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Abstrakt

Transdukni iontové kanaly zaji%iji prevod vrjSich podgta raiznych modalit na
elektrickou aktivitu senzorickych neunnProstednictvim €chto specializovanych protéin
je organizmus informovan o aktualnim stavu okolnfirostedi a niiZze tak reagovat na
potencialni nebezpé které ohroZuje jeho integritu. Mirradre daleZitou Ulohu v transdukci
tepelnych podétt zaji¥uji iontové kanaly skupiny TRPtrénsient receptor potential)
receptod, jejichz molekularni struktura byla v poslednicitracti letech identifikovana a na
néz se sousgedila pozornost zejména v souvislosti se studiemcham@zmii bolesti.
Molekularre biologické techniky umoznily studovat funkéchto iontovych kandlve vztahu
k jejich struktde, objasnit jejich fyziologickou UuUlohu a zjgvat moznosti jejich
farmakologického ovlivéni. Cilem prace je formou literarni reSerSe zpratasouhrnny
piehled sotasnych poznatko funkenich vlastnostech a mozné fyziologické Uloze speaf
podskupiny satich TRP iontovych kandé) které jsou specificky aktivovany teplotnimi

podrety: teplem a chladem.

Kli¢cova slova: teplocitlivé TRP iontové kanaly, bolelsyperalgézie, nociceptory, genovy

knockout

Abstract

Transduction ion channels are gated in response uariety of external stimuli and
this process is critical for the proper functionino§ sensory neurons. These specialized
proteins enable the survival of any organism, whidepends on having adequate information
about the external environment. The thermosensiiR® (transient receptor potential) ion
channels, whose molecular structure has been f@ehtiluring last decades, enable the
transduction of thermal stimuli in primary nocicept neurons. During the last decade,
molecular biological techniques have provided neuld for studying the structure of these
specialized transduction ion channels in relatiortheir function and to understand more
deeply their physiological roles. The aim of thicbelor thesis is to give an overview of
recent evidence regarding the functional and plygical properties of sensory-neuron
specific mammalian TRP ion channels that are aetd/by thermal stimuli: heat and cold.

Key words: thermosensitive TRP ion channels, gaypgeralgesia, nociceptors, gene knockout
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Uvod

s

organizmi, jejichZz zakladni vlastnosti je citlivostdi vnitinim a vigjSim zngnadm. Specialni
skupinou receptdr jsou nociceptory, které detekuji Skodlivé p&tgna pevadiji je na
elektricky signal vedeny senzorickymi neurony ddgevysSich mozkovych center. VIakna,
kterymi je tento signal veden, jsoudumala neymelizovana C vlakna, nebéedtt velka
myelinizovana A vlakna. Ela senzorickych neurdninervujicich obkej a hlavu jsou
umisena v trigeminalnich a senzorickych gangliich, zatinla senzorickych neurdn
inervujicich zbytekda se nachazi v gangliich zadnichiéwi miSnich. Na konci minulého
tisicileti byl vyklonovan prvni fady teplot@ aktivovanych iontovych kan@l které
na nociceptorechipdstavuji transduki molekuly zprosedkovavajici permenu teplotnich,
mechanickych a chemickych patin na elektricky signal. Poilta tchto teplotg
aktivovanych receptérse nazyva ,transient receptor potential“, TREedRZena prace se
soustedi na teploté aktivované TRP iontové kanaly a shrnuje jejich a@slni zjistné

fyziologické funkce.



Nociceptivni neurony a nociceptory

Nocicepce — aktivace nociceptivnich neuran

Zatimco vysoce individuélni rozdily ve vnimani tstigsou zavislé na subjektivnim
zpracovani a abstrakci aferentnich vétupcentralnim nervovém systému, mezi pidm a
viemem bolesti dochazitad objektivre rozpoznatelnych a &htelnych elektrochemickych
déju souhrng nazyvanycmocicepceVnéjsSi podréty vedou ke vzniku bolestivé signalizace u
vSech jedin@ obdobnym zpsobem prosednictvim specializovanych neufgn tzv.
nociceptofi. Nociceptorje primarni aferentni senzoricky neuron se spdgifit nervovym
zakortenim, které umaije odliSit potencialéy poskozujici podt (tepelny, chemicky a
mechanicky) od neSkodného, a jenz dokaze tuto nrdor zpracovat a daleigdat do
centralniho nervového systému (CNS). Primarnimi icgptory, jimiZz jsou #ktera
nemyelinizovand vlakna skupiny C a slahyelinizovand primarni aferentni vlakna skupiny
Ad, je v podol impulzni aktivity gevadn signal do michy a vysSich odditentralni

nervoveé soustavy, kde je interpretovan jako bolest.

Obr. 1. Anatomie nociceptdr A, Nociceptivni neurony, tj. tenka nemyeliniz@avanviakna
(cervend), jejichz periferni zakeéeni inervuji kZzi (dermis/epidermis) a centrarprojikuji
do povrchové vrstvy laminy | a Il zadnich #omiSnich. B, Avlakna jsou myelinizovana p
vstupuji do povrchovych vrstev laminy | a V. (uerav podle (Dubin and Patapoutia
2010).

—




VSichni Zivaiichové Wetre bezobratlych, jako jsou n#glad ¢ervi nebo hmyz,
vykazuji obranné reakce podobn#mt které jsou wlovéka provazeny bolesti. Zajiti
pievodu (transdukce) nocicagch pod#ti je Zejmé vyvojové nejstarSim obrannym
mechanizmem, ktery fpdstavuje nezastupitelnou Ulohu z hlediska zachovérota a
integrity vnitniho prostedi Zivaichia. Bolest niize ¢lovék vnimat fiznou ngrou, ale vzdy
jde o nepijemny vjem, ktery snizuje kvalitu Zivota, a ¥kterych gipadech je s nim dokonce
nesliitelny. Od neparti bylo proto vynakladano velké usili porozéimnervovym
mechanizmim zodpovidajicim zaipnos podétu, které vyvolavaji wlovéka bolest, zejména
z hlediska vyhledavani novycltigtupi, které by napomohly & chronické bolestivé stavy.
V prabéhu druhé poloviny minulého stoleti bylo ziskdno immocennych poznatk o
mechanizmech fipvodu nocicegnich podgti na neuronech izolovanych z ganglii zadnich
koreni misSnich (DRG neurdr) a neuronech trigeminalnich ganglii (TG) (priehged viz
Szallasi and Blumberg, 1999).

Vyznamnym objevem, ktery zahdjil s@msny smir vyzkumu mechanizinnocicepce a
bolesti, byla molekularni identifikace vaniloidnificapsaicinového) receptoru TRPV1. Tento
iontovy kanal je specificky exprimovan na memlgranciceptivnich senzorickych neufoa
zprostedkovava transdukéady bolestivych poditi, véetre tepla, které je schopné poskodit
organizmus (Caterinaet al, 1997). V navaznosti na objev TRPV1 receptoru byla
charakterizovan#&ada dalSich teplocitlivych TRP receptoPro stanoveni jejich vyznamu ve
vnimani tepla a jinych senzorickych p&tinbyly zasadni pokusy na mysich sazenym
funkénim genem pro jednotlivé typy TRP iontovych ka@n&l nasledujicich kapitolach bude
nejprve strané¢ charakterizovana rodina TRP recept@a poté uveden furki vyznam
jednotlivych teplocitlivych TRP iontovych kariapredevSim z hlediska detekce senzorickych

podreti.



TRP iontové kanaly

V sowasnosti je charakterizovano vice nez &@na sawi rodiny TRP iontovych
kanah. Ty jsou dale rozg#leny do sesti hlavnichiitl podle sekvetni podobnosti: TRP
ankyrinova (TRPA), TRP kanonicka (TRPC), TRP meltisova (TRPM), TRP mukolipinova
(TRPML), TRP polycistinova (TRPP) a TRP vaniloid(fRPV). TRP receptory jsou
exprimovany v mnoha tkanich a typech &yrkde jsou zapojeny ddiznych fyziologickych
proces. V&tSinou jsou to neselektivni kationtové kanalytizmé mfe propustné pro Ga
Maji raiznorodé aktivéni mechanizmy, mezi které panavazani ligandu, reakce na&m
napiti nebo teploty. Jsou ozémvany jako polymodalni receptory, protoZze jsou gct&o

odpovidat na tepelné, mechanické a chemické gpdNilius and Owsianik, 2011).

TRPVS  TRPVE  (TRAAD
@ TRPN1 (ryby)
TRPP3
TRPP2
TRPML2
\ TRPP5
TRPML3
TRPC4
TRPMLA1
TRPCA1
TRPM2
TRPC3
TRPC7
TRPM4 TRPCE
TRPM7 TRPC2
TRPM6 TRPM3 TRPM1  (my3) 02
Obr. 2. Fylogeneticky strom TRP iontovych kah&dZakrouzkované podtypy
seradi mezi teplottaktivované TRP iontové kandly (upraveno podleiyljl
and Owsianik, 2011)).
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TRP receptory se skladaji 2&yi vétSinou identickych podjednotek, z nichz kazda
obsahuje Sest transmembranovych domén (TM1-6)racaitlarg ulozeny C- a N-konec.
Mezi TM5 a TM6 je vytvéen centralni pér, ktery umbdje prostup iont skrz membranu
bunky, zatimco TM1-4 spot&¢ s C- a N-koncem jsou regdl@mi doménami iontového

kanalu.

Dewt TRP iontovych kandl je teplotg aktivovanych a kjejich expresi dochazi
v primarnich somatosenzorickych neuronech. Kazaiglz je aktivovany specifickou teplotou
a Sirokoutadou slodenin, které jsouifitomné v potra¥ nebo v rostlinach vyskytujicich se v

prirock.

LhlgBlals [6 LU

~N

Obr. 3. Obecné topologické uspdani TRP iontového kandlu. Vlevo: Podjednotka THRAlU
zahrnuijici cytoplazmatickou (N- a C- konec) a traembranovou oblast. Kka obsahujici kratky heli
se spolu s 5. a 6. transmembranovou doménou podédeyytvaeni poru v tertramerickém usfaani
iontového kanalu (vpravo).

Pal

Teplotné aktivované TRPV receptory

Podskupina vaniloidnich TRP receptof TRPV) ziskala své jméno podle TRPV1
receptoru, ktery je aktivovargkterymi latkami s vaniloidni skupinou (Caterietial, 1997).
Dosud bylo objeveno Sest podiypRPV receptair (TRPV1-6). Vaniloidni TRP receptory se
na zaklad sekverni homologie, fun&ni podobnosti a propustnosti pro vapenaté idafydo
dvou podskupin — teplocitlivé (TRPV1-4) a epitelifTRPV5-6) TRPV receptory.
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TRPV1

TRPV1 je neselektivni kationovy kanal aktivovanglteou vyssi nez 43 °C, zvySenou
koncentraci protaih ve vrgjSim prostedi i intracelularni alkalizaci (Cateriret al, 1997,
Dhakaet al, 2009, Tominagat al, 1998). Mezi agonisty TRPV1 receptoruisgi rékteré
piirodni slodeniny s drazdivymi &nky — kapsaicin, ktery je sdasti palivych chilli
papriek, reziniferatoxin produkovany prysci, nebékteré komponenty jedu pavoluka
meduz (Caterinaet al, 1997, Cuyperset al, 2006, Siemenst al, 2006). Oilezitymi
endogennimi  aktivdtory TRPV1 iontového kandlu jsowanandamid (N

arachidonoyletanolamin) akteré lipoxygenazové produkty (Hwaegal, 2000, Trevisanet
al.,, 2002, Zygmuntet al, 1999). TRPV1 je exprimovan v myelinizovanych 6jAa
nemyelizinovanych (C) nociceptivnich nervovych vidkh neuroin zadnich kéeni misnich,
trigeminalnich gangliich a jadrech bloudivého ne(@aterinaet al, 2000, Helliwellet al,
1998).

Aktivita TRPV1 je modulovanaiznymi intracelularnimi signalizaimi molekulami,
jako jsou kalmodulin (CaMji ATP. Kalmodulin se v komplexu s €avaZe na cytozolicky N-
konec iontového kanalu a zprisikovava tak desenzitiaa (inky zvySené intracelularni
koncentrace vapenatych iantNaopak vazba ATP, ktery kompetuje o stejné iktaramisto
s CaM, vede k senzitizaci TRPV1 receptoru (Liskkal, 2007). DalSim regulatorem aktivity
TRPV1 je Zejm¢ fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2). Je vSatdzkou, zda se podili na
senzitizaci¢i inhibici TRPV1 receptoru. Bkteré vyzkumné skupiny pozorovaly stiméra
pusobeni PIP2 n&innost TRPV1 iontového kanalu, jiné vSak jsou toldaoru, Ze fitomnost
PIP2 v membrah snizuje aktivitu TRPV1 (Lukacst al, 2007, Prescott and Julius, 2003,
Qin, 2007). V nejno¥Si studii byly zkouméany aktivai vlastnosti TRPV1 receptoru
v arteficialnich membranach o definovaném sloz¥nmiegitomnosti PIP2 byl zaznamenan
silny membranovy proud zprdstlkovany TRPV1 receptory aktivovanymi teplotou a
kapsaicinem. V druhém pokusu byly do biochemickyindeaného systému fjlany
fosfolipidy a bylo pozorovano, jak se &m aktivani prah vyvolany teplotou a kapsaicinem.
V obou gipadech doSlo k snizeni citlivosti TRPV1. Tyto wgity tudiz nazrauji, ze PIP2
inhibuje TRPV1 receptor snizenim citlivosti k chekyim a teplotnim poditam (Caoet al,
2013). DalSi otazkou je, v jakych mistech PIP2rageje s kanalem.iBdpokladalo se, ze
PIP2 se na receptor vaziep PIRT (phospoinositide-interacting regulator BPl), pomocnou
podjednotku kandlu (Kinet al, 2008). Nedavna studie aléast PIRT na interakci s TRPV1
kanalem nepotvrdila. PIRT KO mysi vykazovaly stejradinitu k PIP2 jako wild-type jedinci.
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Autori této prace pedpokladaji, Ze se PIP2imo vaze na proximalriiast C-konce iontového
kanalu (Ufret-Vincentyet al, 2011). Nejnov¥jSi studie nazrauje interakci PIP2 ies
proximalni i distalni C-konec kanalu a tak&p N-konec, ficemZz doména na N-konci a
distalni C-konec kanalu segkryvaji s vazebnym mistem pro CaM (Grycaataal, 2012).
Zminéna zjiséni poukazuji na vyznamnou ulohichto domeén v regulaci TRPV1 receptoru a

jejich fyziologicky vyznam je tedy nutné dale prozknat.

Rada zautlivych mediatof, jako jsou bradykinin, prostaglandiky ATP, senzitizuji
TRPV1 receptor skrze stimulaci intracelularnichnaiggacnich drah a naslednou aktivaci
nejriznéjSich proteinkinaz (Cesare and McNaughton, 1996;ymaet al, 2005, Moriyama
et al, 2003, Vellaniet al, 2001). Do druhé poz{ objevené tidy latek, které aktivuji TRPV1
skrze intracelularni signaligai drahu, pat nervovy fistovy faktor (NGF). Tento hormon se
specificky vaze na receptor TrkA, ktery je lokalram na bu&ném povrchu. TrkA péi do
skupiny receptorovych tyrozinkinaz d&i stimulaci NGF dochazi k jeho autofosforylaci a
nasledné aktivaci fosfatidylinositol 3-kindzy (PIBKEfektorovym proteinem signaligzai
drahy spougné NGF je tyrozinkindza Src, ktera fosforyluje TRIR\0Z zfisobi senzitizaci

receptoru a jehoipsun a zabudovani do cytoplazmatické membrany égal, 2005).

Uloha TRPV1 v citlivosti k tepelnym podtim byla stanovena pomoci pokusa
mysSich s vyazenym funknim genem pro TRPV1 receptdirfvl KO). Pouzité behavioralni
testy (teplé plotny, sn¢&ni ocasu v teplé lazni) neukazaly vyrazodliSné chovéani u
kontrolnich aTrpvl KO mysi. ZvySena latence bolestivé odgaivu Trpvl KO zvifat vSak
byla pozorovanaip aplikaci teplot vysSich jak 50 °C. Byla testovaalié aktivita neuran
izolovanych z pokusnych zwt. Na rozdil od neurdgnwild-type zviat nebyla u neurdn
Trpvl KO mysi zaznamenana zvySena aktivita giimulaci zvySenou teplotou (~ 45 °C).
Nekteré neurony projevily aktivitu aziipznainé vysokych teplotach (> 55 °C). U obou
skupin mysi byl také porovnavan qg a aktivita nemyelinizovanych C vlaken, kteraujso
citliva na teplo. Péet C vlaken ulrpvl KO mysi byl vyraza nizSi a doSlo u nich i k sniZzeni
frekvence vybaj v porovnani s kontrolnimi zkdty. Z pokusd provedenych ndrpvl KO
mysSich vyplyva, Ze se TRPV1 receptor podili naldeteefyziologickych teplot. Transdukci
bolestivého tepla vSak z&ji§i ziejme i dalSi, dosud neznamé mechanizmy (Cateeinal,
2000, Daviset al, 2000).

Kromé detekce akutniho tepla m& TRPV1 receptétedtou roli také v rozvoji
bolestivych star, kdy je posilena vnimavosti&i nociceptivnim podétim (hyperalgézie).

V roce 2000 byly publikovany dvstudie, které potvrdily vyznam TRPV1 receptorti p
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rozvoji zvysené bolestivosti vyvolané zém. Ri testech byla u kontrolnich mysSi
zaznamenana vyragrsnizena latence bolestivé odpdv pii stimulaci tepelnymi podity,
pokud byl u zviat gledem vyvolan za aplikaci karagenanu nebo Freundova kompletniho
adjuvans (CFA). Naproti tomu Trpvl KO mysi bylo snizeni latence bolestivé odfbvpri
zaretu mnohem nizsi (Caterirgt al, 2000, Daviset al, 2000). | dalSi studie potvrzuji tlohu
TRPV1 ve vzniku zvySené citlivosti i tepelnym podétim (tepelnd hyperalgézie).
Napriklad studie z roku 2005, kdy byl nejprvesifen teplotni prah nocifenzivni behavioralni
odpowdi u mysi, picemz nansiené hodnoty se Trpv1 KO a kontrolnich zvat neliSily. Poté
bylo u obou testovanych skupin mysi navozeno mpor@reni zpisobené opanim tlapky
horkou vodou (51 °C). Za pokojové teploty se anjedné skupiny neprojevilo spontanni
nociceptivni chovani, byl vSak zaznamenan poklgdoteiho a mechanického prahu pro
vznik nociceptivni odposdi. Ve srovnani s kontrolnimi zZidty vSak byla mira tepelné a
mechanické hyperalgézieTupvl KO mySi vyznama nizsi (Bolcskeiet al, 2005). TRPV1
receptor se takérgjme podili na pecitlivosti vi¢i tepelnym podétim po porasni kize. U
Trpvl KO mysi byla zaznamenana sniZzena citlivost naotepl poragni kiZze ve srovnani
s kontrolnimi zufaty (Banik and Brennan, 2009, Barabas and Stucky3R

Podkladem tepelné hyperalgézie zpfedkované TRPV1 receptory je prapodobrE
senzitizace TRPV1 recepforzarétlivymi mediatory. Bylo zji&no, Ze po aplikaci
bradykininu ¢i prostaglandinu E2 (PGEZ2) je heterolégaxprimovany TRPV1 receptor
aktivovany mnohem niZsi teplotou presti (< 37 °C) a niize reagovat jiZ na mirné zvyseni

teploty (Moriyamaet al, 2005, Sugiurat al, 2002).

Uloha TRPV1 receptoruijprozvoji hyperalgézie ip riaiznych patologickych stavech je
dolie doloZena. V saasné dob jsou testovanyizné latky fisobici na TRPV1 receptor, jez
by mohly slouzit jako novy typ analgetickych tek které by mohly byt vyuzivanyigéché
patologickych bolestivych stéyKort and Kym, 2012).

Byla zji&ovana i role TRPV1 v citlivosti na mechanické pégnU kontrolnich i
Trpv1 KO mysSi vSak byly pozorovany stejné behaviorabipa&di pti mechanické stimulaci.
TRPV1 receptor se tedy nepodili na detekci mechksaic podrita (Caterinaet al, 2000).
Zajimaveé vysledky vSakimesla no¥jSi studie. Ukazalo se, Zéi ppakovaném a intenzivnim
mechanickém stimulu byl Trpvl KO zvitat zaznamenan zvySeny gab ucuknuti tlapky
v porovnani s kontrolnimi zkdty. Mechanizmus vzniku zvySené citlivosti k medbkaym
podrétam u Trpv1 KO mysi nebyl dosud dejmen (Walderet al, 2012).
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TRPV2

TRPV2, dive nazyvany VRL-1, je z 50 % identicky s TRPV1apmrem. Na rozdil
od TRPV1 je vSak necitlivy k vaniloidnim latkdm ajeko aktivaci dochéaziip vyssich
teplotach progedi (> 52 °C) (Caterinat al, 1999). Kron¢ teploty mize byt TRPV2
aktivovan osmotickym streseéthmechanickou stimulaci (Cateried al, 1999, Murakiet al,
2003). Mezi chemické agonisty TRPV2 iontového kanghti kanabinoidy, probenecid a
2-aminoetoxydifenylboréat (2-APB), ktery vSak rispbi na lidskou formu TRPV2 receptoru
(Banget al, 2007, Huet al, 2004, Neepeet al, 2007, Qiret al, 2008).

Skut&nost, Ze je TRPV2 receptor exprimovan v senzorickyeuronech a je
aktivovan zvySenou teplotou okolniho piesti, vedla k pedpokladu, Ze tento iontovy kanal,
spolu s TRPV1 receptory, zpréstikovava detekci bolestivého tepla (Cateriet al,
1999)Tato dommnka vSak byla vyvrdcena pokusy na mySich iexgnymTrpv2 genem
(Parket al, 2011). Teplotni citlivosTrpv2 KO zvitat se nijak neliSila od kontrolnich jedinc
a to ani za podminek, kdy byl u mysi &glen vyvolan zast ¢i byl mechanicky poskozen
nervovy systém. Citlivost na mechanické defnidbyla roviéz zachovana v piné . Je tedy
ziejmé, Ze pinejmensim u mySi se TRPV2 receptor nepodili naméni bolestivych
tepelnych a mechanickych stiniulani se netasti vzniku zéaétlivé a neuropatické
hyperalgézie. Hlavni furiki vyznam TRPV2 receptoru je tedglba hledat mimo senzoricky

nervovy systém.

Exprese TRPV2 iontového kandlu byla s v makrofazich, kde se podili na
mechanizmu fagocytozy. Makrofagy, kterym byl TRPé¢2eptor geneticky odstram nebyly
schopné véazat a pohltit cizorodéstice. Bast TRPV2 na fagocytoze byla zji¥ana na
izolovanych makrofézich, které byly vystaveny imgiobulinu fidy G (IgG) vazanému na
latexovych kulékach. Makrofagy kontrolnich zkdt pohltily mnohem viceéthto ¢astic ve
srovnani s makrofagy izolovanymiTepv2 KO mysi. Obdobny fundni deficit makrofad
Trpv2 KO zvitat byl zaznamenan ifippokusech, kdy byly hiky inkubovany s patogenni
bakteriiListeria monocytogeneultivované makrofagy kontrolnich zeit jsou schopny tuto
bakterii pohlcovat. Raet bakterii pohlcenych makrofagypv2 KO mysi vSak byl vyrazh
nizsi. Postizena funkce makrotagse projevuje i na udrovni celého organizmu. Mysi
s vyfazenym genem pro TRPVceptor, kterym byla intraperitoneélpodana smrtelna
davka bakterie.. monocytogenesimiraly signifikants diive nez kontrolni mysi (Linlet al,
2010).
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Pri stimulaci makrofa@ imunokomplexy se v oblasti newytvareného fagozému
zatnou hromadit TRPV2 receptory. Bylo zjigb, Ze pesun TRPV2 receptdrje regulovan
fosfatidylinositol 3-kindzou (PI3K), jejiZz inhibicbrani zabudovavani TRPV2 recejitato
vznikajiciho fagozému (Linket al, 2010). Jiz #ve bylo ukazano, Ze stimulace PI3K
podrécuje zabudovavani TRPV2 iontovych kandb plazmatické membrany (Kanzakial,
1999). Redpoklada se, Ze hlavni role TRPV2 receptoru vedagze spdiva v navozeni
depolarizace membrany makrofagu, jez slouzi jalkgn&i ke shlukovani fagocytérnich
receptoéi a vazani substratu. Depolarizace membrany zedistvana TRPV2 receptory byla
prokazana pokusy s fluores¢aim barvivem, jehoz intenzita vyizavani je zavisla na
membranoveém potencialu. U makrofidigontrolnich zvfat vystavenych imunokomplexu byl
zaznamenan pomaly riét fluorescence, coz naznge, Zze doslo k depolarizaci membrany. U
makrofag: izolovanych zTrpv2 KO mySi vSak byla pozorovana mnohem nizSi mira

depolarizace po vystaveni imunokomplexu (Letkal, 2010).

TRPV3

Aktivita TRPV3 receptoru je v heterolognim expresrsystému stimulovana jiZiip
fyziologickych teplotach (aktivani prah 33-39 °C) a se stoupajici teplotou dochazi
k zvySovani proudové odpeédi burgk exprimujicich TRPV3 iontové kandly. Podeébjako
jiné teplocitlivé TRP receptory je TRPV3 aktivoviadou rostlinnych produkt- thymolem
z tymianu, karvakrolem z oregana, eugenolemebitku ¢i kafrem z kafrovniku (Mogriclet
al., 2005, Xuet al, 2006). Pokud jsou tyto latky aplikovany na jazykyolaji u lidi pocit
tepla. Syntetickd latka 2-aminoetoxydifenylboratARB), jeZ je spoléenym aktivatorem
TRPV1 a TRPV2 receptdy pasobi stimuléné také na TRPV3 iontové kanaly (Hat al,
2004). K expresi lidského TRPV3 iontového kanalchdzi v keratinocytechike, ale i
v DRG a TG neuronech (Peietral, 2002, Smitret al, 2002, Xuet al, 2002).

Studie z roku 2005, kterd se zabyvala charaktdrfeaotypu mysi s vlazenymTrpv3
genem, prokazala futki vyznam TRPV3 receptoru ve vnimani bolestivyctebolestivych
tepelnych podéti. Bylo provedeno &kolik behavioralnich test V prvni sérii test byly
piipraveny d¢ plotny, jejichZ teplotu bylo mozné regulovat. VitmInim pokusu byla na
obou plotnach nastavena pokojova teplota. V tompeementalnim usgadani mysi stravily
v priméru stejnou dobu na obou plotnach. V dalSim pokusjedné plota zistala pokojova

teplota a na druhé bylo nastaveno 35 °C. Kontrplifata \&tSinu ¢asu stravila na mist
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s fyziologickou teplotou 35 °C. Urpv3 KO mysi byla preference pro teplejSi plotnu #én
vyrazna. B dalSim testovani byly mySi umésty na povrch, ktery byl rozten do 16
virtulnich zon se stoupajici teplotou. U wild-tyjeelinai byl v kratkémc¢asovém intervalu
zaznamenan pohyb v oblastech s teplotou 30-38 °Condil od Trpv3 KO mysSi, které
nevykazovaly preferenci pro Zadné teplotni rozm&zipo jedné hodigse pohybTrpv3 KO
mySi ustélil na srovnatelnych teplotach jako u wjide pokusnych zvét. Ri posledni
variang testi byla u mysi pozorovdna reakce na teploty, ktemu jschopny poskodit
organizmus. UTrpv3 KO mysi bylo zaznamenano vyrazné postizeni ve anirbolestivého
tepla. Tyto vysledky potvrzuji gast TRPV3 receptoru ve vnimani fyziologickych i
bolestivych teplot progedi (Mogrichet al, 2005).

U hlodavdé neni TRPV3 receptor exprimovan v senzorickych oeech a transdukci
tepelnych podéta pravdEpodobré zprostedkovavaji iontové kanaly na membgan
keratinocyti (Mogrich et al, 2005). Aktivace TRPV3 receptoru vede k udolhchemickych
mediatofi (ATP, prostaglandin E2) z keratino@ytkteré mohou nasledrstimulovat pilehla
nervova zako¥eni senzorickych neurér{Huanget al, 2008, Mandadeét al, 2009).

Publikace z roku 2011 vSak popira zasadni ulohuvidRieceptoru v teplotni citlivosti
mySi. Bylo zjiStno, Ze genetické odstrgmi TRPV3 ma minimalni dopad na vnimani
bolestivého i nebolestivého tepla. Ani gasné genetické vgzeni TRPV3 a TRPV4
iontovych kandl nevede u mySi k zasadnim behavioralniméremm v reakci na tepelné
podréty (Huanget al, 2011). OdliSné vysledkye¢hto studii mohou byt Zigobené ktznym

genetickym pozadim pokusnych mysi.

TRPV4

TRPV4 je neselektivni kationtovy kanalcgfPna = 6-10), jehoZz primarni sekvence je
homologni se sekvenci TRPV1 receptofiblgné ze 40 %. K jeho aktivaci dochazi jizip
fyziologickych teplotach (> 27C) (Delanyet al, 2001, Gulert al, 2002). Mezi sloteniny,
které gimo aktivuji TRPV4, pdt synteticky ligand d-forbol 12,13-didekanoat (4PDD) a
bisandrografolid A (BAA), komponenta extraktu prakg latnaté Andrographis paniculata
uzivané k léb¢ infekénich onemoceni (Smithet al, 2006, Watanabet al, 2002). Aktivace
TRPV4 osmotickymi a mechanickymi pafin je zavisla na fosfolipaze A2 (PLA2). PLA2
zprostedkovava uvoléni kyseliny arachidonove, ktera je digpym aktivatorem TRPV4.

Pomoci cytochromu P450 epoxygenazy dojdeiekpné kyseliny arachidonové na
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epoxyeikosatrienové kyseliny (EET), jako jsou 5BTEnebo 8,9-EET, jeZ jsoufimymi
aktivatory TRPV4 (Fernandeg al, 2008, Vrienset al, 2005, Watanabet al, 2003).

Exprese TRPV4 byla zaznamenéna v ledvinach, plicsteirgé, endotelu, urotelu,
placeng, varlatech, v tukové tkani, dale v mozku, DRG o@ech, ve vnitich i vrgjSich
vlaskovych biikach Cortiho organu, v Merkeleho itkach a keratinocytech (Delaret al,
2001, Chunget al, 2003, Liedtkeet al, 2000, Peiert al, 2002, Strotmanret al, 2000,
Wissenbactet al, 2000). Exprese TRPV4 v mnoha organech poukazujgymnamnou ulohu

tohoto receptoru viznych bugcnych procesech (Everaedsal, 2010).

V cirkumventrikularnich organech centralni nervoséustavy (CNS) je TRPV4
dulezitym receptorem osmotického tlaku, cozZ bylo gzAno pokusy na mysich sitagenym
funkénim genem pro TRPV4. U testovanych mysi byl pozénogijem tekutin. Celkova
spoteba tekutin u KO mySi byla menSi nez celkova ighat u kontrolnich zvat.
V navazujicim pokusu byl testovanym mySim idj@k aplikovan hypertonicky roztok.
V negritomnosti TRPV4 receptoru byl u KO mysi vystavenyosmotickému stresu
pozorovan nizsi ifijem tekutin a oproti wild-type ziatim se zvysila i latence od aplikace
roztoku po prvni napiti. U KO mysi doslo i k namBesekrece antidiuretického hormonu
(ADH), ktery tidi piijem a vydej vody vde. V dalSim pokusu byl mySim infuzi aplikovan
dDVAP (1-desamino-8-D-arginin vasopresin), analoH\ ktery u KO mySi vyvolal
hypotonicitu a vy3Si fjjem vody ve srovnani s wild-type jedinci (Liedtled Friedman,
2003).

Studie z roku 2005 zkoumala Ulohu TRPV4 receptomansdukci osmotického tlaku
a v rozvoji osmotické hyperalgézie. Testovanym myByl injek¢né aplikovan slaby (2%) a
silny (10%) hypertonicky roztok chloridu sodnéhoca@). Doba lizani ar¢pani tlapky byla
po aplikaci 2% roztoku Urpv4 KO mysSi ve srovnani s wild-type zaty vyraz@ snizena.
Aplikace silre hypertonického roztoku vyvolala u obou experimkrith skupin srovnatelnou
odpowd’, nocifenzivni chovaniip injekci 10% NaCl nebylo urrpv4 KO mysSi potl&eno.
Predpoklada se tedy, Zze se TRPV4 receptotgsiini detekce pouze mirného zvyseni
osmotickeho tlaku. Obdobné vysledky byly ziskarmaipodminek, kdy byl u mySigdem
vyvolan za®it aplikaci PGE2. Vysledky studie potvrzuji UlohuAW receptoru v transdukci
osmotickeho tlaku a osmotické hyperalgézii vyvolamiénym zvySenim osmotického tlaku
(Alessandri-Haberet al, 2005). Vnimani vysSiho stuprhypertonicity je pravébodobré

zprostedkovano jinymi mechanizmy.

Zjisténi, Ze TRPV4 receptor reaguje na osmotické pydmapovida, ze by se mohl
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Ucastnit také transdukce mechanickych padinv senzorickém systému. Skéme€ bylo
prokdzano, Ze se neurony KO mysi vyanasniZzenou citlivostni na mechanické pégnU
mySi byla porovnavana elektricka aktivita senzoratk neurofi po mechanickém podtu.
Jako mechanicky stimul byla pouzita jehla, kterglolpichano do lyséike mysi. Vysledky
ukazaly, ze ulrpv4 KO mySi musel byt pouZzit vyra#nvyssi tlak pro aktivaci neurénve
srovnani s kontrolnimi zkaty. U Trpv4 KO mysi byla také zaznamenéna sniZzena frekvence

vyboji neurori pfi mechanické stimulaci (Suzukt al, 2003).

DalSi pokusy ukéazaly, Zze se TRPV4 receptory poddi vzniku mechanické
hyperalgézie. Kontrolni @rpv4 KO mysi byly podrobeny von Frey testu, ve kterénuseje
prah pro vznik nociceptivniho chovanii pplikaci mechanickych stiméulna tlapku pomoci
nylonovych viaken. Tento test byl proveden nejpwé&ontrolnich podminkdch a poté po
aplikaci snési latek vyvolavajici zatt. V prvnim gipad nebylo u obou pozorovanych
skupin mysi zaznamenano rozdilné chovani. V drup&padc, po aplikaci zagtlivé smesi
latek, doslo u kontrolnich zigt k zvySeni frekvence odtazeni tlapek. Naopakrpv4 KO
jedinal nebyl nociceptivni prah oproti kontrolnim podmink@osunut (Alessandri-Habet
al., 2006).

Vyznam TRPV4 receptoru v citlivosti k tepelnym peétim a regulaci teploty u
hlodavd@ byl zkouman #kolika vyzkumnymi skupinami. V praci zroku 2005 ldy
v behavioralnich testech zjdvana teplotni preference pokusnychiatiTrpv4 KO mysSi
davaly gednost vySSi tepldt(34 °C), zatimco kontrolni ztdta se pohybovala v rozmezi 30—
34 °C a jejich preference nebyly tak Uzce vymezaéhgalSim pokusu byly ocasy mysi
pondeny do vodni lazh s izreé vysokou teplotou. i teplotach 45-46 °C se Trpv4 KO
mySi projevila delSi re&ki latence ve srovnani s wild-type jedinci. Tytoskeglky tedy
potvrzuji roli TRPV4 receptoru v teplotni citlivogt.ee et al, 2005). V dalSi studii bylyip
behavioralnich testech pouzity plotny s teplota®+50 °C oddlené od okolniho prostdi
piekazkou, kterou musela pokusna rata gekonat, aby z plotny unikla. V tomto
experimentalnim uspéadani byla u kontrolnich Trpv4 KO mysi pozorovana stejna latence
uniku. U mysSi se dale zkoumala odpdvneuron pii tepelné stimulaci. Citlivost neuréru
Trpv4 KO mysi byla vyrazé nizSi ve srovnani s kontrolnimi zaty. U Trpv4 KO mysi se
neuronalni aktivita projevila aZipvice jak 40 °C, zatimco u kontrolnich gati jiz pri 33 °C.
Testovanim byla zji®vana i hyperalgézicka odp&l vyvolana teplotnim stimulem. MySim
byl injekéné vpraven karagenan, latka vyvolavajici &ama poté byly mysSi umi&by na desky

s iznymi teplotami. U kontrolnich mySi byla zaznamenanrazi snizena latence oproti
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vychozimu stavu, kdy u nich z&nnebyl vyvolan. Naproti tomu,Trpv4 KO mysSi
nevykazovaly rozdil v latenciied a po aplikaci karagenanu. Atiteminéné studie
predpokladaji, Zze se TRPV4 receptotiastni detekce bolestivého tepla a méjeditou roli
ve vzniku tepelné hyperalgézie (Todadkaal, 2004).

V nedavné studiiip pokusech s KO zyaty vSak Huang a jeho kolegovéasdt TRPV4
receptoru fi vniku tepelné hyperalgézie zpochybniliti Prvnim testovani byli kontrolni i
TRPV3)ITRPVA") (double knockout, DKO) z¥éta vystavena tepelnému stimulu. U DKO
byla zaznamenana nepatrdelSi latence behavioralni odgadv oproti kontrolnim zwiatim.
Poté bylo zuatim aplikovano Freundovo kompletni adjuvans (CFA),ésnantige
vyvolavajici zast, a byla pozorovana reakce mySi na tepelny ¢godiJ obou
experimentalnich skupin 2@t dosSlo ke srovnatelnému sniZeni latence ogfiovlyto
vysledky se neshoduji s poznatky jinych studiirétpotvrdily &ast TRPV4 receptoruip
rozvoji teplené hyperalgézie. Rozdilné vysledky owlbyt zgisobeny pouzitim pokusnych

mysi s fiznym genetickym pozaditi rozdily v metodice (Huangt al, 2011).
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Teplotné aktivované TRPM receptory

TRPMS8

Po objeveni teplem aktivovanych TRPV1 (Cateebal, 1997) a TRPV2 (Cateringt
al., 1999) receptdr bylo jen otadzkoucasu, kdy dojde k identifikaci dalSich tepldtn
aktivovanych receptér Predpokladalo se, Ze podafrjako reaguji na zvySujici se teplotu
okolniho prostedi TRPV1 a TRPV2, analogicky mohou existovat remgp které jsou
aktivovany chladem. Vroce 2002 byl vyklonovan aarelkterizovan nezavisle &wa
skupinami receptor aktivovany chladem a latkamiolgvajicimi pocit chladu TRPMS {ive
nazyvany CMR1 = cold menthol receptor). Tento prote molekulové hmotnosti 130 kDa
(McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002) je exmwdn v nociceptivnich neuronech, ale také
v jatrech, mgovém ngchyri, ¢i hladké svalovitd cév. TRPMS8 iontovy kanal jefimo
aktivovan chladem v rozmezi 28-10 °C (McKemy ef 2002; Peier et al., 2002). Mezi
chemické aktivatory tohoto neselektivniho katiodtow (R4/Pna = 1-3,3) kandalu pit
mentol, eukalyptol a synteticka latka icilin, ktevgkazuje velmi silny chladici dinek
(Chuang et al., 2004). Je pr&pddobné, Ze tyto aktivai latky pisobi jako pozitivni
alosterické moduléatory, které umugi oteweni TRPM8 kandlu ip vysSich teplotach.
Aktivace TRPM8 mentolem a icilinem probiha odliSnymechanizmy. Aktivace pomoci
mentolu je nezavisla na intracelularnim pH, alenfébovana intracelularniiflomnosti C&,
zatimco aktivace pragdnictvim icilinu je inhibovana nizkym pH a répmnosti C&"
(Anderssonret al, 2004, Chuangt al, 2004). TRPM8 je nagove fizeny kanal aktivovany
silnou depolarizaci membarny (> +80 mVjigemz souhra mezi n&pm a aktivaci chladem

je velice Uzce spjata (Voets al, 2004).

Vroce 2007 byly publikovany it prace, které se pokusily charakterizovat
fyziologickou ulohu TRPM8 receptoru pokusy na KOiay. Ve vSechiéch studiichrpm8
KO mysSi vykazovaly nedostateou odpo¥d’ pii vystaveni snizenym teplotam pr@sti nebo
pii pusobeni latky vyvolavajici chlad, jako je icilin (B#staet al, 2007, Colburret al, 2007,
Dhaka et al, 2007). Byl pozorovan behavioralni deficit KO my&teré nebyly schopné
rozliSit mezi studenym a teplym povrchem. To n&mj@ Ze se TRPM8 podili na
rozpoznavani chladnych teploti Bplikaci teplot pod bodem mrazu se vSak u mySjepilo
normalni nociceptivni chovani, coZz poukazuje nastexici jiného receptoru umiajiciho
detekci bolestiveho chladuiiRaplikaci 2% formalinu, jenz je pouZivan v expegiméalnich

modelech pro vyvolani bolestivé reakce, se zjistit® TRPM8 zprogedkovava analgeticky

21



ucinek mirného chlazeni (Dhaled al, 2007).

K detekci chladu by mohlifspivat nejen TRPMS, ale i TRPAL receptor (Karashén
al., 2009, Storyet al, 2003), pesna ulohaéthto receptar ve vnimani bolesti vyvolané
chladem vSak zatim neni zcela objsn V roce 2009 byla publikovana prace aiutor
Karashima a spol., ktera na mysSich gazgnym funknim genem pro TRPAL receptor
jednozné&né prokazala ulohu tohoto receptoru v detekci bolésid chladu. Studie z roku
2010 vSak dlezitou ulohu TRPA1 receptoru ve vnimani chladu atemila. U mysi s
dvojitou genovou inaktivaci TRPM8/TRPAL™) bylo porovnavano chovani v teplém a
studeném prosedi (Knowlton et al, 2010). Zatimco wild-type mysi davalyiqunost
teplejSimu prosedi, DKO aTrpm8KO mysi nevykazovaly Zzadné preference a reagovaly a
pii extrémré Skodlivych teplotach. Na rozdil od wild-type jedinTrpm8 KO mysSi se
nevyhybaly chladnym povrdim, a dokonce prozkoumavaly povrchy s teplotou 5 PE.
pusobeni nocicemich chladnych teplot, icilinu nebo mentolu bylazpmvano nociceptivni
chovéni uTrpal KO mysi, nikoliv v8ak urrpm8KO mysSi a DKO. Tato studie prokézala, Ze
za vnimani chladnych nocic&pgch teplot je #ejmé zodpo¥dny prevazig TRPM8 receptor
(Knowlton 2010). Transdukce bolestivého tepla véakze byt zprostedkovana i jinymi,

doposud neznamymi mechanizmy.

TRPM3

TRPM3 receptor je fievazr exprimovan v bilkkach pankreatu, kde se podili na
regulaci sekrece insulinu (Wagnet al, 2008). V nervovém systému byla exprese TRPM3
zaznamenana v TG a DRG neuronech, coz bylo potertaké stimulaci neuré@gnpomoci
exogenni latky pregnenolon sulfatu (PS), specifickéaktivatoru TRPM3. Ucerstw
izolovanych TG a DRG neurérkontrolnich zviiat vyvolal PS vapnikovy signal na rozdil od
neuror Trpm3 KO zvitat, kde tento signal byl vyragmnizsi (Vrienset al, 2011). Pi
testovani této exogenni latky jako specifickéhoivakoru TRPM3 receptdr byla mySim
podavana nejprveista voda a posléze voda igdanym PS. U kontrolnich ztdt byla
zaznamenana vyragrsnizena konzumace vody pdidani PS oprotiTrpm3 KO mySim
(Wagneret al, 2008).

V nedavné dob bylo zjis€no, Ze se TRPM3 iontovy kanakastni také detekce
tepelnych podétt a ma dlezity vyznam v nocicepci. iP testovani odpasdi neurori na

tepelny podit bylo pozorovano zvy$ené mnozstvi intracelularr®ad’. FYi teplotach 25-40
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°C byl u TRPM3 zaznamenan rychly fgr intracelularniho GA U TRPM3 se také
projevuje synergicky efekt mezi chemickym agonisadepelnymi stimuly. # aplikaci 1QuM

PS byl TRPM3 receptor aktivovan jizimizSich teplotach prosdi. Navic vzestup teploty na
37 °C zvysil odpo¥d’ na PS. Také dva behavioralni pokusy potvrddgsi TRPM3 receptoru
na vnimani tepla. V prvnim testu na horkych plotn&deplotami 52-58 °C vykazovaly
Trom3 KO mySi vyrazg zpozdnou behavioralni odp@éd’ na rozdil od wild-type zvat.
Pomoci jiného experimentu byla zj@&/adna teplotni preference kontrolnich mysi a mysi
s vyfazenym funknim genem pro TRPMS3 praizné teploty progedi. U obou pozorovanych
skupin zvfat bylo zaznamenano podobné chovatitegmz &tSinu casu stravily v mistech s
teplotami 27—-31 °C. Na rozdil od kontrolnichiatise vSak v prvnich 30 minutd€hpm3KO
mySi pohybovaly na podloZzkéach s teplotou mezi 35&C. Redpoklada se tedy, Zepm3
KO mysi preferuji stejnou teplotu jako kontrolniiiata, ale maji nizSi schopnost vyvarovat se

mistim se zvySenou teplotou, kterdibe byt pro organizmus Skodliva.

DalSi pokusy prokazaly ulohu TRPMS3 iontového kanaltepelné hyperalgézii.
Kontrolnim i Trpm3KO mySim bylo aplikovano Freundovo kompletni adjus (CFA), srés
antigeri vyvolavajici zawt. Poté byly mySi umighy na desky oidznych teplotach. Na
studené desce se u obou skupin projevila reakigobena bolestivym chladem. Po uraist
na teplou desku v3ak byly reakce odlisné. U kontobl zvfat byla v zastlivych podminkach
zaznamenana sniZzena latence behavioralni @édpozatimco uTrpm3 KO mySi nikoliv.
VSechny zmitné vysledky tedy podporujicast TRPM3 receptoru ve vnimani teplaia p

vzniku tepelné hyperalgézie (Vrieasal, 2011).
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Teplotné aktivovany TRPA receptor

TRPA1

TRPA1 receptor, idlve znamy jako ANKTM1, je jedinym¢lenem ankyrinové
podskupiny TRP iontovych kan@al N-konec TRPA1 receptoru obsahuje 18 ankyrinovych
repetic, podle nichz byl tento iontovy kanal pojroedéin (Jaguemaet al, 1999). TRPAL
receptor je fitomen na membr&mociceptivnich senzorickych neulom jeho exprese se
casté&ne prekryva s expresi TRPV1 iontového kanalu (Jadal, 2004, Kobayashet al,
2005, Storyet al, 2003). Tento receptor je aktivovany celaalou elektrofilnich reaktivnich
slowenin, které kovalentn modifikuji cysteinové zbytky na N-konci TRPAZimz je
stimulovano otekeni iontového kanalu (Hinmaet al, 2006). Mezi tyto latky s&adi girodni
sloweniny AITC (v hd¢icovém oleji, wasabi aiknu), alicin a diallyl disulfid (&Wesneku),
cinnamaldehyd (ve skizi) a také synteticka latka akrolein (v slznémmuly. TRPAL receptor
vSak nmize byt aktivovan i standardnim tgmbem — reverzibilni interakci agonisty se
specifickym vazebnym mistem iontového kanalu. iNd@d mentol, spokeny aktivator
TRPA1 a TRPMS receptdy pravdpodobré aktivuje iontovy kanal vazbou do pdérové oblasti.
Pt vytvoieni mutaci u lidského podtypu TRPAL se ukazalojazebnym mistem pro mentol
je prav@&podobrg TM5 doména. Po mutaci TM5 domény byla zaznamerséin& snizena
odpowd na mentol (Xiao et al, 2008). Fyziologické d&nky mentolu jsou tedy
pravcEpodobr zprostedkovany jak TRPMS8, tak TRPAL iontovymi kanaly (Ksinimaet al,
2007, Storyet al, 2003). Aktivita TRPAL receptoru je modulovéma@ou endogennich latek,
které se podili na oxidaim stresu a vzniku zéw, jako napklad bradykininem, 4-
hydroxynonenalem, formalaldehydem, oxidem dusnatyenpxidem vodiku, protony a 15d-
PGJ (Bandellet al, 2004, McNamarat al, 2007, Takahashet al, 2008, Trevisanet al,
2007).

TRPAL receptor je aktivovanytipnizSich teplotach prosdi nez TRPMS8. Teplotni
prah pro aktivaci TRPAL{jblizné¢ odpovida teplotnimu prahu pro vznik bolesti (~1paC
piedpoklada se, Ze by TRPAL1 mohl byt zodftbw za vnimani bolesti vyvolané chladem
(Davis and Pope, 2002, Stoey al, 2003). Nazory jednotlivych vyzkumnych skupin alié&
fyziologické funkce TRPAL ve vnimani chladu se vBak Ve dvou studiich, jez se zabyvaly
charakterizaci fenotypilirpal KO mysi, nebyl zaznamenan zadny rozdil v teploithivosti
geneticky modifikovanych a kontrolnich zaf (Bautistaet al, 2006, Knowltoret al, 2010).

Naopak v jiné studii byla u KO mySi pozorovana ené& behavioralni reakcéi vystaveni
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pusobeni chladu. Snizeni citlivostiad& chladu bylo ¥tSi u samiek neZz samg coz je
pri¢itano vlivu pohlavnich hormd@n(Kwan et al, 2006). | v dalSi studii byly zaznamenany
rozdily v chovani mezi wild-type @rpal KO zviraty, které se vSak projevily a#ipelmi
nizké teplot chlazené podlozky, na které byla teplotni citlivasySi testovana. Vsteni
ziejme spaiva v tom, Ze v nervovych zak&enich citlivych na chlad je mnohem vyssi teplota
diky cirkulaci krve nebo izotaimu &inku kiaZe oproti chladicim deskam (Karashietaal,
2009).

Uloha TRPAL ve vnimani akutniho chladu tedy nebgtgosud plé prokazana.
TRPAL se ale prawgodobré podili na vzniku hypersenzitivityi¢i chladu v podminkach
zaretu, kdy je aktivita TRPAL stimulovana zdlivymi mediatory. V heterolognim expresnim
systému jsou TRPAL receptory jen sdabktivovany snizenim teploty extracelularniho
roztoku. Vyrazna teplotni zavislost TRPA1 se proj@¥ i sowasné stimulaci chemickymi
agonisty. Experimentatnbylo prokazano, Ze i na drovni celého organizmuwijivost ke
chladnym teplotdm zprastdkovana TRPAL receptory pozorovana pouze za patniay je
tento iontovy kanél chemicky aktivovan. MySim bgjekéné aplikovan 4-hydroxynonenal
(4-HNE), endogenni agonista TRPAL, a poté byly tinjsna desku s teplotou 0 °C.Tdpal
KO mysi se nocifenzivni chovani projevilo mnohemzgigi nez u kontrolnich zvat.
Naopak, ped aplikaci 4-HNE ob experimentélni skupiny mySi nevykazovaly odlisné
chovéni pi vystaveni chladnému prasti (del Caminet al, 2010). Tyto vysledky poukazuji
na dilezity vyznam TRPALl receptdr pfi rozvoji zargtlivé bolesti. Jiz dve bylo
v behavioralnich testech prokdzano, Ze hyperalgegwlana aplikaci bradykininu nebo
formaldehydu je signifikanth nizSi u Trpal KO mysSi v porovnani s kontrolnimi Zaty
(Bautistaet al, 2006, McNamarat al, 2007). Inhibitory TRPAL1 receptoru by tedy mohly

slouzit jako @inné latky i 1écbé zaretlivych bolestivych staiv u lidi.

NejnowjSi studie z roku 2013 zjivala ulohu TRPA1 v mechanické&egitlivélosti
mySi po poraéni kiaze. Citlivost k mechanickym stimirh se po experimentalnim navozeni
koZzniho poraéni vyrazre zvySila jak u kontrolnich mysi, tak @rpal KO jedindi.
Skute&nost, Ze nebyl pozorovan zadny rozdil v odqubbeh geneticky upravenych zat
oproti wild-type mySim naziaje, Ze TRPAL1 receptor neni univerzalni molekul@@z,

zprostedkovava vznik mechanické hyperalgézie (BarabasSamcky, 2013).

Exprese TRPAL receptoru neni omezena pouze narggk&zoeurony. Skutmost, Ze
je TRPAL pgitomen ve viaskovych likach vnitniho ucha, vedla k domince, Ze by tento

iontovy kanal mohl byt hledanym mechanicky aktivoyiam receptorem sluchové drahy
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(Corey et al, 2004). Tento fedpoklad byl vSak vyvracen pokusy na mySich imxgnym
genem pro TRPAL receptor, jeZ nevykazovaly Zadoghslvy defekt (Bautistat al, 2006,
Kwan et al, 2006).
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TRP kanaly s dosud jen nepimo prokadzanou funkci teplotnich senzai

TRPC5

TRPCS5 receptor je patyglenem TRPC ,kanonické" podskupiny a fatnezi dalsi
teplotre aktivované iontové kandly. Jeho exprese byla zaenana v gangliich zadnich
koreni miSnich a v neuronech hipokampu. Teplotni citlivBRPC5 receptoru se pohybuje
v rozmezi 37-25 °C. Vyznam tohoto receptoru v deté&pelnych podtta byl doposud
zkouman jen v jedné studii. Nejprve byllgpc5 KOmysSi podrobeny behavioralnim pokins.
Po aplikaci bolestivych teplot i mechanickych pétdnTrpc5 KOmysSi vykazovaly normalni
behavioralni odpasdi a jejich vnimani chladu bylo zachovano. V ramkbumani fenotypu
Trpc5 KO mysSi byly porovnavany vlastnosti senzorickychvi@ken. Ukazalo se, Z&pc5
KO zvitata maji mnohem mémeurori citlivych na chlad a exprese TRPM8 receptoru je
omezena. Je tudizgimé, Ze viazeni funkniho genu pro TRPC5 siéinpostihuje funkci
senzorickeého nervového systému. Na urovni celélgarmozmu vSak rive byt pozorovany
defektTrpc5 KO zvitat kompenzovan jinymi mechanizmy. Atitstudie gedpokladaji, ze se
TRPC5 a TRPMS8 receptory v perifernich zasemich spoléné podili a dopiuji na detekci
chladu (Grekaet al, 2003, Zimmermanet al, 2011).

TRPM5

Moy

Chuw je jednim ze zakladnich Ziwidnych smysl, jenZ zajiSuje rozliSeni mezi
hodnotnou a vyzivay postradatelnou stravou. TRPM5 je neselektivnioketvy kanal, ktery
vSak neni propustny pro divaletni kationty. Je egsexprimovan v chiovych poharcich
jazyka, kde hrajeidezitou roli ve vnimani sladké, H@ a umami chuti (Perezt al, 2002,
Zhang et al, 2003). TRPM5 je zapojen do transdok kaskady vnimani chuti, jez je
stimulovana prosédnictvim receptdr specifickych pro jednotlivé typy podti a umisénych
na membra& chuwovych burk. Receptory pro sladkou, #mu a umami chiijsou sgpazeny
s trimernimi G-proteiny a po jejich aktivaci dochdzdisociaci a podjednotky odpy
podjednotky. VolnéBy podjednotky naslednaktivuji fosfolipdzu CB2, ktera hydrolyzuje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na diacygerol (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfat (IP3).
IP3 aktivuje IP3 receptor na memb¢adandoplazmatického retikula, coz vede k u¥ain
intracelularnich zasob vapenatych iodb cytozolu. Bylo zji&no, Ze TRPM5 receptory jsou

aktivovany vapenatymi ionty Usobicimi z intracelularni strany membrany. Wtr
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koncentrace vapenatych idnv cytozolu chdovych burk tudiz mize stimulovat aktivitu
TRPM5 receptar. Predpoklada se, Ze depolarizace membrany navozemgevstsodikovych
ionta skrze TRPM5 iontové kanaly umoZzni vylev neurotmaitesni na synapsi s primarnim

senzorickym neuronem (Liu and Liman, 2003).

Studie z roku 2005 ukazuje, Z@nnost TRPM5 je regulovana teplotou presfi
(Talaveraet al, 2005). V heterolognim expresnim systému je TRR#®Eeptor aktivovan
teplotami v rozmezi 15-35°C. Mozny vyznam teplotiflivosti TRPM5 receptar ve
vnimani chuti byl testovan na pokusnych mysich,iahz byla sledovana aktivita nervu
chorda tympani. Tento nerv inervujgednicast jazyka, kde se vyskytuji afavé buky, které
pirednosti vnimaji sladkou chii K stimulaci chorda tympani nervu byly pouzity deakry
(sacharéza a glukdza) a dwnekalorickd sladidla (sacharin a SC45647). Tytikylau
kontrolnich zvfat vyvolaly specifickou odp@d’, ktera se zvySovala se ustajici teplotou
aplikovaného roztokuNaopak u KO mysi byla elektrickd odgdVv nervu chorda tympani
znané snizena,  aplikaci SC45647 dokonce nebyla pozorovand zaddaowd.
Predpoklada se tedy, Zze TRPMGibe napomahat k lepSimu vnimani sladké chititvysSich
teplotach. Samotné detekce zvySenych teplot fmdiste vSak tyto receptory pra&pddobré

nelastni, nebd nejsou exprimovany mimo tk&rspojené s detekci chuti (Pertzal, 2002).
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Zaveér

Tato prace je shrnutim sgasnych ¥domosti o teplothaktivovanych TRP iontovych
kanalech. Od identifikace prvniho teplocitlivéhatiového kanalu v roce 1997 zaznamenal
vyzkum v této oblasti velky pokrok. Ukazalo se,ty®® iontové kanaly nejsou pouze senzory
teplot, ale dastni se také Siroké Skaly dalSich fyziologickyétivit. Dnes uz je znamo 9
teplotre aktivovanych TRP iontovych kana(TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM3,
TRPM5, TRPM8, TRPA1l, TRPC5), které jsou exprimovangenzorickych neuronech.
VétSina z nich psobi jako smyslové receptory priéimpdni latky, jako jsou kapsaicin, mentol
¢i hoi¢iény olej. Studie, ve kterych byly pouzity specifidkéibitory TRP receptdrnebo KO
zvirata, ukazaly, Zedkteré z échto kanal hraji dilezitou roli ve vnimani bolesti, ktera je
vyvolana extrémnimi teplotami, z&em nebo poskozenim tkanPredpoklada se tudiz, Ze
pouziti farmakologickych inhibitégr TRP iontovych kanélby mohlo mit terapeutickycinek
na vnimani bolesti. Farmakagobici na TRP receptory by mohly slouzit jako nagéné
latky pro l&bu patologickych bolestivych stav Néekteré funkni vlastnosti teplocitlivych
TRP kanal nejsou vSak zatim pinobjasgny a mnoho otdzek musi byt jg&odpo¥zeno

v dalSich studiich.
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Obr. 4. Aktivarni teploty jednotlivych TRP iontovych kahakexprimovanych v senzorickych
neuronech. Elektrofyziologické zaznamy vybranycP Tdhtovych kandl stimulovanych zemou
teploty (vlevo dole) (upraveno poditp://www.nips.ac.jp/huinfo/IBRO/course.html#

29



Seznam pouzité literatury:

Alessandri-Haber, N., O. A. Dina, E. K. Joseph, DReichling, and J. D. Levine. 2006A
transient receptor potential vanilloid 4-dependeichanism of hyperalgesia is engaged by
concerted action of inflammatory mediatar$\leurosc26:3864-3874.

Alessandri-Haber, N., E. Joseph, O. A. Dina, W. Litke, and J. D. Levine. 2005TRPV4
mediates pain-related behavior induced by mild hgpéc stimuli in the presence of
inflammatory mediato?ain 11870-79.

Andersson, D. A., H. W. Chase, and S. Bevan. 200BRPM8 activation by menthol, icilin,
and cold is differentially modulated by intraceflubH.J Neurosc4:5364-5369.

Bandell, M., G. M. Story, S. W. Hwang, V. Viswanath S. R. Eid, M. J. Petrus, T. J.
Earley, and A. Patapoutian. 2004Noxious cold ion channel TRPAL is activated by gpemt
compounds and bradykiniNeuron41:849-857.

Bang, S., K. Y. Kim, S. Yoo, S. H. Lee, and S. W.whng. 2007 Transient receptor potential
V2 expressed in sensory neurons is activated byemecid Neurosci Letd25120-125.

Banik, R. K., and T. J. Brennan. 2009.Trpvl mediates spontaneous firing and heat
sensitization of cutaneous primary afferents gitantar incisionPain 141:41-51.

Barabas, M. E., and C. L. Stucky. 2013TRPV1, but not TRPAL, in primary sensory
neurons contributes to cutaneous incision-mediaypersensitivityMol Pain 9:9.

Bautista, D. M., S. E. Jordt, T. Nikai, P. R. Tsurula, A. J. Read, J. Poblete, E. N.
Yamoah, A. |. Basbaum, and D. Julius. 2006TRPA1 mediates the inflammatory actions of
environmental irritants and proalgesic age@sl] 1241269-1282.

Bautista, D. M., J. Siemens, J. M. Glazer, P. R. Tsuda, A. I. Basbaum, C. L. Stucky, S.
E. Jordt, and D. Julius. 2007.The menthol receptor TRPMS8 is the principal detecif
environmental coldNature448204-208.

Bolcskei, K., Z. Helyes, A. Szabo, K. Sandor, K. Ekes, J. Nemeth, R. Almasi, E. Pinter,
G. Petho, and J. Szolcsanyi. 200fvestigation of the role of TRPV1 receptors imtgcand
chronic nociceptive processes using gene-deficrece. Pain 117.368-376.

Cao, E., J. F. Cordero-Morales, B. Liu, F. Qin, andD. Julius. 2013.TRPV1 channels are
intrinsically heat sensitive and negatively regedatby phosphoinositide lipiddNeuron
77:667-679.

Caterina, M. J., A. Leffler, A. B. Malmberg, W. J. Martin, J. Trafton, K. R. Petersen-

Zeitz, M. Koltzenburg, A. I. Basbaum, and D. Julius 2000.Impaired nociception and pain
sensation in mice lacking the capsaicin recef@oience288306-313.

30



Caterina, M. J., T. A. Rosen, M. Tominaga, A. J. Bake, and D. Julius. 1999A capsaicin-
receptor homologue with a high threshold for nozibeatNature398436-441.

Caterina, M. J., M. A. Schumacher, M. Tominaga, TA. Rosen, J. D. Levine, and D.
Julius. 1997.The capsaicin receptor: a heat-activated ion aflanrthe pain pathwagature
389816-824.

Cesare, P., and P. McNaughton. 1996, novel heat-activated current in nociceptive oagr
and its sensitization by bradykiniAroc Natl Acad Sci U S 83:15435-15439.

Colburn, R. W., M. L. Lubin, D. J. Stone, Jr., Y. Wang, D. Lawrence, M. R. D'Andrea,
M. R. Brandt, Y. Liu, C. M. Flores, and N. Qin. 20(/. Attenuated cold sensitivity in
TRPMS8 null mice Neuron54:379-386.

Corey, D. P., J. Garcia-Anoveros, J. R. Holt, K. YKwan, S. Y. Lin, M. A. Vollrath, A.
Amalfitano, E. L. Cheung, B. H. Derfler, A. Duggan,G. S. Geleoc, P. A. Gray, M. P.
Hoffman, H. L. Rehm, D. Tamasauskas, and D. S. Zhgn 2004.TRPAL is a candidate for
the mechanosensitive transduction channel of vextelhair cellsNature432723-730.

Cuypers, E., A. Yanagihara, E. Karlsson, and J. Tygat. 2006.Jellyfish and other cnidarian
envenomations cause pain by affecting TRPV1 chanREBS Let5805728-5732.

Davis, J. B., J. Gray, M. J. Gunthorpe, J. P. Hatchr, P. T. Davey, P. Overend, M. H.
Harries, J. Latcham, C. Clapham, K. Atkinson, S. A.Hughes, K. Rance, E. Grau, A. J.
Harper, P. L. Pugh, D. C. Rogers, S. Bingham, A. Ralall, and S. A. Sheardown. 2000.
Vanilloid receptor-1 is essential for inflammatahgrmal hyperalgesi&ature405183-187.

Davis, K. D., and G. E. Pope. 2002oxious cold evokes multiple sensations with disti
time coursesPain 98:179-185.

del Camino, D., S. Murphy, M. Heiry, L. B. Barrett, T. J. Earley, C. A. Cook, M. J.
Petrus, M. Zhao, M. D'Amours, N. Deering, G. J. Braner, M. Costigan, N. J. Hayward,
J. A. Chong, C. M. Fanger, C. J. Woolf, A. Patapou&n, and M. M. Moran. 2010.TRPA1
contributes to cold hypersensitivityNeuroscB0:15165-15174.

Delany, N. S., M. Hurle, P. Facer, T. Alnadaf, C. Rmpton, I. Kinghorn, C. G. See, M.
Costigan, P. Anand, C. J. Woolf, D. Crowther, P. Ssseau, and S. N. Tate. 2001.
Identification and characterization of a novel hamanilloid receptor-like protein, VRL-2.
Physiol Genomic4:165-174.

Dhaka, A., A. N. Murray, J. Mathur, T. J. Earley, M. J. Petrus, and A. Patapoutian. 2007.
TRPMS8 is required for cold sensation in mibkeuron54:371-378.

Dhaka, A., V. Uzzell, A. E. Dubin, J. Mathur, M. Pérus, M. Bandell, and A. Patapoutian.
2009.TRPV1 is activated by both acidic and basic pileurosc9:153-158.

Dubin, A. E., and A. Patapoutian. 2010Nociceptors: the sensors of the pain pathwasilin
Invest120:3760-3772.

Everaerts, W., B. Nilius, and G. Owsianik. 2010The vanilloid transient receptor potential
channel TRPV4: from structure to diseaBmg. Biophys. Mol. Bioll032-17.

31



Fernandes, J., I. M. Lorenzo, Y. N. Andrade, A. Gatia-Elias, S. A. Serra, J. M.
Fernandez-Fernandez, and M. A. Valverde. 2008P3 sensitizes TRPV4 channel to the
mechano- and osmotransducing messenger 5'-6'-epoggérienoic acidJ Gen Physiol
131i2.

Greka, A., B. Navarro, E. Oancea, A. Duggan, and DE. Clapham. 2003.TRPC5 is a
regulator of hippocampal neurite length and groadhe morphologyNat Neurosci6:837-
845.

Grycova, L., B. Holendova, L. Bumba, J. Bily, M. Jiku, Z. Lansky, and J. Teisinger.
2012. Integrative binding sites within intracellular n@ni of TRPV1 receptorPLoS One
7:e48437.

Guler, A. D., H. Lee, T. lida, I. Shimizu, M. Tominaga, and M. Caterina. 2002 Heat-
evoked activation of the ion channel, TRPUANeurosc2:6408-6414.

Helliwell, R. J., L. M. McLatchie, M. Clarke, J. Winter, S. Bevan, and P. Mcintyre. 1998.
Capsaicin sensitivity is associated with the exqas of the vanilloid (capsaicin) receptor
(VR1) mRNA in adult rat sensory ganglideurosci Let250177-180.

Hinman, A., H. H. Chuang, D. M. Bautista, and D. Jlius. 2006.TRP channel activation
by reversible covalent modificatioRroc Natl Acad Sci U S A0319564-19568.

Hu, H. Z., Q. Gu, C. Wang, C. K. Colton, J. Tang, M Kinoshita-Kawada, L. Y. Lee, J. D.
Wood, and M. X. Zhu. 2004.2-aminoethoxydiphenyl borate is a common activaibr
TRPV1, TRPV2, and TRPV3. Biol Chen7935741-35748.

Huang, S. M., H. Lee, M. K. Chung, U. Park, Y. Y. ¥4, H. B. Bradshaw, P. A. Coulombe,
J. M. Walker, and M. J. Caterina. 2008.0verexpressed transient receptor potential vadillo
3 ion channels in skin keratinocytes modulate psemsitivity via prostaglandin E2]
Neurosci2813727-13737.

Huang, S. M., X. Li, Y. Yu, J. Wang, and M. J. Catena. 2011. TRPV3 and TRPV4 ion
channels are not major contributors to mouse heetationMol Pain 7:37.

Hwang, S. W., H. Cho, J. Kwak, S. Y. Lee, C. J. Kap J. Jung, S. Cho, K. H. Min, Y. G.
Suh, D. Kim, and U. Oh. 2000.Direct activation of capsaicin receptors by prdducf
lipoxygenases: endogenous capsaicin-like substaftes Natl Acad Sci U S A7:6155-
6160.

Chuang, H. H., W. M. Neuhausser, and D. Julius. 2@0 The super-cooling agent icilin
reveals a mechanism of coincidence detection bnapérature-sensitive TRP channel.
Neuron43:859-869.

Chung, M. K., H. Lee, and M. J. Caterina. 2003Warm temperatures activate TRPV4 in
mouse 308 keratinocyte$ Biol Chen27832037-32046.

Jaquemar, D., T. Schenker, and B. Trueb. 1999An ankyrin-like protein with

transmembrane domains is specifically lost aftecogenic transformation of human
fibroblasts.J Biol Chen274:7325-7333.

32



Jordt, S. E., D. M. Bautista, H. H. Chuang, D. D. MKemy, P. M. Zygmunt, E. D.
Hogestatt, I. D. Meng, and D. Julius. 2004Mustard oils and cannabinoids excite sensory
nerve fibres through the TRP channel ANKTNNiature427.260-265.

Kanzaki, M., Y. Q. Zhang, H. Mashima, L. Li, H. Shbata, and I. Kojima. 1999.
Translocation of a calcium-permeable cation chamukiced by insulin-like growth factor-I.
Nat Cell Biol1:165-170.

Karashima, Y., N. Damann, J. Prenen, K. Talavera, ASegal, T. Voets, and B. Nilius.
2007. Bimodal action of menthol on the transient recegtotential channel TRPALJ
Neurosci27:9874-9884.

Karashima, Y., K. Talavera, W. Everaerts, A. Jansses, K. Y. Kwan, R. Vennekens, B.
Nilius, and T. Voets. 2009TRPA1 acts as a cold sensor in vitro and in viRxmc Natl Acad
Sci U S Al061273-1278.

Kim, A. Y., Z. Tang, Q. Liu, K. N. Patel, D. Maag,Y. Geng, and X. Dong. 2008Pirt, a
phosphoinositide-binding protein, functions as gutatory subunit of TRPVI1Cell 133475-
485.

Knowlton, W. M., A. Bifolck-Fisher, D. M. Bautista, and D. D. McKemy. 2010.TRPMS,
but not TRPAL, is required for neural and behavioesponses to acute noxious cold
temperatures and cold-mimetics in vi\Rain 150:340-350.

Kobayashi, K., T. Fukuoka, K. Obata, H. Yamanaka, Y Dai, A. Tokunaga, and K.
Noguchi. 2005.Distinct expression of TRPM8, TRPAL, and TRPV1 nMNn rat primary
afferent neurons with adelta/c-fibers and coloedion with trk receptors] Comp Neurol
493596-606.

Kort, M. E., and P. R. Kym. 2012.TRPV1 antagonists: clinical setbacks and prospects
future developmenProg Med Chen1:57-70.

Kwan, K. Y., A. J. Allchorne, M. A. Vollrath, A. P. Christensen, D. S. Zhang, C. J. Woolf,
and D. P. Corey. 2006TRPA1 contributes to cold, mechanical, and chehmoaiception but
is not essential for hair-cell transductiddeuron50:277-289.

Lee, H., T. lida, A. Mizuno, M. Suzuki, and M. J. Gaterina. 2005. Altered thermal
selection behavior in mice lacking transient receppotential vanilloid 4.J Neurosci
25:1304-1310.

Liedtke, W., and J. M. Friedman. 2003 Abnormal osmotic regulation in trpv4-/- mideroc
Natl Acad Sci U S A0013698-13703.

Liedtke, W., Y. Choe, M. A. Marti-Renom, A. M. Bell, C. S. Denis, A. Sali, A. J.
Hudspeth, J. M. Friedman, and S. Heller. 2000Vanilloid receptor-related osmotically
activated channel (VR-OAC), a candidate verteboataoreceptoiCell 103525-535.

Link, T. M., U. Park, B. M. Vonakis, D. M. Raben, M. J. Soloski, and M. J. Caterina.

2010. TRPV2 has a pivotal role in macrophage particleditig and phagocytosidNat
Immunol11:232-239.

33



Lishko, P. V., E. Procko, X. Jin, C. B. Phelps, antR. Gaudet. 2007 The ankyrin repeats of
TRPV1 bind multiple ligands and modulate channakge/ity. Neuron54:905-918.

Liu, D., and E. R. Liman. 2003.Intracellular Ca2+ and the phospholipid PIP2 ratuthe
taste transduction ion channel TRPN#soc Natl Acad Sci U S A0015160-15165.

Lukacs, V., B. Thyagarajan, P. Varnai, A. Balla, T.Balla, and T. Rohacs. 2007Dual
regulation of TRPV1 by phosphoinositiddNeurosc7:7070-7080.

Mandadi, S., T. Sokabe, K. Shibasaki, K. KatanosakaA. Mizuno, A. Moqrich, A.
Patapoutian, T. Fukumi-Tominaga, K. Mizumura, and M. Tominaga. 2009.TRPV3 in
keratinocytes transmits temperature informatiorséasory neurons via ATPflugers Arch
4581093-1102.

McNamara, C. R., J. Mandel-Brehm, D. M. Bautista, J Siemens, K. L. Deranian, M.
Zhao, N. J. Hayward, J. A. Chong, D. Julius, M. M.Moran, and C. M. Fanger. 2007.
TRPA1 mediates formalin-induced pairoc Natl Acad Sci U S 204:13525-13530.

Mogrich, A., S. W. Hwang, T. J. Earley, M. J. Petrs, A. N. Murray, K. S. Spencer, M.
Andahazy, G. M. Story, and A. Patapoutian. 2005Impaired thermosensation in mice
lacking TRPV3, a heat and camphor sensor in the Skience307.1468-1472.

Moriyama, T., T. Higashi, K. Togashi, T. lida, E. ®gi, Y. Sugimoto, T. Tominaga, S.
Narumiya, and M. Tominaga. 2005. Sensitization of TRPV1 by EP1 and IP reveals
peripheral nociceptive mechanism of prostaglandvitd.Pain 1:3.

Moriyama, T., T. lida, K. Kobayashi, T. Higashi, T. Fukuoka, H. Tsumura, C. Leon, N.
Suzuki, K. Inoue, C. Gachet, K. Noguchi, and M. Tonmaga. 2003.Possible involvement
of P2Y2 metabotropic receptors in ATP-induced tiemisreceptor potential vanilloid receptor
1-mediated thermal hypersensitivilyNeurosc3:6058-6062.

Muraki, K., Y. Iwata, Y. Katanosaka, T. Ito, S. Ohya, M. Shigekawa, and Y. Imaizumi.
2003. TRPV2 is a component of osmotically sensitive aratchannels in murine aortic
myocytes Circ Res93:829-838.

Neeper, M. P., Y. Liu, T. L. Hutchinson, Y. Wang, C M. Flores, and N. Qin. 2007.
Activation properties of heterologously expressemhmmalian TRPV2: evidence for species
dependencel Biol Chen28215894-15902.

Nilius, B., and G. Owsianik. 2011.The transient receptor potential family of ion hals.
Genome Bioll2:218.

Park, U., N. Vastani, Y. Guan, S. N. Raja, M. Koltenburg, and M. J. Caterina. 2011.
TRP vanilloid 2 knock-out mice are susceptible &rimatal lethality but display normal
thermal and mechanical nociceptidriNeurosci31:11425-11436.

Peier, A. M., A. J. Reeve, D. A. Andersson, A. Moagh, T. J. Earley, A. C. Hergarden, G.

M. Story, S. Colley, J. B. Hogenesch, P. Mcintyre5. Bevan, and A. Patapoutian. 2002
heat-sensitive TRP channel expressed in keratirec§tience296:2046-2049.

34



Perez, C. A., L. Huang, M. Rong, J. A. Kozak, A. KPreuss, H. Zhang, M. Max, and R. F.
Margolskee. 2002A transient receptor potential channel expressddste receptor cellblat
Neurosci5:1169-1176.

Prescott, E. D., and D. Julius. 2003A modular PIP2 binding site as a determinant of
capsaicin receptor sensitivigycience300:.1284-1288.

Qin, F. 2007. Regulation of TRP ion channels by phosphatidyitebgl,5-bisphosphate.
Handb Exp Pharmacd09-525.

Qin, N., M. P. Neeper, Y. Liu, T. L. Hutchinson, M.L. Lubin, and C. M. Flores. 2008.
TRPV2 is activated by cannabidiol and mediates C@&&€ase in cultured rat dorsal root
ganglion neuronsl Neurosc8:6231-6238.

Siemens, J., S. Zhou, R. Piskorowski, T. Nikai, BA. Lumpkin, A. I. Basbaum, D. King,
and D. Julius. 2006.Spider toxins activate the capsaicin receptorrampce inflammatory
pain.Nature444.208-212.

Smith, G. D., M. J. Gunthorpe, R. E. Kelsell, P. DHayes, P. Reilly, P. Facer, J. E.
Wright, J. C. Jerman, J. P. Walhin, L. Ooi, J. Egeton, K. J. Charles, D. Smart, A. D.
Randall, P. Anand, and J. B. Davis. 2002TRPV3 is a temperature-sensitive vanilloid
receptor-like proteinNature418186-190.

Smith, P. L., K. N. Maloney, R. G. Pothen, J. Clarg, and D. E. Clapham. 2006.
Bisandrographolide from Andrographis paniculatavatés TRPV4 channeld. Biol Chem
281:29897-29904.

Story, G. M., A. M. Peier, A. J. Reeve, S. R. Eidl. Mosbacher, T. R. Hricik, T. J. Earley,
A. C. Hergarden, D. A. Andersson, S. W. Hwang, P. Mntyre, T. Jegla, S. Bevan, and A.
Patapoutian. 2003.ANKTM1, a TRP-like channel expressed in nociceptiveurons, is
activated by cold temperaturé3ell 112819-829.

Strotmann, R., C. Harteneck, K. Nunnenmacher, G. Sultz, and T. D. Plant. 2000.
OTRPC4, a nonselective cation channel that cordersitivity to extracellular osmolarity.
Nat Cell Biol2:695-702.

Sugiura, T., M. Tominaga, H. Katsuya, and K. Mizumua. 2002. Bradykinin lowers the
threshold temperature for heat activation of vardlireceptor 1J Neurophysio88:544-548.

Suzuki, M., A. Mizuno, K. Kodaira, and M. Imai. 2003. Impaired pressure sensation in
mice lacking TRPV4J Biol Chen27822664-22668.

Szallasi, A., and P. M. Blumberg. 1999Vanilloid (Capsaicin) receptors and mechanisms.
Pharmacol Re%1:159-212.

Takahashi, N., Y. Mizuno, D. Kozai, S. Yamamoto, Xiyonaka, T. Shibata, K. Uchida,

and Y. Mori. 2008. Molecular characterization of TRPA1 channel adtora by cysteine-
reactive inflammatory mediator€hannels (Austin:287-298.

35



Talavera, K., K. Yasumatsu, T. Voets, G. Droogmand\. Shigemura, Y. Ninomiya, R. F.
Margolskee, and B. Nilius. 2005Heat activation of TRPM5 underlies thermal sewstiof
sweet tasteNature4381022-1025.

Todaka, H., J. Taniguchi, J. Satoh, A. Mizuno, and. Suzuki. 2004.Warm temperature-
sensitive transient receptor potential vanilloidT&RPV4) plays an essential role in thermal
hyperalgesial Biol Chen27935133-35138.

Tominaga, M., M. J. Caterina, A. B. Malmberg, T. A.Rosen, H. Gilbert, K. Skinner, B.
E. Raumann, A. I. Basbaum, and D. Julius. 1998 he cloned capsaicin receptor integrates
multiple pain-producing stimulNeuron21:531-543.

Trevisani, M., J. Siemens, S. Materazzi, D. M. Baidta, R. Nassini, B. Campi, N.
Imamachi, E. Andre, R. Patacchini, G. S. Cottrell,R. Gatti, A. . Basbaum, N. W.
Bunnett, D. Julius, and P. Geppetti. 20074-Hydroxynonenal, an endogenous aldehyde,
causes pain and neurogenic inflammation througivamn of the irritant receptor TRPAL.
Proc Natl Acad Sci U S 20413519-13524.

Trevisani, M., D. Smart, M. J. Gunthorpe, M. Togneto, M. Barbieri, B. Campi, S.
Amadesi, J. Gray, J. C. Jerman, S. J. Brough, D. Ogn, G. D. Smith, A. D. Randall, S.
Harrison, A. Bianchi, J. B. Davis, and P. Geppetti2002. Ethanol elicits and potentiates
nociceptor responses via the vanilloid receptd¥dt. Neuroscb:546-551.

Ufret-Vincenty, C. A., R. M. Klein, L. Hua, J. Angueyra, and S. E. Gordon. 2011.
Localization of the PIP2 sensor of TRPV1 ion chasrikeBiol Chen286.9688-9698.

Vellani, V., S. Mapplebeck, A. Moriondo, J. B. Daw, and P. A. McNaughton. 2001.
Protein kinase C activation potentiates gatingha&f vanilloid receptor VR1 by capsaicin,
protons, heat and anandamidd>hysiol534:813-825.

Voets, T., G. Droogmans, U. Wissenbach, A. JansseiNs Flockerzi, and B. Nilius. 2004.
The principle of temperature-dependent gating itd-cand heat-sensitive TRP channels.
Nature430748-754.

Vriens, J., G. Owsianik, B. Fisslthaler, M. SuzukiA. Janssens, T. Voets, C. Morisseau, B.
D. Hammock, I. Fleming, R. Busse, and B. Nilius. 2&. Modulation of the Ca2 permeable
cation channel TRPV4 by cytochrome P450 epoxygenmseascular endotheliuntirc Res
97:908-915.

Vriens, J., G. Owsianik, T. Hofmann, S. E. PhilippJ. Stab, X. Chen, M. Benoit, F. Xue,
A. Janssens, S. Kerselaers, J. Oberwinkler, R. Vepkens, T. Gudermann, B. Nilius, and
T. Voets. 2011.TRPM3 is a nociceptor channel involved in the dib& of noxious heat.
Neuron70:482-494.

Wagner, T. F., S. Loch, S. Lambert, I. Straub, S. Mnnebach, I. Mathar, M. Dufer, A.

Lis, V. Flockerzi, S. E. Philipp, and J. Oberwinkle. 2008. Transient receptor potential M3
channels are ionotropic steroid receptors in paticréeta cellsNat Cell Biol10:1421-1430.

36



Walder, R. Y., R. Radhakrishnan, L. Loo, L. A. Rasnussen, D. P. Mohapatra, S. P.
Wilson, and K. A. Sluka. 2012.TRPV1 is important for mechanical and heat sensjtin
uninjured animals and development of heat hypeitahs after muscle inflammationPain
1531664-1672.

Watanabe, H., J. B. Davis, D. Smart, J. C. JermarG. D. Smith, P. Hayes, J. Vriens, W.
Cairns, U. Wissenbach, J. Prenen, V. Flockerzi, @roogmans, C. D. Benham, and B.
Nilius. 2002. Activation of TRPV4 channels (hVRL-2/mTRP12) byopbol derivatives.J
Biol Chem277:13569-13577.

Watanabe, H., J. Vriens, J. Prenen, G. Droogmans,.TVoets, and B. Nilius. 2003.
Anandamide and arachidonic acid use epoxyeicogsaidecids to activate TRPV4 channels.
Nature424434-438.

Wissenbach, U., M. Bodding, M. Freichel, and V. Flckerzi. 2000. Trp12, a novel Trp
related protein from kidne¥:EBS Letd85127-134.

Xiao, B., A. E. Dubin, B. Bursulaya, V. Viswanath,T. J. Jegla, and A. Patapoutian. 2008.
Identification of transmembrane domain 5 as aaaitmolecular determinant of menthol
sensitivity in mammalian TRPA1 channeldNeurosci28:9640-9651.

Xu, H., M. Delling, J. C. Jun, and D. E. Clapham. Q06.0Oregano, thyme and clove-derived
flavors and skin sensitizers activate specific TRBnnelsNat Neuroscb:628-635.

Xu, H., I. S. Ramsey, S. A. Kotecha, M. M. Moran, JA. Chong, D. Lawson, P. Ge, J.
Lilly, 1. Silos-Santiago, Y. Xie, P. S. DiStefanoR. Curtis, and D. E. Clapham. 2002.
TRPV3 is a calcium-permeable temperature-sensitiien channelNature418181-186.

Zhang, X., J. Huang, and P. A. McNaughton. 2005NGF rapidly increases membrane
expression of TRPV1 heat-gated ion chanrtetsbo J24:4211-4223.

Zhang, Y., M. A. Hoon, J. Chandrashekar, K. L. Mueler, B. Cook, D. Wu, C. S. Zuker,
and N. J. Ryba. 2003.Coding of sweet, bitter, and umami tastes: difieneceptor cells
sharing similar signaling pathwaySell 112293-301.

Zimmermann, K., J. K. Lennerz, A. Hein, A. S. Link, J. S. Kaczmarek, M. Delling, S.
Uysal, J. D. Pfeifer, A. Riccio, and D. E. Clapham2011.Transient receptor potential cation
channel, subfamily C, member 5 (TRPC5) is a caddducer in the peripheral nervous
systemProc Natl Acad Sci U S 20818114-18119.

Zygmunt, P. M., J. Petersson, D. A. Andersson, H.l@iang, M. Sorgard, V. Di Marzo, D.

Julius, and E. D. Hogestatt. 1999 Vanilloid receptors on sensory nerves mediate the
vasodilator action of anandamidéature400452-457.

37



