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Scopul studiului

Receptorii cuplati cu proteind G (GPCR) si canalele potentiale de receptor tranzitoriu
(TRP) sunt printre cele mai importante proteine de membrand implicate in semnalizarea
celulard. GPCR constituie cea mai mare familie de receptori, reprezentdnd tinta pentru
aproximativ 40% dintre medicamentele comercializate. Ei mediazd numeroase procese
fiziologice prin transducerea semnalelor extracelulare in raspunsuri intracelulare prin
interactiunea cu proteinele G. Pe de alta parte, canalele TRP sunt un grup divers de canale
ionice care raspund la diferiti stimuli, inclusiv temperaturd, pH si stres mecanic. Atat canalele
GPCR, cat si TRP sunt cruciale in contextul durerii, inflamatiei si perceptiei senzoriale,
facandu-le tinte principale in descoperirea medicamentelor. Capacitatea lor de a regla cdile
complexe de semnalizare ii pozitioneaza ca potentiale tinte terapeutice pentru diferite afectiuni,
inclusiv durere cronica, boli cardiovasculare si tulburari neurologice.

Scopul general al acestei teze este de a valida o platforma multiplex conceputa initial
pentru screeningul de mare capacitate a compusilor care vizeazd GPCR si de a o utiliza pentru
analiza functionald a receptorilor cuplati cu proteinele G si a canalelor ionice, cu un accent
deosebit pe interactiunea dintre receptorul pentru prostaciclind (IPR) si canalele TRPMS.

In prima parte a tezei, mi-am propus si optimizez testele bazate pe tehnologia BRET
pentru a masura cu precizie cAMP si nivelurile de calciu intracelular. Aceste doud molecule
sunt mesageri secunzi cruciali in cdile de semnalizare celulare mediate de GPCR si canalele
ionice. Prin optimizarea acestor teste, am dorit sa stabilesc o metoda fiabila si sensibild pentru
evaluarea starilor functionale ale GPCR-urilor si ale canalelor ionice. Aceastd optimizare a
inclus ajustarea conditiilor de testare, validarea tehnicilor de mdsurare si asigurarea
reproductibilitétii in diferite configuratii experimentale.

A doua parte a tezei se concentreaza pe utilizarea platformei multiplex optimizate pentru
a investiga interactiunea functionald dintre canalele IP-R si TRPMS. TRPMS este un canal
ionic binecunoscut implicat in detectarea temperaturilor reci si medierea efectelor
antiinflamatorii si analgezice. In schimb, prostaciclina si receptorul sau IPR sunt asociate cu
promovarea inflamatiei si a durerii prin activarea cailor de semnalizare specifice.

Avand in vedere rolurile critice ale TRPMS si IP-R in reglarea durerii si a raspunsurilor
inflamatorii si modelele lor de expresie suprapuse in diferite tesuturi, acest studiu exploreaza
ipoteza ci activarea IP-R poate modula functia TRPMS. In mod specific, este examinat modul
in care agonistii [P-R afecteazd activitatea canalului TRPMS in sistem de expresie heterolog in

celule HEK293T si in neuroni DRG proveniti de la soareci.



In plus, intelegerea ciilor specifice prin care IP-R moduleazi activitatea TRPMS poate
dezvalui noi perspective asupra mecanismelor moleculare care stau la baza durerii inflamatorii.
Aceste cunostinte ar putea contribui la dezvoltarea de noi strategii terapeutice care vizeaza
aceste cdi pentru a trata durerea cronica si afectiunile inflamatorii. Prin atingerea acestor
obiective, aceasta tezd isi propune sa contribuie la intelegerea mai larga a interactiunilor
canalelor GPCR-TRP, in special modul in care semnalizarea receptorului de prostaciclind

influenteaza functia TRPMS.

Capitolul 1. INTRODUCERE

1.1. Receptorii cuplati cu proteina G

Receptorii cuplati cu proteind G constituie cea mai mare si cea mai diversd familie de
proteine membranare, cu peste 800 de membri identificati in genomul uman. Ei au roluri
esentiale 1n aproape fiecare proces fiziologic, inclusiv perceptia senzoriald, neurotransmisia,
raspunsul imun si semnalizarea hormonald (M. Zhang si colab., 2024).

Aproximativ jumdtate din GPCR identificate la om au functii senzoriale. Ele mediaza
olfactia, gustul, perceptia luminii si semnalizarea mirosului. Restul GPCR-urilor non-
senzoriale mediazd semnalizarea prin diversi liganzi, de la molecule mici la peptide sau
proteine mari (Alexander et al., 2021). Esential pentru functia lor este capacitatea de a
interactiona cu proteinele G heterotrimerice, care servesc drept comutatoare moleculare care
transduc semnalele din compartimentele extracelulare la proteinele efectoare intracelulare.
(Hamm, 1998).

Receptorii cuplati cu proteina G au o arhitectura tipicd, reprezentdnd un cadru conservat
structural esential pentru diversele lor roluri. Fiecare GPCR cuprinde in mod obisnuit o singura
polipeptidd caracterizatd printr-un capat N-terminal extracelular, care faciliteazd legarea
ligandului si un capat C-terminal intracelular, care interactioneaza cu moleculele de
semnalizare intracelulare. Centrul GPCR consta din sapte domenii transmembranare hidrofobe
(TM1-TM7) dispuse intr-un manunchi elicoidal care traverseaza stratul dublu lipidic al
membranei celulare. Aceste elice transmembranare servesc ca o scheld pentru recunoasterea
ligandului si transductia semnalului, cu aminoacizi specifici acoperind interiorul fasciculului
transmembranar, formand buzunarul de legare a ligandului. Conectind elicele
transmembranare sunt trei bucle extracelulare (ECL1-ECL3) si trei bucle intracelulare (ICL1-

ICL3), care ofera suport structural suplimentar si contribuie la interfata de legare a ligandului



si la activarea receptorului (Katritch si colab., 2013). Legarea ligandului (Figura 1) induce

modificari conformationale in receptor, activand cdile de semnalizare in aval.
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Figura 1. Reprezentarea schematica a structurii tridimensionale a GPCR. Helicile
transmembranare servesc ca o scheld pentru recunoasterea ligandului si transductia
semnalului, iar aminoacizii specifici din elice formeaza buzunarul de legare a ligandului. In
plus, buclele extracelulare si intracelulare contribuie la activarea receptorului (creat cu

BioRender).

GPCR-urile transduc semnalele extracelulare in raspunsuri intracelulare prin cuplarea
la proteinele G heterotrimerice, care servesc ca comutatoare moleculare. Aceste proteine G
sunt compuse din trei subunitati: o, 3, siy. La legarea ligandului de GPCR, are loc o schimbare
conformationald, permitand receptorului sa interactioneze cu subunitatea a, ducand la activarea
acesteia si disocierea ulterioara de subunitatea By dimerica.

Proteina G circula intre o stare inactiva legatd de GDP si o stare activa legatd de GTP.
In starea sa activa, subunitatea o este legatia de GDP si asociatd cu subunititile By. La activarea
receptorului, GDP este schimbat cu GTP, ceea ce duce la disocierea subunitatii de dimer. Atat
subunitatea a., cat si dimerul By pot apoi modula proteinele efectoare din aval, ducand la diferite
raspunsuri celulare. In special, subunitatea poseda activitate GTPaza intrinsecd, permitandu-i
sa hidrolizeze GTP la GDP, terminand astfel semnalizarea si revenind la starea sa inactiva
(Wettschureck & Offermanns, 2005).

Versatilitatea functionald a sistemului de semnalizare mediat de proteina G rezultd din
designul sau modular si prezenta mai multor subtipuri de proteine G. Aceste subtipuri sunt
clasificate in patru familii In functie de subunitatea lor, si anume Gs, Gi/Go, Gg/G11, G12/G13.
Modelele de cuplare caracteristice intre receptori si proteinele G au fost identificate pentru
majoritatea receptorilor, ceea ce duce la o clasificare alternativa a GPCRurilor in patru categorii

principale pe baza asocierii lor cu subtipurile G.



w@r

Figura 2. Proteinele G 1n timpul activarii receptorului prin membrana plasmatica. a., f3, siy
sunt reprezentate cu asocieri diferite cu membrana plasmatica. La schimbul GDP-GTP pe
subunitate, atat subunitatea cat si complexul pot interactiona cu alte molecule pentru a
promova cascadele de semnalizare. In special, atat subunitatea cat si complexul riman
ancorate de membrana plasmatica in timpul activarii lor. Aceste subunitati activate pot
interactiona in continuare cu canalele ionice, alte proteine membranare si mesageri secundari

dispersati in Intreaga celula (Nature Education, 2010).

Familia Gs a proteinelor G, exprimata omniprezent in intregul corp, joaca un rol esential
in activarea cdii dependente de cAMP. Aceasta familie cuprinde proteina Gs codificata de gena
GNAS si Golf, exprimata in primul rand in sistemul olfactiv si codificati de gena GNAL. in
timp ce Gs servesc ca mediatori fundamentali ai semnalizarii intracelulare, Golful joaca un rol
mai specializat, implicat in principal in transductia semnalului olfactiv.

Calea dependenta de cAMP incepe cu activarea GPCR-urilor de catre liganzi
extracelulari. La activarea receptorului, proteinele Gs sunt stimulate, ducand la disocierea de
complex. Proteina Gs eliberata se leaga apoi de adenilil ciclaza (AC) si activeaza, catalizand
conversia ATP in AMP ciclic. Nivelurile crescute de AMPc activeaza ulterior protein kinaza

dependentd de cAMP, cunoscutd sub numele de PKA, prin eliberarea subunitatilor sale



reglatoare, permitand subunitatilor catalitice sa fosforileze proteinele tintd. Aceste evenimente
de fosforilare moduleaza activitatea efectorilor din aval, a factorilor de transcriptie si a
canalelor ionice, medidnd o gama larga de raspunsuri celulare.

O altd cale de semnalizare majora activatda de GPCR este mediata de familia Gg/11 de
proteine G. Aceasta familie mai este numita si Gq/11/14/15 pentru a include membrii familiei
strans Tnruditi, desi Gq si G11 par a fi exprimate in mod omniprezent. Ca si celelalte céi de
semnalizare, Gg/11 sunt activate prin legarea ligandului la GPCR-urile cuplate cu Gq. Aceasta
activare face ca subunitatea Gq sa se disocieze de dimer, care apoi moduleaza activitatea
efectorilor din aval. Efectorul primar al acestei cdi de semnalizare este fosfolipaza C- (PLC-),
care hidrolizeaza fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat (PIP2) in doi mesageri secundari esentiali:
inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) si diacilglicerol (DAG). IP3 difuzeaza prin citoplasma pentru a se
lega de receptorii IP3 de pe reticulul endoplasmatic, declansand eliberarea ionilor de calciu in
citosol. Concentratia crescutd de calciu intracelular duce la diferite raspunsuri celulare, inclusiv
contractia musculari, secretia si metabolismul. In acelasi timp, DAG rimaéne ancorat de
membrana plasmaticd datoritd naturii sale hidrofobe si activeaza protein kinaza C (PKC), care
fosforileazd proteinele tinta pentru a propaga semnalul in continuare (Wettschureck &

Offermanns, 2005).

1.1.1. Receptorul IP

Receptorul de prostaciclind, cunoscut si sub numele de Receptor de prostaglandina 12
sau IP-R, este un GPCR activat de prostaciclina (PGI2) si un membru al familiei de mediatori
lipidici ai prostanoizilor. Gena care codificd [P umana este PTGIR, situatd pe cromozomul
19q13.32. Expresia PTGIR este larg raspandita, dar este deosebit de proeminentd in endoteliul
vaselor de sange, trombocitelor, celulelor musculare netede, rinichilor si celulelor imune
specifice, cum ar fi macrofagele si celulele dendritice.

Ligandul endogen al receptorului de prostaciclina este PGI2, care este foarte instabil,
ceea ce face dificild determinarea afinitdtii sale exacte. Aceasta instabilitate a condus la
sintetizarea analogilor stabili pentru cercetare si utilizare clinica. Printre acesti compusi se
numara cicaprost, iloprost si carbociclic, cicaprost prezentand cea mai mare selectivitate si
potentd decat ligandul endogen. Ca antagonisti au fost folositi mai multi compusi sintetici, si
anume CAY 10441, TG6-126 si RO3244794, ultimii parand a fi cei mai specifici (Clapp si
colab., 2023).

Receptorul IP se cupleaza in primul rand cu proteinele Gs, rezultand niveluri crescute

de AMPc si mediand efectele prostaciclinei. Cu toate acestea, in functie de tipul de celuld,



receptorul IP poate semnala si prin alte cai de semnalizare, inclusiv cascade de semnalizare
dependente de Gq si Gi.

Prostaciclina joaca un rol crucial in mentinerea homeostaziei cardiovasculare.
Activarea IP-R induce vasodilatatie, scdderea tensiunii arteriale si Tmbundtatirea fluxului
sangvin. Acest efect are loc in principal prin calea dependenta de cAMP, care relaxeaza celulele
musculare netede. In plus, prostaciclina inhibi agregarea trombocitelor, prevenind aparitia
trombozei si exercitand efecte cardioprotectoare, proces asociat si cu cresterea concentratiei de
AMPc in trombocite. In plamani, IP-R promoveazi tensiunea arteriali pulmonari si scade
hipersensibilitatea bronsica, in timp ce in rinichi, regleaza fluxul sanguin renal si rata de filtrare
glomerulara.

IP-R joacd un rol semnificativ ca mediator al inflamatiei. Reduce aderenta si migrarea
leucocitelor, regleaza in jos expresia citokinelor proinflamatorii si scade stresul oxidativ. De
asemenea, moduleaza activitatea diferitelor celule imunitare, inclusiv macrofagele si celulele
T, influentand astfel raspunsul imun si inflamatia. In schimb, in conditiile reumatologice, IP-R
prezintd raspunsuri proinflamatorii (Stitham si colab., 2011).

In plus, receptorul de prostaciclind prezinti un rol complex in perceptia durerii. in
neuronii senzoriali, activarea IPR poate duce la hiperalgezie si o sensibilitate crescuta la durere,
in special in inflamatie. Acest efect hiperalgezic este mediat de cresterea nivelurilor de cAMP,
care sporesc excitabilitatea neuronilor nociceptivi. Cu toate acestea, IP-R poate exercita si
efecte analgezice in anumite conditii prin modularea proceselor inflamatorii si reducerea
eliberarii de citokine proinflamatorii. Astfel, implicarea receptorului IP in perceptia durerii este

dependenta de context, cu efecte variind in functie de conditii patologice specifice.

1.2. Canale TRP

Canalele de potential receptor tranzitoriu (TRP) detecteaza diverse semnale celulare si
de mediu. Aceste canale ionice sunt prezente In numeroase tesuturi si tipuri de celule si permit
trecerea mai multor cationi, inclusiv Ca**, Mg?*, Na" si K*. Canalele TRP sunt implicate in
raspunsurile senzoriale, cum ar fi caldura, frigul, durerea, stresul, vederea si gustul, iar
numerosi stimuli le pot declansa. Locatia lor predominantd pe suprafata celulei, interactiunea
cu diferite cai de semnalizare fiziologice si structura cristalind unica fac canalele TRP tinte
promitatoare pentru dezvoltarea medicamentelor si relevante pentru tratarea mai multor boli.

Canalele TRP au fost identificate pentru prima data cu peste 50 de ani in urma, cand s-
a descoperit cd un mutant vizual din Drosophila are un raspuns tranzitoriu la lumina puternica.

Datorita proprietatilor sale electrofiziologice, acest mutant a fost numit ,,potential receptor



tranzitoriu” (trp). Mai tarziu, trp a fost donat si recunoscut ca o proteind transmembranara. De
atunci, cercetatorii au aprofundat in intelegerea canalelor TRP, stabilindu-le legatura cu
transportul calciului si identificindu-le drept canale activate de lumina, permeabile Ca2+. Ei
au observat, 1. Canale TRP de asemenea, ca proteinele asemandtoare TRP seamana cu canalele
dependente de tensiune si au confirmat prezenta repetarilor anchirinei in secventele lor de
aminoacizi (M. Zhang si colab., 2023).

La Inceputul acestui secol, s-au facut eforturi pentru standardizarea nomenclaturii TRP,
rezultand clasificarea a 28 de gene subunitati de canal in sapte subfamilii: TRPA (anchirina),
TRPC (canonic), TRPV (vaniloid), TRPM (melastatin), TRPML (mucolipind), TRPP
(policistind) si TRPN (NO-mecano-potential) (Venkatachalam & Montell, 2007).

1.2.1. TRPMS

TRPMS, este o gena localizatd pe cromozomul 2q37.1, care codifica o proteind
compusa din 1.104 aminoacizi. Aceasta gena este esentiald in codificarea unui receptor de frig
si mentol, esential pentru detectarea temperaturilor reci si a senzatiei de racoare. TRPMS este
un canal ionic polimodal, ceea ce inseamna ca raspunde la diferiti stimuli, inclusiv schimbari
de temperatura, tensiune, presiune, agenti de racire precum mentolul si icilina (Pertusa si
colab., 2023a) si modificarile osmolaritatii. Aceste moduri de activare diverse subliniaza
complexitatea si versatilitatea TRPMS in procesele fiziologice.

Canalul TRPMS este un canal cationic neselectiv permeabil pentru cationi monovalenti
si divalenti. Aceasta permeabilitate este cruciald In perceptia senzoriala, In special in detectarea
frigului. Activarea TRPMS8 implicd mai multe cdi de semnalizare, in special calea de
semnalizare fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (PIP2), care este esentiald pentru functionarea si
reglarea corespunzatoare a canalului (Izquierdo et al., 2021).

Structura moleculara a TRPMS8 a fost elucidatd prin tehnici avansate, cum ar fi
microscopia crio-electronica. Acest canal ionic este un tetramer compus din patru subunitati,
fiecare continand sase domenii transmembranare (TM1- TM6). Regiunea dintre TMS5 si TM6
formeaza canalul, care este poros, critic pentru conductia ionica. Regiunile N-terminale si C-
terminale ale TRPMS sunt intracelulare si joacd roluri semnificative in reglarea canalelor si
interactiunea cu alte proteine (Palchevskyi si colab., 2023).

TRPMS este exprimat predominant intr-un subset de neuroni senzoriali din ganglionii
radacinii dorsale (DRG) si ganglionii trigemenali, responsabili pentru detectarea stimulilor rece
si reci din mediu. Este prezent si in alte tesuturi, cum ar fi pielea, corneea si vezica urinara,

contribuind la diferite rdspunsuri fiziologice. TRPM8 mediaza senzatia de frig in aceste tesuturi



si este implicat 1n termotransductia rece. Cand sunt activate, canalele TRPMS permit afluxul
de cationi precum Ca?', ducand la depolarizarea neuronald si transmiterea ulterioard a
semnalelor reci catre sistemul nervos central.

Pe langa rolul sau in perceptia senzoriala, TRPM8 moduleaza raspunsurile celulare la
inflamatie si durere. Interactioneazd cu molecule si cdi de semnalizare, cum ar fi fosfolipaza C
(PLC) si protein kinaza C (PKC). De exemplu, activarea TRPMS poate modula raspunsurile
inflamatorii prin afectarea productiei de citokine in celulele imune. Aceastd modulare
subliniaza importanta TRPMS 1n mentinerea homeostaziei si raspunsul la stimulii din mediu
(Voets, 2007).

TRPMS joaca un rol semnificativ in modularea durerii, in special in durerea indusa de
frig. Este profund implicat In senzatia si modularea durerii, contribuind in mod semnificativ la
afectiuni precum alodinia rece, in care stimulii rece nedurerosi devin durerosi in urma
leziunilor sau inflamatiei nervoase. Activarea TRPMS8 de catre agenti de racire 1. TRPMS
precum mentolul este bine documentata pentru a oferi efecte analgezice. Aceste efecte nu se
datoreaza doar activarii directe a TRPMS, ci si interactiunilor complexe cu alte céi de durere,
inclusiv cele mediate de canalele TRPV1.

In contexte inflamatorii, activarea TRPMS poate influenta functia celulelor imune. De
exemplu, la macrofage, TRPMS afecteaza fagocitoza si productia de citokine. in celulele T,
inhibarea TRPMS are un impact asupra productiei de citokine critice precum IL-2 si IL-6,
sugerand un rol reglator in rdspunsurile imune. Acest rol dublu atat in caile nociceptive, cat si
in cele anti-nociceptive evidentiazd natura complexd a TRPMS, unde efectele sale asupra
durerii pot fi foarte dependente de context, influentate de starea generala a neuronilor senzoriali
si de prezenta altor stimuli (Dussor & Cao, 2016).

TRPMS este un canal ionic cu mai multe fatete, cu roluri semnificative in perceptia
senzoriald, reglarea imuna, progresia cancerului si mai multe afectiuni clinice. Functiile sale
diverse si mecanismele de reglementare il fac o tinta promitatoare pentru interventia terapeutica
in diverse probleme de sanatate. Cercetdrile n curs privind functiile si mecanismele TRPMS
vor continua probabil sd descopere noi oportunitdti pentru aplicatii clinice si inovatii

terapeutice.

1.3. Interactiunile intre GPCRs si canale ionice
Interactiunea dintre receptorii cuplati cu proteind G si canalele TRP reprezintd o zona
semnificativd de interes in semnalizarea celulard. In timp ce canalele GPCR si TRP au fost

studiate pe larg individual pentru rolurile lor in transducerea semnalelor extracelulare si



medierea fluxurilor ionice, interactiunile lor introduc straturi suplimentare de complexitate de
reglementare si diversitate functionala.

Interactiunile GPCR-TRP sunt esentiale in numeroase procese fiziologice. La activarea
de catre diversi liganzi, GPCR-urile initiaza cascade de semnalizare care pot modula activitatea
canalului TRP direct prin proteinele G sau indirect prin mesageri secundari, cum ar fi
diacilglicerol (DAG) si inozitol trifosfat (IP3). Aceste interactiuni influenteaza functii critice,
inclusiv perceptia senzoriald, reglarea cardiovasculara si rdspunsurile imune (Veldhuis et al.,
2015).

Intelegerea mecanismelor din spatele interactiunilor canalului GPCR-TRP oferd
perspective asupra modului in care celulele integreaza semnale multiple pentru a mentine
homeostazia si a raspunde la schimbarile de mediu. Dereglarea acestor cai poate duce la diferite
afectiuni patologice, inclusiv durere cronicd, inflamatie si boli cardiovasculare, evidentiind
potentialul terapeutic al tintirii acestor interactiuni.

Interactiunile dintre receptorii cuplati cu proteina G (GPCR) si canalele potentiale de
receptor tranzitoriu (TRP) implicd mecanisme complexe de semnalizare care permit celulelor
sa se integreze si sa raspunda la diversi stimuli externi. Aceste interactiuni apar prin mai multe
cai, fiecare adaugand straturi de complexitate de reglementare si diversitate functionala.

Un mecanism principal este cuplarea directa a proteinei G. La activarea de catre liganzii
respectivi, GPCR-urile sufera modificari conformationale care faciliteaza activarea proteinelor
G heterotrimerice. Subunitatile activate Ga si Gy pot interactiona direct cu canalele TRP,
moduland activitatea acestora (Zhao & MacKinnon, 2023). De exemplu, s-a demonstrat ca
subunitatea Goi activeazd direct canalele TRPC4 si TRPCS, regland in mod 1. GPCR si
interactiuni cu canale ionice semnificativ tonusul vascular si functia cardiaca. Aceasta cuplare
directd permite modularea rapida si precisa a activitatii canalului TRP ca raspuns la semnalele
extracelulare (Kang si colab., 2024).

O altd cale semnificativd implica activarea fosfolipazei C (PLC). La activarea GPCR,
subunitatea Gaq activeaza PLC, ducand la hidroliza fosfatidilinozitolului 4,5-bisfosfat (PIP2)
in diacilglicerol (DAG) si inozitol trifosfat (IP3). DAG poate activa direct canale TRP
specifice, cum ar fi TRPC3, TRPC6 si TRPC7, care sunt implicate in procese precum contractia
muschilor netezi si proliferarea celulard (Veldhuis et al., 2015). IP3 faciliteaza eliberarea de
calciu din depozitele intracelulare, care pot modula indirect activitatea canalului TRP prin
modificarea concentratiei intracelulare de calciu. Aceasta cale PLC exemplifica modul in care
GPCR-urile pot influenta indirect functia canalului TRP prin mesageri secundari, legand

semnalele extracelulare de dinamica Ca?* intracelular (Clapham, 2003).



Activarea GPCR poate genera mesageri secundari, cum ar fi AMP ciclic (cCAMP) si poate
activa protein kinaze precum PKA si PKC. Acesti mesageri secundari si kinaze pot fosforila
canalele TRP, moduland activitatea lor. De exemplu, canalele TRPV1, critice in perceptia
durerii, pot fi sensibilizate de PKA si PKC dupa activarea GPCR de catre mediatori inflamatori
precum bradikinina (Montell, 2005). Aceastd sensibilizare Tmbundtateste capacitatea de
raspuns a canalului la stimuli nocivi, ilustrand rolul interactiunilor GPCR-TRP 1n amplificarea
semnalelor senzoriale in conditii inflamatorii (Ramsey si colab., 2006). In schimb, activarea
receptorilor cuplati cu Gai scade activitatea adenilil ciclaza, reducand nivelurile de AMPc si
activarea ulterioard a PKA. Aceasta cale este implicatd in efectele analgezice periferice ale
opioidelor si canabinoizilor prin actiunea lor asupra receptorilor cuplati cu Gai, ceea ce reduce
curentii receptorilor TRPV1 (Salzer et al., 2019).

Un exemplu de reglare mediatdi de GPCR-uri este modularea TRPMS, unul dintre
punctele centrale ale acestei teze. Reglarea TRPMS de catre GPCR cuprinde o varietate de
mecanisme complexe care evidentiaza rolul canalului in functiile senzoriale si non-senzoriale.
O cale proeminenta implicd derivatul hormonului tiroidian 3-iodotironina (3- TIAM), care
poate modula TRPMS direct sau prin semnalizare mediatd de receptorul B-adrenergic. Aceasta
interactiune implicd subunitdtile By ale proteinelor Gi/o, rezultand niveluri crescute de calciu
intracelular si inhibarea activitatii TRPV1, prezentand astfel un potential efect antiinflamator.
Interactiunea complexa dintre TRPMS si TRPV1 sugereaza o retea de reglementare nuantata
influentatd de 3-T1AM, care are un impact atat asupra termoreglarii, cat si asupra raspunsurilor
inflamatorii (Khajavi et al., 2017).

Reglarea TRPM8 mediatda de GPCR implica, de asemenea, calea PIP2. Activarea
canalelor TRPMS duce la afluxul de calciu, care activeaza PLC. Aceasta activare are ca rezultat
hidroliza PIP2, o lipida critica pentru functia TRPMS, reducand astfel activitatea canalului.
Reziduurile specifice din TRPMS, cum ar fi R688, R850 si R997, sunt esentiale pentru legarea
PIP2, evidentiind semnificatia acestei interactiuni (Pertusa si colab., 2023b). In plus, ciile care
implica adrenoreceptorul 02A (a2A-AR) si proteinele Gi duc la scaderea nivelurilor cAMP si
la reducerea activitatii PKA, culminand cu inhibarea TRPMS8. Aceastd cale subliniaza
echilibrul complicat al evenimentelor de semnalizare intracelulara care regleaza fin activitatea
TRPMS ca raspuns la diversi stimuli (Bavencofte si colab., 2010).

In plus, inhibarea directa a TRPMS de citre subunitatea Gaq reprezinti un mecanism de
reglare unic. Mediatorii inflamatori, cum ar fi bradikinina, utilizeaza aceasta cale prin activarea
receptorilor bradikininei, unde Goq se leagd direct de TRPMS, provocand o schimbare

conformationald care inhibad activitatea canalului. Aceastd interactiune ocoleste cdile de



semnalizare conventionale, subliniind specificitatea Gaq in modularea TRPMS (X. Zhang si
colab., 2012). In plus, liganzii endogeni, cum ar fi anandamida si N-arachidonoil-dopamina
(NADA), care actioneaza prin receptorii canabinoizi precum CB1, functioneaza ca antagonisti
ai TRPMS, evidentiind si mai mult peisajul de reglementare divers (De Petrocellis si colab.,
2007). Modularea TRPMS8 prin diferite cdi GPCR ilustreazad rolul sdu esential in perceptia
senzoriald, in special 1n senzatia de frig si durere. Deschide cdi pentru potentiale interventii
terapeutice care vizeaza hiperalgezia inflamatorie si alodinia rece.

Pasul initial in investigarea interactiunilor dintre GPCR si canalele TRP implica stabilirea
unor teste experimentale robuste si precise. Acest proces necesitd selectia meticuloasad si
optimizarea conditiilor de analizd pentru a reflecta cu acuratete mediul fiziologic si pentru a
asigura reproductibilitatea si fiabilitatea rezultatelor.

Tehnicile utilizate In mod obisnuit pentru a studia interactiunile GPCR-TRP sunt testele
de co-imunoprecipitare (Co-IP) si pull-down. Aceste metode detecteazd si confirma
interactiunile proteina-proteind in probele biologice. De exemplu, Zhang (2019) a folosit teste
pull-down pentru a demonstra interactiunea dintre subunitatea Goq si canalul TRPMS,
aruncand lumind asupra mecanismelor de semnalizare care regleaza canalele TRP de catre
GPCR-urile cuplate cu Gq (X. Zhang, 2019).

Cu toate acestea, nu toate interactiunile GPCR-TRP implicad contact direct; multe sunt
functionale, necesitand tehnici precum electrofiziologia si imagistica de calciu pentru a studia
aceste interactiuni functionale In mod cuprinzator. Aceste metode sunt utilizate pe scara larga
datoritd rezolutiei lor inalte in masurarea activitatii canalelor ionice si a dinamicii calciului
intracelular. Ele sunt adesea combinate cu studii farmacologice care utilizeaza agonisti si
antagonisti si studii comportamentale in vivo pentru a intelege aceste interactiuni in mod
cuprinzator (Quallo et al., 2017).

Interactiunile dintre GPCR si canalele TRP sunt promitatoare in descoperirea
medicamentelor, oferind numeroase oportunititi pentru interventii terapeutice noi. Intelegerea
diafoniei complicate dintre aceste familii de receptori poate duce la identificarea de noi tinte
de medicamente si la proiectarea agentilor farmacologici mai eficienti si specifici.

Studierea mecanismelor modulatoare ale interactiunilor GPCR-TRP ofera oportunitati
pentru dezvoltarea medicamentelor cu specificitate si eficacitate sporite. Aceasta abordare
poate ajusta cu precizie cdile de semnalizare specifice si poate minimiza efectele secundare.
Studierea interactiunilor in care GPCR-urile influenteazd activitatea canalului TRP indirect
prin mesageri secunzi sau direct prin interactiuni proteind-proteind oferd noi cai pentru crearea

unor interventii terapeutice precise. Aceste mecanisme de modulare pot oferi optiuni de



directionare mai selective, ceea ce poate duce la mai putine efecte secundare si la imbunatatirea
rezultatelor pacientului. Aceastd strategie este deosebit de promitatoare pentru afectiuni
precum durerea cronicd, in care terapiile traditionale ar putea esua sd ofere o ameliorare
eficientd fara efecte adverse.

Progresele in tehnologiile si testele de screening cu randament ridicat au facilitat
identificarea de noi compusi care moduleazd interactiunile GPCR-TRP, accelerand procesul de
descoperire a medicamentelor. Aceste tehnologii permit screening-ul eficient al bibliotecilor
mari de compusi, identificind potentialii candidati la medicamente care vizeaza aceste
interactiuni. Potentialul de sinergie farmacologicd, in care medicamentele vizeaza atat canalele
GPCR, cit si canalele TRP, poate duce la efecte terapeutice mai mari, in special in tratarea
bolilor complexe care implicd mai multe cai de semnalizare, cum ar fi cancerul si tulburarile
neurodegenerative.

Intelegerea interactiunilor GPCR-TRP contribuie la medicina personalizatid prin
identificarea anomaliilor de semnalizare specifice pacientului. Aceste cunostinte permit
dezvoltarea de terapii personalizate care abordeaza nevoile individuale in mod mai eficient,
imbunatatind rezultatele terapeutice si reducand probabilitatea efectelor adverse.

In concluzie, studierea interactiunilor canalelor GPCR-TRP este esentiali in
farmacologia moderna si dezvoltarea terapeutica. Aceste interactiuni ofera numeroase
oportunitati pentru dezvoltarea unor tratamente eficiente pentru diferite boli. Dirijarea acestor
interactiuni, de la gestionarea durerii la sanatatea cardiovasculard, poate duce la progrese

medicale semnificative.

Capitolul 2. MATERIALE SI METODE

In acest studiu, nivelurile de cAMP intracelular au fost masurate folosind tehnologia
GloSensor™ de la Promega, utilizand in mod specific varianta pGlo22F (Figura 3). Acest
biosenzor este proiectat prin fuzionarea domeniilor de legare a cAMP la o forma mutantd de
luciferaza derivata din licuriciul Photinus pyralis. La legarea cAMP, biosenzorul sufera
modificari conformationale care cresc semnificativ luminiscenta, oferind o masura foarte
sensibila si cuantificabild a cAMP intracelular.

Celulele HEK293T au fost cultivate In Mediu Eagle Modificat Dulbecco (DMEM)
suplimentat cu ser fetal bovin 10% si insimantate in plici cu 96 de godeuri. In ziua urmatoare,
celulele au fost transfectate cu plasmide care codifica sonda bioluminiscentd p22F sensibild la

AMPec si proteinele membranare de interes folosind Lipofectamine 2000. Dupa o perioada de



incubare de 48 de ore, mediul a fost Inlocuit cu solutie de sare echilibratdi Hank (HBSS)
suplimentata cu luciferina-h, clorura de calciu si glucoza. Celulele au fost apoi incubate pentru
incd 2 ore la temperatura camerei in Intuneric pentru a minimiza potentiala interferentd
luminoasa. Dupa stimularea ligandului, nivelurile cAMP au fost cuantificate prin masurarea
semnalului bioluminiscent utilizdnd un cititor de placi cu 96 de godeuri, cu rezultatele
exprimate in unitdti de luminiscenta relativa (RLU).

Pentru determinarea calciului intracelular, am folosit un indicator de calciu codificat
genetic, G5A (Figura 5), asa cum este descris intr-un studiu anterior de (Baubet si colab., 2000).
Acest biosenzor este o fuziune intre proteina verde fluorescentd (GFP) si aequorin, o proteina
bioluminiscenta sensibila la calciu derivata din meduze. Biosenzorul G5A functioneaza pe baza
principiului transferului de energie de rezonanta a bioluminiscentei (BRET), in care legarea
calciului de equorin induce o schimbare conformationala care are ca rezultat emisia de lumina
albastrd. Aceastd energie este transferata ulterior catre GFP, ceea ce duce la emisia de lumina
verde. Celulele HEK293T au fost transfectate cu plasmide care codificd biosenzorul G5A si
proteine de membrana specifice. Dupa 48 de ore, mediul de crestere a fost inlocuit cu HBSS
suplimentat cu coelenterazind h, clorurd de calciu si glucoza, iar celulele au fost incubate la
37°C timp de 2 ore pentru a mentine stabilitatea si functionalitatea proteinei de fuziune G5A.
Dupa stimularea ligandului, nivelurile de calciu intracelular au fost inregistrate prin captarea
semnalului bioluminiscent utilizdnd un cititor de placi FlexStation 3. Datele rezultate au fost
analizate pentru a calcula aria sub curba tranzitorie a calciului (AUC), oferind o cuantificare

cuprinzatoare a dinamicii semnalizarii calciului 1n interiorul celulelor.

Capitolul 3. REZULTATE

3.1. Etapa de optimizare

Primul pas in dezvoltarea unui test bazat pe luminiscentd pentru determinarea cAMP
este selectia tintei si optimizarea testului. Ca tinta, am ales receptorul de prostaciclind (IP-R)
pentru determinarea cAMP intracelular datorita rolului sdu bine documentat ca GPCR cuplat
cu Gs. Acest experiment ne-a permis sd verificim fiabilitatea testului. Am folosit celule

HEK293T, transfectate tranzitoriu cu IP-R uman si am evaluat efectul a 1 pM de compus



specific sintetic cicaprost. Dupa cum se arata In Figura 3, prezenta cicaprost a condus la o

crestere semnificativa a nivelurilor cAMP, indicand activitatea constitutivd minima a IP-R.
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Figura 3. Efectul pre-incubarii cu 1 pM cicaprost timp de 10 minute asupra acumularii de cAMP in

celulele HEK293T care exprima IP-R impreund cu pGlo22F. Exprimat ca medie + SEM, n=32

In continuare, am ales un alt GPCR, GPR101, cunoscut pentru activitatea sa
constitutiva. Pentru a investiga acest lucru, am analizat activitatea GPR101 in celulele CHO
transfectate tranzitoriu cu GPR101 si pGlo22F. Dupa cum era de asteptat, in absenta stimularii
ligandului, celulele care exprima GPR101 prezinta niveluri crescute de AMPc, asa cum se arata
in Figura 4 (a). Aceastd activitate constitutivd a oferit un model valoros pentru evaluarea

performantei testului nostru, facand distinctie Intre activitatea constitutiva si efectele stimulate

de ligand.
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Figura 4. (a) Activitatea constitutiva a celulelor CHO care exprima GPR101. Datele sunt prezentate ca
medii £ SEM, n=48; (b) Distributia datelor pentru celulele CHO care exprima GPR101 in absenta

stimularii ligandului. Datele sunt prezentate ca luminiscenta relativa, n=48

Pentru a valida in continuare fiabilitatea testului pentru potentialele campanii de
screening cu randament ridicat (HTS), am calculat parametrii esentiali, inclusiv abaterea

standard, coeficientul de variatie si factorul Z'. Dupa cum este ilustrat in Figura 4 (b), datele



obtinute au fost consistente, indicand precizia testului. Tabelul 1 prezintd parametrii calculati
pentru acest experiment, cu factorul Z' masurat la 0,59. Aceasta valoare confirma robustetea si
adecvarea testului pentru aplicatiile HTS, asigurand detectarea fiabila si reproductibila a

nivelurilor cAMP.

mock GPR101

Average (RLU) 981,5 17906
Median (RLU) 955 17945
Standard deviation 205 2105

CV % 0,21 0,12

Maximum 1410 22960
Minimum 610 12450
S:N 82,39
S:B 18,24
Signal window 4,748
7! score 0,59

Tabelul 1. Caracterizarea valorilor HTS pentru celulele CHO care exprimd GPR101 1n absenta
stimularii ligandului. RLU — unitati de luminiscenta relativa, CV % — procentul coeficientului de variatie,

S:N — semnal-zgomot, S:B — semnal-fond

Pentru analiza de determinare a calciului intracelular, am folosit un alt GPCR cuplat cu
Gq bine descris, si anume receptorul M3 uman (hM3). Celulele HEK293T care exprima
receptorul hM3 si sonda de calciu G5A au fost stimulate cu 30 uM agonist selectiv carbacol
pentru a masura activitatea acestuia. Dupd cum se arata in Figura 5 (a), carbacolul a crescut
semnificativ tranzitorii de calciu intracelular in celulele care exprimd hM3 cu G5A. Acest
raspuns robust a demonstrat capacitatea testului de a detecta cu precizie fluxul de calciu.

Datele obtinute din aceste experimente au fost utilizate in continuare pentru a masura
valorile HTS, care sunt esentiale pentru evaluarea fiabilitatii testului 1n aplicatii la scard larga
(Figura 5 (b)). Scorul Z calculat pentru acest experiment a fost 0,62, asa cum este prezentat in
Tabelul 2. Acest scor Z' indicd un rezultat de incredere, confirmand cd testul este precis si

potrivit pentru aplicatiile HTS.
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Figura 5. (a) Efectul carbacolului 30 M asupra celulelor HEK293T care exprima receptorul M3 uman.
Datele sunt prezentate ca medii + SEM, n=96; (b) Distributia datelor pentru celulele HEK293T care

exprima receptorul hM3. Datele au exprimat luminiscenta relativa, n=96

background carbachol

Average (AUC) 26,826851 548302,4407
Median (AUC) 0 541454,2928
Standard deviation 40 68265,78991
CV % 1,49 0,12

Maximum 217,39 806746,8634
Minimum 0 411809,8174
S:N 13750,92849
S:B 20438,56878
Signal window 5,029732005
Z' score 0,62

Tabelul 2. Caracterizarea parametrilor HTS pentru celulele HEK293T care exprima hM3 in prezenta
stimularii cu carbocol 30 M. RLU — unitati de luminiscenta relativa, CV % — procentul coeficientului de

variatie, S:N — semnal-zgomot, S:B — semnal-fond

Pentru a confirma In continuare fiabilitatea testului, am aplicat aceeasi abordare
experimentald pentru a masura activitatea receptorului GPR40, un GPCR care se cupleaza
predominant cu proteinele Gg/11, ceea ce duce la cresterea nivelului de calciu intracelular. Am
stimulat celulele CHO care exprima receptorul GPR40 si G5A folosind trei liganzi endogeni:
acid palmitoleic, palmitat de sodiu si acid linoleic. Dupa cum se arata in Figura 6 (a), aceasta
stimulare a crescut nivelul de calciu intracelular, acidul linoleic inducand un efect distinct in
comparatie cu celelalte. Ulterior, am evaluat efectul unui compus sintetic specific foarte

puternic, TAK-895. Dupa cum se demonstreaza in Figura 6 (b), TAK-895 a provocat un



raspuns semnificativ mai mare decat acidul linoleic, cu o crestere de aproximativ zece ori.
Acesti compusi au fost utilizati precum controale in campanii de screening pentru un proiect

care vizeaza reutilizarea medicamentelor aprobate de FDA pentru tratarea diabetului de tip 2.
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Figura 6. (a) Efectul liganzilor endogeni asupra celulelor CHO care exprimd GPR40. Date
exprimate ca medii £ SEM, n=16; (b) Comparatie intre efectul 100 M de acid linoleic si 0,3 M TAK-895.

Datele sunt prezentate ca medii = SEM, n=96

Am investigat in continuare impactul acidului oleic, un alt ligand endogen al GPR40,
asupra celulelor CHO pentru a-i evalua activitatea. Dupa cum se arata in Figura 7, cand
celulele CHO care exprima atat GPR40, cét si proba sensibila la calciu au fost stimulate cu
concentratii crescatoare de acid oleic, a existat o crestere marcatd a activitatii in comparatie
cu celulele care exprima doar sonda sensibild la calciu. Acest experiment a fost realizat ca
parte a unui studiu mai larg care vizeaza intelegerea rolului GPR40 in reglarea TRPV1 indusa
de acidul oleic.
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Figura 7. Efectul concentratiilor crescitoare de acid oleic asupra celulelor CHO care coexprima
GPR40 si sonda sensibila la calciu, GSA. Datele reprezentate ca medii + SEM a n > 3 transfectii si

masuratori independente. Din Sendetski et al., 2024



Testul pentru determinarea calciului intracelular a fost conceput initial pentru a evalua
activitatea GPCR. Pentru a explora aplicabilitatea sa pentru tinte non-GPCR, i-am evaluat
performanta cu TRPMS, un canal ionic care creste nivelul de calciu intracelular. Am aplicat
aceeasi abordare experimentala folosind celule HEK293T care exprima TRPMS si G5A uman.

Compusul sintetic icilin a servit ca agonist (Figura 8 a, b).
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Figura 8. (a) Efectul icilinei asupra celulelor HEK293T care exprimd TRPMS8 si G5A uman. Date
exprimate ca medii £ SEM, n=48; (b) Distributia datelor pentru raspunsul indus de icilind 1n celulele

HEK293T care exprimd TRPMS si G5A uman. Date exprimate ca luminiscenta relativa, n=48

background TRPMS
Average (RLU) 982,7 224653
Median (RLU) 960 231244
Standard deviation 205 30875,1
CV % 0,21 0,14
Maximum 1410 278839
Minimum 610 144579
S:N 1090,2
S:B 228,605
Signal window 4,2244
Z' score 0,58

Tabelul 3. Caracterizarea valorilor HTS pentru raspunsul indus de icilina in celulele HEK293T care
exprimd TRPMS si G5A uman. RLU — unitati de luminiscenta relativa, CV % — procentul coeficientului de

variatie, S:N — semnal-zgomot, S:B — semnal-fond



Etapele de optimizare au fost esentiale pentru determinarea conditiilor experimentale
necesare pentru rezultate fiabile si reproductibile. Aceste conditii optimizate au fost apoi
aplicate 1n continuare la studiile ulterioare de validare si caracterizare a tintei, asigurand

consistenta si acuratetea tuturor experimentelor

3.2. Interactiunea functionala dintre IP-R si TRPMS

A doua parte a acestei teze exploreazd potentiala interactiune functionald dintre
receptorul de prostaciclind (IP-R) si canalul ionic TRPMS. Aceasta investigatie se bazeaza pe
expresia lor suprapusd in anumite tipuri de celule si pe rolurile lor opuse in mediarea durerii
inflamatorii. Activarea IP-R promoveaza in general inflamatia, in timp ce activarea TRPMS
poate reduce senzatia de durere.

Am exprimat heterolog TRPMS si IP-R pentru a studia aceastd interactiune in celulele
HEK293T. Celulele au fost apoi incubate cu concentratii crescande de cicaprost pentru a activa
IP-R timp de 10 minute. Dupd aceasta incubare, am masurat impactul activarii IP-R asupra
activitatii TRPMS prin evaluarea nivelurilor intracelulare de calciu dupa stimularea TRPMS cu
icilind 1 uM. Dupa cum este ilustrat in Figura 9, rezultatele au aratat concentratiile crescande
de cicaprost care au condus la o inhibare completd a activitatii TRPMS. Raspunsul a fost

dependent de doza, confirmand validitatea acestor constatari.
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Figura 9. Efectul pre-incubarii cu concentratii crescatoare de cicaprost asupra calciului intracelular evocat
de activarea TRPMS indusa de 1 M icilina in celulele HEK293T care exprima TRPMS si IP-R, impreuna
cu G5A. Datele prezentate ca medii £ SEM, n=6

Pentru a exclude posibilitatea ca efectele observate s se datoreze interferentei cicaprost
cu TRPMS fie ca agonist, fie ca antagonist, am efectuat experimente de control folosind celule
HEK293T care exprima doar TRPMS fard IP-R. Intr-un experiment, am masurat direct efectul

cicaprost asupra activitatii TRPMS. Dupa cum se arata in Figura 10 1. Interactiunea functionala



intre IP-R si TRPMS (a), cresterea concentratiilor de cicaprost nu a avut niciun impact asupra
activitatiit TRPMS, indicand faptul ca cicaprost nu actioneaza ca un agonist pentru TRPMS.
Apoi, am testat dacd cicaprost ar putea actiona ca un antagonist folosind aceeasi
configuratie experimentald in care a fost observata inhibarea TRPMS8. Am preincubat celulele
care exprimd TRPMS cu concentratii crescande de cicaprost si apoi le-am stimulat cu icilina 1
uM. Dupa cum este ilustrat in Figura 10 (b), tranzitorii de calciu au rdmas mari in ciuda pre-

incubarii cu cicaprost, demonstrand ca cicaprost nu functioneaza ca un antagonist.
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Figura 10. (a) Efectul pre-incubarii cu concentratii crescatoare de cicaprost asupra activarii
TRPMS in celulele HEK293T care exprimd TRPMS8 impreuna cu G5A. Datele prezentate ca medii = SEM,
n=3; (b) Efectul pre-incubarii cu concentratii crescande de cicaprost asupra calciului intracelular evocat de
activarea TRPMS indusa de icilind 0,3 M 1n celulele HEK293T care exprima TRPMS impreuna cu G5A.

Datele prezentate ca medii £ SEM, n=3

Toate datele prezentate pana acum indicd o inhibare specifica a functiei canalului
TRPMS8 de catre agonistii receptorului IP. Am efectuat un experiment de profilare
farmacologica pentru a elucida in continuare tipul de inhibare exercitat de agonistii receptorilor
IP pe canalele TRPMS. Celulele HEK293T care coexprima receptorii TRPMS si IP, impreuna
cu G5A, au fost pre-incubate cu concentratii crescande de cicaprost timp de 10 minute. Ulterior,
TRPMS a fost stimulat cu concentratii crescande de icilina.

Datele rezultate, prezentate in Figura 11, demonstreaza ca pre-incubarea cu cicaprost
conduce la o inhibare dependentd de doza a activitatii TRPMS, chiar si la concentratii mai mari
de icilina. Cresterea concentratiei de cicaprost de la 1 nM la 100 nM a dus la o scadere marcata
de doza sugereaza ca inhibarea are loc intr-un mod necompetitiv. Aceste constatdri sustin

ipoteza cd reglarea negativa a activitatii TRPMS8 de cétre IP-R are loc printr-un mediator celular



sau un mecanism de semnalizare care nu presupune competitie directd la locul de legare a

icilinei al TRPMS.
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Figura 11. Efectul concentratiilor crescatoare de icilind asupra tranzientilor intracelulari de calciu
in prezenta pre-incubdrii cu concentratii crescatoare de cicaprost in celulele HEK293T care exprima

heterolog TRPMS, IP-R si G5A. Datele prezentate ca medii + SEM, n=3

Pentru a confirma in continuare implicarea IP-R 1n inhibarea activitatii TRPMS, am
testat efectul unui antagonist competitiv selectiv al IP-R, Cay10444. Celulele HEK293T care
coexprimd TRPMS si IP-R au fost pre-incubate cu 3 uM de Cay10444 timp de 20 de minute
inainte de o preincubare ulterioard de 10 minute cu 1 uM cicaprost. Dupa acest tratament, am
madsurat tranzitorii de calciu dupa activarea TRPMS8 cu 1 uM icilina.

Dupa cum se arata In Figura 12 (a), pre-incubarea cu Cay10444 a restabilit Tn mod
eficient activitatea TRPMS, indicand faptul ca inhibarea a fost mediata in mod specific prin IP-
R. Acest rezultat a fost coroborat In continuare de un experiment suplimentar in care am folosit
concentratii crescande de Cay10444. Datele au prezentat un raspuns dependent de doza, asa
cum este ilustrat in Figura 12 (b), furnizand dovezi ca Cay10444 poate antagoniza competitiv
inhibarea activitatii TRPMS de catre cicaprost.

In plus, asa cum este ilustrat in Figura 12 (c), un experiment de colaborare a aritat ci
impactul inhibitor al cicaprost asupra canalelor TRPMS a prezentat o deplasare spre dreapta in
raport cu influenta sa asupra acumuldrii de cAMP. Aceasta observatie implica inhibarea
TRPMS de citre receptorii IP activati de cicaprost poate angaja alte mecanisme intracelulare
dincolo de calea de semnalizare Gs-cAMP. Aceste descoperiri ofera dovezi convingdtoare ca
inhibarea TRPMS8 mediata de cicaprost este determinatd in mod explicit de activarea IP-R,

implicand potential mediatori intracelulari alternativi.
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Figura 12. (a) Efectul 3 uM Cay10444 asupra inhibarii TRPMS8 mediata de cicaprost 1 uM. Datele
prezentate ca medii + SEM, n=3; (b) Efectul cresterii concentratiilor de Cay10444 asupra inhibarii TRPMS
mediatd de cicaprost. Date exprimate ca medii + SEM, n=3; (c) Masurarea normalizata a efectului cresterii

concentratiilor de Cay10441 asupra acumularii de cAMP indusa de cicaprost in celulele HEK293T care
exprima heterolog receptorii IP i pGlo-22F in comparatie cu cresterile induse de icilind ale calciului
intracelular in celulele care coexprima canalele TRPMS si receptorii IP; impreuna cu G5A si pre-tratat cu 1
UM cicaprost timp de 10 minute. Date exprimate ca medii + SEM, n=5. Figura adaptata dupa Trif et al.,
2024

Toate experimentele au fost efectuate cu o perioada de pre-incubare de 10 minute cu
cicaprost, pe baza timpului necesar pentru acumularea cAMP. Pentru a investiga in continuare
dependenta de timp a implicarii IP-R in inhibarea TRPMS8, am masurat efectul pre-incubarii cu
cicaprost in diferite momente de timp. Dupd cum este ilustrat in Figura 13, inhibarea TRPMS
de catre cicaprost prin receptorii IP a fost intr-adevar dependenta de timp. Datele au aratat o
jumatate de timp de aproximativ 5 minute pentru pre-incubarea celulelor HEK293T care
exprima receptorii TRPMS si IP cu 1 pM cicaprost. Aceastd constatare confirmd faptul ca
efectul inhibitor este legat de durata activarii IP-R, sustinand in continuare rolul IP-R in
modularea activitatii TRPMS.

De asemenea, am investigat posibilitatea selectivitatii functionale a cicaprost prin
evaluarea agonistilor sintetici ai receptorilor IP si a analogilor de prostaglandind, inclusiv
iloprost, beraprost si treprostinil. Dupa cum se aratd in Figura 14a, toti agonistii receptorului

IP testati au inhibat activarea TRPMS indusi de icilina. In plus, in experimentele realizate in



colaborare in aceleasi conditii experimentale, acesti agonisti au demonstrat o inhibare
dependenta de doza a activarii TRPMS indusa de icilind (Figura 14 b), coroborand descoperirile
anterioare. Avand in vedere absenta diferentelor semnificative in rdspunsul maxim si potenta
dintre compusii testati, am selectat cicaprost pentru experimentele ulterioare datoritd utilizarii

pe scara larga si stabilitdtii chimice ca agonist IP.
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Figura 13. Dependenta de timp a inhibarii TRPMS cu 1 pM cicaprost in celulele HEK293T care

coexprimd TRPMS, IP si G5A, urmata de stimulare cu 1 pM icilind. Datele sunt prezentate ca medii +

SEM; n = 5. Figurd adaptata din Trif si colab., 2024
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Figura 14. (a) Impactul IP-R sintetic asupra activarii TRPMS indusa de icilina. Celulele
HEK?293T care coexprima canale TRPMS cu receptori IP si G5A au fost tratate cu 1 pM din analogii de
prostaciclind desemnati timp de 10 minute, urmatd de activarea TRPMS cu 1 pM icilina. Datele prezentate
ca medii + SEM; n = 16; (b) Efectul cresterii concentratiilor de agonisti IP-R sintetici asupra activarii

TRPMS indusa de icilind. Datele prezentate ca medii + SEM; n = 5. Figura adaptatd dupa Trif et al., 2024



Pe baza datelor anterioare care aratd cd functia TRPMS nu este afectata de nivelurile
crescute de cAMP intracelular sau proteinele Gs, am cautat sa explordm rolul cdii mediate de
proteine Gg/11 1n reglarea negativa a canalelor TRPMS de citre receptorii IP. Am prestimulat
celulele HEK293T care exprima atat receptorii TRPMS, cat si IP cu 1 pM cicaprost timp de 10
minute si apoi am tratat celulele cu blocantul Gg/11 YM254890.

Pretratamentul cu YM254890 a restabilit eficient activitatea TRPMS8 ca raspuns la
icilind, asa cum se aratd in Figura 15 (a). Acest lucru indicad faptul ca efectul inhibitor al
activarii receptorului IP asupra TRPMS este mediat prin proteinele Gq/11. Prin blocarea caii
Gg/11, am putea anula reglarea negativa impusa de receptorii IP pe canalele TRPMS.

Acest experiment a investigat In continuare rolul caii mediate de proteine Gq/11 prin
evaluarea efectelor diversilor inhibitori farmacologici (Figura 15 b) asupra reglarii in jos a
canalelor TRPMS prin receptorii IP, pre-activati cu 1 pM cicaprost timp de 10 minute. in
celulele HEK293T care exprima receptorii TRPMS8 si IP, pretratamentul cu galeina, un
inhibitor al subunitatilor By a proteinei G, nu a inversat inhibarea functieit TRPMS indusa de
cicaprost prin agonistii receptorului IP. in mod similar, blocarea PLCP cu U-73122 si inhibarea
protein kinazelor cu PP2 nu au impiedicat suprimarea functiei TRPMS8 de catre agonistii
receptorului IP. In schimb, inhibitorul Gq/11 YM254890 ar putea restabili complet activitatea
TRPMS ca raspuns la icilina, in concordantd cu constatarile experimentale anterioare (Figura
40). Mai mult, YM254890 ar putea restabili raspunsul TRPMS la icilind intr-o maniera

dependentd de doza, asa cum se arata In Figura 16. EC50 pentru acest experiment, efectuat in
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Figura 15. (a) Efectul pretratarii cu inhibitorul Gq/11 YM254890 asupra raspunsului indus de icilind al
TRPMS la 1 M cicaprost in celulele HEK293T care exprimd TRPMS si IP, impreuna cu sonda de calciu

GS5A. Datele prezentate ca medii + SEM; n = 16; Impactul diversilor inhibitori farmacologici asupra



suprimarii canalelor TRPMS de citre agonistul receptorului IP. Celulele HEK293T care coexprima canale
TRPMS cu receptori IP si G5A au fost tratate cu inhibitorii desemnati timp de 30 de minute 1nainte de o
incubare de 10 minute cu 1 uM cicaprost. Ulterior, celulele au fost stimulate cu icilind 1 uM si au fost
masurate nivelurile de calciu intracelular ([Ca2+]i). Concentratiile de inhibitori utilizati au fost
urmatoarele: Gallein = 30 uM, YM254890 = 1 uM, U73122 =30 uM, PP2 = 300 uM. Datele prezentate ca
medii = SEM; n = 5. Figura adaptatd dupa Trif et al., 2024
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Figura 16. Efectul cresterii concentratiilor de YM254890 asupra cresterii calciului intracelular indus de
icilind 1n celulele HEK293T care coexprima TRPMS, IP-R si G5A, dupa o pre-incubare de 10 minute cu 1
UM cicaprost. Datele prezentate ca medii = SEM; n = 5. Figurd adaptata din Trif si colab., 2024

Pentru a explora rolul proteinelor Gq/11 in modularea activitatii TRPMS la activarea
receptorului [P, am evaluat raspunsurile unui mutant TRPM8 (TRPMS8-TM) cu trei mutatii care
impiedica legarea proteinei Gq (X. Zhang, 2019). Aceastd analiza a fost efectuatd pe celule
HEK293T care coexprima receptorii IP, pre-tratate cu 1 uM cicaprost si ulterior stimulate cu 1
uM icilind. Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute din celulele care exprima canale
TRPMS de tip salbatic.

Intr-un experiment initial prezentat in Figura 17 (a), celulele care exprima mutantul
TRPMS8-TM au aparut neafectate de activarea receptorului IP, ceea ce implica faptul ca
proteinele Gg/11 mediaza efectul inhibitor. Cu toate acestea, analizele ulterioare efectuate de
colaboratori au indicat ca cicaprost ar putea incad inhiba activitatea TRPMS8 1n celulele care
exprimd TRPMS8-TM. Dupa cum este ilustrat in Figura 17 (b), in timp ce cicaprost a inhibat
semnificativ canalele TRPMS8 de tip salbatic co-exprimate cu receptorii IP, eficacitatea sa a
fost redusi considerabil la mutantul TRPMS-TM. In special, desi inhibarea a fost mult
diminuatd, concentratiile mai mari de cicaprost inca au inhibat semnificativ activarea TRPMS-

TM de catre icilina.



Aceste descoperiri sugereaza un rol semnificativ pentru proteinele Gg/11 in cascada de
semnalizare care duce la inhibarea TRPMS la activarea receptorului IP sau la un mediator inca
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Figura 17. (a) Efectul 1 uM cicaprost asupra celulelor HEK293T care coexprima TRPMS de tip salbatic
sau TRPMS8 mutant triplu si receptorii IP, dupa stimularea cu 1 pM icilind. Datele prezentate ca medii £
SEM; n = 5; (b) Efectul cresterii concentratiilor de cicaprost in celulele HEK293T care coexprima
TRPMS-WT sau TRPMS8-TM dupa stimularea cu icilind 1 pM. Datele prezentate ca medii + SEM; n=5.
Figura adaptata dupa Trif et al., 2024

Canalele TRPMS joacd un rol crucial in medierea raspunsurilor celulare la stimulii de
racire. Pentru a investiga dacd activarea receptorilor IP mediatd de cicaprost afecteaza acest
proces, am examinat impactul asupra activarii TRPMS indusa de racire. Colaboratorii nostri de
la Facultatea de Biologie au efectuat aceste experimente, asa cum se aratd in Figura 18.
Descoperirile lor indica faptul ca pretratarea celulelor HEK293T care coexprima receptorii

TRPMS si IP cu cicaprost a scazut semnificativ activarea TRPMS ca raspuns la rampele de

racire.
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Figura 18. Microfluorimetria calciului a fost efectuata in celule HEK293T care exprima canale TRPMS si
receptori IP, supuse la trei rampe de racire (CR1-3). Masuratorile au fost facute in absenta (a, n = 104) si

prezenta (b, n=72) a 1 uM cicaprost. La sfargitul fiecarui experiment, agonistul selectiv al canalului



TRPMS WS-12 (5 uM) a fost aplicat pentru a confirma expresia functionald a canalelor TRPMS. Datele

prezentate ca urme continue reprezintd mediile, in timp ce urmele punctate indica SEM. (¢) Raspunsurile
medii la rampele de racire CR2 si CR3 sunt cuantificate ca AF/FO si normalizate la raspunsul obtinut de
prima rampa de racire (CR1). Datele sunt afigate ca medii + SEM. * P < 0,05, semnificativ diferit dupa

cum este indicat; two tailed Student t-test. Figura preluata din Trif si colab., 2024.

Pentru a investiga daca receptorii IP influenteaza activitatea canalelor TRPMS intr-un
cadru mai relevant din punct de vedere fiziologic, ei au examinat potentiala interactiune
functionala dintre aceste proteine In neuronii ganglionului radacinii dorsale de soarece (DRG),
care sunt implicati in raspunsurile inflamatorii si dureroase.

Colaboratorii nostri de la Facultatea de Biologie au identificat pentru prima datd
neuronii care exprima TRPMS pe baza raspunsului lor la agonistul selectiv TRPM8 WS-12
(Sherkheli & Hatt, 2008). Expunerea acestor neuroni la icilind a provocat un raspuns substantial
de calciu intracelular, asa cum este ilustrat in Figura 19 a,e. Cu toate acestea, preincubarea cu
1 uM de cicaprost timp de 8 minute a redus semnificativ tranzitorii de calciu indusi de icilina
(Figura 19 b, e). Aceastd reducere a fost contracaratd in mod eficient prin utilizarea unei
concentratii maxime a antagonistului receptorului IP Cay10441, sugerand ca efectul inhibitor
al cicaprost a fost mediat prin receptorii IP co-exprimati cu canalele TRPMS in neuronii DRG
de soarece (Figura 19 c, €). In conformitate cu constatirile din sistemul de expresie heterologs,
pretratarea neuronilor DRG cu inhibitorul Ggq/11 YM254890 (1 pM) a restabilit complet
raspunsurile canalului TRPMS la icilind in neuronii pretratati cu 1 uM cicaprost timp de 10
minute (Figura 19 d, e). Aceste constatari confirma ipoteza ca inhibarea dependenta de Gq/11
a canalelor TRPMS de catre agonistii receptorului IP este, de asemenea, evidenta in neuronii

DRG.
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Figura 24. Inhibarea TRPMS de catre receptorul IP in neuronii DRG. (a—d) inregistrari ale tranzitorilor de
calciu in neuronii derivati din DRG, supusi la doua runde de stimulare cu icilind de 1 uM (icl si ic2),
urmati de stimulare cu agonistul selectiv al canalului TRPM8 WS-12 (5 uM). Inregistrarile au fost
efectuate fie in absenta (a), fie in prezenta a 1 uM cicaprost (b-d), cu sau fara 30 pM Cay10441 (c) sau 1
uM YM254890 (d). La sfarsitul fiecarui experiment, a fost aplicata o solutie ridicata de potasiu (KCI, 50
mM) pentru a depolariza neuronii si a confirma viabilitatea acestora. (e) - cuantificarea raspunsului
(AF/F0) indus de a doua stimulare cu icilina (ic2), normalizat la raspunsul de la prima stimulare cu icilina
(icl), efectuatd in absenta si prezenta cicaprost, 30 pM Cay10441, si 1 pM YM254890. Datele sunt
exprimate ca medii £ SEM, n = 26 (solvent), n = 34 (cicaprost), n = 29 (Cay10441) si n = 27 (YM254890).
Semnificatia statistica este notatd cu * P < 0,05, asa cum este determinata de testul t cu doua cozi al lui

Student. Figura preluata din Trif si colab., 2024.

CONCLUZII SI PERSPECTIVE

Acest studiu analizeazd relatia intricatd dintre GPCR si canalele TRP tranzitorii,
concentrandu-se in mod special pe interactiunea dintre canalul ionic TRPMS si receptorii IP.
Cercetarea noastra a urmadrit sa optimizeze testele concepute initial pentru evaluarea activitatii
GPCR si, ulterior, sd aplice aceste teste pentru a investiga tinte non-GPCR si a elucida
interactiunea functionala dintre receptorii TRPMS si IP.

In timpul fazei de optimizare, am masurat eficient cAMP si nivelurile de calciu intracelular,
cu metrici HTS calculate pentru fiecare experiment, ducand la validarea robustetei si fiabilitatii

testelor pentru aplicatiile ulterioare.



Descoperirile din acest studiu au confirmat ca receptorii IP pot inhiba canalele TRPMS.
Aceasti inhibare are loc independent de calea Gs-cAMP si implica cuplarea Gq/11. In special,
inhibarea TRPMS de catre receptorii IP a fost observata in sistem heterolog (celule HEK293T)
si neuroni izolati din DRG murine.

Rezultatele subliniaza o noua cale de semnalizare in care receptorii IP, la activarea de cétre
agonisti selectivi, cum ar fi cicaprost, beraprost si iloprost, inhiba functia canalului TRPMS
prin intermediul proteinelor Gq/11. Acest mecanism de semnalizare atipic ne Imbunatateste
intelegerea rolurilor reglatoare ale canalelor TRPMS8 si ale receptorilor IP in durerea
inflamatorie.

Implicatiile descoperirilor descrise sunt semnificative pentru domeniul managementului
durerii si inflamatiei. Identificarea unei cdi mediate de Gq/11 care inhiba TRPMS de catre
receptorii IP ofera noi perspective asupra mecanismelor moleculare care stau la baza durerii
inflamatorii.

Cercetarile viitoare ar trebui sd se concentreze pe mai multe domenii cheie:

- Validare in vivo: in timp ce studiul nostru a demonstrat interactiunea dintre receptorii TRPMS
si IP in vitro si neuronii izolati, sunt necesare cercetdri suplimentare pentru a valida aceste
constatari in vivo. Modelele animale de inflamatie si durere pot oferi informatii valoroase
asupra relevantei fiziologice a acestei interactiuni.

- Elucidarea caii de semnalizare: Sunt necesare studii detaliate pentru a elucida mecanismele

moleculare care guverneaza inhibarea TRPMS8 mediatd de Gq/11. Intelegerea cailor de
semnalizare din aval si a partenerilor care interactioneaza ne vor imbunatati cunostintele despre
acest mecanism de reglementare.

- Dezvoltare aplicatii terapeutice: Compusii de identificare care pot modula selectiv

interactiunea receptorului TRPMS8-IP sunt promitétori pentru dezvoltarea de noi analgezice si
medicamente antiinflamatoare. Screeningul cu randament ridicat al bibliotecilor chimice ar
putea identifica potentiali candidati pentru dezvoltare terapeutica.

- Implicatii mai largi: Investigarea daca interactiunile similare apar intre alte canale TRP si

GPCR-uri ne-ar putea extinde intelegerea retelelor de semnalizare celulard. Aceste cunostinte
ar putea dezvilui tinte terapeutice suplimentare pentru diferite afectiuni legate de durere. in
concluzie, studiul nostru ofera o baza pentru cercetarile viitoare privind interactiunile complexe
dintre canalele TRPMS si receptorii IP. Noua cale de semnalizare identificata aici deschide noi
cai pentru Intelegerea si potential tratarea durerii inflamatorii, subliniind importanta

receptorilor TRPMS si IP in semnalizarea celulard si descoperirea medicamentelor.
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