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Abstrakt

Iontovy kanal TRPCS5 je molekularni detektor chladu podilejici na vzniku neuropatické a
zanétlivé bolesti v perifernim nervovém systému. Jeho mozné zapojeni v mechanizmech
rozvoje chladové alodynie objevujici se jako vedlejsi ucinek chemoterapeutické 1écby neni
dosud prozkoumano. Elektrofyziologickou metodou terc¢ikového zamku a mikroskopickou
metodou zobrazovani zmén intracelularnich koncentraci vapenatych ionti byly prozkou-
many aktivacni vlastnosti lidského TRPCS5 receptoru exprimovaného v HEK293T bunkach
v souvislosti s ptisobenim nizkych teplot a oxaliplatiny — hojné¢ vyuzivaného cytostatika
s vedlejSimi Gc¢inky, které se Casto projevuji jako periferni neuropatie doprovazena bolesti
provokovanou chladovymi podnéty. S vyuzitim metod molekularniho modelovani byly
navrzeny mechanizmy mozného plisobeni oxaliplatiny a lysofosfatidylcholinu 18:1, jehoz
hladina se ptisobenim oxaliplatiny zvySuje. Chlad (5 °C) snizil amplitudu membranovych
proudd vyvolanych agonistou a zpomalil jejich deaktivaci. Snimani aktivity jednotlivych
kanalti odhalilo, Ze snizeni teploty vede ke zvySeni pravdépodobnosti otevieni, prodlouzeni
doby otevieni a zkraceni doby zavieni. Nejvyssi chladovou citlivost vykazuje TRPCS pii-
blizn¢ mezi 16-11 °C, kdy se kandl otevird a zavird s hodnotou teplotniho koeficientu
Q10 ~ 0,04. Chladova aktivace kanalu je ovlivnéna interakci s proteinem STIM1 a zavisi na
regulaci signalni drdhou sptazenou s Gg/11 proteiny. Akutni aplikace oxaliplatiny ma inhi-
bi¢ni vliv na TRPCS, zatimco 24h inkubace v oxaliplatiné zvySuje aktivitu kanalti. TRPCS
by mohl byt jednim z iontovych kanald zapojenych do vzniku chladové piecitlivélosti vy-

volané oxaliplatinou.

Kli¢ova slova: TRPCS, chlad, chladova aktivace, PKC, STIM1, oxaliplatina, oxaliplatinou

vyvolana periferni neuropatie



Abstract

The TRPCS ion channel is a molecular cold detector involved in the development of neu-
ropathic and inflammatory pain in the peripheral nervous system. Its possible involvement
in the mechanisms of the development of cold allodynia emerging as a side effect of
chemotherapeutic treatment has not yet been investigated. The activation properties of the
human TRPCS5 receptor expressed in HEK293T cells in the context of exposure to low
temperatures and oxaliplatin — widely used cytostatic drug, which side effects often mani-
fest as a peripheral neuropathy triggered or enhanced by cold temperatures, were investi-
gated using patch clamp electrophysiology and calcium imaging. Molecular modelling was
used to explore possible mechanisms of action of oxaliplatin and lysophosphatidylcholine
18:1 whose levels are increased after oxaliplatin treatment. Low temperature (5 °C) de-
creased the amplitude of agonist-evoked membrane current responses and slowed down
their deactivation. Analysis of single-channel recordings revealed increased open probabil-
ity of the channel as well as prolonged mean open dwell time and reduced mean closed
dwell time upon cooling. The highest temperature sensitivity of the gating of the channel
was approximately between 16—11 °C with the corresponding value of the temperature
coefficient Q1o ~ 0,04. The cold sensitivity of the channel is affected by the interaction
with STIM1 and is regulated via Gg/11-protein coupled signalling pathway. Acute adminis-
tration of oxaliplatin has a transient inhibitory effect on TRPCS5, while 24-hour incubation
in oxaliplatin increases channel activity. TRPC5 could be one of the ion channels associat-

ed with oxaliplatin-induced cold hypersensitivity.

Keywords: TRPCS, cold, cold activation, PKC, STIM1, oxaliplatin, oxaliplatin-induced
peripheral neuropathy
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Seznam zkratek

ARD
ATP
BAPTA
cAMP
Cay kanal
CIPN
CNG
CNS
DAG
DACH-platina
DMSO
DNA
dNTP
DRG

EA

EC

ECS 1/2
EDTA
EGTA
ER

FTS
GPCR
GPF

GTP
HI1(R)
H1-H7
HCN1
HEK293T
HEPES
hTRC5
I/V charakteristika
IB4

IC

ICS

IP3

IP3R

KCa

LB médium
LHD

LJ potencial
LPC

doména ankyrinovych repetic
adenosintrifosfat
1,2-bis(o-aminofenoxy)ethan-N,N,N’,N'-tetraoctova kyselina
cyklicky adenosinmonofosfat

napétim fizeny vapnikovy kanal

chemoterapii indukovana periferni neuropatie
iontovy kanal aktivovany cyklickymi nukleotidy
centralni nervovy systém

1,2-diacylglycerol

cyklohexan-1R,2R-diamin platina
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifosfaty

zadni miSni kofeny

(-)-englerin A

extracelularni prostor

extracelularni roztok 1/2

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykoltetraoctova
endoplazmatické retikulum

fetalni teleci sérum

receptor sprazeny s G-proteiny

zeleny fluorescencni protein

guanosintrifosfat

histaminovy receptor 1

a-helixy 1-7

hyperpolarizaci aktivovany cyklickymi nukleotidy tizeny kanal 1
lidské embryonalni ledvinné buiiky linie 293T
kyselina (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova
lidsky ortolog receptoru TRPC5
proudové-napétova charakteristika

isolektin B4

intracelularni prostor

intracelularni roztok

inositol-1,4,5-trisfosfat

receptory pro inositoltrifosfat
Ca?"-aktivovany draslikovy kanal

kultiva¢ni médium pro bakterie

linker-helix doména

Lennardiiv-Jonestv potencial
lysofosfatidylcholin



LPI
M;i(R)
M3(R)
MATra
MD
mtDNA
mTRPC5
Navl.7
Navl.8
Navl.9
NHERF1/2
NP,
NPT
OIPN
OXA
P1-P2
Pos

PBS
PCR
PDB
PGPC
PIP,
PKC
PLC
Pmax

P0
POPC
POVPC
Qo
RMSD
ROS
RTK
S1P
S1-S6
SEM
SOAR
SOCE
STIM1
TAE pufr
TermoTRP
TMD
TRAAK

TREK1

lysofosfatidylinositol

muskarinovy receptor 1

muskarinovy receptor 3

magnetem asistovana transfekce

molekularni dynamika

mitochondridlni DNA

mysi ortolog receptoru TRPCS

napétim fizeny sodikovy kanal 1.7

napétim fizeny sodikovy kanal 1.8

napétim fizeny sodikovy kanal 1.9

Na'/H" vyménik 1/2 (z angl. Na'/H" exchanger regulatory factor 1)
pravdépodobnost otevieni N poctu kanalt

systému s konstantnim tlakem a teplotou
oxaliplatinou vyvolana periferni neuropatie
oxaliplatina

porovy helix

pravdépodobnost otevieni kanalu pii 25 °C

fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce
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1-palmitoyl-2-glutaroyl-fosfatidylcholin
fosfatidylinositol-4,5-bisfostat

proteinkinaza C

fosfolipaza C
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sfingosin-1-fosfat

transmembranové a-helixy 1-6

sttedni chyba priméru

vazebna doména (z angl. STIM1 Orail-activating region)
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Ca?*~citlivy protein (z angl. stromal interaction molecule 1)
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TRP kanaly aktivované zménou teplot
transmembranova doména
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K" channel)
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TREK2
TRESK
Tris

TRP
TRPAI
TRPAI
TRPC1-7
TRPCS5
TRPMI1-8
TRPMS
TRPML
TRPP
TRPV1-6
TRPY1
UniProt
uv
VSLD
WT

w/v

draslikovy kanal (z angl. TWIK-related K" channel 2)
draslikovy kanal (z angl. TWIK-related spinal cord K* channel)
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

tranzientni receptorovy potencialovy protein

gen kodujici TRPAT protein

ankyrinovy tranzientni receptorovy potencialovy kanal 1
kanonicky tranzientni receptorovy potencialovy kanal 1-7
gen kodujici TRPCS protein

melastatinovy tranzientni receptorovy potencidlovy kanal 1-8
gen kodujici TRPMS protein

mukolipinovy tranzientni receptorovy potencidlovy kanal
polycystinovy tranzientni receptorovy potencidlovy kanal
vaniloidni tranzientni receptorovy potencidlovy kanal 1-6
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senzorova doména (z angl. voltage sensing-like domain)
ptirozeny typ

hmotnostni koncentrace

Zkratky zminénych aminokyselin
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alanin

cystein

kyselina asparagova
kyselina glutamova
glycin

izoleucin

lysin

leucin

asparagin

glutamin

arginin

threonin

valin
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1 Uvod

Teplotn¢ aktivované TRP (tranzientni receptorové potencidlové) iontové kanaly vyskytuji-
ci se na membranach primérnich aferentnich senzorickych neurond jsou vyznamné
transduk¢ni biomolekuly, které prendsi informace o zménéch teploty z periferie do central-
niho nervového systému. TRPCS je jednim ze sedmi ¢lenti podrodiny kanonickych TRP
receptort (z angl. canonical) a s prahem pro teplotni aktivaci pohybujicim se mezi 25 az
37 °C (Zimmermann et al., 2011) se fadi mezi chladem aktivované receptory. TRPCS se
ucastni rtiznych fyziologickych i1 patofyziologickych procest, vcetné detekce bolestivého
chladu v odontoblastech (Bernal et al., 2021) a vzniku periferni neuropatie vyvolané che-
moterapii (Sadler et al., 2021). Pfesna fyziologicka uloha TRPCS5 neni dostatecné popsana
a pro jeji pochopeni je nezbytné porozumét zakladnim aktivacnim vlastnostem TRPCS5
v ramci celého organismu 1 v heterolognich expresnich systémech. Nedavno publikované
struktury TRPCS v riznych konformacnich stavech (Duan et al., 2019; Song et al., 2021;

Wright et al., 2020) vyrazné napomizou pii studiu strukturné-funkénich vztaht.

TRPCS je aktivovan fadou fyzikélnich a chemickych podnétli a mimo to je jeho akti-
vita modulovéna také v souvislosti se spusténim nékterych signalnich drah zahrnujicich
stimulaci fosfolipazy C (PLC) a regulaci intraceluldrnich hladin vapenatych ionti. Ve sna-
ze objasnit, zda by mohla byt schopnost teplotni aktivace TRPCS5 kanalu ovlivnéna nékte-
rymi komponentami vybranych signalnich drah, se tato diplomova prace zamé&fuje na popis
kinetiky chladové aktivace lidského TRPCS receptoru piirozeného typu a jeho konstrukta.
Je zde prozkoumdan ucinek fosforylace kanalu prostfednictvim proteinkinazy C (PKC) a

vliv interakce s Ca?*-citlivym proteinem STIM1 (z angl. stromal interaction molecule 1).

Oxaliplatinou vyvoland periferni neuropatie (OIPN, z angl. oxaliplatin-induced peri-
pheral neuropathy), ktera se nejcastéji projevuje jako chladova alodynie nebo hyperalgezie,
je dulezitym experimentalnim modelem pfi vyzkumu vzniku chladové bolesti. Za icelem
objasnéni komplexnich mechanizmi, které se G€astni téchto patofyziologickych procest, je
znacna ¢ast studii zameéfena na mozné zapojeni TRP receptort na senzorickych neuronech.
TRPCS5 je v tomto ohledu jednim z nejméné studovanych receptorti. Cast této diplomové
prace se zamécfuje na popis piimého uCinku oxaliplatiny a lysofosfatidylcholinu
(LPC) 18:1, jehoz hladina je v organismu pisobenim oxaliplatiny vyznamné zvySena, na

aktivitu TRPCS kanalu exprimovaného v HEK293T buiikéch.
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2 Literarni prehled

2.1 TRP kanaly

Tranzientni receptorové potencidlové kanaly (TRP, zangl. transient receptor potential
channel) tvofi velkou rodinu TRP receptort, ktera u savcti zahrnuje 28 iontovych kanala
rozdélenych na zékladé sekvencni homologie do 6 podrodin (TRPC — kanonické, TRPA —
ankyrinové, TRPV — vaniloidni, TRPM — melastatinové, TRPP — polycystinové, TRPML —
mukolipinové). TRP receptory lze aktivovat ptisobenim Siroké Skaly exogennich i endo-
gennich podnéth fyzikalniho a chemického charakteru. Mezi typické aktivatory patii rizné
drazdivé substance rostlinného ptivodu, nékteré mediatory zanétu, reaktivni formy kysliku
(ROS), zmény membranového napéti a pH, svétlo a mechanické, osmotické ¢i tepelné
podnéty. TRP receptory, které jsou specificky aktivovany ptisobenim teplotnich zmén, se
souhrnné nazyvaji termoTRP. Do této podskupiny se fadi iontové kanaly ze 4 podrodin
(TRPA, TRPC, TRPM a TRPV), které jsou aktivovany teplem a/nebo chladem v Sirokém
teplotnim rozsahu od 5 °C do 55 °C. Charakteristickou vlastnosti termoTRP receptort je
polymodalita, tzn. schopnost aktivace paisobenim vice podnétd riznych modalit. Uginek
kombinace podnétii je obvykle vyssi nez soucet jednotlivych ucinkli (synergie), pfiCemz
aplikace chemickych agonistl snizuje prah pro teplotni 1 napétovou aktivaci (Vriens et al.,
2014). TermoTRP kanaly tak ptedstavuji molekularni detektory, které integruji rizné fyzi-
kalni a chemické podnéty. V senzorickém systému zprostfedkovavaji transdukci potencial-
né nebo realné nebezpecnych stimuld, podileji se na vnimani chuti, ¢ichovych podnéth a
svétla. Vyznamnou tlohu maji termoTRP i v fad€ dalSich procest, jakymi je napf. bunécna
signalizace nebo udrZeni iontové homeostazy. Podrobny popis farmakologickych vlastnosti
a fyziologickych funkci termoTRP kanald Ize nalézt napt. v prehledovych ¢lancich: (Nilius
& Owsianik, 2011; Venkatachalam & Montell, 2007).

2.2 TRPCS kanal

Kanonicky tranzientni receptorovy potencialovy kanal 5 (TRPCS) je neselektivni iontovy
kanal propustny pro monovalentni a divalentni kationty, s vysokou relativni propustnosti
pro Ca** (Pca/Pna=9) (Owsianik et al, 2006). Existuje 7 izoforem TRPC kanalt
(TRPC1-7), pticemz TRPC2 neni u lidi exprimovan (Venkatachalam & Montell, 2007).
Lidské TRPC kanély je mozné rozdélit na dvé skupiny (TRPC1/4/5 a TRPC3/6/7), v rdmci
nichz jednotlivi ¢lenové sdili vysokou strukturni podobnost a n€které dalsi funkéni vlast-

nosti (Chen et al., 2020).
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TRPCS je exprimovan pfevazné v centralni a v urc¢ité mife i v periferni nervové sou-
stavé (Greka et al., 2003; Zimmermann et al., 2011). Mimo to se vyskytuje v nékterych
organech, hojné napt. v ledvinach (Schaldecker et al., 2013) nebo v jatrech (El Boustany et
al., 2008) a naléza se také v synovii (Alawi et al., 2017) ¢i odontoblastech (Bernal et al.,
2021). Kromé¢ lokalizace v plazmatické membrané je TRPCS také soucasti nékterych vni-
trobunéénych membran (De March et al., 2006; Hong et al., 2015) a extracelularnich vezi-
kult (Ma et al., 2014). TRPCS se jako funk¢ni iontovy kanal vyskytuje v membranach ve
formé tetramerti symetricky uspofadanych podjednotek vytvaiejicich centralni pér. Kazda
ze Ctyt podjednotek se skladd ze Sesti transmembranovych helixti (S1-S6) a zC- a N-
konce umisténych intracelularné (Song et al., 2021) (Obr. 1). V nativnich systémech tvofi
TRPCS5 krom¢ homomerti také heteromerni komplexy s TRPC1 a TRPC4 (Goel et al.,
2002). Tyto rizné tetramerni formy iontovych kanald (TRPC5:Cl1, TRPCS:C4,
TRPCS:C1:C4 se lisi v biofyzikalnich vlastnostech, citlivosti k aktivatnim podnétim,
funkci 1 vyskytu v ramci bunky, pfipadné celého organizmu (Kim et al., 2019; Myeong et
al., 2016; Striibing et al., 2001).

130 A

Obr. 1 — Struktura TRPCS5 receptoru. Pohled na strukturu lidského TRPCS5 receptoru
(Protein Data Bank ID, dadle jen PDB: 7E4T) z boku (vlevo) a shora (vpravo). Kazdad pod-
jednotka je znazornéna odlisnou barvou, umisténi membradny je znazornéno Sedymi carami.
EC — extracelularni prostor, TMD — transmembranova doména, IC — intracelularni pro-
stor. Prerusovana cara (predevsim v TMD) znazornuje doposud nerozlisené oblasti. Vytvo-
reno v programu ChimeraX 1.3 podle (Song et al., 2021).

N-konec TRPCS receptoru je tvofen ankyrinovou doménou (ARD, z angl. ankryrin
repeat domain), ktera zahrnuje 4 ankyrinové repetice — specificky strukturni motiv ptibliz-

n¢ 30-34 aminokyselinovych zbytka uspotadanych jako helix-otacka-helix-f-vlasenka. Na
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ARD navazuje linker-helix doména (LHD, z angl. linker-helix domain) sestavajici ze 7
a-helixil. Nasleduje transmembranova oblast TRPCS receptoru, ktera zahrnuje pre-S1 ob-
last (tvofend pre-Sl-loktem a pre-S1-helixem), helixy S1-S4 piedstavujici senzorovou
doménu a helixy S5 a S6, které vytvaii porovou doménu. Helixy S2 a S3 jsou propojeny
S2-S3 linkerem a mezi helixy S5 a S6 je pérovy helix. Na S6 helix navazuje TRP helix.
Intracelularni C-konec zahrnuje dva C-koncové helixy strukturné umisténé v blizkosti do-

mén N-konce receptoru: LHD a ARD (Song et al., 2021) (Obr. 2).

Pre-S1
oblast

S2-S3 linker

C-H2

N-konec

C-konec

Obr. 2 — Struktura podjednotky TRPCS. (A) Podjednotka kandalu hTRPCS5 (PDB: 7E4T).
Vytvoreno v programu ChimeraX 1.3. (B) Schematické zndzorneéni jedné podjednotky
hTRPCS kandlu. AR — ankyrinova repetice, HI-H7 — helixy, soucast linker-helix domény,
Pre-S1 oblast zahrnuje pre-Sl-loket a pre-SI-helix, SI-S6 — transmembranové helixy,

C-HI-2 — C-koncové helixy. Doposud nerozliSené casti jsou znaceny prerusovanou carou.
Upraveno podle (Duan et al., 2019).

Porova oblast je tvofena centralné usporadanymi S5-S6 helixy a poérovymi helixy
z kazdé ze ctyt podjednotek. Propustnost iontl je dana specifickymi aminokyselinovymi
zbytky, které tvofi selektivni filtr a spodni vratka poru. V horni ¢asti se nachazi konzervo-
vané zaporné nabité reziduum G581, které spolecné s N584 vytvaii selektivni filtr. Spodni
vratka poru jsou tvorena rezidui 1621, N625 a Q629 nachéazejicimi se v nejuzsi oblasti poru

(Duan et al., 2019; Song et al., 2021) (Obr. 3, str. 15).
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Obr. 3 — Porova oblast TRPC5 kandlu v nevodivém stavu. Riuznymi barvami jsou zobra-
zeny dveé protilehlé podjednotky lidského TRPCS5 (PDB: 7D4P) s vyznacenymi klicovymi
rezidui G581, N584 (selektivni filtr) a 1621, N625, Q629 (spodni vratka poru). S5-S6 —
transmembranové helixy, PI-P2 — porovy helix. Oblast poru, jiz mohou prochdzet kation-
ty, je zndzornéna teckované. Prevzato ze (Song et al., 2021).

2.2.1 Regulace aktivity TRPCS

TRPCS byl zatazen v roce 2011 do skupiny termoTRP kanalti na zaklad¢ studie, ktera ho
identifikovala v perifernim nervovém systému jako chladovy receptor zodpovidajici za
regionalni teplotni adaptaci v rozsahu 37-25 °C (Zimmermann et al., 2011). Neddvno byla
potvrzena tloha TRPCS v detekci bolestivého chladu (<15 £+ 1°C) in vivo v primarnich
senzorickych neuronech a v odontoblastech u mys$i (Bernal et al., 2021; Sadler et al.,
2021). TRPCS je krom¢ chladu aktivovan také mechanickymi podnéty (Gomis et al.,
2008), snizenim pH vné&jSiho 1 vnitiniho prostfedi (Cui et al., 2011) a je regulovan i
v souvislosti s riznymi fyziologickymi a patofyziologickymi procesy véetné¢ zmény intra-
celularni koncentrace vapenatych iontd a redoxniho stavu bunky (Gross et al., 2009;
Yoshida et al., 2006). TRPCS muzZe byt také aktivovan prostfednictvim signalizacnich kas-
kad receptorti sprazenych s G-proteiny (GPCRs) pfipadné tyrosinkindzovych receptorii
(RTKSs) (Schaefer et al., 2000). Vliv na jeho aktivaci maji také nékteré lipidy, Zn**, Pb*" a
nizké koncentrace La** a Gd** (Flemming et al., 2006; Jung et al., 2003; Park et al., 2019;
Sukumar & Beech, 2010). TRPCS5 sdili spole¢né s ostatnimi ¢leny TRP rodiny ¢astecnou

strukturni podobnost s nékterymi napét'oveé fizenymi iontovymi kanaly (napi. Nay, Kca,
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HCN, CNG) (Yu et al., 2005). Schopnost aktivace zménami membranového potencialu
byla popsédna u nékterych TRP receptori véetné TRPCS, napétova zavislost je vSak
v porovnani s napétove fizenymi kanaly nizsi a uplatituje se az pii potencidlech prekracuji-
cich fyziologické hodnoty (Zheng, 2013). TRPC receptory, které se svou strukturou nejvi-
ce podobaji napétove Fizenym K* kanalim (Ky), postradaji jejich typicky nap&tovy sensor
tvofeny transmembranovym segmentem S4 s nékolika kladné nabitymi rezidui (Long et
al., 2007), coz je povazovano za jednu z moznych pfi¢in nizsi nap€tové citlivosti (Zheng,
2013). Zmény napéti jsou u TRPC receptort pravdépodobné prevadény pomoci senzoroveé
domény, tzv. voltage sensing-like domain (VSLD) tvofené prvnimi ¢tyfmi transmembra-
novymi helixy (S1-S4) (Wright et al., 2020). Proces aktivace a deaktivace TRPCS5 je moz-
né rozdelit do Ctyf fazi, béhem kterych kanal vykazuje odlisné biofyzikalni vlastnosti a
reverzibilng prechazi ze stavu napétové zavislosti do stavu, kdy je na napéti nezavisly

(Obukhov & Nowycky, 2008).

2.2.1.1 Chladova aktivace

Chladova citlivost byla poprvé prokazana u mysSiho ortologu TRPCS5 exprimovaného
v HEK293 buitkdch metodou ter¢ikového zdmku snimanim proudii z celé buiiky. Bunééna
linie navic stabiln¢ exprimovala muskarinovy receptor M1, ktery je sprazen s Gq/11 signalni
drahou. Aktivace TRPCS byla vyvolana snizenim teploty pod 37 °C. Proudové odpovédi
byly nejvyssi pii 25 °C a zlistaly neménné v rozsahu fyziologicky relevantnich potencialti
od —40 do —80 mV. V pfitomnosti agonisty muskarinového receptoru karbacholu, nebo
lanthanitych iont byly chladové odpovédi senzitizovany. Chladova aktivace byla pozoro-
vana u homomernich forem TRPCS, nikoliv v§ak u TRPC1/C5 heteromerti (Zimmermann

etal., 2011).
2.2.1.2 Ca?"-zavisla regulace

Jednim z dilezitych endogennich regulatorit TRPCS jsou véapenaté ionty. K aktivaci recep-
toru dochézi nasledkem zvySeni jejich extracelularni i intracelularni koncentrace, pficemz
prili§ vysoka hladina Ca®" vede naopak k inhibici TRPC5 (Blair et al., 2009; Gross et al.,
2009; Zeng et al., 2004). Jakymi mechanizmy se vapenaté ionty podili na regulaci TRPC5
zatim neni zcela objasnéno. Nedavnou studii bylo odhaleno aktiva¢ni kationtové vazebné
misto v senzorové doméné receptoru mezi S2 a S3 helixy, kde je vazba Ca** koordinovana
rezidui E418, E421, N436 a D439 u mysiho ortologu a rezidui E418, N436 a D439 u lid-
ského ortologu (Duan et al., 2019; Song et al., 2021) (Obr. 4, str. 17).
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Obr. 4 — Kationtové vazebné misto TRPC5 pro Ca?*. Schematické zndzornéni jedné pod-
Jjednotky hTRPCS (vievo), detail senzorové domény s vazebnym mistem pro Ca’*, vyznace-
na jsou klicova rezidua E418 a E421 (soucasti helixu S2) a D439 a N436 (soucdsti helixu
S3) (PDB: 7E4T). Vytvoreno v programu ChimeraX 1.3 a upraveno podle (Song et al.,
2021).

V jiné strukturni studii bylo potvrzeno analogické aktiva¢ni vazebné misto u TRPC3
a TRPC6 kandlli, a navic byla identifikovana dal§i dvé riiznd vazebna mista pro Ca>"
v cytoplazmatické oblasti a popsana jejich funkcni tloha (Guo et al., 2022). Na zékladé
sekvencni homologie a strukturni podobnosti 1ze pfedpokladat, Ze jedno z téchto mist, kte-
ré pisobi inhibi¢né a je lokalizované mezi druhou ankyrinovou repetici a zadporné nabitou
oblasti vertikalniho helixu C-konce (rezidua D749 a E81), mlze mit analogickou tilohu i u
TRPCS5. Z extracelularni strany senzitizuji TRPCS Ca?" a také La*" a Gd*" v oblasti péru
mezi helixy S5 a S6 prostfednictvim rezidui E543, E595 a E598 (Jung et al., 2003).

Vyznamnou ulohu v regulaci aktivity TRPC5 ma Ca**-senzitivni protein STIMI.
Spole¢né s vapnikovym kandlem Orail tvoii hlavni komponenty zajiSt'ujici vstup vapena-
tych iontl v reakci na jejich vyc€erpani z intracelularnich zasob — tzv. SOCE (z angl. store-
operated calcium entry). STIM1 se nachdzi v membrané endoplazmatického retikula (ER)
a ptisobi zde jako senzor vnitiniho obsahu Ca?". Pokud dojde k depleci Ca*>*, STIM1 zméni
svou konformaci, coZ umozni tvorbu klastri STIM1 a jejich translokaci do oblasti spojeni

ER s plazmatickou membranou a nasledné otevieni Ca?’-permeabilnich kanaléi Orail a
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TRPCS5. V disledku zvysené intraceluldrni koncentrace Ca* jsou aktivovany mechanizmy,
které inaktivuji oba kandly, a tim zabrani dal§imu nadmérnému vtoku Ca*" (Salido et al.,
2009). Ukazalo se, ze klastrovani STIM1 muze vyvolat také zvyseni teploty nad 35 °C
nezavisle na vycerpani Ca** z ER. Nasledné ochlazeni vede k aktivaci kanald Orail (Xiao
et al., 2011). S TRPCS interaguje STIM1 prostiednictvim cytosolické vazebné domény
SOAR (z angl. STIM1 Orail-activating region) (Lee et al., 2014) a elektrostaticky dvéma
kladné nabitymi lysiny (interaguji se zaporn¢ nabitymi rezidui TRPCS5 — D652 a E653)
(Lee et al., 2010).

2.2.1.3 Regulace aktivity TRPCS signaliza¢nimi drahami

V nativnich systémech je TRPCS5 regulovan v disledku aktivace receptorii sprazenych
s G-proteiny a tyrozinkinazovych receptorii (Schaefer et al., 2000). Ty spousti signaliza¢ni
kaskady, kde jednotlivé komponenty, kromé vlivu na TRPCS5 samotny, moduluji své funk-
ce 1 vzajemn¢ mezi sebou, a to se odrazi na vysledné komplexité celého déje. Pro vSechny
kanaly zpodrodiny TRPC je spolecnad jejich aktivace prostiednictvim fosfolipazy C
(PLC) — jednoho z efektort signalizacni drahy Gg/11-proteind. PLC hydrolyzuje fosfatidyli-
nositol-4,5-bisfosfat (PIP;2) za vzniku inositol-1,4,5-trisfostatu (IP3) a 1,2-diacylglycerolu
(DAG).

Molekularni mechanizmy regulace TRPCS fosfolipdzou C zatim nejsou dostate¢né
objasnény. Jeden z nich zahrnuje druhého posla — IP3, ktery se vaze na IP3 receptory loka-
lizované v membrané ER. Spusti se tak uvoliiovani zasob vapenatych kationt z ER, které

v zavislosti na koncentraci kanal reguluji (viz kapitola 2.2.1.2).

Aktivitu TRPCS ovliviiuje 1 druhy produkt Stépeni PIP> — 1,2-diacylglycerol. DAG
stimuluje protein kindzu C (PKC), ktera receptor desenzitizuje fosforylaci. S vyuzitim bo-
dovych mutagenezi bylo u mysiho receptoru odhaleno kli¢ové reziduum threonin na pozici
972 (T970 u lidského ortologu), které hraje zdsadni roli v tomto procesu (Zhu et al., 2005).
Toto reziduum se vyskytuje na distalnim C-konci TRPCS a je soucésti PDZ-vazebného
motivu (VTTLR), kam se mohou vazat adaptorové proteiny NHERF1/2 (z angl. Na'/H"
exchanger regulatory factor 1) svou PDZ-doménou (Obukhov & Nowycky, 2004). Pozd¢ji
bylo dokdzano, Ze prave tato interakce mezi TRPCS a NHERF1/2, kterd je umoznéna fos-
forylaci threoninu 970, udrzuje receptor v inaktivnim stavu necitlivém k DAG. K nabyti
citlivosti dochazi az po naruseni této vazby (Storch et al., 2017). Soucasné byla potvrzena

a pozdéji doplnéna 1 dudlni role PIP>. Ten interaguje s TRPCS a sila jejich interakce se

18



zasadné podili na regulaci aktivace a desenzitizace TRPCS5 zprostiedkované DAG. PIP;
muze byt s receptorem funkéné sprazen, ¢imz posiluje vazbu mezi TRPC5 a NHERF1/2,
udrzujici kanal v inaktivnim stavu. Naslednou depleci PIP> je vyvolana konformac¢ni zmé-
na na C-konci receptoru, ktera vede k disociaci NHERF1/2, a TRPCS tak miize byt aktivo-
van a stava se citlivym k DAG. V ptipadé, kdy neni threonin 970 v PDZ-vazebném motivu
fosforylovan, a NHERF1/2 se tedy nemuze véazat na TRPCS, je silnd interakce mezi
TRPCS5 a PIP> naopak dulezitd pro stimulaci receptoru. Za takovych podminek je TRPCS
citlivy k DAG, ktery se sam podili na posileni této interakce. Kdyz ale DAG aktivuje PKC,
a ta receptor fosforylaci desenzitizuje, interakce mezi TRPCS a PIP: je oslabena a PIP; se
muze uvoliiovat do okoli, kde se postupné snizuje jeho hladina v disledku jeho S$tépeni

fosfolipazou C (Ningoo et al., 2021) (Obr. 5).

Obr. 5 — Regulace aktivity TRPCS signalizacnimi drahami. Aktivaci receptoru spraze-
nych s Gy/11-proteiny je stimulovana fosfolipaza C (PLC), ktera hydrolyzuje fosfatidylinosi-
tol-4,5-bisfosfat (PIP2) na inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol (DAG). IP;
miize aktivovat TRPCS5 prostiednictvim Ca’" uvolnéného z vnitinich zdsob v ER stimulaci
IP;3 receptoru v membrané ER. DAG aktivuje proteinkindzu C (PKC), ktera TRPCS inhibu-
je fosforylaci threoninu na pozici 970. Fosforylace T970 umozni vazbu s PDZ domé-
nou proteinu NHERF1/2, ktery udrzuje kanal v inaktivni stavu. DAG miize TRPCS aktivo-
vat v zavislosti na hladindch PIP>. Ca’*-citlivy protein STIMI umistény v membrdané ER
interaguje se zaporné nabitymi rezidui D652 a E653 na C-konci TRPCS. V pripade vycer-
pani vaitinich zasob Ca’*STIM1 oteviré TRPCS.

2.2.1.4 Regulace TRPCS lipidy

Druzi poslové vznikajici prostfednictvim vySe uvedenych signalizacnich kaskad (PIP; a

DAG) nejsou jedinymi latkami lipidového charakteru, které mohou aktivovat TRPCS. N¢-
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které dalsi lipidy ptipadné jejich derivaty se na regulaci iontového kanélu podileji riznymi
mechanizmy, at’ uz jako extracelularni nebo intracelularni signalni molekuly, nebo svym
vyskytem v membrané¢ (Beech, 2012). Urcité latky lipidové povahy jsou agonisty
GPCRs/RTKs a kanal tak aktivuji prostiednictvim signalnich drah. Jiné pak mohou modu-
lovat TRPCS nepfimo ovlivnénim vlastnosti membrany v jeho okoli a kone¢né existuji 1
specifickad vazebna mista na TRPCS, kde mohou lipidy pfimo interagovat. Strukturni studie
na myS$im i lidském TRPCS5 odhalily nékolik takovych mist v transmembranové oblasti
predevsim mezi senzorovou (S1-S4) a porovou (S5-S6) doménou (Duan et al., 2019; Song
et al., 2021). Kromé¢ PIP, a DAG muze byt TRPCS aktivovéan také lysofosfatidylcholiny
(LPC) v zavislosti na délce jejich hydrofobniho fetézce. Ten musi obsahovat minimaln¢ 12
uhlik?i, aby mohl byt kanal lysofosfatidylcholinem aktivovan (Flemming et al., 2006). Ac-
koliv LPC mohou aktivovat i nékteré GPCRs (Im, 2005), pokusy s inhibitorem GPCRs
(GDP-B-S) a vytrzenymi membranovymi ter¢iky (elektrofyziologickd méteni v tzv. inside-
out konfiguraci) dokazuji, ze mechanizmus pusobeni LPC je nezavisly na této kaskade
(Flemming et al., 2006). Mimo to byla schopnost aktivovat TRPCS5 pozorovéna i u lysofos-
fatidylinositolu (LPI), sfingosinu-1-fosfatu (S1P), u gangliosidi a u oxidovanych fosfolipi-
di (PGPC - I-palmitoyl-2-glutaroyl-fosfatidylcholinu a POVPC - I-palmitoyl-2-
oxovaleroyl-fosfatidylcholinu) (Al-Shawaf et al., 2010; Beech, 2012; Flemming et al.,
2006).

2.2.2 Fyziologicky vyznam TRPCS5

V tad¢ fyziologickych i patofyziologickych procesti se TRPCS jako neselektivni kationto-
vy kandl uplatiiuje v regulaci iontové homeostazy. S ohledem na mnozstvi bunéénych pro-
cestl, kterych se Gicastni Ca**, je schopnost TRPC5 propoustét vapenaté kationty, a to nejen

v souvislosti s vyCerpanim vnitinich zasob (viz kapitola 2.2.1.2), naprosto klicova.

Aktivaci TRPCS dochazi k depolarizaci bunééné membrany, kterd pak nasledn¢ mi-
ze stimulovat dal$i napétove fizené kanaly. Poruchy vapnikové homeostazy zplisobené
mutacemi 7RPCS, podobné jako u néckterych dalSich TRP kanald (TRPMS, TRPVI,
TRPC1/4/6), ptispivaji k rozvoji riznych rakovinnych onemocnéni (He & Ma, 2016). In-
tenzivné je studovana uloha TRPCS v rozvoji kardiovaskularniho systému a ledvin (Du et
al., 2021). Bylo experimentalné¢ potvrzeno, Ze pfitomnost a aktivace TRPCS5 kanalu
v synoviocytech je soucasti ochranného mechanizmu bunék pifed plisobenim zanétlivych
medidtort vznikajicich béhem revmatoidni artritidy (Alawi et al., 2017). V centralni ner-

voveé soustave se TRPCS uplatituje pii navadéni axonit (Greka et al., 2003), formovani
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stresové odpovedi v amygdale (Riccio et al., 2009), v procesech uceni a paméti (Broker-
Lai et al., 2017) a pfi vyvoji embryonalniho mozku (He et al., 2012; Striibing et al., 2003).
V nedavné dob¢ byla objevena pfi¢ina mentalniho postizeni zptisobena mutaci (R175C)
v genu pro TRPCS u lidi (Leitdao et al., 2022). V perifernim nervovém syst¢ému TRPC5
ptispiva ke vzniku mechanické a chladové hyperalgezie u mysi s experimentalné navoze-
nym zanétem (Sadler et al., 2021) a je hlavnim receptorem, ktery prevadi informaci o pi-
sobeni bolestivého chladu z myS$ich odontoblastli na periferni zakonceni aferentnich noci-
ceptivnich vldken (Bernal et al., 2021). Bylo prokézano, ze ptiblizné 75 % lidskych senzo-
rickych neurond exprimuje TRPCS, presné fyziologickd uloha tohoto receptoru na noci-
ceptivnich neuronech vSak dosud neni dostatecné popsdna a vyzaduje dalsi intenzivni vy-

zkum na systémové, bunééné i molekuldrni trovni.

2.3 Detekce chladovych podnéta (termorecepce)

U clovéka je teplota okoli nebo objektl, které jsou v ptimém kontaktu s kizi, vnimana
neutrdlné v rozsahu 31-34 °C, v takovém piipadé¢ neni vyvolan vjem chladu ani tepla.
S poklesem o 1 °C od tohoto intervalu je mozné pocit'ovat nebolestivé ochlazeni a primér-
ny prah pro vznik bolestivého vjemu je pfiblizné 12 °C (Erpelding et al., 2012; MacDonald
et al., 2020)

Zmena teploty prostredi je detekovana volnymi nervovymi zakonc¢enimi perifernich
aferentnich vlaken. Tyto primarni senzorické neurony, jejichZ téla se nachazeji v gangliich
zadnich miSnich kofent (DRG, z angl. dorsal root ganglia) a v trigeminalnich gangliich,
jsou polymodalni, tj. reaguji kromé rtiznych teplot také na dalsi podnéty chemického ¢i
fyzikélniho charakteru, pficemz typ podnétu, ktery bude konkrétnim vldknem detekovan,
zavisi na zastoupeni specifickych receptord. Informace o ptisobeni nizkych teplot je vedena
slab&é myelinizovanymi Ad-vlédkny stfedniho priméru (1-6 um) a o néco pomalej$imi ten-
kymi (0,2-1,5 pum) nemyelinizovanymi C-vlakny. Z hlediska reakce na chlad je mozZné
rozdé@lit senzorické neurony na dvé skupiny. Neurony z prvni skupiny se vyznacuji svou
spontanni aktivitou pii teplotach, které vnimame jako neutrdlni, tedy 31-34 °C, a uz pfti
mirném ochlazeni je pfechodné zvySena jejich aktivita. Tato vldkna vedou informace o
nebolestivém chladu, proto je mozné je oznacit jako chladové termoreceptory. Druhou
skupinou jsou chladové nociceptory. Aktivacni prah téchto neuronii je posunut k podstat-
n¢ niz§im teplotam (<12 °C). Pti neutralni teploté chladové nociceptory nevykazuji spon-

tanni aktivitu. DelSi pisobeni chladu vyvolava akéni potencidly, jejichz frekvence je niZsi
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nez u termoreceptord. Zatimco chladové termoreceptory se pii ustdleni teploty pomérné
rychle adaptuji, u chladovych nociceptori k adaptaci nedochazi (Basbaum et al., 2009;
McKemy, 2012).

2.3.1 Chladem aktivované iontové kanaly

Iontové kanaly exprimované na povrchu primérnich aferentnich neuront jsou prvnimi mo-
lekularnimi senzory, které detekuji rizné podnéty vcetné chladu. Aktivace téchto tzv.
transduk¢nich kanalti zplisobi lokalni depolarizaci bunééné membrany a nasledny vznik
akénich potenciall, které jsou prostfednictvim napétoveé aktivovanych kandlti vedeny do
centradlniho nervového systému, kde je umoznéno zpracovani této informace a spusténi

obrannych mechanizmt (Basbaum et al., 2009).

Schopnost teplotni transdukce TRP kanald byla poprvé popsana u kapsaicinového
receptoru TRPV1, jehoz aktivaéni prah je >43 °C (Caterina et al., 1997; Tominaga et al.,
1998). Postupné nasledovala identifikace dalSich teplem aktivovanych kanali: TRPV2-4,
TRPA1 a TRPM2-3 (Caterina et al., 1999; Giiler et al., 2002; Moparthi et al., 2016; Tan &
McNaughton, 2016; Vriens et al., 2011; Xu et al., 2002). Rozsah teplot, ve kterém jsou

jednotlivé termoTRP receptory aktivovany, je zndzornén schematicky na Obr. 6.
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Obr. 6 — Teplotou aktivované termoTRP receptory. Piehled TRP receptorii serazenych
podle vzristajici teploty jejich aktivacniho prahu. zleva: TRPAI (PDB:6PQQ), TRPMS8
(PDB: 6077), TRPC5 (PDB: 7D4P), TRPV4 (PDB: 7AA5), TRPM2 (PDB: 6PUQ),
TRPM3 (zatim neexistuje struktura), TRPAI (PDB: 6PQQ), TRPVI-3 (zobrazen TRPV3,
PDB: 6MHYV). Vytvoreno v programu Chimera 1.14.

Schopnost chladové transdukce se poprvé podafilo prokazat pro receptor TRPMS,
ktery je také aktivovan mentolem — latkou vyvoléavajici pocit chladu. TRPM8 ma prah pro
chladovou aktivaci ptiblizné€ 23 °C (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). U mysi se

delece genu TRPMS projevuje neschopnosti rozeznat ochlazeni v rozsahu 30-15 °C. Vni-
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mani poklesu teploty pod tyto hodnoty jiz naruseno neni, coz napovida o zapojeni jeste
jinych chladovych receptorti nebo dalSich mechanizmii (Bautista et al., 2007). Experimenty
se selektivnim blokatorem (PF-05105679) prokazaly vyznamnou roli TRPMS8 v detekci
bolestivého chladu i u lidi (Winchester et al., 2014).

Jinym chladovym termoTRP receptorem je TRPA1 s prahem citlivosti okolo 10 °C
(Story et al., 2003). Zapojeni tohoto receptoru v detekci bolestivych nizkych teplot proka-
zuji nékteré studie s vyuzitim mysSich modelti (Bandell et al., 2004; Karashima et al.,
2009). V jinych experimentech se vSak fyziologickou tlohu TRPA1 v detekci bolestivého
chladu nepodafilo potvrdit (Bautista et al., 2006). Pokusy s purifikovanym lidskym TRPA1
na umélych membranach potvrzuji jeho citlivost jak na teploty nizké (<15 °C), tak vysoké

(>30 °C) (Moparthi et al., 2016).

TRPCS je tretim termoTRP receptorem, ktery byl identifikovan jako chladovy sen-
zor. Chladové aktivace TRPCS byla pozorovéna v expresnim systému v rozsahu teplot od
37 do 25 °C. U mysi s vyfazenym TRPC5 genem vSak nebyla ve stejné studii prok4dzana
zadna zména v detekci chladu, naproti tomu bylo pozorovano zvyseni exprese TRPMS8 v
DRG neuronech (Zimmermann et al., 2011). Teprve nedavno se podatilo potvrdit vyznam-
nou ucast TRPCS v detekcei chladovych podnétii u mysiho modelu periferni neuropatické

bolesti (Sadler et al., 2021) a v mySich odontoblastech (Bernal et al., 2021).

Kromé termoTRP receptort jsou nizkymi teplotami aktivovany také iontové kanaly
z jinych rodin. Jsou jimi napt. zéstupci draslikovych (TRAAK, TREK1, TREK2, TRESK)
a sodikovych (Nay1.7, Nay1.8, Nay1.9) kanalii. Chladem vyvolana aktivace byla u zna¢né
¢asti z nich odhalena jen v in vitro pokusech, zatimco zapojeni v senzorickém systému je u
vétSiny nutné teprve objasnit. Role téchto kandlli v termorecepci savci je shrnuta

v piehledovych ¢lancich: (MacDonald et al., 2020; Vriens et al., 2014).

2.3.2 Patofyziologické vnimani chladu

Poruchy vnimani chladu doprovazi nékteré typy neuropatii vznikajicich poSkozenim peri-
ferniho i/nebo centralniho somatosenzorického nervového systému. Pacienti mohou poci-
tovat chladovou bolest, kterou vyvolava podnét za normalnich okolnosti nebolestivy
(chladové alodynie), ptipadné trpi zvysSenou citlivosti k bolestivym teplotnim podnétim
(chladova hyperalgezie). Vyznamna loha v fad€ téchto procesii byla prokazéana pro nékte-
ré termoTRP. Mezi nejCastéjsi ptfic¢iny patologického vnimani nizkych teplot se fadi pora-

néni perifernich nervii (Taylor et al., 2010), cévni mozkova prihoda (Klit et al., 2011), z4-
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nét (De Goeijj et al., 2013), diabetes mellitus (Hyllienmark et al., 2009) a ptsobeni herpe-
tického viru varicella zoster (Baron et al., 2009). Chladova alodynie a hyperalgezie se ob-
jevuji pfi otravach riiznymi toxiny (ciguatoxiny) (Zimmermann et al., 2013) a navodit je
mohou také ncktera chemoterapeutika, jakymi jsou napt. paclitaxel, karboplatina a
oxaliplatina (Miyano et al., 2019; Satat, 2020). Oxaliplatinou navozena periferni neuropa-
tie je jednim z dulezitych experimentalnich modelti zakladniho vyzkumu mechanizmu

vzniku chladové bolesti.

2.4 Oxaliplatinou vyvolana periferni neuropatie (OIPN)

Oxaliplatina je jednim z platinovych cytostatik, které ptedstavuji léky prvni volby
v protinddorové chemoterapii obecné solidnich nadord, ¢asto 1 bez urceni jejich lokalizace.
Vyuziva se predevsim pii 1é¢bé gynekologickych nadord, kolorektalniho karcinomu a na-
dort plic, hlavy a krku (Alcindor & Beauger, 2011; Atmaca et al., 2013; Clark et al., 2013;
Wheate et al., 2010).

Mechanizmus uc¢inku oxaliplatiny spoc¢iva ve schopnosti vytvaret adukty na DNA,
¢imz se méni konformace fetézce a mohou vznikat zlomy. Néasledkem je znemoznéni
replikace 1 transkripce a spuSténi apoptézy. Po vstupu oxaliplatiny (oxaldto-1,2-
diaminocyklohexan platnatého komplexu) do bunky se odStépuje odstupujici skupina —
oxalat, ktera je nasledné nahrazena vodou nebo jinymi endogennimi nukleofily (napt. CI’
nebo HCO3") (Obr. 7). Vznikaji tak pfechodné reaktivni formy, které ochotné interaguji s
nukleofilni casti DNA, ale i s proteiny a dal§imi makromolekulami, coz byva jednou

z pfic¢in vice, ¢i méné zadvaznych vedlejSich uc€inkl (Johnstone et al., 2016).
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Obr. 7 — Biotransformace oxaliplatiny. Po vstupu do bunky se z oxaliplatiny (oxaldto-1,2-
diaminocyklohexan platnatého komplexu) odstépuje oxalat, ktery je nasledné nahrazen
endogennimi nukleofily (Nu). Vytvoreno v programu ChemSketch.

2.4.1 Nezadouci ucinky oxaliplatiny
Mezi platinovymi cytostatiky je oxaliplatina charakteristickd svou relativni Setrnosti. I
pfesto ale miize pusobit nefrotoxicky ¢i hepatotoxicky a v souvislosti s jejim podavanim
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nejsou ojedinélé ani rtizné projevy hematologické a gastrointestinalni toxicity. Hlavnim
nezéddoucim efektem oxaliplatiny je ale neurotoxicita. Ta byva nejcastéjSim faktorem limi-

tujicim davku a ¢asto 1 divodem k ukonceni 1écby (Oun et al., 2018).

S aplikaci oxaliplatiny je spojovan vznik perifernich neuropatii, které je mozné roz-
délit na akutni a chronické. Ty se lisi molekularnim a bunéénym mechanizmem i klinic-
kymi projevy zavisejicimi na davce a zptusobu podani l1é¢iva (Gebremedhn et al., 2018).
Akutni neuropatie se objevuje jiz par hodin od prvni aplikace a postihuje az 90 % pacientd.
Mezi nejcastéjsi ptiznaky patii dysestézie a/nebo parestézie v distalnich ¢astech koncetin,
které byvaji vyvolany a zhorSeny chladem. Casto jsou postizeny také oblasti krku ne-
bo okoli Gst a objevuji se i potize s polykdnim a zkraceny dech. Tyto projevy se obvykle
ztraci do nekolika dnd, ale s narlstajicim poctem cyklii chemoterapie se prodluzuje doba
jejich trvani (Pachman et al., 2015). Chronicka faze, béhem niz se jeSté pfidavaji poruchy
propriocepce, pravdépodobné souvisi s akumulaci oxaliplatiny v DRG neuronech a n¢kte-
rych organech (Wei et al., 2021). Pfiznaky neurotoxicity vétSinou Uplné vymizi do par meé-
sicli od ukonceni 1é¢by, v urcitych piipadech ale mohou pfetrvavat i nékolik let (Pachman

et al., 2015).

2.4.2 Mechanizmy vzniku OIPN

Pti vzniku periferni neuropatie vyvolané oxaliplatinou je ovlivnéno mnoZzstvi procest na
bunééné 1 molekularni irovni. Jednim z prvnich je zména miry exprese a funkce neékterych
napétove fizenych iontovych kanal. Vysledkem je zvySeni excitability neuronti a naruSeni
iontové homeostazy. Vyznamna role pii navozeni chladové alodynie byla potvrzena u Nay
1.6 kanald, které oxaliplatina aktivuje (Deuis et al., 2013). Za vznikem chladové precitlive-
losti stoji také snizeni exprese draslikovych TRAAK a TREKI a zvySeni exprese HCN1
kanald v DRG neuronech (Descoeur et al., 2011). Oxaliplatina také méni hladiny Ca**
ovlivnénim nékterych Cay kanald (Schmitt et al., 2018) a produkci chelatacniho ¢inidla —
oxalatu (Sakurai et al., 2009). NaruSena muze byt i funkce mitochondrii vedouci ke zvyse-
ni oxidativniho stresu a pficinou perifernich neuropatii je také spusténi riznych imunitnich
reakci, poSkozeni DNA, zména funkci membranovych pienaSecli a degenerace axont (Di
Cesare Mannelli et al., 2013; Ogihara et al., 2019). Vlivem oxaliplatiny zacinaji informaci
o chladu pfenésSet i1 senzorické neurony, které se za normalnich okolnosti na detekci niz-
kych teplot nepodili (MacDonald et al., 2021). Popis klicovych mechanizmt shrnuji pte-
hledové ¢lanky: (Kang et al., 2021; Satat, 2020; Starobova & Vetter, 2017).
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Ve snaze objasnit podstatu neurologické toxicity spojené s poruchami chladového ¢i-
ti se vyzkumy zamétuji také na skupinu termoTRP receptort hojné exprimovanych v DRG
a v trigeminalnich neuronech. Vlivem oxaliplatiny se zvySuje mnozstvi TRPA1, TRPV1 a
TRPMS (Chukyo et al., 2018). Zapojeni TRPA1 a TRPMS pfti vzniku chladové alodynie a
hyperalgezie bylo potvrzeno na zvifecich modelech s vyfazenymi TRPMS8 a TRPAI geny a
s vyuzitim selektivnich antagonisti (Descoeur et al., 2011; Nassini et al., 2011). TRP re-
ceptory mohou byt regulovany nékterymi vySe uvedenymi mechanizmy. Napt. TRPA1 je
aktivovan pfi zvyseni oxidativniho stresu (Miyake et al., 2017). Oxaliplatina sniZzuje intra-
celularni pH, ¢imz se také podili na aktivaci TRPA1 (Riva et al., 2018). V jeji pritomnosti
stoupa koncentrace lysofosfatidylcholinii (LPC 16:0 a LPC 18:1), kter¢ aktivuji TRPV1 a
TRPMS8 v DRG neuronech (Rimola et al., 2020). Prostfednictvim aktivace TRPA1 a
TRPMS vyvoléava oxaliplatina depolarizaci specifické skupiny IB4" neurontl (neurony, kte-
ré nevazou rostlinny isolektin B4), coz vede ke zvySeni excitability (Wu et al., 2021).
TRPMS je ptsobenim oxaliplatiny nejdiive aktivovan (méteno 1 h od aplikace) a do 24 h
desenzitizuje. Divodem je spusténi PLC signalni drahy, kdy je $t€pen PIP; a stimulovana
PKC, kterd nasledn¢ TRPMS8 inhibuje (Rimola et al., 2021). Experimenty dokazuji také
aktivaci TRPV1 nasledkem stimulace Gq proteinti oxaliplatinou prostfednictvim H1 hista-

minového receptoru (Potenzieri et al., 2020) (Obr. 8, str. 27).
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Obr. 8 — Mechanizmy vzniku periferni neuropatie vyvolané oxaliplatinou. Metabolity
oxaliplatiny oviliviiyji funkci a expresi iontovych kanalii a zvysuji excitabilitu perifernich
neuronti prostrednictvim napétové rizenych sodikovych (Na,) a vapnikovych (Ca,) kanali.
Vlivem oxaliplatiny se zvysuje exprese kandlu HCNI, TRPAI, TRPMS8 a TRPV1, zatimco
se snizuje exprese kanalu TRAAK a TREKI. Cytostaticky ucinek oxaliplatiny spociva ve
schopnosti vytvaret adukty na DNA, a tim znemoznit replikaci a transkripci. Vznik aduktu
na mitochondridalni DNA vede k naruseni jejich funkce a ke zvyseni oxidativniho stresu.

S ohledem na doposud objasnéné mechanizmy vzniku perifernich neuropatii probiha
fada klinickych studii' testujicich latky potencidlné schopné zmirnit toxicky vliv oxalipla-
tiny. Zatim jedinym lékem doporuc¢enym Americkou spole¢nosti pro klinickou onkologii
k 1é€bé bolestivych neuropatii vyvolanych chemoterapii (CIPN, zangl. chemotherapy-
induced peripheral neuropathy) obecné je duloxetin (Loprinzi et al., 2020), inhibitor zp&t-
ného vychytavani serotoninu a noradrenalinu, ktery ptsobi na centralni 1 periferni nervo-
vou soustavu. Mechanizmus u¢inku duloxetinu v ptipadé¢ CIPN v8ak zatim neni dostate¢né

popséan. Byl pozorovan jeho inhibi¢ni vliv na iontové kandly, napi. na TRPM2, TRPMS

! https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results ?term=oxaliplatin&cond=Peripheral+Neuropathy+Due+to+Chemotherapy
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(Toda et al., 2019) i TRPCS5 (Zimova et al., 2022) a na nékteré Na* kanaly (Stoetzer et al.,
2016), coz by mohlo byt molekularnim podkladem puasobeni duloxetinu na snizeni aktivity

nociceptivnich neuront.

2.4.3 Mozna iloha TRPCS pri vzniku OIPN

Vliv oxaliplatiny na aktivitu pfipadné na miru exprese samotného TRPCS5 zatim nebyl do-
statecné zkouman. Nicmén¢ nékteré z mechanizmu toxického plisobeni oxaliplatiny pozo-
rované u jinych termoTRP kanali (TRPA1, TRPMS, TRPV1 a TRPV4) mohou pusobit
analogicky i v ptipad¢ TRPCS. Zatim jen jedina studie zkoumala moznou ulohu TRPCS in
vivo, spole¢né s ulohou TRPA1 a TRPMS, pii vzniku akutni chladové alodynie vyvolané
oxaliplatinou, a to na mysim modelu s vyuzitim farmakologické inhibice nebo vyfazenim
genu pro piislusny kanal, ptfi¢emz zapojeni nebylo prokdzano ani u jednoho z nich (Deuis
et al., 2013). Pfimy Gcinek oxaliplatiny na TRPCS v heterolognim expresnim systému za-

tim nebyl v literatufe popsan.
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3

Cile prace

Pomoci elektrofyziologickych metod vymezit teplotni podminky, pfi kterych dochézi
k teplotné zavislé aktivaci rekombinantniho lidského TRPCS5 a popsat parametry této

aktivace.

Prozkoumat mozné zapojeni vyznamnych signalnich drah v regulaci aktivity TRPC5
vyvolané chladem s vyuzitim mutantnich konstruktli a spolecnou expresi TRPCS s

proteinem STIM1.

Popsat vliv akutniho a dlouhodobého ptisobeni oxaliplatiny na aktivitu TRPCS pomoci
elektrofyziologickych metod a charakterizaci zmén intracelularni koncentrace vapena-

tych ionti.

Metodami molekularniho modelovani navrhnout mozny mechanizmus regulace aktivi-
ty lidského TRPCS5 oxaliplatinou a LPC 18:1. Na zéklad¢ vysledkii molekular-
né-dynamickych simulaci provéfit pomoci elektrofyziologickych metod s vyuzitim

bodové mutageneze mozné misto interakce LPC 18:1 s TRPCS.
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4 Material a metody

4.1 Priprava roztoku

Vsechny pouzité chemikalie byly potizeny od spolecnosti Sigma-Aldrich a Merck, pokud
neni uvedeno jinak. Pepton z kaseinu a extrakt z kvasinek byly zakoupeny u SERVA
Electrophoresis, Nutrient Agar No.2 u HiMedia Laboratories a LPC 18:1 u Avanti Polar
Lipids.

Roztoky pro horizontalni elektroforézu a kultivaci bunek

SloZeni roztokt pro horizontéalni elektroforézu (TAE pufr — Tris-acetat-EDTA) a pro kulti-
vaci bun¢k (PBS, Versentv roztok a LB médium) bylo: TAE pufr (2M Tris, 1M kys. oc-
tova, 50mM EDTA), PBS (1,47mM KH>POs; 4,3mM Na;HPOg; 137mM NaCl; 2,7mM
KCI; pH bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7,3), Versenuv roztok (PBS; 8§7uM
trypsinu; 0,68mM EDTA; pH = 7,3), LB médium (1% (w/v) pepton; 0,5% (w/v) extrakt
z kvasinek; 0,26M NaCl). Roztoky byly skladovéany v lednici pii 2-5 °C.

Extracelularni a intracelularni roztoky

Béhem elektrofyziologickych métfeni (whole-cell konfigurace) a pfi méfeni zmén hladin
koncentrace intracelularniho Ca®" byly buiiky umistény v misce s extracelularnim rozto-
kem ECS 1 (160mM NaCl; 2,5mM KCI; I1mM CaCly; 2mM MgCly; 10mM HEPES;
10mM glukéza; pH bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu 7,3). Sklenénd pipeta
s mefici elektrodou byla naplnéna intracelularnim roztokem ICS (SmM EGTA; 3mM
CaClp; 145mM CsCl; 2mM MgATP; 10mM HEPES; pH bylo upraveno pomoci CsOH na
hodnotu 7,3). Elektrofyziologicka méfeni jednotkovych proudl (cell-attached konfigurace)
byla provadéna v extracelularnim roztoku ECS 2 (140mM NaCl; SmM CsCl; 2mM MgCly;
2mM CaCl,; 10mM HEPES; 10mM glukéza; pH bylo upraveno pomoci NaOH na hodnotu
7,4). Jednotlivé slozky byly smichany v destilované vod¢, prefiltrovany ptes sterilni filtr
(0,22 uM) a skladovany v mrazdku (—18 °C). Pfed zahijenim experimentu byly roztoky

zahraty na teplotu v mistnosti.

Roztoky aktivatorii

Zasobni roztoky (—)-englerinu A (EA), LPC 18:1 a karbacholu byly ptipraveny rozpusté-
nim EA v DMSO, LPC 18:1 v ethanolu (99,8%) a karbacholu v destilované vod¢. Tyto
zasobni roztoky byly skladovany v mrazaku pi1 —80 °C (EA, LPC 18:1) a —18 °C (karba-
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chol). Pfed zahijenim experimentu byly roztoky nafedény v pfislusném extracelularnim

roztoku na pozadovanou koncentraci.

4.2 Cilena mutageneze

K ptipravé DNA konstrukti byl vyuzit kit QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis
Kit (Agilent Technologies). Jako templat slouzil plazmid pCMV6-XL5 nesouci gen kédu-
jici protein hTRPCS piirozeného typu (OriGene Technologies). Primery pro konkrétni mu-
tace byly navrzeny pomoci internetového nastroje’> QuikChange Primer Design (viz tabul-
ka 1, kodon zaménéné aminokyseliny je podtrzen) a byly nasyntetizovany spolecnosti

Merck.

Tabulka 1 — Navrzené primery pro prislusné mutace

Mutace Primery (forward + reverse)
5'- tgatggacaggaagaacaagttgcaactcgectcacgeg-3'
TOTOA gggglgatggacaggaag gligeaacicg gcg
S'-cgcgtgaggcgagttgcaacttgttettcctgtccatcaccee-3'
5'-gcaaggtgccacctttcttaaagtaactcatccagagcettcgtee-3'
D652K/E653K seses s saseree
5'-ggacgaagctctggatgagttactttaagaaaggtggcaccttge-3'
5'-atcccacatttccttaatcgcaccccaaatgaaacctag-3'
E418A o s s
S'-ctaggtttcatttggggtgcgattaaggaaatgtgggat-3'
5'-gggagttcattgcaaaagccatcaggttccaccag-3'
DA39A gggag gcaaaage g8 g
5'-ctggtggaacctgatggcttttgcaatgaactcce-3'

DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci (PCR, z angl. polymerase
chain reaction) v Thermo-cycleru (Eppendorf). Reakéni smési pro PCR byly piipraveny
smichanim komponent dostupnych v kitu: 36,5 pl destilované H>O; 5 pl reakéniho pufru
(10x reaction buffer); 3 pl Quick solution; 1 pl smesi ANTP (10uM); 1 pl templatové DNA
(100 ng); 1,25 ul ,,forward* a 1,25 ul ,,reverse® primeru (oba 25uM) a 1 ul DNA polyme-
razy (PfuUltra; 2,5 U/ul). PCR byla provedena podle teplotniho schématu znazornéného
v tabulce 2 (str. 32). Po skonc¢eni PCR byl pfidan 1 pl endonukledzy Dpnl a celd smés byla
inkubovéna pii 37 °C po dobu 1 h.

2 https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp

31



Tabulka 2 — Schéma jednotlivych krokii PCR

Krok | Teplota (°C) | Doba trvani | Pocet opakovani
1. 95 60 s 1
2. 95 50s 25x
3. 49 50s 25x
4. 68 16 min 25x
5. 68 10 min 25x
6. 4 00 -

K ovéteni pfitomnosti PCR produktu byla vyuzita horizontalni elektroforéza. Agaro-
zovy gel byl pfipraven smichanim 30 ml destilované vody; 0,3 g agar6zy; 600 pl 50% kon-
centrovan¢ho TAE pufru a 1,5 ul peqGREEN. Pfipraveny gel byl po ztuhnuti umistén do
elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem. Do kazdé jamky gelu byla nanesena smés
5 ul PCR produktu s 2 ul nanéseciho pufru. Elektroforetickd vana byla poté na 45 min za-
pojena do okruhu pod napétim 80 V.

Po skonceni elektroforézy byl gel zkontrolovan v temné mistnosti pod UV lampou a
v pripad€ potvrzeni pritomnosti plazmidu o urcité velikosti byl PCR produkt pouzit
k amplifikaci plazmidd v ultrakompetentnich XL10-Gold buiikach E. coli (Agilent Tech-
nologies). DNA byla do bun¢k vpravena metodou teplotniho Soku podle protokolu pouzi-
t¢ho kitu (QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit). Nejprve byly pfipraveny
agarové plotny nalitim vysterilizované smési (10 g Nutrient Agaru No. 2, 250 ml destilo-
vané vody a 500 pl ampicilinu) na kultiva¢ni misky. Metoda teplotniho Soku se provadéla
na ledu, kde byly k 30 pl suspenze bun¢k E. coli ptidany 2 pl B-merkaptoethanolu a cela
smés byla za obCasného michani inkubovéana (10 min). Dale byly pfidany 2 pl PCR pro-
duktu a buiiky byly inkubovany na ledu (30 min). V dal§im kroku byly mikrozkumavky se
smési umistény do vodni 1azné s teplotou 42 °C (45 s) a poté ihned vraceny zpatky na led
(2 min). Do mikrozkumavek bylo poté ptidano 200 pl pfedehiatého (42 °C) LB média a
celd smés byla umisténa do rotacniho inkubatoru (1 h, 37 °C, 225-250 RPM, Shaking In-
cubator NB-205, N-Biotek). Po inkubaci byl objem mikrozkumavky rozetfen na agarovou

plotnu, a ta byla poté umisténa do inkubatoru (16 h, 37 °C, 5% CO») v zavéSené poloze.

Po probéhlé inkubaci bylo z ploten sterilné odebrano nékolik oddé€lenych kolonii,
které¢ byly nasledné inkubovany ve zkumavkach s 6 ml LB média s ampicilinem (finalni
koncentrace 100 mg/l) na rotacnim inkubétoru (16 h, 37 °C, 230 RPM). Zkumavky byly
poté centrifugovany (7 min, 4 °C, 6000 x g, Centrifuga Rotanta 460R, Hettich Instruments)

32



a ze vzniklé pelety byla izolovdna DNA s pouzitim kitu High Speed Plasmid Mini Kit,
Geneaid (Biotech). Centrifugace v nize zminénych krocich byla provadéna pti pokojové
teploté a pii1 otaCkach 13000 x g. Izolace DNA byla provedena podle ptilozeného protoko-

lu zahrnujiciho kroky:

1. k peleté pridat 200 ul PD1 pufru, objem resuspendovat, pienést do mikrozkumavky
. pridat 200 pl PD2 pufru, zkumavku otocit 10x dnem nahoru, ¢ekat 2 minuty
. pridat 300 pl PD3 pufru, zkumavku otocit 10x dnem nahoru, centrifugovat (3 min)
. pfenést supernatant do 2ml zkumavky s mikrokolonou, centrifugovat (30 s)

. pridat 400 pul W1 pufru, centrifugovat (30 s)

2
3
4
5
6. pridat 600 pul Wash pufru, centrifugovat (30 s)
7. vylit obsah zkumavky, centrifugovat (3 min)

8. umistit mikrokolonu nad ¢istou zkumavku, na stied filtru aplikovat 50 pl elu¢niho puf-
ru,

¢ekat 2 min, centrifugovat (2 min)

Vyizolovand DNA byla nésledné testovana spektrofotometrem (NanoDrop One,
Thermo Scientific) pfi vlnové délce 260 nm pro urceni vysledné koncentrace DNA. Pro
ovéieni zavedeni mutace byl produkt izolace odeslan na sekvenaci spolecnosti Eurofins

Genomics. Vysledky sekvenace byly zkontrolovany v programu BioEdit verze 7.2.5.

4.3 Transfekce HEK293T bunék

Meéteni aktivity TRPCS byla provadéna na lidskych embryonélnich ledvinnych buiikéach
linie 293T (HEK293T, z angl. human embryonic kidney cells, ATCC). Buiiky byly pfe-
chodné kotransfekovany 300 ng plazmidu kodujiciho hTRPCS ptirozeného typu nebo jeho
mutantni konstrukty (vektor pCMV6-XL5, OriGene Technologies) a 200 ng plazmidu ko-
dujiciho zeleny fluorescencéni protein GFP (vektor pQBI 25, TaKaRa) magnetem asistova-
nou transfekci (MATra, z angl. magnet-assisted transfection, IBA). V nékterych experi-
mentech byly HEK293T buiiky kotransfekovany jesté s 300 ng plazmidu kodujiciho lidsky
STIM1 (vektor pPCMV6-XL5, OriGene Technologies) a v ptipadé pokust s karbacholem
byly bunky kotransfekovany s 200 ng plazmidu kodujiciho lidsky muskarinovy receptor
M3 (vektor pcDNA3.1, Missouri S&T cDNA Resource Center). Pro ucely méfeni zmén
intracelularnich koncentraci Ca®" byly buriky kotransfekovany 200 ng plazmidu kodujiciho
fluorescenéni protein mCherry (vektor pcDNA3.1, Addgene) misto GFP. Bunky byly 1-3
dny pted transfekci umistény na 24-jamkové kultivaéni misky s 0,5 ml 5% fetdlniho teleci-

ho séra (FTS, PAN Biotech) v Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) v takové koncentraci,
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aby v den transfekce byly konfluentni ze 60—80 %. Transfekéni smés obsahovala 50 pl
Opti-MEM, piislusné mnozstvi DNA a reakéniho ¢inidla MATra (0,1 ul MATra na kaz-
dych 100 ng DNA). Po pfidéni transfekéni smési byly buniky umistény na magnetickou
desticku v inkubatoru (30 min, 37 °C, 5% CO.). V dal$im kroku bylo odstranéno médium
a bunky byly pasdZzovany s pouzitim fosfatového pufru (PBS) a Versenova roztoku
s trypsinem. Nasledn¢ byl ptidan 1 ml 5% FTS a 1-3 kapky této suspenze byly pfeneseny
na misku se sklickem pokrytym poly-L-lysinem a objem byl nakonec doplnén 2 ml 5%
FTS v Opti-MEM. Takto pfipravené bunky byly umistény do inkubétoru na 48—72 h pied
zacatkem experimentu. K méfeni byly vybirdany samostatné bunky znacené GFP nebo

mCherry.

4.4 Elektrofyziologicka méreni

Elektrofyziologickd meétfeni byla provadéna metodou teréikového zamku (z angl.
patch-clamp) umoznujici snimani proudovych odpovédi bunck exprimujicich piislusny
iontovy kandl pfi nastaveném membranovém potencidlu. K zdznamu proudovych odpovédi
slouzil zesilova¢ Axopatch 200B (Axon Instruments,Inc; Molecular Devices) a analogo-
vé-digitalni prfevodnik Axon Digidata 1550B (Axon Instruments,Inc.; Molecular Devices)
pfevadéjici snimand data do pocitae. Proudové odpovédi byly snimény pomoci softwaru
pCLAMP 10 zahrnujiciho modul Clampex 10, ktery je urCeny také pro generovani mem-
branového potencialu. Snimany byly odpovédi bud’ z celych bun€k (tzv. whole-cell konfi-
gurace), nebo byly v tzv. cell-attached konfiguraci méteny proudové odpovédi jednotli-

vych kanalda.

Bunky narostlé na sklicku byly umistény do misky s roztokem ECS1/2, kam byla
ponofena referentni elektroda. Na buniky byly aplikovany roztoky (kontrolni ECS1/2, pfi-
padné smési agonistll) pomoci gravitaéniho aplikacniho systému sestavajiciho ze sedmi
nadobek pro roztoky napojenych na teflonové hadicky, které vedou do tizkého svazku ka-
pilér usticiho do jedné aplikacni kapilary. Kolem horni ¢asti kapilary je umistén vyménik
tepla fizeny Peltierovym clankem a spodni ¢ast kapilary je obmotina médénym dratkem,
prostfednictvim kterych miize byt napétovymi piikazy fizena teplota aplikovanych roztoka
pomoci digitalniho pfevodniku Axon Digidata 1550B (Dittert et al., 2006). V naSich expe-
rimentech se teplota aplikovanych roztokii pohybovala v rozmezi 25-5 °C a usti kapilary

bylo umisténo ptiblizn¢ 100 um od vybrané bunky.
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Meérici argentchloridova elektroda byla vlozena do sklenéné mikropipety vyrobené
z trubicek z borosilikatového skla (typ GB150F-8P, Science Products) na horizontalnim
tahaci P-1000 (Sutter Instrument). Hroty vyrobenych mikropipet byly otaveny pomoci ,,po-
liSovace* Microforge MF-830 (Narishige), aby se jejich vysledny odpor pohyboval mezi
3-20 MQ. Béhem experimentu byla méfici elektroda ve sklenéné mikropipeté umisténa do
tésné blizkosti bunikky pomoci mikromanipuldtoru MP-225 (Sutter Instrument) a naslednou
aplikaci podtlaku bylo dosazeno bud’ cell-attached konfigurace, ptipadné bylo protrzenim
membrany dosazeno whole-cell konfigurace. V experimentech bylo na buiiky aplikovano
nap¢ti podle nastavenych protokolt. Pfi snimani proudii z celych bunék byl vyuzit linearné
se zvysujici napétovy protokol (z angl. ramp protocol) spocivajici v aplikaci napéti, které
se postupné zvysuje z —100 mV na +100 mV s rychlosti 1V/s. To se opakovalo kazdé 3
vtefiny a mezi t€émito pulzy byl membranovy potencidl udrzovan na 0 mV. Aktivita jednot-
livych kanalti byla métena tzv. gap-free protokolem, kdy byl pipetovy potencidl udrzovan

na+120 mV.

4.5 Méreni zmén koncentraci intracelularniho Ca?*

K méfeni zmén intracelularnich hladin Ca®" (z angl. calcium imaging) byl vyuZit systém
Cell"R (Olympus). 1 h pfed zah4jenim méteni byly HEK293T buiiky exprimujici hTRPCS
a fluorescenc¢ni protein mCherry inkubovéany ve tmé pii pokojové teploté v ECS1 roztoku
s IM furou-2 AM (Invitrogen). Bezprostiedné pfed métenim byly buiiky oplachnuty ECS1
a bé¢hem celého experimentu byly na buiky aplikovany roztoky vySe zminénym aplikac-
nim systémem (viz kapitola 4.4). Fluorescen¢ni sonda fura-2 AM po vstupu do buiiky pod-
stupuje hydrolytické Stépeni, a vznikd tak jeji aktivovand forma s vazebnymi misty pro
Ca?". Excitac¢ni spektrum sondy fura-2 AM bez navazanych vapenatych kationti je 380 nm
a po jejich nasledném navazani se posouva na 340 nm. V pribéhu experimentu je tedy
mozné u obarvenych bunék méfit zmény fluorescence vyvolané jednotlivymi vlnovymi

délkami v zavislosti na koncentracich volného Ca?*.

4. 6 Molekularni modelovani

Algoritmy, které se uplatiiuji v molekularné-dynamickych (MD) simulacich jsou podrob-
néji popsany v ¢lanku (Phillips et al., 2005). Stru¢né€, pohyby jednotlivych atomt béhem

simulace je mozné popsat Newtonovou pohybovou rovnici (1):

3 d - o - .
m;r; = —d—fimel(rl,rz, ., Ty); 1=12..N, (1)
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kde m; je hmotnost atomu i a 7; znaci jeho polohu. Usar je celkova potencidlni energie si-
mulovaného systému, kterd zavisi na polohéch vSech atomt a je urend na zaklad¢ parame-

tra silového pole. Urowi je mozné rozdélit na n€kolik slozek:

Utotal = Uvazba + Uﬁhel + Udihedral + UvdW + UCoulomb- (2)

Prvni tf1 (Uvazba, Usinel, Udinedral) pOpisuji vazebné interakce a zahrnuji zmény energie
vzniklé pfi deformaci kovalentnich vazeb (Uyzpa), Ghlh mezi vazbami (Usirer) @ dihedral-
nich (torznich) thlt (Ulinedrar). Jednotlivé piispévky jsou charakterizovany nésledujicimi

rovnicemi (3-5):

_ vazba 2
Uvazba - Z ki (ri - Tot) ’

vazby i (3)
Ushet = z k"t (0; — 00:)%, )
Ghly i

kdthedral[q 4 cos(n;p; — y;)],n; 0 (5)

Udinedrat = dihedral (g, _ 32 n = @ ’
i 2 2 -

dihedral i {

kde k; predstavuji silové konstanty (pro i-tou vazbu o délce r;, obdobné pak pro i-ty uhel 6;
a i-ty torzni uhel ¢;). roi, Ooi a ¢oi znaci prislusné rovnovazné hodnoty. Pro piehlednost jsou

parametry vazeb znazornény na Obr. 9.
S

Obr. 9 — Parametry vazeb. r — délka vazby, 0 — uhel vazby, ¢ — torzni uhel. Upraveno podle
(Phillips et al., 2005).

Zbylé dvé slozky definuji nevazebné interakce. Zahrnuji van der Waalsovy sily (Uwaw),

které jsou aproximovany Lennardovym-Jonesovym (LJ) potencidlem (6):
O'. . 12 O'. . 6
Uiy = Z Z 4. 1[2L) (2] |,

i j>i
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kde ¢; je hloubka potencidlové jamy, r;; je vzdalenost mezi dvéma atomy i aj a g;; piedsta-
vuje vzdalenost téchto atomt pii nulovém LJ potencialu. Druha nevazebna slozka zahrnuje

elektrostatické interakce (Ucoutoms) popsané Coulombovym zédkonem (7):

U _ Z z 4iq;
Coulomb : 47T£0Tij ’ (7)

i j>i

kde gi, g jsou naboje €astic i, j a go je permitivita vakua.

MD simulace byly provedeny na procesorech a vypocetnich grafickych kartach v su-
perpoéitacovém MetaCentru® s vyuzitim softwarového baliku NAMD (verze 2.12), ktery
umoziuje realizovat tento typ vypocta pro velké struktury proteinti ukotvenych v membra-
n¢ a obklopenych vodni obalkou. K feseni pohybovych rovnic pouzivi NAMD Verletiv
algoritmus vhodny pro vypocet trajektorii systému s velkym poctem molekul. Tento algo-
ritmus vyuziva zndmé soufadnice a rychlosti atomil v ¢ase ¢ k vypoctu soufadnic a rychlos-
ti v Case vétsim o 4¢. Pii MD simulacich biomolekul je nutné kontrolovat teplotu a tlak,
které se mohou predevs§im na zaCatku vyrazné ménit. Simulace se proto provadi v NPT
souboru, kdy je udrzovano konstantni latkové mnozstvi, tlak a teplota pomoci tzv. termo-

statu a barostatu.

4.6.1 Hledani vazebného mista pro LPC 18:1

Struktura lidského TRPCS byla ziskdna s vyuzitim zvefejnéné struktury zkracené podjed-
notky hTRPCS5 (UniProt ID: Q9UL62) vytvorené diky umélé inteligenci AlphaFold*, ktera
je schopna predikovat struktury n€kterych doposud nerozliSenych oblasti. Nasledné byla v
programu VMD 1.9.3 pomoci pluginu Molefacture vytvoiena molekula LPC 18:1. Parame-
try silového pole pro LPC 18:1 byly ziskany pomoci serveru CGenFF> a molekula byla
umisténa do vytipované oblasti mezi helixy S2 a S3. Cela hybridni struktura byla ve VMD
vlozena do vodni obalky a nasledné ionizovana 0,5M NaCl pomoci plugint Solvate a Auto-
ionize. Nejdiive byla spusténa ekvilibracni simulace a soufadnice atomll v poslednim
snimku byly pouzity jako vstupni hodnoty navazujicich krokt. Cela struktura byla nasled-
né¢ vlozena do fosfolipidové dvojvrstvy tvofené molekulami 1-palmitoyl-2-
oleoylfosfatidylcholinu (POPC) a poté opét solvatovana a ionizovéna. Nésledné byly pro-

vedeny navazujici ekvilibra¢ni simulace podle kapitoly 3 vetejné piistupného protokolu

3 https://metavo.metacentrum.cz
4 https://alphafold.ebi.ac.uk
5 https://cgenff.umaryland.edu
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Membrane Proteins Tutorial (Advanced)® a nakonec byly spustény simulace pfi 37, 25 a

5 °C. Vznikly trajektorie od délce 12,5 ns (37 °C) a9 ns (25 a 5 °C).

4.6.2 Akutni acinek oxaliplatiny

K prozkoumani mozného piimého vlivu oxaliplatiny na receptor byla vyuzita struktura
hTRPCS5 vytvoiena pro piedchozi simulaci. Molekula cyklohexan-1R,2R-diamin platiny
(DACH-platiny) — produktu Stépeni oxaliplatiny, byla ziskana z krystalové struktury pan-
kreatické ribonukledzy s adukty vzniklymi pii reakei s oxaliplatinou (PDB: 4S18). Parame-
try silového pole pro DACH-platinu byly ziskany pomoci serveru CGenFF a nésledné¢ byla
molekula umisténa do pdérové oblasti TRPCS receptoru k vytipovanému reziduu D633.
Umisténi celé struktury do membrany, solvatace, ionizace a dalsi kroky molekularni dy-
namiky byly provedeny podle vySe popsan¢ho postupu (viz kapitola 4.6.1). Ze simulace
spusténé pii 25 °C vznikla trajektorie o délce 8,5 ns. Mapa elektrostatického potencidlu

byla vytvotena ve VMD pomoci pluginu PME Electrostatics.

K vyhodnoceni ziskanych trajektorii byly pouzity programy VMD 1.9.3, Chimera
1.14 a ChimeraX 1.3.

4.7 Vypocty a statistika, vyhodnoceni dat

Zaznamy z elektrofyziologickych a mikrofluorimetrickych meétfeni byly vyhodnoceny
v programech Clampfit verze 10.4 a verze 11.2 a v programu CellR. K vyhodnoceni trajek-
torii MD simulaci byly vyuZity programy VMD 1.9.3 a Chimera 1.14. Grafy byly vytvore-
ny pomoci programi SigmaPlot 10.0 a OriginPro 2021, ve kterych byla provedena i statis-
tick4 analyza. Ziskana data jsou vyjadfena jako primér + SEM (standardni chyba primé-
ru), (n = pocet bunék), pokud neni uvedeno jinak. K vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivy-
mi skupinami byla vyuzita jednosmérna analyza rozptylu (ANOVA) a Studentiv t-test.
Jako statisticky signifikantni byly povaZovany rozdily s hladinou vyznamnosti P < 0,05

(hladiny vyznamnosti jsou znaceny: * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001).

Casovy priibéh proudovych odpovédi TRPCS vyvolanych aplikaci agonisty a linear-
né se zvySujiciho napétového protokolu (viz kap. 4.4) byl ziskan vynesenim hodnot ampli-

tud membranovych proudt pii —100 a pii +100 mV (Obr. 10, str. 39).

¢ https://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials
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Obr. 10 — Ramp protokol. (A1) Schéma napétového pulzu aplikovaného na bunky kazde 3
vteriny pri snimani proudovych odpovedi v tzv. whole-cell konfiguraci. Mezi kazdym pul-
zem, kdy se ménilo napéti z —100 na +100 mV, byl membranovy potencial drzen na 0 mV.
(B) Ukazkovy zdaznam proudovych odpovedi TRPCS vyvolanych napétovymi pulzy pod-
le (A) a aplikaci agonisty. Hodnoty amplitud membranovych proudii byly ziskany
v oblastech znacenych modrymi obdélniky pri —100 a +100 mV.

Teplotni koeficient Q1o byl pro teplotni zavislost proudovych odpovédi a pravdépo-

dobnosti otevieni (P,) vypocitan podle vztahu (8):
10

o= ()" ®

kde Xi, X2 jsou amplitudy proudovych odpovédi, ptipadné hodnoty pravdépodobnosti ote-

vieni (Po) ziskané pfi teplotach Ty a To.

V ptipadech, kdy byl v méfeném terciku vic nez jeden aktivni iontovy kanal, bylo
mozné urcit pravdépodobnost otevieni (NP,), kde N znac¢i mnozstvi iontovych kanali na
jednom ter¢iku. Pravdépodobnost otevieni byla ziskdna z all-point amplitudovych histo-

gramil fitovanych Gaussovskymi funkcemi (Obr. 11).

25°C 15 °C 5°C
v A N
-l fw r
. - _prA i '1@ lm’ W‘ \a.. d.m.i \WJ‘WW
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Obr. 11 — All-point amplitudové histogramy. (4) Priklady zdznamii proudovych odpovedi
pri trech ruznych teplotach s nekolika otevienymi kandly soucasné. Pocet hladin (pocet
kanalu otevienych soucasné) slouzil k vypoctu maximadlniho mnozZstvi kanalu v jednom
terciku. (B) All-point amplitudové histogramy odpovidajici zaznamiim v (A).
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NP, byla vypocitana z rovnice (9):

A + 24,4+ nA
NP, = ( 1 2T L. n>’ ©)

Ay + A+

kde Ao je plocha pod kiivkou all-point amplitudového histogramu odpovidajici hladiné
uzavieného stavu kanalu. A1, Aa,...An jsou plochy pod kiivkou 1., 2. az n-té¢ hladiny, coz
odpovida situaci, kdy byl otevien 1,2 az n iontovych kanali soucasn€. Pro vyvolani maxi-
malni proudové odpovédi, a tim i uréeni poctu hladin, tedy mnoZzstvi iontovych kanali, byl
na konci méfeni aplikovan agonista. Pravdépodobnost otevieni kanalu (P,) byla poté vypo-

¢itana z NP, vyd¢€lenim zjisténym poctem iontovych kanalli v jednom terciku (N).

Teplotni zéavislost pravdépodobnosti otevieni byla fitovana kiivkou Boltzmannovy
rovnice (10) ve tvaru:
P25 + (Pmax - P25)

(T-T12) (10)
1+e dT

B(T) =

kde P25 je hodnota pravdépodobnosti otevieni (Po) pii 25 °C a Pmax uddva maximalni hod-
notu P,. T je teplota extracelularniho roztoku, kterym byly omyvany bunky, a T je teplo-
ta, pfi niz byla hodnota Pmax poloviéni. dT popisuje strmost zavislosti charakterizujici tep-

lotni citlivost kanalu.

Termodynamicka analyza procesu otevirani a zavirani iontového kanalu byla prove-

dena s vyuzitim van’t Hoffovy rovnice (11):

AH AS

In(Keq) = — RT + R

(11)

kde AH je zména entalpie, AS je zména entropie, R je univerzélni plynova konstanta
(8,314 J' K "'mol ') a T udava termodynamickou teplotu. Keq je rovnovazna konstanta od-
vozena z pravdépodobnosti otevieni kanalu (P,) (12):

F

Keq = a=r) (12)

Van’t Hoffova kifivka byla sestrojena vynesenim pfirozeného logaritmu Keq
v zavislosti na prevracené hodnoté termodynamické teploty 1/T. Zmény entalpie byly vy-
pocitany ze smérnice piimky linedrni regrese proloZzené nejstrméjsi oblasti van’t Hoffovy
ktivky podle rovnice (13) a zmény entropie byly vypocitana z praseciku piimky podle rov-

nice (14):
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a=-— (13)
AS
B== (14)

kde a je smérnice ptimky a B je prusecik piimky.
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5 Vysledky

5.1 Chladem modulovana aktivace TRPCS5 iontového kanalu

V prvni sérii experimentti byly s vyuzitim metody terikového zdmku popsany parametry
chladové aktivace lidského TRPCS5 iontového kanalu piirozené¢ho typu a jeho konstrukti.
Membréanové proudy byly méfeny z celych bun€k i na urovni jednotlivych kanald. Expe-

rimenty byly provadény v teplotnim rozsahu od 25 °C do 5 °C.

5.1.1 Chlad sniZuje amplitudu proudové odpovédi a zpomaluje jeji deaktivaci

K popisu vlivu chladu na aktivaci TRPCS5 pii snimani prouda z celé buiiky (whole-cell
konfigurace) slouzil optimalizovany protokol vyuzivajici ke stimulaci receptoru linearn¢ se
zvySujici napéti (ramp protokol). Soucasné byl aplikovan agonista TRPCS5 — EA (30nM)
po dobu 10 s kazdych 5 minut. Méteni byla provadéna v kontrolnim extracelularnim rozto-
ku (ECS 1) a sklenénd pipeta s méfici mikroelektrodou obsahovala intracelularni roztok
(ICS). Amplituda proudovych odpovédi se s opakovanou aplikaci EA u vétSiny bunék sni-

zovala, pravdépodobné kvili desenzitizaci kanalu (Obr. 12).

EA (30 nM) i i ooy

4 0 mV~I/L
3 -100 mV

2

1

| (NA) 0 Ll :

-1
-2 60 s
3 o
4
5

Obr. 12 — Chemicka a napét’ova stimulace WT TRPCS5. Reprezentativni zaznam proudo-
wch odpovédi na EA (30nM) pri teploté 25 °C. Cervené symboly znaci dobu 10s aplikace
EA. Linedarné se zvysujici napétovy protokol aplikovany kazdé 3 s je zndzornén vpravo
nahore.
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Pisobenim chladu se statisticky vyznamné snizila amplituda proudovych odpovédi
na EA, a to predevsim na zapornych potencidlech (z —5,65 £ 1,36 nA na —2,27 + 0,54 nA;
n=7; P=0,014; Studentiv t-test) (Obr. 13A). Proudové-napétova zavislost urcena
z hodnot proudovych odpovéedi ve treti minuté od zacatku aplikace agonisty pii 25 °C a pfi
5 °C vykazovala v chladu nizsi rektifikaci (Obr. 13B) nasvédc€ujici vyssi pretrvavajici akti-
vaci kanalti vlivem zpomalené deaktivace. Maximalni amplituda odpoveédi na zédporném
membranovém potencidlu (—100 mV) po 3 min od zacatku aplikace EA byla pti 5 °C pii-
blizn¢ 5% vyssi nez na 25 °C, zatimco plocha pod kiivkou proudové odpovédi (celkovy

pfeneseny naboj) se zvysila v priméru téméi 1,3x (Obr. 13C, D).
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................................................................................. g
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3 :
4 8 |
. o 0%5c 5°C

Obr. 13 — Modulace proudové odpovédi WT TRPCS5 chladem. (4) Casovy priibéh zmény
teploty (nahore) a reprezentativni zaznam proudovych odpovédi na EA (30nM, dobu apli-
kace znaci cervené symboly) (dole). (B) Proudove-napétova zavislost odpovedi TRPCS
meérend ve 25 °C a v 5 °C v casech vyznacenych pismeny a, b v (A). (C) Relativni pokles
maximalni proudové odpoveédi po 3 min od zacatku aplikace EA ve 25 °C (Seda) a v 5 °C
(modra). (D) Rozdil ve velikosti plochy pod krivkou proudové odpoveédi ve 25 °C (Seda) a
v 5 °C (modra). Hodnoty v (C, D) jsou uvedeny jako primeéer £ SEM (n = 7).

5.1.2 Chlad sniZuje amplitudu jednotkovych proudovych odpovédi

Vliv chladu na kinetiku TRPCS5 byl zkouman také na urovni samostatnych iontovych kana-

1t v tzv. cell-attached konfiguraci s pouzitim gap-free protokolu. Pokusy byly provadény
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v kontrolnim extracelularnim roztoku (ECS 2), nebo v pfitomnosti aktivatort TRPCS5 — EA
(3nM) a karbacholu (100uM). Pipeta byla naplnéna roztokem ECS 2 a pipetovy potencial

byl udrzovan na +120 mV.

S teplotou postupné klesajici z 25 °C na 5 °C se prumérnd amplituda jednotkovych
proudl snizovala s hodnotou teplotniho koeficientu Qio~ 1,5. Mezi experimenty v kon-
trolnim ECS 2 (z 3,96 + 0,10 pA na 1,960 pA; Qio= 1,44 = 0,02; n = 16), v pfitomnosti
EA (24,02 £ 0,08 pA na 1,99 £ 0,10 pA; Qo= 1,48 £ 0,03; n = 10) a v piitomnosti karba-
cholu (z 4,35 = 0,15 pA na 1,96 £ 0,05 pA; Qio = 1,45 £ 0,02; n = 8) nebyl statisticky vy-
znamny rozdil (jednocestna ANOVA; P =0,557) (Obr. 14).
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Obr. 14 — Teplotni zavislost amplitud jednotkovych proudi WT TRPCS. (A) Reprezenta-
tivni zaznamy proudovych odpovédi TRPCS v ruznych teplotach s pipetovym potencidlem
+120 mV mérenych v cell-attached konfiguraci v kontrolnim extracelularnim roztoku
(ECS 2). ,,z* znaci hladinu zavieni kanalu a ,,0* znaci hladinu otevieni kanalu. (B-D)
Teplotni zavislost jednotkovych proudii v ECS 2 (B), v pritomnosti EA (C) a karbacholu
(D). Hodnoty Q1o jsou prumer £ SEM, pocet bunék je uveden v zavorce.
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5.1.3 Chlad prodluZuje dobu otevieni a zkracuje dobu zavi‘eni

Analyza zdznamu jednotkové aktivity v pfipadé jednoho aktivniho WT TRPCS5 kanalu
umoznila podrobnéjsi popis kinetiky procesu otevirani a zavirani. Se snizovanim teploty
z 25 °C na 5 °C s rychlosti <1 °C/s se prodlouzila primérna doba otevieni, zatimco pru-

mérna doba zavieni se zkratila (Obr. 15).
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Obr. 15 — Teplotni zavislost doby otevieni a zavieni WT TRPCS5. (A) Reprezentativni zd-
znam proudovych odpovédi se znazornenym pritbehem snizovani teploty (nahore). Zvétsené
2s useky zdaznamu v ruznych teplotach (22 °C, 13 °C, 5 °C). ,,z* znaci hladinu zavieni ka-
nalu a ,,0* znaci hladinu otevieni kandalu. (B,C) Casovy priitbéh priimérné doby otevieni
(B) a prumérné doby zavreni (C) ménici se v zavislosti na teploté. Priumérné hodnoty jsou
ziskany ze 6 s dlouhych intervalil.
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5.1.4 Pravdépodobnost otevieni se zvySuje s klesajici teplotou

Ze zdznamu s vy$Sim poctem aktivnich kanalti nebylo mozné stanovit kinetické parametry.
Byla proto urcena pravdépodobnost otevieni (NP,), kde N zna¢i mnozstvi aktivnich ionto-
vych kanali na jednom terciku. Pravdépodobnost otevieni TRPCS se s poklesem teploty

z 25 °Cna 5 °C postupné zvySovala (Obr. 16).
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Obr. 16 — Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni WT TRPCS. (A) Reprezentativni
zdznam proudovych odpovédi se zndzornenym pribehem snizovani teploty (nahore). Na
konci mérent byl aplikovan EA (3nM). Zvétsené 500ms useky zaznamu v ruznych teplotdach
(dole), jak znazornuji barevné Sipky. ,,z* znaci hladinu zavieni kanalu a ,,0* znaci hladinu
otevieni kandlu. (B) Ukdzkovy casovy pritbéh pravdépodobnosti otevieni (NP,) zvysujici se
s klesajici teplotou. N je pocet aktivnich kanalii v jednom terciku.

5.1.5 WT TRPCS je vysoce teplotné citlivy

Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni (P,) WT TRPCS5 ma sigmoidni charakter
s nejstrméj$im sklonem v rozmezi teplot od 15,8 = 0,8 °C do 11,3 +£ 0,7 °C (n = 18). Okolo
85 °C bylo mozné pozorovat saturaci aktivity kanalti (Obr. 17A, str. 47). Termodynamic-
kou analyzou byly odhaleny vyrazné zmény entalpie (AH) a entropie (AS):
AH =—108 £ 14 kcal-mol!; AS =-370 + 48 cal'mol'-K! (Obr. 17B, str. 47). Hodnota
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teplotniho koeficientu procesu otevirani a zavirani iontového kanalu Qio=0,04 +0,01

prokazuje silnou chladovou zéavislost TRPCS.
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Obr. 17 — Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni WT TRPCS. (A) Vyneseni zavis-
losti prumeérnych hodnot pravdépodobnosti otevieni (P,) = SEM (n = 18) na teploté. Data
Jjsou proloZena teoretickou Boltzmannovou Sfunkci ve tvaru:
Po(T) = P2s + (Pmax — P25) /(1 + exp((T — T12) /dT)), kde se Py =0,007=+0,001,
Puax = 0,141 £0,003, T12= 12,50+ 0,01 °C, dT = 1,4+ 0,1 °C). (B) Van't Hoffovo vyne-
seni zavislosti prirozeného logaritmu rovnovazné konstanty na prevrdacené hodnoté abso-
lutni teploty. Primka linearni regrese (prerusovand cara) je proloZena nejstrméjsim tuse-
kem v rozsahu 15,8 0,8 °C do 11,3 +0,7 °C, odkud byly vypocitany zmény entalpie a
entropie a teplotni koeficient Q.

5.1.6 Chlad potencuje odpovédi na aktivatory TRPC5

SniZeni teploty z 25 °C na 5 °C v pfitomnosti aktivatort TRPCS — EA (3nM) a karbacholu
(100uM) zvysilo relativni pravdépodobnost otevieni (NP, (5°C)/NP, (25°C)) 3,6 + 1,6%
(EA, n=10) a 5,1 £ 1,5x (karbachol, n = 10) (Obr. 18A, B; str. 48), coz odpovida hodno-
tam teplotniho koeficientu Q1o = 0,53 a Q1o = 0,44. Plsobeni aktivatora tedy vedlo ke sni-

zeni specifické chladové citlivosti iontového kandlu (Obr. 18C, D; str. 48).
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Obr. 18 — Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni WT TRPCS5 v pFitomnosti aktiva-
torii. (A, B) Casové prithéhy pravdépodobnosti otevieni (NP,) (A) v pritomnosti EA (3nM)
a (B) v pritomnosti karbacholu (100uM), priibéh zmén teplot je zndzornén nahore. Prii-
mérné hodnoty (NP,) jsou ziskané z 2s po sobé jdoucich usekii ze zaznamu proudovych
odpovedi. (C, D) Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni (prumérna NP, normalizo-
vana na hodnotu NP, nameérenou pri 25 °C) (C) v pritomnosti EA (3nM, n = 10) a (D) v
pritomnosti karbacholu (100uM, n = 10). Zobrazeny jsou prumérné hodnoty = SEM.

5.2 Vliv signaliza¢nich drah na chladovou citlivost TRPC5
5.2.1 Zapojeni fosforylaéniho mista T970 v chladové aktivaci TRPCS

Pii opakované aplikaci chladu v trvalé pfitomnosti karbacholu (100uM) jsme pozorovali
postupné snizeni pravdépodobnosti otevieni v disledku desenzitizace. Po nasledném zvy-

Seni teploty na 25 °C aktivita kanalti vyrazné vzrostla (Obr. 19, str. 49).
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Obr. 19 — Desenzitizace proudové odpovédi WT TRPC5 opakovanym piisobenim chladu.
Reprezentativni zaznam proudovych odpovédi TRPCS v pritomnosti karbacholu (100uM).
Casovy priibéh zmén teploty (nahoie) a zvétsené 2s viseky zdznamu v riiznych teplotdch, jak
naznacuji Sipky (dole). ,,z* znaci hladinu zavieni kanalu a ,,0“ znaci hladinu otevieni ka-
nalu.

Karbachol aktivuje TRPCS prostfednictvim signaliza¢ni drahy proteini Gy (viz ka-
pitola 2.2.1.3). V procesu desenzitizace odpovédi na karbachol ma kli¢ovou tlohu threonin
970 jako fosforyla¢ni misto pro PKC. Abychom zjistili ulohu tohoto rezidua v chladové
aktivaci TRPCS, zaménili jsme fosforylacni misto threonin 970 za alanin, ¢imz bylo zabra-
néno mozné fosforylaci. Mutant T970A vykazoval statisticky vyznamné vyssi bazalni ak-
tivitu pfi 25°C (P, = 0,018 £ 0,005, n = 8) oproti TRPCS5 pfirozeného typu
(Po=0,0047 £0,0017, n = 22) (P =0,008; Studenttiv t-test). Primérna doba otevieni se
s klesajici teplotou prodluzovala (Obr. 20B, str. 50). Amplitudy jednotkovych proudd a
jejich teplotni zavislost se u mutantniho kanalu T970A TRPCS (3,72 + 0,08 pA; pii 25 °C;
n =9) statisticky vyznamné neliSily od hodnot WT TRPC5 (P =0,429; Studentlv t-test)
(Qi0=1,44£0,01; P =0,829; Studenttv t-test).
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Obr. 20 — Teplotni zavislost délky otevieni a zavifeni T9704 TRPCS. (A) Reprezentativni
zdznam proudovych odpovédi s casovym priubehem zmeény teploty (nahore). Behem méreni
byl aplikovan EA (3nM). ,,z* znaci hladinu zavieni kanalu a ,,0* znaci hladinu otevieni
kandlu. (B, C) Casovy priibéh primérnych dob otevieni (B) a zavieni (C) ménicich se
s klesajici teplotou, jak je naznaceno v (A, nahore). Prumérné doby otevieni a zavieni jsou
ziskany ze 6s intervalii zaznamu jednoho terciku se tremi aktivnimi iontovymi kanaly v (A).
(D) Porovnani prumérnych hodnot pravdeépodobnosti otevieni (P,) WT (n =22) a T9704
(n =8) TRPCS pri 25 °C (vyneseno na logaritmické stupnici). Krabicovy graf zndazornuje
rozloZeni dat mezi 25. a 75. percentilem a median (vodorovné usecky). Chybové usecky
oznacuji hodnoty mezi 10. a 90. percentilem.

5.2.2 Termodynamicka analyza chladové aktivace T970A TRPCS

Vyneseni zavislosti pravdépodobnosti otevieni na teploté odhalilo nizsi chladovou citlivost
T970A v porovnani s WT (Obr. 21A, str. 51). Hodnoty zmén entalpie a entropie
(AH =—51 £ 17 kcal-mol™!; AS = —181 + 57 cal'mol'-K™") vypo¢itané z nejstrm&;j§i oblasti
mezi 22,1 £ 1,3°C a 13,1 £ 1,5 °C byly v porovnani s WT TRPCS statisticky vyznamné
snizené (P = 0,009; Studentlv t-test n=8) (Obr. 21B, str. 51). Hodnota teplotniho koefi-
cientu procesu otevirani a zavirani T970A byla oproti WT vyssi (Q1o = 0,22 £ 0,06), odpo-

vidajici nizsi teplotni zavislosti.
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Obr. 21 — Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni T970A TRPCS. (A) Primerné
hodnoty pravdépodobnosti otevieni (P,) £ SEM (n = 8) vynesené v zavislosti na teplote.
(B) Van't Hoffitv graf zavislosti prirozeného logaritmu rovnovazné konstanty na prevrdce-
né hodnoté absolutni teploty. Primka linedrni regrese je prolozena nejstrméjsim tisekem a
Jjeji sklon slouzil k vypoctu zmen entalpie a entropie a teplotniho koeficientu Qio. Preruso-
vand ¢dra naznacuje teplotni zavislost pro WT TRPCS.

5.2.3 Chladova citlivost TRPCS zavisi na interakci s endogennim STIM1

Protein STIM1 muze pfimou interakci aktivovat TRPCS kanal v disledku vycerpani vniti-
nich zsob Ca**, pti¢emz aktivita STIM1 je teplotn& regulovana nezavisle na hladindch
Ca?" (viz kapitola 2.2.1.2). Ve snaze prozkoumat moznou tlohu STIM1 v chladové aktiva-
ci TRPCS byla mutovana dvé rezidua (D652 a E653) dulezita pro funkéni interakei téchto
proteind. Vyménou obou zaporné nabitych rezidui za lysiny se narusi funkéni interakce

STIM1 a TRPCS, zatimco fyzicka interakce obou proteinil naruSena neni (Lee et al., 2010).

Amplituda jednotkovych proudi D652K/E653K TRPCS (3,79 0,07 pA; 25°C;
n=25) a jejich teplotni zavislost (Qio= 1,43 £0,03) se statisticky vyznamné neliSily od
kanalu ptirozeného typu (P =0,829 a P =0,833; Studentiv t-test). Pfi 25 °C vykazoval
dvojmutant  D652K/E653K  statisticky ~ vyznamné  vyS$§i  bazalni  aktivitu
(Po=0,058 £0,019; n=27) oproti kanalu ptirozené¢ho typu (P = 0,014; Studentliv t-test)
(Obr. 22B, str. 52). Kineticka analyza zaznamu jednotkovych proudt z terciku, na kterém
byl pfitomen jen jeden aktivni kanal, odhalila vliv ochlazeni na prodlouzeni primérné do-
by otevieni, nicméné s poklesem teploty pod 10 °C se doba otevieni zacala zkracovat (Obr.

22C, str. 52). Zatimco histogram doby otevieni na 25 °C bylo mozné pro WT aproximovat
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jednou exponencidlni funkci (1o = 0,23 ms), pro stanoveni ¢asové konstanty charakterizuji-
ci rozlozeni primérné doby otevieni konstruktu D652K/E653K bylo nezbytné pouzit sou-
¢et dvou exponencial (to1 = 0,23 ms a T2 = 1,24 ms). Tento vysledek prokazuje odlisné
kinetické chovani konstruktu D652K/E653K a naznacuje moznou ulohu STIM1 v teplotné
zavislé regulaci TRPCS (Obr. 22D).
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Obr. 22 — Teplotni citlivost D652K/E653K TRPC5. (A) Reprezentativni zaznam proudo-
vych odpovédi D652K/E653K TRPCS s vyznacenym priibéhem zmeény teploty (nahore).
Zvétsené 2s useky zdznamu na indikovanych teplotdach (dole). ,,z* znaci hladinu zavieni
kanalu a ,,0* znaci hladinu otevieni kanalu. (B) Porovnani dob otevieni (P,) WT (n = 21)
a D652K/E653K (n = 27) TRPCS pri 25 °C (vyneseno na logaritmické stupnici). Krabico-
vy graf zndzornuje rozloZeni dat mezi 25. a 75. percentilem a median (vodorovné usecky).
Chybové tisecky oznacuji hodnoty mezi 10. a 90. percentilem. (C) Casové priibéhy priimér-
nych dob otevieni (nahore) a zavieni (dole) menicich se s klesajici teplotou, ziskané ze 6 s
dlouhych usekii ze zaznamu v (A). (D) Distribuce doby otevieni WT a D652K/E653K sta-
novena na teplote 25 °C z 21 955 (WT) a 17 828 (D652K/E653K) uddlosti. Vertikalni osa

pro WT je vilevo, pro dvojmutant vpravo. Histogramy byly pro porovnani normalizovany na
celkovy pocet udalosti.
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5.2.4 Termodynamicka analyza chladové aktivace D652K/E653K TRPCS

V rozmezi teplot 25—15 °C byla pravdépodobnost otevieni u D652K/E653K TRPCS vyssi
oproti kanalu ptirozeného typu a vykazovala mirn€jsi strmost teplotni zavislosti. V teplot-
nim intervalu 15-10 °C se pravdépodobnost otevieni neménila a pii ochlazeni na teploty
niz$i nez 10 °C se snizila. Tento vysledek prokazuje vyrazné nizsi chladovou citlivost mu-
tantniho kanalu a podporuje tak nasi hypotézu o zapojeni STIM1 v teplotné zavislé regula-

ci TRPC5 (Obr. 23).

A 02 DBE5ZK/E653K = -1+ DB52K/EBS3K

WT hTRPC5 n=27

5 10 15 20 25 3.35 340 345 350 355 3.60
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Obr. 23 — Teplotni zavislost pravdépodobnosti otevieni D652K/E653K TRPCS. (4) Pru-
meérné hodnoty pravdépodobnosti otevieni (P,) £ SEM (n = 27) vynesené v zavislosti na
teplote. (B) Van'’t Holffitv graf zavislosti prirozeného logaritmu rovnovazné konstanty na

prevrdacené hodnoté absolutni teploty. Prerusovand cara naznacuje teplotni zavislost pro
WT TRPCS.

5.2.5 Nadmérna exprese STIM1 narusi chladovou citlivost TRPCS

Zavislost aktivity TRPCS na STIM1 je ur€ena pomérem, v jakém jsou oba proteiny expri-
movany (Lee et. al., 2010). V navazujicich experimentech jsme proto zjisStovali, zda u¢inek
STIM1 na chladovou citlivost TRPCS5 souvisi s mnoZstvim STIM1 exprimovaného
v HEK293T bunikach. Spolecné jsme exprimovali STIM1 s TRPCS ptirozeného typu nebo
s D652K/E653K ve stejném poméru (300 : 300 ng DNA) a stanovili teplotni zavislost
pravdépodobnosti otevieni. U ptirozeného typu i1 u konstruktu D652K/E653K jsme pozo-

rovali niz8i aktivitu v celém teplotnim rozsahu, pfi¢emz pravdépodobnost otevieni byla na
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teploté nezavisla. Zaznamy proudovych odpoveédi u D652K/E653K byly vice heterogenni a
celkova primérna aktivita konstruktu (+ STIMI1) byla vys$i nez u pfirozeného typu

(+ STIM1). Pritomnost exogenniho STIM1 neovlivnila amplitudy jednotkovych proudt u

prirozeného typu (4,28 £ 0,12 pA; 25 °C; n=11; P =0,008; Studentiiv t-test), zatimco u

konstruktu D652K/E653K byly amplitudy nizsi (4,07 £ 0,14 pA; 25 °C; n = 14; P > 0,052;
Studentiv t-test). Teplotni zavislost snizovani amplitud proudovych odpovédi se
v ptitomnosti STIMI1 nelisila (WT: Qio=1,41+0,02; P=0,245 a D652K/E653K:
Qi10=1,39+£0,02; P =0,332; Studentiv t-test) (Obr. 24).

Aa WT + STIM1

&/251

&

%5 ------------------------------------------------------------------------------------

@

" 10s
T T " | 4 pA
200 ms

B

D652K/EB53K + STIM1

%)
25
a 51
2

ot e

: W[ " HU'\I.N' T
o MM i
- I Japa

20s

T i

J4 pA

200 ms

Obr. 24 — Vliv exprese STIM1 na aktivitu TRPCS. (A, B) Reprezentativni zdznamy prou-
dovych odpovedi (A) WT TRPCS5 a (B) D652K/E653K TRPCS5 koexprimovanych se STIMI.
Prubeh zmen teplot je naznacen nahore. Zvétsené 2s useky zaznamu v ruznych teplotach

Jjak naznacuji Sipky (dole). ,,z* znaci hladinu zavreni kanalu a ,,0* znaci hladinu otevieni
kanalu.
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5.2.6 Termodynamicka analyza chladové aktivace TRPCS koexprimovaného
se STIM1

Exprese rekombinantniho STIM1 vedla k poklesu pravdépodobnosti otevieni u TRPCS
pfirozené¢ho typu i u konstruktu D652K/E653K (Obr. 25A). Van’t Hoffav graf teplotni
zavislosti ptirozené¢ho logaritmu rovnovazné konstanty prokazuje ztratu specifické teplotni
citlivost v obou pfipadech. Teplotni zavislost byla u WT TRPCS5 koexprimovaného
se STIM1 vyrazn€ niz$i ve srovnani s D652K/E653K TRPCS se STIM1 a se samotnym
WT TRPCS (Obr. 25B).
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Obr. 25 — Teplotni zavislosti pravdépodobnosti otevieni WT a D652K/E653K TRPCS5
exprimovanych spolecné se STIMI1. (4) Prumérné hodnoty pravdeépodobnosti otevieni
(P,) £ SEM vynesené v zavislosti na teploté pro WT (n =11, svétle modrd) a pro
D652K/E653K (n = 17, tmavé modra). (B) Van't Hoffitv graf zavislosti prirozeného loga-
ritmu rovnovazné konstanty na prevrdcené hodnoté absolutni teploty. Prerusovana cara
naznacuje teplotni zavislost pro WT TRPCS.

5.3 Vliv oxaliplatiny na aktivitu TRPCS

5. 3.1 Inhibi¢ni G¢inek akutni aplikace oxaliplatiny na TRPC5

Nase vysledky prokazuji, ze TRPCS lIze pfimo aktivovat chladem. Vzhledem k tomu, Ze
tento iontovy kanal je exprimovan vétSinou (75 %) primarnich aferentnich neuront (Sadler
et al. 2021), ovetovali jsme hypotézu, ze aktivita TRPCS miize ptispivat v rozvoji chladové
alodynie zptisobené ptisobenim platinového cytostatika oxaliplatiny. Testovali jsme u¢inek
oxaliplatiny (150uM) na membranové proudy aktivované EA (30nM) s vyuZitim line4drné

se zvySujiciho napétového protokolu (viz kapitola 4.4). Pokusy byly provadény
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v extracelularnim roztoku ECS 1 a sklenéna mikropipeta s méfici elektrodou byla naplnéna

intracelularnim roztokem ICS.

Pti aplikaci oxaliplatiny byly proudové odpovédi vyvolané EA sniZzeny na kladnych i
zapornych membranovych potencidlech a tento u€inek byl rychle vratny (Obr. 26A). Prou-
dové-napétova (I/V) zavislost TRPC5 odpovédi byla pti prvni aplikaci EA téméf linearni a
pusobenim oxaliplatiny byl proud usmérnén tak, ze bylo patrné zaktiveni I/V charakteristi-
ky, a to nejvice v rozsahu membranového potencidlu ~20—40 mV (Obr. 26B). V tomto
intervalu se u piirozeného typu TRPCS uplatiiuje blokujici u¢inek Mg** (Obukhov &
Nowycky, 2005). Nasledna aplikace EA vyvolala odpovéd’ s jiz pozménénou charakteristi-

kou I/V zavislosti nasvédcujici trvalejsimu plsobeni oxaliplatiny (Obr. 26C, D).
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Obr. 26 — Modulace proudové odpovédi WT TRPCS na EA oxaliplatinou. (4) Reprezen-
tativni zaznam proudovych odpovédi na EA (30nM; cervena horizontadlni ¢ara) a smeés EA
s oxaliplatinou (EA 30nM + OXA 150uM; fialova horizontadlni ¢ara). Linedarné se zvysujici
napetovy protokol aplikovany kazdé 3 s je zndzornén vpravo nahore. (B) Proudove-
napetova zavislost odpovedi TRPC) ziskand z hodnot v casech vyznacenych pismeny a, b,
c v (A). (C) Casovy priibéh zmén usmérnéni napétové zavislych proudii WT TRPCS ze zd-
znamu v (A). Hodnoty jsou normalizované na hodnotu proudu merenou pri +100 mV. (D)
Proudové-napétova zavislost odpovedi TRPCS ziskand z hodnot v casech vyznacenych

pismeny a, b, c v (C).
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5. 3.2 Inkubace v oxaliplatiné zvySuje aktivitu TRPCS

Ptestoze pozorované zmény v aktivit¢ TRPCS zpisobené plisobenim oxaliplatiny maji
pretrvavajici ucinek, nemohou byt podstatou zvysené excitability neuronti v pfipadé¢ trva-
l1ého plisobeni. Metodou zobrazovani zmén koncentraci intraceluldarniho Ca?* (calcium
imaging) jsme proto zkoumali vliv 24h inkubace HEK293T bunck exprimujicich WT
TRPCS v médiu s 10uM oxaliplatinou. Experimenty byly provadény v kontrolnim extrace-

lularnim roztoku ECS 1 a pro potvrzeni aktivity TRPC5 byl pouzit agonista EA (10nM).

Inkubace v oxaliplating mirné zvysila bazalni hladinu vnitfniho Ca**. Primérnd ma-
ximalni hodnota relativni fluorescence byla pii odpovédi na EA vyznamné vys$si u bunék
inkubovanych v oxaliplatiné (2,32 + 0,22; n = 29) oproti kontrolnim buiikam (1,49 + 0,12;
n =33; P =0,001; Studentiv t-test) (Obr. 27).
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Obr. 27 — Vliv 24h inkubace WT TRPCS5 v oxaliplatiné na hladinu intracelularniho
Ca*". (4) Casovy prithéh zmén koncentraci intraceluldrniho Ca’'pii odpovédi na EA
(10nM) u bunek inkubovanych 24 h v oxaliplatine (10uM; fialové) a u bunek inkubovanych
pouze v kontrolnim médiu (zelené). Zobrazené jsou primérné hodnoty = SEM. (B) Krabi-
covy graf prumeérnych maximalnich hodnot relativni fluorescence znazornuje rozlozeni dat
mezi 25. a 75. percentilem a median (vodorovné usecky). Chybové usecky oznacuji hodnoty
mezi 10. a 90. percentilem.
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5.3.3 Molekularni modelovani
5.3.3.1 Blokujici ic¢inek oxaliplatiny

Nase vysledky prokazaly, ze oxaliplatina miize blokovat kanadl TRPCS a tento ucinek je
okamzit¢ vratny. I/V zévislost proudovych odpovédi poukazuje na zménu rektifikace kana-
lu predevsim v intervalu napéti, pti kterém se u TRPCS projevuje blokujici u¢inek Mg>*
(Obukhov & Nowycky, 2005) (Obr. 26, str. 56). Metodami molekuldrniho modelovani (viz
kapitola 4.6.2) byla prozkoumana moznost interakce DACH-platiny (aktivni forma
oxaliplatiny) s negativné nabitym reziduem D633 v intracelularni oblasti péru (Obr. 28),
které je kli¢ové pfi inhibici Mg?*. DACH-platina se kromé tvorby aduktti na DNA ochotné
vaze i na dal§i makromolekuly v butice vcetné€ proteintl, pficemz praveé aspartat je jednim z

rezidui, u kterych byla potvrzena moznost vazby DACH-platiny (Messori et al., 2015).

Obr. 28 — Potencialni misto interakce DACH-platiny s TRPCS5. Aktivni forma oxaliplatiny
interagujici s reziduem D633 ve vnitinim vestibulu poru TRPCS ve spustené simulaci. Vy-
tvoreno v programu ChimeraX 1.3.

Zatimco se v prib¢hu 8,5ns simulace (pfi 25 °C) blizil cely systém rovnovaze
(Obr. 29A, str. 59), byla hodnota RMSD (stfedni kvadratickd odchylka) molekuly DACH-
platiny interagujici s D633 (v kazdé ze ¢tyt podjednotek kandlu) témét konstantni (Obr.
29B, str. 59), coz odrazi stabilitu struktury a podporuje hypotézu vazby DACH-platiny
k ptisluSnému aspartatu. Vazba DACH-platiny na D633 méni néboj v dolni oblasti poru.

Elektrostaticky potencial v transmembranové ¢asti TRPCS s navazanou DACH-platinou
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ukazuje, ze dolni vestibul se stdva kladné nabitym, ¢imz mize branit prichodu kationtl

(Obr. 29D).

A B

hTRPCS5 pri 25 °C DACH-platina pfi 25 °C

RMSD (A)

zaporny kladny
[ -
elektrostaticky potencial

Obr. 29 — MoZna vazba DACH-platiny do oblasti vnitiniho vestibulu poru a jeji vliv. (4,
B) Casovy pritbéh RMSD (stiedni kvadratické odchylky) pro cely protein (4) a pro moleku-
lu DACH-platiny (B). Trajektorie byly ziskany pri 25 °C. Hodnoty RMSD pro jednotlivé
podjednotky TRPCS jsou znazornény odlisnymi barvami. (C, D) Znazornéni elektrostatic-
kého potencialu v transmembranové oblasti TRPCS bez (C) a v pritomnosti DACH-platiny
interagujici s D633 (D). Zobrazeny jsou pouze S5 a S6 helixy kazdé ze 4 podjednotek. Cer-
vené je zndazornén zaporny a modre kladny elektrostaticky potencial. EC — extraceluldarni
prostor, TMD — transmembranovd doména, IC — intracelularni prostor. Vytvoreno

v programu ChimeraX 1.3.

5. 3. 3.2 Hledani vazebného mista pro LPC 18:1

Jednim z mechanizm@ vzniku OIPN je aktivace kanald TRPV1 a TRPMS8 plsobenim
LPC 18:1, jehoz koncentraci zvySuje oxaliplatina v DRG neuronech po 24 h pusobeni
(Rimola et al., 2020). Ve snaze objasnit mechanizmus ndmi pozorované¢ho zvysSeni aktivity
TRPCS vlivem 24h inkubace v oxaliplating (Obr. 27, str. 57) jsme se pomoci metod mole-
kuldrniho modelovani (viz kapitola 4.6.1) pokusili prozkoumat moznost pfimé interakce

receptoru s LPC 18:1.
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Potencialni vazebné misto pro LPC 18:1 bylo vytipovano na zaklad¢ strukturni ho-
mologie s jinymi TRP kanaly, v jejichz zvefejnénych strukturach byly odhaleny navazané
lipidy podobné LPC 18:1. Pozornost byla soustfedéna zejména na transmembranovou ob-
last, a to predevs§im na oblast senzorové domény (helixy S1-S4), cemuz napovidala i mapa
elektrostatického potencidlu TRPCS (Obr. 30B, C). LPC 18:1 ma kladné nabitou hlavicku
(Obr. 30A), ktera by mohla interagovat s receptorem v oblasti s vyznamnym podilem za-
porné nabitych rezidui mezi helixy S2 a S3, kde se jinak vyskytuje aktivacni kationtové
vazebné misto (viz kapitola 2.2.1.2). Doposud bylo publikovano 6 struktur TRPCS5 kanalu
(PDB: 7E4T, 7D4Q, 7D4P, 6AEIL, 6YSN, 7WDB) (Duan et al., 2019; Song et al., 2021;
Wright et al., 2020), z toho ve 4 strukturach (7E4T, 7D4Q, 7D4P, 7WDB) bylo odhaleno
nékolik vazebnych mist pro lipidy v oblasti senzorové domény (mezi helixy S1-S6), ale

zatim z4dna strukturni studie nepopsala vazebné misto pro LPC 18:1.

A & g LPC 18:1
\ ] Q- 7

N P
7 Vi
% o) O/Y\o

OH

zaporny
|

elektrostaticky potencial

Obr. 30 — LPC 18:1 a mapa elektrostatického potencialu podjednotky TRPCS5. (A) Struk-
turni vzorec LPC 18:1. Vytvoreno v programu ChemSketch. (B, C) Elektrostaticky potenci-
al jedné podjednotky TRPCS kanalu z boku (B) a spodni pohled na oblast transmembrano-
vé Casti podjednotky (C). Cervené je zndzornén zdporny a modie kladny elektrostaticky
potencial. Vytvoreno v programu ChimeraX 1.3.
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Takto orientovany lipid (navdzany mezi S2, S3 a S4 helixy) byl nalezen napft. ve
struktufe kanalu TRPY1 z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (PDB: 6WHG) (Ahmed et
al., 2022) (Obr. 31).

Obr. 31 — Lipidové vazebné misto TRPYI. Lipid navazany mezi transmembranovymi he-
lixy TRPY1 kandlu (PDB: 6WHG, lipid PWE). Zobrazena je pouze transmembranova ob-
last jedné podjednotky. Vytvoreno v programu ChimeraX 1.3.

V MD simulacich TRPCS receptoru s molekulou LPC 18:1 ve vytipovaném prostoru
senzorové domény podle vzoru na Obr. 31 se hodnota RMSD LPC 18:1 s ¢asem tém¢t
nezménila. Tento jev jsme pozorovali pii tfech riznych teplotach (37, 25 a 5 °C, Obr. 33,
str. 62). Vysledky tak podporuji navrh potencidlni vazby LPC 18:1 do této oblasti TRPC5
kandlu. Vzdalenost mezi kladn€ nabitym reziduem receptoru R492 a fosforem v zaporné
nabité fosfatové skupin€é molekuly LPC 18:1 (Obr. 32) byla po celou dobu simulace kon-
stantni, a to predevsim v chladu (5 °C, viz Obr. 33, str. 62), coz naznacuje vyznam R492

pfi stabilizaci lipidu.

Obr. 32 — Molekula LPC 18:1 interagujici s R492. Vzajemna orientace R492 a LPC 18:1
ve spusténych MD simulacich. Vytvoreno v programu ChimeraX 1.3.
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Obr. 33 — Casovy pribéh zmény RMSD a vzddlenosti. Casovy prithéh zmény RMSD pro
cely protein (levy sloupec), pro molekulu LPC 18:1 (uprostied) a casovy prubéh zmény
vzdalenosti mezi kladné nabitym reziduem receptoru R492 a fosforem v zaporné nabité
fosfatové skupine molekuly LPC 18:1 (vpravo). Trajektorie byly ziskany pri 37 °C (o délce
12,5 ns), 25 °C (9 ns) a 5 °C (9 ns) pro kazZdou ze ctyr podjednotek. Hodnoty RMSD a
vzddlenosti jsou pro jednotlivé podjednotky TRPCS zndzornény odlisSnymi barvami.

Casovy vyvoj vzdalenosti zaporné nabitych aminokyselinovych zbytki TRPCS
(E418, E421, D433, D439) od kladné nabitého dusiku v molekule LPC 18:1 nepotvrdil
predpoklad, Ze jsou tato rezidua klicova pii udrZeni lipidu v senzorové doméné. Vzdale-
nosti piesahuji 4 A, tzn. neni splnéna podminka vzniku solnych mistkéi (Obr. 34B-D,
str. 63). Potvrzuji to 1 vysledky elektrofyziologickych méfeni proudovych odpoveédi
TRPCS vyvolanych plsobenim LPC 18:1 (10uM). Odpovédi TRPCS5 konstruktu
s neutralizovanymi vyse uvedenymi rezidui si zachovaly citlivost k LPC 18:1 (Obr. 34E, F;

str. 63).
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Obr. 34 — LPC 18:1 neinteraguje s TRPCS v kationtovém vazebném misté. (4) Molekula
LPC 18:1 ve vytipované oblasti senzorové domény TRPCS5 ve spustenych MD simulacich.
Zobrazena jsou rezidua predpokladané interakce s LPC 18:1. Vytvoreno v programu Chi-
meraX 1.3. (B-D) Casovy priibéh vzdalenosti vybranych zaporné nabitych rezidui od dusi-
ku LPC 18:1. Trajektorie byly ziskany pri 25 °C. Hodnoty vzdalenosti pro kaZdou podjed-
notku TRPCS jsou znazorneny odlisnou barvou. (E-F) Zdznamy proudovych odpoveédi
TRPCS5 na LPC 18:1 (10uM) u prirozeného typu (E) a u konstruktu E4184/D4394 (F).
Zluty symbol znaci dobu aplikace LPC 18:1. Linedrné se zvysujici napétovy protokol apli-
kovany kazdé 3 s je znazornén vievo v ramecku.
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6 Diskuze

6.1 Chladem modulovana aktivace TRPCS5 iontového kanalu

V této praci se podafilo popsat parametry chladové aktivace lidského iontového kanalu
TRPCS5 exprimovaného v HEK293T bunkéach. Snimanim membranovych proudi z celych
bunck jsme odhalili, ze s klesajici teplotou se snizuje amplituda a zpomaluje deaktivace
proudové odpovédi vyvolané agonistou TRPCS5 (EA), pfiemz celkovy pfeneseny ndboj
kanalem je v chladu vyssi. Na urovni jednotlivych kanali bylo se snizenim teploty mozné
pozorovat celkové zvysSeni pravdépodobnosti otevieni kandlu odrazejici prodlouzeni doby
otevieni a zkraceni doby zavieni (Obr. 14—16). Nejvyssi chladovou citlivost vykazoval
TRPCS v rozmezi teplot 16—11 °C, kdy se kanal oteviral a zaviral s teplotnim koeficientem
Q10 ~ 0,04 (Obr. 16). Tyto hodnoty jsou nizsi nez hodnoty publikované zatim v jediné stu-
dii zabyvajici se popisem parametri chladové aktivace TRPCS (Zimmermann et al., 2011).
V ramci této studie byl zkouméan mysi ortolog TRPCS exprimovany spolecné s lidskym
muskarinovym receptorem M; v HEK293 bunikach. Méfenim aktivity na irovni membra-
novych proudd snimanych z celé¢ bunky byla zjisténa nejvyssi chladova zavislost TRPCS
v rozsahu teplot klesajicich z 37 °C na 25 °C, zatimco hodnota Q10 se pohybovala okolo
0,1. V nasich experimentech jsme aktivitu TRPCS meéfili na Grovni jednotlivych kanald,
zatimco Zimmermann et. al (2011) zvolili pfistup snimani celkovych proudt, v némz byl
nitrobunéény obsah bunék vyménén za experimentalni roztok obsahujici chelataéni ¢inidlo
BAPTA (1,2-bis(o-aminofenoxy)ethan-N,N,N’,N'-tetraoctova kyselina), ATP a GTP. Dal-
$im rozdilem, ktery mohl ovlivnit teplotni citlivost kanald, byl rozsah teplot, ve kterych
byly pokusy provadény. Pii vychozi teploté 25 °C v naSich experimentech kanal nevyka-
zoval vyraznou aktivitu. Poté jsme teplotu postupné snizovali na 5 °C, pficemz nasledné
zvySeni teploty zpét na 25 °C vedlo k silné aktivaci TRPCS (Obr. 19). Vzhledem k tomu,
ze jsme bunky exprimujici TRPCS inkubovali 24-48 h pti 37 °C ptfed zahajenim experi-
mentu a pied samotnym méfenim jsme je umistili na nékolik minut do extracelularniho
roztoku s 25 °C, mohlo dojit k adaptaci na teploty v tomto rozmezi a TRPCS reagoval az
na akutni zmény teploty. Chladovou aktivaci kandlu jsme pozorovali nejen v kontrolnim
extracelularni roztoku (ECS 2), ale i za trvalé aplikace aktivatort TRPCS5 (EA a karbacho-
lu). Podobné jako v pokusech provadénych s kontrolnim ECS 2, 1 v pfitomnosti aktivatorii
se pravdépodobnost otevieni s klesajici teplotou zvySovala, nicméné plisobenim aktivatora

se snizila chladova citlivost TRPC5 a zména pravdépodobnosti otevieni pii ochlazeni byla
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podstatné nizsi (Qio ~ 0,53 pro EA a ~ 0,44 pro karbachol) (Obr. 18). Podobny ucinek, kdy
aplikace chemickych agonistii snizi prah teplotni citlivosti, byl pozorovan i u jinych ter-

moTRP (Vriens et al., 2014).

6.2 Vliv signaliza¢nich drah na chladovou citlivost TRPCS

Otazkou také bylo, zda je ndmi popsand chladova aktivace TRPCS5 ovlivnéna vnitrobunéc-
nymi procesy, nebo zda jde o vlastnost kanalu samotného. Nejdiive jsme prozkoumali
mozné zapojeni signalizac¢ni kaskady Gg11 proteind, u které byl jiz diive prokazan vliv na
regulaci aktivity TRPCS5 pii pokojové teploté (viz kapitola 2.2.1.3). Bodovou mutagenezi
jsme vytvoftili konstrukt lidského TRPCS, u kterého byl nahrazen threonin na pozici 970 za
alanin. Fosforylace T970 prostfednictvim PKC vede k inaktivaci kanalu (Zhu et al., 2005).
T970 se vyskytuje na C-konci TRPCS receptoru a je soucasti tzv. PDZ-vazebného motivu.
Fosforylaci tohoto rezidua je umoznéna vazba TRPCS s proteinem NHERF1/2, ktery udr-
zuje kanal v inaktivni stavu (Storch et al., 2017). V piipad¢, kdy jsme mutaci T970A za-
brénili fosforylaci TRPCS, vykazoval kanal vyss§i bazalni aktivitu pii 25 °C oproti kanalu

prirozeného typu a zaroven se choval mén¢ zavisle na teploté (Q1o ~ 0,22) (Obr. 20, 21).

Aktivitu TRPCS ovliviiuji zmény intraceluldrnich i extracelularnich hladin vapena-
tych iontl (Blair et al., 2009; Gross et al., 2009; Zeng et al., 2004). STIM1 je Ca**citlivy
senzor vyskytujici se v membrané ER, kde reaguje na vy&erpani vnitinich zasob Ca** tvor-
bou klastrii s dal§imi molekulami STIM1. Nasledn¢ interaguje s kanaly Orail a TRPCS a
otevira je, ¢imz zajisti vtok Ca>" z okoli do buiiky (Lee et al., 2010). Vznik klastr STIM1
na membrané ER je teplotné zavisly a mizZe byt vyvolan zvySenim teploty nad 35 °C, bez
ohledu na zmény hladin Ca** v ER. Béhem nésledného ochlazeni aktivuje STIM1 kandl
Orail (Xiao et al., 2011). TRPCS z tohoto hlediska zatim studovan nebyl. STIM1 se na
TRPCS vaze pomoci vazebné domény SOAR a oba proteiny spolu interaguji i elektrosta-
ticky nabitymi rezidui na C-koncich (dva kladné nabité lysiny proteinu STIM1 spolu se
zaporné nabitymi rezidui D652 a E653 TRPCS kanalu) (Lee et al., 2010). V naSich expe-
rimentech vedla zdména zapornych rezidui za lysiny ke ztraté chladové citlivosti kanalu.
Pravdépodobnost jeho otevieni byla pii 25 °C vys§i v porovnani s kanalem pfirozeného
typu a zlstala zvySena i s poklesem teploty na 15 °C (Obr. 22, 23). Mira regulace aktivity
TRPCS5 proteinem STIM1 zavisi na poméru jejich mnozstvi v bunice (Lee et al., 2010).
Nase vysledky odhaluji utlum aktivity TRPCS v celém teplotnim rozsahu vlivem koexpre-

se STIM1 ve stejném poméru (300 : 300 ng DNA). SniZenou aktivitu jsme pozorovali u
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ptirozeného typu i u mutantniho konstruktu (D652K/E653K), ackoliv v ptipadé piirozené-
ho typu byl pokles aktivity vyraznéjsi. Oba kanaly také ztratily svou specifickou chladovou
citlivost (Obr. 24, 25). Schopnost chladové aktivace je tedy u TRPC5 vyznamné modulo-
vana proteinem STIMI1. V endogennim mnozstvi (v HEK293T bunkéch) se STIM1 svou
elektrostatickou interakci s TRPCS podili na mirné inhibici kanalu patrné pii 25 °C, zatim-
co pfi nadmérné expresi tlumi STIM1 aktivitu TRPCS5 v celém teplotnim rozsahu. Protoze
se efekt projevil 1 u mutantniho konstruktu D652K/E653K, je regulace aktivity pii velkém
mnozstvi STIM1 pravdépodobné zéavisla zejména na interakci obou proteinti prostfednic-
tvim SOAR domény, bez ohledu na elektrostatickou interakci. Snaha podrobné popsat me-
chanizmus této regulace je komplikovana také tim, Ze se mize TRPCS kanal chovat zavisle

1 nezévisle na STIM1 (Lee et al., 2010).

6.3 Vliv oxaliplatiny na aktivitu TRPCS

Jednim z vyznamnych experimentalnich modelt vyzkumu mechanizmt chladové bolesti je
oxaliplatinou vyvolana periferni neuropatie. Ackoliv bylo dokazéno zapojeni nékterych
TRP kanalti v mechanizmech jejiho vzniku (viz kapitola 2.4.2), potencialni role TRPCS je
témef neprozkoumand. Pouze jedna studie sledovala ulohu TRPCS (spole¢né s moznou
ulohou kanali TRPA1 a TRPMS) pii projevech chladové alodynie vyvolané oxaliplatinou.
Experiment byl provadén s vyuzitim farmakologické inhibice kandlii a delece genil pro
ptislusné proteiny u mysi a nebyl prokdzan vyznam ani jednoho ze zminénych kanalt
v tomto procesu (Deuis et al., 2013). V literatute také chybi popis ptimého vlivu oxalipla-
tiny na TRPC5 na bunécné a molekularni urovni. Pisobeni oxaliplatiny na HEK293T bui-
ky exprimujici TRPCS se v naSich pokusech projevilo akutni inhibici proudovych odpové-
di vyvolanych agonistou (EA) a tento efekt byl rychle vratny. Doslo k usmérnéni proudu,
coZ se nejvice projevilo pf1i membranovém potencidlu v rozmezi 2040 mV (Obr. 26). Ve
stejném rozsahu napéti je TRPCS ptirozeného typu piechodné blokovan Mg?* interaguji-
cim v poérové oblasti s reziduem D633 (Obukhov & Nowycky, 2005). Na zékladé naSich
vysledki se d4 ptredpokladat, Zze oxaliplatina mize TRPCS5 akutné blokovat ve wvniti-
ni oblasti poru obdobné jako Mg?". MD simulace (8,5 ns pfi 25 °C) TRPC5 receptoru
s DACH-platinou interagujici s D633 podporuje moznost vazby aktivni formy oxaliplatiny
praveé v této oblasti. Nase simulace ukazuje, ze vazba DACH-platiny méni elektrostaticky

naboj vnitiniho vestibulu poru, a tim miZe branit prichodu kationtt (Obr. 29).
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Periferni neuropatie se u pacientll léCenych oxaliplatinou objevuje nékolik hodin az
dni po prvni aplikaci (Gebremedhn et al., 2018) a ndmi pozorovany akutni inhibi¢ni u¢inek
nemusi byt v tomto mechanizmu podstatny. 24h inkubace bunék exprimujicich TRPCS5
zvysila hladinu intracelularniho Ca?* a odpovéd na EA byla u bunék vystavenych oxalipla-
tin¢ signifikantné¢ vyS$si oproti kontrolnim buitkkdm (Obr. 27). Vliv oxaliplatiny byl jiz
popsan u nekterych TRP kanald a da se ptredpokladat, ze mechanizmus jejiho piisobeni
bude v ptipadé TRPCS5 obdobny. Napt. oxaliplatina vytvari adukty na mitochondridlni
DNA a tim zvySuje oxidativni stres (Di Cesare Mannelli et al., 2013), ktery aktivuje kanal
TRPA1 (Miyake et al., 2017). S ohledem na silnou zéavislost aktivity TRPCS na redoxnim
stavu buniky (Yoshida et al., 2006) mizeme ocekavat podobny vliv oxaliplatiny na tento
kanal. TRPAT je aktivovan také snizenim nitrobunécného pH, které oxaliplatina vyvolava
(Riva et al., 2018), coz by se na modulaci aktivity pH-citlivého TRPCS5 (Cui et al., 2011)
mohlo také podilet. Mimo to oxaliplatina ovliviiuje hladiny vapenatych kationtli, a to mo-
dulaci aktivity Cay kanalt (Schmitt et al., 2018) a produkci oxalatu, ktery se chova jako
chelatac¢ni ¢inidlo (Sakurai et al., 2009).

6.4 Vliv LPC 18:1 na aktivitu TRPCS

Jednou z pfic¢in vzniku periferni neuropatie je oxaliplatinou zvySena hladina nékterych
fosfolipidli, véetné lysofosfatidylcholinu 18:1, ktery aktivuje kandly TRPA1 a TRPMS
v DRG neuronech (Rimola et al., 2020). Schopnost LPC 18:1 a dal$ich fosfolipida aktivo-
vat TRPCS5 dokazali Flemming et. al (2006). Zda je TRPCS aktivovan piimou vazbou
LPC 18:1 na receptor, nebo jde spiSe o stimulaci prostfednictvim ovlivnéni vlastnosti
membrany v jeho okoli, neni zndmo. Ve zvetejnénych strukturach TRP kanal bylo odha-
leno zna¢né mnozstvi lipidovych vazebnych mist, nicméné interakce kanalti s LPC 18:1
nebyla provéfena. Na zakladé strukturni homologie s jinymi kandly a s ohledem na jejich
zvetejnéné struktury zahrnujici rizné lipidy jsme u TRPCS vytipovali potencidlni vazebné
misto pro LPC 18:1, a to v senzorové doméné mezi helixy S1-S4. MD simulace odhalily
moznou vazbu zaporn¢ nabitého fosfatu LPC 18:1 s reziduem R492, kterd by se mohla
podilet na udrZeni lipidu v této oblasti. Tento vysledek nebylo v nasSich pokusech mozné
ovetit experimentaln€, protoze mutant R492A nebyl funkéni (Zimova et al., 2022). Vzda-
lenost mezi fosfatem lipidu a R492 byla témét konstantni v priabéhu celych simulaci pti 37,
25 a 5 °C, nicméné pii 5 °C byla vazba molekuly LPC 18:1 v né&kterych podjednotkéach
kanalu vyrazné stabilnéjsi nez pii 37 °C. Podobny jev byl pozorovan u TRPV3 receptoru,

jehoz aktivacni prah je >42 °C. Nedavnou strukturni studii bylo odhaleno, Ze lipid vazany
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ve vaniloidnim misté receptoru (mezi senzorovou doménou tvofenou S1-S4 jedné podjed-
notky a helixy S5 a S6 druhé podjednotky) je ptfitomny pouze ve struktufe zavieného
TRPV3 (PDB: 7MIN, lipid: POV4), nikoliv vSak ve struktufe otevieného stavu (PDB:
7MIO). Teplem vyvolané konformacni zmény nékterych oblasti TRPV3, pii kterych se
naru$i vazba s lipidem, jsou nezbytné pro nasledné otevieni kandlu (Nadezhdin et al.,
2021). Je otazkou, zda by v ptipadé chladem aktivovaného TRPCS5 byla vazba lipidi v této
oblasti naopak dilezitd pro aktivaci. Nas pivodni piedpoklad, ze kladn¢ nabita hlavicka
LPC 18:1 by v aktivacnim kationtovém vazebném misté senzorové domény mohla nahra-
zovat kationt a byla by koordinovana rezidui E418, N436, D439 (viz kapitola 2.2.1.2) ne-
potvrzuji vystupy z MD simulaci. Nase vysledky elektrofyziologickych méfeni naznacuji,
ze se ani jedno z téchto rezidui na stabilizaci LPC 18:1 v senzoru nepodili (Obr. 34). Vazba
LPC 18:1 do n¢kterého z jinych lipidovych vazebnych mist neni vylouc¢ena. Nabit4 hlavic-
ka lipidu by mohla byt orientovdna mimo senzorovou doménu, podobné jako lipid v nove
zvetejnéné struktute TRPCS5 (PDB: 7WDB, lipid: PTY). Mozné vysvétleni otazky, jak by
mohl LPC 18:1 v této oblasti aktivovat TRPCS, nabizi vysledky studie, kterou provadéli
Gao et. al (2016) na kanalu TRPV1, kde zdaraznili rozdily vlivu lipidil s jednim a s dvéma
uhlikovymi fetézci. Lipid s jednim fetézcem umoznil pohyb S4-S5 linkeru dulezity pro
otevieni spodnich vratek kanalu. LPC 18:1 ma jen jeden uhlikovy fetézec a v ptipadé, kdy
by nahradil lipid s dvéma fetézci, jakym je napf. lipid PTY ve struktufe 7WDB, by mohl
uvolnit prostor pro pohyb S5 a S6 helixli sousedni podjednotky, a tim zajistit otevieni ka-
nalu. Jinou moZnosti vazby LPC 18:1 je oblast vnéj$iho poru, kde s kandlem interaguji
xantinové derivaty, napf. inhibitor TRPC1, TRPC4 a TRPCS receptort — Pico145 (Wright
et al., 2020).
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7 Zavér

1. Elektrofyziologickou metodou tercikového zdmku se nam podafilo popsat parametry
chladové aktivace lidského TRPCS5 kandlu v intaktnich bufikdch. Nejvyssi chladovou
citlivost vykazuje TRPC5 mezi 16—-11 °C, ¢emuz odpovidaji i vysoké zmény entalpie a
entropie a nizka hodnota teplotniho koeficientu Q1o ~ 0,04. S klesajici teplotou se snizu-
je amplituda proudovych odpovédi, zatimco se prodluzuje doba otevieni a zkracuje se
doba zavieni kanalu. S poklesem teploty z 25 °C na 8 °C se zvySuje pravdépodobnost
otevieni TRPCS a pii dal$im snizeni teploty se aktivita kanalu jiz neméni, pfipadné¢ ma

tendenci se snizovat.

2. Aktivita TRPCS kandlu je mirn€ potlacena fosforylaci threoninu 970 a tato fosforylace
je nezbytna pro udrzeni chladové citlivosti kanalu. Protein STIM1 endogenné exprimo-
vany v HEK293T builkadch inhibuje aktivitu kandlu pfedev§im pii 25 °C. V ptipadée
nadmérné exprese proteinu STIM1 se projevi jeho inhibi¢ni G¢inek v §irSim rozmezi
teplot (25-5 °C). Inhibice zprostfedkovand STIM1 se odrazi na snizeni chladové citli-
vosti TRPCS. Vysledky zminéné v bodech 1. a 2. byly publikovany v ¢lanku, ktery je

v priloze 1.

3. Oxaliplatina aplikovana na TRPCS v klinicky relevantnich koncentracich akutné inhibu-
je proudové odpovédi na agonistu EA a tento ucinek je prechodny. Proudové-napétova
zavislost odpovédi TRPCS5 nasvédCuje mozné vazbé aktivni formy oxaliplatiny do
vnitini oblasti poru. Zaznamy zmén intracelularnich koncentraci Ca?* odhaluji, Zze 24h
inkubace bunék exprimujicich TRPCS v oxaliplatiné vede ke zvySeni bazalni hladiny
vapenatych iontii. Vlivem aplikace agonisty EA je nérist vnitini koncentrace Ca®" signi-

fikantné vyssi u bunék vystavenych oxaliplatiné oproti kontrolnim bunkam.

4. Molekularné-dynamické simulace komplext oxaliplatiny s TRPCS navrhuji vysvétleni
mechanizmu jejiho plisobeni: akutni inhibice proudovych odpovédi mize byt zpiisobena
zménou elektrostatického naboje ve vnitinim vestibulu poru v disledku navazani aktiv-
ni formy oxaliplatiny. TRPC5 muZe mit potencialni vazebné misto pro LPC 18:1 vzni-
kajici piisobenim oxaliplatiny. LPC 18:1 by mohl s kanalem interagovat v oblasti senzo-

rové domény prostfednictvim rezidua argininu 492, a tim ho dlouhodobé aktivovat.
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