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Abstrakt

Ankyrinovy receptor TRPAI1 je excitacni iontovy kanal, ktery zajistuje ptevod
nocicep¢nich podnétd na primarnich aferentnich senzorickych neuronech u savci i nizsich
organismui. Soucasny vyzkum strukturnich a funkénich vlastnosti TRPA1 pfinasi stale vice
dulezitych poznatki o struktufe a funkci tohoto receptoru, vyznamné mezidruhové rozdily
vSak Casto znemoznuji jejich pfimé porovnani. Naproti tomu, tyto mezidruhové rozdily
mohou byt hlavnim voditkem pro identifikaci vyznamnych funk¢énich domén. Cilem prace
je zpracovat souhrnny piehled soucasnych poznatkli o funkénich a strukturnich
vlastnostech lidského TRPAL receptoru a charakterizovat hlavni rozdily, kterymi se lisi od
jinych orthologii TRPAT u rznych zivocisnych druht.

Experimentalni ¢ast se zameéfuje na porovnani aktivacnich vlastnosti lidského
TRPAL receptoru a chiméry, ve které je zaménéna 5. transmembranova doména za
homologni oblast TRPA1 receptoru octomilky. Vysledky ziskané pomoci
elektrofyziologické techniky patch-clamp prokazuji, ze proudové odpovédi aktivované
zménami membranového potencialu jsou vyznamné snizeny u chimérického receptoru, coz

prokazuje klicovou tlohu této oblasti pro spravnou funkci iontového kandlu. (In Czech)

Kli¢ova slova: ankyrinovy receptor, iontovy kandl, nocicepce, senzoricky neuron,

struktura-funkce



Abstract

Ankyrin transient receptor potential channel TRPAL is an excitatory ion channel
that transduces nociceptive information on primary aferent sensory nerves of mammals and
other organisms. Structure function studies on TRPAL are valuable for understanding the
mechanisms of channel activation and for specific drug discovery efforts, however,
significant interspecies differences hamper direct transfer of findings in animals to human.
On the other hand, the interspecies differences may prompt identification of many
important functional domains. The aim of this bachelor thesis is to give an overview of
recent evidence regarding the functional and structural properties of human TRPA1 ion
channels from the point of view of the comparison of the most important interspecies
differences among TRPA1 orthologs.

The experimental part is focused on the comparison of activation properties of
human TRPA1 channel with a chimera in which the fifth transmembrane region was
replaced by that from Drosophila melanogaster. The presented results obtained by
electrophysiological technique patch-clamp demonstrate that outward membrane currents
induced by depolarizing voltage are significantly reduced in chimera, which indicates an

important role of the fifth_transmembrane domain in TRPAL channel gating. (In Czech)

Key words: ankyrin receptor, ion channel, nociception, sensory neuron, structure-function
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1. Uvod

Schopnost rozpoznat potencidlné nebezpecné podnéty zokoli je spolecné se
smyslovym vnimanim nezbytnd pro pieziti kazdého organismu. Klicovou ulohu
V rozpoznavani vnéjSich signalil a jejich pfevodu na nervové vzruchy (tzv. transdukci) maji
specializované membranové receptory, exprimované na perifernich zakoncenich
primarnich aferentnich senzorickych neuronli. Vyznamnou skupinou transdukénich
molekul, které zajistuji detekci teplotnich, osmotickych, chemickych 1 mechanickych
podnéti, je rozsahla rodina iontovych kanalt nazyvanych ,,Transient Receptor Potential*
(dale TRP). Sav¢i TRP kanaly jsou kodovany 28 geny a podle homologie jsou
Klasifikovany do Sesti hlavnich podrodin: kanonické (TRPC), vaniloidni (TRPV),
melastatinové (TRPM), ankyrinové (TRPA), polycystinové (TRPP) a mukolipinové
(TRPML) [1, 2]). Spole¢nou charakteristikou téchto iontovych kanali je homotetramerni
uspordadani receptorovych podjednotek o Sesti transmembranovych doménéch a
cytoplasmatickém N- a C- konci. TRPAL receptor je jedinym zastupcem savéi TRPA
podrodiny [1]. V porovnani s ostatnimi TRP receptory se vyznafuje vysokym poctem
(15-17) ankyrinovych repetic na N-konci. Komplementarni DNA (cDNA) genu kddujiciho
TRPA1 byla poprvé zisk&na z lidskych fibroblasti v roce 1999 [3], autorim se vSak u
exprimovaného proteinu nepodatilo prokazat funkci iontového kanalu.

Jako prvni byla roku 2003 zaznamenana chemicka a chladova aktivace mysiho
orthologu TRPAL (MTRPAL) v expresnim systému CHO (linie ovarialnich bun¢k kiecka
¢inského) a prokazana vyrazna a specifickd exprese v neuronech ganglii zadnich kofent
miSnich [4]. Vyznamna exprese TRPA1 na Urovni mRNA i na drovni proteinu byla
postupné prokazana nejen v nervovych buinkach, ale také ve vlaskovych bunkach
sluchového organu a v keratinocytech. Fyziologickd Uloha TRPAL receptoru dosud neni
znama, ale 1ze predpokladat, Zze bude zaviset na typu tkan¢, ve které se nachéazi. Naptiklad
v endotelialnich bunkach kardiovaskularniho systému se TRPA1 ucastni roztazeni cév [5],
Vv gastrointestinalnim traktu moduluje permeabilitu membrany a sekreci aniontd [6],
Vv inervovanych koznich burikach vyvolava zarudnuti pokozky pti zanétu [7].

TRPAT1 jako polymodalni receptor je aktivovan celou fadou rGznych podnéti:
chladem [8], mechanickou stimulaci [9], drazdivymi chemickymi latkami [10], zvySenou
intracelularni koncentraci vapenatych iontd [11], nebo ucinkem mediatord zanétu [12].

Orthology TRPA1 rGznych zivoCisSnych druhii se vzajemné 1iSi v primarni struktufe,



pficemz tyto rozdily mohou byt podkladem rozdilné citlivosti k agonistim. Pro nékteré
orthology tak muze mit stejny aktivator riznou prahovou hodnotu, nebo dokonce
vykazovat protichidné ucinky [13].

1.1 TRPAL receptor — molekularni struktura

lontovy kandl TRPAL je homotetramerem symetricky uspofadanych TRPA1
receptorovych podjednotek. Kazda podjednotka je topologicky usporadana do Sesti
helikalnich transmembranovych segmentt (TM1-TM6) a cytoplasmaticky orientovaného
C- a N- konce (obr. 1.A na str. 11). Orthology jednotlivych zivocisnych druhti se navzajem
liSi v poc¢tu aminokyselin (lidsky TRPA1 obsahuje v sekvenci 1119 aminokyselin (AK),
mySi TRPAL 1115 AK a TRPA1 octomilky 1197 AK). Transmembranova doména je
napfi¢ TRP podrodinami vysoce konzervovand, coz pravdépodobné souvisi se sdilenim
podobného vratkovaciho mechanismu. VéEtsi rozdily v primarni strukture vykazuji
cytoplasmatické konce, které jsou zfejmé zodpovédné za specifické vlastnosti jednotlivych
podtypt TRP receptort.

Nové poznatky o molekularnim uspofadani kanalu TRPA1 pfinesla studie v roce
2011, kdy byla pomoci elektronové mikroskopie s rozlisenim 16 A popséna struktura
mysiho orthologu (obr. 1.B na str. 11) [14]. Kan&l o molekulové hmotnosti 525 kDa je
tvofen Ctyifmi podjednotkami, vzajemné spojenymi disulfidickymi miustky. Strukturu
TRPAL lze rozd¢lit na transmembranovou ¢ast se selektivnim filtrem a cytoplasmatickou
Cast, ktera je uspofadand do kompaktniho ,,zavéSenéhu koSiku“. Dalsi poznatky o
architektufe TRPAI, stejné tak jako o mozném mechanismu aktivace, bude v nejblizsi
dobé mozné ziskat porovnanim TRPAI1 se strukturou ptibuzného kanalu TRPV1, jenz byla

uréena v atomarnim rozliseni 3,4 A kryoelektronovou mikroskopii [15, 16].
1.1.1 N-konec - ankyrinova doména TRPA1

N-konec TRPAI1 predstavuje 64% celkové velikosti TRPA1 proteinu [14].
Obsahuje ankyrinovou doménu zahrnujici patnact az sedmnact ankyrinovych repetic, coz
je hlavni rozdil mezi TRPA1 a ostatnimi podrodinami TRP kanalt. Ankyrinova repetice je
kratkd sekvence, tvofena zpravidla 33 aminokyselinami, jejiz sekundarni strukturu
vytvareji dveé antiparalelni a-Sroubovice spojené B-otaCkou. Ankyrinové domény patii mezi
jedny z nejbéznéjSich strukturnich motivii proteinii prokaryotnich 1 eukaryotnich

organismu a je jim pfipisovana tloha tvorby protein-proteinovych interakci. Na N-konci se
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nachdzi nekolik konzervovanych cysteinovych rezidui (Cys) zodpovédnych za vazbu
elektrofilnich latek kovalentni vazbou. Pro mysi ortholog jsou to Cys415, Cys421, Cys622,
Cys642 a Cys666, (obr. 1.C) [17-19]. Vzdalenosti a prostorové orientace cysteini
umoznuji vznik disulfidickych mustka. Jedna se o dvé rezidua v ankyrinové doméné -

Cys193 a Cys463, druha dvojice se nachazi na spoji mezi posledni ankyrinovou doménou

WTTW W% P W

" LILLEEIE R B CALL

Obr. 1: Struktura TRPAL. (A) Tetramerické uspordaddani TRPAI, vytvdrejici iontovy
kanal. PAr kanalu, nachazejici se v transmembrdnové oblasti (TM), je tvoren 5. a 6.
transmembranovymi doménami a porovymi helixy, smérujicimi do extraceluldrniho
prostoru (E). N- a C-konce smeéeruji do intraceluldarniho prostoru (1).
(B) Kryoelektronova struktura TRPA1 kanalu v rozliseni 16 A. Modre je vyznacena
transmembranova oblast, ruzove cytoplasmaticka cast proteinu, tvorici vnitini dutinu
(prevzato a upraveno podle [20]). (C) Schematické zndazornéni TRPAI receptorové
podjednotky s diirazem na N-konec. Receptor je slozen z Sesti transmembranovych
domén (1-6) spojenych klickami. Extracelularni klicka mezi 5. a 6. transmembrdanovou
domeénou obsahuje kratky porovy helix (P). N-konec je tvoren 15 - 17 ankyrinovymi
repeticemi, ve kterych se nachdzeji cysteinova rezidua (Cervené kruhy), zodpovédna za
chemickou aktivaci TRPAI elektrofilnimi latkami a za tvorbu disulfidickych mustku.
Soucdasti N-konce je doména EF-hand (zelené), ktera zprostiedkoviva citlivost
receptoru na ca* ionty. C-konec obsahuje néekolik helikdlnich casti (prevzato a
upraveno podle [21]).
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a prvnim transmembranovym segmentem - Cys609 a Cys666. U mysiho orthologu TRPAL
se mohou alternativné¢ vyskytovat celkem ctyfi disulfidické miustky, konkrétné
Cys666-Cys622, Cys666-Cys463, Cys666-Cys193 a Cys622-Cys609 [22]. Vzajemnou
reakci se tak vytvofii ,kapsa®, kterd ziejm¢ chrani reaktivitu dalSich cysteinovych rezidui
[23]. Piedpoklada se, ze kovalentni modifikace uvnitt této kapsy vedou k naruSeni
interakci v ramci jedné podjednotky, piipadné mezi podjednotkami, coz vede ke
konformaénim zménam v cytoplasmatické doméné a modulaci vratkovaciho mechanismu
[24]. Disulfidické mdastky tak hraji vyznamnou roli v aktivaci a desenzitizaci kanalu
[14, 22].

Na N-konci ve 12. ankyrinové doméné (Asp468 az Leu480 u lidského TRPA1), je
dal$i, mezidruhové konzervovany motiv, ktery byl pro svij charakteristicky tvar
pojmenovan ,,EF hand“. SlouZi jako vazebné misto pro Ca** ionty, ¢imZ umoZiiuje pfimou
aktivaci TRPAL receptoru vapenatymi ionty v intracelularnim prostoru [25]. TRPA1 dale
muze byt aktivovan kyslikem vazbou na prolylovy hydroxylacni motiv v 10. ankyrinové

doméné prostiednictvim prolyl hydroxylasy [23].
1.1.2 Transmembranova oblast TRPA1

Transmembranova oblast TRPA1 receptoru je tvofena asi 22% celkové délky
proteinu [20] a je nejkonzervovangjsi ¢asti v porovnani s ostatnimi ¢astmi molekuly. Je
tvofena Sesti transmembranovymi helixy (TM1-TM®6), které jsou spojeny extracelularnimi
a intracelularnimi klickami. Segmenty TM5 a TM6 spolu s klickou mezi nimi, obsahujici
porovy helix TRPA1, vytvéieji centralni pér kanalu. Tato oblast mé vyznamnou funk¢ni

tlohu:

a) obsahuje selektivni filtr, ktery urcuje selektivitu a propustnost iontového kanalu
pro jednomocné a dvojmocné kationty,

b) je hlavni soucasti vratkovaciho mechanismu [26].

Na zéaklad¢ elektrofyziologické metody patch-clamp a techniky calcium imaging
byla urena nékterd rezidua, ovliviiujici propustnost kandlu pro extracelularni vapenaté
jonty. Glutamat Glu923 na vn&jsi strand péru vytvaii mikrodoménu pro Ca?* ionty [27],
aspartat Asp918 je dilezitym aminokyselinovym zbytkem urcujicim relativni propustnost
pro dvojmocné ionty [11]. Zaménou zaporné nabitého aspartatu za nepolarni alanin

v oblasti selektivniho poru (Asp918Ala u potkaniho orthologu rTRPAL) bylo dosazeno
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vyrazného snizenf relativni propustnosti kanalu pro Ca?* ionty [11]. Propustnosti pro v&tsi
organické kationty bylo dosazeno déletrvajici aktivaci TRPAL ligandy [27].

Vratkovaci mechanismus TRPA1 kanalu je intenzivné studovan, dosud vSak neni
zcela objasnén. Rada sou¢asnych studii vychézi ze strukturalni podobnosti TRP iontovych
kanalt s draselnymi kandly, pro které jsou dostupné krystalové struktury a homologni
modely v riznych konformacich. Nekteré studie podporuji predstavu podobné molekularni
podstaty vratkovaciho mechanismu zahrnujiciho pohyb kladn¢ nabitého TM4
transmembranového helixu smérem vné z plasmatické membrany a roztazeni C-konct
TM6 [28]. Naproti tomu rozsahla studie, v niz byla pouzita fada chimér vzniklych
kombinaci draselného kanalu Kv2.1 se dvéma zéastupci TRP receptori - TRPM8 a TRPV1
- ukazala, ze nizka homologie mezi TRP receptory a draselnymi kanaly neumoziuje

vzajemnou modularni zaménu funk¢éné vyznamnych domén [29].
1.1.3 C-koncova ¢ast TRPA1

C-konec piedstavuje nejkratsi doménu TRPA1 receptoru (14% celkové velikosti).
Spoleéné s N-koncem formuje intracelularni dutinu, ovliviwujici aktivaci kanalu. Na
C-konci se nachazi Sest kratkych helikalnich segmenti (HI1-H6), které se podili na
chemické a napétové aktivaci [30]. Zna¢né mnozstvi zaporné nabitych rezidui,
koncentrovanych na kratkém useku karboxylového konce (Glu1073, Glu1077, Asp1080,
Asp1081, Asp1082), pravdépodobné predstavuje vazebné misto pro vapenaté ionty [31].

1.2 Aktivatory TRPA1 receptoru

TRPAL receptor je polymodalni senzor, aktivovany celou fadou fyzikalnich a
chemickych podnéti. Mira aktivace receptoru danym podnétem se u jednotlivych
zivoc¢iSnych druht lisi. Aktivatory TRPAT lze rozdélit podle jejich ptivodu na endogenni a
exogenni. TRPA1 muze byt aktivovan:

1. elektrofilnimi latkami (skoficovy aldehyd (dale Cin), akrolein),
latkami neelektrofilni povahy (menthol, kofein, A-9-tetrahydrocannabinol),
mediatory zanétu (4-hydroxynonenal, bradykinin),
intracelularnimi Ca?* kationty,

teplem,

o g bk~ w N

chladem,
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7. depolarizujicim napé&tim,

8. mechanickou stimulaci.
1.2.1 Aktivace TRPAT1 elektrofilnimi ¢inidly

Atomy elektrofilnich ¢inidel se sniZzenou elektronovou hustotou atakuji thiolové
skupiny cysteinu nebo aminové skupiny bazickych aminokyselin TRPAL receptoru. Pro
aktivaci jsou klicové zejména cysteiny nachazejici se na ankyrinovém N-konci, u kterych
byla prokézana kovalentni modifikace témito ¢inidly [17]. Samotnd aktivace probiha
nékolika zpusoby, napiiklad alkylaci cysteinu (jodoacetamid) nebo tvorbou disulfidické
vazby (peroxid vodiku). U o,B- nenasycenych aldehydu, jako jsou naptiklad akrolein,
skoficovy aldehyd nebo allylisothiokyanat (dale AITC) (obr. 2.A), je nenasycend vazba
atakovana nukleofilni merkapto-skupinou cysteinu, ptipadné aminovou skupinou lysinu
(Lys708 u lidského orthologu TRPA1 (dale hTRPAL) [2]), mechanismem znamym jako
Michaelova adice (obr. 2.B). Mira ucinku aktivatoru na receptor zavisi na jeho reaktivite,
stalosti vzniklé vazby a také na jejich partiénim koeficientu P, ktery udava rovnovazny

podil koncentraci neionizované latky, rozdélené mezi rozpoustédly oktanol-voda.

(A) —
y 0 ( e 0 N=—C=—S
\q\ /7 \Q\_ 74 \Y /i \
A\ t"'fl \ :/; \\,‘\ /
akrolein skoficovy aldehyd allylisothiokyanat
0
(B) \
v)
/
HS\H /
O ) 0 - S/
\_/ - o— .\ /
\\ /S
y \\ \_"\\ /// y H(\
HO NH, HO NH,
cystein akrolein

Obr. 2: (A) Struktura nékterych elektrofilnich aktivatorii TRPAI - akroleinu,
skoricového aldehydu a allylisothiokyandatu. (B) Ukdzka reakce elektrofilniho cinidla
s cysteinem. Thiolova skupina na cysteinu elektrofilné napada p-uhlik na akroleinu.
Reakce probiha mechanismem zvanym Michaelova adice a je bazicky katalyzovana.
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1.3 Strukturni podstata mezidruhovych rozdila

Funk¢ni TRPA1 iontovy kanal se podafilo exprimovat teprve v nedavné dob¢, neni
tedy dosud pf#ili§ prozkoumany. Vzhledem k jeho polymodalnim vlastnostem a umisténi
v nervovych drahach ptrenasejicich bolestivé podnéty jsou intenzivné studovany jeho
strukturni, funkéni a fyziologické vlastnosti. Nové poznatky jsou vyuzivany pro vyvoj
novych latek, které reguluji funkci TRPAL a mohly by se stat léky s analgetickymi ucinky
[2, 32].

Ukazuje se, ze orthology modelovych zvitecich organismt se od lidského mohou
kvili strukturdlnim rozdilim lisit v citlivosti vici aktivatorim a v nékterych ptipadech i v
samotném mechanismu ucinku. Piikladem mohou byt odlisna pisobeni mentholu a kofeinu
na hTRPAL a mTRPAL [33, 34], nebo rozdil mezi teplotné necitlivym lidskym TRPAI a
plazimi orthology, které jsou aktivované teplem [35]. Odlisna citlivost rtznych
zivo€isnych druhti k aktivatorim TRPA1 je dana nejen strukturdlnimi rozdily mezi
vazebnymi ¢i interakénimi misty proteinového komplexu, ale také bunécnym typem, ve

kterém je TRPAL exprimovan.

D. Melanogaster Painless NP_611979.1
C. elegans NP_502249.3

Nematostella vectensis SB_17686
—— D. Melanogaster A AEU17952.1
99 — Macaca Mulatta XP_001083172.1
Homo sapiens NP_015628.2
Mustela putorius f. XP_004803839.1
6 Desmodus rotundus AEL30803.1
Mus musculus NP_808449.1
Rattus norvegicus NP_997491.1
Corallus hortulanus ADD82932.1
Python regius ADD82928.1
Pantherophis obsoletus lindheimeri ADD82929.1
8 Crotalus atrox ADD82930.1
25_ Anolis carolinensis AB693190
Chrysemys picta bellii XP_005309341.1
Gallus gallus XP_418294.4
Alligator sinensis XP_006015374.1
Xenopus (Silurana) tropicalis NP_001243521.1

5 Danio rerio TRPA2 AAV37178.1
Danio rerio ACI26674.1

Obr. 3: Fylogeneticky strom podrodiny TRPA proteinmi. Hodnoty (bootstrap), které
vyjadruji stupen statistické podpory jednotlivych vétveni, jsou uvedeny v procentech. Pro
konstrukci fylogramu byl pouZit server [36], metoda PhyML, sekvencni usporadani
metodou ProbCons pro transmembranové oblasti TRPA proteinii. Identifikacni kody
Jjednotlivych orthologii odpovidaji primarnim sekvencim uvedenych v databazi NCBI
(National center for Biotechnology Information, [37]). Vpravo jsou napsdany aktivacni
podnéty, které byly pro uvedené orthologni receptory charakterizovany — elektrofilni
latky (E), teplo (T), chlad (CH), menthol (M), kofein (C), mediatory zanétu (Z).
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Jednou zucinnych metod sledovani vyvojovych vztahti mezi orthology je
fylogeneticky rozbor (obr. 3 na str. 15). Z fylogenetickych modelt bylo zjisténo, Ze vyvoj a
diversifikace vSech TRPA1 orthologi zacal ptiblizné¢ pifed 500 miliony let z jedné
proteinové sekvence, kterd jiz obsahovala Sest hlavnich cysteinovych rezidui [38]. TRPAL
receptor byl ziejmé zpocatku vyuzivan jako detektor Skodlivych elektrofilnich latek, dalsi
funkce se objevily az v disledku evoluce. Dusledkem evoluce ziejmé doslo ke strukturnim
zménam TRPAL, a tim i ke zmén¢ jeho funkce. Zatimco u ryb je dokazana pouze aktivace
TRPAL elektrofilnimi latkami [39], u plazich a pta¢ich orthologii TRPAL je znama také
citlivost na teplo [35, 40]. Sav¢i TRPA1 jsou oproti evolu¢né star§im zivocichtim citlivé na
neelektrofilni latky, jako je napiiklad menthol [34] nebo kofein [33]. Z hlediska
fyziologické funkce TRPAI jsou zajimavou skupinou Zivo¢icht hlodavci, u kterych ma
TRPAZ1 funkci chladového senzoru [41, 42], n¢kolika védeckymi tymy vSak tento zptisob
aktivace nebyl potvrzen [8, 35].

Porovnanim primarnich struktur a pfipravou chimérickych konstruktu, které
kombinuji homologni sekvence ortholognich TRPA1 proteini s vyrazné¢ rozdilnymi
citlivostmi k aktivaénim podnétim, se tad¢ laboratofi podafilo urcit klicové funkcni
domény nezbytné pro aktivaci TRPAL receptoru mentholem [34], chladem [8] ¢i teplem
[35].

Citlivost TRPA1L receptoru k danému typu podnétu nemusi mit nutné souvislost
s podobnymi vlastnostmi orthologu TRPA1 vyvojové star§iho druhu. Pfikladem muze byt
tepelna aktivace TRPAL orthologli much a hadti, schopnych vnimat infracervené zafeni, u
kterych se, ziejmé v disledku selekéniho tlaku, vyvinula nezavisle na sob¢ citlivost na

teplo [43].

1.4 Vlastnosti orthologii TRPA1

141 Hmyzi TRPAl

Hmyz jako experimentalni model je pro kratky generacni ¢as, nenaro¢nost chovu a
nizké laboratorni naklady ¢asto vyuzivan ke studiu fyziologickych procesti a zakladnich
nervovych drah na molekularni a genetické urovni. Jednim z nejpozivanéjSich a nejvice

prozkoumanych zastupcu je octomilka obecna (Drosophila melanogaster).
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Octomilka patii vedle hlistl k jedném z vyvojové nejstarSich zivocichtl, u kterych
se vyskytuji TRPA1 receptory (d{TRPA1). dTRPA1 receptor je vyznamné exprimovan
v multidendrickych nociceptivnich senzorickych neuronech. Nachazi se také v tepelné
aktivovanych pfednich nervovych butikach mozku (anglicky ,,anterior cell neuron®), které
spolecné¢ s mechanismy chladové citlivosti zprostfedkovavaji selekci tzkého teplotniho
optima, nezbytného pro preziti zivocicha [44].

Octomilka exprimuje nékolik typt TRPA kanal, jejichz funkce zéavisi na typu
tkdn¢€. Gen pro TRPAI1 obsahuje specifické exony, kédujici domény citlivé na tepelné
podnéty. Alternativnim sestiihem exont jsou produkovany ¢tyii dTRPA1 isoformy
(A, B, C, D), lisici se svymi fyziologickymi vlastnostmi. Sekvence na C-konci o délce
37 AK, kddovana jednim z exont, je spole¢na pro dTRPA1-A a dTRPAL-D a je kli¢ova
pro tepelnou aktivaci TRPA1 [45]. Ob¢ isoformy se navzajem liSi v jejich prahové teploté
(27 °C u dTRPA1-A a 34 °C u dTRPA1-D) v disledku odlisnosti na N-konci, kde se
nachazi dali oblast modulujici tepelnou aktivaci [35]. Naopak druhé dvé isoformy,
dTRPA1-B a dTRPA1-C s pfislusnou casti na C-konci kodovanou jinym exonem,
nevykazovaly v rozmezi 20-42 °C Zadné znamky tepelné aktivace. VSechny ¢étyfi isoformy
vsak byly citlivé na chemicky podnét (AITC) [45].

Aplikaci roztokt AITC, N-methylmaleinimidu, Cin a akroleinu na oocyty drépatky
vodni (Xenopus laevis) se zvySenou expresi divokého typu dTRPA1 bylo dosazeno
vyraznych proudovych odpovédi, které byly blokovany pfidanim rutheniové cCervene,
neselektivniho nekompetitivniho inhibitoru TRPA1 kanald [38]. Pfi peroralnim poziti
aktivatori byl u experimentalnich jedinci octomilky inhibovan reflex, kterym se pfi
kontaktu s potravou rozsifi sosak, ¢imz se potvrdila citlivost dTRPAL na tyto substance.
Podobnych vysledkii bylo dosazeno kofeinem [38]. Aktivace dTRPA1 mentholem nebo
chladem nebyla v tomto experimentalnim modelu pozorovéana [34, 45].

Krom¢ TRPA1 ma octomilka dalsi receptory z TRPA podrodiny. Jeden z nich je
oznacovan jako ,,Painless”, ktery postrada vétSinu reaktivnich cysteinovych zbytka [38].
Tento TRPA receptor proto neni aktivovan elektrofilnimi latkami, ale hlavné teplem.
Navic jedna zisoforem ,Painless“ receptoru se podili na mechanotransdukci

v nociceptivnich nervovych drahach [46].
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1.4.2 Lidsky TRPA1

Lidsky TRPA1 nevykazuje proudové odpovédi piti zméné teploty v rozmezi
15-42 °C [35], jeho citlivost na chladové podnéty neni zcela jednozna¢né prokazana.
Naptiklad snizenim teploty z25 °C na 12 °C byl pozorovan posun membranového
potencialu, potfebného k polovi¢ni aktivaci TRPA1 kanalu k negativnim hodnotam napéti,
coz vedlo k aktivaci kanélu a toku iont dovnitt buniky [47]. V jiné studii nebyly proudoveé
odezvy lidského orthologu pfi aplikaci teplotnich skokii zaznamenany [35]. Mé&fenim
proudu Vv uspofadani single channel bylo zjisténo, ze chlad snizoval bazalni aktivitu a
vodivost hTRPA1 kanala [8].

Hlavnimi aktivatory hTRPAL jsou latky elektrofilni povahy. Poloviéni u¢inna
koncentrace (ECsp), potiebna k aktivaci hTRPA1 AITC a Cin, je fadové v desitkach uM
[13]. Utinek téchto latek odezniva i nékolik minut a je modulovan intracelularnimi
ca® ionty. Kofein piuisobi jako inhibitor hTRPAI, snizuje proudové odpovédi kanalti na
elektrofilni ¢inidla a napét'ové skoky [13, 33]. Lidsky TRPAL je take aktivovan mentholem
[8, 13] a fadou dalsich latek neelektrofilni povahy [48, 49].

1.5 Vliv depolarizace membranového potencialu na aktivaci TRPA1

Za fyziologickych podminek, kdy je klidovy membrénovy potenciél zpravidla
zaporny, je TRPALI jen ¢astecné aktivovan chemickymi latkami, teplem nebo chladem. Pfi
kladnych membranovych potencialech (depolarizace) je jeho aktivita vyrazné zvysSena a na
membranovem potencidlu vys§im nez +100 mV je TRPA1l kanal aktivovan i bez
pritomnosti chemickych aktivatorat [17, 25]. Zpisob, jakym probiha pievod
depolarizujiciho napéti na vratkovani kanalu, neni dosud zcela objasnén. Na C-konci
hTRPAL byl identifikovan aminokyselinovy zbytek Lys969, jehoZz nahradou za zaporné
nabity glutamat doSlo pfi depolarizujicich membranovych potencidlech vysSich nez
+140 mV ke sniZeni proudovych odpovédi, a to nezavisle na koncentraci Ca** ionti [30].
Proudové napétova charakteristika byla u mysiho orthologu TRPA1 vyrazné zménéna
mutaci Lys906 v porovém helixu [50].

Ve studii, ktera byla primarné¢ vénovéana hledani oblasti zodpovédné za citlivost
savéich TRPAT1 orthologii vii¢i mentholu, byl pouzit chiméricky konstrukt, ve kterém byl u
hTRPA1 nahrazen TMS5 segment homologni ¢asti dTRPA1 (chiméra hTRPA1-dTM5)

(obr. 4 na str. 19) [34]. Tato chiméra byla vystavena 100ms napétovym skokiim
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od -50 mV do +200 mV. Proudové odpovédi této chiméry na depolariza¢ni potencial
+180 mV a 100uM AITC byly oproti hTRPA1 snizeny. Zajimavé je, Ze pii vysokych
kladnych potencialech (+175 mV a +200 mV) byl pozorovan pokles amplitudy vné
sméfujiciho membranového proudu [34], coz bylo interpretovano jako projev napétoveé
zavislé inaktivace kandlu. Autofi se timto zajimavym nalezem dale nezabyvali, protoze
bezprostiedné nesouvisel s tématem jejich studie. Vzhledem k tomu, Ze jsme se v naSich
experimentech zaméfili na molekularni mechanismus napét'ové aktivace hTRPA1, rozhodli
jsme se navézat na uvedenou studii a prozkoumat napétové charakteristiky chiméry
hTRPA1-dTM5. Déle jsme pomoci elektrofyziologické metody patch-clamp chtéli zjistit,
zda TMS5 doména je dilezitd pro aktivaci hTRPA1 depolarizujicim napétim, zda miZze
predstavovat ¢ast napétového senzoru, nebo zda jde o dilezitou doménu, kterd prevadi

podnéty riaznych modalit na vratkovani iontového kanalu.

TM5 pore helix

hTRPA1 VILKTLLR VVFIFLLL | L LQD LLSI11Q
dTRPA1 E]I L Lfikvimv [t L L 11DPQPNHLSF SN1PMs[LLR]
hTRPA1-dTM5 V I 1 L KV L My ap L I LLS LQD LLS 1

Obr. 4: Porovnani aminokyselinovych sekvenci casti porové oblasti TRPAI receptorii:
lidského (hTRPAL), TRPAL octomilky obecné (dTRPA1) a chiméry hTRPA1-dTM5. U
chiméry byla zaménéna 5. transmembranova doména (TM5) hTRPAI za homologni
cast dTRPAI.
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2. Cile prace

Predlozena bakalaiska prace ma za cil porovnat funk¢ni vlastnosti TRPAI1
receptoru u ruznych zivociSnych druhti a charakterizovat jeden z dulezitych funk¢nich

aspektl — aktivaci TRPA1 depolarizatnim membranovym napétim.
Prace si klade za cil:

1. Pifipravit dostate¢né mnozstvi cDNA expresniho plasmidu s insertem chiméry
lidského TRPAT1 receptoru a jeho ovéteni.

2. Pripravit transfekované tkanové kultury HEK 293T s pozitivni expresi lidského
nebo chimérického proteinu TRPAL receptoru.

3. Pomoci techniky patch-clamp v konfiguraci whole-cell popsat a vzajemné porovnat
hlavni aktivacni a deaktiva¢ni charakteristiky lidského orthologu TRPAI a
chimérickeho konstruktu.

4. Pokusit se uvést nové vysledky ziskané v experimentéalni ¢asti do souvislosti se
souCasnymi predstavami o aktivatnim a deaktivaénim (tj. vratkovacim)

mechanismu TRPAL iontového kanalu se zaméfenim na mezidruhové rozdily.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

- Sigma-Aldrich, USA: NaCl, KCI, CaCl2, MgClz, glukosa, CsCl, NaOH, Na2HPOa,
kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonovd (HEPES), CsOH (99% roztok),

KH2POs4, kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), kyselina ethylenglykoltetraoctova

(EGTA), adenosintrifosfat hotecnaty (MgATP), poly-L-lysin, Trizma base, ampicilin
- Life Technologies, USA: OPTI-MEM | medium
- Geneaid Biotech, USA: High Speed Plasmid Mini Kit
- IBA GmbH, SRN: transfek¢ni ¢inidlo ,,Magnet-assisted Transfection (MATra)“
- SERVA Electrophoresis GmbH, SRN: pepton z kaseinu, extrakt z kvasinek

(yeast extract)
- Invitrogen, USA: trypsin
- Biolife, IT: Zivny agar N°2

3.2 Biologicky material

- lidské embryondlni ledvinné buniky linie 293T (HEK 293T) (LGC Standards, VB)
- cDNA hTRPAL ve vektoru pCMV6-XL4 (OriGene, USA) (obr. 5)
- cDNA chiméry hTRPAL s S5 doménou octomilky obecné ve vektoru pcDNAS/FRT

(poskytnuto prof. Ardemem Patapoutianem, The Scripps Research Institute, La Jolla,

USA) (obr. 5)
(A)

CMV promoter

|f" [ pcMve-XxL4 N
4707 bp Po|yA,5|);na|

&30& ori
Sv40 ori

pUC ori

Obr. 5: Mapa vektoru pCMVG-XL4 (A) a pcDNAS/FRT (B) (prevzato a upraveno podle

[51-53].
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- plasmid pro zeleny fluorescen¢ni protein ve vektoru pQBI 25 (dale jen GFP) (TaKaRa)
- fet&lni bovinni serum (FBS, PAN Biotech GmbH)
- kompetentni bakterialni bunky XL10-Gold kmene E. coli (Agilent Technologies, USA)

3.3 Pristroje a pomucky

- Zesilova¢ Axopatch-1D (Axon Instruments)

- Invertovany mikroskop CKX41 (Olympus)

- Mikromanipulator MP-225 (Sutter Instrument)

- Horizontalni tahac elektrod P-1000 (Sutter Instruments Co.)
- Microforge MF-830 (Narishige)

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

- Inkubator MCO-36AIC (Sanyo)

- Autoklav Sanyo MAC 235EX (Sanyo)

- Osmometr Vapro (Wescor)

- pH metr 3510 pH Meter (Jenway)

- Magneticka michacka 1100 Hotplate & Stirrer (Jenway)

- Centrifuga Rotilabo-mini centrifuge (Carl Roth GmbH)

- Centrifuga Mikro 120 (Hettich Zentrifugen)

- Centrifuga Rotanta 460R (Hettich Zentrifugen)

- Spektrofotometr NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies)
- DNA sekvenator ABI 3730xI (Applied Biosystems)

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

- Vortex MS 2 Minishaker (IKA)

- Automaticke pipety (Gilson, Nichipet EX)

3.4 Roztoky

Extracelularni roztok obsahoval 160mM NaCl, 2,5mM KCI, 1mM CaCl,, 2mM
MgCl,, 10mM HEPES a 10mM glukosu. pH bylo upravovano pomoci 1M NaOH na
hodnotu 7,3. Osmolalita extracelularniho roztoku byla 320 mmol-kg™.

Pro plnéni elektrod byl pouzit intracelulérni roztok, ktery obsahoval 145mM CsCl,
5mM EGTA, 10mM HEPES, 3mM CaCl, a 2mM MgATP. pH bylo upravovano pomoci

CsOH na hodnotu 7,3. Osmolalita intracelularniho roztoku byla 290 mmol-kg™.
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Fosfatovy pufr (PBS) obsahoval 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 1,47mM KH,PO, a
4,3mM NayHPO,. pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,3.

Versenuv roztok obsahoval roztok fosfatového pufru PBS, 0,68mM EDTA a 87uM
trypsin (pH 7,3).

Pro péstovani kompetentnich bakterii bylo pouzito kultivaéni meédium (anglicky
»Lysogeny Broth medium®, dale LB médium), obsahujici 1% (w/v) pepton, 0,5% (w/v)
extrakt z kvasinek a 0,26MNaCl. Slozky média byly rozpustény v deionizované vod¢ a

sm¢s byla sterilizovana pii 121°C.

3.5 Transformace XL10-Gold ultrakompetentnich bunék kmene

E. coli metodou teplotniho Soku

Kit pro transformaci, sestavajici z XL10-Gold ultrakompetentnich bun¢k a
B-merkaptoethanolu, byl uchovavan pii -85°C v mrazicim boxu, pro transformaci byly obé
slozky rozmrazeny na ledu. Do pfedchlazené mikrozkumavky bylo napipetovano 30 pl
bunék a ptidano 2 ul -merkaptoethanolu. Smeés byla za obCasného michani inkubovana po
dobu 10 minut. Poté byl do smési pfidan 1 pl plasmidu chiméry hTRPA1 s TM5 doménou
octomilky obecné (koncentrace 700 ng-pl™), smés byla promichéna a pak inkubovéana na
ledu po dobu 30 minut.

Po uplynuti 30 minut byla mikrozkumavka ponotfena na 45 sdo vodni lazné,
predehtaté na 42°C, poté byla opét inkubovana 2 minuty na ledu. Ke smési bylo pfidano
200 pl LB média predehiatého na 42°C a nasledujici 1 hodinu se smés inkubovala pii 37°C
za stalého michani (rota¢ni inkubator Shaking Incubator NB-205, 230 RPM, 25°C). Obsah
zkumavky byl asepticky vyset na agarovou plotnu (koncentrace pouZitého Zivného agaru
N°2 byla 40 g:I™") sampicilinem o finalni koncentraci 71,5 uM. Plotna byla umisténa
v zavéSené poloze do inkubatoru (37°C, 5% CO,) po dobu 16 hodin.

Po inkubaci byla sterilni $pi¢kou odebrana samostatnd bakteridlni kolonie a
pifemisténa do zkumavky s6 ml LB media a ampicilinem o koncentraci 14,3 uM.
Zkumavky byly 16 hodin inkubovany (rota¢ni inkubator Shaking Incubator NB-205,
230 otacek za minutu (RPM), 37°C). Po inkubaci byl obsah zkumavek centrifugovan
(centrifuga Rotanta 460R, 4°C, 6000 x g, 7 min), supernatant byl odstranén a z pelety byla

izolovana plasmidova DNA (viz kapitola 3.6).

23



3.6 lzolace plasmidové DNA a nasledné ovéreni sekvenaci

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci komeréné dodaného kitu ,,High
Speed Plasmid Mini Kit*. Centrifugace ve vSech krocich izolace probihala za stejnych
podminek (centrifuga Mikro 120, 16000 x g, 25 °C). Bakterialni peleta byla
resuspendovana 200 pl pufru PD1 a ptfenesena do mikrozkumavky. Bylo pfidano 200 pl
PD2 pufru, smés byla 10x promichana pteklopenim a nasledné byla v klidu inkubovana po
dobu 2 minut. Po piidani 300 pl pufru PD3 se smés michala 10x pomalym otacenim.
Vznikla srazenina byla odstfedéna centrifugaci po dobu 3 minut. Supernatant byl opatrné
premistén na kolonku a 60 s centrifugovan. Filtrat byl odstranén a kolona byla promyta
400 pl W1 pufrem. Po 60s centrifugaci a odstranéni supernatantu byla kolona znovu
promyta 600 pl promyvacim pufrem a 60 s odstiedovana. Samotna kolonka byla jesté
3 minuty centrifugovana, poté byla umisténa do Cisté mikrozkumavky a bylo aplikovano
50 pl eluéniho pufru. Pufr ptisobil 2 minuty a nasledn¢ byla DNA eluovana z kolonky
centrifugaci po dobu 2 minut.
Koncentrace DNA ve vzorcich byla stanovena méfenim absorbance pomoci
spektrofotometru NanoDrop 1000 pti vinové délce 260 nm. Vysledny produkt izolace
plasmidu byl ovéten DNA sekvenovanim, které provedla firma Biogen Praha s.r.o..

3.7 Tkanové kultury a transfekce

Lidské embryonalni buinky linie 293T (HEK 293T) byly kultivovany v
médiu OPTI-MEM s 5% fetdlnim bovinnim sérem (FBS) na miskach pokrytych
poly-L-lyzinem s hustotou ptiblizn¢ 180 000 bungk-cm?. HEK 293T bunky byly
piechodn¢ transfekovany rekombinantni cDNA lidského TRPAL receptoru ve vektoru
pCMV6-XL4 nebo cDNA chiméry ve vektoru pcDNAS/FRT o koncentraci
400 ng na misku za pouziti transfek¢ni reagencie MATra (0,1 pl na 100 ng DNA). Pro
identifikaci pozitivn¢ transfekovanych bunck pfi elektrofyziologickych métenich byly
bunky soucasné transfekovany zelenym fluorescenénim proteinem ve vektoru pQBI 25
o0 koncentraci 300 ng na misku. Ke smési bylo pfidano 50 ul roztoku OPTI-MEM a smés
byla vortexovana. Po 20 minutové inkubaci byla transfekéni smés aplikovana na buiiky,
které byly poté na 15 minut umistény na permanentni magnet do inkuba¢niho boxu
(5% CO,, 37 °C). Pro pasazovani transfekovanych bunék byly pouzity roztoky PBS a

Versentiv roztok obsahujici trypsin. Po pasdzovani byly builkky rozmistény na sklicka
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pokryta poly-L-lysinem (dvé az tfi sklicka o priméru 12 mm na miskach o priméru

35 mm).
3.8 Elektrofyziologickéa technika patch-clamp

Patch-clamp (v piekladu do cCestiny ,terCikovy zamek®) je elektrofyziologickou
technikou, pfi niZ jsou snimany proudy iontd z jednotlivych bunék, pficemz je
membranovy potencial udrzovan na konstantni hodnoté, ptipadné ho lze skokové nebo
kontinualné¢ ménit. Je také naopak mozné ménit proudy a méfit souvisejici zmény napéti.
Vybaveni pro metodu patch-clamp se sklddad z invertovaného mikroskopu, vybaveného
fluorescen¢ni lampou, mikromanipulatoru, zesilovace, analogové-digitalniho pfevodniku a
pocitace (obr. 6 na str. 26).

Pro méfeni elektrickych odpovédi bunék metodou patch-clamp se pouzivaji dveé
elektrody — referentni, ktera je ponofena do roztoku s buikami, a stfibrna elektroda pokryta
vrstvou AgCl umisténa ve sklenéné trubi¢ce (mikropipeta), kterd ma konec vytazeny do
velice uzkého hrotu a je naplnéna vodivym roztokem. Odpor elektrody odrazi Sitku jejiho
usti. Pro elektrofyziologickd meéteni eukaryotickych bunék postaci elektrody o odporu
v rozmezi 3-6 MQ.

Proudové odpovédi je podle typu experimentu mozné méfit Vv nékolika
uspofadanich. Prvnim znich je pfichyceni Gsti sklenéné mikroelektrody k membrang
bunky, ¢imZ se vytvoii vysoky (v fadech GQ) elektricky odpor (uspotadani cell-attached).
Takto lze ziskat informace o proudovych charakteristikach jednoho nebo nékolika
iontovych kandli. Jiny typ informace lze ziskat, pokud se pfichycena cast membrany
vytrhne z buniky a do vnéjsiho roztoku bude sméfovat vnitini (usporadani inside-out), nebo
vngjsi strana plasmatické membrany (uspofadani outside-out). Pii uspotadani whole-cell
zaznamu dojde k protrzeni pfichyceného ,ter¢iku* membrany a vyméné vnitrobunééného
obsahu za experimentéalni roztok, kterym je naplnéna sklenénd mikropipeta. Snimané
proudy jsou v tomto uspoifadani souhrnnou odezvou vsech bunéénych iontovych kanala
pfitomnych na bunééné membrané.

V nasem experimentalnim uspoiadani byly elektrické proudy snimany z povrchu
celych bunék (konfigurace whole-cell), obvykle 24 az 48 h po transfekci. Pro pokusy
Snapétoveé fizenou stimulaci bylo ze dvou transfekci studovano nejvyse pét GFP
pozitivnich bun¢k na kazdém skli¢ku. Elektrické proudy byly méfeny pomoci referencni

argentchloridové elektrody, ponofené do roztoku, a méfici stiibrné elektrody, ktera byla
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pokrytd vrstvou AgCl. Méfici elektroda byla umisténa ve sklenéné mikropipeté vyrobené
z borosilikatového skla (vnéjsi primér 1,65 mm) s vytazenym hrotem. Mikropipeta byla
naplnéna intracelularnim roztokem (viz Metody 3.4). Pomoci mikromanipulatoru MP-225
byla elektroda navedena tésn¢ nad métenou bunku. Aplikaci podtlaku tsty pies gumovou
hadi¢ku piipojenou k usti mikroelektrody se vytvofilo spojeni, které poskytuje odpor
ptiblizné v fadu GQ. Dalsi aplikaci podtlaku byla bunéénd membrana protrzena, ¢imz
doslo k propojeni vodivého roztoku v elektrodé s cytoplasmou.

Na bunku byly aplikovany napétové skoky definované dvéma riznymi protokoly,
pii kterych se meénilo napéti mezi elektrodami. Proudové odpovédi byly snimany
zesilovacem Axopatch 1-D pouzitim programu pCLAMP10 (Molecular Devices, USA).
Sériovy odpor byl obvykle mensi nez 10 MQ a nebyl kompenzovan. Teplota v mistnosti
byla mezi 22-25 °C.

Obr. 6: Usporddani technického vybaveni pro vyzkum funkce iontovych kandlit metodou
patch-clamp. Na obrazku jsou videt potrebné soucasti: invertovany mikroskop (1),
zesilova¢ a analogove-digitalni prevodnik (2), mikromanipulator (3), pocitac (4).
Aparatura se nachazi ve Faradayové kleci (5) pro potlaceni nezadouctho elektrického
ruseni z okoli.
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3.9 Aktivace TRPAI1 depolariza¢nim napétim

Aktivace TRPA1 iontovych kanalti depolarizatnim napétim byla méfena pomoci
dvou rtznych protokold v programu Clampex 10. Prvnim protokolem byly bufiky
udrZzovany na membranovém potencidlu -70 mV a kazdych 200 ms byl opakované
generovan aktivaéni napétovy skok s postupné se zvySujici hodnotou membranového

potencialu od -80 mV do +200 mV po +20 mV, trvajici 100 ms (obr. 7.A).

(A) (B)

~ Protokol 1 Protokol 2
~._§ 200 A+20 mV 200+ A+20 mV
\© ] ]

S 100 100

2 ] ]

> | — S ]

S -1001 -70mvV  -1001

(0 ] ]

xé -200- -140 mV
[4h]}

=

Obr. 7: Schéma stimulacnich protokoli pouzivanych pro stanoveni napétové aktivace
prirozené a chimérické formy TRPAI kanalii — protokol 1 (A) a protokol 2 (B). Casovy
priibéeh zmeén membranového potencidalu byl naprogramovan v prostredi programu
Clampex 10. Cervené je vyznacen casovy priibéh prvni stimulace, cerné jsou oznaceny
nasledujici stimulace, lisici se od predchozi zvysenim aktivacniho potencidlu o +20 mV.
Celkem jsou oba protokoly sloZzeny z 15-ti na sebe navazujicich stimulaci. Aplikaci
protokolu 1 (C) a protokolu 2 (D) na transfekované bunky se ziskaji zdznamy
membranového proudu (proudové odpovedi) v zavislosti na aplikovaném napéti.
Cervend Sipka oznacuje oblast, ve které byla pro jednotlivé stimulace odectena
maximalni amplituda membranového proudu.
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Pti pouziti druhého protokolu byly buiiky udrzovany na membranovém potencialu
0 mV a opakované, s intervaly 400 ms, byla po dobu 150 ms generovana aktivacni
skokova zména napéti s postupné se zvySujici hodnotou od -80 mV do + 200 mV po
+20 mV, nasledovana deaktivacni skokovou zménou potencidlu na —-140 mV trvajici
150 ms (obr. 7. B na str. 27). Membranové proudy byly filtrovany na 2 kHz
dolnopropustnim (4-pélovym internim Besselovym) filtrem a zaznamenévany vzorkovaci
frekvenci 10 kHz.

3.10 Hodnoceni zaznamii a statisticka analyza

Nameétend data byla analyzovana programem Clampfit 10.2 (Molecular Devices),
pro statistické vyhodnoceni a tvorbu grafu byl pouzit program SigmaPlot 10.0 (Systat
Software).

Hodnoty primérné amplitudy membranového proudu (l) byly odeéteny vzdy na
konci pulzu, kdy byla aktivacni faze odpovédi blizka rovnovaznému stavu (95-99 ms u
protokolu 1 (obr. 7.C na str. 27) a 145-149 ms u protokolu 2 (obr. 7.D na str. 27), a
zobrazeny v zavislosti na pfislusném membranovém potencialu (I/V zavislost). Ob¢
zavislosti maji synonymni vyznam, V literatufe se pouZivaji obé& varianty. Pro kazdy
zaznam pofizeny danym protokolem byl v programu Clampfit 10.2 odhadnut reverzni
membranovy potencidl (Vi) prolozenim 5 bodu I/V zavislosti v okoli piedpokladaného
priseciku s osou V polynomickou funkci 4. radu:

fxX) =ax*+bx3+cx*+dx+e (1)

Vysledna hodnota Ve, byla odectena z grafu. Zavislost elektrické vodivosti buiiky (G) na
napéti (V) byla vypoétena vydélenim proudovych amplitud (I) piislusnou hodnotou
membranového potencialu, od které byla odeCtena hodnota reverzniho potencialu
(V- V). Vnekterych piipadech byla testovana moznost prolozeni G/V zavislosti
Boltzmannovou funkci:

G= Gmax _Gmin +G

zZF
1+exp— (RT(V -V, )j

kde Gnax je maximalni dosazitelna vodivost bunky; Gpin je minimalni vodivost; F je

min ! (3)

Faradayova konstanta (F = 96 485 C-mol™); V je napéti; Vi, piedstavuje napéti, pfi kterém
vodivost dosahuje poloviéni hodnoty svého maxima; R zastupuje univerzalni plynovou

konstantu (R = 8,314 J.K:mol?), z je vratkovaci naboj (pieklad anglického
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»gating charge*) a T je absolutni teplota [54]. Ze ziskanych hodnot Vi, byla pro lidsky a
chiméricky TRPA1 byla ziskana primérna hodnota a stfedni chyba priméru.

Protokoly 1 a 2 bylo tfeba vzijemné porovnat. Vzhledem k riznym
charakteristikam métenych bunék bylo vhodné porovnévat proudové odpovédi naméiené
pouzitymi protokoly v ramci jedné buiiky. Naméfené zaznamy také mohly byt ovlivnény
potadim aplikovanych protokolii. Proto byly na transfekované buiky aplikovany za sebou
oba napét'ové protokoly. Dvojice zaznamu ziskanych proudovych odpovédi byly rozdéleny
podle potadi aplikovanych protokolti do dvou skupin. Skupiny mohly byt porovnany na

zéklad¢ relativni amplitudy membranového proudu /,..;:

I
Lo ==
rel I

)
kde I; a I, jsou maximalni amplitudy membranového proudu, ziskaného z prvniho a
druhého zaznamu z bunky. Relativni proudy byly statisticky vyhodnoceny pomoci
paroveho t-testu v programu SigmaPlot 10.0. s hladinou vyznamnosti testu P = 0,05. Pro
uvedené hodnoty byly uréeny aritmetické praméry a stfedni chyby priméru.

Pro zjisténi rychlosti aktivace kanalu depolarizacnim potencidlem byly proudové

odpovédi pfi maximalnim napétovém skoku na +200 mV s dostatecnym odstupem

(3-5 ms) od pocatku pulzu prolozeny souctem exponencialnich funkci podle vztahu:

t

f() = XfL; Aje T +C (4)
kde A; je podil i-té exponencialy na celkové funkci, C je hodnota proudu v rovnovaznem
stavu (hypoteticky pro t — ), T; je Casova konstanta i-té exponencialni funkce, n je pocet
exponencidl (n = 1; 2).

Obdobnym zplsobem byly vyhodnoceny deaktivaéni proudové odpovédi
protokolu 2, vyvolané skokem na hyperpolarizujici potencial -140 mV (tzv. ,tail“), které
charakterizuji dynamiku uzavirani kanalu. Namétené zaznamy byly s odstupem 3 ms od
pocatku napétového skoku prolozeny jednou exponencidlou, poptipadé¢ souctem dvou
exponencidlnich funkci. V ptipadé zaznami s vysokym Sumem byl pouZit dolnopropustny
digitalni Besseluv filtr (700 Hz, pokud neni uvedeno jinak). Pokud bylo k dispozici vice
méieni dané bunky, byl proloZen exponencialni funkci jejich primérny zaznam.

Ze ziskanych ¢asovych konstant 7; a 7, byly vypocitany jejich vazené prameéry -

ww(on) pro aktivaci a ,,(off) pro deaktivaci - podle vztahu:

1 2
Tw = T T 5
W= e, A, ©)
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V piipadé prokladani proudové odpovédi souctem dvou exponencidlnich funkei jsou A; a
A, ptispévky exponencial k vysledné regresni funkci, pro zdznamy proloZené jednou
exponencialou je A, = 0. Vazené praméry ¢asovych konstant byly statisticky vyhodnoceny
pomoci parového t-testu, piipadné pomoci Mann-Whitneyho testu, v programu SigmaPlot
10.0 s hladinou vyznamnosti testu P = 0,05. Pro uvedené hodnoty byly urceny aritmetické

praméry a stfedni chyby prameéru.
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4. Vysledky

4.1 Amplifikace plasmidu hTRPA1-dTM5 v butikach E. coli

Plasmid nesouci hTRPAL1-dTM5 byl metodou teplotniho Soku transformovan do
bakterialniho systému E. coli. V plasmidu se nachédzel gen zajistujici resistenci vuci
ampicilinu, ktery byl pouzit pro selekci pozitivné transformovanych bunék. Naslednou
kultivaci bakterii na agarové plotn¢ s ampicilinem narostly jednotlivé kolonie Uspésné
transformovanych bakterii.

Pro izolaci plasmidu z bakterii byla vybrdna samostatnd kolonie, kterd byla
kultivovana v LB médiu. Po kultivaci byla izolovana plasmidova DNA pomoci kitu ,,High
Speed Plasmid Mini Kit“. Absorbance izolované DNA byla zméfena spektrofotometrem
NanoDrop 1000 pti vlnové délce 260 nm, z naméfenych dat byla pomoci programu od

stejného vyrobee spoéitana koncentrace cCDNA v ng-pl™ podle Beerova zakona:

A-e
C = T' (6)

kde ¢ je molalita v ng-pl™, A je absorbance, e je extinkéni koeficient v ng-cm-ul™
(pro dsDNA je e = 50 ng-cm-pl™) a b opticka draha v cm. Celkem bylo ziskano 100 pl
roztoku DNA o koncentraci 154 ng-ul™. Spravnost insertu cONA v plasmidu byla ovéiena
sekvenaci (obr. 8). V sekvenci ptevlada jedind DNA, coZz je znamkou vysoké Cistoty

plasmidu.
4.2 Transfekce bunék HEK 293T

Plasmidy kddujici TRPAL receptory byly transfekovany do HEK 293T bun¢k
pomoci Castic MATra a permanentniho magnetu. Bunky byly soucasné transfekovany
plasmidem pro GFP pro vizualni identifikaci bunék s vysokou pravdépodobnosti exprese
TRPA1 receptoru (obr. 9.A na str. 32). Vétsina bun€k s pozitivnim nalezem GFP

vykazovala funkéni expresi TRPA1 iontovych kanala.

TGAAGAGGATAGCTATGCAGG TGGAACTTCATACCAGCTTAGAGAAGAAGCTGCCAC
390 400 410 420 430 440

\ P \

Obr. 8: Cast vysledku sekvenace izolovaného plasmidu pro expresi hTRPA1-TM5.,
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Exprese TRPA1 byla ovéfena pii elektrofyziologickém méfeni technikou patch-clamp.
Proudové odpovédi netransfekovanych bunék vykazovaly linedrni zavislost na
aplikovaném membranovem potencidlu a dosahovaly odpovédi nejvyse kolem 500 pA
(obr. 9.B). Naproti tomu burnky s expresi TRPA1 mély proudové odpovédi mnohonasobné
vySSi (v praméru 3500 pA pii +200 mV) a mély charakteristicky tvar proudové-napétové

zavislosti (obr. 9.C).

Obr. 9: (A) Transfekované HEK 293T buiiky s expresi GFP (prevzato a upraveno podle
[55]). (B) Proudova odpovéd’ netransfekované buriky, zmérena metodou patch-clamp
Vv usporadani whole-cell. (C) Proudova odpoved transfekované bunky hTRPAI
plasmidem, zmérend metodou patch-clamp v uspordddni whole-cell. V obou pripadech
byl aplikovan protokol 1.

4.3 Proudové-napét’ova charakteristika hTRPA1 - porovnani

napét'ovych protokoli

Pro zisk&ni proudové-napétové charakteristiky byly pouzity dva rizné protokoly
(Protokol 1 a Protokol 2, viz sekce 3. Metody), kterymi byla stimulovana buika
bezprostiedné po vytvoieni whole-cell konfigurace a kompenzaci rychlé a pomalé

komponenty kapacitniho odporu.

v v

nésledné hyperpolarizace. V naSich méfenich bylo skute¢né pozorovano, ze oproti
protokolu 2 nedochazi k nezadoucimu zhorSeni odporu nezbytného pro kvalitni snimani.
Chiméricky konstrukt v8ak vykazoval podstatné nizsi proudové odpovédi a nedosahoval
béhem 100ms pulzu rovnovazného stavu.

Pii pouziti protokolu 2 dosahovala proudova odpovéd v aktivaéni fazi
rovnovazneho stavu u hTRPAL. V piipadé¢ chiméry bylo zjisténo, ze del$i doba
depolarizace je nutnd pro dosazeni rovnovazného stavu aktivace i pii jeji nizs$i proudové

odpovédi. V disledku silné hyperpolarizace cytoplasmaticné membrany (-140 mV) vSak
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byla zvySena pravdépodobnost zhorSeni méficich parametrt ter¢iku —méfené bunky mély
tendenci uvolnit t€sné spojeni s mikroelektrodou a znemoznit tak elektrické snimani.

Pro méfeni chimér poskytoval protokol 2 optimalni parametry, proto byl pouzivan
ke stanoveni aktiva¢nich a deaktivaénich charakteristik obou typi TRPAL kanalu. Bylo
nezbytné ovéfit, zda pouZitim protokolu 2 ziskdme vysledky srovnatelné s experimenty
diive provedenymi v nasi laboratofi. Porovnanim proudovych odpovédi, namétenych
protokoly 1 a 2 (obr. 10.A) bylo zjisténo, Ze maximalni amplitudy membranového proudu
se u divokého typu statisticky nelisi (P < 0,05), Ze nezaleZi na poradi aplikace téchto dvou
protokold, a Ze proudové odpovédi na +200 mV dosahuji v obou piipadech aktivacni
rovnovahy. Relativni amplituda ¢inila 0,90 = 0,06 (n = 6) pro zdznamy s protokolem 1 jako
prvnim, zatimco pro zaznamy s opa¢nym poiadim protokolt byla relativni amplituda
0,95 + 0,05 (n = 3). (obr. 10.B)

( A) 40004 (B) 1.2
n=3 n=6
1 O T T,
3000+ I -
— 0.81
< 20004 _
— (b}
= = 0.61
10001
—e— protokol 1 0.4 1
—-o- protokol 2
0 : . . 0.2-
-5 0 50 100 150 200
V (mV) 0.0 : ,
-1000- 1-2 2-1

Obr. 10: Porovndni napétovych protokoli 1 a 2. (A) Charakteristickd zavislost
amplitudy membréanoveho proudu hTRPAL na membranovém potencialu (1/V zavislost)
pro protokol 1 a 2. (B) Relativni amplitudy membrdanového proudu pro dvojice méreni,
ve kterych byly po sobé pouzity rizné protokoly. Relativni amplituda je podilem
maximalnich proudovych odpovédi prvniho a nasledujiciho méreni pri +200 mV.
Popisky sloupcii udavaji poradi aplikovanych protokolii.

4.4 Aktivace chiméry hTRPA1-dTMS5 depolarizujicim napétim

Dale byla zkoumana zavislost proudovych odpovédi hTRPAL1 a hTRPA1-dTM5
kanali na membranovém potencialu (I/V zavislost). Z proudovych odpovédi hTRPAI
(obr. 11.A-B na str. 34) a chimeéry hTRPA1-dTM5 (obr. 11.C-D na str. 34) byly na konci
pulzu odecteny prumérné proudy, z nichZ byly sestrojeny I/V zavislosti (obr. 11.E na

str. 34). Az do membranového potencialu +40 mV se od sebe proudové odpovédi lidského
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a chimérického TRPAI nelisily, pfi vy$$im depolarizacnim napéti dosahovaly proudy

Vv

lidského TRPAL vice nez dvakréat vy3si hodnoty.
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Obr. 11: Napétova charakteristika hTRPAL a hTRPAL-dTMb. Z proudovych odpovédi
lidského TRPAL na protokol 1 (A) a protokol 2 (B), a z odpovedi chiméry — protokol 1
(C) a protokol 2 (D) byly odecteny na konci napétového pulzu (95-99 ms u protokolu 1,
144-149 ms u protokolu 2), primeérné amplitudy membranového proudu. Oblasti pro
odecteni proudii jsou zndzornény cervenou Sipkou. (E) Graf zavislosti membranového
proudu na membranovém potencialu pro hTRPAI (cerne, n = 15) a hTRPA1-dTM5
(Cervené, n = 17). (F) Zavislost vodivosti G na membranovém potencialu pro hTRPAL
(Cerné symboly, n = 15) a hTRPAI-dTM5 (prazdné symboly, n = 17).
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Piepocitanim proudi () na vodivost (G) se ukézalo, Ze maximalni vodivost
chiméry je oproti lidskému orthologu asi pétkrat nizsi (obr. 11.F na str. 34). Pfi kladnych
hodnotach napéti rostla vodivost chiméry linearné, u hTRPA1 doSlo mezi + 100 mV a
+150 mV ke zpomaleni rastu vodivosti, coZz nasvédCuje piiblizeni se ke stavu plné
aktivace. Polovi¢ni aktivaéni napéti je u chiméry posunuto doprava. Oba kanaly nedosahly
vV rozsahu méfeni maximalni vodivosti, pfi vysokych kladnych potencidlech bylo

zaznamenano pouze zpomaleni ristu vodivosti.
4.5 Porovnani aktivacnich parametri konstruktu

Pro stanoveni napéti Vi, pii kterém dosahuje vodivost buiiky poloviéni hodnoty
maxima, byly prolozeny vypocitané hodnoty vodivosti Boltzmannovou funkci (obr. 12).
ProloZeni se numericky zdafilo u 6 z 15 bunék s expresi hTRPAL a u 5 ze 17 bunék, ve
kterych byl exprimovan hTRPA1-dTM5. Vyslednd hodnota Vi, u chimérického
konstruktu byla oproti hnTRPA1L vysSi (Vi = 148,3 = 5,8 mV pro hTRPA1-dTM5; n = 5,
Vip=112,2 £ 4,5 mV pro hTRPAL; n =6; P <0,001).

20-
15-
—+ hTRPA1
o hTRPA1-dTM5 ¢
3 0 V,,= 112 mV
O
5-
V,, = 148 mV
0
-100 -50 0 50 100 150 200

V (mV)

Obr. 12: Priklad prolozeni zavislosti vodivosti na napéti pro hTRPAI (cerné) a
hTRPA1-dTMS5 (cervené). Hodnoty vodivosti byly prolozeny Boltzmannovou funkci,
Z niz bylo odecteno polovicni ucinné napéti Vi (modry kiizek), udavajici hodnotu
napeti, pri které dosahuje vodivost poloviny svého maxima. Polovicni ucinné napéti
bylo urceno u 6z 15 bunék s hTRPAI a u 5 ze 17 bunék s NTRPAL-dTMb.
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4.6 Vyhodnoceni kinetiky aktivace

Aktivacni faze proudovych odpoveédi TRPAT pfi stimulaci depolarizacnim napétim
je popisovana ¢asovou konstantou t,,, udavajici primérnou relaxacni dobu, za kterou
otevieni kanalti dosahne rovnovazného stavu. Zvysujici se hodnota 7,, znamena pomalejsi
narast proudu za jednotku ¢asu. K urceni casovych konstant byl vyuzit napétovy protokol
2, nebot’ ma oproti protokolu 1 déletrvajici depolarizujici pulz, ktery umoziuje spravngjsi
extrapolaci exponencialni funkci i v pfipad¢ delsich ¢asovych konstant. Aby bylo mozné
porovnat zdznamy z lidského TRPAL se zaznamy z chimérickych receptoru, které vykazuji
podstatné mensi proudové odpovédi, byly casové pribéhy membranového proudu
normalizovany na maximalni amplitudu membranového proudu pii +200 mV
(obr. 13.A-B na str. 37). Pti porovnani primérnych zaznamu ziskanych z normalizovanych
proudit bylo na prvni pohled patrné, ze u chimérického konstruktu je aktivacni faze
pomalejsi a deaktivaéni proudy jsou relativné sniZeny oproti divokému typu. Casové
konstanty aktivace a deaktivace byly proto dale zjistovany pro zaznamy z jednotlivych
bunék.

Casové konstanty byly ziskiny ze zaznamu pii +200mV napétovém skoku
proloZenim exponenciadlnimi funkcemi (obr. 13.C-D na str. 37). Vazeny pramér ¢asovych
konstant byl u hTRPA1-dTM5 vyssi, nez u hTRPAL (z,(on) = 65 £ 12 ms, n = 7 oproti
46,1 £4,8 ms, n = 10), z divodu velkého rozptylu dat vSak nebylo vyznamné zvySeni
casové konstanty potvrzeno (P > 0,05) (obr. 13.E na str. 37). Jiz pti +100 mV skoku je
vSak patrné, ze zatimco proudy hTRPA1 exponencidlné rostly jiz na zacatku pulzu (tedy
kanaly byly pfi této depolarizaci jiz aktivovany), u hTRPA1-dTMS5 je béhem napétového

pulzu zfetelny jen velmi nepatrny rust (obr. 13.F na str 37).
4.7 Vyhodnoceni kinetiky deaktivace

Pti vysokych hodnotach kladnych membranovych potencialti jsou TRPAT kanaly
aktivovany, cozZ vede Kk jejich otevieni a toku kladnych iontl ven z buiiky. Pokud v této fazi
dojde Kk bezprostitedni a dostatecné silné hyperpolarizaci membranového potencialu,
za¢nou jesté otevienymi kanaly proudit ionty dovniti buiiky, nez se TRPA1 vlivem zmény
membranoveho potencidlu deaktivuji a zaviou. Amplituda proudovych odpovédi tak

exponencialng klesa, aZz dosahne nového rovnovazného stavu.
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Obr. 12: Aktivace hTRPA1 a hTRPAL-dTMb. Priimérné proudové odpovédi hTRPAI z
10 bunek (A) a hTRPAL-dTM5 ze 7 bunék (B) namérené za pouziti protokolu 2 a
normalizované na maximalni amplitudu membranového proudu pri +200 mV (Cervena
Sipka oznacuje oblast, ve které byl ze zdaznamu odecitin proud). Cervené je vyznacena
posledni stimulace napétovym protokolem, pri které doslo ke skoku z0 mV na
+200 mV po dobu 150 ms, s naslednym skokem na -140 mV po dobu 150 ms. Oblast
skoku na kladny membranovy potencial byl prolozZen jednou, pripadné souctem dvou
exponencialnich funkci (C, D), ze kterych byly ziskany vizZené priméry aktivacnich
casovych konstant ty(on) (E). Stupnice primérnych casovych konstant je logaritmickd,
krouzky zndzornuji jednotlivé hodnoty. (F) Porovnadni primérnych proudit hTRPAI a
hTRPA1-dTMS5 pri +100 mV.
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Zaznam, pofizeny pomoci protokolu 2, v oblasti napétového skoku na membranovy
potenciél -140 mV z ptavodnich +200 mV byl proloZen jednou, piipadné souétem dvou
exponencial (obr. 14.A-B). Zaroven byly odecteny pramérné hodnoty amplitudy
maximalnich proudu v oblasti tésné¢ po daném skoku na -140 mV, a to pro vsechny

napét'ové stimulace od -80 mV do +200 mV.
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Obr. 14: Deaktivace hTRPAL a hTRPA1-dTMS. Casovy pritbéh membrdnového proudu,
meéreného aplikaci protokolu 2 na transfekované HEK 293T buiiky, byl v oblasti
deaktivacniho skoku na -140 mV prolozen vhodnym poctem exponencialnich funkci
(A, B), ze kterych byly zjisteny vazené priumery deaktivacnich casovych konstant t,(0ff)
(C). Z priumérnych zaznamit z hTRPAI (n = 13) a hTRPA1-dTM5 (n = 14) pro vSechny
stimulace bvlv odectenv hodnotv vroudii krdtce vo skoku na -140 mV (D).
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U hTRPA1-dTMS5 byly oproti hTRPA1 pii membranovém potencialu -140 mV nizsi toky
iontd dovnitf bunky, coz se vyraznéji projevilo pii vyssich membranovych potencialech
piedchazejicich hyperpolarizaci (obr. 13.C na str. 38). Casové konstanty u chimérického
konstruktu byly statisticky vyznamné vyssi, neZz u divokého typu (z,(off) = 22,5 ms +
4,9 ms pro hTRPA1-dTM5; n = 15, g,(off) = 12,5 ms £ 1,8 ms pro hTRPAL; n = 11,
P <0,05) (obr. 13. D na str. 38).

4.8 Aktivace skoficovym aldehydem

Pro zjisténi, zda je u chiméry hTRPA1-dTMS5 zachovana citlivost na skoticovy
aldehyd (Cin), byl pouzit roztok Cin o koncentraci 100 puM. Po né&kolika sériich
napétovych skoki (obr. 15.A) byl na bunku, nachazejici se v2 ml extracelularniho
roztoku, postupné piikapan celkem 1 ml roztoku Cin, pficemz na buiiku byly stile

aplikovany napét'ové skoky (obr. 15.B).
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Obr. 15: Aktivace TRPAI skoricovym aldehydem (Cin). Na obrazku jsou zobrazeny
rozdilné proudové odpovédi ukazkové bunky HEK 293T, exprimujici hTRPAI-dTM5, na
napétové skoky protokolu 1 bez pridavku Cin (A) a V prostredi Cin o koncentraci
33 UM (B). Namerena data byla filtrovana 1200 Hz digitdlnim Besselovym filtrem.
Z maximalnich amplitud membranového proudu (odectenych z oblasti zndzornené
Sipkou) byla sestrojena 1/V zavislost (C). Hodnoty proudu byly prevedeny na vodivost,
pro zjisténi polovicniho ucinného napéti Vi, byly ziskané body prolozeny
Boltzmannovou funkci (D). Polovicni uicinnd napéti jsou zndzornéna kiizkem.
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Z namétenych dat byla zkonstruovana I/V zavislost, kterd byla ptrevedena na
vodivost. Pfidanim Cin se vyrazné zvysily proudové odpovédi bunky - maximalni hodnota
membranoveho proudu pii +200 mV bez Cin ¢inila 900 pA, po ptidani Cin se proud zvysil
na 2000 pA (obr. 15.C na str. 39). Zaroven dosSlo vlivem Cin ke zna¢nému posunu

polovi¢niho u¢inného napéti ze 162 mV na 78 mV (obr. 15.D na str. 39).
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5. Diskuse

Experimentalni ¢ast pfedlozené prace je vénovana zkoumani vlivu strukturalnich
rozdili TRPA1 orthologl na aktivaci napétim. Pro tento ucel byly porovnavany specifické
aktiva¢ni a deaktiva¢ni charakteristiky lidského orthologu TRPA1 (hTRPAT1) s vlastnostmi
chiméry, ve které je zaménéna 5. transmembranova doména hTRPA1 za homologni ¢ast
receptoru octomilky obecné (hTRPA1-dTM5). Cilem prace bylo zjistit, zda je TM5
funkéné vyznamna pro aktivaci hTRPA1 depolarizujicim napétim a do jaké miry se tato
domeéna podili na univerzalnim vratkovacim mechanismu iontového kanalu.

Vlastnosti lidského a chimérického kanalu byly studovany snimanim proudovych
odpovedi celé bunky metodou patch-clamp v usporadani whole-cell. Pro tento ucel byly
eukaryotni bunky HEK 293T transfekovany genem, kddujicim iontové kanaly, ve vektoru
s CMV promotorem. TRPAT1 receptor tak expresi mnohonasobné pied¢i expresi ostatnich
(endogennich) iontovych kanaltit HEK bunék, proudové odpovédi zprostiedkované aktivaci
TRPAL kanalt pak vyrazné pievazuji. Proudové odpovédi transfekovanych bungk se daly
ve vSech pripadech odlisit od netransfekovanych.

Inaktivace membranového proudu pii vysokém depolarizacnim potencialu, kterad
byla pozorovana ve studii autort Xiao et al. [34], nebyla v nasich métenich zaznamenana.
Pticinou rozdilnych vysledki mezi nasi studii a uvedenou publikaci mohou byt rtizna
slozeni experimentalnich roztokl, nebo moznost, Ze publikované zdznamy byly pofizeny
na bunkach, které byly pfedtim chemicky stimulovany. V naSem piipadé¢ byly
Vv extracelularnim roztoku pfitomny vapenaté ionty, které vSak pribéh proudt vyvolanych
ukazuji, Ze kpodobné deaktivaci dojde po piedchozi aktivaci hTRPA1 skoficovym
aldehydem, nebo AITC.

Nase vysledky jednoznaéné prokazuji, ze chiméra hTRPA1-dTM5 mé& sniZenou
citlivost k depolarizaénimu napéti, coz je v souladu s praci [34]. Poloviéni u€¢inné napéti se
nam podafilo stanovit pouze u 6 z 15 méfenych bunék u hTRPAI1, zjisténa hodnota Vi, je
v souladu s jiz publikovanou studii, ve které byl vyhodnocen robustnéjsi soubor bunék
(Vso = 128,0 £ 2,7 mV pro hTRPAL) [31]. U konstruktu hTRPA1-dTM5 bylo stanoveni
proudova odpovéd’ chiméry. Je mozné, Ze vzhledem k posunu Vi, blize k horni hranici

aplikovaného napéti nebylo v nékterych zdznamech pozorovano piiblizeni se ke stavu
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upIné aktivace kanalti. Lze ocekavat, ze S veétSim poctem méfeni pii vice kladnych
potencialech by u hTRPA1-dTMD5 receptoru bylo mozné hodnotu Vy, stanovit.

Nepodatilo se statisticky prokazat zpomaleni aktivace chimérického kanalu.
Diivodem byla zfejm¢ ruznd mira exprese V kazdé bunce, nedostatecna doba trvani
napétového pulzu a relativné silny vliv bazalnich proudi v HEK 293T bunkach.
V ptedchozi praci uskuteénéné v nasi laboratofi byla pro hTRPAI stanovena mirné
pomalejsi aktivacni Casova konstanta (zon = 59 + 5 ms) [31], byla vSak stanovena pfi niZ§im
membranovem potencidlu +160 mV, coZ hodnotu z,(on) ovlivnilo. K ziskani piesnéjsich
dat by bylo zapotiebi aktivace vy$$im membranovym potencialem, del§i doba aktivaéniho
pulzu, nebo vyhodnoceni vétsiho souboru bunék.

V hyperpolariza¢ni fazi stimulace vykazovala chiméra TRPA1 nizs$i proudovou
odpovéd” a zpomalenou deaktivaci. Vyssi Casova konstanta deaktivace odrazi pomalejsi
navrat TRPA1 kanalu do zaviené konformace. Mutaci v TM5 byla ziejmé naruSena oblast
souvisejici s pfevodem membranového potencialu na uzavirdni kanalu.

Nase predbézné vysledky ukazuji, ze aplikaci skoticového aldehydu doslo k posunu
napét'ové citlivosti chimérickych receptori smérem k zapornym membranovym napétim,
coz svédci o zachovani chemické citlivosti a alosterického ptisobeni obou podnéti. Toto
zjisténi je v souladu s vySe uvedenou studii [34], kde byl pro stanoveni miry chemicke
aktivace hTRPAL1-dTM5 pouZit roztok AITC o koncentraci 100uM. PtestoZe nebyl zjistén
vyznamny rozdil v polovi¢ni G¢inné koncentraci AITC (ECsp = 2,33 £ 0,74 UM u chiméry
versus 1,32 + 0,46 UM u divokého typu), autoti dokumentuji ve srovnani s divokym typem
snizeni primérné amplitudy proudovych odpoveédi.

ZnaSich vysledki vyplyva, Ze TMS5 je vyznamna pro aktivaci zménami
membranového potencidlu. TMS lidského TRPA1 obsahuje dvé pozitivné nabitd rezidua,
Lys868 a Arg872, ktera jsou potencidlnimi napétovymi senzory. Ta jsou v chimére
nahrazena glutaminem a lysinem. Vzhledem k tomu, Ze lysin na pozici 872 zachovava
kladny néboj, je pravdépodobné, ze mutace Lys868Gln je hlavni pfi¢inou snizené citlivosti
chiméry k napéti. TM5 byla mimo jiné rozpoznana jako oblast specificka pro interakci
hTRPAL s mentholem [34]. Rozdil ve farmakologickych ucincich mentholu na savéi a
hmyzi orthology TRPAL vedl autory k sérii chimérickych pokusi. Ukazalo se, Ze chiméra
hTRPA1-dTM5 nevykazovala oproti lidskému TRPAL1 znamky aktivace na 250uM
menthol. VyuZitim dalSich chimérickych konstrukti s jemné&jsi substituci v méné

konzervované ¢asti TMS byla identifikovana dvé rezidua (Ser876 a Thr877), zodpovédna
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za aktivaci mentholem. Je pozoruhodné, Ze polovi¢ni G€inna koncentrace pro AITC byla u
této chiméry signifikantn¢ snizena (EC50 = 2.33 + 0.74 UM versus 0.85+0.10 uM) a
maximalni odpovéd dosahovala jen poloviny maximalni odpovédi divokého typu.
Skutecnost, ze zdmeéna mensi oblasti TMS5 vyvolava vétsi funkéni zménu nez zameéna celé
TMS5, by svédcCila spiSe o komplexné poruseném aktivatnim mechanismu, neZz o
poruSeném vazebném misté pro mentol.

Mutaci v TM5 domén¢ mohlo dojit k naruseni vratkovaciho mechanismu. Souc¢asné
piedstavy o vratkovani TRP kanalt vychazeji z nedavno publikované struktury TRPV1
[16], podle které otevieni kanalu zahrnuje lateralni posun TM4-TM5 oblasti, ktera je
v kontaktu s cytoplasmatickou c¢asti TM6, a také horizontalni posun a-helikdlni TRP
domény, bezprostfedné navazujici na TM6 segment. Podil porového helixu TRPAI,
obdoby a-helikalni domény u TRPV1, na mechanismu vratkovani je podpoten studii, ve
které doSlo mutaci Leu906 v pérovém helixu k obraceni sméru toku iontd skrz kanal
v zavislosti na membranovém potencialu [50]. V této préaci byla vyslovena hypotéza, Ze
porovy helix se uplatituje bimodalné, tedy v napét'oveé zavislé aktivaci a inaktivaci TRPATI.
Podle homologniho modelu TRPA1l vytvofeného na zakladé draselného kanalu
Kv1.2-Kv.2.1, ktery méa k dispozici laboratof, kde byla napsana tato bakalafska prace, se
porovy helix nachazi v tésné blizkosti TMS5. Je tedy mozné, ze ptevod napétového signalu
z vn¢jsiho poéru je zprostiredkovan kontaktem s TMS doménou. Zjisténi, zda tato moznost
vysvétluje bimodéalni G¢inek membranového napéti, je jednim z moznych témat pfisti
studie. V souhrnu nase vysledky podporuji ptedstavu, podle které ma TMS5 dilezitou tlohu

v ptevodu napétovych podnétt.
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6. Zaver

V ptedlozené bakalatské praci se podafilo amplifikovat plasmid s insertem chiméry
lidskeho TRPAL se zaménénou TMS5 za homologni ¢ast receptoru octomilky obecné
(Drosophila melanogaster). Amplifikovanou cDNA jsme Uspé$né izolovali v mnoZstvi
dostatecném pro experimenty a spravnost insertu cDNA ovéfili sekvenaci.

Podatilo se transfekovat HEK 293T buniky cDNA s genem pro expresi lidského a
chimérniho TRPAI1. Buiky exprimovaly oba proteiny v mnozstvi dostate¢ném pro
elektrofyziologicka méteni.

Metodou patch-clamp jsme urcili a vzajemné porovnali aktivacni a deaktivacni
charakteristiky lidského a chimérickyho TRPAL kanalu. U obou forem jsme ziskali
hodnoty polovi¢niho ucinného napéti a Casové Kkonstanty aktivace a deaktivace.
Chiméricky konstrukt mél oproti lidskému TRPA1 napétovou citlivost posunutou ke
kladnym hodnotdm membranového potencialu, coz svédéi o jeho niZsi citlivosti k tomuto
aktivaénimu podnétu. Prokazali jsme také kvalitativni rozdil pfi depolarizaci na +100 mV.
U chimérického konstruktu byl prokazatelné narusen proces deaktivace kanalu. Soucasné
byla ovéiena citlivost chiméry na skoficovy aldehyd.

NaSe vysledky jsou v souladu s hypotézou, Ze 5. transmembranovd doména je
dilezitou oblasti, kterda urcuje citlivost lidského TRPA1 k depolarizacnimu
membranovému potencialu a pfispiva k univerzalnimu mechanismu vratkovani iontového

kanalu.
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