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Abstrakt

TRPA1 je teplotné¢ citlivy iontovy kanal z ankyrinové podrodiny Tranzientnich
Receptorovych Potencidlovych (TRP) receptort. Tyto proteiny hraji vyznamnou roli
v pfevodu Sirokého spektra vnéjSich a vnitinich signali. Kandl TRPAI, ktery je hojné
exprimovan v primarnich aferentnich neuronech, je vyznamny pfevodnik raznych
Skodlivych a drazdivych podnétii a ucastni se také detekce zmén teploty. Podobné jako
ostatni TRP kandly je TRPA1 tvofen ¢tyifmi podjednotkami, piicemz kazda podjednotka
obsahuje Sest transmembranovych segmentt (S1-S6) ohranic¢enych cytoplazmatickym N-
a C-koncem. V nativnich tkanich je receptor TRPA1 regulovan n¢kolika fosforylacnimi
misty, ktera jsou vyznamnd z hlediska aktivity TRPA1 za fyziologickych a riznych
patofyziologickych podminek.

Zapouziti mutaéni metody jsme predikovali a prozkoumali roli potencidlnich
fosforylaénich mist pro proteinkinasu C ve funkci TRPAI, kterd zvySuje aktivitu tohoto
receptoru. Nase vysledky identifikuji rezidua, u kterych fosfomimikujici mutace ovlivnila
schopnost kanalu reagovat na napétové a chemické podnéty, zatimco mutace za alanin
nebo glycin, kterd znemoziuje fosforylaci na daném misté, funkci kandlu neovlivnila.
Identifikovali jsme serin 602 v ramci Sestndcté N-koncové ankyrinové repetice, jehoz
substituce za aspartat prekvapivé zcela blokovala aktivitu TRPA1, pficemz mira exprese
daného proteinu na povrchu bunky byla zachovana. Kromé toho bylo zjiSténo, zZe
fyzikalné-chemickeé vlastnosti tohoto rezidua maji kriticky vyznam pro funkci kanalu. Byly
vyuzity metody molekuldrniho modelovani pro prozkoumani nezbytnych strukturnich
pozadavkl pro aktivaci kanalu. Zjistili jsme, Ze nejen naboj, ale také velikost Ser602 a jeho
specifické okoli jsou diileZité pro spravnou funkci kanalu.

Nasi hypotézou je, ze Ser602 muze byt potencialnim fosforylaénim mistem TRPAI,
které je nezbytné pro vratkovani kanalu. Urceni pfislusné kinasy zodpovédné za snizeni
aktivity TRPA1 vyzaduje dal§i studium. Alternativnim vysvétlenim je, ze spravna
konformace N-koncové ankyrinové repetice 16 v okoli Ser602, je nepostradatelna pro

spravnou funkci kanélu.

Klic¢ova slova: ankyrinovy tranzientni potencidlovy kandl 1; fosforylace; TRP kanal;

serin/threonin kinasa; vratkovani; ankyrinova repetice; PKC



Abstract

TRPAI is a thermosensitive ion channel from the ankyrin subfamily of Transient Receptor
Potential (TRP) receptors. These proteins play essential roles in the transduction of wide
variety of environmental and endogenous signals. TRPA1, which is abundantly expressed
in primary nociceptive neurons, is an important transducer of various noxious and irritant
stimuli and is also involved in the detection of temperature changes. Similarly to other
TRP channels, TRPA1 is comprised of four subunits, each with six transmembrane
segments (S1-S6), flanked by the cytoplasmic N- and C-terminal ends. In native tissues,
TRPAI is supposed to be regulated by multiple phosphorylation sites that underlie TRPA1
activity under physiological and various pathophysiological conditions.

Using mutational approach, we predicted and explored the role of potential
phosphorylation sites for protein kinase C in TRPAI1 functioning. Our results identify
candidate residues, at which phosho-mimicking mutations affected the channel's ability to
respond to voltage and chemical stimuli, whereas the phospho-null mutations to alanine or
glycine did not affect the channel activation. Particularly, we identify the serine 602 within
the N-terminal ankyrin repeat domain 16, the substitution of which to aspartate completely
abolished the TRPA1 activity but did not abrogate its cell surface expression. Moreover,
the physicochemical properties of the residue at this position were found to be of critical
importance and we used molecular modelling to explore the essential structural
requirements for channel activation. We found that not only charge but also the size of this
residue and its specific environment are important for the proper channel functioning.

We hypothesize that Ser602 might be a potential TRPA1 phosphorylation site vital
for channel gating. Identification of the relevant kinase responsible for the abrogation of
TRPATI activity requires further studies. Alternatively, a proper conformation of the N-
terminal ankyrin repeat 16 centred around the serine at position 602, is indispensable for

proper channel gating.

Key words: Ankyrin transient receptor potential subtype 1; phosphorylation; TRP

channel; serine/threonine kinase; gating; ankyrin repeat; PKC
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1.Uvod

1.1 Ankyrinovy tranzientni receptorovy potencialovy kanal

Ankyrinovy tranzientni receptorovy kanal 1, TRPA1 (z angl. ankyrin transient receptor
potential subtype 1), je neselektivni kationtovy kandl propustny pro véapenaté, sodné
a draselné ionty [1]. K jeho biosyntéze dochazi na primérnich aferentnich senzorickych
neuronech [1-3], v keratinocytech [4], v epitelu dychacich cest [5], fibroblastech [6],
odontoblastech [7], astrogliich [8], Schwannovych bunikach [9], endotelidlnich bunkach,
arteridlnich cévach [4] a v synoviocytech [10]. Savéi TRPAI1, byl poprvé objeven
v lidskych fibroblastech v roce 1999 [6] a jeho funkce iontového kanalu byla popsana
o Ctyfi roky pozdéji [1]. Popis jeho struktury pomoci kryoelektronové mikroskopie v roce
2015 [11] umoznilo strukturné-funkéni studium TRPA1 z hlediska mechanismu aktivace
a ucinku.

Kanal TRPAI1 patii do rozsahlé rodiny tranzientnich receptorovych potencialovych
kanalt, které se vyskytuji v celé¢ fadé¢ bunéénych typl a zejména v nervovém systému
zprostiedkovavaji odpovéd’ organismu na celou skdlu vnéjSich podnétii (viz Obrazek 1A
aB, str. 12) [12, 13]. Mezi aktivatory TRP kanalti se tadi chemické slouceniny, teplo,
chlad, mechanické podnéty, osmolarita, oxidativni stres ¢i zmény pH prostiedi [14]. TRP
kanaly se fadi do evolu¢né konzervované skupiny ionotropnich transmembranovych
receptord, které se déli do Sesti rodin: kanonické TRPCI1-7, melastatinové TRPM1-8,
vaniloidni TRPV1-6, ankyrinové TRPAI1, polycystinové TRPP1-3 a mukolipinové
TRPMLI-3 kanaly [15]. Dulezitou funkci specifické podskupiny teplotné citlivych TRP
kandli je =zajiSténi odpovédi na rozsdhlou Skalu teplot od fyziologickych po
patofyziologické (0-70 °C) (viz Obrazek 1A, str. 12). Mezi chladové senzory se tadi
TRPMS a TRPCS, pticemz uloha TRPAT1 v chladové citlivosti neni dosud plné objasnéna.
Soucasné vysledky podporuji hypotézu, ze fyziologickd tiloha TRPA1 jako teplotniho
senzoru se v prubéhu evoluce pozmeénila jako disledek adaptace organizmli na vnéjsi
prostiedi [16, 17]. U bezobratlych a u nizSich obratlovci je iontovy kandl TRPAI
aktivovan teplem (teploty vyssi nez ~40 °C) [18-24], nékterym druhlim plazi umoziuje
detekci a transdukci infracervenych signalll [18]. U savcil byl TRPA1 dlouho povazovan
za chladovy receptor [1, 3, 25-28]. V nedavné dob¢ vSak bylo prokdzano, Ze tento iontovy

kanal zprostfedkovava také dilezitou fyziologickou tlohu v detekci bolestivého tepla [29-
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31]. Pfimé chladova aktivace byla potvrzena pro mysi, potkani a lidsky ortolog TRPA1
experimenty na riznych pracovistich [1, 26, 28, 32, 33]. Nékterym skupindm se vSak
piimou chladovou aktivaci nepodafilo prokazat [18, 34-37]. Nedavné studie ukazuji, ze
lidsky kanal TRPAT1 je za urcitych podminek skutecné chladovym senzorem [38]. U mysi
je TRPA1 spolu s TRPV1 a TRPM3 odpovédny za citlivost na Skodlivé teplo — genetickym
odstranénim té€chto tii kanalt dojde ke ztrat¢ citlivosti na vysoké teploty za soucasného

zachovani citlivosti na chlad a mechanické podnéty [30].

A B

ca? horgice Skofice méta sfingozin chili hiebitek TRPA1

Iysufosfaﬂdy\chohn b a & Ao \\* BOLEST
% v cesnek

TRPC5 TRPA1 TRPMS8 TRPM3 TRPV1 TRPV3 ! !
CNS
ca” DRG neuron

\,- A v
: 7 — \ :j\\ j
10 20 30 40 50 60 °C

Obrazek 1: Teplotni a chemicka aktivace TRP kanalii v senzorickych neuronech. A) Teplotné citlivé TRP
kanaly neboli ,,Thermo-TRP* kandly jsou aktivovany celou Skdlou fyziologickych az patofyziologickych
teplot. Pro TRP kandaly je typicka aktivace chemickymi latkami vyvolavajicimi palcivy, drazdivy az bolestivy
pocit. B) Aktivace TRPAI kandlu zpiisobi prinik vapenatych iontit do cytoplazmy a vznik akéniho potencialu
na neuronech zadnich korenit misnich (angl. dorsal root ganglia neuron, DRG neuron). Signdl je nasledné
veden do centralni nervové soustavy (CNS), kde v konecném disledku vyvold bolestivy vjem. Prevzato
a upraveno z bakaldrské prace [39].

1.2 Struktura kanalu TRPA1

TRPAT patii mezi transmembranové proteiny a je tvofen Ctyfmi stejnymi podjednotkami.
Kazda je tvofena ztransmembranové Casti obsahujici Sest transmembranovych helixt
(S1-S6; S1-S4 — senzor, S5-S6 — por) a zN- a C-koncii exponovanych do cytoplasmy,
které zahrnuji pfiblizné 80 % aminokyselinové sekvence kanalu (viz Obrazek 2A-C, str.
14, a Obrazek 3, str. 16). Proteinova sekvence podjednotky lidského ortologu je tvotfena
1119 aminokyselinami. Prvni publikovana struktura kanalu TRPA1 byla vyfeSena pomoci
kryoelektronové mikroskopie v roce 2015 [11]. Tontovy kanal (PDB: 3J9P) je zachycen
v zavieném stavu v pfitomnosti agonisty (allylisothiokyanat; AITC) a antagonistl
(A-967079 a HC-030031) v nejlepsim prostorovém rozliseni az 4,24 A. Vice nez 50 %
strukturniho uspofadani kandlu se nepodafilo v této struktuie rozliSit, zejména nékteré
flexibilni klicky a ¢ast mohutného N-konce tvofeného z charakteristickych opakujicich se

sekvencnich motivii ankyrinovych repetic (viz obrazek 2D, str. 14). Pro pochopeni
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strukturné-funkénich souvislosti v téchto pro funkci dilezitych oblastech vznikaly
struktury s doplnénymi castmi pomoci pocitacového modelovani, napiiklad struktura

s doplnénymi klickami mezi transmembranovymi segmenty S1-S2 a S2-S3 byla

publikovana v roce 2018 (pfistup na www.modelarchive.org, kéd: ma-auqul) [40, 41].
V roce 2019 se podaiilo dvéma skupindm popsat dalSich pét struktur lidského TRPA1
v riznych konformacnich stavech vcéetné pIné€ otevieného kanalu [42, 43]. Tyto nové
struktury dopliiuji informace o nekterych diive nerozliSenych c¢astech kanalu, zplsobu
otvirani kanalu a zptasobu aktivace TRPAT1 strukturné odlisSnymi elektrofilnimi agonisty.

Prvni laboratot publikovala tfi nové TRPA1 struktury: bez pfitomnosti ligandu
(PDB: 6PQQ) a v ptitomnosti ligandti 2-chloro-N-(4-(4menthoxyphenyl)thiazol-2yl)-N)(3-
methoxypropyl)-acetamidu (JTO10, PDB: 6PQO) a benzylisothiokyanatu (BITC, PDB:
6PQP). Struktury vrozdilnych konformacnich stavech (otevieny/zavieny) dosahuji
strukturniho rozlideni az 2,8 — 3,1 A a odhalujici ur¢ité ¢asti struktury a jejich funkce, které
se do této doby pouze piedpokladaly na zaklad¢ riznych experimentt (viz Obrazek 4, str.
18) [42]. Vyznamnym doplnénim informace o struktufe je funkén€ vyznamné S1-S2
raménko s rozliSenou glykosylaci na asparaginu 747, déle Sest aZz sedm anularnich lipidi
umisténych v prostoru mezi podjednotkami kandlu a rozliSen je také kratky helix (angl.
interfacial helix, IFH) mezi podjednotkami v transmembranové oblasti, ktery
pravdépodobné hraje vyznamnou tlohu pfi otvirdni a zavirani kanalu (viz Obrazek 4B-D,
str. 18).

Dalsimi publikovanymi strukturami jsou TRPA1 v zavieném stavu (komplex
s inhibitorem A-967079, vazba do oblasti S5 helixu, PDB: 6VOW) a v plné¢ otevieném
stavu v komplexu s ireverzibilnim elektrofilnim agonistou jodoacetamidem (IAA, vazba na
Cys621 v pre-S1 oblasti) (PDB: 6V9V) [43]. Tyto struktury umoZziuji popsat zplsob
pfevodu signdlu do oblasti poru vedouci kjeho otevieni. Vyznamnym objevem
v souvislosti s t&mito novymi strukturami je odhaleni pfitomnosti iontu Ca**, ktery je
kli¢ovou regula¢ni molekulou TRPA1 (viz kapitola 1.3, str. 20) a je koordinovan na spodni
strané senzorové domény aminokyselinami (Glu788, GIn791, Asn805, Glu808)

konzervovanymi také napfi¢ jinymi podtypy TRP kanal.
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Obrazek 2: Struktura TRPAI. A) Receptor TRPAI je tetramer slozeny ze Ctyr stejnych podjednotek. Rozliseni
v pritomnosti agonisty AITC dosahuje az 4,24 A (PDB: 3J9P, elektronovd hustota EMD-6267) [11].
Vodorovné cary naznacuji buneécnou membranu. Elektronova hustota (Seda barva) nedosahovala ve vSech
castech dostatecného rozliseni pro odvozeni celé struktury — viz spodni cast ve tvaru hribu, jez predstavuje
nerozliseny N-konec. B) Pohled na strukturu TRPAI ze strany. C) Pri pohledu na strukturu zespodu a shora
lze videét centrdlni pér kandlu v zavieném stavu, ktery ve svém nejuzSim misté dosahuje §irky 6 A. D)
Schematické vyobrazeni podjednotky TRPAI (PDB: 3J9P) s vyznacenymi rozliSenymi castmi struktury.
Z celkového poctu 1119 aminokyselin je rozliSena cast Lys446-Thri078, s vyjimkou flexibilnich ramének
(prerusovand cara znaci nerozliSené oblasti). Barevnym pismem jsou popsany aminokyseliny ohranicujici
nerozlisené casti.

1.2.1 Transmembranova oblast

V oblasti membrany je podjednotka kanalu TRPA1 tvofena Sesti helixy (S1 az S6), které
jsou propojeny kratkymi flexibilnimi raménky na intracelularni (S2-S3, S4-S5)
a extracelularni (S1-S2, S3-S4) stran¢ membrany (viz Obrazek 3B, str. 16). Evolu¢né
konzervované helixy S5 a S6 tvofi v kontaktu s okolnimi podjednotkami por kandlu
a navzajem jsou propojeny dvéma kratkymi porovymi helixy. V rdmci poru se vyskytuji

specifické aminokyselinové zbytky tvorici vratka kanalu: horni vratka tvofena Asp915
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a dolni vratka tvofend dvojici hydrofobnich zbytkl 11e957 a Val961. Transmembranové
helixy S1 az S4 vytvaii senzorovou doménu, kterd je evolucné mladsi a slouzi pro regulaci
aktivity kanalu a k pfevodu signalii z perifernich oblasti proteinu do oblasti péru [44].
Prvnimu transmembranovému helixu S1 piedchédzi funkéné vyznamna oblast (tzv. pre-S1),
kterou tvoii pre-S1 helix a raménko tvofené dvéma antiparalelnimi B-listy, jez jsou
v kontaktu s dalSim B-listem z C-konce proteinu. S touto oblasti je ve spojeni také a-helix
oznacovany jako ,,TRP-like* helix, ktery je orientovany paraleln€ s intracelularni stranou
plazmatické membrany a bezprostiedné navazuje na posledni transmembranovy helix S6.
Jedna se o strukturu analogickou k TRP-helixu konzervovanému napii¢ v§emi TRP kanaly,
ktera u TRPA1 nebyla ptivodné predikovana na zékladné sekvencni homologie. V ptivodni
struktufe (PDB: 3J9P) se v blizkosti pre-S1 oblasti vyskytuje nerozliSené flexibilni
raménko z proximalniho C-konce [11]. Nové struktury z roku 2019 odhaluji a potvrzuji
v ramci tohoto raménka kratky IFH helix, jehoZ existence a souvislost s regulaci funkce
TRPAL lipidy a zine¢natymi ionty byla jiz diive funkéné prokazéana [38, 41, 42, 45, 46].
Tato strukturné dilezitd oblast se uplatiluje v prevodu signdlii z riznych casti kanalu do
vratkovaci oblasti, at’ uz se jedna o aktivaci agonisty ¢i zménami teploty [38, 45].

Jeden z ¢lankti o novych strukturdch TRPA1 také piinaSi vyznamné informace
o mechanismu otvirani kandlu na zdkladé zmény mezi zavienou strukturou (v interakci
s antagonistou A-967079) a otevienou strukturou (v interakci s IAA) [43]. Pti pfechodu do
otevieného stavu rotuje celd transmembranovd c¢ast pfiblizné o 15° a zmény
v transmembranovém helixu S5 a S6 vedou k rozSiteni vratek péru. Raménko S4-SS5 se
stdva soucasti helixu S5, helix S6 se posune smérem nahoru, coZ vyvold posun také
porovych helixti P1 a P2 a tyto zmény souhrnné vedou k rozsifeni hornich vratek (Gly914,
Asp915) 28,5 na 9,7 A a spodnich vratek (I11e957, Val961) z5,3 na 7,8 A. Vzhledem
k tomu, Ze k otevieni dochazi po navazani elektrofilniho agonisty do reakéni kapsy
umisténé pod transmembranovou doménou, uvazuje se o mozném alosterickém ucinku
aktivace a cela strukturni oblast vazby elektrofilnich aktivatori je oznacovéana jako tzv.
»alostericky nexus®. Strukturné vysvétlen je také mechanismus inhibice antagonisty A-
967079, ktery se vaze do oblasti pod pérovymi helixy u ohybu na S5 helixu [11], jenz je
pii otevieni narovnan, a timto vazba antagonisty zabranuje konformacnim zménam
vedoucim k otevieni kanalu.

V transmembranové oblasti je popsano znacné mnozstvi regulacnich mist [47].

V oblasti péru se vyskytuji mista ucinku specifickych antagonistl, napt. A-967079 a HC-
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030031 (Met911 a Met912). Valin 875 na S5 helixu je mistem u¢inku neelektrofilniho
agonisty mentholu a vyznamné¢ se podili také na teplotni citlivosti kanalu [34, 48]. Paty
transmembranovy helix je krom¢ mentholu mistem Ucinku dalSich monoterpenii napf.
karvakrolu a thymolu [49]. Na S4-S5 raménku lidského TRPA1 se vyskytuje vyznamné
misto jednonukleotidového polymorfismu, v némz zaména asparaginu 855 za serin
vyvolava onemocnéni zvané familialni epizodickd bolest [27]. Raménko S1-S2 sméfujici
na vnéjsi stranu membrany obsahuje glykosylaci a je mistem uc¢inku pavouciho pro-toxinu
1 [50]. Z hlediska aktivace a modulace kanalu je dilezitd interakce s membranovymi
lipidy, kterd byla v prib&hu let intenzivné studovana (viz ptehledné ¢lanky [51-53]). Nova
struktura TRPA1 odhaluje IFH jako oblast interakce s membranovymi lipidy, kterd je
zruSena aktivaci kandlu reverzibilnim elektrofilnim agonistou, a umoziuje tak otevieni
kanalu [42]. Jiz dfive byly v oblasti senzorové vazebné dutiny charakterizovany
aminokyselinové zbytky (His719, Asn722, Lys787, Lys796, Arg852, Lys989) interagujici
s fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem (PIP2) a v nedavné dobé byl také urCen His1018 z
oblasti IFH jako mozna interagujici aminokyselina s membranovymi lipidy [41, 54].

A B
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7 s doména
transmembranova

oblast
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i
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cytoplazmaticka
oblast

C-konec  N-konec

Obrazek 3: Schéma podjednotky kandlu TRPAI podle PDB: 3J9P zroku 2015. A) Podjednotka kandlu
TRPAIL je tvorena z membranové casti a cytoplazmatického N- a C-konce. Membranovad cast obsahuje
senzorovou doménu a porovou oblast. N-konec obsahuje 16 ankyrinovych repetic (AR), pricemz rozlisend
struktura zacind dvandctou ankyrinovou repetici. Cytoplazmaticky C-konec vytvari strukturu tzv. zavinuté
civky a nasleduje jej kratky ,, TRP-like” helix vyznamny z hlediska prevodu signalii do porové oblasti. B)
Detail transmembranové oblasti. Senzorova doména je tvorena helixy S1-S84, které jsou na vnéjsich stranach
membrany spojeny kratkymi flexibilnimi klickami (S1-S2, S2-S3, §3-S4). Pomoci dalsiho kratkého raménka
S§4-S5 je senzorova doména spojena s centralnimi helixy S5 a S6, které vytvari v kontaktu s ostatnimi
podjednotkami por kandlu, a jez jsou rozdéleny porovymi helixy Pl a P2. Vytvoreno v programu Chimera
1.14.
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1.2.2 Cytoplazmaticky N-konec

N-konec receptoru TRPA1 zahrnuje 16 ankyrinovych repetic vytvarejicich ankyrinovou
doménu (angl. ankyrin repeat domain, ARD), ktera je typickd pro vétSinu TRP kanalt.
Ankyrinovy podtyp TRP kanalti obsahuje vysoké mnozstvi ankyrinovych repetic, cemuz
odpovidéa i dominantni velikost cytoplazmatické N-koncové Casti kandlu (viz Obrazek 2A
a B, str. 14). Ankyrinova repetice (AR) je Casty strukturni motiv tvofeny obvykle 33
aminokyselinovymi zbytky, ktery je uspofadan jako antiparalelni helix-otacka-helix
struktura nasledovana B-vlasenkou. Pét ze 16 AR lidského TRPA1 obsahuje konsenzualni
tetrapeptidovy motiv T/SPLH, v némz prolin je na zacatku prvniho o-helixu, zatimco
threonin a histidin vytvaieji vazby v ramci helixu i mezi obéma helixy, a tim pfispivaji
k typické konformacni stabilit¢ ankyrinové repetice v ramci blizkého okoli (viz Obrazek
3A, str. 16). Sousedici ankyrinové repetice jsou vzajemné uspotradany do protahlé domény
(ARD), ktera je charakteristickym mistem protein-proteinovych interakci [55]. V ptipadé
lidského TRPAT1 jsou ARD navic mistem vazby mnoha neproteinovych ligandt.

U lidského TRPA1 je strukturng rozliSena pouze druha polovina struktury
(aminokyseliny Lys446-Thr1078 z celkového rozsahu 1119 aminokyselin s vyjimkou
nékolika flexibilnich ramének) a zacind dvanactou ARD z celkovych Sestnacti (viz
Obrazek 3A, str. 16). Tato ¢ast ARD je v tésném spojeni s C-koncem a tim je zajiSténa
stabilita celé¢ struktury [11]. NerozliSena cast N-konce je viditelnd na mapé elektronové
hustoty jako symetricky plilmésic rozprostirajici se pod strukturou a obracejici se smérem
k vnitini ¢asti membrany (viz Obrazek 2A, str. 14).

Aktivace elektrofilnimi ¢inidly je uskutecnéna pomoci kovalentni modifikace
cysteint, pfi¢emz stale vice studii identifikuje Cys621 jako hlavni misto zodpovédné za
citlivost kanalu TRPAL1 k elektrofilnim agonistim — naptiklad nové struktury z roku 2020
jsou  charakterizovany v pfitomnosti  reverzibilné¢  vazajictho se  agonisty
benzylisothiokyanatu (BITC) a ireverzibiln€ se vazajiciho agonisty JT010, které umoziuji

detailné&j$i popis elektrofilni aktivace (viz Obrazek 4, str. 18) [42, 56-58].

1.2.3 Cytoplazmaticky C-konec

V kontaktu s prostorové objemnou ARD na N-konci kandlu TRPAL1 je v cytoplazmatické
¢asti centralné lokalizovany C-konec ve formé tzv. zavinuté civky (angl. coiled coil, viz
Obrazek 3A, str. 16) [11]. Ctyfi dlouhé a-helixy (jeden zkazdé podjednotky kanalu)

zprostiedkovavaji vzajemny kontakt podjednotek. Ke stabilizaci struktury v téchto mistech
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muze pfispivat také interakce s polyfosfaty, konkrétné inositol hexakisfosfatem, jehoz
molekula byla rozliSena v ptivodnim PDB souboru 3J9P z roku 2015. Ptitomnost inositol
hexakisfosfatu vSak ziejmé neni pro stabilizaci proteinového komplexu nutna vzhledem
k tomu, Ze nebyl nalezen v Zadné z pozd¢ji publikovanych struktur.

Zavinuté civce piedchédzi v oblasti membrany flexibilni raménko (viz kapitola 1.2.1,
str. 14), které¢ umoziuje kontakt C-konce jak s transmembranovou ¢asti, tak s pre-S1 ¢asti,
¢imz se tato oblast (spolu s ,,TRP-like* helixem) stdva dilezitym alosterickym mistem
z hlediska pievodu signalii ze vSech tii diive zminénych c¢asti kanalu do oblasti poru.

V distalni ¢asti C-konce se nachazeji kyselé aminokyselinové zbytky Glul073,
Glul077 a Aspl080-Aspl1082, které zprostredkovavaji vazbu vapenatych iontl, a tak
reguluji aktivitu kanalu mechanizmem piimé vazby ¢i interakci ptes protein kalmodulin
(CaM) [59, 60].

A B C

apo-TRPA1 TRPA1-JT010 TRPA1-BITC

JT010

Obrazek 4: Nové kryoelektronové struktury TRPAI [42]. A) V elektronovych hustotach struktur z roku 2020
byly rozliseny anuldrni lipidy okolni membranové dvojvrstvy (oranzovd a Seda) — na obrdazku apo-TRPAI
(PDB: 6PQQ). B) Podjednotka struktury TRPAI-JT010 (PDB: 6PQO). Modre je vyobrazena molekula
elektrofilniho agonisty JT010. Poprvé byla strukturné potvrzena N-glykosylace na Asn747 (dvé molekuly N-
acetylglukosaminu, GINAc). V oblasti C-konce byl rozlisen kratky a-helix (angl. interfacial helix, IFH), ktery
Je dulezitym mistem interakce s membranovymi lipidy. C) Pohled na tzv. reakcni kapsu, ve které dochazi k
aktivaci TRPAI elektrofilnimi latkami (modra). Pri elektrofilni aktivaci je kovalentné modifikovan Cys621
(zluta). Lys610 (zluta) prispiva k prevodu signalu pres ,, TRP-like* helix do vratek kandalu. Vytvoreno
v programu Chimera 1.14.
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1.2.4 Strukturni modelovani TRPA1

Prvni molekularni struktura lidského TRPA1 byla publikovana v roce 2011 na zékladé
ziskanych dat elektronové kryomikroskopie s rozligenim piili§ nizkym (16 A) pro ucely
molekuldrniho modelovani [61]. Strukturné-funkcni studie vyuzivaly metody homologniho
modelovani pro transmembranovou oblast kanalu, ktera vykazuje 10% sekven¢ni identitu s
kandlem pro draselné ionty Kv1.2 (PDB: 3LUT [62]) [48, 63, 64]. Cilem jedné ze studii
bylo popsat mozné strukturni diisledky nukleotidového polymorfismu N855S [63]. Pro
vytvoieni homologniho modelu transmembranové oblasti autofi vyuzili krystalovou
strukturu Kv1.2, N-konec doplnili modelem vytvofenym na zakladé kombinace dvou
struktur lidského ankyrinu (PDB: IN11; 25% sekvencni identita [65]), pfi¢emz model
oblasti vazby Ca*" (EF-hand) byl upiesnén pomoci struktury PDB: 1XK4 [66]. Na zakladé
homologniho modelu zaloZzeném na krystalové struktufe porové oblasti draselného kanélu
KcsA (PDB: 1BL8 [67]) bylo modelovano pasobeni mentholu na mysi TRPA1 v oblasti
membranového helixu S5 [48].

Kryoelektronova struktura publikovand v roce 2015 v rozliSeni ~4 A (PDB 3J9P
[11]) umoznila pfesnéjsi interpretaci diive publikovanych experimentalnich dat a stala se
podkladem fady naslednych studii. AvSak i v této struktuie chybi ¢asti vyznamnych
oblasti, at’ uz se jedna o flexibilni klicky ¢i o mohutny ankyrinovy N-konec (viz Obrazek
2D, str. 14). Navic struktura zachycuje iontovy kanal v zavieném stavu, a tak neumoziuje
popsat pravdépodobny mechanizmus vratkovani. Pro tyto ucely byla v jedné studii vyuZita
struktura ptibuzného vaniloidniho kanalu TRPV1 v otevieném stavu (PDB: 3J5Q [40]).
Funk¢né vyznamné nerozliSené klicky (S1-S2, S2-S3 a ¢ast cytoplazmatického C-konce)
byly modelovany ab initio pomoci programu Swiss-Model a ndsledné¢ pomoci molekuldrné
dynamického flexibilniho ,fitovani“ (angl. molecular dynamics flexible fitting, MDFF)
byly vloZeny optimalizované strukturni ¢asti do mista plivodni elektronové hustoty s co
nejvyssi mirou shody [38, 40].

V piipadé proximalni ¢asti cytoplazmatického C-konce byla v ptivodni struktuie
3J9P pozorovana cast elektronové hustoty, ve které byl v oblasti rozhrani mezi
podjednotkami predikovan kratky o-helix. Bylo ziejmé, Ze tato ¢ast struktury je flexibilni
amuize ovlivilovat vyznamnym zpusobem vratkovani kanalu prostiednictvim pifimé
interakce s membranovymi helixy SI1, S5, pre-S1 oblasti, ,,TRP-like* helixem
a okolnimi membranovymi lipidy. Pfedpokladalo se, Ze tento predikovany a-helix, pozdéji

potvrzeny jako IFH (viz Obrazek 4B, str. 18), mize pfevadét konformacni zmeény
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vzdalenych oblasti kanilu do poéru. Vramci tohoto proximalniho C-konce byla
experimentalné potvrzena interakce s PIP> [45] a pozdéji byl v rdmei predikovaného IFH
helixu charakterizovan His1018, ktery pravdépodobné v této interakci hraje vyznamnou
ulohu [54]. Tuto skuteCnost potvrzuje modelovani elektrostatického potencialu v oblasti
smutaci HI018R, kterd zplsobuje zvétSeni kladného potencidlu, a tim zvySeni
pravdépodobnosti vazby fosfolipidu. Struktury publikované ve zcela nedavné dobé (PDB:
6PQQ, 6PQP, 6PQO) potvrzuji ptvodni predikce a prokazuji, ze kratky helix (IFH, viz
Obrazek 4B a C, str. 18) je dualezitym mistem alosterické regulace receptoru [42].
Proximalni cast C-konce (Leu992-Asnl008), ktera ptedchazi IFH, interaguje také
s komplexem CaM/Ca®>" [59]. Protein CaM miize kromé& toho interagovat s jinymi

vazebnymi proteiny, a tak ovlivilovat nasledné aktivitu kandlu TRPAT.

1.3 Aktivatory TRPA1

Skupina latek, které moduluji aktivitu TRPAI, je velmi pocetnd a strukturné rtiznoroda
[68]. lontovy kandl je aktivovan rozsédhlou skalou podnéti a chemickych latek, Casto
obsazenych v rostlinnych olejich, které prostiednictvim aktivace nociceptivnich neuronti
vyvolavaji palcivy ¢i bolestivy vjem. Mezi aktivatory TRPA1 se fadi Siroké spektrum
elektrofilnich ale i1 neelektrofilnich latek, reaktivni slouceniny kysliku (angl. reactive
oxygen species, ROS), dvojmocné kationty, extrémni teplo/chlad, ¢1 mechanicka aktivace.
TRPAI je také modulovan zanétlivymi mediatory (napi. bradykinin, histamin, nervovy
rustovy faktor) a jeho aktivace vyvolava fadu ptiznakl, mezi které se fadi hyperalgesie,
alodynie (chladovd, mechanicka) ¢i svédéni. Podrobny popis vSech zndmych aktivatort
TRPAT1 a mechanizmt jejich t€inkt Ize nalézt v ptehlednych ¢lancich [68-70].
Fyziologicky vyznamnym aktivatorem TRPA1 jsou vapenaté ionty, které maji
bimodalni ucinek: aktivuji kanal pfi nizkych koncentracich, a naopak jej inaktivuji pii
koncentracich vysSich [59]. Véapenaté ionty aktivuji kandl pfimo nebo vazbou na CaM,
existuje né€kolik predikovanych a experimentdlné prokdzanych mist té€chto interakci.
Pivodni studie urCila predikovany EF-hand (kanonicky helix-otoc¢ka-helix motiv jako
vazebné misto vapenatych kationtd [71]) v oblasti N-koncové casti [37], avSak tato
informace byla nasledné¢ zpochybniovana [72]. Nova struktura zroku 2020 odhalila
v elektronové hustoté¢ koordinované vazany vépenaty kation, na jehoZz vazbé se podili

aminokyselinové zbytky Glu788, GIn791, Asn805 a Glu808. Mutace E788S zcela
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odstranila modula¢ni G¢inek Ca*". Nové publikovand struktura otevieného kanalu také
potvrdila vyznamnou ulohu Asp915 jako selektivniho filtru, ktery se v otevieném stavu
reorientuje smérem do extraceluldrniho prostoru a v usti poru se zpiistupniuji kysela
rezidua, ktera atrahuji kladné nabité ionty véetné Ca>* [43]. Vyznamnou tlohu v modulaci
TRPAT1 vapenatymi ionty hraje také modulace aktivity kanalu kalmodulinem, ktery se vaze
na jeho proximalni ¢ast C-konce, a tim moduluje aktivitu kanalu (viz kapitola 1.2.4, str.
19). Funkéné vyznamny ucinek byl prokazan pro vazbu C-konce CaM, pticemz N-konec
CaM je ziejm¢ ptistupny pro vazbu jinych proteinti [59], nebo pro interakci s N-koncem

TRPAI1 [54].

1.3.1 Elektrofilni aktivatory

Kanal TRPAL je aktivovan rozsahlou skdlou strukturné nepodobnych elektrofilnich latek
(v€etné nekterych drazdivych latek zpusobujicich pal€ivé, svédivé €i bolestivé reakce),
které maji spole¢ny mechanizmus ucinku pomoci kovalentni modifikace cysteinovych
rezidui na N-konci kanalu TRPA1 (viz Obrazek SA, str. 22). Mezi n€ patii naptiklad
allylisothiokyanat (AITC) obsazeny ve wasabi, allicin, ktery je soucasti Cesnekové esence,
skoticovy aldehyd, jodoacetamid (IAA), akrolein, ¢i fada zanétlivych mediatort (oxid
dusny, peroxid vodiku, 15-deoxy-Al12,14-prostaglandin J2) [2, 25, 35, 57, 58, 73-77].
V plvodnich studiich byly ur€eny cysteiny 621, 641 a 665 jako klicové pro elektrofilni
aktivaci [57]. Elektrofilni aktivace mize byt reverzibilni, napiiklad v ptipade
allylisothiokyanatu, nebo ireverzibilni v ptipadé N-methylmaleimidu. Cysteiny podléhaji
ttem typum reakce: Michaelova adice na o,B-nenasycenou vazbu aldehydi (skoficovy
aldehyd — viz Obrazek 5B, str. 22, akrolein — viz Obrazek 5A, str. 22), SN2 nukleofilni
substituce (jodoacetamid) a tvorba disulfidickych mustki [57, 58].

Nova struktura lidského TRPA1 v otevieném stavu z roku 2020 umoznila strukturni
popis mechanizmu elektrofilni aktivace a jednozna¢né urcila klicovou ulohu Cys621 jako
hlavniho zprostfedkovatele této reakce (viz Obrazek 4B a C, str. 18) [43]. VSechna tii vySe
uvedend cysteinova rezidua jsou strukturné umisténa v reak¢ni duting, jejiZ soucasti je tzv.
aktivacni smycka (angl. activation loop, A-loop), kterd zaujima dva konformacni stavy
,»Up* (po navazani elektrofilu) a ,,down* (pfed navazanim elektrofilu). Elektrofilni reakce
se zda byt dvoukrokova. Prvnim krokem je interakce s Cys621, coz umoziiuje reorientaci
aktivacni smycky a odhaleni Cys665. V ptipadé malych elektrofili (IAA) je Cys665 také

castecné modifikovan a umoziuje plnou aktivaci a pfevod signdlu do dolnich vratek pies
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konforma¢ni zmény v, TRP-like* helixu a v kone¢ném disledku S6 helixu porové
domény. Vétsimu analogu TAA (BODIPY-IA, viz Obrazek 5, str. 22) k plnohodnotné

aktivaci sta¢i vazba na Cys621.

A
H,C \ N—C=—s HZC&\/S\S/\%CW
N/ LI
allylisothiokyanat allicin
I HC 0
o N \\_//
\_7 *
(o]
skoficovy aldehyd jodoacetamid akrolein
B o
(o] SH
S,
<j>_\\_//0 * w g N
HO NH, H =
N CHs
skoficovy aldehyd cystein e \ﬂ/\ﬁ/
0
produkt Michaelovy adice
C
I-I;chHa HyC CHy o
H HC
% CHy
HO, ; CHy
N N/
o IS
HO L N o
CHy |
CHy CH, CH, HC CH,
menthol karvakrol B-eudesmol kofein
D

BODIPY-jodoacetamid

Obrazek 5: Aktivatory TRPAI. A) Zastupci elektrofilnich agonistit veceptoru TRPAI vyvolavajicich palcivy
pocit. Elektrofilni latky ovliviiuji funkci TRPAI prostiednictvim kovalentni modifikace Cys621. B) Jeden ze
zpuisobii  kovalentni modifikace cysteinit TRPAI elektrofilnimi cinidly — Michaelova adice na o,p-
nenasycenou vazbu skoricového aldehydu. C) Zastupci neelektrofilnich agonistii receptoru TRPAI, ktert
pusobi na TRPAIl predevsim v transmembranové oblasti receptoru. D) Struktura vétsiho analogu
Jjodoacetamidu — BODIPY-IA. Vytvoreno pomoci programu MarvinSketch.
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1.3.2 Neelektrofilni aktivatory

Molekularni mechanizmus aktivace TRPA1 neelektrofilnimi agonisty neni v soucasné
dob¢ detailn¢ popsan, nicmén¢ experimentalni data svédc¢i o klasické vazbé na specifické
vazebné misto ve struktufe kandlu [48]. Neelektrofilni aktivatory TRPA1 jsou latky
strukturné rtiznorodé a aktivaci ¢i deaktivaci vyvolavaji vazbou prevazné v mistech
transmembranové oblasti [48].

Typickym zéastupcem neelektrofilnich aktivatora je menthol, ktery svym plisobenim
vyvolava chladivé pocity [48]. Menthol je aktivatorem také piibuzného TRPMS kanalu,
ktery je povazovan za chladovy senzor [78]. U TRPA1 vykazuje menthol (podobné jako
Ca?") bimodalni charakter, aktivuje kanal nizkymi koncentracemi a inhibuje koncentracemi
vys$§imi [79]. Za vazbu mentholu na TRPA1 je zodpovédny aminokyselinovy zbytek
Val875, ktery je soucasti transmembranového helixu S5 [48].

Mezi aktivatory receptoru TRPAT patii také rizné terpenoidni latky, mj. karvakrol
udavajici pal¢ivou chut’ hluchavkovité rostliné dobromysli zndmé také jako oregano [80],
nikotin vykazujici bimodalni aktivitu [81], ¢i eudesmol obsazeny v chmelovych silicich,
jehoZ mistem ucinku je Ser873 na transmembranovém helixu S5 [82]. Zajimavy U¢inek ma

také kofein, ktery aktivuje mysi TRPA1, avsak potlacuje aktivitu lidského ortologu [83].

1.4 Regulace TRPATI signaliza¢nimi drahami

Na zakladé¢ analogie s jinymi receptory ucastnicimi se pfevodu nociceptivnich podnéti se
vSeobecné predpokladd, ze jednim z hlavnich regula¢nich mechanizmii aktivity TRPA1
v nativnim prostfedi je fosforylace. Lze pfedpokladat, Ze potencidlni fosforyla¢ni mista,
ktera se uplatiuji za nékterych patofyziologickych podminek, by mohla ptedstavovat
dalezity cil latek s analgetickym ptsobenim. Na rozdil od vysoce selektivnich
kompetitivnich a nekompetitivnich antagonist by latky, které cili na mista posttranslacni
modifikace, nevyfadily nezbytnou fyziologickou funkci transdukénich iontovych kanald,
jez plni ochrannou ulohu v normalni nociceptivni signalizaci. TRPA1 je regulovan
nekterymi receptory spfazenymi s G proteiny (angl. G-protein coupled receptors, GPCR).
Jednou =z dllezitych drah, kterd vede k fosforylaci TRPA1, je fosforylaéni dréha
indukovana bradykininem, coz je zanétlivy medidtor uplatiujici se pfi vzniku pocitl
bolesti [84]. Modulace aktivity TRPAl je ziejm¢ zprostfedkovana obéma typy

bradykininovych receptori — B1 a B2, pfiCemz pii zanétlivych stavech se uplatiiuje
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receptor B2. Po navazani bradykininu na B2 receptor mohou byt spustény dv¢ fosforylacni
kaskady: jedna cesta aktivuje fosfolipasu C (PLC) pies Guq protein [85], druha cesta vede
k aktivaci proteinkinasy A (PKA) pfes Ggs protein (viz Obrazek 6, str. 24) [86].
Fosfolipasa C $tépi membranovy fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na diacylglycerol
(DAG), ktery aktivuje proteinkinasu C (PKC), a na inositoltrifosfat (IP3), jenz se vaze na
receptory IP3R v membrané endoplazmatického retikula, coz vede ke zvySeni
cytoplazmatické koncentrace Ca?’. Druha signalizaéni cesta prostiednictvim Ggs aktivuje
adenylatcyklasu, ktera vytvaii cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP), coz je vyznamna
regulacni molekula, ktera aktivuje PKA. TRPALI je jednim z efektort téchto signalizacnich
drah, pfi¢emz jeho aktivita je kromé fosforylace regulovana také produkty téchto

signalnich drah — vdpenatymi ionty a membranovymi fosfolipidy [45, 59].

GsPCR GgPCR
PLCN > 34C
Gq‘ql'l_'l '
PIP2
CAi/IP IP,
PKA IP.R

Obrdzek 6: Regulace TRPAI signalizacnimi drahami. TRPAI podléha fosforylaci v dusledku aktivace
signalizacnich drah zacinajicich na urovni receptorii sprazenych s G-proteiny. Draha G aktivuje
adenylatcyklasu (AC, cervena) produkujici molekulu cAMP, ktera aktivuje proteinkinasu A (PKA). Druha
draha sprazena s Goq proteinem aktivuje fosfolipasu C (PLC), kterd Stépi membranovy fosfatidylinositl-4,5-
bisfosfat (PIP;) na diacylglycerol (DAG) a inositoltrifosfat (IP3). DAG aktivuje proteinkinasu C
a inositoltrifosfat se vaze na své receptory (IP3R) na membrané endoplazmatického retikula (ER), ze kterého
Jsou vylévany do cytoplazmy vapenaté kationty. Kinasy PKA a PKC (svétle modra) pak fosforyluji receptor
TRPAI (svétle zelend). Vapenaté kationty mohou ovliviiovat aktivitu TRPAI primo nebo skrze kalmodulin
(CaM).

Mechanizmy fosforylace TRPA1 na molekularni Grovni nejsou zatim dostatecné
prozkoumény. Dlvodem jsou pfedev§im do neddvné doby chybéjici strukturni informace
o riznych konformacnich stavech kandlu a nedostatend specifita protilatek proti TRPAT.
PrestoZe existuje mnoZstvi sofistikovanych programi, kterymi lze na zaklad€¢ primarni
struktury urcit pravdépodobnost a specifitu potencidlnich fosforylacnich mist, posouzeni

informace o terciarni a kvartérni struktufe proteinu a kontextu jeho exprese v nativnich
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tkanich jsou zcela nezbytné. Z obecného hlediska konzervovanosti sekvence daného
proteinu v oblastech potencidlnich fosforylacnich mist zatim také existuji jen vice nebo

mén¢ rozsahlé bioinformatické studie [87, 88].

1.5 Proteiny interagujici s TRPA1

1.5.1 Interakce TRPA1 s TRPV1

Rizné typy TRP kanalti jsou v nativnich podminkach casto exprimovény spole¢né, mohou
vytvafet heteromery a vzdjemné regulovat svou aktivitu. Naptiklad TRPA1, TRPM3
a TRPV1 v perifernich senzorickych neuronech spolecné zajistuji odpovéd’ na bolestivé
teplo u mysi [30]. Dal$im ptikladem soucasné exprese v urcitych podtypech senzorickych
neuronti jsou TRPAI1 a TRPVI1, které zprostfedkovavaji nociceptivni odpovéd za
patofyziologickych podminek [1]. Ackoli mechanizmus jejich vzijemné regulace na
molekularni Grovni neni detailné objasnén [2, 89, 90], oba kandly jsou regulovany
intracelularnimi 1 extraceluldarnimi vapenatymi kationty, které pfimou interakci nebo
nepiimo, zavisle na aktivit¢ kanald, nasledné moduluji jejich aktivitu [91]. Kromé¢ TRPV1
jsou dalSimi funkéné vyznamnymi proteiny prokazatelné interagujicimi s TRPAI
transmembranovy protein Tmem100 [92], CaM, ktery mulze zprostfedkovat citlivost
receptoru na piitomné vapenaté ionty [59], a zakotvujici protein pro proteinkinasy (angl.
A-kinase anchoring protein, AKAP79/150) (viz Obrazek 7, str. 27) [93]. V neuronech
muze byt vliv TRPV1 na aktivitu receptoru TRPA1 dasledkem vazby Tmem100 na oba
receptory [92], nebo piimé interakce TRPA1 s N-koncem (aminokyseliny 220-260;
prekryv s CaM vazebnym mistem: 189-222 [94]) a C-koncem (684-720; shoda s vazebnym
mistem pro PIP> [95]) TRPV1 receptoru [89]. Ur€eni souvislosti mezi jednotlivymi
klicovymi proteiny je dulezité ptedevsim z hlediska uréeni moznych klinickych cilti pro

1é¢bu chronické bolesti [89].

1.5.2 Interakce TRPA1 s AKAP79/150

V senzorickych neuronech interaguje TRPA1 s proteinem AKAP79/150 (AKAP,
A-kinase anchoring protein; lidska izoforma 79 kDa, my$i izoforma 150 kDa) [93]. Tento
protein zakotvuje proteinkinasu A (PKA), proteinkinasu C (PKC) a fosfatasu 2B,
kalcineurin, v blizkosti mnoha membranovych receptori a umoziiuje tak jejich lokalni

ucinnou regulaci prostfednictvim fosforylace a defosforylace (viz Obrazek 6, str. 24) [96].
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V pfipadé TRPAl a TRPV1 zodpovidd mechanizmus fosforylace za nckteré
patofyziologické stavy, jakymi jsou zanét nebo bolest [84, 97]. Bylo naptiklad prokazano,
ze AKAP79/150 napoméaha piesunu TRPV1 do plazmatické membrany a zvysSuje jeho
bazalni fosforylaci, pti defosforylaci kalcineurinem se vsak neuplatituje [98]. Naproti tomu
molekularni mechanizmy interakce AKAP79/150 s TRPAI jsou zatim jen velmi malo
prozkoumany.

V roce 2017 bylo prokdzéano, ze piitomnost AKAP79/150 je nezbytna pro fosforylaci
TRPA1 v perifernich senzorickych neuronech [93]. Konkrétné v signalizacni draze
zaCinajici na urovni glutaméatového metabotropniho receptoru mGIluRS, subtyp 1. Tyto
receptory jsou aktivovany zanétlivym medidtorem glutamatem a jsou sprazeny s Gagii
proteiny, které aktivuji enzymy fosfolipasu C a proteinkinasu A (viz kapitola 1.4, str. 23),
které¢ jsou pomoci AKAP79/150 ukotveny v blizkosti cilového substraitu TRPAL.
Fosforylace TRPA1 snizuje prdh pro aktivaci kandlu a v kone¢ném disledku zvySuje
nociceptivni odpoveéd. Z vysledkti uvedené studie vyplyva, ze fosforylace TRPA1 ptispiva
k experimentalné€ navozené persistentni mechanické hyperalgesii.

Dulezitost interakce TRPA1 a AKAP79/150 proteinu dokladd nedavna studie
o protinadorovém 1éCivu karboplating, ktery jako vedlej$i ucéinek vyvolava periferni
neuropatii (bolest z disledku poskozeni periferni ¢i centralni nervové soustavy) [99].
Typickymi ptiznaky periferni neuropatie a také patologické aktivity TRPA1 je mechanicka
alodynie ¢i chladova hyperalgesie. Tyto projevy se podafilo zablokovat nejen piisobenim
TRPA1 antagonistl, ale také inhibici interakce mezi RII podjednotkou PKA
a AKAP79/150. Karboplatina zvySuje mnoZstvi cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP)
v buiice, a tim aktivuje proteinkinasu A, kterd fosforyluje TRPA1 a sniZuje tak prah jeho
aktivace. Pro fosforylaci PKA je opét nutnd pfitomnost AKAP79/150 proteinu.

AKAP79/150 interaguje také s kalmodulinem s navazanymi Ca’*, pii¢emz vazba
komplexu CaM/Ca®" umoziiuje odkryti mista pro vazbu kalcineurinu [100]. Delece
CaM/Ca?" vazebného mista pak zptisobuje vyssi miru fosforylace TRPA1 prosttednictvim

PKA.
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Obrazek 7: Proteiny interagujici s TRPAI. TRPAI je v nékterych nervovych typech exprimovan spolecné s
pribuznym vaniloidnim TRP kandlem TRPVI a spolecné zprostredkovavaji odpovéd’ za patofyziologickych
podminek. Tuto interakci miiZze v neuronech ovliviovat vazba Tmeml00 na oba receptory. Spolecnym
interakcnim partnerem pro oba kanaly jsou také vapenaté kationty, které ovliviuji kanal primo, nebo
prostiednictvim vazby na kalmodulin (CaM). Pro TRPAI a TRPVI kandly je dokdzana interakce se
zakotvujicim proteinem pro kinasy (angl. A-kinase anchoring protein, AKAP79/150), ktery na sebe vaze
proteinkinasu A (PKA), proteinkinasu C (PKC) a fosfatasu kalcineurin (PP2B), které umistuje v blizkosti
cilovych substratii.
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2.Clile prace

1)

2)

3)

4)

5)

Charakterizovat parametry chemické a napétové aktivace rekombinantniho
lidského receptoru TRPAT1 a urcit podminky, za kterych dochazi k funkéné

zavislé senzitizaci.

Zjistit, zda se charakteristiky funkéni senzitizace TRPA1 méni
v ptitomnosti zakotvujiciho proteinu AKAP79. Urcit vliv tohoto proteinu na

expresi TRPAT.

Na zéklad¢ analyzy primarni sekvence uréit potencialni mista, kterymi
muze byt lidsky TRPA1 regulovan fosforylaci proteinkinasou C, se
zvlastnim zaméfenim na oblasti, ve kterych se vyskytuji jednonukleotidové

polymorfismy zptisobujici zaménu aminokyseliny.

Pomoci elektrofyziologickych a molekularné biologickych technik urcit
funkéni dasledek mutaci vytypovanych potencialnich fosforylacnich mist
TRPA1 nahradou za aminokyselinové reziduum mimikujici fosforylaci a za

reziduum znemoziujici fosforylaci receptoru.

Charakterizovat funkéni a strukturni ulohu rezidui identifikovanych v (4)
jako moznd mista fosforylace TRPA1. Pomoci molekuldarniho modelovani
urcit, jak se tato rezidua mohou uplatiiovat v regulaci aktivity iontového

kanalu.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Sigma-Aldrich, USA: NaCl, KCI, CsCl, MgCl,, CsOH, NaOH, hydroxid
tetramethylamonny (TMA-OH), p-merkaptoethanol, glukéza, hotecnatd sil
adenosintrifosfatu, sodna stl guanosintrifosfatu, Cs-glukono-4-lakton, ampicilin, poly-
L-lysin, kolagen, kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (HEPES),
kyselina ethylenglykoltetraoctova (EGTA), kyselina ethylendiaminoctova (EDTA),
kyselina octova, agarosa, Trizma base, triton X-100, karvakrol, allylisothiokynanat
Geneaid Biotech, USA: High Speed Plasmid Mini Kit, 10kB DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, USA: DNA Gel Loading Dye (6x)

PEQLAB Biotechnologie, GmbG, SRN: barvivo peqGREEN

Life Technologies, USA: OPTI-MEM I médium

Agilent Technologies, USA: QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit,
polymerasa PfUltra

SERVA Electrophoresis GmbH, SRN: pepton z kaseinu, extrakt z kvasinek

Biolife, IT: Zivny agar N°2

IBA GmbH, SRN: transfek¢ni ¢inidlo ,,Magnet-assisted Transfection (MATra)*
Penta, CZ: ethanol

3.2 Biologicky material

kompetentni bakteridlni buiiky XL10-Gold kmene E. coli (Agilent Technologies,
USA)

lidské embryondlni ledvinné bunky linie 293T (HEK293T) (LGC Standards, VB)
cDNA hTPRAT ve vektoru pCMV6-XL4 (OriGene, USA)

cDNA hTRPA1-tGFP ve vektoru pPCMV6-AC-GFP (OriGene, USA)

cDNA AKAP79 ve vektoru pCMV6-XL5 (OriGene, USA)

plazmid pro zeleny fluorescencni protein ve vektoru pQBI 25 (TaKaRa)

cDNA mCherry-PH ve vektoru pcDNA3.1 (Addgene, USA)

fetalni bovinni sérum (FBS, PAN Biotech GmbH)
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3.3 Pristroje

- Zesilova¢ Axopatch 200B (Axon Instruments)

- Invertovany mikroskop CKX4/ (Olympus)

- Mikromanipulator MP-225 (Sutter Instrument)

- Aplikacni systém Was 02

- Horizontalni tahac¢ elektrod P-7000 (Sutter Instruments Co.)

- Microforge MF-830 (Narishige)

- Laminarni box VBH C2 (Steril) (Schoeller Instruments)

- Inkubator MCO-36A1C (Sanyo)

- Autoklav Sanyo MAC 235EX (Sanyo)

- Osmometr Vapro (Wescor)

- pH metr Orion Star A111 pH Meter (Thermo Scientific)

- Magnetickd michacka s ohfevem Heidolph MR Hei-Tec (Heidolph Instruments
GmbH)

- Centrifuga Rotilas-mini centrifuge (Carl Roth GmbH)

- Centrifuga Mikro 120 (Hettich Zentrifugen)

- Centrifuga Rotanta 460R (Hettich Zentrifugen)

- Spektrofotometr NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies)

- Rotacni inkubator Shaking Incubator NB-205 (N-Biotek)

- Termocycler Mastercycler personal (Eppendorf)

- Vortex Wizard Advanced IR Vortex Mixer (VELP Scientifica)

- Vortex MS 2 Minishaker (IKA)

- Automatické pipety (Wilson, Nichipet EX)

- Inverzni mikroskop Leica DMi8 (Leica Microsystems GmbH)

- Systém pro sniméni zivych bun¢k H301-T-UNIT-BL-PLUS (Oko-Lab)

3.4 Roztoky

Roztoky pouZité pro horizontdlni elektroforézu

TAE pufr (50x koncentrovany): 2M Trizma base, 1M kyselina octova, 50mM
EDTA, pted pouzitim 50% fedén
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Roztoky pouZité pri kultivaci bunék
Fosfatovy pufr (PBS): 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 1,47mM KH>POsu,
4,3mM Na,HPOqs, pH 7,3 (upraveno NaOH)

LB médium (angl. lysogeny broth medium): 0,5% (w/v) extrakt z kvasinek, 1%
(w/v) pepton, 0,26M NaCl
Versentv roztok: PBS, 0,68mM EDTA a 87uM trypsin, pH 7,3

Roztoky pouzité pro elektrofvziologickou techniku patch-clamp

Extracelularni roztok: 140mM NaCl, 5SmM KCI, 2mM MgCl,, SmM EGTA,
10mM HEPES, 10mM glukéza, pH 7,4 (upraveno TMA-OH), osmolalita 300 mmol.kg™!

Intracelularni roztok: 125mM Cs-glukono-o-lakton, 15mM CsCl, mM EGTA,
10mM HEPES, 0,5m CaCl, 2mM ATP, 0.3mM GTP, pH 7,4 (upraveno CsOH),

osmolalita 286 mmol.kg'1

3.5 Postup prace

3.5.1 Polymerazova retézova reakce

Pro zavedeni vybranych mutaci do primarni sekvence lidského kanalu TRPA1 byla pouzita
metoda polymerdzové fetézové reakce (angl. Polymerase Chain Reaction, PCR). V prvnim
kroku byly pro PCR navrZzeny primery pro vybrané mutace T670D, T670G, T673D,
S443D, S1002D, S1002A, S602D, S602G, S602N, W605A a dvojmutace S602D/K603A
a S602D/R604A, které jsou shrnuty v Tabulce €. 1 (str. 31).

Tabulka 1: Mutace hTRPAI a prislusné navrzené primery pro PCR
Mutace Primery (templatovy + komplementarni)
5" -CCATTAGAATTCGACAAAAAAACACCTACACAGG-3”
T670D 5" -CCTGTGTAGGTGTTTTTTTGTCGAATTCTAATGG-3"
5" -CCATTAGAATTCGGCAAAAAAACACCTACACAGG-3”
T670G 5" -CCTGTGTAGGTGTTTTTTTGCCGAATTCTAATGG-3"
5" -GAATTCACCAAAAAAGACCCTACACAGGATG-3"
T673D 5" -CATCCTGTGTAGGGTICTTTTTTGGTGAATTC-3"
5" -CCATTCATTCCAAAGACAAAGATAAGAAATCACC-3”
5443D 5" -GGTGATTTCTTATCTTTGTCTTTGGAATGAATGG-3"
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Mutace Primery (templatovy + komplementarni)
5" -GGATCAGAAAGACACCATCGTGTATCCC-3"
S1002D
5" -GGGATACACGATGGTGTCTTTCTGATCC-3"
5" -GGATCAGAAAGCCACCATCGTGTATCCC-3"
S1002A
5" -GGGATACACGATGGTGGCTTTCTGATCC-3"
5" -CGATCATCAGGGACAAAAGATGGG-3"
S602D I
5"-CCCATCTTTTGTCCCTGATGATCG-3"
5" -CGATCATCAGGGGCAAAAGATGGG-3"
S602G
5"-CCCATCTTTTGCCCCTGATGATCG-3"
5" -CGATCATCAGGAACAAAAGATGGG-3"
S602N
5"-CCCATCTTTTGTTCCTGATGATCG-3"
5" -GGAGCAAAAGAGCGGATGAATGTC-3"
W605A
5 -GACATTCATCCGCTCTTTTGCTCC-3"
S602D/ 5 -CGATCATCAGGGACGCAAGATGGG-3"
K603A 5 -CCCATCTTGCGTCCCTGATGATCG-3"
S602D/ 5" -CAGGGACAAAGCATGGGATG-3"
R604A 5"-CATCCCATGCTTTGTCCCTG-3"

Reakéni smési PCR byly pfipravovany podle navodu ,,QuikChange II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit“. Reak¢éni smés byla michana z jednotlivych slozek uvedenych
v Tabulce €. 2 (str. 33) na ledu s pouZitim pfirozeného typu lidského TRPA1 (angl. wild
type human TRPA1, WT hTRPAI v plazmidu pCMV6-XL4) jako dsDNA templatu.
Optimalizované teplotni schéma reakce je vyobrazeno v Tabulce €. 3 (str. 33), pouZity byly
tii rizné teploty kroku 3 (naseddni primeri) — 49 °C (S602D, S602D, S602D/K603A,
S602D/R604A, T670G, T670D, W605A), 55°C (S443G, S443D, T673D, S1002A,
S1002D) a 59 °C (S602G). Standardné se klony pfipravuji pti teploté 49 °C a v piipade, ze
PCR reakce neprobéhla spravné, voli se nasledné teplota nasedani primert 55 nebo 59 °C.
Ctvrty krok reakce byl nastaven na 16 minut podle protokolu — rychlost polymerasy je
1 min/kB délky plazmidu (délka plazmidu kodujiciho hTRPAT je 10 kBp).

Po dokonceni PCR reakce byly vzorky inkubovény jednu hodinu v termostatu
(37 °C, 5% CO2) s 1 pl restrikéniho enzymu Dpnl (10 U/ul) pro rozstépeni methylované
templatové dsDNA a vortexovany kazdych 15 minut. Pfitomnost PCR produktu byla

ovéfena pomoci horizontalni elektroforézy.
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Tabulka 2: Reakcni slozky PCR

Reak¢ni slozka Mnozstvi [pl]
10x reaction buffer 5,00
dsDNA templat (100 ng) 1,00
primer sense (20 uM) 1,25
primer antisense (20 pM) 1,25
dNTP mix 1,00
Quik Solution 3,00
dH>O 36,5
PfuUltra polymerdza (2,5 U/ul) 1,00
Tabulka 3: Teplotni schéema PCR

Krok | Teplota | Cas | Opakovani

1. 95°C 60 s -

2. 95°C 50s
49 °C/
3. 55°C/ 50s
59 °C
4. 68 °C | 16 min
5. 68 °C | 10 min
6. 4°C 0 -

25x%

3.5.2 Kontrola piitomnosti PCR produktii pomoci horizontilni elektroforézy

Ovéfeni pfitomnosti PCR produktu bylo provedeno pomoci horizontilni elektroforézy.
Plazmidy pfipravené pomoci PCR byly rozdéleny pomoci horizontélni elektroforézy v 1%
agarosovém gelu a Tris-acetdt-EDTA (TAE) pufru. Gel byl pfipraven rozpusténim 3 g
agarosy v 29,4 ml destilované vody a 600 ul 50x TAE. Roztok agarosy byl piiveden k varu
a poté ochlazen na teplotu ~40 °C, do ochlazeného roztoku bylo ptidano 1,5 pl barvy
peqGREEN. Roztok byl nalit do nalévaci aparatury a poté byl instalovan vzorkovy hieben.
Po piiblizn¢ 45minutové inkubaci gelu pfi laboratorni teploté za tmy byl tuhy gel umistén
do elektroforetické vany s 1x TAE pufrem, do vzorkovych jamek bylo pipetovano vzdy
5 ul PCR produktu nebo 3 pl standardu molekulovych hmotnosti s 2 ul DNA vzorkovaci
barvy. Elektroforéza probihala 30 minut za konstantniho napéti 80 V, poté bylo napéti
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zvySeno na 100 V na dalSich 20-30 minut (dokud ¢elo elektroforézy nedosahlo vzdalenosti
pfiblizné jeden centimetr ptfed koncem gelu). Pomoci UV lampy byly vzorky
vizualizovany. Pozadovany PCR produkt, tedy plazmid kodujici kanal hTRPAI
s pozadovanou mutaci, ma velikost piiblizn¢ 10 kDa. PCR produkty s potvrzenym

plazmidem o dané velikosti byly dale vyuzity pro jejich amplifikaci v buiikach E. coli.

3.5.3 Transformace ultrakompetentnich XL.10-Gold bunék E. coli metodou

teplotniho Soku

Plazmidy kodujici hTRPAT se zavedenou mutaci byly z divodu jejich zmnoZeni vneseny
do ultrakompetentnich bun¢k E. coli metodou teplotniho Soku podle upraveného protokolu
,»QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit“. Cely nasledujici postup probihd na
ledu. Buiiky byly rozmrazeny a do vychlazenych mikrozkumavek bylo pipetovano 30 pl
bunécné suspenze a 2 ul B-merkaptoethanolu. Po desetiminutové inkubaci za ob¢asného
promichani smési byly k buiikdm pfidany 2 pul PCR produktu, smés byla promichana
a inkubovana 30 minut. Poté byly mikrozkumavky se smési ponofeny na 45 vtefin do
vodni lazné piedehraté na teplotu 42 °C a nasledné byly pfeneseny na 2 minuty zpét na led.
K bunééné suspenzi s PCR produktem bylo pipetovano 200 pl ,lysogeny broth* (LB)
média predehifatého na 42 °C a tato smés byla inkubovana na rotacnim inkubétoru jednu
hodinu (37 °C, 230 RPM). Poté byl cely objem mikrozkumavky pomoci zakiivené
sklenéné tyc€inky (hokejky) rozetfen na agarovou plotnu pfedehfatou na 37 °C (ampicilin
o findlni koncentraci 100 mg/l), a po vsaknuti byly plotny inkubovany 16 hodin
v pievracené poloze (37 °C, 5% COz) a nasledujici den byly uloZeny do lednice.

Agarové plotny byly predem pripraveny nasledujicim zptisobem — ve 300 ml
destilované vody bylo rozpusténo 1,5 g kvasinkového extraktu, 3 g peptonu a 3 g chloridu
sodného. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (program pro kapaliny, 121 °C, 15 min)
apoté ochlazen na pfiblizné¢ 55 °C. K vychlazenému roztoku bylo pfidano 600 pl
ampicilinu o koncentraci 50 g/l a smés byla rozd€lena do ~12 misek. Tuhé agarové plotny

byly uchovavany v lednici v pievracené poloze.

3.5.4 Amplifikace vybranych kolonii bunék E. coli

Pro zvySeni poctu bunék produkujicich plazmid zahrnujici informaci o pozménéné
sekvenci hTRPA1 byly z agarovych ploten odebrany sterilni plastovou Spickou uniformni

samostatné kolonie. Do 14ml sterilnich zkumavek bylo pipetovano vzdy 6 ml LB média
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s ampicilinem o finalni koncentraci 100 mg/l a do tohoto roztoku byla umisténa Spicka
s odebranou kolonii. Zkumavky byly poté inkubovany 16 hod na rota¢nim inkubatoru pfi

37 °C (230 RPM).
3.5.5 Izolace plazmidové DNA

Izolace plazmidové DNA byla provedena pomoci chemikalii z komeréné dostupného kitu
»High Speed Plasmid Mini Kit“ od firmy Geneaid Biotech (USA) a dle pfilozené¢ho
navodu. Bunécna suspenze ptipravena dle postupu v kapitole 4.5.4 byla centrifugovana
(7 min, 6000% g, 4 °C), supernatant byl odebran, peleta byla resuspendovana v 200 pl PD1
pufru a cely objem byl pfeveden do mikrozkumavky. K roztoku bylo ptidano 200 ul PD2
pufru a obsah byl ihned promichan 10x oto¢enim mikrozkumavky o 180°. Po
dvouminutové inkubaci bylo pfiddno 300 pl PD3 pufru a obsah byl rychle promichan
stejnym zpiisobem jako v piedchozim kroku pro vytvofeni bilé sraZzeniny. Nésledné byly
vzorky centrifugovany tfi minuty (pii pokojové teploté, 13 000x g — plati také pro vSechny
nasledujici kroky), supernatant byl odebran a pifeveden do mikrokolony (PD Column) nad
2ml zkumavku, peleta byla zlikvidovana. Obsah mikrokolon byl centrifugovan 60 s,
retenat byl odstranén a na mikrokolonu bylo naneseno 400 pl W1 pufru. Zkumavky byly
centrifugovany 60 s, retendt byl opét odstranén a mikrozkumavky se centrifugovaly dalsi
tf1 minuty pro odstranéni veskeré piebytecné kapaliny z filtru. Mikrokolony byly umistény
nad zkumavky s tésné uzaviratelnym vickem, do stfedu filtru bylo pipetovano 50 pl
eluéniho pufru, po nasledné dvouminutové inkubaci byly zkumavky dv€ minuty
centrifugovany, mikrokolony byly odstranény a vyslednd koncentrace DNA konstruktu
byla stanovena z hodnoty absorbance stanovené pomoci spektrofotometru NanoDrop 1000
pfi vinové délce 260 nm.

Priméarni sekvence plazmidové DNA a vneseni mutace bylo nasledné ovéteno

pomoci sekvenovani, které provedla firma GATC Biotech, SRN.

3.5.6 Transfekce plazmidu kédujiciho mutantni konstrukty TRPA1 do bunék
HEK293T

Pro elektrofyziologickd méfeni jsou vyuzivany lidské embryonélni buinkky HEK293T (angl.
human embryonic kidney) exprimujici lidsky receptor TRPA1 (hTRPAI). Pfipraveny
plazmid se zavedenou mutaci ¢i plazmid kodujici pfirozeny typ (angl. wild type, WT)
hTRPAT1 byl do HEK293T bun€k vpraven magnetem asistovanou transfekci (angl. magnet-
assisted transfection, MATra) pomoci nanocastic od firmy IBA GmbH. Do zkumavky byla
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pfipravena sm¢s (viz Tabulka €. 4, str. 36) obsahujici 50 pul média Opti-MEM, vhodny
objem komer¢niho transfekéniho ¢inidla MATra (napt. pfi pouziti 600 ng DNA bylo
pouzito 0,7 ul MATra) a do fadné promichané smési média s transfek¢nim ¢inidlem bylo
pridano 400 ng DNA obsahujici sekvenci kodujici pfirozeny typ hTRPAT ¢i pfipraveny
mutantni konstrukt hTRPA1 a 200 ng plazmidu kodujiciho zeleny fluorescencni protein
(angl. green fluorescent protein, GFP, ve vektoru pQBI 25), v ptipad¢ kotransfekce se
zakotvujicim proteinem AKAP79 bylo do smési pfiddino 200 ng DNA koédujici tento
protein ve vektoru pCMV6-XL5. Smés byla inkubovana 20 minut a nasledné byl cely
objem pipetovan do jamky s konfluetné¢ narostlymi HEK293T buikami. Z divodu
transfekce byla jamka s bunkami inkubovana na magnetické desticce 20 minut a po
odstranéni starého média byly bunky oplachnuty jednim mililitrem fosfatového pufru
(PBS) a inkubovany s cca 0,5 ml Versenova roztoku s trypsinem po dobu 2 minut (37 °C,
5% CO2). Uvolnéné buiky byly rozmichany v 0,8 ml 5% fetalniho teleciho séra (FTS)
a 1-2 kapky bunééné suspenze byly ptidany do 2 ml 5% FTS vjamce se sklickem
pokrytym poly-L-lysinem. Takto transfekované bunky byly inkubovany v termostatu
(37°C, 5% CO2) a pro
48 hodin po transfekci, kdy maji buriky na skli¢ku hustotu piiblizné 180 000 bunék-cm™.

elektrofyziologickd méfeni byly vyuzivany 24 az

Tabulka 4: Mnozstvi reakcnich slozek v transfekcni smési
DNA DNA
Opti-MEM DNA GFP MATra
reakce hTRPA1 AKAP79
(D) (ng) (u)
(ng) (ng)
hTRPAI 50 400 - 200 0,7
hTRPA1 +

50 400 200 200 0,9

AKAP79

3.5.7 Elektrofyziologickd méreni

Pro charakterizaci proudové-napétoveé zavislosti HEK293T bunck exprimujicich WT
hTRPA1 ¢i mutantni konstrukt kanadlu hTRPA1 byla vyuZita elektrofyziologicka technika
ter¢ikového zamku (angl. patch-clamp [101]). Tato technika spocivd v méfeni proudu
vyvolaného otevirdnim iontovych kanalii pomoci dvou elektrod — mérné argentchloridové
elektrody, ktera je umisténa ve sklenéné kapilafe obsahujici intracelularni roztok (ICS, viz

kapitola 3.4, str. 30) imitujici prostiedi buiiky, a referencni elektrody, kterd je ponofena v
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extracelularnim roztoku (ECS, viz kapitola 3.4, str. 30) omyvajicim méfené bunky. Extra-
a intracelularni roztok je navrzen tak, aby odpovidal fyziologickému prostfedi bunky
a zaroven obsahoval vSechny komponenty potfebné pro signalizacni drahu, kterd je v
daném experimentu zkoumana.

Bunky jsou umistény na sklicku v misce, ve které je extracelularni roztok
s ponofenou referencni elektrodou. Sklenéné kapilary jsou pfipravovany tak, aby Sitka
jejich usti odpovidala odporu ~5 MOhm v extracelularnim roztoku. Extracelularni roztok
bunky pii méfeni omyva, ¢ehoz je dosazeno pomoci gravitatniho aplikacniho systému
[102]. Ten je tvofen nadobkami s experimentalnimi roztoky, ze kterych vedou teflonové
hadi¢ky do spoleéného svazku sklenénych kapilar, na jehoz Usti je nasazena centralni
sklenéna kapilara. Usti této aplika¢ni kapilary je umisténo obvykle 100 pm od méfené
buiikky. Pomoci aplika¢niho systému je mozno na bunky pfivadét az sedm riznych
experimentalnich roztokd, dostate¢né rychlé vyménovani roztoku je zajiSténo fizenim
systému pomoci digitadlniho pfevodniku (Digidata 1400) a plynulym odséavanim kapaliny
pfibyvajici v misce. Samotné méfeni spoc¢iva v navedeni sklenéné kapilary s mérnou
elektrodou obsahujici ICS k povrchu buriky, kde je mezi Gstim kapilary a plazmatickou
membranou buniky vytvoren odpor v fadu giga ohmt, poté je aplikaci podtlaku membrana
protrzena, ICS se dostava do vnitiniho prostiedi buiiky a po pfiblizné minutové stabilizaci,
kdy dochézi k vyméné roztoku uvnitt buniky za ICS ve sklenéné kapilafe, je na buiku
aplikovano napéti podle definovaného protokolu. Proudové odpovédi jsou zaznamenavany
pomoci zesilovace (Axopatch 200B) a do pocitace pievadény pomoci analogove-
digitalniho prevodniku (Digidata 1400). Zaznamy jsou méfeny prostiednictvim softwaru
pCLAMPI10 sestavajictho z modulu Clampex 10 urceného pro digitalizaci signalu
a generovani membranového potencidlu a modulu Clampfit 10 uréeného pro vysoce

specializovanou analyzu elektrofyziologickych signalt.

3.5.8 Konfokalni mikroskopie

Pro vyhodnoceni miry exprese lidského receptoru TRPAI na plazmatické membrané
HEK293T bungk byla vyuzita konfokalni mikroskopie. Pro tuto metodu byly jeden az dva
dny pted snimanim transfekovany buitky HEK293T lidskym ortologem receptoru TRPA1
(ptirozeny typ hTRPA1 s/bez AKAP79 proteinu nebo mutantni konstrukt hTRPAT1).
V ptipadé konfokéalni mikroskopie byly vyuzity konstrukty hTRPAI, které na svém
C-konci nesou tGFP od firmy Origene v plazmidu pCMV6-AC-GFP (WT-tGFP,
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S602D-tGFP) pro vizualizaci lokalizace kanélu v rdmci buiiky. tGFP je oproti klasickému
GFP izolovan z jiného organismu (planktonovy korys§ Pontellina plumata), ma vysokou
pH-stabilit, rychlou viditelnost a ma mirn¢ odliSné¢ hodnoty excitace a emise [103]. Pro
obarveni membrany byly vyuzity dvé odlisné metody. V jednom piipad¢ byl s hTRPAI
kotransfekovan mCherry protein (mCherry-PH ve vektoru pcDNA3.1, ukotveny na
N-konci delta podjednotky fosfolipazy C), ktery obsahuje doménu vézajici se na
fosfatidylinositol v membran¢. Druhou metodou bylo barveni komeréné dostupnou barvou

CellBrite™ Fix 640 od firmy Biotum (detailni postup v textu této kapitoly na str. 38).

Transfekce
Pro mikroskopii byly HEK293T bunky transfekovany stejnym zplsobem jako pro

elektrofyziologickou techniku patch-clamp, vyjimkou bylo pouziti znaceného hTRPA1
pomoci tGFP a mnozstvi pouzité DNA jednotlivych proteini pro optimalizaci mnoZzstvi
transfekéniho ¢inidla MATra pro jednotlivé reakce (viz Tabulka €. 5, str. 38). Transfekce
byla provedena po optimalizaci dva dny pfed mikroskopickymi experimenty a do misek
s prosklenym dnem (#1.5 odpovida tloustce skla 0,16 — 0,19 mm) o priméru 35 mm. Bylo
pouzito takové mnozstvi suspenze bunck, aby bylo mozné pozorovat jednotlivé buiky
(hustota buncék na sklicku byla srovnatelnd s hustotou buncék potifebnou pro

elektrofyziologickd méfeni — 180 000 bunék-cm™).

Tabulka 5: Schéma mnozstvi DNA pro transfekci a metoda barveni membrany
DNA DNA DNA barveni
reakce
hTRPA1 (ng) | AKAP79 (ng) | mCherry-PH (ng) | CellBrite™ Fix

WT-tGFP 600 - 250 -

WT-tGFP 600 - - ano
WT-tGFP +

400 200 250 -

AKAP79
S602D-tGFP 600 - 250 -
S602D-tGFP 600 - - ano

Barveni

Buiikky, do kterych nebyl vpraven plazmid koédujici mCherry-PH, byly barveny
membranovou barvou CellBrite™ Fix 640 tésné¢ pred mikroskopovanim podle navodu

dodaného firmou Biotum. Z buné€k v miskach bylo odstranéno staré médium a poté byl do
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misek pfidan 1 ml PBS s barvou CellBrite™ Fix 640 v poméru 1ml PBS ku 1 pl dodaného
roztoku barvy. Bunky byly inkubovany 20 min v 37 °C, 5 % CO». Po inkubaci byl roztok
s barvou odstranén a k buitkdm byl pfidan 1 ml 5% FTS v Opti-MEM, ve kterém byly

bunky nasledné pozorovany.

Konfokalni mikroskopie

Experimenty byly provedeny pomoci inverzniho mikroskopu Leica DMi8, pouzity byl
vodni objektiv HC PL APOCS52 63%/1,20 W, hybridni detektor HyD s rozsahem detekce
400-700 nm a detektor snimajici prochazejici svétlo — fotonasobi¢ (TLD). Pro excitaci
GFP (488 nm) byl pouzit argonovy laser, pro excitaci mCherry (586 nm) a CellBrite™ Fix
640 (638 nm) byl pouzit pulzni superkontinualni ,,bily* laser druhé generace WLL2
s rozsahem vlnovych délek 470—-670 nm. Signal GFP byl detekovan v rozsahu 500-560
nm, mCherry-PH v rozsahu 596—700 nm a CellBrite™ Fix 640 v rozsahu 650—700 nm. Pro
snimani zivych bun¢k byl pouzit systém od firmy Oko-Lab s kontrolou teploty H301-T-
UNIT-BL-PLUS (v¢etné ohtivace objektivil), koncentrace CO> (0-20 %) a Oz (1-95 %) —
CO0O2-O2 Unit-BL. Buiiky byly umistény do komtrky H301-K-FRAME vyhtivané na 37 °C
a s obsahem 5 % COa.

Pro pozorovéani byly vybirany GFP-pozitivni bunky, nejlépe samostatné nebo
v minimalnim kontaktu s ostatnimi buiitkami. Snimky byly potfizovany v hloubce 8 nebo 16

bitl a matematicky vyhodnocovany v programu ImageJ 1.5 a SigmaPlot 10.0.

3.5.9 Molekularni modelovani

Molekularni modelovani umoZiiuje ziskat na atomarni urovni informace o dynamickém
chovani biomolekul, coz mize byt pfinosné pro interpretaci vysledkl experimentu a pro
objasnéni mechanismil fungovani slozitych biomolekularnich systém.

Klasické molekuldrné dynamické simulace prezentované v této praci byly provedeny
pomoci softwarového baliku NAMD, ktery umoziuje vypocet tzv. trajektorii pro velké

biomolekularni systémy obklopené vodni obalkou [104].

Pohybové rovnice

Pro vypocet pohybu atomi (trajektorii) vyuzivda NAMD Newtonovu pohybovou rovnici
3 d > > -
MmyTy = —EUtotal(rl,rZ, woty) =F;, a=12..N, (1)
kde m, zna¢i hmotnost atomu a, 7, je jeho pozice, Ui je celkova potencidlni energie,

ktera zavisi na pozici vSech atomt a F je sila pisobici na ¢astici.
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Silové pole (force field)

V simulovaném systému kazdy atom podléhd sile, kterd odpovidéa interakci se zbytkem
syst¢tmu. NAMD vyuziva béznou funkci pro potencidlni energii (tzv. force field), ktera se

sklada z né€kolika slozek

Utotal = Uvazba + Uﬁhel + Udihedral + UvdW + UCoulomb- (2)
Prvni tii ptispevky (tzv. vazebné) jsou charakterizované nasledujicimi rovnicemi
— b
Uvazba = Zvazby i k;}az “ (ri - rOi)Z' (3)
— ihel
Uthet = Zanty i ki (6; — 001)?, “4)

k™"e[1 + cos(n;p; — y)l,my # 0

) 5
kd™he(0; —y)?*n =0, 5

Udihedral = Xdihedral i {

kde Uvazpa piedstavuje energetické prispévky od vSech kovalentnich vazeb v simulovaném
systému, které jsou reprezentované prostfednictvim harmonickych potencidlti. Ugne je
energie prispévkl plynoucich z vychyleni uhlti 8 z rovnovaznych poloh. Jedna se o uhly,
které sviraji dvojice atomu pfipojené kovalentné ke spoleénému tietimu atomu. Uliredral
jsou energetické ptispévky od vSech tzv. dihedralnich (¢i torznich) thld. Jedna se o thly ¢
mezi dvéma kovalentnimi vazbami, které jsou oddélené tieti centralni kovalentni vazbou.
Zbylé dva prispévky (tzv. nevazebné) predstavuji van der Waalsovy interakce (Uyvaw)

a elektrostatické interakce (Ucouioms) popsané rovnicemi

12 6
o o
Upaw = 2i Xj>i 451’;’[(7?) - (r—u) ], (6)
ij ij
9i4q;
Ucoutomp = ZiZj>i 471';01]”1']" (7
kde U,aw je reprezentovana tzv. Lennardovym-Jonesovym (LJ) potencidlem — ry

predstavuje vzdalenost dvou atomul, o; je meziatomova vzdalenost za nulového LJ
potencidlu a g; je hloubka potencidlové jamy. Suma elektrostatickych interakei Ucoutoms j€
vypoctena na zékladé Coulombova zdkona, kde ¢; je ndboj Castice i a g je permitivita

vakua.

Verletuv algoritmus

Pro teSeni Newtonovych pohybovych rovnic se vyuziva tzv. Verletlv algoritmus, ktery lze
odvodit prostfednictvim Taylorova rozvoje polohy castice x vcase ¢ + h

(kde 1 = A¥)

x(t +h) = x(0) + hi(t) + 2 £(0) + 0(h3), )
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kde x je derivace polohy podle ¢asu, tedy rychlost v, a ¥ je druha derivace polohy, tedy
zrychleni a.

Po dosazeni v za x a F/m za ¥ do této rovnice ziskame vztah

2
x(t+h) = x(t) + hv(t) + %F("Tw) +0(h?), 9)
Analogicky postupujeme v piipadé vypoctu rychlosti v, kdy pocatecni rovnice podle

Taylorova rozvoje je
v(t + h) = v(6) + hv(e) + 2 5(0) + 0 (h3), (10)
kde v je prvni derivace rychlosti, tedy zrychleni, a ¥ je druha derivace rychlosti.
Déle rovnici (10) zderivujeme a ziskame
v(t + h) = v(t) + his(t) + 0(h?). (11)

Ekvivalentnimi tipravami dostaneme vyraz
h? .. ho. . 3
() = E(‘U(t +h) — (1)) + 0(h®). (12)
Po dosazeni tohoto ¢lenu do rovnice (10) pak dostaneme
v(t+h) = v(t) + ho(t) + g (ot + h) — v(t)) + O (h3). (13)
Po dosazeni Newtonovy pohybové rovnice vznikne findlni rovnice
v(t+h) =v(t) + % (F(x(t + b)) + F(x(D)) + 0(h3). (14)

Tzv. rychlostni Verletlv algoritmus pak spociva v opakovaném fteSeni rovnic (9)

a(14).

Termostat
Prosté numerické feSeni Newtonovych pohybovych rovnic generuje simulovany systém s
konstantni celkovou energii (NVE). Pfi simulacich molekuldrni dynamiky (MD)
biomolekularnich systémt je vSak zadouci, aby byla zachovana teplota a tlak (NPT
systém). Konstantni teploty je dosazeno tak, Ze je do systému ptidan tzv. termostat, coz

vede k tzv. Langevinoveé rovnici

My =F@) —yv+ /ZV"TBTR(t), (15)

kde M je hmotnost, v je zrychleni, F piedstavuje silu, » je pozice, y je koeficient tfeni, ks je
Boltzmannova konstanta, 7 je teplota a R(t) piedstavuje ¢len ndhodnych sil ptisobicich na
castice. V konecném vysledku dochézi k fluktuaci teploty simulovaného systému okolo

stanovené hodnoty.
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Cytoplazmaticky C-konec

Pro doplnéni nerozliSené¢ho proximalniho C-konce (1007-1030) byl vytvoien homologni

model smycky C-konce pomoci  bioinformatického  portdlu  Swiss-Model

(https://swissmodel.expasy.org/) [105], ktery byl vlozen do struktury (PDB: 3J9P [11].
Poté byla pro metodu molekuldrniho dynamického flexibilniho ,,fitovani* (angl. molecular
dynamics flexible fitting, MDFF) pouzita ptivodni mapa kryoelektronové hustoty (EMBD-
6267). Metoda MDFF umoznila vytvofit strukturu, kde modelovany C-konec zaujima
uspotadani zachycené v mapé elektronové struktury. MDFF bylo provedeno podle
standardniho protokolu, ktery je popsany v souboru ,,MDFF Tutorial“ dostupném na
strance [106]. Nasledné byla pro takto ziskanou strukturu provedena simulace molekularni
dynamiky. Struktura byla vloZena do fosfolipidové dvojvrstvy tvofené 1-palmitoyl-2-
oleoylphosphatidylcholinem (POPC), nasledn¢ solvatovana molekulami vody TIP3P
a ionizovana 0,5M NaCl. Pro MD byl vyuzit softwarovy balik NAMD (angl. nanoscale
molecular dynamics), ktery se vyuziva pro velké proteinové struktury [104]. Pro kontrolu
teploty (285 K) byla vyuzita Langevinova dynamika a pro udrzeni tlaku 0,1 MPa byla
pouzita Langevinova pistovda metoda. Systém byl nejprve minimalizovan, teplota byla
zvySena na 285 K a poté byla vytvofena MD trajektorie o délce 100 ps.

Vysledky tohoto modelovani nejsou soucasti predlozené prace, ale byly publikovany
v ¢lanku, ktery je soucasti prehledu publikaci (Publikace 3).

Vsechny MD v této praci byly provedeny podle vySe popsanych kritérii. Vysledné
trajektorie byly vizualizovany a vyhodnocovany v programu VMD 1.9 [107]. Obréazky pro
diplomovou praci byly vytvoteny v programu Chimera 1.14 [108].

Charakterizace oblasti Ser602

Pro strukturni charakterizaci oblasti Ser602 byly pomoci pluginu ,Mutate residue*
v programu VMD 1.9 vytvotfeny tfi mutantni konstrukty TRPA1 (v rdmci nové struktury
apo-TRPA1 z roku 2020, PDB: 6PQQ) — S602D, S602N a W605A. Pro vSechny tii
struktury byla provedena MD podle vysSe popsaného postupu. Ve vSech ptipadech vznikly
trajektorie o délce 20 ps.

Elektrostaticky potencial TRPAI WT, S602D a p-Ser602
Struktura apo-TRPA1 zroku 2020 (PDB: 6PQQ) byla vyuzita pro charakterizaci

elektrostatického potencialu, ktery byl vytvoren pro WT TRPA1, fosfomimikujici mutaci

S602D (postup popsan v predchozim odstavci) a pro fosforylovany stav na
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aminokyselinovém zbytku Ser602 (struktura p-Ser602). Fosforylovany stav TRPA1 byl
vytvofen v programu VMD 1.9 pomoci pluginu ,,Automatic PSF builder”, za pouziti
prislusného  parametrového souboru (toppar all36 prot na combined.par). Byly
generovany dva fosforylované stavy — monoanion (SP1) a dianion (SP2) fosfoserinu. Pro
ob¢ struktury byla provedena MD (dle stejného postupu jako v predchozich ptipadech)
a vznikly trajektorie o délce 100 ps. Ve vSech ptipadech byl zposledniho snimku
vizualizovan elektrostaticky potencial v programu VMD 1.9 pomoci pluginu ,,PME
Electrostatics®. Vysledné mapy elektrostatického potencialu byly analyzovéany v programu

Chimera 1.14.

3.5.10 Napétova a chemicka aktivace TRPA1

Pomoci elektrofyziologické techniky patch-clamp byly méteny proudové odpovédi kanali
TRPA1 exprimovanych v GFP pozitivnich HEK293T bunikdch. V pocate¢ni sérii
experimentll byla zjiStovana mira senzitizace WT TRPAl pomoci tzv. ,,gap-free*
protokolu, kdy bylo napéti udrzovano na —70 mV a opakovan¢ byl aplikovan neelektrofilni
agonista (karvakrol) po dobu 15 s v minutovych intervalech. Proudové odpovédi byly
zaznamenavany po dobu péti minut (viz Obrazek 11, str. 48).

Ptipravené mutace a WT TRPA1 byly charakterizovany pomoci dvou ruznych
napétovych protokolld: skokové se zvysSujici napétovy protokol urceny pro stanoveni
proudové-napet'ové (I/V) charakteristiky na pocatku (Z/7(0)) a na konci (Z//(180)) snimani.
Pro urceni ¢asového prabéhu amplitudy proudovych odpovédi na zapornych (—100 mV)
a kladnych (+120 mV) membranovych potencialech byl pouzit linedrné se zvySujici
napét'ovy protokol (angl. ramp).

IV protokol: Na buiiku jsou aplikovany skokové proménné napétové pulzy nejprve
poklesem z napéti =70 mV na —80 mV a pak nasledn€ se zvySujici po +20 mV az do
hodnoty +140 mV. Aplikovano bylo celkem 12 pulzi trvajicich 100 ms vZzdy po 500 ms
(viz Obrazek 8A, str. 44).

Ramp protokol: Protokol spociva v aplikaci linedrné¢ se zvySujicitho napéti
z hodnoty —100 mV na hodnotu +120 mV rychlosti 1 V/s. Tento protokol je aplikovan
opakované kazdych 5 vtefin po dobu az tfi minut (tfi minuty v pfipadé¢ napétové
charakterizace, jedna minuta v piipadé aplikace agonisty, viz niZe) (viz Obrazek 8B, str.

44). Mezi jednotlivymi pulzy je bunika udrZzovana na membranovém potencidlu =70 mV.
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Obrazek 8: Proudove-napétové protokoly pouzité pro elektrofyziologickou charakterizaci kandalu TRPAI —
A) I/V protokol a B) ramp protokol.

V ptipad¢ chemické aktivace byly pouzity dva rizni agonisté — 100uM AITC
(elektrofilni aktivator) nebo 50uM karvakrol (neelektrofilni aktivator) — za soucasné
napétové stimulace protokolem (B) (viz Obrazek 8B, str. 44). Tticet sekund byl aplikovan
kontrolni extracelularni roztok (ECS), poté byl na dvacet az tficet sekund aplikovan
agonista a nasledné byl tficet az Ctyficet sekund aplikovén kontrolni (ECS) roztok (viz

Obrézek 18B, str. 59).

3.5.11 Vyhodnocovani dat z elektrofyziologickych a mikroskopickych méreni

Hodnoceni zaznamui a statistické vvhodnocovani elektrofyziologickych dat

VSechny elektrofyziologické zaznamy byly vyhodnocovany v programu Clampfit 10
a nasledné v programu SigmaPlot 10.0, ve kterém byla provedena také statisticka analyza
a graficka reprezentace vysledki.

V ptipadé charakterizace vnitini senzitizace WT TRPAI1 byly v ramci ,,gap-free*
protokolu vypocitany primérné odpoveédi na aplikaci agonisty a porovndvéana byla tfeti
a pata odpovéd’ na modulator.

Ze zaznamu I/V protokolu byla vytvotena tzv. I/V proudové-napétova zavislost, pro
niz byla odecitana primérna hodnota proudové odpovédi na konci pulzu (95-99 ms), kdy
se aktivita kanadlu TRPAT1 dostava do rovnovazného stavu (viz Obrazek 9A, str. 45). Tyto
primérné proudové odpovédi byly vyneseny v zavislosti na vloZeném napéti a z tohoto
grafu byla odhadnuta hodnota reverzniho potencidlu V.., coZ je hodnota membranového
potencialu, pii které se meni polarita proudové odpovédi. Amplituda proudovych odpoveédi
se nasledné vydeli ptislusSnym potencidlem zmensenym o hodnotu Ve (V-Viey). Timto

zpisobem je ziskdna zavislost vodivosti na vlozeném napéti (tzv. G/V zavislost). Pro
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porovnani dat v Obrazku 12, str. 49 byla hodnota proudovych odpovédi vydélena
odpovidajici kapacitou bunky, ¢imz byla ziskdna hodnota tzv. proudové hustoty
v zavislosti na vlozeném napéti.

Ze zaznami ziskanych protokolem (B) byly odecitany primérné hodnoty
proudovych odpovédi na —100 mV a +120 mV (viz Obrazek 9B, str. 45) a odectené
hodnoty proudt byly vyneseny v zavislosti na Case. V piipad¢ aplikace agonisty byly
porovnavany hodnoty pted aplikaci agonisty a primérna odpovéd v pribéhu aplikace
agonisty (viz Obrazek 18, str. 59).

A B
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Obrazek 9: Priklady zdznamii proudovych odpovedi WT TRPAI. A) Z1/V charakteristiky se odecita
priimérnd proudova odpovéd’ na konci pulzu (modry obdélnik). Cervend tecka zobrazuje proudovou odpovéd
na +120 mV, kterou je mozné porovnat s odpovédi ze zdznamu linedrniho protokolu. B) Z linedrniho
protokolu se odecitd priimérna proudova odpoved na —100 mV a na +120 mV (modré obdélniky).

Konfokalni mikroskopie

Na konfokalnim mikroskopu byly snimany tGFP pozitivni bunky, které byly
kotransfekovany s mCherry-PH proteinem, nebo byly obarveny tésné pfed zobrazenim
membranové specifickou barvou CellBrite™ Fix 640. Obrazky byly pofizeny v rozliSeni
1024x1024 pixelt (v barevné hloubce 8 nebo 16 bitll) a mira exprese proteinu TRPA1
(WT, mutace nebo kotransfekce s AKAP79) byla vyhodnocena pomoci programu ImageJ
1.5 a SigmaPlot 10.0.

V programu ImageJ 1.5byl vyuzit zasuvny modul ,,Colocalization Finder* pro urceni
kolokalizace TRPA1-tGFP (znaceny zelen¢) a membrany (znacend Cerven¢). Body, ve
kterych byla pfitomna Cervena i zelena barva jsou pomoci tohoto modulu oznaceny bile.

Druhy pftistup, kterého bylo vyuzito pro stanoveni miry exprese, bylo uréeni maxima
intenzity dané barvy v oblasti membrany. V ptipadé mCherry-PH a membranové barvy

CellBrite™ Fix 640 je membrdna oznacena Cervené¢ a TRPAI1-tGFP znafen zelené.
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V obdélnikovém prifezu buiikou jsou v programu ImageJ 1.5 vybrany hodnoty intenzit
cervené a zelené barvy a v programu SigmaPlot 10.0 jsou tyto hodnoty dany do grafické

zavislosti.
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4.Vysledky

4.1 Vysledky sekvenovani plazmida pripravenych pomoci

PCR

Plazmidy, které byly piipraveny pomoci PCR, byly sekvenovany firmou GATC Biotech
avysledky byly analyzovany v programu BioEdit. Nejprve byla vyhodnocena Cistota
izolované DNA (viz Obrazek 10, str. 47). Sekvenovana ¢ast plazmidu byla porovnana
s templatem a na misté vlozené mutace bylo ovéteno, zda novda DNA obsahuje pozadovany
triplet koédujici novou aminokyselinu. VSechny pouzit¢ DNA neobsahovaly Zadnou
necistotu a v primarni sekvenci byla ovétena pritomnost spravného tripletu.

hTRPA1

600 605

Thr lle lle Arg Asp Lys Arg Trp
ACGIATCIATCIAGG GACIAAAIJAG AT G G

Obrazek 10: Oveéreni zavedené mutace do primarni sekvence receptoru hTRPAI. OranzZovy ramecek
obsahuje triplet GAC kodujici aspartdt v sekvenci mutantniho konstruktu S602D.

4.2 Senzitizace kanalu TRPA1

V pocatecnich experimentech byly zjiStovany parametry chemické aktivace TRPAI
pomoci tzv. ,,gap-free* stimulacniho protokolu a byla vyhodnocovana mira senzitizace tak,
aby pfi vysledném optimalizovaném protokolu dochazelo k co nejmensimu zvySovani
proudovych odpovédi rekombinantniho kanalu pii opakované aplikaci agonisty.

V ptipad€ chemické aktivace neelektrofilnim agonistou (50uM karvakrol) se zvysila
primérnd proudova odpovéd WT TRPA1 na —70 mV z -739,9 + 176,8 pA (prvni aplikace
agonisty) na —1266,6 + 478,7 pA (paté aplikace agonisty) u n = 7 bunék (viz Obrazek 11,
str. 48).
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Abychom minimalizovali miru senzitizace kandlu TRPAI1, ke které dochazi
v pripad¢ chemické aktivace, byly pro charakterizaci TRPA1 a jeho konstruktd navrzeny

a optimalizovany napét'ové protokoly popsané v kapitole 3.5.10 na stran¢ 43.

A B
TRPA1 WT Cas (min)

karvakrol — - — — —_

eoo;;AL ;l[) % j‘L

G ¢

Obrazek 11: Chemicka aktivace WT TRPAI. A) Reprezentativni zaznam membranovych proudii vyvolanych
chemickou aktivaci WT kandlu TRPAI. Kazdou minutu byl aplikovan neelektrofilni agonista (50uM
karvakrol, horizontalni ¢ary nad zaznamem) po dobu 15 vterin a odpovédi byly zaznamenavany pét minut. B)
Graf prumérnych proudovych odpovédi (n = 7) na chemickou aktivaci 50uM karvakrolem (primeérné
hodnoty znazornény jako bilé symboly a SEM jako vertikalni usecky).

4.3 Vliv pritomnosti AKAP zakotvujiciho proteinu na

funkci TRPA1

Pro fosforylaci TRPA1 je nutna pfitomnost zakotvujiciho proteinu AKAP79, ktery na sebe
vaze PKA, PKC a kalcineurin. Elektrofyziologickou technikou patch-clamp byl pomoci
optimalizovanych napétovych protokoli zjistovan ucinek AKAP79 na aktivitu WT
TRPAL. Bylo zjisténo, Zze v HEK293T bunkach exprimujicich WT TRPAI se pfi
opakované stimulaci linedrnim nap&fovym protokolem statisticky vyznamné zvySuje
proudové hustota odpovédi na kladnych 1 zapornych potencidlech (viz Obrazek 12A, str.
14) — na —100 mV dochézi ke zvyseni z —6,5 £ 1,4 pA/pF na —11,6 = 2,8 pA/pF (parovy t-
test, P < 0,001; n = 17) a na +120 mV se proudové hustota odpovédi zvySuje ze 152,0 +
13,8 pA/pF na 164,7 = 13,8 pA/pF (parovy t-test, P = 0,034; n = 17). V piipad¢ koexprese
WT TRPA1 s AKAP79 se na zapornych potencidlech (=100 mV) proudové hustoty
odpovédi nelisily od WT TRPA1 (-10,3 + 3,2 pA/pF a —13,6 = 4,0 pA/pF; parovy t-test, P
= 0,159; n = 16). Na kladnych membranovych potencidlech (+120 mV) se proudové
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hustoty odpovédi statisticky vyznamné zvysily ze 152,4 + 25,4 pA/pF na 1934 +
33,7 pA/pF (péarovy t-test, P = 0,001; n = 16). Jako kontrola byly méfeny proudové
odpoveédi HEK293T bunék exprimujicich AKAP79 a kontrolni plazmid, pficemz namétené
proudové hustoty se ukazaly jako statisticky vyznamné nizsi, nez hodnoty pro WT ¢i WT
AKAP79 (priblizné o tad), a tudiz neptispivaji ke zvySovani proudové hustoty odpoveédi
TRPAL pfi koexpresi s AKAP79 (viz Obrazek 12A, str. 49).

Pro WT TRPA1 a WT TRPA1 + AKAP79 byly ze zdznami membranovych proudt
vyvolanych aplikaci I/V protokolu na pocatku méfeni a po tiech minutach snimani
vypocitany zavislosti vodivosti na vlozeném napéti (viz Obrazek 12B, str. 49). Pro oba
experimenty byly statisticky porovnany hodnoty vodivosti na zapornych a kladnych
membranovych potencialech. Po tfech minutach zdznamu se statisticky vyznamné zvysila
vodivost jen v pfipadé WT TRPAI na zapornych potencidlech (z 0,9 + 0,2 nS na 1,6 £
0,3 nS na —60 mV; parovy t-test, P = 0,019; n = 12), zatimco u WT TRPA1 + AKAP79 se

vodivost statisticky vyznamné nezvysila (2,0 = 0,6 nS a 2,2 + 0,7 nS; parovy t-test, P =

0,840; n=9).
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Obrazek 12: Charakterizace proudovych odpovédi WT TRPAI a WT TRPAI v pritomnosti AKAP79. A)
V pripadé ramp protokolu (schéma zobrazeno v horni casti obrazku 124) doslo u WT TRPAI v pritomnosti
AKAP79 (zelené symboly, vertikalni usecky vyznacuji hodnoty SEM) oproti WT TRPAI (bilé symboly) ke
statisticky vyznamnému zvySeni na kladnych i zapornych potencidlech. B) Z hodnot I/V zavislosti (vyobrazen
nad grafy) byla vytvorena zavislost vodivosti G (nS) na vilozeném napéti pro samotny TRPAI
a koexprimovany TRPAI s proteinem AKAP79. V pritomnosti AKAP79 doslo ke statisticky vyznamnému
zvySeni vodivosti na zapornych membranovych potencialech.
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4.4 Vybér potencialnich fosforylacnich mist TRPA1

Tradi¢ni pfistupy vyuzivané k predikci fosforyla¢nich mist v rdmci aminokyselinové
sekvence proteinti vychazeji z predpokladu, Ze mista potencialni fosforylace jsou zcela
nezbytnd pro funk¢nost proteinu, a proto se zaméiuji pouze na evoluéné vysoce
konzervované aminokyselinové zbytky. Takovym zplsobem bylo jinymi skupinami jiz
diive navrzeno a charakterizovano n¢kolik rezidui mysiho TRPA1 [93, 109]. Jiné studie
vSak davaji vyskyt potencidlnich fosforylatni mist do souvislosti s fenotypovymi
mezidruhovymi rozdily, jejichz pfi¢inou muze byt specifickd funkce proteinu zptisobena
fosforylaci u jednoho z porovnavanych druht [88]. Divodem k t€émto zménadm v ramci
primarni sekvence proteinu muize byt zjisténi, Ze se evolu¢né snadnéji ptizptsobi cilovy
protein nez kinasa, kterd je evolu¢né¢ konzervovanéjsi z divodu Siroké substratoveé
specifity.

V této préaci jsme zvolili ptistup predikce fosforylacnich mist lidského TRPAI
v oblastech bohatych na jednonukleotidové polymorfismy (angl. single-nucleotide
polymorphism, SNP), které by mohly byt pfi¢inou zmény specifity kinasy pro dana
rezidua, a tim byt pficinou fenotypovych projevii téchto SNP. Pro vybér potencialnich
fosforylacnich mist byla vyuzita nasledujici kritéria: potencidlni fosforylacni misto je
predikovano nejméné dvéma ze tii pouzitych predikénich programt (GPS 5.0 [110],
NetPhos 3.1 [111], NetPhorest 2.1 [112]) a vyskytuje se v oblasti bohat¢ na SNP (viz
Obréazek 13B, str. 52). Vysledek predikce pomoci pocitatovych algoritmi je shrnut
v Tabulce 6 (str. 51).

Jednim z vyuzitych predikénich programia je GPS 5.0 [110], ktery urcuje
pravdépodobnost fosforylace na zéklad¢ hypotézy, Zze podobné kratké peptidy budou mit
podobné biochemické vlastnosti. Pti analyze byla pro predikci zvolena PKC a prahova
hodnota byla nastavena na ,,medium* (coz odpovida Sesti procentliim piipustnych falesné
pozitivnich vysledk).

Druhym zvolenym programem je NetPhos 3.1 [111], ktery vyuziva jiz znamych
fosforylacnich mist, ktera jsou zahrnuta do sekven¢niho loga, ze kterého se pak vypocitava
pravdépodobnost fosforylace dané sekvence pro serin, threonin a tyrosin kinasy. Hodnoty
skore jsou udavany v rozsahu 0—1 (0 — nulova pravdépodobnost fosforylace; 1 — nejvyssi
pravdépodobnost fosforylace). Pro tuto diplomovou praci byla zvolena prahova hodnota

skore 0,5.
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Tretim programem je NetPhorest 2.1 [112], ktery vyuziva databazi konsenzuélnich
sekvencnich motivl pro tyrosin, serin a threonin kinasy. Stejné jako v pfipad¢ programu
NetPhos 3.1 je predikce vyhodnocovéana v hodnotach skore 0—1 (viz ptedchozi odstavec)
a prahova hodnota byla pro analyzu nastavena na 0,5.

Obrazek 13A (str. 52) ukazuje schématické znazornéni TRPA1 podjednotky
s vyznacenymi aminokyselinovymi zbytky, které byly na zaklad¢ vySe zminénych kritérii

vybrany, spolu s vyskytem okolnich SNP.

Tabulka 6: Vysledky predikci potencialnich fosforylacnich mist lidského TRPAI pomoci predikcnich
serverit a hodnoty skore pro predikované kinasy
GPS 5.0 NetPhos 3.1 NetPhorest 2.1
kinasa skore cut-off | Kinasa skore kinasa skore
PKC 0,793
Ser443 PKC 4,2 1,8 PKC 0,29
nesp. 0,780
4.4 2,1 PKC | 0,679
Ser602 PKC PKC 0,35
15,5 15,4 nesp. 0,520
nesp. 0,621
Tyr670 PKC 9,0 8,7 PKC 0,21
PKC 0,603
Tyr673 - nesp. 0,534 CDK 0,19
nesp. 0,902
Ser1002 PKC 113,9 104,6 -
PKC 0,603
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Obrazek 13: Vybrana potencialni fosforylacni mista lidského TRPAI (hTRPAI). A) Schematické zndzornéni
podjednotky kandlu TRPAI s vybranymi potencidalnimi fosforylacnimi misty (Cervené znaky). B)
Aminokyselinova sekvence hTRPAI v mistech predikovanych fosforylacnich mist (vyznacena Ccervené).
Oblasti vybranych aminokyselinovych zbytkii jsou bohaté na SNP (modré zvyraznéni).

4.5 Proudové-napétova  charakterizace  potencialnich

fosforylacnich mist TRPA1

Vybrana potencialni fosforylacni mista TRPA1 vyobrazena na podjednotce TRPA1 na
Obrazku 13A (str. 52), ktera byla vybrana na zakladé¢ predikénich programi (viz pfedchozi
kapitola, str. 50), byla pomoci SDM (angl. site-directed mutagenesis) zménéna na
fosfomimikujici mutaci, nebo fosforylaci branici mutaci, nebo pozitivni naboj fixujici
mutaci a tyto konstrukty byly charakterizovany pomoci elektrofyziologické techniky
patch-clamp, konkrétn€ pomoci dvou optimalizovanych napétovych protokoli (viz
Obrazek 8A a B, str. 44). Reprezentativni proudova odpovéd’ na linedrni napétovy
protokol WT TRPAI1 je vyobrazena na Obrizku 14A (str. 53). Casova zavislost
proudovych odpovédi WT TRPA1 normalizovanych na prvni odpovéd’ je vyobrazena na

Obrazku 14B (str. 53). Pro vyhodnoceni WT a mutanti TRPA1 byly odecitany hodnoty
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proudovych odpovédi na +120 mV vyvolané prvnim napétovym pulzem (viz Obrazek
14C, str. 53). Statisticky vyznamna zména amplitudy proudovych odpovédi vici WT
TRPAT byla pozorovana v piipadé fosfomimikujiciho mutantu S602D (Studenttiv t-test,
P < 0,001; n = 9) a S1002D (Studentiiv t-test, P = 0,039; n = 5), zatimco mutace
znemoznujici fosforylaci téchto aminokyselinovych zbytkii S602G (Studentiiv t-test, P =
0,768; n = 10) a S1002A (Studentlv t-test, P = 0,281; n = 10) nebyly statisticky vyznamné
odlisné od WT TRPAI.
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Obrazek 14: Charakterizace potencidlnich fosforylacnich mist TRPA1 pomoci elektrofyziologické techniky
patch-clamp. A) Konkrétni odpoved WT TRPAI na ramp napétovy protokol, ze kterého jsou odecitany
hodnoty na +120 mV (Sipka). B) Casovd zavislost normalizovanych proudovych odpovédi WT TRPAI (n =
23) na +120 mV. Primérné odpovédi vSech bunék exprimujicich WT TRPAI jsou vyobrazeny bilymi symboly.
C) Porovnani prvnich odpovedi na linearni napétovy stimulacni protokol pro jednotlivé fosfomimikujici
a fosforylaci zabranujici mutace vici WT TRPAI. Statisticky vyznamné odlisné mutace jsou oznaceny
cervenou hvezdickou (S602D, P < 0,001; S1002D, P = 0,039).
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4.6 Molekularni modelovani - charakterizace oblasti

Ser602

Elektrostaticky potencidl

Mapy elektrostatického potencialu pro WT TRPA1, S602D a pro fosforylovany receptor
TRPAI, p-Ser602, byly vyobrazeny a analyzovany v programu Chimera 1.14. V piipadé
mutace S602D doslo v porovnani s WT k vyraznému snizeni kladného elektrostatického
potencidlu v oblasti Ser602 (viz Obrazek 15A, str. 54). Pro porovnani byly simulovany:
fosforylovana  struktura ~ TRPA1 na  aminokyselinovém  zbytku  Ser602
(p-Ser602) a aspartat na pozici 602 jako fosfomimikujici aminokyselina. Kladny
elektrostaticky potencial v oblasti Ser602 pro mutaci S602D a fosforylovany stav vykazuji
podobny efekt z hlediska rozlozeni elektrostatického potencidlu v okoli pozice 602 (viz

Obrazek 15B, str. 54).

p-Ser602

Obrazek 15: Struktura TRPAI (PDB: 3J9P) a mapy elektrostatického potencialu pro WT, S602D a p-Ser602.
A) Srovnani zmény elektrostatického potencidalu mezi WT TRPAI a S602D — zaporny potencidl je vyznacen
Cervene, kladny potencidl je vyznacen modre. B) Struktura TRPAI S602D a p-Ser602 s odpovidajicimi
mapami elektrostatického potencialu (modra) spolu s elektrostatickym potencialem WT TRPAI (modra
mrizka).

4.7 Exprese variant TRPA1 na plazmatické membrané

Pomoci konfokdlni mikroskopie byla sledovana exprese variant lidského
TRPA1-tGFP receptoru na membrandich HEK293T bunék. Byla porovnavéana exprese
TRPA1-tGFP v ptitomnosti AKAP79 a exprese S602D-tGFP viici WT TRPA1-tGFP (viz
Obrazek 16A-C, str. 56). U péti bunék mutantu S602D byl pozorovan podobny profil
intenzity fluorescence tGFP vic¢i barvé CellBrite™ Fix 640, kterou byla oznaena

membrana buiiky, jako u WT TRPA1-tGFP (n = 9). Pfitomnost AKAP79 (n = 7) méla na

54



vSech snimanych bunikach za nasledek ptesnéjSi prekryv lokalnich maxim fluorescence
tGFP a CellBrite™ Fix 640.

Na Obrazku 17 (str. 57) je porovnani dvou metod znaceni membrany HEK293T
bunék exprimujicich TRPA1-tGFP. Buné€k barvenych specifickou membranovou barvou
CellBrite™ Fix 640 bylo sniméano devét a buniky exprimujici spolu s TRPA1-tGFP protein
mCherry-PH byly snimany ¢tyti. Ukdzalo se, ze znaCeni membrany barvou CellBrite™ Fix
640 je nevyhodné z ditvodu obarveni vSech bunék v zorném poli. Vyhodou koexprese
s mCherry-PH je naproti tomu selektivni znafeni pouze pozitivné transfekované bunky
exprimujici sledovany protein. V piipadé barveni CellBrite™ Fix 640 je intenzita
fluorescence mnohem vyraznéjsi nez v pripadé koexprese s mCherry-PH, kdy se znatelné

zvySuje signdl v ramci celé bunky.
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Obrazek 16: Sledovani exprese variant TRPAI1-tGFP receptoru pomoci konfokalni mikroskopie. A) Exprese
WT TRPAI-tGFP (zelena), B) WT TRPAI-tGFP v pritomnosti AKAP79 proteinu a C) mutantu S602D-tGFP
v HEK293T bunikdach. Ve vsSech pripadech byla cytoplazmaticka membrana znacena specifickou barvou
CellBrite™ Fix 640 (Cervena). Grafy zobrazuji intenzitu fluorescence obou fluoroforii na privezu bunky
(Zluty obdélnik). Snimky byly analyzovany v programu ImageJ 1.5 a SigmaPlot 10.0.
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Obrdzek 17: Porovnani dvou metod barveni cytoplazmatické membrany HEK 293T bunék. A) Buiky
exprimujici WT TRPAI-tGFP (zelenad) jsou barveny specifickou membranovou barvou CellBrite™ Fix 640
(Cervenad) a v B) je receptor exprimovan spolu s mCherry-PH (Cervena). V obou pripadech je zobrazena
kolokalizace (bila) tGFP a mCherry-PH nebo CellBrite™ Fix 640 pomoci pluginu ,, Colocalization Finder*
v programu ImageJ 1.5. C) Grafy zobrazuji intenzitu fluorescence obou fluoroforii na prirezu bunky (Zluty
obdélnik).
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4.8 Proudové-napétova charakterizace funkcnich zamén
aminokyselinovych zbytki z oblasti Ser602
v pritomnosti agonisti

Mutace aminokyselin v oblasti Ser602 (Lys603, Arg604 a Trp605, vyobrazeny v ramci
struktury na Obrazku 18A, str. 59) byly charakterizovany pomoci dvou riznych
napétovych protokoli v pfitomnosti agonisty kandlu TRPA1 — AITC (elektrofilni
agonista) a karvakrol (neelektrofilni agonista). Z linedrniho napétového protokolu byly
odecitany hodnoty na —100 a +120 mV (viz Obrazek 18B, str. 59) a pro porovnani mutaci
vicéi WT TRPAT byla odecitdna praimérnd hodnota Sesti po sob¢é nasledujicich proudovych
odpovédi snimanych v kontrolnim roztoku a primérna hodnota ¢tyf proudovych odpoveédi
v pfitomnosti agonisty na —100 mV a +120 mV. Na Obrazku 18C (str. 59) jsou vyobrazeny
odpovédi mutovanych konstrukti a WT TRPA1 v ECS (kontrola) a v pfitomnosti agonisty
(AITC, karvakrol). V kontrole byla statisticky vyznamné¢ odlisnd odpovéd’ na +120 mV
u S602D (Studenttv t-test, P = 0,006; n = 5), S602D/K603A (Studentiv t-test, P < 0,001;
n= 10) a S602D/R604A (P < 0,001; n = 7). Na —100 mV byla proudova odpoved
statisticky vyznamné odlisna u konstrukti S602D/K603A (Studentiv t-test, P = 0,004; n =
10) a S602D/R604A (Studentiv t-test, P = 0,021; n = 7). V ptipad¢ aplikace AITC doslo
ke statisticky vyznamné zméné proudovych odpovédi na +120 mV u konstrukt
S602D/K603A (Studentiv t-test, P = 0,008; n = 5) a S602D/R604A (Studenttv t-test, P =
0,039; n = 3) a na —100 mV u S602D/K603A (Studentiv t-test, P = 0,008; n = 5). Pii
aplikaci neelektrofilniho agonisty karvakrolu byly statisticky vyznamné odlisné odpovédi
na +120 mV i +100 mV v piipadé S602D (Studentiv t-test, P = 0,002/P = 0,039; n = 3),
konstruktd S602D/K603A (Studenttv t-test, P = 0,036/P = 0,036, n = 5), S602D/R604A
(Studenttiv t-test, P < 0,001/P = 0,002; n = 4) a W605A (Studentiv t-test, P = 0,006/P =
0,006; n=5).
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Obrazek 18: Charakterizace okoli Ser602 v pritomnosti agonistii. A) Strukturni vyobrazeni oblasti Ser602 na
podjednotce TRPAI (PDB: 3J9P). Barevné jsou vyobrazeny postranni retézce charakterizovanych
aminokyselin. B) Proudové odpovédi jsou odecitany na —100 mV a +120 mV (Sedé pruhy). Na prvnim grafu
je vyobrazena konkrétni proudova odpovéd v kontrole (ECS, Cernd cara) a v agonistovi (modra ¢ara). Druhy
graf vyobrazuje casovou zavislost proudovych odpovédi. Nad grafem je vyobrazena aplikace ECS a agonisty.
Pro vyhodnoceni jsou odecitany priumérné hodnoty proudovych odpovédi pred aplikaci a v pribéhu aplikace
agonisty (cerné Sipky). C) Proudové odpovedi vsech analyzovanych mutaci a WT TRPAI na +120 a —100 mV
v kontrole (ECS, bily graf) a v pitomnosti agonisty (AITC, cerveny graf: karvakrol, modry graf). Cervené
hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné mutace viici WT TRPAI.
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5. Diskuze

Fosforylace je jednou ze zékladnich posttransla¢nich modifikaci ovlivitujicich funkci celé
fady proteinti. V pfipadé TRPA1 bylo publikovano nékolik studii, ve kterych byly
popisovany experimenty, jejichz cilem bylo nalézt konkrétni kinasy pusobici na tento
receptor a aminokyselinové zbytky modifikované fosforylaci [93, 109, 113, 114]. Studium
mechanizmii fosforylace TRPA1 vSak neni pfimocaré, jelikoz iontovy kandl se pfi
opakované nebo déletrvajici aktivaci senzitizuje a tento d¢j je dan vlastnostmi samotného
proteinu. Tato senzitizace (neboli postupné zvySovani proudovych odpovédi pii opakované
nebo déletrvajici aplikaci aktivatoru) miize byt chybné interpretovana jako ucinek
fosforylace. V pocatecni fazi experimentli jsme ovéfovali miru senzitizace pomoci ,,gap-
free* protokolu pii opakované aktivaci karvakrolem. Zjistili jsme, Ze senzitizace je natolik
vyznamnd, ze by prevysSovala ocekavany ucinek modifikace receptoru fosforylaci. Proto
jsme na zaklad¢ diive publikovanych dat zvolili pro aktivaci receptoru napét'ovy protokol,
ktery mél mit minimdalni vliv na zvySovani proudovych odpovédi TRPA1 [109]. I pfesto,
ze ulinek nebyl tak vyrazny jako v ptipad¢ agonisty karvakrolu, v rozporu s uvedenou
studii jsme senzitizaci zaznamenali, a to piedev§im na kladnych membranovych
potencialech.

Z literatury je znamo, ze TRPAI potiebuje ke své modulaci fosforylaci pfitomnost
AKAP79 zakotvujiciho proteinu, ktery na svém povrchu zakotvuje PKA, PKC a fosfatasu
kalcineurin v blizkosti cilovych substrati [93]. Jaky vliv ma samotny AKAP79 na aktivitu
TRPAT1 vSak doposud popsano nebylo. Pro studium fosforylace TRPA1 prostiednictvim
PKA nebo PKC bylo nutné provést sérii kontrolnich pokustli, ve kterych jsme zjiStovali
vliv. AKAP79 na aktivitu TRPAI1. Ptekvapivé jsme zjistili, Ze ptitomnost AKAP79
ovliviiuyje aktivitu TRPA1 na kladnych 1 zapornych potencidlech: na +120 mV dochézi
k postupnému zvySovani proudovych odpovédi vici kontrole a na —100 mV je zvySena
bazalni hodnota proudovych odpovédi, které jiz nemaji tendenci se dale zvysovat, jako je
tomu v pfipadé WT TRPA1 bez pfitomnosti AKAP79. Nasi hypotézou je, ze ucinek
AKAP79 miize byt zpiisoben: a) ptimou interakci TRPA1 s AKAP79, b) zvySenou bazalni
fosforylaci TRPA1 (prostfednictvim endogenni PKA nebo PKC), nebo c¢) zvySenim

povrchové exprese TRPA1 na cytoplazmatické membrané.
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Receptor TRPA1 obsahuje vice mist regulovanych kinasami — konkrétné byla
studovana regulace cyklin-dependentni kinasou 5 (Cdk5) [113, 114], PKA [93, 109] a PKC
[93]. Rizné skupiny zabyvajici se fosforylaci TRPAI postupovaly pii vybéru
potencialnich fosforylacnich mist odlisn€. Ve studii zabyvajici se fosforylaci PKA a PKC
[93], kde také autofi potvrdili nutnost piitomnosti AKAP79 pro fosforylaci témito
kinasami, byly potencialni fosforylované aminokyselinové zbytky vybrany na zékladé tii
predikénich server: pkaPS, NetPhosK1.0, KinasePhos2.0. Druhym atributem, ktery
musela potencialni fosforyla¢ni mista spliiovat, byla neménnost daného rezidua u lidského,
mysiho a potkaniho ortologu TRPAI1. Pro fosforylaci PKC byly vytypovany
aminokyseliny Ser87, Serl179, Ser318 a Ser1101 (Cislovano podle sekvence proteinu
zmysi) a statisticky vyznamné zmény poskytla mutace S87A, kterd nevykazovala
odpovédi na 8-Br-cAMP (aktivator PKA). V pfipadé PKC byly vybrany aminokyseliny
Ser119, Tyr281, Serd41, Serd55, Tyr529 a Tyr536 pticemz mutace S119A, T281A
a T529A zrusily citlivost TRPA1 na PKC aktivator forbol-12,13-dibutyrat. Experimenty
byly vSak provadény v roztocich obsahujicich kalciové ionty (mutace byly zkoumany
metodou ,,calcium imaging®) a je tedy mozné, Ze vysledky ovliviiuje také pisobeni Ca*" na
TRPAI.

Dalsi laboratof, kterd se snazila nalézt rezidua zodpovédna za fosforylaci TRPAI
pomoci PKA, pouzila pro vybér aminokyselin pouze fadu predikénich serverti — GPS2.1.1,
NetPhosK, ScanSite 3, pkaPS a KinasePhos 2.0 [109]. Pomoci elektrofyziologickych
metod (opét v piitomnosti Ca®") autofi identifikovali Ser86, Ser317, Ser428 a Ser972 jako
fosforylacni mista pro PKA. AvSak fada z vySe zminénych potencialnich fosforylacnich
mist nebyla dana do strukturni souvislosti a naptiklad Ser972, urceny jako fosforyla¢ni
misto pro PKA, je zanofen hluboko ve struktufe v ramci ,,TRP-like* helixu, a je tedy
nepravdépodobné, Ze by toto misto bylo pro jakoukoliv kinasu pfistupné. Obé tyto prace
byly publikovany v pocatecni fazi nasich experimentl, coz potvrdilo aktualnost studované
problematiky. V nasem ptipad¢ jsme se zaméfili na takova fosforylaéni mista, kterd splituji
nasledujici pozadavky: mista jsou predikovana minimalné dvéma pouzitymi predikénimi
servery (GPS 5.0, NetPhos 3.1, NetPhorest 2.1) a zdroven se vyskytuji v oblasti bohaté na
SNP. Zarovenn byly aminokyseliny vybirany tak, aby byly v ramci struktury proteinu
TRPAT na povrchu, a tedy ptistupné pro kinasy.

Vysledkem téchto zvolenych parametri byly aminokyseliny Ser443, Ser602, Tyr670,

Tyr673 a Serl1002, pficemz nekteré z téchto aminokyselin se vyskytuji na nerozliSenych
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flexibilnich raménkach, kterd mohou hrat vyznamnou roli v pfevodu signalu (Tyr670,
Tyr673). Serin 1002 se nachazi v misté prechodu antiparalelné¢ usporadanych [-listil
a flexibilniho strukturné nerozliSené¢ho raménka C-konce. V této oblasti se také nachazi
vyznamné vazebné misto kalmodulinu na TRPAI1, ktery spolu s Ca*" podle prace Hasana
a spoluautord [59] vyznamné ovliviiuje funkci TRPA1. Nerozlisenou oblast C-konce,
v ramci kterého se serin 1002 nachdzi, jsme modelovali metodou MDFF (viz kapitola
3.5.9, str. 39). Proudové odpovédi fosfomimikujiciho mutantu S1002D byly podobné jako
v ptipad¢ S602D statisticky vyznamné odlisné od WT TRPA1, toto reziduum vsak nebylo
dale podrobn¢ zkoumano. Vysledky molekuldrniho modelovani nejsou zatazeny v této
predlozené diplomové praci, ale jsou soucasti publikace [54] (viz piehled publikaci,
Publikace 2 a 3).

Pro charakterizaci Tyr673 z hlediska fosforylace jsme se rozhodli mimo jiné z toho
divodu, ze se vjedné znasich predchozich studii (o fosforylaci TRPA1 kinasou Cdk5
[114]) ukézal fosfomimikujici mutant T673D vyznamn¢ senzitizovany oproti WT TRPAL.
V naSich soucasnych experimentech vSak vysledky neprokézaly statisticky vyznamnou
zmeénu, a proto jsme se zaméfili na nejvyraznéjsi ucinek ze vsech studovanych mutaci, a to
zruSeni funkce TRPA1 v pfipadé mutace S602D. Jako prvni jsme se pokusili
charakterizovat miru exprese mutantu S602D na plazmatické membrané a porovnat ji vici
WT TRPALI. Zarovei jsme zjisStovali vliv pfitomnosti AKAP79 na expresi WT TRPAI1 na
plazmatické membrang. Z naSich vysledki konfokalni mikroskopie (viz Obrazek 16, str.
56) lze usuzovat, ze pritomnost AKAP79 pravdépodobné posiluje translokaci TRPA1 do
membrany, zatimco v piipadé WT se kandly vyskytuji pfevazné v tésné blizkosti
receptori TRPAI, které se v membrané nachazeji za klidovych podminek [115]. Porovnéni
bunécné lokalizace WT TRPA1 a S602D ukazuje velmi podobnou distribuci a podporuje
hypotézu, Ze S602D je skute€né exprimovan na cytoplazmatické membrané. DuleZitou
soucasti experimentl byla také optimalizace metody vizualizace plazmatické membrany.
VétSina dosud publikovanych vysledkl vyuzivajicich konfokalni mikroskopii neposkytuje
presvédcujici a jasny dikaz o pfitomnosti TRPA1 pouze na membrané, jelikoz distribuce
TRPAT1 je obecné hojna v rameci celé bunky kromé jadra. Ve studii z roku 2019 [116] se
autofi pokusili optimalizovat sledovani TRPA1 na membrané¢ pomoci znaceni bunck
membranovou barvou CellBrite™ Fix nasledovaného sofistikovanou analyzou obrazovych

dat. V naSich experimentech jsme se pokusili porovnat tuto metodu barveni se znacenim
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membrany pomoci mCherry-PH, coz je protein, ktery se vadZe na vnitfni stranu
cytoplazmatické membrany. Vyhodou pouziti mCherry-PH bylo znaceni pouze
specifickych pozitivné transfekovanych bunck, kdezto v pfipadé membranové barvy byly
obarveny vSechny buiiky a silné pozadi tvortily vyrazné nabarvené mrtvé ¢asti bunck. Dalsi
vyhodou pouziti mCherry-PH je moznost sledovani dynamickych dé&jt v bunice, jak bylo
jiz diive popsano v literatufe [117, 118]. Nevyhodou pouziti mCherry-PH je mozna
interference s expresi receptoru TRPA1 ¢i moznost pfimé funk¢ni interakce s kanalem, coz
doposud zadna studie nedokédzala ani nevyvratila. Dalsi nevyhodou je to, Ze signal
mCherry-PH pozorujeme nejen na cytoplazmatické membrané, ale v mensi mife také
v celém objemu buiiky, na rozdil od membranové barvy, ktera specificky a dostate¢né
intenzivné zna¢i pouze cytoplazmatickou membrdnu. Z naSich vysledkd tedy nelze
jednoznaéné preferovat jednu ¢i druhou experimentalni metodiku znaceni membrény,
protoze ob¢ maji své pozitivni i negativni aspekty.

Dale jsme se zamé¢fili na strukturu v oblasti serinu 602. Pomoci metod molekularniho
modelovany byly vytvofeny mapy elektrostatického potencialu, diky kterym jsme odhalili
vyrazné zmenseni kladného potencidlu v piipadé mutace S602D oproti WT TRPAI. Pro
porovnani byla vytvorena simulace fosforylovaného stavu TRPA1, kterd vykazovala velmi
podobny ucinek snizeni kladného potencidlu, ktery je v pfipadé WT TRPAI1 v oblasti
Ser602 vyrazny. Tento vysledek podpofil predpoklad, Ze mutace S602D skute¢né muze
mimikovat fosforylovany stav. Pro Ser602 a mutaci S602D byly vyhodnoceny kontakty
s nejbliz§im strukturnim okolim, z ¢ehozZ jsme urcili vedlejsi Lys603 jako potencidlni misto
tvorby solného mistku s aspartatem na pozici 602, jelikoz kontakty s timto lysinem se ve
struktufe S602D TRPA1 zna¢né posiluji — konkrétné z péti kontakth u WT TRPA1 (PDB:
3J9P) na 19 kontakti u S602D (PDB: 3J9P). Vysledky MD prokazujici moznost
fosforylace Ser602 byly podpoieny elektrofyziologickymi experimenty, jejichZ cilem byla
charakterizace vlivu mutaci aminokyselinovych zbytkidi v okoli serinu. Prvnim krokem
bylo vytvofeni dvojmutaci za ti€elem odhaleni moznych solnych mustkid s aspartdtem na
pozici 602: eliminace néaboje argininu na pozici 604 zavedenim mutace R604A do
sekvence jiz obsahujici S602D (to samé pro dvojmutaci S602D/K603A). Cilem bylo zjistit,
zda nékterd ztéchto dvojmutaci nezrusi efekt samotné mutace S602D, a tim potvrdi
moZnost existence solného mulstku mezi studovanymi aminokyselinami. Vysledky
elektrofyziologickych  méfeni prokazaly, Zze oba konstrukty (S602D/K603A
a S602D/R604A) vykazuji stejny fenotyp jako S602D. Tvorba solného mustku je tedy
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nepravdépodobnd, coz dale podporuje hypotézu fosforylace. Serin 602 byl nasledné
zaménén za asparagin, aby byl vylou€en kriticky zasah do struktury zdménou serinu za
aspartat. Mutace S602N se statisticky vyznamné neliSila od WT TRPAI, lze tedy
predpokladat, ze ucinek mutace S602D je zpisobeny vloZzenym nabojem. Posledni
charakterizovanou mutaci byla zdména Trp605 za alanin, protoZe se tento tryptofan
nachdzi v oblasti predikované interakce s kalmodulinem (predikce byla provedena
serverem Calmodulin Prediction Database [119]), ve které muze mit lohu hydrofobni
kotvy pro jedno vazebné misto kalmodulinu [120]. V ptvodni struktute (PDB: 3J9P) je
kanal zachycen v zavieném stavu v ptfitomnosti agonistii a Trp605 je orientovany smérem
ven, avSak v nové publikovanych strukturach v rozdilnych konformacnich stavech (napf.
PDB: 6PQQ) je orientovan smérem dovniti struktury, tedy zdéanlivé nepfistupny pro
interakci s CaM (viz Obrazek 19, str. 64). Neni vSak vylouceno, Ze je pozice Trp605

stavoveé zavisla a mize byt reorientovana v zavislosti na aktualnim konformacnim stavu

iontového kanalu.

TRPA1-AITC apo-TRPA1
PDB: 3J9P PDB: 6PQQ

Obrazek 19: Porovnani orientace Trp605 ve strukture z roku 2015 (PDB: 3J9P) a z roku 2019 (PDB:
6PQQ). Ve strukture 3J9P je tryptofan orientovan ven, zatimco u vsech publikovanych struktur z roku 2019
je orientovdan smeérem dovnitr ankyrinii.

Jednim znaSich kritérii vybéru predikovanych mist potencialni fosforylace byl
vyskyt SNP v konsenzudlni sekvenci (viz Obrazek 13B, str. 52). Abychom zjistili
potencidlni vliv okolnich SNP na fosforylaci serinu 602, pouzili jsme program

NetPhos 3.1. Tabulka 7 na stran€ 65 vyobrazuje takové jednonukleotidové zdmény, které
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snizily pravdépodobnost fosforylace Ser602. Nejvyraznéjsi u€¢inek ma zdmeéna argininu
604 za tyrosin. Klinické vyuziti vSech téchto vysledkl je vSak zatim obtizné ptedvidat
a vyzaduje dalsi studium.

Serin 602 se nachazi v blizkosti aktiva¢ni klicky prevadéjici signal z vazebné kapsy
pro elektrofilni agonisty do vratek kanalu. VSechny mutace v oblasti tohoto rezidua byly
proto charakterizovany v pfitomnosti elektrofilniho i neelektrofilniho agonisty, abychom
zjistili, zda nebyl mutacemi porusen jen jeden zplisob aktivace receptoru. Z naSich
vysledki vyplyva, ze zaména serinu 602 za aspartat zpusobila spiSe zdsadni poruchu ve

vratkovani kanalu nez destabilizaci celé struktury.

Tabulka 7: Visledky predikce fosforylace Ser602 pro SNP
snizujici pravdépodobnost modifikace
aminokyselina NetPhos 3.1
(SNP) konsenzus skore (PKC)
WT (Ser602) THRSKRWD 0,679
1599V TVIRSKRWD 0,625
I599N TNIRSKRWD 0,432
R6041 THRSKIWD 0,396
R604T THRSKTWD 0,258

Piedeslé studie ukazuji, Ze fosforylace kinasami PKA a PKC maji za nasledek
zvySeni aktivity receptoru TRPA1. Zaména S602D méla za nasledek Uplné zrusSeni funkce
kanalu, je tedy nepravdépodobné, Ze by za ptipadnou fosforylaci Ser602 byly zodpovédné
tyto kinasy. Nase strukturné-funkéni, modelovaci i mikroskopické experimenty vSak
naznacuji, zZe se skute¢né miiZze jednat o ucinek fosforylace, kterd mé za nasledek zruSeni
aktivity receptoru. Dalsi studium mechanizmii fosforylace TRPA1 by se proto mohlo
zaméfit na jiné skupiny predikovanych kinas. Podle fady predikénich programil by se

mohlo jednat naptiklad o proteinkinasu B ¢i MAP kinasy.
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6.7Zavér

— Pomoci elektrofyziologické metody patch-clamp jsme charakterizovali
proudové odpovédi WT TRPAI na opakovanou aplikaci neelektrofilniho
agonisty karvakrolu. Pfi aktivaci dochazi k senzitizaci neboli postupnému
zvySovani proudovych odpovédi, coz by mohlo interferovat s ti¢inkem
fosforylace proteinu. Na zdklad¢ téchto vysledkd jsme optimalizovali dva

napét'ové protokoly, pii kterych je senzitizace vyrazné nizsi.

— Charakterizovali jsme proudové odpovédi WT TRPAI v pfitomnosti
zakotvujicitho proteinu AKAP79, ktery je nutny pro fosforylaci tohoto
receptoru kinasami PKC a PKA. Zjistili jsme, ze pfitomnost AKAP79
zvySuje bazalni hodnoty proudovych odpovédi na zépornych potencialech
avyrazn¢ senzitizuje proudové odpovédi na kladnych potencidlech

v porovnani s WT TRPA1 bez ptitomnosti AKAP79.

— Za vyuziti tii predikénich serverit (GPS 5.0, NetPhos 3.1 a NetPhorest 2.1)
jsme vybrali potencialni fosforylaéni mista pro proteinkinasu C — Ser443,
Ser602, Tyr670, Tyr673 a Ser1002. Podminky pro vybér aminokyselin byly
nasledujici — aminokyselinovy zbytek je predikovany minimalné dvéma ze tii
pouzitych predikénich serverli, vyskytuje se v oblasti bohaté na

jednonukleotidové polymorfismy a v rameci struktury je dostupny pro kinasu.

— Vybrand potencidln¢ fosforylovand mista byla pomoci mutageneze Uspeésné
zaménéna za aspartadt — tedy aminokyselinu mimikujici fosforylovany stav.
V porovnani s WT TRPA1 byly statisticky vyznamné zmenSeny proudové
odpovédi u S602D a S1002D. Pro tyto aminokyseliny byla charakterizovana
zaména za neutralni kratky aminokyselinovy zbytek, abychom vyloucili
ptipadny kriticky zdsah do struktury proteinu. V obou piipadech, S602G
a S1002A, byly proudové odpovédi podobné WT TRPA1 — kritické naruSeni
struktury bylo timto vylouceno.

— Strukturni tloha oblasti serinu 602 byla podrobné prozkouména pomoci

metod molekuldrniho modelovani. Byla vytvofena struktura se zdménou
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S602D a struktura s fosforylovanym serinem p-Ser602. Pro tyto struktury
byly vytvofeny mapy elektrostatického potencidlu, ze kterych je patrné, ze
v ptipad¢ fosfomimikujici mutace 1 fosforylovaného stavu TRPA1 dochazi
k vyraznému zmenSeni kladného potencidlu v oblasti Ser602. Velmi podobné
rozlozeni kladného ndboje v oblasti S602D a p-Ser602 podporuje spravnost

volby aspartatu jako fosfomimikujiciho rezidua.

Pomoci konfokalni mikroskopie jsme porovnali miru exprese WT TRPA1
bez a v ptitomnosti zakotvujiciho proteinu AKAP79 a konstruktu S602D
v plazmatické membrané. Z pozorovani lokalizace proteinli znacenych
zelenym fluorescenénim proteinem jsme urcili, ze mutace S602D se na
membrané exprimuje podobné¢ jako TRPA1 a pfitomnost AKAP79

pravdépodobné zvysuje miru exprese TRPA1 na membrang.

Elektrofyziologickou technikou patch-clamp byly charakterizovany
aminokyseliny v okoli serinu 602 — dvojmutace S602D/K603A,
S602D/R604A, mutace W605A a S602N. Obé dvojmutace vykazovaly stejné
zruSeni funkce TRPA1 jako v pfipadé S602D, nelze tedy ptedpokladat, ze
ucinek mutace S602D je zpusoben tvorbou solného miistku mezi témito
aminokyselinami. Neutralizace naboje S602N méla za nasledek obnoveni
funkce kanalu, coz naznacuje, Ze pfic¢inou zruSeni funkce TRPAI je vloZeni
zaporného naboje na pozici 602. Mutace W605A meéla za nasledek sniZeni
proudovych odpovédi, coz mize souviset se strukturnim zasahem do
alosterické domény zodpovédné za aktivaci elektrofilnimi agonisty, ktera se

nachazi v tésné blizkosti.
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