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ABSTRAKT

Detekce bolestivych podnétii na periferii a jejich transdukce do CNS je
zprostfedkovana nékterymi zastupci teplotné citlivych transient receptor potential
(TRP) kanalt, kteti se exprimuji na volnych zakoncenich primarnich aferentnich
senzorickych neurontt nazyvanych nociceptory. Prostfednictvim TRP kanala
nociceptory vnimaji nejen teplotni stimuly, ale také podnéty mechanické a chemické.
Ze sedmi v soucasnosti identifikovanych teplotné citlivych TRP kandld jsou
za detekci bolestivych teplotnich podnétii zodpovédni dva teplem aktivovani zastupci
vaniloidnich receptora: TRPV1 (=42 °C), TRPV2 (>52°C) a jeden chladem
aktivovany zéastupce ankyrinovych receptorii TRPA1 (<17 °C). Tyto kandaly jsou
typické slozitym a dosud nezndamym mechanizmem ptisobeni, jejichZ poznani je
nezbytné k pochopeni jejich komplexnich funkci v organizmu a nasledné
pro navrhovani potencialnich analgetik. Nové poznatky, které jsou naplni této studie,
smétfuji k objasnéni mechanizmii pisobeni dvou vySe zminénych nociceptivnich
receptori TRPV1 a TRPAI, se zaméfenim na kafrovou a napétovou citlivost TRPV 1
a vapnikovou modulaci TRPA1 receptoru.

Prvnim tématem, kter¢ je v této praci diskutovano, je modulacni
mechanizmus kafru na TRPV1 receptor. Kafr je G€¢innou, v pfirod¢ se vyskytujici
latkou pouzivanou diky svym analgetickym G¢inktim od nepaméti. Jeji mechanizmus
pusobeni je vSak neznamy. Kafr je zndm jako parcialni agonista TRPV1 receptoru,
plny agonista TRPV3 receptoru, ale 1 jako inhibitor sav¢iho receptoru TRPAL.
Piisobeni kafru bylo v ramci této studie studovdno nejen na Urovni vaniloidniho
receptoru typu 1, ale i na trovni zmén vlastnosti membrany v pfitomnosti této latky.
Ukézalo se, ze kafr je schopen velmi rychle aktivovat TRPV1 receptor, a to
prostifednictvim konformaéni zmény kratkého helixu, ktery je situovan uvnitf poru
kanalu. Tento helix byl navrzen i1 jako misto interakce kafru s receptorem. Stejné
dobfe kafr méni distribuci dilezitého moduldtoru vaniloidniho receptoru
fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu na vnitinim listu membrany, coz mize predstavovat
dilezity zptisob modulace membranovych receptorti.

Z hlediska zakladnich strukturdlné funkcnich vlastnosti byla u TRPVI
receptoru studovana uloha intracelularni ¢asti S4-S5 helixti a byla porovnana funkce

odpovidajicich aminokyselin u dvou dalSich zastupci vaniloidnich receptort, TRPV2



a TRPV3. PrestoZze je studovand oblast mezi t€mito zastupci vysoce konzervovana,
ukézalo se, Ze nabita rezidua v této oblasti maji mezi jednotlivymi zéstupci odlisné
funkce v jejich teplotni, napét'ové a chemické citlivosti. Byla identifikovana rezidua
nezbytna pro napétovou a teplotni modulaci kapsaicinem aktivovaného TRPV1
kanalu.

Zavére¢nym tématem diskutovanym v rdmci této prace je tloha distalni ¢asti
C -termindlniho konce TRPA1 receptoru v aktivaci vapenatymi ionty. TRPAI je
iontovy kanal, jehoZ funkce je silné modulovana ionty Ca”*, ale mechanizmus této
modulace nebyl zatim uspokojivé objasnén. Na zdklad¢ naSich experimentalnich dat
usuzujeme na funkci distdlni domény C-konce jako vapnikového senzoru TRPA1
receptoru. Zaménami kyselych aminokyselin v této oblasti byla prokézdna uloha
t&chto rezidui ve Ca®'-indukované potenciaci a inaktivaci tohoto kandlu. Vysledky
této Casti predlozené dizertani prace napomahaji k porozuméni funkce TRPA1

receptoru v chemické nocicepci.



ABSTRACT

Detection of painful stimuli in the periphery is mediated by temperature-
sensitive transient receptor potential (TRP) channels which are expressed in primary
afferent endings of free sensory neurons called nociceptors. TRP channels
in nociceptors are involved in the detection of thermal, but also mechanical and
chemical stimuli. Out of seven known types of temperature-sensitive TRP channels,
three are responsible for detecting painful temperatures: vanilloid receptors TRPV1
(> 42 °C) and TRPV2 (> 52 °C) detect noxious heat, and ankyrin receptor TRPA1
detects noxious cold (<17 °C). Better knowledge of TRP channel mechanisms
of action is essential for understanding TRP channel functions and ultimately
for the design of potential analgesics. New findings presented in this thesis clarify
mechanisms of action of TRPV1 and TRPA1 receptors, focusing on camphor and
voltage sensitivity of TRPV1 channels and calcium modulation of TRPA1 channels.

The first topic discussed in this thesis is the mechanism of camphor
sensitivity of TRPV1 receptor. Camphor is a naturally occurring substance known
since time immemorial for its effective analgesic properties, yet its mechanism
of action is not understood. Camphor is known to be a partial agonist of TRPV1
channel, a full agonist of TRPV3 channel, but also an inhibitor of TRPA1 channel.
In this study we investigated the effects of camphor on TRPV1 activity, as well as
camphor-induced changes in the properties of plasma membrane. We found that
camphor is able to quickly activate TRPV1 channels through conformational changes
in a short helix located inside the channel pore. This helix is proposed as the site
of camphor interaction with the receptor. Moreover, camphor induced changes
in the distribution of phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, a minor phospholipid
component of the plasma membrane and an important TRPVI1 modulator.
This mechanism of action can be also important for camphor-induced modulation
of other PIP,-sensitive membrane receptors.

In addition to camphor sensitivity of TRPV1, we have studied the function
of the S4-S5 region of TRPVI. The results were compared with the function
of corresponding amino acids in two other vanilloid channels, TRPV2 and TRPV3.

Although the residues within the S4-S5 region are strongly conserved among TRPV
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channels, some of the conserved charged residues serve distinct functions in thermal,
voltage, and chemical sensitivity of the different members of the TRPV family.

The final topic discussed in this thesis is the role of the distal part of the
C-terminal end of the TRPA1 channel in calcium-dependent modulation. TRPA1 is
anion channel whose function is strongly modulated by Ca’" ions, but
the mechanism of this modulation has not been identified. Our experimental data
suggest that the C terminus of the TRPAI receptor serves as a calcium sensor.
Amino acid substitutions in this area have demonstrated the role of these residues
in Ca*"-induced potentiation and inactivation. These results contribute to a better

understanding of TRPA1 channel function in chemical nociception.
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1. LITERARNI UVOD

1.1. Fyziologicka funkce TRP kanala

,, Transient receptor potential“ (TRP) kanaly pfedstavuji jednu z nejvétsich
a evoluéné ptivodnich rodin iontovych kanall, jejiz zastupci jsou exprimovani témet
ve vSech typech Zivocisnych tkéni, kde plni nejrtiznéjsi funkce, vcetné¢ funkci
nezbytnych k samotnému pieziti organizmu.

Zasadni udalosti pro souCasny stav poznani téchto receptori bylo
vyklonovani a charakterizace vaniloidniho receptoru typu 1 (TRPVI1), ktery je
exprimovan na perifernich i1 centralnich zakoncéenich primarnich aferentnich
senzorickych neuronti (Caterina et al., 1997). Nésledny vyzkum ukazal, ze TRPV1
spolecné s ostatnimi identifikovanymi zastupci TRP kanali plni ulohu transdukénich
molekul, které na nervovém zakonceni umoznuji detekovat celou tfadu vnéjSich
podnétl, rozpoznat mezi nimi podnéty Skodlivé a neSkodné a predat tuto informaci
do centralni nervové soustavy (CNS). Mechanizmus senzorické transdukce spociva
v aktivaci TRP kanalt specifickym podnétem, v depolarizaci bunééné membrany
ave vzniku akéniho potencidlu, ktery je poté pfeveden zadnimi rohy miSnimi
do mozku. Identifikace intenzity a druhu (modality) aktivacniho podnétu nezavisi
pouze na poctu exprimovanych receptorti, ale pfedevsim na typu ptfitomnych TRP
kanali.

Polymodalni kandly TRPV1 a TRPAI jsou klicovymi molekulami, které
na primarnich senzorickych neuronech zajistuji detekci podnétl, jez vyvolavaji
u Clovéka bolest a pravdépodobné se uplatituji v mechanizmech chemické, tepelné
a mechanické nocicepce za fyziologickych 1 patofyziologickych podminek.

vvvvvv

v nasledujici ¢asti kapitoly.

1.1.1. Nocicepce a bolest

Bolest je nepiijemny senzoricky a emocionalni vjem spojeny se skutecnym,
nebo potencialnim poskozenim tkan¢, nebo popisovany vyrazy pro takové poSkozeni

(definice dle Mezinarodni asociace pro studium bolesti IASP). Bolest je nezbytna
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pro zachovani zdravi jedince, kterého varuje pied potencialné nebezpecnymi
podnéty.

Kromé této pozitivni ulohy akutni bolesti se vSak bolest uplatiiuje
i v patologickych stavech, kdy v pretrvavajici form¢é mize zplsobit nevratné
posSkozeni organizmu. Za patologické stavy lze povazovat nejen piechnané, ale
i nedostacujici reakce na vnéjS$i podnéty. Naptiklad bolest mize byt vyvoldna
podnétem, ktery u zdravého jedince bolest nevyvolava (alodynie).

Dle podnétu, ktery bolest vyvolava, lze rozliSovat mezi nociceptivni,
zanétlivou a neuropatickou bolesti. Spole¢nym ucastnikem vSech tii typa bolesti je
pravé dvojice TRPV1 a TRPA1 kanalt (Chung et al., 2011, Stucky et al., 2009).
Nociceptivni bolest ma ochranny charakter a je vyvolana Skodlivymi podnéty
pusobicimi na nociceptory na periferii. Tento druh bolesti je vyvolan
vysokoprahovym podnétem a projevuje se jako akutni trauma. Naopak zanétliva
bolest je vyvolana nizkoprahovymi zanétlivymi faktory na rovni periferni nervové
soustavy (PNS) i CNS. Zanétlivé podnéty plsobi nejen na nociceptory, ale také
na nenociceptivni senzorické neurony. Tato bolest méa funkci opravnou, ¢i 1é¢ivou;
naptiklad pooperacni bolest, €i bolest pii artritidé. Nizkoprahova neuropaticka bolest
muze byt vyvolana také neurondlnim poskozenim ¢i ektopickym palenim. Pasobi
podobné jako bolest pti zdnétu na nociceptory i jiné senzorické neurony v rdmci PNS
i CNS. Funkce této bolesti je patofyziologickd a vyskytuje se napiiklad
pii neuronalnich 1ézich (Kuner, 2010).

Jako model pii studiu bolesti jsou pouZivany neurony, které exprimuji
TRPV1 receptor. Expozice téchto neuronii palivé slozce chilli papricek — kapsaicinu
aktivuje TRPV1 kandly a na urovni zivého organizmu vyvolava intenzivni pocit
paleni a bolesti doprovazeny desenzitizaci TRPV1, ktera je zfejmé¢ piic¢inou
nasledného snizeni bolestivého pocitu. Paradoxné je pravé pro tuto vlastnost
kapsaicin vyuzivan jako lokalni analgetikum (Patapoutian et al., 2009).

TRPV1 ma rozhodujici roli v teplotni nocicepci a hyperalgezii
za patologickych podminek. TRPA1 se naopak ucastni tkanového poskozeni
a vzniku varovnych signdlti. Kromé& tlohy v chladové hyperalgezii ptibyvaji i dikazy
o uloze TRPAL1 v hyperalgezii mechanické. Piedpoklada se proto, ze jak TRPV1, tak
TRPA1 mohou byt vhodnym cilem pfi 1€cbé nejen patologické bolesti. Nejvétsim
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problémem, se kterym se v soucasnosti farmakologické spolecnosti potykaji, je nizka
selektivita inhibitorQ téchto proteint s vyznamnymi vedlej$imi G¢inky.

Na nociceptorech je krom¢ TRPV1 a TRPAI exprimovana fada dal§ich TRP
kanalti (TRPMS, TRPV3, TRPV4 a TRPCS), ale jejich uloha v nocicepci je teprve
predmétem védeckého badani. Spolec¢nou vlastnosti zminénych zastupci

na nociceptorech je jejich charakteristicka teplotni citlivost.

1.1.2. Teplotni senzory organizmu

Rozpoznavani zmén teploty v okoli je jednou ze zdkladnich vlastnosti
organizmii nezbytnych k jejich pieziti. Zivo&ichové jsou o stavu okolni teploty
informovani prostfednictvim teplotnich senzorti v podob¢ nékterych zastupci TRP
kanalt, ktefi svymi aktivacnimi prahy pokryvaji celou teplotni Skdlu v rozmezi
od bolestivého tepla aZz k bolestivému chladu (obr. 1.1.). Jak extrémné vysoké, tak
i nizké teploty ohrozuji udrZeni teplotni homeostazy organizmu a je nezbytné, aby
na tyto zmény organizmus prislusné reagoval. Podnéty, které aktivuji TRP kanaly jez
jsou soucasti perifernich zakonceni nociceptorti, jako jsou extrémné vysoké ¢i nizké

teploty, jsou ¢lovékem vnimany jako bolestivé.

kien [ 5k§\ ¢

%
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(111

Obr. 1.1.: Membrdanova topologie savcich teplotné citlivpch zdstupcii TRP kandli.
TRP kandly se lisi teplotnim prahem aktivace, ktery se pohybuje od velmi vysokych teplot
(TRPV2) az po nizké teploty (TRPAI). Kazdy z vyse uvedenych TRP kandlii je kromé teplotni
aktivace aktivovan také nékterymi prirodnimi latkami (zdroj téchto latek je zndzornén
obrazky nad strukturou daneho receptoru), které jsou znamy tim, Ze ovliviiuji vnimani chladu
nebo tepla. Vysvétlivky: BAA, bisandrographolid A. Obrazek byl prevzat z publikace (Vay et
al.,, 2012).
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Kromé¢ specifického rozsahu aktivacnich teplot jsou pro teplotné citlivé TRP
kandly znami rizni aktivatofi rostlinného plivodu (tab. 1.2., str. 18). Tyto latky Casto
ovlivituji vnimani teploty, a to takovym zplsobem, ktery odpovida teplotni aktivaci
ptislusného TRP kanalu. Naptiklad chladem aktivovany TRPMS je aktivovan také
mentolem obsazenym v maté, pfi jehoz poziti nebo aplikaci na klzi citime ptijemny
chladivy pocit. Naopak teplem aktivovany TRPV1 je aktivovan palivou slozkou
chilli paprik kapsaicinem, jehoz konzumace je spojena s pocitem bolestivého tepla.

Sedm zcelkem 30 identifikovanych savéich zéastupci TRP kanala je
aktivovano pti prekroceni uréitého teplotniho prahu. Vaniloidni zastupci TRPV1-4
prevadéji informaci o zvysené (TRPV3 a TRPV4) az bolestivé teploté (TRPV1
a TRPV2) okolniho prostiedi (Caterina et al., 1999, Caterina et al., 1997, Peier et al.,
2002, Xu et al., 2002). Naproti tomu TRPMS, TRPC5 a TRPAI1 kandly jsou
aktivovany mirnym chladem, nebo chladem vyvolavajicim bolest (McKemy et al.,
2002, Peier et al.,, 2002, Story et al., 2003, Zimmermann et al., 2011). Pfesné
hodnoty aktivacnich teplot spolecné s mistem nejcastéjSitho vyskytu teplotné
citlivych TRP kanalti jsou uvedeny v tabulce 1.1. (str. 16). Dalsi tii zastupci TRPM?2,
TRPM4 a TRPMS jsou také teplotné citlivi, ale tyto iontové kanaly nejsou specificky
exprimovany na somatosenzorickych neuronech, ptestoze ziejmé také mohou plnit
ulohu molekuldrnich senzord. Naptiklad TRPMS je primarné exprimovan
v chut'ovych buiikach, kde zprostfedkovava informaci o teploté jidla (Talavera et al.,

2005).
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Tab. 1.1.: Lokalizace a prahové hodnoty aktivace teplotné citlivych TRP kandli.
Vysvétlivky: DRG, neurony zadnich korenu misnich;, TG, trigeminalni ganglia;, GIT,
gastrointestinalni trakt.

RECEPTOR EXPRESE

AKTIVACE CITACE

TRPA1
TRPMS

TRPV4

TRPC5

TRPV3

TRPV1

TRPV2

DRG, TG, fibroblasty, vlaskové

bunky

DRG, TG, prostata, jatra, mocovy

méchyt, cévy

DRG, TG, mozek, srdce, jatra,
ledviny, keratinocyty, vejcovody,

varlata, vnitini ucho, cévy,

pradusnice, zlu¢ovody, mocovy
méchyt, osteoklasty, osteoblasty

DRG, mozek, endotelidlni bunky,

spermie

DRG, TG, mozek, keratinocyty,
vlasové folikuly, varlata, jazyk

DRG, TG, mozek, keratinocyty,
vlaskové bunky, kardiomyocyty,
zirné bunky, glie, potni zlazy,

mocovy méchyt, slinivka

DRG, mozek, monocyty, GIT,
slezina, zirné burky, svalové

bunky, plice

<17°C

23-27°C

>25°C

25-37°C

33-39°C

>43°C

>52°C

(Bandell et al., 2004,
Story et al., 2003)
(Fonfria et al., 2006,
McKemy et al., 2002,
Peier et al., 2002,
Tsavaler et al., 2001)
(Everaerts et al., 2010,
Guler et al., 2002,
Chung et al., 2004, Plant
and Strotmann, 2007,
Plant and Strotmann,
2007, Watanabe et al.,
2002)

(Jiang et al., 2011,
Zimmermann et al.,
2011)

(Peier et al., 2002, Smith
etal., 2002, Xu et al.,
2002)

(Caterina et al., 1997,
Nagy et al., 2004, Pingle
etal., 2007, Steenland et
al., 2006, Tominaga et
al., 1998)

(Muraki et al., 2003,
Neeper et al., 2007)

V soucasné dob¢ je vynakladano velké usili na vyvoj antagonisti predevsim

TRPV1 a TRPAI receptorti, nebot’ blokatory téchto kanali mohou pfedstavovat

terapeutické vyuziti jako analgetika. U€innou alternativou ve vyvoji novych

analgetik mlize byt fizeni modulace iontovych kanalti zanétlivymi mediatory, nebot’

prah teplotni aktivace TRPV1 i TRPA1 je modulovan extraceluldarnimi mediatory

poskozeni tkdné ¢i zanétu (napt. bradykinin, prostaglandiny, ristové faktory).
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1.1.3. Dalsi funkce

Kromé¢ stézejni Ulohy nckterych TRP kanall v transdukci bolestivych
ateplotnich podnéti se tyto iontové kanaly ucastni nesCetnych fyziologickych
procest, jejichZ seznam uvedeny v tabulce 1.2. (str. 18) neni zdaleka koneény. Rada
fyziologickych funkci jednotlivych TRP receptorti in vivo byla sledovana na mysich,
u kterych byl dany gen TRP receptoru vytazen. Nejlépe prozkoumanym je zatim
TRPV1 receptor.

MyS§ svyfazenym funkénim genem pro TRPVI1 receptor neni schopna
reagovat na akutni teplotni podnéty v podminkach experimentalné vyvolaného
zanétu. Aplikaci bradykininu, nervového ristového faktoru (NGF), nebo
adenosintrifosfatu (ATP) bylo prokazano, ze TRPV1 receptor je skute¢né kritickym
mediatorem teplotni hyperalgesie pfi zanétlivych stavech a zranénich (Caterina et al.,
2000, Davis et al., 2000). U geneticky pozménéné mysi byla ptekvapivé pozorovana
predispozice k nadvaze, ktera se projevovala s rostoucim vékem zvifete (Garami et
al., 2011). Ve srovnani s divokym typem byla ,,knockout* my$ hyperaktivni (Garami
pozménénych zvitat nepozorovaly (Caterina et al., 2000, Davis et al., 2000, Marsch
et al., 2007). Navic aktivitu zvifete s divokym typem TRPV1 receptoru Ize potlacit
podanim aktivatora (resiniferatoxin, anandamid) a naopak zvysit podanim inhibitoru
vaniloidniho receptoru AMGO0347. Na zaklad€ téchto experimentli byla vyslovena
hypotéza, Ze transdukce podnétli z periferie zprosttedkovanda TRPV1 tonicky
potlacuje pohybovou aktivitu (Garami et al., 2011). Jakym mechanizmem to vSak

tento receptor zajistuje, neni zndmo.
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Tab. 1.2.: Piehled charakteristickych aktivatorii a fyziologickych funkci teplotné citlivych
TRP kanalu. Vysvetlivky: NADA, N-arachidonyl dopamin AA-DA; 12-HPETE,
12-hydroperoxyeicosatetraenova kyselina;, 2-APB, 2-aminoetoxydifenylborat; 5,6-EET,
5,6-epoxyeicosatrienova kyselina, BAA, bisandrographolid A; ROS, reaktivni kyslikové
slouceniny. Prevzato a upraveno z (Nilius and Owsianik, 2011).

RECEPTOR AKTIVACE FYZIOLOGICKA FUNKCE

TRPA1 isothiokyanat, cinamal, vnimani chladu; nocicepce; mechanocitlivost;
acrolein, chlorine, ROS, ¢ichové odpovédi; chladem indukovana
formalin, mastné kyseliny, kontrakce tracniku a mocového méchyte

allicin, gingerol, prostanoidy,  (Story et al., 2003)
isoflurane, propofol,

dihydropyridiny, klotrimazol,

nikotin, mentol, kanabinoidy,

eugenol, tymol

TRPMS& mentol, icilin, eukalyptol, kafr  vnimani chladu; pohyb spermii
TRPV4 napéti, forbol ester, 5,6-EET,  vnimani tepla; mechanocitlivost; osmoticka
anandamid, arachidonova citlivost; nocicepce; kontrola vylu¢ovani;
kyselina, BAA modulace bunééné migrace; vznik, vyvoj a
odbourani kosti; kontrola adhezivnich spojeni
v kazi
TRPC5 adenofostin A vyvoj mozku (spolecné s TRPC1); rist

neuritu; pocit tzkosti, strachu a odmény
v nucleus accumbens (Venkatachalam et al.,
2003)
TRPV3 2-APB, kafr, karvacrol, vnimani tepla; nocicepce; integrita kiize,
incensol acetat, tymol, eugenol hojeni ran, rist vlasi
TRPV1 kapsaicin, nizké pH, ethanol, = vnimani tepla; nocicepce; autonomni
kafr, anandamid, NADA, 12-  termoregulace; synapticka plasticita; bolest pii
HPETE, kafr, resiniferatoxin,  zanétech; teplotni hyperalgesie; diabetes;

allicin, 2-APB, lidokain, obezita; funkce mocového méchyfe a stiev;
gingerol, shogaol, piperine hypertenze; exkrecni funkce ledvin; regulace
monoacylglyceroly, ®-3 pfijmu potravy
mastné Kyseliny, depolarizacni
napéti

TRPV2 2-APB, kanabidiol, napéti, vnimani tepla; nocicepce; imunitni systém
osmoticky stres (fagocytdza makrofagti)

S pocitem bolesti uzce souvisi neméné diilezity klinicky problém, a to pocit
svédéni. Tento vjem vyvolava touhu ¢i reflex poskrabat se a stejné¢ jako bolest se
manifestuje vakutni i v chronick¢ formé. Oba tyto nepfijemné vjemy maji
pravdépodobné spolecného prostiednika, kterym je TRPV1 receptor. Latky
vyvolavajici bolest, stejné¢ jako latky vyvolavajici pocit svédeéni (napf. histamin)
specificky plisobi na primdrni senzorické neurony. Piesvéd¢ivym dikazem je
experimentalni pozorovani, ze u TRPVI1 deficientni mysi nebyla po injekénim
podanim histaminu pozorovana nutkavost poskrabat se (Patel and Dong, 2011).
Histamin je zndm tim, Ze generuje svrbéni, které je vyvolano signalnimi drahami,

jejichz soucasti je TRPV1 receptor, nebot’ histaminergni receptory jsou sprazené
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s G proteiny, v jejichZ transduk¢ni draze lezi fosfolipazy C (PLC) a A, (PLA;), tedy
enzymy piimo ¢i nepifimo modulujici aktivitu TRPV1 receptoru. Jina studie stejné
laboratofe naopak upozornila na kli¢ovou roli proteinu Pirt ve vyvolani pocitu
svédeéni (Patel et al., 2011). Tento membranovy protein interaguje s TRPV1 (Kim et
al., 2008). U Pirt deficientnich mysi je eliminovéna ¢i zasadné snizena potifeba
Skrabani po podani histaminu i1 latek nehistaminergnich - na TRPV1 nezavislych
(napf. serotonin, antimalarikum chloroquin) (Patel et al., 2011, Patel and Dong,

2011).
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1.2. Strukturni charakteristiky TRP receptort

Uplynulo vice nez 40 let od po¢atku védeckého zkoumani prvniho zastupce
TRP iontovych kanalli ve fotoreceptorech Drosophily (Cosens and Manning, 1969,
Montell and Rubin, 1989). Od té¢ doby bylo u bezobratlych a obratlovcti objeveno
pies 70 dalSich zéastupcti a bylo o nich napsano pres 3 000 publikaci (citace dostupné
na portalu PubMed). Ackoli méme v soucasnosti k dispozici velké mnozstvi
informaci o funk¢nich 1 strukturnich charakteristikach jednotlivych zastupci TRP
receptord, k celkovému porozumeéni jejich fyziologické funkce dosud brani neznalost
detailni struktury, nedostate¢nd informace o mistech funkéni exprese a nedostate¢na
selektivita jejich aktivatorti a inhibitord. Do soucasnosti se nepodafilo piipravit
kompletni krystalovou strukturu proteinu o vysokém rozliSeni ani pro jednoho
ze zastupcli téchto membranovych proteini. Pfi¢inou je predev§im velikost
tetramerd, které TRP kanaly pfirozené¢ tvoii a jejichz podjednotky dosahuji az
250 kDa (L1 et al., 2011). Dalsim zdrojem obtizi je charakteristickd membranova
topologie, pro niz je obecné obtizné ziskat velké mnozstvi Cistého membranového
proteinu ve stabilnim stavu.

Funkéni TRP kandly jsou lokalizovany nejen na membrané plazmatické, ale
1 na membranach bunécnych organel resp. endoplazmatického retikula, endosomech
¢i lysozomech (Dong et al., 2010, Gallego-Sandin et al., 2009, Toro et al., 2011).
Udaje z dosavadnich studii potvrzuji, Ze funkéni TRP kanal je tetramerem, jehoZ
kazda z podjednotek je tvofena Sesti transmembranovymi priniky (S1-S6) spojenymi
extra- a intracelularmi klickami, z karboxylového a aminového konce smétujicich
do cytoplazmy (Clapham, 2003). Mezi patou a Sestou transmembranovou doménou
(S5-S6) je lokalizovana kratkd hydrofobni klicka (,, P-loop*), ktera spolecné
s identickymi ¢astmi dalSich tfi podjednotek vytvaii selektivni filtr a centralni por
kanalu, jim? ve sméru elektrochemického gradientu prochazeji kationty napt. Ca”’,

Na’, K" (Li et al., 2011, Owsianik et al., 2006; obr. 1.2.).
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Obr. 1.2.: Schematické uspoidddni struktury TRPVI1 receptoru. A, Receptorovd
podjednotka je tvorena Sesti transmembranovymi helixy (1-6) protinajicimi napric
membranu, intracelularnimi C- a N-konci a porovou klickou mezi 5. a 6. helixem
obsahujici kratky helix (zndzornén modrie). Na N-konci receptoru jsou ankyrinové
domény. B, Pohled shora na tetramerni usporadani TRP kandlu. Porova klicka
Jednotlivych podjednotek obsahujici porovy helix tvori centrdlné situovany por
iontového kandlu zajistujici selektivni priichod kationtii.

Naptiklad potkani TRPV1 receptor je integralni protein o velikosti 95 kDa,
jehoz kazda podjednotka je sloZzena z 838 aminokyselin. Velka ¢ast proteinu ~ 70 %
je tvorena cytoplazmatickymi konci. Samotnd transmembranova oblast S1-S6 je
tvofena pouze 252 rezidui (433-684). V porovnani s tim je N-konec téméft jednou tak
dlouhy (432) a C-konec je tvofen pouze 154 aminokyselinami (685-838) (Caterina et
al., 1997). Timto strukturnim uspofddanim jsou TRP kanaly nejvice podobné
napétové aktivovanym K kanalim tzv. , Shaker-like“, kanalim aktivovanym
cyklickymi nukleotidy ¢i kanalim aktivovanym hyperpolarizaci (Harteneck et al.,

2000, Ramsey et al., 2006).

Soucasna predstava o struktuie TRP kanali

Dosud nejptesnéjsi struktury celych TRP kanali byly ziskdny pomoci
elektronové kryo-mikroskopie pro potkani TRPV1 (Moiseenkova-Bell et al., 2008),
potkani TRPV4 (Shigematsu et al., 2010) a pro mysi formu TRPA1 receptoru
(Cvetkov et al., 2011). U téchto struktur s rozlisenim 19, 35 a 16 A (pro TRPV1,
TRPV4 a TRPALI) jsou vzdy zfetelné dvé oblasti. Jedna odpovida cytoplazmatickym
konciim pfipominajicim tvar zavéSené¢ho koSiku, ktery na cytoplazmatické strané
vytvaii uzavienou strukturu s centralni dutinou. Druhd, kompaktnéjsi oblast

odpovida transmembranové casti (viz struktura TRPA1 a TRPV1, obr. 1.3.).

21



Spravnost ziskané elektronové struktury TRPVI1 kandlu byla podpotfena
kompatibilitou této struktury s krystalovou strukturou transmembranové Casti
homologniho K, 1.2 kanalu (Long et al., 2005) a s krystalovou strukturou aminového
konce TRPV1 receptoru (Lishko et al., 2007; obr. 1.3.B).

Pomoci techniky elektronové mikroskopie byly pfipraveny také struktury
zastupctl jinych podskupin TRP kanalt: TRPC3, TRPM2 (Li et al., 2011), hlavnimi
charakteristikami se vSak tyto kanaly ptekvapivé odliSuji od struktur TRPVI
a TRPA1 (Gaudet, 2008, Li et al., 2011). Detailni informace o nejdulezitéjsich
doménach a regulac¢nich mistech se proto v nasledujicim textu zaméfuji na iontové
kanaly, jejichz funkce byla predmétem studia této dizertani prace - kapsaicinovy

TRPV1 receptor a ankyrinovy TRPA1 receptor.

Obr. 1.3.: Struktury TRPAI a TRPVI1 kandlii ziskané elektronovou kryo-
mikroskopii. A, Struktura TRPAI kanadlu v zavieném stavu bez navazaného ligandu.
Na transmembranovou oblast homotetrameru (vyznacena modre, modelovina
na zaklade modelu lidského TRPVI kanalu (Fernandez-Ballester and Ferrer-Montiel,
2008)) navazuji N-koncové cytoplazmatické ankyrinové domény (vyznaceny zelené)
a kratsi cytoplazmatické C-konce (zobrazeny fialové). Cytoplazmatické konce byly
ziskany metodou pocitacového modelovani a dosazeny do struktury ziskané
elektronovou mikroskopii. Prevzato z (Cvetkov et al., 2011). B, Struktura TRPVI
kanalu ziskana elektronovou kryo-mikroskopii na kterou je superponovdina znamd
krystalova struktura N-konce TRPVI (zobrazena zelené) a struktura transmembranové
oblasti pribuzného draselného kanalu (Kvi.2) (zobrazena fialové). Prevzato
z (Moiseenkova-Bell et al., 2008).
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1.2.1. Po6r 1ontového kanalu

TRP kanaly jsou kationtové kandly, které maji identickou strukturni
organizaci poru a lisi se selektivitou k danym kationtim. VétSina z nich je dobie
propustnd pro vapenaté ionty. Pouze dva zastupci TRP kandld jsou pro tyto ionty
zcela nepropustné (TRPM4 a TRPMS) a dalsi dva jsou naopak pro vapenaté ionty
vysoce propustné (TRPVS5 a TRPV6: Pcai/Pnar >100; Owsianik et al, 2006). Por
TRP kanalu je tvofen oblastmi S5-S6 helixi vcetn¢ porové klicky vSech Ctyr
receptorovych podjednotek za vzniku centralné situované porové domény. Porova
klicka situovand mezi zminénymi helixy je tvofena kratkym helixem (poérovym
helixem) a nasledujici strukturné neuspotfadanou Casti, kterd pfedstavuje selektivni

filtr pro prichod kationtti pérem.

TRPV1

TRPV1 kanal je neselektivni kationtovy kanal (Ca®" >Mg®">Na"~
K" ~ Cs") s vysokou propustnosti pro vapenaté ionty (Pca+/Pra+ ~ 10). Kromé téchto
iontl je také propustny pro vodikové kationty, coz je pravdépodobna piicina
intracelularni acidifikace nociceptivnich neuronit po jeho aktivaci (Hellwig et al.,
2004). Celkova vodivost tohoto kanalu se pohybuje v rozmezi hodnot 35-80 pS
(Caterina et al., 1997, Kedei et al., 2001, Niemeyer, 2005), tyto parametry vSak
vyznamné zavisi na koncentraci vapniku v extracelularnim roztoku, na délce
expozice a koncentraci agonisty napft. kapsaicinu (Chung et al., 2008). Zajimav¢ je,
ze pii vys$i koncentraci extracelularniho véapniku (> 10 mM) dochéazi k poklesu
relativni propustnosti kanall, jenz je vyrazngj$i pifi vysokych koncentracich
kapsaicinu. Naopak pfi nizS§i koncentraci extracelularniho vapniku (<5 mM),
dochazi k naristu relativni propustnosti. Chung a kolegové také zjistili, Ze
pti prodlouzené aplikaci kapsaicinu dochéazi ke zmén¢ velikosti péru z jeho ptivodni
velikosti 6.8 na 10.1 A (Chung et al., 2008). Dle jejich vysledkii dochézi k dilataci
poru a uptednostiiovani propustnosti pro vétsi organické kationty.

Selektivni filtr vaniloidnich TRP kanalti je konzervovany a homologni se
strukturné piibuznymi napétim fizenymi K’ kanaly. Selektivni filtr K kandld je
typicky sekvenci TVGYG, odpovidajici sekvenci T**'IGMG®® u TRPV1 kanalu
(Salazar et al., 2009). Experimentaln¢ bylo ovéfeno, ze zdména methioninu M644
uTRPV1 za tyrosin (ktery je vtéto poloze u K kandll) vyznamné nezméni

selektivitu iontového kanalu (Garcia-Martinez et al., 2000). Jakakoli zdména jiného
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rezidua v porové klicce vSak zdsadné zméni vlastnosti poru. Naptiklad neutralizaci
kyselého naboje aspartatu D646N dojde ke snizZeni citlivosti kandlu k ruthéniové
cerveni, ktera je blokatorem poru TRPVI kandlu, a rovnéz se snizi relativni
propustnost kanalu pro bivalentni (dvojmocné) kationty (Garcia-Martinez et al.,
2000). Reziduum D646 se tedy pravdépodobné ticastni modulace porovych vlastnosti
TRPV1 kanalu.

V roce 2009 byly u TRPVI1 receptoru identifikovany dvé aminokyseliny,
které uvnitt poru vytvareji fyzickou prekdzku pro prochézejici ionty. Prvni touto
aminokyselinou je tyrosin 671 (Y671) situovany uprostied S6 domény a druhou je
leucin 681 (L681) lokalizovany na intracelularni stran¢ téhoz helixu. Zminény
tyrosin pravdépodobné predstavuje vratka kandlu, kterd po aktivaci teplem
a kapsaicinem fidi prichod malych kationtli, zatimco leucin zabranuje prichodu
vétsich molekul (~ 6 A) (Salazar et al., 2009).

Kromé¢ regulace priichodu iontl je oblast poru také mistem vazby agonisti
TRPV1 kandlu - kromé protonil jsou to i jiné mono-, bi-, trivalentni kationty,
polyaminy, gadolinium ¢i moterpenoidni slou¢enina kafr (Ahern et al., 2005, Ahern

et al., 2006, Marsakova et al., 2012, Tousova et al., 2005).

TRPA1

Uprostfed porové oblasti ankyrinového receptoru TRPA1 byl v sekvenci
M’PLGDI’"” (mysi ortolog) jako selektivni filtr identifikovdn pouze aspartat
v poloze 918, ktery zajistuje vapnikovou propustnost tohoto kanalu (Wang et al.,
2008). Neutralizaci této aminokyseliny zaménou za alanin dojde ke snizeni relativni
propustnosti kandlu pro Ca’' 7z hodnoty Pca2+/Pnat ~ 1 na Peap/Prnar = 0.47 (Story et
al., 2003). Pér TRPA1 kanalu je relativné §iroky ~ 11 A a stejné jako u TRPV1 se
jeho velikost miize ménit v zavislosti na koncentraci véapenatych iontli a typu
agonisty (Karashima et al., 2010). Napiiklad aktivaci TRPAT1 allylisothiokyanatem
(AITC) dojde k dilataci péru az o 3 A a knarGstu jeho selektivity pro velké
bivalentni kationty, v&etné ionti Ca**. Zména velikosti poru je vratna a je Fizena
mnozstvim vapniku, které do buiiky pronikne. TRPAI1 kandl timto zplisobem
pravdépodobné reguluje Ca®"-zavislé procesy na nociceptorech, véetné uvoliiovani

neuropienasecil a zanctlivych mediatort.

24



1.2.2. Cytoplazmatické konce TRP receptorti

Intraceluldrni konce patii mezi nejvariabilngjsi oblasti TRP receptorti. Uéastni
se aktivace, desenzitizace, tvorby funkcnich tetramerti, reguluji funkci kanalt
prostiednictvim interakci s modula¢nimi slouceninami ¢i proteiny. Tyto riznorodé
funkce cytoplazmatickych koncti jsou mezi TRP kandly zprostfedkovany

specifickymi doménami (obr. 1.4.).

TRPC1

793 aa [ EI T T EX THD * [ ]
TRPVA

839 aa HE |EEE * o * k[
TRPM2

150320 I ]

TRPA1
1119aa I T T T TN T

TRPMLA1
580 aa

TRPP2
968 aa

B transmembranova doména [] EFhand I CaM vazebna doména
[ coiled coil I PH doména Y fosforylaéni misto

[l TRP box [] ankyrinovi doména © N-glykosylacni misto
[l ERretenéni signal ] NUDIX doména

Obr. 1.4.: Predpokladanda strukturni topologie vybranych lidskych TRP kandli. Vsichni
zastupci TRP kanali se skladaji z Sesti transmembranovych domén (vyznaceny cCervené)
a z variabilnich cytoplazmatickych koncii, obsahujici odlisné sady domén. Urcité domény
Jjsou konzervovany predevsim v ramci dané podrodiny. Vysvélivky: aa, aminokyseliny;
EF hand, Ca”-vdzajl’ci motiv, PH, plekstrin homologni doména,; ER, endoplazmatické
retikulum; NUDIX doména, doména typicka pro Nudix hydroxylazy, misto regulace
nukleosiddifosfati, CaM, kalmodulin, coiled coil, tetramerizacni doména. Prevzato
a upraveno z (Nilius et al., 2011).

U mnoha zastupci TRP kanalti byly ziskany krystalové struktury c¢asti
intracelularnich konct, coz vedlo k prohloubeni znalosti o0 mechanizmech modulace
téchto proteinti. Typicka struktura, kterd se v rizném poctu (kromé¢ TRPM, TRPP,
TRPML podrodin) nachazi na N-konci TRP kanalti, je ankyrinovd doména (ARD).
Ankyrinem (ANK) je oznacovana oblast opakujicich se antiparalelnich dvojic helixti
tvofenych z 30-34 aminokyselin spojenych mezi sebou B-vldsenkovou smyckou
(Gaudet, 2008). Kromé¢ regulacni ulohy ANK domény vysledky ftady studii
predurcuji tlohu této domény v pievodu mechanické citlivosti, ato predevsim
pro kanaly obsahujici velké mnozstvi (17-24) ankyrinovych repetic (Christensen and

Corey, 2007). Ankyrinova doména byla vykrystalizovana u krysi formy TRPVI
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(PDB kod: 2PNN), krysi a lidské formy TRPV2 (PDB koéd: 2ETB a 2F37), kufeci
formy TRPV4 (PDB kod: 3JXI) a mysi formy TRPV6 receptoru (PDB kod: 2RFA).
Méné popsané jsou domény na karboxylovém konci TRP receptord. Struktura
C-koncové tetramerizacni domény typu ,, coiled-coil “ byla ziskana pro mysi TRPM7
(a-kindzova oblast) a pomoci NMR 1 pro lidskou variantu TRPP2, u které byla
vykrystalizovana i doména vazajici vapenaté ionty (tzv. ,, EF-hand “ motiv) (Li et al.,

2011).

N-terminalni konec

TRPV1

U vaniloidnich zéastupci TRP kandli je oblast aminového konce velmi
konzervovana v podobé Sesti dvojic ankyrinovych repetic. N-konec TRPV1
receptoru je tvofen 432 aminokyselinami, z ¢ehoz ANK domény pokryvaji oblast
264 aminokyselin (101-364). U TRPV1 bylo mezi prvnim az tfetim ANK objeveno
kompetujici vazebné misto pro ATP a pro kalmodulin (CaM), po jehoZ zmutovani
nedoslo k navazani ani ATP ani komplexu kalmodulinu s navdzanymi ionty vapniku
(Ca**/CaM; Lishko et al., 2007). V piitomnosti navazaného ATP na ankyrinové
doméné dochazi k senzitizaci kapsaicinové odpovédi TRPV1 a k silnému poklesu
tachyfylaxe (snizujici se odpovédi na opakovanou aplikaci kapsaicinu).
Pro charakteristicky pribéh tachyfylaxe je naopak nezbytna vazba komplexu
Ca”*/CaM na aminovy konec receptoru, resp. navazani vapenatych ionti na CaM
a poté celého tohoto komplexu na N-konec receptoru. Trifosfatova cast ATP se vaze
na TRPV1 prostfednictvim R115, K155 a K160, zatimco adeninova ¢ast interaguje
sL163 a Y199, Q202 a E210 (Lishko et al., 2007). Vazebné misto pro ATP
aCa’’/CaM na ARD domén¢ bylo biochemickymi experimenty a sekven¢nim
porovnanim nalezeno i u TRPV3 a TRPV4 receptoru, ale u TRPV2, TRPVS5
aTRPV6 kandlu jeho pfitomnost potvrzena nebyla. Mechanizmus plsobeni
molekuly ATP mezi vaniloidnimi TRP kanaly je slozitéjsi. U TRPV4, stejn¢ jako
u TRPVI1, ATP senzitizuje odpovédi na agonistu, naopak u TRPV3 receptoru byla
odpoveéd’ na agonistu pomoci ATP snizena (Phelps et al., 2010).

Na aminovém konci TRPV1 receptoru jsou lokalizovéna také fosforylacni
mista proteinkinazy A (PKA; S116, T370) vyznamna pro desenzitizaci receptoru
(Bhave et al., 2002, Mohapatra et al., 2003). Naopak fosforylace rezidui T144 a T370
(+ S502 v S2-S3 klicce) vedou k senzitizaci teplem vyvolanych proudi (Rathee et
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al., 2002). Interakce aminového konce TRPV1 receptoru s jinymi interak¢nimi

proteiny jsou podrobnéji rozebrany v kapitole 1.3.2.

TRPAI

Pro ankyrinovy receptor (TRPA1) je N-termindlni konec nejen strukturné
dominantni casti (716 zcelkovych 1119 aminokyselin), ale piedevSim je to
vyznamnd oblast pro jeho modulaci. VéEtsi ¢ast hydrofilniho N-konce je sloZena
z repetitivnich ankyrinovych tseki, jejichz pocet (14-17) se mezi autory publikaci
1181 (Gaudet, 2008, Story et al., 2003). Elektrofyziologickym testovanim mutantnich
forem TRPA1 receptoru, které mély odstranény 4 ¢i 12 ankyrinovych repetic (Al-4
¢1 Al-12), byla pozorovana uplna ztrata funkce receptoru (Nilius et al., 2011). Jednou
z funkéné vyznamnych oblasti N-konce je oblast tzv. ,,EF-hand” motivu
zodpovédnd za modulaci receptoru vapenatymi ionty, které jsou schopny samy
o sobé TRPAI1 receptor aktivovat (Doerner et al., 2007, Zurborg et al., 2007).
Odstranénim vazebné domény pro vapnik (460-468), stejné jako odstranénim ANK
(Al-4 a A1-12), dojde ke ztraté funkcnosti kandlu.

V aktivaci TRPAI se na aminovém konci uplatiiuji cysteinova rezidua (C414,
C421, C621, C633, C641 a C665), kterd jsou mistem interakce elektrofilnich
aktivatorii s receptorem. Kovalentni modifikace téchto cysteinii elektrofilnimi
latkami je povazovana za nejsilnéj$i mechanizmus aktivace ankyrinového receptoru.
Cysteiny jsou cilem interakce typickych aktivatorii TRPA1: allylisothiokyanatu,
cinamalu, allicinu, akroleinu ¢i endogennich aktivatord, jako jsou peroxid vodiku ¢i
prostaglandiny a protony. Aminovy konec nékterych ortologli TRPAT receptoru se

zifejmé podili také na teplotni aktivaci tohoto kanalu (Cordero-Morales et al., 2011).

C-terminalni konec

Typickou strukturou na karboxylovém konci TRP kanalti je TRP doména
oblast ~25 aminokyselin navazujici na Sestou transmembranou doménu, kterd je
krom¢& TRPA1 a TRPP mezi sav€imi zastupci TRP kanalli konzervovana. Oblast
TRP domény je u TRPV a TRPM kanald bohatd na proliny (Vannier et al., 1999)
a zahrnuje oblast vysoce konzervovanych aminokyselin oznafovanou jako ,,7RP
box “. Jedna se o sekvenci ~ 5 aminokyselin o definované sekvenci WKFQR (TRPV,

TRPM) a WKFAR (TRPP, TRPC), ve které jsou na druhé a paté pozici kladné nabita
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rezidua. Tryptofan v této sekvenci je viibec nejvice konzervované reziduum mezi

TRP proteiny.

TRPV1

Karboxylovy konec TRPV1 receptoru je nezbytnou soucasti funkéniho
iontového kanalu, nebot” jeho odstranénim (155 aminokyselin u krysi formy
receptoru) neni zbytek receptoru schopen odpovidat na chemické, teplotni
a napét'ové podnéty a jejich kombinace (Vlachova et al., 2003).

Oblast TRP domény (E684-R721) byla identifikovana jako oblast zajist'ujici
tetramerizaci monomernich podjednotek TRPV1 (Garcia-Sanz et al., 2004, Vlachova
et al., 2003). Tato oblast je uspotadana do a-helikdlni struktury nazyvané ,,coiled-
coil“ doména, ktera velmi ochotné reaguje s jinymi ,,coiled-coil* helixy za vzniku
oligomerti (Valente et al., 2008).

Systematickou zaménou jednotlivych rezidui v oblasti TRP boxu
(I*°WKLQR") za alanin doslo uI696A, W697A a R701A mutantd k vaznému
poruseni citlivosti TRPV1 kanalu na napéti, teplo, k snizeni kapsaicinové odpovédi a
miry tachyfylaxe (Valente et al., 2008). Zminéna zjisténi jsou dikazem toho, Ze dana
rezidua, respektive TRP box, situovany v blizkosti péru iontového kanalu, se ucastni
modulace vratkovani TRPV1 kanalu. Podobny vyznam této domény byl navrzen
i pro TRPMS8 a TRPVS kanaly (Rohacs et al., 2005).

Krom¢ TRP domény C-konec receptoru ukryva dalsi funkéné vyznamné
oblasti, vcetné¢ vazebnych mist pro fosfoinositidy, CaM, AKAP79/150 a PKC

fosforylacni misto, které budou jednotlivé diskutovany v dalsi kapitole (1.3.2.)

TRPA1

Na rozdil od karboxylového konce TRPV1 receptoru neobsahuje C-konec
TRPA1 konzervovanou oblast zvanou TRP doména. V ramci karboxylového konce
lidského TRPA1, ktery obsahuje 160 aminokyselin (960-1119), byly predikovany
dva dlouhé (H1 a H4) a ¢tyfti kratké helixy (H2, H3, H5 a H6) (Samad et al., 2011).
V uvedené studii byly uvniti karboxylového konce identifikovany aminokyselinové
zbytky, které pravdépodobné tvofi soucast napétového senzoru (R957, K988 a
K989) TRPAI1 kanalu a podileji se na jeho citlivosti k AITC (K1048, K1052, K1092
a R1099), fosfoinositidim ¢i k anorganickym polyfosfatim (K969, R975, K988
a K989) (Samad et al., 2011).
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Na C-konci TRPAI1 receptoru byla identifikovdna vazebna mista
pro dvojmocné ionty. Jednim z fyziologicky vyznamnych iontl je zinek, ktery se
po prichodu TRPA1 kanalem vadze na histidinovy (H983) a cysteinovy (C1021)
aminokyselinovy zbytek a v nanomoléarnich koncentracich aktivuje tento kanal (Hu
et al., 2009). Krom¢ zinkové modulace je karboxylovy konec nezbytny také
pti regulaci TRPAT kandlu vépenatymi ionty. Ve studii, kterd je soucasti predlozené
dizertacni prace (Sura et al., 2012), bylo prokazéano, ze konstrukt lidského TRPAI
receptoru s odstranénym usekem poslednich 20 aminokyselin C-konce je typicky
pomalou a nelplnou inaktivaci, kterd je zavisld na vapniku. Kromé toho se
vapnikové potenciace a inaktivace TRPA1 kanalu ucastni distalni ¢ast C-konce
TRPA1 receptoru mezi predikovanym H4 a H5 helixem, jez je bohatd na kyselé
aminokyseliny E1073-D1082 (vice viz kapitola 4.3.). Poslednim vyznamnym
mistem, které¢ bylo dosud na karboxylovém konci TRPATI identifikovano, je oblast
(G961-A968) bohata na glyciny (G958 a G962), navazujici na S6 helix receptoru,
kterd se spoletné¢ s prolinem v S6 doméné (P949) Ucastni vratkovani kandlu

(Benedikt et al., 2009).
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1.3. Aktiva¢ni a modulacni mechanizmy TRPV1

TRPV1 kanal je dokonalym piikladem polymodélniho iontového kanalu,
ktery je aktivovan celou fadou podnétti chemické a fyzikalni povahy, endogenniho
i exogenniho pivodu, slou¢eninami pfirodnimi i syntetickymi. Rada z téchto
podnétl, jako napiiklad teplo (> 43 °C), pH < 6, latky uvolnéné v misté poranéni ¢i
zanétu, jsou prostfednictvim aktivace TRPV1 kandlu zdrojem bolestivého vjemu,

ktery chrani dany organizmus za normalniho i patologického stavu.

1.3.1. Aktivace TRPV1

Chemické latky

Nejznaméjsim a nejlépe popsanym agonistou TRPVI1 receptoru je paliva
substance chilli papri¢ek kapsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-noneamid), diky némuz
byl tento receptor rozpoznan (Baccaglini and Hogan, 1983) a poprvé molekularné
identifikovan (Caterina et al., 1997). Pravé citlivost ktéto vaniloidni latce
(ECsp=0.3 uM) je pouzivana jako marker nociceptivnich neuronti, na kterych se
TRPV1 exprimuje. Kapsaicin je lipofilni latka, kterd je schopna aktivace kandlu
pouze po prachodu bunénou membranou a ndsledném navazani do vazebného
mista, které je lokalizované pfevazné na intracelularni strané receptoru (Jung et al.,
1999). Vazebné misto pro kapsaicin a dalsi vaniloidni latky zahrnuje oblast S2-S4
helixii (rezidua: Y511, S512, W549 a T550), pticemz k aktivaci TRPV1 kandlu je
nezbytné navazani minimalné dvou molekul kapsaicinu (Gavva et al., 2005, Jordt
and Julius, 2002). Krom¢ aminokyselin v oblasti S2-S4 helixii byla indentifikovana
dvé rezidua na cytoplazmatickych koncich: R114 na N-konci a E761 na C-konci,
ktera jsou nezbytna k rozeznani agonisty (Jung et al., 2002). Krom¢ kapsaicinu se
do vazebného mista vazi dalsi vaniloidni latky, napf. rostlinny toxin resiniferatoxin
a dalsi aromatické latky, které jsou soucdasti naSeho jidelnicku, jako piperin z ¢erné¢ho
pepfe, eugenol z hiebicku, gingerol ze zazvoru, allicin z ¢esneku a cibule a kafr
z kafrovniku (Vriens et al., 2009). Posledni dvé¢ zminéné latky vSak zifejmé puisobi
z jiného mista nez je vazebné misto pro vaniloidy.

Kafr byl charakterizovan jako caste¢ny agonista TRPV1 kandlu
(ECs9p>3 mM), ktery je schopen jeho aktivace i v pfitomnosti kompetitivniho

inhibitoru kapsazepinu a jenz aktivuje i mutantni receptor necitlivy na kapsaicin (Xu
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et al., 2005). Podle nejnovéjsi studie se kafr pravdépodobné vaze pifimo na porovy
helix receptoru, ¢imz zprostfedkovava rychlou a velmi G¢innou desenzitizaci TRPV 1
kandlu (Marsakova et al., 2012). Mechanizmus kafrové modulace TRPV1 je
predmétem studia predlozené dizertacni prace a je podrobné diskutovan v kapitole
5.1

Kromé latek rostliného ptivodu je TRPV1 kanal aktivovan latkami ptivodu
zivociSného, jako jsou pavouci a meduzi jedy (Cuypers et al., 2006, Siemens et al.,
2006).

Od roku 2000 se zacaly objevovat prvni publikace o endogennich ligandech
TRPV1 receptoru tzv. endogennich vaniloidech. Jedna se o rtizné derivaty mastnych
kyselin naptf. anandamid (Ahern, 2003), NADA: N-arachidonoyldopamin,
12S-HPETE: 12-hydroperoxyeikosatetraenova kyselina (Huang et al., 2002, Hwang
et al., 2000), prostaglandiny a leukotrien B4 (Huang et al., 2002). Mezi endogenni
aktivatory patii také polyaminy (spermin, spermidin) (Ahern et al., 2006).

Mezi nejznaméjs$i syntetickou latku aktivujici TRPVI1 kandl je lokdlni
anestetikum lidokain, jehoZ neurotoxicita miize byt zplisobend uvolnénim slozky
neurogenniho zanétu - kalcitoninu piibuzného peptidu (CGRP) z kiize a perifernich
nervil jako duaslek aktivace TRPV1 (Leffler et al., 2008). Dalsi syntetickou latkou,
kterd aktivuje TRPV1, je 2-aminoetoxydifenylborat (2-APB, ECsy= 10" M), neni
vSak agonistou specifického typu, protoze aktivuje také TRPV2 a TRPV3. Detailni
mechanizmus pasobeni této latky v bunice byl zkouman v riznych souvislostech. Je
naptiklad zndmo, Ze inhibuje IP; receptory na endoplazmatickém retikulu, a tim

blokuje vylev intracelularniho vapniku (Diver et al., 2001).

Teplo

Vaniloidni receptor typu 1 ptedstavuje spolecné s dalSimi zastupci TRP
rodiny (TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPMS a TRPA1) teplotni senzor organizmu,
jehoZz hodnota aktiva¢niho prahu dopliuje teplotni Skalu od bolestivého chladu
po bolestivé teplo. Exprese TRPV1 na volnych nervovych zakoncenich v kizi
dovoluje detekovat nociceptivni teplo, nebot’ TRPV1 je pii klidovém membranovém
potencialu aktivovan po pickro¢eni teplotniho prahu 43 °C (Caterina et al., 1997).
Aktivace TRPV1 kanalu teplotnim podnétem u savcd vyvolava nejen pocit bolesti,
ale 1 vznik neurogeniho zanétu zpisobené¢ho vylevem prozanétlivych peptidi

(Holzer, 1988). Kromé toho jsou TRPV1 kandly vystaveny fadé regula¢nich faktort,

31



které potencuji teplotni odpovédi. Mnoho z téchto regula¢nich latek je produkovano
v podminkéch zanétu ¢i tkanového poSkozeni. Pfi zanétu ¢i ischemii tak mize byt
TRPV1 kandl aktivovan i za normalni fyziologické teploty a vést k bolestivému
vjemu.

Dlouhou dobu nebyl popsan mechanizmus ani misto, které¢ by bylo
zodpovédné za teplotni citlivost TRPV1 receptoru. V roce 2003 bylo ve studii nasi
laboratote navrhnuto, Ze teplotni citlivost TRPV1 receptoru je ddna distalni casti
karboxylového konce (Vlachova et al., 2003). V pozd¢jsi studii byly provedeny dalsi
experimenty, jejichz vysledky prokazuji dalezitou ulohu karboxylovych konct jako
teplotnich senzord, a to hned u dvou teplotné citlivych kanali: TRPV1 a TRPMS.
Vyménou C-termindlnich koncti mezi teplem aktivovanym TRPV1 a chladem
aktivovanym TRPMS kanalem doslo taktéz k vyméné jejich teplotnich citlivosti.
TRPV1 receptor s karboxylovym koncem TRPMS receptoru byl aktivovan teplotou
mnohem niz8i (~ 25 °C), odpovidajici teploté aktivujici TRPMS8 kanal (~ 25 °C).
Naopak TRPMS receptor s karboxylovym koncem receptoru TRPV1 byl aktivovan
pii teploté vys§i (~ 45 °C), odpovidajici teplotni aktivaci TRPV1 (Brauchi et al.,
2006).

Depolariza¢ni napéti

TRPV1 kanal je ve srovnani s napétim aktivovanymi K kanaly jen slabé
napétove zavisly. Aktivace depolarizujicim napétim je charakterizovana hodnotou
polovi¢niho ucinného napéti V;, ~+154 mV (Boukalova et al., 2010). Hodnota V;,,
je siln¢ zéavisla na teploté. Pii vyssi teploté se prah napétové citlivosti TRPV1
vyrazné posouva k vice negativnim potencialim (Nilius et al., 2005, Voets et al.,
2004). To znamena, ze citlivost tohoto teplotntho senzoru je zavisla
na membranovém potencialu a lze tedy ocekavat, ze se bude liSit u riznych typi
excitabilnich bun¢k. Napétova zavislost TRPV1 kanalu se méni také v pfitomnosti
dalsich aktivatord. Napiiklad TRPV1 je pii pokojové teploté¢ aktivovan
depolarizujicim napétim, ale v pfitomnosti kapsaicinu je aktivovan vice
pii hyperpolarizaénim potencialu. Ktivka pravdépodobnosti otevieni vs. koncentrace
kapsaicinu mé vSechny znaky kooperativniho aktivaéniho mechanizmu (Oseguera et
al., 2007). Predpoklada se tedy, ze aktivacni draha kapsaicinu je alostericky spojena

s drahou napétovou a teplotni.
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Hledani napétového senzoru TRPV1 kandlu je pfedmétem studia mnoha
laboratoti véetné té, ve které byla vypracovana tato dizertani prace. Na zékladé
strukturni podobnosti s nap&tové cilivymi K™ kanaly byla navrzena hypotéza, Ze je
napétovy senzor TRPV1 kanalu vytvafen kladn€ nabitymi rezidui uvnitt S1-S4
oblasti (Bezanilla, 2008, Villalba-Galea et al., 2008). V S4 helixu, ktery u K" kanala
pfedstavuje oblast bohatou na kladné nabita reziua, je u TRPV1 receptoru pouze
jeden kladné nabity aminokyselinovy zbytek. Pficina slabé napétové citlivosti
TRPV1 receptoru by mohla byt zplsobena pravé nedostatkem bazickych
aminokyselin v této doméné. Citlivosti TRPV1 kanalu na depolarizani napéti se
podle dosavadniho stavu poznani Gcastni rezidua v ramci S4 helixu a S4-S5 klicky
(S4-S5 oblast; Boukalova et al., 2010), jejichZ detailnéj$i vyznam v této funkci je
pfedmétem kapitoly 4.2.

Kyselé pH

Kyselé extracelularni pH vznika v misté zanétu a zvysuje pocit bolesti.
Aktivace iontovych kanalli exprimovanych v Ao a C vldknech citlivych na kyselé pH
resp. ASIC a TRPV1 jsou spojovany s fadou bolestivych stavii véetné nadorového
onemocnéni ¢i artritity (Nagae et al., 2007, Ugawa et al., 2002). TRPV1 je piimo
aktivovan extracelularnim roztokem o pH <5.5, zatimco vys$i pH ~ 6.5 pouze
potencuje agonistou vyvolané membranové proudy (Tominaga et al., 1998).
Naptiklad mirné kyselé prostfedi potencuje kapsaicinem vyvolané odpovédi TRPV1
kandlu a mize posunout jeho teplotni citlivost blize k hodnotdm pokojové teploty
(Reeh and Kress, 2001, Ryu et al., 2003, Tominaga et al., 1998).

Mechanizmy aktivace a potenciace TRPV 1 receptoru roztokem o kyselém pH
jsou dle niZze uvedenych divodd strukturné oddé€lené. Dvé kyseld rezidua
lokalizovana ve vné&j$im poru kanalu se ukéazala byt specifickd bud’ pro aktiva¢ni
ucinek protoni (E648), nebo pro potenciaci kapsaicinové odpoveédi kyselym pH
(E600) (Jordt et al., 2000). Navic, dalsi aminokyselina lokalizovand v S3-S4 klicce
TRPV1 receptoru (V538) je dillezitd pro aktivaci kanalu protony bez zdsadniho vlivu
na jiné aktivacni drahy (Ryu et al., 2007). Dalsi reziduum, které je pro protonovou
aktivaci TRPV1 receptoru nezbytné, je threonin 633 (T633) lokalizovany uprostied
porového helixu. U mutantniho receptoru s timto zaménénym threoninem za alanin
nebyl pozorovan zadny membranovy proud vyvolany nizkym pH = 5.5, ale soucasné

byla zachovana citlivost TRPV1 k teplu, kapsaicinu i potenciace kapsaicinové
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odpovédi pfi pH=16.5. Je tedy pravdépodobné, ze T633 se specificky ucastni
funkéniho propojeni mezi vazebnym mistem pro protony na E648 a vratkovacim

mechanizmem TRPV1 kanélu (Ryu et al., 2007).

1.3.2. Modulace TRPV1

Senzitizace

Nociceptivni nervova zakonceni na periferii mohou byt senzitizovana fadou
mechanizmii véetné: 1) autosenzitizace po uvolnéni neuropeptidii, jako je substance
P ¢i peptid CGRP, 2) uvolnénim zanétlivych mediatora, jako jsou NGF, histamin,
cytokiny, bradykinin a prostagladiny z bun€k imunitniho systému (Woolf and Salter,
2000), 3) uvolnénim NGF, ATP a jinych prozanétlivych mediatorit ze sousednich
koznich bun¢k (Asakawa et al., 2006, Xu et al., 2006), 4) uvolnénim kyselin, ATP a
jinych bunéénych komponent pii poskozeni tkané nebo v okoli zanétu (Chuang et al.,
2001). Bez ohledu na zdroj, uvolnéné zanétlivé mediatory potencuji TRPV1 receptor
nepiimo spousténim signalnich kaskad prostfednictvim jejich receptorti spfaZzenych
s G-proteiny (GPCR) nebo ho aktivuji pfimo jako protony a/nebo lipoxygenazové
nebo cyklooxygenazové produkty arachidonové kyseliny (Chuang et al., 2001, Shin
et al., 2002, Tominaga et al., 2001).

Aktivita TRPV1 kandlu exprimovaného na nociceptivnich C a Ad-vldknech
mize byt modulovana prostfednictvim signalnich drah spojenych s aktivaci GPCR
receptorit nebo aktivaci tyrosin kindzovych receptora (Trk). GPCR receptory jsou
aktivovany celou fadou latek véetné zanétlivych faktorti, neuropienasecu ¢i peptida.

Krom¢ nékterych produktt fosfolipazy A, (PLA,) a D, které se vazi
na TRPV1 receptor pfimo, je kone¢nym krokem drah vedoucich k modulaci aktivity
TRPV1 receptoru fosforylace klicovych rezidui receptoru proteinkinazou C (PKC)
a proteinkinazou A (PKA). Napiiklad bradykinin, ktery se uvoliiuje v misté¢ zanétu,
aktivuje bradykininovy receptor (B;), s nimz spojené G-proteiny aktivuji PKC, ktera
fosforyluje TRPV1 receptor. Kromé toho B, muze aktivovat TRPV1 receptor
produkci leukotrienti pfes aktivaci PLA; a néslednou lipoxygenazovou aktivaci
(Hwang et al., 2000). Leukotrieny se poté vazi do kapsaicinového vazebného mista.
Prostfednictim PKC je TRPV1 receptor senzitizovan také po aktivaci metabotropnich

purinergnich receptort aktivovanych extracelularnim ATP (Tominaga et al., 2001).
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Modulace aktivity TRPV1 protiednictvim GPCR  receptori je
zprostfedkovana fosforylaénimi misty pro PKA a PKC: S116, S502 a S800 (u krysi
formy TRPV1 receptoru) (Bhave et al., 2003, Bhave et al., 2002, Numazaki et al.,
2002, Tominaga et al., 2001). Senzitizujici G€inek fosforylovaného serinu S502
a S800 PKC se projevi ve snizeni teplotniho prahu aktivace (Bhave et al., 2003,
Numazaki et al., 2002). To miize vysvétlit senzitizujici U€¢inek bradykininu a ATP,
ktery je na aktivité PKC zavisly (Chuang et al., 2001, Numazaki et al., 2002). Uginek
fosforylace rezidua S116 PKA je odliSny od ostatnich fosforyla¢nich mist. Tento
serin je in vivo konstitutivné fosforylovany a jeho defosforylace je nezbytna
pro vstup TRPV1 kanalu do desenzitizovaného stavu. Prostaglandiny aktivaci PKA
anaslednou fosforylaci S116 takto minimalizuji desenzitizovany stav TRPVI
receptoru (Bhave et al., 2002, Hu et al., 2002).

Prostfednictvim GPCR ¢i Trk receptort je pies stimulaci PLC modulovana
aktivita TRPV1 receptoru 1 prostfednictvim fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,),
ktery je vyznamnym modulatorem (nejen) TRPV1 (Chuang et al., 2001). Kromé&
mozného zruSeni interakce PIP, sreceptorem, S$tépenim tohoto fosfoinositidu
vzniknou dva G¢inni druzi poslové inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol
(DAG). Membranovy DAG aktivuje PKC, ktera opét mize fosforylovat receptor.
Navic cytoplazmatickd IP; molekula zajistuje vylev intracelularniho vapniku
z endoplazmatického retikula, a tim také zprostfedkovava aktivaci PKC senzitiza¢ni

drahy.

Desenzitizace

V literatute se tradicné rozliSuji dva typy desenzitizace TRPV1 kanalu, a to
desenzitizace akutni a tachyfylaxe. Tachyfylaxi je mySlen zvysujici se pokles
amplitudy proudovych odpovédi na opakovanou aplikaci agonisty v kratkych
casovych intervalech (Reaves and Wolstenholme, 2007, Szallasi and Blumberg,
1999). K tomuto dé&ji dochazi po navratu TRPV1 kanélu do klidového stavu, kdy
miZze byt kanal opét aktivovan navazanim agonisty (Liu and Simon, 1996). Procesem
tachyfylaxe je nazyvan komplexni d¢j, kterého se ucastni cela fada signalnich drah,
resp. jejich funkéni molekuly, jako napi. Ca®’, ATP a PIP, (Koplas et al., 1997,
Lishko et al., 2007, Liu and Simon, 1998).

Akutni desenzitizaci TRPV1 je mnohymi autory oznacovano rychlé snizeni

amplitudy prvni proudové odpovédi béhem prvnich 20-30 s aplikace agonisty.
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Akutni desenzitizace TRPV1 receptoru je diisledkem konformacni zmény vyvolané
agonistou, kterd sméfuje k zavieni poru iontového kanalu. Tento proces je zavisly
na délce expozice agonisty a mnozstvi vapniku, ktery do buiky z extracelularniho
prostiedi pronikne. Pokud je chelata¢nimi latkami sniZzena hodnota intraceluldrniho
vapniku na minimum, k desenzitizaci nedochazi (Caterina et al., 1997, Schwarz et
al., 2000). Tento d¢j zavisly na vapniku je pravdépodobné zprostiedkovan vazbou
Ca*" do struktury CaM (Ca**/CaM) a poté tohoto komplexu na receptor. CaM, ktery
vaze vépenaté ionty pronikajici po aktivaci kandlu do buiiky, vytvaii Ca*/CaM
komplex interagujici s TRPV1 receptorem. Po interakci tohoto komplexu
sreceptorem muze dochdzet ke strukturnimu preusporaddni receptoru
upiednostiiujicimu zavieny stav kanalu. Snizeni amplitudy kapsaicinovych odpovédi
v pfitomnosti vapenatych iontd je zfejmé také odrazem sniZeni celkového poctu
funk¢nich receptori v membrané (Rosenbaum et al., 2004). Desenzitizace TRPV1
kanalu je povazovana za ochranny mechanizmus bunky proti toxickému ptisobeni
vapenatych iontd. Navic, desenzitizace TRPV1 receptoru je terapeuticky velmi
relevantnim déjem, nebot’ pravé jemu je pfisuzovana pfic¢ina analgetickych uc¢inki
fady agonisti (kapsaicinu a kafru). Podrobné jsou mozné mechanizmy desenzitizace
TRPVI1 kanalu popsany v publikaci ,,A cute desensitization of TRPV1%, ktera je
soucasti ptiloh (kapitola 9).

Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PIP, je minoritnim fosfolipidem v plazmatické membrané (~1 %), pfesto
hraje velmi vyznamnou ulohu substratu pro mnohé signalni proteiny a jako druhy
posel reguluje mnoho bunécénych procesii. Kromé modulace TRP iontovych kanali a
fady jinych kanali byla jeho uloha také prokdzdna v modulaci aktinového
cytoskeletu, endocytdzy, exocytozy, genové expresi, angiogenesi, bunééné migraci,
transportu méchytkd i v procesech probihajicich v jadfe (Rajala and Anderson,
2010).

Syntéza PIP, probihd prostfednictvim dvou po sobé& jdoucich fosforylaci:
fosfatidylinositolu  fosfatidylinositolkindzou a fosfatidylinositolfosfatkinazou.
Naopak degradace PIP; je zprosttedkovana PLC, ktera §tépi PIP, na DAG a IPs. Oba
tyto metabolity jsou dulezitymi posly signalnich drah. IP; zajistuje uvolnéni

vnitrobun&énych zasob Ca’* z endoplazmatického retikula. DAG naopak stimuluje
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proteinkindzu Ca, B1, B2 a y (dale jen PKC) z rodiny serin/threoninovych kinéz,
ktera zajistuje fosforylaci celé fady bunéénych proteini.

Mezi prvnimi iontovymi kandly, u kterych byla prokdzana tloha PIP;
v aktivaci, byly draslikové tzv. ,inward rectifying™ K" (Kir) kanaly, u kterych tento
fosfolipid stabilizuje otevieny stav. V souCasné dob¢ je znama celd tada dalSich
kanalii, vCetn€é napétové citlivych K" kanal (KCNQ, Kv, HCN, HERG, CNG)
a Ca”" kanalti (Cav2.1 P/Q-typ a Cav2.2 N-typ). PIP, moduluje také dvouporové K
kanaly (TASK13, TREKI1, TRAAK), P2X1-5 a P2X7, Ca2+-uvolﬁujici kanaly (IP; a
ryanodinové receptory), epitelialni Na" kanaly a pedev§im celou fadu zastupcti TRP
kanalt (TRPL, TRPA1, TRPP2, TRPV1/5/6, TRPM4/5/7/8, TRPC1/5/6/7) (Suh and
Hille, 2008). V naSich studiich jsme se zabyvali pouze n&kterymi zastupci teplotné
citlivych TRP kanalii, pro néz je souhrn znamych ucink PIP, uveden v nasledujici
tabulce.
Tab. 1.3.: Prehled teplotné aktivovanych TRP kandlit modulovanych PIP,. Vysvétlivky:(+),

pozitivni modulace, pridani PIP, aktivuje receptor, odebrani PIP; ho inhibuje, (-), negativni
modulace, pridani PIP, inhibuje receptor

MISTO
RECEPTOR MODULACE ITACE
¢ 0 ODULAC INTERAKCE ¢ ¢
TRPA1 +/- - (Karashima et al., 2008), (Kim et al., 2008)
TRPMS8 + TRP doména (Rohacs et al., 2005), (Liu and Qin, 2005)
TRPV4 - -
TRPCS -/+ --- (Kim et al., 2008), (Trebak et al., 2009)
TRPV3 - TRP box (R696, (Doerner et al., 2011)
K705)
TRPV1 +/- C-proximalni, (Prescott and Julius, 2003), (Stein et al.,
C-distalni konec, 2006), (Lukacs et al., 2007), (Rohacs and
TRP box Nilius, 2007), (Rohacs, 2009), (Kim et al.,
2008), (Ufret-Vincenty et al., 2011),
(Brauchi et al., 2007), (Jeske et al., 2011)
TRPV2 + C-proximalni (Mercado et al., 2010)
konec (647-715)

Vysledky studii zabyvajicich se u¢inkem PIP, na TRPVI1 receptor jsou
kontroverzni. Z dosavadnich studii vyplyva, Ze tento kysely fosfolipid je schopen
inhibice 1 senzitizace TRPV1 receptoru, a to pravdépodobné prostiednictvim
pfimych a/nebo neptimych mechanizmt.

Degradace PIP, byla nejprve navrzena jako duasledek senzitizace TRPV1
receptoru bradykininem a NGF (Chuang et al, 2001). Vtomto modelu

,hyperalgesie® na bunécné trovni, byla ptiivodni pfedstava takova, ze PIP; se tonicky
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vaze a udrzuje v inhibici TRPV1 kanal. Aktivovana PLC poté snizi mnozstvi PIP;
v membran€ a uvolni tak receptor zinhibice. Podle jinych studii je senzitizace
nociceptorti v disledku ptitomnosti NGF zplsobena zvySenim poctu receptorii
v membrané a nikoliv uvolnénim receptort z inhibice (Stein et al., 2006, Zhang et
al., 2005). Vysledky naslednych studii zabyvajicich se pisobenim NGF na TRPV1
receptor ukazuji, Ze v senzitizaci receptoru by hlavni ulohu mohla hrat aktivita
fosfoinositid-3-kindzy resp. akumulace fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu a ne PLC

¢ili Stépeni PIP; (Zhu and Oxford, 2007).

Nepiimy mechanizmus pisobeni PIP, na TRPV1

Nedavno publikovana studie (Jeske et al., 2011) se ptiklani k teorii nepfimé
regulace TRPV1 receptoru pomoci PIP,, a to prostiednictvim AKAP proteinu
(,,A-kinase anchoring protein®). V tomto modelu je AKAP vklidovém stavu
zakotven v PIP, bohatych oblastech membrany a po aktivaci PLC resp. degradaci
PIP, dochazi k jeho uvolnéni z membrany a nasledné k jeho vazbé na C-konec
TRPV1. AKAP na své struktuie vaze PKA a PKC, které tak efektivné fosforyluji a
sensitizuji receptor. Dalsi védecka skupina, kterd se ptiklani k nepifimé modulaci,
ov¢tovala hypotézu, ze TRPV1 sam o sobé neobsahuje vazebné misto pro PIP,, ale
ze se PIP, vaze na integralni membranovy protein nazyvany Pirt, ktery se exprimuje
ve stejnych neuronech jako TRPV1 receptor a slouzi jako PIP, senzor, ktery nasledné
reguluje aktivitu receptoru (Kim et al., 2008). Tento mechanizmus vSak nebyl jinymi

autory potvrzen (Lukacs et al., 2007, Ufret-Vincenty et al., 2011).

Piimy mechanizmus piisobeni PIP, - vazba na receptor

VétsSina  studii  tykajicich se problematiky modulace TRPV1 aktivity
molekulou PIP, se pfiklani k pfimé vazbé této molekuly na receptor. Ve studii
vyuzivajici expresi TRPV1 receptoru v oocytech byl za vazebné misto pro PIP;
oznacen C-distalni konec receptoru, ktery snavazanou molekulou PIP, udrZuje
receptor v inhibici (Prescott et al., 2003). Vysledky této studie jsou vSak v rozporu
s vysledky experimentli na vytrzenych tercicich, na kterych aplikace PIP, vyvolala
piimo aktivaci TRPV1 kanalu (Klein et al., 2008, Lukacs et al., 2007, Stein et al.,
2006). Jina studie se také piiklani k tomu, Ze PIP, potencuje TRPVI1 odpovédi
(Lukacs et al., 2007). Bylo prokézano, ze pokud se zneutralizuji dvé bazické

aminokyseliny na C-proximalnim konci receptoru (R701 a K710), dojde ke snizeni
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této potenciace (Brauchi et al., 2007). Na zaklad¢ -elektrofyziologickych,
fluorescen¢nich a biochemickych pokusii byly publikovany ptesvédcivé vysledky
o tom, ze PIP; se nevaze ani na Pirt a ani na distalni konec TRPV1 (777-820; Ufret-
Vincenty et al., 2011). Naopak jako potencialni misto interakce PIP, s TRPV1, ale
1s TRPV2 receptorem, byl in vitro experimenty navrzen proximalni konec receptoru,
ktery se nachazi 22 aminokyselin za koncem S6 helixu (682-725) (Ufret-Vincenty et
al., 2011).

Vysledky védeckého tymu pod vedenim doktora Tibora Rohacse v roce 2007
pomohly objasnit mnohé kontroverzni vysledky o regulaci TRPV1 receptoru PIP;
molekulou. V této studii autofi navrhli dvoji mechanizmus regulace, a to v zavislosti
na koncentraci agonisty (Lukacs et al., 2007). Pfi saturujici koncentraci kapsaicinu
(10 uM) a v ptitomnosti extracelularniho vapniku PIP, aktivuje TRPV1 receptor,
nebot’ po jeho depleci vyvolané aktivaci PLC receptor desenzitizuje. Naopak,
pii nizké koncentraci kapsaicinu (1 nM) pievlada inhibi¢ni efekt PIP,. V souladu
s jinymi studiemi autofi této publikace tvrdi, ze PIP; je agonistou TRPV1 receptoru,
jehoz aplikaci na vytrzené terciky je mozné vyvolat aktivaci iontového kanalu (Klein

et al., 2008, Lukacs et al., 2007, Stein et al., 2006).

Protein-proteinové interakce

Kromé¢ proteinti signalnich kaskad a membranovych fosfolipidii predstavuje
velmi vyznamny zplsob modulace TRPV1 celd fada interakénich partnerti, ktefi
vyznamnym zpusobem ovliviiuji funkéni vlastnosti tohoto iontového kanalu. V prvni
fadé je to moznost vytvafeni heterotetramerti s riznymi sestfihovymi variantami
vaniloidniho receptoru a sjinymi zastupci TRP rodiny. Dalsi skupinou jsou
riznorodé cytoplazmatické proteiny, napt. cytoskeletarni tubulin a protein vazajici
fosforyla¢ni enzymy nebo vapenaté ionty. Jednim z poslednich identifikovanych
interak¢nich proteind je Pirt, jehoz pfesna tloha v regulaci vaniloidniho receptoru

neni zatim vyfresSena.

Sestiihové varianty TRPV1

Ackoli vétSina studii, vCetné vysledki, které jsou soucasti této disertacni
prace, jsou zalozeny na expresi homotetramerickych iontovych kanali z podjednotek
nejcastéji se vyskytujici varianty TRPV1 receptoru (1252 bp), byly identifikovany

dalsi tfi sestfihové varianty tohoto receptoru (obr. 1.5, str. 41). Kromé
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homotetrameri TRPV1 podjednotky se in vivo vyskytuji i heterotetramery receptorti
s témito variantami s unikétnimi aktiva¢nimi vlastnostmi.

Jedna ze sestfihovych variant, TRPV1b, se od klasické podjednotky TRPV1
lisi délkou N-konce a deleci casti tfeti ANK domény (Wang et al., 2004). Druha
z variant TRPV1var kéduje pouze Cast N-terminalniho konce TRPV1 receptoru
a posledni z identifikovanych variant VR.5'sv nema vétSinu N-termindlniho konce
(Schumacher and Eilers, 2010).

Prvni identifikovanou sestfihovou variantou byla VR.5'sv, ktera se od TRPV1
podjednotky lisi tim, Ze kéduje velmi malou oblast intracelularniho N-konce s ¢asti
tteti ANK domény (obr. 1.5.B, str. 41; Schumacher et al., 2000). Tato varianta je
exprimovana v neuronech ganglii zadnich kofenti miSnich (DRG) v poméru 1:20
(TRPV1:VR.5'sv), ale v mozku, ledvinach a krevnich bunkéch je tento pomér 1:1.
Experimenty v sav¢im heterolognim systému ptinesly dikazy o negativnim fenotypu
této varianty, které byly difive pozorovany v oocytech drapatky. Homotetramer
VR.5'sv neni citlivy ke kapsaicinu. Expresi heterotetrameru VR.5'sv s TRPV1 (1:1)
doslo k navratu citlivosti kanalu ke kapsaicinu, ale jen na troven 30 % amplitudy
proudovych odpovédi homomerniho TRPV1 kanalu (Schumacher et al., 2010).

Exprese TRPV1b varianty (1072 bp, obr. 1.5.C, str. 41), byla v hojné mite
nalezena v DRG neuronech, vkiZzi, Zaludku a jazyku u my$i a clov€ka. Ve
srovnanim s TRPV1 podjednotkou je vSak v téchto tkdnich zastoupena v 20x menSim
mnozstvi. Koexpresi TRPVI1b podjednotky s klasickou podjednotkou TRPV1
receptoru vznikd iontovy kanal, ktery je rezistentni na kapsaicin a protony, ale
ptekvapivé si zachovava citlivost na teplo, jen s trochu vy$$im prahem aktivace
>47°C (Vos et al., 2006). Vyskyt této varianty by tedy mohl vysvétlovat TRPV1
imunoreaktivitu v fad¢ tkani napf. v keratinocytech, bez odpovédi na kapsaicin.
Z pokusti v heterolognim expresnim systému se zdd, Ze TRPVI1b varianta
uptednostiiuje tvorbu homotetramert, ale in vivo mize byt situace odliSna.

Tteti ze sestfihovych variant TRPV1var (obr. 1.5.D, str. 41) je, pokud jde
o pocet paru bazi, nejdelsi (1353 bp) z variant diky zachovani patého intronu, ale co
do poctu aminokyselin je tomu naopak. Tato varianta kromé transmembranovych
domén postradd 1 C-terminadlni konec, mRNA koduje pouze ¢ast N-terminalniho
konce s prvni ANK doménou (Tian et al., 2006). Tato varianta byla poprvé izolovana
z ledvinovych papil, ale jeji exprese byla detekovana i v DRG neuronech, kde by

mohla na nociceptorech regulovat odpovédi zprostiedkované TRPV1. O TRPVl1var
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se uvazuje jako o mozném mechanoreceptoru v ledvinach, ¢i jako detektoru

membranového stresu a osmotickych zmén v senzorickych neuronech (Schumacher

etal., 2010).

B C D
TRPV1 VR.5'sv TRPV1b (beta) TRPVAvar
were | weves e

AR h;@,--u‘t-}é:ﬁ

Obr. 1.5.: Porovndni klasické TRPV1 podjednotky s jejimi sestithovymi variantami.
A, Klasicka topologie TRPVI podjednotky: Sest transmembranovych  helixii
s intracelularnimi C- a N-konci. Na aminovém konci se vyskytuji tii ANK. B, VR.5'sv
sestrihova varianta se od TRPVI podjednotky lisi modifikaci aminového konce. Aminovy
konec této sestiihové varianty mad zachovanu pouze malou cast treti ANK. C, Druha
sestrihova varianta TRPV1b je s TRPV1 téemér identicka kromé cdstecné delece treti ANK a
pripojeni polypeptidové sekvence. D, Nejvice odlisna sestiihovd varianta TRPVIvar, které
zcela chybi transmembranova cast i C-konec receptoru. Jednd se tedy o cytoplazmaticky
protein, ktery si zanechal pouze cdst aminového konce receptoru s prvni ANK. Prevzato
z publikace (Schumacher et al., 2010).

Soucasny vyzkum se zabyva nalezenim odpovédi na otazku, zda exprese
sestithovych variant TRPV1 receptoru, které maji pfevazné inhibi¢ni fenotyp, miize
hrét protektivni roli v ochrané buné€k béhem patologickych stavli (zanét, stres nebo
zranéni) a zda praveé regulace aktivity TRPV1 receptoru je hlavni fyziologicky

vyznam téchto sestfihovych variant.

Kalmodulin

TRPV1 iontovy kanal je propustny pro Ca’" a jeho aktivita je vapenatymi
ionty siln¢ modulovana (Caterina et al., 1997). Vépenaté ionty reguluji aktivitu
TRPV1 nejen modulaci aktivity enzymi (napi. PLC), ale také prostiednictvim Ca®*-
vazajiho cytoplazmatického proteinu CaM. Vazebnd mista pro CaM byla
identifikovana na aminovém (E767-T801) i karboxylovém (F189-E222) (Numazaki
et al., 2003, Rosenbaum et al., 2004) konci TRPV1. U receptoru s odstranénym
C-terminalnim tUsekem vézajicim CaM zlistdvd mira desenzitizace zachovana, coz
svédci o tom, Ze toto CaM vazebné misto neni pro desenzitizaci podstatné. Naopak,
N-koncové CaM vazebné misto piedstavuje Ca’’-zavislé misto zodpovédné

za inhibici kapsaicinem vyvolanych proudt resp. desenzitizaci TRPV1 (Rosenbaum
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et al., 2004). Na shodném mist¢ ankyrinové oblasti TRPV1 receptoru (K155 a
K160), kam se vaze CaM, bylo identifikovano vazebné misto i pro ATP, jehoz
pfitomnost naopak potencuje kapsaicinem vyvolané proudy. Soucasnd predstava
Ca”**-zavislé modulace spoéiva v kompetici vazby CaM a ATP na spole¢ném
vazebném misté v zavislosti na aktivacnim stavu TRPV1 receptoru (Lishko et al.,
2007). Za klidového stavu je na ankyrinovém konci receptoru navdzdna molekula
ATP, ktera receptor senzitizuje, po otevieni kanalu ji viak ionty Ca’" a Mg*'
chelatuji a ATP se uvolni z receptoru. Poté se toto misto obsadi CaM s navazanymi
Styfmi ionty vapniku a dochazi k inaktivaci kanalu. Konzervované ATP-Ca®"/CaM
kompetitivni misto bylo identifikovano u TRPV3 a TRPV4 receptoru (Phelps et al.,
2010).

AKAP79/150

Proteinem, ktery interakci s TRPV1 receptorem reguluje jeho funkci, je
AKAP79/150 (lidsky/krysi ¢i myS$i homolog). Ve své struktufe AKAP obsahuje
vazebna mista pro enzymy fosforylujici (PKC, PKA) a defosforylujici (Ca**-zavislou
fosfatazu: kalcineurin) aminokyselinové zbytky receptoru, ¢imz zajisti jeho
senzitizaci (PKA a PKC) ¢i desenzitizaci (kalcineurin). AKAP se vaze na C-konec
receptoru (do oblasti K735-N738 u AKAP79) a umoziuje tim interakci enzymového
komplexu se specifickymi aminokyselinovymi zbytky TRPV1 receptoru (Zhang et
al., 2008). K aktivaci PKA a PKC dochéazi naptiklad v pfitomnosti zanétlivych
mediatord, jako je bradykinin a prostaglandin E,. Hlavnim cilem obou kinéz je serin
502 mezi druhou a tfeti transmembranovou doménou, jehoz fosforylace zvysuje
pravdépodobnost otevieni kanalu (Numazaki et al., 2002), ale fosforylace se také
ukéazala byt hlavnim mechanizmem, kterym AKAP zprostiedkovava translokaci
TRPV1 do membrany (Zhang et al., 2008).

V neddvné studii byl navrzen mechanizmus, kterym je asociace AKAP
proteinu s TRPV1 chranéna vazbou Ca’’/CaM na receptor, ktera zabraiuje
senzitizaci receptoru fosforylaci (Chaudhury et al., 2011). Aktivace receptoru
nociceptivnimi podnéty je doprovazena vstupem vapenatych iontd do nitra burky,
které se vazi a aktivuji CaM, ktery se pak vdze na TRPV1 receptor (Numazaki et al.,
2003, Rosenbaum et al., 2004). Ca*’/CaM komplex s receptorem u¢inné brani

asociaci AKAP proteinu s receptorem, a tim prodluzuje desenzitizaci kanalu. Vazba
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AKAP proteinu na TRPV1 receptor umozni navrat receptoru z defosforylovaného,

tj. desenzitizovaného stavu (Chaudhury et al., 2011).

Tubulin

Karboxylovy konec TRPV1 receptoru obsahuje mnoho strukturné a funkcéné
vyznamnych mist: tetramerizaéni doménu, fosforylaéni misto pro Ca**/CaM
dependentni kinazu II a PKCg, misto nezbytné pro aktivaci resiniferatoxinem, CaM
a PIP, vazebnd mista. Kromé& uvedenych mist a domén jsou v této oblasti také mista
zajistujici interakci receptoru s cytoskeletem resp. s tubulinem (Goswami et al.,
2007). Byly identifikovany dva kratké bazické tseky (710-730 a 770-797), jejichz
sekvence je predevS§im u TRPV zastupcl velmi konzervovana. Pro oba useky byla
prokdzana interakce stubulinem a vzhledem kjejich blizkosti k dalezitym
regula¢nim mistim je pravdépodobné, ze vazba tubulinu na TRPV1 mtze vyznamné

ovlivnit tato regula¢ni mista a tim 1 funkci TRPV1 kanalu.

Pirt

Podobné¢ jako v piipadé AKAP proteinu byla v DRG neuronech
exprimujicich TRPV1 receptor prokazana koexprese integralniho proteinu Pirt
regulujiciho interakci TRPV1 s fosfoinositidy (Kim et al., 2008). V této praci byla
vyslovena hypotéza, ze Pirt na svém C-konci obsahuje vazebnd mista pro TRPV1
receptor i molekulu PIP; a prostfednictvim PIP; pozitivné reguluje TRPV1 aktivitu.
V souladu s dvojim u¢inkem PIP, na TRPV1 receptor byla navrzena souvislost mezi
nezbytnou pfitomnosti Pirt proteinu a aktivaénimi vlastnostmi PIP, pii vysoké
koncentraci kapsaicinu (5 uM). Jiné studie vSak nezbytnost Pirt proteinu nepodporuji
(Lukacs et al., 2007, Stein et al., 2006, Ufret-Vincenty et al., 2011). U Pirt deficientni
mys$i byl vSak pozorovan shodny fenotyp stim, ktery byl popsan u mysSi
neexprimujici TRPV1 receptor, a to ztrata hyperalgezie pfi zanétu. Zminéné nalezy
podporuji vyznamnou funkci Pirt proteinu ve fyziologickych procesech, kterych se

ucastni TRPV1 receptor.

TRPV3

Kromé zminénych interakénich proteinii je TRPV1 receptor schopen vytvatet
heterotetramery s jinym teplotn¢ citlivym zastupcem vaniloidnich receptorti resp.
s vaniloidnim zéastupcem typu 3 (TRPV3) (Smith et al., 2002). TRPV3 kanal je

strukturnim homologem TRPV1 kandlu, ktery je vSak zcela necitlivy na vaniloidy
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apH. Heterotetramerni TRPV1/TRPV3 kanal je charakteristicky pozménénou
odpovédi na kapsaicin, nizké pH a 2-APB (Cheng et al., 2012). Existence funk¢nich
heterotetramertt je pravdépodobnd, protoze oba typy receptorii se exprimuji
v subpopulaci C-vldken DRG neuront, navic jejich geny jsou lokalizovany
v blizkosti sebe na chromozomu 7 (Smith et al., 2002). Krom¢ TRPV1 a TRPV3 byla
u sav¢ich TRPV kandll prokazana tvorba heterotetramerti mezi TRPV1 a TRPA1
(Akopian et al., 2007; vice viz 1.4.2).
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1.4. Aktivaéni a modulacni mechanizmy TRPA1

Jediny sav¢i zastupce ankyrinové podrodiny TRP kanali TRPA1 je aktivovan
Sirokou Skalou latek s drazdivymi, palivymi, algogennimi, psychotropnimi
a chladivymi ucinky. Kromé téchto sloucenin obsazenych v rostlinach, cigaretovém
kouiti ¢i vyfukovych plynech je TRPA1 aktivovan také plynnymi latkami (napt. O,
nebo CO,), oxidacnimi latkami a chladem. Tento receptor je povazovan za detektor
tkanového poskozeni a zanéctlivych procest, jejichz mediatory je aktivovan.
V neposledni fad¢é je TRPAT1 iontovy kandl oteviran depolarizaénim napétim a jeho

spoluti¢ast byla prokazana i v mechanizmech transdukce mechanickych podnéta.

1.4.1. Aktivace TRPA1

Chemické latky

Charakterizace odliSnych typit TRP receptori plivodné spocivala
ve vyhleddvani molekuldrnich cild pro aktivatory v podobé latek ptirodniho piivodu,
obzvlast' derivaty izolované z vySsich rostlin. Jako prvni byl v této souvislosti
identifikovan cilovy protein pro kapsaicin, receptor TRPV1 (Caterina et al., 1997)
receptor TRPA1 (Jordt et al., 2004). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze TRPAI1 aktivuji také
dalsi latky rostlinného piivodu vcetné cinamalu (Cin) obsazeného ve skofici, allicinu
v ¢esneku a v cibuli, methylsalicylatu v libavce, gingerolu v zazvoru, eugenolu
v hitebicku, karvakrolu v oreganu, tymolu v tymidnu, tetrahydrokanabinolu v konopi,
nikotinu v tabdkovych listech a mentolu v maté peprné (Bandell et al., 2004, Bautista
et al., 2005, Calixto et al., 2005, Karashima et al., 2007, Macpherson et al., 2005,
Talavera et al., 2009, Xu et al., 2006). Nékteré z téchto latek aktivuji i jiné zastupce
TRP receptort, predevSim z vaniloidni podrodiny. Naptiklad methylsalicylat, AITC
a allicin kromé TRPAI1 aktivuji 1 TRPV1 receptor (Everaerts et al., 2011,
Macpherson et al., 2005, Ohta et al., 2009, Salazar et al., 2008). Jiny zéstupce
vaniloidni podrodiny TRPV3 je naopak aktivovan karvakrolem, eugenolem a
tymolem (Xu et al., 2006). Citlivost TRP receptorti vici dané latce se 1iSi nejen
koncentracni zavislosti, ale v n€kterych ptipadech i svym G€inkem. Sav¢éi TRPAL,
TRPV1 a TRPV3 iontové kandly spojuje citlivost k monoterpenoidni latce kafru.
Tato latka je ¢astenym agonistou TRPV1 a plnym agonistou TRPV3, ale ptekvapivé
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antagonistou TRPA1 (Macpherson et al., 2006, Mogqrich et al., 2005, Xu et al.,
2005).

Kromé pfirodnich latek rostlinného plivodu aktivuji TRPA1 kanal také
chemické latky znecist'ujici zivotni prostfedi, jez pochazeji z prumyslové vyroby ¢i
dopravnich prostiedkii (napf. sulfan, akrolein, acetaldehyd), tékavé latky (napf.
hypochlorid, peroxid vodiku, formalin) nebo latky syntetického ptivodu (Andrade et
al., 2012). TRPA1l je cilovou molekulou né¢kolika [é€iv vcetné antimykotika
clotrimazolu (Meseguer et al., 2008), chlorpromazinu (Hill and Schaefer, 2007),
clioquinolu (Andersson et al., 2009) a isofluranu (Matta et al., 2008).

TRPATI kandl je aktivovan endogennimi produkty metabolizmu ¢i produkty
oxida¢niho stresu. Silnym endogennim aktivatorem TRPA1 je produkt odbouravani
mastnych kyselin  15-deoxy-delta-prostaglandin  J,, ktery je syntetizovan
cyklooxygenazami na pocatku zanétlivé reakce (Taylor-Clark et al., 2008). Produkty
generované radikdlovou fetézovou reakci béhem oxida¢nich procest, jako naptiklad
4-hydroxynonenal, peroxid vodiku, peroxynitrit, hypochlorid, nitroolejové kyselina,
nebo 4-oxononenal, oxiduji thiolové skupiny TRPA1 proteinu, ¢imz ho piimo
aktivuji (Andersson et al., 2008, Bessac et al., 2008, Graepel et al., 2011, Sawada et
al., 2008, Taylor-Clark et al., 2009, Taylor-Clark et al., 2008, Trevisani et al., 2007).

TRPA1 je aktivovan rliznymi mechanizmy: nejvyznamnéjSim aktivaénim
mechanizmem je tvorba kovalentni vazby mezi elektrofilni skupinou agonisti
a nukleofilni skupinou cysteini (C619, C639, C663 u lidské formy TRPAI)
na N-konci TRPA1 receptoru (napt. AITC nebo Cin). DalSim moZnym
mechanizmem je tvorba disulfidickych mustki prostfednictvim oxidace cysteinil
(Hinman et al., 2006, Macpherson et al., 2007, Takahashi et al., 2011). Ptikladem
této modifikace je aktivace TRPA1 molekulou kysliku (Takahashi et al., 2011). Dle
soucasné hypotézy je citlivost senzorickych neuront viici kysliku zptsobena aktivaci
TRPA1 receptoru oxidaci cysteinti a hydroxylaci prolinového zbytku receptoru.
Pti hyperoxii O, ochotné reaguje s cysteinovymi zbytky (C633 a C856) receptoru a
ptimo jej aktivuje (Takahashi et al., 2011).

Na rozdil od trvalé modifikace receptoru, kterou zpusobuji elektrofilni
slouceniny, neelektrofilni aktivatoti TRPA1 receptoru, jako jsou mentol, nikotin,
clotrimazol a tetrahydrokanabinol plsobi prostiednictvim vratné a ptrechodné
interakce mimo N-konec receptoru. Naptiklad mentol se vaze mezi S5 a S6 helix,

resp. na S876, T877 a G878 uvniti S5 helixu (Xiao et al., 2008a).
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Vapenaté ionty

Vapenaté ionty hraji v aktivit¢ TRPA1 vyznamnou roli. Kromé nédboje, ktery
s sebou pfi pruchodu kanilem nesou, je to predevsim jejich schopnost aktivace
a nasledné inhibice proudové odpovédi na chemicky podnét. Ca®* ionty uréuji miru
aktivace TRPA1 tim, Ze ovliviiuji jednotkovou vodivost a pravdépodobnost otevieni
kanalu (Nagata et al., 2005).

Bylo prokdzano, Ze vépenaté ionty mohou interagovat s TRPAI
prostiednictvim vazebné domény tzv. ,, EF hand“ na cytoplazmatickém N-konci
receptoru (Doerner et al., 2007, Zurborg et al., 2007). Vysledky dvou uvedenych
studii se vSak lisi v reziduich, kterd byla identifikovana jako klicova pro vazbu
vapniku. Ukazuje se, ze mutace v oblasti EF-hand domény, jez se nachazi mezi 11. a
12. ankyrinovou repetici, mohou mit obecnéjsi vliv na celkovou funkci 1 povrchovou
expresi TRPA1 kandlu (Nilius et al., 2011). Kromé aminového konce nezbytného pro
ucinek intracelularniho véapniku byla navrzena uloha asparaginu 855 uvnitf S4
helixu, ktery v zavislosti na extracelularni koncentraci vapenatych iontii reguluje
napétim fizené vratkovani TRPA1 kanalu (Kremeyer et al., 2010). Uloha tohoto
rezidua vSak bude zfejmé souviset s obecnym mechanizmem vratkovéni, u kterého
Ize predpokladat konformaéni zavislost na Ca®”".

Kromé¢ piimé aktivace ma vapnik zasadni tlohu v modulaci aktivity
ankyrinového receptoru. Uéinek vépenatych iontdl spo¢iva v potenciaci a nasledné
inhibici odpovédi vyvolané agonistou, pfi¢emz oba déje jsou pravdépodobné na sobé
nezavislé (Sura et al., 2012, Wang et al., 2008). V piipad¢ potenciace i inhibice
odpovédi vyvolané cinamalem byla prokdzana vyznamna uloha oblasti
karboxylového konce receptoru, bohaté na kyselé aminokyseliny, kterd navic

predstavuje 1 mozné vazebné misto pro vapenaté ionty (Sura et al., 2012).

Chlad

Vysledky studii zabyvajicich se teplotni citlivosti TRPAT receptoru jsou
dosud kontroverzni. Nejprve byl TRPA1 charakterizovan jako receptor aktivovany
nociceptivnim chladem: teplotou niz§i nez 17 °C (Bandell et al., 2004, Macpherson et
al., 2006, Story et al., 2003). V dalSich publikacich vSak byla uloha TRPA1 kanalu
jako teplotniho senzoru zpochybnéna (Jordt et al., 2004, Nagata et al., 2005). Jak
bylo uvedeno vyse, TRPAI je ptimo aktivovan Ca®’, a proto se predpokladalo, Ze

chlad ptisobi na TRPAT1 kanal neptfimo, zvySenim hladiny intracelularniho vapniku
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(Doerner et al., 2007, Zurborg et al., 2007). Proti tomuto zavéru vSak vystoupily
nové&jsi studie, ve kterych byla vyvolana chladova odpovéd’ (< 20 °C) TRPAI kanélu
1 v nepfitomnosti extracelularniho vapniku (Karashima et al., 2009, Sawada et al.,
2007).

Pfi experimentech provadénych na mysich s deficientnim genem pro TRPAI
nebyla pozorovana pozménéna chladova citlivost (Bautista et al., 2006). Krom¢ toho
jind védecka skupina u mysi s deficienci TRPA1 spolecné s dal§im chladem
aktivovanym kandlem TRPMS8 nepozorovala odliSnou citlivost na chlad ve srovnani
fenotypem pouze bez TRPMS (Knowlton et al., 2010). V rozporu s predchozimi
dvéma skupinami pozoroval jiny védecky tym behaviordlnimi experimenty
na mySich bez TRPA1 signifikantni ztratu reakce na bolest vyvolanou chladem
(Karashima et al., 2009, Kwan et al., 2006). K vyznamné roli TRPA1 receptoru
v chladové hyperalgesii a alodynii pfispiva fakt, ze pfi zanétu tkané ¢i zranéni
perifernich nervii je mnozstvi mRNA kodujici TRPAT receptor zvySeno a ze mysi
bez tohoto receptoru vykazuji snizenou citlivost k bolesti vyvolané nizkou teplotou
(Katsura et al., 2006, Obata et al., 2005). Tyto experimenty souhlasn¢ dokladaji, ze
se TRPA1 tucastni nekterych aspektd bolesti vyvolané chladem, jejich vysledky ale
zaroven ukazuji, ze detekce extrémné nizkych teplot neni zajiSténa pouze TRPA1
(nebo TRPMS) kanalem.

Dtikazy o tom, ze TRPA1 muze hrat roli naopak teplotniho senzoru, pfinesla
publikace, ve které autofi ukazali, ze hadi forma TRPA1 kanalu je vysoce teplotné
citlivd a je zodpovédnad za detekci infraCerveného zareni (Gracheva et al., 2010).
S velmi ptfekvapivym objevem pfisla také védecka skupina z Baltimoru, kterd
ukdzala, Ze agonistou vyvolané proudy TRPA1 kandlu mohou byt potlaceny nebo
zcela zruSeny aplikaci roztoku o zvysené teploté (Wang et al., 2012). ZvysSena teplota
okolniho roztoku podle nich nejen snizuje afinitu AITC k receptoru, ale také zvysSuje
desenzitizaci a tachyfylaxi TRPAI kanalu. Pfi teploté okolniho roztoku 39 °C jiz
nebyla po aplikaci AITC pozorovana zadna odpoveéd. Na zaklad¢ této studie je
patrné, ze proudovd odpovéd TRPAI1 receptoru je zavisla na okolni teploté, coz

muze mit nesporny fyziologicky vyznam.

Napétova aktivace
Ankyrinovy receptor mtize byt aktivovan vysoce depolarizujicim napétim

(> +100 mV) bez ptitomnosti dalSich aktivatord. Z hlediska fyziologického vyznamu
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membranovym potencidlem v pfitomnosti jiného aktivaéniho podnétu, kdy se uplatni
vyrazna synergie. Byla identifikovana nékterd rezidua pfispivajici k napétové
citlivosti TRPA1, ale identita samotného napétového senzoru je stale predmétem
studia. Je jisté, ze misto zodpovédné za citlivost ke zménam membranového
potencidlu bude situované mimo S4 helix TRPAI1, ktery neobsahuje nabité
aminokyselinové zbytky. Studie nasi laboratote ukazaly, Ze ¢ast napétového senzoru
tohoto receptoru miiZze spocivat v jeho karboxylovém konci, a to jak v jeho distalni
(E1077, T1078), tak v proximalni ¢asti (R975, K988 a K989; Sura et al., 2012,
Samad et al., 2011).

1.4.2. Modulace TRPA1

Senzitizace

Aktivace a senzitizace TRPA1 je stejn¢ jako u ostatnich zastupci TRP kanalii
spojena s GPCR receptory a s nimi spfazenymi signalnimi drahami (Clapham, 2003).
TRPA1 receptor je vtomto piipadé aktivovan peptidem produkovanym pfi
posSkozeni tkén€, pfi zanétu, Ci ischemii bradykininem (Bandell et al., 2004).
Bradykinin se vaze na B, receptor, jehoz stimulace vyvolava aktivaci PLC a s ni
spojené Stépeni molekul PIP, na DAG a IP;. Nasledné aktivované IP; receptory
propoustéji vapenaté ionty z intracelularnich zdsob, zatimco DAG aktivuje PKC.
Aktivovand PKC, stejné¢ jako vapenaté ionty uvolnéné vnitrobunécénych zésob,
senzitizuje TRPV1 kandl, ¢imz podporuje vstup vapniku z extraceluldrniho prostoru
do buiiky a aktivaci TRPA1 kanalu (Bautista et al., 2006). DAG se navic mtze diky
DAG lipaze preménit na polynenasycené mastné kyseliny, napiiklad na kyselinu
arachidonovou (Mizumura et al., 2009), jejiz produkty metabolizmu prostaglandiny
piimo aktivuji TRPA1 kandl a také senzitizuji TRPV1 kanal.

Wang a kolegové navic ukazali, ze krom¢ PLC drahy pfispiva k senzitizaci
TRPA1 bradykininem také aktivace PKA cyklickym adenosinmonofosfatem
(Wang et al., 2008). Tento mechanizmus spociva v tom, ze B, receptor s navazanym
bradykininem prostfednictvim G-proteinii aktivuje adenylatcyklazu, kterd zacne
produkovat cyklicky adenosinmonofosfat, vyznamného druhého posla, ktery aktivuje

PKA a senzitizuje TRPA1 i TRPV1 receptor.
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Obdobnym  mechanizmem probiha senzitizace TRPA1 receptoru
prostiednictvim jiného typu GPCR receptoru, a to protedzou-aktivovanym
receptorem 2 (PAR;). PAR; je koexprimovan s TRPAI receptorem na DRG
neuronech, kde spolu funkéné interaguji (Dai et al., 2007). TRPAI receptor je
integra¢ni molekulou, ktera odpovida na uvolnéni zanétlivych modulator a umozni
tak amplifikaci zanétlivého €1 nociceptivniho procesu.

Vyznamné poznatky o mechanizmu senzitizace tedy i o zachovani citlivosti
nociceptorti prinesly experimenty s mysSim TRPAI1 receptorem (Schmidt et al.,
2009). Pii aplikaci AITC, ale i kapsaicinu, se autorim uvedené publikace podaftilo
popsat fuzi méchyiki obsahujicich TRPA1 receptory s plazmatickou membréanou.
Pozorovany dé¢j, ktery pravdépodobné piedstavuje pfi¢inu senzitizace TRPA1

odpovédi, se ukazal byt zavisly na aktivaci PKA a PLC enzymd.

Desenzitizace

K desenzitizaci ankyrinového receptoru mize dochazet vlivem homologniho
(AITC) ¢i heterologniho (kapsaicin) agonisty. TRPA1 receptor exprimovany
na senzorickych neuronech mize byt pfeveden do desenzitizovaného stavu nepiimo
typickym aktivatorem TRPV1 kapsaicinem, a to prostfednictvim PLC signaliza¢ni
dréhy zavislé na vapniku (Akopian et al., 2007). Desenzitizaci TRPA1 kanalu
predchazi kapsaicinem vyvoland aktivace TRPV1 kandlu, kterd zpisobi okamzité
zvyseni intracelularniho vapniku, stépeni PIP, molekul a snizeni aktivity TRPA1
(Akopian et al., 2007). Naopak homologni desenzitizace TRPA1 vyvolana napf.
AITC neni vyvolana vapnikem ani §tépenim PIP,, ale stalou strukturni modifikaci
cysteini na aminovém konci receptoru, ktera pravdépodobné vyvold poskozeni

vratkovani kanalu (Hinman et al., 2006, Macpherson et al., 2007).

Funk¢ni interakce s TRPV1

Ankyrinovy receptor je spolecné s TRPV1 koexprimovan na nociceptivnich
neuronech, které jsou velmi citlivé na stimulaci podnéty potencialné poskozujici
organizmus. Pravé koexprese a funkcéni spoluprace téchto dvou receptorti je
povazovana za pri¢inu citlivosti A a C vladken k bolestivym podnétiim (Story et al.,
2003). Proudové odpovédi zprostredkované TRPA1 receptory na senzorickych
neuronech jsou zasadnim zplsobem ovliviiovadny pfitomnosti receptorii TRPV1,

nebot’ funkéni znaky TRPA1 nejsou reprodukovatelné v neuronech, ve kterych je
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exprimovan pouze tento receptor. Vzajemné ovlivnéni téchto kanalti bylo prokézano
pro experimentalné vyvolany zanét, resp. pii pusobeni endogennich mediatorii
zanétu, jako jsou bradykinin a véapenaté ionty (Bautista et al., 2006, Patil et al.,
2010). Modulace TRPA1 kanalu Ca*" je regulovéana pravé aktivitou TRPV1 kanélu.
Studie vyuzivajici mutagenezi TRPV1 receptoru ukézala, ze tato modulace zavisi
na vapnikové propustnosti TRPV1 kanala (Patil et al., 2010).

Hypotéza o moznosti piimé interakce TRPV1 a TRPA1 kandll a tvorby jejich
komplexu, ktery by umoznoval TRPV1 receptoru modulovat funkéni charakteristiky
TRPAL, byla zkoumana pomoci fluorescencnich experimentl. Snimanim aktivity
z jednotlivych TRPA1 kanalt bylo zjisténo, ze TRPV1 moduluje funkci TRPA1

nezavisle na intracelularnim vapniku (Staruschenko et al., 2010).
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2. CILE STUDIE

2.1. Mechanizmus uc¢inku kafru na TRPV1 kanal

Hypotéza:

Kafr je ¢asteCnym agonistou TRPV1 kandlu, jehoz mechanizmus uc¢inku je
nezavisly na vazebném misté€ pro vaniloidy. Na zaklad¢ zjiSténi, ze kinetika odpovédi
TRPV1 na kafr je rychld, jsme piedpokladali, ze se jednd o pfimou interakci
s receptorem, pravdépodobné z extracelularni strany. Kafr je mimo jiné lipofilni
latkou pouzivanou ve vysokych koncentracich a nelze proto opomenout ani moznost
jeho nepiimého ucinku na receptor prostiednictvim vyznamného modulatoru TRPV1

kanalu PIP,.

Cile:
A) Pomoci elektrofyziologickych experimenti popsat zakladni kinetické
charakteristiky kafrovych odpovédi TRPV1 kandlu a porovnat je

s odpovéd’mi klasického agonisty kapsaicinu.

B) Popsat kafrovou modulaci membranovych proudi zprosttedkovanych
TRPVI1, vyvolanych typickymi aktivatory, jako jsou kapsaicin, teplo,

depolarizacni napéti a protony.

O Navrhnout mozny mechanizmus kafrové modulace TRPV1 kanalu, poptipadé

navrhnout misto interakce kafru s receptorem.

D) Na zadkladé¢ FRET experiment popsat dynamiku molekul PIP, v membrané
v pritomnosti kafru a porovnat ji se zménou distribuce tohoto fosfolipidu
v pfitomnosti kapsaicinu. Navrhnout funkci PIP; v kafrové modulaci TRPV1

kanalu.

2.2. Funk¢ni a strukturdlni tloha S4-S5 oblasti u teplem
aktivovanych TRPV kanal

Hypotéza:
Intracelularni cast S4-S5 helixti predstavuje mezi teplotné citlivymi

vaniloidnimi zdstupci (TRPVI, TRPV2 a TRPV3) TRP kandli vysoce

konzervovanou oblast s nabitymi rezidui, kterd by mohla byt vyznamna pro funkci
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téchto receptorti a stejné jako u piibuzného TRPMS receptoru predstavovat soucast

jeho napétového senzoru.

Cile:
A)

B)

2.3.

Pfipravit mutantni receptory s neutralizujicimi zaménami postupné vsSech
nabitych aminokyselin v S4-S5 oblasti TRPVI1. Elektrofyziologicky
charakterizovat jejich citlivost na depolarizacni napéti, teplo, chemickou
citlivost na kapsaicin a 2-aminoetoxydifenylborat. U rezidui, které budou mit
rozdilny fenotyp na sledovany podnét od divokého typu receptoru, navrhnout

jejich funkéni a strukturalni vyznam.

Ur¢it, do jaké miry je funkéni vyznam konzervovanych aminokyselin v S4-S5

oblasti shodny u tfech vaniloidnich receptort TRPV1, TRPV2 a TRPV3.

Uloha C-terminalniho konce TRPA1 kanalu

2 1.
ve Ca“”" aktivaci

Hypotéza:

Distalni ¢ast karboxylového konce TRPA1 receptoru obsahuje oblast bohatou

na zaporn¢ nabité aminokyseliny, ktera by mohla pifedstavovat potencidlni misto

pro jeho vépnikovou modulaci.

Cile:
A)

B)

®)

Funk¢nim testovanim TRPA1 konstruktii se zkracenymi C-konci zjistit

vyznam této ¢asti receptoru na jeho funkci.

Piiprava jednotlivych mutantli se zdménénymi rezidui v oblasti distalniho
C-konce TRPA1 receptoru bohat¢ na zdporné nabitda rezidua
(E'""”IISETEDDD'*). Uréeni fenotypu tdchto mutantd TRPAI receptoru
testovanych na citlivost k depolarizaénimu napéti, cinamalu, vépnikovou

potenciaci a inhibici cinamalem vyvolané odpovédi.

S vyuzitim homologniho modelovani a molekuldrné dynamické simulace

ovefit mozné interakce testovanych rezidui s ionty vapniku.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Chemikalie a roztoky

K pfipravé roztokd byla pouzita deionizovana voda, kterd byla
pro molekularné biologické metody preciSténa piistrojem Simplicity 185 (Millipore,
USA) a sterilizovana. Pokud neni uvedeno jinak, chemikalie byly zakoupeny u firmy

Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).

Extracelularni roztok (ECS)

V pribéhu fluorescencnich a elektrofyziologickych experimenti byly bunky
omyvany kontrolnim extracelularnim roztokem o pH=7.3 a osmolarité
325 mmol/kg obsahujici: 160 mM NaCl, 10 mM glukosy, 10 mM HEPES, 2.5 mM
KCl, 1 mM CaCl, a 2 mM MgCl,. Vysledné pH roztoku bylo upraveno roztokem
NaOH.

Intracelularni roztok (ICS)

Pro sniméni membranovych proudii z bun¢k byly pouzity sklenéné pipety
naplnéné intracelularnim roztokem o pH = 7.3 a osmolarité¢ 290 mmol/kg obsahujici:
125 mM glukono-o-lakton, 15mM CsCl, 5mM EGTA, 10mM HEPES,
0.5 mM CaCl, a2 mM ATP (Mg*" siil). Vysledné pH roztoku bylo upraveno CsOH.

Agonisté a modulatoii TRP kanali

Kapsaicin byl piipravovan z 0.1 M zasobniho roztoku v ethanolu. Z tohoto
zasobniho roztoku byl pfipraven 1 mM pracovni roztok kapsaicinu ve vod¢, ktery byl
uchovavan pii 4 °C a pfed pokusem byl vzdy 20 minut sonikovan pii 60 °C.
V experimentech byly pouzivany roztoky o vysledné koncentraci 1-10 uM
kapsaicinu, odpovidajici 0.001-0.01% koncentraci ethanolu.

Aplikacni roztoky obsahujici kafr byly pfipravovany ze zasobniho 1M
roztoku v DMSO. Pracovni roztoky byly pouzivany v koncentraci 1-10 mM
obsahujici 0.1-1% DMSO. Pro dokonalé rozpusténi kafru byl roztok kratce
sonikovan (1-2 min) pfi teploté 60 °C.

Dal§im pouZivanym agonistou spoleénym pro TRPV1, TRPV2 i TRPV3
receptory byl 2-APB. Na buinky byl aplikovan 300 uM roztok, ktery byl pfipraven

ze zasobniho 0.1 M roztoku v ethanolu (0.3 % ethanolu).
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Inhibitor PLC U73122 a jeho neaktivni analog U73343 byl fedén ECS
ze zadsobniho 1 mM roztoku v DMSO na vyslednou pracovni koncentraci 3 pM.
Utinek t&chto latek byl pozorovan po jejich 90 s aplikaci a stejné trvajicim odmyti.
Zasobni roztoky chemikalii byly uchovavany pii -20 °C.

Pro nahromadéni PIP, v buiice byla vyuzita zkracena forma, kterd je 1épe
rozpustnd ve vodném prostiedi diC8-PIP, (Echelon Biosciences, Salt Lake City,
USA). Alikvoty diC8-PIP, byly rychle zmraZeny v tekutém dusiku a uchovavany
pti -20 °C. DiC8-PIP; byl v koncentraci 25 uM piidavan do intracelularniho roztoku,
ktery se od standardniho intracelularniho roztoku liSil tim, ze neobsahoval ionty
Mg®" ani ATP. ICS s diC8-PIP, byl kratce sonikovan pii 60 °C a ihned plnén to
sklenéné pipety, aby se ptedeslo jeho precipitaci.

Ostatni pouzité roztoky a chemikdlie jsou uvedeny vramci jednotlivych

metod.

3.2. ¢cDNA klony

V experimentech byla pouzivana krysi (r - ,,rat*), mysi (m - ,,mouse®) a lidska
(h - ,human®) varianta divokého TRPV1 receptoru (vice viz tab.3.1.) a jejich
mutantni varianty. Déle chiméra krystho TRPV1 receptoru s TRPV2 receptorem
(TRPV1-A15:627-634), ktera méla kromé delece 15 nekonzervovanych rezidui
(A15:T612-S626) vyménénou oblast porového helixu (Y627-C634) za odpovidajici
oblast receptoru TRPV2. K dispozici byla i kontrolni varianta této chiméry s deleci
vySe uvedenych 15 aminokyselin (TRPV1-A1S5). Klony byly poskytnuty laboratoii
doktora Feng Qin v Buffalu (Ryu et al., 2007).

Ke studiu zmén distribuce PIP, v membrané pomoci FRET techniky bylo
vyuzito dvojice CFP- (Cerulean, modry fluorescencni protein) a YFP- (Zluty
fluorescenéni protein) znacenych PH (,,pleckstrin homology*™) domén resp. usekl
prvnich 174 aminokyselin fosfolipazy C 01 (PLCd1), které specificky vazou
molekulu PIP, (PH_CFP, PH_YFP). Princip monitorovani PIP, pomoci této techniky
PH domén byl detailn¢ popsan v publikaci (van der Wal et al., 2001).
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Tab. 3.1: Seznam pouZitych klonii véetné typu vektoru, ve kterém jsou zaklonovdiny,
a jejich zdroji.

GEN VEKTOR ZDROJ

rTRPV1 pcDNA3 David Julius, University of California, USA
hTRPVI pCMV6-XL4 OriGene Technologies, Rockville, MD, USA

PH CFP pECFP Tamas Balla, NICHD, USA

PH YFP pcDNA3 Tamas Balla, NICHD, USA

mTRPVI-CFP pEGFP-N3 Jie Zheng, University of California Davis, USA
hTRPV2 pCMV6-XL5 OriGene Technologies, Rockville, MD, USA
rTRPVIAIS5:627-634  pcDNA3 Feng Qin, University of New York at Buffalo, USA
rTRPVI-ALS pcDNA3 Feng Qin, University of New York at Buffalo, USA
GFP pQBI25 TaKaRa, Japonsko

CFP-TetraCys pcDNA3 Juan Llopis, University of Granada, Spain

hTRPAI pCMV6-X1L4 OriGene Technologies, Rockville, MD, USA
Cerulean/CFP pEGFP-C1 Addgene, Cambridge, MA, USA

hTRPV3 pcDNAS/FRT Ardem Patapoutian, Sripps Research Institute, USA

3.3. Tkanov¢ kultury a transfekce

Jako expresni systém byly vyuzivany lidské embryonalni ledvinové bunky
HEK293T (Human Embryonic Kidney cells; ATCC, USA) stabilné¢ exprimujici
T antigeny opiciho viru SV40, zvySujici transkripci DNA. Bunky byly péstovany
v médiu OPTI-MEM (Life Technologies, USA) obohaceném 5% fetalnim telecim
sérem (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko) v inkubatoru pii teploté 37 °C,
5% koncentraci CO,. Pro ucely transfekce byly buniky nasazovany na kultivacni
desticky s 24 jamkami pokrytymi kolagenem (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Némecko) o koncentraci 0.5 mg/ml. Pro transfekci byla vybrana jamka
s buiikkami o 80-90% konfluenci. Plazmidy (200-600 ng), jejichz seznam je uveden
v tabulce 3.1., byly ptechodn¢ transfekovany do HEK293T bunék pomoci
magnetickych nanopartikuli MATra-A Reagent a silného magnetu (IBA GmbH,
Gottingen, Némecko). Transfekované buniky byly v rozmezi 24-48 hodin pouzity
k experimentim. Pro rozeznani bunék exprimujicich rekombinantni receptory
od bunék netransfekovanych byla pouzivana kotransfekce receptorii s plazmidem
kodujici zeleny fluorescenéni protein GFP (150 ng). Po transfekci byly buiky

rozpasazovany a nasazeny na plastové kultivacni misky o priméru 35 mm, které
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mély na svém dné pfipravena 24 mm sklicka pokrytd kolagenem a poly-L-lysinem

(10 pg/ml rozpustény v 0.15 M kys. borité o pH = 8.4) pro lepsi adsorbci bunék.

PBS (,,phosphate buffered saline*)

Po transfekci byly bunky od transfekéni smési oplachnuty ve fosfatovém
pufru (PBS) pfipraveném z 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.47 mM KH,PO4, 4.3 mM
Na,HPOj, a pH roztoku bylo upraveno NaOH na hodnotu 7.3.

Roztok s trypsinem

Pti pasazovani bunék se k uvolnéni buné¢k od podlozky pouzival roztok
o pH =7.3 obsahujici 0.2 % trypsinu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 10 mg EDTA
v 50 ml PBS.

3.4. Cilena mutageneze

Zamény aminokyselin divokych typti TRP receptorii byly pfipraveny pomoci
navrzenych mutacnich primerQ syntetizovanych na zakazku (VBC-Biotech, Viden,
Rakousko) a PCR reakce v Termo-cycleru (Eppendorf, Hamburg, Némecko). Kromé
primerd, DNA templatu a mixu oligonukleotidi (Invitrogene, Life Technologies,
USA) byly vSechny potiebné chemikalie soucasti pouzivan¢ho kitu: QuikChange 11
XL Site-Directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, USA). Po ukonceni PCR
reakce byla templatovd DNA naStépena enzymem Dpnl a velikost vysledného
produktu byla zkontrolovana na 1% agarosovém gelu horizontalni elektroforézou
(70 mV, ~ 50 minut). Dle protokolu vySe uvedené¢ho kitu byly ultrakompetentni
bakterie XL10-Gold transformovany 2 pl PCR produktem metodou teplotniho Soku
(42 s pii 45 °C). Bunétna suspenze byla nanesena na Petriho misky s LB agarem
obohacenym ampicilinem (2 pg/ml) ¢i kanamycinem (50 pg/ml) a ponechéna pies
noc v inkubatoru (37 °C). Narostlé kolonie byly zaofkovany do LB média
s piislusnym antibiotikem a za stalého tfepani (200 rpm) a 37 °C byly kultivovany
16-20 hodin. Takto pfipravené bakteridlni kultury byly pfipraveny pro izolaci
plazmidové DNA. K izolaci byl pouzivan QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
USA) a centrifuga (Hettich Instruments, MA, USA). DNA byla z kolonky eluovéana

sterilni deionizovanou vodou temperovanou na 60 °C.
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Koncentrace ziskané DNA byla zméfena na pfistroji Nanodrop 1000
(NanoDrop Technologies, DE, USA) a pfitomnost mutace byla zkontrolovana

sekvenaci na pfistroji ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (MBU, AV CR v.v.i.).

PCR program
1. 95°C 1 min
2 95°C 50s
3 49-55°C 50s
4, 68 °C 16 min........ kroky 1 — 4: 17-25 opakovani
5 68 °C 10 min
6 4°C konec

Priprava LB média a agarovych ploten

1 % peptonu (Serva, Heidelberg, Némecko), 0.5 % kvasni¢niho extraktu
(Serva, Heidelberg, Némecko) spole¢né s 1 % NaCl bylo rozpusténo v deionizované
vodé a sterilizovano (20 min, 121 °C). Pro pfipravu agarovych ploten byla do LB
média navic pfidana 2 % agaru a poté nasledovala sterilizace. Agar byl ochlazen
na ~ 50 °C a t&sné pied rozlitim do Petriho misek bylo pro selekei transformovanych

bakterii pfidano antibiotikum.

Elektroforeticky pufr (50x TAE)
Jako pufr pro horizontéalni elektroforézu byl pouzit 1x TAE, ktery byl nafedén

z 50x koncentrovaného zasobniho roztoku o sloZeni:

Tris base 12,11 ¢g
Kyselina octova 99% 2,85 ml
EDTA 0,73 g
H,O doplnéno do 50 ml

1% agarosovy gel

Deionizovand voda byla spolecné s 1 % agarosy a 2 % 50x TAE pufrem
kratce povafena v mikrovinné troubé. Po rozpusténi agarosy byl roztok mirné
ochlazen a k bezpe¢né vizualizaci DNA byla ptfiddna 10 000x zfedénd sonda
SYBR®Safe DNA gel stain (Life Technologies, USA), ktera byla uchovéavana

pfi 4 °C ve formé& 10x ziedéného zasobniho roztoku v DMSO.
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3.5. Metoda ter¢ikového zamku (Patch clamp)

Membranové proudy z HEK293T bunék byly snimany pomoci
elektrofyziologické techniky ter¢ikového zamku (,,patch clamp®). Proudy byly
méfeny zcelych bunék (,whole cell”) zesilovatem Axopatch 200B (Axon
Instruments, USA) a programem pCLAMP 10 (Molecular Devices, USA). Snimaci
pipety byly vytazeny z borosilikatovych kapilar o vnéjSim pramérem 1.65 mm
pomoci tahace (P-97, Sutter Instrument, Novato, CA). Hroty pipet byly poté tepelné
otaveny (MF-830, Narishige, Tokyo, Japonsko) na vysledny pramér 1-2 um.
Po naplnéni pipet ICS se jejich odpor pohyboval v rozmezi 3-5 MQ. Piesné umisténi
snimaci pipety viici membrané buiiky bylo zajisténo mikromanipulatorem (MP-225,
Sutter Instrument, Novato, CA, USA). Referencni Ag/AgCl elektroda byla ponofena
do ECS v misticce s buitkami. VeSkeré experimenty mimo experimenty s teplotni
stimulaci probihaly pfi pokojové teploté (23-25 °C) a membranovy potencial bunék,
pokud neni uvedeno jinak, byl udrzovan na -70 mV. Sériovy odpor byl u vSech
bun¢k kompenzovan minimalné na 70 %.

V pfipadé¢ méfeni mutantnich receptort byl vzdy stejnymi roztoky
a protokolem otestovan i divoky typ receptoru na buikach stejné pasaze. Pro dany
typ experimentu byly provedeny nejméné Ctyfi nezévislé transfekce. Aby vysledky
nebyly zkreslené pfedchozi chemickou expozici, bylo na kazdy experiment pouzito
vzdy nové kryci sklicko s bunikami. Transfekované bunky byly vizualizovany
pomoci invertovaného fluorescencniho mikroskopu Olympus IX-81 (Olympus,
Japonsko) excitaci GFP pfi 475+ 10 nm a snimdnim emise pii vlnovych délkach

> 510 nm.

Chemicka a teplotni stimulace

Pro definovanou aplikaci chemickych latek byl pouZzivan aplikaéni systém
WASO02 s moznosti rychlé vymény az sedmi roztokl v Case kratSim nez 130 ms. Toto
aplikacni zatfizeni bylo rozsSifeno o moznost pfesného fizeni teploty roztoku, ktery
protéka jednou ze sedmi kiemenych kapildr, jejichz spolecné usti predstavuje
trubicka, kolem které je omotany izolovany médény dratek zajistujici fizené ohiivani
roztokl aplikovanych na bunku (Dittert et al., 2006, Dittert et al., 1998). Ptesna
teplota protékajiciho roztoku byla méfena termoclankem v tusti kapilary. Aplikacéni

trubicka byla umistovana piiblizn¢ 100 um od snimané buiiky.
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Charakteristiky odpovédi pii teplotni a chemické aktivaci kanalt byly
vyhodnocovény ze zdznamu bunék udrzovanych na stalém membranovém potencialu
-70 mV a v pfipadé chemické stimulace pti pokojové teploté ~ 23 °C.

Rychlost aktivace odpovédi iontovych kanalii na aplikaci jejich agonisti byla
stanovena proloZzenim casového prubéhu membranového proudu exponencialni
funkei:

A()=A, *(1—exp™'"), (1)

kde A(t) ptedstavuje amplitudu odpovédi v Case ¢, A, maximalni amplitudu,
r ¢asovou konstantu reprezentujici dobu, za kterou dosdhne amplituda 63 % své
maximalni hodnoty.

Rychlost deaktivacni faze odpovedi na kapsaicin a kafr byla vyhodnocovana
jako doba, za kterou klesne amplituda na polovinu maximalni hodnoty (7).

Pro vyjadieni velikosti kafrovych odpovédi TRPVI1 receptorli byly tyto
hodnoty vztahovany k maximalni hodnot¢ proudové odpovédi dané buiiky na 10 uM
kapsaicin. Mira akutni desenzitizace receptorti byla vyhodnocovana jako velikost
plochy pod kiivkou po dobu 15 s od dosazeni maximalni amplitudy. Velikost akutni

desenzitizace (des) uvadéna v procentech byla vypoctena dle vztahu:

des(%) =100 * {1 - (;H , (2)

ve kterém S ptedstavuje plochu pod kiivkou a S, celkovou plochu. Absolutni
hodnoty 0% a 100 % pfedstavovaly nedesenzitizujici a zcela desenzitizujici
odpovéd.

V ptipadech, kdy byly proudové odpovédi receptori na membranovém
potencialu -70 mV velmi malé a/nebo Spatné reprodukovatelné, pouzili jsme kazdé
4 s protokol s linearn€ se zvySujicim napétim v rozmezi -70 az +100 mV, trvajici
400 ms. Ze zaznaml pofizenych timto protokolem jsme poté odecetli hodnoty
amplitud na membranovém potencidlu +70 mV nebo +90 mV v kontrolnim roztoku,
v roztoku obsahujicim agonistu a ve fazi odmyvani agonisty.

Proudova hustota bun¢k (,,peak current density“) byla vyjadiena pomérem
maximalni hodnoty naméteného proudu a kapacity buiky (pA/pF).

Teplotni aktivace vaniloidnich receptori byla zajiStovdna linearnim
zvySovanim teploty roztoku aplikovaného na buiiku rychlosti maximalng 14 °C-s™

do maximalni hodnoty s ohledem na aktivac¢ni prah daného receptoru.
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Napétova stimulace

Napétova citlivost receptori byla testovdna na bunkach, které byly
udrzovany na membranovém potencidlu -70 mV pii pokojové teploté ~ 23 °C, poté
na n¢ byl aplikovan protokol o 14 vzestupnych 100 ms napétovych skocich
v rozmezi -80 do +200 mV, pfiemzZ jednotlivé skoky se zvySovaly po +20 mV.
Z rovnovaznych hodnot membranovych proudii na danych potencidlech byly dle
vztahu (3) vypocteny hodnoty vodivosti, jejichz vynesenim vi¢i hodnotdm
potencialu jsme ziskali vodivostné-napétovou zavislost iontovych kanalt.

1

G=——,
U_Urev

€)

kde G reprezentuje vodivost v [S], / hodnotu naméfeného membranového
proudu v [A], U vlozené napéti ve [V] a U,., hodnotu reverzniho potencialu bunky
ve [V]. Kiivku zavislosti vodivosti buiiky na membranovém napéti jsme prolozili
Boltzmannovou funkei resp.:
Gmax - Gmin

(zlr7x))

kde Gpax, min predstavuji maximdlni a minimalni vodivost buniky v [S], z je

G=

+ Gmin s (4)

1+ exp_

vratkovaci naboj, F je Faradayova konstanta (96 485 C-mol™), T je absolutni teplota
v [K], V1,2 je napéti ve [V], pti kterém dosahuje vodivost buriky poloviéni maximalni
hodnoty, R je univerzalni plynova konstanta (8.314 J-K'-mol™). Vratkovaci naboj z
je hodnota udavajici minimalni pocet ndboji, které se vlivem zmény napéti
v proteinu pfesunou, a je povazovan za vhodny parametr napétové citlivosti

iontovych kanalt.

Statistické vyhodnoceni

Elektrofyziologickd data byla analyzovana programem pCLAMP 10
(Molecular Devices GmbH, Némecko) a kiivky byly prokladany a statisticky
analyzovany v programu SigmaPlot 10 a SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., USA).
Ziskané vysledky jsou uvedeny jako primér + stfedni chyba priméru (SEM),
statistickd vyznamnost byla vypoctena pomoci t-testu. Za statisticky vyznamné byly

povazovany rozdily s hladinou vyznamnosti P < 0.05.
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3.6. Forster resonance energy transfer (FRET)

K monitorovani dynamiky PIP, na vnitinim listu plazmatické membrany
v pfitomnosti rtiznych aktivatori TRPV1 receptoru jsme vyuzili metody zalozené
na rezonan¢nim prenosu energie mezi dvéma fluorofory resp. donorem a akceptorem
(,, Forster resonance energy transfer - FRET). K pfenosu energie mezi donorem
a akceptorem dochdzi po splnéni nékolika podminek: emisni spektrum donoru se
piekryva s excitaénim spektrem akceptoru, dipdlové momenty obou fluorofort jsou
shodné orientovany a oba fluorofory jsou od sebe vzdileny maximaln€¢ ~ 10 nm.
Vztah mezi G€inosti FRET signalu a vzdélenosti fluoroforu udava nasledujici vztah:

E= ' (5)

6 °
1+ =
RO

kde E je ucinnost FRET ptenosu, » je vzdalenost mezi donorem a akceptorem,

R, je vzdalenost, pfi které je ucinnost FRET pfenosu energie 50 %. Pro nami

zvolenou dvojici fluoroford CFP a YFP byla hodnota R, stanovena mezi 4.9-5.2 nm

(Tsien, 1998).

Pouzity model

Vyuzili jsme zavedeného modelu dvojice fluorescencné znacenych
PH domén (174 aminokyselin dlouhy tsek N-konce PLCS1) snavazanym CFP
(PH_CFP) a YFP (PH_YFP) fluorescencnim proteinem (van der Wal et al., 2001).
Kladn¢ nabita rezidua v ramci PH domény se vazou k zaporné nabité molekule PIP,
a umoziuji tim monitorovat jeji rozlozeni v membrané. V klidovém stavu bunky,
u které probéhla transfekce ekvimolarnim mnozstvim plazmida obsahujici PH CFP
a PH_YFP, je dostatecné mnozstvi molekul PIP, v blizkosti sebe v membran¢ a lze
tedy detekovat FRET signal. Tento model FRET experimentu umozZziiuje monitorovat
nejen zmény v rozlozeni fosfolipidt, ale také casovy prubéh aktivity PLC zavislé
na Ca’" jontech. PLC aktivovani vstupem véapenatych iontd prostfednictvim
aktivovanych TRP kanala $tépi molekuly PIP,, ¢imz dojde k poklesu FRET signalu
v disledku uvolnéni PH domén do cytoplazmy. Jako donor v tomto modelu slouzil
modry fluorescen¢ni protein CFP (Cerulean), ktery byl excitovan pii 436 + 10 nm a
jeho emise snimdna pii 480 + 15 nm. Emisni spektrum CFP se ptekryva s excitatnim

spektrem akceptoru, kterym byl Zluty fluorescencni protein YFP, jehoz emise byla
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detekovana pii 535 +20nm (Aexcitace = 470 = 10 nm). Pokles FRET signalu
v disledku aktivace PLC se podle pfedpokladu projevil jako nartst emise CFP
za soucasného poklesu emise YFP. Na obrazku 3.1. (str. 64) jsou znazornéna
excitacni a emisni spektra obou pouzitych fluorofordi a Sedymi sloupci jsou

vymezeny oblasti citlivosti pouzitych filtra.

Technické zarizeni

Fluorescencni pokusy byly zaznamenavany pomoci programu Cell*R
a invertovaného mikroskopu Olympus IX-81 (Olympus, Tokyo, Japonsko)
vybaveného specidlnim zafizenim pro soucasné snimani emise pii dvou riznych
vinovych délkach (Dual-View Optical Insights, LLC, USA). Nezbytnou soucast
aparatury tvofil polychromator (Polychrome V, Till Photonics, Némecko), ktery je
schopen rychle ménit vinové délky excitace, a citliva CCD kamera (Hamamatsu

Orca ER; Japonsko).

Korekéni faktory

Vzhledem k piekryvu emisniho spektra donoru a emisniho filtru akceptoru
byl v nepfitomnosti akceptoru stanoven korekéni faktor 0.67 (67 % z celkové emise
CFP bylo soucésti celkové emise v YFP kandlu; obr. 3.1., str. 64, zelend oblast).
Druhym korekénim faktorem, ktery bylo nutné vzhledem piekryvu excitanich
spekter donoru a akceptoru stanovit, bylo urCeni casti molekul akceptoru
excitovanych pifi buzeni vlnovou délkou donoru v kontrolnim ptipadé, kdy neni
pritomen donor a neni tedy mozny pfenos rezonancni energie z donoru na akceptor
(FRET). Tento korekéni faktor jsme urcili na 0.08 (resp. 8 % z celkové fluorescence
YFP budime v nepfitomnosti donoru; obr. 3.1., str. 64, ¢ervend oblast). Abychom
mohli tento korekéni faktor urcit, museli jsme pro kazdy experiment stanovit
celkovou fluorescenci YFP v dané bunce (F'yrp), kterou jsme ziskali pouzitim YFP
kostky resp. excitaci vlnovou délkou pro YFP (470 + 10 nm). Vysledny korigovany
FRET signal byl tedy uvadén jako casovy prubéh poméru mezi fluorescenci

korigovaného akceptoru (YFP) a donoru (CFP) :
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kde Fyrp je intenzita fluorescence YFP ziskana excitaci vlnovou délkou
436 £ 10 nm (excitac¢ni vinovou délkou CFP) a detekci emise na 535 + 20 nm; Frp
je celkova fluorescence CFP detekovand na 480+ 15nm; F'ysp je intenzita

fluorescence YFP buzené vlnovou délkou 470+10nm a detekované
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Obr. 3.1.: Excitaéni a emisni spektra dvojice CFP a YFP fluoroforit. Sedymi obdélniky jsou
znazornény oblasti detekce jednoho excitacniho (CFP) a dvou emisnich filtriit (CFP a YFP),
které byly soucdsti kostky vyuzité k FRET experimentiim. Cervend barva vyznacuje miru
uplatneni prvniho korekcniho faktoru, respektive oblast excitacniho CFP filtru, v které
pri excitaci CFP dochazi k excitaci také casti YFP molekul. Zelené vyznacena oblast
predstavuje druhy korekcni faktor, presvit casti celkové emise CFP do emisniho filtru YFP.

Vyhodnoceni FRET experimentii

K vyhodnoceni fluorescen¢nich experimentii byl vyuzit program Imagel
v kombinaci s programem SigmaPlot 10.0 (Systat Software GmbH, Némecko).
Intenzita fluorescence byla stanovena zoblasti zahrnujici celou buiku.
Od fluorescen¢nich zaznamii bylo vzdy odecteno pozadi, jehoz hodnota byla
zmétena z oblasti neobsahujici buiiky. Ke grafické prezentaci vysledkli byl pouzit
CorelDRAW 12 (Corel Corporation, Kanada), obrazky fluorescen¢nich zaznami

nebyly digitaln€ upravovany.
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4. VYSLEDKY

4.1. Mechanizmus u¢inku kafru na TRPV1 kanal

Tato vysledkova ¢ast popisuje hlavni ndlezy publikované v Casopise
Anesthesiology (Marsakova et al., 2012). Kompletni studie je soucasti ptiloh
(kapitola 9). Veskeré experimentéalni vysledky ptilozené publikace jsem naméfila
samostatng, kromé minoritni ¢asti fluorescencnich a dokovacich pokust, na kterych
jsem se podilela ve spolupréci se spoluautory této publikace.

Stézejnim tématem disertacni prace jsou experimentilni vysledky
charakterizujici molekularni mechanizmus ptlisobeni monoterpenické latky kafru
na vaniloidni receptor TRPV1, ktery se na senzorickych neuronech uplatiiuje
v drahach bolesti a teplotni citlivosti.

Vysledky studie (Marsakova et al., 2012) ptispély k identifikaci strukturnich
elementt kafrové citlivosti TRPV1 a poukézaly na dilezité aspekty, které se mohou
uplatnit pti interakci kafru s TRPVI1 receptorem. Na zdklad¢ téchto experimentii
jsme vyslovili hypotézu, Ze rychlé odpovédi TRPV1 kandlu na kafr jsou
zprosttedkovany  interakci  z extracelularni  strany  receptoru, respektive
prostiednictvim interakce a strukturniho pfeuspotradani porového helixu. Vysledky
také prokazaly, Ze nemén¢ dilezitou funkci v modulaci receptoru miize zastavat i
zména distribuce PIP, v plazmatické membrané, jakozto zména v uspotadani velmi

dulezitého modulatoru TRPV1.

Kafrova modulace receptoru prostirednictvim porového helixu

Aktivace TRPV1 receptoru kafrem je zajiStovana vnéjs$i pérovou doménou
predstavujici kratky helix mezi patym a Sestym transmembranovym segmentem.
Zasadni Ulohu pro zprostfedkovani aktivace kafrem ma predevsim threonin v pozici
633, ktery se nachazi téméft uprostied poérového helixu (obr. 4.1.Ba, str. 67). Kriticka
funkce tohoto rezidua byla diive prokazana v aktivaci TRPV1 protony (pH = 5.5)
(Ryu et al., 2007). Vzhledem k rychlé aktiva¢ni i deaktivacni kinetice, kterou jsme
pozorovali v naSich experimentech pfi aplikaci kafru, jsme se pii hledani mozného
interakéniho mista zamé¢fili nejdiive na vnéjsi oblast receptoru. Tato oblast obsahuje

domény, které byly jiz dfive podrobné charakterizovany v souvislosti
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s extracelularnim uc¢inkem protond. Protony se uplatiiuji prostfednictvim dvou
klicovych aminokyselinovych zbytkl v oblasti poru iontového kanalu (E600 a E648)
(Jordt et al., 2000) a konformacni zmény zahrnuji také porovy helix (T633) (Ryu et
al., 2007), druhou extracelularni klicku (V538 a E536) (Ryu et al., 2007, Wang et al.,
2010), ale také specificky aromaticky aminokyselinovy zbytek F660 v Sesté
transmembranové doméné (Aneiros et al., 2011), ktery je dilezity jak pro aktivacni,
tak potenciacni ucinek protont.

M¢étfenim membranovych proudd jsme zjistili, Ze zdménou threoninu 633
za alanin ziskdme mutantni receptor, u kterého se amplituda kafrem vyvolané
proudové odpovédi na membranovém potencidlu -70mV snizi o 94 %
(obr. 4.1.Bb,C, str. 67). Mutant mél soucasné v plném rozsahu zachovanu citlivost
na kapsaicin. Tento vysledek nés vedl k hypotéze, Ze reziduum nezbytné pro aktivaci
TRPV1 protony se mize uplatiiovat také pfi prevodu signalu interakce s kafrem.
Ov¢rtovali jsme proto, do jaké miry je aktivacni draha pro kafr spolecna s drahou pro
protony a za timto ucelem jsme zkonstruovali mutant, jenz selektivné odstranil
schopnost protonii aktivovat TRPV1 (Ryu et al., 2007) a u kterého byl valin 538
v klicce mezi tietim a Ctvrtym transmembranovym helixem zaménén za leucin
(V538L). Ptitestovani kafrové citlivosti tohoto mutantu jsme vSak nepozorovali
zadny pokles odpovédi na kafr v porovndni s divokym typem receptoru (obr. 4.1.D,
str. 67). To znamend, ze konformacni zmény vyvolané kafrem zahrnuji T633, ale pro

prevod aktiva¢niho signalu neni zfejmé druhd extracelularni klicka dulezita.
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Obr. 4.1.: Porovy helix hraje klicovou ulohu v kafrové citlivosti TRPVI1 receptoru.
A, Typicka proudova odpoved’ TRPVI kanalu na aplikaci roztoku obsahujiciho 10 mM kafr.
B, Porovnani sekvenci porovych helikalnich domén trech zdstupcii potkanich vaniloidnich
receptorii (a), substituce threoninu 633 za alanin vyznamné redukuje kafrem vyvolané
odpovédi (b). C, Kvantifikace proudové hustoty v maximalni amplitudé vyvolané roztokem
10 mM kafru pro divoky typ receptoru (WT) a T633A mutant. D, Membranové proudy
vyvolané aktivaci 10 mM kafru u potkani varianty WT TRPV 1, jeho mutantit T633A, V538L a
lidske varianty divokého typu TRPVI receptoru (hTRPV1) vztazené k maximalni odpovédi
na 10 uM kapsaicin (kapsl0), vyjadrené jako pomer kafri0/kapsl0. E, Vodivostné-napetovy
vztah byl ziskdan z ustaleného stavu proudovych odpovédi z celych bunék (grafy vpravo)
po aplikaci napétovych skokii od -80 do 200 mV, T6334 mutant (ctverecky) je na rozdil
od TRPVI-A15:627-634 chiméry (kolecka) depolarizujicim napétim aktivovan. F, TRPVI
chiméra je kompletné necitliva na kafr, kafr u ni neni schopen vyvolat ani potenciaci
kapsaicinove odpovédi, chiméra je charakteristicka pomalym nastupem aktivace i deaktivace
kapsaicinové odpovédi. G, Delece 15 nekonzervovanych rezidui pred porovym helixem, které
chybi u mérené chiméry, nemaji vliv na kafrovou citlivost TRPVI receptoru. Kromé
experimentit zobrazenych v pripadé E, byly bunky udrzovany na membrdanovém potencidlu
-70 mV, Cdisla v zavorkdach zmazornuji pocet nameérenych bunék, v pripadé C, D, data
predstavuji prumérné hodnoty + smerodatné odchylky.

Abychom upfesnili funkéni vyznam porového helixu obsahujici T633
pro ptevod kafrové signalizace, pouzili jsme chiméru TRPV1 receptoru (Ryu et al.,
2007), ktera méla oblast porového helixu (Y627-C634) vyménénu za odpovidajici
¢ast TRPV?2 receptoru, ktery je na kafr necitlivy. U této chiméry (TRPV1-A15:627-
634) doslo k uplné ztraté citlivosti na kaftr (obr. 4.1.F), cozZ je silnym dikazem toho,
ze zaménéna oblast je nezbytna pro zprosttedkovani kafrové odpovédi. Chiméra se

krom¢ vymeénéné poérové Casti receptoru od divokého typu receptoru lisila deleci

patnacti (A15:T612-S626) nekonzervovanych aminokyselin v klicce spojujici patou
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transmembranovou doménu s porovym helixem. Z tohoto divodu jsme také testovali
kontrolni chiméru s deleci zminénych patnacti aminokyselin (TRPV1-A15) a
experimentalné jsme vyvratili moznost, Ze by tato ¢ast mela n¢jakou funkcei v kafrové
citlivosti TRPV1 receptoru, ¢i ze by se chiméra funkéné odliSovala od TRPV1-
A15:627-634 chiméry (obr. 4.1.G, str. 67). Ve shodé¢ s predeslou studii (Ryu et al.,
2007) nase vysledky ukazaly, Ze elektrofyziologicka odpovéd’ zminované chiméry
(TRPV1-A15:627-634) je typickd zpomalenou aktivacni a deaktivacni kinetikou,
avSak plné zachovava maximalni amplitudu kapsaicinové odpovédi. Nelze tedy fici,
ze by pozorovany fenotyp chiméry byl odrazem nefunkéniho kandlu. Zjistili jsme, Ze
chimericky typ kandlu je necitlivy nejen nakysel¢é pH (pH = 6.8), jak jiz bylo
popsano diive (Ryu et al., 2007), ale pfedev§sim na kafr a na rozdil od mutantu
T633A piekvapivé i na depolarizujici napéti (obr. 4.1.E, str. 67). Tyto udaje
podporuji hypotézu o tloze pérového helixu jako spolecného elementu pro otevirani
a zavirani iontového kanalu v pfitomnosti riznych aktiva¢nich modalit (Myers et al.,
2008).

Kromé¢ vyse zminénych spoleénych defekti protonové a kafrové aktivace jak
u T633A mutantu, tak u TRPV1-A15:627-634 chiméry jsme navic u divokého typu
TRPV1 receptoru pozorovali i velmi slabou kafrovou potenciaci proudovych
odpovédi vyvolanych nizkym pH (obr. 4.2.C,D, str. 69), coz je v rozporu s typickym
alosterickym chovanim TRPV1 aktivatorti, které jsme pozorovali u teplotni,
napétové ¢i kapsaicinové odpoveédi (obr. 4.2.A,B a 4.3, str. 69 a 70). Tato relativné
mald mira potenciace by mohla byt znamkou kompetice aktivacnich drah kafru a

protonil.
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Obr. 4.2.: Kafrem zprostiedkovand potenciace proudovych odpovédi klasickych aktivatori
TRPV1 receptoru. A, Teplem vyvolana potenciace a desenzitizace kafrové odpovedi, horni
zdaznam zndzornuje pritbeh teploty. B, Pritomnost kafru (Cerné symboly) posouva proudove-
napetovou kiivku TRPVI kandlu smerem k méne depolarizujicimu napéti, kazdy bod
na krivce odpovida hodnoté proudové odpovédi z celé buiiky, na kterou byly aplikovany
napétové skoky v rozmezi -80 do +200 mV po 20 mV. C, Amplituda kafrové odpovédi pri
pH = 6.8 nedosdhne hodnoty prvni kontrolni kafrové odpovedi pri pH = 7.3 a nezméni
pribéh tachyfylaxe, coz je vrozporu s potenciacnim efektem kafru v pritomnosti jinych
aktivacnich podnétii (A, B,). D, Kazdé tFi spojené body predstavuji amplidudy odpoveédi tii
po sobé jdoucich proudovych odpovédi vyvolanych aplikaci 10 mM kafiru na membranovém
potencialu -70 mV z Sesti kontrolnich bunék vystavenych trem aplikacim kafru pri pH = 7.3
(bile symboly) a Sesti nezavislych experimentii ve stejném usporadani jako v pripadeé C,
(Cerné symboly).

Métenim proudovych odpovédi vyvolanych kapsaicinem, kafrem a jejich
kombinaci v pfitomnosti extracelularniho vapniku jsme zjistili, ze potenciace
kapsaicinové odpovédi kafrem je stavoveé zavisla, nebot’ kafr je schopen zvySovat
kapsaicinem vyvolané odpovédi pouze za podminky piedchozi aktivace kanalu
kapsaicinem (obr. 4.3., str. 70). Tato potenciace je navic velmi rychld, vratnd a
dosahuje maximalni amplitudy odpovédi (~10 uM kapsaicin), coz vypovida
o pfimém pulisobeni kafru z extracelularni strany prostfednictvim poérového helixu,
ktery zde mize zastavat funkci pohyblivé bariéry pro vstupujici ionty, jez je kromé
toho zéavisla na protonovém stavu kanalu. Dal§im dilezitym faktem podporujicim
ulohu vngjsi poérové domény jako alosterického regulacniho mista receptoru (Myers
et al., 2008) je, ze selektivni filtr TRPV1 kanélu nepodléhd béhem aktivace kafrem
dynamickym konformaénim zméndm, ale naopak zistava rigidni - nezvétSuje sviij

prumér (Chung et al., 2008).
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Obr. 4.3.: Kafrem vyvoland stavové zavisla potenciace kapsaicinové odpovédi TRPVI.
Reprezentativni zaznam proudovych odpovedi z celé bunky (HEK293T), exprimujici TRPV1
receptory, udrzované na membranovem potencialu -70 mV. Prerusovand cdra predstavuje
nulovou uroven proudu. Aplikace roztokit s 1 a 10 uM kapsaicinem (bilé obdélniky, a, d),
5 mM kafrem (Cerné obdélniky;c, g) ¢i jejich kombinace (b,e,f,h,i) odhaluji, Ze kafr potencuje
kapsainem vyvolané odpovédi mnohem efektivnéji, pokud je receptor obsazen kapsaicinem,
nez v pripade zaviené formy receptoru (b, e, f, h vs. i), a to iv pripade, zZe kafr sam jiz
zadnou odpoved nevyvola (c, g).

Kafrova modulace receptoru prostiednictvim membrany

V navazujici sérii experimentd jsme testovali hypotézu, ze kafr plsobi
na TRPV1 pfimo. Optickym pozorovanim HEK293T bunék transfekovanych TRPV 1
receptorem soucasné s fluorescencné znaCenymi proteiny specificky se vazajicimi
k plazmatické membrané¢ (PH CFP a PHYFP) jsme ve fluorescencnim mikroskopu
pozorovali jasné morfologické zmény doprovazejici pisobeni kafru aplikovaného
ve fyziologicky ucinné koncentraci 1-10 mM (obr. 4.5., str. 72). Proto jsme dalsi cil
nasi studie zaméfili na prozkoumani mozné funkce plazmatické membrany
v modulaci TRPV1 zprostiedkované kafrem. Je znamo, Ze kafr sam o sobé méni
fyzikalni vlastnosti membran, zejména anizotropii a fluiditu (Turina et al., 2006), a
mize tak ménit i okoli iontového kandlu. Abychom ovéfili, do jaké miry maze kafr
vyvolavat fazové zmény v bunécnych membrandch, vyuzili jsme vlastnosti
fluorescenéni sondy laurdan (6-dodecanoyl-2-dimethylaminonaftalen), jejiz
spektrum citlivé reaguje na zmény vodného obsahu v membranové dvojvrstvé a
vypovida tak o fazovych zménach membrany (Sanchez et al., 2012). Po 2.5 h barveni
buné¢k laurdanem jsme pomoci spektrofluorometru méfili kontrolni excitacni spektra
a porovnavali je se spektry bunék ponofenych v extracelularnim roztoku obsahujicim
10 mM kafru. Pfitomnost kafru vyvolavala malé, vratné, ale ptesto reprodukovatelné
zmény Vv excitatnim spektru bun¢k, které byly analogické zméndm vyvolanym
snizenim teploty (obr.4.4., str.71). Z hlediska uplatnéni vlivu fazovych zmén
na aktivity teplotné citlivych membranovych receptori bylo velmi dilezité zjisténi,

ze nejveétsi zmeény ve spektru byly pozorovany pii zménach teploty. Pfi porovnani
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spekter pti 45 °C a 20 °C se intenzita fluorescence laurdanu zvysila na dvojnéasobek,
coz muze znamenat, Ze také chladové citlivé receptory mohou byt fizeny v zavislosti
na fazi plazmatické membrany. Ackoli je charakter zmén ve spektru pfi ochlazeni a
pfi pasobeni kafru obdobny, nemlizeme jednozna¢né fici, ze dochazi v membrané
ke stejnym strukturnim zménam. Navic data mohou byt ovlivnéna tim, ze je laurdan
pfitomen 1 ve vnitfnich membranach, kterych je v buiice n€kolikanasobn& vétsi
objem, nezZ membrany plazmatické (Lodish et al., 2004). Vnitini membrany maji
navic odlisné vlastnosti od membrany plazmatické a mohou tak pozménit ziskané
spektrum. To mize byt jednou z pticin, pro¢ se ndm pomoci fluorimetrickych méfeni
spekter laurdanu nepodafilo prokazat rozsahlé zmeény ve struktuie membran
vyvolané kafrem. Tato zjisténi podporuji nasi hypotézu, ze kafr moduluje iontové
kanaly spise specificky, prostiednictvim ,,jemnéjSich® a pfimych mechanizmi, nez

jsou obecné zmény faze plazmatické membrany.
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Obr. 4.4.: Viiv kafru a teploty na fazové zmény v membrdané. Excitacni spektra bunék
barvenych fluorescencni sondou laurdan a jejich zavislost na pritomnoti 10 mM kafru graf
A, a na teploté graf B,. HEK293T bunky byly napéstovany na sklicku a barveny 2.5 hv 2 uM
laurdanu, poté na nich bylo zméreno excitacni spektrum v rozmezi 330-420 nm (emise
440 nm).

V dalsich pokusech jsme se proto zamétili na zkoumani zmén v membranové
distribuci PIP,, ktery by jako vyznamny modulator TRPV1 kanalu (Lukacs et al.,
2007) mohl zprosttedkovavat mnohem vice specificky Gc¢inek kafru na tento iontovy

kanal.
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Kafrova modulace receptoru prostiednictvim PLC a PIP,

Jakym zptisobem mohou zmény vyvolané kafrem na Urovni membrany
souviset s funkci TRPV1 receptoru? Na tuto otazku se zameéfila dal$i série
experimentl, v niz jsme se pokusili popsat u¢inek kafru na dynamiku distribuce
membranového PIP,, ktery je vyznamnym modulatorem TRPV1 receptoru (Brauchi
et al., 2007, Prescott et al., 2003). Zavyuziti metody FRET s fluorescencné
zna¢enymi doménami vazajicimi molekuly PIP, (van der Wal et al., 2001) jsme
v zavislosti na aplikaci kafru v bunkéach neexprimujici TRPV1 receptor pozorovali
specificky rychlé, koncentracné zavislé, vratné a opakovatelné zmény v relativni
intenzit¢ FRET signdlu odrdzejicim zmény v distribuci PIP, molekul mezi
membranou a cytosolem (obr. 4.5.). Pozorované zmény naznacuji d¢j odpovidajici

rustu koncentrace PIP, ve vnitfnim listu membrany v pfitomnosti kafru.

A B
kafr 1mM 3 mM 10 mM 10 mM
90! p kapsaléln 1uM| 148 -
e 0.64
- 146 2
&85- e % 062
o B 144L|9 3
80+ L 0.60
- 142
75_ a 0'58 [] T T T 1
- 140 0] 50 100 150 200
70 ' ' . 138 &as (s)
0 50 100 150 200
¢as (s)

Obr. 4.5.: Kafr vyvolava vratné, koncentracné zavislé zmény ve FRET signdlu mezi CFP
a YFP fluorescenénimi proteiny navdazanymi na PH doménu, které obsahuji PIP, vazebné
domény. A, Kinetické zmeny v CFP (a) a YFP fluorescenci (b) z jediné bunky (HEK293T),
vyvolané vzrustajici koncentraci kafru (1, 3 a 10 mM), buitka byla transfekovana pouze
PH CFP a PH YFP konstrukty. B, Stejny zaznam jako v pripade A, vyjadreny jako casovy
pribéh FRET signalu resp. poméru fluorescence YFP a CFP (Fypp/Fcrp). V pFitomnosti
kafru dochadzi k nariustu FRET signdlu, ktery odpovida zméné v rozlozeni — priblizeni
molekul PH domén ci naristu koncentrace PIP, ve vnitrnim listu plazmatické membrany.
Béhem experimentu byly fluorofory vystaveny excitaci o vinové délce 436 £ 10 nm (56 ms) a
emise byla detekovana na 480 £ 15 nm a 535 = 20 nm.

Podobné zmény v distribuci PIP, v pfitomnosti kafru jsme pozorovali
nezavisle na pfitomnosti TRPV1 iontového kanalu (obr. 4.6., str. 73). Kafr ma
v buiikdach exprimujicich receptory ve srovnani s kapsaicinem opaény vliv
na tendenci zmén FRET signalu. Pozorovany ucinek kapsaicinu na FRET signal
(pokles) je vSak na rozdil od efektu kafru (nartst) dobfe reprodukovatelny a
odpovidad poklesu mnozstvi PIP, v membrané v disledku aktivace PLC vapenatymi

ionty proniknuvsimi pérem aktivovaného TRPV1 kandlu. Kafrem vyvolané zmény
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ve fluorescenci byly navic velmi rychlé a vratné, coz je v rozporu s rychlosti Stépeni
a resyntézy PIP, po aplikaci kapsaicinu. Vyznam kafrem indukovanych zmén
ve fluorescencnim signdlu jsme se snazili poodhalit pomoci souvislosti
s elektrofyziologickymi zdznamy a porovnanim odpovédi s typickym plnym
agonistou TRPV1 receptoru, jakym je kapsaicin. Kafr je jen castecny agonista
TRPV1 receptoru, vyvolavajici proudové odpovédi, které na zdpornych
membranovych potencidlech (-70 mV) dosahuji jen ~25 % maximalni amplitudy
odpovédi na saturujici koncentraci kapsaicinu (10 pM). Kafrem vyvolané odpovédi
TRPV1 receptoru jsou typické snizenim jejich velikosti amplitudy pii opakované
aplikaci (tachyfylaxi). Elektrofyziologicka data tedy nekoresponduji s pozorovanymi
zmé&nami v distribuci PIP,, které se pti opakované aplikaci kafru neméni. Obdobné
opakovatelné a neménné odpovédi jako u fluorescencnich pokusli jsme vSak
u TRPV1 kanalu pozorovali pii opakované potenciaci kapsaicinovych odpovédi
kafrem (obr. 4.3., str. 70). Kafr je na kanalu obsazeném kapsaicinem schopen
opakované potenciace do maximalni hodnoty amplitudy pii aktivaci. Na zikladé
nasich experimentalnich dat se domnivame, ze pozorované zmény ve FRET signélu
resp. ve vzdalenosti PIP, molekul na vnitinim listu membrany mohou souviset spise

s potenciacni schopnosti kafru nez s aktivaci TRPV1 kanalu.
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Obr. 4.6.: Kafr ve srovndni s kapsaicinem vyvolava opacné tmény ve FRET signdlu
z bunék exprimujicich TRPV1 receptor. A, Aplikace kafru vyvolava vratné zvyseni FRET
signalu mezi CFP- a YFP- znacenymi PH doménami, naopak aplikace 1 uM kapsaicinu
vwvold pokles signdlu korespondujici s aktivaci PLC Ca’" resp. s uibytkem PIP, v membrané,
ktery je ndsledovan resyntézou novych molekul PIP, a tim indrustem FRET signalu;
aplikace 10 uM kapsaicinu vyvolala vyrazny pokles interakci mezi fluorofory resp. mezi PIP,
a PH doménami. B, Kafr je schopen castecné navysit FRET signal, ktery byl predtim snizen
v diisledku deplece molekul PIP, po aplikaci kapsaicinu. Uvedené zdznamy byly porizeny
z nezavislych HEK293T buniek exprimujici TRPV1 receptor, PH_CFP a PH _YFP doménu.
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Pokud by nartst FRET signalu v pfitomnosti kafru ptedstavoval ptiblizovani
PH domén v disledku zvySené dostupnosti PIP, molekul, mohlo by v diisledku toho
dochazet k ptiblizovani molekul PIP, k vazebné doméné na TRPV1 receptoru (Ufret-
Vincenty et al., 2011). Testovali jsme proto vliv zvySené intracelularni koncentrace
PIP, na proudové odpovédi vyvolané kafrem. Do intracelularniho roztoku, ktery
neobsahoval hot¢ikové ionty, jsme pfidali rozpustnou formu fosfolipidu
dioktanoylfosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (DiC8-PIP,, 25 uM) a porovnavali jsme
casovy prubéh proudovych odpovédi vyvolanych opakovanou aplikaci 10 mM kafru
v kombinaci s 10 uM kapsaicinem pied a po tfi minutové perfuzi (obr. 4.7.).
Skutecnost, ze jsme nepozorovali rozdil mezi ¢asovym prubéhem proudi snimanych
elektrodami obsahujicimi DiC8-PIP, a kontrolnimi métenimi, nas vedla k zavéru, ze
redistribuce PIP; nemusi byt primarnim signalem pro aktivacni G€inky kafru, nebo ze

se v jeho ptitomnosti afinita TRPV1 k PIP, vyrazné zvysi.
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Obr. 4.7.: Vliv p¥idani DiC8-PIP, na hodnotu maximadlni proudové odpovédi TRPVI.
Reprezentativni zaznamy proudovych odpovédi z celych bunék exprimujici divoky typ TRPV1
receptoru mérené na membrdanovém potencialu -70 mV. Proudy byly vyvolané smési 10 uM
kapsaicinu s 10 mM kafrem. Slozeni intraceluldrniho roztoku bylo v zaznamu A, standardni
nebo v zdznamu B, neobsahovalo ATP a Mg’ ionty, ale obsahovalo 25 uM DICS-PIP..
C, Souhrnna data ze Sesti experimentii se standardnim intracelularnim roztokem (jako v
zaznamu A, bilé krouzky) a trech experimentii s intracelulatnim roztokem obsahujici
DICS-PIP; (jako zaznam B, cerné krouzky).

V nedavné dobé¢ bylo zjisténo, ze kafr (a nékteré jiné monoterpenoidni latky)
inhibuje aktivitu PLC (Kim et al., 2008). Zkoumali jsme proto moznost, ze kafr
moduluje TRPV1 prostiednictvim signalnich drah, které prokazatelné¢ souviseji
s bioaktivnimi ucinky PIP,, a to tak, Ze inhibuje PLC a z diivodu nasledné zvySené
dostupnosti PIP, na vnitini strané membrany snizuje energii nutnou k otevieni
iontového kandlu. Zaznamenévali jsme Casovy pribéh FRET signalu z HEK293T

bunék exprimujicich PH CFP a PH YFP domény, na néz byl kratce aplikovan kafr
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(10 mM, 205s), a pot¢ po dobu 1-2 minuty inhibitor PLC U73122 (3 uM; 1-[6-
[((17beta)-3-metoxyestra-1,3,5[10]-trien-17-yl)amino]hexyl]-1H-pyrrol-2,5-dion);

obr. 4.8.A). Po inkubaci s inhibitorem PLC byl aplikovan opét kafr. Podobny
protokol vyuzivajici U73122 jako inhibitor PLC byl dfive navrzen pro monitorovani
hladiny PIP, metodou FRET jiz dfive v jiné¢ studii (Horowitz et al., 2005) a délka
aplikace a koncentrace byla autory optimalizovana tak, aby nedochézelo k vedlejSim
nespecifickym u¢inkiim této latky. PrestoZze jsme v na$i studii zvolili obdobny
postup, s piekvapenim jsme pozorovali silny pokles FRET signdlu po aplikaci
U73122 (obr. 4.8.A). I po tomto silném poklesu signalu bylo patrné, ze kafr vratné
zvysuje relativni odpovéd” FRET signalu podobné jako v buiikach, kde byla PLC
aktivovana kapsaicinem (obr. 4.6.B, str. 73). Relativni zvySeni bylo dokonce témet
dvojnasobné ve srovnani s vysledkem shodného experimentu na neti¢inném analogu
PLC inhibitoru U73343 (3 uM; 1-[6-[((17P)-3-metoxyestra-1,3,5[10]-trien-17-
yl)amino]hexyl]-2,5-pyrrolidindion; obr. 4.8.B,C), ktery jsme provedli za ucelem
vylouceni nespecifickych ucinkll inhibitoru. Pfiklanime se proto k hypotéze, Ze

inhibice PLC nesnizuje relativni odpovéd” FRET signélu na kaft.
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Obr. 4.8.: Inhibice PLC zpusobuje kafrem vyvolané zvySeni FRET signdlu v HEK293T
buiikach exprimujici CFP- a YFP- znadené PH domény. Casovy zdznam zmény FRET
signalu (vyjadreného jako pomér intenzit akceptoru a donoru elektronii resp. Fypp/Fcrp)
vyvolaného aplikaci 10 mM kafru pred a po 90 s inkubaci s inhibitorem PLC (U73122) A,
a s jeho neaktivni formou (U73343) B,. C, Po aplikaci U73122 na rozdil od U73343 dochdzi
k vyznamnému narustu FRET signalu (P = 0.003).
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Kafrova modulace receptoru v zavislosti na jeho fosforylaénim stavu

Zjistili jsme, Ze mutant TRPV 1 receptoru S502A/S800A, ktery ma poskozena
fosforylaéni mista pro PKC a PKA, vykazuje zvySenou citlivost ke kafru (obr. 4.9.).
Céste¢na afinita TRPV1 receptoru ke kafru miize byt tedy zavisld na fosforylaénim

stavu resp. na stupni citlivosti k proteinkindzam (Studer and McNaughton, 2010).
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Obr. 4.9.: Efekt odstranéni fosforylacnich mist S502 a S800 na kafrovou citlivost TRPV 1.
A, Typicky zdznam proudovych odpovedi z celé bunky exprimujici receptor s dvéma
mutacemi (TRPVI1-S502A4/S8004) na +70 mV (bilé symboly) a na -70 mV (Cernée symboly).
V experimentu byly kazdé 4 s aplikovany 400 ms napétoveé skoky v rozmezi -70 do +100 mV
a to nejdrive v extracelularnim roztoku (kontrola) a poté ve zvySujici se koncentraci kafru
(1, 3 a 10 mM). Kazdé kolecko reprezentuje amplitudu odpovédi pri daném potencialu (+70
¢i -70 mV). B, Kazdy sloupec reprezentuje primérnd data z péti experimentit jako v pripade
A, a to jak pro divoky typ receptoru (bilé sloupce) tak pro mutant S5024/S800A
(Cerné sloupce) normalizovana na maximdalni hodnotu proudu vyvolanou roztokem 10 mM
kafru na +70 mV.
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4.2. Funk¢ni a strukturdlni tloha S4-S5 oblasti u teplem
aktivovanych TRPV kanali

Ve studii (Boukalova et al., 2010) byla v ramci S4-S5 oblasti identifikovana
Ctyfi nabitd rezidua (R557, E570, D576 a R579), jejichz mutaci byla poSkozena
funkce TRPV1 kandlu, a to vzhledem k citlivosti na napéti, kapsaicin, teplo, 2-APB
a/nebo jejich alosterické pusobeni. Podafilo se prokazat funkéni vyznam interakce
dvou dvojic opacné nabitych aminkyselinovych zbytki R557/E570 a D576/R579 a
identifikovat aminokyselinu K571 nezbytnou pro chemickou aktivaci TRPV1I
receptoru 2-APB.

V ramci této studie jsem se podilela na planovani a ptipravé mutantnich
variant TRPV1 (Y554F, YS555F, G563A, G563C, G563S, RS579E, R579D,
R557E/ES70R), TRPV2 (D534V, RS5I15A, K529E, Q530E) a TRPV3 (QS5S80E,
R567A, K581E) receptorii. V ptipadé pochybnosti o funkénosti nékterych mutantt
jsem provedla pomérové méfeni zmeén koncentrace intracelularniho vapniku pomoci
FURA-2 sondy a kontrolu membranové exprese receptorii pomoci konfokalni
mikroskopie.

Studie byla zaméfena na funkéni a strukturdlni vyznam kladnych
aminokyselinovych zbytkii v S4-S5 oblasti TRPV1 receptoru a rezidui, které by
mohly hrat tlohu v citlivosti na membranové napéti. Oblast S4-S5 je mezi savéimi
zastupci TRPV receptori vysoce konzervovana. Pro TRPV1 receptor je tato oblast
(Y554-F582) ze 72.4 % identickd s odpovidajici oblasti TRPV2 (Y512-L540) a
ze 65.5 % s TRPV3 receptorem (Y564-F592) (obr. 4.10.C, str. 78). Nabita rezidua
uvnitf S4-S5 oblasti jsme podrobili postupné mutagenezi a elektrofyziologickému
testovani napétové, chemické a teplotni citlivosti. V piipadech, kdy jsme u nékteré
mutace TRPV1 receptoru pozorovali vyznamné poskozeni nékterého ze sledovanych
parametra (Vi, Qjo, amplituda a/nebo kinetika membranovych prouda vyvolanych
kapsaicinem a 2-APB), pfipravili jsme a testovali analogické mutanty pro TRPV2
a TRPV3 receptory, abychom zjistili miru konzervovanosti mechanizmu aktivace.
S prekvapenim jsme zjistili, Ze homologni rezidua, pro ktera jsme u TRPV1
identifikovali vyznamné zmény funkce vyvolané specifickou mutaci, neméla
u TRPV2, TRPV3 receptorii analogickou poruchu aktivace. Napiiklad pro TRPV2
receptor jsme testovali pét mutaci, které u TRPV1 vedly ke ztraté teplotni aktivace,

ale u homolognich TRPV2 mutantti byla teplotni citlivost shodna s divokym typem
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receptoru. Dal$im zajimavym zjiSténim této studie bylo, ze mira potenciace teplotni
odpovédi TRPV2 mutantu K529E vyvolana slou€eninou 2-APB se neodliSovala
od odpovédi divokého typu receptoru, zatimco homologni mutace u TRPV1 vedla
ke ztraté citlivosti na 2-APB. U mutant lidské varianty TRPV3 receptoru jsme
stanovili teplotni koeficient (Q;p) a maximalni proudovou hustotu (pA/pF)
proudovych odpovédi vyvolanych 300 uM 2-APB na bunkdch udrzovanych
na membranovém potencidlu -70 mV. Stejné€ jako u mutanth lidské varianty TRPV2
receptoru jsme ani u TRPV3 nepozorovali zmény sledovanych charakteristik, jako
tomu bylo u TRPV1. Je tedy ziejmé, ze mechanizmt teplotni a chemické citlivosti
TRPV1 receptoru se ucastni odlisné aminokyselinové zbytky, nez je tomu u TRPV2
a TRPV3 receptori a Ze tyto mechanizmy nebudou v rdmci podskupiny TRPV
receptort zcela konzervované. NasSe vysledky navic podporuji sou¢asnou hypotézu,
ktera predpoklada, ze ani aktivacni mechanizmus pro 2-APB neni mezi TRPVI,

TRPV2 a TRPV3 konzervovany (Hu et al., 2009).

Obr. 4.10.: S4-S5 oblast
TRPV1I receptoru.
A B > A, Schematické zndzornéni
_ podjednotky TRPV1
o receptoru. B, Homologni
model S4-S5 oblasti TRPV1
(Brauchi et al., 2007) se
znazornénymi rezidui, ktere
byly  cilené  mutovany.
C, Sekvencni porovnani
aminokyselin S4-S5 oblasti
u trech zastupcii teplotne
citlivych TRP kanalii (krysi
C : varianta TRPV1, lidska
rTRPV1 554 Y'Y IYAVMI LCREMF 582 varianta TRPV2 a TRPV3
hTRPV2 512 YYTlFQlT IYSVMI& EI :]FLL 540 receptoru)’ tucné jsou
hTRPV3 564 YYTREFOSMEMYSVMI FLE 592 vyznaceny nami testované
aminokyseliny.
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Napét'ovy senzor TRPV1 receptoru

Systematickym mutovanim jednotlivych nabitych aminokyselin jsme
identifikovali dva aminokyselinové zbytky R557 v S4 helixu a D576 v S4-S5 klicce,
které by mohly byt soucasti napétového senzoru TRPV1 receptoru. Zaménou naboje
(R557E a D576R) ¢i neutralizaci (R557A, R557L a D576N) téchto dvou zbytkl jsme
ziskali fenotyp receptorii s naruSenou napétovou citlivosti (obr. 4.11.B, str. 80).
Napétovou zavislost TRPVI1 receptori jsme charakterizovali hodnotami
membranového potencialu, pii kterych bylo dosaZzeno polovicni hodnoty maximalni
vodivosti kanalii vyvolané depolarizujicim napétim (V). Pro R557A, R557L,
D576R, D576N mutanty nebylo technicky mozné odhadnout hodnoty V., protoze
rozsah meéfici aparatury neumoznuje regulovat membranovy potencial nad hodnoty
vy$$i nez +200 mV. R557E konstrukt byl nefunkéni. Piekvapivé bylo, Ze se
v pritomnosti saturujici koncentrace kapsaicinu hodnoty V;, uvedenych mutantnich
variant TRPV1 receptoru neliSily od hodnoty divokého typu receptoru (obr. 4.11.B,
str. 80). Tyto vysledky mohou znamenat, Ze napétova citlivost v ptitomnosti
navazané¢ho kapsaicinu je zprostfedkovana jinymi rezidui nez ve stavu bez
navazaného kapsaicinu. Z hodnot V;, mutantl argininu v pozici 557, ktery je
jedinym reziduem s pozitivnim nabojem v S4 a je povazovdn za hlavni soucast
napétového senzoru, je patrné, ze lokalizace kladného ndboje v této oblasti neni
v pritomnosti kapsaicinu nutna (hodnoty ¥V;, u R557A, R557K jsou shodné
s divokym typem receptoru: WT, obr. 4.11.B, str. 80). Na zakladé téchto vysledki je
tedy patrné, Ze arginin 557 nemiize byt jedinym reziduem, ktery tvoii napétovy
senzor TRPV1 receptoru. Testovanim jedin¢ho kladného zbytku R567 u TRPV3
receptoru v S4 helixu, ktery je na pozici homologni k R557 u TRPV1, jsme zjistili,
ze k napét'ové citlivosti kanalu nepftispiva.

Kromé¢ R557 rezidua by mohla v ramci S4  helixu
zprostfedkovavat napétovou zavislost také dvojice tyrosini Y554 a Y555, a to
prostfednictvim svych dipélovych momenti (Bezanilla, 2008). Zjistili jsme,
ze na téchto dvou pozicich je tolerovan jen fenylalanin, coz zifejmé naznacuje ulohu
aromatickych rezidui v intramolekularnich interakcich, pficemz zdména za jiné

aminokyselinové zbytky nevedla k funkéni expresi TRPV1 kanalu.
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Obr. 4.11.: Napétova zavislost TRPV1 mutanti. A, Reprezentativni zdznamy
membranovych proudii z celych bunék transfekovanych divokym typem TRPVI receptoru
(WT) vyvolanych aplikaci 100 ms napétovych skokit v rozmezi membrdanového potencialu
od-120 do +200 mV (horni zaznam) v nepritomnosti (bilé kolecko, kontrola) ¢i od -120
do +140 mV v pritomnosti 10 uM kapsaicinu (Cerné kolecko). Mezi pokusy byly bunky
udrzovany na potencialu -70 mV. B, Priumérné hodnoty napéti, pri kterych vodivosti
mutantnich forem TRPVI receptoru dosahuji poloviny jejich maxima (V,;) v kontrolnich
podminkach extraceluldrniho roztoku (bilé sloupce) a v pritomnosti 10 uM kapsaicinu
(Cerné sloupce). Kazdy sloupec reprezentuje prumérnou hodnotu + SEM vypoctenou nejméne
ze Ctyr nezavislych bunék; hvezdicka znaci vyznamny rozdil v hodnotach mezi WT a danym
mutantem receptoru.

Vyznam interakci mezi dvojicemi aminokyselin R557/E570 a
D576/R579.

Na zéklad¢é experimentalnich dat jsme navrhli funk¢éni souvislost mezi R557
a E570 zbytky, které jsou v nejnovéjSim modelu struktury TRPV1 receptoru
situovany blizko sebe a mohou tak vytvaret elektrostatické interakce (Brauchi et al.,
2007, Fernandez-Ballester et al., 2008).

Abychom charakterizovali aktivacni a deaktiva¢ni kinetiku mutanti, ktefi
stézi odpovidaji na kapsaicin pfi -70 mV, aplikovali jsme napétovy protokol
sestavajici se z linearniho zvySeni membranového potencialu od -70 do +100 mV,
trvajictho 500 ms a aplikovaného kazdé dve sekundy. Mutanty jsme porovnavali
grafickym vynesenim casového priibéhu amplitud membranovych proudti méfenych
na +90 mV pred a po aplikaci 10 pM kapsaicinu (obr. 4.12.A, str. 81). Vymeéna
kladného naboje za zaporny v pozici R557 (R557E) vedla ke ztraté¢ funkéni exprese.
Pokud byl vsak soucasné¢ zaménén naboj na vzdalené pozici E570 za kladné nabity
argininovy zbytek, dvojity mutant RS557E/E570R byl funkéné exprimovan a
v pritomnosti 10 uM kapsaicinu vykazoval signifikantni odpovédi na pozitivnich
membranovych potencialech, zpomalenou kinetiku aktivace a deaktivace, a silnou
potenciaci teplem vyvolanych odpovédi na membranovém potencidlu -70 mV. Nase
vysledky ukazaly, ze mutant E570R je pln¢ funkéni (obr.4.12.A), piima

elektrostaticka interakce mezi R557 a ES70 tedy neni hlavni pfi¢inou ztraty funkce u
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R557E mutace. ZvySeni pozitivniho néboje v oblasti E570 vSak miize ovlivnit
rozloZeni elektrostatického naboje v S4-S5 oblasti a tim zvysit miru jejiho uplatnéni
ve vratkovani TRPV1 receptoru. Zaména E570 za glutamin (E570Q) neposkodila
hlavni parametry funkce receptoru, naproti tomu zdména za alanin vedla
k vyznamnému snizeni napétové i chemické citlivosti (obr. 4.11.B, str. 80) a lysin
v této pozici neumoznil funkéni expresi. Z téchto vysledki je vidét, Ze nejen polarita,
ale také velikost ¢i prostorova orientace daného aminokyselinového zbytku mize byt
rozhodujici pro spravnou funkci kandlu. Podobné jako u R557E mutantu, zdména
naboje u argininu v pozici 579 zpusobila, Zze RS579E konstrukt nebyl funkéné
exprimovan (obr. 4.12.). Kapsaicinem vyvolané proudy na pozitivnim potencidlu i
teplem indukovanou potenciaci kapsaicinové odpovédi bylo mozné ¢aste¢né navratit
soucasnou zameénou nabojl u rezidui, které se podle homologniho modelu (Brauchi
et al., 2007) nachazeji ve vzajemné blizkosti: R557 s E570 (~ 1.6 A) a D576 s R579
(~3.3A).

A kaps 10 pM — WT B
1.0 « R557E R55/7E R579E
E570R o . 507°C 507C
> 0.8 ° 507C 5010—-“/L i
c + R557E/E570R 301 Z \
% 0.6 3OL/L = kaps 10 uM 30" kaps 10 uM
S04 mw e Vo B 1 Van
202 dpr 1JSmpA
- 0 R557E/E570R D576R/R579E
50,°C 507C 501°C 501°C
0 20 40 60 80 S | G
&as (s) SOL/ % kaps 10 uM 30L/L30 kaps 10 M

1s

N _150 pA _ |100pA
1s

Obr. 4.12.: Vyznam elektrostatickych interakci mezi dvojicemi R557/E570 a D576/R579.
A, Casové zdaznamy priimérnych membrdanovych proudii z 3-5 bunék exprimujicich dany typ
mutantni varianty TRPV1 receptoru pred a po aplikaci 10 uM kapsaicinu na membranovém
potencialu +90 mV. Zaznam pro divoky typ receptoru (WT) je vyznacen prerusovanou c¢drou.
B, Typické zaznamy proudovych odpovédi (dolni zaznamy) z bunék exprimujicich mutantni
varianty TRPV1 receptorii vyvolanych aplikaci linedarné se zvysujici teploty (horni zaznamy)
v kontrolnim extracelularnim roztoku a v pritomnosti 10 uM kapsaicinu na membranovém
potencidalu -70 mV. U R557E a R579E mutantii byla namérena nespecificka odpovéd
na teplotni stimulaci.
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Ztrata 2-APB citlivosti TRPV1 receptoru specifickou mutaci

Chemickou citlivost testovanych mutantt jsme kromé kapsaicinu provéfovali
ina 2-APB, ktery je spolecnym aktivatorem TRPV1, TRPV2 a TRPV3 kanalt (Hu et
al., 2004, Chung et al., 2004). Zaménou kladného néboje za zaporny v poloze 571
(K571E) jsme ziskali funkéné zajimavy fenotyp TRPV1 kandlu, ktery byl ve vSech
sledovanych parametrech (V,,, kapsaicin, Q;9) shodny s divokym typem receptoru

s vyjimkou citlivosti na 2-APB, ktera byla sniZzena vice nez 50x (obr. 4.13.).
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Obr. 4.13.: K571E mutace méni citlivost TRPV1 kandlu k 2-APB. A, U mutantni varianty
TRPV1 receptoru se zaménénym nabojem v pozici 571 (K571E) doslo témér uplné ztrate
citlivosti na 2-APB, elektrofyziologické proudy byly snimany z celych bunék udrzovanych
na konstantnim membranovéem potencidalu -70 mV. B, Odpovédi dalsich mutantii testovanych
na citlivost k 2-APB, mutace oznacené hvezdickou oznacuji statisticky vyznamné zmény
proudovych odpovédi ve srovnani s divokym typem receptoru, hodnoty amplitud vyvolanych
300 uM 2-APB byly vztazeny k amplitudam vyvolanym 1 uM kapsaicinem (kaps).
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4.3. Uloha C-terminéalniho konce TRPA1 kanalu
ve Ca’" aktivaci

Jednim z hlavnich cili pfedlozené dizertacni prace byla charakterizace
C-termindlni oblasti lidského TRPA1 receptoru se zaméfenim na oblast bohatou
na kysela rezidua E'*”’IISETEDDD'*, nachazejici se mezi dvéma piedposlednimi
C-termindlnimi helixy H4-HS5. Na zakladé homologie s funkéné vyznamnou
doménou vazajicimi vépenaté ionty u napétim fizeného draselného kanalu (BK)
(Yuan et al., 2010) jsme provétovali hypotézu, zda TRPA1 mize byt modulovan
vapenatymi ionty prostiednictvim této specifické domény na karboxylovém konci.
Porovnavali jsme proto vliv zvySené extracelularni koncentrace vapenatych iontt
na membranové proudy vyvolané chemickou aktivaci u konstrukti TRPAI1 se
zkracenym karboxylovym koncem a s neutralizovanym ¢i zménénym nabojem. NaSe
vysledky jednoznacné prokdzaly dilezitou funkci této kyselé oblasti ve vapnikové
modulaci TRPAT receptoru a naznacily, ze se v modulaci miize uplatiovat piima
vazba vapenatych iontd.

K publikaci (Sura et al., 2012) zabyvajici se zminénou problematikou jsem
ptispéla planovanim a pfipravou fady mutantli a dvojmutanti hTRPA1 receptoru
(napt. S1083stop, Q1088stop, D108ON, D1082N a A20) a testovanim povrchové
exprese fluorescenéné znacené¢ho divokého receptoru a jeho mutantni formy

DI080A.

Distalni ¢ast C-konce receptoru se i¢astni Ca’* inaktivace TRPA1

Prvni vyznamny vysledek jsme ziskali po zkraceni karboxylového konce
receptoru o 20 aminokyselin (hTRPA1A20). Doglo ke zpomaleni Ca’*-zavislé
inaktivace kandlu (obr. 4.14.B,C), a to bez zmény v aktivaci cinamalem ¢i v mife
o tom, Ze inaktivace TRPA1 kanalu Ca>" probiha nezavisle na jeho potenciaci (Wang
et al., 2008). Tato studie prokazala, ze na rozdil od potenciace je k inaktivaci kanalu
nezbytné, aby doslo k prichodu Ca®" aktivovanym kanalem, coZ znamena, Ze

vazebné misto pro Ca®" ionty je dostupné blizkosti toku prochazejicich ionti.
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Obr. 4.14: Zkrdceni C-konce TRPAI receptoru odhalilo misto ticastnici se Ca**-zavislé
inaktivace. A, Casovy zdznam proudovych odpovédi z celé buniky exprimujici divoky typ
lidského TRPAI receptoru (WT) mérené na potencidalech +80 a -80 mV, nad proudovymi
odpovédmi je vyznacena délka aplikace 100 uM cinamalu (Cin, hnéda cara) v nepritomnosti
extraceluldrniho Ca’* s ndslednou aplikaci extraceluldrniho roztoku obsahujici 2 mM
Ca’*(zelend cdara). Shodny protokol jako v piipadé A, byl pouZit i pro mutantni varianty
TRPAI receptoru se zkracenymi C-konci o 20 aminokyselin (B,) a 26 aminokyselin (D,).
C, Primeérna doba inaktivace (Tsy — doba za kterou inhibice dosahne poloviny maximalni
proudové odpovédi vyvolané Ca’*-indukovanou potenciaci odpovédi na cinamal) vyvoland 2
¢i 10 mM Ca®" u WT a zkrdcené varianty (\TRPAIA20) TRPAI receptoru, uvedené hodnoty
predstavuji priumérné hodnoty = SEM u nejméné 6 bunck WT receptoru a nejmené 3 bunék
TRPAIA20, hvézdicka znaci vyznamny pokles rychlosti Ca’*-zavislé inaktivace hTRPAIA20
mutantu ve srovndni s WI v pritomnosti roztoku obsahujiciho 2 mM Ca’*. D, Mutantni
forma receptoru se zkracenym C-koncemo 26 rezidui (A26) neodpovida na testované stimuly.
E, Sekvence distalni casti C-konce lidské varianty WT TRPAI s predikci sekundarni
struktury, v sekvenci jsou obsazeny tri helixy H4, H5 a H6 (Zluté obdélniky), oblast bohata
na kysela rezidua je zvyraznéna zelené, nizky zndazornuji mista zkrdaceni C-konce mutantii

0 20 (hTRPAIA20) a 26 (hTRPAIA26) aminokyselin.

Po tomto zjiSténi nds zajimala funkce navazujiciho cytoplazmatického
HS helixu (obr. 4.14.E). Ptipravou a testovanim receptoru s C-zkracenym koncem
0 26 rezidui (hTRPA1A26), ktery na rozdil od hTRPA1A20 neobsahoval polovinu
navrzen¢ho HS5 helixu, jsme neziskali métitelné proudy ani na jeden z testovanych
podnétil, coz ukazuje na zasadni vyznam distalniho konce v aktivaci nebo funkéni
expresi TRPA1 kanalu (obr.4.14.D). Funkéni analyza zkracenych variant
(hTRPA1A26 a hTRPA1A20) tedy jednoznacné potvrdila, ze distadlni konec
receptoru piedstavuje kritické modulaéni misto G&astnici se Ca®" inaktivace

ankyrinového receptoru.
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Vyznam kyselych rezidui v mechanizmu Ca** modulace TRPA1

Metodami bodové mutageneze jsme se podrobné zaméfili na distalni ¢ast
karboxylového konce TRPAI1 receptoru situovanou mezi H4 a HS5 helixem
(E'"”IISETEDDD'"™), ktera je bohatd na kyselé aminokyseliny a vykazuje
homologii s doménami, které piedstavuji vazebné misto pro véapenaté ionty
u nékterych jinych iontovych kanall. Neutralizace zdporné nabitého rezidua E1077
(E1077A) ¢i zaména jeho naboje za kladny (E1077K) vyvolala konstitutivni aktivitu
kanalt, signifikantné¢ zvySila amplitudy odpovédi na pozitivnich membranovych
potencidlech a posunula prdh pro napétovou aktivaci k méné depolarizujicim
hodnotam (obr. 4.15., str. 86). Bazalni aktivita byla ziejmé ptic¢inou toho, ze u obou
mutantli bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni miry potenciace cinamalové
odpovédi extracelularnim vépnikem. Membranové proudy v buiikdch exprimujicich
mutant se zaménénym nabojem (E1077K) na rozdil od E1077A mutantu vykazovaly
po pridani 2 mM Ca*' zvysenou rychlost inaktivace odpovédi vyvolanych cinamalem
(obr. 4.15.B, str. 86). Jednou z moznych interpretaci téchto vysledkli z hlediska
mozné vazby Ca’" je vneseni kladného naboje na pozici 1077, které by mohlo
simulovat pfitomnost kladné nabitych iont vapniku.

Uvniti  studované acidické oblasti jsme predikéni analyzou odhalili
konsensualni fosforylaéni motiv (E'°”IISETE'"”) pro kaseinkinazu 2. Vzhledem
k tomu, Ze pro podobny cytoplazmaticky motiv byla prokazana uloha v fizeni
povrchové exprese piibuznych TRPP2 a TRPV4 iontovych kanalt (Kottgen et al.,
2005), vysettovali jsme moznost, zZe senzitizujici efekt mutanti E1077A a E1077K
by mohl byt odrazem jejich konstitutivné¢ aktivniho fenotypu diky zvySené expresi
funkénich kanali na povrchu bunék. Testovanim nefosforylovatelnych variant
S1076A, T1078A a mutantd S1076D a T1078D mimikujicich fosforylaci jsme vSak
oc¢ekavanou zménu ve fenotypu nepozorovali. Naopak u rezidua T1078A byla zména
opacna, tj. pozorovali jsme pokles proudovych odpovédi na depolarizacni napéti
i odpoveédi na cinamal. Kromé E1077A mutantu se neutralizované formy receptoru
(E1073A, S1076A, T1078A a E1079A) v ramci mozného fosforylatniho motivu
projevovaly mens§imi ¢i shodnymi odpovédmi ve srovnani s divokym typem
receptoru (obr. 4.15.A, str. 86). Domnivame se tedy, Ze popsané funkéni rozdily

mutantli nejsou zpusobeny zménou poctu receptort v plazmatické membrané vlivem
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aktivity kaseinkindzy 2, ale jsou spiSe duisledkem sterické ¢i lokalni zmény TRPA1

proteinu.
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Obr. 4.15.: Mutace rezidui v C-termindlni doméné méni citlivost TRPAl kandlu na
depolarizacni napéti a cinamal. A, Levy sloupec zndzornuje srovnani prumeérnych hodnot
proudovych odpovédi mutantnich variant TRPAI receptoru pri +80mV (kontrola -
zluté sloupce) a po 40 s aplikaci 100 uM cinamalu s divokym typem receptoru (WT); pravy
sloupec znazornuje relativni hodnoty naristu odpoveédi v pritomnosti cinamalu na +80 mV,
hodnoty predstavuji prumer £ SEM, svislé prerusované cary jsou hodnoty pro WT, hvezdicka
predstavuje vyznamné rozdily mezi mutanty a WT. B, Priimérné hodnoty proudovych
odpovedi WT a mutantit (E10774/K) merenych na +80 mV, mutanti se vyznacuji bazalni
aktivitou, odlisnou rychlosti a velikosti Ca’*-zdavislé inhibice receptoru, grafy predstavuji
primérné hodnoty £ SEM pro nejméné Sest bunék. C, Posun vodivostné napétové zavislosti
mutantnich forem receptoru k méné depolarizujicimu napéti, hodnoty byly odecteny v misté
ustaleneho stavu I-V zavislosti mérené po 20 mV skocich v rozmezi -80 do +200 mV, kazda
krivka byla ziskana nejméné z 8 bunék a predstavuje priumérnou hodnotu + SEM.

Aminokyseliny D1080 , D1081 a D1082 se ui¢astni Ca’*-indukované
potenciace TRPA1

Postupnou neutralizaci tfech sousednich zbytkil kyseliny asparagové jsme
ziskali podobné fenotypy receptoril, které nemély poSkozenou citlivost na cinamal,
ale jejich kinetika Ca®" potenciace byla dramaticky zménéna. Nepiitomnost
zaporného naboje v této oblasti zpiisobila zpozdéni a zpomaleni rychlosti nastupu
potenciace a snizeni celkové miry potenciace (obr. 4.16., str. 87). Nejvyznamnéjsi
ucinek mutace byl pozorovan u konstruktu D1080A, u kterého v pfitomnosti 2 mM
extracelularni koncentrace Ca®" polovina testovanych bunék nevykazovala Zadnou
potenciaci. Pfiddnim intracelularniho véapniku v koncentraci 100 pM nedoslo
v porovnani s divokym typem receptoru k zdsadni zméné miry potenciace, coZ
vypovida o tom, ze reziduum D1080 ovliviiuje afinitu TRPA1 k vapenatym iontim.
Potenciace cinamalové odpovédi vépenatymi ionty byla oproti divokému typu

receptoru pozménéna také v piipadé D1081A a D1082A mutanti.
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Obr. 4.16.: Neutralizace kyselych rezidui poskozuje Ca’*-potenciaci odpovédi vyvolanych
cinamalem. A, Primérné hodnoty membranovych proudit TRPAI kanadlu vyvolané 40 s
expozici cinamalu (hnédd éara) a ndslednym priddanim roztoku obsahujici 2 mM Ca’™ (zelend
¢ara) na membranovém potencialu +80 mV, cisla v zavorkdach znaci pocet namérenych
bunék, odpovédi jsou normalizovany na maximalni hodnotu proudu vyvolanou aktivaci
cinamalem, kiivka WT receptoru je pro srovmani soucdsti grafii mutantnich receptoril.
B, potenciace cinamalem vyvolanych odpovédi vynesena jako narist amplitud proudovych
odpovédi + SEM indukovand 2 mM a 10 mM Ca’" roztokem, hvézdicka znaci vyznamné
rozdily mezi hodnotami ziskanymi pro WT (horizontdlni prerusovana cdara) a mutantnim
receptorem.

Vysoce afinitni misto pro vapenaté ionty

Zajimalo nas, zda studovana oblast, bohatd na zaporn¢ nabité aminokyseliny
a vyznamnd modulujici Ca**-fizené d&je TRPAI receptoru, miZe predstavovat
1 vazebné misto pro vapenaté ionty.

Distalni konec lidské varianty BK receptoru (Q**>FLDQDDDDD®”) je stejng
jako u TRPAI receptoru bohaty na kyselé aminokyseliny a navic je soucasti
vratkovaciho aparatu tohoto kandlu a ma tedy funkci obdobnou té, kterou jsme
pozorovali i pro dany usek ankyrinového receptoru. Modelovanim odpovidajici ¢asti
TRPA1 (I""ISETEDDDS'®™) za vyuziti BK receptoru jako templatu a zadanim

pozadavkd na hledani Ca*"-vazebné domény jsme ziskali pozitivni vysledek, ktery

byl navic v souladu s nasimi experimentalnimi daty (obr. 4.17.).
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WTRPA1 1070 QKMEITSETEDDDSHCSFQD 1089 ; Homol.ogm model
.. R C-koncové oblasti TRPA1

receptoru na zdkladé Ca**-vizajici
aktivacni domény BK receptoru.
Horni obrazek: Porovnani
Ca’*-vazajici domény BK receptoru
(hSlo) s C-koncovou doménou
lidského TRPAI receptoru, nejvice
konzervované aminokyseliny jsou
oznaceny hveézdickou. Dolni
obrazek: Homologni model
Ca’*-vizajiciho  mista  TRPAI
receptoru na zaklade struktury BK
receptoru jako templatu (BK/TRPAI
chiméra).

Ziskany homologni model jsme podrobili molekularné dynamické simulaci
vazby Ca’" ve sledovaném useku deseti aminokyselin. Na zékladé simulace byla jako
kritick4 mista interakce receptoru s Ca*" oznagena rezidua D1080 a D1082. Dalsi dvé
rezidua (11074 a E1077) byla v kontaktu s vapnikem pies karbonylovy kyslik jejich
hlavniho fetézce. Zasadni vyznam aspartata (D1080, D1082) byl potvrzen také dalsi
simulaci zaméfenou na vliv mutantnich forem na stabilitu vazby s Ca®", ktera se

v ptipadé D1080A a D1082A rozpadla.
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5. DISKUZE

5.1. Mechanizmus u¢inku kafru na TRPV1 kanal

V roce 2005 byla viibec poprvé popsana schopnost kafru aktivovat a silné
desenzitizovat TRPV1 kanal (Xu et al., 2005). V nasi studii (Marsakova et al., 2012)
jsme navazali na vysledky této pivodni prace a zabyvali jsme se podrobnym studiem
molekularni podstaty modulace TRPV1 receptoru kafrem, jako jednou z moznych
pfi¢in analgetickych vlastnosti této latky, kterd se v tradi€ni mediciné vyuziva
od nepaméti. Krom¢ vaniloidniho receptoru podtypu 1, na néjz kafr ptsobi jako
CasteCny agonista, aktivuje kafr i1 dal§i zastupce teplotné citlivych TRP kandld,
jako jsou teplem aktivovany TRPV3 ¢i chladem aktivovany TRPMS8 kanal, a naopak
inhibuje jediného zéstupce ankyrinové podrodiny TRP iontovych kanali TRPAI.
Pti hledani odpovédi na otazku, jakym mechanizmem kafr moduluje TRPV1 kanal a
které¢ strukturni Casti receptoru jsou za to zodpoveédné, jsme zvolili porovnani
kinetickych vlastnosti kafrovych odpovédi s odpovéd’'mi dobte popsaného typického
agonisty kapsaicinu. Podrobn¢ jsme charakterizovali U¢inek kafru v interakci
s dalsimi aktivatory TRPV1, jako jsou zvysena teplota, snizené¢ pH a depolarizujici

napéti.

Pravdépodobna mista interakce kafru s TRPV1

Nase vysledky podpotily hypotézu o plsobeni kafru prostiednictvim
porového helixu. Tuto pfedstavu podporuje i predikce vazebného mista pro kafr
metodou pocitacového modelovani. Jedno ze dvou nejpravdépodobnéjSich mist
vazby kafru na TRPV1 byla pravé oblast selektivniho filtru (L638, F639) s leucinem
v poloze 648 na sousedni kli¢ce mezi pérovym helixem a S6 doménou (obr. 5.1.B,
str. 90). Uvedené vysledky z dokovaciho experimentu byly ziskany s vyuZitim lidské
varianty receptoru jako templatu (Fernandez-Ballester et al., 2008), nebot’ je to
v soucasnosti nejpiesnéjSi model struktury vaniloidniho receptoru. Shodnych
vysledki bylo vSak dosazeno i pii pouziti krysi varianty receptoru (Brauchi et al.,
2007). Dokovaci experimenty tak poskytly podpirné informace o tom, Ze by se kafr
mohl pfimo vézat do oblasti selektivniho filtru kanalu. Tuto ptfedstavu podporuje i

casteCné blokujici efekt kafru, ktery byl pozorovatelny na elektrofyziologickém
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zdznamu jako cCasteCny navrat proudu po odmyti kafru (obr.4.3.b znazornéné
Sipkou). Druhé ze dvou nejpravdépodobnéjsich predikovanych mist vazby molekuly
kafru na receptor je lokalizovano na intracelularni stran¢ rozhrani receptoru s lipidy,
a to prostfednictvim interakci aminokyselin na S1 (W427, K432) a S2 helixu (Y487,
F490, R491, F496) (obr. 5.1.A). Tuto variantu vazebného mista jsme vSak dale

experimentalné neovéfovali a je oteviena pro dalsi studie.

A Y,

Obr. 5.1.: Predikce vazebného mista pro kafr na TRPVI receptoru. A, Prvni predikci
urcené vazebné misto pro kafr je lokalizované na rozhrani lipidové vrstvy a intracelularni
casti transmembranove domény S1 a S2, strukturni odchylka modelu byla urcena v rozmezi
RMSD hodnot 1.513 A-2.592 A. B, Druhé pravdépodobné misto interakce kafiu s TRPVI
receptorem je uvniti- selektivniho filtru tvoreno interakcemi rezidui poroveho helixu
s postranimi zbytky aminokyselin z S6 domény, strukturni odchylka modelu byla urcena
hodnotami RMSD 0.965 A-2.529 A; jako templat byl pouzit model lidské varianty TRPV1
receptoru (Fernandez-Ballester et al., 2008). Detaily dokovaciho experimentu jsou uvedeny
v publikaci Marsakova et al., 2012, ktera je soucasti priloh (viz kapitola 9).

Kafrova modulace receptoru prostrednictvim PLC a PIP,

Ve srovnani s jinymi agonisty TRPV1 receptoru ma kafr nizsi lipofilicitu
(logP =2.2 vs. kapsaicin logP =3.8) a Ize tedy predpokladat i pomalejsi rychlost
difize do membrany (Ursu et al., 2010). Na Grovni receptoru se vSak ucinek kafru
projevuje rychlym nastupem aktivace, deaktivace a potenciace receptoru. Z tohoto
divodu nelze predpokladat, ze modulace TRPV1 kanalu je odrazem bezprostfednich
zmén fyzikalnich vlastnosti plazmatické membrany, ale pfedevSim vysledkem
specifickych interakci této latky sreceptorem. Pozorované zmény na urovni
membrany mohou vSak zdsadnim zplisobem souviset se strukturni zménou receptoru

po aktivaci iontového kanalu.
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Pomoci pomérového meéteni intracelularniho vapniku (data nejsou ukazana)
jsme zjistili, Ze aktivace kafrem je ve srovnani s aktivaci 1 pM kapsaicinem
doprovazena vyznamné¢ mensim vtokem vépniku do buiiky (~50 % maximalni
hodnoty vyvolané kapsaicinem), ale ptesto je takovyto vtok schopny vyvolat aktivaci
PLC dependentni kaskddy. Vysledky fluorescencnich pokusti vSak ukazuji,
ze aktivita PLC nema zasadni vliv na kafrem indukovany fenomén (obr 4.8., str. 75).
Popsany inhibi¢ni uc¢inek U73122 na FRET signal (vyrazny pokles signélu pfi jeho
aplikaci, obr. 4.8.A, str. 75) navic podporuje nedavnou praci (Klein et al., 2011),
ktera prokézala, ze Siroce pouzivany tzv. inhibitor U73122 aktivuje nékteré podtypy
PLC prostfednictvim kovalentni modifikace cysteinti. PLCS touto latkou vsSak
ovlivnéna neni, coz podporuje nasi hypotézu, Ze ucinek zvySené citlivosti FRET
signalu v pfitomnosti kafru po aplikaci U73122 neni zplsoben nespecifickym
uc¢inkem na PH domény fluorescencnich sond, jejichz sekvence odpovida prvnim
174 N-koncovym aminokyselindm PLC3.

Pivodni studie zabyvajici se U€inky kafru ukdzala, Ze membranové proudy
zprostfedkované aktivaci TRPV1, vyvolané nizkymi koncentracemi kafru, mohou
byt potencovany slouceninami vznikajicimi v misté¢ zanétu, resp. aktivaci receptorti
spfazenych s PLC drahou (napf. muskarinovych receptori M1, bradykininovych
receptort)) (Xu et al., 2005). Vysledkem aktivace téchto drah je hydrolyza PIP,
a aktivace PKC. Oba tyto dé&je ptispivaji k potenciaci odpovédi i za relativné nizkych
koncentraci kapsaicinu (~20nM) a smétuji k fosforylaci klicového rezidua
na vaniloidnim TRPV1 receptoru serinu 502. Tento potencia¢ni U€inek zavisi
na pfitomnosti zakotvujictho proteinu AKAP79/150, ktery tvoii signaliza¢ni
komplex s PKC, PKA a kalcineurinem (Jeske et al., 2011). AKAP se vaze se
k C-terminalnimu konci TRPV1 receptoru (K735-N748) (Zhang et al., 2008).

Vratna redistribuce PIP, na vnitinim listu plazmatické membrany, kterou
jsme pozorovali po extracelularni aplikaci kafru, mize zplsobovat rizny stupen
asociace AKAP proteinu s receptorem, ktery kontroluje fosforylaci TRPV1 receptoru
PKA a PKC (Jeske et al., 2011). V tomto ohledu je zajimavé, ze jin¢ dva kafrem
aktivovatelné TRP kanaly TRPV3 (Doerner et al., 2011) a TRPMS8 (Rohacs et al.,
2005) jsou kriticky regulované PIP,.
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Utinek kafru na ostatni TRP kanaly

Farmakologicky ucinek kafru na rtizné TRP iontové kandly je velmi
rozmanity. Kafr krom¢ aktivace a desenzitizace TRPV1 aktivuje jeste dalsi dveé savci
varianty TRP kanali exprimované na primdrnich nociceptorech ¢i keratinocytech. Je
agonistou teplem aktivovaného TRPV3 receptoru (Mogqrich et al., 2005) a ¢astenym
agonistou chladem aktivovaného TRPMS8 (Macpherson et al., 2006, Vogt-Eisele et
al., 2007). Naopak kafr inhibuje chladem aktivovaného zéastupce ankyrinové
podskupiny TRP kanalt TRPA1 (Xu et al., 2005). Za plného agonistu je kafr
povazovan jen u TRPV3 receptoru, u kterého opakovand aplikace kafru ma dokonce
senzitizujici efekt (Moqrich et al., 2005). Pér TRPV3 kanalu se od péru TRPV1 lisi
o Sest aminokyselin. Uvazovali jsme, ze mutace genu TRPV1 receptoru N628G a
L630F, kterymi se por nejvice odliSuje od poru TRPV3, by mohly zvysit citlivosti
receptoru ke kafru. Zjistili jsme vSak, Ze oba mutantni konstrukty TRPV1
prokazovaly fenotyp divokéko typu receptoru a neprojevovaly se pozménénou
kafrovou citlivosti. Je tedy mozné, ze kafrova citlivost TRPV3 receptoru spociva
mimo selektivni filtr a je determinovana jinymi oblastmi receptoru. Vysledky
pfedlozené dizertatni prace naznaCily dalSi mozZnosti, které by mohly vést
k identifikaci interakéniho mista a domén dulezitych pro aktivaci kafrem. Jednou
z moznosti, které znaSich vysledki vyplyvaji je vyména celych pdérovych helixii
mezi TRPV1 a TRPV3 receptory.

Z hlediska molekularni podstaty senzorickych uc¢inkt kafru in vivo se jevi byt
nejpravdépodobnéjsi spole¢né plisobeni ¢ty TRP kanalu citlivych na kafr: TRPV3,
TRPA1, TRPV1 a TRPMS. Na rozdil od TRPV3 receptoru, ktery je exprimovan
na keratinocytech, tfi zastupci TRP receptori jsou spoleéné exprimovani
na nociceptorech. Prostiednictvim aktivace vaniloidniho receptoru TRPV1 vyvolava
kafr rychlé odpovédi néasledované silnou akutni desenzitizaci a tachyfylaxi, coz by
spolecné s inhibici TRPA1 mohlo vysvétlit pfi¢inu jeho analgetického ucinku
a pocitu tepla, kterym je aplikace kafru doprovazena (= aktivace TRPV1) (Green,
1990). Na kuzi kafr vyvolava prijemny pocit tepla, ktery je vSak doprovazen
naslednym pocitem chladu, coz by mohlo byt disledkem aktivace prave
mentolového receptoru TRPMS8. Dosud nepublikované vysledky prokazuji, ze kafr
G¢inné moduluje také n&které K™ kanaly, které zisadnim zplisobem reguluji

excitabilitu senzorickych neuroni. Je tedy mozné, ze fyziologicky ucinek kafru je
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zprostiedkovan nejen TRP receptory, ale zaroven zavisi také na typu iontovych

kanali, které jsou s nimi spole¢né exprimovany.

Utinek kafru na TRP ortology

Pfedmétem studia fady laboratofi je otdzka odlisné kafrové citlivosti u TRP
ortologi. VetSina dat uvedenych v nasi publikaci byla ziskdna experimenty na krysi
variant¢ vaniloidniho receptoru, u které byl kafr popséan jako ¢aste¢ny agonista (Xu
et al, 2005) (nase data ~30% maximalni odpovédi na 10 uM kapsaicin).
S ptfekvapenim jsme zjistili, Ze kafr téméf neaktivuje lidsky ortolog TRPV1
receptoru (obr. 4.1.D, str. 67; ~ 1,3 % z maximalni odpovédi na 10 pM kapsaicin).
Stejné jako u krysi varianty je vSak schopen potencovat a deaktivovat kapsaicinem
vyvolané odpovédi. Jednim z dalSich popsanych ucinki (a kontroverzi) je schopnost
kafru inhibovat lidskou variantu a aktivovat hmyzi varianty TRPA1 receptoru
(Kohno et al., 2010). Kromé& citlivosti na kafr se tyto riizné varianty TRPAI
receptoru lisi také v teplotni citlivosti. Na rozdil od chladem aktivované savci
varianty je hmyzi forma receptoru aktivovana teplem (> 34 °C). Nepochybné jsou
tedy determinanty TRP receptori urcujici kafrovou citlivost, ale i citlivost teplotni,
evolu¢né konzervované.

Vysledky predlozené dizertaéni prace prokazuji dilezitou ulohu vnéjsi porové
domény v fizeni vratkovani TRPV1 iontového kandlu kafrem. Ziskana data navic
podporuji soucasnou pifedstavu o tom, Ze porova helikdlni doména piedstavuje
univerzalni vratkovaci element TRPV1 kandlu i pro dalsi aktivacni modality, jako
jsou napéti, teplo a protony. Vysledky nasich experimenti naznacuji, ze kafr miize
navic pfimo interagovat s vratkovacim mechanizmem TRPV1 kanalu. V souhrnu,
vysledky této Casti dizertatni prdce mohou pfispét kblizSimu objasnéni
molekularnich mechanizmi, kterymi kafr moduluje teplotni citlivosti u lidi a mize
pomoci odhalit kritické determinanty pro nesporné pozitivni ucinky této piirodni

latky.
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5.2. Funk¢ni a strukturalni aloha S4-S5 oblasti u teplem
aktivovanych TRPV kanali

Na zakladé topologického uspofadani jsou TRP iontové kandly fazeny mezi
napétim aktivované iontové kanaly (Latorre et al., 2007), jejich citlivost ke zménam
membranového napéti je viak o ¥ad nizsi oproti K7, Ca*" a Na* kanalim; n&které
TRP kanaly jsou aktivovany aZ silné depolarizujicim napétim. Vaniloidni receptor
typu 1 miZze byt kromé& kapsaicinu (ECsp=0.5 uM), protoni (pH <6.8), tepla
(>43°C) ¢ 2-APB  (ECsp=197 uM) aktivovan depolarizujicim nap&tim
(> +60 mV). Kapsaicinem vyvolany proud TRPV1 kandlu je zvySen teplem nebo
roztokem o nizSim pH (Tominaga et al., 1998), zatimco teplo, protony a kapsaicin
zvySuji citlivost TRPV1 kandlu na depolariza¢ni napéti (Brauchi et al., 2004, Matta
and Ahern, 2007, Voets et al., 2004). Zmény membranového potencialu se tak
mohou v pfitomnosti jinych aktivatord ucinné uplatiovat v modulaci aktivacniho
prahu neuronti 1 za fyziologickych podminek.

Pti hledani napétového senzoru TRPV1 receptoru jsme se zabyvali otazkou,
do jaké miry by mohl byt mechanizmus transdukce napétového podnétu analogicky
se strukturné piibuznymi K kanaly, u kterych se predpoklada, ze napétovy senzor je
vytvafen kladné nabitymi rezidui uvnitf S1-S4 modulu. Pro K a Na" iontové kanély
bylo prokazéno, Ze konformacni zmény v oblasti napétového senzoru vyvolané
zménou membranového potencialu se uplatiuji prostiednictvim oblasti mezi ctvrtym
a patym transmembranovym segmentem (S4-S5 oblast), jez bezprosttedné predava
signal do pérové oblastt S6 domény, kterd tidi vratkovani iontového kanalu
(Bezanilla, 2008, Villalba-Galea et al., 2008).

V nasi studii jsme se zaméfili na intracelularni oblast S4-S5 helixt, ktera je
mezi vaniloidnimi zastupci TRP receptori bohatd na konzervované pozitivné nabité
aminokyseliny. Kladné nabitd rezidua v této oblasti byla vnedavné studii
identifikovana jako souc¢ast nap&tového senzoru u TRPMS receptoru (Voets et al.,
2007). S4-S5 oblast je vSak také hlavni soucasti vratkovaciho mechanizmu fady
homolognich napétim aktivovanych kanali a ziejmé také TRPMS8 kanalu (Catterall,
2010, Voets et al., 2007), coz znemoziiuje experimentaln¢ odd¢lit od sebe mista

dalezitd jako napétovy senzor od obecné dualezitych domén, jako je soucdst
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vratkovaciho systému a vazebné misto pro agonistu (Boukalova et al., 2010, Voets et

al., 2007).

Napét'ovy senzor TRPV1 receptoru

Napéti je vyznamnym modulatorem teplotné citlivych TRP kanall, ktery sam
o sob¢ vSak neni schopen maximalni aktivace téchto kanali (Matta et al., 2007).
Narozdil od relativné dobfe prozkoumaného mechanizmu napétové aktivace
u napétim fizenych K', Ca’" a Na" kanalt, u TRP kanald je o tomto mechanizmu
aktivace znamo jen velmi malo. Jako klasicky napétovy senzor K', Ca’" a Na
kanalii je povaZzovana oblast S1-S4 helixti kazdé ze ¢tyt homolognich podjednotek
resp. zde piitomné nabité aminokyselinové zbytky, které reaguji na zménu
membranového napéti svym pieorientovanim. Zmeéna ve strukturnim uspotradéani
aminokyselinovych zbytki je pfevedena S4-S5 klickou az k vratklim kanélu. V ramci
S1-S4 modulu jsou strukturné oddélena kyseld (S1-S3 helix) a bazicka rezidua
(S4 helix), pticemz v ramci S4 helixu jsou bazickd rezidua (R a K) mezi sebou
odd€élena dvéma hydrofobnimi rezidui (Bezanilla, 2008). Tento tzv. S4 typ
napétového senzoru u TRPV receptort neni pfitomen, nebot’ v S4 helixu je pfitomen
pouze jeden kladn¢ nabity aminokyselinovy zbytek R557. Jedinym zastupcem TRP
iontovych kandlti u kterého je napétovy senzor popsan je mentolovy receptor.
V ptipadé TRPMS8 receptoru zajistuji napétovou citlivost dva kladné nabité
aminokyselinové zbytky v S4-S5 oblasti, kterd je mezi TRP receptory bohata
na kladné nabitd rezidua. Mutace R842A a K856A v této oblasti pozménily nejen
napétovou, ale i teplotni a chemickou citlivost tohoto receptoru, coz potvrdilo
predpokladanou dualezitou roli S4-S5 oblasti ve vratkovani TRPMS kandlu (Voets et
al., 2007). Podobna funkce nékterych aminokyselin v této oblasti byla navrZena

iu TRPV iontovych kanali (Myers et al., 2008, Xiao et al., 2008a).

Role aminokyselinovych zbytka S4-S5 oblasti ve vratkovani TRPV1

Jednim ze zcela konzervovanych rezidui v oblasti mezi S4 a S5 helixy
vaniloidnich receptori je glycin. Mutace v této aminokyseliné se u TRPV3 receptoru
(G573S nebo G573C) vyskytuje pifirozené a je pfi¢inou ztraty srsti a dermatitid
u mysi a krys (Asakawa et al., 2006). TRPV3 kanal s touto mutaci je charakteristicky
spontanni aktivitou (Xiao et al., 2008b). Zaménou zminéného konzervovaného

glycinu za serin (G563S) u TRPV1 receptoru jsme ziskali obdobny konstitutivné
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aktivni fenotyp jako u TRPV3. Krom¢ bazalni aktivity byl G563S mutant typicky
velmi pomalou deaktivaci kanalu, kterou bylo mozné urychlit blokatorem otevieného
kanalu rutheniovou &erveni. Uloha konzervovaného glycinu by proto mohla spocivat
ve flexibilnim spojeni S4 a S5 helixd a pfimo souviset se zménami v rovnovaze mezi
otevienym a zavienym stavem kandlu. Tuto hypotézu podporuje také vysoka
konzervovanost tohoto rezidua napti¢ teplotné citlivou podskupinou vaniloidnich
kanalt. Nahrada glycinu za méné flexibilni aminokyselinu pravdépodobné vede
k poskozeni spravného otevirdni a zavirani u obou typti TRPV kanald, stabilizuje

jejich otevieny stav a vede k bazalni aktivité.

Ztrata 2-APB citlivosti TRPV1 receptoru specifickou mutaci

Vyznamnd funkce jediného rezidua K571E v chemické citlivosti TRPV1
receptoru nas vedla k ptfipravé a testovani odpovidajicich mutaci pro TRPV2 a
TRPV3 receptory (Hu et al., 2004, Chung et al., 2004). Po naméteni proudovych
odpovédi homolognich mutantt lidskych variant TRPV2 K527E a TRPV3 KS581E
kanalt, jsme vSak s piekvapenim zjistili, ze jejich citlivost k 2-APB byla na rozdil
od TRPV1 K571E zachovéna. Ackoli je tedy 2-APB spolecnym aktivatorem
uvedenych vaniloidnich receptorti, jeho vazebné misto, ¢i zpasob, jakym je
informace o jeho vazbé predana k vratkim téchto kanali bude pravdépodobné
spoc¢ivat v odlisSnych aminokyselinovych zbytcich. Tuto teorii podporuji i vysledky
studie, kterd u lidského TRPV3 receptoru identifikovala specificky histidin, jehoz
zaména za asparagin (H426N) také selektivné posSkodila citlivost na 2-APB (Hu et
al., 2009). Existence uvedenych rezidui, ktera specificky urcuji citlivost 2-APB jsou
v souladu s piedstavou, ze riizné strukturni ¢asti TRP receptorit jsou zodpovédné
za zprostfedkovani aktivace riznymi typy podnétl a tyto ¢asti mohou byt navzajem
funkéné nezavislé. Kromeé KS571E byly jesté dalsi dvé z testovanych mutaci TRPV1
receptoru (R557K a Q560H) charakteristické vyznamnym poklesem 2-APB citlivosti
(obr. 4.13.B, str. 82). Tato rezidua se také ucastni aktivace (R557, Q560) a
deaktivace (R557) kapsaicinem vyvolanych odpovédi (Boukalova et al., 2010),
mohla by byt proto souc¢ésti transdukéni drahy pro chemické podnéty.

Na zéklad¢ experimentilnich dat prfedlozené studie Ize konstatovat,
ze mechanizmy napét'ové, teplotni a chemické citlivosti TRPV1, TRPV2 a TRPV3
kanalt jsou v rdmci S4-S5 oblasti zprosttedkovany jinymi rezidui, a to 1 pfesto, ze je

tato Cast receptorit mezi teplotné citlivymi TRP kanély velice konzervovana. Nase
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studie navic prokazuje, ze transdukcni draha zprostiedkovavajici chemickou aktivaci
TRPV1 receptoru slouceninou 2-APB je odd€lend od drah ostatnich testovanych

podnéta.

5.3. Uloha C-terminalniho konce TRPA1 kanalu
ve Ca’" aktivaci

Jediny zastupce ankyrinové podrodiny TRPA1 kandl je na vapnik propustny
neselektivni  kationtovy kanal, ktery je hojné exprimovan v subpopulaci
nociceptivnich senzorickych neuronti (Bautista et al., 2005, Story et al., 2003).
Aktivace tohoto receptoru piimo vyvolava nocicepCni signalizaci, indukuje
vasodilataci a neurogenni zanét. TRPA1 je typicky polymodalni kanal, mezi jehoz
exogenni aktivatory patii celd fada iritanti vcetné isothiokynanatdi, cinamalu,
allicinu, akroleinu a formaldehydu. Tento kandl aktivuji také endogenni latky
uvolnované pii tkanovém poskozeni ¢i oxidativnim stresu (napf. prostaglandin Jy,
kyslikové radikaly a oxid dusnaty) (Chung et al., 2011). TRPA1 kandl se jako senzor
endogenniho tkanového poSkozeni a exogeniho plsobeni Skodlivych latek podili
na mnoha patologickych stavech, jako je chronickd bolest ¢i respiracni
a kardiovaskularni onemocnéni (Geppetti et al., 2010, Chung et al., 2011, Pozsgai et
al., 2010). Ankyrinovy receptor je diky své aktivaci pii teploté niz§i nez 17 °C rovnéz
fazen mezi chladem aktivované kandly (Story et al., 2003) ¢i mezi kanaly aktivované
depolarizaci (> +100 mV).
samotné vapenaté ionty (Doerner et al., 2007, Zurborg et al., 2007), které
v mikromolarnich  koncentracich  (ECsp=0.9-6 uM)  aktivuji  tento  kanal
z intraceluldrni strany (Doerner et al., 2007, Zurborg et al., 2007) a siln€ potencuji
chemické 1 napétim indukované odpovédi. Potenciace je vetSinou spojena
s kompletni a nevratnou inaktivaci kanalu, pfiCemz nastup potencované odpovédi
1 pribéh inaktivace je urychlen pii vySSich koncentracich vapniku (Wang et al.,
2008). Podstata této z fyziologického hlediska velmi dulezité Ca** regulace TRPAI
receptoru je vSak na molekuldrni Grovni plna kontroverzi. V publikaci (Sura et al.,
2012), ktera je soucasti ptiloh (kapitola 9), jsme se zaméfili na studium funkce

C-koncové konzervované oblasti receptoru, bohat¢é na kyseld rezidua
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(E'"”IISETEDDD'?). Podatilo se nam prokazat jeji ulohu pravé pii Ca*” modulaci

lidské varianty TRPA1 receptoru.

Distalni ¢ast C-konce receptoru se i¢astni Ca’* inaktivace TRPA1

Jako jediné dosud identifikované misto interakce vapenatych iontli s TRPAI
receptorem, které je zodpovédné za jeho aktivaci, bylo nalezeno na jeho
N-terminalnim konci, a to v ramci Ca*"-vézajiciho motivu EF-hand (Doerner et al.,
2007, Zurborg et al., 2007). Na zaklad¢ nejnové€jsi elektronové kryo-mikroskopické
struktury TRPA1 kanalu je pravdépodobnym mistem dostupnym pro Ca®" ionty
prochazejici pérem také karboxylovy konec receptoru, ktery v homotetramerickém
usporddani vytvari strukturu paralelni k plazmatické membran¢ a pomaha utvaret
vnitini vestibul kandlu (Cvetkov et al., 2011). Na mozny vyznam proximalniho
karboxylového konce ve vratkovani ankyrinového receptoru (,,S6-H1 modul®)
upozornily jiz diive publikované prace nasi laboratote (Benedikt et al., 2009, Samad
et al., 2011). V ramci mé disertacni prace se nam podafilo potvrdit také vyznam
distalni ¢asti C-konce, respektive roli poslednich 20 aminokyselin tvoticich H6 helix
jako nezbytné soulasti Ca*'-zavislého inaktivaéniho mechanizmu ankyrinového

receptoru.

Vyznam kyselych rezidui v mechanizmu Ca’* modulace TRPA1

U mutantu T1078D jsme podobné jako u E1077K pozorovali signifikantni
posun v proudové-napétové kiivce smérem k nizSim hodnotam depolariza¢niho
membranového potencialu. Toto zjisténi mize znamenat, Ze aktivita TRPA1 kanalu
mize byt fizena napétim prostiednictvim distadlni ¢asti karboxylového konce
anapétovym senzorem nebo S6-H1 modulem. Ve srovnani s draselnymi kanaly
oteviranymi depolarizaci je napétova zavislost TRPA1 velmi slaba (Karashima et al.,
2009). Predpoklada se, Ze napétovy senzor, ktery dosud u TRPAI1 nebyl
identifikovan, neni s nejvétsi pravdépodobnosti situovan v oblasti S4 helixu, nebot’
tento usek neobsahuje nabité aminokyseliny. Neddvna studie (Kremeyer et al., 2010)
upozornila na moznou ulohu oblasti S4-S5 v modulaci TRPA1 vapenatymi ionty.
U lidského TRPAI1 receptoru byl vtéto oblasti identifikovan asparagin N855,
pojehoz zaméné =za serin doSlo pii klidovém membranovém potencidlu
k pétinasobnému zvySeni proudové odpovédi na cinamal, mentol a endogenni

aldehyd 4-hydroxynonenal. Pfi odstranéni vapenatych iontli z extracelularniho
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prostiedi byla u divokého typu i u mutantu N855S posunuta napétova citlivost
piiblizné o +20 mV, coz odpovida senzitizujicimu vlivu Ca®". Toto chovani odpovida
alosterickému modelu aktivace TRPA1 kanidlu dvéma odliSnymi podnéty:
vapenatymi ionty a depolarizujicim napétim (Salazar et al., 2011). U N855S mutantu
byl viak navic v nepiitomnosti Ca’" pozorovan pokles kooperativity nap&tové
zavislé aktivace, coz autofi interpretovali jako mozny w¢inek Ca®” na regulaci
aktivity kanalu prostfednictvim S4 domény. Podle predikce membranové topologie
TRPA1 se vSak N855 nenachazi v S4 doméné, ale v oblasti mezi doménami S4 a S5,
je tedy mozné, ze mutace N855S destabilizuje zavienou konformaci kanalu
zodpovédnou za vice ucinki ve vratkovani kanalu (Smith-Maxwell et al., 1998) a je
konzistentni s navrZzenou funk¢ni ulohou S4-S5 oblasti ve vratkovani 1 jinych
teplotné citlivych kanala (Boukalova et al., 2010, Brauchi et al., 2007, Voets et al.,
2007).

Aminokyseliny D1080 , D1081 a D1082 se ui¢astni Ca’*-indukované
potenciace TRPA1

Abychom se pfesvédcili, ze identifikované fenotypy mutantnich receptort
nejsou vysledkem zmén miry exprese receptorii v plazmatické membrang,
porovnavali jsme odpovédi na soucasnou aplikaci dvojice aktivatord (cinamal
a depolarizujici napéti; depolarizaéni napéti a uréena extracelularni koncentrace
Ca®™), coz odhalilo znainé rozdily v kapacitd kiiZzové sensitizace a prokazalo
schopnost 1 méné potencovanych mutanti vyvolat plnou odpovéd’. Nekteti mutanti
navic vykazovali specificky pozménénou odpovéd na urity podnét -
napt. proudové-napétova zavislost T1078D byla kineticky odlisna od divokého typu
receptoru. Vyloucili jsme také, Ze potencialni fosforylacni oblast pro kaseinkinazu 2
ovliviiuje mnozstvi funkcnich receptorii v membranég. Pro nejvice ovlivnény D1080A
mutant jsme porovnavali povrchovou expresi s divokym typem receptoru, a to
prostfednictvim intenzitnich histogrami fluorescence. Nemizeme vSak vyloucit,
ze nékteré ze studovanych aminokyselin se netcastni akutnich zmén poctu TRPA1
kanalti v membrané po jejich chemické aktivaci (Schmidt et al., 2009). Ve zminéné
publikaci zroku 2009 byl popsan nartst po¢tu TRPAI1 receptorii na membrané
oleje (AITC). Jedna se zcela jisté o velmi komplexni a fyziologicky velmi dulezity

mechanizmus, ktery zatim vSak nebyl detailn¢ prozkouman.
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Vysoce afinitni misto pro vapenaté ionty

Vérohodnost ziskaného modelu, ktery je uveden ve vysledcich (obr. 4.17.,
str. 88), podporuje skuteCnost, ze jsme u elektrofyziologickych odpovédi
jednotlivych mutant E1073, E1077, D1080, D1081 a D1082 nepozorovali zménu
Ca®". S cilem podpofit vyznam identifikovanych aminokyselinovych zbytki uvniti
studované oblasti jsme provedli elektrofyziologicka méfeni mutantl, které mély
neutralizované dvojice naboju: E1077Q/E1079Q, E1079Q/D1081N
a D108ON/DI1082N. Ani jedna z téchto variant mutantd vSak neprodukovala
méfitelny proud, a to na zadné testované podnéty.

Tyto experimenty spolecné svySe uvedenymi vypovidaji o strukturni
dalezitosti zaporn¢ nabit¢ domény karboxylového konce lidského ankyrinového
receptoru. Predkladand disertacni prace tak ptispéla k identifikaci specifické oblast i
nezbytné pro spravnou modulaci TRPA1 kandlu tizenou Ca’" a napétim a rovnéz

jako pravdépodobné misto vazby Ca*" jontd.
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6. SOUHRN

6.1.

A)

B)

0

Mechanizmus ucinku kafru na TRPV1 kanal

Kafr aktivuje TRPV1 receptor koncentraéné zavislym zptisobem s hodnotou
ECsp~5mM na membranovém potencidlu +70 mV. Amplitudy kafrové
odpovédi dosahuji 23 £22 % a 71 £22 % na -70 a +70 mV odpovédi TRPV1
na 10 uM kapsaicin. Expozice 10 mM kafru po dobu 15s vyvolad akutni
nevratnou desenzitizaci TRPVI1 kandlu charakterizovanou casovou
konstantou 75)=3.7s+ 1.6 na -70 mV, kterda je nezavisla na velikosti

amplitudy.

Rychla kinetika aktivace, deaktivace kafrovych odpovédi TRPV1 a uplna
vratnost kafrem zprostfedkované potenciace kapsaicinovych odpovédi
podporuje hypotézu, ze kafr aktivuje TRPV1 kanal prostiednictvim piimé
interakce. Utinek kafru na TRPV1 kanal vyrazné vzroste synergistickym
pusobenim dalSich modalit, jako je teplo, kapsaicin ¢i depolariza¢ni napéti.
Membranové proudy zprostiedkované TRPV1 kanédlem vyvolané nizkym pH

(pH = 6.8) jsou kafrem potencovany jen mirn¢.

Kafrova citlivost TRPV1 kandlu je déna wvnéjSim poérovym helixem
situovanym mezi S5-S6 helixy, v€etné¢ T633 rezidua, ktery je nezbytny také
pro aktivaci kanalu protony. Na zikladé naSich vysledk se ptiklanime
k hypotéze, Zze poérovy helix tvoii pohyblivou bariéru resp. univerzalni
vratkovaci element, ktery pod vlivem riznych aktivatord vcetné kafru

reguluje vstup iontd do bunky.

Dokovaci experimenty ukazaly na dvé pravdépodobna mista interakce kafru
s receptorem: oblast pérového helixu mezi S5-S6 (L638, L648 a F639) a
oblast na rozhrani helixti S1-S2 (W427, K432, Y487, R491, F490 a F496).
Prvni predikované misto - vn&j$i por iontového kandlu - je v souladu
s funkénim testovanim této oblasti a predstavuje tak pravdépodobné misto

interakce kafru s TRPV1 receptorem.
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D)

Fluorescencni pokusy ukazaly, ze kafr na intracelularni stran¢ plazmatickeé
membrany vyvolava zménu v distribuci PIP,. Tato zména je opacna (zvySeni
dostupnosti) ve srovnani s efektem typického agonisty TRPV1 kandlu
kapsaicinem (Stépeni PIP;). Kafr indukuje koncentratné zavisly, rychly,
vratny a opakovatelny narast FRET signdlu nezavisle na piitomnosti

receptort a aktivité PLC.

6.2. Funk¢ni a strukturalni tloha S4-S5 oblasti u teplem
aktivovanych TRPV kanali

A)

B)

Zaménou nekterych nabitych aminokyselin (R557, E570, D576 a R579)
vramci S4-S5 oblasti doSlo k poskozeni napétové, chemické a teplotni
citlivosti TRPV1 kandlu. Arginin 557 a aspartat 576 byly navrzeny jako

soucast napét'ového senzoru TRPV1 kanalu.

Mezi dvojicemi aminokyselin R557-E570 a D576-R579 existuje funkcni
interakce, ktera pravdépodobné neni zprostiedkovana piimo elektrostatickou
interakct jejich nabojt.

Zaménou lysinu v poloze 571 za glutamat (K571E) doslo ke ztraté citlivosti

TRPV1 receptoru k molekule 2-APB.

MS58IT, G563S, R557A a R557K mutace zpisobily poSkozeni deaktivace
TRPV1 kanélu, coz vypovida o roli téchto aminokyselin, resp. S4-S5 oblasti,

v regulaci vratkovani.

U mutantt TRPV2 (K529A) a TRPV3 (K581A) receptori s homologni
zaménou rezidua K571E u TRPV1 nebyla pozorovana zména citlivosti viici
2-APB. Ani zamény homologni k mutacim, které u TRPV1 vyvolaly zménu
v teplotni citlivosti, nezménily vyznamnym zpusobem fenotyp TRPV2

a TRPV3 receptort.
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6.3. Uloha C-terminalniho konce TRPA1 kanalu
ve Ca’" aktivaci

A)

B)

0

TRPA1 konstrukt se zkracenym C-koncem o 20 aminokyselin (A20) byl
charakteristicky pomalej§i inaktivaci zavisejici na extracelularnim Ca®".
Druhy konstrukt zkraceny o dalSich Sest aminokyselin (A26) jiz nevedl
k funkéni expresi kanali a nebyly pozorovany proudové odpovédi ani
najeden ztestovanych podnétii (depolariza¢ni napéti, 100 uM cinamal a

roztok obsahujici 2 mM Ca®").

Funkénim testovanim TRPA1 konstruktli s mutacemi v oblasti distalniho
C-konce (E'”IISETEDDD'®™) se ukazalo, Ze pritomnost &tyé zapornd
nabitych rezidui E1077, D1080, D1081 a D1082 je nezbytnd pro spravny
Casovy prub¢h a miru potenciace vyvolané vapnikem a napétim stejné jako
inaktivace odpovédi vyvolanych cinamalem.

Dva aminokyselinové zbytky aspartatu D1080 a D1082 byly na zakladé
homologniho modelu a pocitatové simulace vazby vapniku do oblasti

kyselych aminokyselin karboxylového konce navrzeny jako mista interakce

TRPA1 receptoru s ionty vapniku.
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7. ZAVER

Polymodélni TRPV1 a TRPA1 iontové kanaly jsou klicovymi molekulami,
které na primarnich senzorickych neuronech zajistuji detekci podnétl, jez vyvolavaji
u ¢loveéka bolest a uplatiiuji se v mechanizmech chemické, tepelné a mechanické
nocicepce za fyziologickych 1 patofyziologickych podminek. Pii studiu téchto
receptort jsme ziskali nové poznatky, které mohou ptispét k hlub§imu porozuméni
mechanizmii chronickych bolestivych stavli a mohou pomoci pii cileném hledani

ucinnych latek pro jejich 1écbu.

7.1. Mechanizmus u¢inku kafru na TRPV1 kanal

Potvrdili jsme vychozi hypotézu, Ze kafr je ¢astecnym agonistou TRPV1I
receptoru, jehoz mechanizmus plsobeni je nezavisly na vazebném misté pro
vaniloidy. Kafrovda modulace TRPV1 receptoru je zprostiedkovana rychlou
konformacéni zménou extracelularniho porového helixu, kterd ovlivituje rovnovahu
aktivace iontového kanalu mezi otevienym a zavienym stavem. Porovy helix
pfedstavuje pravdépodobné i misto interakce kafru s receptorem. Dal$im moznym
mistem interakce byla navrzena oblast mezi transmembranovymi doménami S1 a S2.
Na modulaci kafrovych odpovédi TRPVI1 receptoru se mize také podilet zvySena
dostupnost PIP,, ktera byla v ptitomnosti kafru experimentalné pozorovana.

Zavérem lze fici, Ze se nam podafilo navrhnout molekuldrni mechanizmus
aktivace TRPV1 kanalu latkou s analgetickym uclinkem, kterou ptedstavuje kafr.
Ziskané poznatky o strukturni modulaci TRPV1 kanalu mohou piispét k poznani

mechanizmu, jakym kafr moduluje teplotni citlivost in vivo.
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7.2. Funk¢ni a strukturalni aloha S4-S5 oblasti u teplem
aktivovanych TRPV kanali

Funk¢nim testovanim nabitych aminokyselin v intraceluldrni oblasti S4-S5
helixti byly identifikovany Ctyfi nabité aminokyseliny (R557, E570, D576 a R579),
které¢ se ucastni napétové, chemické a teplotni aktivace TRPV1 kandlu. Navzdory
vysoké konzervovanosti S4-S5 oblasti mezi TRPV1, TRPV2 a TRPV3 receptory
neni vyznam jejich homolognich aminokyselin pro funkci téchto kanalti shodny.
Neocekavanym zjiSténi bylo, Ze chemicka citlivost TRPV1 kanalu k 2-APB je dana

jedinym aminokyselinovym zbytkem v této oblasti, a to lysinem 571.

7.3. Uloha C-terminalniho konce TRPA1 kanalu
ve Ca’" aktivaci

Podaftilo se nam potvrdit vychozi hypotézu, Ze tGsek kyselych aminokyselin
v distalni ¢asti karboxylového konce TRPAT1 receptoru se ucastni jeho vapnikové
modulace a pfedstavuje mozné misto interakce receptoru s vapenatymi ionty. Zjistili
jsme, ze oblast poslednich 20 aminokyselin karboxylového konce TRPAI je
nezbytna pro komplexni prib¢h inaktivace cinamalem vyvolanych proudovych

odpovédi zavislé na vapenatych iontech.
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