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ABSTRAKT

TRPV1 a TRPV3 receptory jsou teplocitlivé iontové kandly patiici do rodiny
vaniloidnich TRP receptori. TRPV1 receptor, jenz je specificky exprimovan
v nociceptivnich neuronech, predstavuje klicovou molekulu v transdukéni draze
bolestivych podnétl, véetné nociceptivniho tepla. Vyznam TRPV3 receptort ve vniméni
tepelnych podnétii je prozatim sporny, dobie prokézana je vSak jeho uloha v regulaci
proliferace a diferenciace keratinocyti. TRP receptory, podobné jako napétoveé ovladané
draslikové kanaly (K,), jsou tvofeny Ctyfmi podjednotkami, jez kazda obsahuje Sest
transmembranovych segmentt (S1-S6).

V prvni ¢asti své dizertacni prace jsem se zaméfila na tlohu S1 transmembranové
oblasti ve funk¢nich vlastnostech TRPV1 receptoru. Z nasich vysledkil vyplyva, ze ¢ast
S1 smétujici do extracelularniho prostiedi hraje vyznamnou ulohu ve vratkovani
iontového kandlu. Konzervativni mutace kladné nabitého rezidua v dané oblasti (R455K
mutace) vedla ke vzniku TRPV1 iontovych kanalii se zvySenou aktivitou, jez vSak nebyly
citlivé ke stimulaénimu ptisobeni snizeného pH prostiedi. Naopak, zvySend koncentrace
protonii v prostfedi vedla ke stabilizaci zavieného stavu mutantniho iontového kandlu.
Velmi podobné fenotypické vlastnosti jako u R455K konstruktu jsme pozorovali
1 u dal$ich mutanti se zaménou v S4/S4-S5 oblasti a v porovém helixu. Extracelularni
¢ast S1 je u K, kanali v pfimém kontaktu s porovym helixem a zajiStuje efektivni pfenos
aktiva¢niho signalu z domény napét'ového senzoru na pérovou doménu (Lee et al., 2009).
Nase vysledky naznacuji, Zze by obdobna interakce mezi S1 a pérovym helixem mohla byt
klicova pro spravné vratkovani TRPV1 receptoru.

Druhé ¢ast mé dizertacni prace je zaméfend na stanoveni U€inku epidermalniho
rastového faktoru (EGF) na aktivitu TRPV3 receptorti endogenné exprimovanych v linii
imortalizovanych lidskych keratinocyti — HaCaT. V elektrofyziologickych pokusech
provadénych na HaCaT bunikach se ndm podafilo zaznamenat specifickou aktivitu
TRPV3 receptorti vyvolanou aplikaci chemickych agonistii. Jiz kratkodobd stimulace
bun¢k EGF vedla k vyraznému zvyseni citlivosti TRPV3 iontovych kanali. Pfi soucasné
inkubaci buné€k s inhibitory MAPK (mitogenem aktivovana proteinkindza) dréhy byly
ucinky EGF potlaceny. Stimula¢ni vliv EGF na c¢innost TRPV3 receptoru je tudiz
pravdépodobné zprostfedkovan aktivaci MAPK drahy.



ABSTRACT

TRPV1 and TRPV3 are thermosensitive ion channels from the vanilloid
subfamily of TRP receptors. TRPV1, which is primarily expressed in nociceptive sensory
neurons, is an important transducer of painful stimuli and is also involved in the detection
of noxious heat. TRPV3 is expressed mainly in the skin where it regulates proliferation
and differentiation of keratinocytes. Similarly to voltage-dependent potassium (Ky)
channels, TRP receptors are comprised of four subunits, each with six transmembrane
segments (S1-S6).

Using mutational approach, we tried to elucidate the role of SI1 in TRPVI1
functioning. Our results indicate that the extracellular portion of S1 plays a crucial role
in TRPV1 gating. TRPV1 channels with a conservative mutation of positively charged
residue in this region (R455K substitution) were overactive. However, they were neither
activated nor potentiated by low pH; on the contrary, protons stabilized the closed
conformation of this mutant channel. Very similar phenotypic properties were found
in other TRPV1 mutants with substitution in S4/S5-S5 region and in the pore helix. In K,
channels, extracelular portion of S1 forms a small contact surface with the pore helix,
which allows efficient transmission of conformational changes from the voltage sensor
domain to the pore’s gate (Lee et al., 2009). We hypothesize that analogous interaction
between S1 and the pore helix might be valid for TRPV1 channel gating.

The second part of this thesis focuses on the modulation of the activity of TRPV3
receptors endogenously expressed in immortalized human keratinocyte cell line (HaCaT)
induced by epidermal growth factor (EGF). In patch-clamp experiments, we were able to
detect TRPV3-mediated currents in HaCaT cells in response to application of TRPV3
agonists. Short-time incubation of cells in the presence of EGF led to marked increase
in TRPV3 sensitivity, which was prevented by addition of MAPK (mitogen-activated
protein kinase) inhibitors to the culture medium. Our results indicate that the sensitizing

effect of EGF on the activity of TRPV3 is mediated by stimulation of MAPK pathway.



1 Teoreticky uvod

1.1 Rodina TRP receptort

Prvni zastupce rodiny TRP receptorii byl objeven u octomilek pii hledani
molekuladrni podstaty zrakového defektu mutantnich jedincti, u kterych dlouhodobé
vystaveni intenzivnimu svétlu vyvolalo pouze pfechodnou depolarizaci fotoreceptord.
Bylo zjisténo, ze tento fenotyp je zpisoben mutaci v genu kodujici iontovy kanal, jenz je
dilezitou soucasti fototransdukéni drahy octomilek (Cosens and Manning, 1969; Montell
and Rubin, 1989). Na zakladé podobnosti sekvenci DNA pak byly objeveny dalsi
ptibuzné iontové kandly u nejriznéjSich zivoc¢isnych druhti. Dle fenotypu mutantnich
octomilek byla cela nové objevena rodina proteinii pojmenovéna ,,Transient Receptor
Potential*“ — TRP.

Skupina TRP receptort se déli do sedmi podrodin — TRPC (kanonicka), TRPV
(vaniloidni), TRPM (melastatinovd), TRPP (polycistinovd), TRPML (mukolipinovd),
TRPA (ankyrinovd) a TRPN (NOMPC — ,,no mechanoreceptor potential C*). Iontové
kanaly zrodiny TRP receptori se ucastni transdukce senzorickych podnétd.
Zprostiedkovavaji citlivost zivocichii ke svétlu, tepelnym i mechanickym podnétim
aslouzi jako chemoreceptory pro rozmanité latky zprostiedi. TRP receptory maji
dilezitou fyziologickou tlohu i mimo senzoricky systém a jejich nespravna Cinnost je

podkladem nejriznéjsich patologickych stavt (pro ptehled viz (Nilius et al., 2007)).

1.2 TRPV1 receptor

1.2.1 TRPV1 iontovy kanal — receptor bolesti

Jednou ze sedmi podrodin TRP receptort je skupina vaniloidnich iontovych kanala
— TRPV, ktera zahrnuje Sest vzajemné¢ piibuznych proteinit TRPV1 — 6. Nazev podrodiny
je odvozen od prvné objeveného TRPV1 receptoru, ktery je aktivovan nékterymi latkami
s vaniloidni skupinou. Strukturni a funk¢ni vlastnosti jsou nejlépe popsany u TRPVI
receptoru nejen diky jeho prvenstvi, ale predevsim diky jeho zasadni uloze pii transdukci
bolestivych podnéti.

TRPV1 iontovy kandl je exprimovan v nociceptivnich C a Ad nervovych vlaknech,

kde slouzi jako receptor pro nejriiznéjsi bolestivé stimuly. Lze jej aktivovat zvySenim
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teploty prostiedi (> 42 °C) ¢i snizenim pH tekutiny v extracelularnim prostoru.
Mezi endogenni agonisty TRPV1 receptoru se fadi produkty lipoxygenaz, které hraji
dilezitou tlohu pfivzniku zanétlivé bolesti, ¢i endokanabinoidy anandamid
a N-arachydonoyl-dopamin (Zygmunt et al., 1999; Hwang et al., 2000; Huang et al.,
2002). Je znama ftada prirodnich drazdivych a toxickych latek, jejichz ucinek je
zprostiedkovan piimou aktivaci TRPV1 iontového kandlu — vaniloidy kapsaicin
a reziniferatoxin, jeZz jsou produkovany palivymi paprikami a prysci druhu Euphorbia
resinifera, alicin z Cesneku a cibule ¢i nékteré komponenty pavoucich jedi (Macpherson
et al., 2005; Siemens et al., 2006; Bohlen et al., 2010). TRPV1 receptor dale reaguje
na depolarizaci membrany, 1 kdyz jeho citlivost nanapéti je mnohem niz§i nez
u klasickych napétoveé ovladanych iontovych kanala.

Cinnost TRPV1 receptoru je modulovana fosforylaci riznymi proteinkinazami
i lipidickym slozenim membran. Zanétlivé medidtory, jako jsou bradykinin, serotonin,
prostaglandiny ¢i adenosintrifosfat (ATP) tak mohou skrze intracelularni signalizacni
drahy snizovat aktivaéni prah TRPV1 iontového kanalu, coz je jeden z mechanizmi
vzniku zéanétlivé hyperalgézie (Planells-Cases et al., 2005; Touska et al., 2011). Také
mira exprese TRPV1 na povrchu buiiky je mediatory zanétu regulovana (Zhang et al.,
2008). Uloha TRPV1 iontového kanalu v rozvoji zanétlivych, ale i neuropatickych stavi
bolesti byla prokédzana pokusy na mysSich, u kterych byl 7rpvI gen vyfazen, ¢i byla
potlacena jeho exprese (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Christoph et al., 2007;
Wu et al., 2013).

1.2.2 Farmakologie TRPV1 receptoru

1.2.2.1 Analgetické piisobeni agonistii TRPV1 receptoru

Specificka exprese TRPV1 receptoru v nociceptivnich nervovych vldknech a jeho
vyznam pii vzniku bolestivych stavi ¢ini tento iontovy kanal dilezitym cilem 1é¢iv proti
bolesti. V nedavné dob¢ byla provedena tada klinickych testi zaméfenych na hodnoceni
analgetickych ucinkl agonistl 1 antagonisth TRPV1 receptoru. Vliv agonisti TRPV1
na analgezii je pfipisovan jejich schopnosti desenzitizovat iontovy kanal a také skrze
depolarizaci blokovat funkci nociceptivnich nervovych zakonceni bez ovlivnéni ostatnich
senzorickych vldken (Anand and Bley, 2011). Kapsaicin je jiz fadu let uzivan ve forme

masti a naplasti pro 1écbu neuropatické a muskuloskeletalni bolesti. Analgetické U€inky
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této latky podavané pravidelné¢ v nizkych koncentracich vSak nejsou pfili§ vyznamné
(Mason et al., 2004; Derry and Moore, 2012). V nedavné dob¢ byla do klinické praxe
uvedena néplast obsahujici vysokou koncentraci kapsaicinu (8 %). Tato néplast je
pacientim aplikovéna lékafem vétSinou za soucasného pouziti lokdlnich anestetik
pro omezeni pocatecni palivé bolesti. Analgezie vyvolana silnou davkou kapsaicinu je
dlouhotrvajici a projevuje se u vétsiho poctu pacientii v porovnani s opakovanou aplikaci
nizké davky (Derry et al., 2013).

Pro zmirnéni bolesti by agonist¢ TRPV1 receptoru mohli byt vyuzivani také
nepiimym zptusobem — mohli by umoznit zacileni neselektivnich anestetik, jez potlacuji
vznik ak¢nich potencialli u vSech senzorickych, motorickych i autonomnich nervovych
vlaken, specificky do nociceptori. Lokalni anestetika inhibuji napétové ovladdané
sodikové kandly (Na,) vazbou do pdérové oblasti z cytoplazmatické strany membrany
(Ragsdale et al., 1996). Pokud jsou tyto latky chemicky upraveny tak, zZe samovolné
neprostupuji membranou, jsou schopny blokovat Na, kandly pouze pii aplikaci
z intracelularni strany (Frazier et al., 1970). Bylo ukazano, Ze pro vstup nabité formy
lidokainu QX-314 do cytozolu nociceptivnich nervovych vldken milize poslouzit praveé
TRPV1 iontovy kanal, jehoZ pdr je v otevieném stavu propustny i pro vétsi molekuly.
Pii pouziti kombinace agonisty TRPV1 receptoru a hydrofilniho lokalniho anestetika pak
lze dosahnout utlumeni Cinnosti nociceptorii bez zasazeni funkce ostatnich nervovych

vlaken (Binshtok et al., 2007).

1.2.2.2 Analgetické ptusobeni antagonistiit TRPV1 receptoru

Z preklinickych studii vyplyva, ze by antagonist¢ TRPV1 receptoru mohli byt
pouzivani jako analgetika u pacientl s chronickou bolesti (Brandt et al., 2012). Klinické
testovani vSak bylo u vétSiny antagonist pozastaveno, nebot’ jejich aplikace vedla
k nezadoucimu zvyseni télesné teploty (Gavva et al.,, 2007; Wong and Gavva, 2009).
Hypertermie vyvoland antagonisty je pravdépodobné dusledkem inhibice tonicky
aktivnich TRPV1 receptort exprimovanych v nervovych vladknech, kterd inervuji vnitini
organy tcéla (Steiner et al., 2007). Fyziologicky vyznam TRPVI1 receptort
v termoregulaci, ani stimula¢ni signal udrzujici tonickou aktivitu iontovych kanalti nejsou
znamy. Predpoklada se, ze by TRPV1 receptory mohly slouzit jako prevodniky signalu

mezi gastrointestinalnim traktem (GIT) a termoregulacnimi organy. TRPV1 receptory by
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napiiklad mohly zprostiedkovavat pokles télesné teploty pii dlouhodobém hladovéni
v reakci na pokles pH v lumen GIT (Kanizsai et al., 2009; Romanovsky et al., 2009).

Vyvoj antagonisti TRPVI1 receptoru druhé generace je zaméfen na cilené
vyhledavani latek, které plisobi rozdilné na odlisné mody aktivace TRPV1 receptoru.
Bylo zjisténo, ze latky, které blokuji aktivaci vyvolanou kapsaicinem ¢i endogennimi
lipidy, zaroven vsak nejsou schopny plné inhibovat protony vyvolané odpovédi TRPV1
iontového kandlu, nezplsobuji hypertermii u potkani. I ptes selektivni pilisobeni
vzhledem k jednotlivym modalitam tyto latky vykazuji analgetické G€inky u riznych
zvitecich modeltl zanétlivé a neuropatické bolesti (Lehto et al., 2008; Watabiki et al.,
2011; Reilly et al., 2012). Skutecnost, ze zachovani odpovédi receptoru pii stimulaci
snizenym pH je dilezit¢ pro udrzeni normotermie, poukazuje na ulohu protont jako
endogennich aktivator visceralnich tonicky aktivnich TRPV1 iontovych kanalt. Dalsi
klinické testy prokazi, zda TRPV1 antagonist¢ druhé generace budou mit vyznam
pii 1é¢be patologickych bolestivych stavii u lidi.

Objev antagonistii pusobicich odlisn¢ na rizné mody aktivace TRPV1 receptoru
potvrzuje hypotézu, Ze jednotlivé aktivacéni stimuly vyvolavaji odlisné konformacni
zmény, vSechny vSak vedou ke zvySeni pravdépodobnosti otevieni iontového kandlu.
Z tohoto duvodu se pfi pouziti riiznych stimulacnich latek muize ucinek inhibitort lisit.
Rozmanitost konformac¢nich zmén je dasledkem ptitomnosti odliSnych vazebnych domén
pro jednotlivé agonisty. Nasledujici kapitoly budou vénovany strukturnimu uspotadani
TRPV1 receptoru a vyznamu jednotlivych stavebnich modulti v aktivaci riznymi typy

agonistu.

1.2.3 Strukturni charakteristiky TRPV1 proteinového komplexu
Analyzou sekvenci TRP receptori a funkénimi studiemi bylo zjisténo, Ze je jejich
sekundarni 1 terciarni struktura vzdalené piibuzna jiz zndmym napétové ovladanym
kanaltim. Kazda podjednotka TRP receptorti obsahuje Sest transmembranovych segmenti
(ST — S6) a aminovy 1 karboxylovy konec sméfuji do cytozolu. Piedpoklada se, ze se
jednotlivé podjednotky skladaji do homo- ¢i hetero-tetramernich komplexti. Zobrazeni
pfesné prostorové struktury proteini s vysokym rozliSenim Ize ziskat metodou
rentgenové krystalografie, doposud se vSak nepodafilo zadny z TRP receptort
krystalizovat v plné délce. Jsou znamy pouze rentgenové struktury nékterych

intracelularnich oblasti N- a C-konce.
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Prostorova rekonstrukce celého TRPV1 receptoru byla vytvofena pomoci metody
jednocasticové elektronové mikroskopie (Obrazek 1.1) (Moiseenkova-Bell et al., 2008).
Rozligeni takto ziskané proteinové struktury je nizké (19 A) a umoziiuje pouze hrubou
charakterizaci prostorové stavby iontového kanalu. Rekonstrukce TRPV1 proteinového
komplexu potvrdila tetramerni uspoiadani. Mens$i transmembranova doména TRPV1
receptoru je propojena pomoci tenkych spoju s velkou intracelularni doménou, kterad je

tvotend N- 1 C-koncem kazdé ze Ctyt podjednotek.

Extracelularni prostor

Fi

Intracelularni
prostor

Obriazek 1.1 Prostorova rekonstrukce TRPV1 receptoru v rozliSeni 19 A ziskanid metodou
jednocasticové elektronové mikroskopie. TRPV1 iontovy kanal je slozen ze dvou domén —
transmembranové a intracelularni — které jsou propojeny tenkymi spoji. Intracelularni doména, slozené z N-
a C-konce kazdé ze Ctyf podjednotek, obklopuje centralni dutinu. Prevzato z (Moiseenkova-Bell et al.,
2008).

1.2.3.1 Cytozolicka N-koncova doména

N-konec TRPV1 receptoru obsahuje ankyrinovou doménu slozenou z Sesti parii
antiparalelnich helixti, kazdy propojeny se sousednim parem proteinovou smyckou
(Obrazek 1.2) (Lishko et al., 2007). U tady bilkovin zajistuji ankyrinové domény dilezité
protein-proteinové interakce. Ankyrinova oblast TRPV1 receptoru obsahuje vazebné
misto pro ATP a Ca**-kalmodulin - diileZité regulaéni molekuly, které moduluji &innost
TRPV1 receptoru. ATP pisobici zintracelularni strany membrany maé senzitizacni
ucinky na aktivitu TRPV1 iontového kanalu a omezuje miru desenzitizace pii opakované
stimulaci agonistou (Kwak et al., 2000; Lishko et al., 2007). Naopak vazba kalmodulinu
v komplexu s vapenatymi ionty vede ke snizeni aktivity iontového kandlu, coz je jeden
z pravdépodobnych mechanizmi, kterym je €innost TRPV1 receptoru zpétnovazebné

modulovana. Pfi opakované stimulaci agonistou za podminek, kdy jsou v extracelularnim
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prostiedi pfitomny vépenaté ionty, dochazi k desenzitizaci — snizovani velikosti odpovédi
TRPV1 kandlu (Koplas et al., 1997). Piedpoklada se, ze vapenaté ionty, které vstupuji
skrz otevieny TRPV1 iontovy kanal do bunky, se vazi na kalmodulin, ¢imZ umozni jeho
interakci s ankyrinovou doménou N-konce. Nebot ATP a Ca®’-kalmodulin sout&zi
o stejné vazebné misto, senzitizacni u¢inky ATP jsou timto potlaceny (Rosenbaum et al.,

2004; Lishko et al., 2007).

Obriazek 1.2 Struktura N-koncové ankyrinové domény TRPV1 receptoru s navazanym ATP urcéena
pomoci metody rentgenové krystalografie. Ankyrinova doména se sklada ze Sesti part antiparalelnich
helix@ propojenych smyckou. Oblast prvnich tif part helixti obsahuje vazebné misto pro ATP (oranzové).
(Lishko et al., 2007)

1.2.3.2 Cytozolicka C-koncova doména

C-koncova doména zajiStuje tetramerizaci TRPV1 proteinového komplexu
a vyznamnym zpusobem moduluje aktivitu iontového kanalu (Garcia-Sanz et al., 2004;
Zhang et al., 2011). V tésné blizkosti S6 transmembranové domény se naléza takzvany
»ITRP box“ — sekvence Sesti vysoce konzervovanych aminokyselin (EWKFAR)
charakteristicka pro fadu TRP receptori, jejichz mutace vede k silnému postizeni
vratkovacich vlastnosti TRPV1 iontového kanalu (Valente et al., 2008).

Cytozolicka C-koncova doména se pravdépodobné vaze na intracelularni list
membrany skrze interakci s polarni hlavickou fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,).
Byla nalezena dvé vazebna mista pro PIP, — prvni v proximalni ¢asti ithned za TRP
boxem a druhé v distalni ¢asti C-konce TRPV1 receptoru (Ufret-Vincenty et al., 2011;
Grycova et al., 2012; Cao et al., 2013). PIP, je dilezitym regula¢nim faktorem, ktery
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ovlivituje ¢innost TRPV1 receptoru. Riizné vyzkumné skupiny vSak maji protichtdné
nazory na to, zda interakce s PIP; posiluje Ci potlacuje aktivitu iontového kanalu (Prescott
and Julius, 2003; Brauchi et al., 2007; Klein et al., 2008; Yao and Qin, 2009). Je
pravdépodobné, ze charakter regulace souvisi s mirou aktivity TRPV1 kanalu (Rohacs
et al., 2008).

V distalni casti C-koncové domény se dale naléza druhé vazebné misto TRPV1
receptoru pro Ca*'-kalmodulin, jehoZ rentgenovou strukturu se podatilo v nedavné dobg
stanovit. N- 1 C-koncova doména kalmodulinu v komplexu s vapenatymi ionty interaguje
s kratkou a-helikalni strukturou blizko karboxylového konce TRPV1 proteinu (Obrazek
1.3) (Lau et al., 2012). Uloha této oblasti v regulaci aktivity iontového kanalu neni dosud

plné objasnéna.

Obriazek 1.3 Rentgenova struktura Ca’’-kalmodulinu ve vazbé na distalni ¢ast C-koncové domény
TRPV1 receptoru. C- a N-koncova doména kalmodulinu jsou zobrazeny v Sedé¢ a modré barve. Zluté je
znazornén a-helix C-konce TRPV1 receptoru. Oranzové koule predstavuji vapenaté ionty (Lau et al., 2012).

1.2.3.3 Transmembranova doména

Pritomnost Sesti transmembranovych (TM) segmentii v rdmci jedné podjednotky
je charakteristicka nejen pro TRP receptory, ale také pro napétoveé ovladané draslikové
a sodikové kandly. Paty a Sesty TM usek kazdé podjednotky spolu s klickou, ktera je
spojuje (S5-S6 oblast), vytvateji dohromady centralné uloZenou pérovou doménu, jez
zajistuje vodivé propojeni mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem (Owsianik

etal.,, 2006). Konforma¢ni zmény v ramci této domény jsou podkladem vratkovani
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iontovych kanali. Porovou doménu obklopuji ¢tyfi periferni domény tvorené S1 — S4
segmenty (Obrazek 1.4). U napétoveé ovladanych iontovych kandlii se periferni oblast
nazyva doménou napétového senzoru, nebot je schopna detekovat zmény napéti
na membrané. Porova doména i doména napét'ového senzoru existuji u jinych vzdalené
ptibuznych proteinti i jako samostatné funkéni domény. Dovnitf usmérnujici draslikové
kanaly (Kj;) obsahuji pouze pérovou doménu a cytozolické N- a C-konce (Hibino et al.,
2010). Naopak napétové ovladané protonové kandly (H,) jsou sloZeny ze dvou domén
napétového senzoru, pficemz kazdd umoziiuje prichod protont skrz membranu
(DeCoursey, 2013). Mechanizmus vratkovani u tohoto typu iontovych kandlti doposud
nebyl vysvétlen. Uloha napétového senzoru jako samostatného funkéniho modulu byla
potvrzena i nedavnym objevem napétové citlivé fosfatdzy sumek, u které je tento
transmembranovy modul napojen na cytozolickou katalytickou doménu fosfatazy
a umoznuje regulaci aktivity enzymu v zdvislosti na membranovém potencialu (Murata

et al., 2005; Murata and Okamura, 2007).

A B

Porovy
helix
Extracelularni v
prostor )
CCCa J O

Intracelularni -~
prostor

Obrazek 1.4 Struktura transmembranové oblasti TRPV1 receptoru. (A) Struktura jedné podjednotky
TRPV1 receptoru. (B) Schematické zndzornéni prostorového uspotradéani transmembranovych domén
tetrameru TRPV1 receptoru pti pohledu z extracelularni strany membrany. Podobné jako u K, iontovych
kanali ma kazda podjednotka Sest transmembranovych segmentt (S1 — S6). S5 a S6 spolu s klickou, ktera
je spojuje, obklopuji centralni por (zelené). S1 — S4 tvoii takzvanou doménu napétového senzoru, ktera je
ulozena periferné (Sed¢).

Dle analogie s K, kanaly se predpoklada, ze vratka TRPV1 iontového kanalu jsou
tvofena S6 transmembranovymi segmenty, které na sebe v klidovém stavu tésné naléhaji
a brani prostupu iontd. Konformacni zmény spojené s aktivaci pravdépodobné vedou

ke vzajemnému oddaleni S6 (pfipadné jejich Casti), ¢imz se vytvoii skulina, kterou
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mohou ionty ale i1 vétsi molekuly prochazet. U TRPV1 receptoru byla vskutku objevena
dvé zuzeni poru tvoiena intracelularnim koncem S6 segmentii. Prvni brani prostupu iont
a druhé znemoznuje priichod vétsich molekul (Salazar et al., 2009). Védci zabyvajici se
studiem strukturné-funkénich vlastnosti TRPV1 receptoru se domnivaji, ze ruzné
aktivacni podnéty mohou vést k rozdilnym konforma¢nim zménam TRPV1 receptoru, jez
vSak vSechny zvysuji pravdépodobnost otevieni téchto spolecnych vratek.

Oblast wvngjstho pdéru je tvofena extracelularni c¢asti patého a Sestého
transmembranového segmentu a kli¢kou, ktera je spojuje (Obrazek 1.4). Blizko C-konce
porové klicky TRPV1 receptoru je umistén selektivni filtr, jehoz sekvence je velmi
piibuzna sekvenci selektivniho filtru draslikovych kanali (TIGMG u TRPV1 a TVGYG
u draslikovych kanall). Presto je vSak TRPV1, podobné jako vétSina ostatnich TRP
receptort, neselektivnim iontovym kanalem, ktery propousti jak monovalentni, tak
divalentni kationty. V usti selektivniho filtru se naléza negativné nabity aminokyselinovy
zbytek (D646), jenz umoziuje vysokoafinitni vazbu kationt do oblasti poru a usnadnuje
prostup vépenatych iontt do bunky (Obrazek 1.5). Neutralizace tohoto rezidua nejen
snizuje relativni propustnost pro ionty vapniku, ale postihuje i citlivost TRPV1 receptoru
k rutheniové cerveni — kladné nabité slouCeniné, kterda je znadmym nespecifickym
blokatorem TRP receptorti (Garcia-Martinez et al., 2000).

Extracelularni ¢ast porové domény neni rigidni strukturou, jak se plvodné
ptedpokladalo. U K, kanal jsou konformacni zmény této oblasti podkladem pomalého
typu inaktivace. Pfi dlouhodobé stimulaci dochazi u té€chto iontovych kandld
k destabilizaci selektivniho filtru a naslednému snizeni propustnosti pro draselné ionty
(Leung, 2012). Naopak, u TRPV1 receptorii se s dobou aktivace relativni propustnost
pro objemné;jsi kationty zvySuje, coz miize byt disledkem dynamickych zmén struktury
vn¢jsiho poru (Chung et al., 2008).

Oblast vnéjsiho poru se také podili na vratkovani TRPV1 receptoru. Byla popsana
dvé rezidua umisténd na rozmezi selektivniho filtru a navazujiciho porového helixu
(F640 a To641) (Obrazek 1.5), jejichz mutace vedla k vyraznému zvySeni
pravdépodobnosti otevieni iontového kanalu i za podminek, kdy TRPV1 receptor nebyl

vystaven zadnému stimula¢nimu podnétu (Myers et al., 2008).
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Obrazek 1.5 Struktura pérové oblasti TRPV1 receptoru. Homologni model pérové domény TRPV1
receptoru vytvoreny na zakladé znamé krystalové struktury K,1.2 iontového kandlu (Brauchi et al., 2007).
S5 a S6 segmenty jsou znazornény v Sedé barve, porovy helix spolu se selektivnim filtrem ve zZluté barve.
Dlouhd klicka mezi S5 a pérovym helixem pro ptehlednost neni zobrazena. Aspartdt na pozici 646
umoznuje vysokoafinitni vazbu kationtii do oblasti poru a usnadfiuje prostup vapenatych ionti do bunky
(Garcia-Martinez et al., 2000). Zaména fenylalaninu na pozici 640 za leucin vede ke vzniku spontanné
aktivnich TRPV1 receptorit (Myers et al., 2008).

1.2.4 Mechanizmus ucinku agonistii TRPV1 receptoru

1.2.4.1 Napétovy senzor

Mechanizmus aktivace vyvolané depolarizaci je u napétové ovladanych
draslikovych kanalti pomérné dobie popsan, predevsim diky zndmé krystalové struktuie
nekterych zastupct této skupiny receptorti. S4 segment obsahuje nékolik kladné nabitych
aminokyselinovych zbytki, které umoziuji jeho pohyb vrdmci domény napétového
senzoru pifi zméné¢ membranového potencidlu. Konformaéni zmény napét'ového senzoru
navozené depolarizaci jsou prostiednictvim klicky mezi S4 a S5 prenaseny na pérovou
doménu, ¢imz je umoznéno otevieni vratek iontového kanalu (Stock et al., 2013).
Pro spravné vratkovani draslikovych kanalt je dilezité i druhé kontaktni misto mezi
doménou napétového senzoru a pdrovou oblasti tvorené extracelularni casti S1
a porovym helixem sousedni podjednotky. Tato sty¢nd plocha obou domén umisténa
na opacné stran¢ membrany nez S4—S5 klicka pravdépodobné tvoii dilezity opérny bod
potiebny pro G€innou transdukci signalu od S4 segmentu na vratka K, kanalt (Lee et al.,

2009).
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V S4 segmentu TRPV1 receptoru, jehoz napét'ova zavislost je mnohem slabsi nez
u K, kandli, se vyskytuje pouze jedno kladné nabité reziduum — arginin na pozici 557.
Ve svém piedchozim rozsdhlém projektu jsem se zabyvala tlohou R557 a dalSich
konzervovanych aminokyselinovych zbytkti S4/S4-S5 oblasti TRPV1 iontového kanélu
v citlivosti k napéti (Boukalova et al., 2010). U mutantnich receptorti se zaménou R557
za nenabité reziduum alanin ¢i leucin jsme pozorovali nejen vyrazné postizeni napétové
zavislosti, ale 1 snizeni citlivosti k chemickym a tepelnym podnétim. Konzervativni
zaména argininu 557 za jinou kladn& nabitou aminokyselinu lysin se naopak projevila
zvySenim aktivity TRPV1 receptoru, zaroven vsak byla kinetika odpovédi R557K
konstruktu na kapsaicin vyrazné zpomalena. Z nasich vysledk je ziejmé, Ze arginin v S4
segmentu ma dalezity vyznam nejen v napét'ové citlivosti, ale také ve vratkovani TRPV1
receptoru pii chemické ¢i tepelné stimulaci.

Elektrofyziologickymi pokusy jsme prokazali, Ze pro funkéni vlastnosti TRPV1
iontového kandlu je klicova elektrostaticka interakce mezi R557 a glutamatovym
aminokyselinovym zbytkem v S4-S5 kli¢ce (E570). Naruseni této interakce a ztoho
vyplyvajici strukturni postiZzeni S4-S5 kli¢ky je pravdépodobnym podkladem chybného
vratkovaciho mechanizmu receptorti s mutovanym R557 aminokyselinovym zbytkem.
Predpoklad, zZe klicka mezi ctvrtym a patym transmembranovym segmentem ma dulezity
funkéni vyznam ve vratkovani TRPV1 receptoru, je podpoien také skuteCnosti, ze
zaména glycinu v dané oblasti za serin (G563S mutace) vedla ke vzniku spontanné

aktivnich TRPV1 iontovych kanalti (Boukalova et al., 2010).

1.2.4.2 Vazebna mista agonisti

Citlivost k vaniloidnim latkam se li$i u riznych ZivociSnych druhl. Naptiklad
kréali¢i TRPV1 receptory jsou mnohem méné citlivé na kapsaicin nez potkani ¢i lidské
podtypy, pta¢i TRPV1 receptory dokonce nelze aktivovat ani vysokou koncentraci
kapsaicinu. Rozdilnych funkc¢nich vlastnosti rtiznych podtypt TRPV1 receptoru bylo
vyuzito pii hledani vazebného mista pro vaniloidy. Chimérni krali¢i ¢i ptaci TRPV1
iontové kandly, u kterych byla ¢&ast proteinové sekvence mezi S2 a S4
transmembranovym segmentem zaménéna za homologni sekvenci potkaniho podtypu,
vykazovaly proudové odpovédi pii stimulaci kapsaicinem, jejichz velikost byla
srovnatelnd s amplitudou odpovédi potkani formy TRPV1. Obdobné Ize prenést citlivost

ke kapsaicinu 1 na TRPV2 a TRPV3 receptory, jejichz pfirozené formy nejsou vaniloidy
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stimulovany. Pokusy na TRPV1 receptorech s bodovymi zdménami nasledné potvrdily
pritomnost vazebného mista pro vaniloidni aktivatory v hydrofobni kapse mezi S3 a S4
(Jordt and Julius, 2002; Gavva et al., 2004; Johnson et al., 2006). Do stejné oblasti se vazi
1 endogenni agonisté anandamid a N-arachydonoyl-dopamin, jejichz struktura je pfibuzna
vaniloidnim latkadm (Jordt and Julius, 2002; Gavva et al., 2004; Sutton et al., 2005).
Alicin, drdzdiva komponenta cCesneku, je vysoce reaktivni latkou, ktera
kovalentné¢ modifikuje thiolové skupiny proteint (Kyung, 2012). Bylo zjisténo, ze alicin
aktivuje TRPVI1 receptor skrze interakci s cysteinovym zbytkem na cytozolickém
N-konci. Mechanizmus uc¢inku této latky je tudiz odlisSny od jinych agonisti TRPV1

iontového kanalu (Salazar et al., 2008).

1.2.4.3 Teplotni senzor

Aktivita TRPV1 receptoru prudce stoupa pti teploté prostredi vyssi nez 42 °C.
Rada vyzkumnych skupin se zaméfila na hledani specifické struktury TRPV1 receptoru,
ktera zodpovida za teplotni citlivost. Tento piistup vSak miize byt zavadéjici, nebot’
oproti senzoru chemickych agonistl, nemusi byt teplotni senzor lokalizovan v jedné
funkéni doméné. Otevieni iontového kandlu pii stimulaci zvySenou teplotou mize byt
disledkem malych konformacnich zmén v nejriznéjsich ¢astech TRPVI1 receptoru
(Clapham and Miller, 2011). Doposud byly popsany tii funkéni domény, které specificky
zodpovidaji za citlivost TRPV1 iontového kandlu k tepelnym podnétiim — cytozolicky N-
i1 C-konec a vn¢jsi pérova doména.

Delece distalni ¢asti C-koncové domény vede ke snizeni teplotniho prahu pro
aktivaci TRPV1 receptoru (Vlachova et al., 2003). Navic chimérni TRPV1 iontovy kanal,
ktery obsahuje C-konec chladem aktivovaného TRPMS8 receptoru, je specificky
aktivovan snizenim teploty prostfedi. Analogicky fenotypovy zvrat lze pozorovat
u TRPMS receptoru s C-koncem TRPVI1 — aktivita tohoto konstruktu stoupd se
zvySovanim teploty (Brauchi et al., 2006). Obdobné chimérni pokusy, v ramci kterych
byly zaméilovany jednotlivé domény teplotné aktivovanych TRPV receptort, odhalily
vyznamnou Ulohu c¢asti N-koncové oblasti, kterd spojuje ankyrinovou doménu s S1
segmentem, Vv citlivosti TRPV1 iontového kanalu k tepelnym podnétim (Yao et al,
2011).

V nedavné dobé byly popsany bodové mutace ¢i rozsahlejsi delece ve dvou

extracelularnich klickach spojujicich S5 a S6 segmenty s porovym helixem a selektivnim
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filtrem, jez vedou ke specifickému poskozeni teplotni zavislosti TRPV1 receptoru
pii zachovani odpovédi vyvolanych chemickou ¢i napétovou stimulaci (Grandl et al.,
2010; Cui et al., 2012). Fluorescen¢nimi pokusy byla navic zaznamenana konformacni
zména v ramci této vnéj$i pérové oblasti spojend s aktivaci TRPV1 iontového kandlu
zvysenou teplotou. Pfi stimulaci kapsaicinem ¢i depolarizaénim napétim vSak zminéna
konformac¢ni zména pozorovana nebyla (Yang et al., 2010). Je tedy zfejmé, ze pohyby
vné&jsiho poru jsou podminény zménou teploty prostiedi (Kim et al., 2013). Otazkou vSak
zUstava, jestli tato oblast tvofi vlastni teplotni senzor ¢i se pouze podili na transdukci

tepelného signalu na vratka TRPV1 iontového kanalu.

1.2.4.4 Vazebna mista protoni

Protony jsou fyziologicky vyznamnymi agonisty TRPV1 receptoru. K otevieni
iontovych kandali dochdzi pfi silném poklesu pH prostfedi (< 6). Mirné okyseleni
extracelularniho roztoku, které neni schopno aktivovat TRPV1 receptor samostatn¢, vede
k potenciaci odpovédi na kapsaicin 1 tepelné podnéty a zaroven snizuje aktivacni prah
pro dané stimuly (Tominaga et al., 1998). Pfi analyze aktivity jednotlivych TRPV1
iontovych kandli bylo zjiSténo, Ze zvySena koncentrace protoni vyrazn€ zvySuje
pravdépodobnost otevieni, zaroven vSak snizuje vodivost (Baumann and Martenson,
2000). Pfi méfeni sumarnich proudd zcel¢ bunky neni mozné pokles vodivosti
zaznamenat, nebot’ je amplituda odpovéedi protony soucasné zvySovana.

Mechanizmus ucinku snizeného pH je zprostfedkovan elektrostatickou interakci
protonii s n¢kolika zaporn€ nabitymi aminokyselinovymi zbytky S5-S6 klic¢ky, jez je
vystavena extracelularnimu prostiedi (Obrazek 1.6). Pokles vodivosti je disledkem
konformaéni zmény poérové oblasti vyvolané vazbou protonti na glutamat 636 umistény
v porovém helixu a aspartat 646 v usti selektivniho filtru (Liu et al., 2009). Protonace
glutamati na pozicich 600 a 648 naopak vede ke zvyseni aktivity TRPV1 receptoru
(Jordt et al., 2000). Neutralizace téchto rezidui mimikuje protonovany stav iontového
kandlu, cehoz se vyuzivdA pro stanoveni funkéniho vyznamu jednotlivych
aminokyselinovych zbytki.

Citlivost E600Q konstruktu ke kapsaicinu i tepelnym podnétim je vyrazné
posilena, coz se projevilo i na zhorSené zivotaschopnosti bunék, jez tento mutantni
iontovy kanal exprimuji. Pfi opakované stimulaci navic dochdzi ke zvySovani bazalniho

proudu téchto buné€k. PrestoZe je mozné TRPVI receptory s neutralizovanym E600

22



zbytkem aktivovat aplikaci roztoku se silné snizenym pH, protony nejsou schopny
potencovat odpovédi vyvolané kapsaicinem ¢i zvySenim teploty prostiedi. Fenotypové
vlastnosti E600Q konstruktu tedy ptfipominaji TRPVI1 iontovy kandl pracujici
v podminkach snizeného pH. Zbytkova citlivost k aktivaénim uc¢inkim protond je
pravdépodobné zprostiedkovana vazbou vodikovych iontd na dalSi negativné nabité
zbytky TRPV1 receptoru, predevsim glutamat na pozici 648 (Jordt et al., 2000).

Fenotypové vlastnosti spontanné aktivnich TRPV1 receptorii s F640L mutaci
na rozhrani porového helixu a selektivniho filtru se podobaji vlastnostem E600Q
konstruktu. Autofi prace Myers et al. (2008) se tudiz domnivaji, ze zaména F640L vede
k takové zmén¢ konformace pérové oblasti, jez mimikuje protony vybuzeny stav TRPV1
iontového kandlu. Tim je také vysvétlena zvySend klidova aktivita F640L konstruktu.

Dulezitost vn&j$i poérové domény pii transdukci aktivacniho signalu vazby
protont na vratka TRPVI receptoru byla potvrzena objevem dvou aminokyselinovych
zbytkll v dané oblasti, jejichz mutace specificky poskozuji citlivost ke stimulacnim
u¢inkiim snizeného pH. Konstrukty se zaménou T633A v porovém helixu a F660S
v extracelularni ¢asti S6 segmentu neni mozné aktivovat ani silnym okyselenim prostiedi,
zaroven jsou vSak jejich odpovédi vyvolané kapsaicinem a tepelnymi podnéty plné
zachovany (Ryu et al., 2007; Aneiros et al., 2011). U F660S konstruktu dokonce nebyly
pozorovany ani potenciacni u€inky snizené¢ho pH, naopak, zvySena koncentrace protonti
v extracelularnim prostoru vedla ke snizeni amplitudy kapsaicinové odpovédi bunck
(Aneiros et al., 2011). Pozorované inhibi¢ni plisobeni protoni mtize odrazet snizeni
vodivosti TRPV1 iontového kandlu, jez je u prirozené formy TRPVI1 receptoru
maskovano aktiva¢nimi tc¢inky vodikovych ionti.

Konformacni zmény TRPV1 iontového kanalu vyvolané zvySenou koncentraci
protonil v extracelularnim prostoru se pravdépodobné neomezuji pouze na pérovou oblast.
Mutace jedné¢ aminokyseliny v extracelularni S3—S4 kli¢ce periferni domény (V538L
mutace) se podobné jako zdmény v porové doméné projevila posSkozenim citlivosti
ke snizenému pH pii zachovani standardnich odpovédi vyvolanych aplikaci kapsaicinu ¢i
zvySenou teplotou prostfedi (Ryu et al., 2007). Zadména valinu za leucin vétSinou nevede
k vyznamnému naruSeni struktury proteint. Je tudiz ziejmé, Ze piesna konformace
periferni domény je zasadni pro spravny pienos signalu od glutamatovych zbytk vné;si

porové oblasti, jeZ slouzi jako pH senzory, na vratka TRPV1 iontového kanalu.
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Obriazek 1.6 Umisténi aminokyselinovych zbytka dilezitych pro citlivost TRPV1 receptoru
k protonim. Modie jsou zobrazena rezidua, jejichZ interakce s protony vede ke snizeni vodivosti
iontového kanalu. Aktivacni u¢inky snizeného pH jsou zprostfedkovany vazbou protond na cervené
oznacené¢ aminokyselinové zbytky. Oranzové jsou vyznaena rezidua, jejichz mutace vede k postizeni
transdukce aktivaéniho signalu na vratka TRPV1 receptoru. Schematicky je znazornéno i vazebné misto
pro kapsaicin a umisténi kladné nabitého argininu dilezit¢ho pro napétovou zavislost TRPV1 iontového
kanalu.

1.3 TRPV3 receptor

TRPV3 receptor je dalSim zastupcem skupiny vaniloidnich TRP receptorti, jehoz
aktivita je siln¢ zavisla na teplot€ okolniho prostfedi. S TRPV1 receptorem, jehoz
primarni sekvence se shoduje se sekvenci TRPV3 iontového kanalu ze 43 %, sdili
strukturni a nékteré funkcni charakteristiky. TRPV3 receptor je stimulovan jiz
za fyziologickych teplot (> 33 °C) a jeho aktivita stoupa se vzristajici teplotou prostiedi
(Peier et al., 2002; Smith et al., 2002). Mezi agonisty TRPV3 receptoru se fadi nckteré
ptirodni latky, které pti konzumaci navozuji pocit tepla a pti kontaktu s pokozkou mohou
pusobit jako alergeny. Znamé aktivatory TRPV3 iontového kanalu, jako jsou karvakrol,
eugenol, thymol a kafr, tvofi aktivni komponentu rostlin uzivanych jako kofeni —
dobromysli, hiebicku, tymidnu a rozmarynu (Moqrich et al., 2005; Xu et al., 2006).
2-aminoetoxydifenylborat (2-APB), syntetickd latka, kterd inhibuje IP; receptory
a nckteré TRP iontové kandly, je spolecnym aktivatorem TRPV1, TRPV2 a TRPV3
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receptord (Hu et al., 2004; Chung et al., 2004). Jedinym doposud znamym endogennim
agonistou TRPV3 iontového kanalu je farnesylpyrofosfat, jeden z meziprodukti
syntetické drahy cholesterolu (Bang et al., 2010). Podobné jako TRPV1 receptor je
¢innost TRPV3 regulovana také nékterymi intraceluldrnimi signalizaénimi drahami (Hu

et al., 2006; Doerner et al., 2011).

1.3.1 Fyziologicka funkce TRPV3 receptoru

1.3.1.1 Uloha TRPV3 receptoru jako teplotniho senzoru organizmi

V roce 2005 vysla prace zabyvajici se charakterizaci fenotypu mysi s vyfazenym
Trpv3 genem (Trpv3 KO) (Mogrich et al., 2005). Behavioralni testy prokazaly, ze zvifata
bez TRPV3 receptoru maji postizené vnimani tepelnych podnéti. TRPV3 iontové kanaly
tudiz pravdépodobné slouzi jako transdukéni molekuly senzorického nervového systému.
U hlodavcii jsou vSsak TRPV3 receptory exprimovany predevsim v koznich buiikach —
keratinocytech a bunkach obklopujicich vlasovy folikul. V neuronech zadnich kotfeni
misnich jejich pfitomnost pozorovana nebyla. Vyvstava otazka, jakym zptisobem jsou
senzorické neurony aktivovany pfi stimulaci TRPV3 receptoru mimo nervovy systém
(Peier et al., 2002).

Jednou z pravdépodobnych moznosti je, ze aktivace TRPV3 iontovych kanala
vede k uvolnéni signdlnich molekul z keratinocytt, jez mohou aktivovat ptilehla nervova
zakonCeni v kiizi. Signalnimi molekulami, které by mohly zprostfedkovavat pienos
informace z koznich bun¢k na nervova vlékna, jsou ATP, prostaglandin E, (PGE,) a oxid
dusnaty (NO). VSechny zminéné molekuly jsou uvoliovany keratinocyty pii tepelné
stimulaci. Navic je jejich vylev zavisly na piitomnosti TRPV3 iontovych kanalt.
V pokusech, kdy byly keratinocyty a neurony zadnich kofenii miSnich péstovany
ve spolecné kultufe, bylo prokazano, ze ATP uvolnéné z keratinocytl pii zvySeni teploty
prostfedi aktivuje blizkd nervova zakonceni (Huang et al., 2008; Mandadi et al., 2009;
Miyamoto et al., 2011).

Uloha TRPV3 receptoru jako teplotniho senzoru viak byla vnedavné dobé
zpochybnéna. Nové experimenty na mySich s vyfazenym 7rpv3 genem nepotvrdily
dilezity vyznam TRPV3 iontového kanalu v citlivosti k tepelnym stimuliim. Oproti
kontrolnim zvifatim byl pozorovan jen maly rozdil v preferencich pokusnych mysi

bez TRPV3 receptoru pro rtizné teploty prostiedi, a to pouze u jednoho kmene mysi.
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U jiného kmene zvifat se rozdil v teplotni citlivosti neprojevil (Huang et al., 2011;
Miyamoto et al., 2011). TRPV3 receptory tudiz pravdépodobné nepiedstavuji hlavni
detektor okolni teploty hlodavci. Je vS§ak mozné, Ze u lidi se jejich funkéni vyznam lisi.
Této domnénce nasvédCuje i1 skuteCnost, Ze oproti hlodavcim byla u primatd

zaznamenana exprese TRPV3 receptora také v senzorickych neuronech (Xu et al., 2002).

1.3.1.2 Uloha TRPV3 receptoru ve fyziologii a patofyziologii kiiZe

Mysi s vytazenym Trpv3 genem se od kontrolnich jedinct 1i$i morfologii srsti.
Vousy i chlupy geneticky pozménénych zvitat jsou pokroucené a uspotradani chlupovych
folikuld je naruSeno. Ptitomnost TRPV3 receptori v koznich bunkach je dilezita nejen
pro spravny rist chlupt, ale také pro proliferaci a diferenciaci keratinocytii a tvorbu
epidermalni bariéry (Cheng et al., 2010).

Vyrazng&j$i postizeni fyziologické funkce klze nez u Trpv3 KO mysi bylo
zaznamenano u hlodavci, jejichz TRPV3 receptory jsou spontanné aktivni. Pti hledani
genetického podkladu fenotypu bezsrstych kmentt DS-Nh mysi a WBN/Kob-Ht potkant
bylo zjisténo, Ze oba tyto kmeny maji mutaci na stejné pozici Trpv3 genu, jez vede
k zdmén¢ glycinu v S4-S5 klicce TRPV3 receptoru za serin ¢i cystein (G573S a G573C
mutace) (Asakawa et al., 2006). V heterolognim expresnim systému se TRPV3 iontové
kanaly s danymi zaménami vyznacuji siln€ zvySenou klidovou aktivitou a bunky, které je
exprimuji, rychle umiraji (Xiao et al., 2008b). Pfedpoklada se, ze pfitomnost spontdnné
aktivnich TRPV3 receptori a vysledné snizeni Zzivotaschopnosti ¢i spravné funkce
keratinocytti je pfi¢inou fyziologického defektu DS-Nh a WBN/Kob-Ht zvitat. Oba
kmeny hlodavci mohou slouzit jako zvifeci modely pro atopickou dermatitidu, nebot’
u nich dochdzi ke spontdnnimu rozvoji zanétu kize (Hikita et al., 2002; Asakawa et al.,
2005). TRPV3 receptor by tedy mohl byt cilem novych ucinnych latek pii lécbe
atopického exému a pruritu (Yoshioka et al., 2009).

Homologni mutace jako u spontanné bezsrstych kment hlodavct byla nalezena
1 u lidi s Olmstedovym syndromem. Tato geneticky podminénd nemoc se vyskytuje velmi
vzacné a projevuje se hyperkeratézou v oblasti dlani, plosek a kolem télnich otvord. Je
spojena se svédénim a vypadavanim vlast postizenych jedincti. Genetickym podkladem
tohoto onemocnéni muze byt nejen mutace glycinu v S4-S5 klic¢ce, ale také zdména
tryptofanu v TRP boxu TRPV3 receptoru za glycin. Pii elektrofyziologickych pokusech

na mutantnich TRPV3 receptorech bylo zjiSténo, ze obé tyto mutace vedou ke vzniku
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spontanné aktivnich iontovych kanalt. Navic pii pokusech na izolované lidské kiizi bylo
zjisténo, ze aplikace agonistii TRPV3 iontovych kanall inhibuje rist vlasi (Borbiro et al.,
2011). Je tudiz zifejmé, Ze zvySena aktivita TRPV3 receptorii narusuje spravnou funkci
keratinocytii a mize byt podkladem koznich defekt ¢i onemocnéni jak u hlodavci, tak

u lidi.

1.3.2 Aktivacni vlastnosti TRPV3 receptoru

Objev spontanné aktivnich TRPV3 receptorti s mutaci ve spojovaci klicce mezi
S4 a S5 a vTRP boxu poukazuje na dualezitou ulohu téchto oblasti proteinového
komplexu ve vratkovani iontového kanalu. Zdé se, ze mechanizmus vratkovani u TRPV3
a TRPV1 receptort je alespon do urcité miry konzervovan, nebot’ zaména homolognich
aminokyselin u TRPV1 vede rovnéz k silnému postizeni aktivacnich vlastnosti (Valente
et al.,, 2008; Boukalova et al., 2010). Jak zde jiz diive bylo uvedeno, mutace glycinu
v S4-S5 klicce TRPV1 receptoru za serin se projevuje spontanni aktivitou iontového
kanalu. Pfitomnost glycinu, jehoZ postranni fetézec je tvofen samotnym atomem vodiku
vazanym piimo na a-uhlik, dodava proteinovym strukturam konformacni flexibilitu.
Rigidita S4-S5 klicky zplsobend zdménou glycinu za jinou aminokyselinu
pravdépodobné vede k upiednostnéni oteviené¢ho stavu u TRPV1 i TRPV3 iontovych
kanalt.

TRPV1 a TRPV3 receptory se vSak zasadné liSi v tom, jak je jejich ¢innost
regulovana pii opakované ¢i dlouhodobé aplikaci agonisty. Oproti TRPV1 receptortim,
jez podléhaji desenzitizaci, se aktivita TRPV3 iontovych kanali pii prodlouzené
stimulaci chemickymi agonisty ¢i tepelnymi podnéty zvysuje (Peier et al., 2002; Xu et al.,
2002). Senzitizace TRPV3 receptort, jez je zavisla na koncentraci agonisty a délce jeho
aplikace, se projevuje zvySenim pravdépodobnosti otevieni, snizenim teplotniho prahu
pro aktivaci a zvySenim citlivosti k depolarizacnimu napéti (Xiao et al., 2008a; Liu et al.,
2011). Senzitizace je pravdépodobné vnitini vlastnosti TRPV3 iontovych kanal, nebot
neni zavisla na bunééném prostiedi. Pfedpoklada se, ze vlastni aktivace receptoru vede
k pomalym konformacnim zméndm, které se projevi na cCinnosti TRPV3 iontového
kanalu (takzvana hystereze vratkovani) (Liu et al., 2011).

Bylo navrzeno nékolik moznych mechanizmu, které¢ by mohly zprostfedkovavat
zvySeni aktivity TRPV3 receptorit. TRPV3 iontové kanaly jsou siln€¢ inhibovéany

vapenatymi ionty v extraceluldrnim prostfedi. Pfi dlouhodobé stimulaci zvySenou
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teplotou vSak dochazi k oslabovani inhibi¢niho uginku Ca®" a u plné senzitizovaného
TRPV3 receptoru je amplituda odpovedi jiz pln€ nezavisla na ptitomnosti vapenatych
iontd. Je mozné, 7e aktivace TRPV3 receptoru vede k pomalé ztraté citlivosti k Ca*"
pusobicich z vnéjsiho prostredi (Chung et al., 2005).

Ankyrinovda  doména  TRPV3  receptoru  obsahuje  vazebné  misto
pro Ca*-kalmodulin a ATP, jeZ je konzervovano i u jinych zéstupcii vaniloidni
podrodiny iontovych kandli. ATP ma opacné uinky na aktivitu TRPV3 a TRPV1
receptori. ATP aplikované z intraceluldrni strany membrany stimuluje TRPV1 receptor,
ale brani senzitizaci TRPV3 receptori. Vazba ATP na ankyrinovou doménu TRPV3
receptoru je zavisla na koncentraci divalentnich iontl. ZvySeni cytozolické koncentrace
Ca®" pii dlouhodobé stimulaci TRPV3 iontovych kanald miize tuto interakci oslabit
a odstranit tak inhibi¢ni vliv ATP (Phelps et al., 2010). K postupnému zvySovani
amplitudy odpovédi TRPV3 receptoru vSak dochazi i za podminek, kdy iontovy kanal
neni vystaven pusobeni vapenatych iontl (Liu et al., 2011). VySe zminéné mechanizmy

tedy pIn€ nevysvétluji senzitizacni fenotyp TRPV3 receptorti.

1.3.3 Intracelularni signalizaéni drahy ovlivinujici ¢innost TRPV3

receptort

Transformujici rastovy faktor-o (TGF-a) a epidermalni rastovy faktor (EGF) jsou
proteinové signalizaéni molekuly s autokrinnimi a parakrinnimi ucinky, které jsou
zasadni pro regulaci proliferace a diferenciace keratinocytli (Schneider et al., 2008).
Utinky tdchto rastovych faktord jsou zprostiedkovany aktivaci takzvaného EGF
receptoru (EGFR) na membrané cilovych bunék, jez patfi do skupiny receptorii s vnitini
tyrozinkindzovou aktivitou. V neddvné dobé& bylo prokézano, ze TRPV3 receptor tvoii
klicovy ¢lanek signalizacni kaskady spoustené EGFR (Cheng et al, 2010).
U kultivovanych primarnich keratinocytti je aktivita TRPV3 iontovych kanald silné
stimulovana inkubaci bun¢k v pfitomnosti TGF-a a EGF. Navic mysi s geneticky
vyfazenym genem pro TGF-a ¢i s naruSenou funkci EGFR se vyznacuji postiZzenou
morfogenezi chlupt stejné jako 7rpv3 KO zvifata (Mann et al., 1993; Luetteke et al.,
1994).

Cinnost TRPV3 receptoru je ovliviiovana ristovymi faktory pravdépodobné
prostiednictvim fosfolipazy C (PLC), jez je aktivovana pii stimulaci EGFR (Xu et al.,
2006; Cheng et al., 2010). Bylo popsano né&kolik mechanizmi, kterymi muize PLC
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regulovat  aktivitu ~ TRPV3  iontovych  kanali. = Membranovy  fosfolipid
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,), jenz je §t€épen PLC na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG), inhibuje aktivitu TRPV3 receptoru. SniZeni koncentrace PIP;
v membrané v disledku stimulace PLC se tudiz projevi zvySenou aktivitou TRPV3
receptoru (Doerner et al., 2011). DAG je prekurzorem pro vznik kyseliny arachidonové
ajejich derivatl, které také stimuluji TRPV3 receptory pravdépodobné skrze piimou
vazbu na proteinovy komplex. Navic DAG spolu s vapenatymi ionty aktivuje
proteinkindzu C, ktera rovnéz moduluje ¢innost TRPV3 receptort (Hu et al., 2006).

Dalsi signaliza¢ni kaskadou, ktera je napojena na EGFR, je MAPK (mitogenem
aktivovana proteinkinaza) draha, jejimz kone¢nym efektorem je fosforylovana ERK
kindza (kindza regulované extracelularnim signdlem). Tato kindza aktivuje fadu
transkripénich faktorti, ale reguluje také rizné jiné proteiny, véetné iontovych kanald.
Sekvencni analyza TRPV3 receptoru odhalila nékolik serinovych a tyrozinovych
aminokyselinovych zbytkl, které by mohly byt ERK kindzou fosforylovany, je tudiz
mozné, ze TRPV3 receptory jsou substratem tohoto enzymu (Lewis et al., 1998). Uloha

ERK kinézy v regulaci aktivity TRPV3 receptoru vSak doposud nebyla zkoumana.
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2 Cile prace

S vyuzitim bodovych mutaci ozfejmit ulohu S1 transmembranové

oblasti v aktivacnich vlastnostech TRPV1 iontového kanalu.

Stanovit funk¢ni vlastnosti mutantnich TRPV1 iontovych kanalt

vzhledem k pH citlivosti
Charakterizovat TRPV3 receptory pfirozen¢ exprimované v bunééné
linii lidskych keratinocyti HaCaT pomoci elektrofyziologickych

metod.

Prozkoumat mozné intracelularni signalizacni drahy, které by mohly

modulovat funkci TRPV3 iontovych kanald.
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3 Metody

Zdroje pouzitych materiald a chemikalii jsou v sekci metody uvedeny v zédvorkach.

3.1 Bunécné kultury

Veskeré pokusy probihaly na linii lidskych embryondlnich ledvinnych bunék
HEK293T (ATCC) a imortalizovanych lidskych keratinocytd HaCaT (CLS).

3.1.1 Kultivace a transfekce HEK293T bunék

HEK293T bunky byly péstovany v 5% roztoku fetdlniho teleciho séra (FTS)
v médiu OPTI-MEM (GIBCO, Invitrogen) pti 37 °C a atomosféie s 5% CO, pro zajisténi
vhodného pH kultivacniho roztoku. Bunky byly nasazovany na plastové kultivacni
nadobky potazené kolagenem a poly-L-lyzinem za uc¢elem zvyseni pfilnavosti bunéénych
membran k podlozce. Pasazovani HEK293T bunék probihalo nasledovné:
1.  Odsati kultivacniho média a oplachnuti buné¢k pomoci PBS bez ptidanych
vapenatych ionti.
2. Inkubace bun¢k v 0,05% trypsinu s 0,016% EDTA. EDTA pisobi jako chelata¢ni
¢inidlo pro vapenaté ionty. Odstranénim vapenatych ionti z média docilime naruseni
bunécnych spojl, které jsou na iontech vapniku zavislé. Trypsin $tépi peptidické vazby
membranovych proteinlt a tim napomdha uvolnit buiikky zpodlozky a narusuje
mezibuné¢né spoje.
3. Mechanicka disociace bunék.

4.  Nasazeni bunék na nové kultivacni misky s Cerstvym médiem.

Pro experimentdlni praci byly pouzivany bunky mezi tfeti a dvacatou pasazi.
Kultura byla pravidelné obnovovana ze suspenzi bunék namnozenych ihned
po zakoupeni linie a zamrazenych v kapalném dusiku.

Bunky byly transfekovany vektorem pcDNA3, ktery nesl cDNA kodujici
pfirozenou ¢i mutantni formu potkaniho podtypu TRPV1 iontového kanalu (250 ng
na transfekci). Za ucelem rozeznani uspéSné transfekovanych bunc¢k jsme buiky
kotransfekovali zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP; 300 ng na transfekci). Pienos
DNA do bunék jsme provadéli metodou MATra (Magnet-assisted Transfection; IBA
GmbH). DNA byla smichédna s MATra-A transfekénim ¢inidlem (0,6 pl) v 50 pl média
OPTI-MEM. Po 20 minutach inkubace za pokojové teplotly byla transfekéni smés
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aplikovana na HEK293T bunky, jez byly nasledné inkubovany po dobu 15 minut
v silném magnetickém poli magnetu MATra pii 37 °C. Poté byly bunky pasdzovany

a nasazeny na meftici sklicka. Pokusy jsme provadéli 2448 hodin po transfekci.

3.1.2 Kultivace a transfekce HaCaT bunék

Linii HaCaT bun¢k jsme péstovali v 10% roztoku fetalniho teleciho séra v médiu
D-MEM (GIBCO, Invitrogen) za stejnych podminek jako HEK293T buiiky. Nebylo
nutné¢ pouzivat kultivaéni misky potazené kolagenem a poly-L-lysinem, nebot
keratinocyty jsou schopny pfichytit se na plastovy podklad nddobek. Pasazovani HaCaT
bunék probihalo obdobné jako u HEK293T bunéck, pfiCemz byla pouzita vyssi
koncentrace trypsinu (0,25%) a EDTA (0,02%). Pro experimentédlni praci byly pouzity
buiiky mezi tfeti a dvacatou patou pasazi.

Vektory pcDNAS/FRT obsahujici cDNA kédujici lidskou formu TRPV3 receptoru
(250 ng na transfekci) spolu s vektory nesoucimi reportérovy gen GFP (300 ng
na transfekci) jsme do HaCaT buné¢k vnaseli pomoci transfekéniho ¢inidla Lipofectamine
2000 (Invitrogen). 2 pl transfekéniho Cinidla byly smichany s 50 pl média OPTI-MEM.
Po péti minutach byly do roztoku pridany DNA vektory rozpusténé v 50 ul média a smés
byla inkubovana 30 minut za pokojové teploty. Nasledné byly buiiky vystaveny pisobeni
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MATra, umoznil ndm vSak dosahnout lepsi uspésnosti transfekce.

3.2 Mutageneze

Ptipravu konstrukti s bodovymi zdménami jsme provadéli pomoci chemické
soupravy QuikChange XL Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Mutacni primery
(Sigma-Aldrich) pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) mély délku minimalné 30
nukleotidi. Jako templat jsme pouzivali DNA kodujici ptirozenou formu TRPV1
iontového kandlu. Pfi piipravé konstrukt s dvojitymi zdmeénami slouzila jako templat
DNA s jiz zavedenou bodovou mutaci. Po prob&éhnuti PCR reakce byl produkt inkubovéan
1 hodinu s restrikéni endonukledzou Dpnl pii 37 °C. Tento enzym specificky $tépi
metylovanou formu DNA, vy¢isti tedy PCR produkt od templatové DNA, ktera
neobsahuje mutaci. Vysledek PCR reakce byl transformovan do XL10-Gold
kompetentnich bakterii, které byly néasledné¢ nasazeny na agarové plotny v takovém
mnozstvi, aby narostly samostatné kolonie, kazda vznikld namoZenim z jedné matetské

bunkky. Timto zpisobem je zajiSténa geneticka totoznost bakterii v jedné kolonii.
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Vybrané kolonie byly pfeockovany do zkumavek s LB médiem (médium Lysogeny
Broth) a inkubovany pfes noc na tfepacce pii 37 °C. DNA z namnozenych bakterii byla
izolovana pomoci chemické soupravy Plasmid DNA Miniprep Kit (Life Technologies).
Pfitomnost pozadované mutace v DNA konstruktu byla ovéfena pomoci sekvenace (ABI

PRISM 3100, Applied Biosystems).

3.3 Elektrofyziologicka snimani

Aparatura pouzita pro elektrofyziologickd méfeni sestdva z invertovaného
mikroskopu Axiovert 135 (Zeiss) umisténého na antivibrac¢ni stil TMC (Technical
Manufacturing Co.), zesilova¢e Axopatch 1-D (Molecular Devices), AD/DA pievodniku
Digidata 1440A (Molecular Devices) a pocitace. Mefici mikroelektrody byly
pfipravovany ptred pokusem z trubicek z borosilikatového skla pomoci horizontalniho
tahace P-1000 (Sutter Instrument Company) tak, aby hrot elektrody mél piiblizné 3 pm
v pruméru. Sklenéné mikroelektrody byly naplnény intracelularnim roztokem a umistény
do drzaku, ktery je soucasti méfici aparatury a jehoz polohu lze regulovat pomoci
mikromanipulatoru (MP-225; Sutter Instrument Company). Elektrické propojeni mezi
intracelularnim roztokem sklenéné mikroelektrody a vstupem zesilovace je tvoieno
pomoci stiibrného dratku potazeného vrstvou chloridu stfibrného. Po ponofeni
do extracelularniho roztoku mély elektrody odpor ptiblizné¢ 4 MQ.

Pro elektrofyziologickd snimani jsme vybirali samostatné¢ bunky, které nebyly
v kontaktu s okolnimi bunikami. Pfi praci na transfekovanych buikach byla dalSim
kritériem pro vybér exprese zelen¢ho fluorescenéniho proteinu. Veskera
elektrofyziologickd meéfeni jsme provadeli s vyuzitim metody ter¢ikového zdmku
v konfiguraci méfeni zcelé buiky (anglicky whole-cell patch clamp) v rezimu
napétového zamku. Pokusy probihaly nasledovné: sklenénd elektroda se pomoci
manipulatoru pfiblizi k vybrané buiice omyvané extraceluldrnim roztokem. Po kontaktu
elektrody s membranou buiky, jenz se projevi zvySenim odporu elektrody, se aplikuje
mirny podtlak, ktery zajisti pevné pfilnuti membrany k hrotu elektrody (tzv. gigaseal).
Vyvinutim silnéjsiho podtlaku dojde k protrzeni membrany buiky. V idedlnim piipadé
nedojde k naruseni kontaktu mezi bunéénou membranou a elektrodou, dojde pouze
k propojeni intraceluldrniho prostoru s vnittkem elektrody. Toto uspotfddani umoznuje

méfeni sumarnich proudt zcel¢ builky pii definovaném slozeni intracelularniho

33



i extracelularniho prostredi. Sériovy odpor elektrody jsme standardné¢ kompenzovali
na 80 %.

Elektrofyziologickd méfeni jsme provadéli v rezimu napétového zamku, kdy jsou
snimany celkové elektrické proudy tekouci pies membranu builky pii soucasném
udrzovani membranového potencidlu na nami zvolené konstantni hodnoté. Pokud neni
uvedeno jinak, zaznamy byly pofizovany pii hodnoté membranového potencialu -70 mV
a za pokojové teploty (22-25 °C).

Experimentalni roztoky byly na bunky aplikovany pomoci systému, ktery byl
vyvinut v nasi laboratofi (Dittert et al., 1998; Dittert et al., 2006) (Obrazek 3.1) a ktery
sestava z n€kolika samostatnych ventilkti regulujicich tok roztoki v teflonovych
kapilarach. Tyto kapilary usti do spole¢né sklenéné trubicky, jejiz hrot se poklada
do tésné blizkosti métené builky. Kolem vyusténi sklenéné trubicky je omotan médény
dratek, jehoz rozzhavenim dochézi k ohfivani protékajicich roztokli na ndmi stanovenou

hodnotu.

O Mé&dény Sklenéna

dratek  rermoclanek  mikroelektroda

<>/

Obrazek 3.1 Shéma aplikac¢niho systému (Upraveno dle (Dittert et al., 1998)). Systém umoziuje
stiidavou aplikaci az sedmi riznych experimentalni roztoki, které jsou umistény v zasobnich nadrzkach
a pomoci teflonovych trubi¢ek svedeny do spoleéné vyvodni kapilary. Ohfivani protékajicich roztoku je
zaji$téno rozzhavenim médéného dratku, jenz je omotan kolem kapilary. V Gsti vyvodni kapilary, které se
poklada do té€sné blizkosti méfené bunky, se nachazi termoclanek zaznamenavajici teplotu prochézejicich
roztokl.

3.4 Experimentalni roztoky a chemikalie

Veskeré chemikalie byly zakoupeny u spolecnosti Sigma-Aldrich kromé MEK1/2

inhibitoru U0126, jenZ jsme zakoupili u spole¢nosti Cell Signaling.
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3.4.1 Extracelularni roztok

Slozeni extracelularniho roztoku bylo nasledujici (mM): NaCl 160,
4-(2-hydroxyethyl)-1 piperazin ethansulfonova kyselina (HEPES) 10, glukéza 10, KCI
2,5, MgCl, 2, CaCl, 1, pH jsme upravovali pomoci NaOH na hodnotu 7,34. V roztoku
bez ptidanych véapenatych iontl byl chlorid vapenaty nahrazen 1 mM EGTA. U roztoki
s pH < 6 jsme misto HEPES pouzili 2-(N-morfolino)ethansulfonovou kyselinu (MES),
ktera ma vyssi pufrovaci schopnost pii niz§ich pH. Pfi piipravé roztokt se snizenym pH
bylo pH standardniho extracelularniho roztoku upravovano pomoci roztoku HCI

na pozadovanou hodnotu. Osmolarita extracelularniho roztoku byla 330 mOsm.

3.4.2 Intracelularni roztok

Slozeni intracelularniho roztoku pro HEK293T bunky (mM): Cs-glukono-3-lakton
125, CsClI 15, EGTA 5, HEPES 10, CaCl, 0,5, MgATP 2, osmolarita 279 mOsm. Slozeni
intracelularniho roztoku pro HaCaT bunky (mM): Cs-glukono-d-lakton 125, CsCl 14,
EGTA 5, HEPES 10, MgCl, 1, CaCl, 0,5, MgATP 2, NaGTP 0,3, osmolarita 291 mOsm.

pH intracelularnich roztoki jsme upravovali pomoci CsOH na hodnotu 7,28.

3.4.3 Latky aplikované pri elektrofyziologickych experimentech

Experimentalni roztoky obsahujici agonisty TRP receptori ¢i modulétory
signalizac¢nich kaskad byly pfipravovany v den pokusu smichanim extracelularniho
roztoku s poZzadovanym mnozstvim zasobniho roztoku dané latky. Zasobni roztoky byly
pripraveny rozpusténim latek v etanolu (kapsaicin 0,1M) ¢i DMSO (amilorid 0,5M;
2-APB 1M; karvakrol 2M; PD98059 37,4 mM; U0126 20mM). Epidermalni ristovy
faktor (EGF) byl nejprve rozpustén v kyseliné octové v mnozstvi 1 mg/ml a nasledné byl
ziedén v roztoku 10% fetalniho teleciho séra v médiu D-MEM s vyslednou koncentraci
EGF 10 pg/ml. Hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA) obsazeny ve FTS
slouzi jako nosi¢ EGF a zabranuje nezddouci adsorpci peptidu k plastovému povrchu

zasobnich zkumavek.
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3.4.4 Latky potirebné pro molekularné-biologické experimenty

Bakterie jsme péstovali v LB médiu (Lysogeny Broth médium) o nasledujicim
slozeni: pepton 5g, kvasnicovy extrakt 2,5 g, NaCl 5 g, destilovana voda 500 ml.
Vysledny roztok jsme sterilizovali v autoklavu 15 minut pti 105 °C. Pfed pouzitim jsme
do LB média ptidavali ampicilin (100 pg/ml), ¢imz bylo umoznéno namnozeni pouze
téch bakterii, které obsahovaly ndmi vlozeny vektor kddujici rezistenci viici antibiotiku.

Pti ptipravé agarovych ploten jsme do LB média pfidali agar (20 mg/ml) a ihned
po sterilizaci jsme jej nechali vychladnout v 60°C lazni. Po piidani antibiotika jsme
roztok nalévali na Petriho misky a nechali ztuhnout. Hotové plotny jsme uchovévali

pti 4 °C.

3.5 Pouzity software

Pro ziskavani a vyhodnocovani elektrofyziologickych dat jsme pouzivali program
pCLAMP 10 (Molecular Devices). Analyzu ziskanych dat a jejich statistické zhodnoceni
jsme provadéli v programu SigmaPlot 10.0 (Systat Software). Pro praci se sekvencemi
DNA ¢i proteint byl vyuzit program BioEdit 7.0 (Hall, 1999). Prostorové modely TRP
receptortl jsme prohliZzeli v programu VMD 1.8 (Humphrey et al., 1996). Obrazky jsme

upravovali v programu CorelDraw 12 (Corel Corporation).

3.6 Hodnoceni zaznamu

3.6.1 Casovy pribéh nastupu odpovédi TRPV1 receptoru

Pro zhodnoceni rychlosti nastupu odpovédi TRPV1 receptoru vyvolanych aplikaci
kapsaicinu jsme Casovy prubéh membranového proudu prokladali exponencialni funkci
popisujici rychlou a pomalou komponentu odpovédi:

It)y=4,-e'""+4,-e""" +C,

kde I(#) je okamzitd hodnota proudu v Case #; 4; a A, jsou amplitudy rychlé
a pomalé komponenty proudové odpovédi; C je maximalni dosazitelnd amplituda; t; a 1,
jsou ¢asové konstanty pro rychlou a pomalou komponentu (Obrazek 3.2).

Pii hodnoceni zaznami jsme porovnavali Casové konstanty rychlé a pomalé

komponenty, jejichz hodnota odpovidd dobé€, za jakou vzroste amplituda odpovéedi
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na 63 % (100-100/e) maximalni amplitudy odpovédi dané komponenty (4; a 4,), a také
miru zastoupeni pomalé slozky vici rychlé slozce odpovedi:
A,% = A, /(4, + 4,)-100.
V ptipadech, kdy byla ptitomna pouze rychla (z < 3 s) ¢i pomala slozka (z > 3 s)

proudové odpovédi, jsme data prokladali monoexponencialni funkci (4, ¢i 4> =0 %).

Kapsaicin 1 yM

- J 0,5nA

20s

Obrizek 3.2 Hodnoceni rychlosti nastupu odpovédi TRPV1 receptoru vyvolané kapsaicinem.
Barevné jsou znazornény kiivky popisujici ¢asovy pribéh nastupu proudovych odpovédi TRPV1 iontového
kanalu, ktery byl stimulovan dvéma naslednymi aplikacemi agonisty. Odpovéd’ na prvni stimulaci ma jasné
patrnou pomalou komponentu (oranzova kiivka), zatimco u druhé odpovédi silné¢ prevazuje rychla
komponenta (zelena kiivka).

Deaktivacni fazi proudové odpovédi pii odmyvani kapsaicinu nelze vétSinou
uspokojivé prolozit exponencialni funkci. Rychlost deaktivace jsme jednoduSe hodnotili
pomoci parametru 75, ktery vyjadiuje Cas potfebny ke snizeni amplitudy proudu

na polovinu (Obrazek 3.3).
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Kapsaicin 1 yM

i‘—’TSO ~ |1nA
2s

Obrazek 3.3 Hodnoceni rychlosti deaktivacni faze kapsaicinové odpovédi pomoci parametru Ts. Tso
vyjadfuje dobu, za kterou klesne amplituda odpovédi na polovinu.

3.6.2 Hodnoceni napét'ové citlivosti

Aktivace prirozenych 1 mutantnich forem TRPV1 receptoru vyvolana
depolarizaénim napétim byla studovana pomoci protokolu, sestdvajiciho z napétovych
skoki, kazdy aplikovany po dobu 100 ms, sminimalni a maximalni hodnotou
membranového potencidlu -120 mV a + 200 mV. Rozdil mezi jednotlivymi skoky byl
20 mV (Obrazek 3.4A a B). Velikost membranového proudu jsme odecitali vzdy
na konci pulzu, kdy uz bylo dosazeno rovnovazného stavu. Zavislost vodivosti buiiky
na napéti jsme ziskali po vyd¢leni takto ziskanych proudovych amplitud pfislusnou
hodnotou membranového potencidlu zmensenou o hodnotu reverzniho potencialu. Danou
zéavislost jsme prokladali Boltzmannovou funkci (oranzova kiivka v C):

G — Gmax B Gmin + G

F
1+ exp— (IZQT(V Vi )j

kde G je maximalni dosazitelna vodivost bunky; G, je miniméalni dosazitelna

min

vodivost; zje vratkovaci naboj (anglicky gating charge); F piedstavuje Faradayovu
konstantu (F = 96 485 C/mol); V je napéti; V., predstavuje napéti, pii kterém vodivost
dosahuje polovi¢ni hodnoty svého maxima; R zastupuje univerzalni plynovou konstantu
(R=18,314 J/(K‘mol)) a T je absolutni teplota.

Citlivost mutantnich receptori s pfirozenou formou TRPV1 lze porovnat pomoci
Vi, tim vys$i je zdanliva citlivost daného konstruktu k napéti. Posun v hodnoté V.,
nemusi pfimo odrdzet zmény v napét'ovém senzoru, mizou byt také projevem postizeni

vratkovaciho mechanizmu iontového kanalu.
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Obrazek 3.4 Depolariza¢nimi skoky vyvolana aktivace TRPV1 iontového kanalu. (A) Schéma
protokolu uzivaného pro stanoveni napétové citlivosti pfirozené a mutantnich forem TRPV1 iontového
kanalu. (B) Reprezentativni zaznam proudové odpovédi buiky exprimujici pfirozenou formu TRPV1
receptoru v odpovéd’ na depolarizacni skoky. (C) Zavislost vodivosti buniky zobrazené v (B) na napéti.
Oranzova kiivka pfedstavuje idealni prolozeni dat Boltzmannovou funkci.

3.6.3 Hodnoceni teplotni citlivosti

Ptesna regulace teploty experimentalnich roztoki aplikovanych na méfené buiky
nam umoznila stanovit teplotni citlivost TRPV1 konstrukti. Teplota roztokd byla
linedrné zvySovana z pokojové teploty az do maximalni hodnoty 48 °C. Maximalni
priristek byl 14 °C/s. Teplotni zavislost jednotlivych konstruktd jsme porovnavali

pomoci hodnoty teplotniho koeficientu Oy, ktery jsme urcili dle vztahu:

y 10/(1,-1,)
- 2
o[

kde 4; a A, jsou amplitudy proudovych odpovédi pii teplotach 7; a T,. Pro nasSe
ucely jsme zvolili 7; = 42 °C (teplotni prah pro TRPV1 receptory) a 7> = 45 °C. Qo
predstavuje teoretickou miru vzriistu proudové odpovédi pii zvyseni teploty o 10 °C. Cim

vyssi je hodnota Q;y, tim vys$i je teplotni citlivost sledovaného jevu.

3.7 Statisticka analyza

Statistické zhodnoceni dat jsme provadéli s vyuzZitim programu SigmaPlot 10.0

(Systat Software). Pro jednotlivé skupiny dat byla nejprve urcena statisticka vyznamnost
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pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Pokud jsme nalezli signifikantni rozdil (P < 0.05),
porovnavali jsme jednotlivé skupiny pomoci z-testu Ci testu Mann-Whitney. Veskera data
uvedend v této praci jsou vyjadiena ve formé priimérna hodnota + stfedni chyba priméru.
V grafech jsou signifikantné odlisné hodnoty oznaceny symboly *P < 0,001; #P < 0,01;
+P <0,05.
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4 Vysledky

4.1 Uloha S1 transmembranové oblasti ve funkénich

vlastnostech TRPV1 iontového kanalu

4.1.1 Mutaéni analyza TRPV1-S1

Za ucelem stanoveni vyznamu S1 oblasti ve funkénich vlastnostech TRPV1
iontového kandlu jsme studovali u¢inek bodovych mutaci zavadénych jednotlivé po celé
délce transmembranového Useku (rezidua F439 az R455). Abychom urcili orientaci
jednotlivych rezidui vzhledem ke zbytku TRPV1 proteinového komplexu, provadéli jsme
bodové zamény za tryptofan, ktery se vyznacuje hydrofobicitou a relativné velkym
objemem va¢i ostatnim aminokyselinam. Pokud je aminokyselinovy zbytek
transmembranového useku orientovan smérem do hydrofobniho prostiedi membréany,
jeho zaména za tryptofan by se neméla vyrazné projevit na funkénich vlastnostech
receptoru. Pokud vSak reziduum sméfuje k pfilehlému transmembranovému useku
iontového kandlu, mutace za tryptofan muze vést ksilnému naruSeni struktury
podjednotky, ¢imz se poskodi i spravna funkce receptoru. Aromatické aminokyselinové
zbytky S1 oblasti jsme naopak zaménovali za rezidua bez aromatického kruhu, abychom
oslabili pfipadné interakce s lipidy ¢i sjinymi aminokyselinovymi zbytky TRPV1I
proteinového komplexu.

Funkéni vlastnosti mutantnich TRPV1 receptorti jsme urcovali pomoci méfeni
membranovych proudii bungk, které byly pfechodné transfekovany TRPV1 konstrukty se
zminénymi bodovymi zaménami a které byly stimulovany aplikaci kapsaicinu C¢i
zvySenim koncentrace protonti v extracelularnim prostiedi (pH 5,5). Vysledky jsou

shrnuty v obrazku 4.1.
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Obriazek 4.1 Mutacni analyza S1 transmembrinové oblasti TRPV1 receptoru. (A) Ukazky
membranovych proudd bunck exprimujicich pfirozenou a vybrané mutantni formy TRPV1 receptoru
vyvolané snizenim pH extracelularniho roztoku (pH 5,5) a kapsaicinem. Pfed aplikaci roztoku o pH 5,5
jsme buiiky 20 s omyvali extracelularnim roztokem o pH 6,8, abychom vyvolali desenzitizaci iontovych
kanali citlivych na pH pfirozené¢ exprimovanych v HEK293 bunkach (Gunthorpe et al., 2001). (B)
Piedpokladana a-helikalni topologie S1 segmentu. Zelené symboly oznacuji pozice aminokyselin, jejichz
zaména nevedla k postizeni aktivacnich vlastnosti TRPV1 receptoru. Oranzovymi symboly jsou
zaznamenany pozice zamén u mutantl s po§kozenou funkci. Cervené symboly zastupuji plné nefunkéni
konstrukty (NF). (C) Primérna velikost proudovych odpovédi vyvolanych aplikaci 1 uM kapsaicinu
pro jednotlivé konstrukty (n = 4-31). (D) Velikost odpovédi vyvolanych sniZzenim pH extracelularniho
prostiedi (pH 5,5) vztazené k amplitudé odpovédi vyvolané 1 pM kapsaicinem (n = 4—12). BO znaci
konstrukt, u kterého bylo mozné vyvolat proudovou odpovéd pouze kombinaci chemické a napétové
stimulace. Data byla pofizena pii membranovém potencialu -70 mV.

Sest ze sedmnacti nami pfipravenych konstruktii bylo plné nefunkénich. Buiky
exprimujici TRPV1 iontové kandly s bodovou zaménou F439A, Y4418, Y444S, M445W,
A452W a R455W nevykazovaly zadné proudové odpovédi pii stimulaci chemickymi
agonisty, a to ani v kombinaci se silnym depolarizaénim napétim, kdy u pfirozené formy

TRPV1 receptoru dochéazi k n¢kolikanasobnému zvysSeni vodivosti buitky. U konstruktu
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T449W jsme pozorovali pouze malé proudové odpovédi vyvolané kapsaicinem, a to
zé4sadné€ jen na pozitivnich potencialech. V ¢asti S1 segmentu smétujici k vnéjSimu listu
membrany se mutace vyrazné poskozujici funkci TRPV1 receptoru vyskytuji na kazdé
tieti pozici (Obrazek 4.1B), coz je periodicita typickd pro a-helikdlni strukturu.
V intraceluldrni ¢asti S1 jsme vSak zadnou periodicitu ve vyskytu funkénich

a nefunk¢nich konstrukti nezaznamenali.

4.1.2 Uloha kladné nabitého rezidua v extracelularni ¢asti S1

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na arginin na extracelularnim konci S1
transmembranové oblasti (R455), jehoz zaména za tryptofan vedla ke vzniku plné
nefunkéniho konstruktu. Pfi zdméné R455 za alanin nedoslo k obnoveni funkénich
vlastnosti TRPV1 iontového kanalu, coz ukazuje na strukturni vyznam postranniho
fetézce na dané pozici. Mutantni receptory se zaménou argininu za jiné kladné nabité
reziduum — lysin — vykazovaly proudové odpovédi pfi aplikaci 1 uM kapsaicinu, jejichz
amplituda se signifikantné neliSila od hodnot charakteristickych pro pfirozeny typ
TRPV1 iontového kandlu (Ixaps= 5,4 £ 0,9 nA pro piirozeny typ TRPV1 a 3,5 £ 0,7 nA
pro R455K konstrukt; » = 31 a 22). U R455K konstruktu se vSak odpovédi pii prvni
aplikaci kapsaicinu vyznacovaly vyrazné¢ pomalejSi rychlosti ndstupu. Po odmyti
kapsaicinu nedoslo u mutantniho receptoru ke snizeni membranového proudu na
klidovou hodnotu. PIné deaktivace bylo piekvapivé dosazeno az po aplikaci
extracelularniho roztoku s mirné snizenym pH (pH 6,8). R455K konstrukt byl také plné
necitlivy ke stimula¢nimu plisobeni protond (pH 5,5) (Obrazek 4.2). Postranni fetézec
lysinu je diky své velikosti i ndboji velmi podobny argininu s tim rozdilem, ze mize
vytvafet méné¢ vodikovych vazeb dulezitych pro stabilitu proteinu. Vyrazna zména
fenotypu u iontového kanalu s R455K bodovou zdménou poukazuje na vyznamnou
funkéni Glohu postranniho fetézce na pozici 455.

Zamg¢fili jsme se na hledani moznych interakénich partnerti argininu 455. Dle
homologniho modelu TRPV1 iontového kanalu se v blizkosti R455 vyskytuji dvé
zaporn€ nabitad rezidua — E458 na tfeti pozici za argininem a E478 umistény
pravdépodobné v extracelularni ¢asti S2 transmembranového useku stejné podjednotky
(Brauchi et al., 2007). Abychom odstranili ptipadné elektrostatické interakce mezi témito
aminokyselinovymi zbytky a argininem 455, ptipravili jsme TRPV1 konstrukty, u nichz

byl zdporny ndboj nahrazen pozitivnim (E458K), ¢i neutralizovan (E478A).
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Pii elektrofyziologickych experimentech jsme u téchto konstrukti nepozorovali zadné
signifikantni zmény ve velikosti odpovédi vyvolanych kapsaicinem ¢i snizenym pH
v porovndni s pfirozenou formou TRPV1 iontového kanalu (Obrazek 4.2). Tyto vysledky
naznacuji, ze piipadné elektrostatické interakce mezi R455 a E458 ¢i E478 nemaji

klicovy vyznam ve funkci TRPV1 receptoru.
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Obrazek 4.2 Konstrukty TRPV1-R455K a T633A jsou necitlivé k aktivaénim ucinkim protoni. (A)
Reprezentativni zdznamy odpovédi bun€k exprimujicich pfirozené a mutantni formy TRPV1 receptoru
vyvolané aplikaci roztoku o pH 5,5 a 1 uM kapsaicinem. (B) Primémé amplitudy kapsaicinovych
odpovédi (oranzové sloupce) a relativni amplitudy proudovych odpoveédi pifi stimulaci snizenym pH (Sedé
sloupce) pro jednotlivé konstrukty (n = 3-31).

Bodova zaména R455K vedla k odstranéni proudovych odpovédi pfi stimulaci
roztokem o nizkém pH, amplituda kapsaicinovych odpovédi vSak nebyla signifikantné
snizena. Obdobny fenotyp byl popsan u TRPVI1 konstrukti se zaménami V538L
a T633A (Ryu et al., 2007). Predpoklada se, ze tato dvé rezidua hraji vyznamnou ulohu
pfi transdukci signdlu od vazebného mista pro protony k vratkim TRPV1 iontového
kanalu. Abychom porovnali ucinek R455K mutace s V538L a T633A zaménami,
piipravili jsme zminéné TRPV1 konstrukty a studovali jsme jejich aktivacni vlastnosti
pomoci stejného protokolu, jaky jsme pouzili v pfedchozich experimentech.

Jak jiz bylo dfive ukdzano, mutace V538L a T633A postihuji citlivost TRPV1
receptoru ke snizenému pH, kapsaicinové odpovédi vSak zlstavaji zachovany (Obrazek

4.2). Primérna velikost odpovédi na kapsaicin ¢inila v nasich podminkadch u V538L
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konstruktu 5,2 + 1,0 nA au T633A konstruktu 3,4 £ 0,6 nA (n = 14 a 31). Amplituda pH
odpovédi dosahovala v priméru u piirozen¢ho typu TRPVI1 kandlu 52 + 6 % velikosti
kapsaicinovych odpovédi (n = 12), u V538L a T633A byla signifikantné sniZena
nal6e+5 % a2 =+3% (m=25a09). U T633A konstruktu jsme pozorovali vaznéjsi
postizeni aktivacnich vlastnosti s velmi podobnymi projevy jako u R455K mutantniho
receptoru, vcetné pomalého nastupu odpovédi pii prvni stimulaci kapsaicinem, netplné
deaktivace po odmyti agonisty a inhibi¢niho piisobeni protont (Obrazek 4.2A). Obdobny
fenotyp R455K a T633A konstruktli je ptekvapivy, vezmeme-li v uvahu vzdalenost
poérového helixu, kde se vyskytuje reziduum T633, od S1 transmembranového segmentu

v ramci podjednotky TRPV1 iontového kanalu.

4.1.3 Inhibiéni plisobeni protontl u spontanné aktivnich TRPV1

konstruktu

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala ulohou konzervovanych
aminokyselinovych zbytkli v S4 transmembrdnovém segmentu a S4-S5 klicce
vaniloidnich TRP receptorti. Jednim z vysledkii projektu byl objev mutaci, které
zpiisobuji zvySenou aktivitu TRPV1 iontového kanéalu (Boukalova et al., 2010). U R557K
a G563S mutantii jsme pozorovali vyrazné zvySenou citlivost k napétové stimulaci,
G563S konstrukt dokonce vykazoval zietelnou spontanni aktivitu i na negativnich
potencialech. Oba konstrukty se dale vyznacovaly napadné zpomalenym néstupem prvni
odpovédi na kapsaicin a neuplnou deaktivaci po odmyti agonisty (Obrazek 4.3), citlivost
ke snizenému pH vsak testovana nebyla.

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na stanoveni aktivacnich vlastnosti
R557K a G563S konstruktii vzhledem k citlivosti k protonim (Obrazek 4.3). Aplikace
roztoku o pH 5,5 nevyvolala zddné zvySeni proudovych odpovédi u R557K i G563S
mutantnich iontovych kanald, naopak uz mirné snizeni pH extracelularniho roztoku
(pH 6,8) se projevilo snizenim klidového proudu. Inhibi¢ni piisobeni protont bylo jasné
patrné po stimulaci iontovych kanali kapsaicinem, kdy pokles pH extracelularniho
prostfedi vedl k deaktivaci zbytkového proudu. Podobné¢ jako u R455K a T633A
konstruktd byl uc¢inek protonti nevratny. Pfi pfepnuti do standardniho extraceluldrniho
roztoku o pH 7,3 nedoslo k vyznamnému zvyseni aktivity mutantnich iontovych kanalt.

Naopak byl nastup nasledné odpovéedi na kapsaicin opet zpomalen (Obrazek 4.3A).
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Obrazek 4.3 Piisobeni protonii na aktivitu R557K a G563S konstrukti. (A) Reprezentativni zdznamy
proudovych odpovédi bun¢k exprimujicich pfirozené a mutantni formy TRPV1 receptoru se zvySenou
aktivitou pii stimulaci kapsaicinem a protony. (B) Primérné amplitudy kapsaicinovych odpovédi (oranzové
sloupce; n = 10-55) a amplitudy proudovych odpovédi pii stimulaci snizenym pH normalizované vuci
amplitud¢ odpovédi na 1 uM kapsaicin (Sedé sloupce; n = 6—13).

4.1.4 Porovnani funkénich vlastnosti mutantt TRPV1 kanalu
necitlivych ke stimulaénim ac¢inkiim protont
Z dosavadnich zjisténi vyplyvd, ze mutace na raznych pozicich v ramci
transmembranové oblasti TRPV1 podjednotky, jako jsou extracelularni ¢ast S1 segmentu
(R455K), spojovaci klicka mezi S3 a S4 (V538L), S4/S4-S5 oblast (R557K a G5635)
a porovy helix (T633A), mohou zptisobit vazné postizeni pH citlivosti TRPV1 iontového
kanalu pii zachovani normalni velikosti odpovédi vyvolanych kapsaicinem. Abychom
zjistili, do jaké miry jsou funkéni projevy téchto mutantli shodné, provedli jsme sérii
méfeni zaméfenou na rtizné aspekty aktivace TRPV1 iontového kanalu.
(1) Rychlost nastupu proudové odpovédi pii stimulaci kapsaicinem (Obrazek 4.4):
Jednotlivé TRPV1 konstrukty jsme stimulovali pomoci dvou po sobé
nasledujicich aplikaci 1 pM kapsaicinu a hodnotili miru zastoupeni pomalé¢ a rychlé

komponenty nastupu kapsaicinové odpovédi a jejich rychlost vyjadienou casovou
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konstantou 1. Aby rychlost nastupu kapsaicinové odpovédi nebyla ovlivnéna uc¢inky
protonli, hodnotili jsme odpovédi pouze téch bunck, které nebyly predem vystaveny
pusobeni snizené¢ho pH.

U pfirozené formy TRPVI1 receptoru byla pomald komponenta nastupu prvni
kapsaicinové odpovédi zastoupena z 26,9 £ 5,3 % a u nasledné odpoveédi z 8,6 = 2,7 %
(n=34). U R557K a G563S konstruktii doSlo k uplnému vymizeni rychlé komponenty
nastupu prvni odpovédi na kapsaicin (4, = 100 %) a u druhé odpovédi bylo zastoupeni
pomalé komponenty signifikantné zvyseno (na 37,1 = 14,3 % a 49,2+ 7,8 %; n=8 a 9).
Kinetika odpovédi na prvni aplikaci kapsaicinu u R455K a T633A konstrukti byla
zpomalena diky zvySeni hodnoty cCasové konstanty charakteristické pro pomalou
komponentu néstupu (z = 77,1 + 19,8 sa 73,7 + 8,8 s oproti 22,4 + 4,2 s u ptirozeného
typu TRPV1 receptoru; n = 5-18). Mutace V538L se na kinetice kapsaicinovych

odpovédi neprojevila.
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Obriazek 4.4 Kinetika nastupu kapsaicinovych odpovédi u konstruktu necitlivych k protoniim. (A)
Procentualni zastoupeni pomalé komponenty nastupu proudovych odpovédi vyvolanych dvéma naslednymi
aplikacemi kapsaicinu (n = 9-36). (B) Porovnani casovych konstant charakteristickych pro pomalou
a rychlou komponentu kapsaicinovych odpovédi. Aby rychlost nastupu nebyla ovlivnéna stabilizacnimi
ucinky protontl, hodnotili jsme odpovédi pouze téch bunék, které nebyly pfedem vystaveny pusobeni
snizen¢ho pH (n = 4-34).
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(i1))  Odmyvaci faze kapsaicinové odpovédi (Obrazek 4.5A,D,E):

Mutace R455K, R557K, G563S a T633A se projevuji signifikantné prodluzenou
odmyvaci fazi kapsaicinovych odpovédi (75p = 10,9 = 1,4 s; 234 £43 5; 235+ 15 s
a 12,6 + 4,4 s oproti 4,4 + 0,6 s u prirozeného typu TRPV1 iontového kanélu; n = 9-30)
a také znemoznuji plnou deaktivaci proudové odpoveédi po odmyti agonisty. Zbytkovy
membranovy proud dosahoval v priméru 0,04 £ 0,01 nA pro pfirozeny typ TRPVI
(n=19); 0,52 = 0,21 nA pro R455K (n = 18); 1,79 + 0,65 nA pro R557K (n = 9);
2,34+ 0,61 nA pro G563S (n = 24) a 0,98 + 0,35 nA pro T633A konstrukt (n = 13).
Po aplikaci roztoku se snizenym pH (pH 6,8) se u zminénych mutanti zbytkovy proud
vyrazné zmenS$il (na 42 + 6 % pro R455K, 43 + 14 % pro R557K, 28 + 4 % pro G563S
a44 £ 15 % pro T633A konstrukt; n = 9-24)

(ii1))  Klidovy membranovy proud (Obrazek 4.5A,B,C):

Bunky exprimujici konstrukty R455K, R557K, G563S a T633A se vyznacuji
zvySenym klidovym membranovym proudem jes$t¢ pred jakoukoli stimulaci
(Iia = 56,0 £ 13,5 pA (n = 23); 32,5 £ 6,9 pA (n = 34);, 78,9 £ 21,4 pA (n = 26)
a46,5+74 (n=30) oproti 13,1 = 1,5 (n = 81) pro piirozenou formu TRPV1 kandlu).
Klidovy membranovy proud je u téchto TRPV1 mutantd inhibovan aplikaci
extracelularniho roztoku se snizenym pH (na 63 £ 9 %; 77 £ 10 %; 67 + 4 %
a8l +13 %; n = 3-21). Naopak u pfirozené formy TRPV1 iontového kanalu vede
aplikace roztoku o pH 6,8 k potenciaci klidového membranového proudu (na 221 + 39 %;
n=10).
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Obrizek 4.5 Utinek protonii na klidovy membrinovy proud a zbytkovy proud po odmyti kapsaicinu.
(A) Reprezentativni zaznam odpovédi G563S konstruktu pii aplikaci roztokli se snizenym pH
a pfi stimulaci kapsaicinem. (B) Zhodnoceni velikosti klidového membranového proudu v absolutni
hodnoté (spodni cast grafu, rizova Sipka v A) a vztazené k amplitudé odpovédi vyvolané 1 uM
kapsaicinem (horni Cast grafu) (n = 8-81). (C) Amplituda membranového proudu po aplikaci roztoku
o pH 6,8 vztazena k velikosti klidového membranového proudu (» = 3-21). (D) Rychlost odmyvaci faze
kapsaicinové odpovédi pro jednotlivé konstrukty vyjadiend hodnotou 75y (n = 9-30). (E) Amplituda
zbytkového membranového proudu po odmyti kapsaicinu (spodni ¢ast grafu, zelena Sipka v A)
a zhodnoceni ptisobeni snizeného pH na zbytkovy proud (horni ¢ast grafu) (n = 6-24).

(iv)  Uginek sou¢asné stimulace kapsaicinem a protony (Obrazek 4.6)

Snizené pH, které samo o sob& nevede k plné aktivaci TRPV1 iontového kanalu
(pH > 6), vyvolava zvySeni membranového proudu stimulovaného aplikaci kapsaicinu
(Jordt et al., 2000). Pro zhodnoceni G¢inku protonti na kapsaicinem navozenou aktivitu
mutantnich forem TRPV1 iontového kanalu jsme na experimentalni buniky aplikovali

0,3uM kapsaicin rozpustény v roztoku s kontrolnim pH (pH 7,3) ¢i snizenym pH
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(pH 6,0). U V538L konstruktu, podobné jako u ptirozené formy TRPV1 receptoru, jsme
pozorovali nékolikandsobné zvySeni amplitudy proudové odpoveédi pii zméné pH
(na 459 + 94 % a 358 £ 43 %; n="7 a 11). Potencia¢ni G€inek protonti byl vyrazné sniZzen
uT633A konstruktu (amplituda kapsaicinové odpovedi se v priméru zvysila pouze na
141 + 20 %; n = 6) a u R455K, R557K a G563S jej nebylo mozné viibec zaznamenat.
Naopak, u posledné¢ zminénych mutantti snizeni pH extracelularniho roztoku vedlo
ke snizeni amplitudy odpovédi vyvolanych kapsaicinem (na 59 + 5 %; 82 + 9 %
a 607 %;n=4-6).

A

WT R455K R557K
pH6 == =] [=]
Kaps 0,3 uM ¢ ] [ ] =
_10,2nA | 50pA _12nA
‘ 10s

IKaps (pH 6)/ IKaps (pH 7,3)

Obrazek 4.6 Pisobeni snizeného pH na velikost kapsaicinovych odpovédi TRPV1 mutanti.
(A) Reprezentativni zaznamy bunck exprimujicich pfirozeny typ TRPV1 receptoru a R455K ¢i R557K
varianty iontového kanalu vyvolané aplikaci 0,3uM kapsaicinu pii pH 7,3 (kontrola) a pH 6,0. Zaznamy
byly pofizeny v pfitomnosti 50 uM amiloridu, inhibitoru endogenné exprimovanych ASIC iontovych
kanalt. (B) Sloupcovy graf shrnujici u¢inek snizené¢ho pH (pH 6,0) na amplitudu kapsaicinovych odpovédi
(n=4-11).

(v) Depolarizaci vyvolana aktivace TRPV1 konstrukti (Obrazek 4.7)
Napétovou zéavislost TRPVI1 iontového kandlu jsme studovali s vyuzitim
protokolu sestdvajiciho ze série napétovych skokli s minimélni a maximalni hodnotou

membranového potencidlu -120 a +200 mV. U pfirozené formy TRPV1 receptoru Cinila
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pramérnd hodnota membranového potencidlu, pti kterém dosahuje vodivost buiky
poloviny svého maxima (V;») 174 £ 2 mV (n = 58). U konstrukti R455K, R557K,
G563S a T633A jsme pozorovali zvySenou napétovou zavislost, coZz se projevilo
posunem hodnoty ¥, do oblasti mensi depolarizace (V;,= 132 £ 4 mV; 95 + 2 mV;
72 +£2 mV a 129 +£ 3 mV; n = 25-40).
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Obrazek 4.7 Napétova citlivost TRPV1 konstrukti. (A) Protokol pouzity pro napétovou stimulaci
experimentalnich bunék a ukazky membranovych proudi pro pfirozenou formu TRPV1 receptoru, R455K
¢i G563S mutanty. (B) Primérné vodivost bunék vyjadiena v zavislosti na ménicim se napéti. U R455K
a G563S konstruktu doslo k posunuti zavislosti smérem k niz§im hodnotdm membranového potencialu.
(C) Primérné hodnoty membranového potencialu, pii kterém dosahuje vodivost buiky poloviny svého
maxima (V) pro jednotlivé konstrukty (n = 7-58).

(vi)  Teplotni zavislost TRPV1 konstruktli (Obrazek 4.8)

Specifickou aktivaci TRPV1 iontovych kanali 1ze vyvolat i zvySenim teploty
prostiedi nad 42 °C. Bunky exprimujici TRPV1 receptory vykazuji pfi teplotni stimulaci
proudové odpovédi, jejichz amplituda a teplotni zavislost charakterizovana teplotnim
koeficientem ;) je mnohem vys§i nez u nespecifickych odpovédi bunéck

bez teplocitivych iontovych kandlli na membrané. V naSich podminkach jsme urcili
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hodnotu Qg pro ptirozenou formu TRPV1 receptoru na 7,6 = 0,9 (n = 29). U R455K,
R557K, G563S a T633A konstruktii byla teplotni zavislost silné postizena, coz se
projevilo snizenim hodnoty teplotniho koeficientu (Q;p= 2,3 = 0,3; 2,1 £ 0,5; 1,4 + 0,1
a2,0 = 0,3; n = 9-23). Citlivost na tepelné¢ podnéty V538L konstruktu se signifikantné
nelisila od nemutované formy TRPV1 (Q;9=9,2 + 3,3; n = 10).
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Obrazek 4.8 Mira teplotni zavislosti TRPV1 konstrukti necitlivych k aktivaénim u¢inkim sniZeného
pH. (A) Reprezentativni zaznamy bunck exprimujicich pfirozenou formu TRPV1 receptoru, R455K
a G563S mutanty pfi aktivaci tepelnymi podnéty (linearni zvySeni teploty experimentdlniho roztoku
v rozmezi 25-48 °C). (B) Primérna hodnota teplotniho koeficientu (Q;y) pro jednotlivé konstrukty (n = 9—
29).

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze mutace v extracelularni ¢asti S1 (R455K), S4/S4—
S5 oblasti (R557K a G563S) a porovém helixu (T633A) se na funkénich vlastnostech
iontového kanalu projevuji obdobnym zplisobem a postihuji vSechny aspekty
polymodalni aktivace TRPV1 receptoru. NaruSena konformace iontovych kandla

s danymi mutacemi pravdépodobné vede k destabilizaci zavien¢ho stavu. Disledkem

toho je spontdnni aktivita mutanti zvySena (vy$$i klidovy membranovy proud)
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a deaktivace po stimulaci kapsaicinem zpomalena. Zda se, Ze snizené pH zavieny stav
iontovych kanalti se zdménami R455K, R557K, G563S a T633A naopak stabilizuje.
Substituce aminokyseliny valinu 538 ve spojovaci kli€ce mezi S3 a S4 za leucin vede
ke snizeni amplitudy proudu vyvolaného zvysSenou koncentraci protont v extracelularnim
prostfedi, potenciacni ucinky snizeného pH i ostatni funk¢ni charakteristiky TRPV1

iontového kanélu vSak zustavaji nezménény.

4.1.5 Mechanizmus inhibi¢niho plsobeni protont na aktivitu

mutantnich TRPV1 receptort

V dalsich pokusech jsme se zamé&fili na objasiiovani mechanizmu, jakym zvySena
koncentrace protonii ve vnéjSim prostiedi umoziuje stabilizaci zaviené¢ho stavu TRPV1
iontovych kanali s mutacemi R455K, RS557K, G563S a T633A. Inhibi¢ni uUc€inky
snizeného pH se projevuji velmi rychle, tudiz jsme piedpoklédali, Ze protony plisobi
ptimo na TRPV1 iontovy kanal. Formulovali jsme dvé hypotézy:

(1) Protonace glutamatovych aminokyselinovych zbytki E600 a E648
stimuluje zvySeni aktivity pfirozené formy TRPVI1 receptoru (Jordt et al.,
2000), pusobi vSak opaénym zplisobem na aktivitu mutantnich iontovych
kanal.

(11) Interakce protoni s kyselymi aminokyselinovymi zbytky v pérové oblasti
(E636 a D646) vede ke snizeni vodivosti TRPV1 iontového kanélu (Liu et al.,
2009) a mohla by byt podkladem i inhibi¢niho pisobeni snizeného pH
u mutovanych TRPV1 konstrukti.

Za ucelem ovéteni prvni hypotézy jsme piipravili konstrukty s dvojitou bodovou
zaménou R455K/E600A a R455K/E648A. U téchto TRPVI1 mutantd je odstranén
negativni naboj glutamatovych zbytki, ¢imz je funkén€ napodoben protonovany stav
TRPV1 iontového kanalu (Jordt et al., 2000). Stejné jako u R455K konstruktu, iontové
kandly se zminénymi dvojitymi zdménami se vyznacovaly vyrazné zpomalenym
nastupem prvni odpovédi na kapsaicin a netplnou deaktivaci po odmyti agonisty (Zogmy =
1,50 = 0,91 nA pro R455K/E600A konstrukt a 0,57 £ 0,42 nA pro R455K/E648A
konstrukt; n = 5 a 3). Vystaveni bun¢k roztoku o pH 6,8 vedlo k inhibici zbytkového
proudu minimalné do stejné miry jako u TRPV1 receptorti s R455K mutaci (na 12 +5 %
pro R455K/E600A a 18 + 10 % pro R455K/E648A) (Obrazek 4.9). Z téchto vysledki
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vyplyva, ze inhibi¢ni pisobeni snizeného pH neni zavislé na protonaci glutamatovych

rezidui na pozicich 600 a 648.
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Obrazek 4.9 Inhibi¢ni icinek protoni neni ovlivnén neutralizaci aminokyselinovych zbytka E600
a E648. (A) Reprezentativni zaznamy proudovych odpovédi bunék exprimujicich pfirozenou formu
TRPV1, R455K/E600A a R455K/E648A konstrukty stimulovanych 1uM kapsaicinem a pfi nasledné
aplikaci roztoku se snizenym pH. (B) Primérné hodnoty amplitud zbytkového proudu po odmyti
kapsaicinu (spodni graf, zelend Sipka v A) a zhodnoceni plsobeni snizeného pH na zbytkovy proud (horni
cast grafu, Seda Sipka v A) (n = 3-24).

Dal$im znamym interakénim mistem protond v ramci TRPV1 receptoru je poérova
oblast. Protonace zaporn¢ nabitych aminokyselinovych zbytkii E636 a D646 v oblasti
poru vede ke sniZzeni vodivosti TRPV1 iontového kanalu (Liu et al., 2009). Tento
inhibi¢ni efekt je u pfirozené formy TRPV1 receptoru maskovan silnymi aktivacnimi
wi¢inky snizeného pH. Ulohu E636 a D646 v inhibi¢nim ptisobeni protontl pozorovaném u
nami popsanych konstrukti jsme se pokusili stanovit pomoci TRPVI1 receptori

s dvojitymi zdménami R557K/E636Q, R557K/D646N, G563S/E636Q a G563S/D646N.
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E636Q a D646N mutace vedou samy o sobé k postizeni vratkovani iontového kanalu a
jejich kombinace s R557K a G563S zdménami vedla ke vzniku receptorti se silné

poskozenymi vratkovacimi vlastnostmi, jez jsme nebyli schopni fadné analyzovat.

4.1.6 Uloha alaninovych zbytki v extracelularni éasti TRPV1-S1

Kli¢ovy vyznam argininu v extracelularni ¢asti S1 transmembranového segmentu
je podpofen i jeho pritomnosti na dané pozici TRPV1 receptoru u nejrizngjsich
zivo¢iSnych druhti. Obdobné evolu¢né konzervovan je i alaninovy zbytek umistény
na teti pozici pred R455 (Obrazek 4.10), jehoZz zaména za tryptofan vedla ke vzniku
nefunkéniho iontového kandlu. Dobrou korelaci miry konzervovanosti s vysledky
mutacni analyzy jsme zaznamenali i u sousednich dvou alaninovych rezidui. U nékterych
ortologi TRPV1 receptoru je alanin na pozici 451 (Cislovani dle potkaniho podtypu
TRPV1) nahrazen jinou malou aminokyselinou — valinem a jeho substituce za tryptofan
se u potkaniho podtypu TRPVI1 receptoru projevila snizenou aktivitou pii chemické
stimulaci. Pozice 450 je variabilni a i pfitomnost velké hydrofobni aminokyseliny
tryptofanu byla pIné tolerovana (Obrazek 4.1, str. 42). Abychom podrobnéji
charakterizovali funkéni vyznam alaninovych zbytkli na pozicich 451 a 452, rozsitili
jsme nasi studii o TRPV1 konstrukty s jinou nez tryptofanovou zaménou (A451G, A451S,

A451V, A451R, A452V, A452N, A452T).
452

}

Rattus norvegicus 439 F'VYCLYMIIFTAAAYYR 455
Homo sapiens 440 LVYCLYMITEFTMAAY YR 456
Mus musculus 440 F'VYCLYMITIFTTAAYYR 456
Canis lupus familiaris 440 F'TYCLYMITFTTAAY YR 456
Bos taurus 438 F'VYCLYMITHFTTVAYYR 454
Equus caballus 439 F'VYCLYMITIFTTVAYYR 455
Desmodus rotundus 440 FVYCLYMITIFTTVAY VYR 456
Xenopus laevis 450 IYVITIFTIAAYYR 466

Obrazek 4.10 Porovnani sekvenci S1 transmembranového segmentu pro vybrané druhy. Identifika¢ni
Cisla sekvenci v databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/): Rattus novvegicus/potkan —
AACS53398; Homo sapiens/Clovék — CAB95729; Mus musculus/my§ — CAF05661; Canis lupus
familiaris/pes — AAT71314; Bos taurus/tur domaci — DAA18892; Equus caballus/kin domaci —
XP 001504774; Desmodus rotundus/upir obecny — AEL30805; Xenopus laevis/drapatka vodni —
NP 001177322
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4.1.6.1 Konzervativni mutace na pozici 452 silné poskozuje funk¢ni

vlastnosti TRPV1 iontového kanalu

Jak jsme predpokladali, zdmény alaninu na pozici 451 za jiné malé aminokyseliny
serin ¢i valin se neprojevily na aktivacnich vlastnostech TRPV1 receptoru. Konstrukt
s mutaci A451G se vyznaCoval sniZzenou citlivosti k aktivaénim ucinkiim protont,
odpovédi na kapsaicin i depolarizac¢ni napéti se vSak signifikantné neliSily od pfirozené
formy TRPV1. U mutovaného receptoru se zaménou A451R jsme pozorovali podobné
fenotypové zmény jako u A451W konstruktu — snizeni velikosti membranovych proudt
vyvolanych chemickou stimulaci a posun napétové zavislosti do oblasti méné
depolarizovaného membranového potencialu (Obrazek 4.11 a 4.12). Z téchto vysledkl
usuzujeme, ze pritomnost objemnych rezidui na pozici 451 brani spravné funkci TRPV1

iontového kanalu.
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- . = pH55
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Obriazek 4.11 Funkéni vlastnosti konstrukti TRPV1 receptoru s mutovanymi alaninovymi zbytky
v S1 vzhledem k chemické aktivaci. (A) Reprezentativni zaznamy odpoveédi bunék exprimujicich
ptirozeny typ TRPVI1, A451G a A452V konstrukty pifi stimulaci roztokem se snizenym pH (pH 5,5)
a pii aplikaci 1uM kapsaicinu. (B) Primérné amplitudy odpovédi na kapsaicin (horni ¢ast grafu) a relativni
velikost odpovédi vyvolana snizenim pH extracelularniho roztoku (spodni Cast grafu) pro uvedené
konstrukty TRPV1 receptoru (n = 3-31). (C) Model S1 oblasti TRPV1 receptoru vytvoreny na podkladé
znamé krystalové struktury K,1.2 iontového kandlu pievzaty z (Brauchi et al., 2007). Modfe jsou
vyznaceny A450, A451 a A452, Cervené je zakreslen R455.
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Obrazek 4.12 Depolarizaci vyvolana aktivace konstrukti s mutovanymi alaninovymi zbytky
v TRPV1-S1. (A) Ukazky membranovych proudt bunék exprimujicich pfirozené formy TRPV1, A451W
a A451R konstrukty pfi stimulaci protokolem sestavajicim ze série napétovych skokd od -120 mV
do +200 mV. (B) Normalizovana vodivost bun¢k vynesend v zavislosti na hodnoté membranového
potencialu. (C) Pramérné hodnoty napéti, pti kterém dosahuje vodivost buiiky poloviny svého maxima
(V12) pro uvedené konstrukty (n = 3-58). U TRPVI1 receptort s mutovanym A452 aminokyselinovym
zbytkem byly odpovédi na napétovou stimulaci pfili§ malé a hodnotu V;,, nebylo mozné uréit (ND).

Pomérné konzervativni mutace alaninu na pozici 452 za valin ¢i treonin vedla
ke vzniku TRPV1 receptorli se siln€¢ postizenou chemickou i1 napétovou citlivosti
(Obrazek 4.11 a 4.12). Je tedy zfejmé, ze presnd konformace S1 transmembranového
segmentu v daném misté je kliCovou pro zachovani aktiva¢nich vlastnosti TRPV1

1ontového kanalu.

4.1.6.2 Zpomaleny nastup odpovédi na kapsaicin u konstrukti s mutaci

na pozicich 451 a 452

Funkéni postizeni mutantnich receptori se zdménami na pozicich 451 a 452 se
neprojevilo pouze snizenim amplitudy membranovych proudii stimulovanych
chemickymi agonisty, ale i zménou kinetiky odpovédi na kapsaicin. Podobné¢ jako
u konstrukt se zvysenou aktivitou byl nastup prvni kapsaicinové odpoveédi u A451W,
A451R, A452V a A452T mutantl vyrazn€ zpomalen. Zminéné mutantni receptory
(krom¢ A451R konstruktu) se také vyznacovaly prodlouzenou deaktivacni fazi odpoveédi

na kapsaicin (Obrazek 4.13).
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Obrazek 4.13 Kinetika nastupu odpovédi na dvé nasledné aplikace kapsaicinu u Kkonstrukta
s mutovanymi rezidui na pozicich 450, 451 a 452. (A) Reprezentativni zdznamy proudovych odpovédi
bun¢k exprimujicich pfirozenou formu TRPV1, A451W a A452V konstrukty pfi stimulaci 1pM
kapsaicinem. (B) Kinetika nastupu prvni a druhé odpovédi na kapsaicin (horni ¢ast grafu) a zhodnoceni
rychlosti odmyvaci faze kapsaicinovych odpovédi (spodni c&ast grafu) pro jednotlivé konstrukty.
Pro zjednodugeni analyzy byla data pofizena v p¥itomnosti ImM Ca”" v extracelularnim prostoru. Za téchto
podminek lze ziskané zaznamy odpovédi na kapsaicin prokladat jednoduchou exponencialni funkci
(projevuje se pouze pomala ¢i rychla komponenta odpovédi) (n = 3—19).

4.1.6.3 Hystereze vratkovani u mutantnich receptori se ziménou
alaninu 452

U mutantnich receptori mize byt menSi amplituda odpovédi na kapsaicin
zplisobena riznymi mechanizmy, napiiklad niz§i mirou exprese na povrchu buiky,
zmeénou vodivosti ¢i vratkovacich vlastnosti iontového kanalu, nebo snizenou citlivosti
k aktivacnimu signalu. Abychom zjistili, zda se citlivost ke kapsaicinu u mutantnich
receptoru lisi, porovnavali jsme amplitudy odpovédi vyvolanych 1 a 10uM koncentraci
agonisty (Kaps 1 a Kaps 10). 1uM koncentrace kapsaicinu je téméef saturacni

pro ptirozenou formu TRPV1 receptoru (Ixaps 1/Ikaps 10 = 0,96 £ 0,05; n = 4; Obrazek
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4.14A,B). U A452V konstruktu byla proudova odpovéd pii stimulaci Kaps 10
nékolikanasobné vyssi nez predchazejici odpoveéd na Kaps 1 (Ixaps i/Ikaps 10 = 0,13 £ 0,05;
n = 6), coz poukazuje na snizenou citlivost iontového kanélu ke kapsaicinu. Pokud byl
Kaps 1 aplikovan az po stimulaci Kaps 10, amplituda odpovédi byla ptekvapiveé vyrazné
vyssi (Obrazek 4.14A,C). Zda se tedy, Ze vazba kapsaicinu na mutantni TRPV1 receptor
nevede pouze k bezprosttednimu otevieni iontového kandlu, ale ma i dlouhodobé;jsi
senzitiza¢ni ucinky — zvysSuje zdéanlivou citlivost receptoru a podnécuje zrychleni nastupu
kapsaicinovych odpovédi. Citlivost A452V konstruktu ke snizenému pH prostredi vsak

neni ani po stimulaci Kaps 10 obnovena (Obrazek 4.14A).
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Obriazek 4.14 Velikost kapsaicinovych odpovédi je zavisla na predchozi aktivaci A452V konstruktu.
(A) Reprezentativni zaznamy membranovych proudd bunék exprimujicich pfirozenou formu TRPVI
receptoru a A452V konstrukt pfi stimulaci chemickymi agonisty. (B) Amplituda membranovych prouda
pfi prvni aplikaci 1uM kapsaicinu (Ix,ps 1) vztazena k velikosti odpovédi vyvolanych 10uM kapsaicinem
(Ikaps 10) (n = 4 a 6). (C) Pomér velikosti odpovédi bun€k na 1uM kapsaicin pied (I;) a po (I,) stimulaci
10uM kapsaicinem (n =4 a 5). Zaznamy jsme poridili v extracelularnim roztoku bez piidanych vapenatych
iontl pro zabranéni desenzitizace TRPV1 receptoru (Koplas et al., 1997).
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4.1.7 Desenzitizacni pusobeni protond na aktivitu TRPV1 receptoru

V priibéhu nasich pokusii zaméfenych na stanoveni citlivosti k chemickym
agonistim jsme u piirozené formy TRPV1 receptoru ¢asto pozorovali zpomaleni nastupu
odpovédi na kapsaicin po vystaveni piisobeni snizené¢ho pH. Pro statistické zhodnoceni
zminéného efektu jsme bunky exprimujici TRPV1 receptor stfidavé stimulovali 1uM
kapsaicinem a extracelularnim roztokem se silné kyselym pH (Obrazek 4.15). Aplikace
roztoku o pH 4,0 vedlo k prodlouzeni ¢asové konstanty ndstupu nasledné odpovédi
na kapsaicin o vice jak jeden ftad. Kinetika nastupu kapsaicinovych odpovédi

po vystaveni pusobeni silné¢ kyselého pH tedy pfipomind projevy mutantnich receptort

popsanych vyse.
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Obrizek 4.15 Desenzitiza¢ni ucinky sniZzeného pH na aktivitu TRPV1 receptoru. (A) Typicka
odpovéd’ bunky exprimujici ptirozenou formu TRPV1 receptoru pfi stimulaci kapsaicinem a roztokem
se snizenym pH (pH 4,0). (B) Casova konstanta nastupu odpovédi na kapsaicin pfed a po vystaveni
pusobeni roztoku o pH 4,0 (n = 7).

4.2 Modulaéni uc¢inky epidermalniho rustového faktoru na
aktivitu TRPV3 receptoru

V nativnim systému je aktivita TRPV1 receptoru ovliviiovdna mnoZstvim
regulacnich faktort. V rdmci studia bunéénych mechanizmi nocicepce byla popsana fada
intracelularnich signaliza¢nich drah, jejichz stimulace vede k senzitizaci TRPV1
receptoru, coz muze byt podkladem vzniku nékterych patologickych bolestivych stavi
(Touska et al., 2011). Naproti tomu bunééné mechanizmy regulace aktivity TRPV3
receptoru nejsou doposud pfiili§ prozkoumany. Ve druhé ¢ésti své dizertacni prace jsem
se proto zamétila na hledani moznych signaliza¢nich drah, které ptisobi na funkci TRPV3

1ontového kanalu.
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V nedavné dob¢ byla popsana dulezitd uloha TRPV3 receptoru v signalizacni
draze rustovych faktori TGF-a a EGF, kterd je zasadni pro spravnou fyziologickou
funkci keratinocytl. Kultivace primarnich keratinocytl v médiu s ptidanymi rastovymi
faktory po dobu nékolika hodin vedla ke zvyseni aktivity TRPV3 receptoru pfi stimulaci
chemickymi agonisty (Cheng et al., 2010). V navaznosti na tato zjiSténi nas zajimalo, zda
1 kratkodoba aplikace rastového faktoru se projevi na fungovani TRPV3 iontového

kanalu.

4.2.1 Charakterizace funkénich viastnosti TRPV3 receptoru

Experimenty jsme provadéli na linii imortalizovanych lidskych keratinocytil
(HaCaT), které ptirozené exprimuji TRPV3 receptory (Sherkheli et al., 2009). V naSich
podminkach jsme byli schopni zaznamenat specifické proudové odpoveédi pfi stimulaci
agonisty TRPV3 receptoru pouze u malé¢ho procenta HaCaT buné¢k, které se vizualné
nijak neliSily od jinych bunék v kultufe. Z tohoto divodu jsme v piipravnych pokusech
zamé&fenych na optimalizaci stimula¢niho protokolu buiiky nejprve transfekovali vektory
nesoucimi cDNA lidského podtypu TRPV3. HaCaT buiky s uméle zvySenou expresi
TRPV3 iontového kandlu jsme stimulovali pomoci smési aktivatori (2-APB
a karvakrolu) a studovali jejich proudové odpovédi.

Charakteristickou vlastnosti TRPV3 receptoru je postupné zvySovani amplitudy
odpovedi pti opakované chemické ¢i teplotni stimulaci (Xu et al., 2002) (Obrazek 4.16A).
Velikost odpovédi je tudiz urCovana nejen mirou exprese, ale 1 aktivacni historii TRPV3
receptoru. Prahova teplota pro aktivaci TRPV3 se pohybuje kolem 33 °C, proto jiz béhem
inkubace v termostatu jsou buiky exprimujici teplocitlivé iontové kanaly vystaveny
stimula¢nimu ptsobeni tepla, coz mize vést k senzitizaci jesté pred vlastnim zacatkem
mefeni. Aplikaci roztoku s vysokou koncentraci agonisty (v naSem ptipadé¢ 200 uM
2-APB v kombinaci s250 pM karvakrolu) lze dosdhnout urychleni senzitizaéniho
procesu (Obrazek 4.16A). V experimentech zamétenych na stanoveni akutniho U¢inku
EGF jsme HaCaT bunky nejprve stimulovali saturacni koncentraci agonistti, ¢imz jsme
dosahli maximalni senzitizace a jednotlivé zaznamy potizené z riznych bunék pak bylo

mozné mezi sebou porovnavat.
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Obrazek 4.16 Charakterizace proudovych odpovédi HaCaT bunék s uméle zvySenou expresi TRPV3
receptori. (A) Zaznam proudovych odpovédi pfi opakované stimulaci smési agonistd aplikovanych
v nizké koncentraci (50 uM 2-APB s 75 uM karvakrolu). Maximalni odpovédi bylo dosazeno aplikaci
roztoku obsahujiciho vysokou koncentraci agonistii (200 uM 2-APB s 250 pM karvakrolu). Méfeni jsme
provadéli v extracelularnim roztoku s I mM Ca®". (B) Odstranéni vépenatych iontl z extracelularniho
prostoru vede ksilnému zvySeni proudovych odpovédi HaCaT bunék stimulovanych smési TRPV3
agonistd.

Endogenni exprese TRPV3 receptoru v HaCaT bunkich je vyrazné¢ nizsi
v porovnani s transfekovanymi bunkami. Za ucelem zvySeni amplitudy odpovédi jsme se
rozhodli pokusy provadét v extracelularnim roztoku bez ptidanych véapenatych iontd,
které plisobi inhibicné na aktivitu TRPV3 receptoru (Xiao et al., 2008a) (Obrazek 4.16 B).
Za téchto podminek bylo mozné u nékterych netransfekovanych HaCaT bunck pozorovat
specifické odpovédi vyvolané chemickou stimulaci, jejichz amplituda byla zavisla
na pouzité koncentraci agonisti TRPV3 receptoru (Obrazek 4.17A). Vodivost TRPV3

iontového kanalu je pomérné velkd (asi 150 pS), coZ ndm umoznilo pozorovat aktivitu

jednotlivych kanali i1 pfi méteni sumarnich proudi celé buiiky (Obrazek 4.17B,C).
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2-APB 200 puM + karvakrol 250 uM
2-APB 100 uM + karvakrol 150 uM
2-APB 75 pM + karvakrol 112,5 yM
2-APB 50 uM + karvakrol 75 yM
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Obrazek 4.17 Chemicky vyvolana aktivace TRPV3 receptori endogenné exprimovanych v HaCaT
buiikach. (A) Ukazka proudovych odpovédi HaCaT bunky pfi stimulaci smési agonisti TRPV3 receptoru
(2-APB a karvakrol) aplikovanych v riznych koncentracich. Pouzit byl extracelularni roztok, ktery
neobsahoval véapenaté ionty. (B) Detail zdznamu odpovédi vyvolané nizkou koncentraci agonisti (50 pM
2-APB s 75 uM karvakrolu), kdy je mozné pozorovat aktivitu jednotlivych TRPV3 iontovych kanald.
(C) Detail zaznamu deaktivaéni faze odpovédi vyvolané saturacni koncentraci agonistd (200 uM 2-APB
s 250 uM karvakrolu). Membranovy potencial -70 mV. Z — zavieny stav kanalu; O; — otevien jeden
iontovy kanal; O, a O; — otevieny soucasné 2 a 3 iontové kanaly.

4.2.2 Uginky EGF na aktivitu endogennich TRPV3 receptorti

exprimovanych v HaCaT bunkach

Pro zhodnoceni ucinku epidermalniho ristového faktoru na TRPV3 receptory
jsme porovnavali velikosti proudovych odpovédi bunék vyvolanych smési agonistii pred
a v prabehu aplikace EGF (Obrazek 4.18). Jiz po dvanacti minutach inkubace v roztoku
s 20 ng/ml EGF se primé&rna amplituda odpovédi normalizovanych k velikosti maximalni
odpovédi zvysila z 0,35 + 0,02 na 0,72 £ 0,06 (n = 6). K dalSimu zvySeni pti delsi
inkubaci jiz nedoSlo (Obrazek 4.18). V kontrolnich podminkach, kdy EGF nebyl
pritomen, se relativni amplituda odpovédi pii opakované stimulaci zvysila na 0,46 + 0,03
(n=15), coz je vSak signifikantné¢ mén¢&, nez u bunck vystavenych ptsobeni EGF. Z téchto
vysledkt vyplyva, ze EGF zptsobuje senzitizaci TRPV3 receptoru jiz pii kratkodobé

stimulaci.
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Obrazek 4.18 EGF piisobi senzitizacné na aktivitu TRPV3 receptori. (A) Reprezentativni zaznamy
proudovych odpovédi HaCaT bunek vyvolané chemickou stimulaci v kontrolnich podminkéach (horni
zaznam) a v pfitomnosti EGF (spodni zaznam). (B) Amplituda odpovédi vyvolana aplikaci 75uM 2-APB
v kombinaci s 112,5uM karvakrolem normalizovana vi¢i maximalni odpovédi vyvolané saturacni
koncentraci agonisti (200 uM 2-APB s 250 uM karvakrolu) (n > 5).

4.2.3 Mechanizmus stimula¢niho plsobeni EGF na aktivitu TRPV3
receptoru
Fyziologické ucinky epidermalniho rtstového faktoru jsou zprosttedkovany
vazbou na specificky receptor spojeny s tyrozinkinasovou aktivitou (EGFR) umistény
na membrané cilovych bunék, jehoz aktivace vede ke spusténi kaskady intracelularnich
signaliza¢nich dé&ji. Jednou z hlavnich signalizacnich drah napojenych na EGFR je
MAPK dréaha, jejimz koncovym efektorem je fosforylovana ERK, kterd mize ovliviiovat

funkci velkého mnozstvi proteinti v burice.
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Abychom stanovili vyznam MAPK drdhy v senzitizaci TRPV3 receptoru
vyvolané¢ EGF, zopakovali jsme méfeni za podminek, kdy byla tato draha inhibovana.
Mezi zndmé inhibitory MAPK drahy patii latky U0126 a PD98059 blokujici funkci
proteint MEK1 a MEK2 (mitogeny aktivovana proteinkindza kinéza 1 a 2), jejichz hlavni
ulohou je fosforylovat ERK. Pfi stimulaci HaCaT bunék pomoci EGF za soucasné
aplikace 10 uM UO0126 nebo 30 puM PD98059 nedoslo k signifikantni senzitizaci
odpovédi vyvolanych smési agonistli v porovnani s kontrolnimi podminkami (Obrazek
4.19). Senzitiza¢ni u¢inky epidermdlniho rtstového faktoru tedy byly potlaeny inhibici
MAPK drédhy. U nékterych bunék bylo mozné pozorovat zvySeni relativni velikosti
odpovédi po péti minutach od odstranéni inhibitoru z extracelularniho prostoru (Obrazek
4.19A). Lze ptedpokladat, ze odmyti inhibitoru umoznilo aktivaci MEK proteinl jiz

nabuzenou signaliza¢ni kaskédou, ucinek EGF se tudiZ mohl opozdéné projevit.

2-APB 200 pM + karvakrol 250 yM

2-APB 75 uM + karvakrol 112,5 uM
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Obrazek 4.19 Inhibice MAPK drahy vede k potla¢eni senzitiza¢niho pusobeni EGF. (A) Ukazkovy
zaznam proudovych odpovédi HaCaT bunky pii stimulaci EGF za soucasné aplikace inhibitoru U0126.
(B) Rozdil relativnich amplitud vyvolanych aplikaci 75 pM 2-APB s 112,5 uM karvakrolu na zacatku
meéfeni a po 12 minutach inkubace v ptitomnosti EGF. K nardstu velikosti odpovédi nedoslo pti inkubaci
bunék s inhibitory MAPK drahy — U0126 (10 pM) ¢i PD98059 (30 uM) (n = 4-7).
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5 Diskuze

5.1 Mutacni studie zamérena na transmembranovou doménu
TRPV1 receptoru

5.1.1 Uloha S1 transmembranové oblasti

Prvni ¢ast dizertani prace byla zaméfena na stanoveni funkéniho vyznamu Sl
transmembranové domény u TRPV1 receptorti. Uloha jednotlivych aminokyselin v dané
oblasti byla zkoumana pomoci bodovych zdmén za tryptofan, vkladanych jednotlivé
po celé délce S1 segmentu (rezidua V439 az R455). DileZitost aromatickych rezidui jsme
stanovili prostfednictvim substituci za aminokyselinové zbytky bez aromatického kruhu.
Sest ze sedmnacti ndmi pfipravenych konstruktil se ukazalo byt plné nefunkéni — nebylo
mozné u nich vyvolat proudovou odpovéd piti stimulaci chemickymi agonisty,
depolarizaci ani zvySenou teplotou prostiedi. Nase vysledky jsou v souladu
s predikovanou topologii transmembranové domény TRPV1 receptoru (Adamian and
Liang, 2006). Mutace, jez nezménily funkci iontového kanalu, jsou na pozicich, u nichz
bylo pfedpovézeno, ze jsou nasmérovany do lipidického prostfedi membrany. Naopak
mutaci zasazené pozice jsou ve zminéném modelu skryty uvnitt proteinu. Vyjimku tvoii
fenylalanin na pozici 439, jehoz zdména za alanin vedla ke vzniku nefunkéniho
konstruktu, homologni pozice u lidského podtypu TRPV1 receptoru (L440) by vsak
udajné¢ mela smétovat do lipidické ¢asti membrany. Tento aminokyselinovy zbytek se
naléza na predpokladané hranici mezi transmembranovym segmentem a intracelularni
N-koncovou doménou a mohl by byt dillezity pro spravné zakotveni S1 do plazmatické
membrany.

V intraceluldrni ¢asti S1 jsme nezaznamenali zaddnou zietelnou pravidelnost
ve vyskytu nefunkénich mutantli, naproti tomu v extracelularni ¢asti S1 segmentu se
mutace vyrazné postihujici funkci TRPV1 receptoru vyskytuji na kazdé tieti pozici (T449,
A452, R455), coz je periodicita charakteristickd pro a-helikalni struktury (Obrazek 4.1,
str. 42). Tato oblast transmembranové domény pravdépodobné slouzi jako dilezité
interakéni misto S1 sjinou c¢asti iontového kanalu. Konzervativni mutace argininu

na pozici 455 za lysin i alaninu 452 za valin vedla k silnému poskozeni funkénich
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vlastnosti v riiznych aspektech aktivace TRPV1 receptoru, coz poukazuje na klicovy
vyznam dané oblasti ve vratkovani TRPV1 receptoru.

MozZnost funkéné vyznamné interakce R455 sblizkymi zaporn€ nabitymi
aminokyselinovymi zbytky stejné podjednotky (E458 a E478) jsme vyvratili pokusy
na mutovanych iontovych kanalech, u kterych byl negativni naboj odstranén. E458K
1 E478A konstrukty se funkéné nijak neliSily od piirozené formy TRPV1, coz vylucuje
dilezitou tlohu zapornych nabojl na dané pozici.

U napétove ovladanych draslikovych kanalt (K,), které jsou strukturné vzdalené
ptibuzné TRP receptoriim, bylo v nedavné dobé poukdzano na klicovy vyznam interakce
mezi extracelularni ¢asti S1 a pérovym helixem sousedni podjednotky (Lee et al., 2009).
Autofi zminéné prace piredpokladaji, Ze tento kontakt vytvaii opérny bod mezi
napétovym senzorem (doména S1-S4) a pérovou doménou, ktery umoznuje U¢innéjsi
transdukci signalu od pohyblivého S4 segmentu, pfes S4-S5 klicku az po vratka
K, kanala tvofenych S6 transmembranovym usekem. Analogicka interakce S1 segmentu
a porové oblasti by se i u TRPV1 receptoru mohla podilet na mechanizmu vratkovani.
Tuto hypotézu podporuji nejen vysledky nasi mutacni analyzy S1 segmentu, ale také
skute¢nost, ze funkéni projevy mutace R455K jsou velmi podobné projeviim mutace
treoninu v porovém helixu za alanin (T633A). Oba konstrukty se vyznacovaly mirné
zvySenou klidovou aktivitou spojenou se zesilenou napétovou citlivosti. U R455K
1 T633A mutantll jsme zaznamenali poskozeni teplotni zavislosti a zpomaleni nastupu
prvni odpovédi na kapsaicin. Po odmyti agonisty nedoSlo k plné deaktivaci
membranového proudu. Charakteristickou vlastnosti obou konstruktt je také necitlivost
k aktivaénim U¢inklim protonti. Jiz mirn¢€ snizené pH extracelularniho roztoku (pH 6,8)
naopak vedlo ke sniZzeni bazdlniho proudu 1 zbytkového membranového proudu po
odmyti kapsaicinu.

V pavodni praci popisujici dilezitou ulohu T633 v citlivosti TRPV1 k protoniim
nebylo u T633A konstruktu prodlouzeni doby ndstupu prvni odpovédi na kapsaicin
pozorovano, ackoli autofi zaznamenali podobny zpomaleny fenotyp u chimérniho
iontového kanalu, u kterého byl cely porovy helix zaménén za homologni sekvenci
skutecnosti, ze ve zminéné praci byl jako templat pouzit konstrukt, kterému chybéla cast
porové klicky predchazejici selektivnimu filtru. U tohoto zkraceného TRPV1 konstruktu
sice nebyly pozorovany funkéni zmény oproti pfirozené formé iontového kanalu, piesto

se vSak delece mohla projevit na aktivac¢nich vlastnostech T633 A mutantniho receptoru.
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5.1.2 Spontanni aktivita konstruktt s mutaci v S1, S4/S4-S5 oblasti a

pérovém helixu TRPV1 receptoru

Jiz vna$i predchozi studii zaméfené na stanoveni ulohy S4/S4-S5 oblasti
v aktivacnich vlastnostech vaniloidnich TRP receptorii jsme zaznamenali zpomaleni
nastupu prvni kapsaicinové odpovédi, netiplnou deaktivaci po odmyti agonisty, posileni
napétové zavislosti 1 zvySenou bazalni aktivitu u dvou konstruktd TRPV1 receptoru —
R557K a G563S. Abychom porovnali fenotyp téchto mutaci s R455K a T633A
konstrukty, testovali jsme jejich citlivost k protonim. Snizeni pH extracelularniho
prostiedi nevyvolalo u R557K a G563S konstrukti Zadné zvySeni membranového proudu,
naopak dosSlo k poklesu amplitudy bazalniho proudu. Také velikost membranového
proudu, ktery zastaval po odmyti kapsaicinu roztokem o standardnim pH 7,3, byla
mirnym poklesem pH o vice jak 50 % sniZzena. U R455K, R557K, G563S i T633A
mutantnich receptort byly také postizeny proudové odpovédi vyvolané tepelnymi stimuly.
Z naSich vysledkl vyplyva, Ze mutace v navzajem vzdalenych castech transmembranové
domény TRPV1 receptoru, jako jsou extraceluldrni ¢ast S1 segmentu, S4/S4-S5 oblast
a porovy helix, se na funkénich vlastnostech iontového kanélu projevuji velmi podobnym
zpiisobem a narusuji vSechny aspekty polymodalni aktivace TRPV1.

Je zajimavé, Ze se zminéné mutace s podobnymi fenotypovymi projevy vyskytuji
v oblastech, které jsou u K, iontovych kanalti klicové pro ptenos aktivacniho signalu
z domény napétového senzoru na pérovou doménu (Lee et al., 2009) (Obrazek 5.1,
str. 72). Zdména na jiném misté — spojovaci klicce mezi S3 a S4, ktera také specificky
poskozuje pH citlivost (Ryu et al., 2007), se nijak neprojevila na odpovédich TRPV1
receptoru vyvolanych kapsaicinem, depolarizaci ani zvysenou teplotou. Tyto vysledky
jsou tudiz v souladu s hypotézou, ze by mechanizmus vratkovani u TRPV1 a K,
iontovych kandlti mohl byt do urcité miry spolecny.

Vyznam pérového helixu ve vratkovani TRPV1 receptoru byl prokazan také diky
vysledkiim studie zabyvajici se odhalovanim mutaci, které¢ zvySuji aktivitu iontového
kandlu (Myers et al., 2008). Byly popsany dva spontdnné aktivni konstrukty s mutaci
v pravdépodobném misté ohybu mezi C-koncem porového helixu a selektivnim filtrem
(rezidua 640 a 641), jez se vyznacovaly zvySenou bazalni aktivitou i chemickou citlivosti.
F640L konstrukt sice bylo mozné aktivovat silnym okyselenim extracelularniho prostoru,
potenciacni ucinky lehce snizeného pH vSak byly odstranény. Autofi zminéné publikace

se domnivaji, Ze mutace F640L mimikuje konformaci TRPV1 iontového kanélu
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charakteristickou pro protony vybuzeny stav. Tento navrzeny mechanizmus vzniku
spontanni aktivity vSak neni v souladu s nékterymi charakteristickymi rysy néami
popsanych konstruktli se zvySenou aktivitou. R455K, R557K, G563S ¢i T633A
konstrukty nebylo mozné aktivovat ani siln¢ snizenym pH extracelularniho prostiedi
(pH 5,5). Navic jsme u téchto mutantnich receptorti pozorovali zpomaleni nastupu
odpovédi na kapsaicin. TRPV1 iontovy kanal vystaveny potencia¢nimu plsobeni
snizeného pH se naopak vyznacuje zkracenim doby nastupu kapsaicinovych odpovédi
(Neelands et al., 2005).

Potencia¢ni uéinky snizeného pH jsou pravdépodobné zprostiedkovany vazbou
protonl na glutamat v extracelularni klicce mezi patym transmembranovym segmentem
a poérovym helixem. TRPV1 konstrukt s mutaci E600Q, jeZ mimikuje protonovany stav
daného rezidua, se vyznacuje zvySenou klidovou aktivitou, kterd je dale posilovana
opakovanou aplikaci agonisty. Oproti konstruktiim popsanym v této dizertacni praci vSak
snizeni pH extraceluldrniho prostiedi nevedlo k inhibici bazalniho proudu receptoru
s mutaci E600Q, naopak bylo schopné pifimo kanal aktivovat (Jordt et al., 2000). Tato
skutecnost nas dale utvrzuje v ptedpokladu, ze vznik spontanni aktivity u R455K, R557K,
G563S a T633A konstruktl nelze vysvétlit Cisté poSkozenim aktivaéni drahy protond, ale

je dan komplexn¢jSimi mechanizmy.

5.1.3 Mechanizmus inhibi¢niho puisobeni protont u spontanné
aktivnich TRPV1 konstruktt

Inhibice aktivity vyvolana zvySenim koncentrace protont v prostiedi je jednim
z vyznaénych rys nami popsanych spontanné aktivnich konstruktd. Je znamo, Ze
u pfirozené formy TRPV1 receptoru vazba protonid na negativné nabitd rezidua v oblasti
poru (E636 a D646) vede ke snizeni vodivosti iontového kanalu, coz se pfi méfeni z celé
buiiky projevi pouze zmensenim amplitudy membranového proudu vyvolané¢ho poklesem
pH (Liu et al., 2009). Snizeni aktivity R455K, R557K, G563S a T633A konstrukti
navozené protony vSak nelze vyhradné pficist blokujicim U¢inkiim vodikovych iontd,
nebot’ pti nasledném zvysSeni pH extracelularniho roztoku nedoslo k vyraznému zvysSeni
amplitudy membranového proudu. Zda se, ze pokles pH spiSe podnécuje stabilni zménu
konformace mutantnich TRPV1 receptor, kterda pifetrvda i po aplikaci roztoku

s kontrolnim pH. Tato domnénka je dale podporovana skutecnosti, Ze u bunck
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exprimujicich spontdnné aktivni iontové kanaly, které jiz byly stimulovany kapsaicinem,
je po aplikaci snizeného pH odpovéd’ na kapsaicin opét vyrazné zpomalena.

Abychom zjistili, zda je tato konformacni zména vyvoléna interakei vodikovych
iontll s pérovou oblasti, pokusili jsme se charakterizovat fenotyp spontanné aktivnich
konstruktd u nichz by byly E636 a D646 neutralizovany, ¢imz by byl napodoben
protonovany stav péru. Zamény E636Q a D646N snizuji vodivosti TRPV1 iontového
kanalu, poskozuji vSak 1 vratkovani (Welch et al., 2000). Jejich kombinace se zaménami
navozujicimi spontanni aktivitu vedla ke vzniku konstruktd se siln¢ poSkozenymi
funkénimi vlastnostmi, které jsme nebyli schopni fadné analyzovat. Hypotézu, ze je
inhibi¢ni plsobeni snizeného pH u spontanné aktivnich konstrukti zprostfedkovano
vazbou protonll do oblasti poru, tudiz nemizeme nasimi vysledky potvrdit ani vyvratit.

Funkéni charakterizaci konstruktd s dvojitymi zdménami R455K/E600A
a R455K/E648A jsme prokézali, Ze pfinejmensim u R455K mutantniho receptoru neni
inhibi¢ni ucinek protonti zavisly na pfitomnosti extracelularnich senzori snizené¢ho pH.
Neutralizace zaporné nabitych aminokyselinovych zbytka E600 a E648, jejichz protonace
stimuluje aktivitu pfirozené formy TRPV1 receptoru (Jordt et al., 2000), nevedla
k oslabeni inhibi¢niho G¢inku zvySené koncentrace protonil v prostfedi. Pro odhaleni
mechanizmu, jakym protony stabilizuji zavieny stav spontanné aktivnich TRPV1

receptort, tedy bude potteba provést dalsi sérii experimenti.

5.1.4 Hystereze vratkovani u mutantnich a pfrirozenych forem TRPV1

iontovych kanalu

U nami popsanych konstrukti se zvySenou aktivitou, ale i u n¢kterych TRPV1
receptorll s mutovanymi alaninovymi zbytky v extracelularni ¢asti S1, jsme pozorovali
zpomaleni nastupu odpovédi pii prvni aplikaci kapsaicinu. Rychlost néstupu odpovédi
pfi druhé stimulaci kapsaicinem jiz byla u zminénych mutanti srovnatelna ¢i dokonce
vy$$i nez u piirozené formy TRPV1. Skutecnost, ze fenotyp vétSiny konstrukti
s prodlouzenym nastupem prvni kapsaicinové odpovédi je charakterizovan také pomalejsi
deaktivaci pfi odmyvani agonisty, naznacuje, ze vazba kapsaicinu zptisobuje destabilizaci
zavieného stavu iontového kandlu, kterd piretrvavd i po odstranéni agonisty. Tato
konforma¢ni zména se u spontanné aktivnich konstruktii v S1, S4-S4/S5 a u T633A

konstruktu projevuje také vyraznym zvySenim klidového proudu po odmyti kapsaicinu.
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Konzervativni zdména alaninu 452, umisténého na tfeti pozici pred R455 v S1
segmentu, za valin, se vyznaCovala nizsi citlivosti iontového kanalu ke kapsaicinu.
Koncentrace agonisty, kterd je pro piirozenou formu TRPV1 receptoru téméf saturacni
(Kaps 1), vyvolala u A452V konstruktu mnohem nizs§i odpovéd’ nez aplikace o fad vyssi
koncentrace kapsaicinu (Kaps 10). Stimulace vyssi koncentraci agonisty vSak nasledné
vedla ke zvySeni citlivosti iontového kanalu, coz se projevilo vice jak desetindsobnym
zvySenim amplitudy odpovédi vyvolané Kaps 1. Citlivost ke snizenému pH vSak timto
ovlivnéna nebyla.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze vratkovaci vlastnosti i citlivost ke kapsaicinu
TRPV1 konstruktd s mutaci v extracelularni casti S1 segmentu, S4-S4/S5 oblasti
a porovém helixu, jsou ovlivilovany pfedchozi aktivaéni historii. Zd4 se, Ze mutantni
receptory mohou existovat ve dvou antagonistickych stavech, kdy je zaviena konformace
iontového kandlu bud’ stabilizovana ¢i destabilizovana. Pfechod mezi obéma stavy je
stimulovan aplikaci snizeného pH (stabilizace zavieného stavu) nebo kapsaicinem
(destabilizace zavieného stavu). Otazkou je, zda jsou tyto konformacni zmény disledkem
aminokyselinovych zdmén, ¢i zda poSkozeni vratkovacich vlastnosti zpisobené
mutacemi umoziuje lépe tyto funkéni piechody pozorovat. Druhd moznost je
podporovana skutecnosti, ze i u ptirozené formy TRPV1 iontového kandlu za podminek,
kdy nejsou v extracelularnim prostfedi pfitomny vapenaté ionty, je pomala komponenta
nastupu odpovédi na kapsaicin v&tSi mirou zastoupena pii prvni aplikaci agonisty.
Pfi druhé stimulaci kapsaicinem se pomald komponenta podili na odpovédi jiz jen
minimaln¢. Zpomaleni nastupu odpovédi na kapsaicin u ptirozené¢ formy TRPV1 bylo
zietelné patrné tehdy, kdyz vlastni aplikaci kapsaicinu pfedchazela stimulace roztokem
o siln€ kyselém pH (pH 4,0). Tyto desenzitiza¢ni G¢inky protond nebyly doposud nikde
popsany ani vysvétleny.

Konformacni zmény TRPV1 iontového kandlu zavislé na koncentraci kapsaicinu
a délce jeho aplikace byly diskutovany jiz diive. Pii déletrvajici stimulaci kapsaicinem
dochazi u TRPVI receptoru ke zméndm v relativni propustnosti pro monovalentni
a divalentni ionty, coz je interpretovano jako projev postupné dilatace poru. Bylo
prokazano, ze zmény v propustnosti jsou provazeny konformacni zménou selektivniho
filtru (Chung et al., 2008). Mutace v porové oblasti také ovliviiuji citlivost TRPV1
receptoru ke kapsaicinu, 1 kdyZ se tato €ast iontového kandlu na vazbé kapsaicinu
nepodili (Welch et al., 2000). Hystereze vratkovani u konstrukt s mutaci v extracelularni

¢asti S1 transmembranového segmentu, RS57K, G563S 1 T633 A mutantnich receptorii by
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tudiz mohla odrazet dynamické zmény ve struktufe porové oblasti. Tato hypotéza je
podporovana umisténim mutaci zminénych konstrukt, které¢ poukazuje na jejich moznou
dilezitou ulohu pii pfenosu signalu z periferni domény iontového kanalu na pdrovou

doménu (Obrazek 5.1).

N

Obrizek 5.1 Schematicka struktura podjednotky TRPV1 receptoru se zobrazenymi postrannimi
fetézci aminokyselin, jejichz mutace vede k postizeni citlivosti TRPV1 receptoru ke snizenému pH.
Dle nasi hypotézy by funkcéni vyznam R455 a A452 rezidui mohl spocivat v interakci extracelularni ¢asti
S1 spoérovym helixem sousedni podjednotky. Barevné jsou vyznacena predpokladand vazebna mista
pro vodikové ionty — ervené jsou zobrazena rezidua, jejichZ protonace vede k aktivaci (E648) ¢i potenciaci
(E600) TRPV1 receptoru; modie jsou zndzornény aminokyselinové zbytky zodpovidajici za blokujici
ucinky protonti (E636 a D646).

5.2 Aktivace a modulace endogennich TRPV3 receptoru
exprimovanych v keratinocytech

Druhd c¢ast mé dizertatni prace byla zaméfena na stanoveni akutniho ucinku
epidermalniho ristového faktoru na aktivitu TRPV3 receptorti. Pokusy jsme provadéli
na buiikkach linie imortalizovanych lidskych keratinocytd HaCaT. Tyto bunky maji
zachovany specifické vlastnosti keratinocytli véetné exprese TRPV3 iontovych kanala
na bunécné membrané¢ (Boukamp et al.,, 1988; Sherkheli et al., 2009). NaSimi
experimenty jsme prokazali, ze jiz pii kratkodobé stimulaci HaCaT bun¢k pomoci EGF

dochazi k vyraznému zvyseni citlivosti TRPV3 receptort. Pozorovany uc¢inek EGF byl
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odstranén, pokud byly bunky inkubovany v roztoku obsahujicim inhibitory MAPK dréahy,
jez je jednou z hlavnich signalizacnich drah napojenou na EGF receptor.

Pro stanoveni ptesného mechanizmu, jakym aktivace MAPK drahy vede
k senzitizaci TRPV3 receptori, bude potieba provést dal§i experimenty. Jednim
z moznych zptisobti je prikaz piimé fosforylace TRPV3 receptoru ERK kinazou, mezi
jejiz substraty se fadi i nékteré iontové kanaly (Schrader et al., 2006; Stamboulian et al.,
2010). Naptiklad aktivita TRPC6 receptori, iontovych kanalti z podrodiny kanonickych
TRP receptorti, je regulovana ERK kinazou, kterd pravdépodobné¢ fosforyluje specificky
serinovy zbytek na N-konci iontového kanalu (Shen et al., 2011). Mutace tohoto
fosforylacniho mista ¢i inhibice MAPK drdhy zabraiiuje aktivaci TRPC6 receptort
v reakci na zvySeni intraceluldrni koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP).
Na N- i C-konci TRPV3 receptoru se vyskytuje nékolik serinovych a treoninovych
zbytkd, jez by potencialné mohly byt ERK kinazou fosforylovany. ERK by tudiz mohla
spolu s PLC regulovat citlivost TRPV3 iontovych kanali k aktivaénim stimuliim.

Nedavno byla popsana diilezitd uloha TRPV3 receptoru v signaliza¢ni draze EGF
a TGF-a, kterd ma zasadni vyznam pro spravnou funkci bunék pokozky (Cheng et al.,
2010). Klicovy vyznam TRPV3 receptoru v signalizaci rastovych faktorti je podpoien
také skutecnosti, ze mysi s vyfazenym funkénim genem pro TRPV3 i TGF-a se vyznacuji
napadné podobnou morfologii srsti. Chlupové folikuly 7rpv3 i Tgf-o KO zvitat jsou méné
uspofaddany v porovnani s kontrolnimi zvitaty a jejich chlupy i vousy jsou pokroucené
(Luetteke et al., 1993; Cheng et al., 2010). Stejné fenotypické vlastnosti 1ze pozorovat
také u mysi s postizenou funkci EGF/TGF-a receptoru (EGFR) (Luetteke et al., 1994).
Nase vysledky pfispivaji k objasnéni, jakymi mechanizmy jsou EGFR a TRPV3 iontovy

kandl funkéné propojeny.
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6 Zaveér
6.1 Zavéry mutacni studie zamérené na TRPV1 iontovy kanal

e Mutacnimi pokusy jsme prokézali, Ze extracelularni ¢ast S1 segmentu TRPV1
receptoru zastava vyznamnou ulohu ve vratkovani iontového kanalu. Pro ¢innost
TRPV1 iontového kanalu je kli€ova pfitomnost kladné nabitého rezidua na pozici

455.

e Fenotyp TRPV1 receptorti s mutaci R455K v extracelularni ¢asti S1 a T633A
v porovém helixu je podobny fenotypu spontdnné aktivnich mutanti se zaménou
v S4/S4-S5 oblasti (RS57K a G563S konstrukty). VSechny zminéné mutace
narusuji rovnovédhu mezi otevienym a zavienym stavem iontového kandlu.
Zavieny stav R455K, T633A, R557K 1 G563S konstruktd je stabilizovan
snizenim pH extraceluldrniho prostiedi. Pozorované inhibi¢ni pisobeni zvySené
koncentrace protonil neni zavislé na piitomnosti extracelularnich pH senzorii

TRPV1 receptoru — glutamatti na pozicich 600 a 648.

e Protony stabilizuji zavieny stav iontového kanalu i u pfirozené formy TRPV1
receptoru, coz doposud nebylo nikde popsano. Domnivame se, ze u pfirozené
formy TRPVI1 1 mutantnich receptorti je mechanizmus inhibi¢niho ptlisobeni
snizeného pH shodny. U konstrukti se zvySenou aktivitou jsou vSak
desenzitizani UC€inky protonid Iépe pozorovatelné, nebot’ je jejich citlivost

k aktiva¢nim u¢inktim snizeného pH odstranéna.

74



6.2 Zavéry studie zamérené na modulaéni mechanizmy TRPV3

receptort

e Kratkodoba stimulace HaCaT bunék epidermalnim rastovym faktorem (EGF)
vede k senzitizaci endogennich TRPV3 receptord. Pasobeni 20 ng/ml EGF
po dvanacti minutach inkubace zvySuje relativni praimérnou amplitudu odpovédi

zprostiedkovanych TRPV3 receptorem na dvojnéasobek.

® Modulacni pusobeni EGF je zavislé na aktivit¢ MAPK drahy. Senzitizace
odpovédi zprosttedkovanych TRPV3 receptorem EGF je blokovéana inhibitory
MAPK drahy, U0126 a PD98059, latkami blokujicimi fuknci proteint MEK1
a MEK2, jejichz hlavni ulohou je fosforylovat ERK.
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