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1 Uvod

Schopnost detekovat a kddovat zmény vnitini a okolni teploty je nezbytna pro preziti
vsech Zivych organizml. U vys$sich ZivociSnych druhl tato schopnost zavisi na aktivaci
iontovych kanalli, které pri prekroceni uréitého fyziologického teplotniho prahu zvysuji
pravdépodobnost otevieni, ¢imZ umozni depolarizaci bunééné membrany a vznik nervového
signalu, jenZz je veden do centralni nervové soustavy a ndsledovan obrannou reakci.
Vyznamnou skupinou teplotné aktivovanych kanall je specifickd podskupina tranzientnich
receptorovych potencialovych (TRP) kanal znamych jako termoTRP (Latorre et al.,, 2007;
Garcia-Avila and Islas, 2019). Tyto membranové proteiny slouZzi jako molekularni teplotni
senzory, které jsou kromé zmén teploty aktivovany také rGznymi fyzikalnimi a chemickymi
podnéty. Z hlediska vyhledavani ucinnych latek s potencidalnim analgetickym Gcinkem jsou
intenzivné studovany farmakologické, funkéni a strukturni vlastnosti termoTRP receptord,
které se v hojné mife nachdzeji na perifernich zakoncenich primarnich aferentnich
senzorickych neurond, kde zprostfedkovavaji odpovéd na akutni bolestivé, drazdivé a palivé
podnéty (Moran, 2018). Prototypickym zastupcem této skupiny receptori je vaniloidni, také
zvany kapsaicinovy receptor TRPV1, iontovy kandl aktivovany drazdivym alkaloidem
obsazenym v palivych paprikach, jehoz molekuldrni identifikace patfi mezi hlavni historické
mezniky ve vyzkumu vlastnosti polymodalnich nociceptivnich neuroni a mechanizm bolesti
(Caterina et al., 1997).

Béhem posledniho ctvrtstoleti doSlo ve vyzkumu termoTRP receptor( k vyznamnému
pokroku, ktery umoznil detailni pochopeni mechanizmd jejich aktivace na systémové, bunécné,
molekularni a dokonce i atomdrni Urovni. Udéleni Nobelovy ceny za fyziologii a Iékafstvi v roce
2021 prlkopnikiim tohoto oboru Davidu Juliusovi a Ardemu Patapoutianovi znamenalo
zavrSeni mimoradné duleZité etapy vyzkumu, kterd identifikovala a potvrdila fyziologicky
vyznam této pozoruhodné skupiny proteint pti detekci bolestivych i nebolestivych teplych a
chladnych podnétd (Julius, 2013; Vriens et al., 2014). Z jedenacti dosud identifikovanych
savCich termoTRP kandll Ize pét aktivovat teplem (>38°C, TRPV1-3, TRPM2-3), tfi mirnym
teplem (> 25°C, TRPMA4-5, TRPV4) a tfi chladem (< 20°C, TRPMS8, TRPA1 a TRPC5) (Wang and
Siemens, 2015; Garcia-Avila and Islas, 2019; Buijs and McNaughton, 2020; Bamps et al., 2021).

Stale se rozSifuje mnoZina poznatkl, které experimentalné potvrzuji aktivni zapojeni
jednotlivych termoTRP receptor( v mechanizmech prevodu nociceptivnich podnétl. Pribyvaji
genetické, farmakologické a funkcni studie, které odhaluji a popisuji prekvapivé vlastnosti
do riznych fazi preklinickych studii (www.clinicaltrials.gov, NCT 04044742, NCT 00804154,
NCT02558439, 2022). Napfriklad ucinné ligandy TRPV1 a TRPA1 receptor( jsou slibnymi latkami
testovanymi v souvislosti Ié¢eni neuropatické a zanétlivé bolesti, véetné periferni diabetické
neuropatie, bolesti vyvolané chemoterapii, dentdlni, osteoartritické a postoperativni bolesti,
ale i chronického kasle a pruritu (Koivisto et al., 2022). Klicovou snahou soucasného
neurofyziologického vyzkumu v této oblasti studia je proto na zakladé presné funkéni a
strukturni charakteristiky porozumét molekularni podstaté aktivace lidskych ortologt
termoTRP proteinl a nalézt mozZnosti, jak jejich funkci farmakologicky ovlivnit. Zdokonalené
moderni techniky strukturni biologie, zejména metody kryoelektronové mikroskopie vcetné
algoritmi jednocasticové analyzy, umozZnily ve zcela neddvné dobé popsat struktury nékterych



termoTRP kanal( v atomovém rozlideni (< 3 A), a to ve formé jak apoproteind, tak konformaci
se specifickym ligandem (Diver et al., 2022). Porovnani téchto struktur je vyznamnym
nastrojem pro ziskavani nasi predstavy o tom, jak termoTRP receptory funguji a které jejich
funkéni ¢asti (domény) jsou dullezZité pro vazbu ligand(, aktivaci zménami teploty a prevod
téchto déjl na otevieni iontovych kanald.

Soucasti predloZzené habilitacni prace je soubor vybranych studii, jejichz snahou bylo v pribéhu
let 2003 — 2022, vZdy v daném znalostnim kontextu, prispét k odpovédi na nesnadnou klicovou
otazku: Jakd je molekularni podstata teplotni aktivace TRP kanalG? V poslednich nékolika
letech jsme svédky vyznamnych objevi, které nas k zodpovézeni této otdzky nepochybné
priblizuji.

2 Prehled soucasného stavu poznani

2.1 Teplotné aktivované TRP (termoTRP) iontové kanaly

Teplotné aktivované TRP (termoTRP) iontové kanaly jsou specifickou podskupinou 11 ¢lend
rozsahlé rodiny TRP receptord, kterd u savcl zahrnuje 28 proteinl rozdélenych na zakladé
sekvenéni homologie do 6 podrodin: vaniloidni (TRPV), melastatinové (TRPM), kanonické
(TRPC), ankyrinové (TRPA), polycystinové (TRPP) a mukolipinové (TRPML) (Venkatachalam and
Montell, 2007). Zakladni rozdéleni a topologické uspofddani jednotlivych termoTRP je shrnuto
na Obr. 1. TermoTRP kanaly se nachdzeji v podrodinach TRPA, TRPV, TRPC a TRPM a od
ostatnich TRP kandld se odlisuji tim, Ze zména teploty nejen moduluje jejich aktivitu, ale
vyvolava konformacni prechod do otevieného stavu. Teplotni zavislost pravdépodobnosti
otevreni termoTRP kanal( je obvykle kvantifikovana pomoci fyzikalni velic¢iny entalpie (AH),
pficemzZ teplem aktivované kandly jsou charakterizovdny pozitivni hodnotou AH, zatimco
chladem aktivované kandly maji hodnoty AH negativni. Tento parametr mlze byt aZz priblizné
+200 kcal/mol (Voets, 2012)(Obr. 2A,B). Za termoTRP jsou povazovany TRP kanaly, které
vykazuji nasledujici biofyzikalni a funkéni charakteristiky: a) strma teplotni zavislost aktivity v
pfislusném teplotnim intervalu, vyjadfend jako teplotni koeficient Q.o vyssi nez 5 (kanaly
aktivované teplem), nebo nizsi nez 0.2 (kandly aktivované chladem), b) funkéni exprese v
bunécénych typech, které jsou bézné vystaveny vyznamnym teplotnim zménam (typicky volna
nervova zakonceni, keratinocyty, oci, Usta, jicen, horni dychaci cesty), c) prokazana in vivo
Gcast TRP kanalu v teplotni zavislosti fyziologickych nebo patofyziologickych procest.

Prestoze zakladni topologické usporadani vsech TRP kanall je podobné a zahrnuje homologni
strukturni domény nejen vtransmembranové oblasti (napf. N-konec obsahuje ankyrinové
repetice, C-konec obsahuje TRP doménu s konzervovanou aminokyselinovou sekvenci
EWKFAR), neni zatim objasnéno, které domény urcuji specifickou teplotni citlivost termoTRP
kanalll (Obr. 2C). Existuje nékolik odliSnych - ale vzdjemné se nevylucujicich — mechanizmi,
které mohou ke strmé teplotni zavislosti pfispivat: 1) fazovy prechod lipid( v plazmatické
membrané, 2) zména koncentrace ligandl kanalu, 3) ovlivnéni procest posttranslacni
modifikace, napf. fosforylace, 4) zména konformace a lokalizace pomocné podjednotky
regulujici kanal a 5) teplotné vysoce zavisla konformacni zména samotného kanalového
komplexu. Posledni uvedeny mechanizmus byl prokdzan napt. pro purifikované TRPV1 (Cao et
al., 2013a), TRPV3 (Singh et al., 2019), TRPA1 (Moparthi et al., 2016) a TRPMS8 (Zakharian et al.,



2010) rekonstituované v umélych lipidovych membranach. Naproti tomu aktivace TRPM3

teplem vyZaduje pfitomnost fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) v plazmatické membrané
(Uchida et al., 2016).
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Obr. 1

Strukturni charakteristiky TRP kandld. (A) Geneticky strom superrodiny TRP proteini (PAM, point
accepted mutation). Vlyznaceny jsou teplem aktivované (Cervené) a chladem (modre) aktivované
termoTRP receptory. TRPA1 (vyznacen fialové) Ize aktivovat teplem i chladem. (B) Tetramerickd
architektura TRP kandli s vyznacenou senzorovou doménou (VSLD) a pdrovou doménou. Podjednotky
jsou tvoreny sesti transmembrdanovymi helixy (S1-S6) a cytoplazmatickymi C- a N-konci. Upraveno podle
(Diver et al., 2022). (C) Schematické zndzornéni teplotnich prah( pro aktivaci savcich termoTRP kandld.
Nékteré typické exogenni aktivdtory termoTRP jsou zobrazeny v horni ¢dsti obrdzku. Vytvoreno autorkou

na zdkladé ilustrace pripravené pro Univerzitu Karlovu u pfileZitosti udéleni Nobelovy ceny 2021 D
Juliusovi a A. Patapoutianovi (https://cuni.cz/UK-6311.html?news=13590&locale=cz, 4.5.2022)

2.2 Mechanizmy teplotni aktivace TRP

Prestoze v poslednich nékolika letech byla publikovana celd fada struktur TRP kanal( (Cao,
2020; Diver et al., 2022), struktura oteviené konformace prirozeného typu termoTRP kanalu
aktivovaného zménou teploty byla zverejnéna teprve v poloviné roku 2021 (Nadezhdin et al.,
2021). Struktura mysiho TRPV3 kandlu aktivovaného teplem v rozliseni az 2 A byla ziskana
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pomoci fyziologicky relevantniho teplotniho protokolu (opakované aplikace teplotnich skokl
z 25°C na 42-48°C) a v této souvislosti Ize uvést, Ze tato prilomova studie je jednou ze soucasti
predkladané prace.

Prvni ¢tyfi struktury TRP kandlu ve vysokém rozlideni (2.9-3.4 A) publikované v roce 2013
prokazaly existenci nékolika rlznych konformacnich stavli TRPV1 receptoru v pfitomnosti
kapsaicinu, resiniferatoxinu a molekuly toxinu DkTx stabilizujici por kanalu (PDB: 3j5q, 3j5r,
3j5p, 3j9j)(Liao et al., 2013). Studie publikovana o tfi roky pozdéji odhalila dilezitou ulohu
anularnich a integrélnich regulacnich lipidG v aktivaci TRPV1 kapsaicinem (Gao et al., 2016).
Byla vyslovena hypotéza, Ze fosfatidylinositoly jsou pevné vazanymi kofaktory stabilizujicimi
zavieny stav kanalu, plsobicimi jako negativni alosterické moduldtory a kompetitivni
antagonisté receptord na vazebném misté pro vaniloidy. Soucasné tyto fosfolipidy pUsobi jako
pozitivni, obligatni kofaktory, jejichZ vazba na zavreny stav kanalu musi predchazet nasledné
aktivaci vaniloidy nebo jinymi aktivatory, véetné tepla. Skutecnost, Ze otevieni TRPV3 kanalu
teplem prokazatelné predchazi uvolnéni lipidu z vazebného mista pro vaniloidy (Nadezhdin et
al., 2021), podporuje uvedenou hypotézu, kterd je pravdépodobné soucasti obecného
mechanizmu aktivace termoTRP kanal(l zménami teplot. Zatim neni publikovana struktura TRP
kanalu otevieného chladem. Nase predstava o moiném mechanizmu otvirani/zavirani
(vratkovani, hradlovani) kanal( se tak opira o struktury TRPM8, TRPA1 a TRPC5 v riznych
konformacnich stavech zachycenych v pritomnosti ligandd.

2.3 Bimodalni aktivace; ,,U” charakter teplotni zavislosti termoTRP

Zvlastnim pripadem termoTRP kanalu je TRPA1, ktery lze aktivovat jak teplem, tak chladem
(Moparthi et al., 2016). Mozné fyzikalni vysvétleni bimodalniho chovani teplotné aktivovanych
TRP kanall predlozili v roce 2011 autofi Clapham a Miller (Clapham and Miller, 2011): Zmény
vyvolané teplem nebo chladem méni rovhovahu mezi dvéma riznymi konformacemi proteinu
(zavienym a otevienym stavem kanalu). Pfechod mezi témito stavy je definovan rozdilem
standardni Gibbsovy volné energie mezi obéma konformacemi za konstantniho tlaku:

AG° = AH® — TAS®, (1)

kde T je absolutni teplota a AH® and AS° jsou zmény standardni entalpie a standardni
entropie, které jsou zdvislé na teploté, pokud je prechod mezi dvéma stavy doprovazen
zménou molarni tepelné kapacity, ACp. Rovnovaha mezi otevienym a zavienym stavem kanalu
je definovana rovnici:

psory)  Ace[1=72+in(P)]
R R ’

InK = (2)

kde T, je teplota odpovidajici bodu minimalni hodnoty K, kdy AH°(T,) = 0, R je univerzalni
plynova konstanta (1.987 cal-K™*-mol™). Tato zavislost ma tvar ,U“ se dvéma body, ve kterych
je InK = 0. To znamenad, Ze existuji dvé razné teploty, kdy je dosaZzena rovnovdha mezi
zavienym a otevienym stavem, pficemzZ hodnota ACp urcuje strmost teplotni zavislosti (Obr.
2D). Z této uvahy plyne, Ze vSechny teplotné citlivé kandly se mohou teoreticky chovat jako
teplem i chladem aktivované kanaly, pokud je experimentdlné mozné dosahnout pfislusnych
teplotnich intervall (Clapham and Miller, 2011). Kladna hodnota tepelné kapacity je odrazem
zmény prostorového usporadani/slozeni casti funkéniho TRP proteinu, kterd exponuje



hydrofobni rezidua do vodného prostiedi (10 - 20 hydrofobnich postrannich fetézcli jedné
podjednotky). Tato hypotéza byla v neddvné dobé experimentalné podporena studii, ve které
byly u TRPV1 a TRPMS identifikovany skupiny rezidui, které podléhaji konformacnim zménam
pfi aktivaci teplotou pomoci analyzy dostupnych proteinovych struktur nebo hmotnostni
spektroskopie s otiskem hydroxylovych radikald (HRF-MS). Pomoci systematické mutageneze
bylo zjisténo, Ze teplotni citlivost kandld se méni v zavislosti na hydrofobicité postrannich
fetézcll. Zmény energie spojené se zménami interakci voda-protein byly dostatecné pro
teplotni aktivaci (Xu et al., 2022). Jiny zvazovany mechanizmus, ktery byl navrZen k vysvétleni
bimodalni aktivace termoTRP receptord, je popsan alosterickym modelem, ktery predpoklada
existenci dvou nezavislych senzori, napétového a teplotniho, propojenych s hradlem kanalu
(Obr. 2E). Kazdy z téchto tfi modull je charakterizovan rovnovazinou konstantou mezi svymi
dvéma stavy (neaktivni-aktivovany, zavieny-otevieny), pficemz rovnovdiné konstanty
charakterizujici sprfazeni mezi jednotlivymi moduly urcéuji, zda aktivace teplotniho a
napétového senzoru usnadfiuje, nebo naopak brani otevieni kanélu (Jara-Oseguera and lslas,
2013). Existuji experimentalni dlkazy ¢astecné podporujici obé hypotézy (Jara-Oseguera and
Islas, 2013; Arrigoni and Minor, 2018; Sinica et al., 2019), neni tedy zatim zfejmé, zda teplotni
citlivost termoTRP kanalu je lokalizovanou vlastnosti urcité domény (teplotni senzor), nebo je
integrovana v ramci celého proteinu. Pomoci cilené mutageneze byly identifikovany cetné
zamény postrannich fetézcl v riznych doménach ménici teplotni citlivost rlznych termoTRP
kandll, vcéetné spojovaci oblasti mezi ankyrinovou doménou a S1, senzorové domény S1-54,
pérové domény, TRP helixu a C-konce. Tyto oblasti v souhrnu tvofi vétSinu proteinového
komplexu kandlu, coZ spiSe nasvédcuje distribuovanému charakteru detekce teploty
(Nadezhdin et al., 2021).

2.4 Evolucni souvislosti jako nastroj ke studiu struktury a funkce

Vétsina poznatkl o fyziologické uloze termoTRP pochazi z pokusl na mysich a potkanech,
zatimco ostatni obratlovci jsou prozkoumani podstatné méné. Nedavné studie ukazaly, Ze
nékteré druhy z rlznych rada obratlovch vyuZivaji odlisné molekularni mechanizmy
k prizpGsobeni se svym fyziologickym a behavioralnim potfebam. Toto zjisténi bylo ponékud
neocekdvané vzhledem k relativné vysoké mite konzervovanosti mezi ortology zndmych
termoTRP receptorl (Gracheva and Bagriantsev, 2015). Experimentdlni vysledky ukazaly, Ze
pavodni klasifikace termoTRP receptorl jako teplotnich senzor( specifickych pro chlad, teplo
nebo horko, neni pfesnd. TermoTRP kanaly jsou aktivovdny v teplotnich rozmezich, které se
mohou velmi lisit v zavislosti na ZivociSném druhu a interakci s konkrétnim biologickym
kontextem. Systematicka porovnavani funkcénich vlastnosti jednotlivych ortologd metodami
cilené mutageneze vyznamné napomohla k odhaleni funkénich determinant teplotni i
chemické aktivace TRPV1 (Laursen et al.,, 2016), TRPMS8 (Matos-Cruz et al.,, 2017) a TRPA1
(Gracheva and Bagriantsev, 2015). Z tohoto hlediska je nejlépe prostudovanym termoTRP
kanalem TRPA1, ktery byl dlouho povaZzovan pouze za chladovy receptor (Story et al., 2003;
Bandell et al., 2004). V neddvné dobé bylo prokazano, Zze TRPA1 je spole¢né s TRPV1 a TRPM3
nezbytny pro detekci bolestivého tepla u mysi (Vandewauw et al., 2018). Purifikovany lidsky
TRPA1 protein vytvafri vumélych membrdnach funkéni kandl, ktery lze aktivovat teplem
(>35 °C) i chladem (<15°C) (Moparthi et al., 2016). Podrobnému porovnani funkce a struktury
lidského a mysiho ortologu TRPA1 je také vénovana Cast predloZzené prace.
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Obr. 2

Teplotni a strukturni charakteristiky termoTRP kandlu. (A) Teplotné zdvislé zmény pravdépodobnosti
otevreni (Po) TRPV3 kandlu. V intervalu 36-42°C je teplotni zdvislost vyjadiena teplotnim koeficientem
Q0. (B) Z Van’t Hoffova vyneseni rovnovdzné konstanty K.q jako funkce prevrdcené hodnoty absolutni
teploty byly odhadnuty priimérné hodnoty zmény entalpie a entropie v intervalech 22-36° a 36-42°C.
Prevzato z publikace (Nadezhdin et al., 2021). (C) Zakladni architektura strukturnich domén podjednotek
kandlg TRPV1 (PDB: 7L2P), TRPA1 (PDB: 6V9V), TRPM8 (PDB: 6077) a TRPC5 (PDB: 7D4P). Barvy
odpovidaji vyznacenym doméndm. Transmembrdnovd oblast kaZdé podjednotky obsahuje dva moduly:
doménu podobnou napétovému senzoru, kterd je tvorena prvnimi ctyrmi a-helixy (S1-S4; VSLD), pérovou
doménu tvorenou poslednimi dvéma o-helixy (S5 a S6) a porovou klickou (P) mezi S5 a S6 obsahujici
kratky a-helix (dva a-helixy v pripadé TRPA1). Tyto dva moduly jsou spojeny linkerem S4-S5. TRP doména
(u TRPA1 oznacovand TRPL) je konzervovanou oblasti, jeZ ma klicovou ulohu v alosterické aktivaci
kandld. Upraveno podle (Diver et al., 2022). (D) Graf teplotni zdvislosti rovnovdzné konstanty pro dva
konformacni stavy proteinu podle rovnice (1) pro uvedené AC, (kca/-mo/'l-l( 1) a Typ=25°C (Sipka). (E)
Alostericky model pro teplotni a napétovou aktivaci termoTRP kandli (Jara-Oseguera and Islas, 2013).
Prechod mezi zavienym a otevienym stavem je ddn rovnovdZnou konstantou L, pfechody mezi neaktivni
a aktivni konformaci teplotniho a napétového senzoru jsou popsdny rovnovdzZnymi konstantami:
JT) = exp[-(AH° - TAS®) / RT] a K = K(0) exp(zFV/RT). SpfaZeni napétového senzoru s hradlem kandlu a
teplotnim senzorem jsou rizena alosterickymi konstantami D and E, které jsou teplotné nezdvislé.
SpFaZeni teplotniho senzoru a hradla je zdvislé na teploté: C(T) = exp[-(AH’c - TAS°c) / RT]. S vyuZitim
alosterického modelu je moZné popsat bimoddlni aktivaci termoTRP kandlu.
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3 Cile

a) Urcit strukturni dlohu pdérové domény, S4-S5 linkeru a cytoplazmatického C-konce v teplotni,
chemické a napétové aktivaci TRPV1 receptoru. Popsat mechanizmy desenzitizace a modulace
gadoliniem a oxida¢nimi a redukcnimi latkami.

b) Charakterizovat aktivacni vlastnosti TRPV3 receptoru, mechanizmy jeho modulace
prostfednictvim fosforylace a urcit Ulohu cytoplazmatického rozhrani mezi podjednotkami
v teplotni aktivaci a senzitizaci

c) ldentifikovat strukturni determinanty polymodaini regulace TRPA1 kandlu, urcéit mozny
ucinek fosfolipid a porovnat mysi a lidsky ortolog z hlediska teplotni aktivace

d) Popsat parametry chladové aktivace TRPM8 a TRPC5 receptorl a urdit, zda a pfipadné do
jaké miry je teplotni prah pro aktivaci determinovan fosfolipidy ¢i signdlnimi drahami

4 Metody

4.1 Elektrofyziologické techniky

Pro snimani membranovych proudd z HEK293T (v nékterych pfipadech také z F11 a HaCaT)
bunék byla pouzivana elektrofyziologicka technika tercikového zamku (angl. patch-clamp).
Proudové odpovédi byly snimany pomoci zesilovate Axopatch (200B nebo 1D, Molecular
Devices, USA) bud z celych bunék (konfigurace whole-cell), nebo byla méfena aktivita
jednotlivych kanalG (konfigurace cell-attached). Proudové odpovédi byly zaznamenavany
pomoci analogové-digitalniho prevodniku (Digidata 1300, 1400, nebo 1440B) prostfednictvim
softwaru pCLAMP (verze 9, 10 nebo 11, Molecular Devices, USA) programem Clampex. Roztoky
byly aplikovany na bunky pomoci gravitacniho aplikaéniho systému, ktery pfivadi jednotlivé
experimentalnimi roztoky teflonovymi hadickami do spole¢ného svazku sklenénych kapilar,
usticich v centralni sklenéné kapilare (Dittert et al., 2006). Teplota roztokd prochazejicich horni
Casti sklenéné kapilary je nastavena pomoci tepelného vyméniku fizeného miniaturnim
Peltierovym ¢lankem, ktery nastavuje inicidlni hodnotu teploty (chlad, nebo teplo). Dolni ¢ast
kapilary je pokryta husté vinutym izolovanym médénym dratkem (délka 5 mm) pfipojenym ke
zdroji stejnosmérného proudu pro odporovy ohfev, ktery nakonec reguluje teplotu roztoku na
zvolenou hodnotu. Peltiertv c¢lanek a topné téleso jsou elektricky propojeny se sondou, ktera
je upevnéna na mikromanipuldtoru pro polohovani soustavy kapilar. Teplota proudiciho
roztoku je méfena miniaturnim termoclankem vlozenym do vystupni kapilary v blizkosti jejiho
usti, které je umisténo ve vzdalenosti mensi nez 100 um od povrchu mérené buriky. Pomoci
systému je mozno na buriky aplikovat az sedm rlznych experimentalnich roztok(, dostatecné
rychlé a presné definované ¢asové pribéhy zmén teploty roztoku jsou zajistény pomoci napéti
generovaného programem Clampex (verze 9, 10, nebo 11) prostrednictvim rozhrani Digidata
(1300, 1400, nebo 1440B) soucasné s dostateénym plynulym odsavanim kapaliny pfitékajici do
misky. Teplota je fizena bud automaticky, nebo manualné. Systém umoznuje aplikovat zmény
teploty v rozsahu 5-60 °C pfi maximalni rychlosti -40 °C/s az ~110 °C/s.
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4.2 Metody cilené mutageneze

Metoda polymerazové fetézové reakce (angl. Polymerase Chain Reaction, PCR) byla vyuZita pro
vneseni mutaci do primarni sekvence vybranych termoTRP proteind podle postupu
doporuceného vyrobcem QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo Fisher
Scientific). Po dokonceni PCR reakce byly vzorky inkubovany jednu hodinu v termostatu (37 °C,
5% CO,) s 1 ul restrikéniho enzymu Dpnl (10 U/ul) a kazdych 15 minut vortexovany. PCR
produkty byly ovéfeny pomoci horizontalni elektroforézy a sekvenaci.

4.3 Heterologni exprese TRP kanalti

Plazmidy kodujici pfirozeny typ (angl. wild-type, WT) TRP proteinu, nebo plazmidy se
zavedenou mutaci byly do lidskych embryonalnich ledvinnych (HEK293T) bunék vpraveny
magnetem asistovanou transfekci (MATra) pomoci nanocastic (IBA GmbH, Némecko). Do
zkumavky byla pfipravena smés obsahujici 50 pl média Opti-MEM, pfrislusny objem
komeréniho transfekéniho ¢inidla MATra (0,7 pl MATra/600 ng DNA) a do Ffadné promichané
smési bylo pfidano 300-400 ng plazmidu kédujiciho TRP a 200 ng plazmidu kdédujiciho zeleny
fluorescencni protein (EGFP, ve vektoru pQBI 25). V nékterych definovanych ptipadech byly
soucasné transfekovany dalsi plazmidy (200 ng DNA kddujici protein, obvykle ve vektoru
pCMV6-XL5). Po 20-ti minutové inkubaci byl plny objem smési pipetovan do jamky s
konfluetné narostlymi HEK293T burkami. Jamka s burikami byla 20-30 minut inkubovdna na
magnetické desce a po odstranéni starého média byly bunky oplachnuty fosfatovym pufrem
(PBS, 1 ml) a po dobu 2 minut inkubovany s 0,5 ml Versenova roztoku s trypsinem (5% CO,, 37
°C). Uvolnéné bunky byly rozmichany v 0,8 ml 5% fetalniho teleciho séra (FTS) a 1-2 kapky
bunécéné suspenze byly pfidany do 2 ml 5% FTS v jamce se sklickem pokrytym poly-L-lysinem.
Transfekované bunky byly inkubovany v termostatu (5% CO,, 37 °C). Pro elektrofyziologicka
méreni byly burfiky vyuZivany 24 aZ 48 hodin po transfekci (hustota pfiblizné 180 000 bunék-cm’
2

).

4.4 Molekularni modelovani

AZ do roku 2013, kdy byla publikovdna prvni struktura TRPV1 ve vysokém rozliSeni (Liao et al.,
2013), byly pro molekularni modelovani TRP kandll vyuzivany homologni modely vytvorené na
zakladé krystalovych struktur proteind vykazujicich homologii primarni aminokyselinové
sekvence > ~30%. K modelovani C-konce TRPV1 (Vlachova et al., 2003) byla vyuZita struktura
proteinu FHIT (z angl. fragile histidine triad, PDB: 1FIT). K molekularnimu dokovani kafru byly
pouzity homologni modely TRPV1 vytvorené na zakladé struktury draslikového kanalu Kv1.2
(Marsakova et al., 2012) a KcsA (Susankova et al., 2007). Metody homologniho modelovani
byly provadény ve spolupraci s laboratofi strukturni biologie Ustavu systémové biologie a
ekologie AV CR. Pro ostatni studie publikované po roce 2013 byly vyuzity dostupné struktury
TRPV1, TRPV3, TRPA1 a TRPC5. K molekularnimu dokovani byly pouzivany programy AutoDock
Vina (Trott and Olson, 2010), AutoDock Tools 4.2 (Sanner, 1999) a Yasara (Krieger and Vriend,
2014). Metody flexibilniho fitovani a dlouhych simulaci molekularni dynamiky za raznych teplot
byly provadény ve spolupréci s Fyzikdlnim dstavem UK Praha a jsou podrobné popsany
v jednotlivych publikacich, které jsou soucasti predlozené prace. Analyza trajektorii byla
provadéna v programu UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).
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4.5 Analyza dat a statistické metody vyhodnoceni

Elektrofyziologické zaznamy byly analyzovany prosttednictvim softwaru pCLAMP (verze 9, 10
nebo 11, Molecular Devices, USA) programem Clampfit. Parametry napétové aktivace byly
vyhodnoceny pfevodem membranového proudu na elektrickou vodivost buriky:

_ I
V= "Vrer)

(3)

kde V..., je reverzni membranovy potencial. Zavislost vodivosti na membranovém potencidlu
(G/V charakteristika) byla charakterizovana pomoci Boltzmannovy funkce:

G = Gpin + Gma;;:_Gmm (4)
1+exp(ﬁ(V—V1/2))

kde G, je maximalni dosaZitelnd vodivost; G,,;, je minimalni vodivost; F je Faradayova
konstanta (F=96485 Cmol™); Vje napéti; V,, pfedstavuje napéti, pfi kterém vodivost
dosahuje polovi¢ni hodnoty svého maxima; R je univerzalni plynova konstanta (R =8,314 J-K
L.mol™), z je vratkovaci néboj a T je absolutni teplota.

Jednotkové proudy, amplitudové histogramy, pravdépodobnost otevieni (P,) a dalsi parametry
popisujici jednotkovou aktivitu TRPC5 kandlu byly identifikovany a analyzovany programem
Clampfit (verze 10.6 a 11.2, Molecular Devices, USA). Teplotni koeficient (Q4,) pro jednotkovou

amplitudu a P, byly vypocteny podle rovnice:
10

Q10 = (ﬁ)ﬁ (5)

X1

kde X; a X, jsou amplitudy, nebo hodnoty P, ziskané pfi teplotach T, a T,. Pravdépodobnost
otevreni, P,, byla vypoctena z hodnoty NP,, kde pocet kanall na terciku (N) byl odhadnut na
zakladé amplitudového histogramu konstruovaného zjednotkovych proudd snimanych
v pfitomnosti englerinu A (3 nM) aplikovaného nejméné 2 min. Termodynamické parametry
byly odvozeny z Van’t Hoffova zobrazeni vztahu mezi pfirozenym logaritmem rovnovazné
konstanty, Keq, kde Keq = Po/(1 — P,), a pfevracené hodnoty absolutni teploty. Hodnoty zmén
entalpie a entropie byly vypocteny zlinedrni ¢asti Van’t Hoffovy zavislosti aproximované
funkei: In(Keq) = —(AH/RT) + (AS/R), kde R je univerzalni plynova konstanta.

Statisticka analyza byla provedena za vyuZiti programd SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc.,
USA) a OriginPro 2021 (OriginLab Corporation, USA). Statisticky vyznamné rozdily byly uréeny
podle charakteru dat pomoci Studentova t-testu (parového ¢i neparového), Mann-Whitney U
testem, nebo jednofaktorovou analyzou rozptylu nasledovanou neparametrickym Dunnetovym
testem, nebo parametrickym Bonferroni t-testem. Priimérna data jsou podle charakteru dat
prezentovana jako pramér + stfedni chyba priméru, S.E.M., nebo jako median a interkvartilni
rozsah.
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5 Vysledky a diskuse

(publikace tvofici soucast habilitacni prace jsou v textu zvyraznény modre)

5.1 Strukturni determinanty teplotni aktivace TRPV1

Oblast cytoplazmatického karboxylového konce (C-konce) patfi mezi nejméné konzervované
Casti TRP proteinl (Obr. 2C). Hypotézu, zda rozdily mezi C-konci receptor( vaniloidni
podskupiny mohou byt pfi¢inou rozdilného prahu pro jejich teplotni aktivaci, jsme ovérovali
pomoci konstruktd TRPV1 s postupné se zkracujici aminokyselinovou sekvenci C-konce (Obr.
3). Zjistili jsme, Ze jiz zkraceni o 31 aminokyselin statisticky vyznamné pozménilo
charakteristiky teplotni aktivace. Pfi zkraceni o 72 aminokyselin se prah pro aktivaci sniZil
z41.5°C na 28.6°C; teplotni koeficient Qy4 klesl z hodnoty 25.6 na 4.7 (Vlachova et al., 2003).
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Obr. 3

Zkrdceni C-konce TRPV1 sniZuje prdh pro teplotni aktivaci a strmost teplotni zavislosti. (A) Schematické
zndzornéni konstruktii TRPV1 se zkrdcenym C-koncem. S1-S6, Sest transmembrdnovych segmentt a
porovd oblast (Sedd). (B) Reprezentativni zaznamy odpovédi HEK293T bunék exprimujicich prirozeny typ
(WT) TRPV1 a CA31, CA42, CA72, CA78 a CA104 konstrukty. Teplotni stimul (24 — 49°C; 3 s) zobrazeny
nad zdznamy byl aplikovdn v kontrolnim extraceluldrnim roztoku. HP, membrdnovy potencidl bunék. (C)
Teplotni zdvislost membrdnovych proudi zobrazenych v B. Préh pro aktivaci byl 43.8°C, 38.2°C a 28.9°C
pro WT, CA31 a CA42. (D) Hodnota teplotniho koeficientu vynesend v zdvislosti na délce zkrdceni C-konce
(Vlachova et al., 2003).

Tyto vysledky jako prvni naznacily daleZitou modularni Ulohu cytoplazmatického C-konce
v teplotni aktivaci TRPV1 a byly o tfi roky pozdéji podporeny studii (Brauchi et al., 2006), ktera
ukazala, Ze chiméricka zaména C-koncl mezi TRPV1 a TRPMS8 obraci smér teplotni zavislosti
obou kanall. Strukturni uspofadani C- a N- koncl patrné z pozdéji publikovanych struktur také
nabizi vysvétleni pro vysledky nasi jiné studie, ktera ukazala, Ze kapsaicin aplikovany z vnitini

14



strany bunécéné membrany neaktivuje TRPV1 ani pfi dlouhodobé expozici (Vyklicky et al.,
2003). Oba konce vytvareji v cytoplazmatické oblasti kompaktni rozhrani, kterd neumozni
nitrobunéc¢nému roztoku obsahujicimu kapsaicin dosahnout vazebného mista, které je
zanofeno v transmembranové oblasti.

Oblast vratek (hradla) iontového kanalu byvd zpravidla nejuzSim mistem péru iontového
kandlu. Uloha této ¢asti kandlu v teplotni aktivaci TRPV1 neni dosud jednoznaéné uréena.
Metodou postupné zamény aminokyselinovych rezidui za alanin ve vnitini ¢asti segmentu S6
(Y666-G683, tj. prepokladaném vnitfnim pdru iontového kandlu) jsme testovali teplotni
zavislost jednotlivych konstrukt( (Susankova et al., 2007). Ze 17 konstruktl jsme identifikovali
16 rezidui, jejichz mutace ovlivnila funkci TRPV1. Funkce mutantu T670A nebyla pozménéna,
zatimco Y666A a N676A byly nefunkéni. Periodicita Ucinkd mutaci byla konzistentni s alfa-
helikalni strukturou S6 (Obr. 4) a spole¢né s molekularnim modelovanim predpovédéla
moznou Ulohu T670 a A680 jako dvou mist flexibilntho ohybu segmentu S6 pfi vratkovani
kanalu. Nase vysledky byly o témér 14 let pozdéji potvrzeny studii, ve které se autorim
podafilo popsat teplem otevienou strukturu potkaniho TRPV1 v pfitomnosti kapsaicinu (Kwon
et al., 2021).

Podobné jako fadu dalSich termoTRP kandli Ize TRPV1 aktivovat silnou depolarizaci
membranového potencidlu (>+80 mV). Na rozdil od draslikovych kanal(, jejichz napétova
citlivost je dana vyssim poctem nabitych rezidui v senzorové oblasti, zejména v S4 segmentu,
molekuldrni podstata aktivace termoTRP neni znama. Testovali jsme Ulohu segmentu S4 a
spojujici oblasti S4-S5 v napétové, chemické a teplotni aktivaci TRPV1 (Boukalova et al., 2010).
Identifikovali jsme Ctyfi potencidlni mista citliva k napéti (R557, E570, D576 a R579), jejichz
neutralizace pozménila napétovou, chemickou a/nebo teplotni aktivaci TRPV1. Stejné mutace
homolognich rezidui v kandlech TRPV2 nebo TRPV3 prekvapivé nemély vliv na teplotni aktivaci,
coz vedlo k zavéru, Ze nabité postranni retézce v S4-S5 oblasti TRPV kanald maji odliSnou ulohu
v regulaci kanal( teplem a agonisty.

TRPV1 je polymodalnim kanalem, jehoZ teplotni zavislost je v nativnim prostfedi regulovdna
mnoha rGznymi faktory vcetné vapenatych iontd, signdlnich drah, oxidacné-redukéniho
prostfedi a hodnoty pH. Vliv zminénych faktor( na aktivaéni charakteristiku TRPV1 byl popsan
v nasich studiich zamérenych na urceni molekuldrniho mechanizmu pUlsobeni téchto
modulator(l na teplotni a chemickou aktivitu receptoru. Metodou zdmény postrannich rfetézc(
TRPV1 za tryptofan v segmentu S1 (rezidua V439 aZz R455) jsme odhalili misto potencialni
interakce vnéjsi Casti S1 s pdérovym helixem sousedni podjednotky stabilizujici otevienou
konformaci kandlu a urcujici citlivost k protoniim (Boukalova et al., 2013). Nase hypotéza byla
potvrzena nedavnou strukturni studii (Kim et al.,, 2020), kterd v oblasti S1-S4 jednoznacné
prokazuje konformacni zmény vyvolané teplem.
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Obr. 4

Alaninové mutace aminokyselin ve vnitini ¢dsti S6 helixu TRPV1 odhaluji determinanty teplotni a
napétové aktivace. (A) Prumeérné proudové odpovédi konstruktii TRPV1 vyvolané teplotni a napétovou
stimulaci. Proudové-teplotni zdvislost byla pro normalizovdna na 45°C. (B) Prumérné proudové-napétové
zavislosti konstruktii TRPV1 meérené pri teploté 25°C, normalizované na +60 mV (3-11 nezavislych
experimentt pro kaZdy konstrukt). (C) Souhrnné porovndni ucinku alaninovych mutaci S6. Primérny
maximdlni proud vyvolany teplotnim podnétem na 47.5°C, normalizovany na 45°C (levd osa). Maximdlni
amplituda proudu vyvolanych depolarizacnim napétim (+140 mV; prava osa), normalizované na +60mV.
Data jsou prezentovdna jako primér + SEM (n = 3-11). (Susankova et al., 2007).

V kyselém prostfedi (napfiklad v podminkach zanétu) je aktivita TRPV1 zvySena
prostfednictvim dvou negativné nabitych rezidui E600 a E648 ve vnéjsi casti péru kanalu.
Ukazali jsme, Ze tato rezidua jsou zodpovédna také za aktivaci a senzitizaci receptoru
gadoliniem (Tousova et al., 2005). Nase méreni také prokazala, Ze mira teplotni aktivace
TRPV1 zavisi na oxidacné-redukénim stavu extraceluldrnich cystein( C616, C621 a C634, jez
jsou soucasti porové oblasti iontového kanalu (Vyklicky et al., 2002). Membranové propustné
oxidacni latky zvySovaly TRPV1 proudy vyvolané teplem (Susankova et al., 2006). Vyslovili jsme
hypotézu, podle které volné S-H skupiny zvysuji pravdépodobnost otevieni kanalu. Naopak,
intracelularni cysteiny v oxidovaném stavu jsou kovalentné spojeny S-S mustky a tato
konformace miZe pro otevieni kanalu predstavovat energetickou bariéru (Tousova et al.,
2004).

Jednou z klicovych strategii, které poskytuji moZznost zmirnéni neuropatické a zanétlivé bolesti,
je agonistou vyvolana desenzitizace TRPV1 (Touska et al., 2011). Tento proces je zahajen
aktivaci TRPV1 (kapsaicinem, resiniferatoxinem, piperinem apod.) a nasledovan prlichodem
vapenatych iontl kandlem, které méni jeho konformaci a snizuji pravdépodobnost otevieni
(desenzitizuji). Nase studie zamérena na objasnéni tohoto déje odhalila klicovou ulohu dvou
kladné nabitych rezidui lokalizovanych v TRP doméné (R701 a T704), ktera urcuji kinetiku
aktivace desenzitizovaného TRPV1. Ukazali jsme, Ze desenzitizace sniZuje zjevnou afinitu vazby
kapsaicinu na receptor a Ze Uplna desenzitizace mUze byt do urcité miry prekonana vysokymi
koncentracemi agonisty (Novakova-Tousova et al., 2007). Tato vlastnost TRPV1 kandlu jej
zasadné odlisuje od vétsiny jinych zndmych iontovych kandll, jakymi jsou P2X, NMDAR,
AMPAR, GABAAR, AChR nebo ASIC, u kterych vysoka koncentrace ligandu vede vzdy k vyssi
mife desenzitizace.

16



Mezi latkami vSeobecné vyuzivanymi v humanni mediciné pro své lokalni protizanétlivé,
antipruritické a anestetické vlastnosti patfi skupina monoterpend, které jsou hlavnimi slozkami
rostlinnych silic. Mezi tyto latky patfi kafr, ktery Gcinné desenzitizuje TRPV1 nezavisle na
vazebném misté pro kapsaicin (Xu et al., 2005). Pomoci chimérického konstruktu TRPV1,
v ném?Z byla zaménéna oblast pérového helixu homologni oblasti TRPV2, jsme identifikovali
potencialni oblast interakce kafru s TRPV1 (Marsakova et al., 2012). Tato oblast zahrnuje L638
a F639 vpdrovém helixu a L648 vexternim linkeru mezi pdrovym helixem a
transmembranovym segmentem S6. V nedavné dobé skupina M. Tominagy navrhla jiné misto
interakce kafru s TRPV1 v oblasti S4-S5 (Nguyen et al., 2021). Nase vysledky vsak ukazuji, Ze
konzervovand mutace rezidua R557, které bylo autory identifikovano jako klicové pro aktivaci
receptoru kafrem, vyznamnym zplsobem ovliviiuje obecny mechanizmus vratkovani kanalu
(Boukalova et al., 2010). K objasnéni molekularniho mechanizmu plisobeni monoterpenoid(
na TRPV1 tak bude zapotrebi dalsi experimentalni usili.

5.2 Urceni molekuldrni podstaty regulace TRPV3 teplem

TRPV3 se kromé udrZovani kozni bariéry a hojeni ran, rlstu vlasd a embryonainiho vyvoje
podili na koZni detekci nociceptivnich podnétl véetné teploty a svédéni, zatimco jeho
patofyziologicka funkce je spojena s radou lidskych onemocnéni, vCetné genodermatozy
znamé jako Olmstedlv syndrom, atopické dermatitidy, rliZovky a rakoviny plic (Broad et al.,
2016). Na drovni primarni struktury jsou lidské ortology TRPV3 a TRPV1 z 38% identické a z
54% podobné. | pfes vysokou konzervovanost a strukturni podobnost ma TRPV3 nékteré
specifické vlastnosti, kterymi se odliSuje od TRPV1. V heterolognim expresnim systému je
TRPV3 aktivovan teplotami prekracujicimi 50 °C. Pfi opakované aktivaci kanal senzitizuje, tzn.
zvysSuje se pravdépodobnost otevieni kanalu a prah pro aktivaci se posouva k nizsim teplotam.
Strukturni podstata tohoto jevu TRPV3 nebyla dlouho objasnéna, pfirozené se nabizel pfistup
hledani funkéniho vyznamu ¢asti ¢i jednotlivych aminokyselin proteinu, které vykazuji nizkou
homologii s TRPV1. V nasi studii jsme se zaméfili na oblast smycky mezi tfeti (AR3) a ¢tvrtou
(AR4) ankyrinovou repetici (N251-E257), jez se napadné lisi od TRPV1 primarni sekvenci
(Macikova et al., 2019b) (Obr. 5A). Zdména rezidui v této oblasti za aminokyseliny, které se
nachazeji na stejné pozici u TRPV1, zpUsobila vyznamné snizeni prahu pro teplotni aktivaci a
teplotniho koeficientu Qo (Obr. 5B-D). V roce 2018, kdy nase vysledky prokdzaly vyznamnou
ulohu AR3-AR4 smycky v teplotni aktivaci a senzitizaci TRPV3, bylo soubéiné publikovano
nékolik struktur TRPV3 ziskanych pomoci kryoelektronové mikroskopie: mysi TRPV3 ve formé
apoproteinu (PDB 6DVW) a strukturnich konformacich se specifickym agonistou 2-APB (6DVY,
6DVZ) a lidsky TRPV3 ve formé apoproteinu (PDB 6MHO), v riznych konformacich s 2-APB
(6MHS, 6MHW, 6MHV) a ve funkéné senzitizovaném stavu (6MHS) (Singh et al., 2018; Zubcevic
et al., 2018). Z téchto struktur bylo patrné, Ze AR3-AR4 oblast vytvafi v cytoplazmatické oblasti
funkéni rozhrani mezi podjednotkami, které mze stabilizovat teplem aktivovany kanal. Ve
spolupraci s A. Sobolevskym z Kolumbijské univerzity (New York, USA) jsme metodou cilené
mutageneze testovali funkéni vyznam specifickych protilehlych rezidui a identifikovali hlavni
determinanty teplotni senzitizace TRPV3. Nase simulace molekularni dynamiky odhalily mista
nejvétsi flexibility kanalu pfi zvySeni teploty o 30K (Obr. 5E,F), a potvrdily tak hypotézu
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o strukturnich zménach, které doprovdzeji proces senzitizace receptoru pfi aktivaci teplem,
nebo jsou pfimo pticinou teplotni senzitizace.

A ) £ M Obr. 5

_rlr“:-

Cytoplazmatické rozhrani mezi

- AITRP helix— podjednotkami reguluje teplotni

—:E,Lf P MPD zdvislost aktivace TRPV3. (A)

¢ Y JARD Schematické zndzornéni lokalizace

AR3-AR4  smycky  ankyrinové

c D domény (ARD) vedlejsi

TRPV3/V1(251-257) TRPV3/V1(251-254) TRPV3/V1(255-257) podjednotky s vyznacenymi

5 101 o % 101 %aﬁ ;'g jj.‘;g rezidui, kterd byla mutovdna. (B-D)

'go'g Q%z,s 08 ¢ Ul Priimérné  proudové  odpovédi

- 0.6 3 0.67 0.6 7 Y e c

PR AR 04l os 4 chimérickych  kandlii  vyvolané

go-z AR 0‘2. Y 0'2 % teplem, normalizované na

2 oleoy N, 0l(19) LA 0l®) e, maximdini hodnotu prvni teplotni

30 31 32 33 30 31 32 33 3.0 31 32 33 odpovédi (oranZové krivky).
1/T.107 (K7 1/T107 (K 1IT.A107 (K™

60 50 40 30(°C) 60 50 40 30(¢C) 60 50 40 30(°c) Prumér je vyznalen oranZovymi
kolecky s Sedymi chybovymi
E 300K F 330K useckami. Pro  porovndni je
/ zobrazena primérnd odpovéd
TRPV3 prirozeného typu (prdzdnd
kolecka s sedymi chybovymi
useckami).  Poclet  bunék je
vyznacen v zdvorkdch. (E, F)
Simulace  molekuldarni  flexibility
podjednotky TRPV3 pfi teplotdch
300K a 330K (PDB 6DVW; 50-ns
simulace). Nejvice flexibilni cdsti
vyznacené Ccervenou barvou a
priimérem struktury jsou
o S65A pravdépodobnymi misty hlavnich
konformacnich zmén pri aktivaci
TRPV3 teplem (Macikova et al.,

2019b).

=¥ TRP helix $2-83 linker

> T ALHI

. Finger 3
_, Finger3

Na spolupraci s Kolumbijskou univerzitou jsme navazali experimenty, které byly soucasti
strukturni studie provedené tymem A. Sobolevského. V této studii se podafilo poprvé popsat
kryoelektronovou mikroskopii strukturu prirozeného typu TRP kanalu otevieného teplem
(Nadezhdin et al., 2021). Skutecnost, Ze pIné otevieného stavu bylo dosazeno jen v pfipadé
TRPV3 kandld rekonstituovanych v urcitém typu nanodiskd (cNW11, nikoliv MSP2N2), svédci o
dllezité uloze sloZeni lipid v membrané pfri aktivaci. Nase vysledky tak pfispély k prilomové
studii, ktera odhalila sérii konformacnich zmén mysiho TRPV3, ke kterym dochazi plsobenim
tepla (42°C).

Mnohocetné mutace TRPV3 genu jsou genetickym podkladem autozomalné dominantniho
tézkého onemocnéni projevujiciho se hyperkeratdzou u lidi (Lin et al., 2012). Geneticka delece
Trpv3 genu u mysi je pfi¢inou porusené struktury epidermalni bariéry a deficitu v behavioralni
odpovédi na teplo (Mogrich et al., 2005). Poruchy v morfologii chlup( zplsobené deleci Trpv3
jsou velmi podobné mysimu fenotypu s mutaci v genu pro receptor pro epidermalni rlstovy

18



faktor (EGFR) a jeho ligand, transformujici rdstovy faktor TGF-o (Cheng et al.,, 2010). Na
souvislost signdlnich drah spojenych s aktivaci EGFR jsme se zaméfili v nasi studii s cilem zjistit,
zda aktivita TRPV3 muzZe byt témito drahami regulovana prostrednictvim fosforylace (Vyklicka
et al., 2017). Zjistili jsme, Ze EGF senzitizuje endogenni TRPV3 v bunécéné linii imortalizovanych
lidskych keratinocytl  prostfednictvim fosforylacni kaskady mitogenem aktivované
proteinkinazy (MAPK). Pomoci mutaci mimikujicich fosforylovany stav kanalu a koexpresi
TRPV1 s ERK1 kindzou jsme identifikovali threonin 264 v ankyrinové doméné TRPV3 jako
potencialni misto fosforylace. DllleZitost tohoto regulacniho mista podtrhuje strukturni blizkost
rezidua T264 k funkéné klicové oblasti AR3-AR4 smycky, jejiz strukturni a funkéni vyznam byl
popsdan v pfechozim odstavci.

5.3 Mechanizmy polymodalni aktivace TRPA1

5.3.1 Strukturné-funkcni charakterizace transmembranové oblasti TRPA1
Transmembranové segmenty senzorové domény TRP kanal(l (S1-54) jsou usporadané radialné
kolem centrdlniho pérového modulu tvofeného ¢tyfmi segmenty S5-P-S6 (Obr. 2C). Strukturni
studie prokazuji, Ze senzorovy modul je v procesu vratkovani staticky, je vSak dllezitym mistem
integrace rGznych extraceluldrnich i nitrobunécnych regulacnich molekul a hlavnim mistem
interakce s anuldrnimi a integralnimi lipidy. Srovndvaci sekvencni analyza témér tfi tisic
rdznych TRP proteinl s rozsahlym (> 3 700) souborem vzdalené pfibuznych sekvenci napétoveé
fizenych draslikovych (Ky) kanalG zjistila pozoruhodné rozdily v evolu¢né konzervovanych
vlastnostech senzorovych domén téchto dvou rodin. U Ky kanald mohou byt senzory
hydratovany jak z intracelularni, tak z extracelularni strany membranové dvojvrstvy, pficemz
vodné prostfedi interaguje s polarnimi zbytky a reguluje napétovou aktivaci kanald
formovanim transmembranového elektrického pole. Naproti tomu solvatace senzoru TRP
kandll je omezena na intracelularni stranu, zatimco jeho horni ¢ast je vyplnéna hydrofobnimi a
aromatickymi aminokyselinovymi zbytky (Palovcak et al., 2014).

Cilem nasich dvou studii bylo objasnéni ulohy senzorové domény lidského TRPA1 kanalu v
napétové a chemické aktivaci. Postupna zaména polarnich aminokyselinovych zbytkd ve vniténi
kavité senzoru umoznila identifikaci rezidui zodpovédnych za aktivaci TRPA1 depolariza¢nim
napétim a elektrofilnimi latkami (Obr. 6). Metodami molekularniho modelovani jsme urcili
vazebné misto pro regulacni fosfolipid PIP, lokalizované ve vnitrni kavité senzoru (Obr. 7A).
Pomoci spolec¢né exprese TRPAL s proteiny specificky interagujicimi s PIP, se ndm podatilo
funkéné ovéfrit predpokladanou udlohu tohoto predikovaného mista. Nase experimenty navic
odhalily, Ze konzervovana zaporné nabitd rezidua ve vnitfni kavité senzoru (E788 a E808)
mohou byt také klicovym interakénim mistem, ze kterého je aktivita kandlu regulovana
vapenatymi ionty, jeZ jsou nejdllezitéjSim fyziologickym modulatorem TRPA1 (Zimova et al.,
2018). Tyto nalezy vedly k navrhu funkéniho modelu prevodu chemickych a napétovych signall
z vnitfni kavity senzoru do vratkovaci oblasti péru. O dva roky pozdéji byla publikovana
struktura TRPA1, ktera vsouladu s nasSi hypotézou prokazala v oblasti hydratované kavity
vazbu vapenatych iontl (Zhao et al., 2020).
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Obr. 6

Poldrni rezidua ve vnitini kavité senzorové domény requluji aktivaci TRPA1 napétim. (A) Reprezentativni
zdznamy membrdnovych proudi snimané z HEK293T bunék transfekovanych prirozenym typem TRPA1
receptoru nebo indikovanymi mutanty vyvolané sérii napétovych skoku (100-ms pulzy od -80 mV do
+200 mV, krok +20 mV; panel A, vpravo). (B-D) Priimérné proudové-napétové charakteristiky konstrukti
TRPA1, méfené na konci pulzu, jak je ukdzdno v A barevnymi symboly nad zdznamy. (E) Deaktivacni
kinetika mutantu TRPA1. Primérné membrdnové proudy mérené ve fdzi deaktivace, normalizované na
maximdlni amplitudu proudu pfi +200 mV (panel A, vlevo, teckovany obdélnik). (F) Prumérné casové
konstanty deaktivace pro uvedené konstrukty. Hvézdicky oznacuji signifikantni rozdil od pfirozeného
typu TRPA1 (**P< 0.001; n=6-30). (G) Prmérné hodnoty polovicniho ucinného napéti (Vs) a
vrdtkovaciho ndboje (z) uréené z experimenti zobrazenych v panelu A-D. Statisticky vyznamny rozdil od
hodnot prirozeného typu TRPA1 je zndzornén hvézdickou (*P < 0.05) (Zimova et al., 2018).

Vnéjsi oblast transmembranového segmentu S1 draslikovych Ky kandlld je evoluéné vysoce
konzervovanym mistem kontaktu mezi senzorem a pérovym helixem vedlejsi podjednotky.
Extracelularni smycka mezi segmenty S1 a S2 stabilizuje tento kontakt, ale muiZe také
obsahovat glykosyla¢ni mista. Homologni oblast u TRPA1 zahrnuje flexibilni smycku, jejiz ¢ast
vyCnivd do extraceluldarniho prostoru a jeji funkcéni ani strukturni Uloha neni objasnéna.
Metodou molekuldrnich simulaci (MDFF, Molecular Dynamics Flexible Fitting) jsme ve
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spolupraci s Fyzikalnim dstavem UK vytvofili model otevieného kandlu na zakladé dostupné
kryomikroskopické struktury otevieného kanalu TRPV1 (PDB: 3J5Q). Simulace konformacni
dynamiky extraceluldrni ¢asti flexibilni klicky odhalily dva hlavni konformacni stavy oblasti S1-
S2 stabilizované hydrofobnimi interakcemi (Obr. 8). Nahradou dvou klicovych hydrofobnich
rezidui stabilizujicich obé konformace za glycin jsme ovéfili potencialni Ulohu této oblasti
v aktivaci TRPA1 napétim (Marsakova et al., 2017). Mutace dvou predikovanych glykosylac¢nich
mist (N747 a N753) vyrazné sniZila expresi TRPA1, biochemicky se glykosylaci podafrilo v téze
dobé prokazat jiné laboratofi (Egan et al., 2016).

Obr. 7

Model intraceluldrni ¢dsti senzoru TRPA1. (A) Vnitrni oblast senzorové domény vytvdri hydratovanou
kavitu, ze které je regulovdna aktivace receptoru napétim a vdpenatymi ionty. (B) Za urcitych podminek
midZe tato oblast vdzat PIP,. Vyznacena jsou rezidua ddleZita pro vazbu (Zimova et al., 2018).

Obr. 8

Vnéjsi cdst senzorové domény stabilizuje
aktivaci TRPA1 allylisothiokyandtem (AITC).
(A,B) Dvé ruzné konformace senzorové
domény (I a I.) svyznacenymi
hydrofobnimi rezidui. (C) Cervend barva
o oznacuje mista s nejvyssi flexibilitou. (D,E)
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Rlzné aktivacni podnéty chemického i fyzikdlniho charakteru jsou prevadény proteinovym
komplexem TRPA1 kandlu do oblasti péru, ktery konformacni zménou umozni prichod
kationtl kanalem. Vysoce konzervovany vratkovaci mechanizmus, kterym je por kanalu otviran
a zaviran, neni dostatecné popsan i presto, Ze jiZz existuje struktura otevieného kanalu
s jodoacetamidem (Zhao et al., 2020). Tato latka se kovalentné vaze na thiolovou skupinu
cysteinl 621 a 665 na cytoplazmatickém aminovém konci v interakénim misté pro elektrofilni
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agonisty TRPA1, mezi které patfi allylisothiokyanat obsazeny ve wasabi, allicin, jenZ je soucasti
Cesnekové esence, skoricovy aldehyd, akrolein, a nékteré zanétlivé mediatory (peroxid vodiku,
oxid dusny, 15-deoxy-A12,14-prostaglandin J2) (Talavera et al., 2020). V pfipadé aktivace
receptoru depolarizacnim napétim nebo nekovalentnimi agonisty vazajicimi se do
transmembranové oblasti (napf. karvakrol nebo menthol) dochazi kodliSnému, zatim
nepopsanému procesu konformacnich zmén zakoncenému otevienim péru. K objasnéni téchto
déju je proto vyuzivana informace o homolognich proteinech a metody bodové mutageneze.
Tento pfistup jsme vyuZili v nasi studii zamérené na vnitfni oblast pérového a-helixu S6, ktera
je predpokladanym mistem vratkovaciho mechanizmu kandlu (Benedikt et al., 2009).
Postupnou zaménou 16 rezidui jsme identifikovali konzervovany motiv G(X)sG, ktery se
vyskytuje také u nékterych napétové fizenych kanald (Ca,) a v némz oba glyciny maji ulohu
flexibilntho mista ohybu S6 helixu (Obr. 9A). Konstrukt TRPA1, v némz byl nahrazen jeden
ztéchto glycini kladné nabitym aminokyselinovym zbytkem (G958R), vykazoval fenotyp
dovnitf usmérniujictho kandlu (angl. inward rectifier), coZ je cennd informace o zménach
topologie pdoru v prabéhu napétové aktivace (Obr. 9B). Skuteénost, ze motiv G(X)sG chybi u
TRPV1, naznacuje odliSny mechanizmus prevodu signalli do vratek kanalu.
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Obr. 9

Strukturné-funkéni analyza poru TRPA1. (A) Porovndni sekvenci riznych kandlid v S6 oblasti. (B)
Vyznacena jsou rezidua testovand ve studii (Benedikt et al., 2009). (C) Zaména glycinu 958 za arginin
zmeéni charakter usmérnéni proudu prochdzejicich kandlem a znesnadni aktivaci allylisothiokyandtem
(AITC). Vlevo, proudy vyvolané u mutantu G958R napétovymi pulzy od -100 mV do +200 mV. Vpravo,
proudové-napétovd charakteristika.

5.3.2 Mutace TRPA1-N855S zodpovédna za familialni epizodicky bolestivy syndrom u lidi

Vroce 2010 byla identifikovdna mutace vgenu pro TRPA1l jako pfi¢ina autosomalné
dominantniho familidlniho epizodického syndromu u lidi (Kremeyer et al., 2010). Syndrom je
charakterizovan wvysilujici bolesti lokalizovanou v horni casti téla, vyvolanou Unavou,
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hladovénim ¢i chladem. PrestozZe funkéni dasledky nukleotidového polymorfismu N855S byly
zCasti vysvétleny na zakladé pozorovaného zvyseni pravdépodobnosti otevieni kandlu na
zapornych potencidlech, jejich strukturni podstata nebyla v plvodni studii objasnéna. Za vyuziti
homologniho modelovani, simulace molekuldrni  dynamiky, mutageneze a
elektrofyziologickych technik jsme navrhli mozné vysvétleni vlivu této mutace na strukturu a
funkci TRPA1 (Zima et al., 2015).

Nase studie wvychazela zmodelu vytvoreného na zakladé sekvencni homologie
transmembranové oblasti TRPA1 s chimérickym draslikovym kandlem Kv1.2/2.1 (PDB: 2R9R;
(Long et al., 2007)). Simulace molekuldrni dynamiky naznacila, Ze postranni retézec N855 je
orientovan smérem k S4-S5 oblasti vedlejsi podjednotky, pricemz rezidua E854 a K868 (z
vedlejsi podjednotky) vytvari v jeho tésné blizkosti solné mustky (Obr. 10). Pfi soudasné
zaméné naboji (E854R/K868E) byly zmény primérné vzdalenosti mezi postrannimi Fetézci
v pribéhu simulace (15-30 ns) dokonce nizsi nez u pfirozeného typu TRPA1, coZ podpofilo
Ulohu téchto dvou aminokyselinovych zbytk( ve stabilizaci rozhrani mezi podjednotkami.
Funkénim vysSetfenim mutant( jsme potvrdili vysledky molekuldrniho modelovani a vyslovili
jsme hypotézu, Zze hlavnim ucinkem zamény N855S je strukturni zména S4-S5 oblasti, v jejimz
dlsledku se zvysi ucinnost elektrofilnich agonistll a snizi mira inaktivace zavislé na vapenatych
iontech. Pozdéji publikované struktury lidského TRPA1 podpofily spravnost nasi hypotézy
(Paulsen et al., 2015; Suo et al., 2020; Zhao et al., 2020).
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Obr. 10

Strukturné-funkcni analyza N855. (A) Nabitd rezidua E854 a K868 vytvareji solny mistek v tésné blizkosti
N855. Bocni pohled na dvé sousedni podjednotky TRPA1. Dole, sekvencni logo pro TRPA1 protein 22
rtznych Zivoc¢isnych druhi s vyznacenymi nabitymi rezidui v S4-S5 oblasti. (B) Soucasnd zadména nadboji
na pozicich 854 a 868 zachrariuje porusenou funkci konstrukti s individudini zéménou ndboji. Casovy
pribéh priamérnych proudd vyvolanych allylisothiokyandtem (AITC, 100 uM; O Caz+) u vyznacenych
konstruktu. (C) Porovndni proudové-napétové charakteristiky konstrukti stanovené v 70. a 160. sekundé
zdznamu (oznaceno Sipkami, a a b v B). (D) Primérnd amplituda proudovych odpovédi vyvolanych AITC,

(E) aktivaéni Easovd konstanta a (F) mira Ca’*-zdvislé inaktivace pro vyznacené konstrukty (Zima et al.,
2015).
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5.3.3 Cytoplazmaticka oblast TRPA1: potencialni misto fosforylace

TRPA1 je jedinym zastupcem ankyrinové podrodiny TRP receptort. Jeho unikatni vlastnosti je
mohutny aminovy konec, jenZ tvori vice neZz polovinu proteinu (720 z 1119 aminokyselin u
lidského ortologu). Je charakterizovan vyraznou doménou ankyrinovych repetic (ARD;
aminokyselinové zbytky 1-649), ktera je tvofena 16 tandemové usporadanymi ankyrinovymi
repeticemi (AR1-AR16) a oblasti spojujici ARD s prvnim transmembranovym segmentem.
Ankyrinova repetice je béiny strukturni motiv, obvykle o 33 reziduich, obsahujici vysoce
konzervovany tetrapeptidovy motiv T/SPLH, v némZ dvojice threoninu/serinu a histidinu tvofi
intra- a inter- molekularni vazby, ¢imzZ pfrispiva k lokalni konformacni stabilité AR (obr. 6A).
Sousedni ankyrinové repetice maji tendenci se sklddat k sobé a vytvaret protahlé struktury,
které jsou dllezZité pro protein-proteinové a protein-ligandové interakce. Kromé toho mohou
motivy T/SPLH predstavovat potencidlni fosforylaéni mista pro specifické skupiny Ser/Thr
kinaz, jejichz konsenzualni sekvence je [S/T*]PX[K/R], kde X je jakdkoliv aminokyselina. Mezi né
patfi cyklin-dependentni kinaza 5 (CdK5), neuronové specificka kindza s dulezitym funkénim
vyznamem, o niZz je zndmo, Ze reguluje nociceptivni signalizaci prostrednictvim N-konce
pribuzného receptoru TRPV1. Nase bioinformaticka analyza sekvence lidského TRPA1 ziskana
pomoci nékolika predikénich serverl predpovédéla, Zze threoniny T100, T241, T415, T484 a
serin S448 mohou byt konsenzualnimi fosforylacnimi misty pro CdK5 (Hynkova et al., 2016).
Predpokladali jsme, Ze striktni evoluéni konzervovanost motiv( T/SPLH v AR2, AR6, AR11-AR13
napfi¢ rdznymi zivociSnymi druhy zajistuje stabilitu N-termindlnich modull, je nezbytna pro
spravnou funkci kandlu a mize indikovat potencidlni fosforyla¢ni misto. Abychom provéfili tuto
hypotézu, charakterizovali jsme konstrukty TRPA1, které byly navrieny tak, abychom bud'
stabilizovali (vloZzenim konsenzudlniho motivu GXTPLH do sousedni AR), nebo destabilizovali
(mutacemi serinu/threoninu na alanin a aspartat) konformaci kazdé AR obsahujici T/SPLH.
MozZnou ulohu serind a threoninll jako potenciadlnich fosforylaénich mist jsme ovérfovali
zaménou téchto rezidui za alanin a aspartat. Pro kazdy z téchto konstruktl byla kvantifikovana
amplituda proudu vyvolanych depolariza¢nim napétim (+200 mV), cinnamaldehydem (100 pM;
+80 mV) a allylisothiokyanatem (100 uM; +80 mV) (Obr. 11). Prokazali jsme, Ze analogické
mutace v silné konzervovanych sekvencénich motivech ankyrinovych repetic AR2, AR6 a AR11-
13 maji rozdilny vliv na funkéni vlastnosti kandlu z hlediska jeho kinetickych vlastnosti a
napétové a chemické citlivosti. To svéd¢i o diferencované Uloze jednotlivych ankyrinovych
repetic, ¢i jejich moduld, v alosterické aktivaci receptoru. Treonin 673 byl jedinym reziduem,
které splfovalo podminky kladené na potencialni fosforylaéni misto (tj. zména funkce pfi
zdméné S/T za aspartat a Zadna nebo opacna zména pfi mutaci za alanin nebo glycin).

Fosforylace je povaZovana za jeden z vyznamnych mechanizmi regulujicich aktivitu TRPA1 za
fyziologickych i patofyziologickych podminek. Bylo popsano velké mnoiZstvi signalnich drah
spojenych s procesy zanétu, poskozenim tkané ¢i oxidativnim stresem, jez moduluji aktivitu
TRPA1 prostfednictvim metabotropnich receptord a signalizacnich kaskad zahrnujicich
proteinkinazy A, C, CdK5, p38-mitogenem aktivovanou kinazu a fosfolipazu C (viz reference
v pfehledovém c¢lanku (Talavera et al., 2020)).

Zatim existuje vsak jen velmi malo studii, ve kterych bylo identifikovano funkéné vyznamné
misto fosforylace TRPA1 (Meents et al., 2017; Hall et al., 2018; Sulak et al., 2018; Barvikova et
al., 2020). Bioinformatickd analyza sekvence lidského TRPA1 predikuje vysoky pocet rezidui,
kterd splnuji prisna konsenzudlni kritéria a jejichZz vyznam v regulaci kandlu je zatim neznamy.
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Nase studie se zaméfila na serin 602, ktery je lokalizovan na N-konci v tésné blizkosti oblasti
klicové pro aktivaci TRPA1 elektrofilnimi latkami (Barvikova et al., 2020). Tato funkéné dulezita
Cast proteinu, nazyvana ,spojovaci doména“ (Suo et al., 2020) nebo také ,alostericky nexus”
(Zhao et al., 2020), je vytvafena jednim C-koncovym a sedmi N-koncovymi kratkymi helixy,
antiparalelnim pB-listem a TRPL doménou. Proces otevieni kandlu je dvoustupnovym
mechanismem, ktery zahrnuje konformacni zménu vyvolanou kovalentni modifikaci cysteinu
621 a naslednou c¢astec¢nou modifikaci cysteinu 665, jez zplsobi zménu orientace lysinu 671,
jeho stabilizaci interakci s C-koncem TRPL domény umoznujici rozsifeni dolni ¢asti poru.
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Obr. 11

N-termindini tetrapetidové motivy T/SPLH pfrispivaji k multimoddini aktivaci TRPA1. (A) Nahore,
sekvenéni porovndni konzervovanych T/SPLH motivi na vyznacenych ankyrinovych repeticich (AR)
lidského TRPA1. Rezidua mutovand v této studii jsou oznacena Cervené. Uprostred, pfiklad strukturniho
usporddani prvnich tfi AR. Dole, zaznam reprezentativnich proudovych odpovédi uvedenych konstruktd
na sérii napétovych skoku (od -80 do +200 mV). Maximdlni amplituda odpovédi na +200mV byla
odectena na konci pulzu (Cervend Sipka). (B) Nahore, ¢asovy prubéh priimérnych proudd vyvolanych
skoricovym aldehydem (CA, 100 uM; 0 Caz+) a (dole) allylisothiokyandtem (AITC, 100 uM; 0 Caz+) u
vyznacenych konstrukti. Amplituda proudd byla odectena na konci aplikace agonisty (Cervend Sipka). (C)
Prumérné hodnoty maximdlnich vodivosti uvedenych konstruktl pfi aktivaci skoficovym aldehydem
(nahore) a allylisothiokyandtem (dole) vynesené v zdvislosti na maximdlni priimérné odpovédi vyvolané
depolarizacénim napétim (+200 mV). Cervené jsou oznalena rezidua, u nich? mutace zménila specificky
pouze jednu z aktivacnich modalit (Hynkova et al., 2016).

Spojovaci doméné bezprostiedné predchazi serin 602, ktery je podle predpovédi rliznych
serverl (Savage and Zhang, 2020) potencidlnim fosforylacnim mistem pro rizné kinazy, vcetné
rodin AGC, CMGC a Ca®'/kalmodulin-dependentnich proteinkindz. Je zajimavé, %e ve
strukturach TRPA1 ziskanych v konformacnim stavu bez ligandu (PDB: 6PQQ; (Suo et al.,,
2020)), nebo v pfitomnosti kovalentnich agonistl allylisothiokyanatu (3J9P; (Paulsen et al.,
2015)), benzyl-isothiokyanatu a JTO10 (6PQP a 6PQO; (Suo et al., 2020)) je postranni retézec
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tohoto serinu orientovdn do cytoplazmy. Naproti tomu v jinych strukturdch, nedavno
rozliSenych v rGznych uzavienych a aktivovanych konformacich (6V9V, 6V9W, 6V9X a 6V9Y;
(zhao et al., 2020)), je postranni retézec S602 orientovan smérem k proteinu vytvarenim
vodikovych vazeb s karbonyly hlavniho fetézce. To naznacuje, Ze Uuloha tohoto
predpokladaného konsenzudlniho fosforylaéniho mista mize zaviset na konformacnim stavu
kandlu. Vzhledem k tomu, Ze S602 se nachazi v blizkosti funkéné dulezZité spojovaci domény,
predpokladali jsme, Ze modifikace tohoto rezidua muize mit silny vliv na vratkovani kanalu.
Prokazali jsme, Ze fosfomimikujici mutace S602D zcela zrusSila aktivaci kanalu napétovymi a
chemickymi podnéty, zatimco mutace za alanin nebo glycin jeho funkci neovlivnila. Mira
exprese TRPA1 na povrchu buriky nebyla mutacemi ovlivnéna. Zjistili jsme také, Ze naboj a
velikost rezidua na pozici 602 ma rozhodujici vyznam pro spravnou funkci kanalu. Tyto vysledky
naznacuji moznost, Ze Ser602 predstavuje potencialni fosforylacni misto, jehoZ prostrednictvim
muze specificka intracelularni signdini kaskada (kaskady) prispivat k prechodu kanalu do
uzavieného stavu. Jednim z obecnych aspektd, které jsou obvykle zvazovany pfi rozhodovani,
zda identifikovany aminokyselinovy zbytek mliZze predstavovat potencidlni fosforylacni misto,
je jeho evoluéni konzervovanost (Pearlman et al., 2011). Serin 602 neni konzervovan u vSech
Zivocisnych druhd, ale je zcela konzervovan u primati véetné Clovéka. V tomto misté, ani
v misté sousedniho lysinu (K603) nebyl u lidského TRPA1l dosud identifikovan Zadny
polymorfismus. Naproti tomu bylo v genu TRPA1 zjisténo celkem 14 variant v blizkém okoli
téchto rezidui: T598M (rs147715599), 1599V (rs145600263), 1599N (rs745749488), 1600V
(rs1236229851), R601S (rs148585412), R601T (rs1347666288), R604! (rs377764138), R604T,
W605R (rs748788882), D606N, D606Y (rs1352827754), E607K (rs755681762), C608Y
(rs747708313) a C608R (rs955642376). Nékteré z téchto polymorfismi mohou vyznamné
ovliviiovat fosforylaéni konsensus a/nebo vratkovani kanalu, a proto by bylo zajimavé zaméfit
dalsi vyzkum na jejich potencialni ucast v lidské patofyziologii.

5.3.4 Distalni C-konec jako mozné misto interakce TRPA1 s vapenatymi ionty

Jednim z nejdulezitéjsich fyziologickych aktivator(i TRPA1 jsou véapenaté ionty (Ca®'), které
prochazeji otevienym kanalem, nebo se uvolnuji z vnitfnich zadsob, a v zavislosti na aktivacnim
stavu kandlu dynamicky Fidi jeho charakteristické vlastnosti, jakymi jsou jednotkova vodivost,
iontova selektivita, pravdépodobnost otevieni (Nagata et al., 2005; Cavanaugh et al., 2008;
Patil et al., 2010; Nilius et al., 2011) a mira povrchové exprese (Schmidt et al., 2009). V nizkych
koncentracich aktivuji Ca®* ionty kanal z intracelularni strany (ECs,=0.9-6 uM) (Doerner et al.,
2007; Zurborg et al., 2007) a silné zvysuji odpovédi vyvolané chemickymi a napétovymi
podnéty. Po zvySeni odpovédi nasleduje témér Uplnd a nevratna inaktivace a oba procesy se
urychluji p¥i vys$sich intraceluldrnich koncentracich Ca®* (Wang et al., 2008). Ve snaze nalézt
potencialni misto, prostiednictvim kterého by Ca®* ionty mohly modulovat TRPA1, jsme se
zameéfili na oblast distdlniho karboxylového konce, ktery obsahuje vysoce konzervovany Usek
zdporné nabitych aminokyselinovych zbytkd E,y;;TEDDD,os, (Obr. 12A). Na zdkladé napadné
sekvenéni homologie této oblasti s Ca**-aktivaéni doménou draslikového kandlu Kc,1.1 (Yuan et
al., 2010) jsme zkonstruovali molekularni model chimérického proteinu a naslednou simulaci
molekuldrni dynamiky (200 ns) jsme prokazali stabilni vazbu iontu vapniku (Obr. 12A).
Elektrofyziologickymi technikami a metodou mutageneze jsme ovérovali moznou ulohu
zaporné nabitych rezidui v této oblasti vinterakci receptoru s Ca®*. Neutralizace glutaméatu
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1077, nebo jeho zdména za kladné nabité reziduum statisticky vyznamné zmeénila vlastnosti
proudovych odpovédi zprostfedkovanych TRPA1l. Maximalni odpovédi konstruktll E1077A
a E1077K na depolariza¢ni napéti a na skoficovy aldehyd (+80 mV) byly statisticky vyznamné
vy$$i a po pridani Ca®* iontd se zvy$ovaly méné ne? u pfirozeného typu receptoru (Obr. 12B,C).
Tyto vysledky podpofily moZnou tlohu E1077 v regulaci kanalu Ca*" ionty.
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Obr. 12

Mutace negativné nabitych rezidui v kyselé oblasti C-konce méni miru potenciace TRPA1 vdpenatymi

hSlo1l BK) s C-koncovou oblasti TRPA1. Dole, homologni model Ca”*-vazebné oblasti Ke,1.1-TRPA1
chimérického proteinu. (B) Souhrnné vysledky mutageneze v zdporné nabité oblasti C-konce TRPAL.
Sloupcovy graf orientovany vlevo: prumérné amplitudy proudd vyvolanych na +80 mV v extraceluldrnim
roztoku bez Ca’* (Control) a v pfitomnosti skoficového aldehydu (Cin; 100 uM). Sloupcovy graf
orientovany vpravo: prumérnd mira maximdlni potenciace proudd vyvolanych skoricovym aldehydem
ca” ionty (2 mM). Statisticky vyznamné rozdily jsou indikovdny hvézdickou (P < 0.05; n 2 8). (C) Casovy
pribéh proudi vyvolanych skoficovym aldehydem (Cin) u indikovanych konstrukti a jejich potenciace
ca® ionty (2 mM). Trvdni aplikace roztokd je vyznaceno nad zdznamy, které jsou zobrazeny jako primér
+ stfedni chyba priiméru (n = 6) (Sura et al., 2012).

5.3.5 Regulace TRPA1 fosfolipidy

Zaporné nabité ligandy, jako jsou fosfoinositidy nebo anorganické polyfosfaty, reguluji aktivitu
TRPA1 z cytoplazmatické strany (Karashima et al., 2008; Nilius et al., 2008; Rohacs, 2009). Na
zakladé analogie s napétové fizenymi draslikovymi kanaly (KCNQ, Kir) a rGznymi iontovymi
kandly rodiny TRP (TRPV1, TRPM4, TRPMS8) jsou potencialnimi kandidaty pro interakci TRPA1
s témito ligandy shluky kladné nabitych aminokyselinovych zbytkd na cytoplazmatickém C-
konci, lokalizované v blizkosti vnitfni ¢asti plazmatické membrany (Nilius et al., 2008; Suh and
Hille, 2008; Rohacs, 2009). V nasi studii zaméfené na odhaleni moziného mechanizmu
fyziologické regulace lidského TRPA1 negativné nabitymi ligandy jsme jednotlivé zaménili
naboje 27 kladné nabitych aminokyselinovych zbytkd podél celého C-konce a charakterizovali
jsme membranové proudy aktivované depolarizacnim napétim a allylisothiokyanatem (AITC;
200 pM) (Obr. 13). Systematickou analyzou jsme identifikovali mista (969, 975, 989, 1009,
1046, 1071, 1092 a 1099), na nichZ je pfitomnost kladného naboje je dllezita pro alosterickou
regulaci kanalu chemickymi i napétovymi podnéty (Samad et al., 2011). Na zakladé téchto
vysledk( jsme predlozZili hypotézu, Ze identifikovana rezidua mohou byt interakénim mistem
pro fosfolipidy a/nebo se podileji na pfevodu aktivacnich signalt do hradla kanélu. Kromé toho
jsme charakterizovali tfi kladné nabita rezidua, R975A, K988A a K989A, jejichZi neutralizace
zpUsobila naopak vyznamné vyssi citlivost receptoru k depolarizacnimu napéti, coz naznacuje
pfimé zapojeni v napétové zavislé modulaci TRPA1l. Jednim z nejvyraznéji ovlivnénych
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konstruktd byl mutant K969E, ktery nevykazoval statisticky vyznamné zmény v prdmérné
amplitudé proudd vyvolanych AITC, ale pfi silné depolarizacnich potencidlech (>+140 mV) se
maximalni proudy vyrazné snizovaly (Obr. 13C,D). Zdména K969 za alanin, izoleucin, nebo
arginin sniZila celkovou aktivitu kandlu, coz jsme vysvétlili nezastupitelnou strukturni Ulohou
kladné nabitého lysinu 969 pfi hradlovani poru kandlu. Funkce tohoto rezidua byla skutecné
potvrzena o témér deset let pozdéji ve strukturni studii, ktera ukazala, Ze pfi otevieni kanalu
elektrofilnimi latkami je K969 klicovy pro zmény dipélového momentu TRP helix( umoznujicich
rozsiteni dolni ¢asti péru kandlu (Zhao et al., 2020).
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Kladna rezidua na C-konci lidského TRPA1 receptoru se nestejné podileji na aktivaci lidského TRPA1. (A)
Reprezentativni proudové odpovédi pfirozeného typu (WT) a mutant( TRPA1 vyvolané sérii napétovych
pulzi (protokol, vlevo nahore) v kontrolnim extraceluldrnim roztoku (¢erné zdznamy) a v pfitomnosti
allylisothiokyandtu (AITC; modré zaznamy). (B) Souhrnné vysledky mutageneze ziskané nejméné ze Sesti
nezadvislych méreni pro kaZdy mutant. Zobrazeny jsou primérné hodnoty a stfedni chyba priméru.
Statisticka vyznamnost je indikovdna hvézdickou (P <0.01). Predikovand sekunddrni struktura je
indikovand uprostred jako vertikdlni ¢dra a obdélniky (a-helixy H1,H2, H4-6). (C) Zdznam proudovych
odpoveédi konstruktu K969E na napétovou stimulaci. (D) Primérnd proudové-napétovd zavislost K969E
odvozend z 8 nezadvislych méreni, odectend na konci napétovych pulzi (oznaceno prazdnym symbolem
nad zdznamem v C) (Samad et al., 2011).

Na mozZnost interakce proximalni ¢asti C-konce TRPA1 s negativné nabitymi fosfolipidy jsme se
zameéfili podrobnéji v naslednych dvou studiich, ve kterych jsme pomoci biofyzikalnich metod
zjistovali afinitu k lipidovym membranam pro specifické peptidy navrzené tak, aby zahrnovaly
kladna rezidua, u nichZ byla nami identifikovdna nejvyraznéjsi zména pfi zaméné za neutralni
reziduum (Samad et al., 2011). Prvni studovany peptid (H1) byl navrZen na zakladé sekvence
I***AEVQKHASLKRIAMQVELHTSLEKKLPL®®? . Ve spolupraci s Univerzitou v Bordeaux jsme vyuZili
lipidové modelové systémy sloZené z aniontovych a amfoternich (zwitteriontovych) lipid(,
které jsou typické pro vnitrni list lipidové membrany (Witschas et al., 2015). Studovany byly
strukturni zmény peptidu, ke kterym dochazi pfi interakci s lipidy, a také vliv této interakce na
usporadani a integritu lipidd. Vysledky nasi studie potvrdily, Ze peptid, ktery odpovida
proximalni casti C-konce TRPA1, interaguje s modelovymi systémy lipidovych membran.
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Vyraznd interakce a zvySend afinita byla pozorovdna zejména u membrdn obsahujicich
aniontové lipidy. Pfi kontaktu s aniontovymi membranami ménil peptid svou sekundarni
strukturu z ndhodné na prevaziné B-listovou. Afinita, fluidita membrany a sekundarni struktura
peptidu se liSily u membrdn obsahujicich fosfatidylserin, fosfatidylglycerol a PIP,, coZ svédci o
specifi¢nosti interakci. DalSimi dvéma predikovanymi misty interakce TRPA1 s membranovymi
fosfolipidy jsou oblasti C-konce 1992-N1008 bezprostifedné nasledujici za prvnim
analyzovanym a-helixem H1 a prekryvajici se oblast T1003-P1034. Podobné jako v predchozi
studii jsme za vyuZiti modelovych lipidovych membran charakterizovali dva specifické peptidy
navrzené podle uvedenych primarnich sekvenci s cilem ziskat informace o jejich sekundarni
strukture, afinité a Ucincich v prostredi lipidd. Vysledky ukazaly, Ze oba peptidy interaguji s
lipidovymi membrdnami pouze v ptitomnosti PIP,, jejich vazba je povrchovd (s nejvyssi
pravdépodobnosti elektrostatickd) a afinita zavisi na pfitomnosti vapenatych iontl (Macikova
et al., 2019a). Porovnani sekvenci riznych ortologli TRPA1 v oblasti druhého peptidu ukazalo,
Ze nejvice konzervovanym reziduem je fenylalanin 1020 lokalizovany uprostted predikovaného
kratkého a-helixu. Tento aminokyselinovy zbytek jsme nahradili glycinem, abychom lokalné
narusili strukturu kandlu, a tim jeho predpoklddanou interakci sPIP,. Pomoci
elektrofyziologickych technik jsme porovnali aktivacni vlastnosti konstruktu s pfirozenym
typem receptoru. Mutantni kanaly F1020G vykazovaly rychlejsi aktivacni kinetiku, jejich
napétova zavislost byla posunuta k vice pozitivnim membranovym potencidlim a tyto zmény
zavisely na vnéjsi koncentraci Ca®*. K popisu ¢asového priibéhu aktivaéni faze napétovych
odpovédi jsme vyuzili alostericky model (viz 2.4), ktery naznadil, Ze mutace F1020G oslabila
alosterické propojeni predpoklddaného napétového senzoru s hradlem kandlu a zvysila
rovnovaznou konstantu charakterizujici pfechod mezi jeho neaktivnim a aktivovanym stavem.
PFitomnost Ca** ovlivnila rovnovahu mezi zavienym a otevienym stavem u konstruktu F1020G,
nikoliv viak u pfirozeného typu kanalu, coZz naznaduje, Zze konformacéni zmény zpUsobené
mutaci zavisi na vapenatych iontech.

Vyznamnou Ulohu kratkého a-helixu obsahujiciho F1020 v regulaci TRPA1 zprostfedkované
PIP, podpofila také nase navazujici studie (Zimova et al., 2020), ktera se zaméfila na histidin
1018 nachdzejici se vtésné blizkosti F1020. Zaména H1018 za arginin u lidského TRPA1l
(rs959976) byla v nedavné dobé dana do souvislosti se zvySenou incidenci détského astmatu
(Gallo et al., 2017). Predpokladali jsme, Ze arginin v poloze 1018 muZe ménit afinitu PIP, k
TRPA1, a tim ovliviovat teplotni aktivaci kanalu. Nékteré struktury termosenzitivnich TRP
kanall obsahuiji lipidy v oblastech, které se podileji na otevieni kandlu a nasvédcuji tomu, Ze
asociace/disociace lipidi mdze byt jednim ze zakladnich mechanizm teplotni aktivace (Cao et
al., 2013b; Nadezhdin et al., 2021). Pomoci depolarizaénich napétovych pulzd od -100 mV do
+100 mV jsme meéfili proudové odpovédi vyvolané chladem (15 °C) v HEK293T bunkach
exprimujicich lidsky TRPA1, mutant H1018R, nebo TRPA1 spole¢né s napétové zavislou
fosfatazou (Dr-VSP), ktera selektivné depletuje PIP, (Hossain et al., 2008; Zimova et al., 2018).
Nase vysledky ukazaly, Ze na zapornych membranovych potencidlech jsou odpovédi H1018R na
chlad vyssi neZ u pfirozeného typu TRPA1l. Naproti tomu deplece PIP, zpUsobila vyznamné
snizeni citlivosti TRPA1 k chladu. Simulace molekularni dynamiky (Obr. 14) ukazala, Ze zaména
H1018R vyrazné rozsitila kladny elektrostaticky potencial obklopujici ,alostericky nexus”
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(spojovaci doménu) nachazejici se tésné pod transmembranovou oblasti kanalu, coZ naznacuje
zvysenou pravdépodobnost vazby PIP,.

H1018R Obr. 14
N e

YRR

-5+ allosteric
N

Molekuldrni simulace TRPA1 a H1018R (Zimova et al.,
2020). (A) Oblasti kladného elektrostatického potencidlu
(modry povrch) obklopujici strukturu TRPA1 (PDB: 6PQQ)
a (B) H1018R. (C) Detailni pohled na oblast kolem spojujici
oblasti (,allosteric nexus”) ukazuje podstatné vice
pozitivni hodnoty pro H1018R neZ pro TRPA1 (zndzornéno
jako svétle Sedd sit obklopujici svétle modry povrch).
Neddvno bylo navrieno, Ze alostericky nexus tvoreny
cytoplazmatickou oblasti  nachdzejici se  pod
transmembrdnovou  oblasti  kandlu je  ddleZitym
6\ determinantem pro vazbu fosfolipidd i pro funkci hradla
TRPA1 (Suo et al., 2020; Zhao et al., 2020).

5.3.6 Teplotni regulace TRPA1
Citlivost TRPA1 na chlad se lisi u primatl a hlodavcli a za tento rozdil zodpovida jediny

aminokyselinovy zbytek v 5. transmembranovém segmentu S5 (Chen et al.,, 2013). Pomoci
chimérickych konstruktl potkanich a lidskych TRPA1 proteind byl identifikovan V875 u
primatli, odpovidajici G878 u hlodavcl, a bylo prokazano, Ze mutace G878V porusuje
chladovou aktivaci mysiho a potkaniho TRPA1 receptoru. Stejnd oblast S5 se uplatiiuje také
v aktivaci TRPA1 neelektrofilnimi agonisty (mentol, karvakrol, thymol, eudesmol), ale také
nékterymi celkovymi anestetiky (isofluran, desfluran a propofol) (Xiao et al., 2008; Paulsen et
al.,, 2015; Meents et al., 2016). Mutace v S5 navic mohou silné ovlivnit napétovou zavislost
kanadlu (Zima et al., 2015). Je znamo, Ze teplotni aktivace termoTRP kanall je spojena
s posunem proudové-napétové zavislosti a pro formalni popis experimentalnich méreni
aktivity kanall byl dfive navrzen jednoduchy dvoustavovy model (Voets et al., 2004). Prestoze
tento model za urditych podminek popisuje uspokojivé aktivitu mysiho TRPA1 (Karashima et
al., 2009), alternativni kinetické modely jsou schopny presnéji zachytit charakteristickou
alosterickou povahu aktivace nékterych termoTRP kanalG (viz 2.3, Obr. 2D,E). V nasich
experimentech jsme pomoci alosterického modelu navrZeného autory Jara-Oseguera a Islas
(Jara-Oseguera and Islas, 2013) porovnavali teplotné a napétové zavislé vlastnosti lidského
(hTRPA1) a mysiho (mTRPA1) receptoru s cilem odhalit zakladni rozdily mezi jejich aktivacnimi
mechanismy (Sinica et al., 2019). P¥i stimulaci depolarizaénim napétim vykazovaly aktivacni a
deaktivacni kinetické parametry obou ortologli pouze mirnou teplotni zavislost v rozsahu 12-
35 °C. Rovnovaziny stav pfi pokojové teploté (25 °C) byl u mTRPA1l ve srovnani s hTRPA1
vyrazné posunuty smérem k otevienému stavu. Lidsky i mysi ortolog TRPA1 vykazovaly
bimodalni teplotni charakteristiku, tj. aktivita kandlG byla zvySena plsobenim chladu i tepla.
Tento vysledek byl v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky ziskanymi na purifikovaném
hTRPA1 rekonstituovaném v lipidové dvojvrstvé (Moparthi et al., 2016). Zcela ne¢ekané vsak
bylo nase pozorovani, Ze prechodnym pusobenim depolarizaéniho napéti (+80 mV)
aplikovaného soucasné s teplem nad 60 °C byla vyvolana chladova citlivost u obou ortologl
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(Obr. 15). Pfi ochlazeni na 5-8 °C a ndsledné repolarizaci na -70 mV byla nékolikanasobné
zvySena amplituda membranovych proud( vyvolanych chladem a tato aktivita byla potlacena
aZz opétovnym pusobenim vysokych teplot (60 °C). Tyto vysledky odhalily novy specificky
zpUsob aktivace TRPA1, ktery dosud nebyl v literatufe popsan. Na zakladé alosterického
modelu jsme vyslovili hypotézu, Ze soudasna aktivace napétového a teplotniho senzoru maze
vyvolat konformacni zménu, kterd vede ke zvyseni energetického propojeni obou senzordq,
zvy$eni rovnovazné konstanty hradlovani a dramatickému (~30 000-nasobnému) sniZzeni miry
propojeni napétového senzoru s hradlem kanalu.

A nTReaf hTRPA1 Obr. 15
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Soucasnd aktivace napétového a
teplotniho senzoru zvysuje chladovou
citlivost TRPA1. (A,C) Zdznam
membrdnovych proudd
6L zprostfedkovanych hTRPA1 (A) a
mMTRPA1 (C) pri stimulaci napétim
D TRPAL (+80 mV; Sedé stinovdni) a teplem
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o Porovnani  amplitud  chladovych
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5.4 Modulacni mechanizmy chladové a chemické aktivace TRPMS8

TRPMS8 je neselektivni kationtovy kanal, ktery je aktivovan nizkymi teplotami (< 22 °C),
chladivymi latkami mentolem, icilinem a eukalyptolem (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002)
a depolariza¢nim napétim (Brauchi et al., 2004; Voets et al., 2004). Aktivita kanalu je pozitivné
regulovana signalnim membrdnovym fosfolipidem fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem (PIP,)
(Rohacs et al., 2005). Naproti tomu ucinnym negativnim moduldtorem TRPMS je etanol (Weil
et al., 2005). Skutec¢nost, ze funkce TRPMS8 kriticky zavisi na interakci TRPM8-PIP,, pficemz
etanol muzZe snadno pronikat do membran a narusovat jejich lipidovou strukturu, nas vedla k
hypotéze, Ze mlize existovat korelace mezi témito dvéma modulaénimi mechanizmy (Benedikt
et al., 2007). V nasi studii jsme prokazali, Ze etanol v klinicky relevantnich koncentracich (>17
mM) inhibuje aktivitu TRPMS8 vyvolanou chladem a mentolem. Tato inhibice je rychla, vratna a
zavisla na membranovém potencidlu. Proudy vyvolané mentolem (100 uM) byly etanolem
inhibovany vice na negativnich potencidlech (ICs50=0.7+0.1% na -70 mV; n=11) neZ na
kladnych potencidlech (ICso=1.5%0.3% na +40mV; n=4). Napétova zdvislost chladem
aktivovanych proudl se v pfitomnosti etanolu posunula smérem kvice pozitivnim
membranovym potenciallim.
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Obr. 16

Etanolem indukovand inhibice TRPM8 membrdnovych proudt vyvolanych mentolem. (A) Reprezentativni
zdznam membrdnového proudu vyvolaného mentolem v prfitomnosti zvysujici se koncentrace etanolu
(membrdnovy potencidl -70 mV). (B) Zdznam proudt vyvolanych mentolem na -70 mV a +40 mV (25 °C).
(C) Koncentracni zdvislost inhibice TRPMS8 etanolem. (D) Ucinky etanolu na proudy vyvolané chladem na
zdpornych a kladnych membranovych potencidlech. (E) Zavislost priimérné amplitudy proudi na teploté
(+40 mV) v kontrolnim extraceluldrnim roztoku a v pfitomnosti etanolu. (E) Vliv etanolu na synergickou
interakci mentolu a chladu (Benedikt et al., 2007).

Mira inhibice byla silné snizena u bunék dialyzovanych PIP, (ze 60 % na 20 % pro 1% etanol a z
90 % na 50 % pro 3% etanol). Aplikace exogenniho PIP, z cytoplazmatické strany membrany
vedlo ke ctyfnasobnému snizeni miry tachyfylaxe odpovédi vyvolanych mentolem, coz
potvrzuje, Ze PIP, skute¢né dosahl svého mista plsobeni na receptor. Vzhledem k tomu, Ze
TRPM8 ma vyssi zjevnou afinitu k PIP, na kladnych membrdnovych potencidlech (Rohacs et al.,
2005), vsouhrnu nase vysledky podpofily funkéni souvislost Gcinku etanolu s plsobenim
membranového PIP, na receptor. Etanol a mentol jsou dva odlisné typy latek zvySujicich pranik
klzi, které se ¢asto pouZivaji v kombinaci v riznych transdermalnich terapeutickych systémech
(Kobayashi et al., 1994), jako jsou naptiklad pFipravky pro lokdlni aplikaci anestetik. Vysledky
nasi studie poskytuji empiricky zaklad pro vysvétleni nékterych pozorovanych ucink(
kombinace obou latek v systémech zahrnujicich TRPM8 kanaly.

5.5 Aktivace TRPC5 chladem

TRPC5 byl zafazen do skupiny termoTRP kandll jako posledni v poradi (Zimmermann et al.,
2011), a patfi proto k nejméné prozkoumanym z hlediska teplotni aktivace. Tento iontovy
kanal byl nejdrive identifikovan jako klicovy molekuldrni detektor chladu uplatriujici se v lokalni
teplotni adaptaci v perifernim nervovém systému (Zimmermann et al., 2011). Po dlouhou dobu
bylo studium biofyzikalnich vlastnosti TRPC5 a pochopeni jeho biologickych funkci v nativnich
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systémech znacéné omezené z dlvodu chybéjicich specifickych agonistl a antagonist(l. Vétsina
studii vychazela z nepfimého zplsobu aktivace TRPC5 prostiednictvim receptorll sprazenych s
Gg/11 proteiny, ktery je spole¢ny pro celou kanonickou podrodinu TRP receptor(i (Rohacs,
2013). Vroce 2015 byl objeven vysoce ucinny a selektivni nizkomolekularni aktivator (-)-
Englerin A a o dva roky pozdéji specificky inhibitor Pico145 (Akbulut et al., 2015; Rubaiy et al.,
2017). Také diky tomuto pokroku byla ve zcela nedavné dobé rozpoznana specificka uloha
TRPC5 v mechanismech vzniku neuropatické a zanétlivé bolesti v perifernim nervovém
systému (Sadler et al., 2021) a chladové bolesti v odontoblastech (Bernal et al., 2021).
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Obr. 17

Chladovad aktivace TRPC5 kandlu. (A) Zdznam (7min) jednotkovych proudd, snimanych v konfiguraci cell-
attached (+120 mV). Teplota je zobrazena nad zdznamem. Dole, 2s- useky zdznamu ve vyssim casovém
rozliseni. ,,c“ zna¢i uzavieny stav kandlu. (B) Zdvislost primérné pravdépodobnosti otevieni na teploté.
Aproximace Boltzmannovou funkci (plnd ¢dra). (C) Van't Hoffuv graf. Hodnoty zmén entalpie a entropie
byly vypocteny ze sklonu a priseciku primky linedrni regrese (¢drkovand cdra) (Ptakova et al., 2022).

V nasi studii jsme se zaméfili na podrobnou charakterizaci chladové aktivace lidského TRPCS.
Analyzovali jsme zmény jednotkové aktivity na intaktnich HEK293T burkdch exprimujicich
TRPC5 pfi linedrné se snizujici teploté vnéjsiho roztoku z 25 °C na 5 °C (Ptakova et al., 2022).
Ukdzali jsme, Ze v intervalu 16 aZz 11 °C vykazuje pravdépodobnost otevieni kandlu strmou
teplotni zavislost, kterou Ize charakterizovat teplotnim koeficientem Q45 = 0.04, cozZ je hodnota
podobna jako pro nékteré dalsi teplotné aktivované TRP kanaly (Voets, 2012). Naproti tomu
v pfitomnosti Englerinu A nebo karbacholu byla pravdépodobnost otevieni kanalG pfi
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ochlazeni z 25 °C na 5 °C zvySena pfriblizné 4-5krdat, coz znaci pomérné mirnou zdvislost na
chladu, odpovidajici hodnoté Qip priblizné 0.5. Mutantni kanaly T970A a D652K/E653K
vykazovaly zvySenou bazdlni aktivitu pri teploté 25°C a jejich teplotni zavislost byla
v porovnani s pfirozenym typem receptoru vyznamné nizsi. Treonin 970 je mistem, ze kterého
je regulovana aktivita TRPC5 fosforylaci proteinkinazou C, kterd oslabuje interakci mezi TRPC5
a PIP, (Ningoo et al.,, 2021) a disociuje vazbu proteinu NHERF (regulagni faktor Na'/H*
pfenasece) na vysoce konzervovany vazebny motiv PDZ. Tim se kandl stava citlivym na
diacylglycerol (DAG). Citlivost k DAG muze TRPC5 ziskat také depleci PIP, (Storch et al., 2017).
PIP, ma pravdépodobné navic dualeZitou ulohu v mechanismu, kterym STIM1 (stromalni
interakéni molekula 1) a TRPC (TRPC1/3/4/5/6) funkéné komunikuji prostfednictvim dvojice
konzervovanych opacné nabitych rezidui na C-koncovych doménach (Lee et al., 2010).
V pripadé TRPC5 se jedna o interakci dvou negativnich rezidui D652 a E653 s kladné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky C-koncové domény STIM1 K684 a K685. Jak elektrostaticka
interakce moduluje aktivitu TRPC, neni znamo, ale byl navrzen pravdépodobny mechanismus,
jehoz prostrednictvim muaze STIM1 zvySovat pocet funkcnich kandld v doménach bohatych na
PIP,, a tim stabilizovat jejich aktivitu (Bodnar et al., 2017). Nase data tak nepfimo prokazuji
potencialni dlohu PIP, v aktivaci TRPC5 chladem. SniZeni hladiny PIP, v plazmatické membrané
v blizkosti TRPC5, zplisobené bud chybnym transportem TRPC5 do domén bohatych na PIP,
(vlivem mutaci D652K/E653K), nebo oslabenim interakce TRPC5-PIP, (vlivem mutace T970A
zamezujici fosforylaci), mGze propujcit TRPC5 schopnost vazat DAG, a tim zvysit bazalni aktivitu
kanalu na 25°C.

Vzhledem k potencialni uloze TRPC5 jako terapeutického cile pro l1é¢bu neuropatické bolesti
vyvolané chladem (Sadler et al., 2021), precitlivélosti dentinu a zanétlivé bolesti zub( (Bernal
et al.,, 2021) by nové poznatky o mechanismu teplotni aktivace TRPC5 mohly pomoci pfi
hledani novych terapeutickych pfistupl k prevenci akutni i chronické bolesti. V nasi navazujici
studii (Zimova et al., 2022) jsme se proto zaméfili na testovani moznosti modulace aktivity
TRPC5 inhibitorem zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu duloxetinem. Tato latka
je 1ékem (v Ceské republice pod obchodnimi nazvy Cymbalta, Dolyxan, Dulasolan) pdvodné
vyuzivanym k lécbé depresivni poruchy, ale také je jedinym lékem, ktery prokazal ucinnost
v pfipadé zavainych perifernich bolestivych stavli vyvolanych chladem, souvisejicich s
diabetickou neuropatii a neuropatii vzniklou v disledku nezadoucich neurotoxickych ucinki
cytostatik (Perahia et al., 2006; Loprinzi et al., 2020). Nase vysledky ukazaly, Ze duloxetin
v klinicky relevantnich koncentracich blokuje chladem vyvolanou aktivitu lidského TRPC5
(Zimova et al., 2022), coZz mUZe predstavovat jeden z mechanizmd, kterymi tato latka ucinné
pUsobi v perifernim nervovém systému.
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6 Shrnuti a zaveér

6.1 N&s autorsky tym jako prvni prokazal modularni Glohu cytoplazmatického karboxylového
konce TRPV1 vteplotni, chemické a napétové aktivaci. Predpovédéli jsme strukturni
usporadani porové domény TRPV1 a identifikovali rezidua, ktera jsou soucasti vnitfniho hradla
kandlu. Charakterizovali jsme funkéni Ulohu transmembranového segmentu S4 a spojujici
oblasti S4-S5 v napétové a teplotni aktivaci a wurcili Ctyfi potencidlni mista citliva
k depolariza¢nimu napéti (R557, E570, D576 a R579). Tyto vysledky potvrdily, Ze nabité
postranni fetézce v oblasti S4-S5 maji odliSnou ulohu v regulaci teplem a agonisty u rliznych
¢lenl vaniloidni podskupiny TRP. Prokazali jsme, Ze mira a charakter teplotni aktivace TRPV1
zavisi na oxidac¢né-redukénim stavu cytoplazmatického i extracelularniho prostfedi. Odhalili
jsme misto potencialni interakce vnéjsi cCasti segmentu S1 s pdérovym helixem sousedni
podjednotky stabilizujici otevienou konformaci kanalu a urdujici citlivost k protonim. Popsali
jsme mechanizmus desenzitizace zavislé na Ca®" a identifikovali oblast zahrnujici pérovy helix a
externi linker mezi pdérovym helixem a transmembranovym segmentem S6 jako misto
interakce kafru s TRPV1. Tyto vysledky pfispivaji k pochopeni molekuldrni podstaty teplotni
aktivace kandalu TRPV1, mechanism( jeho regulace v pfirozeném prostredi a proces(, kterymi
se tento kanal podili na detekci teplotnich, napétovych a chemickych podnétd na senzorickych
neuronech. Ziskané informace o struktufe a funkci jsou také nezbytné pro racionalni navrh
potencialnich latek s analgetickym Gcinkem.

6.2 Pomoci cilené mutageneze se nam podafilo v cytoplazmatické oblasti lidského TRPV3
identifikovat funkéné vyznamné rozhrani mezi podjednotkami, které stabilizuje otevieny stav
kandlu pfti teplotni aktivaci. V této klicové oblasti (N251-E257) jsme urcili hlavni strukturni
determinanty teplotni senzitizace TRPV3 kanalu. Nase simulace molekularni dynamiky odhalila
mista nejvétsi flexibility pfi zvyseni teploty o 30 K, a potvrdila tak hypotézu o strukturnich
zménach, které doprovazeji proces senzitizace pri aktivaci teplem, nebo jsou pfimo pficinou
teplotni senzitizace. Nase vysledky spolu s pozdéji publikovanymi strukturnimi studiemi jinych
tyma pfispély k zatim nejlépe popsanému schématu teplotni aktivace a senzitizace termoTRP
receptoru. Kromé toho jsme popsali mechanismus regulace lidského TRPV3 prostfednictvim
fosforylacni kaskady mitogenem aktivované proteinkindzy, ktery se uplatiuje v nativnim
prostfedi keratinocytl. Identifikovali jsme threonin 264 v ankyrinové doméné TRPV3 jako
potencialni misto fosforylace.

6.3 Identifikovali jsme hlavni strukturni determinanty polymodalni regulace TRPA1 kanalu.
Ukazali jsme, Ze konzervovana zaporné nabita rezidua ve vnitfni kavité senzoru (E788 a ES808)
mohou byt klicovym interakénim mistem, ze kterého je aktivita kanalu regulovana vapenatymi
ionty a membranovymi fosfolipidy. Prokazali jsme dlleZitou regulacni a stabilizujici Ulohu
vnéjsi casti flexibilni klicky mezi prvnimi dvéma transmembranovymi segmenty. Ukazali jsme,
Ze zaménou N855S-TRPA1, kterd je podkladem dédicného onemocnéni u lidi, je strukturni
zména S4-S5 oblasti, v jejimz dlsledku se zvysi ucinnost elektrofilnich agonistd a snizi mira
inaktivace zdavislé na vapenatych iontech. Rozhrani mezi podjednotkami TRPA1 je pfitom
stabilizovano interakci mezi E854 a K868. Pozdéji publikované struktury lidského TRPA1
podpofily spravnost nasich hypotéz (Paulsen et al., 2015; Suo et al., 2020; Zhao et al., 2020).
Popsali jsme N-konec TRPA1 jako potencidlni misto fosforylace a distdlni oblast C-konce jako
mozné misto interakce TRPAL s vdpenatymi ionty.

35



6.4 Charakterizovali jsme zakladni parametry chladové aktivace TRPMI8 a TRPC5 receptor(l a
urcili jsme, do jaké miry je teplotni prah pro aktivaci chladem determinovdn fosfolipidy ci
signalnimi drahami. Prokazali jsme funkcni souvislost inhibiéniho Gc¢inku etanolu na aktivitu
TRPMS8 vyvolanou chladem a mentolem s plsobenim membranového fosfolipidu PIP,. Tyto
vysledky mohou poskytnout vysvétleni nékterych pozorovanych ucinkdi kombinace obou latek
v nékterych systémech vyuZivanych pro lokani potlaceni bolesti. Termodynamicka analyza
chladem vyvolané aktivity lidskych TRPC5 kanald odhalila vyrazné zmény entalpie (-
108 kcal-mol™) a entropie (-370 cal-mol™K™), coi svédéi o vyznamnych konformacnich
zménach provazejicich proces otevreni kanalu. Citlivost TRPC5 na chlad zavisi na fosforylacnim
stavu treoninu 970 a homeostazi intracelularniho vapniku.
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8 Pouzité zkratky

AChR
AITC
AMPAR
AR

ARD
ASIC
cAMP
CdK5
DAG
NMDAR
GABAAR
ECS
EDTA
FTS

GFP
HEK293T

hTRPA1
IAA
JTO10

MATra
MD
MDFF
P1-P2
PBS

PCR
PDB
PIP,
PKC

PLC

Qo

ROS
S1az56
TRP
TRPA1l
TRPC1-7
TRP-like
TRPM1-8
TRPML1-3
TRPP1-3
TRPV1-6
WT

acetylcholinovy receptor

allylisothiokyanat

receptor pro a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionovou kyselinu
ankyrinova repetice (angl. ankyrin repeat)

doména ankyrinovych repetic (angl. ankyrin repeat domain)

iontovy kanal aktivovany protony (angl. acid-sensing ion channel )
cyklicky adenosinmonofosfat

cyklin-dependentni kinasa 5

diacylglycerol

N-metyl-D-aspartatovy receptor

ionotropni receptor pro kyselinu y-aminomaselnou

extracelularni roztok (angl. extracellular solution)
ethylendiamintetraoctova kyselina

fetalni teleci sérum

zeleny fluorescencni protein (angl. green fluorescent protein)

lidské embryondlni ledvinné burky linie 293T (angl. human embryonic
kindey cells)

lidsky ortolog receptoru TRPA1

jodoacetamid
2-chloro-N-(4-(Amenthoxyphenyl)thiazol-2yl)-N)(3-methoxypropyl)-
acetamid

magnetické ¢astice vyuzité k transfekci bunék

molekularni dynamika

metoda molekularni simulace (angl. Molecular Dynamics Flexible Fitting)
oznaceni porovych helixd 1 a 2 TRPA1

fosfatovy pufr

polymerasova retézova reakce (angl. polymerase chain reaction)
proteinova databaze (angl. Protein Data Bank)
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

proteinkinasa C

fosfolipasa C

teplotni koeficient

reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)

oznaceni transmembranovych a-helixt 1 az 6 TRPA1

tranzientni receptorovy potencial (angl. transient receptor potential)
ankyrinovy tranzientni receptorovy potencialovy kanal, subtyp 1
kanonicky tranzientni receptorovy potencialovy kanal, subtyp 1-7
strukturné analogicky motiv k TRP-boxu

melastatinovy tranzientni receptorovy potencialovy kanal, subtyp 1-8
mukolipinovy tranzientni receptorovy potencialovy kanal, subtyp 1-3
polycystinovy tranzientni receptorovy potencidlovy kanal, subtyp 1-3
vaniloidni tranzientni receptorovy potencidlovy kanal, subtyp 1-6
pfirozeny typ (angl. wild type)
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