf. ruteniové ¢erven€). Naproti tomu
hydrofilni N- a C-koncové €asti jsou u vSech TRP receptorii nejméné konzervované, a proto se
predpokladé, ze obsahuji funkéni domény, jez urcuji specifické vlastnosti jednotlivych podtypt

receptord.

Obr. 1. Rozliseni jednotlivych domén TRP receptoru a homologni usporadani iontového kandlu.
Vievo: N-konec receptoru s vyznacenymi ankyrinovymi doménami (Zluta kolecka), prvni
intraceluldrni klicka mezi S2 a S3 se zelené vyznacenou casti vazebného mista pro vaniloidy,
pozitivné nabita 4. transmembrdanova domeéna, jejiz uloha v napétové aktivaci TRPV1 a TRPAI
receptorii neni dosud prokazana, modul poru iontového kandlu tvoreny S5-P-S6 doménami (Latorre
et al., 2007). Vpravo: Topologické uspordaddani ctyr receptorovych podjednotek vytvadrejicich iontovy
kandl. N a C konec je vyznacen pouze u jedné podjednotky.

Potkani TRPV1 receptor (rTRPV1) je protein o velikosti 95 kDa, ktery je kédovan komplementarni
DNA o velikosti 2 514 nukleotidl, coz predstavuje 838 aminokyselin (Caterina et al., 1997).
Aminovy (N-) konec receptoru je tvofen 432 aminokyselinovymi zbytky. Obsahuje oblasti bohaté



na prolin a Sest ankyrinovych domén, které receptor spojuji s cytoskeletem a pravdépodobné
uloha téchto domén je uvedena niZe). Kratsi fetézec s karboxylovou skupinou (C konec) je tvofen
154 aminokyselinami a obsahuje konzervovanou tzv. TRP doménu v blizkosti Sestého

transmembranového segmentu.

TRPA1 protein je tvofen 1125 aminokyselinami u potkaniho izotopu (~128 kDa). N-koncova
doména TRPAL1 je v porovnani s ostatnimi TRP zastupci velkd (716 aminokyselin) a obsahuje 18
ankyrinovych domén. Na rozdil od tradi¢niho ¢lenéni napétoveé nebo chemicky aktivovanych
iontovych kanali podle zptsobu aktivace, TRP kandly jsou klasifikovany podle homologie
priméarnich aminokyselinovych sekvenci (Montell, 2005). Pfi¢inou je nejen jejich polymodalita,
riznorodost biofyzikdlnich vlastnosti a mnozstvi aktiva¢nich a regula¢nich mechanizmt, ale
predevsim skutecnost, ze fyziologicka uloha téchto receptorti dosud neni Casto zndma, a pouze se
piedpoklada, ze jejich strukturdlni podobnost je podkladem existence spoleénych mechanizmii
aktivace. Receptory TRPV1 a TRPA1 patii mezi charakteristickou skupinu iontovych kanali, které
jsou mj. specificky aktivovany zménami okolni teploty. Tato vlastnost nebyla nalezena u jinych
typti iontovych kanali a zhlediska mozného fyziologického vyznamu jsou proto intenzivné

studovany mechanizmy tohoto ojedin€lého typu aktivace.

TRP kanaly jako teplotni senzory

Vnimani okolni teploty je d€j spole¢ny vSem savctim a dochdzi k nému prostiednictvim primarnich
aferentnich senzorickych neuront ganglii zadnich kotfenti miSnich a trigeminalnich ganglii. Tato
dréha je shodna s nociceptivni, vzdyt’ rozeznat ,,ptijemné teplo* od ,,Skodlivého* je jednim ze
zakladnich fyziologickych potieb, bez které by organizmus nemohl fungovat. Existuji dikazy, ze za
tento mechanizmus teplotni citlivosti mohou zodpovidat nékteti zastupci rodiny TRP kanalt, jez
pokryvaji teplotni spektrum od chladu pod 8 °C az po teplo nad 52 °C, kdy uz dochézi k denaturaci
proteinti: Jedna se o 4 receptory z podrodiny TRPV (vanilloid) receptorti, které detekuji teplo:
TRPV4 >25 °C, TRPV3 >31 °C, TRPV1 >43 °C, TRPV2 >52 °C a dva zéstupce podrodin TRPM
(melastatin) a TRPA (ankyrin), které detekuji chlad: TRPM8<28 °C a TRPA1<18 °C (pro ptehled
viz napt. (Bandell et al., 2007; Dhaka et al., 2006; Story et al., 2003)).



Mechanizmy aktivace vaniloidniho receptoru TRPV1

Aktivace TRPV 1 vaniloidy

Charakteristikym rysem TRPV1 kanalu je jeho schopnost aktivace vaniloidy, odtud také ndzev
vaniloidni receptor (Caterina et al., 1997). Nejznaméjsi z vaniloidi je paliva slozka z €ili paprik —
kapsaicin. Jinym dtlezitym zastupcem vaniloidnich latek, které aktivuji TRPV1 receptor, je
ultrapotentni analog kapsaicinu — resiniferatoxin. TRPV1 je aktivovan endogennimi ligandy
uvoliiovanymi béhem poskozeni tkdn¢ — napt. anandamidem (D1 Marzo et al., 1996),

N-arachidonyldopaminem, N-oleyldopaminem a produkty lipooxygenaz (Starowicz et al., 2007).

Molekularni identifikace vaniloidniho receptoru TRPV1 v rliznych Zivocisnych druzich umoznila
nejen zajimavy evolucni pohled na moznou fyziologickou ulohu tohoto receptoru. Porovnani
primérnich struktur ortolognich receptorti umoznilo rovnéz ziskat velmi dulezitou informaci o
funkéné vyznamnych oblastech uplatiiujicich se v detekci vnéjSich podnéti riznych modalit a urcit
vazebné misto pro vaniloidy (Caterina et al., 1997; Correll et al., 2004; Gavva et al., 2004; Hayes et
al., 2000; Jordt and Julius, 2002; Kuffler et al., 2002; Phelps et al., 2005; Savidge et al., 2002).
Ukézalo se, Ze ne vSechny ortology kapsaicinového receptoru TRPV1 jsou stejné citlivé ke
kapsaicinu. Napiiklad pta¢i TRPV1 neni citlivy na kapsaicin ani resiniferatoxin a tomu odpovida i
znacna divergence aminokyselinové sekvence v oblasti vazebného mista (Jordt and Julius, 2002).
Krali¢ci TRPV1 vykazuje pouze zbytkovou citlivost k vaniloidim (Gavva et al., 2004). Je tomu tak 1
pies vysokou homologii naptiklad s potkanim ¢i lidskym izotypem. U kréli¢iho izotypu je zachovan
tyrosin 511, ktery je pro aktivaci vaniloidy nezbytny, ale pro plnou aktivaci je tfeba zaména
minimalné¢ osmi dalSich aminokyselin (Jordt and Julius, 2002). Bylo prokazéano, ze lipofilni
molekula kapsaicinu interaguje s TRPV1 v oblasti rozhrani receptoru s lipidovou dvojvrstvou. Y511
v oblasti prvni intracelularni klicky potkaniho TRPV1 receptoru se ucastni interakce s aromatickou
homovanillyl skupinou kapsaicinu (mezi teti a ¢tvrtou transmembranovou doménou) a dalSimi
aminokyselinovymi zbytky serinem (S512) a argininem (R491), jez vytvareji s kapsaicinem
vodikové mustky (Gavva et al., 2004; Jordt and Julius, 2002) (obr. 2). Pro vazbu vaniloida se také
ukazala byt dilezitd fosforylace proteinového komplexu pomoci kindzy CaMKII (Jung et al.,
2004). Pro rozpoznani ligandu je pravdépodobné nezbytna pifitomnost zdporn¢ nabitého glutamatu
(E761) na C-konci receptoru a pozitivné nabitého argininu (R114) na N-konci (Jung et al., 2002).

Vazby kapsaicinu a reziniferatoxinu se ziejmé také ucastni dva aminokyselinové zbytky ve ctvrté
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transmembranové doméné: polarni T550 a nepolarni M547 (Gavva et al., 2004). Mezi potkanim a
lidskym TRPV1 receptorem existuji rozdily v citlivosti k vaniloidiim, na nichz by se mohl podilet
aminokyselinovy zbytek v pozici 547: methionin u potkana, kdeZto leucin u ¢lovéka (Chou et al.,
2004).

Pric¢ina chybéjici vaniloidni citlivosti u ptaki byla interpretovana z evolu¢niho hlediska jako
vyhoda jak pro ptaky, tak pro rostliny. Rostlina se chrani pied spasanim bylozravci a diky ptakam,
ktefi ztratou citlivosti maji o potravni zdroj navic, mizou byt jeji semena dale roznisSena

(Tewksbury and Nabhan, 2001).

A RTX interaction B Capsaicin interaction

Obr. 2. Predpokladané vazebné misto TRPV'1 receptoru pro resiniferatoxin (RTX, A) a kapsaicin (B)
(Gavva et al., 2004).

V posledni dobé se stdle vice ukazuje komplexita a konzervovany mechanizmus aktivace TRP
kanalt. Exogenni latky, které aktivuji TRPA1 kanal, palivé slozky cesneku, hoicice, cibule nebo
skofice, aktivuji také TRPV1 (Macpherson et al., 2005; Macpherson et al., 2006; Salazar et al.,
2008). Tyto latky mohou kovalentné modifikovat cysteinové aminokyselinové zbytky proteinu a tim

modulovat jeho aktivitu.



Aktivace TRPV1 snizenym pH

Dalsi mechanizmus, kterym lze aktivovat TRPV1 receptor, je zvySena koncentrace protont
(Caterina et al., 1997). Infuze acidifikovaného fyziologického roztoku, stejné jako aplikace roztoku
kapsaicinu, zptsobuje intenzivni palivou bolest (Steen and Reeh, 1993) a ke snizeni koncentrace
protontt dochazi pti infekci, zanétu nebo ischemii, coz vede k bolesti a hyperalgesii. Mysi
s chyb¢jicim genem pro TRPV1 vykazuji zhorSenou citlivost jak ke kapsaicinu, tak k lokalni
acidifikaci (Caterina et al., 2000). Tyto skutec¢nosti vedly k nazoru, Ze aktivace TRPV1 receptoru
snizenym pH muize piedstavovat dal§i fyziologicky vyznamny mechanizmus aktivace tohoto
receptoru in vivo. Aktivaci TRPV1 protony mizeme rozdélit na 2 stupné podle intenzity. Mirna
acidifikace ma za nasledek senzitizaci ostatnich podnétii (chemické nebo teplotni odpovédi), ale
sama o sob¢ aktivaci kanalu nevyvola. Silna acidifikace (pod pH 6) vyvola aktivaci TRPV1 sama o
sobé (Tominaga et al., 1998). Tyto jevy jsou zprosttedkovany dvéma riznymi mechanizmy. Pii
mirné acidifikaci dochazi k potenciaci vazby kapsaicinu alosterickou modulaci a stabilizaci otevieni
kanalu (Ryu et al., 2003). V tomto procesu se zasadnim zpisobem uplatiiuji aminokyselinové
zbytky E600 na extraceluldrni strané¢ 5. transmembrdnové domény a E648 na klicce mezi
selektivnim filtrem a S6 (Jordt et al., 2000). Tyto aminokyseliny se také spolecné s E636 a D646
podileji na aktivaci kapsaicinem, aniz by mély vliv na citlivost receptoru k protoniim nebo teplu
(Welch et al.,, 2000). Mechanizmus piimé aktivace protony je zprostiedkovan odliSnymi
aminokyselinovymi zbytky. Jedno misto je v oblasti poru, T633, a druhé na extracelularni klicce
mezi S3 a S4 - V538. Mutace kazdého z nich snizuje proud vyvolany protony, nema vsak vliv na
aktivaci kapsaicinem nebo teplem. Oba zbytky pravdépodobné zprostiedkovavaji otevirani poru
iontového kanalu po navazani protonu pomoci hydrofobnich interakci a jsou soucasti strukturni

domény specifické pro aktivaci protony (Ryu et al., 2007).

TRPV1 je neselektivni kationtovy kanal a krom& Ca>" iontii propousti také Na* ionty v poméru
10:1. Tento pomér je dynamicky regulovan v zavislosti na koncentraci kapsaicinu a délce jeho
plisobeni (Chung et al., 2008). Hodnota extracelularni koncentrace Na™ rovnéz ovliviiuje hladinu
intracelularniho Ca®', a to tak, Ze pokles extracelularni koncentrace Na® stimuluje vzestup
intracelularni koncentrace Ca®". Neutralizace kyselych aminokyselin, E600, E648 a D646, které
jsou nezbytné pii aktivaci protony, ma za ndasledek snizeni odpovédi zplsobenou nizkou
koncentraci extracelularnich Na® (Ohta et al., 2008). Na™ tedy zfejmé funguji jako negativni
regulatory TRPV1 receptor a pravdépodobné interaguji s misty, kterd jsou jinak zodpovédna za
aktivaci protony, a blokuji tak dal$i aktivaci kanalu. Ve fyziologickych podminkdch miZze tento

mechanizmus hrat inhibi¢ni ulohu pii aktivaci TRPV1 receptorii vyvolané bolestivymi podnéty.



Teplotni aktivace TRPV'1 receptoru a jeji souvislost s napét’ovou aktivaci

Pfesny mechanizmus teplotni aktivace TRP receptorti ziistava stale nejasny. V tvahu pfipadaly tii
alternativy vedouci k otevieni poru. Prvni mozZnost predpokladala, ze zména teploty vede k
produkci a vazbé ligandd, které nasledné oteviraji kandl. V druhém ptipadé se uvazovalo o teplotné
zavislé strukturni zméné proteinového komplexu iontového kanalu, kterd by ptimo vedla k aktivaci
iontového kanalu. Tteti hypotéza vychazela z moznosti, Ze iontovy kanal je aktivovan strukturnimi,
teplotné zavislymi zménami lipidové dvojvrstvy, které by kanal mechanicky oteviely (Clapham,
2003). Mechanizmus teplotni aktivace TRP receptord byl v neddvné dobé uveden v souvislost
s napét'ovou aktivaci, protoze bylo zjisténo, Ze termosenzitivni receptory lze aktivovat depolarizaci
membranového potencidlu (Voets et al., 2004a). Naptiklad nejlépe prozkoumany chladovy receptor
TRPMS, mezi jehoZ ligandy patii mimo jiné chladiva latka mentol, je aktivovdn nejen teplotami
pod 28 °C (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002), ale také depolarizaénim napétim. Pii zméné
polarity dochézi k jeho inaktivaci (Voets et al., 2004a). Napétovou citlivost vykazuje také nejlépe
prozkoumany zastupce TRP kanalii aktivovanych teplem: TRPV1 s prahovou hodnotou 43 °C pii
klidovém membranové potencialu a teplotni zéavislosti Q;o>20 (Caterina et al., 1997). Pti
depolarizaénim napéti dochazi k vyraznému posunu hodnoty aktivace smérem k niz§im teplotam.
Konkrétné pti aplikaci +100 mV dochazi k aktivaci jiz pti pokojové teploté (poloviéni ucinné napéti
Vi1,=150 mV), zatimco pfi hyperpolarizatnim napéti —100 mV ziistava hodnota teplotni aktivace
nezménéna (Gunthorpe et al., 2000). Naopak pii zvyseni teploty ze 17 °C na 40 °C se snizi hodnota
Vin 0 200 mV, tedy na hodnotu -50mV, kterd vice odpovidéd fyziologickym podminkam. U obou
kanali, TRPV1 a TRPMS, je tedy aktivace teplotou a napétim na sob& zavisla. Navic byla
prokézéana v izolovanych tercicich a tento zptisob aktivace tedy zfejmé nezavisi na signalizacnich
molekulach. Na druhou stranu to nemusi byt pravidlem pro vSechny termo-TRP kanaly. TRPV4
napiiklad v izolovanych tercicich teplotné aktivovatelny neni (Chung et al., 2003; Watanabe et al.,

2002).

TRP kandly se svoji strukturou nejvice podobaji napétoveé zavislym draslikovym kanédlim (K), a
proto se mezi nimi hledaji strukturaln¢ — funkéni souvislosti (obr. 4). Na rozdil od K, kanall je vSak
napétova zavislost TRP kanala slaba. U draslikového kanalu je napétovy modul jasné rozpoznan na
S4 transmembranovém segmentu, kde se nachdzi pozitivné nabité argininy, které jsou odpovédné za
otevirani kandlu. U TRPV1 se na S4 podjednotce nachazi arginin pouze jeden. Tento
aminokyselinovy zbytek je u TRPV podrodiny konzervovan, ptfi¢emz napétova zavislost byla
potvzena pouze u nékterych zastupcl. To naznacuje, ze za napétovou zdavislost muze byt

zodpovédna jina struktura nebo mechanizmus nez u draslikového kanalu (Latorre et al., 2007).
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Struktura TRPV1
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Obr. 3. Schematické zndzorneni topologického usporadani TRPV1 receptoru potkana
s vyznacenim strukturalné/funkcné vyznamnych domén, prevzato z prdce (Latorre et al.,

2007).

Predstavy o struktufe TRPV1 receptoru vychazely do neddvné doby jen z funk¢nich studii a
z homologniho modelovani na zéklad¢ strukturni podobnosti s draslikovymi kandly (Ferrer-Montiel
et al., 2004; Owsianik et al., 2006a). V lofiském roce byla vykrystalizovana charakteristicka c¢ast N-
termindlni domény, tzv. ARD struktura (ankyrin repeat domain), (Lishko et al., 2007). Zatim
nejpfesnéj$i model TRPV1 receptoru byl zcela nedavno vytvofen pomoci kryoelektronové
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mikroskopie (Moiseenkova-Bell et al., 2008) (obr. 4). Model byl rekonstruovan fitovanim krystalu

strukturné¢ podobného Kv1.2 kanalu a krystalu TRPV1-ARD do TRPV1 struktury ziskané pomoci
kryoelektronové mikroskopie. I kdyZz rozliseni tohoto modelu (19 A) je velice hrubé, poskytuje
informaci o 2 zietelnych doménach. Oteviena struktura zndzoriiuje oba cytoplazmatické konce a

kompaktni struktura transmembranové domény (obr. 4A).

Obr. 4. A: Model proteinového komplexu TRPVI ziskany kryoelektronovou
mikroskopii v rozliseni 19 A. B: Pro srovndni strukturné podobny Kv kandl.
V cytoplazmatické oblasti TRPVI receptoru je patrné usporadani N- a C- koncii
podjednotek vytvarejici prostorny interni vestibul, obdobny 3D strukture nékterych
draslikovych kanalu a iontovych kandlii aktivovanych cyklickymi nukleotidy (CNG).

N — konec TRPV1 receptoru se nachazi stejné¢ jako C — konec na cytosolické strané plazmatické
membrany. Je tvofen 431 aminokyselinami z celkovych 838 u potkaniho izotypu. Obsahuje 6
ankyrinovych domén, které maji vyznamnou regulacni ulohu a lezi v oblasti 101-364. Ankyrin je
oligomer se 33 aminokyselinovymi zbytky, které tvofi 2 antiparalelni alfa helixy spojené tzv. finger
loop motivem. Je cilem hned nékolika signalnich molekul, které¢ se vyznamné podileji na regulaci
funkce kanalu. Latky, které prokazateln¢ interaguji s ARD jsou kalmodulin (CaM),
fosfatidylinositol bisfosfat (PIP,) a adenozin trifosfat (ATP). Uplatituji se v mechanizmech

senzitizace a desenzitizace TRPV 1 receptoru.
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Obr. 5. Ankyrinova doména TRPVI kanalu s navazanou molekulou ATP (Lishko et al., 2007).

Mechanizmus desenzitizace

Komplex CaM-Ca®" se vaze na N-terminalni konec mezi aminokyseliny 189-222, sniZuje
pravdépodobnost otevieni kandlu, a tim se podili na jeho desenzitizaci a tachyfylaxi (Rosenbaum et
al., 2004). O vazebné misto s nim kompetuje ATP, ktery svym navazanim zplsobuje naopak
resenzitizaci  proteinového komplexu. TRPVI1 je pravdépodobné také resenzitizovan
prostiednictvim membranového fosfatidyl inozitol bisfosfatu (PIP,), i kdyz je otazkou zdali
resenzitizaci zpusobuje pfimym navazanim nebo nepiimo prostiednictvim resyntézy ATP (Lishko et
al., 2007) (Liu et al., 2005; Stein et al., 2006). Jind studie naopak podporuje tlohu PIP, jako
inhibitoru TRPV1 (Prescott and Julius, 2003) a ukazuje se, ze regulacni uloha PIP, in vivo
et al., 2007; Rohacs and Nilius, 2007). Pfi aktivaci TRPV1 kandlu kapsaicinem dochazi jiz
v pribc¢hu prvnich nékolika vtefin k procesu desenzitizace (snizeni odpovédi v pietrvavajici
pFitomnosti agonisty) a tento d&j nastiva pouze v piitomnosti extracelularniho Ca®*. Mechanizmus
kapsaicinem vyvolané desenzitizace se ziejmé uplatiiuje v procesech, kdy je vyuzivana tato latka v
klinické praxi pro snizeni intenzity nckterych bolestivych stavl. Pii aktivaci TRPV1 vaniloidy
dochazi k priichodu Ca* ionti porem iontového kanalu a naslednému spusténi fady signalizaénich
kaskad. V relativné kratkém case (1 minuta) po aplikaci kapsaicinu dochazi ke zménam ve struktute
cytoplazmatické membrany a nasledné i v celé bunice. Po delSi expozici dochazi k cytotoxickym
efektim, které nakonec vedou k bunéné smrti — apoptdze. Tento proces muze tedy v ramci
nckolika hodin eliminovat nociceptivni neurony exprimujici TRPV1 a tento efekt je spole¢ny vSem

vaniloidim (Olah et al., 2001).
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Proces desenzitizace TRPV1 receptoru je v soucasné¢ dobé predmétem intenzivniho studia a jeho
objasnéni muze znaCnym zpusobem napomoci v pochopeni celého procesu vnimani bolesti.
Pravdépodobny se zd4 byt model, kdy v klidovém stavu je na TRPVI-ARD navazan senzitizacni
ligand. Po aktivaci dojde ke zvyseni hladiny Ca**, které aktivuje kalmodulin, ten se navéZe na svoje
vazebné misto a z divodu sterické interakce vytla¢i molekulu senzitizujiciho ligandu — v tomto

modelu ATP (obr. 6).

CLOSED OPEN DESENSITIZED

Na* ca®

Capsaicin %

e B a5
—jft’ o s . 1 '-Ca”
* -. Al
Ca2* ATF - ‘ )’J

Obr. 6. Model mechanizmu desenzitizace vaniloidniho receptoru TRPV1: vapenaté ionty se
po pruchodu porem otevieného iontového kandlu vazou na kalmodulin (CaM) a komplex
CaM-Ca’" kompetuje o vazebné misto pro senzitizacni ligand adenozin trifosfit (ATP).
Konformacni zména zpiisobend vazbou CaM-Ca’" na ARD doménu N-konce receptoru
oslabi interakci proximalni casti C-konce s membranovym lipidem PIP; (ten je s prispénim
vdpenatych iontu dale enzymaticky degradovan), coz vede ke sniZeni afinity receptoru pro
vaniloidy (Lishko et al., 2007, Novakova-Tousova et al., 2007, Vyklicky et al., 2008).

Kromé vazby kalmodulinu na N-terminélni konec Ca®* — zavislym zpiisobem na oblast (189-222)
byla potvrzena také Ca®" — nezavisla vazba kalmodulinu na C-konci TRPV1 kanalu, konkrétn& na
oblast 767-800 (Numazaki et al., 2003). Toto zjiSténi nahrava hypotéze, ze desenzitizace TRPV1
muze odrazet konformacéni zmény celého komplexu iontového kanalu. Po aktivaci TRPV1 dojde k
navézani Ca®" iontfi na kalmodulin, ktery je v nativnim stavu navazan na C-konci. Zarovei dojde k
nahrazeni navazaného ATP na N-konci pravé timto komplexem Ca*"-kalmodulinu a tim k p¥ibliZeni
obou koncti, coz by vedlo ke konformacni zméné celého komplexu vcetné zizeni vlastniho poru
kanalu a tim k horsi propustnosti pro prochazejici ionty a k inaktivaci kanalu (Lishko et al., 2007).
ATP je sice v cytosolu chelatovan divalentnimi kationty, ¢imzZ je inhibovano jeho navdzani na
TRPV1-ARD, ale koncentrace nechelatovaného ATP je cca 0.3-0.7 mM, coz by pro vazbu na ARD
mohlo postacovat. Vhledem k tomu, ze TRPV1 je neselektivni kationtovy kanal, prochazeji jim
monovalentni i divalentni kationty v&etn& Mg*". Zvysena koncentrace Mg”" vychelatuje zbyvajici

ATP, tim se uvolni vazebné misto pro kalmodulin a muize dojit k interakci C a N konce.
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Membranovy PIP, kompetuje s CaM na C-konci podobnym zptsobem, jako kompetuje o vazebné
misto ATP s CaM na N-konci (Kwon et al., 2007). Alternativni model desenzitizace piedklada
moznost, zZe ptfi vysoké intracelularni hladin€ je membranovy PIP, navézdn na konzervovanou
doménu proximalni ¢asti cytoplazmatického C-konce pfiiléhajiciho k S6 (tzv. TRP box, viz obr. 3).
Aktivace receptoru, tj. zvy$ena hladina Ca®", vede k aktivaci fosfolipazy C, jez hydrolyzuje PIP,,
&imZ snizuje jeho senzitizatni G&inek. Ca’>"-CaM se navaZe na ARD stejné jako CaM na uvolnéné

vazebné misto na C-konci a zplisobi naslednou inaktivaci kanalu.

Senzitizace TRPV'1 zanétlivymi medidtory

Pfi z&nétu nebo poranéni dochdzi na primarnich aferentnich senzorickych neuronech k vyrazné
zméné v citlivosti k teplotnim a mechanickym podnétiim. Pfi tomto jevu se uplatiiuje polymodalita
TRPV1 receptoru a alostericky charakter mechanizmi jeho aktivace. Vysledkem muze byt aktivace
kanalu 1 pfi fyziologickych teplotach, coz mize ve fyziologickém kontextu pfispivat k zanétlivé
nebo chronické bolesti. Pii zanétu ¢i poSkozeni tkédné je vylu€ovéana fada mediatorii, které vlastnosti
TRPV1 kanalu ovliviuji. Jsou to naptiklad: bradykinin, NGF, protony nebo prostaglandiny.
Bradykinin je hlavni zanétlivy mediator, ktery je uvoliiovan pii tkanovém poskozeni (Manning et
al., 1991). Zptsobuje hyperalgesii a senzitizuje TRPV1 receptor. Uginek bradykininu je
zprostfedkovan dvéma metabotropnimi receptory (G — protein coupled receptor = GPCR) B1 a B2
(Pesquero et al., 1996). Pti senzitizaci TRPV1 se uplatiiuje predevsim B2 receptor, ktery aktivuje
zna¢né mnozstvi metabolickych drah. Mimo jiné aktivuje PLCP, ktera hydrolyzuje PIP, na IP3
(inozitol trifosfat) a DAG (diacylglycerol). DAG dale aktivuje proteinkindzu C (PKC), mezi jejiz
substraty patii také TRPV1 kanal (Julius and Basbaum, 2001). Dale aktivuje fosfolipazy A2 a D,
fadu dalSich kinaz a fosfatdz, coz vede napiiklad k aktivaci MAP kindzové drahy a zménam

v genové expresi (Couture et al., 2001).

Na proteinovém komplexu TRPV1 se nachazeji mista, kterd jsou cilem kinaz a fosfatdz, jez se
podileji na tad¢ dilezitych modula¢nich aktivit (obr. 3). Mezi nejvyznamnéjsi funkce PKC pii

modulaci TRPV1 patii fosforylace S502 a S800, coz vede k senzitizaci kanalu (Bhave et al., 2003).

24

S116 a S502 (Bhave et al., 2002).

Jinym mediatorem silné ovliviiyjicim aktivitu TRPV1 receptoru je nervovy rastovy faktor (NGF).
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Jeho navazani na TrkA receptor zplisobuje aktivaci Src kindzové a PI3 (fosfoinositid-3) kindzové
drahy. Proteinkindza typu Src fosforyluje tyrosin Y200 u hTRPV1 (Y199 u rTRPV1) z oblasti
zacatku ankyrinové domény a aktivuje signalni kaskadu, kterd vede ke zvySenému smérovani
TRPV1 k membrané¢ (Zhang et al., 2005). ZvySeni poctu TRPVI1 receptori v plazmatické
membrané ma tak za nasledek zvyseni aktivity a signalu zprostiedkovaného TRPV 1 receptory.

Mezi lipidové mediatory stimulujici TRPV1 patii také prostaglandiny, které jsou generovany
v reakci na zanét a Skodlivou stimulaci (Bley et al., 1998). Na neuronech ganglii zadnich kofent
misSnich se nachdzeji dva typy metabotropnich receptort, jez jsou aktivovany prostaglandiny, které
navozuji teplotni precitlivélost. Jsou to EP receptor pro prostaglandin PGE2 a IP receptor pro PGI2.
Knock-out jednoho z téchto genii vede ke sniZeni vnimani bolesti 1 snizeni teplotni ptecitlivélosti.
Obzvlasté je zfejma souvislost s TRPV1 kandlem a PGE2-indukovanou teplotni ptecitlivélosti
experimentalnich mysi, ktera pfi knock-out TRPV1 prakticky vymizi (Moriyama et al., 2005).
Signalni drahy, které se pfi tomto mechanizmu uplatiuji jsou PKC-signalni draha a cAMP/PKA
signalni drdha. Ob¢ tyto drahy spousti kaskadu fosforylaci, které vedou k senzitizaci TRPV1

proteinového komplexu.

Mechanizmy aktivace TRPA1 receptoru

TRPAI je aktivovan kovalentni modifikaci cysteinovych zbytkii

Spektrum latek, které chemicky aktivuji TRPA1 receptor, je rozsdhlé. VétSinou jde o exogenni
organické molekuly, které ptsobi drazdivé nebo vyvolavaji bolest. Jsou to naptiklad komponenty
wasabi, kienu, marihuany, ¢esneku, skofice, hoiCice, zdzvoru, hiebicku nebo drazdivé latky jako
napiiklad sloZka slzného plynu — akrolein (Garcia-Anoveros and Nagata, 2007). Vlastnost, kterou
ma fada téchto latek spole¢nou je jejich schopnost vazat se na TRPAI receptor kovalentni
modifikaci cysteinovych zbytku (tab. 1). Tim dojde ke konformaéni zméné proteinového komplexu
receptorovych podjednotek, kterd vede k aktivaci iontového kandlu (Hinman et al., 2006;
Macpherson et al., 2007). Z celkovéh poctu 31 cysteinovych zbytkd pifitomnych na TRPA1
receptoru byly identifikovany tii cysteiny (C415, C422 a C622), které jsou nezbytné pro aktivaci

2 %
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Obr. 8. Topologie TRPAI kandlu s vyznacenymi cysteinovymi zbytky, které byly
identifikovany jako nezbytné pro aktivaci (Macpherson et al., 2007).
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TRPAI je pitimo aktivovin Ca’" ionty

Role vapenatych ionti je pro aktivaci a regulaci TRPA1 receptoru zasadni. Extracelularni vapenaté
ionty zesiluji proudy vyvolané alylisothiokyanatem (AITC), indukuji desenzitaci a tachyfylaxi po
opakovanych aplikacich a bez jejich pfitomnosti k plné aktivaci kanalu nedojde (Jordt et al., 2004;
Nagata et al., 2005)(obr. 9).

Na N-konci proteinu byl identifikovan Ca*"-vazebny motiv, takzvana EF-hand CBD doména
(D468-L480) (Doerner et al., 2007). Ukazalo se, ze samotné Ca’" ionty dostaduji pro aktivaci
TRPA1 v heterolognim expresnim systému, a Ze leucin na pozici 474 je nezbytny pro potenciaci i
aktivaci vyvolanou AITC nebo icilinem. Pravdépodobné je za to zodpovédna pravé EF-hand CBD
vazebnd doména, ktera navazanim Ca® iontd na Sest specifickych interakénich mist vyvola
konformacéni zménu receptoru dostateCnou k otevieni iontového kanalu. K pocate¢nimu pruniku
Ca®" iontti k EF - hand CBD doméné miize dochéazet skrz spontanné oteviené TRPAI kanaly, co
vede k nésledné potenciaci dalSiho vstupu vapniku otevirdnim dal§ich TRPA1 kanalti. Vzhledem k
tomu, ze TRPAI je koexprimovan s TRPV1, dochazi pravdépodobné k modulaci Ca®'- zavislé
aktivace TRPAT1 také vlivem vstupu vapniku do buiiky skrze TRPV1 kandly. Oba kanaly se tak
mohou navziajem dopliiovat a modulovat. Jakou tlohu tento mechanizmus hraje v Sirokém kontextu

in vivo systému vyzaduje dalsi studie.
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Obr. 9. Aktivacni kinetika TRPAI receptoru je zasadnim zpusobem urcovdana extracelularni
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koncentraci vapniku. A: Pomérové meéreni hladiny intracelularniho vapniku pomoci
Sfluorescencni sondy Fura?2 pri opakované aktivaci TRPAI kanalii vyvolané aplikaci AITC na
HEK293T buiiky transfekované hTRPAI receptorem. B: Role Ca’" iontii je zdsadni pro
potenciaci odpovedi indukovanych AITC. C: Proud méreny elektrofyziologicky technikou
patch clamp v konfiguraci ,,whole-cell“ pFi aplikaci AITC za pritomnosti 1 mM Ca’" .

desenzitizace TRPAI receptorii. D: Pritomnost extracelularniho vapniku vede k potenciaci a
aktivaci TRPAIL. (a) V nepFitomnosti Ca’* vyvoldavda URB597 (agonista TRPAI recepotru)
pouze pomalou a nevplnou aktivaci. (b) Priddni Ca’" vede k potenciaci ndsledované
aktivacni fazi (c), ktera je ndsledovana fazi inaktivacni (d).

Modulace TRPAI endogennimi latkami

Pii patofyziologickych stavech dochazi v organizmu k produkci fady latek, které senzitizuji a
moduluji aktivitu nociceptivnich receptorti. Po identifikaci jednoho z aktivacnich mechanizmu
TRPAL1 receptoru, kovalentni modifikace cysteinti, logicky vyvstala otazka, které endogenni latky
by mohly ptfedstavovat ptfirozené aktivatory TRPA1 pulsobici stejnym mechanizmem na primarnich
nociceptivnich neuronech. Zéhy bylo identifikovano nékolik latek, které by mohly tuto ulohu
zastavat: napt. H,O,, 4 - hydroxynonenal (4 - HNE), nebo prostaglandin 15d - PGJ2 (Andersson et
al., 2008). VSechny tyto latky zvySuji extracelularni hladinu vapniku o cca 50% na neuronech, které
jsou citlivé na kapsaicin, a maji zfejmé dilezitou roli in vivo. Pokusy na mysich s knock-outovanym
TRPA1 ukazaly, Ze nocicepcni ptsobeni H>O, , PGJ2 a 4-HNE je zprostfedkovdno vyhradné
TRPA1 receptory (Andersson et al., 2008; Trevisani et al., 2007), avSak presny mechanizmus,

kterym k tomu dochazi, zastava stale nejasny.

Pii modulaci TRPA1 se také uplatiiuje PIP,. Jeho modula¢ni funkce je vSak také diskutovana a
dosavadni studie poskytuji ¢asto protikladné vysledky a interpretace . PIP, inhibuje TRPA1 kanal v
kontextu celé buiikky i1 ve vytrzenych membranovych tercicich (Kim et al., 2008). To potvrzuje
interpretaci studie s termotaxi larev octomilek (viz. funkce TRPA1 jako teplotniho senzoru) a
hypotézy, Ze snizena koncentrace membranového PIP, (napifiklad PLC indukovanou degradaci
PIP;) by mohla vést k aktivaci kanalu (Kim et al., 2008). Jind studie naopak potvrdila roli PIP,
spolu s Mg*"- ATP jako pozitivniho modulatoru TRPA1 pii desenzitizaci (Dai et al., 2007). Tyto
studie naznacuji, ze PIP, ma ziejm¢ vice modulacnich ucinkii a objasnéni jeho ulohy v aktivaci

TRPA1 bude vyzadovat dal$i podrobné studium.
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Funkce TRPAI jako teplotniho senzoru

Fyziologické funkce TRPAT receptoru v mechanizmech detekce teplotnich podnétt je i pies znacné
badatelské usili stale kontroverzni. Nékolik studii teplotni aktivaci TRPA1 (pod 17 °C) potvrdilo
(Story et al., 2003), jiné laboratofe tento zplisob aktivace nepotvrdily (Jordt et al., 2004). Mozné
vysvétleni by mohla poskytnout studie na larvach octomilek, které pro sviij optimalni vyvoj
preferuji teplotu 18 °C a dokazi rozlisit i velmi malé teplotni rozdily (1 °C). U termo - TRP kanalt
dosud nebyla potvrzena schopnost detekce piimo na této teplotni hlading. Nabizi se otazka, zdali za
detekci téchto ,,nebolestivych® teplot je zodpovédnad praveé rodina TRPA kanala. Studie termotaxe
larev octomilky naznacuji, ze tomu tak ziejmé muze byt. Jedin¢ knock - out TRPA1 genu ze 13
zastupct TRP receptort identifikovanych u larev octomilky zpusobil jejich neschopnost najit si pro
svlj vyvoj optimalni misto o teploté¢ 18 °C (Kwon et al., 2008). Fenotyp TRPA1"" dokézal rozlisit
stejné jako wild type 18 °C od hladiny v rozmezi 14 - 16 °C a dokézal to 1 v intervalu 26 - 32 °C, i
kdyZ v mensi mife. Wild type TRPA1 byl nezbytny pouze pro rozliSovaci schopnost v rozmezi 18 -
24 °C. Tyto vysledky vsak nejsou v souladu s dosavadni evidenci: V heterolognich expresnich
systémech byly naméfeny rozdilné hodnoty aktivace dTRPA1. Naptiklad u CHO bun¢k je prah
aktivace dTRPA1 < 27 °C a u oocytit (Xenopus) < 24-29 °C (Viswanath et al., 2003). Moznym
vysvétlenim je nepfima aktivace TRPA1 prostiednictvim metabotropnich receptorti spfazenych s G
proteiny. V posledni dobé se objevila studie poukazujici na funkci TRPA1l jako chladového
receptoru na nervu vagu (Fajardo et al., 2008). Studend teplota aplikovana na nervus vagus spousti
obranné mechanizmy a vede k termoregulaci.

To je dalsi dikaz, ze TRPA1 je teplotn¢ aktivovany receptor, ale jakym mechanizmem k tomu
dochazi, neni jasné. Rozdilné vysledky studii o teplotni aktivaci zatim naznacuji, Zze TRPA1 je

aktivovan jak ptfimym pisobenim (jako reakce na skodlivé podnéty), tak nepfimym mechanizmem.

Mechanosenzoricka funkce TRPAI

Zdali se TRPA1 podili na mechanotransdukei, ptipadné jakym zptsobem k tomu dochazi, je dalSim
otaznikem tykajicim se funkce tohoto receptoru. Jeho exprese byla potvrzena na vlaskovych
bunikach vnitiniho ucha, kde dochazi k transformaci vibraci z vnéjSiho prostfedi na elektricky
impulz a jeho pfenos do centralniho nervového systému (Corey et al., 2004; Nagata et al., 2005).
Pfesny mechanizmus tohoto procesu neni zndm, a proto se uvazovalo o mozné tloze TRPAI.

Knock - out TRPA1 genu jednoznacné neprokazal zhorSené transdukéni vlastnosti vlaskovych
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bunék u pokusnych zvifat (Bautista et al., 2006; Kwan et al., 2006), projevila se vSak zhorSena
vnimavost k bolestivym podnétim aplikovanym na ktzi (Kwan et al., 2006). Mechanosenzorickou
funkci TRPAT kandlu potvrzuje 1 aktivace hypertonickym roztokem (Zhang et al., 2008). To mize
mit zasadni vyznam pfi nékterych patofyziologickych stavech. Naptiklad zvySena osmolarita (400
mOsmol/l) mize byt disledkem diabetu, coz je dostate¢nd hodnota pro aktivaci TRPA1
(McDonnell et al., 2005). Objasnéni mechanizmu aktivace TRPA1 by proto mohlo mit velky

vyznam pii [éEbE projevi této nemoci, jeZ je ¢asto doprovazena chronickou bolesti.

Zdali je hypertonicky roztok agonista ¢i ¢astecny agonista a jakym mechanizmem timto zptisobem
k aktivaci dochazi, zlstava otdzkou. Citlivost TRPA1 k mechanickym podnétim potvrzuje 1 studie
na primarnich aferentnich senzorickych neuronech. Neurony, které exprimovaly TRPA1 kanaly
(. byly citlivé na skoficovy aldehyd), mély pfi navozeném zanétu snizen teplotni i mechanicky
prah. U neurontl, které neprokazovaly citlivost ke skoficovému aldehydu, doslo pouze ke snizeni

prahu teplotni aktivace, nikoliv prahu aktivace mechanické (Dunham et al., 2008).

TRPAI je napét’ové zavisly

Mechanizmus aktivace TRPA1 je, podobné jako je tomu u nékterych dalSich TRP kanala, napétove
zavisly. S piitomnosti extracelularnich Ca®* iontd a pii hodnoté membranového potencialu —80 mV
vykazuje Casovy pribéh aktivace TRPA1 kandlu nckolik jasné odlisitelnych fazi. Po aplikaci
agonisty dochazi k pomalému nastupu aktivace, kterd je postupné stale siln€jsi (potenciace) a po
dosazeni maxima zaCne klesat (inaktivace). Poté trva n¢jaky cas (fadové desitky sekund) nez je
kanal opét aktivovatelny a nasledujici aplikace jiZ nevyvolaji plnou aktivaci (tachyfylaxe) (obr. 9C).
Garcia-Anoveros a spol. (2007) prokazali, ze zména membranového potencidlu mé na tuto aktivacni
charakteristiku vyznamny vliv. Aplikace 2 mM Ca*" ionti pfi -80mV zpusobi otevieni TRPAI
kanalu. Pokud pfi jeho otevieni dojde k depolarizaci, nedojde k inaktivaci a kanal zGstane otevien.
Naopak, kdyz dojde k inaktivaci kanalu pfi —80 mV a poté je buitka depolarizovana, cca po tficeti
sekundéach se kandl znovu sam otevie (obr. 10). Za fyziologickych podminek by se tento d¢j mohl
uplatiovat tak, ze v pfipad¢ neskodlivého podnétu by nedoslo k dosazeni pozadované hodnoty
depolarizace a kanaly by se zaviely. K potenciaci by mohlo podle uvedeného modelu dochazet po
navazani Ca”" na specifické misto v péru ¢&i jiném misté, coZ by mélo za nasledek inaktivaci kanalu.
Roli tohoto specifického mista miize hrat pravé nedavno identifikovand EF-hand CBD doména

popsana vyse v textu.
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Obr.10. Aplikace AITC bez pritomnosti externiho Ca’' vyvold otevieni TRPAI
kandlu bez piné aktivace. Pridani Ca’*  zpiisobi rychlou aktivaci. Zména
membranového potencidlu z -80mV na +80mV (Sipka) vyvola inaktivaci. Kanaly,
ktere byly pri -80mV inaktivovany se po zméné polarity cca po 30 s znovu oteviou
(hvezdicka).
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Perspektivy dalsiho studia mechanizmu aktivace TRP
iontovych kanalu

Oblast vnitiniho péru TRP iontovych kanalt, kterd je tvofena Ctyfmi S5-P-S6 proteinovymi useky
receptorovych podjednotek, je nejvice konzervovanou doménou. Lze tedy predpokladat, ze tato
oblast bude urcovat zakladni a univerzalni vlastnosti iontového kanalu, jako jsou selektivita,
propustnost a mechanizmus otvirani/zavirani (tzv. gating). Funk¢ni rozdily mezi jednotlivymi
receptory by mohly byt tak zajiStovany rozdily mezi jejich cytoplazmatickymi konci. Skute¢né,
v pfipad€é oblasti poru TRPV1 receptoru neni napiiklad pochyb o podobnosti konzervované
sekvence TIGMGD v oblasti hydrofobni klicky (P-loop) s aminokyselinovym usekem TI/VGYGD,
jenz ma prokazateln¢ tlohu selektivniho filtru u draselnych kanalt (KcsA, Shaker, MthK, GIRK)
(Ferrer-Montiel et al., 2004; Garcia-Martinez et al., 2000). Tato doména obsahuje negativni
aminokyselinové zbytky (D646, E648, E651), které vytvareji na vnéjsi ¢asti vestibulu poru
tetramerniho TRPV1 kanalu negativni prstenec koordinujici propustnost a prichod kladné nabitych
iontd (Owsianik et al., 2006a; Owsianik et al., 2006b; Voets et al., 2004b). Je také pravdépodobné,
ze kratka konzervovand o-helikdlni doména v oblasti hydrofobni klicky vnéj$iho poru (L630-F640
v ptipadé TRPV1) mutze hrat univerzalni ulohu v mechanizmech otvirani/zavirani TRP iontovych
kanalti (Myers et al., 2008), coz oslabuje soucasné hypotézy vychazejici z predpokladu, ze tuto
ulohu zastdva vnitini oblast helixu 6. transmembranové domény. Naproti tomu nedavné studie
prokazuji, ze 1 malé rozdily v aminokyselinové sekvenci vnitini oblasti S6 teplotn¢ aktivovanych
TRP iontovych kanali mohou mit dalekosahly funkéni vyznam a Ze v procesu otvirani/zavirani se

doména S6 vyznamné uplatiiuje (Grandl et al., 2008; Susankova et al., 2007).

Mechanizmy aktivace teplotné citlivych TRP iontovych kanall jesté zdaleka neni mozné povazovat
za objasnéné. Snaha porozumét molekularni podstaté aktivace TRP receptord neni jen prestiZni
vyzvou soucasné strukturdlni biologie, ale pfedev§im nezbytnym piredpokladem k hledani
farmakologickych pfistupti k selektivnimu ovlivnéni (Garcia-Anoveros and Nagata, 2007; Gaudet,
2008). Na rozdil od jinych ligandem otviranych receptorti je proces polymodalni aktivace TRP
kanalt natolik ,alostericky‘, Ze ani ptfipadna znalost struktury celého proteinového komplexu na
atomdrni Urovni nebude ziejmé postacujici pro vysvétleni mnoha fyziologickych ucinki. Nekteré
nejnovejsi strukturalné-funkéni studie napt. poukazuji na moznou interakci obou cytoplazmatickych
konctl v pribéhu aktivace a nasledné desenzitizace TRPV1 receptoru (Gaudet, 2008; Jung et al.,

1999; Jung et al., 2002; Lishko et al., 2007; Novakova-Tousova et al., 2007). Tato interakce mutize
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zodpovidat za zmény v procesu otvirani iontového kandlu a soucasné ovliviiovat vazebné misto pro
agonistu (pro prehledny clanek viz také prilohu (Vyklicky et al., 2008)). Uvedena hypotéza je v
souasn¢ dobé predmétem podrobné studie, jez vyuzivd molekuldrné biologické,
elektrofyziologické a fluorescencni pfistupy a jejiz vysledky mohou mit $irS§i vyznam pro obecné

pochopeni dosud neznamych mechanizmti, které zodpovidaji za aktivaci TRP iontovych kanali.
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Priloha

V ptiloze jsou uvedeny experimentdlni vysledky autora ptfedloZené bakalaiské prace, které byly

ziskany v ramci jeho studijniho pobytu v oddéleni bunééné neurofyziologie Fyziologického tstavu

AV CR, v.v.i., Videtiska 1083, Praha 4.

Ptiloha obsahuje:

1.

Vysledky studia zaméfeného na a) charakterizaci aktiva¢ni kinetiky rekombinantnich
TRPV1 a TRPAI iontovych kanalii exprimovanych v HEK293T bunkéach pomoci techniky
meéteni intracelularniho vépniku fluorescenéni sondou Fura2, b) ovéfeni homomerni
struktury iontovych kanali TRPV4 a TRPV6 pomoci techniky rezonan¢niho pienosu
excitaéni energie mezi fluorescenéné znacenymi podjednotkami receptort. Tyto vysledky
byly prezentovany formou plakatového sdéleni na 6. mezinarodni konferenci Ceské

spole¢nosti pro neurovédy, konané 19.-20.11. 2007 v Praze.

Piehledny ¢lanek publikovany v odborném mezinarodnim ¢asopise Physiological Research,
57, Supplement 3, 2008, (http://www.biomed.cas.cz/physiolres/pdf/prepress/1479.pdf), ktery
shrnuje soucasné¢ poznatky tykajici se bunéénych a molekularnich mechanizmt

desenzitizace TRPV1 receptoru a na némz autor bakaléi'ské prace spolupracoval.
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