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Abstrakt

Tranzientni receptorové potencidlové receptory (TRP) jsou kationtové kanaly propustné
pro jednomocné i dvojmocné ionty. Specidlni skupina oznaovana jako termoTRP zahrnuje
TRP kanaly aktivované piimo zménou teploty. TRPV3, vaniloidni termoTRP kanal typu 3,
hojné exprimovany v keratinocytech, je zapojen do regulace kozni homeostazy, detekce tepla,
nocicepce a rozvoje pruritu. Vysledky ptedlozené dizertacni prace prokazuji dulezitou ulohu
oblasti cytoplazmatického rozhrani, nachazejicitho se mezi podjednotkami, v teplotni aktivaci
TRPV3. Vzhledem k vyrazné strukturni podobnosti vaniloidnich receptor vyslovujeme
hypotézu, Ze identifikovand oblast je dilezitd pro teplotni citlivost i ostatnich vaniloidnich
termoTRP receptord (TRPV1, TRPV2 a TRPV4). Podatilo se prokazat, ze TRPV3 miize byt
substratem pro ERK1/2 proteinkindzy (kinazy regulované mimobunéénym signalem 1 a 2) a
identifikovat fosforylaéni mista TRPV3, kterd jsou cilem ERKI1/2. Znich byl klicovym
fosforylacnim mistem pro senzitizaci zprostfedkovanou ERK kindzou uréen threonin 264. Toto
misto mize mit fyziologicky/patofyziologicky vyznam v procesech senzitizace TRPV3
v lidskych keratinocytech prostiednictvim MAPK signalni kaskady. Tranzientni receptorovy
potencidlovy kanal ankyrinového typu 1 (TRPAT1) je polymodalni senzor chladu, endogennich
metabolitl produkovanych pii zanétu a infekci a drazdivych latek exogenniho pivodu. V ramci
dizertacni prace jsme urcili podminky, za jakych mize specifickd oblast cytoplazmatického C-
konce lidského TRPA1 receptoru (L992-P1034) piimo interagovat s fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatem (PIP,). Na zaklad¢ naSich vysledka byl navrzen mechanizmus, kterym PIP, mutze
ovliviiovat aktivitu TRPA1 v nociceptivnich neuronech. Potenciace TRPA1 zévisla na vapniku
je ovlivnéna piitomnosti dvou specifickych peptidii o sekvenci identické s lidskym TRPAL1
v oblasti 1.992-P1034. Mutace konzervovan¢ho fenylalaninu 1020 v této oblasti vyznamné
sniZzuje aktivaci receptoru pii negativnim membranovém potencidlu. Prokazali jsme, ze PIP;

zvySuje aktivitu TRPAT receptoru v bunééném modelu senzorickych neuront.



Abstract

The transient receptor potential (TRP) are cation channels mostly permeable to both
monovalent and divalent cations. ThermoTRP is a specific group of directly thermally
activated TRP channels. The vanilloid transient receptor potential 3 (TRPV3) is an ion channel
widely expressed in keratinocytes, that is implicated in the regulation of skin homeostasis,
thermo-sensing, nociception and development of itch sensation. Our results show the
importance of the cytoplasmic inter-subunit interface in the heat sensitivity of TRPV3. As
there is a structural analogy within the vanilloid receptors, our hypothesis of the identified
important region is supposed to be valid also for other thermally activated TRPV receptors
(TRPV1, TRPV2 and TRPV4). We have proved that TRPV3 is a substrate for ERK1/2 protein
kinase (kinase regulated by extracellular signal 1 and 2) and we have identified TRPV3
phosphorylation sites that may be direct targets for ERK1/2. Of these residues, threonine 264
has been shown to be the main phosphorylation site responsible for TRPV3 sensitization
mediated by ERK kinase. In human keratinocytes, the phosphorylation might be
physiologically and pathophysiologically important in processes of TRPV3 sensitization
mediated by MAPK signaling pathway. The transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)
channel is a polymodal sensor of cold, endogenous proalgesic agents and environmental irritant
compounds. TRPAL1 is involved in various pain conditions. In the thesis, we have determined
the conditions for the interaction of the cytoplasmic C-terminal of human TRPA1 (L992-
P1034) with phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) and we have proposed the
mechanism of TRPA1 regulation by PIP;, in native neurons. Calcium-dependent potentiation
was strongly impacted by the presence of two specific TRPA1-derived peptides. Mutation of a
conserved residue within the interaction region significantly decreased the activation of the
channels at negative membrane potentials. In the cellular model of sensory neurons, PIP;

positively regulated the activity of TRPAT1 receptor.
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Seznam pouzitych zkratek

2-APB 2-aminoethyldifenylborat

AP myelinizovana nervova vlakna skupiny A vedouci stiedné rychle (30-80 m/s)
Ad slabé myelinizovana nervova vlakna skupiny A vedouci pomalu (3-30 m/s)
AITC allyl isothiokyanat

ANOVA analyza rozptylu (angl. analysis of variance)

ATP adenosintrifosfat

ARD ankyrinova repetitivni doména

B-ME B-mercaptoetanol

bp par bazi

C-C angl. coiled-coil

CaM kalmodulin (angl. calmodulin)

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

CD spektroskopie typu cirkularni dichroismus

CGRP calcitonin gene-related peptid

CLS Cell Lines Service

COPD chronicka plicni obstruktivni choroba

COX cyklooxygenaza

DNA deoxyrinonukleova kyselina

dNTP smés deoxynukleosid trifosfath

DAG diacylglycerol

DMEM angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO dimethylsulfoxid

DPTHF difenyltetrahydrofuran

DRG zadni kofeny miSni (angl. dorsal root ganglia)

DTT dithiothreitol

ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova ( angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
EGF epidermalni riistovy faktor (angl. epidermal growth factor)

EGFR receptor pro epidermalni rastovy faktor

EGTA kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova

ELFO elektroforéza

ER endoplazmatické retikulum

FAAH hydrolazy amidi mastnych kyselin

FTS fetalni teleci sérum

GFP zeleny fluorescencni protein (angl. green fluorescent protein)

GMO geneticky modifikovany organizmus

GPCR Receptor sptazeny s G proteinem (angl. G protein-coupled receptor)
HaCaT imortalizované lidské kozni keratinocyty (angl. human keratinocyte)
HEK lidské embryiondlni ledvinové buiiky (angl. human embryonic kidney)

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina



IAG ibuprofen-acyl glukuronid

IgE Imunoglobulin E

1P; Inositol trifosfat

IP;R Receptor pro inositol trifosfat

IUPHAR angl. International Union of Basic and Clinical Phyrmacology

LUV velké jednolamelarni vezikuly (angl. large unilamellar vesicles)
MAPK mitogenem aktivované protein kinasy

MATra magnetem asistovana transfekce

MD molekulédrni dynamika

MDS mikrofluidni difizni dimenzovani (angl. microfluidic diffusional sizing)
MEK mitogenem aktivovana protein kindza/ERK kindza

MLV multilamelarnich vezikul

MPD membranovy proximalni doména

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina (angl. messenger ribonucleic acid)
NAPQI N-acetyl-p-benzochinonimin

NCBI angl. National Center for Biotechnology Information

Opti-MEM  Optimalizované minimalni Eaglovo médium
PATR-FTIR polarizovand infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (angl.
polarized attenuated total reflection-Fourier transformation infrared)

PBS fosfatovy pufr (angl. phosphate-buffered saline)

PCR Polymerazova fetézova reakce (angl. polymerase chain reaction)

PDB proteinova databanka

PKA proteinkindza A

PKC proteinkindza C

PLC fosfolipaza C

POPC palmitoyl-oleoyl-fosfatidylcholin

PIP, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PWD plazmonova vinovodna resonance (angl. plasmon waveguide resonance)
Oio maximalni teplotni koeficient

RMSD sttedni kvadratickd odchylka (angl. root mean square deviation)

RuR rutheniova Cerven (angl. ruthenium red)

SAR studium vztahu mezi strukturou a funkci (angl. structure activity relationship)
SD standardni odchylka (angl. standard deviation)

SEM standardni chyba priméru (angl. standard error of the mean)

SMALP nanodisky na bazi polymeru styrenu s kyselinou maleinovou

SUV malé jednolameléarni vezikuly (angl. small unilamellar vesicles)

TAE tris-acetat-EDTA

TBS tris pufr (angl. tris-buffer saline)

ThermoTRP teplotné citlivé transientni receptorove potencidlové kanaly

TIR totalni vnitini odraz (angl. total internal reflection)

TMD transmembranova doména

TRP transientni receptorové potencidlové kandly (angl. transient receptor potential)
TRPA ankyrinové transientni receptorové potencialové kanaly

TRPC kanonické, klasické transientni receptorové potencialové kanaly



TRPM
TRPML
TRPN
TRPP
TRPV
uv

WT

melastatinové transientni receptorové potencidlové kanaly
mukolipinové transientni receptorové potencidlové kanaly
nemechanosenzitivni (angl. transient no mechanoreceptor potential C)
polycystinové transientni receptorové potencidlové kanaly

vaniloidni transientni receptorové potencidlové kanaly

ultrafialové (angl. ultra violet)

piirozeny typ (angl. wild type)

ZKkratky aminokyselin

~Es<HumOoORZIOARATITZOQTOWOEHOAO»>

Ala alanin

Cys cystein

Asp kyselina asparagova
Glu kyselina glutamova
Phe fenylalanin

Gly glycin

His histidin

Ile isoleucin

Lys lysin

Leu leucin

Met methionin

Asn asparagin

Pro prolin

Gln glutamin

Arg arginin

Ser serin

Thr threonin

Val valin

Trp tryptofan

Tyr tyrosin



1 Literarni uvod

1.1 TRP iontové kanaly

K objevu tranzientnich receptorovych potencidlovych (TRP) kanala v roce 1969 vedlo
odhaleni tp genu kodujiciho iontovy kanal zapojeny do procesu fototransdukce (1). Spontanni
mutace tohoto genu zpiisobila u octomilky (Drosophila melanogaster) poruchu v reakci na
svétlo. Méfenim receptorového potencialu oc¢ni sitnice autoii zjistili, ze na rozdil
od ptetrvavajici odpovédi u pfirozeného typu kandlu, intenzivni osvétleni u mutantnich forem
vyvolava jen pfechodnou (tranzientni; 10-15 s) zménu. O dvacet let pozdéji byl trp gen
izolovan, ur¢ena jeho sekvence a navrzena membranova topologie (2). Na zaklad¢ sekvencni
homologie byla postupné ustanovena jednotnd nomenklatura oznacujici rozsahlou rodinu
dalSich pozdé&ji objevenych proteinl, nazvand Transient Receptor Potential, zkracené¢ TRP (3).
Mnoho z téchto iontovych kanali se uplatiiuje v pfevodu riiznych chemickych, teplotnich,

svételnych a mechanickych podnétd, a plni tak klicovou tlohu molekuldrnich detektort.

1.1.1 Struktura TRP iontovych kanali

Molekularni struktura TRP iontovych kanalu je tvofena Ctyfmi symetricky uspofadanymi
podjednotkami vytvarejicimi centralni por, jehoz konzervované vlastnosti urcuji selektivitu
kanalu pro kationty (Obr. 1A). Podjednotky tetrameru mohou byt shodné (homotetramer), nebo
v biofyzikélnich vlastnostech, farmakologii, signalizaci, regulaci i samotné funkci vysledného
kanalového komplexu. Mize také ovlivnit jeho dopravu do plazmatické membrany
(trafficking) a pozménit jeho celkovou distribuci v rdmci buiiky (4). Kazda podjednotka je
tvofena Sesti transmembranovymi segmenty (S1-S6), porotvornou klickou mezi segmenty S5 a

S6 a intracelularnimi N- a C-konci (Obr. 1B).
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Obr.1: Obecna struktura TRP kandlu. A) Schématické uspotadani podjednotek v

tetrameru. Upraveno podle (5). B) Obecna struktura monomeru. P, por; C, karboxylovy-konec;
N, aminovy-konec; S, transmembranovy segment.

Na C-konci TRP proteinti byla na zéklad¢ sekvencni podobnosti identifikovana oblast 25
aminokyselinovych zbytkii bezprostfedné navazujici na S6 segment. Tato a-helikalni struktura
se oznacuje jako TRP doména a byla nalezena ve vSech sav€ich TRP receptorech s vyjimkou
TRPP a TRPML receptori (6, 7). TRP doména obsahuje konzervovanou oblast obsahujici
sekvenci EWKFAR o péti az Sesti aminokyselinovych zbytcich s nejvice konzervovanym
tryptofanem (8). TRP doména je klicovym strukturnim prvkem zajiStujicim integraci a

alostericky pfevod podnétii z riiznych ¢asti kanalu na jeho vratkovani (gating) (9).

Na N-koncové oblasti se u TRPV, TRPC a TRPA kanali nachazeji ankyrinové repetice
(AR). Jedna se o strukturni motiv, ktery se sklada typicky z 33 aminokyselinovych zbytkil
tvoticich strukturu typu antiparalelni helix-otoc¢ka-helix nasledovanou smyckou B-vlasenky
(finger). Ankyrinové repetice mohou plnit ulohu vazebnych mist pro riizné ligandy, nebo
zajist'ovat kontakt proteint s cytoskeletem (10). Predpoklada se, ze vysoky pocet ankyrinovych
repetic (16-29), kterym se vyznaCuji TRPA1l a TRPN (jen u hmyzu), zodpovidd za

mechanosenzitivni vlastnosti téchto iontovych kanalia (11).



1.1.2 Vyskyt a fyziologicky vyznam TRP iontovych kanali

TRP iontové kanaly se vyskytuji témét u vSech organizmi, v kazdé tkani a bunééném
typu, a s evoluci se ne€které z nich jen pozvolna ménily (12, 13). U savct jsou TRP kanaly
kodované 28 geny a tadi se podle strukturni homologie do 6 podrodin: TRPC (kanonické,
klasick¢), TRPM (melastatinové), TRPV (vaniloidni), TRPA (ankyrinov¢), TRPP
(polycystinové), TRPML (mukolipinové) (3). Jejich exprese a funkce byla dobfe popsana
v primarnich aferentnich senzorickych neuronech ganglii zadnich kotfend miSnich, uplatiiuji se
vSak také vyznamné v regulaci mnoha klicovych bunéénych funkci mimo senzoricky systém
(13-15). Pii aktivaci a otevieni TRP kanalii dochdzi ke vtoku monovalentnich a divalentnich
kationtii do buiiky a k buné¢né depolarizaci. To ma za nasledek aktivaci ¢i inaktivaci napétove
zavislych iontovych kanalt a nasledné modulaci hnaci sily pro tok dalsich iontl jinymi kanaly
a transportéry (16). V né€kterych organeldch, jako jsou lysozomy, endozomy, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum a synaptick¢é vacky, slouzi né&které TRP receptory jako
intracelularni iontové kanaly propustné pro vapenaté ionty (Ca*"). V senzorickych neuronech a
koznich builkkdch umoziuji TRP kandly reagovat na extrémni zmény prostfedi, mohou byt
aktivovany fadou endogennich i exogennich chemickych a fyzikalnich podnétd (napt. reaktivni
formy kysliku, zanétlivé mediatory, palivé a drazdivé substance z rostlin, svétlo, teplo, UV
zéfeni, chlad, mechanické a osmotické podnéty). Na volnych nervovych zakoncenich
primarnich aferentnich senzorickych neuronti maji TRP kanaly klicovou ulohu molekularnich
detektorti bolestivych a potencidln¢ Skodlivych podnéti. Plisobenim nocicepéniho horka ¢i
chladu, kyselého prostfedi, mechanickych podnétli nebo zmén osmotického tlaku jsou TRP
kanaly otevirany, coZz umoznuje prunik kationtd do nitrobunééného prostiedi, depolarizaci
bunééné membrany a nasledné vyvolani ak¢éniho potencialu, ktery je nezbytny pro prevod
bolestivé signalizace do vysSich nervovych struktur a odpovidajici reakci organizmu (17).
Informace o nociceptivnim podnétu je vedena nemyelinizovanymi C vlakny (0.5-3.5 m.s™) a
slabé myelinizovanymi vlakny A8 (3-30 m.s™) do superficialni oblasti zadnich mi¥nich roht
(lamina I, II) (18). Krom¢ zakladni fyziologické tlohy mohou zmény exprese, funkce, ¢i
poruchy regulace TRP kanalti vést k tad¢ patologickych stavli. Mutace v genech kodujicich
TRP receptory mohou byt pfi€inou fady zavaznych chronickych bolestivych a zanétlivych

stavll, koZznich onemocnéni nebo rakoviny (pro piehledné ¢lanky viz (14, 19-21)).



1.1.3 Klasifikace senzorickych neuronii pomoci trp genti

Podtypy senzorickych neuront byly po dlouhou dobu tradicné klasifikovany podle
morfologického usporadani, imunohistochemickych vlastnosti (22-25) a citlivosti k riznym
modalitam a intenzitdm podnéti (26). Jednim z klicovych kritérii pro urceni podtypu
senzorickych neuronti a rozliSeni nociceptori se pozdéji stalo stanoveni citlivosti
ke specifickym agonistim teplotn¢ aktivovanych TRP kanald (27). Soucasny rozvoj
genomickych a proteomickych metod umoznil rozsahlé mapovani mRNA transkripti
ve funkéné definovanych skupinach neuronti zadnich kofenti miSnich (28-31). Analyza
transkriptomu funk¢éné charakterizovanych mysSich neuronii zadnich kofenti miSnich umoziuje
rozlisit 11 zakladnich podtypii senzorickych neuronti: tfi rizné skupiny neuront odpovidajicich
na slabé mechanické podnéty, dva typy proprioceptivnich neuronti a Sest riiznych teplotné
citlivych skupin senzorickych neuront (28). Studie potvrzuji specifickou expresi jednotlivych
teplotné citlivych TRP kanalt v pfesné definovanych podskupindch nociceptorti a upiesiuji

jejich funkéni rozliseni.



1.2 Teplotné citlivé TRP kanaly

TRP kanaly, které lze pifimo aktivovat zménami teploty, se oznacuji termoTRP.
Za fyziologické teplotni senzory jsou povazovany iontové kanaly, které spliuji nasledujici
podminky (32, 33):

1. Strma teplotni zévislost, obvykle vyjadiend jako teplotni koeficient Q)9 vyssi nez 5
(pfipadné niz§i nez 0.2 pro kandly aktivované chladem) v odpovidajicim teplotnim
intervalu. Q)¢ vyjadiuje faktor, kterym se méni citlivost pfi nartstu teploty o 10 °C.

2. Funk¢ni exprese v relevantnich bunéénych typech, které jsou bézné vystaveny vyznamnym
teplotnim zméndm (typicky volna nervova zakonceni nebo keratinocyty).

3. Prokazana in vivo ucast v teplotni zavislosti fyziologickych nebo patofyziologickych
procest.

Dosud je mezi termoTRP zafazeno nejméné 10 kanali z celkového poctu 27 TRP
proteint vyskytujicich se u ¢lovéka (12, 34-36). Teplotni prahy pro aktivaci termoTRP kanala
zahrnuji cely rozsah fyziologickych a patofyziologickych teplot od Skodlivého chladu az po
Skodlivé horko (Obr. 2). Mezi kanaly aktivované teplem patii TRPV1-4 (37-42) a TRPM3
(43), chladem aktivované jsou TRPMS (44) a TRPA1 (45). Mezi termoTRP receptory jsou
v literatufe také uvadény TRPM2 (35), TRPM4 a TRPMS (46) a TRPCS (47). Prestoze tyto
kanaly spliiuji vySe uvedena kritéria, mechanizmus teplotni aktivace neni zatim dostate¢né
prostudovan a je pravdépodobné, Ze vyjimecna citlivost k mirnému teplu u TRPM2, 4 a 5, ¢i
chladu u TRPCS5 je déna nepfimou aktivaci dosud neurenymi chemickymi produkty

intracelularnich signalnich drah.

TRP@ TRPA% 'I;PMB pPV4 FR)PV1 TRPV2, TRPV3
0°C 10°C 20°C 30°C 40°C
Obr.2: Teplotni prahy aktivace vybranych termoTRP receptori. Za detekci

Skodlivého horka jsou zodpovédné kandly TRPV1 pfi teplotach nad 42 °© C, pii teplotach
nad 51 °C pak TRPV2 a TRPV3. TRPV4 je zapojen do detekce tepla. Naproti tomu TRPMS je
aktivovan chladem pod 21 °C, TRPAI je zodpoveédny za citlivost na Skodlivy chlad (obrazek
upraven podle (34, 48)).

Charakteristickou vlastnosti teplotné aktivovanych TRP kanali je polymodalita,
tj. moznost aktivace riznymi podnéty. Kromé teplotni aktivace lze tak vSechny teplotné citlivé

TRP kanaly aktivovat fadou chemickych latek exogenniho i endogenniho plvodu, jejichz

5



spole¢ny ucinek je typicky vice nez aditivni (synergicky). Tato schopnost umoziuje rychlou
odpovéd organizmu na potencidlné ohrozujici podnéty a mize byt také podkladem
nékolikanasobného zvySeni aktivity nociceptort za patofyziologickych podminek (naptiklad
teplotni hyperalgezie ¢i alodynie). Polymodalni vlastnosti zna¢n¢ komplikuji nejen vyzkum
mechanizmii aktivace TRP kanalti na molekularni urovni, ale také snahu nalézt piistupy, které

by mohly vést k navrhu t¢innych latek s analgetickym pisobenim (17, 49).

1.2.1 Molekularni podstata teplotni aktivace

Molekularni mechanizmus teplotni aktivace termoTRP kanalt zatim neni jednoznacné
objasnén a je predmétem intenzivniho vyzkumu. Jednou z moznych hypotéz je aktivace kanalu
v disledku disociace membranovych lipidi z vazebného mista na receptoru (50-52). Vice
autort se vSak pfiklani k vysvétleni, ze mechanizmus teplotni aktivace je urcen specifickymi
vlastnostmi proteinové struktury kandlii. Tento mechanizmus charakterizuji termodynamické
parametry teplotni aktivace, jako jsou teplotni préh, citlivost (hodnota Q;9) a smér teplotni
aktivace, tj. zda je kandl aktivovany teplem nebo chladem (53-56).

Jedna z obecnych hypotéz teplotni aktivace predpoklada existenci teplotné citlivé
domény. Tato predstava je zalozena na analogii s vyskytem domén se specifickou funkci
prokazanou u jinych iontovych kanali, jako je napétovy senzor, porova doména nebo misto
pro vazbu ligandu. Teplotni senzor doposud nebyl lokalizovan pro zadny z teplotné citlivych
kanala. Neékteré mutace v porovych oblastech, doménach ankyrinovych repetic a
karboxylovych koncich termoTRP kandli snizily teplotni prah, nebo citlivost jejich teplotni
aktivace (53, 55, 57, 58). Mutace v oblasti vnéjsi porové klicky zruSily teplotni aktivaci
TRPV3 kandlu (55). Oblast membranové proximalni domény (MPD) na aminovém konci se
pak prokazatelné podili na teplotni aktivaci TRPV kanalt (54). Karboxylovy konec je dalsi
oblasti, pro kterou byla u TRPV1 a TRPMS prokdzéana schopnost urCovat charakter teplotni
citlivosti: chimérickd zdména karboxylovych koncti zaménila citlivost téchto receptort k teplu
a chladu (59). KdyZ byla pérovd doména draslikového Shaker Kv kandlu zaménéna za
homologni sekvenci TRPV1 (S5-S6 oblast transmembranové domény), ukdzalo se, ze pdrova
oblast je je postacujici pro zvySeni strmosti teplotni aktivace tohoto kanalu (60).

Alternativnim navrhovanym mechanizmem specifické teplotni aktivace je integrace
okolnich teplotnich vlivii rozpoznavanycha hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky
rozmisténymi v ramci celého kanalového komplexu. Koordinovana expozice hydrofobnich
aminokyselinovych  zbytki do vodného prostiedi teoreticky  vysvétluje typicke

termodynamické charakteristiky teplotné citlivych iontovych kanalt (61).
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1.3 TRPAI1

TRPA1 je polymodalni termoTRP kanal zapojeny v procesech nocicepce, zanétlivé a
neuropatické bolesti, zejména zanétlivé chladové a mechanické hyperalgezie (45, 62-64). Savci
TRPALI je aktivovany zchlazenim (<12 °C; mysi ortolog), depolarizujicim napétim a Sirokou
endogenni medidtory zanétu (bradykinin), reaktivni formy kysliku a dusiku, nebo metabolity

lipidt (napft. kyselina arachidonovad) (63, 65).

1.3.1 Molekularni struktura TRPA1

Soucasny rychly rozvoj kryoelektronové mikroskopie umoznuje studovat slozité
proteinové komplexy TRP receptori v riznych funkénich stavech v rozliSeni blizkém
atomovému (66). V roce 2015 byla publikovana struktura TRPA1 kandlu (PBD 3J9P) v
rozliseni az 3,92 A pro konformaci zavieného stavu kandlu a struktura, ve které je piesné
uréeno misto vazby specifickych antagonisti A-967079 a HC-030031 (5). Podobné jako
ostatni TRP kanaly je TRPA1 komplexem ctyt stejnych symetricky uspotadanych podjednotek.
Kazda podjednotka obsahuje transmembranovou ¢ast a cytoplazmatické N- a C- konce, které
tvoti 80% receptoru (Obr. 3). Transmembranova oblast TRPA1 receptoru je tvofena Sesti a-
helixy (S1 — S6) spojenymi extracelularnimi a intracelularnimi klickami. Transmembranové
segmenty S5 a S6 spolu s raménkem obsahujicim dva kratké helixy tvofi por iontového kanalu,
ktery umoziiuje tok mono- a bivalentnich kationtli v zavislosti na daném elektrochemickém
gradientu. Cytoplasmaticky aminovy konec je dominantni Casti receptoru obsahujici rozsahlou
ankyrinovou doménu tvofenou 16 ankyrinovymi repeticemi (ARD), spojenou s prvnim
transmembranovym segmentem S1. N-konec obsahuje fadu funkéné dualezitych interak&nich
mist pro elektrofilni agonisty a prostfednictvim hydrofobnich kontakt s transmembranovou
doménou se podili na integraci a pfevodu signalu 1 ze vzdalenéjSich cytoplazmatickych ¢asti
kanalového komplexu. Pro aktivaci TRPA1 receptoru elektrofilnimi agonisty je nutna vysoka
reaktivita cysteinu 621 na N-konci (Obr. 3, Zluté vyznaceny postranni fetézec), ta je ovlivnéna
sousednim lysinem 620 (Obr. 3, modfe vyznaceny postranni fetézec). Proximdlni Cast
karboxylového konce tvofi helix konzervovany u vSech TRP kanali (TRP-doména), zajistujici
ptevod signalu do vratek kandlu. ProdlouZena intracelularni ¢ast TRPA1 kandlu tvofi strukturu
tzv. zavinuté civky (C-C, angl. coiled-coil), distalni ¢ast nesouci zaporny naboj reguluje

aktivitu kanalu, interaguje s ARD a vaze vapenat¢ ionty.
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Obr.3: Struktura TRPA1 kanalu. A) Nahote, schematické znézornéni podjednotky
TRPA1 s vyznacenim strukturnich domén. N-konec, ankyrinova doména (ARD); svétle zluta,
senzor; oranZova, raménko mezi transmembranovymi segmenty S4 a S5; lososova, porova
doména S5-S6 se dvéma kratkymi porotvornymi helixy (P); ervend, TRP-doména; bila, C-
koncova ,,coiled-coil“ (C-C) doména. Casti nedostateéné rozlisené v 3D hustotnich mapach
jsou vyznacené carkované. Dole, 3D reprezentace struktury TRPA1 podjednotky, Zluté je
vyznacen cystein 621 vyznamny pro svij klicovy podil na aktivaci TRPA1 elektrofilnimi
¢inidly, modfe je vyobrazen lysin 620 zvysujici reaktivitu cysteinu 621. B) Tetramer tvoftici
funkéni TRPAT (PDB 3J9P). Nahote, hustotni mapa tetrameru. Dole, uspofadani podjednotek
v tetrameru tvofici centralni por kanalu (pohled shora). Upraveno podle (Paulsen et al., 2015).

1.3.2 Fyziologicka uloha, mechanizmy aktivace a farmakologické vlastnosti
TRPA1

TRPA1 je exprimovan na télech peptidergnich 1 nepeptidergnich neuronil
myelinizovanych AP, Ad i nemyelinizovanych C-vldken, v melanocytech, Zirnych bunkéch,
fibroblastech, odontoblastech, enterochromafinnich bunkéach, v B-bunikach Langerhansovych
ostrivkl slinivky bfis$ni, v epitelu dychacich cest a traviciho traktu, mocovém meéchyii a
v kiizi, kde mtZe byt aktivovan elektrofilnimi latkami, oxidanty, reaktivnimi formami kysliku a

dusiku a metabolity lipida (Obr. 4) (67).
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Obr.4: Chemické sktruktury vybranych, fyziologicky vyznamnych agonisti
TRPAL. Elektrofilni agonist¢ TRPA1 (Cervené) a neelektrofilni (zeleng).

Elektrofilni latky reaguji pfimo s thiolovymi skupinami specifickych cysteinovych
zbytkh TRPA1 proteinu a kovalentné¢ jej modifikuji (68). Nejedna se tak o klasicky
mechanizmus aktivace vazby ligandu na receptor, ktery je obvykly u ostatnich iontovych
kanalt ¢i metabotropnich receptorti. Plisobeni mnoha elektrofilnich latek na organizmus je
vyznamn¢ zprostiedkovano TRPAI receptory (67). Z odborné literatury je znamo velké
mnoZstvi endogennich 1 exogennich elektrofilnich latek, pro které bylo prokazano, Ze pfimo
aktivuji TRPA1 (viz pfehledné c¢lanky (67, 69)). Mezi G€inné elektrofilni latky exogenniho
pivodu patii palivy allylisothiokyanat obsaZzeny ve wasabi ¢i hoic¢icném oleji, skoficovy
aldehyd, alicin z cesneku, nebo akrolein (akrylaldehyd), draZzdivd substance obsazena
v cigaretovém koufi a prumyslovém a komunalnim odpadu (70, 71). Endogenni aktivatory
TRPA1 maji dtleZitou fyziologickou 1 patofyziologickou ulohu. Jako ptiklad vyznamnych
agonistli TRPA1 souvisejicich se zdvaznymi patofyziologickymi stavy 1ze uvést acetaldehyd,
metabolit etanolu, vyznamny spouSté¢ migrény a zachvatl pfi Hortonové syndromu (tzv.
“cluster headache”), nebo methylglyoxal plsobici na nervovych zakoncenich, zhorsujici
chronické bolesti koncetin u diabetické neuropatie. V poslednich letech byl odhalen
molekularni mechanizmus u¢inné kompetice elektrofilnich latek o interakéni mista TRPAI

s bunénymi antioxidanty chranicimi cytosolické proteiny pied jejich toxickym plisobenim,



kdy elektrofilni agonisté interaguji s cysteiny TRPA1 mnohem (6000%) rychleji nez je obvykla
rychlost reaktivity cysteinti a antioxidac¢nich enzymit. Pro aktivaci TRPA1 elektrofilnimi
latkami jsou vyznamné dvé aminokyseliny, cystein 621 a lysin 620 (Obr. 3A) (68).
Pravdépodobn¢ 1 dalsi cysteinové zbytky situované mimo N-konec, piispivaji k aktivaci
kanalu, jelikoz po deleci celé N-koncové domény je citlivost TRPA1 vuci elektrofilim
zachovana (51).

TRPA1 muize byt aktivovan i nekovalentné, neelektrofilnimi ligandy, jako jsou
kanabinoid A’-tetrahydrokanabinol, monoterpen karvakrol z dobromysli a tymianu, & mentol
obsazeny v maté peprné. Neelektrofilni agonist¢ TRPA1 casto vykazuji dvoji Uc€inek
v zavislosti na koncentraci: pfi nizkych koncentracich receptor aktivuji a naopak pti vyssich
koncentracich jej blokuji. Ptikladem klinicky z&vaznych stavi pfisuzovanych zvysSené mite
aktivace TRPA1 jsou zavazné bolesti hlavy a migren6zni zachvaty zptisobené inhalaci ketonu
monoterpenu nachdzejictho se v okolicnatce kalifornské (Umbellularia californica). Po
aktivaci TRPA1 nasledované vtokem sodnych (Na") a vapenatych (Ca’") iontd kanalem a
vznikem akéniho potencidlu dochazi k uvolnéni vazokonstrikénich neuropeptidi z cévnich
stén, CGRP (angl. calcitonin gene-related peptid), substance P a neurokininu A (72), které
mohou vyvolat aktivaci trigemindlniho vaskuldrniho systému (vlakna 1. vétve trojklanného
nervu a jim inervované durdlni tepny) a vznik migrén ¢i vracejicich se bolesti hlavy (67).
Hypotézu rozhodujici ucasti TRPA1 v mechanizmech vzniku tupornych bolesti hlavy
podporuje také vysoka lécebnd ucinnost paracetamolu (viz nize), ktery je desenzitizujicim
agonistou TRPAI, ale také latek rostlinného piivodu, jako jsou parthenolid pfirozené se
vyskytujici v kopretin€ fimbab¢ (Tanacetum parthenium) a tygii mast znamé svym benefi¢nim
ucinkem obsazeného kafru (73, 74). K vysoce ucinnym agonistim TRPA1 se tadi celkova

anestetika isofluran a propofol (75).

Cilena modulace TRPA1 receptoru se zda byt slibnym smérem pii vyhledavani novych
1é¢iv pro terapii bolesti, svédéni a senzorické hyperreaktivity v utrobnich organech, jako jsou
dychaci cesty, mocovy méchyt nebo travici trakt (67). Z farmakologického hlediska je
vyznamnym aktivatorem TRPAT1 toxicky metabolit paracetamolu. Paracetamol je deacetylovan
na p-aminofenol a prostfednictvim hydrolazy amidi mastnych kyselin (FAAH) konjugovan
s kyselinou arachidonovou na bioaktivni N-arachidonoyl-fenolamin (AM404). Metabolizmem
prvniho prichodu jatry je transformovéano asi 25% piijatého 1é¢iva, veétSina metabolitl tvoii
konjugaty s kyselinami glukuronovou (40 - 67%) a sirovou (20 - 49%), zbytek (5 - 15%) je
metabolizovan cytochromem P450 na N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) (Obr. 5).
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Elektrofilni NAPQI je pak pfimym aktivitorem TRPAI1 kanilu a podobné jako dalsi
elektrofilni metabolit paracetamolu, p-benzochinon, se vaze kovalentni vazbou k cysteinovym
zbytkim TRPA1 proteinu. Z farmakologického hlediska je dilezité zjisténi, ze TRPAT1 kanal je
desenzitizovan vysSimi koncentracemi NAPQI a pii vysSich koncentracich NAPQI
desenzitizuje , coz muze byt jeden z mechanizmu analgetického ucinku paracetamolu (76).
Stale vice experimentalnich vysledkd svédéi o ucasti TRPA1 v mechanizmech vzniku
zanétlivych onemocnéni dychacich cest navozenych paracetamolem. Existuje experimentalni
evidence, ze ulinek NAPQI je v béznych terapeutickych davkach paracetamolu spojen
s rizikem vzniku chronického obstruktivniho plicniho onemocnéni (COPD) a astmatu (77-79).
Je znamo, ze Casté uzivani paracetamolu je ptfi¢inou zvySené¢ho vyskytu astmatu u dospélych,
coz je pfi¢itdno snizeni hladiny glutathionu v plicich (80). Diky novym poznatkim a
soucasnému rozvoji prediktivni genomiky jsou zkoumény dilezité souvislosti, které by mohly
ptispét k vysvétleni nejen podstaty nezddoucich ucinkll paracetamolu, ale také objasnit nekteré

pficiny vrozenych neurogennich zanétlivych onemocnéni.

11



HO

(5-15 %)

P
N\/CH3
v I
Gluc—O H 03S—0
Konjugat kyseliny glukuronové |+ Konjugat kyseliny sirové
i NYCHB
)
O/

N-acetyl-p-benzochinonimin
NAPQI (toxicky metabolit)

N

Normalni hladina glutathionu/ Nedostatek glutathionu/
terapeutické davky paracetamolu predavkovani paracetamolem

H H

| |
N\[/CHa N CH3
(0] o]
HO HO

GSH Bunécné makromolekuly

Proteinové adukty
(kovaletni vazba a arylace kritickych

buné&énych proteina)

Netoxické konjugaty
(glutathion, cystein, merkaptan)

Jaterni metabolizmus paracetamolu ovliviiujici aktivitu TRPA1. Hlavni

Obr.5:
terapeutickych a toxickych davek

metabolické jaterni drahy aktivované po podani
paracetamolu (upraveno podle (81)).

12



Dilezita uc¢ast TRPA1 receptoru v nociceptivnich drahach je podpotfena také nedavnou
studii, kterd prokézala, ze aktivni metabolit ibuprofenu ibuprofen-acyl glukuronid (IAG)
pusobi jako selektivni inhibitor TRPAI1 kandlu. Asi 10-15% pfijatého ibuprofenu je
pii prichodu jatry konjugovéano s glukuronidem na IAG. Obvykle byvaji metabolity
glukuronidu neaktivni, avSak IAG by mohl inhibici TRPA1, ktery je pii zanétu upregulovan,
pfispivat k analgetickému a protizdnétlivému ucinku ibuprofenu, derivatu kyseliny
propionové, jehoz hlavnim mechanizmem ucinku je inhibice cyklooxygendzy (COX) a pouziva

se jako 1éCivo prvni volby pfi bolestech a zanétech (82).

1.3.3 Genetické polymorfizmy trpal

Studium vztahu mezi strukturou a funkci (SAR) je neodmyslitelnym ptfedpokladem
pro presné uréeni vazebného mista pro agonisty a pro uspé$né navrzeni vhodné chemické
struktury potencidlnich 1é¢iv. Napoméhaji také k pochopeni moznych pfi¢in vrozenych
onemocnéni, jez jsou disledkem vyskytu variant v genech kodujicich klicové receptory.
informaci, avSak funkéni vyznam genetickych polymorfizmii je v sou¢asné dobé jen velmi
malo prozkouman, zatim jednim z mala dostatecné funkéné charakterizovanych polymorfizmu
trpal je jednonukleotidovd zdména (identifikacni ¢islo v databazi NCBI SciVar
RCV000032802.7) zplsobujici u ¢lovéka autozomalni dominantni neurologické onemocnéni
charakterizované vycerpavajici epizodickou bolesti v horni ¢asti téla, vyvolanou chladem,
hladovénim nebo fyzickym stresem (83). Identifikované polymorfizmy mohou ovliviiovat
nejen celkovou expresi funkénich TRPA1 kanald, ale také naptiklad pravdépodobnost otevieni,
nebo miru modulace vapenatymi ionty (84). Ptikladem je vySe uvedeny polymorfizmus, jenz
vede k zameén¢ asparaginu 855 za serin ve funk¢én€ velmi vyznamné oblasti S4-S5 raménka
receptoru (oranzova oblast na obrdzku 3), kterda ma za nasledek zménu rovnovahy mezi
otevienym a zavienym stavem iontového kanalu. Nedavno publikovand dlouhodoba klinicka
studie, ve které byla sledovana koncentrace imunoglobulinu E (IgE) v séru, identifikovala u
déti monitorovanych do véku 7-8 let tfi varianty genu trpal (8ql3), které prokazovaly
signifikantni asociaci zvySené hladiny IgE s uzivanim paracetamolu v pozdni fazi t€hotenstvi
matky. Studie soucasné prokézala souvislost specifickych variant zejména v intronové oblasti
trpal s vyskytem astmatu u déti (identifikacni Cisla v databazi NCBI dbSNP rs959974,
rs1384001 a rs7010969) (79). Souvislost vyskytu genetickych variant trpal se vznikem
détského astmatu vlivem znecisténi ovzdusi rozptylenymi ¢asticemi byla prokazana také v jiné
studii, ve které bylo identifikovano nckolik mutaci v kodujici oblasti proteinu s funkcni
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zménou pii aktivaci nerozpustnymi casticemi popilku (E179K, KI186N, N747A, N753A,
N954T a H1018R) (85).

1.3.4 Regulace TRPA1 vapenatymi ionty a membranovymi fosfolipidy

TermoTRP kanaly se vyznamné uplatiiuji v bundené signalizaci vapenatymi ionty Ca*".
JelikoZ jsou tyto kanaly propustné pro Ca*" a odpovidaji na riiznorodé podnéty, jejich aktivace
ma za nasledek spusténi fady intracelularnich signélnich kaskéd zavislych na vapniku. Jako
neselektivni kationtové kandly pii aktivaci depolarizuji membranu, a tim ovliviuji vstup Ca*"
vapnikovymi kanaly. Véapenaté ionty pak nasledné reguluji aktivitu fady TRP kanali, coz jim
umoziuje fungovat jako molekularni efektory v reakci na vnitrobunéénou koncentraci vapniku

(86).

Také aktivita TRPAI1 je vyznamné ovlivilovdna védpenatymi ionty. Tato regulace je
bimodalniho charakteru v zavislosti na intracelularni koncentraci Ca®": p¥i nizké koncentraci je
aktivita kanalu posilena, naopak v p¥itomnosti zvySené koncentrace Ca”" je kanal inaktivovan
(87). Pti zanétlivé reakci miize byt koncentrace intracelularniho vapniku zvysena, coz vede ke
zrychlené dopravé (,.trafficking®) kanali do plazmatické membrany a naslednému zvySeni
nociceptivni signalizace (88). Na molekuldrni urovni je tento proces fizen prostfednictvim
kalmodulinu, ktery interaguje s karboxylovym koncem TRPA1 v oblasti L992-N1008 (89).
Zvyiena cytoplazmaticka koncentrace Ca®" také aktivuje fosfolipazu C (PLC), enzym
hydrolyzujici fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (PIP,) na wvnitini strané cytoplazmatické

membrany.

Bylo prokazano, Zze PIP, moduluje aktivitu vétSiny termoTRP kanald, obecné je
desenzitizace TRP kanalt fizena hladinou membranového PIP, avSak uloha PIP, v regulaci
TRPA1 zatim neni dostatecné prozkoumana (90, 91). Nékteré studie naznacuji vyznamnou
ulohu modulace zprostfedkované PIP, v nociceptivnich drahdch zahrnujicich aktivaci TRPAI
prozanétlivymi mediatory jako jsou bradykinin (70), nebo protedzou aktivovany receptor
PAR2 (65). Dalsim z moznych mechanizmt ptisobeni PIP, je permanentni inhibice TRPAI,
kdy je kandl senzitizovan aZ nasledné, po snizeni koncentrace PIP, v plazmatické membrané
prozanétlivymi mediatory aktivujicimi fosfolipdzu C (PLC), a opé&t nabyde citlivosti (92).
Akopian a kol. (2007) naopak ukazali, ze desenzitizace TRPA1 je na senzorickych neuronech
zprostiedkovana hydrolyzou PIP,, a to pouze po vyvolani odpovédi kapsaicinem, agonistou

MWW

desenzitizace TRPA1 navozend farmakologicky neni zptisobend vycerpanim PIP, (90).
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Doposud nebylo jednoznacné prokazano, zda je regulacni ucinek membranovych
fosfolipidii na TRPA1 pozitivni, ¢i negativni. Prace na toto téma jsou nekonzistentni, jak bylo
shrnuto v publikacich (93-95). Predkladana dizertacni prace se na tuto problematiku zamétuje
z hlediska mozné pifimé interakce TRPA1 kandlu s membranovymi fosfolipidy, zejména

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem (PIP,).

Signalizacni drahy zodpovédné za senzitizaci TRPAT1 a jejich propojeni je znazornéno

na obrazku 6.

TRPA1

Obr.6: Propojeni signaliza¢nich drah podilejicich se na senzitizaci TRPA1
v nociceptivnich neuronech. Navazani agonisty bradykininového receptoru 2 (B;) vede
prostiednictvim Gaq proteini  k aktivaci fosfolipazy Cp (PLCP), ktera naStépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na diacylglycerol (DAG) a inositol trifosfat (IP3). Vazbou
IP3 na inositoltrifosfatovy receptor (IP;R) v endoplazmatickém retikulu (ER) dojde ke zvySeni
koncentrace Ca®" v cytosolu, a tim senzitizaci TRPAI. DAG aktivuje proteinkindzu Ce
(PKCe¢), ktera se navaze na kotvici protein AKAP79/150 na C-konci TRPVI1. Fosforylace
TRPV1 pomoci PKCe zpiisobi senzitizaci TRPV1 kandlu, zvysSeni odpovédi na agonisty, a tim
usnadnéni vtoku Ca’" do buitky. AKAP79/150 se také vaze na TRPAIL. Bradykininovy
receptor B, stimuluje Gas protein, ktery aktivuje adenylylcyklazu (AC), ¢imz se zvysi hladina
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). K senzitizaci TRPA1 pfispiva proteinkinaza A
(PKA) aktivovand cAMP a také proteinkindza C (PKC) aktivovand prostfednictvim DAG.
Otaznikem jsou oznaceny mozné zpiisoby senzitizace TRPA1 (pievzato z (96)).
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1.4 TRPV3

TRPV3 receptor je nejvyznamngj$im vaniloidnim termoTRP kandlem z hlediska
fyziologie a patofyziologie kiize (97). Jedna se o neselektivni kationtovy kandl, ktery propousti
monovalentni ionty bez vyznamné selektivity, pro ionty bivalentni je pak propustny
se signifikantni selektivitou (Pc,” /Pxna’ = 2.57 a Pyg” /Pra’ = 2.18) (40).

Oproti pfibuznému kapsaicinovému TRPV1 je TRPV3 necitlivy ke kapsaicinu a
nizkému pH (98). Piestoze TRPV3 sdili nizkou sekvenc¢ni homologii s TRPVI (43%) a
TRPV2 (41%) (40), neni citlivy ke kapsaicinu, avSak citlivost k vaniloidim muze podobné
jako TRPV2 (36) ziskat zdménou jen 4-6 aminokyselin v transmembranové oblasti S3-S6

(99).

1.4.1 Molekularni struktura TRPV3

Stejné jako u jinych termoTRP je TRPV3 kandl tvofen ¢tyfmi podjednotkami, pfi¢emz
kazda podjednotka obsahuje 6 transmembranovych helixi (S1-S6) tvoficich
transmembranovou doménu (TMD), a dva intracelularni konce (Obr. 7). Podobné jako u
napétove aktivovanych kanalt (100) je TMD tvofena dvéma hlavnimi strukturnimi doménami,
periferni S1-S4 doménou a S5-S6 modulem tvoficim centralni pérovou ¢ast. Na rozdil od
napétim aktivovanych iontovych kanald neni u TRP kanalli S4 helix nabity, coz vysvétluje
jejich slabou napétovou zavislost (101). Intracelularni aminovy konec obsahuje membranovou
proximalni doménu (MPD) a Sest ankyrinovych repetic tvoficich tzv. ankyrinovou doménu
(ARD) (102). Karboxylovy konec obsahuje ¢ast silné konzervovanou, kterd tvoii o-helix,
jehoz primarni sekvence je charakteristicka pro vétSinu TRP kanalii (TRP helix) (103).

Vroce 2018 bylo soucasné publikovano nékolik struktur TRPV3 ziskanych pomoci
kryoelektronové mikroskopie: lidsky TRPV3 ve formé apoproteinu (PDB 6MHO), v riznych
konformacich se specifickym agonistou 2-APB (6MHW, 6MHV, 6MHS) a ve funkcné
senzitizovaném stavu (6MHS), a mySi TRPV3 ve formé apoproteinu (PDB 6DVW) a jeho
strukturnich konformacich s 2-APB (6DVY, 6DVZ) (104, 105).
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Obr.7: Struktura TRPV3. A) Schematické znazornéni struktury monomeru TRPV3
kandlu a rozhrani podjednotek. C, C-konec; N, N-konec; S, segment; P, por; MPD,
membranova proximalni doména; AR, ankyrinova repetice. B) 3D rekonstrukce lidského
TRPV3 tetrameru v apo formé (PDB 6MHO), C-konec je vybarven Cervené (pievzato z (105))

1.4.2 Fyziologicky vyskyt a vyznam TRPV3

TRPV3 receptor je primarné exprimovany v kuzi, predevs§im v keratinocytech a buiikach
obklopujicich vlasové folikuly. Tim se li§i od vétSiny termoTRP, které jsou ve zvySené miie
exprimovany v perifernim nervovém systému. TRPV3 ma prokazatelnou fyziologickou tlohu
v udrZzovani kozni homeostaze, je nezbytny pro spravnou morfologii a funkci kiiZze a uplatiluje
se v mechanizmech kozni nocicepce (106).

Dale se vyskytuje v epitelidlnich bunkéch jazyku a nosu, kde je ziejmé zodpovédny
za detekci chuti, pachti a nékterych drazdivych latek (pro piehled viz (107)). V mensi mife je
TRPV3 exprimovan i v trigemindalnich gangliich, neuronech zadnich kotenti miSnich, mozku a
misSe, kde mlze vytvaret heterotetramery s jinymi Cleny termoTRP proteind (108-110).
V souvislosti s vyskytem TRPV3 na serotonergnich neuronech v zadnim retikularnim jadre se
uvazuje o jeho zapojeni v mechanizmech vzniku dlouhodobych depresi (111). Prokazany byly
antidepresivni a anxiolytické uc¢inky po aktivaci TRPV3 v centrdlnim nervovém systému (40,

112).
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Mutace v genu kodujicim TRPV3 maji zavazné patofyziologické dusledky. Mysi
s vyfazenym trpv3 se od kontrolnich jedinct 1iSi morfologii srsti. Je§té¢ vyraznéjsi postizeni
fyziologické funkce kiize bylo zaznamendno u experimentalnich mysi, jejichz TRPV3 kanaly
s mutaci lokalizovanou vedle porové oblasti mezi ¢vrtou a patou transmembranovou doménou
G573C nebo G573S jsou spontanné aktivni, vykazuji sniZzeny teplotni prah a vedou
k dermatitidé a k bezsrstému fenotypu mutantnich jedinct (113).

U clovéka je dle sestfihové varianty TRPV3 kanal kodovan 790 (nejcasteji), 791 a 765
aminokyselinami (114). Mnohocetné mutace trpv3 genu byly identifikovany u pacientl
s Olmstedovym syndromem, autozomaln¢ dominantnim tézkym onemocnénim projevujicim se
hyperkeratézou (115). Genetickym podkladem tohoto onemocnéni jsou mutace glycinu 573
v oblasti mezi 4. a 5. transmembranovou doménou TRPV3, ale také zameéna strukturné
dilezitého tryptofanu 692 (TRP box) za glycin. Elektrofyziologickymi pokusy
na rekombinantnich TRPV3 receptorech bylo zjisténo, Ze obé tyto mutace vedou ke vzniku
spontann¢ aktivnich iontovych kanali (116-118). Ukazuje se, ze vysledné snizeni
zivotaschopnosti a spravné funkce keratinocytd, které je pfi¢inou spontanniho rozvoje zanétu
ktze v disledku nadmérné aktivace TRPV3, muze pfedstavovat zvifeci model pro atopickou
dermatitidu (Asakawa et al., 2006). TRPV3 by tak mohl byt vhodnym cilem novych latek

nejen s analgetickym ucinkem, ale také pro 1écbu atopického exému a pruritu (118).

1.4.3 Chemicka aktivace TRPV3, agonisté a antagonisté

TRPV3 mize byt aktivovan jak endogennimi latkami, jako jsou mediatory zanétu (119)
nebo oxid dusny (120), ale také fadou exogennich sloucenin. Mezi chemické aktivatory
TRPV3 patii napiiklad synteticka latka 2-aminoethoxydifenylborat (2-APB), jiz byl v nedavné
dobé prokazan antikarcinogenni ucinek, dale pfirodni monoterpenické latky jako tymol
z tymianu ¢i saturejky, karvakrol obsazeny v oreganu ¢i kafr, které vyvolavaji smyslovy vjem
tepla (121-123). Dosud jsou znamy dva endogenni agonisté TRPV3: farnesylpyrofosfat a oxid
dusnaty (120, 124). Endogenni 17(R)-resolvin D1 syntetizovany z omega-3 mastnych kyselin z
rodiny resolvinil je selektivnim antagonistou TRPV3, posunuje jeho napétovou zavislost
smérem k pozitivnim membranovym potencialim, ¢imzZ sniZzuje miru aktivace tohoto kanalu na
negativnich (fyziologickych) potencidlech (125). Rutheniova cerven, neselektivni inhibitor
TRPV kanall, reverzibiln¢ blokuje teplotné vyvolané proudy u TRPV3 (114). Piehled

intracelularnich aktivatort a inhibitori je znazornén na obrazku 8.
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Ptevzato od (108), upraveno dle (109).
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Zcela nedavno byl objeven selektivni inhibi¢ni Gc¢inek pfirodniho derivatu kumarinu
ostholu z jarvy Monnierové (Cnidium monnieri) a fenylethanoid glykosidu forsythosidu B
zploda zlatice ptevislé (Forsythia suspensa) ¢i listh Lamiophlomis rotate z Cceledi
hluchavkovitych (126, 127), které jsou tradicn€ pouzivané v Cinské medicin€ pro potlaceni
svédéni, zanétlivych stavil a otokit (128-131). Struktury latek jsou zobrazeny na obrazku 9.
Nedavné studie ukézaly, ze pti selektivni inhibici TRPV3 forsythosidem B dochazi
ke zmirnéni pruritu (127), pii aplikaci ostholu dochdzi ke zmirnéni projevl atopické
dermatitidy (132). Yan a kol. prokazali, Ze selektivni inhibici TRPV3 pomoci forsythosidu B
dochazi k navraceni rustu chlup a jeho klinické pouziti piedstavuje slibnou terapii

pfi problémech s vypadavanim vlasii (133).

forsythosid B osthol

Obr.9: Struktury selektivnich inhibitori TRPV3 kanalu.

Vzhledem k zapojeni termoTRP kanali do tady signalizacnich drah spojovanych
s onemocnénimi (14, 134), jsou tyto proteiny slibnym cilem pii hleddni novych 1éciv (135).
Od roku 2006 bylo v patentové literatufe zaznamenano nékolik skupin malych molekul
popisovanych jako selektivni antagonist¢ TRPV3 (Hydra Biosciences a Glenmark
Pharmaceuticals). Piesto zatim jen jediny antagonista potlacujici zanétlivé a neuropatické
bolesti na zvifecich modelech (SAR292833, Sanofi) postoupil do II. faze klinického testovani

vvvvvv

poznatkl v tomto vyzkumu je znaroznén na obrazku 10.
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1.4.4 Funkc¢né zavisla aktivace a senzitizace TRPV3

Donedavna se piedpokladalo, ze TRPV3 je senzorem pro neposkozujici teplo, jehoz préh
pro aktivaci je 32 °C (39, 40, 114). Za vyuziti specidln¢ vyvinutého aplika¢niho systému
umoziujiciho rychlou teplotni stimulaci vSak bylo ukdzano, ze mysi TRPV3 je aktivovan
teplotami vysoce prekracujicimi nocicepcni prah (> 50 °C) a az pii opakované, nebo
déletrvajici aplikaci je teplotni prah snizen k hodnotdm 33-39 °C. Funkénim projevem je
hystereze procesu otvirani a zavirani iontového kandlu (vratkovani) pti aktivaci teplem nebo
agonistou (138). Tento jev, ktery je oznaCovan jako funkcéné zavisla aktivace, je zfejm¢ dan
specifickym strukturnim uspoifadanim TRPV3 proteinového komplexu, kterym se tento

iontovy kanal lisi od ostatnich ¢lenti vaniloidni termoTRP skupiny (138).

Vedle funkéné zavislé aktivace vykazuje TRPV3 neobvyklou vlastnost senzitizace, tzn.
ze zvySuje svou aktivitu pfi opakované stimulaci. Senzitizace TRPV3 se projevuje jako
postupné zvysovani zdanlivé afinity pro agonistu. Bylo ale dokézéano, ze se jedna o funkéné
zavislou senzitizaci, kterou lze popsat formalné : zavieny — otevieny — zavieny (C — O — C)
nebo zavieny — zavieny — otevieny (C — C — O), pfi¢emz prvni krok je nevratny. Pfestoze je
kanal regulovan vnitrobunéénou koncentraci vapenatych iontii a vazbou kalmodulinu na ARD
doménu (139), proces funkéné zéavislé senzitizace nevyzaduje vnitrobunéénou signalizaci

(138).

V roce 2017 se podaftilo prokazat na molekularni Grovni, ze funkéné zavisla senzitizace
je uréena membranovou proximalni doménou (MPD) na N-konci (34). Prah pro aktivaci
mySiho TRPV3 byl snizen zdménou jediné aminokyseliny v MPD (serin na pozici 412), ktera
chybi u homologniho proteinu TRPVI1. Jaky molekularni mechanizmus urcuje
charakteristickou pocatecni strmost teplotni aktivace teplotné citlivych TRPV kanala je vSak

stale pfedmétem intenzivniho studia (140).

1.4.5 Signalni drahy ovliviiujici TRPV3

Pti aktivaci TRPV3 v keratinocytech jsou uvoliiovany algogenni a prozanétlivé
mediatory do okoli volnych nervovych zakonceni senzorickych neuront (40, 141). Signalnimi
molekulami, které by mohly zprostfedkovavat pfenos informace z koZnich bunék na nervova
vlékna, jsou ATP, prostaglandin E2, interleukin-1lalfa a oxid dusnaty. Tyto mediatory jsou také
uvolnovany keratinocyty pii teplotni stimulaci (141-143). TRPV3 v keratinocytech tvofi
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s receptorem pro epidermalni ristovy faktor (EGRF) signadlni komplex regulujici kozni
homeostazu. K odhaleni souvislosti mezi signalni drahou (EGFR) a TRPV3 kanalem vedlo
poznani, Ze my$ s vyfazenym trpv3 genem vykazovala stejny fenotyp jako mysi s mutantnimi
geny pro transformujici rastovy faktor oo (TGFa) a EGFR (144). Kanal pfimo asociuje s EGFR
v keratinocytech a tvoii signalni receptorovy komplex s pozitivni zpétnovazebnou smyckou.
Aktivace TRPV3 vede ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca’" nasledované zvysenou
produkci a uvolnénim ristového faktoru, ktery nasledné aktivuje EGFR, a ten senzitizuje
TRPV3 (109). Spravné signalizace je dosazeno pomoci n¢kolika signalnich drah, ve kterych
TRPV3 zastupuje stézejni pozici. K fosforylaci kanalu dochéazi prostrednictvim signélnich drah
fosfolipasy C (PLC), jejichz uloha byla experimentaln¢ potvrzena (109, 123, 144), a
mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK) prostfednictvim Ras proteinu (Obr. 11) (144).

ERK
<~ MAPK draha

Obr.11: Fosforylace TRPV3 MAPK signalni drahou. MozZznd fosforylacni mista
na ankyrinové repetitivni doméné.
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1.5 Mozny evolu¢ni vyznam mutaci v termoTRP kanalech

Mira konzervovanosti je u TRPV3 kandlu ve srovnani s jinymi teplotné citlivymi TRP
proteiny pomérné vysoka (viz Ptiloha 1). Pii sekvenaci jaderného genomu mamuta srstnatého
(Mammuthus primigenius) a jeho nasledném porovnani s DNA slona indického bylo odhaleno,
Ze u mamuta se vyskytovala mutace vysoce konzervované¢ho rezidua N647D v oblasti vnéjsi
porové klicky TRPV3. Autofi vyslovili hypotézu, ze zdména asparaginu za nabitou kyselinu
asparagovou mohla byt pfi¢inou evolu¢ni zmény teplotni citlivosti u mamuta, jeZ umoznila
jeho adaptaci na dobu ledovou zvysenou toleranci na chlad, dlouhymi chlupy a velkymi
zasobami tuku (145). V homologni oblasti této aminokyseliny se vymykaji konzervovanosti
mimo jiné i obojzivelnici a ryby (Pfiloha 2, reziduum vyznacené rizovou barvou).

Mutace v primarni sekvenci termoTRP proteinii byly nalezeny také u extrémofilnich
savcl. Z obecného hlediska se savci snazi vyhybat povrchiim teplej§im néz 40 °C, aby zamezili
potencidlnimu poSkozeni tkani a zéroven vyskytu na neobyvatelnych mistech.
U extrémofilnich druht, jako jsou sysel tfinactiprouzkovany (Ictidomys tridecemlineatus) nebo
velbloud dvouhrby divoky (Camelus ferus), byly u kanadlu TRPV1 identifikovany zamény
v prvni ankyrinové repetici na pozici 124 (S124N) a v druhé ankyrinové repetici na pozici 188
(Q188E). Tyto mutace zpusobuji snizenou citlivost kandlu na teplo, kdy mutantni kandly
neodpovidaji na zvyseni teploty z 22 °C na 45 °C (146). Evolu¢n¢ zavislé zameény primarnich
sekvenci mohly pozménit nejen prah aktivace a teplotni citlivost termoTRP kanald, ale také
pozmeénit smysl aktivace, tj. pfeménit teplem aktivovany kandl na iontovy kandl fizeny
chladem. Typickym piikladem takového kandlu je TRPAI, jenZ je aktivovan zvySenim teploty
u ryb (>32 °C), obojzivelnikt (>38 °C), plazii (>28-37 °C) a ptaki (40°C), ale chladem u mysi
(<15 °C) (147). Pomoci systematickych zamén oblasti TRPA1 receptoru ¢lovéka a chiestyse
zapadniho (Crotalus atrox) byly identifikovany ankyrinové repetice 1-10 jako oblast

zodpovédna za citlivost receptoru k tepelnym podnétim (148).
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2 Cile prace

1.

Charakterizovat parametry teplotni aktivace rekombinantniho lidského TRPV3 receptoru
a urcit podminky, za kterych dochazi k funkéné zavislé senzitizaci. Na zaklad¢ porovnani
primarnich sekvenci a dostupnych struktur TRPV1 a TRPV3 identifikovat oblast TRPV3
receptoru, kterd by mohla byt zodpovédna za funkcéné zavislou senzitizaci pfi aktivaci
teplem. Popsat funk¢ni tlohu této oblasti pomoci elektrofyziologickych technik a urcit

mozny molekularni mechanizmus senzitizace.

Zjistit, zda epidermdlni rastovy faktor (EGF) senzitizuje nativni TRPV3 v lidskych
keratinocytech a do jaké miry je tato senzitizace zprostfedkovédna signdlni kaskadou
MAPK (draha mitogenem aktivovanych kindz). Urcit, zda TRPV3 muze byt substratovym
proteinem pro ERK1/2 proteinkinazy (kindzy regulované mimobunéénym signalem 1 a 2).
Identifikovat potencialni fosforylacni misto TRPV3, které¢ by mohlo byt hlavnim cilem
ERK1/2.

. Ur¢it, zda a ptipadné za jakych podminek muze specifickd oblast cytoplazmatického C-

konce lidského TRPA1 receptoru (L992-P1034) ptimo interagovat s fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatem (PIP;). Na =zaklad¢ biofyzikalnich, biochemickych, strukturnich a
elektrofyziologickych experimentii se pokusit navrhnout mechanizmus, kterym PIP, mize

ovliviiovat aktivitu TRPA1 v nociceptivnich neuronech.
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3 Materialy a metody

3.1 Chemikalie a roztoky

Pro pfipravu roztoki a pii pokusech provadénych v laboratofi na oddéleni buiiecné
neurofyziologiec Akademie véd CR byla pouzivand upravena deionizovani voda (H,O)
ze stanice Purelab Flex, ELGA (UK) o vysledném odporu 18.2 MQ.cm.

Chemikalie byly potizeny od Sigma (Ceska republika). Vyjimkami jsou pepton, agardza
a kvasni¢ni extrakt od SERVA (Némecko), Nutrient agar ¢. 2 od Biolife (Itdlie) a TBS 10x od
Boston Bioproducts (USA). Oligonukleotidy pro cilenou mutagenezi byly syntetizovany
spole¢nosti Merck (Némecko). Peptidy byly komercné syntetizovany spolecnosti Biomatik

(Kanada). Lipidy byly pofizeny od Avanti Polar Lipids (USA).

Luria-Bertani (LB) médium

Pro pfipravu LB média bylo 5 g peptonu, 2.5 g kvasni¢ného extraktu a 5 g NaCl
rozpuS$téno v 500 ml upravené H,O. Po dikladném promichani byl roztok vysterilovan
v autoklavu na program L105 ur€eny pro kapaliny, kdy samotna sterilace trvala 15 minut
po dosaZeni teploty 105 °C. Vysterilovany roztok byl uchovavan v chladnicce pii teploté

2-5 °C.

Fosfatovy pufr (PBS)

Fosfatovy pufr o slozeni 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.47 mM KH,PO,4, 4.3 mM
Na,HPOj, byl pfipraven rozpusténim navazek piisluSnych sloZzek v deionizované H,O. Pomoci
NaOH bylo pH upraveno na hodnotu 7.3, pufr byl pfefiltrovany ptfes 0.22 um sterilni filtr

do sterilnich 1dhvi a skladovan v chladnicce pti 2-5 °C.

TBS pufr
TBS pufr o vysledném sloZeni 25 mM Tris, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCI byl pfipraven
ziedénim zasobniho roztoku komerc¢n¢ dodavaného 10x koncentrovaného TBS (Boston

Bioproducts, USA). Vysledné pH bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7.6.

Tris-acetat-EDTA pufr (TAE)
Koncentrovany 50x TAE (50x TAE) obsahoval 2 M Tris, 50 mM EDTA a 1 M kyseliny

octové. Takto ptfipraveny zasobni roztok byl uchovavan v chladnicce pfi teploté 2-5 °C
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Pro ptipravu 1x koncentrovaného TAE (1x TAE) o pH 8.6 byl zasobni roztok 50x TAE
50x nafedén upravenou H,O na vyslednou koncentraci 40 mM Tris, 1 mM EDTA a 20 mM

kyseliny octové. Po nafedéni byl 1x TAE urcen k okamzité spotieb¢.

Agarézovy gel pro horizontalni elektroforézu

Navazka 0.3 g agarozy byla rozpusténa v 29.4 ml H,O s 600 ul 50x koncentrovaného
TAE, promichana a roztok byl pfiveden k varu a povafen do rozpusténi. Po zchladnuti
na 40 °C bylo k roztoku pfidano 20 pl 10x ziedéného Sybr safe v bezvodém DMSO a vse
opatrn¢ promichano k docileni homogenniho slozeni. Roztok byl nalit do ohradky opatifené
hiebinky urCené pro nalévani gelti pro horizontalni elektroforézu. Gel se nechal utuhnout

na vodorovné plose na temném miste. Takto pfipraveny gel byl pfipraven pro okamzité pouziti.

Agarové plotny

Navazka 20 g sypké smési Nutrient agar €. 2 (Biolife) byla rozmichéna v 500 ml H,O a
roztok byl vysterilizovan v autoklavu na program L121 uréeném pro kapaliny, kdy samotna
sterilace trvala 15 minut po dosazeni teploty 121 °C. Po zchladnuti roztoku na 42 °C bylo
steriln¢ pfidano antibiotikum volené podle rezistence expresnich plazmidi nesoucich
amplifikovany gen. Agarovy roztok byl pfed ztuhnutim rozlit na sterilni plastové Petriho misky
o priméru 90 mm. Na jednu plotnu bylo pouzito asi 17-25 ml roztoku. Plotny zabalené do
parafilmu byly uchovavany v chladnicce pii teploté 2-5 °C a byly pouzivany do 1 mésice
od naliti. Vysledné slozeni agarové plotny je b&zné 10 gl peptidicky nadtdpené Zivodisné

tkang, 10 g.I"! hovéziho extraktu, 5 g.1" NaCl a 15 g.I" agaru.

Piipava zasobnich roztoki agonisti

Zasobni roztoky agonistii byly pfipraveny rozpuSténim pfisluSené navazky latky
v bezvodém DMSO. Ptipravené jednoslozkové zasobni roztoky obsahovaly 0.1 M karvakrol,
0.1 M AITC, 0.1 M cinnamaldehyde, 0.5 M 2-APB. Zasobni roztoky byly skladovany
v chladni¢ce pii teploté 2-5°C a pouzity pii elektrofyziologickém meéfeni po rozfedéni

na pozadovanou koncentraci adekvatnim extracelularnim roztokem.

Zasobni roztok rutheniové ¢ervené

Zasobni roztok rutheniové cervené (RuR) o vysledné koncentraci 50 mM byl piipraven
rozpusténim rutheniové Cervené v H,O. Zasobni roztok byl uchovavéan v chladniéce pii teploté
2-5 °C a pro potieby elektrofyziologického méteni byl nafedén na pozadovanou koncentraci

adekvatnim extracelularnim roztokem.
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Kultiva¢ni média po transfekci

Minimalné den pfed transfekci bylo steriln¢ pfipraveno kultivatni médium dle
pozadavkl transfekovanych bunék. Dle receptury v tabulce 1 bylo komercni kultivacni
médium OPTI-MEM (Invitrogen, USA) ¢i DMEM (angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
Gibco LifeTechnologies, USA) obohaceno fetalnim telecim sérem, FTS (PAN Biotech,
Némecko), popiipadé¢ glutaminem (Sigma, USA). Promichand pooteviend lahvicka
s piipravenym médiem byla ulozena v inkubéatoru pfi teploté¢ 37 °C pod atmosférou s obsahem

5% CO;, a médium bylo ponechano k nasyceni se oxidem uhli¢itym do dne samotné transfekce.

Tab.1: Kompozice kultivaénich médii
Bunécna linie | HEK293T | HaCaT F11
Slozeni OPTI-MEM | OPTI-MEM | DMEM

5% FTS 10% FTS 10% FTS
1% glutamin

Extracelularni roztoky

Extracelularni roztoky pro elektrofyziologickd méteni byly pripraveny dle receptur
uvedenych v tabulce 2. Poté bylo pH upraveno pomoci NaOH na hodnotu uvedenou v tabulce
2. Naésledné byly zmeéfeny osmolarity roztokd, viz hodnoty v tabulce 2. Roztoky byly
prefiltrovany ptes 0.22 um sterilni filtr do sterilnich ldhvi a skladovany v chladnicce
pti 2-5 °C. Den pted experimentem bylo potiebné mnozstvi roztoki sterilné odebrano a pres
noc vymrazeno v mrazdku pii -18 °C. Tésné pted experimentem byly roztoky vytemperovany

na laboratorni teplotu.

Tab.2: Parametry extracelularnich roztoki pro elektrofyziologickd méreni

Bun. linie HEK293T HaCaT F11
PouZziti Obecny  TRPV3  TRPA1 TRPV3 fosforylace TRPA1

Obsah Ca?*| 1 Ca* 0 Ca* 0 Ca* 2 Ca* 1 Ca® 0 Ca* 0 Ca* 0.5 Ca?
Osmolarita | 317 301 280 281 320 320 285 286

pH 7.3-74 74 7.3 73 7.3 7.3 74 7.4

Slozeni 160 NaCl 150 NaCl 150 NaCl 150 NaCl | 160 NaCl 160 NaCl | 140 NaCl 140 NaCl
[mM] 25KCI  5EGTA  10HEPES 10HEPES | 25KCI  25KCI | 4KCl  4KCl
1CaCl, 10 HEPES 2HEDTA 2mMCaCl;| 1CaCl, 1EGTA | 1MgClh  0.5CaCl,

2 MgCl, 2MgCl2 2 MgCl2 10 HEPES 1 MgCl,
10 HEPES 10 HEPES 10 HEPES | 5glukéza 10 HEPES
10 glukéza 10 glukéza 10 glukéza 5 glukédza
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Intracelularni roztoky

Intracelularni roztoky pro elektrofyziologickda méfeni byly pfipraveny rozpusténim
navazek dle receptur uvedenych v tabulce 3 v demineralizované vodé a poté intenztivné
michany pomoci magnetického michadla minimalné 12 hodin, nejlépe pies noc. Obsahovaly-li
ATP, bylo pfidano az druhy den. Hodnota pH byla upraveno pomoci CsOH na 7.3 ¢i 7.4
(viz hodnoty v tabulce 3). Byly zméfeny a zaznamenany hodnoty osmolarity hotovych roztokt
(viz hodnoty v tabulce 3). Roztoky byly ptefiltrovany pies 0.22 um strikackové filtry Millex
GP (Millipore, Merck, Némecko) do plastovych zkumavek o objemu 1.5 ml (Eppendorf,

Némecko) a skladovany v mrazaku pii -18 °C.

Tab.3: Parametry intracelularnich roztoki pro elektrofyziologicka méieni
Bu. linie HEK293T HACAT F11
PouZiti TRPV3 TRPA1 TRPV3 fosforylace TRPV3 fosforylace TRPA1
Osmolalita
[mOsm] 263 291 280 290 275
pH 7.4 7.3 7.3 7.3 74
Slozeni 140 CsCl  145CsCl 125 Cs-glukono-O-lakton | 125 Cs-glukono-3-lakton | 140 KCI
[mM] 10HEPES 5EGTA  15CsCl 14 CsCl 2 MgCl,
1EGTA  3CaCl,  10HEPES 10 HEPES 5EGTA
10 HEPES 5EGTA 5EGTA 10 HEPES
2MgATP 0.5 CaCl, 0.5 CaCl;
2 MgATP 1 MgCl;
2 MgATP
0.3 NaGTP

3.2 Cilena mutageneze

Za ucelem cilené bodové mutageneze byla pouzita komeréné dodédvana sada QuikChange
IT XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie, USA)
obsahujici PfuUltra High Fidelity DNA polymerazu (2.5 U.ul™), 10x reakéni pufr, restrikéni
enzym Dpn I (10 U.ul") dvojici kontrolnich primerd (100 ng.ul™"), pWhitescript 4.5-kb
kontrolni plazmid (5 ng.ul™") QuikSolution reagencii, smds deoxynukleotidi dNTP, XL10-
Gold ultracompetentni buniky, XL10-Gold smés B-mercaptoetanolu (B-ME), pUC18 kontrolni
plazmid (0.1 ng.ul" v TE pufru). Expresni plasmidy nesouci nemutované typy lidskych
TRPV3 a TRPAI1 receptori byly vyuzity jako templaty pro cilenou mutagenezi.
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Navrh dvojice primeri

Pro kazdou aminokyselinovou zaménu provadénou metodou cilené mutageneze byla
navrzena komplementarni dvojice primeru o 18-38 nukleotidech se zadménou v 1-7
nukleotidech nachazejicimi se uprostied sekvence. Primer byl vzdy navrZen tak, aby zacinal 1
koncil guaninem ¢i cytosinem. Vysledny podil guanino-cytosinového komplementarniho GC
paru ¢inil v navrzeném primeru 50-78%. Navrzené primery byly objednany a nasyntetizovany

spole¢nosti Sigma-Aldrich, (Merck, Némecko).

Polymerazova retézova reakce (angl. polymerase chain reaction, PCR)

Polymerazova ftetézova reakce probihala v Termo-cycleru (Eppendorf, Némecko).
Reakéni smés o vysledném objemu 50 pl obsahovala sterilni H>O, 150 ng templatové DNA,
5 ul 10x reakéniho pufru, 1 pl smési deoxynukleotidi, 3 pl QuikSolution reagencie, 1 pl
od kazdého z dvojice primerd o molarni koncentraci 25 uM a 1 pl polymerazy PfuUltra High
Fidelity. Reagencie a pufry byly pouzity komeréné dodévané v ramci Quikchange XL II
SiteDirected kitu pro cilenou mutagenezi (Agilent technologies, USA). Po promichani
na vortexu byla smés umisténa do Termo-cycleru a podrobena jednomu z programiit uvedenych

v tabulce 4 voleného dle teploty tdni navrzenych primert.

Tab.4: Nastaveni programii pro PCR
PCR program GOLDGR49 | GOLDGR55 | GOLDGR59
Teplota vika 105 °C 105 °C 105 °C
Start 95°C1min_ | 95°C1min_ | 95°C1min
1 cyklus 95°C50s | 95°C50s | 95°C50s

49°C50s 55°C50s 59°C50s
68 °C16min | 68 °C 16 min | 68 °C 16 min

Cyklus probéhl 26 x 26 X 26 x
Zaveér 68 °C10min | 68 °C 10 min | 68 °C 10 min
DrZeno v chladupfi | 4°C 4°C 4°C

Inkubace s restrikéni endonukleazou Dpn I

Hotové PCR produkty byly po ptidavku 1 pl Dpn I a promichani na vortexu inkubovéany

vrwe

templatové plazmidové cDNA.
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Horizontalni elektroforéza (ELFO)

PCR produkt osetfeny Dpn I byl néasledné zkontrolovan z hlediska vyskytu a velikosti
ziskaného produktu za pomoci horizontalni elektroforézy. Na piipraveny agaroézovy gel
pro horizontalni elektroforézu zbaveného hiebinku a celnich stran ponotfen¢ho v 1x TAE
umisténého do elektroforetické vany bylo naneseno 5 pul PCR produktu spolu s 2 pl barvy
(loading dye), pro kontrolu velikosti byly do jedné jamky aplikovany 3 pul DNA Zebticku
s pridavkem 2 ul barvy. Takto piipraveny gel se vzorky byl zapojen do okruhu pod napénim
80 V po dobu 45 min. Gel byl pod UV lampou zkontrolovan na ptitomnost PCR produktu
(Obr. 12).
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Obr.12: Agarézovy gel po probéhnuti horizontalni elektroforézy vyvolany pomoci

systétmu ChemiDoc. Prostfedni sloupec obsahuje DNA zebfticek v rozsahu 250 — 10000 bp
indikujici velikost produktu v redlnych vzorcich ve sloupeccich ostatnich.

Transformace bakterii plasmidovou DNA metodou teplotniho Soku (angl. heat shock)

Pro transformaci bakterii plazmidovou DNA byly vyuZivany ultrakompetentni bakterie
kmene XL10-Gold E. coli, které byly dlouhodobé skladovany v mrazdku pii -79 °C.
Z ovéteného PCR produktu byl odebran alikvot 2 pl a pfidan k 30 pl bakteridlni suspenze
rozmrazené na ledu a pfedem inkubované spolu se 2 pl B-ME po dobu 15 minut. Po 30
minutiach inkubace suspenze bakterii s PCR produktem na ledu byla provedena transformace
bakterii prostfednictvim teplotniho Soku 42 °C po dobu 45 s néslednou inkubaci na ledu po
dobu 2 minut. Bakteridlni suspenze byla poté nafedéna 0.2 ml pfedehratého LB média a
intenzivné tfepana na trepacce NB-205 (N-Biotek, Korea) v 37 °C pii 200 rpm po dobu
1 hodiny. Po transformaci byla suspenze bunck rozetiena na predehfaté agarové plotny
selekénim antibiotikem ampicilinem nebo kanamycinem pro selekci pozitivnich klond bakterii.

Antibiotikum bylo voleno dle plazmidové rezistence kloni. Agarové plotny s bakteriemi byly
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pies noc inkubovany v termostatu pii teploté 37 °C. Rano byl zkontrolovan narist rezistentnich
bakterii (Obr. 13) a plotny byly zabaleny do parafilmu a uchovéany v chladnicce pii 2-5 °C
nejdéle 1 tyden. Poté byly zlikvidovany dle pravidel prace s GMO odpadem.

Obr.13: Agarova plotna s bakteriemi. Narostlé¢ bakterie E. coli na agarové plotné
s obsahem ampicilinu nesou plazmidovou rezistenci k ampicilinu a v plazmidové DNA koduji
mutantni kandl hTRPV3 s dvoumutaci Y382C a F259C

Kultivace bakterii E. coli v kapalném médiu

Do 6 ml LB média s pfidanym antibiotikem dle plazmidové rezistence kultivovanych
bakterii byla steriln¢ odpichnuta pomoci jednordzové Spicky kolonie z narostlé plotny, viz bod
vyse. V pootevienych centrifugacnich kyvetach o objemu 15 ml se bakterie v kapalném médiu

tiepaly v 37 °C pfi 200 rpm po dobu 16 hodin.

Izolace plazmidové DNA z bakterialni suspenze

Bakterie v suspenzi nakultivované v kapalném médiu byly odstfed’ovany na pfedchlazené
odsttedivce pti 6000 rpm po dobu 8 minut. Kultivacni médium bylo slito do GMO odpadu a
z kolace stoCenych bakterii byla dle pfiloZeného navodu pomoci kitu High-Speed Plasmid

Mini (GeneAid, Taiwan) vyizolovéana plazmidova DNA.

Zjisténi koncentrace plazmidové DNA pomoci nanodrop

Na principu méteni optické hustoty roztoku nukleovych kyselin (NK) byla zjiSténa
koncentrace vyizolované cDNA pomoci pfistroje Nanodrop 1000 (NanoDrop Technologies,
USA). Jako blank byl pouzit elu¢ni rouztok z kitu Miniprep ¢i sterilni deionizovanad voda

volena dle rozpoustédla ve vzorku métené DNA.
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Sekvenace plazmidové DNA

Pro ovéfeni uspéSnosti cilené mutageneze a Cistoty vzorku byla ziskana plazmidova
cDNA osekvenovana. Pro dany plazmid a lokaci mutace byl navrzen sekvenacni primer o 20
nukleotidech tak, aby podil guanino-cytosinového komplementarniho GC paru Einil
v navzeném primeru 50-60% a byl komplementarni k sekvenci nachézejici se asi 150
nukleotidl pied kontrolovanou oblasti.

Alikvot kontrolovaného vzorku DNA byl nafedén sterilovanou vodou na vyslednou
koncentraci 80-100 ng.ul". Do ependorf zkumavek opatfenych &arovym kodem bylo
ptevedeno 5 pl ziedéného DNA a doplnéno o 5 pl sekvena¢niho primeru o koncentraci 5 uM.
Pomoci dopravni spolecnosti byly vzorky odeslany do sidla Eurofins Genomics (Némecko) a
osekvenovany. Vysledky sekvenace byly v digitadlni podobé nahrany na uZivatelsky ucet.
Kvalita, Cistota a pfitomnost mutace u sekvenované cDNA byla ovéfena pomoci programu

BioEdit (Ibis Therapeutics, USA) (Obr. 14).
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Obr.14: Kontrola osekvenovanych vzorki v programu BioEdit. Ukéazka sekvenace
cDNA znecisténého vzorku (vlevo) oproti €isté cDNA (vpravo).

3.3 Bunécné linie a transfekce

Pro pokusy v rozsahu predkladané dizertacni prace byly vyuZity tii typy bunéénych linii:
lidské embryonalni ledvinové buiiky (angl. Human embryonic kidney, HEK293T; ATCC,
USA), diferencované imortalizované lidské kozni keratinocyty (HaCaT; CLS GmbH,
Némecko) a hybridni somatické bunky potkanich embryonalnich ganglii zadnich miSnich
kotfent (angl. Dorsal root ganglia, DRG) s mySimi neuroblastomovymi bunéénymi liniemi
(F11; ECACC, Velka Britanie).

Bunééné linie byly sterilné kultivovany v inkubdatoru pii teploté¢ 37 °C pod atmosférou

s obsahem 5% CO; v kultiva¢nich médiich o sloZzeni uvedenych v tabulce 1 volenych dle typu
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bunécné linie. Kazdé 2-3 dny pii konfluentnim nartistu byly kultivované kultury pasazovany,
tedy k liniim omytych vytemperovanym PBS pufrem byly pfiddny do kultiva¢nich jamek 4
kapky trypsinu, po spole¢né inkubaci 2-5 minut byly rozpasazovéany v kutlivaénim médiu a
nasazeny na 6 jamkové desticky pro potieby kultivace a na 24 jamkové desticky pro pfipravu
na transfekci a dale k elektrofyziologickym méifenim. Dno 24 jamkovych desticek bylo pred
nasazenim bun€k potazeno kolagenem a vysuSeno. Po 1-2 dnech od nasazeni bun¢k na 24
jamkovou desticku prokryly buniky z80% konfluentné dno jamek a byly pfipraveny
k transfekci.

Pro elektrofyziologickd méteni z HEK293T linie byly bunky transfekovany piislusnou
cDNA kodujici méteny iontovy kanal pomoci MATra (IBA GmbH, Némecko), transfekci
pomoci magnetickych cCastic. Byla pfipravena smés 50 ul OPTI-MEM s 300 ng cDNA
kodujici méfené iontové kanaly, 200 ng GFP (zeleny fluorescen¢ni protein, angl. Green
fluorescent protein; pQBI 25, Japonsko) a 0.5 ul MATra reagencie obsahujici magnetické
castice v koncentraci doddvané vyrobcem. Po rozmichani vortexem a inkubaci 20 minut
pti laboratorni teploté byla pfipravena smés pridana na HEK293T buiiky a spolecné byly
inkubovany po dobu 15-30 minut na neodymovém magnetu v kultivatoru pii teplot¢ 37 °C
s obsahem 5% CO,.

Pro elektrofyziologickd meéteni z HaCaT a F11 tkndnovych linii a pro transfekci
pro potieby sklizeni bun€k probéhla transfekce pomoci Lipofectamin 2000 (Invitrogen, USA).
Pro transfekci v méfitku jedné jamky na 24 jamkové desti¢ce byly 2 pl Lipofectamin ziedény
v 50 pl OPTI-MEM a spole¢né inkubovany 5 minut pti 25 °C. Mezitim byla pfipravena druha
smés obsahujici 50 ul OPTI-MEM, 300 ng cDNA koédujici méfené iontové kanaly, 200 ng
GFP, promichdna vortexem. Po uplynuti 5 minut byla druhd smés ptidana ke smési
s Lipofektaminem 2000, opatrn¢ promichana a inkubovana 30 minut pii 25 °C. Cely objem
vzniklé smé&si byl poté pfidan k bunikdm a inkubovan po dobu 5 hodin v kultivatoru pfi teploté
37 °C pod atmosférou s obsahem 5% CO,.

Po ubchnuti Casu transfekce pomoci MATra ¢i Lipofectamin 2000 byla desticka
s bunkami vyjmuta z inkubatoru. Médium bylo zbunc¢k odebrano, bunky byly opatrné
oplachnuty 1-2 ml vytempetorvaného PBS pufru o teploté 37 °C, po odsati PBS byly bunky
inkubovany se 2 kapkami ptedehtatého trypsinu po dobu 2 minut v kultivarotu pti 37 °C. Kdyz
se buiikky zacaly poustét dna, byly steriln€ rozpasdzovany v 1 ml kultivaéniho média a 1-3
kapky vzniklé bunécné suspenze byly nasazeny do 1.5-2 ml kultivaéniho média umisténého
ve sterilnich plastovych Petriho miskach o primeéru 3.5 cm opatfenych sklickem s povrchem

upravenym kolagenem a poly-L-lysinem.
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Pro potieby sklizeni bun¢k byla vSechna bunéénd suspenze kultivovanych
rozpasazovanych bunék nasazena na kultivacni 1dhve typu T25 do 7.5 ml kultiva¢niho média,
po nartstu a konfluentnim pokryti dna byly opét buniky rozpasazovany a veskery objem byl
nasazen na kultivacni lahve typu T75 do 20 ml kultivaéniho média a obdobné v poslednim

kroku do lahvi typu T150 do 30-45 ml kultivaéniho média.

3.4 Elektrofyziologické méreni metodou tercikového zamku

Elektrofyziologicka méfeni byla provadéna metodou terc¢ikového zamku v uspotadani
meéteni zcelé bunky (angl. whole cell patch-clamp). Déle se v textu vyskytuje oznaceni
techniky v ptivodnim anglickém nazvu.

Pro elektrofyziologickda méfeni byla pouzita aparatura slozena z invertovaného
fluorescencniho mikroskopu Axiovert 135 (Zeiss, Némecko) umisténého na antivibracnim
stole TMC (Technical Manufacturing), vybaveného manipuldtorem MP-225 (Sutter Instrument,
USA), aplikacnim systémem s termoclankem vyvinutym v na$i laboratofi (149, 150),
zesilovacem Axopatch 200B (Molecular Devices, USA), pfevodnikem pro digitalitaci
analogovych dat AD/DA Digidata 1440A (Molecular Devices, USA) a pocitace s programem
pCLAMP 10 (Molecular Devices, USA).

Me¢tici  mikroelektrody byly pfipraveny bezprosttedné pied experimentem
na horizontdlnim taha¢i P-1000 (Sutter Instrument, USA) =z tlustosténych trubicek
z borosilikatového skla o vng$im priméru 1.5 mm typu GBI5S0F-8P (Science Products,
Némecko). Hroty mikroelektrod byly tepelné otaveny na vysledny odpor 3-5 MQ.

Sklenéné pipety byly plnény intraceluldrnim roztokem volenym dle bunécéné linie a typu
experimentu o slozeni a parametrech uvedenych v tabulce 3, s pozornosti kladenou na absenci
bublin ve ziiZeni hrotu. Do roztoku v pipeté byla zasunuta elektroda tvofena stfibrnym dratkem
potazenym vrstvou chloridu stfibrného zajistujici vodivé spojeni mezi méfenym prostredim
mikroelektrodou a vstupem do zesilovace. Hrot vzniké mikroelektrody udrZzované
pod pozitivnim natlakovanim byl ponofen do roztoku v misce a pfibliZzen k bufice omyvané
pomoci aplikaéniho systému extracelularnim roztokem volenym dle bunééné linie a typu
experimentu o sloZzeni a parametrech uvedenych v tabulce 2. Po pfiblizeni se k membrang
buiiky projevujicim se mirnym zvySeni odporu elektrody asi o 0.3 MQ byl aplikovan podtlak a
bylo vytvofeno pevné spojeni mezi sklénénou sténou pipety a membranou buiiky o odporu
v fadech GQ (angl. gigaseal). Aplikaci silnjSiho podtlaku byla membrana buniky v misté

kontaktu s pipetou protrZena a intracelularni prostfedi bunky bylo propojeno s intraceluldrnim
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roztokem uvnitt sklenéné mikroelektrody volenym dle tkanové linie a typu experimentu
o sloZeni a parametrech uvedenych v tabulce 3.

Pro méfeni byly vybirany samostatné vitalné vypadajicich buiiky exprimujicich zeleny
fluorescencni protein. VSechny elektrofyziologické zdznamy byly potizeny v konfiguraci
meéifeni z celé bunky (angl. Whole cell patch-clamp) v rezimu napétového zamku, kdy byl
zaznamenavan proud tekouci skrz membranu snimané buiky pfi uréeném membranovém
potencialu.

Pred zaCatkem meéfeni byl aplikacni systém promyt a zbaven prachovych castic.
Do jednotlivych nadobek nad ventily byly aplikovany extracelularni roztoky vymrazenim
zbavené bublin vytemperované na 25 °C. Dle uspofadani experimentu byly do
takto vytemperovanych extracelularnich roztokli  pfidany modulatory kandli o dané
koncentraci a slozeni.

Pro aplikaci linearné se zvySujicich teplotnich stimult az k 60 °C s rychlosti ohfevu
dosahujici 30-50 °C.s™ byl vyuzit specidlni systém pro rychlou aplikaci ohfatych roztoki
vyvinuty v nasi laboratofi (Obr. 15). Princip ohievu roztoku spociva v tom, ze se médény
dratek obtoceny okolo usti trubicky aplikujici roztoky na buiiky se zvySujicim se protékajicim

proudem zahftiva, a tim ohfiva roztoky omyvajici bunky.

bunky exprimujici GFP a kanaly

mérici
elektroda

I

patch-clamp

Obr.15: Schematické znazornéni elektrofyziologické techniky patch-clamp. Schéma
znazoriuje uspoiadani méfeni, transfekovanou buiku exprimujici GFP a pfislusny typ kanala
(zelen€), sklenénou pitetu s vlozenou méfici elektrodou, aplikacni systém slozeny z fady
ventili a teflonovych trubicek usticich do spolecné ohfivané kapilary (Cerveng), urceny
pro aplikaci extracelularnich roztokii a pro chemickou stimulaci, a termoclanek
zaznamenavajici teplotu roztokl umistény v Usti trubicky ptivadéjici extracelularni roztoky nad
bunku.
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3.5 Priprava malych jednolamelarnich vezikul (SUV)

Malé jednolameldrni vezikuly byly pfipraveny ve slozeni 100 % palmitoyl-oleoyl-
fosfatidylcholinu (POPC) bez pfitomnosti PIP,, sobsahem 5% PIP, a 95% POPC, a
s vysokym obsahem 20 % PIP, a 80 % POPC.

Pfedem urcené navazky lipidu ¢i smési lipidi tak, aby vyslednd koncentrace
pfipravenych SUV &inila 2 mgml™’, byly rozpuitény v &istém chloroformu & smési
chloroform-metanol v poméru 2:1. Rozpoustédlo bylo poté odfoukadno pod proudem dusiku
za vzniku filmu na sténach plastové zkumavky o objemu 1.5 ml (Eppendorf, Némecko).
Zbytky rozpoustédla byly odstranény inkubaci zkumavky s filmem po dobu 2-3 hodiny
ve vakuové komiirce napojené na past s tekutym dusikem. Film byl poté hydratovan pufrem
volenym dle nasledného pouziti malych jednolameldrnich vezukul (SUV), promichan
vortexem pii teploté vyssi nez je teplota fdzového prechodu za zisku multilameldrnich vezikul
(MLV). MLV byly finaln€ sonikovany na ledu ultrazvukovou sondou po dobu 2x 10 min pfi
nastaveni amplitudy na hodnotu 40 pro zisk SUV.

Pro méfeni plazmonové vinovodné rezonance a infracervené spektrometrie typu pATR-
FTIR byl film hydratovan TBS pufrem o pH 7.6, pro ucely cirkularniho dichroizmu byl
aplikovén pro hydrataci filmu 10 mM fosfatovy PBS pufr o pH 7.6.

3.6 Plazmonova vinovodna rezonance (PWR)

Experimenty plazmonové vinovodné resonance (angl. Plasmon waveguide resonance,
PWR) byly provadény na pfiistroji beta PWR (Proterion Corp, USA) se spektralnim tthlovym
rozliSenim 1 mdeg. Rezonance byla zaznamendvana v paralelnim (p) a kolmém (s) sméru vuci
povrchu rezondtoru. Lipozomy SUV o daném sloZeni byly imobilizovany na povrchu
rezonatoru a umistény do kontaktu s vodnym prostiednim TBS pufru, do kterého byly
piidavany peptidy o koncentraci postupné se zvysujici. Spektralni zmény resonance v obou
polarizacich byly zaznamendvany pted pifidanim peptidu a po ustanoveni rovnovahy
mezi kazdym dalS$im pfidanim peptidu. Afinity mezi peptidy a lipidy o daném slozeni lipidové
dvojvrstvy byly stanoveny v program Graph Prism (GraphPad, USA) prolozenim hyperbolické
saturaéni kiivky spektralnimi zménami PWR. Software Graph Prism vygeneroval rovnovazné

disocia¢ni konstanty Kp po dany par ligand - analyt.
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3.7 Mikrofluidni difizni dimenzovani (MDS)
Mikrofluidni difuzni dimenzovani (angl. Microfluidic diffusional sizing, MDS)

na pristroji Fluidity One vyvinutého spole¢nosti Fluidic Analytics je nové vyvinutd a velmi
citlivda metoda poskytujici informace o koncentraci vzorku a velikosti na zaklade
zaznamenavani rychlosti diftize. Za ustdleného stavu proudi vzorek proteinu a pomocna
tekutina paralelné¢ bez konvekéniho miseni, nativni proteiny mohou piechdzet do pomocného
roztoku pouze na principu difuze. Poté jsou jednotlivé proudy rozdéleny na frakce a znaceny
skrze primarni aminy peptidua a lipida.

Hydrodynamicky radius vezikul je pifimo spjaty s difuznim koeficientem D ziskanym
ze Stokes-Einsteinovy rovnice (1), kde Kz je Boltzmanova konstanta, 7 je teplota, m je

viskozita pomocné tekutiny.

KpT

D= (1

TTNRp

Pro studium interakce peptidii s lipidy byly pfipraveny nanodisky na bézi polymeru
styrenu s kyselinou maleinovou (SMALP) s lipidy o slozeni POPC a POPC/PIP,
(9/1 mol.mol™). SMALP byly pfipraveny spole¢nou inkubaci MLV (1.3 mM v PBS) (viz
kapitola 3.5 Priprava jednolamelarnich vezikul SUV) s roztokem styren maleinanhydridu
(6.5 mM v PBS) a promichdnim. Tvorba SMALP byla v prihéhu sledovana pomoci techniky
dynamického rozptylu svétla (angl. Dynamic Light Scattering, Vasco) a MDS. Timto
postupem byly piipraveny SMALP o velikosti 10-15 nm, které byly pouzivané nékolik tydnt
od pfipravy.

Peptidy o koncentraci 450 mg.ml' byly titrovany vzristajici koncentraci lipidi.
Zaznamenaval se radius pfi kazdém dosaZeni ustdlen¢ho stavu, ktery vypovidal o interakci
mezi lipidem a peptidem pfti dané koncentraci SMALP. Ziskané body byly vyneseny do grafu a
prolozeny vazebnou ktivkou, z t¢ byly nasledn¢ ziskdny rovnovazné disociaéni konstanty Kp

prolozenim hyperbolické zavislosti v software PRISM (GraphPad Software, USA).

3.8 Infracdervena spektrometrie typu pATR-FTIR

Pomoci infracerven¢ho spektrometru s Fourierovou transformaci vyuzivajici techniky
polarizovaného zeslabeného tiplného odrazu (angl. Polarized atenuated total reflection-Fourier
transformation infrared, pATR-FTIR) na pfistroji Nicolet 6700 FT-IR (Nicolet Instrument,
USA) vybaveného detektorem HgCdTe rtut-kadmia-telluridu (ThermoFischer, USA)
chlazenym tekutym dusikem jedenkrat plnénym byla méfena spektra se spektralnim rozliSenim

4 cm™. Lipidovéa dvojvrstva adsorbovana na germaniovy ATR krystal byla ziskana spontanni
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fazi malych jednolamelarnich vezikul (SUV) sloZenych jen z POPC nebo smési PIP, s POPC.
Vysledna koncentrace lipidu byla 1.5 mg.ml'. Neadherované SUV byly poté z krystalu
odmyty pomoci TBS pufru. Peptid o koncentraci 1 mM byl s dvojvrstvou inkubovan 10 min,
poté byl nenavazany peptid odstranén trojnasobnym promytim TBS pufrem. Spektra byla
zaznamenavana v paralelnim (p) a kolmém (s) sméru vici rovin¢ dopadu. Z naméfenych
hodnot je ziskdn tzv. pomér dichroizmu Rarr. Pomér dichroizmu Rarg nese informace
o orientaci a je urCen vztahem(2), kde 4, a 4, vyjadtuji absorbance sledovaného analytu pro p-

a s- polarizace kolizniho svétla.

A
Rarg = A_i (2)

3.9 Fluorescen¢ni analyza membranové integrity lipozomi

Na principu fluorescen¢ni analyzy za pouziti sulforhodaminu B byla testovana integrita
membran lipozoml. Lipozomy (velké jednolamelarni vezikuly, LUV) s enkapsulovanych
sulforhodaminem B byly pfipraveny z MLV (3.5 Priprava jednolamelarnich vezikul SUV)
s drobnou modifikaci v postupu, kdy film lipidu byl hydratovan 2x ziedénym TBS pufrem
s obsahem 50 mM sulforhodaminu B. Pro tvorbu LUV, disperse MLV prosla 6x cyklem
zamrazeni v tekutém dusiku a nasledném tani pii pokojové teploté a poté byla 11x protlacena
miniextrudérem vybavenym dvéma polykarbonovymi filtry o velikosti 0.1 um (Avanti). Do
lipozom neenkapsulovany sulforhodamin B byl oddélem pomoci gelové permeacni
chromatografie (Sephadex G-75) za pouziti eluéniho pufru TBS. Koncentrace lipidil
ve vzniklych lipozomech byla stanovena pomoci Rouserova protokolu (151).

Pro testovani membranové integrity byly lipidy o koncentraci 1 pM inkubovany
na 96-jamkové desti¢ce s peptidy o koncentracich od 1 do 500 nM (P/L pomér od 1/100
do 1/10). Fluorescen¢ni analyza byla provedena pomoci ¢tecky desticek (angl. plate reader)
BMG LabTech. Méteni bylo provadéno pii 25 °C, kazdou 1 s pfi vinovych délkach excitace
Aext = 565 nm a emise Aey = 586 nm se stérbinou 2.5 nm. Enkapsulovany sulforhodamin B
nevykazoval Zadnou fluorescenci z dlivodu samozhaSeni pifi vysoké koncentraci uvnitf
lipozomd, az po vyliti sulforhodaminu B do roztoku byla fluorescence méfitelna. Po 60 min
sbéru dat bylo ke vzorkim ptidano 100 pl tenzidu nadbytku, 10% Triton X-100, ktery narusil
zbylé lipozomy. Nasledné ziskand fluorescence vzork byla vyhodnocena jako maximalni
fluorescence sulforhodaminu B. Mnozstvi uvolnéného sulforhodaminu B z lipozoma bylo

vyhodnoceno podle vztahu (3), kde percentudlni Uik je frakce uvolnéného sulforhodaminu B
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v daném cCase f, F; je fluorescence v Case ¢, Iy je mira fluorescence na pocatku pokusu, Fy je

fluorescence po piidani tenzidu.

% tiniku = Z;_’;" « 100% 3)

3.10 Cirkularni dichroizmus (CD)

Meéieni cirkularniho dichroizmu (CD) byla provadéna na CD spektrofotometru Jasco
J-815 s optickou drahou 1 mm. Spektra byla méfena pii laboratorni teploté v rozsahu od 185
do 250 nm s krokem 0.5 nm. Skenovaci rychlost ¢inila 50 nm.min™ a kone¢né spektrum bylo
ziskano jako primér ze 7 meéfeni. CD spektra byla méfena na peptidech o koncentracich
0od 20 uM do 120 uM v 10 mM PBS pufru, nebo v ptitomnosti 1220 uM 20% PIP, a 80%
POPC, 1290 uM 5% PIP, a 95% POPC nebo 1320 uM POPC. Pro kazdy vzorek bylo
automaticky odecteno pozadi. Data byla vyhodnocena a zastoupeni sekundéarnich struktur bylo

stanoveno pomoci database BeStSel.org (152).

3.11 Vyhodnoceni Q,, teplotni aktivace

Systém pro rychlé¢ a presné¢ ohtati aplikovanych extracelularnich roztokd na bunky
umoznil stanovit teplotni citlivost TRPV3 konstruktii. Teplota aplikovanych roztokd se
linearn& zvysovala z laboratorni teploty az k 60 °C s maximalni rychlosti ohfevu 30-50 °C.s™.
Proudové odpovédi byly v prvnim kroku zprimérovany v teplotnim rozsahu 0.25 °C a poté
zlogaritmovany. Hodnoty logaritmu primérné proudové odpovédi log(/) byly vyneseny
do grafu proti pfevracené hodnoté termodynamické teploty 1/7 a z grafu byly vyhodnoceny
parametry linearni oblasti zavislosti nad teplotnim prahem jednotlivych konstrukti.

Teplotni zavislost studovanych konstrukti TRPV3 byla uréena pomoci hodnoty Q)¢ teplotniho
koeficientu, ktery je definovan vztahem (4), kde 4; a 4, jsou amplitudy proudti namétenych pti
teplotach T) a T». Teplotni koeficient byl uréen pomoci hodnoty aktivaéni energie Ex (kJ.mol™)

vypoctené ze smérnice linearni oblasti grafu v rozsahu 7 a 7».

10

Q10 = (2)m 4)

A

3.12 Statistické zpracovani a sdruzovani priméri dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu SigmaPlot 10.0 (Systat
Software, USA). U jednotlivych skupin dat bylo metodou jednofaktorové analyzy rozptylu
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(ANOVA) urceno, zda existuji rozdily v pramérnych hodnotach. Pokud se skupiny lisily,
porovnavaly se pomoci t-testu ¢i testu Mann-Whitney.

Pro porovnéani primérnych teplotnich praht jednotlivych konstrukti TRPV3 byl navrzen
postup sdruzovani primeért dat. Proudové odpovédi byly nejprve zprimérovany v intervalech
0.25 °C, poté byly znormalizovany na hodnotu priméru proudové odpovedi pii teploté 26 °C.
Takto ziskana data byla rozfazena do 35 intervali napfi¢ teplotami a zarovei
napfi¢ normalizovanymi proudy. Rozfazena data byla poté zpétné sdruzena a pro kazdy bod
byly uréeny odchylky teploty 1 odchylky normalizovaného proudu. Tento postup umoznil
vyhodnotit teplotni prah kontrukti i pies jejich znacnou variabilitu.

Vsechna data uvedend v této praci jsou prezentovana ve formé primérné hodnoty
+ smérodatné odchylky priméru (SEM) nebo standardni odchylky (SD), pokud neni uvedeno
jinak. Hodnoty pravdépodobnosti pro jednotlivé statistické testy jsou uvedeny v legendach

obrazku.

3.13 Simulace molekularni dynamiky

Simulace molekularni dynamiky TRPV3 kandlu byly provadény ve spolupraci
s pracoviStém Matematicko-fyzikalni fakulty UK za pouziti metod simulace molekularni
dynamiky (MD). Pro simulace byla pouzita struktura kanalu ziskana z proteinové databanky
PDB (PDB kéd 6DVW). Po parametrizovani struktury silovym polem AMBER ILDN (153) a
jejim obklopeni molekulami vody TIP3P (154) byly provedeny molekuldarné dynamické
simulace pfi tfech riznych teplotach (300, 330 a 400 K). Za vyuziti softwarového balicku
AMBER14 (155) a pocitace vybaveného operacnim systémem Linux s rozhranim NVIDIA
GPU byly shroméazdény trajektorie ziskané simulaci. Délka ziskanych molekularné
dynamickych simulaci byla az 50 ns, vZdy posouzeno dle miry ustaleni systému. Analyza
trajektorii ziskanych simulaci byla zpracovana v nasi laboratofi za vyuZziti programu Chimera

1.13 (University of California, San Francisco).

3.14 Molekularni dokovani
Molekularni dokovani fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) do oblasti senzoru TRPA1

bylo provedeno pomoci programu AutoDock Vina (http://vina.scripps.edu/), které je soucasti
softwaru UCSF Chimera 1.12 (www.cgl.ucsf.edu/chimera/), ktery vyuZziva krychli o rozmérech
100 x 100 x 100 A’ s implicitnimi dokovacimi parametry.
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4 Vysledky

4.1 Cytoplazmatické rozhrani mezi podjednotkami urcuje
charakteristiku teplotni aktivace TRPV3'

Cilem studie popsané v této kapitole bylo a) charakterizovat parametry teplotni aktivace
rekombinantniho lidského TRPV3 receptoru a urcit podminky, za kterych dochazi k funkéné
zéavislé senzitizaci. b) Porovnanim primarnich sekvenci a struktur TRPV1 a TRPV3
identifikovat oblast TRPV3 receptoru, ktera by mohla byt zodpovédna za funkcéné zavislou
senzitizaci TRPV3 pii aktivaci teplem.

Ve fazi navrhu studie byla zndma pouze krystalova struktura ¢asti intracelularniho
N-konce mysitho TRPV3 (156). Tato oblast receptoru obsahujici ankyrinové repetice se
napadné 1isi od TRPV1 v konformaci smycky mezi tieti (AR3) a ¢tvrtou (AR4) ankyrinovou
repetici, tzv. tieti smycky. TRPV3 ma v porovnani s TRPV1 vyssi teplotni prah pro aktivaci a
vykazuje silnou funkéné zavislou senzitizaci, tj. pfi opakované aktivaci zvySuje
pravdépodobnost otevieni, zatimco TRPV1 pii opakované aktivaci desenzitizuje. Protoze
priméarni sekvence N251-E257 v tieti smycce je silné proménliva v ramci teplotné citlivych
TRPV receptorit (Obr. 16), zaméfili jsme se na tuto oblast s cilem zjistit, jaka je jeji uloha v

aktivaci teplem.
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Obr.16: Schématické znazornéni tieti smycky ankyrinové domény TRPV3
receptoru. Logo teplotné aktivovanych TRPV1-4 receptorti napfi¢ obratlovci (ryba, Zaba, had,
ptak, mys, potkan, €lovek) vygenerované pomoci WebLogo3 serveru (157). Vyska kazdého
aminokyselinového zbytku zobrazuje pravdépodobnost vyskytu aminokyseliny na dané pozici.
Dole, sefazeni aminokyselinové sekvence lidského TRPV3, potkanich TRPV2 a TRPVI.
Cislovani sekvenci je uvedeno nahote podle TRPV3 a pod sekvencemi podle TRPV1. Prvky
sekundérni struktury jsou uvedeny nad logem. Oblast studované nekonzervované oblasti tieti
smycky je vyznacena barevné.

' Piispévek autora na ziskani uvedenych dat pievzatych z publikace Macikova et al. (2019): L. Macikova
(L.M.) provedla vétsSinu elektrofyziologickych méfteni, pfipravila vSechny mutace, provadéla heterologni
transfekce HEK293T bunék, vyhodnotila naméfena data a pripravila nékteré obrazky.
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Pro ovéteni funkéniho vyznamu nekonzervované ¢asti tieti smycky byl pfistupem cilené
mutageneze vytvoten chiméricky kanal TRPV3 s nahrazenou nekonzervovanou oblasti N251-
E257 za odpovidajici sekvenci potkaniho TRPV1. Teplotni citlivost chiméry byla testovana

elektrofyziologickou technikou patch-clamp v uspofadani méieni z celé bunky.

4.1.1 Teplotni aktivace TRPV3 je funk¢éné zavisla

Jiz dtive bylo ukézano, Ze inicidlni aktivace mys$iho TRPV3 receptoru vyzaduje teploty
presahujici 50 °C a aktivacni prah spolu s citlivosti (smérnici) teplotni zavislosti klesa
pii opakované stimulaci (34). Pro potvrzeni funkéni zavislosti teplotni aktivace lidského
ortologu TRPV3 heterologné transfekovaného pomoci magnetickych castic do HEK293T
bun¢k (kapitola 3.3) byla pouzita metoda patch-clamp (kapitola 3.4). Pomoci teplotniho
stimulatoru (149) byl na buiky aplikovan kontrolni extracelularni roztok (150 mM NaCl,
5 mM EGTA, 10 mM HEPES), jehoZ teplota byla linedrn€ zvySovana z laboratorni teploty (25
°C) az k 60 °C v 3s intervalech s maximalni rychlosti ohfevu 35 °C.s”'. Intracelularni roztok
obsahoval 140 mM CsCl, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA. V prvnim kroku byly méteny
proudové odpovédi na tfi opakované teplotni pulzy od 25 °C do teploty bud’ nedosahujici 50
°C (Obr. 17 vlevo), nebo ptesahujici 50 °C (Obr. 17 vpravo). Pro urceni maximalni aktivacni
kapacity kanalii byly v obou pfipadech buiiky néasledn¢ stimulovany tfemi teplotnimi pulzy

v pritomnosti smési dvou aktivatort TRPV3, 2-APB (100 uM) a karvakrolu (100 uM).

TRPV3 <50°C TRPV3 >50°C
) 50 ) 50
28 VU B8
100 uM 2-APB + 100 uM karvakrol 100 uM 2-APB + 100 pM karvakrol
-70mv -70mV
2 nA 4nA L
2s
Obr.17: Pocatecni aktivace lidského TRPV3 vyzZaduje teploty presahujici 50 °C.

Reprezentativni proudové odpovédi TRPV3 vyvolané teplotnimi stimuly ziskané technikou
patch-clamp v uspofaddani méteni z celé buitkky TRPV3 pfirozeného typu pfi napéti -70 mV
v absenci €i pfitomnosti smési agonistli (100 uM 2-APB + 100 uM karvakrol). Vlevo, teploty
pod 50 °C. Vpravo, teploty nad 50 °C.

Pii opakované stimulaci TRPV3 kanali pfirozeného typu teplotnimi linedrnimi pulzy
dosahujicimi ~48 °C byly vyvolany pouze velmi malé proudové odpovédi (154 + 21 pA; n=9)
se slabou teplotni zavislosti v rozsahu 45-48 °C (0o, teplotni koeficient 2.8 £+ 0.3) (Obr. 17
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vlevo). Naproti tomu smés agonistit vyvolala velké proudy jiz pfi teploté 25 °C (5.3 £ 0.3 nA;
n=9), které byly pfi ~40 °C saturovany (9.8 + 1.7 nA). Po odmyti agonisty se hladina
membranového proudu vratila na bazalni uroven. Dalsi teplotni stimulace v kontrolnim roztoku
vyvolala opét jen malé odpovédi. Pokud vSak pocatecni aktivacni teplota piesdhla 50 °C,
proudové odpovédi mély odlisSny charakter (Obr. 17 vpravo): prvni teplotni odpovéd
dosahovala primérné amplitudy 1.7 + 0.6 nA (n = 25). Zatimco maximalni proudové odpovédi
se pii opakované teplotni stimulaci zvySovaly, prah pro aktivaci teplem se snizoval (Obr. 18).
Z téchto vysledkii bylo zfejmé, Ze vysoka teplota presahujici 50 °C aktivuje lidsky TRPV3
specificky a robustné. Pii prolozeni linedrni ¢asti proudové-teplotni zavislosti (Arrhenitiv graf)
pfimkou dosahoval median prvni teplotni odpovédi maximalniho teplotniho koeficientu Qg
22.2 (prvni a tfeti kvartil 11.7 a 33.9) vintervalu teplot 51.7 = 1.2 °C az 53.9 + 1.1 °C.
Hodnota medianu Q)¢ nasledujici odpovédi se statisticky vyznamné snizila na 10.6 (prvni a
treti kvartil 7.2 a 12.6; n = 14; P = 0.004, parovy t-test) beze zmény v teplotnim rozsahu
aktivace (od 52.5 + 1.1 °C do 55.7 £ 1.2 °C). V lineérni oblasti niz§ich teplot (25.9 + 0.4 °C az
344 + 1.2 °C) se primérma hotnota Qo prvni teplotni odpoveédi (1.8 £+ 0.1) statisticky
vyznamné neliSila od druhé teplotni odpovéedi (1.6 = 0.1; P = 0.222).

107
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Obr.18: Porovnani prvni a tieti proudové odpovédi lidského TRPV3 na teploty

prevysujici 50 °C bez pritomnosti agonisty, vynesené v Arrheniovské zavislosti. Graf
vyneseni proudu (osa y, logaritmické métitko) proti pfevracené hodnoté absolutni teploty (osa
x). Maximalni teplotni koeficient Q¢ byl odhadnut z linedrni regrese (pierusované ¢ary) sklonu
Arrheniovské zavislosti v rozsahu teplot vyznac¢enych prazdnymi kolecky.
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Ze zavislosti proudu na teploté prvnich teplotnich odpovédi ptirozeného typu TRPV3
byla patrnd variabilita teplotnich prahii i hodnot maximdalniho teplotniho koeficientu Qi
pro jednotlivda méfeni (Obr. 19 vlevo). Pro celkové porovnani této variabilni skupiny dat byla

zvolena metoda sdruzovani primeéru dat (vice v metodach, kap. 3.12) (Obr. 19 vpravo).
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Obr.19: Teplotou vyvolané proudy normalizované na maximum. Vlevo, teplotou

vyvolané proudy namétené z 25 bunék exprimujicich lidsky ortolog TRPV3. Vpravo, sdruzené
hodnoty teplotou vyvolanych proudi zobrazenych vlevo, znazornéné jako prazdna kolecka
s chybovymi useckami v Sedé indikujici SEM (n = 25). Proudy jednotlivych bunck jsou
pro porovnani zobrazeny (Sedé ¢ary). Chybové usecky jsou v mnoha piipadech mensi nez
symbol.

Variabilita proudovych odpovédi byla pfi¢tena nevyhnutelnym odchylkam v ¢asovém
prib&hu ohievu extracelularniho roztoku, coZ zplsobilo odchylky v maximalni rychlosti
teplotni vymény (Obr. 20 vlevo). Jiz difive Qin a kolektiv (34) na mySim TRPV3 ukazal, ze
rychlost pfechodu ze zavieného stavu kandlu do oteviené¢ho je primarné fizena teplotou a pro
pfimé méfeni aktivacni entalpie je nutny specidlni teplotni stimulator umoziujici dosdhnout
velmi vysoké rychlosti teplotni vymény (55 °C.ms™). Zfejmé nase pomalejsi rychlost teplotni
vymény (35 £ 1 °C.s™'; n = 22) zpiisobila, Ze velka Gast kanali po aktivaci prechazela do stavu
se snizenou energetikou vratkovani jiz v priabéhu stimula¢niho pulzu. Tuto hypotézu podporuje
naSe zjiSténi, ze hodnoty Q)¢ jednotlivych bun¢k siln€ koreluji s ¢asovym prabéhem teplotni

aktivace (Obr. 20 vpravo).
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Obr.20:
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Variabilita aktiva¢niho prahu a sklonu citlivosti teplotni zavislosti TRPV3

souvisi s ¢asovym pribéhem teplotni vymény. Vlevo, Casovy pribéh prvni derivace
teplotniho stimulu (horni ¢ast) a teplotné vyvolané proudy (spodni ¢éast) zndzornéné pro dvé
ruzné builkky a a b. Vpravo, hodnota Q)¢ linearné koreluje s odpovidajicim maximem prvni
derivace ¢asového pribéhu teplotniho stimulu (Pearsoniv produktové-momentovy korelacni
koeficient, r = 0.886; n = 22).

I pfes uvedenou variabilitu dat byl teplotni préh sdruzenych proudid normalizovanych

vzhledem k maximalni dosazené amplitud¢é zieteln¢ a statisticky odliSitelny od teplotniho

prahu pro aktivaci potkaniho ortologu TRPV1 (Obr. 21).
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Teplotou vyvolané proudy normalizované na maximalni amplitudu,

snimané z bunék exprimujicich potkani ortolog TRPV1. Sdruzené priméry proudu jsou
znazornény jako Seda kolecka s Sedymi chybovymi tseckami indikujicimi SEM. Pro porovnéni
jsou sdruzené pruméry proudi lidského ortologu TRPV3 znazornéné jako prazdna kolecka
(SEM, Sedé¢ usecky). Pocty bunék jsou uvedeny v zavorkach.
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Nase data podporuji diivéjsi zjisténi ziskand na mySim TRPV3 (34) a navic prokazuji, ze
také lidsky TRPV3 je aktivovan vysokymi teplotami, jejichZ inicidlni aktivacni prah pfesahuje
50 °C. Podobn¢ jako mysi TRPV3, lidsky ortolog pti opakované aktivaci silné senzitizuje

funk¢né zavislym zptasobem.

4.1.2 Treti smycka ankyrinové domény urcuje funkéni zavislost teplotni
senzitizace TRPV3

V dalsim kroku jsme zkonstruovali mutantni formy lidského TRPV3 (hTRPV3), v nichz
byla soucasné, nebo individudlné nahrazena rezidua v nekonzervované oblasti tieti smycky
ankyrinové domény analogickymi rezidui potkaniho ortologu TRPV1 (fTRPV1) (Obr. 16 kap.
4.1, tvod). Nejprve jsme vygenerovali plné¢ chiméricky kanal se sedmi zaménami
TRPV3/V1(251-257), ve kterém byly nahrazena sekvence NPKYQHE sekvenci KKTKGRP a
tento konstrukt byl funkéné charakterizovan protokolem s teplotnimi linearnimi pulzy od 25 °C
do teplot ptesahujicich 50 °C (Obr. 22 vlevo). Teplotné¢ vyvolané membranové proudy
zprosttedkované chimérickymi TRPV3 kandly vykazovaly tonickou aktivitu pfi teploté 25 °C a
senzitizovaly jiz pfi prvni teplotni stimulaci. Grafy primérné normalizované zavislosti proudu
na teplot¢ vykazovaly v porovnani s pfirozenym typem TRPV3 strméjsi sklon pii teplotach

okolo 40 °C a pozvolny sklon pfi teplotach vyssich (Obr. 22 vpravo).
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Obr.22: Chimerni receptor TRPV3/V1(251-257) vykazuje senzitizovany fenotyp.

Vlevo, reprezentativni elektrofyziologicky zaznam proud vyvolanych opakovanou teplotni
stimulaci chimérického kanélu v kontrolnim roztoku a v pfitomnosti smési agonisti (100 uM
2-APB + 100 uM karvakrol), méfeny pfi membranovém napéti -70 mV v uspotfadani snimani
z celé bunky. Vpravo, teplotni proudové odpovédi chimérického kanalu normalizované
na maximalni prvni teplotni odpovédi (oranzové kiivky) se sdruzenym primérem (oranZova
koleck s chybovymi tiseCkami SEM) v porovnani s primérnou odpovédi prirozeného typu
receptoru (Seda kolecka s chybovymi useckami). Pocet buné€k je vyznacen v zavorkach.
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Abychom upfesnili misto, které se rozhodujicim zplisobem podili na senzitizovaném
fenotypu kanalu, vytvofili jsme v dal$im kroku dva chimérické konstrukty TRPV3, ve kterych
byly zaménény oblasti receptoru N251-Y254 a Q255-G257 (Obr. 23). Zatimco se mutace
TRPV3/V1(255-257) nelisila od TRPV3 ptirozeného typu (graf vpravo), TRPV3/V1(251-254)
vykazoval senzitizovany fenotyp (zdznam vlevo, graf uprostied). Maximalni proudova
odpovéd’ vyvoland prvni teplotni aplikaci v kontrolnim extraceluldarnim roztoku se nelisila
od proudové odpovédi vyvolané aplikaci smési agonisti za laboratorni teploty (P = 0.200,
parovy t-test; n = 13), zatimco u pfirozeného typu TRPV3 vzrostla proudovéd odpoved v
pritomnosti smési agonistli piiblizn¢ 16-krat (n = 15). Hodnota maximalniho teplotniho
koeficientu Qjo prvni teplotni odpoveédi se statisticky vyznamné neliSila od hodnoty
maximalniho teplotniho koeficientu Q;¢ nésledujicich teplotnich odpovédi (hodnoty medianu

14.5 a 15.5; P =0.804, parovy t-test; n = 13).
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Obr.23: Trojmutace TRPV3/V1(251-254) vykazuje senzitizovany fenotyp, zatimco

TRPV3/V1(255-257) vykazuje fenotyp kanalu prirozeného typu. Vlevo, reprezentativni
elektrofyziologicky zdznam membranovych proudi vyvolanych opakovanou teplotni stimulaci
kandlu TRPV3/V1(251-254) v absenci ¢i pfitomnosti smési agonistd (100 uM 2-APB +
100 uM karvakrol), méfeny pii membranovém napéti -70 mV v usporddani méfeni z celé
buiiky. Uprostied, vpravo, teplotni proudové odpovédi chimérického kanalu normalizované
na maximum prvni teplotni odpovédi (oranzové kiivky). Primér pro TRPV3/V1(251-254) je
vyznacen oranzovymi kolecky s chybovymi tseCkami v Sedé barve (uprostfed), plnymi Sedymi
kolecky pro TRPV3/V1(255-257) (vpravo). Pro porovnani je zobrazena prumérna odpoved
TRPV3 pfirozeného typu (prazdna kolecka s Sedymi chybovymi tsekami). Pocet bunék je
vyznacen v zavorkach.

Analyza rozptylu jednoduchého tfidéni, one-way ANOVA, jednoznacné potvrdila rozdily
mezi konstrukty. Maximalni hodnota Qj¢ a teplotni prah specifické aktivace chimerniho
receptoru byly statisticky vyznamné snizeny u TRPV3/V1(251-257) a trojmutantniho
TRPV3/V1(251-254) kanalu (P < 0.001), nikoliv u TRPV3/V1(255-257). Z toho divodu se

nase pozornost dale zame¢fila na rezidua z oblasti 251-254.
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V dalsi fazi projektu byla prozkoumana funk¢ni uloha aminokyselin N251, P252, K253 a
Y254 vteplotni aktivaci TRPV3. Sdruzené priméry normalizovanych prvnich teplotnich
odpovédi mutantl jsou na obrazku 24. Vysledky ukazaly, Ze v oblasti tfeti smycky je pro

funkci receptoru rozhodujici velikost a flexibilita aminokyseliny v poloze 252, v mensSim

rozsahu 253.
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Obr.24: Normalizované proudové odpovédi mutanti zoblasti N251-Y254. Pro
porovnani je v grafech zobrazen primér normalizovanych odpovédi ptirozeného typu TRPV3
(prazdna kolecka s chybovymi tseckami). Pocet bun¢k je vyznacen v zévorkach. Oranzovée
jsou vyznacené mutace, které zpusobily senzitizovany fenotyp. Chybové tsecky v Sedé barve
znac¢i SEM. Pocet buné€k je vyznacen v zavorkach.

Abychom podrobnéji zistili mechanizmus, kterym identifikovana oblast tfeti smycky
pfispiva k teplotni aktivaci TRPV3 kanalu, dvojice rezidui leZici dle dostupného struktniho
modelu (156) vtésné blizkosti (Obr. 25) jsme nahradili cysteiny: P252C/E257C a

K246C/E263C.
Y254 K253

AR4

Obr.25: Rezidua ze tieti smy¢ky ankyrinové domény mutovana v této studii.
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Dvojmutace P252C/E257C statisticky vyznamné (P = 0.004; n = 5) snizila sklon teplotni
zavislosti proudovych odpovédi (na 12.3 + 1.5), zatimco proudy vyvolané kandly
s jednocysteinovymi zaménami P252C a E257C nebyly statisticky odliSné od kanalu
piirozeného typu (Obr. 26).
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Obr.26: Modifikace tieti ankyrinové smycky cysteinovymi mutacemi na pozicich

252 a 257 a dvoucysteinovou mutaci K246C/E263C. Proudové odpovédi vyvolané prvni
teplotni stimulaci HEK293T bunék exprimujicich uvedené mutantni TRPV3 kandly,
normalizované na maximalni amplitudu s podkreslenymi sdruZzenymi priméry (plnd kolecka
s chybovymi useCkami v Sedé barvé znalici SEM). Pro porovnani jsou sdruzené primeéry
TRPV3 kanalu pfirozeného typu podkresleny prazdnymi kolecky s chybovymi Useckami
v Sedé barveé znacici SEM).

Pro ucely porovnani miry senzitizace a teplotniho prahu specifické aktivace kanalt byly
vyhodnoceny maximalni teplotni koeficienty Q¢ a ptislusné teplotni intervaly, ve kterych byla

Arrheniova zavislost linearni (korelaéni koeficient r* 0.98-0.99) (Obr. 27).
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Obr.27: Teplotni zavislost proudovych odpovédi snimanych z dvou reprezentativnich

bunck exprimujicich ptirozeny typ TRPV3 (vlevo) a chiméru (vpravo). Teplotni koeficient QO
byl stanovovan pro prvni teplotni odpovéd v linearni oblasti Arrheniovy zavislosti
(pferusovana &ara, r* = 0.98 — 0.99). Teplotni rozsahy pouZité pro vyhodnoceni Q¢ jsou
vyznaceny Sedou (vlevo) a oranzovou (vpravo) plochou pod grafem.

Statistické porovnani hodnot maximalnich teplotnich koeficienti Q;¢ a pfisluSnych

rozsahtl teplot pro vSechny testované konstrukty TRPV3 a pro potkani TRPV1 je na obrazku
28.
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Obr.28: Statistické vyhodnoceni Qqy a prisluSnych teplotnich intervalii pro mutace
vy p y P p

ze tieti smycky. Nahofe, souhrnné maximalni teplotni koeficienty pro vSechny testované
chiméry a mutace ve srovndni s lidskym TRPV3 a potkanim TRPVI1 pfirozeného typu.
PreruSovana ¢ara vyznacuje maximalni Q;p TRPV3 pfirozeného typu. Dole, primérné rozsahy
teploty, za kterych byla Arrheniova zavislost linearni (korelagni koeficient r* 0.98-0.99) a které
byly pouzZity pro vypocet maximalniho Qjo. Sedd zona ohranicuje spodni a horni limity
teplotnich rozsahti pro TRPV3 ptirozeného typu.

Vysledky naSich experimentl ukézaly, Zze nekonzervovanid oblast tfeti smycky
ankyrinové domény je oblasti siln€ ovliviiujici vlastnosti, teplotni prah i charakter teplotni
zéavislosti TRPV3 receptoru. Intramolekuldrni kontakty v tfeti smycce jsou jen castecné
zodpovédné za senzitizovany fenotyp kanalu. Vzhledem k tomu, Ze konstrukty P252C a P252G
vykazovaly stejny fenotyp jako TRPV3 kanal piirozené¢ho typu (Obr. 24 a Obr. 26),

senzitizovany fenotyp kandlu je dan spiSe zménou velikosti rezidua na pozici 252 nezli zménou

lokalni flexibility.
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4.1.3 Cytoplazmatické rozhrani mezi podjednotkami ridi vratkovani
TRPV3

V pribéhu ptipravy studie byly zvefejnény struktury mysiho (137) i lidského ortologu
TRPV3 (105) ziskané pomoci kryoelektronové mikroskopie. Dostupné struktury TRPV kanala
(105, 137, 158-162) odhaluji blizkost centralni casti tfeti smycky ankyrinové domény s 3
skladanym listem tvofenym 3 vlasenkou N-koncové membranové proximalni domény (MPD)
a C-koncovou smyckou, ktery se obtaci okolo B vlasenky a vytvaii 3 skladany list (105, 137)
(Obr. 29).

C-koncova smycka

%]YEEVNW%SWQ.&%@EM gg

740 750

Obr.29: Topologické umisténi tieti smycky ankyrinové domény (ARD) na rozhrani
s vedlejSi podjednotkou v blizkosti C-koncové domény a ARD-TM raménka. Mira
konzervovanosti C-koncové smycky (modrd) a ARD-TM raménka (Cervend) v blizkosti se
treti smyckou (lososovd) zobrazend pomoci loga vygenerovaného za pouziti serveru WebLogo
(157). Vyska kazdého rezidua zobrazuje pravdépodobnost vyskytu aminokyseliny na dané
pozici. ARD — ankyrinova repeticova doména, TM — transmembranova, P — por, S — segment.

Z porovnani struktur (137) mysiho TRPV3 kanalu v otevieném a v zavieném stavu je
patrny posuv sousednich podjednotek na rozhrani mezi teti smyckou ankyrinové domény a 3
skladanym listem vedlejsi podjednotky (Obr. 30). Nejvyrazngjsi zmeény vzdalenosti Cow atomtl
na rozhrani podjednotek byly pozorovany mezi F259 a Y382 (otevieny 8.3 A, zavieny 9.6 A),
F259 a V385 (otevieny 6.6 A, zavieny 7.3 A) a H256 a E736 (otevieny 7.3 A, zavieny 8.1 A).
Publikovana struktura otevieného stavu kanalu byla ziskédna v pfitomnosti agonisty 2-APB, a
proto jsme si polozili otazku, zda k podobnému posunu podjednotek mutize dojit 1 pti aktivaci
teplem.

Ptipravili jsme proto konstrukty, ve kterych byly prostorové blizké aminokyselinové

zbytky  nahrazeny cysteiny (F259C/Y382C, F259C/V385C, H256C/E736C a
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P252C/Y382C/W380C) scilem umoznit tvorbu disulfidickych mustkd, a testovali jsme

vlastnosti teplotni aktivace konstruktl. Zaznamy z téchto pokust jsou na Obr. 31.

Y382f V385

Obr.30: Zmény na rozhrani tieti smycky ankyrinové domény a [ skladaného listu
sousedni podjednotky béhem vratkovani kanalu. Vlevo, superpozice zaviené (PDB ID:
6DVW, podjednotka B vmodré, A a C v tyrkysové barve¢) a oteviené¢ (PBD ID: 6DVZ,
podjednotka B je v hnédé, A a C v oranzové barvé) struktury kanalu TRPV3. Vpravo, detailni
pohled na rozhrani podjednotek se zvyraznénymi aminokyselinovymi zbytky studovanymi
v této praci. Smér pohybu na rozhrani podjednotek je vyznacen ¢ervenymi Sipkami.

F259C/v385C H256C/E736C
= 67 s 50
@) [8)
- /WLWA MO]MJM/U\
— -
20 ==p
2- APB + karvakrol Rutheniova cerven 2-APB + karvakrol
6 F259C/Y382C
o
B /LM/L/UM
'—
2- APB + karvakrol Ruthenlova cerven 2-APB + karvakrol
2nA
L 4nA|
2s
Obr.31: Reprezentativni ziaznamy dvojcysteinovych mutaci. Proudové odpovédi

TRPV3 s vnesenymi zdmeénami v pozicich F259C/V385C, F259C/Y382C, H256/E736C a
P252C/Y382C/W380C vyvolané teplotni stimulaci ziskané technikou patch-clamp
v usporddani meéteni z celé bunky na membranovém potencidlu -70 mV v kontrolnim
extracelularnim roztoku a v pfitomnosti smési agonistti (100 uM 2-APB + 100 uM karvakrol).
Vlevo, konstrukt F259C/V385C vykazoval vyraznou bazélni aktivitu, ktera byla zcela
blokovatelna nespecifickym blokatorem rutheniovou cerveni (10 uM). Vpravo nahote, teplotné
rezistentni konstrukt. Vlevo dole, senzitizujici fenotyp kontruktu F259C/Y382C.

54



Bunky exprimujici F259C/V385C nebo F259/Y382C vykazovaly vysoky klidovy proud
pii teplot¢ 25 °C na membranovém potencialu -70 mV, jenz byl zcela blokovatelny
nespecifickym blokatorem TRP kandlii rutheniovou cerveni (10 uM). Teplotni odpovédi
zprosttedkované F259C/V385C a v mensi miie F259/Y382C byly senzitizovany, coz podpoftilo
naSi hypotézu, ze kanal muze byt stabilizovan v otevieném stavu disulfidickymi mistky
vytvafenymi mezi blizkymi rezidui na rozhrani podjednotek. Naproti tomu mutace
H256C/E736C byla rezistentni k teplotnim podnétiim tak, ze vysoké teploty ~60°C vyvolavaly
jen malé proudové odpovédi. Amplituda proudovych odpovédi vyvolanych kombinaci smési
agonistil a tepla byla vSak srovnatelna s kanalem pfirozené¢ho typu. Trojcysteinova mutace
P252C/Y382C/W380C se nelisila od kanalu ptfirozeného typu a ponechala si vlastnost funkéné
zavislé senzitizace. E736C se nelisSil od H256C/E736C, coz vylouc¢ilo hypotézu funkcné
vyznamné tvorby disulfidickych mustkii mezi témito dvéma rezidui. Naproti tomu F259C,
V385C a Y382A se liSily od cysteinovych dvojmutantli a nevykazovaly bazalni aktivitu pfi
teploté 25°C (Obr. 32). To nasvédcuje tvorbé disulfidickych mustki mezi blizkymi rezidui a

podporuje nasi hypotézu o vyznamu ve stabilizaci otevieného stavu kanalu.

E736C Y382A
o 50 50
- MWL/K : %MMM
2-APB + karvakrol 2-APB + karvakrol
4nA| anA|
2s 2s
r F259C i V385C
A NANANANAN B ANAANNAANAN
20 2-APB + karvakrol 20 2-APB + karvakrol
"Y" T
2nA| 2nAl__
2s 2s
Obr.32: Reprezentativni zaznamy z HEK293T bunék exprimujicich uvedené

konstrukty TRPV3. Proudové odpovédi vyvolané teplotnimi podnéty snimané technikou
patch-clamp v uspofadani méfeni z celé bunky v kontrolnim extracelularnim roztoku a
v pfitomnosti smési agonistdt (100 uM 2-APB + 100 uM karvakrol). Membranovy
potencial -70 mV.
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Abychom ov¢éfili existenci disulfidickych mustki mezi rezidui F259C a V385C, kultura
HEK293T buné¢k exprimujicich F259C/V385C konstrukt byla inkubovana v kultivaénim médiu
s obsahem 5 mM redukéniho ¢inidla dithiothreitol (DTT) po dobu 16 minut. Buiiky byly

nasledné elektrofyziologicky testovany standardnim protokolem (Obr. 33).

5 mM DTT (16 min)
F259C/V385C

__ 60

£ 40

= 20

/)
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/ \ | / \ \
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Obr.33: Bazalni aktivita F259C/V385C konstruktu TRPV3 byla potla¢ena inkubaci
v DTT. Reprezentativni proudové odpovédi vyvolané teplotnimi podnéty, snimané technikou
patch-clamp z HEK293T buné¢k inkubovanych 16 min v DTT (5 mM). Aplikace agonistti (100
puM 2-APB + 100 pM karvakrol) je vyznacena nad zaznamem. Membranovy potencial -70 mV.

Inkubaci dvojcysteinové mutace v DTT byl potlacen bazalni proud a navracena vysoka

teplotni citlivost kanalu (Obr. 34 dole).
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5 mM DTT (16 min)
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Obr.34: Redukéni ¢inidlo DTT vratilo mutantnimu kanalu F256C/V385C teplotni
citlivost. Porovnani prvnich proudovych odpovédi vyvolanych teplotnim rampem indikované
dvojcysteinové mutace v absenci (vlevo) a pfitomnosti (vpravo) redukéniho c¢inidla DTT
(nahote) vynesenych jako zavislosti proudu na teploté (dole).

Sdruzené priméry normalizovanych prvnich teplotnich odpovédi pro vSechny mutace
TRPV3 popsané v kapitole 4.1.3, vcetné mutace F259C/V385C, inkubované v DTT jsou

uvedeny na obrazku 35.
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Obr.35: Teplotni proudové odpovédi cysteinovych mutantii normalizované na

maximum prvni teplotni odpovédi. Pro porovnani je v grafech zobrazen primér odpoveédi
TRPV3 ptirozeného typu (Sedd prazdnd kolecka). Zelené je vyznacen konstukt, u kterého
nebylo mozné vyhodnotit vSechna méteni. Modie je oznacen konstrukt F259C/V385C snimany
po 15-20min inkubaci v DTT. Chybové usecky v Sedé barvé zna¢i SEM. Pocet bunék je
vyznacen v zavorkach.

58



Na obrazku 36 je uvedeno celkové statistické vyhodnoceni maximalnich teplotnich
koeficienti a rozsaht teplot pro vSechny konstrukty popsané v kapitole 4.1.3 porovnavanych

s lidskym ortologem TRPV3 ptirozeného typu.

Maximalni teplotni koeficient Q,,
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Obr.36: Statistické vyhodnoceni hodnot Q; a prisluSnych teplotnich intervali pro
cysteinové mutace na rozhrani podjednotek. Nahofe, souhrnné maximalni teplotni
koeficienty cysteinovych mutaci ve srovnani s lidskym TRPV3. PferuSovana ¢ara vyznacuje
primérné maximalni Q;9p TRPV3 pfirozeného typu. Dole, primémé rozsahy teplotnich
intervalt, ve kterych byla Arrheniova zavislost linearni (korelaéni koeficient r* 0.98-0.99) a
které byly pouZity pro vypodet maximalniho Qyo. Sed4 zoéna ohraniuje spodni a horni limity
teplotnich rozsahti pro TRPV3 pfirozené¢ho typu. Modfe je vybarven konstrukt snimany po
inkubaci v DTT.
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4.1.4 Modelovani molekularni dynamiky TRPV3

Na zaklad¢ ziskanych vysedkd jsme se pokusili navrhnout hypotézu o mozném
mechanizmu, kterym by signal o teplotnim podnétu mohl byt ze tfeti smycky ankyrinové
domény prevadén do vratek receptoru a tam ovlivnit vratkovani kanalu. Vyuzili jsme simulace
molekulédrni dynamiky proteint (viz kapitola 3.13 Simulace molekularni dynamiky). Struktura
zaviené¢ho TRPV3 kandlu (PDB ID: 6DVW) byla podrobena molekuldrné dynamické simulaci
pti teplotach 300 K (~27 °C), 330 K (~57 °C) a 400 K (~127 °C). Trajektorie molekul ze
simulaci v délce 50 ns byly vyhodnoceny a vyobrazeny ve formé stuzkového diagramu
sttednich kvadratickych odchylek (RMSD). Diagram barevné i tloustkou stuzky zobrazuje
rozsah RMSD patefe (Ca) proteinu pii molekuldrn€é dynamickych simulacich na dvou

teplotach (Obr. 37).

S2-S3 raménko
smycka 3

A K311-T312

K368-R371

RMSD
C— .
1.5 >35A

Obr.37: Molekuliarné dynamicka simulace zahfivani TRPV3. Zména ve flexibilité
podjednotky A molekuly TRPV3 vyjadiené jako stfedni kvadratickd odchylka RMSD patete
molekuly pti 300 K (vlevo) a 400 K (vpravo).

Z diagramu je patrné, ze pii zahfati molekuly se silné¢ zvysi flexibilita smycky 3 a
smycky 4 ankyrinové domény, zatimco oblast B-sklddaného listu, membranova proximalni
doména a TRP-helix zlstavaji pomérové rigidni. Z toho plyne, Ze rigidni oblast by mohla
pienaset teplotni signal ze teti smyCky ankyrinové oblasti na rozhrani sousednich podjednotek

a dale do vratek kanalu.
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4.2 Funkcni regulace TRPV3 kanalu fosforylaci2
Na TRPV3 kanalech exprimovanych endogenné v HaCaT bunécnych liniich byly

metodou patch-clamp snimany membranové proudy v ptitomnosti epidermalniho ristového
faktoru (EGF) a selektivnich inhibitori mitogenem aktivovanych proteinkinaz. Potvrdili jsme,
ze lidsky TRPV3 je regulovan receptorem pro epidermalni rastovy faktor (EGFR)
prostiednictvim mitogenem aktivovanych proteinkindzovych drah (MAPK) a urcili potencidlni

fosforylacni mista v oblasti N-terminalni ankyrinové domény.

4.2.1 Predikce a testovani potencialnich fosforyla¢nich mist

Za pouziti kombinace rtiznych predikénich servert (Predikin, KinasePhos2, ScanSite,
PPSP, GPS 3.0, Musite, NetPhorest, Disphos, PKIS) byla vyhledana potencialni fosforyla¢ni
mista lidského TRPV3 pro ERK 1/2 kindzu. Celkem bylo na N-konci TRPV3 vyhledano 8
ERK 1/2 konsensualnich mist o sekvenci (PX(S/T)P), Ctyfi z nich obsahujici PXSP motiv:
Ser®, Ser®, Ser®™®, Ser'” a ¢tyti s PXTP motivem: Thr*®, Thr'®, Thr*®, Thr*®. Na obrazku 38 je

znazornéna pozice jednotlivych potencidlnich fosforylacnich mist v ramci TRPV3

podjednotky.
S102
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Obr.38: Pozice potencialnich fosforyla¢nich mist TRPV3 kanalu.

Za pouziti pfistupu cilené mutageneze byla vSechna navrZena potencidlni fosforyla¢ni
mista individualné nahrazena kyselinou asparagovou (Asp, D) s imyslem vnést do vybranych
fosforylacnich mist zaporny naboj. Takto piipravené konstrukty plazmida kodujicich mutantni
TRPV3 kandly byly individualné tranzientné transfekovany do HaCaT bunck a podrobeny
elektrofyziologickému méfeni. Na buiiky byl ctyfikrat po dobu 30 s aplikovan agonista 2-APB

* Prispévek autora na ziskani uvedenych dat pievzatych z publikace Vyklicka ez al. (2017): L. Magikova (L.M.)
provedla cast elektrofyziologickych méfeni na transfekovanych HEK293T a HaCaT buiikach a jejich nasledné
vyhodnoceni, zajistovala kultivaci HaCaT bun¢k a podilela se na experimentech ovéfujicich miru exprese
kanalt.
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o koncentraci 50 uM, po kazdé aplikaci nasledovalo odmyti trvajici 30 s. Na zavér méteni byla
po dobu 10 s aplikovana smés agonistli o saturujici koncentraci (200 uM 2-APB a 150 uM
karvakrol). Proudova odpovéd vyvoland smési agonisti byla povazovdna za maximalni
proudovou odpovéd’ saturovanych kanali a byla pouzivana jako referen¢ni hodnota (Obrazek

39).

TRPV3 WT
50 uM 2-APB 200 uM 2-APB + 50 uM 2-APB 200 pM 2-APB +
1 2. 3. 4. 150 pM karvakrol 1. 2. 3: 4. 150 pM karvakrol

— I I — - -
100 pAJ/
A
1 nA 1nA
30s 30s

Obr.39: Reprezentativni ziznam proudovych odpovédi snimanych z HaCaT bunék

tranzientné transfekovanych TRPV3 kanaly prirozeného typu (Cerné€) a mutantnich
kanalii se ziménou na pozici T264D (modie). Vlevo, proudové odpovedi kanala pfirozeného
typu lidského TRPV3 vyvolané aplikaci agonisty 2-APB byly zna¢n€ mensi neZ maximalni
proudova odpovéd kanall vyvoland smési agonistil, proto byla pouzita dvé méfitka.

Pii porovnani velikosti proudovych odpovédi TRPV3 piirozeného typu je patrné, ze
s opakovanou aplikaci 50 uM 2-APB velikost odpovédi rostla a pfi ctvrté aplikaci agonisty
dosahovala 5% velikosti maximalni proudové odpovédi (Obr. 40). Konstrukt T264D vykazoval
statisticky signifikantn€ vys$si amplitudy proudovych odpovédi na prvni aplikaci agonisty nez
ptirozeny typ TRPV3. T264D a T343D nebyly senzitizovany pii opakované stimulaci 50 pM
2-APB. Prvni proudova odpovéd mutantu T264D se statisticky neliSila od ¢tvrté odpovédi a
dosahovala asi 7% proudové odpovédi vyvolané aplikaci smési agonistl o saturujici
koncentraci. Na rozdil od receptoru pfirozené¢ho typu, mutant T264D vétSinou dosahl jiz
béhem 30 s proudové odpovédi, kterd se dale nezvySovala (Obr. 39). Proudy vyvolané
opakovanou stimulaci 2-APB u kanal s mutaci na pozici T343D byly obtizné detekovatelné a
statisticky signifikantné mensi v porovnani s ostatnimi konstrukty. Ctvrta proudova odpovéd’
vyvolana agonistou byla stejné velkd jako prvni a dosahovala pouze 0.3 % proudové odpoveédi
vyvolané smési agonistll o saturujici koncentraci. Také mutant T35D vykazoval signifikantné

mensi inicidlni proudovou odpovéd’ v porovnani s TRPV3 ptirozeného typu, ale senzitizoval
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ve srovnatelné mife jako kanaly pfirozené¢ho typu, proto na néj nebyla soustiedéna dalsi
pozornost pfi hledani hlavniho fosforylacniho mista. Az na vyjimku konstruktu S85D, hodnoty
proudovych odpovédi vyvolanych aplikaci smési agonistii o saturujici koncentraci byly

srovnatelné mezi mutantnimi kanaly a kanaly piirozeného typu TRPV3.
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Obr.40: Proudové odpovédi TRPV3 kanali exprimovanych v HaCaT buiikach
vynesené v logaritmickém méritku. Data jsou zobrazena jako primér + SD. Hvézdickou *
jsou oznacena data statisticky vyznamné se liSici od kanald pfirozeného typu (t-test, P < 0.05).

Fosfomimikujici mutace T264D senzitizovala kanél beze zmény ve velikosti maximalni
proudové odpoveédi vyvolané saturujici koncentraci smeési agonistli, jak jsme ocekavali
v piipad¢é potenciace kanalu MEK kinadzou. Z toho divodu bylo reziduum T264 vybrano
za hlavniho kandidata na fosforyla¢ni misto pro fosforylaci ERK 1/2 kinazou a zvoleno
klicovym aminokyselinovym zbytkem pro dalsi experimenty vedouci k objasnéni jeho role ve

funkci TRPV3 receptoru.

4.2.2 Regulace TRPV3 pomoci ERK fosforylace

Dal8i cast experimentli byla provadéna na tranzientné transfekovanych HEK293T
bunéénych liniich. Ke zméné expresniho systému bylo pfistoupeno proto, aby se potvrdil
fenotyp mutace T264 nezavisle na expresnim systému a v neposledni fad¢ aby bylo zamezeno
interferenci s endogenné exprimovanymi TRPV3 kanaly v HaCaT buné&énych liniich.

Pro méteni proudovych odpovédi z kanali nesoucich mutaci na pozici T264 byl pouzit
analogicky protokol jako pfi stimulaci HaCaT bun€k. Testovany byly kandly TRPV3

piirozeného typu, mutace T264D, a také nové pfipravené kandly s fosfomimikujici mutaci
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T264E a mutaci T264A, u které jsme piedpokladali, Ze zamezi fosforylaci (Obr. 41).
Vseobecny charakter proudovych odpovédi ptirozeného typu TRPV3 a T264D se shodoval
s experimenty na HaCaT buiikédch. Proudové odpovédi vyvolané prvni aplikaci agonisty
2-APB u T264D byly statisticky vyznamné vyssi v porovnani s TRPV3. Pti opakované
stimulaci nesenzitizoval T264D ani T264E, jejich prvni a ctvrté proudové odpoveédi se
statisticky vyznamné nelisily. Zatimco proudové odpovédi kanala pfirozeného typu dosahovaly
pti ctvrté aplikaci trojnasobku velikosti odpovédi inicialni, u mutace T264A vzrostly dvakrat.
Prvni az ¢tvrtd proudova odpoved T264D byla statisticky vyznamné vys$i v porovnani
s kanély pfirozeného typu, zatimco velikosti proudovych odpovédi vyvolanych saturujici
koncentraci smési agonisti nebyly u zaddnych mutaci signifikantn¢ rozdilné od kandlu
prirozeného typu. Tyto vysledky podporuji naSi hypotézu, ze T264 je potencidlnim

fosforylacnim mistem TRPV3 receptoru.

wT
10000
(27) x% (19) 1 x (14)
i

o> 00 IR t o8
3 T HER 117 .
- T m [El = T3
T 1004 -+ |
2 | [
o

10

1

1. 2. 3. 4. 2-APB+ 1. 2. 3. 4, 2-APB+ 1. 2. 3. 4. 2-APB+ 1. 2. 3. 4. 2-APB+
2-APB karvakrol 2-APB  karvakrol 2-APB karvakrol 2-APB  karvakrol

Obr.41: Proudové odpovédi TRPV3 kanali exprimovanych v HEK293T buiikach
vynesené v logaritmickém méritku. Data jsou zobrazena jako primér + SD. Dvojitou
hvézdickou ** jsou oznacena data statisticky vyznamné se liici od kanalli ptirozeného typu
(t-test, P <0.01).

4.2.3 Nadmérna exprese ERK1 podporuje specifickou fosforylaci Thr264

V dals$im kroku byly TRPV3 pfirozeného typu a kanaly s mutaci T264A koexprimovany
s ERK1 kinazou v HEK293T buiikach za ucelem objasnit, zda ERK kinaza funkéné ovliviiuje
TRPV3 kanal. ZvySena exprese ERK1 méla za nasledek velky nariist proudovych odpovédi
vyvolanych 2-APB v buiikach exprimujicich pfirozeny typ TRPV3 (Obr. 42). Proudové
odpovédi konstruktu T264A se naproti tomu nezménily. Primérné aplitudy proudovych
odpovédi vyvolanych saturujici koncentraci smési agonistd se piizvySené expresi ERKI1

v obou piipadech statisticky nelisily (P = 0.230).
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Obr.42: Proudové odpovédi TRPV3 (A) a mutantu T264A (B) v nepritomnosti a

v pritomnosti ERK1. Data jsou zobrazena jako pramér + SD. Hvézdickou * jsou oznacena
data statisticky vyznamné se liSici od kanali pfirozeného typu (t-test, P < 0.05). Amplitudy
membranovych proudl v logaritmické transformaci vykazovaly normalni statistické rozdéleni.

V pritomnosti ERK1 kinazy byly zvySeny proudové odpovédi pfirozeného typu TRPV3
vyvolané 50 pM 2-APB, které pii opakované stimulaci nesenzitizovaly a podobaly se svym
fenotypem fosfomimikujicim mutacim T264D a T264E. Vysledky naznacuji, Ze threonin 264

je moznym mistem fosforylace TRPV3 receptoru zprostiedkované ERK1 kinazou.

4.2.4 Snizeni miry potenciace indukované EGF u mutace T264A

Abychom ovéfili ulohu threoninu 264 v podminkich blizkych nativnimu prostiedi,
porovnavali jsme odpovédi TRPV3 piirozeného typu a T264A piechodné exprimovanych
v HaCaT bunkéch. Bunky byly opakované stimulovany nizkou koncentraci (50 uM) 2-APB.
Aplikace agonisty trvala pokazdé 10 s (nasledovand omyvanim extraceluldrnim roztokem s
intervalem 30 sekund mezi aplikacemi agonisty). Po ctyfech opakovéanich byly bunky
inkubovany 1 min v EGF (20 ngml') a po skon&eni inkubace byly opét standardnd
stimulovany nizkou koncentraci 2-APB. Na zavér méfeni byla aplikovand po dobu 10 s smés

agonistll o saturujici koncentraci 200 uM 2-APB a 150 pM karvakrol (Obr. 43).
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Obr.43: Mira potenciace indukovana EGF. A, Proudové odpovédi vyvolané

opakovanou aplikaci nizké koncentrace 2-APB (50 uM), snimané z HaCaT bunék tranzientné
transfekovanych pfirozenym typem TRPV3 (bild) nebo mutantem T264A (zelend)
v nepfitomnosti a v pfitomnosti EGF. B, Pro nédzornost vynesen pomér osmé proudové
odpovédi vici prvni.

V porovnani s amplitudou prvni odpovédi TRPV3 na 2-APB, vzrostla 8. odpovéd
Sestkrat, zatimco u T264A pouze &tyfikrat. Ctvrtd odpovéd’ na 2-APB po inkubaci bundk
v EGF doséhla 11 % odpovédi na saturujici koncentraci smési agonistll v piipadé piirozeného

typu kandlu, ale jen 2 % v pfipad¢ kanalu s mutaci T264A. V souhrnu nase vysledky potvrzuji

klicovy vyznam rezidua T264 v potenciaci TRPV3 ptsobenim EGF.
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4.3 Oblast TRPA1 receptoru interagujici s membranovymi
fosfolipidy reguluje aktivaci TRPA1 na fyziologickych
membranovych potencizilech3

Tato ¢ast predlozené prace navazuje na predchozi studie laboratote, ve kterych se
podaftilo prokazat ovlivnéni funkce TRPAT kanalu interakci s membranovymi fosfolipidy. Byla
identifikovana tada pozitivné nabitych aminokyselin v oblasti C-konce, ktera interaguji
s membranovymi fosfolipidy (163) a zjisténa vysoka afinita peptidu o sekvenci odpovidajici
oblasti 1964-1.992 TRP-like domény k membranovému PIP, (164). Z pozdé&ji publikované
struktury TRPA1 vyplynulo, ze PIP, kromé této oblasti miize interagovat s receptorem také
v prostoru mezi podjednotkami, v misté postranni fenestrace, tj. intracelularni oblasti rozhrani
mezi podjednotkami, vytvarejici prostor pro kontakt receptord s membranovymi lipidy (5).
Pomoci serveru AntiBP (http://crdd.osdd.net/raghava/antibp/index.html) byla na zakladé
priméarni sekvence urCena oblast proximalniho C-konce TRPATI jako oblast s antibakterialni

aktivitou, tedy potencialné interagujici s PIP, (Tab. 5).

Tab.5: Piehled vybranych predpovézenych sekvenci peptidi z C-konce TRPA1
s nejvysSim skére pravdépodobnosti antibakteridlni aktivity (AntiBP, viz. vySe) a tedy
potencialni interakce s membranovymi fosfolipidy.

Sekvence peptidu PocateCni pozice Skore
FHIFCFLFCTGEIRQ 1017 1.477
TVLRAVKAKTHHLEP 1105 1.178
RWNTVLRAVKAKTHH 1102 1.046
HTSLEKKLPLWFLRK 983 0.861
GDIAEVQKHASLKRI 962 0.712
IVYPNKPRSGGMLFH 1004 0.659
DIAEVQKHASLKRIA 963 0.598
VGDIAEVQKHASLKR 961 0.542
VYPNKPRSGGMLFHI 1005 0.490

Dostupnd cryo-EM struktura receptoru (PDB 3J9P) v maximalnim rozliseni 4.24 A m4
Spatné rozliSenou oblast klicky Y1006-Q1031. Pro dalsi analyzu byly navrZeny peptidy na
zaklad¢ dvou vybranych sekvenci dosahujicich vysokého skore pravdépodobnosti
antibakteridlni aktivity a tedy potencidlni interakce s membranovymi fosfolipidy:

prvni sekvence odpovidajici oblasti strukturné nerozliSené ¢asti receptoru T1003-P1034, druha

’ Prispévek autora na ziskéni uvedenych dat pievzatych z publikace Macikova er al. (2019): L. Méagikova
(L.M.) provedla vétsinu biofyzikalnich méfeni, veskera elektrofyziologicka meéfeni na transfekovanych F11
bunkach a ¢ast méteni na transfekovanych HEK293T, data vyhodnotila a zpracovala do grafické formy.
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L992-N1008 odpovidajici ¢asti TRPA1 vazajici kalmodulin (89), prekryvajici ¢astecné C-
konec prvni sekvence. Cilem studie bylo objasnit, zda navrzené peptidy mohou interagovat s
PIP,, zda se vazebné misto pro PIP, ¢i jiné membranové fosfolipidy muize piekryvat
s vazebnym mistem pro kalmodulin a o toto vazebné misto u¢inn¢ kompetovat pii aktivaci
receptorti. Umisténi sekvenci v ramci podjednotky TRPA1 a aminokyselinové slozeni peptida

jsou vyznaceny na obrazku 44.

senzorova doména

piredpovézeny

992-1008: LWFLRKVDQKSTIVYPN
1003-1034: TIVYPNKPRSGGMLFHIFCFLFCTGEIRQEIP

Obr.44: Schematické znazornéni podjednotky TRPA1 receptoru s vyznacenymi
oblastmi s predikovanou interakci s membranovymi fosfolipidy. Barevn¢ je vyznacena
malo rozliSena oblast kli¢ky propojujici TRP-helix s ,,coiled-coil* doménou C-konce. Zelené je
vyznacena oblast receptoru vazajici kalmodulin, fialové pak ptiléhajici oblast s pfedpovézenou
sktrukturou kratkého o-helixu. Dole pod schématem jsou zobrazeny sekvence peptidli
pouzitych v této studii.

4.3.1 Povrchova vazba peptidi k membranovym fosfolipidim s PIP,

Abychom zjistili, zda navrZené peptidy mohou interagovat s membranovymi fosfolipidy,
vyuzili jsme kombinaci riznych biofyzikalnich pfistupii ve spolupraci s pracovistém
Dr. Isabely Alves v Bordeaux.

Technika PWR ukézala, Ze ptitomnost PIP; je nutna pro interakci (Obr. 45).
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Obr.45: Reprezentativni pokusy pro stanovené interakce peptidi 1.992-N1008 a
T1003-P1034 s modelovou planarni membranou sloZzenou POPC nebo smési POPC/PIP2
méfené metodou PWR. Posun pozice rezonance ziskané v p- (modré kolecka), s- (zelené
Ctverecky) polarizaci a pfi méfeni uhlu totdlniho vnitinitho odrazu (angl. total internal
reflection, TIR; cerné trojuhelni¢ky) pii vzristajicich koncentracich peptidi a pfi slozeni
modelovych membran 100% POPC nebo 95% POPC a 5% PIP,.

V ptipadé modelové membrany slozené z Cisttho POPC nebyly zaznamenany Zadné
zmény v posunu pozic rezonanci, tedy nedochazelo k interakci mezi plandrni membranou a
peptidy pii zvySujicich se koncentracich az do 10 uM. V pifipadé modelové membrany
s obsahem 5 % PIP, dochéazelo se zvySujici se koncentraci peptidi ke zménam v s- a p-
rezonancich. PfestoZe bylo mozné kiivky prolozit teoretickou hyperbolickou saturacni kiivkou
(obr. 45 grafy vpravo), vzhledem k rozliSovaci schopnosti pfistroje (< 5 mdeg) nebylo mozné
ur¢it rovnovaznou disociacni konstrantu Kp mezi peptidy a lipidy. V ptitomnost 20% PIP, a
80% POPC v modelové membrané nedoslo v dalSimu navySeni amplitudy rezonance (data
nejsou ukdzana).

Pro urceni Kp byla vyuzita technika MDS, kdy je sledovana zména velikosti SMALP
v ndvaznosti na insterakci s peptidy. Data jsou konzistentni s PWR, peptidy se nevazaly
ke SMALP slozenych pouze z POPC. V piipadé¢ SMALP o slozeni POPC/PIP2 (9/1 mol.mol™)
byla prokazana vazba obou peptidil s afinitami v rozmezi 300 — 700 nM (Obr. 46).
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Obr.46: Interakce peptidi L1L992-N1008 a T1003-P1034 se SMALP sloZenymi

z POPC nebo smési POPC/PIP2 méiené metodou MDS. Primérny hydrodynamicky radius
pfi titraci peptidu SMALP zaznamenany po kazdém navySeni koncentrace lipidi. Chybové
usecky znaci SD, byly provedeny 3 opakovani pro kazdy typ experimentu.

Nésledné byl pomoci stejné techniky pozorovan vliv pfitomnosti vapenatych iontl
(2 mM Ca®") na afinitu interakce mezi SMALP o slozeni POPC/PIP, (9/1 mol.mol™) a ob&éma

peptidy (Tab. 6). Ptitomnost vapenatych iontll v pufru snizila afinitu obou peptidia ke SMALP
s obsahem PIP,.

Tab.6: Vazebné afinity (uvedené v nM koncentracich) ziskané pomoci MDS pro
peptidy L992-N1008 a T1003-P1034 ke SMALP sloZenych z POPC a smési POPC/ PIP,
v prostiedi prostém vapenatych ionti a v jejich pritomnosti. Data jsou uvedena jako
sttedni hodnota = SD (n = 3).

LIPID/PEPTID L992-N1008  T1003-P1034
POPC bez vazby bez vazby
POPC/PIP; (9/1 mol.mol™") bez Ca** 330 + 68 685 + 114
POPC/PIP, (9/1 mol.mol™") s 2 mM Ca** 425 + 95 720 + 123

Peptid L992-N1008 vykazoval vys$$i afinitu nez T1003-P1034, coz je zfejm¢ déano
vysS8im nabojem (2 pro L992-N1008, 1 pro T1003-P1034), a tedy silngjSimi elektrostatickymi
interakcemi mezi peptidem a negativné nabitym fosfolipidem.

Pro potvrzeni vazby k lipidim a ve snaze urcit sekundarni strukturu peptidu s vyssi
afinitou (L992-N1008) byla pouzita technika pATR-FTIR. Peptid vykazoval podobné pozice
vazeb a dichroicky pomér CH, valen¢nich vibraci symetrickych (2852 cm™) a

antisymetrickych (2923 cm™) v obou polaritach (Obr. 47).

70



2.001 1.25 1

1.75 1
— ~1.007
% 1.251 *0.75 |
g 1001 2 0501
8 0751 g
2 0.501 30.25 |
fe] Q
< 025 <

0.00 1
0.00
0.25 -0.25
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050
Vlnova délka (cm™) Vinova délka (cm™)
Obr.47: Interakce peptidu L992-N1008 s modelovou membranou tvoirenou SUV

o kompozici 80% POPC a 20 % PIP; studované metodou pATR-FTIR. ATR-FTIR spektra
meéiend v p- (levy graf) a s- (pravy graf) polarizovaném svétle v absenci (Cernd) a pritomnosti
(Cervena) peptidu L992-N1008.

Signaly pro amid I (1640 cm™) a amid II (1535 cm™) pozorované po inkubaci se
po odmyti snizily na troven detekéniho limitu metody, proto nemohla byt tato metoda vyuzita
k urceni sekundérni struktury a orientace peptidu L992-N1008.

V dalsim kroku byla testovana mira naruSeni integrity LUV s obsahem PIP, pfitomnosti
peptidd L992-N1008 a T1003-P1034 metodou fluorescencni analyzy métfenim fluorescence
internalizovaného sulforhodaminu B. Slaba perturbace membrany byla potvrzena i vysledky
pATR-FTIR a PWR, kdy dalsi zvySovani obsahu PIP, v modelové membrané nezvysilo signal,

ani nezménilo rezonanci. Vysledky fluorescenéni analyzy jsou uvedeny v tabulce 7.

Tab.7: Vliv peptidi L992-N1008 a T1003-P1034 na integritu LUV o sloZeni
POPC/PIP, (9.5/0.5 mol.mol™) s internalizovanym sulforhodaminem B. Mnozstvi (%)
uvolnéného sulforhodaminu B z LUV do prostiedi pfi riznych pomérech peptid/lipid. Data
jsou uvedena jako sttedni hodnota + SD, byly provedeny 2 opakovani pro kazdé méfeni.

P/L pomeér T1003-P1034 L992-L1008
POPC 95 % POPC POPC 95 % POPC
+5 % PIP; +5 % PIP;
1/100 25+0.3 0 24+06 0
1/50 1.3+0.2 0 1.6+04 0
1/25 29+03 0 1.9+£0.2 0
1/10 25+04 0 25+0.3 0

Nebyl pozorovan zadny unik sulforhodaminu B z lipozomu ani pfi nejvyS$im pouZzitém
pomeéru peptid/lipid (P/L) 1/10.

Z naSich vysledkli vyplyva, ze kinterakci mezi peptidy a lipidy dochazi pouze
v ptitomnosti PIP; a vazba je pouze povrchova, nejpravdépodobnéji dochazi k elektrostatickym

interakcim mezi anionaktivnimi lipidy a kladn€ nabitymi peptidy.
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4.3.2 Domnéle interagujici oblast TRPA1 s PIP, kompetuje o misto s
komplexem Ca**/kalmodulin

V nedavné dob& bylo ukazano, 7e komplex Ca®/kalmodulin se vaZe na TRPA1 v oblasti
L992-L1008 a zvySuje aktivaci kandlu pfi fyziologickych membranovych potencialech (89).
Tato sekvence se shoduje s aminokyselinovym sloZzenim jednoho ze studovanych peptidi (Obr.
48 vlevo). Vysledky uvedené v kapitole 4.3.1 ukazuji, ze peptid L992-L1008 interaguje s PIP;
a v pritomnosti Ca®" jeho afinita klesa. Jaka je uloha PIP, v nociceptivnich neuronech
za fyziologickych podminek je stdle pfedmétem intenzivniho studia. Je znamo, Ze PIP; reguluje
aktivitu mnoha receptortt véetné TRPV1, ktery je exprimovan spolecn¢ s TRPA1 (90).
Testovali jsme moznost, ze PIP, se mlize za nativnich podminek vazat na stejné misto TRPA1
receptoru, ze kterého je komplex Ca’‘/kalmodulin uvolnén v zavislosti na hlading
intracelularni koncentrace Ca®" (Obr. 48 uprostted).

Pro zachovéni podminek blizkych nativnimu prostfedi byla elektrofyziologickd méteni
provadéna na FI11 bunéénych liniich, které jsou hybridnimi somatickymi buitkami
embryonalnich potkanich zadnich kofend miSnich a mysich neuroblastomli. Vyhodou tohoto
expresniho systému je, ze neexprimuje TRPA1 ani TRPV1 receptory a umozinuje tak sledovat
aktivitu heterologné exprimovaného TRPA1 nezavisle na TRPV1. Predpokladali jsme, Ze
pokud Ca**/kalmodulin kompetuje s PIP, o stejné vazebné misto, méla by nitrobunééna perfiize
specifickymi peptidy (L992-L1008 nebo T1003-P1034) prokazovat dominantné¢ negativni
G¢inek na aktivitu TRPAL, tj. vazat se na receptor a snizit tak u¢innost nejen Ca**/kalmodulinu
(89), ale také PIP,. U¢inek zvyseni intracelularniho mnozstvi peptidii by mél byt zavisly na

nitrobun&ené koncentraci Ca*" (Obr. 48 vpravo).

g“ PIP, B@% [ =

e —
a o4 % -

Obr.48: Schéma navrhovaného mechanizmu kompetice kalmodulinu (CaM) s PIP,
o vazebné misto na TRPA1 receptoru a dominantné negativhimi peptidy (Cervena).
Vlevo, komplex Ca**/kalmodulin se vaZe v oblasti receptoru 1£.992-L1008 (89) potencuje kanal
pti klidovém membranovém napéti. Uprostfed, komplex Ca’*/kalmodulin je uvolnén diky
vychytani Ca*" chelatory v intracelularnim prostiedi a PIP, se navéaZe na stejné vazebné misto.
Vpravo, navySeni intracelularniho mnozstvi peptidi vychyta PIP, a CaM a tim potlaci jejich
regulacni vliv na receptor.
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Cilem experimentd bylo: a) zobecnit diive publikovana pozorovéni, ze Ca®/kalmodulin
dependentni potenciaci mySiho ortologu TRPA1 Ize zabranit pfidanim dominantné negativniho
peptidu 1.992-1008 do intracelularniho roztoku (89), b) zjistit, zda perfiize peptidu T1003-
P1034 bude mit podobny dominantné-negativni ucinék na funkci receptoru a c) overit
hypotézu, ze PIP, kompetuje o vazebné misto s Ca**/kalmodulin komplexem a zjistit funkéni
ucinky vazby na stabilitu/citlivost kandlu za podminek blizkych fyziologickym. Snimali jsme
membranové proudy vyvolané agonistou TRPA1 karvakrolem (100 uM) ve tifech riznych
typech experimentl: a) 30-50 s po protrzeni membrany, b) po 5-6 min perflize intracelularnim
roztokem, c¢) po 5-6 min perflze intracelularnim roztokem s obsahem peptidu L992-1008 nebo
T1003-P1034 (Obr. 49). Analyzovana byla mira potenciace odpovéedi pii zvyseni extracelularni

koncentrace vapenatych iontli z 0 na 500 puM.

30-50 s Kontrola 5-6 min 5-6 min
+ T1003-P1034 peptid
Ca” 0 500 uM Ca’ 0 500 uM Ca’’ 0 500 uM
karvakrol karvakrol karvakrol

0.5 nA\_
5s

+ 1L992-N1008 peptid

1nA|\L’_//

5s

Obr.49: Reprezentativni ziznamy naméfené z F11 bunék exprimujicich lidsky
TRPAI1. Buiky byly vystavené karvakrolu (100 uM) v absenci a v pfitomnosti (500 uM)
extracelularniho vapniku ve tfech experimentalnich uspofadanich. Vlevo, zaznam poftizeny
30-50 s po protrzeni buiiky; uprostied, zdznam pofizeny po 5-6 min perfize intracelularnim
roztokem. Vpravo, zaznam potfizeny po 5-6 min perfize intracelularnim roztokem s obsahem
peptidu T1003-P1034 (nahote) a L992-1008 (dole).

Proudové odpovédi snimané bezprosttedné (30-50 s) po protrZzeni membrany mély
zietelné pomalejsi aktivacni fazi neZz odpovédi bungk, u kterych byla dodrZena doba 5-6 min
perfuze intracelularnim roztokem (Obr. 50 vlevo). Na konci 10s aplikace byla amplituda
odpovédi na karvakrol statisticky vyznamné niz§i u kontrolnich bunék (median 8.5 pA.pF™;
n = 12) oproti buitkdm snimanym s intraceluldrnim roztokem obsahujicim peptid T1003-P1034
(median 18.7 pA.pF'; n= 6, P = 0.044). Pfidani 500 uM Ca”*" do extracelularniho roztoku

zvysilo pfiblizné 8-krat odpovéd’ snimanou 30-50 s po protrzeni buniky (Obr. 50 vpravo).
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Obr.50: Statistické vyhodnoceni proudovych odpovédi TRPA1 mérenych z F11
bunék. Vlevo, sloupcové grafy hodnot primérnych ¢asovych konstant t,, aktivace TRPAI
karvakrolem (100 uM) meéfenych v prostiedi bez vapenatych iontd. Konstanty byly ziskany
aproximaci aktivacni fdze odpovédi monoexponencialni kiivkou na obrazku 49 znazornénou
Sedou pferuSovanou cCarou. Pravdépodobnost statistické vyznamnosti (P) vyznacena
nad sloupcovymi grafy byla uréena pomoci t-testu. V zavorkach je pocet bunck. Vpravo,
souhrnny graf hodnot relativni miry potenciace TRPA1 odpovédi extracelularnim Ca*" (500
uM). Data jsou vyjadiena jako primér + SEM.

Nebyla nalezena zadna korelace mezi amplitudami proudovych odpovédi a potenciaci
vyvolanou pfitomnosti vapenatych iontti (Spearmantiv korela¢ni koeficient -0.0979, P = 0.749;
n = 12). Pfitomnost peptidu T1003-P1034 v intraceluldrnim roztoku statisticky vyznamné (P =
0.028, n = 6) snizila miru potenciace TRPA1 vyvolané vapenatymi ionty, obdobné jako bylo
Jiz diive popsano u peptidu L992-N1008 (89).

Tyto vysledky naznacuji, ze sekvence L992-N1008 a T1003-P1034 jsou dulezitou oblasti
TRPAT receptoru uplatiiujici se v potenciaci vapenatymi ionty. Vysledky rovnéz podporuji
hypotézu, 7e komplex Ca**/kalmodulin miZe u¢inné kompetovat o stejné (nebo Gastené se

piekryvajici) vazebné misto s PIP,.

4.3.3 Zmény ve strukture receptoru vyvolané pritomnosti PIP,

Dostupné struktura TRPA1 receptoru neni doposud zcela rozliSena v oblasti Y1006-
Q1031. Pomoci serveru PSIPRED (165) byla predikovéna sekundarni struktura této casti
receptoru. Predikce s vysokou jistotou urcila helikalni charakter oblasti F1017-L1023 peptidu
T1003-P1034 (Obr. 51). V dalsi ¢asti prace jsme se spektroskopickou metodou cirkularniho

dichroizmu pokusili odhalit sekundarni strukturu této doposud nerozliSené ¢asti receptoru.
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Obr.51: Predikovana sekundarni struktura nerozliSené oblasti TRPA1 receptoru
s uvedenou konfidenci predpovédi pro jednotliva aminokyseliny. Urcitost je v rozmezi
hodnot od 0 po 9. Helix (H), coil (C), strand (E).

Z Coulombovy hustoty TRPAT1 ziskané¢ pomoci kryoelektronové mikroskopie je patrné,
ze oblast T1003-P1034 je, pravdépodobné diky své flexibilit¢, nerozliSend az na kratky helix
(fialova oblast na Obr. 52). Do obrazku 52 byly pomoci dokovaciho experimentu (software
AutoDock Vina) vloZeny do mist pravdépodobné interakce s receptorem molekuly PIP,. Je
ziejmé, ze struktura nerozliSené ¢asti receptoru by mohla byt s PIP, v kontaktu. Jejich

vzajemné strukturni ovlivnéni bylo predmétem dalSich expetimentt.

Obr.52: Model ¢asti TRPA1 receptoru vytvoreny na zakladé Coulombovy hustoty
ziskané pomoci kryoelektronové mikroskopie s dokovanymi molekulami PIP,. Model
vytvofeny na zikladé cryo-EM struktury s Coulombovou hustotou vyznacenou svétle
Sedé, fialové je znazornéna elektronova hustota casti receptoru s predikovanou helikalni
oblasti. Molekuly PIP, s naznafenim potencidlnich interakénich mist s receptorem, polarni
hlavicky PIP; jsou €ervené, nepolarni ¢asti modré.

Se zamérem potvrdit sekundarni strukturu nerozliSené Casti receptoru a objasnit jeji
zmény Vv piitomnosti PIP, byly peptidy podrobeny spektroskopickym experimentim
cirkularniho dichroizmu. Ze ziskanych dat Ize usoudit, Ze oba peptidy jsou vysoce
nestrukturované se zastoupenim B-skladaného listu (Obr. 53 a Tab. 8). U peptidu L992-N1008

bylo prokédzano také zastoupeni helikalni struktury.
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Z dat vyplyva, ze pfi interakci nedochazi ke zméndm pii prechodu peptida z prostredi

slozeného z POPC do POPC/PIP, (5% a 20% PIP,) v pomérech v rozsahu 1/50 az 1/10 P/L.

20- L992-N1008 10 - T1003-P1034
95 10- =
sg g5
a7 370
55 O S E
£ o
5.2 107 35
=2 =0o 54
20 | ~
'30 T T T T T T 1 '10 T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260 200 210 220 230 240 250 26
VInova délka (nm) Vinova délka (nm)
Obr.53: Sekundarni struktura peptidi ziskana cirkularnim dichroizmem. Barevné

jsou znazornény kiivky pro jednotlivé peptidy v pufru (Cernd), po inkubaci s lipozomy
o slozeni POPC (modra), POPC/PIP, v zastoupeni 5 % PIP, (Cervend) a 20 % PIP, (zelend) pii
pomeérech P/L 1/10 az 1/50.

Tab.8: Zastoupeni sekundarnich struktur u peptida L992-N1008 a T1003-P1034
urcené pomoci cirkularniho dichroizmu v prostredi pufru, POPC a POPC/PIP; (5 % a 20
% PIP;). Obsah zastoupeni sekunddrnich struktur byl ziskan z dat pomoci softwaru BeStSel.

L992-N1008 T1003-P1034
5% 20% 5% 20%
Sekundarni struktura Pufr POPC PIP, PIP, Pufr POPC PIP, PIP,
o-helix 6.4 31 69 69 1.0 09 1.1 0.8
Antiparalelni B-skladany list 30.2 275 26.2 30.1 33.9 342 33.0 315
Paralelni B-skladany list 0.0 00 00 0.0 o0.0 00 00 0.0
Otocka 15.3 15.4 153 153 16.5 16.1 16.4 17.0

Neusporadana struktura 48.1 541 51.7 47.7 486 489 495 50.8

4.3.4 Konzervovany F1020 prispiva ke stabilizaci vratek TRPA1

Z porovnani sekvenci oblasti proximalniho C-konce TRPA1 proteinu 65 rtiznych druhi
obratlovcli je patrnd vysoka konzervovanost fenylalaninu F1020 (Obr. 54, vyznaceny
hvézdi¢kou). Tento aminokyselinovy zbytek je situovan v centralni ¢asti ur¢eného kratkého
helikalniho Gseku, ktery je v tésné (~5 A) blizkosti funkéné dilleZitych oblasti receptoru: paté
transmembranové domény (R875) a S2-S3 klicky (F800 a M801).
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Obr.54: Konzervovanost aminokyselinovych rezidui z oblasti proximalniho C-konce

TRPAL1 sestavena na zakladé sekvenci TRPA1 proteinu 65 riznych druhii obratlovcu.
Logo bylo vygenerované za pouziti serveru WebLogo (157). Vyska kazdého rezidua zobrazuje
pravdépodobnost vyskytu aminokyseliny na dané pozici. Rezidum F1020 (oznacené
hvézdickou) je druhové konzervované.

Konzervovany fenylalanin F1020 byl nahrazen glycinem s cilem narusit predikovanou
helikalni strukturu. Pfirozeny TRPA1 a mutace F1020Gbyly tranzientné¢ transfekovany do
HEK293T bun¢k za pomoci MATra (magnetem asistovana transfekce) castic a nasledné
funkéné testovan pomoci elektrofyziologické techniky patch-clamp v rezimu snimani z celé
bunky. Byly snimany membranové proudy vyvolané parcidlnim agonistou cinnamaldehydem
(100 uM) aplikovanym v extracelularnim roztoku bez véapenatych ionti a poté byl aplikovan
extracelularni roztok obsahujici 2 mM Ca®" (Obr. 55). Na buiiky byl soucasné aplikovan
frekvenci 1Hz nap&tovy pulz jdouci linearn& od -80 mV na +80 mV rychlosti 1 V.s™. Mutace
F1020G oproti pfirozenému TRPA1 (WT) vedla ksilnému usméméni proudii méfenych
bez piitomnosti Ca®>” na zapornych potencialech, jak je patrné z proudové-napdtové
charakteristiky vyhodnocené po 30 sod pocatku aplikace agonisty (Obr. 55 A a B) a
z ¢asového prubchu rektifikaéniho poméru meétfeného pii potencidlech -80 mV a 80 mV
(Obr. 55 C). U konstruktu F1020G dosahoval primérny proud na zapornych membranovych
potencidlech tfetinové hodnoty proudu oproti kanalu pfirozené¢ho typu (-1.0 £ 0.1 nA
oproti -2.9 £ 0.5 nA pro WT, P <0.001; n = 13 a 10). V extracelularnim roztoku obsahujicim
2mM Ca™ se amplitudy proudi F1020G nelisily od proudii zprosttedkovanych kanaly
ptirozen¢ho typu (-4.0 + 0.5 nA oproti -4.4 + 0.5 nA pfi napéti -80 mV; P =0.554;a 5.6 £ 0.7
oproti 6.1 £ 0.8 nA pii napéti +80 mV; P =0.637; n= 13 a 10).

Z vysledku je patrné, ze F1020 je soucasti oblasti proximalniho C-konce, kterd prispiva
k aktivaci TRPA1 na zépornych (tedy fyziologickych) membranovych potencidlech zejména
v podminkach slabé aktivovanych stavii receptoru (tj. naptiklad v pfitomnosti subsaturujici

koncentrace agonistti, nebo pii zménach reduk¢ni/oxidacni rovnovahy).
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Obr.55: Mutace F1020G ovliviiuje aktivaci TRPA1 vyvolanou chemicky a napétim.
A, Primérmé proudy vyvolané 100uM cinnamaldehydem snimané v reZimu z celé bunky
technikou patch-clamp z HEK293T exprimujicich TRPA1 v prostiedi bez Ca®>" a poté v 2mM
Ca®", méfené pii linearnd rostoucim napéti od -80 do +80 mV rychlosti 1 V.s™. SEM jsou
vyznaceny jako Sedé vertikdlni Cary, n je pocet bunck. Vlevo, primérné proudy
zprostifedkované ptirozenym typem TRPA1 (WT). Vpravo, primérné proudy snimané z bunék
exprimujicich mutantni konstrukt F1020G. Sedou pierusovanou &arou je podkreslen pramér
proudt snimanych z TRPA1 pfirozeného typu. B, Proudové-napét'ova charakteristika vynesena
v &asech vyznagenych Sipkami v A (Eerna pro WT vlevo, zelené F1020G vpravo). C, Casovy
prubéh relativniho poméru amplitud proudii zaznamenanych na -80 mV a +80 mV. SEM jsou
vyznadeny jako vertikalni &ary. Sedou pierusovanou Garou je zobrazen pro porovnani
pramérny ¢asovy prubéh relativniho poméru proudi pfirozeného typu TRPAI.
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5 Diskuze

5.1 Mechanizmy teplotni aktivace TRPV3

Nase vysledky prokazuji strukturni blizkost oblasti kolem F259 z cytoplazmatického N-
konce TRPV3 receptoru s membranovou proximalni doménou vedlejsi podjednotky (rezidua
V385 a Y382). Pomoci zdmén aminokyselinovych rezidui za cysteiny jsme ukazali, ze
propojeni pozic C259 s C385 nebo C382 disulfidickymi mustky stabilizuje iontovy kanal
v otevieném stavu a dramaticky snizi jeho charakteristiku teplotni zavislosti. Na zaklad¢
porovnani publikovanych struktur mysiho TRPV3 v zaviené a oteviené konformaci byla diive
vyslovena hypotéza, Ze se oblasti tvofici rozhrani mezi podjednotkami pii aktivaci agonistou
2-APB vzijemné posunuji (137). NasSe vysledky tuto hypotézu podporuji a navic ukazuji, ze
k podobnym konforma¢nim zméndm muiize dochazet i pti aktivaci teplem. Zjistili jsme navic,
ze jedind mutace v oblasti rozhrani (E736C) mulZe naopak zvysit aktivacni energii kanéalu
natolik, ze prah pro aktivaci teplem prevysi 60 °C a soucasn¢ se snizi zjevna afinita pro
agonisty. Jedind mutace tak pravdépodobné muze stabilizovat kanal v uzavieném stavu. Tyto
vysledky jsou siln¢ podpofeny nedavnou publikaci (166), ve které¢ byly identifikovany
interakce mezi rezidui podjednotkového rozhrani, které jsou zavislé na chemicky (2-APB)
aktivovaném stavu kanalu (Q313, W739, W742, K743 a K169, E751 a D752).

Jak muze byt pfevadéna informace o teplotnich zménach prostiedi z cytoplazmatického
rozhrani TRPV3 a ovlivnit tak funkci vratkovani kanalu? A jak mohou zamény v centralni
Casti tfeti smycky ankyrinové domény ovlivnit senzitizovany stav kandlu? Je zndmo, Ze
pro spravné sbaleni ankyrinovych repetic jsou nutné dvé az tfi konsensudlni sekvence a
pfi poruseni sekvence muze dojit ke zméné vedeni signdlu v rdmci ankyrinové domény jako
celku (162, 167). Funkéni zmény zplisobené mutacemi v nasem piipadé pravdépodobné nejsou
zpisobeny naruSenim sbaleni ankyrinovych repetic, jelikoz tieti smycka je siln€ proménlivou
flexibilni oblasti. U strukturné piibuzného teplotné aktivovaného TRPV1 receptoru byly
v poslednich letech intenzivné studovany molekuldrni mechanizmy teplotni aktivace (56, 168-
172) a bylo odhaleno nékolik domén podl¢hajicich konforma¢nim zménam vlivem teplotni
stimulace. Bylo navrZzeno nékolik moznych mechanizm teplotni aktivace. Podle jedné z teorii
(171) je kanal teplotn¢ otevien poté, co se série konformacnich zmén vyvolanych teplotnim
pusobenim pienese z perifernich ¢asti receptoru az do oblasti poru kandlu. Predpovidané
pohyby smétujici z C-koncové oblasti pies TRP-doménu, membranovou proximalni doménu

aZ po raménka transmembranové oblasti, které by mohly byt univerzalni pro TRPV rodinu,
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jsou patrné i1 z porovnani neddvno publikovanych struktur kanidlu TRPV3 v otevieném a v
zavieném stavu (137). Podle této struktury je konformace extraceluldrniho S1-S2 raménka
zavisla na vyskytu lipidu, pficemz S2-S3 raménko je v piimém kontaktu s TRP-doménou a
membranovou proximalni doménou u vratek. Tento model neni v rozporu s dalSim
piredpokladanym mechanizmem zalozenym na vytlaceni fosfatidylinositolli z vazebnych mist
pro vaniloidy nachazejicich se v oblasti segmentti S3 a S4, raménka S4-S5 jedné podjednotky a
transmembranovych domén S5-S6 podjednotky vedlejsi (56, 173). Kromé toho miize mit vliv
na stabilitu konformace kandlu v jeho vodivém stavu také hydratace poru (149).

U TRPVI1 kanalu byly pomoci modelovani za zvySenych teplot (60 °C a 72 °C)
odhaleny kontakty mezi tfemi dvojicemi rezidui z ARD a MPD, které pii teploté¢ 30 °C
v kontaktu nebyly pozorovany (171). Tato rezidua jsou u mysiho a lidského TRPV3
konzervovana a odpovidaji reziduim E334-R375, R363-L373 a E364-T378. Signaly z tfeti
smycky ankyrinové domény by mohly byt pfendSeny do vratek pravé t€émito kontakty v rdmci
jedné podjednotky, obdobné jako je tomu u TRPVI1, nekonzervovanad klicka tieti smycky
TRPV3 je vsak velmi flexibilni a je s MPD propojena velmi flexibilni oblasti ¢tvrté a paté
smyCcky ARD. Jak ukazuji naSe simulace molekularni dynamiky, signal by mohl byt pfendsen
prostfednictvim rozhrani sousednich podjednotek z tieti smyCky ARD na [(-sklddany list
slozeny ze tfech vldken vedlejsi podjednotky. Tento kontakt by mohl posilovat senzitizovany
stav receptoru a pievadét signal na MPD doménu zodpovédnou za teplotni citlivost, dale
na S2-S3 raménko, TRP doménu a potencidlné az do vratek. Dtisledkem mutaci analyzovanych
v ramci nasi studie by mohlo byt naruSeni schopnosti vzdjemného posuvu v oblasti rozhrani a
pfevodu signalu do vratek (dasledek mutace F259C/V385C).

Kromé vysledkli se zaménami aminokyselinovych zbytkll za cysteiny byly pozorovany
zmény v rovnovazném stavu mezi otevienym a zavienym stavem kanalu i u chiméry TRPV3 s
TRPV1 sekvenci (251-254), u jednobodovych zamén P252K, K253T a jejich kombinaci s
mutaci D414A, lokalizované v MPD. Tato doména byla dfive identifikovana jako hlavni Cinitel
funkéné zavislé senzitizace TRPV3 (34), naSe vysledky vSak nenasvédCuji piimé interakci

centralni ¢asti tfeti smycky s MPD.
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5.2 Funk¢ni regulace TRPV3 kanalu fosforylaci

Studie, ve které¢ jsme urcovali hlavni fosforylaéni misto TRPV3 pro ERK1/2 kinazu,
vychazela z ptivodniho pozorovani Cheng a kol. (109), ktefi odhalili regula¢ni mechanizmus
aktivace TRPV3 prostifednictvim EGFR receptoru v keratinocytech u mysi. Podafilo se ndm
potvrdit podobnd pozorovani i pro TRPV3 exprimované v bunkidch HaCaT, odvozenych
z lidskych keratinocytli. Autofi v ptivodni studii navrhli, Ze aktivace EGFR prostfednictvim
signaliza¢nich drah PLC a ¢astecné MAPK zvysuje aktivitu TRPV3. V nasich pokusech jsme
potvrdili zapojeni téchto signalizatnich drah v potenciaci TRPV3 v HaCaT builkach
inkubovanych v EGF aplikaci inhibitordt MEK (U0126, PD98059), ktera je soucasti MAPK
kaskady. Déle se nam podafilo ukazat, Ze v prostiedi prostém Ca’" tyto inhibitory zcela brani
potenciaci vyvolané EGFR, to by naznacovalo, ze senzitizace TRPV3 by mohla byt fizena
MAPK signaliza¢ni dréhou nezéavisle na PLC signalizacni draze.

Pti bliz§im zkoumani fosforylacnich mist se ndm v rdmci dalsi studie podatilo odhalit
hlavni aminokyselinovy zbytek, threonin 264, ktery je lokalizovano na N-konci tfeti
smycky ankyrinové domény. Threonin 264 je hlavnim fosforylacnim mistem TRPV3
v senzitizaci zprosttedkované ERK1 kin4dzou. Z porovnani sekvenci ankyrinovych domén pro
znamé TRPV kandly je ziejmé, Ze threonin 264 se nachazi v oblasti konzervované jen v ramci
TRPV3 proteini (156), regulace prostfednictvim tohoto rezidua je nejspiSe specificka pro
TRPV3.

Autofi krystalové struktury ARD domény TRPV3 (156) publikovali atypickou
konformaci tfeti smycky, ktera je sklopend ptes druhou smycku a je interakcemi s AR3 v této
pozici stabilizovdna. Nejnovéjsi struktury celého receptoru zvetejnéné v nedavné dobé (104,
105) vSak tuto konformaci nezaznamenavaji a zda se, Ze piivodné urend atypicka konformace
je bud’ krystalizaénim artefaktem, nebo se méni v disledku pfitomnosti vedlejsi podjednotky.
Autorim atypického usporadani (156) se vsak také podafilo funkéné dokazat, ze porusenim
hydrofobnich interakci stabilizujicich tuto atypickou konformaci dojde k vaZnému poskozeni
citlivosti TRPV3 k agonistovi 2-APB. Threonin 264 pifimo sousedi se stabilizacni oblasti tteti
smycky, je tedy mozné, Ze interakci threoninu 264 s ERK1 se méni konformace smycky, a Ze
tato strukturni zména vyznamné€ ovliviiuje funkcnost celého kandlu. Blizkost T264 a
asparaginu N242, odkud je TRPV3 ucinné regulovan prolyl hydroxylaci (174), jeste¢ vice
podporuje nasi ptedstavu o souvislostech bunéénych signaliza¢nich drah zapojenych v udrzeni

kozni homeostaze.
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5.3 Uloha membranovych fosfolipidi v regulaci TRPA1

Prestoze literatura zabyvajici se ur¢enim tlohy PIP, v regulaci TRPAI je rozsahla, neni
dosud jednotny nazor, zda fosfoinositidy jsou pro funkci TRPA1 nezbytné (51), zda je TRPA1
fosfoinositidy inhibovéan (65, 90, 175), aktivovan (176) ¢i jimi neni vibec regulovan (177).

Obecné¢ je znamo, ze zaporn¢ nabité fosfoinositidy se k proteiniim vazou pomoci
elektrostatickych interakci v oblastech s kladné nabitym fetézcem. Na TRPA1 bylo navrzeno
mnoho moznych interakénich mist pro fosfoinositidy (163, 164, 176, 178). Konkrétné
pro vazbu PIP, byly navrzeny prototypické sekvence, tzv. pleckstrin homologni domény,
nalezené na aminovém konci (R46-K56, K443-K448, K592-R605) a na distadlnim
karboxylovém konci (K1092-R1097) (176). Podle funkénich studii provedenych v minulosti
nasim tymem (163, 179) a z dostupnych strukturnich studii (5) se ztohoto hlediska jevi
C-konec jako velmi pravdépodobna regulacni oblast TRPA1. Witschas a kol. (164) zmapovali
C-konec TRPA1 proteinu za pouziti specidlniho bioinformatického piistupu, AntiBP Serveru.

Pomoci serveru AntiBP byla s nejvyssim skore prekvapivé predpovézena sekvence
F1017-Q1031, ktera obsahuje jen jednu bazickou aminokyselinu. Dle aminokyselinového
slozeni nenabité sekvence F1017-Q1031 interagujici domény usuzujeme, Ze interakce
s fosfoinositidy by mohla byt usnadnéna hydrofobnimi a/nebo aromatickymi aminokyselinami.
Moznym kandidatem hlavniho rezidua je fenylalanin F1020, ktery je siln¢ konzervovany u vice
nez 65 TRPA1 proteind riznych savca.

V ramci studie se ndm podafilo dokdzat, Ze pro interakci sekvenci 1L.992-N1008 a
T1003-P1034 s membranovymi fosfolipidy je nezbytnd pfitomnost PIP,. Podafilo se nam
ukdzat, Ze vazba je silna, avSak pouze povrchové a pfi interakci dochazi jen k minimalnimu
naruseni membranové intergrity.

Néami studované sekvence se prekryvaji s vazebnym mistem pro Ca”‘/kalmodulin, které
bylo u TRPATI kanélu v nedavné dobé identifikovano (89). Je zndmé, Ze Castym mechanizmem
regulace kanalt je kompetice PIP, a kalmodulinu, ke kterému dochazi u TRPV1 (180) nebo
jinych iontovych kandlti, jako u draslikovych napétoveé zavislych kanali typu Kv7 (181).
V ramci experimentll se ndm podaftilo ukazat, ze sekvence odpovidajici kalmodulin vazebnému
mistu (L992-N1008) i sekvence Castecné se s nim piekryvajici (T1003-P1034) jsou schopné
vazat PIP; s klesajici afinitou v pfitomnosti vapenatych ionti Ca*". Bylo prokézano, Ze aktivita
TRPA1 kanalu je zvySovana nizkymi koncetracemi Ca’" a naopak sniZovana vysokymi
koncentracemi Ca”" (89, 177) a oba procesy zavisi na vazb& Ca**/kalmodulinu. Nase vysledky

7w we 7w 4 + 4 ro ~ v . r . 7
ukazuji, Ze pii snizeni koncentrace Ca>" pod bazalni urovei se zvysuje zjevna afinita kanalu
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k neelektrofilnimu agonistovi karvakrolu (Obr. 49 vlevo a vpravo). Usuzujeme, ze PIP, by
na TRPAl mohl za bazalnich koncentraci Ca®* kompetovat o vazebné misto pro
Ca®*/kalmodulin. V této souvislosti je zajimava skute¢nost, 7e mezi pacienty trpicimi astmatem
byl identifikovan polymorfizmus na pozici histidinu 1018 (H1018R), ktery se naléza jen dvé
mista od F1020. Za jakych fyziologickych stavli by mohla byt regulace TRPA1 pomoci PIP,
relevantni? V nasSich experimentech (182) zadména histidinu 1018 za arginin zvysila
afinitu TRPA1 kandlu kPIP, a méla za nasledek pozménéné vratkovani kandlu na
fyziologickych membranovych potencialech.

TRPAI1 je aktivovan velkym mnozstvim chemicky rozmanitych pronociceptivnich
agonistll generovanych za riznych patologickych bolestivych stavii. Lze proto predpokladat, ze
cilené ovlivnéni TRPA1 antagonisty bude G¢inngjsi, nez mnoho jinych 1éCiv zamétenych na
jednotlivé nociceptivni signdlni drahy. Existuji studie, které prokazuji, Ze farmakologické nebo
genetické blokovani TRPA1 ucinné a bez vyznamnych vedlejSich U¢inkd zmirfuje
mechanickou a chladovou pfecitlivélost v riznych experimentalnich modelech
patofyziologické bolesti. Potencidlni antagonist¢é TRPAI1 ptsobici perifern¢ budou
pravdépodobné optimélni pro zmirnéni priméarni hyperalgezie (jako je zanét vyvolany
senzitizaci perifernich nervovych zakonceni), zatimco centraln€ plsobici antagonisté mohou
byt vhodné pro zmirnéni bolestivych stavli souvisejicich s centralni senzitizaci (jako jsou
sekundarni hyperalgezie a taktilni alodynie zpisobené riznymi typy perifernich poranéni).
analgetik ibuprofenu jsou zprostiedkovany metabolitem ibuprofen-acyl glukuronidem, ktery
pusobi antagonisticky na TRPA1 receptor (82). Také metabolit nejCastéji pouzivaného
analgetika paracetamolu N-acetyl-p-benzochinonimin, NAPQI, aktivuje a nasledn¢ funkcéné
desenzibilizuje TRPA1 (183). Vyhledavani specifickych antagonistt TRPA1 je vSak jen
jednou ze soucasnych cest farmakologického vyzkumu.

Utinni antagonisté teplotné citlivjch TRP kanalti nejen blokuji nadmérnou aktivitu
receptort, ale také brani plnéni jejich pfirozené (obranné) fyziologické ulohy. Znac¢na
pozornost se proto v soucasné dobé zaméfuje také na vyhleddvani moZnosti, jak ovlivnit
specifickou modalitu aktivace receptorl, a to jen tu, kterd je diisledkem patofyziologickych
podminek. Nase vysledky potvrzuji, ze procesy fosforylace, nebo regulace membranovymi

lipidy mohou byt jednim z budoucich smérti vyzkumu.
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r 4
6 Zavér

Soucasny rozvoj pokrocilych metod kryoelektronové mikroskopie umoznil blizsi poznani
molekuldrni podstaty aktivace a modulace TRP receptori ve vztahu k jejich
struktufe. Objasnéni mechanizmii, kterymi se mohou tyto iontové kanaly podilet na vzniku
fady zévaznych chronickych zéanétlivych a bolestivych onemocnéni, je nezbytnym
piedpokladem pro vyhledavani novych pfistupti a moznosti jejich farmakologického ovlivnéni.

Studie zaméfené na poznani molekuldrni podstaty teplotni aktivace lidského TRPV3 a
jeho regulace signalnimi drahami uptesniuji funkéni ulohu rozhrani mezi podjednotkami kanalu
a umoznuji bliz§i uréeni chemické struktury latek s moznym blokujicim u¢inkem. Vysledky
ptedlozené dizertacni prace pfispivaji k vysvétleni nezddoucich disledkt lokalniho pasobeni
tepla, které mohou doprovazet stavy po popdleni. Cilené potlaeni procesu funkéné zavislé
senzitizace TRPV3, kterym je zvySovana aktivita receptoru az o nékolik tadl, by mohlo v
klinické praxi predstavovat vyznamny zpasob 1éCby chronickych zanétlivych koznich
onemocnéni véetné atopické dermatitidy.

Z vysledkli dizertacni prace vyplyva, Ze pro aktivitu TRPA1 receptoru je dilezité
spravné slozeni bunécné membrany a je-li poruseno, receptor mize byt senzitizovan, coz je
d¢j, ktery se uplatiuje pti nékterych neurogennich bolestivych a zanétlivych onemocnénich.
Tento iontovy kandl pfedstavuje nejen molekularni detektor pro vnéjSi podnéty na nervovych
zakoncenich peptidergnich senzorickych neuronti. Je také citlivym senzorem reaktivnich forem
kysliku v endotelidlnich buiikdch uplatiiujicich se ve vazodilataci mozkovych tepen. Aktivace
TRPA1 v keratinocytech, epitelu rohovky a rtznych typech fibroblasti stimuluje vylev
zanétlivych mediatort. Specificka tiloha TRPA1 byla prokdzana také v procesech spojenych
s patogennimi infekcemi, v jejichZ disledku vznikaji toxické bakteridlni produkty.

Soucasné poznatky o funkci a struktufe teplotné aktivovanych TRP kanalt prokazuji, Ze
krom¢ vyhledavani latek s pfimym piasobenim je nutné vzit v tivahu i dals$i moznosti, kterymi
by bylo mozné aktivitu téchto receptorti specificky ovlivnit. Hlavnim cilem zakladniho
vyzkumu v tomto sméru je nejen presné urceni funkénich domén a poznani mechanizmu
aktivace, ale také identifikace dileZitych interak¢nich proteinii a membranovych lipidd, které

jsou pro spravnou funkci téchto iontovych kanali nezbytné.
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Sekvenéni porovnani aminokyselinovych sekvenci TRPV3 ortologu: lidské (h), potkani (r),
mysi (m), slepici (c), hadi (s), obojzivelnikl (x) a ryb (f). Reziduum vyznacené rizovou barvou
se napiic¢ evoluci vymyka konzervovanosti u obojzivelniki a ryb. PH, porovy helix; TRP, TRP
doména.
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