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Abstrakt

TRPA1 je teplotn¢ citlivy iontovy kandl patfici do rodiny TRP (transient
receptor potential) receptorii. V primarnich senzorickych neuronech ptedstavuje TRPA1
klicovou molekulu v transdukéni draze bolestivych podnétl, kde se podili na detekci
palivych, drazdivych a zénétlivych latek endogenniho i exogenniho ptivodu. Hlavnim
mechanismem chemické aktivace TRPA1 je kovalentni modifikace cysteinovych a
lysinovych rezidui elektrofilnimi latkami. Ucinnost agonistli je navic zvy3ena
napétovou citlivosti TRPAI, jez se vyznamné uplatituje ptfi depolarizaci bunécné
membrany. Dosud byla prokdzéna ucast né¢kolika N-terminalnich cysteind na aktivaci
TRPA1, ftloha Sesti cysteinli v transmembrdnové oblasti vSak dosud nebyla
systematicky prozkoumana.

Piedlozena diplomové prace se zamécfuje na funkéni ulohu transmembranoveé
lokalizovanych cysteinti v aktivaci lidského TRPAT receptoru. Z vysledkt vyplyva, ze
cysteinova rezidua nereaguji piimo s elektrofilnimi latkami, Ctyfi znich se vSak
specificky uplatiiuji pti napétové aktivaci a vratkovani iontového kandlu, dvé
cysteinova rezidua ovlivituji modulaci TRPA1 vapenatymi ionty.

Druha ¢ast prace je zaméfena na zjisténi topologické blizkosti dvou opacné
nabitych rezidui, jiz diive vytypovanych pro interakci prostiednictvim solnych mustka.
Soucasna substituce téchto rezidui za cystein (E854C/K868C) umozZnila prokazat
interakce mezi sousednimi podjednotkami, stabilizujici konformaci spojenou

s chemickym a napétovym vratkovanim TRPA1 iontového kanalu.



Abstract

TRPA1 is a thermosensitive ion channel from the family of TRP (transient
receptor potential) receptors. In primary sensory neurons, TRPA1 is an important
transducer of painful stimuli, where it contributes to detection of noxious, irritant and
inflammatory compounds of endogenous and exogenous origin. The major activation
mode of TRPAI is covalent modification of N-terminal cysteines or lysines by
electrophilic compounds. The potency of the electrophilic agonists is increased by
voltage dependency of the TRPA1 channel, which contributes substantially during
membrane depolarization. To date, the role of several cysteine residues in the N-
terminus has been demonstrated. However, the functional role of six cysteines in the
transmembrane domain is still unknown.

The first part of the thesis focuses on the functional role of the transmembrane
cysteines in the activation of human TRPA1 channel. Our results indicate that these
sites do not mediate reactive-electrophile-induced activation but four of the six
cysteines substantially contribute to voltage-dependent gating of the channel and two
participate in calcium-dependent modulation of TRPAT.

In the second part of this thesis we aim to explore the proximity of two specific
charged residues, located in the linker between the fourth and the fifth transmembrane
domain. By using the double cysteine mutant E§54C/K868C, we demonstrate that inter-
subunit interactions between adjacent regions stabilize the conformations associated

with chemically and voltage-induced gating of the TRPAT1 ion channel.
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2. Seznam zkratek

AITC
AK
AR
CA
cDNA

CNS
DMSO
DRG
dTRPA1
TG

ECS
ECS-0Ca*"
ECS-2Ca**
EDTA

EGTA

FBS
H-T-H
HEK 293T

HEPES

hTRPA1
ICS

Ins6P

LB medium
MgATP
mTRPA1

allylisothiokyanat

aminokyselina

ankyrinova repetice

skoticovy aldehyd (z anglického ,,cinnamaldehyde®)
DNA, vznikla zpétnym pirepisem z RNA (z anglického
»complementary DNA*)

centralni nervova soustava

dimethylsulfoxid

ganglia zadnich kofenti miSnich

ortholog TRPA1 receptoru octomilky

trigeminalni ganglia

extracelularni roztok

extracelularni roztok s 0OmM koncentraci Ca** kationtd
extraceluldrni roztok s 2mM koncentraci Ca** kationtd
kyselina ethylendiamintetraoctova (z anglického
»ethylenediaminetetraacetic acid®)

kyselina ethylenglykoltetraoctova (z anglického

»ethyleneglycoltetraacetic acid*)

fetalni bovinni sérum (z anglického ,,fetal bovine serum®)

strukturni motiv helix-otocka-helix

lidské embryonalni ledvinné buiiky linie 293T (z anglického

»human embryonic kidney cells®)

kyselina (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova
(z anglického ,,(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic

acid®)
lidsky ortholog TRPA1 receptoru
intracelularni roztok

inositolhexakisfosfat

kultiva¢ni médium pro bakterie (z anglického ,,lysogeny broth*)

adenosintrifosfat hofecnaty

mysi ortholog TRPAT1 receptoru



PBS
pre-S1

P1-P2
RPM
rsTRPA1
SCAM

S1-S6
TRP

TRP-like

TRPAI
TRPMS
TRPV1
Tso(off)
Ts0(on)
Vie
WT

fostatovy pufr (z anglického ,,phosphate buffered saline*)

pojici doména TRPAT1 receptoru, predchazejici S1
transmembranovému segmentu

porové helixy 1 a 2 TRPAT receptoru

otacky za minutu (z anglického ,,revolutions per minute*)
chiestysi ortholog TRPAT receptoru

metoda urceni ptistupnosti vybraného rezidua substituci za
cystein (z anglického ,,substituted-cysteine accessibility method*)
oznaceni transmembranovych segmentt 1 az 6 TRPAT1 receptoru
prechodny receptorovy potencial (z anglického ,.transient receptor
potential®)

doména TRPAI1 receptoru analogické k ,,TRP-boxu*

u ptibuzného TRPV1 receptoru

ankyrinovy TRP receptor typu 1

melastatinovy TRP receptor typu 8

vaniloidni TRP receptor typu 1

Casova konstanta inaktivace

casova konstanta aktivace

polovi¢ni ¢inné napéti

divoky typ lidského TRPA1 receptoru (z anglického ,,wild type®)



3. Uvod

Spravna detekce vnéjSich podnéth a piimétend fyziologickd odpovéd patii
k zdkladnim ptedpokladim pro rozpoznani potencidlniho nebezpeci a zachovani
integrity zivého organismu. Z tohoto hlediska ptedstavuje rodina TRP (z anglického
,»Iransient Receptor Potential®) iontovych kanalii vyznamnou skupinu transdukénich
biomolekul, podilejicich se na fad¢ fyziologickych funkei, véetné nocicepce — vzniku a
pfenosu signélu, jenz informuje organismus o pfitomnosti drazdivych podnétli nebo
poskozeni tkang.

Rodina sav¢ich TRP receptori je kodovana 28 geny a podle sekvencni
homologie se dé€li do Sesti hlavnich podrodin: TRPC (kanonické), TRPV (vaniloidni),
TRPM (melastatinov¢), ankyrinové (TRPA), polycystinové (TRPP) a mukolipinové
(TRPML) [1]. Iontové kanaly vSech zastupci TRP podrodin maji spolecnou strukturni
charakteristiku — homotetramerné¢ uspotfadané receptorové podjednotky o Sesti
transmembranovych segmentech a cytoplasmatickém N- a C- konci [2]. Por kanalu je
tvofen 5. a 6. segmenty a hydrofobnimi kli¢kami, obsahujicimi jeden nebo dva pérové
helixy. Vné&jsi ¢ast poru vytvari selektivni filtr, urcujici propustnost a selektivitu
kanalu [3].

Zastupce ankyrinové podrodiny TRP receptori (dale TRPA) lze v riznych
savce [1, 4]. Struktura TRPA1 se oproti ostatnim TRP receptorim vyznacuje vysSim
poctem (14 — 17) ankyrinovych strukturnich motivli na N- konci (naptiklad TRPV1 ma
na N-konci 4—6 ankyrinovych repetic). U savci je TRPA1 receptor jedinym
zastupcem ankyrinové rodiny. Poprvé byl gen kodujici TRPA1 receptor rozpoznan roku
1999 v lidskych fibroblastech [5]. Pozdé¢ji se podafilo prokézat expresi TRPAI
receptoru na nervovych zakoncenich aferentnich senzorickych neurond, jejichz téla se
nachazeji v gangliich zadnich kofenti miSnich (dadle DRG) a trigeminalnich gangliich
(dale TG), kde zprostiedkovana prevod drazdivych podnétii na vznik akéniho potencialu
[6]. TRPAL je exprimovan i v non-neuralnich buiikach, naptiklad v keratinocytech, kde
ovliviiuje proliferaci a diferenciaci [7].

Funkci TRPA1 receptoru jako iontového kanalu odhalila roku 2003 studie [8],
ve které vykazoval mysi ortholog citlivost vi¢i chladu a chemickym podnétim.

Postupem casu se TRPAI1 ukazal byt polymodalnim senzorem - byla objevena tada
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dalSich podnétii stimulujicich aktivaci TRPA1 kanalu (teplo [9], mechanické podnéty
[10], osmoticky tlak [11], zména pH [12], zvySeni intracelularni koncentrace
véapenatych nebo zineénatych iontii [3, 13]). Skala u¢inki aktivatordt TRPA1 receptoru
se 1isi u jednotlivych zivocisnych druhti. Naptiklad kofein aktivuje mysi TRPAI1 (déle
mTRPAT), ale inhibuje lidsky (dale hTRPAT1) [14], mySi TRPAT1 je aktivovan chladem,
zatimco Zabi TRPAI je aktivovéan teplotami nad 39 °C [9]. VétSina TRPA1 orthologl
ma spolecnou citlivost vic¢i drazdivym substancim elektrofilni povahy, coz svédci
o evoluéné plvodnim funkénim vyznamu tohoto receptoru [15]. Elektrofilni ¢inidla,
jako napftiklad skoticovy aldehyd (dale CA) nebo allylisothiokyanat (AITC), aktivuji
TRPAT receptor tvorbou kovalentni vazby s cysteinovymi ¢i lysinovymi rezidui na N-
konci proteinu [16, 17]. Receptor si vSak zachova citlivost vii¢i elektrofilim i v ptipadé
odstranéni znacné ¢asti N- konce [18], coz naznacuje, Ze se na aktivaci TRPA1 podile;ji
i dalsi cysteiny v transmembranové oblasti a na cytoplasmatickém C- konci.

Predlozena diplomova prace se zameétfuje na ulohu cysteinovych rezidui
v transmembranové oblasti v aktivaci lidského TRPAT iontového kanélu elektrofilnimi
¢inidly a modulaci jejich ucinku vapenatymi ionty. Vénuje se také moznosti ovéreni

blizkosti dvou ¢asti transmembranovych podjednotek vyuzitim dvojcysteinové mutace.

4. Literarni prehled

4.1 Fyziologicka uloha TRPA1

U savct byla pfitomnost TRPA1 receptoru potvrzena v riaznych tkanich a
organovych soustavach, vcetné nervového systému, gastrointestindlniho traktu,
kardiovaskularniho systému, mocového méchyie a mnoha dalSich. Funkce TRPAI se
v jednotlivych organech 1i8i, zpravidla vSak jde o propojeni aktivity neuront
s fyziologickymi a patologickymi procesy, probihajicimi v inervovanych burkach [19].
Mezi hlavni tlohy TRPA1 receptoru patii ptfevod rozliénych drazdivych senzorickych
stimulll na elektricky signal, ktery je pfevadén do centrdlni nervové soustavy (déle
CNS), kde miize byt dany podnét vyhodnocen jako bolestivy.

Mezinarodni spole¢nost pro studium bolesti (IASP) definuje bolest jako
,hepiijemny smyslovy a pocitovy zéazitek multidimenzionalniho charakteru, spojeny se
skuteénym nebo potencidlnim poskozenim tkan€, anebo je v terminech takového
poskozeni popisovan® [20]. Nervovy proces, zahrnujici detekci, vedeni a centralni
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zpracovani signalu o (potencidlnim) poskozeni je nazyvan nocicepci. Bolestivy signal
vyvolany poskozenim tkan¢ je nejprve detekovan volnymi nervovymi zakoncenimi
perifernich nervovych vldken, zvanych nociceptory [21]. Zt&l nociceptori
lokalizovanych v DRG a TG vychazi periferni a centralni axonova vlakna, ktera inervuji
cilovy organ a michu. Pomoci nociceptoru je pifeveden bolestivy signal do CNS, kde je
nepiijemny smyslovy a pocitovy zazitek zpracovan [22]. Podoba bolestivého signalu je
utvafena kombinaci akénich potencialti dvou hlavnich typid nociceptort. Jako prvni se
projevi kratkad ostra bolest, vyvolanéd rychle vedoucimi myelinizovanymi Ad- vlakny.
Poté nasleduje opozdéna, déletrvajici slozka bolesti vedena nemyelinizovanymi C-
vlakny [21]. Samotna detekce bolestivych signalii na nervovych vlaknech je spolecné s
pfevodem na ak¢ni potencial zprostfedkovéna specificky exprimovanymi iontovymi
kanaly, v€etné nékolika zastupcti TRP rodiny (TRPV1-4, TRPA1, TRPMS) [23].

Bolest 1ze podle typu patogeneze rozdélit na zanétlivou a neuropatickou. Akutni
zanét je prirozenou biologickou odpovédi na poSkozeni tkdné€, které prostiednictvim
zanétotvornych cinidel aktivuje celou fadu bunék v blizkém okoli (keratinocyty, zirné
bunky, buiiky imunitniho systému) (obr. €. 1.A na str. 13). Ty skrze uvolnéni mediatorti
zanétu (ATP, bradykinin, prostaglandin, histamin) a produktli oxidativniho stresu
stimuluji primarni aferentni neurony, inervujici poSkozenou tkan [23, 24]. TRP
receptory se ukdazaly byt vyznamnou skupinou proteini zprostiedkovavajicich
zéanétlivou bolest. Aktivace a/nebo senzitizace TRPA1 receptoru mediatory zanétu vede
k depolarizaci membrany a vzniku akéniho potencialu. Depolarizace zaroven spousti
uvolnéni neuropeptidii (substance P, neurokinin A) podporujicich vasodilataci,
akumulaci neutrofili a hypersenzitivitu okolni tkdné. ZvySena citlivost nociceptorti

Neuropaticka bolest je zpiisobena 1ézi neuronti v somatosenzorickém nervovém
systétmu, napfiklad béhem cukrovky [25] nebo v dusledku chemoterapie [26]
(obr. ¢. 1.B nastr. 13). Pivodem neuropatické bolesti je patofyziologicka zména
v primarnich senzorickych neuronech a s tim spojend zména v integraci a zpracovani
signalii v CNS. Exprese TRP receptori v poskozeném neuronu je sniZena, ziejmée
v disledku ztraty neurotropnich faktordt [27, 28]. V sousednich neposSkozenych
neuronech vSak byla zaznamenana zvySend exprese TRPA1l a TRPVI1 receptorli
[27,29]. Poskozené neurony pravdépodobné wuvoliuji ristové faktory a

neurotransmitery do blizkého okoli, ¢imz zvysi excitabilitu okolnich neuront.
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Obrizek & 1: Uloha TRP kanalii v bolesti. (A) V reakci na poskozent thkané uvolituji
epitelialni, zirné a imunitni bunky do svého okoli smés chemotaktnich latek
(medidtory zanétu) a produktii oxidativniho stresu. Ty dale aktivuji a TRP receptory
na senzorickych neuronech (DRG), at' uz primo, nebo prostrednictvim vnitrnich
signalizacnich drah, coz vede ke vzniku akcnich potencialii prendSejicich informaci
do mozku. Mediatory zanétu navic zvysuji citlivost kanalii vici aktivacnim
podnétum a prispivaji tak k hyperexcitabilité neuronu. (B) V disledku poskozeni
nebo po chemoterapii dochdzi v poskozeném neuronu ke ztraté neurotropnich
faktoru, coz vede ke snizené expresi TRP receptorii a mensi excitabilité. V okolnich
neuronech je naopak exprese TRP kanalii v diisledku uvolnéni neurotropnich a

ristovych faktorii zvySena, c¢imz dochdzi ke zvySené vzruchovosti. (prevzato a
upraveno podle [22]).
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4.2 Struktura TRPAT1 receptoru

Primérni strukturu podjednotky lidského TRPA1 receptoru tvoii celkem 1119
aminokyselin (AK) (pro srovnani: mysi TRPA1 1115 AK, octomiléi 1197 AK). Protein
1ze topologicky rozdélit na transmembranovou ¢ast a cytoplasmaticky orientované N- a
C- konce, ve kterych je soustfedéna znacna ¢ast primarni sekvence proteinu (asi 78%)
[30]. Tontovy kanal TRPA1 je homotetramerem symetricky uspofadanych podjednotek,
byly vSak pozorovany také ptipady formace iontového kanalu kombinaci TRPA1
podjednotek s ptibuznym TRPV1 receptorem [31].

Lokalizace ¢asti TRPA1 proteinu v membrané spolecné se znacnou flexibilitou
dlouhého N- konce znesnadiuji zisk strukturalnich dat s dostateCnym rozliSenim. Prvni
informaci o molekularnim uspofddani TRPA1 pfinesl rok 2011, kdy autofi stabilizovali
iontovy kanal solubilizaci detergentem a pomoci elektronové mikroskopie s rozliSenim
16 A popsali strukturu mysiho orthologu [30]. Z rekonstrukce 3-D hustotni mapy je

patrné tetramerické uspotfadani podjednotek (obr. €. 2.A). Strukturu Ize rozdélit na dveé

odlisné oblasti — transmembranovou Cast obalenou pouzZitym detergentem

(C)

(A) 4304

L

195 A
123 A

Obrazek ¢. 2: Struktura TRPAI iontového kandalu. (A) Kryoelektronova struktura
TRPAI iontového kandlu o rozliseni 16 A. Modre je vyznacena transmembrinova
oblast, ruzove cytoplasmaticka cast proteinu (prevzato a upraveno podle [30]).
E = extracelularni  prostor, TM = transmembranova oblast, I = intracelularni
prostor. (B) Hustotni 3-D mapa hTRPAI iontového kandlu, ziskana pomoci
kryoelektronové mikroskopie v rozliseni 3,5 A, pohled zboku (nahoie) a shora (dole).
Jednotlivé podjednotky jsou odlisné zbarveny (prevzato a upraveno podle [33]). (C)
Jedno  z predpokladanych  usporadani  nerozlisenych  N- koncii v hTRPAI
kryoelektronové strukture (prevzato z [33]).
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a cytoplasmatickou oblast ve tvaru kompaktniho ,,zavéseného kosiku* [30]. Vyrazna je
také vnitini dutina kanalu v cytoplasmatické ¢asti.

Dalsi nové poznatky o struktute TRPA1 proteinu pfinesla nedavna studie z roku
2015, ve které se autorim podafilo pomoci kryoelektronové mikroskopie zmapovat
iontovy kandl srozlienim kolem 4 A (obr.¢.2.B nastr. 14). Kromé vzdalenych
cytoplasmatickych oblasti, nékolika flexibilnich klicek mezi transmembranovymi
segmenty a kratkého helixu na C- konci tak obsahli strukturu pfiblizn€ 50 % proteinu,
jez zafina K446 a konc¢i T1078. Zajimavé je kompaktni usporaddani cytoplasmatické
¢asti kanalu — proximalni ankyrinové repetice na N- konci se nachazi v tésné blizkosti
C- koncti, vedoucich smérem od porové oblasti kanalu. Naopak vzdalena ¢ast N- konce
se ukazala jako velice flexibilni. Autofi usoudili, Ze pravdépodobné vytvaii strukturu
podobnou ,,ptilmésici® (obr. €. 2.C na str. 14).

Vyse uvedend strukturni data poskytuji cenné informace o prostorovém
uspotradani receptorovych podjednotek a mohou tak pfispét k interpretaci soucasnych
experimentalnich dat a pochopeni molekuldrnich mechanisma aktivace TRPA1. Obé
publikované struktury se vSak ne zcela shoduji, li$i se zejména z hlediska pozic
reaktivnich cysteini a predpokladanych disulfidickych mustkli a prostorovym
uspotradanim N- koncii [32].

Schematicky je znazornéna topologie TRPA1 receptoru na obr. €. 3.A na str. 16.
Na N-konci je predikovano celkem 16 ankyrinovych repetic (ddle AR), znichz
poslednich pét — AR12 az AR16 — je rozpoznano v publikované struktufe [33]. V casti
N- konce blize transmembranové oblasti se dale nachazi ,,pojici doména*“ (dale pre-S1),
tvofena dvéma motivy helix-otocka-helix (ddle H-T-H) a dvéma antiparalelnimi
B-vlédkny, a také a-Sroubovice (pre-S1 helix), plynule ptechazejici do prvniho
transmembranového segmentu (obr. ¢. 3.B na str. 16). Transmembranova oblast je
tvofena celkem Sesti membranovymi helixy (S1 — S6), pficemz segmenty S5 a S6, jez
jsou propojeny klickou obsahujici dva kratké helixy (P1 a P2) a selektivni filtr, formuji
centralni C¢ast kandlu. Transmembranové segmenty jsou vzdjemné propojeny
intraceluldrné a extracelularné orientovanymi klickami, pficemz klicka mezi S4 a S5
segmenty zaujima Sroubovicové usporadani. Na S6 segment je napojena predikovana
a-Sroubovice, sméfujici pod spodni pérovou oblast kandlu. Tato struktura je analogicka

tzv. ,,TRP-boxu* (dale TRP-like) v TRPV1 receptoru, ackoliv postradd pro TRP-box
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specificky sekvenéni motiv. Dal8im piekvapivym objevem je formace tetramerni

paralelni coiled-coil domény, smétujici smérem od poru kanalu.

4.2.1 N-koncova ¢ast TRPA1

Aminovy konec TRPAIl tvofi asi 64 % proteinu [30] a obsahuje 16
ankyrinovych repetic. Ankyrinova repetice (AR) pfedstavuje pomérné beézny
konzervovany sekven¢ni motiv zpravidla 33 aminokyselin, jehoz sekundarni strukturu
tvofi dv¢ antiparalelni a-Sroubovice spojené PB-otaCkou. Vyskytuji se v tandemovém
uspofadani podobném pruzindm a hraji tak vyznamnou roli v pfevodu mechanickych
podnétli na vratkovani kanalu [34]. Pro TRPA1 bylo predikovano 14 — 17 ankyrinovych
repetic, divodem nestejného pocétu je pouziti riznych predikénich algoritmi a

charakteristicky nizka sekven¢ni homologie koncovych repetic. Napiiklad v praci [35]

(A)
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Ankyrinové repetice Pojici Pre-S1 54 SS TRP-like “' Coiled-coil
doména helix linker doména _ %

TRP-like

deoméﬂa

=y
TRP-like O
domeéna [ | Eg
180° 45° %
- "Ry p daomena m"
\ AR 16 AR 16 §
AR 15 N
AR 14 AR 14
AR 13
AR 12 AR 12

Obrazek ¢. 3: (A) Schéma popisujici strukturni motivy TRPAI receptorové
podjednotky. N- konec obsahuje celkem 16 ankyrinovych repetic a ,,pojici doménu *.
Transmembranova cast obsahuje Sest helikalnich transmembranovych segmentii (S1
— 86), telo poru tvori S5 a S6 segment s klickou obsahujici dva porové helixy (Pl a
P2). §4-85 linker oddéluje senzorovou transmembranovou cast od poroveé oblasti. S6
segment prechdizi do TRP-like domény. Cérkované jsou oznaceny oblasti
s nerozlisenou detailni strukturou. (B) Stuzkovy diagram znazornujici podjednotku
TRPAI receptoru ze tri ruznych uhli. (prevzato z [33]).
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je predikovano 17 AR, posledni repetice vSak odpovida motivu H-T-H v publikované
struktute [33]. Na zéklad€ analogie s jinymi proteiny obsahujicimi ankyrinové repetice
se predpokladd vyznamna role N- konce v protein-proteinovych interakcich a spravné
inserci proteinu do plasmatické membrany. Skute¢né bylo zjisténo, Ze odstranénim N-
konce dojde k naruseni transportu TRPA1 do plasmatické membrany. PoSkozeny
protein se pak hromadi spolecné s adheznim proteinem cadherinem v endoplasma-
tickém retikulu a neni transportovan na povrch buiiky [36]. Pokud vSak je protein bez
N- konce pieveden do umélé membrany, zachovava si citlivost na chemické i teplotni
podnéty [18].

N- konec Ize rozdé¢lit na dve ¢asti: relativné dobie definovany konvexni ,,stonek”
a strukturné slabé rozliSenou flexibilni oblast pfipominajici ptalmésic (obr. €. 4.B
na str. 18). Oblast ,,stonku® je tvofena péti AR, které jsou vzajemné propojeny fadou
hydrofobnich a nékolika polarnimi interakcemi. Flexibilni c¢ast distadlniho N- konce
obsahujici dalSich 11 predikovanych AR pravdépodobné smétuje vzhiru k plasmatické
membranég a zaujima tvar ptilmésice [33].

N- konci TRPA1 je pfisuzovana schopnost rozpoznavat celou fadu podnét a
prevadét je na vratkovani v centrdlni casti kandlu. Bylo zde lokalizovano nékolik
vyznamnych cysteinovych a jedno lysinové reziduum (C414, C421, C621, C641, C665
a K710, cislovano podle sekvence hTRPA1 podjednotky), podilejicich se na detekci
elektrofilnich agonistli prostfednictvim kovalentni modifikace TRPAI1 proteinu
[16, 17, 37] (vyznamna rezidua jsou oznacena na obr. ¢. 4.B na str. 18). Cysteiny C414
a C421 se nachazeji v predikované AR11, zatimco C621, C641 a C665 nalezi do dlouhé
flexibilni kli€ky propojujici N- konec s pre-S1 helixem a K710 patii do pre-S1 helixu.
Neutralizaci téchto rezidui metodou cilené mutageneze dojde ke snizeni citlivosti
TRPA1 vuci elektrofilim [16]. Zaroven nékteré cysteiny mohou mezi sebou tvofit
disulfidické mustky a tim dale regulovat funkci receptoru. Reziduum C665 je schopno
tvorit disulfidicky mustek s hned né€kolika rezidui: C621, C462 a C193. Cystein C621
navic mize reagovat s C608 [38].

Studie [39] prokazala na zékladé rozdilnych funkcnich vlastnosti lidského a
chiestyStho TRPA1 orthologu (dale rsTRPAT) roli N-konce v detekci teplotnich
podnéti. Tuto funkci zprosttedkovavaji dva prostorové oddelené moduly, které jsou
s riiznou citlivosti schopny samostatné rozpoznat tepelné ¢i chemické podnéty: primarni

modul (AR10 — AR15) a regula¢ni modul (AR3 — ARS). VloZenim primarniho modulu
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z1sTRPA1 do teplem neaktivovaného hTRPA1 byl vytvofen konstrukt aktivovany
zvySenim teploty [39].

V AR12 se nachéazi mezidruhové konzervovany motiv, pro sviij charakteristicky
tvar znamy jako ,,EF-hand“, jenz by mohl fungovat jako vazebné misto pro vapenaté

ionty [40]. Tato hypotéza vSak nebyla potvrzena — mutace zadporné nabitych rezidui
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Obrazek ¢. 4: (A) Schematické usporadani transmembranovych segmentii. Porové
segmenty S5 a S6 se nachdzeji v blizkosti senzorické casti S1 — S4 sousedni
podjednotky (prevzato a upraveno podle [2]). (B) Schéma topologie lidského
orthologu TRPAI podjednotky podle kryoelektronové struktury. Na N- konci se
nachazi celkem 16 ankyrinovych repetic (AR). N- konec je rozdeélen na dve casti:
primarni modul (AR10 — ARI15) a regulacni modul (AR3 — AR 8). Ve schématu jsou
vyznacena vyznamnd cysteinova (zZlute) a lysinova (zelené) rezidua, podilejici se na
vazbé elektrofilnich agonistu. V cerveném krouzku jsou oznacena rezidua
potencialné  tvorici  inter- nebo  intramolekuldrni  disulfidicke — mistky.
V transmembranové oblasti se nachdzi Sest transmembranovych segmentii (SI — S6)
a dva porové helixy (P1, P2). Na C- konci jsou uvedena zdaporné nabita rezidua,
ktera hraji roli v modulaci receptoru vapenatymi kationty.
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vdané sekvenci nevedla ke zméndm v potenciaci nebo inaktivaci, zdvislé na
intracelularni koncentraci Ca®" [3]. Delece EF-hand motivu navic vedla k poruse
dopraveni TRPA1 na plasmatickou membranu [36]. Studie chimérnich konstrukti

naznacuje lokalizaci Ca”" senzitivniho modulu v oblasti blizké AR11 [39].

4.2.2 Transmembranova oblast TRPA1

Transmembranova c¢ast TRPA1 iontového kanalu je tvorena 22 % celkové
sekvence proteinu. Sest transmembranovych segmentii je propojeno extracelularné a
intracelularn€ orientovanymi klickami. Periferni ¢ast kandlu je tvofena S1 az S4
segmenty, zatimco S5 a S6 segmenty spojené klickou obsahujici dva porové helixy (P1
a P2) formuji pér kandlu. Helixy z jednotlivych podjednotek jsou do sebe vzajemné
Sroubovité propleteny — porové segmenty jedné podjednotky se nachazi v blizkosti
periferni oblasti sousedici podjednotky (viz obr. ¢. 4.A na str. 18).

TRPA1 iontovy kanal propousti neselektivné mono- a divalentni kationty po
sméru elektrochemického gradientu. Selektivita a propustnost kanalu je vyznamnou
meérou uréovana selektivnim filtrem mezi P1 a P2 pérovymi helixy. Regulace toku ionta
je fizena prostfednictvim dvou vratek (anglicky ,,gate*). Horni vratka jsou tvofena
jednim reziduem D915, nachazejicim se mezi helixy selektivniho filtru. Toto reziduum
jiz bylo dfive popsano v souvislosti s regulaci relativni propustnosti dvojmocnych
kationtt [3]. Funkci spodnich vratek plni dvé hydrofobni formace rezidui 1957 a V961
v S6 segmentu [33]. Velikost poru Ize ovlivnit pfidanim agonisty — stimulaci TRPA1
receptoru hoi¢iénym olejem bylo dosaZeno roztaZeni priméru péru o3 A a zvyseni
selektivity kanalti vaci Ca® kationtiim [41].

Mechanismus otevirdni a zavirdni TRPA1 kandlu se dosud nepodafilo zcela
objasnit. Nova strukturni data naznacuji, Ze se TRP-like doména na proximalni ¢asti C-
konce a S4-S5 oblasti podili na ptevodu strukturnich zmén v N-konci do poérové
oblasti. Oblast pojici domény, kde se nachdzi vyznamna cysteinova rezidua, je
s TRP-like doménou propojena prostiednictvim nékolika hydrofobnich kontaktl mezi
a-helixy. TRP-like doména zaroven vytvaii dalsi kontakty s pre-S1 helixem a S4-S5
spojem, ktery se nachdzi v blizkosti spodnich vratek. Vazba elektrofilni latky tak mtze
spustit fadu konformacnich zmeén, uvoliujicich vzniklé sterické pnuti a/nebo

elektrostatickou repulzi vlivem chemické modifikace cysteinového rezidua [33].
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Dalsi vhled do obecného mechanismu vratkovani TRP kanalt poskytuje studie
zaloZena na srovnavaci sekvencni analyze statistického souboru sekvenci TRP kanalt a
pribuznych draselnych Kv kanald [2]. Podle autord je hlavnim spole¢nym
mechanismem polymodélniho vratkovani TRP kanalti oslabeni uc¢inku vodikovych
vazeb v S6 segmentu, coz v disledku vede ke zméné orientace hydrofobnich rezidui
ve spodnich vratkach kanalu.

Mutace N855S v oblasti S4-S5 souvisi s dédicnym onemocnénim — familidlnim
epizodickym bolestivym syndromem [42]. Pacienti mivaji bolestivé zachvaty vyvolané
unavou, hladovénim nebo chladem. Elektrofyziologickymi studiemi byla prokazana
zvysSend aktivita mutantniho kanélu, kterou autofi interpretovali jako pravdépodobnou
destabilizaci zavieného stavu [43]. Substituce N855S zéroven oslabuje interakci mezi
S4-S5 linkerem a S1 helixem [44]. Na S4-S5 linkeru jsou lokalizovana nabitd rezidua
E854 a K868, ktera tvorbou solného miistku mezi podjednotkami stabilizuji otevieny
stav kandlu [45]. VySe uvedené studie potvrzuji vyznamnou roli S4-S5 linkeru

ve vratkovacim mechanismu TRPA1 kanalu.

4.2.3 C-koncova ¢ast TRPA1

Karboxylovy konec TRPAI1 receptoru predstavuje asi 14% zcelkové délky
proteinu [30]. Na C- konci bylo predikovano celkem Sest helikalnich oblasti.
Kryoelektronovd mikroskopie odhalila o-Sroubovici navazujici na S6 segment,
analogickou k TRP-boxu popsaného u TRPV1 receptoru, ktera smétuje pod spodni
vratkovou ¢ast kanalu [33]. Tato doména (TRP-like) pravdépodobné& funkéné propojuje
fadou intramolekularnich interakci N- konec receptoru s centralni ¢asti poru a ucastni se
chemicky a napétové zavislého vratkovani kanalu [33, 46]. Bodové mutace rezidui
R975, K988 a K989 lokalizovanych v TRP-like motivu vyrazn€ ovlivnily miru a
rychlost aktivace depolarizujicim napétim [46].

Vyznamnym strukturnim prvkem TRPA1 iontového kanélu je paralelni
tetramerni coiled-coil motiv, nachdzejici se pod centralni ¢asti poru. Je tvoten dlouhymi
a-Sroubovicemi na C- koncich, které spolu na dvou mistech interaguji prostfednictvim
postrannich fetézct isoleucinu (11044 a 11065). Oproti jinym kanonickym coiled-coil
motiviim, ve kterych se na kontaktnich pozicich nachazi zpravidla hydrofobni
aminokyseliny, obsahuje TRPA1 navic na obou interakénich mistech glutamin, ktery
muze destabilizovat strukturu (Q1047) a/nebo pfispivat ke stabilizaci tvorbou
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intraplanarnich vodikovych mistkli (Q1061). V publikované struktufe byl béhem
purifikacniho procesu pouzit inositolhexakisfosfat (dale Ins6P), jiz dfive popsany pro
svou schopnost stabilizovat kanal [47]. Bylo odhaleno, ze se Ins6P vaze na bazické
aminokyseliny v prostorové blizkosti Q1047, coz mohlo ptsobit proti destabilizacnimu
efektu Q1047 [33].

Na distalnim C- konci se nachazi vysoce konzervovany usek negativné nabitych
aminokyselin '"’ETEDDD'* (obr. ¢. 4B na str. 18), ktery hraje vyznamnou roli
v Ca® zavislé modulaci receptoru [48]. Cilend mutageneze t&chto kyselych

aminokyselin ovlivnila kinetiku potenciace receptoru vapenatymi ionty.

4.3 Aktivace a modulace TRPA1 receptoru

TRPA1 ptedstavuje polymodalni receptor aktivovany celou Skalou podnétd,
vzajemn¢ modulujicich aktivacni c¢inek. Ziejm¢ v dusledku evoluce je pro vétSinu
orthologi TRPAI1 spolecnd aktivace depolarizacnim napétim a drazdivymi
elektrofilnimi substancemi, zpravidla rostlinného ptvodu [15]. Postupem casu se vSak
u riznych zivoc¢isnych druhii rozrostla paleta aktivatori o dal$i aktivaéni stimuly.
V piipadé nékterych hadich orthologl pievazuje citlivost viici teploté¢ nad chemickou
aktivaci [49]. Naopak savéi TRPA1 muze byt aktivovan chladem nebo naptiklad

mentholem, ktery pocit chladu navozuje [50].

4.3.1 Aktivace depolarizujicim napétim

Zména membranového potencidlu patii pro vétsinu TRP kanall spise k slabsim
aktivatnim stimulim. Kanaly sice mohou byt aktivovany samotnou depolarizaci,
poloviny maximalni vodivosti (parametr V;,,) je vSak dosazeno az pti vysSich hodnotach
kladného a fyziologicky irelevantniho membranového potencialu nad +100 mV [51].
Pticinou slabé napétové zavislosti mize byt maly naboj spojeny s vratkovanim kanalu
(u TRP kanalt v rozmezi 0,4 — 0,9 elementarniho naboje [52]). Teplotnimi zménami
nebo pridanim agonisty vSak dochazi k modulaci napétové zavislého otevirani kanalu,
coz posune zavislost proudové odpovédi na napéti smérem k negativnimu potencialu,
v disledku ¢ehoz je zvySen podil otevienych kanalt za fyziologickych podminek

[52, 53].

21



4.3.2 Aktivace elektrofilnimi ¢inidly

Existuje celd tada elektrofilnich latek exogenniho i endogenniho ptvodu, které
aktivuji TRPAT receptor (obr. €. 5). Pfedpoklada se, ze aktivace je podminéna tvorbou
kovalentni vazby s thiolovou skupinou cysteinu nebo aminovou skupinou bazickych
aminokyselin. Mira aktivacniho u¢inku zévisi na cel¢ tad¢ faktori: elektrofilité¢ a
objemnosti agonisty, propustnosti agonisty skrz plasmatickou membranu, hodnoté pKa
reaktivni thiolové nebo aminové skupiny, stalosti vzniklého aduktu a hodnoté pH
v okoli. Na cytoplasmatickém N- konci byla rozpoznana vyznamna rezidua, slouZzici
jako hlavni reak¢ni misto pro elektrofily [16, 17, 54], n¢které studie naznacuji existenci
dalSich aminokyselin zapojenych do aktivace [18].

Je popséano nékolik mechanismt Uc€inku elektrofili na cysteiny. V piipadé
a,p- nenasycenych aldehydii (skoficovy aldehyd ve skotici [6], produkt oxidativniho
stresu 4-hydroxynonenal [55], vyfukovy plyn akrolein [56]) probihd aktivace
mechanismem zvanym Michaelova adice (obr. €. 6.A na str. 23). Nukleofil v podobé
disociované —SH skupiny atakuje Cg uhlik s kladnym parcidlnim ndbojem za vzniku
enolatového iontu, protonace C, pak vede ke vzniku nasyceného produktu. Dalsi latky
mohou pusobit na cysteiny jako alkyla¢ni ¢inidla (napt. jodoacetamid [17] nebo bojovy
plyn yperit [57]), nebo za tvorby disulfidickych mustkil (v ¢esneku obsazeny allicin
[58]).

Jednim z nejznaméjsich aktivatort TRPA1, v kienu obsazeny allylisothiokyanat

(AITC), se mize reverzibilni adicni reakci konjugovat s deprotonovanou skupinou

OH
0]
o) N
Ovvo HSCW H,C

skoficovy aldehyd 4-hydroxynonenal akrolein
0
ﬁ CI\)J\N /\/\O/CH3
H,C
allylisothiokyanat allicin N7 s

TJ010

—_

o]
Cl/\/s\/\CI HEN/Lk/l \ /

fosgen jodoacetamid H,C—0

Obrazek ¢. 5: Struktura vybranych elektrofilnich agonistii TRPAI receptoru.
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cysteinu za vzniku dithiokarbamatu (obr. €. 6.B nahote). Analogicka reakce s lysinem
vede ke vzniku stabilniho spojeni ve formé thiomocoviny. (obr. €. 6.B dole) [59, 60].
Podobn¢ funguje také selektivni agonista Tlgp, UCinkujici jiz pfi
subnanomolarni koncentraci. Bylo zjisténo, ze se TJyo vaze s vysokou specifitou na
C621 do dutiny s komplementarnim tvarem, kde je pravdépodobné stabilizovan [54].
TRPA1 muze byt pfimo aktivovan také rozpusténymi plyny jako O, [61], HoS
[62] a NO [63] pfislusnymi reakcemi s cysteinovymi rezidui (oxidace, sulfhydratace,
nitrosylace). Skupina [61] studovala pomoci metody calcium imaging aktivitu TRPA1
pii rizné koncentraci rozpusténého kysliku. Autofi predpokladaji, ze pfi normoxii je
TRPAT udrZzovan v inaktivaci diky hydroxylaci rezidua P394 prolyl hydroxylasou. Pii
hypoxii se snizi aktivita prolyl hydroxylasy, coz vede k postupné aktivaci TRPAI.
Zvysena koncentrace kysliku zase vyvola piimou oxidaci C633 a C856, ktera prekona

inaktivacni ucinek hydroxylace prolinu.
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Obrazek ¢. 6: (A) Reakce skoricového aldehydu s cysteinovym reziduem proteinu.
(B) Reakce AITC s cysteinem (nahore) a lysinem (dole) v proteinu.
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4.3.3 Aktivace neelektrofilnimi ligandy

Mimo elektrofilni c¢inidla je TRPAI aktivovan také celou fadou latek
neelektrofilni povahy, které interaguji s receptorem prostfednictvim nekovalentnich
interakci ve vazebné kapse kandlu (obr. €. 7). Menthol, latka znama pro své chladivé
ucinky, byl nejprve povazovan za specificky aktivaitor TRPMS receptoru, pozdéji se
ukdzalo, ze je také agonistou TRPAI1 receptoru. Projevuje se bimodalnim ucinkem —
nizké mikromolarni koncentrace aktivuji TRPAI, zatimco vys§i koncentrace vedou
k reverzibilni inhibici receptoru [50]. Vaze se do kapsy v transmembranové doméné
mezi transmembranovymi segmenty S5 a S6. Rezidua S876, T877 a G878 v této oblasti
jsou kli¢ova pro citlivost mMTRPA1 a hTRPA1 k mentholu [64].

Bimodalnim uc¢inkem se projevuje také nikotin. Topicka aplikace nikotinu vede
k podrazdéni kiize vlivem aktivace TRPA1, vyssi davka vSak inhibuje receptor [65].

Druhové zavislym aktivatorem TRPAT1, ucinkujicim vlivem nekovalentnich
interakci, je kofein. Kofein aktivuje mys$i TRPAI1, lidsky ortholog vSak blokuje.
Citlivost a modulace TRPA1 kofeinem je urcena oblasti mezi T231 a D287 na N- konci.
Mutaci, jez v mySim TRPAIl zaménila M268 za prolin (ktery je na stejné pozici
u lidského orthologu), byl zménén u€inek kofeinu z aktivaéniho na inhibicni [14].

Paradoxné miize byt TRPA1 receptor aktivovin a senzitizovan anestetiky,
napiiklad bézn¢ uzivanym propofolem. Intravendzni aplikace propofolu vyvolava
intenzivni pocit bolesti [66]. Zaroven se muze propofol podilet na senzitizaci jinych

nociceptivnich stimulll v postizené tkani [67].

Q CH,
N~cH, Mo “JtN/ CH; OH CH,
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Obrazek ¢. 7: Struktura vybranych neelektrofilnich agonistit TRPAI receptoru,
ucinkujicich prostrednictvim nekovalentnich interakci.
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4.3.4 Aktivace teplem a chladem

Rada zéstupcii z rodiny TRP receptortl je aktivovana zménami teploty, napiiklad
vaniloidni TRPV receptory jsou aktivovany vysSimi teplotami — prahové hodnoty pro
aktivaci ¢ini 33 °C u TRPV3, 43 °C u TRPV1 a 55 °C pro TRPV2 receptory. Naopak
zastupce melastatinovych receptori, TRPMS, je usavcl jednim z hlavnich senzorii
chladu s prahovou teplotou kolem 25 °C [23]. Aktivace TRPA1 teplem ¢i chladem neni
zpusobena jedinym aminokyselinovym zbytkem, ale je dusledkem kooperativity
nckolika funkénich domén receptoru, které konformacnimi zménami ovliviuji
vratkovani kanalu. Charakter teplotni aktivace TRPAI orthologl je siln¢ druhové
zavisly.

Aktivace teplem byla prokdzéana u n€kterych hadich, zabich, jestéfich a hmyzich
TRPA1 orthologti [9, 39, 49, 68]. Porovnavani N-konct lidského (hTRPA1),
octomil¢iho (dTRPA1) a chiestySiho (rsTRPA1) orthologu vedlo kurCeni oblasti
zpusobujici aktivaci receptoru teplem. Jednd se o chrestysi 3. - 9. ankyrinovy motiv a
0 10. - 15. ankyrinovy motiv orthologu octomilky a chfestySiho orthologu, které
vykazuji relativn€ vysokou sekvenéni konzervovanost. Zameénou pfislusnych
ankyrinovych motivli u teplotné necitlivého lidského orthologu za vysSe zminéné ¢asti
dTRPA1 a rsTRPAI proteinli bylo dosazeno citlivosti dané chiméry k vysokym
teplotam [39]. Na aktivaci teplem se také podili transmembranova ¢ast S6 a porovy
helix mezi S5-S6 segmenty [69].

Metodami fluorescen¢niho sniméani zmén intraceluldrni koncentrace vapenatych
iontl a elektrofyziologickou technikou patch-clamp bylo roku 2003 prokazano, ze mysi
ortholog TRPA1 lze v heterolognim expresnim systému aktivovat sniZzenim teploty na
5-11 °C [8]. Na zaklad¢ tohoto zjisténi autoii vyslovili hypotézu, ze TRPA1 iontovy
kanal sehrava ulohu chladového senzoru na nociceptivnich neuronech. Nésledovaly
dalsi studie, v nichz se né€kterym autorskym tymim podafilo aktivovat chladem savci
TRPA1 v heterolognich expresnich systémech [6, 70], jini autofi vSak aktivaci chladem
neprokazali [39, 71].

Prozatim neni objasnéno, jakym mechanismem je TRPA1 aktivovan chladem.
Pomoci fady chimér potkaniho a lidského TRPAT1 bylo zjisténo, Ze transmembranové
segmenty S5 a S5-S6 klicka se podileji na aktivaci kanalu nizkou teplotou. Bodovou
mutaci G878V na S5-S6 klicce doslo ke znecitlivéni potkaniho TRPA1 vuci chladu
[71]. Je zajimavé, ze odpovidajici reziduum u hTRPA1 (G878) souvisi s aktivaci
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receptoru mentholem, latkou zptsobujici pocit chladu [64]. Testovanim rozséhlé
knihovny 12 000 ndhodnych mutantnich klont mTRPAI1 byly odhalena rezidua na

ARG, jejichz mutace promeénila mTRPA1 na teplem aktivovany receptor [72].

43.5 Modulace TRPA1 receptoru Ca’* a Zn** ionty

Utinek agonistt TRPA1 lze mnohonasobné zesilit zvySenim koncentrace
intracelularnich vapenatych ionti (efekt zvany potenciace). Ke zvySeni koncentrace
Ca®" iontdl v intracelularnim prostoru dochazi bud’ vylevem z endoplasmatického
retikula, nebo vtokem extracelularnich vapenatych ionti TRPA1 kanalem. Napiiklad
aplikace skoticového aldehydu (CA) na buiiku se zvysenou expresi hTRPAT1 v prostiedi
bez Ca® iontd vyvola jen &aste¢nou a pomalou aktivaci, dosahujici po 40 s priblizng
25% maximalni mozné odpovédi. Piidanim Ca®" ionti do vngjsiho prostiedi dojde
k okamzitému zvySeni pravdépodobnosti otevieni kanald, nasledovaném pomalou
desenzitizaci (7so-doba, zakterou klesne amplituda na polovinu max. hodnoty
~30 s pro 2 mM Ca’") [3]. Potenciace a desenizitizace TRPA1 receptoru jsou dva na
sob& nezavislé procesy [1].

Mechanismus a misto u¢inku Ca®" iontii doposud nebyly zcela objasnény.
Kuptikladu rsTRPA1 postradd Ca®" zavislou desenzitizaci. V praci [39] zabyvajici se
nalezenim teplotné citlivé domény autofi vytvorili vlozenim analogické dsTRPAI1
sekvence na N-konci do hTRPA1 dva chimérni konstrukty s odstranénou
Ca”"-dependentni desenzitizaci. Oblast prekryvu vkladanych tsekti (AR10 - AR11) tedy
ziejmé obsahuje vazebné misto pro vapenaté ionty. Dalii potencialni misto G&inku Ca*"
predstavuje skupina zaporn€ nabitych aminokyselin na C- konci [48], efekt kalcia mtze
byt také zprostiedkovan aktivitou kalmodulinu, podilejiciho se na regulaci jinych Ca**
kanalt [73].

Jednim z dalsich vyznamnych kationtd prochazejici pérem TRPA1 kanalu je
zinek. TRPA1 receptor je aktivovan Zn”" kationty z intracelularni strany jiz pfi 10nM
koncentraci. Mutace v selektivnim filtru (D915A) zcela odstranila aktivaci Zn®'
1 v pfitomnosti saturujici koncentrace CA. Testovanim vSech cysteind a histidint
v TRPAT1 struktufe pomoci cilené mutageneze a elektrofyziologickych metod byla
odhalena dvé cysteinova (C641, C1021) a jedno histidinové reziduum (H983),

zodpovédna za vazbu Zn*" kationtd [13].
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4.4 Specificka uloha cysteinti ve funkci a strukture

membranovych proteint

Jednim z nejcCastéji vyuzivanych metodickych pfistupti ke studiu aktivacnich
mechanisml membranovych proteinti je stanoveni U€inku zdmény aminokyselinovych
zbytkll na mistech s pfedpokladanym dulezitym strukturnim a funkénim vyznamem.
Zaména rezidui je obvykle zaméfena na zjiSténi, které fyzikalné-chemické vlastnosti
dané aminokyseliny jsou dilezit¢ pro funkci proteinu, a substituce jsou zpravidla
navrhovany s ohledem na velikost postranniho fetézce, hydrofobicitu a strukturni tlohu
podle tzv. Taylorovy klasifikace [74, 75]. Zatimco pro vétSinu aminokyselinovych
zbytkl lze nalézt ndhradu zachovavajici velikost a alespon z¢asti charakter postranniho
fetézce, v piipadé cysteinovych rezidui je nahrada jinym malym reziduem jen ziidka
zcela tolerovana.

Specifické vlastnosti cysteinovych rezidui se ¢asto uplatituji v aktivnich centrech
a vazebnych doménach protein, ve vazbé skovovymi ionty zajistuji dulezité
enzymatické funkce. Jejich funk¢ni a strukturni uloha tzce souvisi s bunécnou
lokalizaci ¢asti proteinu, ve které se vyskytuji. V extracelularnim prostiedi jsou dvojice
cysteinovych rezidui v mnoha ptipadech oxidovany a kovalentnimi vazbami mezi —SH
skupinami stabilizuji terciarni strukturu v ramci jednoho polypeptidového fetézce nebo
mezi ruznymi fetézci. Pravdépodobnost vytvareni disulfidickych mustki je naopak
velmi sniZzena v redukénim prostiedi uvniti bunck, také v oblasti bunééné membrany se
disulfidické mustky jen zfidka vytvareji.

Unikatni vlastnosti cysteinovych zbytkll jsou s vyhodou vyuzivany pii studiu
funkénich vlastnosti integralnich membranovych proteinil, zejména iontovych kanald.
Princip metody tzv. SCAM (substituted-cysteine accessibility method) spociva
v systematické zdmén¢ jednotlivych rezidui proteinu za cysteinovy zbytek. Néslednou
aplikaci latek reagujicich s -SH skupinou pak lze urcit, zda je dand oblast proteinu
dostupnd z vnitfniho ¢i vnéjsiho prostfedi bunééné membrany a zda se orientace
proteinu méni v souvislosti s konforma¢nimi zménami [76]. Zameénou dvojice rezidui za
cysteinové zbytky lze za urcitych okolnosti rovnéz urcit piibliznou vzdalenost
jednotlivych oblasti proteinu, a tim ovéfit jeho predpokladané topologické uspotfadani.
Strukturné funkéni analyza TRPALI je oproti jinym iontovym kanalim vyrazné ztizena

skutecnosti, ze hlavnim mechanismem aktivace tohoto kanalu je kovalentni modifikace
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thiolovych skupin konzervovanych cysteinovych zbytkii a mnoho reaktivnich latek
kanal pfimo aktivuje. Neni tedy moZné vyuzit ani metodu SCAM, ani pfesné
identifikovat cysteinova rezidua (28 u lidského TRPA1) uplatiiujici se ptimo v aktivaci
kanalu elektrofilnimi latkami, protoze vysledny ucinek substituce cysteini nelze
jednoznac¢né interpretovat. Dosud nejlépe charakterizovanym mechanismem aktivace
TRPA1 je kovalentni modifikace thiolovych skupin konzervovanych cysteinovych
zbytkli v N-termindlni cytoplasmatické oblasti, kterd spojuje ankyrinovou doménu
s prvnim transmembranovym helixem [16, 17].

Nedavna studie autori Moparthi et al. [18] ukézala, ze TRPA1 receptor lze
aktivovat elektrofilnimi latkami ipo odstranéni téméf celého N- konce receptoru
(A-688), coz znamena, ze na aktivaci TRPAI1 se podileji 1dalsi cysteiny
v transmembranové oblasti (6 cysteinll) a na cytoplasmatickém C- konci (3 cysteiny)
(obr. €. 8). Potencialni tloha téchto cysteinovych rezidui se tak stdva mimoradné

dilezitou, nebyla vSak dosud systematicky studovana.

Obrazek ¢. 8: Transmembranové cysteiny. Stuzkovy model TRPAI receptoru se
zvyraznénou podjednotkou. Zluté jsou oznacena cysteinovd rezidua. Zluté kulicky
predstavuji cysteiny v transmembranové oblasti receptoru.
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5. Cile prace

Predlozena diplomova prace si klade za cil:

(1) Elektrofyziologickymi a molekuldrné-biologickymi metodami charakterizovat
aktivaéni parametry konstrukti cysteinii v transmembranové oblasti TRPA1
receptoru (C703, C727, C773, C786, C834, C856) a porovnat je s hodnotami
ziskanymi pro divoky typ TRPAI.

(2) Zjistit, zda se néktery z cysteinll v transmembranové oblasti ucastni piimé

aktivace prostfednictvim kovalentni modifikace elektrofilnimi substancemi.

(3) Pomoci zamény dvojice vybranych rezidui ve 4. a 5. transmembranové doméné

za cysteinové zbytky ovéfit sterickou blizkost mezi podjednotkami.

(4) Zasadit ziskané poznatky o funkénich vlastnostech transmembranovych

cysteind do strukturniho kontextu a urcit ulohu transmembranovych cysteind.

(5) Pokusit se navrhnout hypotézu, jejiz ovéfeni by mohlo vést k objasnéni

citlivosti TRPA1 k depolarizaénimu napéti.
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6. Material a metody

6.1 Chemikalie

- Sigma-Aldrich, USA: NaCl, KCl, CaCl, MgCl,, glukosa, CsCl, NaOH, Na,HPOy,,
kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova (HEPES), CsOH (99%
roztok), KH,;PO4, kyselina ethylendiamintetraoctovda ~ (EDTA), kyselina
ethylenglykoltetraoctovd ~ (EGTA),  adenosintrifosfat  hotecnaty = (MgATP),
poly-L-lysin, Trizma base, ampicilin, skoficovy aldehyd (CA), allylisothiokyanat
(AITC), dimethylsulfoxid (DMSO)

- PENTA, CR: kyselina octova 99%

- Life Technologies, USA: OPTI-MEM I médium, barvivo SYBR®Safe DNA Gel
Stain

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

- Geneaid Biotech, USA: High Speed Plasmid Mini Kit, 10kB DNA Ladder, Loading
dye

- IBA GmbH, SRN: transfek¢ni Cinidlo ,,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

6.2 Biologicky material

- lidské embryonalni ledvinné buiiky linie 293T (HEK 293T; LGC Standards, VB)

- cDNA hTRPAI1 ve vektoru pCMV6-XL4 (OriGene, USA)

- plasmid pro zeleny fluorescencni protein (dale GFP) ve vektoru pQBI 25 (TaKaRa)

- fetalni bovinni sérum (FBS; PAN Biotech GmbH)

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

- Zesilovac Axopatch-1D (Axon Instruments)

- Invertovany mikroskop CKX41 (Olympus)

- Mikromanipulator MP-225 (Sutter Instrument)

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

- Microforge MF-830 (Narishige)

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

- Inkubator MCO-36AI1C (Sanyo)

- Autoklav Sanyo MAC 235EX (Sanyo)

- Osmometr Vapro (Wescor)

- pH metr 3510 pH Meter (Jenway)

- pH metr Orion Star A111 (Thermo Scientific)

- Magneticka michacka 7700 Hotplate & Stirrer (Jenway)

- Magnetickd michacka MR Hei-Tec (Heidolph)

- Centrifuga Rotilabo-mini centrifuge (Carl Roth GmbH)

- Centrifuga Mikro 120 (Hettich Zentrifugen)

- Centrifuga Rotanta 460R (Hettich Zentrifugen)

- Spektrofotometr NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies)

- PCR Termocycler Mastercycler personal (Eppendorf)

- DNA sekvenator ABI 3730xI (Applied Biosystems)

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

- Elektroforetické zatizeni Consort Mini Electrophoresis Power Supply E143
(Sigma-Aldrich)

- Vortex MS 2 Minishaker (IKA)

- Automatické pipety (Gilson, Nichipet EX)

6.4 Roztoky
Extracelularni roztok (dale ECS) obsahoval 160mM NaCl, 2,5mM KCIl, ImM
CaCly, 2mM MgCl,, 10mM HEPES a 10mM glukosu. pH bylo upraveno pomoci 1M
NaOH na hodnotu 7,3. Osmolalita extracelularniho roztoku byla 320 mmol-kg™.

Pro plnéni elektrod byl pouzit intracelularni roztok (dale ICS), ktery obsahoval
145mM CsCl, 5SmM EGTA, 10mM HEPES, 3mM CaCl, a 2mM MgATP. pH bylo
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upraveno pomoci CsOH na hodnotu 7,3. Osmolalita intracelularniho roztoku byla
290 mmol kg™

Pro ucely méetfeni chemické aktivace byly pfipraveny dva roztoky o rizné OmM a
2mM koncentraci Ca®" iontd. Roztok s 0OmM koncentraci Ca*" iontd (dale ECS-0Ca”")
obsahoval 150mM NaCl, 10mM HEPES a 2mM HEDTA. Roztok o 2mM koncentraci
Ca’" kationtii (dale ECS-2Ca”") obsahoval 150mM NaCl, 10mM HEPES a 2mM CaCl,.
Oba roztoky byly n€kolikrat ptipravovany v pribéhu diplomové prace. pH roztoki bylo
7,3 a osmolalita se pohybovala mezi 290 a 330 mmol-kg™.

Roztoky agonisti TRPAI1, skoficového aldehydu (CA) a allylisothiokyanatu
(AITC), byly ptipravovany pred pokusem z 0,IM zasobniho roztoku v DMSO,
uchovavaném pii 4 °C. Méfeni bylo provadéno s 100uM roztokem CA nebo AITC
v ECS-0Ca*",

Pro piipravu agarosového gelu byl pouzit TAE pufr o slozeni: 2M Trizma base,
IM kyselina octovd, SOmM EDTA. Pro provedeni elektroforézy byl pufr 50x zfedén.

Fosfatovy pufr (PBS) obsahoval 137mM NaCl, 2,7mM KClI, 1,47mM KH,PO4 a
4,3mM Na,HPO,. pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na hodnotu 7,3.

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

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

smes byla 20 minut sterilizovana pii1 121 °C.

6.5 Priprava DNA konstrukti

Cilend mutageneze byla provedena amplifikaci plasmidu kodujictho hTRPA1
receptor za pouziti synteticky piipravenych primert, nesoucich pozménény kodon
v misté¢ mutace. Primery byly navrzeny tak, aby celkové délka byla kolem 30 part bazi,
konce primeru obsahovaly jeden ¢i dva cytosiny nebo guaniny, a vkladand mutace se
nachazela pfiblizn¢ uprostied primeru.

Sekvence primerti jsou uvedeny na str. 33. Cervené jsou oznadeny substituované

baze, kodon kddujici zaménénou aminokyselinu je podtrzen.
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-  mutace C703A: TGT — GCT
SENSE: 5'- CTC AAT CAT CCT GTG GCT AAA GAA TATTTA C-3'
ANTISENSE: 5'- GTA AAT ATT CTT TAG CCA CAG GAT GAT TGA G -3'
- mutace C703S: TGT — AGT
SENSE: 5'- CTC AAT CAT CCT GTG AGT AAA GAA TATTTA C-3'
ANTISENSE: 5'- GTA AAT ATT CTT TAC TCA CAG GAT GATTGA G -3'
-  mutace C727A: TGT — GCT

SENSE: 5'- GAA TTT AGG ATC TTA CGC TCT TGG TCT CAT AC -3'
ANTISENSE: 5'- GTA TGA GAC CAA GAG CGT AAG ATC CTA AAT TC -3
- mutace C727S: TGT — AGT

SENSE: 5'-GAA TTT AGG ATC TTA CAG TCT TGG TCT CAT ACC -3'
ANTISENSE: 5'- GGT ATG AGA CCA AGA CTG TAA GAT CCT AAA TTC -3'
-  mutace C773A: TGT — GCT
SENSE: 5'- CAT ATC TAA TAA AAA CTG CTA TGA TTT TAG TG -3'
ANTISENSE: 5'-CAC TAA AAT CAT AGC AGT TTT TAT TAG ATA TG -3'
-  mutace C773S: TGT — AGT
SENSE: 5'- CAT ATC TAA TAA AAA CTA GTA TGA TTT TAG TG -3'
ANTISENSE: 5'-CAC TAA AAT CAT ACT AGT TTT TAT TAG ATA TG -3'
- mutace C786A: TGC — GCC
SENSE: 5'-GTA TAT TTG GGT ATG CCA AAG AAG CGG G -3'
ANTISENSE: 5-CCCGCTTCT TTG GCA TAC CCA AAT ATAC-3'
- mutace C786S: TGC — AGC
SENSE: 5'-GTA TAT TTG GGT ATA GCA AAG AAG CGG G -3'
ANTISENSE: 5-CCCGCTTCTTTG CTA TAC CCA AAT ATA C-3'
-  mutace C834A: TGT — GCT
SENSE: 5'-CTG CAG TGG CAA GCT GGA GCA ATT GC -3'
ANTISENSE: 5'-GCA ATT GCT CCA GCT TGC CAC TGC AG -3'
-  mutace C834S: TGT — AGT
SENSE: 5'- CTG CAG TGG CAA AGT GGA GCA ATT GC -3'
ANTISENSE: 5'-GCA ATT GCT CCA CTT TGC CAC TGC AG -3'
- mutace C856A: TGT — GCT

SENSE: 5'-GAT TTG AAA ATG CTG GAA TTT TTA TTG -3'
ANTISENSE: 5'-CAA TAA AAATTC CAG CAT TTT CAA ATC -3'
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-  mutace C856S: TGT — TCT

SENSE: 5'- CAA AGA TTT GAA AAT TCT GGA ATT TTT ATT G -3'
ANTISENSE: 5'-CAA TAA AAATTC CAG AAT TTT CAAATCTTT G -3'

K téelim prozkoumdni rezidui blizkych cysteinu C856 v S4-S5 linkeru byla
vytvorena dvojmutace E854C/K868C. Nejprve byla vytvorena mutace E854C, ktera
pak slouzila jako templat pro druhou mutaci K868C.

- mutace E854C: GAA — TGT

SENSE 5-CTT CAA AGA TTT TGT AAT TGT GGA ATT TTT ATT G -3'
ANTISENSE 5- CAA TAA AAA TTC CAC AAT TAC AAAATCTTT GAA G -3

- mutace K868C: AAA — TGT

SENSE 5- GGA GGT AATTTT GTG TACTTT GTT GAG G -3'
ANTISENSE 5°- CCT CAA CAA AGT ACA CAA AATTACCTC C-3'

Reakéni smés pro PCR reakci o objemu 50 ul byla piipravena podle navodu pouzitého

kitu (QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit):

1 pl mateiské DNA (200 mg/1)

1 pul sense primeru (25 pM)

1 ul antisense primeru (25 uM)

5 pul Buffer 10x

3 pl Quick solution

1 ul dNTPs (10 uM)

1 ul Pfu Ultra (DNA polymerasa)
37 pul destilované vody

Reakéni smés byla umisténa do PCR zafizeni. Parametry PCR reakce jsou uvedeny
nize:

95 °C 60 s

95 °C 50s denaturace dvojvlaknové DNA
51°C 50s nasednuti primeru na DNA

68 °C 16 min nasednuti DNA polymerasy

68 °C 10 min

4°C nekonecno

Cyklus PCR reakce byl opakovan celkem 50x (2x25). V ptipadé¢ mutace C773A
byla teplota nasednuti primeru nastavena na 49 °C. Po dokonceni PCR reakce byl ke
smési ptidan 1 pl dPN1 endonukleasy, vysledna smés byla inkubovana v termostatu pfi

teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.
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6.6 Horizontalni elektroforéza

Ptitomnost pozadovaného PCR produktu byla ovéfena pomoci horizontalni
elektroforézy v agarosovém gelu. Agarosovy gel o 1% (w/v) koncentraci byl pfipraven
smichanim 600 pl nefedéného TAE pufru s 0,3 g agarosy a 29,4 ml destilované vody.
Pevna slozka smési byla rozpusténa zahtatim v mikrovinné troubé a po ochlazeni
tekouci vodou k ni bylo pfidano 20 ul 10 000x ziedéného barviva SYBR®Safe DNA
Gel Stain.

Do elektroforetické vany byl vlozen ztuhly gel, poté byla vana naplnéna TAE
pufrem ziedénym 50x destilovanou vodou. Do jamicek byly ptidany PCR vzorky,
predem ptipravené smichanim 5 pul PCR produktu s 2 ul barviva Gel pilot loading dye.
Pro urceni velikosti DNA konstruktu byl pouzit 1 ul DNA markeru smichany s 2 pl
barviva Gel pilot loading dye. Vzorky byly elektroforeticky rozdéleny pii napéti

90 V (50 minut). DNA v gelu byla vizualizovana pomoci UV lampy v temné mistnosti.

6.7 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 pfi -85 °C v mrazicim boxu, pro transformaci byly
ob¢ slozky rozmrazeny na ledu. Reakéni smés byla ptipravena ptidavkem 30 pl bunék a
2 pl B-merkaptoethanolu do ptfedchlazené mikrozkumavky. Smés byla inkubovana po
dobu 10 minut za obCasného michani. Nasledné¢ bylo pfidano 2 pl vysledného PCR
produktu a smés byla inkubovana 30 minut na ledu. Po inkubaci byl proveden teplotni
Sok ponofenim mikrozkumavek se smési na 45s do vodni 1dzné o teploté 42 °C a
naslednou inkubaci na ledu po dobu 2 minut. Ke smési bylo pfidano 200 pul LB média
predehiatého na 42 °C a po hodinové inkubaci za stdlého michani (rotacni inkubator
Shaking Incubator NB-205, 230 otacek za minutu (RPM), 37 °C) byl obsah zkumavky
asepticky vyset na agarovou plotnu (koncentrace pouzit¢ho Zivného agaru N°2 byla
40 g-1I'") s ampicilinem o finalni koncentraci 71,5 pM. Plotna byla ponechéna po dobu
16 hodin v zavésené poloze v inkubatoru (37 °C, 5% COy).

Z plotny bylo po inkubaci sterilni Spickou odebrano nékolik samostatnych a od
sebe vzdalenych kolonii. Ty byly pfemistény do zkumavky s 6 ml LB média a
ampicilinem o koncentraci 14,3 uM. Zkumavky byly 16 hodin inkubovany (rota¢ni

35



inkubator Shaking Incubator-205, 230 RPM, 37 °C) a poté centrifugovany (centrifuga
Rotanta 460R, 4 °C, 6000 x g, 7 min). Supernatant byl odstranén, z pelety byla v dal§im

kroku izolovana plasmidova DNA.

6.8 Izolace plasmidové DNA a nasledné ovéreni sekvenaci

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci komeréné dodaného kitu
»High Speed Plasmid Mini Kit*. Bakteridlni peleta byla nejprve resuspendovana
v 200 pl pufru PD1 a po ptfeneseni do mikrozkumavky k ni bylo ptidano 200 ul PD2
pufru. Smés byla 10x promichdna a inkubovdna po dobu 2 minut. Nasledné bylo
piidano 300 pul pufru PD3, smés byla 10x promichdna. Vznikld sraZenina byla
odstfedéna centrifugaci (Mikro 120, 16 000 x g, 25 °C; centrifugace v nasledujicich
krocich probihaly za stejnych podminek) po dobu 3 minut. Supernatant byl pfemistén na
kolonku a po 60s centrifugaci a odstranéni filtratu byla kolonka promyta 400 pul W1
pufrem. Po dalsi 60s centrifugaci a odstranéni supernatantu byla kolona promyta 600 pl
promyvaciho pufru (Wash Buffer) a 60 s odstiedovana. Kolonka byla centrifugovana
3 minuty dosucha. Na kolonku bylo aplikovano 50 pl elu¢niho pufru, ktery pisobil
2 minuty, poté byla eluovand DNA jimana béhem dvouminutové centrifugace do Cisté
mikrozkumavky.

Koncentrace DNA byla stanovena méfenim absorbance pomoci
spektrofotometru NanoDrop 1000 pti vinové délce 260 nm. Vysledny produkt izolace

DNA byl ovéten sekvenaci firmou Biogen Praha s.r.o..

6.9 Tkanové kultury a transfekce

Pro transfekci DNA byly pouzity lidské embryonalni buiky linie 293T (HEK
293T), které byly pted pouzitim uchovavany zmrazené v tekutém dusiku. Bunky byly
kultivovany v médiu OPTI-MEM s 5% FBS na miskach pokrytych poly-L-lysinem
s hustotou piiblizné 180 000 bundk-cm™,

HEK 293T bunky byly pfechodné transfekovany rekombinantni cDNA lidského
TRPA1 receptoru nebo vySe zminénymi mutantnimi konstrukty ve vektoru
pCMV6-X14 (koncentrace 400 ng na misku) spolecné se zelenym fluorescencnim
proteinem (GFP) ve vektoru pQBI 25 (koncentrace 200 ng na misku) pro vizualizaci

pozitivn¢ transfekovanych bunék. Jako transfekéni ¢inidlo byla pouzita reagencie
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MATra (0,1 pl na 100 ng DNA). K transfekéni smési bylo piidano 50 pl roztoku
OPTI-MEM a po kratkém vortexovani byla smés 20 minut inkubovéana pfi pokojové
teploté. Po inkubaci byla smés aplikovana na konfluentné narostlé buiiky, které byly na
15 minut umistény do inkubac¢niho boxu (5% CO,, 37 °C) na permanentni magnet.
Buiky byly pasazovany za pouziti roztoku PBS a Versenova roztoku s trypsinem a poté
rozmistény na sklicka pokryta poly-L-lysinem (jedno aZz tfi sklicka o priméru 12 mm,

kazdé na misce o priméru 35 mm).

6.10 Elektrofyziologicka technika patch-clamp

Patch-clamp (v ptekladu do Cestiny ,,terCikovy zdmek*) je elektrofyziologickou
technikou, pfi niz jsou snimény proudy iontd zjednotlivych bunék, pficemz je
membranovy potencial udrzovan na konstantni hodnoté, ptipadné ho Ize skokové nebo
kontinualné¢ ménit. Pro méfeni elektrickych odpovédi bun¢k metodou patch-clamp byly
pouzity dvé elektrody: referentni argentchloridova, ktera je ponoiena do roztoku
s buiikkami, a stfibrna elektroda pokrytd vrstvou AgCl umisténd ve sklenéné trubicce
z borosilikatového skla (vnitini primér 1,1 mm, vn&j§im pramér 1,6 mm), kterd méa konec
vytazeny do velice izkého hrotu (odpor hrotu je v rozmezi 3 — 6 MQ) a je naplnéna
vodivym roztokem, mimikujicim intracelularni prostiedi.

Proudové odpovédi byly snimény 24 az 48 hodin po transfekci v uspotadani
, Whole-cell“, umoznujici méfit souhrnnou odpovéd vSech iontovych kanali
pritomnych na bunééné membrané. Fluorescenéni lampou a filtrem byly na sklicku
zviditelnény GFP pozitivni buiiky, vhodnd, samostatné¢ rostouci buiika pak byla
podrobena méteni. Nejprve byla pomoci mikromanipuldtoru navedena meéfici elektroda,
naplnénd ICS, tésn€ nad vybranou buiitku. Aplikaci podtlaku usty pies gumovou hadicku
pripojenou k usti mikroelektrody bylo vytvotfeno spojeni poskytujici elektricky odpor
viadu GQ. Dalsi aplikaci podtlaku byla nasatd membrana protrzena, ¢imz doslo
k propojeni vodivého roztoku v elektrodé s cytoplasmou. Membranové proudy snimané
zesilovacem Axopatch 1-D s pouzitim programu pCLAMP10 (Molecular Devices,
USA) jsou vysledkem aktivity exprimovanych iontovych kandli na povrchu membrany.
Sériovy odpor byl obvykle mensi nez 10 MQ a nebyl kompenzovén. Teplota v mistnosti
byla mezi 22-25 °C. Pro rychlou vyménu slozeni roztoku a aplikaci agonistti byl pouzit

aplikacni systém s tstim aplikacni kapilary v blizkosti (cca 100 pm) snimané bunky.
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6.11 Napét'ova a chemicka aktivace

Ke studiu vlastnosti TRPA1 iontového kandlu byly pouzity dva napétové
protokoly. Aktivace depolarizacnim napétim byla méfena pomoci napétového
protokolu, sestavajicim ze série patnacti 100 ms dlouhych napétovych skokt s postupné
se zvySujici hodnotou membranového potencidlu od -80 mV do +200 mV po +20 mV
(obr. €. 9.A). Pulz byl generovan ve 200ms intervalech, béhem kterych byl udrzovan
membranovy potencidl na -70 mV.

Pro méteni proudovych odpovédi TRPAI1 kandlu v pfitomnosti agonisty byl
pouzivan rampovy protokol (obr.¢.9.B). Membranovy potencial byl udrzovan na
hodnoté¢ 0 mV, kazdou sekundu byl aplikovan linedrni napétovy pulz od -80 mV
do +80 mV rychlosti 1 V-s™. Pfed zah4jenim chemického protokolu byla buiika alespoti
20 s omyvéna extracelularnim roztokem bez vapenatych iontli. Béhem experimentu

bylo pak aplika¢nim systémem ménéno slozeni roztoku obklopujiciho buiiku:

0s—10s ECS-0Ca*"
10s—50s 100 pM CA/AITC v ECS-0Ca*"
505 —60 s ECS-0Ca*"
60 s—160 s ECS-2Ca*"

(A) (B)

+200 mV

— 200 — 100

% E +80 mV

T 100 © 50

b 2

5 kS

° 5] 0mV

a 0 S 0

= :

S S

g -100 4 -80 mV g -50 -

E 4 g -80 mv

ST | S—— N T, .}
0 100 200 0 200 400

Cas (ms) Cas (ms)

Obrazek ¢. 9: Stimulacni napétové protokoly. (A) Protokol pro urceni napétoveé
charakteristiky lidského TRPAI a mutantnich konstruktii. Protokol je slozen z 15-ti
na sebe navazujicich napétovych pulzu v rozmezi -80 mV az +200 mV, napéti se
s nasledujicim skokem zvysuje o 20 mV. V dobé mezi skoky je napéti udrzovino
na -70 mV. Primérna hodnota membranového proudu je odectena na konci pulzii
(Cervend oblast). (B) Rampovy protokol pro chemickou stimulaci, aplikovany kazdou
sekundu béhem méreni. Napéti linedrné roste z -80 mV na +80 mV rychlosti 1V-s™.
V dobé mezi skoky je napéti udrzovano na 0 mV. Prumérna hodnota membranového
proudu je odectena na -80 mV (modra oblast) a +80 mV (Cervena oblast).
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6.12 Hodnoceni ziznamii a statisticka analyza

Namétfend data byla analyzovana programem Clampfit 10.2 (Molecular
Devices), pro statistické vyhodnoceni a tvorbu grafli byl pouZit program SigmaPlot 10.0
(Systat Software).

Vyhodnoceni proudové-napétové charakteristiky

Hodnoty amplitudy membranového proudu (/) byly ziskany zprimérovanim
naméteného proudu na konci pulzu, kdy se aktivacéni faze blizi rovnovaznému stavu
(95 - 99 ms, obr. €. 9.A na str. 38), a zobrazeny v zdvislosti na ptisluSném membrano-
vém potencidlu (I/V zéavislost). Pro kazdy zdznam byl v programu Clampfit 10.2
odhadnut reverzni membranovy potencial V,..,, (membranovy potencial, pii kterém je
celkovy tok iontil skrz membranu nulovy) prolozenim péti bodt 7/ zavislosti v okoli

predpokladaného priiseciku s osou v polynomickou funkei 4. fadu:

fx)=ax*+bx3+cx?+dx+e

Pro tcely kvantitativniho porovnani zaznami mezi sebou je hodnota
membranového proudu prevedena na elektrickou vodivost bunky, kterd se ziska ze

vztahu:
I

G= ————
(V_ V;"ev)

Zavislost vodivosti bunky na membranovém potencidlu (G/V charakteristika) umoziuje
urit stav saturace iontovych kandli béhem aktivace. V né€kterych piipadech byla
testovana moznost prolozeni G/V zavislosti Boltzmannovou funkci:

Gmax - Gmin

G = P + Gmin
z
1+ exp— <W (v - V1/2)>

kde G je maximalni dosazitelnd vodivost buiiky; G, je minimalni vodivost; F je
Faradayova konstanta (F =96 485 C-mol™); vje napéti; V,, piedstavuje napéti, pii
kterém vodivost dosahuje poloviéni hodnoty svého maxima; R zastupuje univerzalni
plynovou konstantu (R = 8,314 J-K-'mol™), z je vratkovaci ndboj (anglicky ,.gating
charge”) a T je absolutni teplota [7,77]. Primérné hodnoty a stfedni chyby priméru

veli¢iny V', lidského a mutantniho TRPAT1 byly vzdjemné porovnavany.
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Vyhodnoceni chemicky vyvolanych proudu

Hodnoty membranového proudu béhem chemického protokolu na -80 mV a
+80 mV byly odecteny z linedrniho napét'ového pulzu jako primér proudu v Sms tseku
pii zvoleném membranovém potencialu (obr. &. 9.B nastr. 38). Casové zavislosti
membranového proudu bun¢k na obou potencidlech byly po vyfazeni atypickych
zaznamu s odlehlymi hodnotami zprimérovany a spole¢né se stfednimi chybami
pruméru vyneseny do grafu. Pokud béhem experimentu povolil spoj mezi ustim
mikroelektrody a bunéénou membranou, byla ¢ast zdznamu s vyraznym podilem
nespecifickych proudii nahrazena posledni naméfenou hodnotou proudu pred
povolenim.

Z casovych zavislosti byly na obou potencidlech odecteny maximalni hodnoty
proudu béhem chemické aktivace a jejich vzajemny podil, didle hodnota maximdalni
amplitudy proudu b&hem aplikace ECS-2Ca*" a doba, za kterou bylo tohoto maxima
dosazena. K porovnani miry potenciace studovanych kanalti byl pouzit podil proudu
vyvolaného Ca*" ionty a aplikaci agonisty.

Pro popis kinetiky aktivace agonisty o koncentraci 100 uM byl pouzit parametr
T'so(on), urcujici dobu, za kterou béhem aktivace dosdhne membranovy proud polovinu
maxima. Obdobné& byla popsana kinetika inaktivace kanald v piitomnosti 2mM Ca*"
Gasem Tso(off), oznadujicim dobu od maximélni odpovédi na extracelularni Ca", za
kterou proud poklesne na polovi¢ni hodnotu. Oba €asy jsou vztaZeny vici bazalnimu
membranovému proudu (primérnd proudova odpovéd pied aplikaci agonisty
v ¢ase 0 - 8 s) jako k nulové hodnot¢.

Vsechny urc¢ené hodnoty jsou uvedeny ve tvaru:
prumér * stiedni chyba priuméru (n = pocet méieni)

Statistické porovnavani primérnych hodnot parametri bylo vyhodnoceno
pomoci parového t-testu, pfipadné pomoci Mann-Whitneyho testu, v programu

SigmaPlot 10.0 s hladinou vyznamnosti testu P = 0,05.
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7. Vysledky

7.1 Charakterizace vlastnosti divokého typu TRPAT1 receptoru

7.1.1 Stimulace TRPAI1 receptoru depolarizaénim napétim

Divoky typ lidského TRPAT1 receptoru (dale WT) byl exprimovan v HEK 293T
bunécné linii. Pozitivné transfekované buiiky byly rozpoznany koexpresi GFP proteinu,
samotna pritomnost cilového proteinu byla ovéfena aplikaci stimula¢niho protokolu,
sestavajictho z 15-ti napétovych pulzii vrozmezi od -80 do +200 mV (obr. €. 9.A
na str. 38 a obr. ¢. 10.A). WT je aktivovan depolarizaénim membranovym potencidlem
od +100 mV, lze proto rozlisit n¢kolikanasobné zvysSenou proudovou odpoveéd’ bunék,
exprimujicich ve velkém mnozstvi TRPA1 kandly, od netransfekovanych buné¢k s pouze
nativnimi kanaly na membran¢.

Z proudl odectenych na konci napétovych pulzii byla sestrojena proudové
napétova charakteristika (I/V) (obr. ¢. 10.B), ktera byla dale pfevedena na zavislost
vodivosti na aplikovaném napéti (G/V) (obr. €. 10.C). Rekombinantn¢ exprimovany
hTRPA1 kandal je aktivovany depolarizaénim napétim ibez pfitomnosti agonisty.

Maximalni proudova odpovéd pii +200 mV dosahuje 6,5+ 0,3 nA (n=152), coz

(A) o (B) =

o WT (152) o WT (152)

70 mV

)
=
©) 110,4 + 2,3

2.

0

0 100 200 -100 0 100 200
— ol V(mV) V (mV)

Obrazek ¢. 10: Aktivace divokého typu hTRPAI receptoru depolarizacnim napétim.
(A) Nahore - Napetovy protokol ke stimulaci transfekovanych bumék, sestavajici ze
série 15-ti napétovych pulzu v rozsahu od -80 mV do +200 mV, mezi jednotlivymi
pulzy je udrzovan membranovy potencial na -70 mV. Dole - Vyvolané proudové
odpoveédi exprimovanych iontovych kanadlti na membrané mérené bunky. Na konci
pulzii je odectena maximalni amplituda proudu pri daném potencialu (Cervené). (B)
Prumeérna I/V charakteristika TRPAI iontového kandlu (n = 152). (C) Primérna
G/V charakteristika TRPAI iontového kandlu. Cervené je vyznaceno polovicni
ucinné napéti Vi,vmV (n = 121).
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odpovida vodivosti 32,2+ 1,3 nS (n=152). Stanovené polovi¢ni U¢inné napéti V.

dosahuje 110,4 £2,3 mV (n=121).

7.1.2 Chemicka stimulace TRPA1 receptoru

Utinek agonistil a extracelularni koncentrace vapenatych iontii byl testovan
pomoci rampového protokolu (obr. €. 9.B na str. 38 a obr. €. 11.A) aplikovaného kazdou
sekundu, v priab¢hu experimentu bylo mé€néno slozeni roztoku omywvajiciho sledovanou
bunku. Z naméienych amplitud membranovych proudi na -80 mV a +80 mV byl
sestrojen ¢asovy prubéh proudu za rtiznych experimentalnich podminek.

V ptipad¢ skotficového aldehydu (CA) jako agonisty byla pouzita koncentrace
100 uM, coz je lehce pies polovi¢ni u¢innou koncentraci (ECso=61+9 uM [6]).
B&hem 40s chemické stimulace CA bez piitomnosti Ca>" iontd rostly membranové
proudy linearn¢ aZ na hodnotu 3,0 £0,2nA (n=61) na +80 mV a v priméru nizsi
hodnotu —2,1 = 0,2 nA (n=61) na -80 mV (obr. ¢. 11.B). Kinetiku aktivace se stanovit
nepodafilo vzhledem k tomu, Ze ani na konci stimulace nebylo dosazeno stavu blizkého

saturaci. Aktivace receptorti kovalentni modifikaci pietrvala 1 po odmyti CA.

(A) (B) (C)

‘ S0 my 100 pM CA 2 mM Ca” 100 (MAITC 2 mM C&*
omv 6 o WT (53) 151 o WT (37)
4
-80 mV
m 2
Lsomv l+g0mv
-2
-4 1
2nA| Bl—— B
80 ms 0 40 80 120 160 0 40 80 120 160

t (s) t(s)

Obrazek ¢ 11: Chemickda aktivace hTRPAI receptoru. (A) Rampovy protokol,
tvoreny linearnim pulzem, aplikovany kazdou sekundu na merenou bunku. Z
proudovych odpovedi byly odecteny amplitudy na -80 mV (modyve) a na +80 mV
(Cervené) pro dalsi analyzu. Snimané proudy byly prevedeny na casovy pribeh
membranovych proudi na kladném a zaporném potencialu. Behem experimentu byla
buitka omyvina roztokem ECS-0Ca’", poté byl aplikovin agonista (Cerny panel):
skoricovy aldehyd (CA) (B) nebo allylisothiokyanatu (AITC) (C) a naslednée roztoku
ECS-2Ca’" (bily panel).
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V priméru béhem 7,3 + 1,1 s (n=155) od pocatku aplikace roztoku ECS-2Ca*"
doSlo k vyraznému zvySovani membranovych proudi na kladném izéporném
potencialu, dokud nebylo dosazeno maxima potenciace. Ca*" ionty potencuji WT
v pruméru 1,6 £ 0,1 -kradt (n=155) na +80 mV a o néco vice na zaporném potencialu:
2,1 £0,1 -krat (n = 56). Po dosazeni maximalni amplitudy proudu nasledovala pozvolna
inaktivace WT kanali a sniZovani jejich vodivosti, rychlost inaktivace byla
charakterizovana Casy tgo(off)=22,7£2,8s (n=48) na +80mV a 152+23s
(n =49) na -80 mV. Inaktivace na kladném potencialu je v priméru 1,7-krat rychle;jsi.

K lepsimu pochopeni vlastnosti TRPA1 receptoru byl jakozto dalsi elektrofilni
agonista zvolen allylisothiokyanat (AITC) sniz$i poloviéni ucCinnou koncentraci
ECso=22+3 uM [6]. Pfidani 100uM AITC vyvolalo rapidni nartist membranovych
proudidi, popsany cCasovou konstantou tg5o(on) (4,6+0,7s (n=42) na -80 mV a
3,7£0,5s (n=42) na +80 mV) (obr. ¢. 11.C na str. 42). Béhem chemické stimulace
bylo dosazeno saturace TRPA1 receptoru, kdy je kandl pln¢ otevien a ionty jim
prochézeji stejnou merou nezavisle na znaménku membranového potencialu. Maximalni
amplitudy proudu byly oproti CA vyssi: 7,4+05nA (n=42) na +80mV
a -6,8+ 0,5 nA (n=42) na -80 mV. Vapenaté ionty prochazejici dovnitf bunky jiz dale
nepotencovaly aktivovany TRPA1, nybrz ihned inaktivovaly kanal za postupného
snizeni proudld (t50(off)=11,9+t12s (n=25) na -80mV a 143£2,6s (n =21)
na +80 mV).

7.1.3  Zavislost chemické odpovédi na osmolalité aplikovanych

roztoku

Vyse uvedené vysledky jsou ve shod¢ s ostatnimi autory — publikovanymi daty
nasi laboratofe i ostatnich autord. Inaktivace CA odpovédi byla v naSich pokusech
rychlejsi, nez byla popsdna v publikaci Sura et al., 2012 [48], coZ mohlo vzniknout
pouzitim jiné osmolality extracelularniho roztoku obsahujiciho 2mM Ca*" (290 versus
300).

Pfi experimentech s agonistou je zvolen pribéh napétového rampu a prodleva
mezi jednotlivymi rampy tak, aby byl kazdy dalSi zdznam co nejméné ovlivnén tim
predchozim a receptory byly v klidovém stavu dfive, nez budou opétovné aktivovany.

U tady pokusti s AITC jsme vSak béhem aplikace agonisty pozorovali pozvolny nartst

43



¢1 pokles membranového proudu v dob¢, kdy napétovy ramp nebyl aplikovan, tedy
ve fazi, kdy je builka udrzovana na membranovém potencialu 0 mV (obr. ¢. 12.C vlevo
a uprostied). Tento dodate¢ny proud mél tendenci se skokové posunout pifi zméné
roztoku omyvajictho sledovanou buiku. Zjistili jsme, Ze v prubéhu aktivace se
vyznamné zvysuje citlivost TRPA1 kanalii na mirné¢ zmény osmolality vnéjSich roztok,
které ovliviiovaly miru a smér posunu reverzniho potencidlu (viz obr. ¢. 12.C vpravo)
Posun hodnoty membranového proudu byl aditivni k proudiim vyvolanym samotnym

napétovym rampem a odrazel srovnatelnou zménu reverzniho potencidlu.

(A)

Cislo 0mM Ca* 2mM Ca?*
zaznamu | [mmolkg™] | [mmolkg™]
1. 301 294
-_—2, 301 327
3. 301 280
4, 288 280

(C) Amplitudy proudu na

Klidovy proud na 0 mV Reverzni potencial
+80 a -80 mV yp P
.| |
8
6
4
g2
z0
§-2
T4
-6
-8 : : 45— -15
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 10(
t(s) t(s) t(s)

= OmM Ca*" == 100 uyM AITC = 2 mM Ca™

Obrazek ¢. 12: (A) Vybrané zaznamy priubéhu chemického protokolu AITC s riznymi
osmolalitami pouzitych roztoku. (B) Z proudovych odpovedi byly odecteny
membranové proudy behem rampového pulzu (Lo my, L+s0my), klidovy proud pred
aplikaci rampového pulzu (1y.y) a reverzni potencial, pri kterém je méreny proud
nulovy (Vie). (C) Grafy ziskanych vyse uvedenych hodnot pro vybrand méreni.
Zména osmolality aplikovanych roztoki vyvolala skokovy posun klidového proudu a
reverzniho potencialu. Legenda ke grafiim je uvedena dole.
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Rozdily v Ca®" inaktivaci by tak mohly byt disledkem odlignych hodnot
osmolalit dvou po sobé nasledujicich roztokl. Relativni parametry, které jsme dale
pouzili pro vyhodnoceni aktivity TRPA1 konstrukti, vS§ak nebyly timto rozdilem

ovlivnény.

7.2 Charakterizace mutantnich konstruktii transmembranovych

cysteini

Cysteinova rezidua v transmembranové oblasti TRPA1 receptoru se mohou
potencidlné¢ Ucastnit aktivace elektrofilnimi ¢inidly prostfednictvim kovalentni
modifikace, jejich uloha ale mlze spocivat také ve stabilizaci struktury nebo zajisténi
spravné funkce proteinu. Za ucelem rozpoznani vyznamu téchto cysteini byly pomoci
cilené bodové mutageneze sestrojeny konstrukty, ve kterych doslo k zaméné vybranych
rezidui za hydrofobni alanin nebo polarni serin. V obou ptipadech je potencidlni misto
pro kovalentni modifikaci odstranéno pii zachovani velikosti postranniho fetézce.
Mutantni konstrukty byly studovany pomoci vySe zminénych napétovych protokolil
z hlediska modulace depolarizujicim napétim, elektrofilnimi agonisty a extracelularnimi

Ca®" kationty.
7.2.1 Depolarizujici napéti

Mutantni konstrukty byly az na mutaci C703A aktivovany depolarizujicim
napétim, stimulace napétovymi skoky poskytovala proudové odpovédi
s charakteristickym véjitovym tvarem. Ziskané G/ zavislosti mutantl jsou uvedeny na
obr. ¢. 13. nastr. 46, primérné hodnoty vodivosti na +200 mV na obr. ¢. 14.A
na str. 47. Vodivost mutace C703 za serin byla oproti WT také vyznamné nizsi
(G+200my=10,6 £ 1,1 nS (n=29)), stejn¢ tak jako obé mutace rezidua C773, a
konstrukt se zaménénym C834 za alanin. Mutace C834S a C786S sice dosahovaly nizsi
vodivosti pfi depolarizujicim membranovém potencidlu, tento pokles vSak nebyl
statisticky vyznamny. Buiiky exprimujici konstrukty obsahujici mutace cysteinu C727
poskytovaly obdobnou vodivost na depolarizaénim napéti jako WT, v ptipadé C786A
byly naméfené hodnoty vodivosti v priiméru dokonce vyssi nez kontrolni divoky typ
(G+200my=38,9+4,2nS (n=20)). Konstrukty se substituovanym C856 vykazovaly
obdobnou vodivost na kladném membranovém potencidlu, avSak na zépornych

potencialech je vodivost kanalii vyrazné sniZena.
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Obrazek ¢ 13: Vodivostne-napétové charakteristiky mutantnich konstruktii cysteino-
vych rezidui v transmembranové oblasti. Jednotlivé primérné hodnoty vodivosti
divokého typu (WT, bila), spolecné s mutacemi za alanin (Cervené) a serin (modre) jsou
vzdjemné spojeny lomenou carou. Pocet méreni je uveden v zdvorce v legende ke

grafiim.
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Ziskané hodnoty vodivosti jsou siln¢ ovlivnény mirou exprese iontovych kanali.
Pro stanoveni citlivosti na napéti je uzite¢né urcit polovi¢ni ucinné napéti V., které
popisuje spise tvar G/V zavislosti a je mén¢ zavislé na velikosti vodivosti (obr. ¢. 14.B).
Parametr V', byl vyznamné zvysen u mutaci C703S (V;,=127,7+3,9 mV (n = 16)),
C773A (V12,=131,5£54mV (n=18)) a C834A (V;2,=139+ 10 mV (n=10)), které
mély zarovenl sniZenou vodivost na +200 mV, coZ naznacuje moZné naruseni

napétového senzoru. U mutaci C727S a C786S je Vi, posunuto téZ ke kladnym

(A) Vodivost na +200 mV
50 1 (2"5)
—~ 1 1
(2 40 (152) (22) (11) (_:'3?_) 15
S 30 _—_I- _______ i_ __—_;____(w)__—_(TBT-___l__
> (20) .
*
g 201 . m (20) (15)
O 10 ==
0 «I 1 T T ] 1 1 I 1 1 T ] ]
D AV 4D oF D ¥ P ¥ 2 K2
ARSI IR S RIS
60 00600 e
( ) Polovicni uCinné napeti
180 +
¥ * *
. 160 - - I (10 (2*2) (12)
S i * (1) (18) T =
140 e e) (o o on (9 o []
~ 120 { (121)
g‘ . p—— - e — — . - N RN
~ 100 -
80 -
60 T T 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1
& oF 6D AT 4D oF ¥ & & %
DAL DA [ o o O P
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Obrazek ¢. 14: Proudové odpovedi divokého typu (WT) a mutantnich konstruktu na
depolarizacni napeti. (A) Primérné hodnoty vodivosti WT a mutantnich konstruktii
transmembranovych cysteinu na +200 mV. (B) Hodnoty polovicniho ucinného napéti
WT a mutantnich konstruktii transmembranovych cysteinii. Pocty méreni jsou
uvedeny v zavorce nad strednimi chybami prumeru. Signifikantni rozdil parametru
oproti WT je oznacen hvezdickou.
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hodnotdm membranového potencidlu, ackoliv jejich vodivost nabyvd hodnot
srovnatelnych s WT. Totéz plati ipro obé mutace C856A (V;,=137,5+3,7mV
(n=22))aC856S (V;,=144,8 £ 4,4 mV (n=12)).

7.2.2 Chemicka stimulace — skoricovy aldehyd

Casové prubéhy aktivace TRPA1 kanalu a mutantnich konstruktii agonistou a
nasledna modulace Ca®" ionty jsou uvedeny na obr. &. 15 na str. 49, primérné hodnoty
maximalni proudové odpovédi na skoticovy aldehyd (CA) jsou uvedeny na obr. €. 16.A

na str. 50.

Aktivace 100uM CA

Mutace C703A necitliva vic¢i depolarizacnimu napéti nebyla aktivovana CA,
naopak maximalni proudovd odpovéd serinové substituce cysteinu C703 na CA
(29+04nA (n=14) na +t80 mV, -2,2+0,3nA (n=14) na -80 mV) byla i pfes
narusenou napétovou citlivost srovnatelnd s WT. Také mutace rezidui C727, C773,
C786 a C834 se aktivaci CA velice podobaly divokému typu TRPAI1 receptoru.
Aktivace mutace C773A sice byla zhruba o tfetinu niz$i na kladném 1 zaporném
potencidlu, tento rozdil ovSem nebyl statisticky vyznamny. Ob& mutace cysteinu C856
vykazovaly vyraznou zavislost proudovych amplitud vyvolanych aktivaci CA na
polarit¢ membranového potencidlu. Ackoliv oba konstrukty dosahovaly na +80 mV
maximalni proudové odpovédi jako WT (2,6 +0,3nA (n=25) pro C856A a
2,4+£0,5nA (n=7) pro C856S), na -80 mV byla aktivita kandlii nckolikandsobné
potlacena (proudy -0,7 £ 0,1 nA (n = 25) pro C856A a -0,5 + 0,1 nA (n=7) pro C856S)
(viz obr. €. 16.B na str. 50).

Potenciace 2mM Ca’*

Aplikace roztoku ECS-2Ca*" u viech funk&nich mutantnich konstruktti narast
membranovych proudti na kladném 1 zaporném potencialu — tzv. potenciaci. Nasledny
pozvolny pokles prouddl spojené se snizenim aktivity receptorii oznacujeme jako
inaktivaci. Pro viechny mutace byla vypodtena primérnd mira potenciace Ca®" ionty
(obr. €. 17 na str. 51). Mutace C703S se mirou a kinetikou modulace vapenatymi ionty

vyznamné nelisila od WT. Potenciace Ca’" ionty na +80 mV byla sniZena u mutaci
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Obrazek ¢ 15: Primerné odpovéedi mutaci transmembranovych cysteinii TRPAI
receptoru na chemicky protokol - stimulace skoricovym aldehydem (CA). Pro
srovnani divoky typ (WT, cernd krivka).



C727A (1,2+0,1 (n=9)), C727S (1,1 £0,1 (n=15)), C773S (1,1 £ 0,1 (n=8)) a C834S
(1,1 £0,1 (n=28)), v ptipadé¢ mutaci C773S a C834S doslo ke statisticky vyznamnému
snizeni potenciace ina zdporném membranovém potencidlu. Zména potenciace byla
uvyse zminénych mutanti doprovdzena kratSim casem potiebnym pro dosazeni
maximalni hodnoty proudu. Naopak mutant C773A, vykazujici lehce snizenou

proudovou odezvu na CA, dosahl v p¥itomnosti 2mM Ca”" stejnych proudi jako WT.

(A) CA - Maximalni proudova odpoved
WT A (61) }—! ]H (61)
C703A - : * Q) HTITH @) * |
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Obrazek ¢. 16: (A) Maximalni hodnota dosazeného membranového proudu divokého
typu (WT) a mutantnich konstruktit behem stimulace 100uM skoricovym aldehydem
(CA) na kladném (vpravo) a zdaporném (vlievo) membranovém potencialu. (B)
Prumeérny podil amplitud membranového proudu na kladném a zaporném
potencialu. Pocet méreni je uveden v zavorce, hvezdickou jsou oznaceny statisticky
vyznamné odlisné hodnoty od divokého typu.
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Obrizek & 17: Mira potenciace divokého typu a mutantnich konstruktic 2mM Ca’*
na +80mV a -80mV, stanovend jako podil maximdlni proudové odpovedi
v prostiedi vapenatych iontii a maxima dosazeného aktivaci 100uM CA. Pocet
meéreni je uveden v zdavorce. Hvézdickou jsou oznaceny prumérné hodnoty, které se
statisticky vyznamné [isi od WT.
Mira potenciace tohoto mutantu vyznamné pievySuje divoky typ TRPA1l (2,0+0,2
(n=8)na+80 mV a 2,9 + 0,4 na -80 mV). U konstruktd se substituovanym C856 doslo
k signifikantnimu zvySeni potenciace na zaporném membranovém potencidlu, nicméné
proudy vyvolané 2mM Ca®" byly oproti WT zhruba poloviéni. V pripadé C856S doslo
k vyraznému opozdéni maximalni odpovédi vyvolané modulaci Ca*" ionty: 142 +2,3 s
(n=7) na +80 mV od pocatku aplikace ECS-2Ca*’, coz se projevilo ,,vlnou“ na

primérném zédznamu chemického protokolu.

Inaktivace 2mM Ca’*

Inaktivace proudovych odpovédi TRPA1 a mutantnich konstrukti byla
charakterizovana parametrem Ts(off), predstavujicim c¢as od maximalni hodnoty

potenciace, za ktery poklesne proudova odpovéd na polovinu maximalni hodnoty.
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Primémé hodnoty Tsp(off) na kladném a zaporném membranovém potencialu jsou
uvedeny na obr. €. 18.

Statisticky vyznamné rychlejs$i kinetika inaktivace byla pozorovéna u obou
mutaci  cysteinu  C727, které vykazovaly slabou potenciaci: C727A
(Tso(off) =5,3+0,7s (n=8) na -80mV, 82+1,0s (n=9) na +80 mV) a C727S
(Tso(of) =58+ 1,1 s (n=5) na -80mV, 95+1,4s (n=5) na +80 mV). Rovnéz
u mutace C834S doSlo k vyraznému sniZeni hodnoty parametru Tso(off) (8,5+2,9s
(n=4) na +80 mV), které vsak na zdporném membranovém potencidlu nebylo
statisticky vyznamné (P =0,165). V ptipad¢ mutace C856A dochdzi k vyssi mite
zavirani kanalu na zédpornych potencialech — pokles na polovinu maximalni amplitudy
pfi -80 mV trva 4,2+ 0,3 s (n=24), coz je v prim&ru piiblizn¢ tfikrdt méné neZ na

+80 mV  (Tso(off) = 12,6 £ 1,6 s (n=24)). Prekvapivé substituce C856 za serin

CA - Kinetika inaktivace v 2mM Ca*
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Obrazek ¢. 18: Inaktivace WT a mutantnich konstruktii vapenatymi ionty po aplikaci
100uM skoricového aldehydu. Priumeérné hodnoty Tso(off) na membrdanovem
potencialu +80 mV a -80 mV. Pocet méreni je uveden v zavorce. Hvézdicka oznacuje
signifikantne zmenéné hodnoty, vztazené viici divokemu typu (WT).
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zachovala kinetické parametry inaktivace jako u divokého typu (13,8 +4,6 s (n=7)
na -80 mV a 20,0 + 4,0 s (n = 7)), to samé plati i pro mutantni konstrukt C703S.

7.2.3 Chemicka stimulace — allylisothiokyanat

V dalsi sérii pokust byl zkouman vliv AITC, elektrofilniho agonisty aktivujiciho
TRPA1 receptor skrze kovalentni modifikace. Casové priibéhy proudovych odpovédi
mutantnich konstruktdl na experimentalni podnéty, zahrnujici aplikaci roztoku
100uM AITC a modulaci vapenatymi ionty o koncentraci 2mM, jsou uvedeny na
obr. €. 19 na str. 54. Primérné¢ hodnoty maximalni proudové odpovédi na AITC jsou

uvedeny na obr. €. 20.A na str. 55.

Aktivace 100uM AITC

Ani v pfitomnosti silného aktivatoru o koncentraci pievySujici stanovenou
hodnotu ECs pro divoky typ nevyvolala u mutace C703A viditelného zvySeni proudd,
spojeného s oteviranim kanald. V pftipad¢€ serinové mutace C703S, ackoli bylo dosazeno
v predchozich pokusech s CA srovnatelné aktivace s divokym typem TRPAI, aplikace
AITC vyvolala vyrazné¢ snizenou proudovou odpoved (4,9+0,5nA (n=17) na
+80 mV, -4,1 £0,3 nA (n=17) na -80 mV). SniZeni maximalni odezvy na AITC bylo
pozorovano také umutace C834A (5,0£0,7nA (n=9) na +80 mV, -4,7+ 0,6 nA
(n=9) na -80 mV), ackoli rozdil na zaporném membranovém potencialu nenabyl
statistického vyznamu (P = 0,058). Naopak mutace C834S, C856A a ob¢ mutace
cysteinu C786 mély primémé zvySené membranové proudy, hladina vyznamnosti
rozdilu oproti WT vsak také neklesla pod zvolenou hodnotu 0,05. Podil membranovych
proudii na kladném a zaporném potencidlu se u WT a vSech mutantti blizil jedné
(obr. €. 20.B nastr. 55), coz svéd¢i o plné aktivaci receptord a ztraté preference
kladného membranového potencidlu pti napetové stimulaci.

Vzhledem k dostate¢né aktivité¢ mutantnich iontovych kanald a saturaci signalu
na konci aplikace 100uM AITC se podafilo ziskat parametr Tsp(or) (obr. €. 21 nahote
na str. 56). Z ¢asu vyplyva, ze mutantni kanaly C773S, C786S, C834A a C834S jsou
aktivovany stejnou rychlosti jako divoky typ. U mutaci C703S, C727S, C773A a
C786A doslo k rychlejsi aktivaci, pficemz statisticky vyznamna odliSnost od WT vysla
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Obrazek ¢. 19: Primérné odpoveédi mutaci transmembrdanovych cysteinii TRPAI
receptoru na chemicky protokol - stimulace allylisothiokyanatem (AITC). Pro

srovnani divoky typ (WT, cerna kiivka).
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(A) AITC - Maximalni proudova odpovéd
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Obrazek ¢. 20: (A) Primeérné hodnoty maximalni amplitudy membranového proudu
mutantnich konstruktu na +80 a -80 mV, vyvolané aplikaci 100uM AITC. (B)
Prumerny podil membranovych proudii na +80 a -80 mV, vyvolanych aplikaci AITC.
Pocet mereni je uveden v zavorce. Hvézdickou jsou oznaceny statistiky vyznamné
rozdilné hodnoty oproti divokému typu (WT).

pouze pro mutaci C786A: (2,1 +0,5s (n=-8) na -80mV a 1,9+0,5s (n=28) na
+80 mV). Ackoliv konstrukt C856A vykazoval také mirné sniZzeni ¢asu k dosazeni
poloviny maximalni odezvy vici AITC, u mutace C856S vysel parametr 7so(on) oproti
WT vyrazné vyssi (10,2+1,5s (n=7)na -80 mV a 5,9 + 1,7 na +80 mV). Vyraznéjsi
rozdil v rychlosti na zaporném membranovém potencidlu oproti hodnotdm na +80 mV

byl patrny u mutaci C773A, C834A a obou mutaci C856 (obr. €. 21 dole na str. 56).
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AITC - Kinetika aktivace
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Obrazek ¢. 21: Nahore -_Kinetika aktivace mutantnich konstruktii 100uM AITC.
Prumeérné casy Tso(on) na kladném a zdaporném membrdanovém potencidlu. Dole -
Prumeérny podil casii Tso(on), stanovenych na kladném zaporném membrdanovém
potencidalu. Pocty méreni jsou uvedena v zdvorce. Hvezdickou jsou oznaceny
statistiky vyznamné rozdilné hodnoty oproti divokému typu (WT).

Inaktivace 2mM Ca’*

Podobné jako u divokého typu TRPA1 nebyla u mutantnich kanala pozorovéana
potenciace v prostfedi Ca®" kationtfi, namisto toho doslo k okamzité inaktivaci

s pozvolnym pribéhem popsanym ¢asovou konstantou Tsy(off) (obr. €. 22 na str. 57).
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Vyraznym zpomalenim inaktivace se projevila méné aktivovana mutace C703S
(Tso(off) =35,2+83s (n=6) na -80mV a 41,9+9,1 s (n=6) na +80 mV). Lehce
pomalejsi inaktivace byla pozorovana i u konstrukti C786A a C834A, ovSsem za hranici
statistické vyznamnosti. Naopak mutantni kanaly C727A, C727S, C834S a C856A
spely kinaktivaci rychleji, ztoho statisticky vyznamné C727S (7,4+1,2s (n=06)
na -80 mV, 8,7+ 1,5s (n=5) na +80 mV) a C856A (6,6 £0,7s (n=15) na -80 mV,
8,4+0,8s (n=15) na +80mV). Rychlost inaktivace na kladném a ziporném
membranovém potenciadlu byla u vétSiny mutanti viici sobé ve stejném poméru jako
u WT. Vyjimku tvofi C856S, u které probéhla inaktivace na zaporném potencialu
v pruméru dvakrat rychleji.

AITC - Kinetika inaktivace v 2mM Ca*
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Obrazek ¢. 22: Inaktivace WT a mutantnich konstrukti vapenatymi ionty po aplikaci
100uM AITC. Prumerné hodnoty Tso(off) na +80 a -80mV membranovém
potencialu. Hvezdicka oznacuje parametry signifikantné zménénymi hodnotami
vztazenymi viici divokemu typu (WT).
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7.3 Popis oblasti S4-S5 linkeru v transmembranové doméné —

mutace E854C/K868C

Intracelularni klicka mezi S4 a S5 transmembranovymi segmenty spojuje
senzorickou doménu receptoru s centralni ¢asti poru a predstavuje vyznamné misto
z hlediska vratkovani kanalu. Pomoci molekularn¢ dynamickych simulaci a cilenou
mutagenezi byla diive odhalena dvé rezidua — glutamat 854 a lysin 868 na S4-S5 — ktera
spolu mohou potencialné tvofit solny mustek [45]. Pro ucely dalSiho testovani této
hypotézy byla sestrojena dvojcysteinova mutace E§54C/K868C.

Pti aktivaci depolarizaénim napétim dosahuje dvojcysteinovy mutant viditelné
nizSich proudovych odpovédi (4,0 £ 0,4 nA (n=28) na +200 mV) (obr. ¢.23.A) a
s nimi spojené vodivosti (19,0 £1,9 nS (n=28) na +200 mV) (obr. ¢. 23.B). Polovi¢ni
ucinné napéti naznacuje vyrazné naruseni napétové senzitivity (V;, = 164,44+ 3,3 mV
(n=21)).

Také membranové proudy vyvolané aktivaci 100uM CA (2,2 + 0,3 nA (n=15)
na +80 mV) nedosahovaly hodnot odpovidajicich divokému typu a na zaporném
potencidlu byly vice nez dvojnasobné nizsi: -1,0+ 0,1 nA (n=15) (obr.c¢.24.A
na str. 59). Lehké prohnuti kiivky ,,dovniti naznacuje pomalejsi kinetiku aktivace.
V primérné odpovédi mutantu neni patrné vyrazné maximum potenciace, ale nékolik

malych ,hrbolké“. Maximum potenciace 2mM Ca® totiz nastalo se znanym

(A) s (B) w

o WT (152) o WT (152)
o E854C/K868C (28) o E854C/K868C (28)
61 301
e %)
= 4 £ 201 110423
= O
21 10 164,4 + 3,3
-100 (0] 100 200 -100 0 100 200
.l V(mv) V (mV)

Obrazek ¢ 23: 1/V charakteristika (A) a G/V charakteristika (B) divokého typu (WT,
bile) a dvojcysteinové mutace E854C/K868C (Zlute). Pocty méreni jsou uvedeny
v zdavorce. Hodnoty polovicniho ucinného napéti v mV jsou oznaceny cervenym
kiiZkem.
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zpozdénim — v priméru za 16,0+ 3,5s (n=15) na +80 mV. Nasledna inaktivace
probéhla ve srovnani s WT rychleji na +80 mV (Tsp(off) =9,7 £2,1 s (n = 12)), snizeni
parametru 7’sp(off) na zaporném potencidlu (8,3 = 2,2 s (n = 10) na -80 mV) vsak nebylo
statisticky vyznamné (P = 0,065).

Aktivaci 100uM AITC dosahly kanaly dvojmutace E854C/K868C maximalni
proudové amplitudy podobné divokému typu (6,8 0,6 nA (n=15) na +80 mV
a -6,1 £0,5nA (n=15) na -80 mV) (obr. ¢. 24.B). Miniméalni rozdil obou amplitud
proudu naznacuje dosazeni stavu blizkého plnému otevieni kanalu. Podobné jako pfti
pusobeni CA vSak aktivace probihala prokazatelné pomaleji: na +80 mV je
Tsofon)=7,1+1,1's (n=15) a na -80 mV 10,8+ 1,7 s (n= 15). Vlivem Ca*" kationti
pak mutantni konstrukt pfesel do faze rychlé inaktivace popsané parametrem 7’s(off),
ktery vysel na +80 mV signifikantné odlisSny od WT (11,1 £2,4 s (n=13)) ana -80 mV
nenabyl statistického vyznamu (9,0 + 2,5 s (n = 13)).

(A) (B)

100 uM CA 2 mM Ca* 100 uM AITC 2 mM Ca*
6] o WT (53) 157 o WT (37)
o E854C/K868C (15) - o E854C/K868C (15)

0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
t(s) t(s)
Obrazek & 24: (A) Casovy pribéh chemického protokolu se 100uM koncentract

skoricového aldehydu (CA). (B) Casovy pribéh chemického protokolu se 100uM
koncentraci allylisothiokyandatu (AITC). Pocty méreni jsou uvedeny v zavorce.
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8. Diskuse

Mezi hlavni aktivatory TRPA1 receptoru patii drdzdivé latky elektrofilni
povahy, jejichz detekce timto receptorem byla pravdépodobné zprosttedkovavana jiz
pied 500 miliony lety [37]. Dv€ na sobé nezavislé skupiny prokazaly, ze se tak dé&je
kovalentni modifikaci cysteinovych a lysinovych aminokyselinovych zbytki C621,
C641, C665 a K710, ktera jsou dobife dostupna z intracelularni strany [33, 38]. VySe
uvedena reaktivni rezidua jsou lokalizovana v cytoplasmatické ¢asti receptoru
(tzv. ,,pre-S1%), kterd spojuje ankyrinovou doménu receptoru se strukturné rozlisenou
Sroubovici (P701-Y714), bezprostfedné piechéazejici v prvni transmembranovy helix.
Vysoka reaktivita cysteinll v pre-S1 oblasti mize byt vysvétlena jejich piistupnou pozici
a umisténim v ¢asti receptoru spojené s prevodem aktivacnich signalii na vratkovani
kanalu. Prace Moparthi et al. [18] vSak dokazuje, ze odstranénim N- konce mohou byt
pro aktivaci zpfistupnéna i jina reak¢ni mista.

Cysteinova rezidua C727, C773, C786 a C834 v transmembranové oblasti,
jejichz funkéni uloha byla pfedmétem této diplomové prace, jsou orientovana do
prostiedi lipidové dvojvrstvy a teoreticky mohou byt dostupna pro lipofilni elektrofilni
latky. Naproti tomu cysteiny C703 a C856 se nachazeji v oblastech, které nejsou snadno
dostupné pro elektrofilni latky prochdzejici membranou, a jejich piimou interakci
s témito latkami jsme neocekavali. NaSe vysledky ukazuji, Ze ani jedno z cysteinovych
rezidui v transmembranové oblasti zfejmée ptimo nereaguje s allylisothiokyanatem nebo
skoficovym aldehydem. Tato rezidua maji specifickou strukturni tlohu a jednotlivé
mutace vSech Sesti cysteinovych rezidui zpisobily zmény v nejméné jednom ze
sledovanych parametra aktivace TRPA1 iontového kanalu.

Piekvapivé bylo nase zjisténi, ze zdmeéna cysteinu za jiné malé reziduum mutize
dramatickym zplsobem pozménit charakteristiku napétové aktivace TRPAT kanalu.
Za jeden z nejvyznamnéjSich vysledkt této ¢asti nasi studie povazujeme pozorovani, ze
mutace C703S snizila ovice nez dv¢ tfetiny proudové odpovédi vyvolané
depolariza¢nim napétim, zatimco membranové proudy vyvolané skoficovym aldehydem
se neliSily od divokého typu receptoru. Toto reziduum je orientovdno do
cytoplasmatické oblasti proteinu a interaguje s prvnim H-T-H motivem (K635) a
prvnim B-vlaknem (Y654 a 1656) v pre-S1 oblasti (obr. €. 25 na str. 61). Nahrada C703

za alanin vedla k nefunkénimu konstruktu, je tedy pravdépodobné, Ze polarni reziduum
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K635 1656

Obrazek ¢. 25: Cysteinové reziduum C703 je orientovano do vnitini oblasti proteinu
a interaguje s prvnim H-T-H motivem (K635) a s prvnim ze dvou antiparalelnich
S-viaken (Y654 a 1656) v pre-S1 oblasti.

na této pozici je nezbytné pro vytvoreni interakci, které jsou dilezité pro napétove-
zavislé vratkovani kanalu. Aktivace TRPA1 kanalu skotficovym aldehydem snizila vliv
rezidua na pozici 703 na energetickou rovnovahu vratkovaciho mechanismu. Je pfitom
zajimavé, ze na rozdil od skoficového aldehydu se v pfitomnosti AITC toto misto
funkéné uplatiiuje, protoze odpoveédi C703S byly signifikantn€¢ nizs§i na kladnych
1 zapornych membranovych potencidlech a nepodléhaly inaktivaci po aplikaci 2mM
koncentrace vapenatych iontl v extracelularnim roztoku. Tento vysledek naznacuje, ze
konformaéni zmény vyvolané skoficovym aldehydem mohou byt zprostiedkovany
odliSnymi doménami receptoru, nez kterymi je zajiSténa ,,zakladni“ energeticka
rovnovaha vratkovaciho mechanismu.

Zaména cysteinu C727 za alanin nebo serin neovlivnila odpovédi vyvolané
depolariza¢nim napétim, u obou mutantnich konstruktii vSak byl v ptipad¢ aktivace CA
signifikantné zvySen inaktivacni u€inek extracelularnich véapenatych iontl. Mutace
C7278S vykazovala rychlejsi priibéh inaktivace i u reaktivnéjsiho AITC. Toto reziduum
je soucasti hydrofobni struktury exponované prostiedi lipidové dvojvrstvy a externi
aplikace véapenatych iontd na né€ pifimo nepisobi (obr. ¢.26 na str. 62). Cystein se

nachazi uprostifed S1 helikalniho segmentu, pficemz je natocen smérem od protilehlého
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polarni hydrofobni

Obrazek ¢. 26: Cysteinova rezidua C727 a C773 v transmembranovych helixech SI a
S2 jsou soucasti stejné hydrofobni , kapsy*“, ktera je orientovana smérem k lipidové
dvojvrstvé membrany.

S4 helixu. Oproti tomu sousedni vysoce konzervovany tyrosin Y726 tvoii n-n interakce
hned se tfemi aromatickymi rezidui S4 helixu (Y842, F846, Y849), které mohou po
relativné malém posunu dale interagovat az saromaty na S5 segmentu sousedni
podjednotky. Orientace C727 a vyrazna stabilizace celého S1 segmentu vysvétluje
nepatrny dopad zvolenych mutaci na aktivaci TRPA1 receptoru. Skutecnost, Ze zdména
za serin i alanin ma podobny ucinek spiSe naznacuje, ze C727 je soucasti prevodniho
mechanismu, ktery napomahd aktivaci receptoru v pfitomnosti vapenatych iontl
(snizuje miru inaktivace).

Cysteinovy zbytek C773 je soucasti stejné hydrofobni ,kapsy* jako C727
(obr. €. 26), Oproti C727 byla v disledku mutace cysteinového rezidua C773 snizena
citlivost receptoru k depolarizaci, coz miize byt vysvétleno lokalizaci C773 blize k horni
lipidové vrstvé bunécné membrany. Substituce C773S si zachovala polaritu a
ve vysledku byla pro aplikaci depolarizaénim napétim piiznivéjsi. Niz$i mirou
potenciace spole¢né se zvySenou rychlosti inaktivace (ackoli ne vyznamng¢) se serinova
mutace viditelné podobala mutacim rezidua C727. Naopak C773A dosdhlo plné
potenciace ipfes lehce snizenou CA proudovou odpovéd. Moznym zdivodnénim
snizeni proudi béhem aplikace CA mize byt vliv orientace rezidua smérem
k hydrofobnim zbytkiim sousedni S1 podjednotky (L735, 1736, P732). Béhem plné
aktivace kanalt 100pM AITC se vSak chovaly ob¢é mutace jako divoky typ TRPAL.
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Z hlediska chemické aktivace se jako nejméné vyznamnym ukéazalo reziduum
C786, jehoz mutace za alanin nebo za serin nevedly k Zddnym vyznamnym poruchdm
v ucinnosti agonisti. Mutace za alanin vSak zvySila proudy vyvolané depolarizacnim
napétim bez pfitomnosti agonisty, zatimco serin napét'ovou citlivost kanalu snizil. Také
aktivace roztokem AITC probehla rychleji u mutace za alanin. V kontextu primarni
sekvence je tento méné konzervovany cystein tésné nasledovan zcela konzervovanym
motivem "V KEXXQXXQQ™”, ktery je pro funkci kandlu ziejmé vice dulezity. C786
lezi t€sné pod plasmatickou membranou na flexibilni intraceluldrni klicce, kterd je
soucasti prostorného, solvatovatelného poldrniho vestibulu (obr. €. 27). Zména
v symetrii vnéj$i a vnitini solvatace senzoru byla v neddvné dob¢ navrzena jako jeden
z moznych obecnych mechanismi napétové aktivace TRP iontovych kanali [2].

Cystein C834 pripomind umisténim C773 — nachdzi se v horni ¢asti S4 segmentu
a sméfuje k polarnimu threoninu T814 na prot¢jsSim S3 helixu. Vliv tohoto rezidua se
pravdépodobné (podobné jako u C703S) uplatiuje vice, kdyz je TRPAT1 kanal zavieny,
nebo plné aktivovany: pifi aplikaci skoficového aldehydu, ktery kanal aktivuje jen
¢astecné, jsou odpovedi konstrukti C834A/S na obou membranovych potencialech plné
srovnatelné s divokym typem, avSak v saturujici koncentraci AITC jsou odpovédi
C834A nizsi nez u TRPAI1. Citlivost vici depolarizaénimu napéti je obdobné jakou

umutaci C773 sniZzena, ovS§em ne tak vyrazné. Substituce za serin ovlivnila miru

u{@w &2,
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Obrazek ¢ 27: Cysteinové reziduum C786 v intracelularni oblasti spojujict
transmembranové helixy S2 a S3 je na povrchu receptoru orientovaném do prostredi
vnitini strany membrany v mistech zretelného rozhrani mezi hydrofobni a poldrni
casti.
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potenciace a rychlost inaktivace v prostfedi Ca’" iontdl, coZ naznaluje roli C834 a jeho
blizkého okoli v pfevodu inaktiva¢niho G¢inku vapenatych ionti.

Posledni studovany transmembranovy cystein se nachdzi v oblasti spojujici
transmembranové helixy S4 a S5 (obr. €. 28). Tato velmi dulezitd ¢ast receptoru byla
nedavno funk¢éné popsana [42, 45], a to zejména v souvislosti s mutaci N8558S, jez je
ve form¢ polymorfismu ptic¢inou zmén nocicepcni reakce u ¢loveka [42]. ve strukturné-
funkéni studii kolegové z nasi laboratofe v roce 2015 prokazali, ze pficinou zvysSené
aktivace mutantu N855S lidského TRPAI receptoru na negativnich membranovych
potencidlech mize byt porucha v interakci mezi dvéma sousednimi podjednotkami
receptoru. Zaménou naboju zaporné a kladné nabitych rezidui E854 a K868 bylo
prokazéano, Ze tato rezidua mohou byt za urcitych podminek ve vzijemné blizkosti a
jejich interakce prostiednictvim solnych mustkli miize vyrazné ptispivat k energetické
bilanci vratkovaciho mechanismu kanalu [45].

Serinova mutace C856S jiz byla diive popsana metodou calcium imaging jako
necitliva vic¢i hyperoxii [61]. Nase vysledky jsou v souladu s timto tvrzenim, ovSem jen

pfi aplikovaném membranovém potencidlu -80 mV, na kterém je pouzitd metoda

TRP - like L

domeéna

Obrazek ¢. 28: Cysteinové reziduum C856 se nachdzi ve vnitrni oblasti spojujici
transmembranové helixy S4 a S5 v blizkosti funkcne dulezZitych rezidui N855, E854 a
K868. Ukdzany jsou jen S4-S6 oblasti dvou sousednich podjednotek oznacenych
Zlutou a modrou barvou.
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provadéna. Prekvapenim bylo zjiSténi, Ze ackoliv serinova a alaninova mutace
vykazovala vyrazné snizeni az blokddu proudové odpovédi na zadporném napéti, na
kladném potencidlu dosahovaly oba konstrukty stejnych hodnot jako divoky typ.
Vyrazna dysfunkce obou konstrukti na zapornych membranovych potencidlech se
projevila také béhem aplikace agonistii - pii aktivaci skoficovym aldehydem byly
membranové proudy na zapornych potencidlech téméf 5-krat niz§i nez na kladnych
potencialech (obr. €. 16 na str. 50). V mensi mife se tato ,,napét'ova asymetrie projevila
1 v pfipad¢ kinetiky aktivace AITC, ale jen u C856S, nikoliv u C856A (obr. €. 21
na str. 56). Dosud neméame k dispozici strukturu aktivovaného (otevien¢ho) TRPA1
kanalu a bez dalSich experimenti neni mozné jednoznacné rozhodnout o molekularni
podstaté této pozorované zmény napétové zavislosti. U ptacich orthologh TRPA1 je
nékolik rezidui S4-S5 linkeru véetné C856 nahrazeno aromatickymi aminokyselinami,
coz by vramci hTRPA1 zesililo fadu jiz existujicich patrovych n-m interakci a funkéné
by propojilo S1 a S5 segmenty. Dal§im vysvétlenim mutze byt naruseni solvatace
napétového senzoru. V oblasti solvatovatelného vestibulu byly nasi laboratofi popsany
dva mutantni konstrukty (K787A, H719A), vykazujici podobny napétovy charakter
jako mutace rezidua C856 (viz priloha, publikace v ptipravé). Histidin H719 interaguje
s aromatickym kruhem rezidua fenylalaninu F853 v blizkosti cysteinu C856, je tedy
mozné, ze mutaci se zprostiedkované poskodi funkce H719, nebo jiného vyznamného
rezidua na S4-S5 linkeru (N855, E854).

S touto hypotézou souvisi i hledani moznych dikazi strukturni blizkosti E854 a
K868, potencialn¢ stabilizujicich sousedni podjednotky. Neutralizace nebo zaména
naboje jednoho z vazebnych partneri vedla k vyraznému poskozeni aktivace TRPA1
receptoru  depolarizanim napétim a AITC. Zaména néaboje obou rezidui
(E854R/K868E) vyrazné¢ nepomohla z hlediska aktivace depolarizatnim napétim,
vyznamnou meérou vSak obnovila funkci kanalu pii stimulaci 100uM AITC [45].
V publikované struktuie jsou tato rezidua vzdalena pfiblizng 15 A, jedna se vsak
o strukturu zavieného kandlu. Neni ziejmé, zda se pii aktivaci podjednotky mohou
k sobé prtiblizit na vzdalenost zvysujici pravdépodobnost interakce. Jednim z cild této
diplomové prace bylo pokusit se tuto zalezitost objasnit tim, Ze dvojice rezidui E854 a
K868 byla substituovdna cysteiny, které by se pii nékteré konformaci kanalu k sobé

mohly pfiblizit a modulovat aktivitu kanalu vytvorenim disulfidickych mistkda.
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Nase vysledky ukazuji, ze vlastnosti konstruktu E854C/K868C jsou velice
podobné vysSe zminéné mutaci se zaménénymi naboji. Dvojcysteinovd mutace
vykazovala vyrazné sniZzenou citlivost k depolarizaénimu napéti, i pfesto vSak byla
funkce kandlu coby napétového senzoru zachovédna. NaruSeni napétové citlivosti se
odrazilo také pii chemické stimulaci CA, ktera ziejm¢ odrazi zasadni poruchu
ve vratkovani kandlu. Je pravdépodobné, Ze pfiblizeni cysteinovych rezidui zvySuje
energetickou naro¢nost otevieni pomoci vnitiniho vratkovaciho mechanismu, o ¢emz
sveéd¢i 1pomalejsi kinetika CA 1 AITC odpovédi (obr. €. 24.B na str. 59). NaruSena
kinetika aktivace byla mnohem vyraznéjsi u dvojmutace E854R/K868E a mutaci
samotné¢ho rezidua E854, ne vSak v pfipadé substituci lysinu 868. Je tedy mozné, Ze se
glutamat 854 podili na spravném a rychlém pifevodu strukturnich zmén, vyvolanych
aplikaci elektrofilnich c¢inidel, na vratkovacim mechanismu kanalu. Maximalni
dosazena hodnota membranovych proudd vyvolanych AITC se podobné jako
u E854R/K868E nelisi od divokého typu receptoru, coz znamend, ze funkéni exprese
konstruktu na membrané je plné¢ zachovana.

U obou dvojmutaci E854R/K868E a E854C/K868C je zachovédna schopnost
stabilizace struktury kanalu interakci postrannich fetézcli na substituovanych mistech,
coz potvrzuje jejich blizkost. Energie disulfidické vazby je ve srovnani se solnym
mustkem fadové vys§i, coz by vysvétlovalo menS$i naruSeni kinetiky aktivace
dvojcysteinové mutace a zachovalou napétovou zavislost. Stalost disulfidického mistku
je vsak nejasnd - nedo$lo k zablokovani kanalu v jedné konformaci. Dvojcysteinova
mutace poskytla proudové odpoveédi v celé délce chemického protokolu, vyrazné
opozdény néastup potenciace Ize pri¢ist mensimu vtoku Ca®* iontd kvili nizké aktivitd
receptoru. Nelze tedy jednoznacné urcit, ve které konformaci doSlo ke vzniku
disulfidické vazby. Pomérné velkd vzdalenost obou rezidui také nabizi moznost, Ze se
u jednotlivych kandlti nerealizovaly vSechny ctyfi disulfidické vazby. V redukénim
prostfedi builky navic muze dochéazet k redukci disulfidické vazby za vzniku dvou
thiolovych skupin. K dodate¢nému ovéteni, zda ke sniZzené citlivosti vii¢i aktivacnim
podnétim dochazi pravé v disledku tvorby disulfidickych mistki, by dopomohlo
meéfeni metodou patch-clamp v konfiguraci ,,inside-out™ a aplikaci redukéniho ¢inidla
(napf. glutathion) v pribéhu experimentu.

Kromé hlavniho cile charakteristiky mutantnich konstruktd elektrofyziolo-

gickymi metodami se ndm podafilo zaznamenat vliv osmolality aplikovanych roztoku
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na aktivitu divokého typu TRPA1 receptoru. Aktivace TRPA1 hypertonickym roztokem
(+30 mmol-dm™) byla jiz dfive popsana v literatufe [11], pfi¢ina vyrazného posunu
reverzniho potencidlu vSak vysvétlena nebyla. NaSe vysledky ukazuji, ze zmény
osmolality v pfitomnosti agonisty (AITC o koncentraci 100 uM), zejména po piidani
vapenatych iontl, mohou vyrazné pozmeénit relativni propustnost ionti casoveé zavislym
zpisobem. Tato pozorovani jsou zajimavym tématem pro piiSti experimenty a jejich
vysvétleni by mohlo byt nejen klicem k pochopeni (zatim nevyjasnénych) mechanismii
Ca’'-zavislé inaktivace, ale mohlo by vést k vysvétleni d&ji souvisejicich s dilataci poru

TRPA1 iontového kanalu.
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9. Zavér

Pomoci elektrofyziologickych a molekularné biologickych technik jsme:

(1)

)

3)

“4)

)

charakterizovali funk¢ni ulohu vsech cysteinovych rezidui v transmembranové
oblasti lidského TRPA1 receptoru. Ukazali jsme, Ze mutace cysteinovych
rezidui pozméni funkéni charakteristiky vzdy vnejméné jednom ze

sledovanych parametr.

Zjistili jsme, ze z&dné ze studovanych cysteinovych rezidui se netcastni
aktivace elektrofilnimi latkami pfimo. Mutace cysteini C703, C773, C834 a
C856 vyrazné ovliviyji citlivost TRPA1 receptoru k depolarizaénimu napéti,
coz znamena, ze tyto cysteiny maji dilezitou strukturni ulohu ve vratkovacim
mechanismu TRPA1 kanalu. Cysteiny C727 a C773 napomahaji aktivaci

7 3 2+ - o
receptoru v piitomnosti Ca”" iontd.

Ziskané informace o funkci jednotlivych cysteinti jsme zasadili do strukturné-
funkéniho kontextu. Cysteiny C856 a C703 se nachdzeji v oblastech dileZzitych
pro pievod aktiva¢niho stimulu na vratkovani kandlu, kde se specifickym

zptisobem podili na transdukci depolarizacniho napéti.

Pomoci zamény dvojice vybranych rezidui ve 4. a 5. transmembranové doméné
za cysteinové zbytky jsme ovéfili sterickou blizkost mezi TRPAI1
podjednotkami. Stav, ve kterém doSlo ke vzniku disulfidického mustku, se

urcit nepodatilo.

Ukézali jsme, ze relativné konzervativni zdména na pozici C703 selektivné
ovlivnila citlivost TRPAT1 k depolariza¢nimu napéti. Predlozili jsme hypotézu,
ze nap€toveé zavislé vratkovani kandlu je strukturné urceno pre-S1 oblasti
receptoru, jejiz energeticky prispévek se snizuje po aktivaci elektrofilnim

agonistou.
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