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Abstrakt

TRPV3 receptor je teplotné citlivy iontovy kanal patiici do rodiny TRP (transient
receptor potential) vaniloidnich receptord. Tento kandl je exprimovan v keratinocytech ktize,
kde se spolecné s receptorem pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) podili na ristu a
morfogenezi chlupi, tvorbé kozni bariéry, detekci teplotnich zmén, vzniku bolesti a pruritu.
TRPV3 je aktivovan fadou rostlinnych produktd, jako je karvakrol z oregana, tymol
Z tymianu nebo eugenol z hiebicku. Jeho unikatni vlastnosti je senzitizace, postupné
zvySovani proudové odpovedi pii opakované aplikaci agonisty, molekularni podstata tohoto
déje vSak neni dosud objasnéna. Jednou ze zvazovanych moZnosti je pfima fosforylace
TRPV3 proteinu prostiednictvim signalni drahy zahrnujici EGFR a mitogenem aktivovanou
protein kinazu MAPK1/MAPK3 (také zvanou ERK2/ERK1). V ptedlozené diplomové praci
jsme pomoci elektrofyziologické techniky patch-clamp zjistovali, zda senzitizace TRPV3
receptoru exprimovaného v bunééné linii lidskych imortalizovanych keratinocytli mize byt
ovlivnéna mutacemi na predikovanych konsensudlnich mistech pro fosforylaci
MAPKI1/MAPK3. Z osmi testovanych mutantd, ve kterych byl zaménén treonin nebo serin za
kyselinu asparagovou mimikujici fosforylaci, jsme urcili 6 mist, jejichz mutace ovlivnila
alespoil jeden z testovanych funkénich parametri aktivace TRPV3. Jedna z téchto mutaci,
T264D, vedla ke zvySeni amplitudy membranovych proudii pii prvni aplikaci agonisty a
receptor jiz déale nesenzitizoval. Nase vysledky tedy naznacuji, Ze treonin na pozici T264
muze predstavovat potencialni misto fosforylace souvisejici se signalni drahou aktivovanou

EGFR.



Abstract

Transient receptor potential vanilloid 3 receptor channel (TRPV3) is a thermosensitive ion
channel expressed in skin keratinocytes. There, in a molecular complex with the epidermal
growth factor receptor (EGFR) contributes to proliferation and terminal differentiation of
keratinocytes, temperature detection, pain and pruritus. TRPV3 is activated by a number of
exogenous compounds, such as carvacrol from oregano, thymol from thyme and eugenol from
clove. Its unique feature is sensitization, TRPV3 channel activity successively increases upon
repeated stimulation. The molecular basis of this process is not yet understood. One of the
considered possibility is a direct phosphorylation of TRPV3 protein through signaling
pathways involving EGFR and mitogen-activated protein kinase MAPK1 / MAPK3 (also
called ERK2 / ERK1). In this thesis we investigated whether sensitization of TRPV3 which is
expressed in a human cell line immortalized keratinocytes could be influenced by mutations
on the predicted consensual phosphorylation sites for MAPK1 / MAPK3. We used
electrophysiological patch-clamp technique and tested eight mutants, in which was threonine
or serine replaced with aspartic acid mimicking phosphorylation. We identified six residues
where the mutations influenced at least one of the functional parameters of TRPV3 activation.
One of these mutations, T264D, led to an increase in the amplitude of membrane currents for
the first application of agonist and receptor did not sensitizate further. Our results indicate that
the threonine at position T264 is a potential phosphorylation site related to the signaling
pathway activated by EGFR.
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1 Seznam zkratek

ARD
2-APB
ATP
C-konec
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PCR
PKC
PLCy

Q1o

ankyrinovd doména

2-aminoetoxydifenylborat

adenosintrifosfat

karboxylovy konec proteinu

kalmodulin

komplementarni DNA syntetizovana z templatu mRNA
dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

extracelularni roztok

epidermalni rustovy faktor

receptor pro epidermalni rstovy faktor
ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova kyselina
,extracellular-signal regulated kinase*

zeleny fluorescencni protein

guanosintrifosfat

linie imortalizovanych lidskych keratinocyti
4-(2-hydroxyethyl)-1 piperazin ethansulfonova kyselina
intracelularni roztok

inositol-1,4,5-trifosfat

knockout

,mitogen-activated protein kinase*

,,mitogen-activated protein kinase kinase*

aminovy konec proteinu

hydrofobni klicka

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza

fosfatovy pufr; ,,phosphate buffered saline*
polymerdzova fetézova reakce

protein kinaza C

fosfolipaza C

teplotni koeficient



Raf
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™
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2 Uvod

Nékteré iontové kandly a receptory, které jsou exprimovany na primarnich aferentnich
senzorickych neuronech a v kazi, umoznuji zivym organismim detekovat vnéjs$i podnéty a
prevést je na elektrickou signalizaci oznamujici bezprostfedni ohrozeni. Studium struktury
téchto unikatnich proteini a urceni jejich vylu¢né ulohy v transdukci a pienosu senzorické
informace bylo umoznéno teprve v nedavné dobé, kdy byl technikami molekularni biologie a
elektrofyziologie objeven prvni receptor vytvarejici komplex iontového kanélu na perifernich
zakoncenich primarnich nociceptort. Byl jim iontovy kandl z pozd¢ji identifikované rozsahlé
skupiny tzv. "transient receptor potential" (TRP) receptorti, vaniloidni receptor podtypu 1,
TRPV1. Pozdé¢jsi studie prokazaly, ze tento iontovy kanal je zodpovédny za vnimani bolesti,
kterd je vyvolana zanétem, vysokymi teplotami nebo poskozenim tkané. Ptestoze iontové
kandly vaniloidni TRP podskupiny sdili podobné zikladni strukturalni charakteristiky a k
jejich poznani napomahé do zna¢né miry analogie s TRPV1, existuji vyrazné rozdily nejen v
aktivacnich a modula¢nich mechanizmech, ale 1 v distribuci a s tim souvisejicich
fyziologickych funkcich. TRPV3 je na rozdil od TRPV1 hojné exprimovan v kizi, kde se
podili na zédkladnich funkcich, jeZ udrzuji jeji homeostazu, tj. reguluje proliferaci, diferenciaci
a apoptozu epidermalnich keratinocyti. V komplexu s receptorem pro epidermalni ristovy
faktor (EGFR) a pro transformujici ristovy faktor-o se TRPV3 podili na tvorbé epidermalni
pusobenim skodlivych vlivli zevniho prostiedi. Jakou ulohu v tomto signalnim komplexu ma
TRPV3 a do jaké miry mlZe byt jeho aktivita ovlivilovana plisobenim téchto signalnich drah?
Tato otazka je predmétem piedloZzené diplomové prace, ve které jsme se zaméfili na zjisténi
mozné ulohy fosforylace TRPV3 serin/threonin kindzami, jez jsou soucdsti mitogenem

aktivované protein kinazové signaliza¢ni drahy (MAPK), kterou spousti EGFR.
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3 Literarni pi‘ehled

3.1 Rodina TRP receptoru

Rodina TRP receptort je piedstavovana pocetnou skupinou iontovych kanald, které se
ucastni mnohych bunéénych procest a podileji se na nejriiznéjSich fyziologickych funkcich
vSech Zivych organiSmu. Lze je lokalizovat na membranach bunék témétr ve vSech typech
tkani. Prvni ¢len této skupiny byl objeven pfii elektrofyziologickych pokusech na
fotoreceptorech u octomilky. U mutantniho kmenu octomilky byla pozorovana poskozena
transdukce svétla zapfiCinénd mutaci v genu kddujicim iontovy kanal zodpovédny za
depolarizaci fotoreceptoru (Cosens and Manning, 1969, Montell et al., 1985, Montell and
Rubin, 1989, Minke, 2010). Nasledné pak byla objevena cela fada receptord, které byly
kédovany podobnou sekvenci DNA jako TRP iontovy kanal u octomilky. Doposud bylo
identifikovano 28 ¢lenti sav¢i rodiny TRP receptort, kterd se podle homologie dale déli do 6
podskupin: TRP ankyrinova (TRPA), TRP kanonickd (TRPC), TRP melastatinovd (TRPM),
TRP mukolipinova (TRPML), TRP polycystinova (TRPP) a TRP vaniloidni (TRPV). TRP
receptory jsou tetrametry, pfiCemz kazda podjednotka se sklada z Sesti transmembranovych
domén (TM1-6), krat§i hydrofobni kli€ky (tzv. P-loop) mezi TMS a TM6 a intracelularné
ulozeného C- a N-konce. Pér pro prichod ionth je vytvofen centrdlné orientovanymi
doménami TMS5-P-TM6.

TRP receptory jsou dulezitymi zprostfedkovateli senzorickych signalii. Nekteré
z téchto receptori jsou schopné detekovat potencidlné Skodlivé podnéty a pifevést je na
elektricky signal, ktery je pomoci senzorickych neuronii veden do vyssich mozkovych center.
Tyto neurony, které obsahuji receptory detekujici potencidlne sSkodlivé podnéty, at’ uz
Vv podobé tepelné, chemické nebo mechanické, se nazyvaji nociceptory. Vlastnosti této
specifické skupiny neuronti jsou intenzivné studovany v souvislosti s mechanizmy bolesti.
Rada sou¢asnych farmakologickych studii je zaméfena na vyzkum funkénich vlastnosti TRP
iontovych kandlii, které jsou exprimované v nociceptivnich neuronech a na vyhledavéani
ucinnych inhibitord, jez by mohly mit potencialné analgetické ucinky (Kaneko and Szallasi,
2014).
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3.2 TRPV receptory

Vaniloidni skupina TRPV =zahrnuje Sest receptorii pojmenovanych po prvnim
objeveném savCim clenovi, a to sice po TRPVI1 receptoru, ktery je aktivovany latkami
obsahujicimi vaniloidni skupinu (Caterina et al., 1997). Mezi vaniloidni ¢leny se fadi Ctyfi
teplotné¢ aktivované¢ iontové kandly: TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, které jsou
neselektivné propustné pro monovalentni i dvojmocné kationty. Tyto kandly propoustéji
vapenaté ionty s relativni propustnosti Pca/Pna ~ 2-13. Naproti tomu TRPVS a TRPV6 kanaly
jsou vysoce selektivni pro Ca?* (Pca/Pna > 100). Funkce viech Sesti TRPV receptorii je
vyznamné regulovana intracelularni koncentraci Ca?".

TRPV1: Specifickymi agonisty vaniloidniho receptoru podtypu 1, TRPV1, je
kapsaicin, jenZ je zodpovédny za palivou chut’ chilli papricek, a reziniferatoxin, ultrapotentni
analog kapsaicinu produkovany prysci (Caterina et al., 1997). Dalsi latkou, ktera vyvolava
pal¢ivy viem u Cloveéka, je alicin, derivat Cesneku, ktery aktivuje nejen TRPVI, ale také
TRPA1 (Macpherson et al., 2005). Do rozsahlého souboru agonistit TRPV1 receptoru se dale
fadi nizké extracelularni pH, nefyziologické teploty vy$§i neZ 43 °C, membranova
depolarizace a fada endogennich latek (anandamid, N-arachidonoyl-dopamin) (Caterina et al.,
1997, Tominaga et al., 1998, Zygmunt et al., 1999, Huang et al., 2002). TRPV1 iontovy kanal
je exprimovan v slabé myelinizovanych (Ad) a nemyelizinovanych (C) nociceptivnich
vlaknech neuronti, které jsou zodpovédné za ptenos bolestivych signalu (Caterina et al.,
2000). Funkce TRPV1 receptoru mize byt regulovana riznymi intracelularnimi molekulami,
mezi které patfi naptiklad ATP a kalmodulin, jeZ kompetuji o stejné interakéni misto na
aminovém konci a pusobi navzajem protichudné v senzitizaci a desenzitizaci TRPV1
iontového kanalu (Lishko et al., 2007). Na senzitizaci TRPV1 se podili i n¢které zanétlivé
mediatory jako bradykinin nebo prostaglandiny, které prostfednictvim dalSich signalnich
molekul snizuji aktivaéni prah TRPV1 iontového kandlu. Tento jev tzce souvisi s tepelnou
hyperalgezii, na které se tento receptor vyznamné podili. Bylo dokazano, ze pfti aplikaci
zanétlivych mediatorti dochazi ke sniZeni aktiva¢niho prahu a TRPV1 muze byt aktivovan jiz
pfi nizsich okolnich (fyziologickych) teplotach (Sugiura et al., 2002, Moriyama et al., 2005,
Touska et al., 2011). Prokazatelna t¢ast TRPV1 kanalu v mechanizmech vzniku bolestivych a
zanétlivych stavll vyvolala zéjem o studium TRP receptori u mnoha farmaceutickych firem,
které cilen¢ vyhledavaji a testuji rizné latky, jez by mohly pusobit jako analgetika (Kort and
Kym, 2012).
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TRPV2: Dalsim teplotn¢ aktivovanym iontovym kandlem patiicim k vaniloidni
skuping, jenz je exprimovan na stfedné velkych senzorickych neuronech, je TRPV2 receptor.
Mezi takzvanymi thermo-TRP receptory drzi prvenstvi v hodnoté¢ prahové teploty, pti které je
aktivovan (~52 °C) (Caterina et al., 1999). Ukazalo se vSak, ze na rozdil od ptibuzného
TRPV1 receptoru se TRPV2 nepodili na vnimani bolestivé teploty a zanétlivé hyperalgezie.
Tato skutecnost byla prokazéana pii pokusech s TRPV2 KO experimentalnimi mySmi, které se
nijak neliSily od kontrolnich mysi v teplotni citlivosti ani v piipad¢ uméle navozeného zanétu
(Park et al., 2011). Krom¢ teploty je TRPV2 receptor aktivovan nékterymi chemickymi
latkami, jen malo z nich lze vSak povazovat za specifického agonistu. Pfikladem takové latky
je probenicid, ktery ma mimo jiné urikosuricky Gcinek a pouziva se pti 1é¢b¢é dny (Hediger et
al., 2005, Bang et al., 2007). Dalsi latkou, jez je spoleénym agonistou téi vaniloidnich
receptort TRPV1-TRPV3, je 2-aminoetoxydifenylborat (2-APB) (Hu et al., 2004).
Zajimavosti vSak je, ze exprimovany lidsky, mysi a potkani TRPV2 receptor v HEK293
bunkach vykazuje rozdilné vlastnosti pii aktivaci 2-APB a zvySenou teplotou. U mysiho a
potkaniho podtypu TRPV2 receptoru byla zaznamenana vysoka aktivita pfi aplikaci 2-APB
nebo teploty pfesahujici 53 °C, naproti tomu lidsky typ TRPV2 receptoru se témito dvéma
podnéty nepodatilo aktivovat (Neeper et al., 2007).

TRPV3: Tento iontovy kanal patifi k zatim nejméné prozkoumanym c¢leniim
vaniloidni podskupiny TRP receptorti. PestoZe sdili zna¢nou homologii v primarni sekvenci a
podobné strukturni charakteristiky s ostatnimi TRPV receptory, expresi i fadou funkei se od
nich odliSuje. Predlozend diplomova prace se zabyva studiem vlastnosti tohoto iontového
kanalu, a proto je popisu TRPV3 vénovana zvlastni kapitola (viz niZe).

TRPV4: Ctvrty zastupce vaniloidnich receptorii je TRPV4. Tento neselektivni
kationtovy kandl je dalSim dilezitym detektorem fyzikalnich i chemickych stimuld a je
podstatny pro mnoho fyziologickych funkci. Jeho aktivitu lze zaznamenat jiz pfi
fyziologickych teplotach (27-34 °C) (Guler et al., 2002, Watanabe et al., 2002). Vyzkum na
mysich s vyfazenym genem pro TRPV4 receptor, které byly vystaveny bolestivym i
nebolestivym teplotdm, prokazal, Ze TRPV4 je dulezity pro citlivost k tepelnym podnétim
(Todaka et al., 2004, Lee et al., 2005). Jina studie s TRPV4 KO zvifaty ukazala, ze se tento
receptor podili na transdukci osmotického tlaku a pfispiva v rozvoji osmotické hyperalgezie.
Vyznamné rozdily mezi KO a wild-type zvifaty byly pozorovany pii aplikaci slabého
hypertonického roztoku chloridu sodného (Alessandri-Haber et al., 2005). Dalsi tloha tohoto

receptoru se ziejmé uplatiluje pfi vzniku mechanické hyperalgezie. U zvifat s vyfazenym
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funkénim genem pro TRPV4 receptor, kterym byl uméle vyvolan zanét, byl zaznamenan
snizeny pocet odtahnuti tlapky pii mechanické stimulaci ve srovnani s kontrolnimi zvitaty
(Alessandri-Haber et al., 2006). O fyziologickém vyznamu TRPV4 receptoru nasvédcuje i
jeho Siroka distribuce: v hmatovych téliscich kiize, keratinocytech, v placenté, slezing,
ledvinach, endotelu, plicich, urotelu, varlatech, v tukové tkéni, ale také v mozku, neuronech
ganglii zadnich miSnich kofend, ve vnitinich i vnéjsich vlaskovych bunikach Cortiho organu
(Liedtke et al., 2000, Strotmann et al., 2000, Wissenbach et al., 2000, Delany et al., 2001,
Peier et al., 2002, Chung et al., 2003).

TRPVS5 a TRPVG6: Receptory TRPVS a TRPV6 jsou unikdtnimi ¢leny celé TRP
rodiny receptord. Jsou totiz jako jedini z této velké rodiny iontovych kanald vysoce selektivni
pro Ca?* (Vennekens et al., 2000). Tato vlastnost je velice dileZita, protoze mnoho
fyziologickych funkci je podfizeno vapenatym iontim, které musi byt udrzovany
V rovnovaze, coz je velmi pfisn¢ regulovano. TRPVS a TRPV6 jsou specializované epitelidlni
iontové kanaly, jez zprostiedkovavaji (re)absorbci Ca®* ve stievé a ledvinach (Hoenderop et

al., 2003, Nijenhuis et al., 2005).

3.3 TRPV3 receptor

TRPV3 je neselektivni kationtovy kanal (Pca/Pna = 13), aktivovany teplem jiz pfi
fyziologickych hodnotach (> 33 °C) (Peier et al., 2002, Smith et al., 2002). Pokusy na mysich
s vyrazenym TRPV3 genem prokazaly vyznam tohoto receptoru pii vnimani bolestivych i
nebolestivych teplot, coZ naznacuje, Ze se TRPV3 tucastni tepelné citlivosti a nocicepce
(Mogrich et al., 2005). Kromé teploty je TRPV3 receptor aktivovan piirodnimi latkami, jako
jsou karvakrol, eugenol nebo tymol, které spolecné patii do skupiny monoterpenti (Mogrich et
al., 2005, Xu et al., 2006). Z endogennich latek byl doposud identifikovan zatim jediny a
zfejmée specificky aktivator farnesyl pyrofosfat (Bang et al., 2010). TRPV3 receptor ma dvé
pozoruhodné vlastnosti, kterymi se odliSuje od ostatnich TRPV receptori: (1) Pti opakované
stimulaci je TRPV3 postupné senzitizovan, a to zavisle na vlastni aktivité (Peier et al., 2002,
Xu et al., 2002, Chung et al., 2004). (2) TRPV3 receptor je hojné exprimovan
Vv keratinocytech kiize v blizkosti nervovych zakonceni, které jsou nezbytné pro odpovéd’ na
fyzické a chemické podnéty (Peier et al., 2002, Smith et al., 2002, Xu et al., 2002). Aktivaci
takto umisténych TRPV3 receptorit dochdzi k uvolnéni mnozstvi substanci, jez spousti dalsi
drahy ovliviiujici nejen nervova zakonceni, ale i tvorbu kozni bariéry nebo rast vlasu (Cheng

et al., 2010). Vzhledem ke specifické lokalizaci (epidermis) zajistuje TRPV3 dulezitou tlohu
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v riznych fyziologickych 1 patofyziologickych funkcich ktize, jako jsou riist a morfogeneze

chlupti, kozni zanét, bolest a pruritus.

3.4 Struktura TRPV3

Vysledkem kompletniho ¢teciho ramce lidského a mysiho TRPV3 receptoru je 2373
part bazi, které jsou piepsany na polypeptid se 791 aminokyselinami (Peier et al., 2002).
Primarni sekvence tohoto lidského proteinu je z 38% totozna s TRPV1 a TRPV4 receptorem
(Xu et al.,, 2002). Mysi TRPV3 protein sdili s TRPV1 a TRPV4 dokonce 43% svych
aminokyselin (Peier et al., 2002). Stejné jako ostatni TRP kanaly i TRPV3 kanal funguje jako
homotetramerni komplex. Funkéni iontové kanaly miize vytvaret TRPV3 i heteromerizaci s
TRPV1. Kazda podjednotka TRPV3 zahrnuje Sest transmembranovych domén, pfi¢emz pata a
Sestd transmembranova doména spolu s hydrofobni klickou vytvareji por iontového kanalu.
Velka c¢ast receptoru je uloZzena mimo membrdnu na cytoplazmatické strané v podobé

aminového a karboxylového konce (obrazek 3.1).

O 2-APB
® Ca”

® CaM, ATP
oy
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Obrazek 3.1 Topologické usporadani podjednotky lidského TRPV3 receptoru. ARD,
ankyrinova doména obsahujici 6 ankyrinovych repetic, P, pérovy helix, vyznacena jsou rezidua,
ktera jsou klicova pro aktivaci nebo modulaci TRPV3 vapenatymi ionty, 2-APB, kalmodulinem a
ATP. "Zesilujici" (tzv. gain-of-function) mutace G573S, G573C a W692G byly popsany jako
pii¢ina vrozené poruchy vyvoje ektodermalnich a mezodermalnich struktur u cloveka
(Olmstedtuv syndrom).

Vzhledem k vyznamné homologii primarni aminokyselinové sekvence je
podjednotkové usporadani TRPV3 s nejvétsi pravdépodobnosti velmi podobné terciarni
struktufe TRPV1 (Cao et al., 2013, Liao et al., 2013). Pfedstavu o konformacnich zménach
béhem aktivace TRPV3 lze ziskat na zaklad¢ tfi struktur TRPVI1 kanalu ziskanych
kryoelektronovou mikroskopii, z nichz jedna je v uzavieném stavu a dvé v oteviené
konformaci s navazanym agonistou (kapsaicinem a reziniferatoxinem) a toxinem, ktery
stabilizuje por kanalu (obrazek 3.2). Nejlépe strukturdlné popsanou casti TRPV3 je
ankyrinovd doména na aminovém konci receptoru, jejiz krystalova struktura byla publikovana

nedavno v rozliseni 1.95 A (Shi et al., 2013).
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Obrazek 3.2 Trojrozmérna rekonstrukce struktury TRPV1 iontového kanalu ziskana
jednocasticovou kryoelektronovou mikroskopii. Hustotni mapa je filtrovana na rozliseni 3.4
A°. Podjednotky jsou vyzna¢eny odlinymi barvami. Ctyii riizné pohledy na srukturu: nahote,
bo¢ni pohled, dole vlevo, pohled shora, dole vpravo, pohled zdola. Sipka oznaduje
cytoplazmatickou ¢ast (Cao et al., 2013, Liao et al., 2013).

3.5 Teplotni aktivace TRPV3

Detekce teploty je dilezitym senzorickym mechanizmem, ktery je nezbytny pro
preziti zivych organismt, at’ uz se jedna o udrzovani vnitini teploty téla, nebo o ochranu pred
potencialnim posSkozenim tkén¢ nefyziologickou teplotou. Identifikace teplocitlivych TRP
iontovych kanali napomohla porozumét nékterym molekuldrnim a bunéénym mechanizmiim,
pomoci kterych jsme schopni okolni teplotu vnimat (Dhaka et al., 2006). K ¢lenim této TRP
rodiny receptor patii iontové kanadly TRPV1 a TRPV2, které jsou aktivované vysokymi,
nefyziologickymi teplotami (>43°C a 55°C), TRPMS8 a TRPAI, které naopak detekuji nizké
teploty blizici se prahu pro vznik bolesti u ¢loveka (~15°C) a TRPV3 a TRPV4, jez jsou
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aktivované pii fyziologickych teplotach (Caterina et al., 1997, Caterina et al., 1999, Davis and
Pope, 2002, McKemy et al., 2002, Peier et al., 2002, Smith et al., 2002, Watanabe et al., 2002,
Story et al., 2003, Dhaka et al., 2006).

Aktivacni prah TRPV3 receptoru se pohybuje v rozmezi 33-39°C, jeho zatazeni mezi
teplotni senzory je vSak stdle nejisté. Dvé publikované studie, ve kterych byla testovana
teplotni citlivost mysi, kterym byl vyfazen funk¢ni gen pro TRPV3, piedkladaji protichtidné
vysledky. Vyzkum v roce 2005 prokazal ucast TRPV3 receptoru ve vnimani bolestivych i
nebolestivych tepelnych podnéti. Pti behavioralnich testech se ukédzalo, ze TRPV3 KO mysi,
ve srovnani s divokym typem, stravily vétSinu Casu na mist€¢ mimo fyziologické teploty.
Porucha vnimani bolestivého tepla pak byla zaznamenana u KO zvifat pii pokusech s teplotou
poskozujici organismus (Mogrich et al., 2005). Naproti tomu studie z roku 2011 neprokazala
vyznamnou ulohu TRPV3 receptoru jako teplotniho ¢idla u mysi (Huang et al., 2011).
Dokonce ani pii soucasném vyfazeni genti pro dva receptory, TRPV3 a TRPV4, nebyla
zaznamenana odchylka v teplotni citlivosti pfi porovnani s WT. Defekt ve vnimani teploty

mohl byt zplisoben rozdilnym genetickym pozadim mysi obou studii.

3.6  Signalni drahy uplatiujici se v regulaci a aktivaci TRPV3

Genetické studie potvrdily, Zze mutace G573S a G573C ve spojovaci oblasti mezi 4. a
5. transmembranovou doménou TRPV3 receptoru jsou pfiCinou alopecie a spontdnni
dermatitidy u mysi. Vyfazeni genu pro TRPV3 u experimentalnich zvifat vede k porucham
morfogeneze chlupi a vousu (Xiao et al., 2008). Pozdgjsi studie potvrdily, ze TRPV3 v
epidermalnich keratinocytech vytvaii signalni komplex s receptorem pro epidermalni ristovy
faktor (EGFR), ktery je nezbytny pro regulaci bunééného cyklu, proliferace, diferenciace a
obnovu kozni bariéry. EGFR je transmembranovym receptorem, jenZ je v keratinocytech
aktivovan ristovymi faktory EGF a mitogennim polypeptidem TGF-a (transforming growth
factor-a)). Defekt v TGF-a/EGFR signalizaci vede k abnormalni vlasové morfogenezi, jenz se
ve fenotypu projevi abnormalné vinitymi vlasy a kudrnatymi vousy, podobné¢ jako je tomu pii
vyfazeni funkéniho genu pro TRPV3 (Schneider et al., 2008). Naproti tomu vysledkem
nadmérné aktivity TGF-o/EGFR je alopecie a rakovina kuze (Ferby et al., 2006, Schneider et
al., 2008).

EGFR je sptazen s intracelularnimi drahami a efektory, zahrnujicimi fosfolipazu Cy

(PLCy), PI-3 kinazu, protein kindzu C a MAP kinazovou signaliza¢ni kaskadu (obrazek 3.4).
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Bunééné mechanizmy regulace aktivity TRPV3 receptoru v této souvislosti nejsou doposud
pfili§ prozkoumdany. Bylo zjisténo, ze kultivace primarnich keratinocyti v médiu s pfidanymi
rustovymi faktory TGF-a a EGF po dobu nékolika hodin zvysi aktivitu TRPV3 receptoru pii
stimulaci chemickymi podnéty (Cheng et al., 2010). V nedavné dobé byly v nasi laboratofi
studovany ucinky ristového faktoru EGF na aktivitu endogennich TRPV3 receptori
exprimovanych v HaCaT buikéch a bylo zjisténo, ze EGF (20 ng/ml) senzitizuje TRPV3

receptor jiz pii kratkodobé (cca 10 min) stimulaci (obrazek 3.3).

A == 2-APB 200 uM + karvakrol 250 pM
= 2-APB 75 uM + karvakrol 112,5 yM
== EGF 20 ng/ml

W W

EGF 20 ng/ml UUU

B 0.8 # * ® Kontrola
] } @ EGF 20 ng/ml

0,71
0,61
0,51
0,41
0,31
0,2

[)

Relativni amplituda

0 10 20 30
Doba inkubace (min)

Obrazek 3.3 EGF pisobi senzitiza¢né na aktivitu TRPV3 receptori. (A) Reprezentativni
zédznamy proudovych odpovédi HaCaT bun€k vyvolané chemickou stimulaci. (B) Amplituda
odpovédi vyvolana aplikaci 75uM 2-APB v kombinaci s 112,5uM karvakrolem normalizovana
vi¢i maximalni odpovédi vyvolané saturac¢ni koncentraci agonistii (200 pM 2-APB s 250 uM
karvakrolu) (ptevzato Boukalova, 2013)
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Naproti tomu pfitomnost inhibitort MAP kinazové drdhy vedla k odstranéni
stimulacniho u¢inku EGF a nedoSlo k vyznamnému nérGstu odpovédi ve srovnani
s kontrolnimi podminkami (Boukalova, 2013). Na zdklad¢ téchto pokust jsme vyslovili
hypotézu, Ze modulacni pusobeni EGF je zavislé na aktivit¢ MAPK drahy, ktera muZe
zprostiedkovat primou fosforylaci TRPV3 receptoru ERK kinazou, mezi jejiz substraty
se fadi i n€které iontové kanaly (Schrader et al., 2006, Shen et al., 2011). PiedloZena
diplomova prace bezprostredné navazuje na tato zjiSténi a zabyva se otazkou, zda
funkce TRPV3 iontového kanalu miZe byt regulovana piimou fosforylaci ERK kinazou

(Cheng et al., 2010).

OH @ ¥ 32°C
karvakrol

TRPV3

endoplazmatické
retikulum

Obrazek 3.4 Regulaéni drahy zahrnujici TRPV3 a TGF-o/EGFR. Vipenaté ionty
zprostiedkovavaji zpétnou vazbu, kterou reguluji aktivitu EGFR. Aktivovany TRPV3 kanal
zpusobi vzestup koncentrace intracelularnich véapenatych iontd, které aktivuji protedzu
(ADAMI17) a ta uvolni TGF-a. Ristové faktory navazané na EGF receptor zvySuji aktivitu a
signalizatni drahou pies PLC a IP; dochazi k dal§imu naristu Ca®" otevienim intracelularnich
zasob endoplazmatického retikula. Takto uvolnéné vapenaté ionty pozitivni zpétnou vazbou
potencuji TRPV3 receptor a zvysuji jeho aktivitu. Krom¢ toho dochazi k aktivaci signalizaéni
drahy EGFR/MAPK, na jejimz konci je ERK kinaza, jez mlize piimo fosforylovat TRPV3
receptor. Identifikace potencialnich fosforylacnich mist je pfedmétem této diplomové prace.

20



Signaliza¢ni draha EGFR/ERK. Signaliza¢ni kaskada, na jejimz zacatku je aktivace
receptoru pro epidermdlni rustovy faktor EGFR, ktery prostfednictvim Ras (GTP
fosfohydrolaza, z angl. rat sarcoma)— Raf (protoonkogenni serin/treonin protein kinaza, z
angl. rapidly accelerated fibrosarcoma)» MEK (MAPK/ERK kinase) stimuluje ERK
kindzu, ktera mtze fosforylovat dalsi proteiny a mimo jiné zfejmé i TRPV3 receptor na zatim

neodhalenych pozicich.

21



4

CILE PRACE

Pomoci specifickych agonistl charakterizovat aktivaéni a senzitizacni
vlastnosti lidského TRPV3 receptoru

Urcit teplotni citlivost lidského TRPV3 receptoru v heterolognim expresnim
systému a prokazat synergické ptisobeni tepelného a chemického podnétu
Pomoci predik¢énich serveri a programli uréit potencidlni mista pro
fosforylaci TRPV3 receptoru ERK kindzou

Vytvofit bodové mutace TRPV3 na predikovanych konsensualnich
fosforylacnich mistech a funkéné je ovéfit elektrofyziologickou technikou
patch-clamp

Ur¢it mozné ulohy predikovanych rezidui v signalizacni draze TRPV3

iontového kanalu.
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5 POUZITE METODY

5.1 Buné¢né kultury a kultivace

Pro pokusy jsme pouzivali bunéné linie lidskych imortalizovanych keratinocyti
HaCaT, které piirozené¢ exprimuji TRPV3 receptor. Bunky byly péstovany v 10% roztoku
fetalniho teleciho séra v médiu DMEM. Vyménu média jsme provadéli 2-3krat za tyden.
Misti¢ky s buiikami jsme kultivovali v termostatu pii teploté 37 °C v 5% CO, atmosféte, ktera

udrzuje neutralni pH.
5.2 Pasazovani a transfekce

Pasazovani jsme provadéli v ptipadé, kdy buiiky plné pokryly dno misticky. Nejprve
jsme odsali médium a buniky dvakrat oplachli pomoci PBS bez Ca®* a Mg?. Posléze jsme
pridali 0,25% trypsin s0,02% EGTA, tak aby bunky byly plné ponofeny v roztoku.
Nésledovala inkubace deset minut pii 37 °C, pfi kterych trypsin §tépi adhezivni proteiny a
EDTA vychytava vépenaté ionty, ¢imz dochdzi k uvolnéni bun¢k od podlozky. Po deseti
minutach jsme buriky jeSté mechanicky rozdisociovali a nasadili je na nové kultivacni misky
s Cerstvym médiem.

Ptenos DNA do bunék jsme provadéli pomoci transfekéniho ¢inidla Lipofectamine
2000. HaCaT bunky jsme transfekovali vektorem pcDNAS/FRT, ktery nesl cDNA kodujici
lidsky TRPV3 receptor o koncentraci cDNA 150 ng na misku. Kromé& toho jsme buiky
transfekovali fluorescenénim proteinem (GFP), ktery nam oznacil buiiky, u kterych probéhla
uspésna transfekce. Koncentrace cDNA GFP byla 300 ng na misku. Nasledny pokus probé&hl
24-48 hodin po transfekci.

5.3 Mutageneze TRPV3 receptoru

Pro jednotlivé mutace jsme nejprve navrhli primery podle templatové DNA TRPV3
receptoru, které mély délku minimaln¢€ 30 nukleotidi a obsahovaly maximalni mnozstvi C-G
para. Jejich vyrobu zajistila firma Sigma-Aldrich. Mutac¢ni primery jsme vnaseli do pfirozené
sekvence aminokyselin TRPV3 iontového kanalu polymerazovou fetézovou reakci PCR za
pouziti chemické soupravy QuikChange XL Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Po

probéhnuti této reakce jsme k produktu piidali restrikéni enzym Dpnl a nechali inkubovat 1
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hod pii 37 °C. Ukolem tohoto enzymu je rozitdpit piivodni DNA bez mutaci. Poté jsme
provedli transformaci (heat shock) produktu z PCR do komplementarnich buné¢k, které jsme
nasledn¢ nasadili na agarové plotny a pies noc nechali nartist kolonie. Druhy den jsme zvolili
vhodné samostatné kolonie a ty preoCkovali do piipravenych falkonek s LB médiem a
antibiotikem (ampicilinem). Falkonky jsme nechali pfes noc inkubovat na tiepacce pii 37 °C
pro namnozeni bakterii s potfebnou DNA. Dalsi den jsme DNA izolovali pomoci chemické
soupravy Plasmid DNA Miniprep Kit (Life Technologies). Pro kontrolu vnesenych mutaci
jsme DNA nechali ovérit sekvenci (GATC, Némecko).

5.4 Elektrofyziologické snimani

Pro ziskani dat jsme zvolili elektrofyziologickou metodu patch-clamp u nas znamou
jako ter¢ikovy zamek. Technicka vybava pro toto snimani zahrnovala invertovany mikroskop
Axiovert 135 (Zeiss), ktery byl umistén na antivibraénim stole TMC (Technical
Manufacturing Co.), AD/DA ptevodnik Digidata 1440A (Molecular Devices), zesilovac
Axopatch 200B (Molecular Devices), mikromanipulator (MP-225; Sutter Instrument
Company) a pocitace. K propojeni mezi buiikou a potiebnou technikou jsme vyuzili sklenéné
mikroelektrody naplnéné intracelularnim roztokem (ICS). Sklenéné mikroelektrody byly
zhotoveny na horizontalnim taha¢i P-1000 (Sutter Instrument Company) z borosilikatového
skla, které ma nizkou teplotu taveni, coz usnadiiuje modulaci hrotu mikroelektrody. K vyrobé
mikroelektrod jsme pouzili tlustosténné sklenéné trubicky, které l1épe drzi gigaseal (odpor
v gigaohmovych hodnotach). Optimalni odpor elektrody pro snimani z celé buiky (whole-cell
patch-clamp) po ponoieni do extracelularniho roztoku (ECS) je 3-5 MQ. Naplnéné sklenéné
mikroelektrody se nasazuji na sttibrny dratek, ktery je pokryt chloridem stfibrnym. Elektricka
informace je piedavana z intracelularniho roztoku v mikroelektrodé na pochloridovany dratek,
ktery je napojen na zesilovac.

Pro samotné meéteni jsme vybrali zelené svitici bunky oznacené fluorescencnim proteinem a
buniky, které se vyskytovaly samostatn¢ bez dotyku s ostatnimi. VSechna nase snimani byla
provadéna v konfiguraci méteni z celé buiky, konkrétn€ pfi napétovém zamku, kdy jsme
udrzovali membranovy potencial bun€k na -70 mV. Pro aplikaci roztokd, které modulovaly
aktivitu TRPV3 receptoru jsme vyuzivali aplikani systém, ktery byl sestrojen v nasi
laboratoti (Dittert et al., 1998, Dittert et al., 2006) (obrazek 5.1). Aplikované roztoky se
nachazely v nddobkach, které jsou pies ventilky, které reguluji tok roztokli, napojené na

teflonové trubicky ustici do jedné sklenéné kapilary. Ta byla umisténa do blizké vzdalenosti
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snimané buiiky tak, aby se aplikované roztoky dostaly co nejdiive do kontaktu s buiikou. Do
usti sklenéné kapilary byl pfipevnén médény dratek pro ohiev protékajiciho roztoku na

pozadovanou teplotu, jejiz hodnota byla snimana termoc¢lankem.

"

Q

Médény dratek

Termoclanék

/

Sklenéna mikroelektroda

Referen¢ni elektroda

Obriazek 5.1 Aplikacéni systém. Schématické zobrazeni aplika¢niho systému, ktery je slozen
z nadobek, jenz obsahuji experimentalni roztok; z teflonovych kapilar, které spolecné usti do
jedné sklenéné, jejiz hrot je v tésné blizkosti buiky; z médéného dratku omotaného kolem
sklenéné kapilary slouziciho k ohfevu protékajicich roztoki a z termoc¢lanku méfticiho teplotu
protékajiciho roztoku. Kromé toho je na obrazku sklenénd mikroelektroda s pochloridovanym
dratkem a referencni elektroda, které jsou soucasti zesilovace a umoznuji zaznam elektrické
aktivity bunky.

5.5 Experimentalni roztoky

Extracelularni roztok
Slozeni extracelularniho roztoku: 10 mM HEPES; 160 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10
mM Glukosa; 1 mM CaCl,; 2 mM MgCly; pH jsme upravovali na 7,34 pomoci NaOH.

Osmolarita extracelularniho roztoku byla 320 mOsm.

Intracelularni roztok
SloZeni intracelularniho roztoku: 14 mM CsCl; 125 mM Cs-glukono-6-lakton; 10 mM
HEPES; 5 mM EGTA; 0,5 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 2 mM Mg-ATP; 0,3 mM Na-GTP; pH

jsme upravovali na 7,3 pomoci CsOH. Osmolarita intracelularniho roztoku byla 291 mOsm.
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Aplikované latky

Latky, které¢ jsme aplikovali, byly agonisté TRPV3 receptoru. Jejich zasobni roztoky
jsme uchovavali v lednici hebo mrazaku, pfi¢emz roztoky pouzité pii pokusu byly pfipraveny
v den experimentu smichanim extracelularniho roztoku s potfebnym mnozstvim zésobniho
roztoku. Pro nase Gcely jsme uchovavali 1M roztok 2-APB v DMSO a 2M roztok karvakrolu
v DMSO.

5.6 Statisticka analyza a hodnoceni zaznamii

Pro zaznam elektrofyziologickych dat a jejich vyhodnoceni jsme pouzivali program
pCLAMP 10. Pro naslednou statistickou analyzu téchto dat jsme vyuzili program SigmaPlot
10.0. V tomto programu jsme porovnavali hodnoty naméfené u jednotlivych mutaci vici sobé
a ve srovnani s WT pomoci t-testu nebo Mann-Whitney testu. Data obsazena v této diplomové
préci jsou vyjadiena ve form¢ primérna hodnota + smérodatna odchylka priméru. Statisticky
signifikantni hodnoty jsou v grafech oznaceny hvézdic¢kou (P < 0,05).

Hodnoceni zaznami:

Chemicka aktivace: U tohoto typu aktivace jsme se soustfedili na proudové amplitudy
po jednotlivych aplikacich 2-APB, kdy jsme po kazdé aplikaci zaznamenali maximalni
dosazenou odpovéd’. Tyto odpoveédi jsme pak porovnavali nejprve v ramci jedné mutace,
abychom zjistili, zda dosSlo k senzitizaci receptoru a posléze jsme porovnali aktivitu
mutantnich receptori s WT.

Teplotni aktivace: Pfi zjiStovani role TRPV3 receptoru v teplotni citlivosti jsme
zaznamenavali membranovy proud, kdy jsme buniky vystavili linearnimu zvySovani teploty
protékajiciho roztoku z 25°C na 58°C pii konstantnim membranovém potencialu -70 mV.
Teplotni prah aktivace TRPV3 receptoru jsme urcovali pomoci Arrheniovy zévislosti,
pficemz timto prahem je teplota, pii které je Arrheniova zavislost nelinearni. Teplotni
koeficient Qqg, ktery piedstavuje miru zmény chemického nebo biologického systému, ktera
nastane jako disledek zmény teploty systému o 10 °C, jsme vypocitali podle vztahu

(I2/1)M(20/(T2-T1), kde I1 a I2 jsou amplitudy proudovych odpovédi pii teplotach T1 a T2.

Hodnoty teplotniho koeficientu vyssi nez 2 poukazuji na teplotni citlivost iontového kanalu.

Pti vzristu teploty o 10 °C dochazi u téchto kanalu k zvySenému nérastu vodivosti.

26



6 VYSLEDKY

6.1 Zakladni charakterizace proudovych odpovédi zprostifedkovanych TRPV3

receptorem

Charakteristickou vlastnosti TRPV3 iontového kanalu je postupné zvySovani
proudovych odpovédi pii opakované aplikaci agonisty (Peier et al., 2002, Xu et al., 2002,
Chung et al., 2004). Touto unikatni vlastnosti se¢ TRPV3 odlisuje od vétSiny ostatnich TRP
kanald, které naopak postupné desenzitizuji a ztraceji citlivost k agonistim (Touska et al.,
2011). Molekularni mechanizmus senzitizace TRPV3 receptoru neni doposud zcela objasnén.
Jedna z nejpravdépodobnéjsich hypotéz je, Ze tento jev je zpisoben postupnym zvySovanim
intracelularni koncentrace vapenatych iontii ([Ca?'];) prochéazejicich kanalem pii aktivaci. PH
nizké koncentraci [Ca®']; je na ankyrinovou doménu navézan kalmodulin (CaM), ktery
blokuje aktivitu kanalu. Pfi vzristu intracelularniho Ca®* dojde k jeho navézani na CaM a
komplex Ca®*-CaM je posléze uvolnén z ankyrinové domény, coz ziejmé vede k senzitizaci
TRPV3 receptoru (Xiao et al., 2008, Phelps et al., 2010).

NaSim prvnim ukolem bylo funkéné ovéfit tuto specifickou vlastnost TRPV3
receptoru u bunéné linie lidskych imortalizovanych keratinocyti (HaCaT). Je zndmo, Ze
keratinocyty pfirozené exprimuji TRPV3, mnozstvi funk¢nich kanali je v§ak pomérné nizké a
neumoziuje rutinni snimani membranovych proudi tak, aby byly zaznamy spolehlivé
méfitelné. Pfedpokladali jsme navic, Ze pro nasi studii bude v dal§im kroku nutné porovnani
aktivity u riznych mutantd TRPV3, coz vyZaduje pouziti standardni koncentrace cDNA.
Abychom zajistili dostatecnou expresi, HaCaT bunky jsme transfekovali lidskym typem
rekombinantniho TRPV3 receptoru. Poté jsme vytvofili optimalni protokol (obrazek 6.1),
ktery umoZznil zaznamenat odpovédi pii opakované aplikaci nizké koncentrace klasického
agonisty TRPV3 receptoru. 2-APB v koncentraci 50 uM byl aplikovan nejméné Ctytikrat po
dobu 30 vtefin, mezi jednotlivymi aplikacemi byla bunika omyvana 30 s standardnim

extracelularnim roztokem. Membranovy potencial byl udrzovan na -70 mV.
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Obrazek 6.1 Postupna senzitizace TRPV3 iontového kanalu exprimovaného v HaCaT
buiikach. Zaznam proudovych odpovédi TRPV3 na opakované aplikace nizké koncentrace
agonisty (50 uM 2-APB). Membranové proudy byly snimany na membranovém potencialu -70
mV.

Vsechny bunky, které exprimovaly funkéni TRPV3 kanal, konzistentné vykazovaly
vyraznou senzitizaci proudovych odpovédi, pficemz amplituda ctvrté odpovédi na 50 uM 2-
APB dosahovala 4.8 + 0.9 - nasobného zvySeni oproti prvni odpovédi (n = 25). Prokazali jsme
tak, ze lidsky TRPV3 receptor heterologné exprimovany v HaCaT bunkach vykazuje
senzitizaci, ktera je v souladu s 0daji dostupnymi v literatute, a proto je tento model vhodny
pro nase dal$i experimenty.

Charakteristickou vlastnosti mnoha TRP kanali je synergicky ucinek spoleéného
pusobeni dvou riznych aktivatorti, které samostatné nedostacuji k plné aktivaci, zatimco
jejich smés aktivuje receptor mnohem vice nez soucet jednotlivych u¢inkd. V ptipadé
TRPV3 jsme zjistovali vliv dvou plnych agonisti aplikovanych samostatné a posléze jsme
sledovali jejich ucinek pti spole¢né aplikaci. Pouzili jsme klasicky (nespecificky) aktivator
TRPV3 receptoru 2-APB v koncentraci 200 pM, coz je saturujici koncentrace (EC50 = 28
uM) (Chung et al., 2004). Jako druhého agonistu jsme pouzili pfirodni monoterpen karvakrol
v koncentraci 150 pM (tj. koncentrace niZs$i neZ poloviéni U¢inna koncentrace EC50 = 0.5
mM) (Xu et al., 2006). Pfi jednotlivém pisobeni agonistii bylo dosaZeno jen nizké aktivity
TRPV3 iontového kanalu (obrazek 6.2). Naproti tomu pii spolecné aplikaci 2-APB a
karvakrolu jsme pozorovali robustni, rychle aktivované proudové odpovédi, jejichz amplituda

dosahovala nékolik nanoampér (5.5 £ 0.6 nA; n =23).
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Obrazek 6.2 Maximalni proudovda odpovéd” TRPV3 receptoru vyvolana synergii
chemickych agonisti. Dvéma aplikacemi roztoku s nizkou koncentraci 50 uM 2-APB jsme
oveérili, ze bunka exprimuje TRPV3 receptor. Poté jsme aplikovali postupné 150 uM karvakrol a
200 uM 2-APB po dobu 30 s. Maximdalni aktivity kanalu bylo dosazeno pii aplikaci
koncentrované smési agonistt (150 uM karvakrol + 200 uM 2-APB).

Uvodni série nasich experimentii potvrdila, Ze lidsky TRPV3 exprimovany v HaCaT
buitkdch ma vlastnosti popisované v literatuife a je vhodnym modelem pro studium
molekularnich mechanizmii senzitizace. Na zéklad¢ pokusi, které mély za cil ovéfit miru
synergického ucinku jednotlivych agonistl, jsme urcili optimalni koncentrace téchto latek,
které je tfeba pouzit v dalSich experimentech pro porovnani miry senzitizace TRPV3 ve

vztahu k maximéalni odpovédi.

6.2 TRPV3 iontovy kanal jako teplotni receptor

Ptestoze fyziologicka uloha TRPV3 receptoru v detekci okolni teploty nebyla
jednoznaéné prokazana, rekombinantni iontovy kanal Ize za urcitych podminek aktivovat
zvySenou teplotou. Zjistovali jsme, zda lidsky TRPV3 receptor exprimovany v HaCaT
bunkach Ize teplotné aktivovat. Snimali jsme membranové proudy na membranovém
potencialu -70 mV za soucasného zvySovani teploty roztokti omyvajicich snimanou bunku
(obrazek 6.3). V kontrolnim extracelularnim roztoku jsme pii linedrnim zvySeni teploty z
25°C na 58°C pozorovali jen mirné zvySeni amplitudy (~150 pA) membranového proudu a

pfi opakovani teplotniho podnétu se odpovédi nezvySovaly. Zavislost proudu na teploté

29



vyjadfend Arrheniovym vztahem byla linearni v celém teplotnim rozsahu a charakterizovana
velmi nizkym teplotnim koeficientem (1.4), coz naznacuje, Ze TRPV3 neni za danych
podminek specificky aktivovan teplem. Naproti tomu v pfitomnosti agonisti (2-APB nebo
karvakrolu) byly odpovédi na teplo mnohonasobné zvySeny. Tento vysledek mlze znamenat,
ze TRPV3 nelze v prosttedi HaCaT bunék teplotné aktivovat bez ptitomnosti dalSich

agonistl, nebo jej nelze teplotné aktivovat v prostiedi vapenatych iontti (ECS obsahuje 1 mM
ca®™).
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Obrazek 6.3 Rekombinantni lidsky TRPV3 exprimovany v HaCaT buiikach neni aktivovan
zvySenim teploty extracelularniho roztoku. (A) Whole-cell zdznam membranovych prouda,
snimanych na membranovém potencidlu -70 mV, vyvolanych zvySenim teploty roztoki
aplikovanych v uvedeném pofadi na HaCaT buitku transfekovanou TRPV3. Cervend jsou
vyznaceny zaznamy teploty, snimané termoclankem umisténym v usti aplikaéni pipety. Teplem
zvySené membranové proudy jsou vyrazné potencovany v pritomnosti 200 uM 2-APB, nebo 150
uM karvakrolu. (B) Arrheniliv vztah mezi teplotou a membranovym proudem zméfenym v
kontrolnim extracelularnim roztoku a v pfitomnosti 2-APB. Na ose X je vynesena pfevracena
hodnota absolutni teploty, na ose y je vynesen logaritmus absolutni hodnoty proudové odpovédi
pii zvyseni teploty z 25 na 58 °C. Smérnice vV ECS odpovida teplotnimu koeficientu 1,4;
v pfitomnosti 2-APB je teplotni koeficient roven 3 (vypoéten v rozsahu teplot 43-58 °C podle
vzorce (Io/1:)™(10/(T,-T,)); kde I; je amplituda proudu pii dané absolutni teploté T;). (C) Teplotni
zavislost proudt v kontrolnim ECS, 2-APB a karvakrolu.
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6.3 Potencialni mista pro fosforylaci TRPV3 receptoru ERK kinazou

Na zéklad¢ pitedchozich pokusti provedenych v nasi laboratofi jsme ovéiovali
hypotézu, ze funkce TRPV3 iontového kandlu miize byt regulovana piimou fosforylaci ERK
kinazou. MozZnost takového mechanizmu podporuje i nedavné pozorovani autortt Shen a spol.
(2011), kteti prokédzali pfimou fosforylaci ERK kindzou u TRPC6 iontového kanalu
v HEK293 bunkéch. VSeobecné znamy konsensudlni motiv pro fosforylaci ERK kinazou je

sekvence aminokyselin (Pro — X — Ser nebo Thr — Pro) (obrazek 6.4).

J
!

Obrazek 6.4 ERK fosforyla¢ni konsensus. Charakteristicka a relativné konzervovana sekvence
aminokyselin na proteinu ukazujici fosforylacni misto ERK kinazy. Velikost pismen vyjadiuje
pravdépodobnostni  vyskyt aminokyseliny na dané pozici. Pro ERK kindzu je
nejpravdépodobnéjsi usporadani aminokyselin: Pro — X — Ser nebo Thr — Pro.
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Pomoci predikénich fosforylacnich servert a programti jsme urcili osm moznych cild
v sekvenci lidského TRPV3 receptoru, které by mohly byt fosforylovany ERK kindzou. Ctyfi
nalezené motivy obsahuji serin (S60, S85, S88, S102) a ¢tyfi treonin (T35, T96, T264, T343),
dva znalezenych konsensualnich motiva (T264, T343) jsou soucasti4. a 6. repetice
ankyrinové domény, jeZ je predikovanym mistem pro protein — proteinové interakce (obrazek
6.5). Vycet nalezenych potencidlnich fosforylacnich mist a skore podle jednotlivych

predikénich servert jsou uvedeny v tabulce 1.
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Obrazek 6.5 Obecné schéma TRPV3 receptoru s vyznacenymi rezidui pro fosforylaci. Na
schematickém obrazku je Cervené vyznaceno osm predikovanych rezidui pro moznou fosforylaci
TRPV3 receptoru, jez by se mohla Ucastnit signalizacni drahy ovliviiujici aktivitu tohoto
receptoru. Sest z nich (T35, S60, S85, S88, T96, S102) se nachazi na N-konci mimo ankyrinovou
doménu a dvé predikovand mista (T264, T343) jsou obsazena v kritickych ankyrinovych

repeticich na N-konci.

Predikéni servery
Kinase
NetWorKi Phos2 PPSP GPS 2.1 NetPh t
ISIAP% " Sl\‘l.l)\?v Risk-Diff medium MUSITE %Apfres
Rezidua score 1317
135 | 10 - | 812 | 6257 g5 059 | 013
1.37
S60 1.66 0.767 | 7.39 7.054 | o7 ap o, | 023
0.97
sS85 1.0 0.510 | 6.19 5204 | gy ag0,| 014
1.88
S88 1.42 0.515 | 9.58 9.713 | g9 45 9| 0.17
1.45
T96 1.41 - 7.47 588 |g7g8909,| 0.16
1.85
S102 [ 176 | 0.682 | 9.2 912 |gg419| 0.26
T343 | 1.4 - 600 | 4617 | 198 0.15
: : : 98.92 %|

Tabulka 1 Skére a vycet rezidui TRPV3 receptoru, jeZ mohou byt potencialné
fosforylovana ERK kinazou. Osm rezidui bylo ur¢eno na zakladé ERK konsensu a pomoci Sesti
predikénich servert, které tyto pozice s uvedenym skore vyhodnotily jako mozné cile ERK

kinazy.
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6.4 Vytvoreni bodovych mutaci a jejich funk¢éni ovéfeni metodou patch-clamp

Po stanoveni rezidui, kterd mohou s nejvétsi pravdépodobnosti piredstavovat
fosforyla¢ni mista pro ERK, jsme vytvofili osm mutaci s bodovou zaménou v serinu nebo
treoninu a nahradili jsme je za kyselinu asparagovou. Tuto aminokyselinu jsme zvolili kvali
jejimu zaporn€ nabitému charakteru, ktery je dian dvéma karboxylovymi skupinami.
Piedpokladali jsme, Ze tato vlastnost aminokyseliny bude mimikovat fosforylaci TRPV3
receptoru. Pokud by fosforylace byla pfi¢inou zvySené aktivity TRPV3 kanalu, ocekavali
jsme, ze proudové odpovédi jiz na zacatku métfeni budou zvysSené ve srovnani s divokym
typem (WT). Pro funkéni ovéfeni jsme pouzili elektrofyziologickou metodu patch-clamp v
konfiguraci snimani proudt z celé buiiky. Pro stimulaci jsme pouzili 2-APB a karvakrol v
koncentracich, které byly stanoveny pilotnimi pokusy uvedenymi v kapitole 6.1 jako
optimalni pro studium senzitizace i pro stanoveni maximalni odpovédi. Standardni protokol
sestaval ze Ctyr aplikaci nizké koncentrace 2-APB (50 uM) po dobu 30 s odd€lenych 30-s
odmytim extraceluldrnim roztokem. Poté jsme aplikovali koncentrovanou smeés agonistt (200
uM 2-APB a 150 uM karvakrol) pro zjisténi maximalni odpovédi. Membranovy potencial byl
udrzovan konstantné na hodnoté -70 mV. Porovnavali jsme amplitudy odpovidajicich
proudovych odpovédi namétfenych u divokého typu TRPV3 receptoru s proudovymi
odpovéd’'mi mutantnich receptorti.

Reprezentativni zdznamy jednotlivych mutaci jsou zobrazeny na obrazku (6.6), na
kterém jsou patrné funkéni zmény nékterych mutantd: Rezidua T35 a T343, ktera byla
vyménéna za kyselinu asparagovou (T35D, T343D), vykazovala velmi nepatrné proudové
odpovédi pii aplikaci nizké koncentrace 2-APB (50 pM). Naopak u mutaci na pozicich S88D
a T264D si Ize pov§imnout, Ze pii stejné aplikaci, odpovédi dosahuji az stovky pA. Tento fakt

byl posléze potvrzen i statisticky.
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Obrazek 6.6 Chemicka citlivost mutantnich forem TRPV3 receptoru. Reprezentativni
zdznamy proudovych odpovédi, zméfené na buitkdch exprimujicich TRPV3 receptor, ktery
obsahuje bodovou mutaci na jednom z vytypovanych rezidui, které by mohlo byt fosforylovano
ERK kinazou. Podle standardniho protokolu byly bunky ¢étytikrat vystaveny po dobu 30 s 50 uM
2-APB. Pro zjisténi maximalni odpovédi byla na bunky aplikovana smés agonistd (200 uM 2-
APB a 150 pM karvakrol). Vlastnosti nékterych mutaci jsou patrné na reprezentativnich
zaznamech. Napftiklad chybéjici proudova odpoveéd mutanttt T35D a T343D pti aplikaci nizké
koncentrace 2-APB, nebo naopak mohutna aktivita S§8D a T264D.

Pti statistickém hodnoceni naméfenych dat jsme se nejprve zaméfili na hodnoty
ziskané z prvni aplikace nizké koncentrace 2-APB (50 uM) (graf 6.1). V sloupcovém grafu
jsou zobrazeny prumérné hodnoty amplitudy prvnich proudovych odpovédi ziskanych na
membranového potencialu -70 mV. Z osmi mutantnich forem jsme identifikovali tfi, které se
statisticky liSily ve srovnani s divokym typem. Statisticky vyznamn¢ se odliSovaly mutace na
pozicich S88D (P = 0.041; n = 10) a T264D (P = 0.003; n = 14), které svou velikosti odpovédi
ptevysovaly divoky typ. V pfipadé rezidua T264D doslo dokonce k n¢kolikandsobnému
navyseni prvni odpovédi, coz potvrzovalo nasi domnénku, ze kyselina asparagova svym
zapornym charakterem mlize mimikovat fosforylaci a kanal je od samotného zacatku vysoce
aktivni. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen také u mutantu T343D (P = 0.015; n=4), u
kterého jsme naméfili proudové odpovédi pohybujici se pouze v jednotkdch pA. Velice
obdobnym zptisobem reagovaly na prvni aplikaci 2-APB bunky exprimujici mutant T35D,
sniZzeni amplitudy vSak bylo vyhodnoceno na hranici statistické vyznamnosti (P = 0.057;

n=12).
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Graf 6.1 U¢inek mutaci na amplitudu prvni proudové odpovédi p¥i aplikaci 2-APB ve
srovnani s divokym typem. Primérné amplitudy proudovych odpovédi zaznamenanych na
membranovém potencialu -70 mV u jednotlivych mutantd pfi prvni aplikaci 50 uM 2-APB.
Hvézdickou jsou oznaCeny mutace se signifikantné zmeénénymi hodnotami vztazenymi vuci
divokému typu (WT) (S88D, P = 0.041; n =10, T264D, P = 0.003; n = 14; T343D, P = 0.013;
n=4).

DalS$im parametrem, ktery byl statisticky porovnavéan, byla velikost proudovych
odpoveédi pii ¢tvrté aplikaci 2-APB (graf 6.2). Statisticky vyznamné snizeni odpovédi na 4.
aplikaci 2-APB bylo pozorovano u mutace na pozici T343D (P = 0.015; n = 4). Podobné
snizeni odpovédi vykazovala i mutace T35D. Naopak zvySené proudové odpovédi byly
pozorovany u S88D a T264D. Ackoliv zmény nedosahovaly statistické signifikance,
pozorované zvyseni podpoftilo nasi hypotézu o zvySené aktivité¢ mutantnich TRPV3 receptort,

ktera by mohla byt zptisobend mutacemi mimikujicimi fosforylaci.
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Graf 6.2 Primérné amplitudy proudovych odpovédi konstrukti pri ¢tvrté aplikaci 2-APB
ve srovnani s divokym typem. Primérné amplitudy odpoveédi zaznamenanych na membranovém
potencialu -70 mV u jednotlivych mutaci pii ¢tvrté aplikaci 50 uM 2-APB. Hvézdickou je
oznaCena mutace se signifikantné zménénymi hodnotami vztazenymi vuci divokému typu (WT)
(T343D, P =0.015; n = 4).

Poslednim hodnocenym parametrem byla primérnd amplituda proudovych odpovédi
na smés agonistu, ktera u divokého typu TRPV3 vyvolava maximalni aktivitu (graf 6.3).
Statisticky vyznamné sniZené hodnoty oproti WT byly zjiStény u mutantnich konstrukti S85D
(P =0.005; n=8) aS102D (P = 0.007; n = 8). Dalsi zajimavé zjisténi bylo, ze mutace T35D,
ktera vykazovala velmi nizké odpovédi na 50 uM 2-APB, méla v porovnani s WT 1 ostatnimi
konstrukty nejvyssi primérnou amplitudu proudovych odpovédi pii aplikaci smési agonistil.
Aktivita mutantl S88D a T264D byla pii aplikaci smési 2-APB a karvakrolu srovnatelna
s divokym typem, piestoze pii aplikaci nizké koncentrace 2-APB pievySovaly svymi

odpovéd’mi ostatni mutace i WT.
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Graf 6.3 Utinek smési agonisti 2-APB a Kkarvakrolu na proudové odpovédi
zprostiredkované vytvorenymi konstrukty ve srovnani s divokym typem. Primérné amplitudy
odpovédi jednotlivych mutanti pii aplikaci smési 200 uM 2-APB a 150 uM karvakrolu.
Hvézdi¢kou jsou oznaCeny mutace se signifikantné zménénymi hodnotami vztazenymi viaci
divokému typu (WT) (S85D, P =0.005; n= 28, S102D, P = 0.007; n = 8)

Vysledky naSich pokust ukazaly, Zze 6 z osmi navrZenych konstruktd se 1iSi od
divokého typu alesponl v jednom ze sledovanych parametrti:

1. Zatimco amplitudy prvni i ¢tvrté odpovédi T35D na nizkou koncentraci 2-APB byly
jen obtizné méfitelné, v synergickém ucinku smeési agonisti pred¢il tento mutant divoky typ
TRPV3 (pfestoze nebylo dosazeno statistické vyznamnosti rozdilu v jednotlivych
parametrech).

2. S85D a S102D vykazovaly normalni odpovédi na nizkou koncentraci 2-APB, mély
v8ak vyznamné niz§i odpovédi na smés 200 uM 2-APB a 150 uM karvakrolu.

3. Mutanty S88D a T264D byly citlivéjsi na nizkou koncentraci (50 uM) 2-APB,
zatimco v synergickém ucinku smési agonistl se neliSily od WT.

4. Mutace T343D vedla k radikdlnimu sniZeni proudovych odpovédi na nizkou
koncentraci 2-APB a ucinek smési agonistd byl v priméru také nizsi, prestoze nikoliv
statisticky vyznamné.

5. Mutanty S60D a T96D se statisticky nelisSily od WT, ptestoze prvni z uvedenych

konstrukti vykazoval nizsi synergicky ti€inek smési obou agonisti.
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6.5 T264

Vysledky popsané v predchozi kapitole ukazaly, ze T264 spliuje kritéria, podle
kterych by tento aminokyselinovy zbytek mohl predstavovat hledané misto pro fosforylaci
TRPV3. Z hlediska ndmi ovéfované hypotézy by mutace T264D mimikujici fosforylaci mohla
byt tonicky senzitizovana, coz by se projevilo jiz v prvni odpovédi na 2-APB. Skute¢né jsme
u tohoto mutantu pozorovali nékolikandsobné zvySenou aktivitu kandli ve srovnani
s divokym typem. V této predstavé nas dale podpofila lokalizace T264 v ankyrinové doméné,
které je predikovanym mistem pro protein — proteinové interakce. Proto jsme T264 postupné
zaménili za tfi rizné aminokyseliny s odlisSnymi fyzikalnimi vlastnostmi, abychom ovéfili,
zda ucinek mutace je disledkem zmény naboje v této oblasti, nebo disledkem lokalni
strukturni perturbace. Krom¢é mutace T264D jsme proto treonin vymenili za alanin (T264A),
malou, nepolarni aminokyselinu, kterd se téméf nikdy nepodili na funkci proteinu ptimo, dale
za kyselinu glutamovou (T264E), ktera stejn¢ jako kyselina asparagova obsahuje dvé
karboxylové skupiny a mtize mimikovat fosforylovany stav, a nakonec za tryptofan (T264W),
nepolarni, pomérné velkou aminokyselinu s aromatickym jadrem. Funkéni ovéfeni mutant
jsme opét provadéli technikou patch-clamp. Reprezentativni zaznamy jsou na obrazku (6.7),
na kterych jsou viditelné zvySené proudové amplitudy mutaci T264E, T264D, T264W a
naproti tomu nizké aktivita mutace T264A pf1 aplikaci 50 uM 2-APB.

39



200 uM 2-APB

[ 1 [ 1 [ 1 [

50 uM 2-APB + 150 uM karvakrol
=]

T264A

2nA
30s

1 nA
30s

1 50 uM 2-APB

T264E
1 nA
30s
T 200 uM 2-APB + 150 UM karvakrol
[ ] [ ] o
= — =] = b ...
T264W
2nA
30s

Obrazek 6.7 Chemicka citlivost TRPV3 receptora s mutacemi na pozici T264. Obrazek
znazoriiuje Ctyfi reprezentativni zaznamy proudovych odpovédi, zméfenych na bunkach
exprimujicich TRPV3 receptor, ktery obsahuje bodovou mutaci na pozici T264 (T264A, T264E,
T264D, T264W). T264 jsme na zakladé predchozich vysledkt vybrali jako nejvhodnéjsiho
kandidata na misto mozné fosforylace ERK kindzou a tuto moznost jsme chtéli potvrdit
vytvofenim dalSich mutaci na této pozici. Podle vytvofeného protokolu byly bunky ctytikrat
vystaveny 50 uM 2-APB a pro zjis§téni maximalni odpovédi byla na buiky aplikovana smeés
agonistd (200 uM 2-APB a 150 uM karvakrol).
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Na bunky byl aplikovan standardni stimulacni protokol, sestavajici ze ¢tyf aplikaci 50
um 2-APB a posléze aplikace smési 200 pM 2-APB a 150 pM karvakrolu. Odpovédi
zprostiedkované mutantnimi TRPV3-T264W kanaly svou amplitudou pievysovaly odpovédi
divokého typu. Nikoliv statisticky vyznamné, ale téz vyssi amplitudu proudovych odpovédi

vykazovaly mutantni formy T264E. Naproti tomu T264A konstrukt se svou odpovedi podobal

divokému typu (graf 6.4).
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Graf 6.4 Utinek prvni aplikace 2-APB na vytvofené konstrukty ve srovnani s divokym
typem. Primérné amplitudy proudovych odpovédi u jednotlivych mutanti pfi prvni aplikaci 50
uM 2-APB. Hvézdickou jsou oznaceny mutace se signifikantné vy$§imi hodnotami vztazenymi
vaci WT (T264D, P = 0.003; n = 14; T264W, P = 0.013; n = 5).
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Amplitudy proudovych odpovédi pii ¢tvrté aplikaci 2-APB byly zvySeny u T264D a

snizeny u T264A, statistickd analyza vSak neprokazala statisticky vyznamny rozdil od

divokého typu (graf 6.5).
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Graf 6.5 Utinek &tvrté aplikace 2-APB na vytvorené konstrukty ve srovnani s divokym
typem. Primérné amplitudy jednotlivych mutaci pti ¢tvrté aplikaci 50 uM 2-APB.

42



Maximalni proudové odpovédi byly zietelné€ zvyseny u konstruktu T264W (P = 0.011;
n = 6), ktery vykazoval vyssi odpovédi také pii piedchozich aplikacich 2-APB. Naproti tomu
mutace T264A, ktera pusobila nizkou aktivitou pfi piedchozich aplikacich 2-APB, reagovala
na smes agonistli zvySenou proudovou odpovédi ve srovnani s WT. T264D a T264E mély

srovnatelnou amplitudu odpovédi s divokym typem (graf 6.6).
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Graf 6.6 Utinek smési agonistii 2-APB a karvakrolu na vytvoiené konstrukty ve srovnani
s divokym typem. Primérné amplitudy jednotlivych mutaci pii aplikaci smé&si 200 uM 2-APB a
150 um karvakrolu. Hvézdickou je oznacena mutace se signifikantné zménénymi hodnotami
vztazenymi viéi divokému typu (T264W, P =0.011; n = 6)
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7 DISKUZE

7.1 Charakteristické vlastnosti TRPV3

V prvni ¢asti diplomové prace jsme se zaméfili na charakteristické vlastnosti TRPV3
receptoru, které jsou popsané v literatuie. Prvni typicka vlastnost tohoto iontového kanalu je
jeho postupna senzitizace pii opakované aplikaci agonisty. Tento popsany jev se nam podafiilo
potvrdit na bunécné linii lidskych imortalizovanych keratinocytii (HaCaT), které pfirozené
exprimuji TRPV3 receptor. Pro zajisténi dostatecné exprese jsme HaCaT bunky transfekovali
lidskym typem rekombinantniho TRPV3 receptoru. Pii méteni elektrofyziologickou metodou
patch-clamp jsme zaznamenali az sedm po sob& nasledujicich proudovych odpovédi, které
vzestupné zvySovaly svoji amplitudu. Druhou vlastnosti, kterou nedisponuje jen TRPV3
iontovy kandl, ale i dalsi TRP kanaly, je synergické pisobeni dvou aktivatord. Vliv
samotného agonisty nezajisti maximalni proudovou odpovéd iontového kanalu, avSak pfi
aplikaci smési dvou agonistii a pfi jejich spoleném pulsobeni lze dosdhnout maximalni
aktivity kandlu. I tuto vlastnost se podafilo u TRPV3 receptoru exprimovaného v HaCaT
bunikach prokézat. Pro oba typy pokust jsme pouZili chemické aktivatory tohoto receptoru: 2-
APB a karvakrol. Témito experimenty jsme potvrdili, Ze rekombinantni lidsky TRPV3 kanal
exprimovany v HaCaT bunikach je vhodnym modelem pro dalsi vyzkum TRPV3 receptoru.
Podafilo se nalézt optimalni koncentrace agonistli tak, abychom se mohli v dalSich
experimentech zamétit na studium senzitizace TRPV3 souvisejici s llohou potencialnich mist

pro fosforylaci ERK kindzou.
7.2 Synergické ptusobeni chemického a tepelného podnétu

Ukazali jsme, Ze v kontrolnim extracelularnim roztoku, ktery obsahuje vapenaté ionty,
neni rekombinantni TRPV3 aktivovan teplem v rozsahu 25-58°C. Zavislost proudu na teploté
vyjadiena Arrheniovym vztahem je v tomto intervalu teplot linearni a svéd¢i o nespecifickém
teplotné-zavislém zvySeni odpovédi. Naproti tomu TRPV3 je aktivovan teplem za soucasného
pusobeni chemického podnétu (2-APB nebo karvakrol). Ptestoze podrobnéjsi charakterizace
teplotné vyvolanych odpovédi by vyzadovala dalsi cilené experimentalni ovéfeni, které neni
predmétem piedlozené diplomové prace, podafilo se nam ukazat, ze v prostiedi HaCaT bun¢k

1ze rekombinantni TRPV3 teplotné aktivovat pouze v ptitomnosti chemickych agonistt.
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7.3 Urceni potencialnich mist TRPV3 receptoru pro fosforylaci ERK kinazou a

jejich funk¢ni ovéreni technikou patch-clamp

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo urcit potencialni misto TRPV3 receptoru,
které by mohlo byt fosforylovano ERK kindzou. Na zacatku signaliza¢ni drahy, které je ERK
kindza soucasti, je aktivovany EGFR receptor s tyrosin-kinazovou aktivitou, ktery spousti
signalni kaskddu EGFR/MAPK, na jejimz konci ERK kinaza fosforyluje TRPV3 receptor.
K aktivaci EGFR receptoru dochazi pomoci ristového faktoru EGF nebo mitogenniho
polypeptidu TGF-a. A pravé vztah mezi rustovym faktorem EGF a TRPV3 receptorem byl jiz
diive studovan v nasi laboratofi. Ukazalo se, ze EGF senzitizuje TRPV3 receptor. Naproti
tomu inhibici MAP kinazové kaskady, ktera je spousténa EGF receptorem, doslo k potlac¢eni
stimulac¢nich U¢inkti EFG a k sniZeni aktivity TRPV3 iontového kanalu. Tato prace na tento
vyzkum navazuje a snazi se zjistit, zda konec¢ny efektor MAP kinazové drahy, ERK kinaza,
muze regulovat TRPV3 receptor fosforylaci.

Potencialni mista fosforylace TRPV3 receptoru ERK kindzou jsme nejprve urcili
teoreticky. Pro urceni potencidlnich pozic jsme v literatuie vyhledali konsensus ERK kinazy
(Pro — X — Ser nebo Thr — Pro), ktery nam napovédé¢l, na jaké potfadi aminokyselin se
v sekvenci TRPV3 receptoru mame soustiedit. Poté jsme vyuzili predikénich programi a
servert, které urCily osm potencidlnich mist TRPV3 proteinu, jez by mohla ERK kindza
fosforylovat. VSech osm mist se nachazi na intracelularné ulozeném N-konci, pfi¢emZ na
Ctyfech pozicich se nachazi serin (S60, S85, S88, S102) a na ctyfech treonin (T35, T96, T264,
T343).

Na téchto mistech jsme postupné vytvotili bodové mutace. Treonin nebo serin jsme
zaménili za kyselinu asparagovou, kterd svym zapornym charakterem miize mimikovat
fosforylaci daného mista a zvysit tak aktivitu mutovaného TRPV3 receptoru, coz by se jiz na
zaCatku méfeni projevilo zvySenou proudovou odpovédi ve srovnani s divokym typem. Pro
funkéni ovéfeni proudovych amplitud mutantnich forem TRPV3 receptoru jsme pouzili

techniku patch-clamp a agonisty tohoto iontového kanalu provéfené pti tvodnich pokusech.

7.4 Mozné ulohy predikovanych rezidui v signaliza¢ni draze TRPV3 iontového

kanalu

Pfi hodnoceni dat jsme se zaméfili na proudové odpovéedi pii prvni a ¢tvrté aplikaci

samotného 2-APB a na amplitudu pfi aplikaci smési agonistl. Zaznamenané hodnoty jsme
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pak vztahovali vi¢i WT. Kromé¢ toho jsme porovnavali proudové odpovédi jednotlivych
mutaci mezi prvni a ¢tvrtou aplikaci 2-APB abychom zjistili, zda doSlo k senzitizaci kanalu.
Nejveétsi pozornost jsme vSak vénovali hodnotdm naméfenym pii prvni aplikaci 2-APB. Prvni
proudova odpoveéd pro nas byla dalezita z hlediska nasi domnénky, ktera spocivala v tom, ze
jiz pti prvni aplikaci se n¢kterd z mutaci projevi svou zvysenou aktivitou ve srovnani s wild-
typem, coz bude vysledkem kyseliny asparagové mimikujici fosforylaci.

S60D, T96D: U mutaci na téchto pozicich jsme nezaznamenali signifikantné odlisné
hodnoty a ve vSech tiech hodnocenych ptipadech vykazovaly totozné chovani jako WT.

S85D, S102D:  Statisticky vyznamné zmény v amplitudé proudovych odpovédi
mutantnich forem S85D a S102D nas privedly k otazce, na jakych mistech karvakrol ptisobi
na TRPV3 receptor? Proudové amplitudy pii aplikacich 2-APB nikterak nenasvédcovaly
tomu, Ze by se tyto dvé mutace liSily od divokého typu. AZ pfi aplikaci smési agonistll jsme
zaznamenali vyznamné sniZzenou proudovou odpoveéd’ ve srovnani s WT. Domnivame se tedy,
ze doslo k Spatnému ptevodu synergického ucinku dvou aktivatort stim, ze doposud
V literatufe nebylo popsané misto, kde karvakrol na TRPV3 receptor pisobi. V souladu
s touto predstavou by tedy mutace na téchto mistech mohly zpiisobit sniZzenou citlivost ke
karvakrolu. Na nase vysledky by tak mohly navézat dalsi studie, které by pfispély k upfesnéni
molekularni podstaty aktivace TRPV3.

S88D: Tato mutace ve vSech tfech hodnocenych proudovych odpovédich svoji
amplitudou ptevySovala WT, pfi prvni aplikaci 2-APB dokonce signifikantné. Spliiovala tedy
nas$ piedpoklad, avSak pfi porovnani prvni a ¢tvrté proudové odpovédi se ukazalo, ze doslo
k senzitizaci kanalu, coZz znamena, ze mutantni TRPV3 receptor nebyl od samého zacatku
"piedaktivovan" a to vyradilo tuto mutaci z kandidatury na pozici, ktera by mohla byt
fosforylovana ERK kinazou. Zvysenou aktivitu S88D kanali si vysvétluyjeme zvySenou
expresi probihajici v ¢asovém rozmezi od transfekce bunék po zacatek métenti.

T264D, T264E: Nejzajimave¢jsi vysledky pfinesly mutace na pozici T264, konkrétné
pii zameéné treoninu za kyselinu asparagovou a glutamovou. Tyto dvé mutace pln¢ potvrdily
nasi teorii o predaktivovanosti iontového kanalu. Karboxylova skupina v postrannim fetézci
téchto dvou aminokyselin totiZ mimokovala zaporny charakter fosforylace, coz se ukézalo jiz
pii prvni aplikaci 2-APB. Prvni proudova odpovéd obou mutaci byla oproti WT zvySena a
Vv ptipad¢ kyseliny asparagové dokonce mnohondsobné. Porovnani prvni a ¢tvrté amplitudy
téchto jednotlivych mutaci parovym testem ukézalo, Ze mezi témito odpovédmi nedoslo

k signifikantnimu naristu proudové odpovédi, coz znamena, ze tyto mutantni formy TRPV3

46



receptoru byly od samého zacatku senzitizované. Proto se zda, ze pozice T264 by s velkou
pravdépodobnosti mohla byt cilem ERK kinazy. V tomto tvrzeni nds dale upeviiuje poloha
cilového treoninu, ktery se nachazi v citlivé ankyrinové doméné. Krystal ARD TRPV3
receptoru, ktery byl vytvoien v roce 2013 (Shi et al., 2013) dokonce ukazal, ze reziduum
T264 se nachazi schované pod rigidni klickou mezi tfeti a ¢tvrtou ankyrinovu repetici (tzv.
Finger 3), pficemz tato atypicka klicka mezi TRPV receptory je zfejmée dilezitym mistem pro
funkcnost TRPV3 kanalu. Védecka skupina, jez tento krystal vytvofila, se domniva, ze tato
klicka a jeji mozné konformace jsou kritické pro vazbu CaM a ATP, které se podili na
regulaci aktivity tohoto kanalu. Krom¢ toho tato skupina vytvofila v oblasti klicky nékolik
mutaci, po kterych byla pozorovana zvysena nebo snizena aktivita kandlu pii stimulaci 2-
APB. To tedy naznacuje, Ze i ndmi zkoumané reziduum T264 by mohlo byt dulezitym
regulaénim mistem TRPV3 receptoru, které je chranéno jiz zminovanou kli¢kou.

T264W: Zajimavé vysledky na pozici T264 jsme zaznamenali i pfi vyméné treoninu
za tryptofan. Tato mutace pfinesla signifikantni zmény v prvni proudové odpoveédi a pfi
aplikaci smési agonistli, kdy byla proudova odpovéd jednou tak vyssi neZ u WT. U ctvrté
proudové odpovédi nebyla zaznamenana statisticky vyznamné zménéna hodnota, ovSem
parovy test mezi prvni a ¢tvrtou odpovédi ukazal na postupny riist aktivity kandlu. Podobné
chovani vykazovala jiz vySe zminéna mutace S88D, proto 1 v tomto piipadé mohlo vlivem
mutace dojit ke zvySeni exprese funkcnich kanali v dobé od transfekce bun€k po zacatek
pokusu. Kromé toho by vSak za zvySeni amplitudy proudovych odpovédi mohla i stericka
interakce tryptofanu s jinymi podstrukturami ankyrinové domény, nebo by tryptofan diky
velikosti postranniho fetézce mohl zpiisobit zménu konformace zminované klicky (obrazek

7.1) mezi teti a Ctvrtou repetici ankyrinové domény.
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Obrazek 7.1 Krystal ankyrinové domény TRPV3 receptoru (Shi et al., 2013). Na obrazku je
zelené zobrazena rigidni klicka TRPV3 kanalu (Finger 3), ktera se nachazi mezi tieti a ¢tvrtou
ankyrinovou repetici a je ziejmé dulezitym regulaénim mistem aktivity TRPV3 receptoru.
Mutace na pozici T264, ktera je schovana za touto klickou, pfinesly zajimavé vysledky, které
potvrzuji Géast tohoto mista v regulaci aktivity TRPV3 kanalu. Jedna z provedenych mutaci na
této pozici, byla vyména treoninu za tryptofan, ktery je zobrazen na obrazku. Tato mutace se
projevila zvySenou aktivitou TRPV3 receptoru, kterd mohla byt zpisobena velkym postrannim
fetézcem tryptofanu, ktery mohl interagovat s jinymi strukturami nebo zpusobit konformacni
zménu Fingru 3.

T35D, T343D: Mutace na téchto pozicich vyznamné snizily citlivost TRPV3
receptoru na 2-APB. Zaznamenali jsme pouze nepatrné proudové odpovédi, zejména u
mutace T343D, ktera méla statisticky vyznamné snizenou amplitudu pii prvni i ctvrté
stimulaci 2-APB. Proudové odpovédi téchto mutantnich forem byly pozorovany az pfi
synergickém plisobeni agonistl, pfi€emz mutace T343D se podobala svoji odpovédi WT a
mutace T35D svou odpovédi prekvapivé pievySovala nejen WT, ale 1 vSechny ostatni mutace.
V obou ptipadech tedy doslo spise k poruSeni pfevodu vazby 2-APB na otevieni kanalu,
protoze synergie 2-APB a karvakrolu byla zachovana. Necekané chovani mutace T343D by
mohlo byt zpisobeno pozici tohoto rezidua v ARD a také ne pfili§ velkou vzdalenosti od
histidinu 426, ktery byl identifikovan jako jedno z rezidui zodpovédnych za aktivaci TRPV3

receptoru pomoci 2-APB.
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8 ZAVER

e Podafilo se nam funkéné exprimovat rekombinantni lidsky TRPV3 receptor v HaCaT
bunikach a ovétit jeho charakteristické vlastnosti popsané v literature: senzitizace, teplotni
aktivace a synergicky Gc¢inek dvou agonistli

e Urcili jsme osm potencidlnich mist pro fosforylaci TRPV3 receptoru ERK protein
Kinazou, zkonstruovali mutanty, u kterych byla postupné zaménéna urcena rezidua za
aminokyselinové zbytky, které mimikuji fosforylaci a funkéné je ovétili metodou patch-
clamp

e U mutace S60D a T96D jsme pozorovali stejné chovani jako u WT

e U mutace S85D a S102D jsme ziejmé porusili prevod synergického ucinku 2-APB a
karvakrolu. To je velmi zajimavy vysledek z hlediska hleddni moznych mechanizmu
aktivace TRPV3, protoze v literatufe doposud nebylo popsdno, jakym mechanizmem
pusobi karvakrol na tento receptor

e Navrhli jsme dal§i bodové zdmeény na pozici T264, které by mohly pomoci vysvétlit
zvyseni odpovédi pozorované u konstruktu T264D. Chovani pozorované u mutaci T264D
a T264E naznacuji, Ze moZnym cilem ERK kinazy je pravé treonin na pozici T264. Tento
fakt je dale podpofen i mutaci T264W a také polohou tohoto treoninu v ankyrinové
doméné pod kritickou klickou zodpovédnou za regulaci aktivity TRPV3 receptoru

e U mutaci T35D a T343D doslo k poruSeni citlivosti TRPV3 receptoru k 2-APB, pficemz
pozice T343 nachazejici se vV ankyrinové doméné¢ by mohla nasvédCovat tomu, ze jde o
dalsi dtlezité reziduum podilejici se na regulaci TRPV3 receptoru, coz by mohlo byt

namétem pro dalsi studium
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