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Anotace:

Cilem této prace bylo sestavitghledny seznam metod, které se zabyvaji vyzkumem
napsti na burkéné membra& Prace by rla pomoci @i orientaci v échto metodach a
také k porozurni jejich fyzikalnimu a biologickému principu. Piiwtést se zabyva
rozborem fyzikalnich vlastnosti membranového patdacV druhécasti jsou
zpracovaneé nejdezitéjSi metody, které membranovy potencidimDulezité je také
porovnani &chto metod z hlediska jejich z&reni, lokalnosti, fyzikélni natmosti nebo

zagze pro zkoumany objekt.

Annotation:

The aim of this work was to compile a comprehen8steof methods that deal with the
research of voltage on the cell membrane. The whdkild help in orientation in these
methods, as well as understanding of their physicdlbiological principle. In the first
part is analysis of physical properties of membraotential; in the second part are the
most important methods for measuring membrane fateXery important is the
comparison of these methods in terms of their foloeslization, physical demands or in

terms degree of damage of object under examination.
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1. Uvod:

Pro¢ je dillezité sledovat elektrické nagti na membrané burky?

Sledovani a zkoumani elektrického & jeho zmin na membrah bunky je
velice dilezité a pinosné profadu dnich disciplin. Pomoci porozwmi viastnostem
membrany a membranového potencialu bychom byli mthobjasnitradu otazek. A to
zejména dch, které se tykaji zkoumani mozku, vyzkumisgbeni 1€k na buiku a
buré¢nou membranu nebo nam vyzkumaize pomoci fi objasrni procef, které
v buice a na buttné membréa probihaji.

Metody, které zirznych uhti tento membranovy potencial zobrazuji jsou velice
pestré a zalozené na rozdilnych fyzikalnich priecip Tato prace proto poskytuje

uceleny pohled do této problematiky.

2. VVyzkum na urovni jednotlivych bunék:

Prvni moznosti jak ziskat informace o funkcich astihostech mozku jefigtup
pies jednotlivé biiky. Vyzkum na drovni jednotlivych bgk nam miZze poskytnout
velice dilezité informace, kteréipzkoumani celku nejsme schopni rozpoznat. Studium
burgk mize probihat pomoci¢kolika metod, které se dajtasté&ne rozliSit na metody
vyuZzivajici fyzické elektrody a na metody, kteréopak vyuZivaji optického snimani
aktivity. Pri pouziti optického sniméni aktivity bky je nutno aplikovat fluorescentni
barviva nebo geneticky kdédované sondy, které iajisstaténe silny a gesny signal
nesouci informace o stavu itky. Pro pochopeni jednotlivych metod je ale nutno
pochopit zakladni stavbu b&tmych membran, pohyb naliogkrz tyto membrany a
zaklady elektroniky, které jsou pro studium membrého potencialu nezbytnéémto

informacim jsou ¥nované nasledujici kapitoly.



2.1, Buika:

VSechny Zivé organismy se skladaji z&un Buiku striéné mazeme
charakterizovat, jako maly komplex koncentrovanéwminého roztoku chemickych
slowenin ohranieny bugcnou membranou a schopnostistu a dleni (ALBERTS,
Bruce, 1998).

Ve struktide a funkci budk maji ustedni roli membrany. Membrany ohraunji
celou butku, udavaji ji tvar a definuji také o#ldni buiky. Kazda membrana také
odcEluje vnitini a vrejSi prostedi. Biologické membrany jsou dujici pro celoufadu
aktivit odehravajicich se v hoe a také podstatu vSech komunikaci mezitkerh a
vnéjSkem buiky (GENNIS, Robert B, 1989).

2.2. Struktura membran:

Pro Zivot buiky je naprosto nezbytna plasmatickd membrana, kibidopuje
celou buiku a tim od sebe odlije dw naprosto rozdilné prasdi. Zabrauje
promichanidchto dvou prosedi, respektive zahiaje Uniku obsahu hiky do okolniho
média.

Jejim zakladnim stavebnim prvkem je asi 5nm temgéva lipidi. Stavbadchto lipidi je
velice specificka. Kazda molekula se sestava ze adhiSnychéasti: hydrofilni hlawika
a jeden az dva hydrofébni uhlovodikové konce. Didmto vliastnostem jednotlivych
¢asti, mohou molekuly vytwd takzvanou lipidovou dvojvrstvu. Ta je nejvyhagi
strukturou z hlediska energetické n&rosti(ALBERTS, Bruce, 1998).

Lipidova membrana neodldije pouze d¥ rozdilna prosedi, ale je zodpadna i
za transport Zivin stmem do biiky a naopak transport odpadnich latek ven ikipu
Tuto vyménu latek mezi bikou a okolnim prosédim zajiguji vysoce selektivni
proteiny nazyvané kanaly a transportéry (pumpy ytoTproteiny prostupuji skrz
membranu a jsou zodp&iné za transport specifickych latek. Proteiny, étggou
obsazeny v plasmatické memb¥anohou slouzit také jako receptory, diky nim jailky
schopna reagovat na ny ve svém okoli
(ALBERTS, Bruce, 1998).
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Obr. 1. Propustnost syntetické dvojné vrstvy lipidtazena pro jednotlivéitly
molekul. Molekuly difunduji lipidovou dvojvrstvou zAvislosti na jejich velikosti a
polarits. Cim je molekula mensi &m mér ochotré interaguje s vodou, tim Iépe
prochazi membranou. Mnohé molekuly, které&kau vyuziva jako Ziviny, jsou iflis
velké a polarni na to, aby mohly projit skrz. Prstau ve fosfolipidové membrérurek
umistné membranové proteiny slouzici #eposu &chto latek ( upraveno podle:
ALBERTS, Bruce, 1998).

Transmembranové proteiny zprigstkovavaji velice dlezité biologické funkce.
Jejich vyzkum je ale velice omezeny, a to jak zkaomjejich gesné sekundarni a
terciarni struktury a zsmy v této struktie, tak stim také velice omezené zkoumani
jejich presné funkce. Hranice a struktury doméglemanych v membra® mohou byt u
integrovanych proteinurcené nagiklad pomoci metody zaloZzené na sleni mutace na

urceném mist a ozndeni rot&nim nitroxidem (Altenbach. C.,1990 ).



2.3. lontové kanaly:

Fosfolipidova membrana je velice dobra barierayétéinu malych molekul. Jsou
zde vSak obsazeny kanaly a transportéry, kter&pah tchto molekul pes membranu
umMoAiU;ji.

lontové kanaly jsou veliceitezité pro udrzeni spravné hodnoty membranového
potencialu. Maji velice wezité funkce, od vedeni iantskrz bugénou membranu fes
specifické rozeznavani iant gredevsim jejich dynamika otevirani a zavirani. Telfo
je reakci na specifické elektrické, mechanické reimmické signaly.

Velkou vodivost maji iontové kanaly v nervovychvalevych buikach. Ri jejich
plném oteveni je mozny jednim kanalemgehod vice jak 100miliGhionta za sekundu.
Tento mohutny tok iotit zagicini rychlé zngny v membranovém potenciéalu, které jsou
vyuzivany jako signalizace . Vyima ionfi skrz iontové kanaly je mnohem rychlejSi nez
napiklad wtSina enzyn, jejichZ rychlost je pouze od 10 do 10G@mesenych iodtza
sekundu (KANDEL, Eric R, 2000).

lontové kanaly jsou i i@es tuto obrovskou rychlostignosu velice selektivni.
Kazdy jeden typ kanalu dovolujeggnos pouze jednoho nebo jeékalika typi ionti.
Napiklad klidovy membranovy potencidl nervovych Bkinje urkeny pgedevsim
iontovymi kanaly, které jsou ve v§hu selektivni k propushi ionti K*. Jsou 100krat
prichodrgjsi pro ionty K nez pro ionty Na Béhem akniho potencidlu @@chodné
zmeény membranového potencialu) jsou aktivované iontagaly 10-20krat propustjsi
pro ionty Nd nez pro ionty K. Tato zn&na je rozhodujici i neuronové signalizaci. Ta
spaiva prav v aktivaci rozdilnychifd iontovych kandl, kde kazdy z nich je selektivni
pro specifické ionty (KANDEL, Eric R, 2000).



Klasifikace rekterych transportnich protairzaloZzenych na mechanice a energetice:
1) Kanaly
a. Napitowe fizené kanaly ( Na+ kanaly)
b. Chemicky regulované kanaly (Nikotinovy acetylcholiny receptor)
c. Jiné ( neregulované, citlivé na tlak, atd.)
2) Transportéry
a. Pasivni uniporty ( Glukosovy trnsporter v erytragyt
b. Aktivni transportéry
i. Primarre aktivni
1. Spojené s redukci ( Oxidaza cytochromu c)
2. spojené se $tlem ( Bakteriorhodopsin)
3. ATPazy (N&/K*-ATPaza)
ii. Sekundar# aktivni transportéry
1. Symporty ( laktoza — permeasa )
2. Antiporty ( Band 3)
(GENNIS, Robert BBiomembranes)
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Obr. 2 : Schématické znazeém iontového kanalu, ktery se skladad z mista
rozSteného a z mista zUzeného, kudy musi projit iortfiliPrvolné energie napravo
koresponduji sifjpadem, kdy je v kanalu jedno vazebné misto, n&spikalizované
nékde v Usti kanalu. Dolni hladina B je hladina slalazby. V gitomnosti rozdilu
transmembranového potencidlu musi byt profil elekého potencidlu ) seteny
s profilem volné energie. V tomtaipact bude vySka bariéry korespondujici s & Ky
redukovana, a bude urychlovaepos iont skrz membranu (GENNIS, Robert B. , 1989).



3. Elektrické vlastnosti membrany

Chceme-li zjistit celkovy profil elektrického potgalu na membréaf) je poteba
védet, kolik elektrické prace je pigba k pesunu néboje z jednoho mista na druhé.
Abychom byli schopni toto vypitat je poteba porozumt tomu, jak jsou naboje

distribuovany okolo a uvritmembrany.

Definice rekolika potebnych pojn:
3.1. Farradayova konstanta,( F )

MnoZstvi ndboje jednoho molu jednomocného iontu.

F = Avogadrova konstanta x elementarni pabo
= (6,022 x 1¢) x 1,602 x 10° coulomb
= 10 coulomb/mol

3.2. Naggti, (V nebow)

Vyrazy jako ,nagti“, ,potencial“, ,rozdil potencidl‘ a ,napstové rozdily" je,

pokud jde o membrany, mozné zsmvat. Napti je proto rozsah toho, kolik je
zapotebi elektrické prace k tomu aby se nabtgspnul z jednoho bodu do druhého.
Jeden volt je proto definovan jako rozdil potencigdozadujici jeden joule prace
k presunuti naboje o velikosti jeden coulomb. Pro ¥@baaggti je poteba referetni
bod, ¥tSinou je to bod daleko od membrany a je definov@ko bod s nulovym
potencialem (GENNIS, Robert B. , 1989).

3.3. Proud, (1)

Jeden ampér je definovan jako proud jednoho coubraljednu sekundu. Ampér
je tedy mira toku naboje.U b&tnych membran proud &uwje mnozstvi iont proSlych

skrz membranu.



3.4. Rezistance (R)

Mira snadnosti nebo naopak obtiznostighodu proudu mezi édwma body. Tuto

prachodnost definuje Ohfiv zakon.
R= U/l
Rezistance je gitena v ohmech(l)

3.5. Mérny odpor (p)

Mérny odpor je rezistence vztazena k jednotkoveéniiiegu a jednotkové délce
prostedi, kterym prochazi proud, a je uzivana u homoighnmaterial, jako je solny
roztok. Mize byt pouzit k odhadu proudu iénskrz vodné kanaly skrz membranu.
Mérny odpor je rezistance aktualniho proudu mezindvelektrodami o plose 1cm
vzdalené od sebe 1cm. Jeho jednotkou j$der(). Rezistance mezi &mi elektrodami
muze byt proto péitdna pomoci grného odporu mezi elektrodami, jejich plochy A a

jejich vzdalenosti X.

R =pX/A

3.6. Kapacita, (C)

Oddileni naboje mezi ddima body je schopné vytiib potencialovy rozdil.
Oddilit naboje mize napiklad dvojlipidova membrana. Kapacita je mira toljaké
mnozstvi ndboje je piba k vytvaeni rozdilu nagti.

C=Q/N

Kde Q je mnoZstvi naboje na kazdé stramembrany, kladné na stkapedné a
zaporné na strandruhé. V je vytveeny rozdil nagti. Kapacita je rrena v jednotkach
faradi. Je to dlezita elektricka vlastnost membrany, protoZze uvadivelky naboj je
potreba geveést z jedné strany na druhou k vyam existujiciho rozdilu ngfi. Typicka
kapacita je kapacita na jednotku plochy a zavisimmeZstvi separovaného naboje na

jednotku plochy membrany.



V nejjednodussSim pohledu, dvojvrstvd membranaizen byt elektricky
modelovana jako tenka dedta z nevodivého materialu oddjici dva vodné roztoky.
Membrana vystupuje tudiZz jako jednoduchy paraldeskovy kondenzator, kde naboj
muze byt vybudovany na rozhrani obou vrstev membr&apacita membrany zavisi
pouze na vzdalenosti mezi@wi nabitymi povrchy (d) a na dielektrické konstaf)

materialu mezi nimi (v fdpack lipidové dvojvrstvy to jsou uhlovodiky).
C =¢eg0A/d

Kde g je nazyvano permeabilita vakua a jeji hodnota,§ & 10 coulomb V
'm? . Pro fosfolipidovou dvojvrstvu a pro biomembrgey mstena hodnota specifické
kapacitancgjimavost, kapacitni odpomodobna: iF/cnf , tato hodnota koresponduje
s dielektrickou konstantou 2 a vzdalenosti okoloA2zatimco kapacitance biomembran
je ¢isté uréena vlastnostmi lipidové dvojvrstvy, resistanceuaktiho proudu je zavisla na
typu a p@tu obsaZenych iontovych kafala tato hodnota je v mnoha rozdilnych

membranach rozdilna (GENNIS, Robert B. , 1989).

R. M R
[

Obr. 3 : Nahradni obvod bhky, pii aplikaci elektrod na obou stranach membrany.

(Re) resistance media, které je na externi &tna@embrany, (@ ) kapacita vytvéena na
burgcné membra& (Ri) resistance media na interni stramembrany (ADAMEC,
Ondrej a Martin AUGUSTYNEK, 2010).



Nyni mizeme zhodnotit celkovy elektricky potencial eneigtho profilu
membrany. Celkay je zde mnoho faktdy které pispivaji k mnozstvi prace, ktera je
potreba k pemistni ndboje vzdaleného od membrany, na membranu e gmwtstedu
dvojvrstvy. Tyto faktory jsou:

Prace pdebna k pemistni iontu mezi medii, které maji rozdilnou dielektrickou

konstantu, najklad z vodné faze doviiimembrany.
Dipélovy potencigl pravdé&podobr nejvice ovliven orientaci ester-karboryl na

fosfolipidové molekule.

Povrchové nati, diky nabitym skupinam na povrchu membrany.

Trasmembranovy potencjal vytvoreny bul'to protein-zprogedkovanou nebo

nezprostedkovanou iontovou propustnosti vyitegci rozaleni naboje na dvojvrsitv

3.7. Prace pokebna k premisgni iontu dovnit¥ dvojvrstvé membrany

lont ve vod je stabilizovany aktivnimi interakcemi digdimolekul vody, hydratai
energie. Femistit iont zvody do Bdu membrany je néanivé z divodu ztraty
hydrat&ni energie. Nejvice ugpny model, ktery toto kvantifikuje je Baim model,
ktery prindSi vys¥tleni pro praci, ktera je pi@ba k penosu iontu o nébojg a
vzdalenostr ,z media s dielektrickou konstantep do media s dielektrickou konstantou

€1.

2r g1 &£2°

Dielektrickd konstanta vodye{) je 80. Hodnotacasto pouzivana pro vik
membrany je; = 2, je to hodnota uhlovodikovych molekul. Pro ismhocnosti Z, rive

byt tato rovnice zjednodusena na Wb = (8)zkcal/mol. TakZe pro jednomocny iont
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s polongrem A je prace fenosu iontu do membrany rovna 40kcal/mol. Tatonltal
nam potvrzuje, Ze lipidova dvojvrstva je pro iomgfice &Einnou bariérou branici v jejich
pohybu (GENNIS, Robert B. , 1989).

3.8. Vnitrni dipdlovy potencial

Experimentalni vysledky i teoretick&gupoklady ukazuji, Ze dipdly orientované na
povrchu membrany maji za nasledek vyerd potencialu o velikosti +240mV veaatu
membrany. To je ekvivalentnifippévku volné energie o velikosti okolo 5,5 kcal/mol,
favorizujici anionty.

Pro malé ionty jako je Naa CI profil elektrického potencialu ukazuje, Ze
membrana je i prichodu vice propustnou bariérou pro anionty nez keiiony.
Nicmére bariéra je pro malé anionty a kationty stale \éel& vysledny koeficient

propustnosti je velice maly.

3.9. Potencial na povrchu membrany

Potencial na povrchu membrany je veétse pripadi zaporny, obech diky
piitomnosti kyselych fosfolipil Typicky 10-20% membranovych lipidje zaporg
nabitych — anionickych. K negativnimu naboji al&kéaprispivaji jiné membranove
komponenty, naklad rnekteré proteiny (GENNIS, Robert B. , 1989).
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4. Transmembranovy potencial

4.1. Charakteristika transmembranového potencialu

Rozdil elektrického potenciadlu mezi jednou a drulstnanou membrany, ktery
existuje témdi u vSech bukk, nazyvdme membranovy potencial. Za vyard a nasledné
zmeny tohoto elektrického potencialu jsou zodpdwé ionty, které jsou il positivre
(kationty) nebo negativn (anionty) nabité. Membranovy potencial je tudiizen
propustnosti membrany pro specifické ionty.( ALBER Bruce., 1998)

Tok ionti, které proudi skrze iontové kanaly ven nebo naajmkit buiky, je
metitelny jako elektricky proud (KANDEL, Eric R., 20D0 Hromadni ionti na jedné
strart membrany je poté #&itelné jako akumulace elektrického naboje neboli
membranovy potencial ( ALBERTS, Bruce., 1998).

Zadny druh iontu nema stejnou koncentraci uvrit vré buiky. Rozdily
v koncentracich na viiiti a vrgjSi strak membrany najdeme i mezi nejh&gimi ionty.
Vné buiky jsou vice koncentrované ionty Na CI , naproti tomu ionty K a organické
anionty (A) jsou vice koncentrované uvhibuiky. Organické anionty fedstavu;ji
piedevsim aminokyseliny a proteiny (KANDEL, Eric (D).

Zaporné naboje organickych molekul nachazejicich baice jsou z velké&asti
vyrovnavany K, prevazujicim kladnym nébojem v ice. Vysledna vysoka
vnitrobureéna koncentrace Kje z ¢asti vytv&ena sodno-draselnou ATP-azou, ktera
aktivng ¢erpa K do buiky. To vede k velkému rozdilu koncentracé #a jedné a na
druhé stratt membrany, uvnitbuiky je proto mnohem vy33i koncentrace ignti nez v
okoli buiky. Plasmatickd membrana ale také obsabiags K'-kanafi, znamych jako
vytokové kanaly. Tyto kanaly se bez ohledu na stavti buiky prepinaji z otekeného
do zaweného stavu a naopak. KdyZ jsou o&mé, tak umaiuji volny pohyb K.
V klidové buice jsou hlavnimi oteenymi iontovymi kanaly v plasmatické memb¢am
zajig uji vétsi pitichodnost plasmatické membrany prowe srovnani s ostatnimi ionty.
lonty K™ se snazi prouditiito kanaly ven z hitky po svém strmém koncentrdm

gradientu. Ale kazdy figenos kladného naboje do okoli zmenSuje kladny nakojt
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4.2.

buiiky, to vede az k tomu, Ze klesajici naboj zastaviigh K ven z buiky (ALBERTS,
Bruce., 1998).

Klidovy membranovy potencial

Oddilenim zngn probihajicich na obou stranach &mé membrany se vytyb
vysledny klidovy membranovy potencial.

Bunka, ktera viditeld vyuziva zndny membranového potenciélu je tiktad
buika neuronova neboli neuron. Kazda takovélkauma odliSné separované naboje na
obou stranach membrany. UdrZzeni rozdilnych nébgg realizovano pomoci
difosfolipidové membrany, ktera blokuje difusi iGnt Membranovy potencial je
definovan jako rozdil potencialu, ktery je na ymitstra membranyy i, a potencialu na
vn&jSi strak membranyy o, (ALBERTS, Bruce., 1998).

Ay = Yin =V out

KdyzZ je buika v klidu, nazyvé se jeji potencial klidovym. Rrb¢ podle konvence
je potencial va buiky definovan jako nula, je klidovy potencial totgzs vnitnim
potencialem. Jeho obvykla hodnota u nedronse pohybuje mezi
-60mV az -70mV. Zéakladem k vytveni elektrického signalu jsou 2Zmy tohoto
klidového potenciélu, z&j@inéné oteviranim a zaviranim iontovych kanal

Smér proudu je definovan jako sm pohybu pozitivnino naboje. Kationty se
pohybuji ve smru vysledného elektrického proudu, aniony se pojiybbracenym
smirem. Kdykoli nastane proud iantven nebo dovnit buiky, narusi se klidovy
potencial ustaveny na memb&da znéni se polarizace membrany. Pokles mnoZstvi
separovanych nabiojvede k mé#& negativnimu membranovému potencialu, coz je téz
nazyvano depolarizace. ZvySeni separace naliojvede ke zvySeni negativity

membranového potencialu, zvanéhyperpolarizace

13



Kdyz se depolarizaceriplizi ke kritické mezi zvan@rahové napéti, odpovd’
bunky maze byt velice aktivni. Reakce na hyperpolarizacimbgny je skoro vzdy
pasivni, ale depolarizaceuie vést k otevirani n&owve fizenych iontovych kandé)
které i prahovém nafti produkuji akéni potencial (viz. nize) (ALBERTS, Bruce.,
1998, KANDEL, Eric R, 2000) .

Ak éni potencial je tedy zfisobeny otekenim naptové fizenych kandl. Témito
kanaly putuje obrovské mnoZstvi iénfpredevsim N&), které zgisobi velice rychlou,
ale kratkodobou zgmu v elektrickém membranovém potencidlunky dochazi tak
k extrémni depolarizaci. Rovnovazny potencial grgchle obnoven (BEELER, G. W. a
H. REUTER. 1977).

+40 1
o K/\

—40 4

(msec)

(mv)

all

Obr. 4. Zaznam akiho potencialu na membr&aneuronu. B oteveni nagtove
fizenych kandl zde dochazi k extrémni depolarizaci membranyakjeale rychle, diky
funkci K"ATPAazy, vracena naipodni hladinu membranového potencialu (BEELER, G.
W. a H. REUTER. 1977).

14



4.3.

Rovnovazné podminky

Jestlize je membréana je propustna prétérionty (nap.: Na') a nepropustna pro
ostatni, potom bude difni potencial zji&y pomoci pordru logaritmu rozdilu
koncentrace propustnych idnha obou stranach membrany. Probih& iontova difiese
membranu, aleiffom se vytvéi separace ndboje. Rozdil potentifd generovan prév
opa&nym snerem nez je iontova difuse skrz membranu. MnoZstikleného naboje
odpovida generovanému existujicimu transmembranovgotencialuAy a mize byt
vypotitdn  pomoci  membranové  kapacitancgjimavost, kapacitni  odpor).
Transmembranovy potencidly hodnoty 100mV odpovida ekvivalentu hustoty naboje
asi 1 z 250 fosfolipidovych molekul. Je proto zjéyiie je efekt na hustotu naboje na

membrag maly.

Rovnovahu transmembranového potencigjuudavédNernstova rovnice:

ﬂw—%.lnl%l

Tato rovnice je pouzitelna jakoukoli propustnosttio o0 mocenstvi Z (Z=1 je
hodnota rovna N3. C,je koncentrace iontu ¥rbuiky Ci je koncentrace iontu obsazena
uvnitt buiky. V biomembranach je propustnostema pomoci otevirani specifickych
iontovych kandél. Experimentdld je mozZzné zvysit iontovou propustnost pouZitim
specifickych nosii naboje jako je valinomycin (K.

Nernstova rovnice vyjadje rozdil v elektrickych potencialech, ktery bralifusi ionti

podél koncentré@niho gradientu.

Transmembranovy potencial je tedy definovany jakadfl potencidl dvou
vodnych fazi separovanych membranou. Na nasledupbrazku (Obr. 5.)

je znazorin vztah mezi transmembranovym potencialeéxy)(a potencialy na povrchu

membrany {si, ys).
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Obr. 5: Schémadkterych gipadi profila potencidh na membrah Je zde date
viditelny efekt nabitého povrchuyéi;, vsy) a transmembranovy potencialy). (A )
Membrana se stejnou hustotou negativného nabojeboa stranach membrany, ale
nevyskytuje se zde zadny transmembranovy poter({@alMembrana s velkou hustotou
naboje na jedné stranale Zzadny naboj na stradruhé. Je zde patrny rozdil potengial
mezi stnami, ale neni zde &p Zadny transmembranovy potencidl mezi @elymi
roztoky. (C) Rozdil transmembranového potencidlunmeambras, na které je z jedné
strany zaporny naboj a na druhé straaboj nulovy. V tomto fipact profil potencialu,
zahrnuje také dipolovy potencial uvhimembrany, ktery vytd@ potencial uvnit
membrany vice kladnnabity a také na kazdé stéapro anionty vytvB dw lokélni
minima. Rozdil potenciélna sénadch membrany je znazé@émjakoA® (GENNIS, Robert
B., 1989).
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Potencialovy rozdil mezi dwma membranovymi &hami AD), mize byt odlisSny
od Ay, diky nesymetricky rozloZzenému naboji na oban&th.Ay je také nazyvan jako
klidovy potencial, to je rozdil n&f, ktery je mozné wgiit napgiklad pomoci paru
elektrod.

Aktivii protonova
pumpa (H+)

T TR [Na i 12
[N 3 } ¥ Pasivni tok
parovych lonti

Na

Obr. 6: Nakresy zjsohi, kterymi mize byt transmembranovy potencial generovany.
(A) Membrana propustna pouze pro jeden iont. Jéjazdi potencial mze byt
vypccitany  z Nernstovy rovnice. (B) Ustaleny proud aze také generovat
transmembranovy potencidl. Tenibeme zjistit vyuZzitim Golgmanovy rovnice. (C)
Energeticky podporované lontové pumpy mohou idaspnout z jedné strany membrany
na druhou, ale ostatni ionty musi difundovat skremfaranu v reakci na udrzeni
elektroneutrality. Jestlize pohyb parovych iojg dostatén¢ volny (vysoka propustnost),
potom bude celkova zna separace naboje a transmembranového potencialu,
generovana iontovou pumpou, rovna nule (GENNIS,eRoB. , 1989).
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4.4. Ustaleny difuzni proud ionti

Reélna membrana je ale propustna pro c&ddu ionfi. Nékteré ionty prochazeji
skrz membranu rychleji nez ostatni. V rovnovazrstavu se pak fze objevit rozdleni
naboji, a to v disledku rozdii koeficienti propustnosti. Rovnice, ktera popisuje tento

stav se nazyvd&oldmanova rovnice:

_ RT, Pr(K7)o + Pxa(Na™), + Pei[C17 )

Ay = n— —
' Px(K")i + Pna(Nat); + P [Cl ],

Tok ionti bude v takovém fippact pokra&ovat az do té doby pokud se neustavi

rovnovaha.
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5.

Principy fluorescenéni mikroskopie:

Pri zkoumani elektrickych vlastnosti membrany se tipia také metody, které
jako indikatoru probihajicich prodesvyuzivaji gedevSim optického zobrazovani
fluorescence. Proto je v této kapitole uvededkolik zakladnich princip fluorescefni
mikroskopie, zaloZené na vyuziti fluorescence.

Fluorescence je jednim z# tiruhi luminiscence, tj. febytku s¥telného zéeni
nad tepelnym vyzavanim tlesa, zpsobeného emisi &tta z excitovanych stadv
elektromi. Luminiscenci nizeme rozdlit do ti druhi: fluorescence, fosforescence a

zpozdna fluorescence.

5.1. Fluorescence :

Fluorescence je jev, fip kterém dochazi kemisi #ni z excitovaného
singletoveho elektronového stavu jedniimvice samovolnymi energetickymigthody
zékladniho do stavu. Fluorescence je zaznamengeartihem excitaniho z&eni a po
jeho vypnuti prakticky ihned mizi, doba dohasirj@nitsinouradow 10°%s.

5.2 Fosforescence:

Fosforescence je jev, fip kterém dochazi k emisi #ni z excitovaného
tripletového elektronového stavu. Fosforescence pmudlouZzenycas dohasinani nez
fluorescence adirg ji nelze sledovat i pokojové teplat. Doba trvani je mnohem delSi

nez 1&s, co? jsowasto milisekundy aZ sekundy.

5.3. Zpozdna fluorescence:

Zpozkna fluorescence je taktéz izy piechod (stejné s fluorescenci) ze
singletniho stavu ($ ale jeji doba dohasinani je prodlouzené&ae pobytu molekuly

v metastabilnim tripletovém stavu. Doba trvardage10*-10*°s.
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Obr. 7: Nakres formy Jablonského diagramu slozZitdekuly, kde je znazoem
z&ivy a nezéivy prechod mezi elektrovibtaimy stavy. V horniasti jsou znazogmy
tvary absorpnich a emisnich spektek ¢ vinova délka).Po absorpci&giného kvanta
excitatniho zd&eni, modré Sipky, fiechazi elektron ze singletového stavyg &
excitovanych singletnich stavs;, S, ... a tripletovych stav Ty, Tp, ... . Z&ivymi
piechody nebo neraymi prechody (vnitni konverze, vibréni relaxace) poté dochazi
k prechodu molekuly zfi do zakladniho stavu (FISAR, Zdgn 2009).
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5.4. zakladni charakteristiky Fluorescence:

Intenzita - patet fotoni prochazejicich v daném gm jednotkovou plochou

za jednotkwasu

Spektralni sloZzeni— spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy

interval vinovych délek nebo frekvenci

Polarizace— sner kmitani elektrického vektoru elektromagnetickaw!

Doba dohasinani- je dana vnini dobou Zivota excitovaného stavu,éhoz

dochéazi k emisi; souvisi s pochody vedoucich k imez@eaktivaci tohoto stavu.

Koherenéni vlastnosti— vztahy mezi fazemi gtelnych vin

(Principy fluorescetni spektroskopie. Cuni.cz [online].2013)

DalSi dilezité vlastnosti, které se poji s fluorescendailjso
Emisni spektrum — zavislost fluorescence na vinové délce (enasgio

frekvenci) @i konstantni vinové délce budicihoreai.

Kashovo pravidlo - Pred emisi dochazi obvykle k relaxaci vitmaenergie a

vnitini konverzi, takZe fluorescéni prechod nastava z nejnizsi vibra hladiny prvniho
excitovaného stavu;$FISAR, Zderk, 2009).

Emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce exaite protoze celkovy

kvantovy vytZzek a doba v excitovaném stavu sloZitych molektbatoku nezavisi na

vinové délce budiciho zeni.
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Stokediv posun —rozdil v energiich mezi maximy absénpho a emisniho

pasu. Jestlize molekula absorbuje foton, ziské&tekgii a pejde do excitovaného stavu.
Tuto prebyt&nou energii mze systém vyz# ve forme tepla nebo formou elektronu.
Jestlize m& emitovany foton nizSi energii nez foatisorbovany, tak se jejich rozdil da
nazvat Stokesovym posunem. Tefizeme detekovat jako foton o delSi vinové délce nez

byla vinova délka absorbovaného fotonu.

Zhé&Seni fluorescence proces sniZujici kvantovy wiek fluorescence.rP
zhéaSeni se fluorofor nevraci z excitovaného stasusthvu zakladniho #aé, ale
nezdivou cestou v tisledku srazky s molekulou zhasedla. Zhasedleizerbyt napiklad

molekularni kyslik @ nebo molekula vody.

Vybélovani (photobleaching)— sniZzeni vytZzku fluorescence vigledku

nevratné destrukce exitovaného fluoroforu (FISAReZk, 2009)

5.5. Fluorescentni proteiny

Fluorescentni proteiny jsou zakladem #mvSech geneticky kodovanych
optickych sond. Zakladem jejich struktury fesoudek slozeny z jedenadiiviaken.
Sttredem této soudkové struktury prochazi jedna alpbab®vice, sklada se zdit
aminokyselin (u GFP se jedn& o serin-65, tyrogira@ylycin-67) ty navzajem spontann
reaguji, za vytvieni fluoroforu. Ve stdu B-soudku je fluorofor chram pred
molekulami vody, které by jinak zhaSely jeho flusrenci. Substitucechtere ze fti
aminokyselin (nap glycinu za serin, nebo tryptofanu za tyrosin) medke zn¢nam v
optickych vlastnostech fluoroforu, jako rfap excit&nich a emisnich spektrech (TSIEN,
R.Y., 1998, DIVOKY Karel, 2011).

Molekula fluoroforu méa také zajimavé optické vlasth mezi které paéi
piredevsSim rozdilnd fluorescence v zavislosti na taign dopadajiciho lineéén

polarizovaného sila.
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6. Rozdilné pristupy pro zobrazovani membranového

potencialu

Membranovy potencial Ize sledovat &znych giblizenich, od nej#tSiho ¢asti
burgk) az po nejmensi (sledovani¢jil probihajicich nafklad v celém mozku
obratlova).

6.1. Zobrazeniéasti bunky

Obr.8: Jedina pyramidalni kortikalni nervovanka. Swtelny signal zdla
neuronu nebo z okolnich dendria axonu je fijiman fotodiodou. Kazdy pixel této
fotodiody pak snima stelny signal jen z malé oblastéla neuronu nebo okolnich
dendriti. Opticka méteni membranového potencialu poskytuji informaceom,tjak
neuron pevadi synopticky vstup @&hkiho potencialu na vrcholovy vystup
(ZOCHOWSKI, Michal. a kol., 2000).

Jestlize chceme pochopit, jak naS mozek pracujeimeiporozurgt zakladnim
procesm a biofyzikalnim vlastnostem jednotlivych neutoa zpisobu jakym dokazi
neurony zpracovat informace. élgem poslednich 20 let doSlo s vyvojem novych

meticich technik, které dovoluji vicefimy vyzkum jednotlivych nervovych bk,
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k Sirokému rozpoznani, ze na membranach dendatvovych bugk centralni nervové
soustavy obratlovicse vyskytuji aktivni naplove fizené kanaly pro ionty NaC&* a K*
(STUART a SAKMANN, 1994 ). Dlezitym disledkem bylo proto zjighi, Ze regionalni
elektrické vlastnosti nervového procesu budou nidde komplexni, dynamické a bez
detailniho ndteni nebude mozné&gdpowdét nervovou aktivitu.

K ziskani takového witeni by bylo idealni monitorovat zaravennoho mist v
buice. Je pdeba zaznamenat ndidad zesileni udalosti, jak putuji z mista vznikjak
integruji ve specifickém mistk tomu, aby iniciovaly vznik akiho potencialu. Kédi
technickym limitacim réfeni pomoci pouZiti elektrod neni mozno tohoto ddeadhnout
u zadného neuronu. Bylo proto nutné vyvinout lgm®istorové zobrazovani, které se
zmeéni z gimého zaznamenéni napvych impulsi k negdimému optickému ®&teni.
Citlivost optického nafeni s pouzitim barviv citlivych na n&p je vyuzito napiklad pro
monitorovani nervovych procisjako jsou pimo zesileni signalu &kiho potencialu
neurori obratlovdé (ARTIC, Srdjan a Dejak Z&EVIC,1995).

Dulezité u tchto nepimych optickych metod je relativni hladiny Sumuerié je
uréujicim prvkem pi ziskani kvalitnich informaci. Pokrok ve sniZzemadiny Sumu je
tedy gedevsSim zaloZen na nalezeni barviva, které poskytlativié velkou znénu ve
fluorescenci, a pokrok vifstroji, ktery je efektiva detekovat fluorescenci. Podrafin
jsou vlastnosti optického snimani vyHeny v nasledujicich metodach zkoumani
membranového potencialu.

Barviva citliva na nagti, ale maji i nevyhody, jednou z nich je hi&kfad mozna
interakce s oknim pragdim. Proto bylo vyvinuta technika ¢épeni pomoci
fluorescentniho proteinu, ktery je syntetizov&mm v mistech, které jsouilkZité pro
zmeény nagti. Fluorescentni proteiny, kterych je mnoho drujsou napiklad geneticky
kédované fimo jako sowast kanalu pro ionty Gaa pgimo tedy sleduji aktivitu jen

jedno dje.
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6.2. Jednotlivé buiky:

Obr. 9: Nakregezu skrz ganglium bezobratlych, kde je mozne&tvith vnitni
straré s€ny kortexu &la nervovych buék a uprosted mezi nimi je znazo#ma st
vlaken, kterymi se neurony rostvuji. Zde ziskavaji detektory signal z jednoho ameb
malého pétu buréénych €l. Sledovanim d&chto ganglii je mozné pomoci barviva
citivého na nagiti ziskat informace jak je generovana neuronovikoe§ZOCHOWSKI,
Michal. a kol., 2000 ).

Protoze nervové systémy jsou vyiteny z velkého p&u neurori a mnoho z nich
je aktivnich, je tendence o vyvinuti metody, ktésébyla schopna v dobrém rozliSeni
zaznamenat vSechny @k potencidly nafklad ganglia obratlovic behem jejich
fungovani. Komplexni metody, které by ale dokazaygwtlit, jak nervovy systém
generuje aéni potenciadl a salasré zaznamenavaly aktivitu mnoha podilejicich se
neurori, nejsou v sotasné dob vyvinuty. Techniky, které pouZzivaji mikroelektrody
jsou limitovany skuténosti, Zze jsou schopny zkoumat &asre jen tolik burgk, do
kterych je mozno saasre aplikovat elektrody.

Presto informace o aktivitmnoha budk zarove, je zakladni informaci k tomu
abychom pochopili, jakou roli hraje jednotlivy near v generovani reakce a pro

pochopeni, jak je nas nervovy systém organizovany.
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V prvnich pokusechipvyuziti barviv citlivych na elektrické na&g na gangliich,
které by nahrazovaly v tomtadipact nevhodné elektrody, se tyto barviva ukazala jako
velmi pokrokovd, i kdyZz nebylo moZné monitorovaktietu jednoho neuronu.
Vyskytovalo se zde totiz velice vysoké fotodynangéigkoSkozeni a protoZze procento
Sumu od urova signalu bylo velice malé, dochazelo také kecmeau zkresleni signalu.
Nyni je uz mozno, diky pokroku v kvalitbarviv, sledovat aktivitu dkolika neurori
zarovar viz. nasledujici kapitoly o metodach éfani membranového potenciélu
(ZOCHOWSKI, Michal. a kol., 2000 ).

Své misto v tomtoijblizeni maji i geneticky kddované
fluorescentni proteiny. Fluorescentni proteiny mohpodavat informace ipmo
z procef, kde jsou syntetizovany, neouiivji tak okoli a umoiuji sledovat tSi

mnozstvi buik.
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6.3. Populace butk (neurona):

Obr.10: Mozek obratlovic s gilozenym 464- prvkovym fotodiodovym polem.
Kazdy pixel v poli pijima swtlo z tisidi burgtk a proces8. Zaznamenany signél je
souborem pmMmeérné znény v membranovém potencidlwchto burk a proces
(ZOCHOWSKI, Michal. a kol., 2000 ).

Na rozdil od pedchozich fistupi, kdy jeden detektor zaznamenéva signél pouze
z jednoho nebo dokonce jertasti neuronu, tato metoda musi byt schopna zazretmen
informace ze zr@ého mnozstvi neurdn (ZOCHOWSKI, Michal. a kol., 2000 ).
M¢éteni elektrické aktivity velkého gtu burek s velkym prostorovym aasovym
rozliSenim byl vzdy veliky problém. &Sina metod zaznamenavajici aktivitu mozku a
jeho oblasti je proto zaloZzena na fiepch jevech spojenych se #nou elektrického
potencialu na membrérurek. Metody, které jsou v s@éasnosti vyuzivany, jsou shrnuty
jiz v predchozich kapitolach. Mezi néjezitéjSi pati metody EEG, fMRI a metoda OIS.
Zaznamenani {ffmo znen v transmembranovém potencidlu Bkinzprostedkovavaji
geneticky kédovanych sondy (SIEGEL, M.S.; ISACOEEY., 1997). Tento asob ma
také za ukol zpracovavat informace z celych oblastizku obratlové, kde jsou
obsazeny tisice neurdbra proces. Zalezi vzdy také na citlivosti zobrazeni, ktetin@si

opét fadu komplikaci.
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7. Zkoumani mozku:

Mozek néas fascinoval uz odnep&m Fascinovani jsme datejeho slozZitosti,
mnoZstvim obsazenych btkna burénych spojeni. Udivuje nas také, jak velké mnoZzstvi
informaci dokaze ndjklad lidsky mozek zaznamenat a udrZet v gianfNemame zatim
metody, pomoci kterych sette mozkova aktivita a funkce mozku zkoumat do tietai
VSechny tyto metody maji bohuZel ale i sva omeZ€aio omezeni jsou néfglad dana
oblasti, kterou dané metody vy&gt, malym rozliSenim vyzkumnych metod nekidnmo
stavbou mozku. Mezi n&gstjSi metody vyzkumu na urovni celého mozku slouzZiada
elektroencefalografe (EEG),futiki magneticka rezonance fMRI a metoda optical
imaging of intrinsic signals OIS.

Tyto metody jsou velicetdeZité pro vyuZziti v sotasné medici proto jsou zde
pro uplnost zgazeny. VSechny jsou ale zaloZeny na principechiékiejsou schopné
zaznamenavat jednotlivé @k potencialy neurahn, proto nejsou vypsany v z&ecnéem

srovnani.

7.1. Metoda elektroencefalografie (EEG)

Pii této metod je wtSinou pouzivano 18 nebo vice elektrod, které jsmistny
na povrch hlavy. Zde dokazi snimat i maléémynelektrického potencialu vytvené
neurony ve v§Sich vrstvach mozku. Kazda elektroda detekujetetddou aktivitu asi
miliardy kortikalnich neuroin (KAISER, David A., 2005). Metoda elektroencefalaiie
neumoduje sledovani jednotlivych neurbnto znamena ani hodnoty jednotlivych
potencialnich nafti na membranackt¢hto neuron.
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Obr.11 : Riklad vysledku nateni elektrické aktivity mozku pomoci EEG. Na
obrazku je zndzowsmo vySeteni mozku p vestibuldrnim zachvatu. Zmy elektrické

aktivity jsou dolde rozeznatelné néglad v pravém dolnim rohu (Tusa RJ, a kol., 1990).

7.2. Funkéni magneticka rezonance, fMRI (functional magnetic

resonance imaging)

DalSi metoda pro zobrazovani aktivity mozku je Zatm na principu gieni
piitomnosti okyskené krve v fiznych mistech mozku. Jakmile dojde k navazani
molekuly kysliku na molekulu hemoglobinu obsaZzenokrvi, tak se molekula
hemoglobinu zéne chovat diamagneticky (FMRI TEAM Brno,2004).

Dojde k vytvdgeni lokalni nehomogenity magnetického pole, ktezé dple
detekovano. V§Si magnetické pole interaguje s jadry atpikieré maji stj magneticky
moment - tento jev se nazyva magneticka rezonakécka atorin nagiklad *H, °C nebo

3P se chovaji ve Bim magnetickém poli jako magnetické dip6ly. Mohbyt ve
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vysokoenergetickém stavu, kde je jejich magnetidkyol orientovan proti v&Simu
magnetickému poli, nebo ho mohou mit orientovanysp®ru vréjSiho magnetického
pole. V tomto pipadt se nachazeji ve stavu nizkoenergetickém.

Dulezity je pechod mezi&mito stavy, pi kterém se vyskytuje absorpce nebo emise
energie v radiofrekvemim pasmu. Poté je frekvence emitované energiery jad
pirevedenymi do exitovaného staviirpo untrna intenzi¢ vn¢jSiho magnetického pole.
Diky tomuto vztahu je moZno pomoci MRI detekovatditny obsahiznych atomovych
jader. Kolem jader se pohybuiji také elektrony, &tisou nositelem elektrického naboje a
jsou proto schopny vytvat také své magnetické pole. Intenzita takovéhoneiického
pole neni @liS vysoka,fadow v ppm rezonaini frekvence protoly a neni metodou
fMRI detekovana (KANDEL, Eric R, 2000).

Molekuly obsazené v lidskéenglé jsou z vyznamnéasti tvaeny vodikem 1H.
Ten tvai témer dw tretiny atonii celého lidského ¢ta. Fi pusobeni vajSiho
magnetického pole dojde ke srovnani jejich magkgtic momeni. Vysledny vektor
tkdnové magnetizace Moude proto orientovan ve stejnémésmjako vrgjSi magneticke
pole.

Aby mohl byt tento spot@y magneticky moment vSech jader 1H detekovén, je
potreba zménit jeho orientaci. Toho Ize dosahnout dodaniritéino mnozstvi energie
nagiklad ve forng elektromagnetickych impuls ozn&ovanych také jako
radiofrekverni impulsy (RF impulsy) (FMRI TEAM Brno, 2004).
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Obr.12 : Nakres protonu a jeho magnetického momestisnéru osy rotace
(FMRI Team Brno, 2004).

Metodou fMRI je mozno neinvazi¢nsnimat aktivitu celého mozku. Snimani
mozkové aktivity ve forra externich elektrod, ale nema ddsfici rozliSovaci
schopnosti pro zobrazeni Ura@viednotlivych neurofi a elektrického nafi na jejich

membrasg.

7.3. Optical imaging of intrinsic signals (OIS)

Tato méw znama technika vyvinuta v nedavné &omapuje aktivitu mozku
meienim znén v odrazivosti tka#y vztazenych k odehravajicim se aktivnim préaoes
OIS je odliSnou alternativou k existujicim metodaabrazovani mozkové aktivity, jako
je zobrazeni pomaoci fluorescentnich barviv, ktesgprace &nuje déle.

Vyhodou metody OIS je jeji neinvazivnost a rych|dstse uplatuje predevsim u
realného snimani zn pii operacich mozku. Tato metoda vSak zatim neméeipoé
rozliSeni pro sledovani jednotlivych 2m membranového potencialu na membranach

jednotlivych bugk (Laboratory of neuro imaging, 2008).
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8. Metody zkoumani membranového potencialu

Uréujici velicinou pro elektrické zgny na membr&hje zména membranového
potencialu. Na zkoumanim velikosti a @ammembranového potencialu bylo vyvinuto
mnoho metod. ¥Sina tchto metod se zaftfuje na zkoumani zém nagti v neuronech.
Proto i tato prace se Ztgi ¢asti wnuje zmisohim mefeni membranového potenciélu

vyuZzitelnym pro vyzkum neurdin

8.1. Metody zkoumani membranového potencialu bez wuyiti

fluorescence

8.1.1. Burééna elektrofyziologie

Bunééna elektrofyziologie je jedna ze zakladnich metob pkoumani
membranového potencialu (GENNIS, Robert B., 1988 jednou z nejpouZzivgsich
metod n&ieni elektrické aktivity neuronu(. Zaznamenani elekého potencialu na
burg¢né membra#itimto zpisobem bylo vyvinuto koncem 40 let 20. stoleti.

Bunééna elektrofyziologie vyuziva elektrod, které slddajektrické nagti na
membrag buiky piimo. Jako elektrody jsou pouzity skéex@ mikropipety, které jsou
naplreny koncentrovanym roztokem soli a kazd&ahto mikroelektrod je umi&ha na
jiné strak membrany. Do wjSich kon& obou elektrod jsoufjpevreny vodice které
piedavaji signdl pomoci zesiladea k oscilatoru, ktery zobrazuje ve voltech velikost

membranového potencialu.
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Obr. 13 : Nakres elektrickych parametrpii bunécné elektrofyziologii
(ADAMEC, Ondrej a Martin AUGUSTYNEK, 2010).

V piipact, Ze jsou ob dw¢ elektrody mimo biikku, nedochazi k zadnée #ng
elektrického potencialu. Jakmile se vSak jednatedela dostane za b&tmnou membranu
do buiky, osciloskop zaznamena &mu v hodnat elektrického nagti. Tato zngna je
jednorazova a trvald, dochazi tedy k zaznamendhdydho membranového potencialu.
Ve tSiné nervovych bugk je hodnota klidového membranového potencialu rkole
65mV. Hodnoty membranového potencialu mohou byk vS&ase proranné.

Protoze je pimér Spicky mikroelektrody velice maly ( <lum), (e byt
zavedena do hiky s minimalnim poSkozenim jeji b&mé stny (KANDEL, Eric R,
2000).

Na urovni jednotlivych bufk poskytuje tato metoda velice dobré vysledky. Je
umozreéno sledovani jednotlivych @kich potencial, ale i elektrickou stimulaci neurén
Omezenim této metody je obtizné pozorovani vicejeeidé biiky a invazivnost p
sledovani aktivity neuranv zivych organismech (DIVOKY, Karel. 2011).
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Piipojeni elektrody Zamamenavani vlastnost

na membrann builky celé bunéiné stény

/ |

Obr. 14 : Nakres skleéné elektrody s vloZenou vlastni kovovou elektrodgeji
prilehnuti na membranu KBky a nasledné poruSeni a proniknuti davriduiky.
Zaznamenavani vlastnosti celé &tme membrany, G¥e byt napiklad celkovy odpor
membrany k pichodu proudu nebo maximalni proughstic prochazejicich skrz
membranové kanaly. Tato skabest je poté uplatma @i méfeni p@&tu a druhu
membranovych iontovych kariégha membra#
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8.1.2. Vnitrobunééné zaznamenavani potencialu pomoci de&tk s nano-jehlékami

Pouziti sklesnych mikroelektrod mé své technické limitace. Jedamich je
napiklad neschopnost monitorovat vice mist najednddGAOWSKI, Michal. a kol.,
2000). Tato slabina by mohla byésténe vyieSena pomoci desgk, na kterych je
pripevren WetSi paet nano-elektrod, schopnych zaznamenavat potemeaiiznych
mistech biiky.

Metoda vyuzivactyti palce Sirokou destku, ktera je rozélena nacasti o
velikosti 20x20mrA. Na kaZzdousast jsou fipevreny &tyti elektrody, které fipominaji
jehly. Kazda elektroda je vyrobena z platiny antitaje vysoka im a ma pimer 150-
200nm. Mohou byt pouZzity i podklady, které vyuZivatandardni fotolitografické
metody. Povrch desky, ze které vystupuji jehly je pokryt izéla vrstvou SiN/SIO,.
Zatizeni je dokodeno pomoci uchycertipu na desce s ti&tym obvodem a elektricky
spojeno s fijimacem.

Metoda je vyuzivana, dikyistu burk pfimo na elektrodach, n#églad k neinvazivnimu
meéteni vlastnosti alniho potencidlu neurdnpo aplikovani latek, které blokuji iontové
kanaly pro penos iont C&* ( XIE, Chong, Ziliang LIN, 2012 ).

Vyhodou této metody je pratfeni hodnoty membranového potencialu za
negitomnosti pohyblivych elektrod, které by mohly iy poskodit a také mozné
promgteni potencidlu nauenych mistech hiky. Nevyhodou této metody ike byt

pouziti pouze na omezené mnozstvidkun
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Obr.15: Nanojehdky a jejich interakce s lkami HL-1. a) Néakres struktury
tisttnych spoj prevadijicich signal do detektoru. b) Zobrazeni struktypgmoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu, v pravéninido rohu je nakres stavby a
sloZeni jedné nano elektrody. c), Zobrazeni naktreldy, ktera je vniena do dla
bunky. Pdizeno ogt pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopullE,XChong,
Ziliang LIN, 2012 ).

8.1.3. Metoda druhé harmonické emise

Technika druhé harmonické emise je zaloZzena nadmnikonverze laserového
swtla na s¥tlo o dvojnasobné frekvenci. K tomu e dochazet ip prachodu
intenzivniho swtla vysoce polarizovatelnymi materidly skladajicise z centrakh
nesymetrickych molekul (harmonofgr Molekularni progedi v okoli harmonoforu je
uréujici pro &innost této konverze, tj. napna elektrické pole v b@iné membraé
(transmembranové n&).

Diive byla tato mikroskopickd technika uzivana htavik zobrazovani
endogennich protein nagiklad molekul kolagenu. Metoda druhé harmonickésentiy
mohla byt v budoucnu plnohodnotnou metodou pro pmzmi znén membranového
napéti v neuronech, doposud je ale jen malo vhodnyclekutarnich sond. Néfznivym
faktorem je také vyuZiti vysoce intezivnihoisa, které nefiznivé pasobi na zkoumané
buiiky (CAMPAGNOLA, Paul J, 2003, DIVOKY Karel, 2011).
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Touto metodou byly zkoumany nididad dendritické hroty, které
zprostedkovavaji ¥tSinu drazdivych vstup v mozku. Bylo tak mozno zjistit ipmé
elektrické funkce hrdta membranového potenciélu v neuronovychikdgh. (NURIYA,
Mutsuo. 2006)

50 um

Obr. 16 : Svalova tkAna noze mysi, zobrazena pomoci metody druhé hack¥emise
(Campagnola, Paul J, 2003).
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8.2. Metody vyuzivajici fluorescenci

v

Metody pro sledovani membranového potencialu, kteyazivaji optickou
fluorescenci maji potencial odstranit jednu slabmatod, které vyuZzivaly elektrody.
Méieni mize byt vhodné pro studovani funkce membrany nanijednotlivych bugk,
ale i napiklad pro uteni chovani skupin neurdn Optickh metoda zkoumani
membranového potencialu sé&ze uskuténovat za pouzititznych molekularnich sond,
ty mohou byt napklad ve forng barviv citlivych na nagti nebo ve forma geneticky

kédovanych sond sfpomnosti fluorescentniho proteinu.

8.2.1. Zobrazeni membranového potencialu pomoci barviv divych na napéti.

Optické méreni membranového potencialu vyuzivajici molekul&ahdy ma
mnoho @ednosti. Jednou z vyhod je moZznosteni na mnoha mistech s@asre. To je
obzvlast dalezité ke studiu nervové soustavy, ve které mneédmti jedné biky nebo
jednotlivych burk i jednotlivych oblasti nervového systému aktiynige stejny
okamzik.

Barviva citlivh na membranovy potenciatighycend na membranu mohou mit
nékolik optickych vlastnosti, jako je fluorescencehsarpce, dichroimus, dvojlom,
fluorescekini rezonatni prenos energie (FRET), nelinearni druha harmonickegee
nebo Ramanova absorpce. Nicradirtiva wtSina vyvinutych aplikaci je zaloZzena na
fluorescenci nebo absorpci.

Synteticka fluorescentni barviva slouzici jako ok indikatory rozdil
membranového potencialu maji veliké vyuziti wikéich, isolovanych organelach a
lipidovych vezikulech, které jsouiis malé na to, aby #iieni bylo provedeno standardni
mikroelektrodou. Tato technika spoléhd na poteneélzavisiém rozéleni nabitych
lipofilnich barviv ges biologickou membrany. Zmy v trans-membranovém potencialu
se projevuji zrdnami intenzity fluorescence barviv, které zavigiciekoncentracich na
membranach. Tyto zény secasto nazyvaji ferozdleni signal. Fluorescentni vlastnosti
téchto slodenin dovoluji jejich kvantifikaci pomoci spektratfirometrickych technik a
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pomoci fluorescami mikroskopie je mozné detekovat jejich vnitrobtmou distribuci
(Lincoln, V. Johnson., at al., 1981). Distribuee poté zavisla nagfich probihajicich

v okoli i v samotné hice.

Vybér samotného barviva zéavisi na zkoumaném objektudn&asyntetické
fluorescentni barvivo neni diky svym fyzikalnim stiaostem a interakcim s higmymi

procesy vhodné pro vSechny situacéldaitymi vlastnostmi barviva musi byt:

(a) Fotostabilita — to znamena, Ze dokazou emitovat miliony fétguied tim, nez
vyblednou ( ztrati schopnost emitovat dalSi fotony)
(b) Swtlost— vysoky koeficient zhaSeni a kvantovy d&gk.

(c) Vykazovani zmn intenzity zéeni vcéase které bude zavislé na zkoumanych

udalostech v hice.

(d) Excitovatelné sitlem a emitujici sétlo o viditelné vinové délce

(e) Relativik malé velikosti tak aby svou velikosti #gobila minimélni komplikace

hostitelské biice.

() Barviva musi byt také komé&mé dostupnave spravné foriy ve které dokazi

konjugovat s biomolekulami.
(SELVIN, Paul R a Taekjip HA., c2008).

Nevyhodou fluorescentnich barviv jsou:

(a) Toxicita — biiky nedlouho po aplikaci barviv hynou.

(b) Ovlivihovani bugcnych proces.
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Obr.17: Princip zobrazeni membranového potencialaqgei barviv citlivych na
elektrické napti ve ftech krocich. Obrazky reprezentuji mozkovouruk vrstvy
jednotlivych neurofi. (A) Aplikovani barviva na povrch mozkovéry, které pronika do
hlubSich vrstev. (B) VSechny bkly v mozkové kie, neurony i ostatni kiky, jsou
obarvené barvivem. V situaci, kdy je mozkovaaoswtlena, tak se molekuly barviva
z&inaji chovat jakocidla, které transformuji zémy v membranovém potencialu na
optické signaly. (C) Fluorescentni signal je zaemy@omoci CCD kameryérvena
Sipka) (Chemla, S a F Chavane. 2010).

Fotodynamicky efekt (fototoxixita) popisuje expaziteuronu k chromoforu a
intenzivnimu s¥telnému svazku, s naslednym zvySenim membranovéngadility.
Membranova depolarizacete mit za nasledek sniZzeni transportu sodikovywti ido
buiky a ovlivréni funkce neuronu. Fotodynamické posSkozeni biologib membran
a pritomnosti uitych chromofofi. Mechanizmus, ktery je konzistentni higpméeticimi

experimenty popisuje, Ze excitace chromoforu iniarim swtlem, za pitomnosti
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kysliku, generuje volné kyslikové radikaly, kter@ugobuji tukovou peroxidaci a
denaturaci bilkovin (SVREK, Martin, 2010).

Pouzita fluorescentni barviva mohou byt citlivdioatovou koncentraci nebo na
membranovy potencial. &lenim hodnot membranového potencidlu pomoci cithivyc
fluorescentnich barviv Ize n#glad mefit aktivaci nikotinového receptoru (FITCH,
Richard W. 2003).

8.2.2. Geneticky kddované sondy

Genetické ozndeni fluorescentnimi proteiny citlivych na znénu napéti.

Mnohé nevyhody spojené s pouZzivanim syntetickyciickjrh sond odstrauji
geneticky kédované sondy.

Geneticky kodované sondy byvaji ¢e$tji konstruovany tak, Ze k proteinu
citivému na zkoumany jev jefipojen autofluorescentni protein tak, abyény ve
zkoumaném jevu dlakym zpisobem ovlivnily optické vlastnosti autofluorescéhtn
proteinu (Suter et al., 2000). Nasledujici odstasegroto zabyvaji autofluorescentnimi
proteiny a @iznymi zpisoby jejich vyuZiti v geneticky kdédovanych optickysondach

neuronove aktivity.

8.2.2.1. Monitorovani kanala citlivych na zménu elektrického napéti pomoci

fluorescentnich proteini

Fluorescentni proteiny citlivé na ndp (VSFP) jsou velicetasto vyuzivanym
zpasobem k monitorovani elektrické aktivityiy.

Jednou ze zé&kladnich vyhod geneticky modifikovangohd s fluorescentnimi
proteiny je skuténost, Ze maji na rozdil od syntetickych barviv aféecelmi nizkou
toxicitu. To jim umozuje vyuZiti i in vivo zobrazovani mozkové aktivity v delSim

casovém intervale. Znamena to, Ze je mozné opakdk@imani mozku té samé mysi

41



nekolikrat v pribéhu dni i dokonce misiai. Vizualizace pomoci VSFP ine byt proto
pouzita v pokusech navrzenych pro dlouhaddbrajici vyzkumy kortikalni oblasti
(AKEMANN, Walter, a kol. 2010).

DalSi obrovskou vyhodou je skdtest, Ze biiky si proteiny syntetizuji samy,
coz umoduje cileni sondy doipsre definované skupiny bik. Ale co vice, geneticky
kédované sondy jsotasto specifické pro jeden bitmy proces. To umdaitije vyzkum
aktivity pouze jednoho butiného @je a odliSeni tohoto zkoumaného procesu od
okolnich. Uplatgni je napiklad pri zkoumani pesného &inku léki, presného sledovani
funkce membranovych iontovych kafigd zneén v nagti na membra# nebo sledovani
procesi probihajicich uvnit buiky (sledovani principu vnitrobétiné signalizace G-
proteini).

Monitorovani elektrické aktivity s pouzitim fluorntnich referefitma ale také
své nejasnosti, najlad ziskany signal je vzdy kompromisem mezi vysok
koeficientemcinitele Sumu a interferenci s provozni integritckboemaného systému.
Geneticky kodované indikatory vapniku migad neodmyslitelé ovliviuji dynamiku
vapniku tim, Ze vapnikasténé ukladaji a velmi prawpodobr narusuji buiné
procesy svou interakci se signalni drahou. V ketirag konveénimi barvivy citlivymi
na elektrické nafii, ale nemaji geneticky kdédované sondym@ farmakologické a
toxikologické &inky.

Dulezitou vlastnosti, ktera je mnohdy pro genetickgdvané sondy limitujici je
jejich dynamicka stranka. Sondy musi byt dostateychlé na to. aby mohly v realném
case odpovidat na zmy nagti. Obecw Ize fici, Ze sondy jsou pomalej&iim je v ha
nich obsazeno &Si mnozstvi fluorescentnich protéin Fluorescentni sondy, které
reaguji na zmnu elektrického potencialu zmou své konformace a tim i Zmou
fluorescentniho proteinu, jsodt wétSim patu fluorescentnich proteinznané omezeny.
Napriklad metoda FRET, ip které museji byt v sord obsazené nejméndva
fluorescentni proteiny, mohou mit diky své velikasbZzné zpomaleni oproti sondam
pouze s jednim fluorescentnim proteinem, ifldpd metoda zhaSeni fluorescence
(AKEMANN, Walter, a kol. 2010). Metoda zhaSeni ftascence je ndjklad svou
rychlosti reakce velice pomala a pro rychlé émgn na membréh neuronu malo

pouzitelna.
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8.2.2.2. Metoda zhaseni fluorescence:

Jednim z procés uzivanych @ vyvoji molekularnich sond na bazi
fluorescentnich proteinje zhaSeni fluorescence. Genetické sondy navraaneyuziti
zhéseni fluorescence, vyuzivaji citlivost fluorafdituorescentnich proteinna okolni
piitomnost zhaSedelfgdevsim chloridovych iofita molekul vody.

Tato technika je vyuZita néjglad pi pouziti kdédované sondy citlivé na
koncentraci C& zvana GCaMP. Tento konstrukt obsahuje fluorofdera&ho proteinu a
upravené konce fluorescentniho proteinu. Na pnow rvytvoieny konec je umisha
molekula calmodulinu, na tu se ¥pads nizké koncentrace €avaze peptid (M13)
piichyceny na druhém konci proteinu. Tim dochézi kafikmanim zménam barelu
fluorescentniho proteinu a pronikani zhasedla kraenému fluoroforu. To je pak
pricinou sniZzeni hladiny fluorescence (TIAN, Lin, a.k@009).

100 uM Ach
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Obr. 21 : Relativni intenzita fluorescence v z&s$l na ¢ase. Jedna se o
sledovani zrény v intenzit fluorescence, paplikovani 10@M acetylcholinu wase 20s.
To melo za néasledek otéeni membranovych karidla prichod ionfi C&* do buiky.
Nejlepsi vysledky v tomto ifpadt ma sonda citlivd na znu koncentrace CG& -
GCaMP2. Ale ani tato molekula neni schopna \savmozku zkoumat z#my

v koncentraci vapniku Zigobené jednim &kim potencialem (TIAN, Lin, a kol., 2009).
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Obr. 22: (A) Nakres konstruktu FlaSh citlivého ma¢au membranového naip.
Zelerg je vyzn&eno umisini zeleného fluorescentniho proteinu GQEPMembranovy
kanal pro ionty K, zodpov¥dny za reakci na zénu elektrického potencialu je oziea
cernou barvou. (B) Zaznam reakce fluorescencep(Bjeinu GFRC na rychlou
depolarizaci membrany(V). (Siegel, M.S.; Isacoffy £1997).

Prakticka vyuzitelnost tohoto konstruktu je vSak lanaprotoze zrny
fluorescence nastavaji pomalu (~100 ms) a nejsoorpeatelné v saiich neuronech,
ale pouze v oocytech.

Konstrukty vyuZzivajici zhaseni fluorescence jsom@mé jednoduché (ndpve
srovnani s konstrukty vyuZzivajicimi FRET), relatiiotostabilni, a zény fluorescence
jsou dolve patrné. Jejich nevyhodou, zejména \yvoji sond umo#ujicich sledovat
jednotlivé akni potencialy, byva nedostéte rychlost (TIAN, Lin, at al., 2009, Divoky
Karel, 2011).
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8.2.2.3. Metoda FRET

Metoda FRET ( fluorescence resonance energy tngnsfé své vyuZiti jak ib
pouziti s fluorescentnimi barvivy, takipouZiti s geneticky kédovanymi fluorescentnimi
proteiny. Na principu metody FRET je proto zaloXetky patet geneticky kodovanych
optickych sond molekularnich proéeismnoho barviv.

FRET je nezévy prenos energie mezi 8mi molekulami. Energie, kterou zachyti
molekula donoru, excituje tuto molekulu do vySsémergetického stavu. Z excitovaného
stavu se snazi molekula uniknouttzgo stavu zakladniho a zbavit Selpyte&né energie,
nagiklad tepelnym vyz&nim nebo nezévym pirenosem energie na jinou molekulu. Aby
k ptesunu energie na druhou molekulu mohlo dojit jégtat spinit podminku spravného
piekryvu emisniho spektra donoru a absafho spektra akceptoru, jejich dostaie
malou vzdalenost (10-1@0 a vzgjemnou orientacifgchodovych dipdl chromofofi.
Molekula donoru tedy i splnéni podminek feda molekule akceptoru energii a ten se
excituje do vysSich energetickych hladin. Zde molalale dlouho nevydrzi, klesneétp
do zakladniho stavu a zbavi selpyt&né energie ve fortnvyzaeni kvanta energie —
fluorescence (MIYAWAKI, Atsushi, 2003).

1 R °

B | e | | e |
T, Ro

Tato rovnice vyjatlje pravépodobnost fenosu resona@ni energie (i§a), kde
Tp - je doba dohasinani fluorescence donorml,-Re vzdalenost, ktera je geba pro
dokonaly nezévy ptenos energie, )2 — vzdalenost mezi donorem a akceptorem
(FISAR, Zdertk, 2009).
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Obr .23 : Princip metody FRET. Nakres je réled do dvowasti, kde kazdéast
predstavuje jednu molekulu fluorescentniho protedanfr a akceptor) a jeji energetické
stavy. (STRYER, L., 1978) Prvni molekula je dorkiery absorbuje excitai z&eni o
energii lvex a tim dochézi k jehofpchodu na excitovany stav. Jsou li molekuly daleko
od sebe nedochazi mezi nimi k Zadnénenpsu energie a excitovana molekula donoru
piebyt&nou energii vyzé ve forne fluorescence. Jestli Ze se ale molekuly dostammou d
dostateén¢ blizkosti, dochazi kienosu vibrani energie zjednoho (donor)
fluorescentniho proteinu na druhy (akceptor). Malekakceptoru je tedy dodana energie
potrebnd k excitaci do vysSich energetickych &t& , tam ale molekula dlouho
nezistane a pomoci emise fluorescentnihiezéklesne zpatky na svou zakladni hladinu

So. Toto z&eni jsme schopni detekovat a vyhodnotit.

Metoda FRET umatuje zkoumat zavislosti mezi molekulami protes zneény v
konformaci proteid.

Piikladem niize byt sonda D3cpV, které je citliva na zvySenideanirace CH .
Pti zvySeni koncentrace dojde kilizeni fluorescentnich molekul CFP a YFP, coZeved
ke zvySeni penosu energie z CFP na YFP a¢mAm v emisnim spektru (Palmer, A.E. ,
et al.,2006 )

NavrZzeny jsou také proteiny, které sleduji membvého napti. Jedna se

piredevsim o konstrukt VSFP2.3. Sklada se z dvotepnfch fluorescemich proteir
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(CFP, YFP) a proteinu, ktery je citlivy na #Zny membranového nap (Ci-VSP)
(AKEMANN, Walther , 2010).

Technika vyuZivajici FRET ma vyhodu oproti ostatnimetodam ve velké
citlivosti vzdalenosti mezi molekulou donoru a nkoll®u akceptoru. Sondy vyuZzivajici
FRET nemaji také velkou zavislost na vlastnostéainsho prostedi.

Mezi nevyhody nizeme z#adit objemnost molekul, sloZitost jejichipravy,
piitomnost dvou fluorescentnich protgimebo barviv a sklony CFP kéleni. Signal

FRET také byv&asto slaby na pozadi fluorescence CFP a YFP (AKEMAWalther ,
2010, DIVOKY, Karel. 2011).
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Obr. 24 : Charakteristika barviv citlivych na mendufiové nagti pouZzitych jako
sondy @i vyzkumu membrany lisozomu. (A) Molekula DIBAC4(R) v tomto pipact
donor a molekula Rhodamine-PE je akceptor. (B) taxai a emisni spektra obou barviv.
Dulezity je pekryv emisniho spektra donoru a exaitdno (absorpniho) spektra

akceptoru. Sedivé pruhy zna#oji vinové délky pouzité pro FRET mikroskopii (
KOIVUSALO, Mirka, a kol., 2011).
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8.2.2.4. Metoda dvoufotonové polariz&ni mikroskopie (2PPM)

Novym zpisobem sledovani prodes v membranovych proteinech je
dvoufotonova polarizai mikroskopie (2PPM). VyuZivd anisotropickych viassti

molekuly fluoroforu fluorescentnich protéifLAZAR, Josef., 2011).

Rychlost absorpce jednofotonové absorpcétlsv(1P) na molekule je dana
druhou mocninou kosinu Uhlu mezi vektorerfeghodu dipélového momentu (TDM)
absorbujici molekuly a vektorem elektrického pobeciwijiciho paprsku. Rychlost
absorpce je proto maximalniii mrientaci dopadajiciho polarizovanéhatta, které ma
rovinu polarizace ve sénu vektoru TDM (LAKOWICZ, Joseph R., 2006).

TDM je pri dvoufonové absorpci (2P) tenzorem druhéadu. Proto neni mozné
uveést jednoduchou zavislost rychlosti absorpcerientaci tohoto TDM. Dvoufotonova
polarizace ale zajisti vySSi miru projevu anisatkych vlastnosti fluorofar
(LAKOWICZ, Joseph R., 2006).

DalSi vlastnosti, kterou 2PPM vyuziva je rozdilnéindost absorpce stla
molekulou, kterd ma definovany takzvany linearrchdbismus (LD). Tento LD je tedy
vlastnost molekuly ttzn¢ absorbovat slo o riznych (nejlépe na sebe kolmych)
rovinach polarizace. iP pouziti takového proteinu 8mito vlastnostmi f sledovani
membranového n#&f na membra® je mozné zaznamenvat &my intenzity
fluorescence vzhledem ke konfirtmam zménam v €chto proteinech (LAZAR, Josef.,
2011, DIVOKY, Karel. 2011).

Realny vyzkum probiha tak, Ze je fmiia snimat hiku pii oza&enim excitaniho
z&eni o dvou tiznych, na sebe kolmych, polarizacichii H#skani obrazu fluorescence
buiky s aplikovanymi proteiny dochazitip oto¢eni horizontala polarizovaného
laserového sitla na vertikald polarizované dochazi k ziskani dvou ofirakazdy o
jiném rozlozeni fluorescence. Pro polarizaci takmié laserového svazku je pouZzito
polariza&niho modulatoru, ktery nam zajisti dostaieu rychlost ve vy@né polarizaci.
Takovéto rychlé zimy polarizace Ize poté pouZzit pro ¢8eni jednotlivych pixel

obrazu a dosazeni tak funkce skenovaciho mikrosképliodou takovéhoto snimani je
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casténé odstragni negesnosti vychazejicich z ruSivych poliylburek. Vhodny

polariz&ni modulator byl proto vyvinut v laboratoJosefa Lazara, Ph.D na Ustavu

nanobiologie a systémové biologie v Novych Hradg&”ZAR, Josef., 2011).

Obr. 25: Matematické modely bk kulovitého tvaru na kterych je ilustrovana
fluorescence membranového fluorescentniho proteinuzavislosti na polarizaci
excitujiciho z#&eni a orientaci fluoroforu. Sipky v pravych horniobzich odpovidaji
smeéru polarizace a naslednému zabarveni. V dolnimémawhu kazdého modelu je
vyznaena orientace fluoroforu vzhledem k ktiné membra& Linearni dichroismus se
projevuje jako pitomnost zelenych¢i cervenych odstiin a absence Zluté (podle
DIVOKY, Karel. 2011).
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Vysledné zobrazeni fluorescence saiené rozdilnou polarizaci lze nasleédn
obarvit, napiklad ziskané snimky s horizontalni polarizéeiveré a snimky s vertikalni
polarizaci zeletr Tyto obrazy Ize nasledrslowit do jednoho (Obr. 25) a dochazi tak
k rozliSeni orientaci jednotlivych fluoresa@erch proteii. Pon®r intenzit fluorescence
ziskanych obma polarizacemi duje takzvany dichroicky poén (LAZAR, Josef.,
2011).

Vzorek

O
N,
ke q
Diclroicke ™

Detektor
zrcadlo

Polarizator Femtoselkundovy laser

. N
Skenovaci weadlo \

Obr. 26 : Schéma mikroskopu pro vyuziti 2PPMedP polarizator vstupuje
paprsek femtosekundového laseru a pomoci skenavanitadla postugn skenuje
vzorek, vzdy kazdy pixel s jednou i druhou polatiz&Exitatni z&eni odchazi vrchem
mikroskopu, ale vyz&né fluorescentni ¥@ni je mozné odliSit pomoci dichroického
zrcadla umisiného pod vzorkem, pomoci zrcadla se vysledna fhosmece odrazi do
detektoru, ktery uz zaznamenava pouze fluorescerdeni a jeho zrny (LAZAR,
Josef., 2011).
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V metod 2PPM je vyuzita mikroskopicka technika vyuZzivajnculti-fotonovou
fluorescenci, ktera byla realizovana s nedavnynvajm extréma rychlych a vysoce
energetickych laserovych systénProtoZze prawpodobnost dvou-fotonové excitace je
ameérnd kvadratu excitani intenzity, fluorescence e byt ziskana pouze v ohniskovém
svazku objektivové cocky, ktery os¥tluje vzorek. Takovato lokalizace emise
fluorescence umdaitije fi-dimensionalni rozliSeni, to samé jakai pkonfokalni
mikroskopii, dale se tak redukuje Wbvani vzorku. Mimoto, blizké infegervené sitlo
pouzivané pro dvou-fotonovou excitaci ube proniknout hloudi do vzorku
(FURUKAWA, Toshiyuki, 2004).

Vyuziti 2PPM ma i jiné uplatmi,jeji vlastnosti ziskavat informace z jednotlikayc
vrstev vzorku s kombinaci pe¥nukotvenych fluorescentnich protéink burg¢né
membrag, dokdzi ziskatif-dimenzionalni obraz zivé Blky. To znamend Ze neni
potreba buiku krajet na mikréezy. Daji se tak ziskavat i informace fi@ad o

rozmiséni membranovych kanal

Metoda 2PPM v sabkombinuje vyhody, které maji geneticky kédovanéadso
To je predevsSim aplikace fluorescentnich protejpresr® na mista zkoumani a takeé
netoxikace pro zkoumanou itku.

DalSi vyhodou 2PPM je jeji rychlost sniméni oko@éikrosekund, ktera wie
byt pouZzita nafiklad pro rozliSeni mezi aktivovanym a klidovym \a&en G-protei
(LAZAR, Josef., 2011).
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8.2.2.5. Pouziti mikrobialniho rhodopsinu

Tato nova metoda vyuZivajici fluorescentnich viastihmikrobialniho
rhodopsinu byla publikovana teprve nedavno. Jegledky ale davajiadét, Ze by mohla
byt spolehlivou optickou metodouimletekci jednotlivych aknich potencial.

Metoda vyuziva molekul mikrobialniho rhodopsinucBaerhodopsin 3 (Arch).
Tyto geneticky kodované detektory ®tp byly vyexpresovany v n&ptovanych
hippokampalnich hikach mysi. Ukazuje se, Ze jsou oproti jiz exisfmjiandikatofim
napiti zaloZzenych na proteinechrilpizné 10x zdokonalené v citlivosti a rychlosti.
DalSimi vlastnostmi je ted#h linearni dvojndsobné zvySeni jasnosti mezi -150mV
+150mV a rychly readni ¢as, ktery se pohybuje pod milisekundami. Arch jeopny
detekovat jednotlivé aki potencialy s optickym pogrem signalu k Sumu >10 (KRALJ,
Joel M, 2012).

Vyvinuty byl také konstrukt Arch(D95N), ktery n@proti divokému kmenu o
50% vysSi citlivost, ale ma pomalejSi odezvu (41(KKALJ, Joel M, 2012).

Je zde také moZznost pouditivivo (nagiklad v mozku mysi). Pro viozeni Arch
piimo do mysSiho mozku je zapebi vyuziti Zijictho viru kddujiciho Arch.
Zaznamenavani nervovych odgdV je mozné jeden #&sic po aplikaci viru. Arch je
v buiice dolie expresovany a je lokalizovany na plazmatickou bréamu, oznéuje €lo
bunky a probihajici procesy wm (CHOW, Brian Y., at al., 2010).
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Obr. 18: Fluorescentni zobrazeni exprese Arch-GFRySi mozkové #ie.
M¢éieni bylo provedeno jedenésic po aplikaci Zzivého viru (FCK-Arch-GFP) (CHOW,
Brian Y., at al., 2010).
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Obr. 19 : Vpravo: Linearni zéna fluorescence Arch jako funkce membranového
potencialu. Hodnota fluorescence je za¢eda podle hodnotyip potencialu -150mV.
Vlevo: Reakce konstruktu Arch(D95N) na 10mV &m v membranovém potenciélu
(KRALJ, Joel M, 2012).
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Fluorescence

MNapéti

Obr. 20: Zaznamenani membranového potencialu (maki@ jedné biky a
ziskana fluorescenceigqrvend) konstruktu Arch(D95N)ébem tohoto sledu &kich
potencial (KRALJ, Joel M, 2012).

Metoda pouziti mikrobialniho rhodopsinu ma mnohghod, diky nimz ma
obrovsky potencial ip zobrazovani membranového potencialu. Je schomtmazit
potencial jednotlivych bufk, ale také je schopna pomoci viru exprese i vdivy
organismech (CHOW, Brian Y., at al., 2010)il€Zita je také vysoka citlivost a rychla
odezva na zgmy v akknim potencialu (KRALJ, Joel M, 2012).
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9.

9.1.

Diskuse :

Nasledujicicast diskutuje rozdilnost zpracovanych metodteni membranového

potencialu se soustknim na porovnani vyhod a nevyhod jednotlivych rdeto

Metody bez vyuziti fluorescence:

Buné¢na elektrofyziologie:

Tato nejstarSi metoda je zaloZzena na mechanické@radeni elektrody dovriit
buinky. VyuZiva tedy jednoduchého elektrického pringipdy je nméfeno napti mezi
dvémi elektrodami na obou stranach membrany.

Vyhodou pouziti této metody je velmigsné nifeni vlastnosti membrany jedné

buiiky. Nevyhodou niZe byt jeji omezeni préwna n&reni potencialu jen na jednéitme.

Vnitrobun ééné zaznamenavani potencialu pomoci de&tk s nano-jehltkami:
Metoda vychazejici z bdoné elektrofyziologie. Desiky s jehlckami jsou

vvvvvv

opét lokalni omezeni.

Metoda druhé harmonické emise:

Velice nadjnou metodou pro steni elektrického potencialu natsi ploSe
vzorku s dobrym fiblizenim na jednotlivé hiky je metoda druhé harmonické emise.
Zakladnim principem je detekce konverze laserové¥itla na s¥tlo o dvojnasobné
frekvenci, které vznikd ip prichodu intenzivniho s¥#la vysoce polarizovatelnymi
materialy skladajicich se z harmondgior

Jeji vyhodou je pouziti bez &8ich elektrod. Dlezité je také r&eni
rozsahlejSich zkoumanych oblasti. Nevyhodou je nrathedostatek vhodnych
molekularnich sond. Néfnivym faktorem je také pitgba vysoce intezivniho &la,

které negativé pusobi na zkoumané biay.
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9.2.

Metody vyuzivajici fluorescenci

Zobrazeni membranového potencialu pomoci barviv divych na napéti:
Fluorescentni barviva, které jsou schopna reaguvainény nagti jsou pro svou
jednoduchost velice hajrvyuzivané. Jednda se o fluorescentni barviva, lgedde svych
vlastnosti reaguji s oblasti viine.
Jejich vyhodou je komeni dostupnost barviv, jednoduchost aplikace a kvali
vysledky, které nam mohou poskytnout informace gakedné biice, tak o celém
souboru. Jejich nevyhodou je vSak intoxikace vzprkakZze pro vyuZiti v Zivych

organismech je jejich pouziti velmi omezené.

Metoda zhaseni fluorescence:

Metoda zaloZzena na geneticky kédovaném fluores@antoroteinu, ktery je
piesré zakédovan na misto, o kterém ma podavat informace.

To odstrauje nevyhodu fluorescentnich barviv, které se ngdgppo celém
vzorku. Jejich vyhodou je také ri@emnost toxickych latek, které by ovlivnily tiku.
Konstrukty fluorescentnich sond jsou tedy pouzéeinpro vyzkum v déle trvajicich
procesech. Jsou také relativiotostabilni a zrny fluorescence jsou did patrné. Jejich
nevyhodou je ale nedostat& rychlost pro sledovani &kiho potencialu.

Metoda FRET:

Tato metoda je zaloZena na resafmm prenosu exciténi energie mezi dimi
molekulami fluorescentnich protéif{donor a akceptor). Jedna se tedy’ lmigeneticky
kédovanou sondu s dmi fluorescentnimi proteiny nebo je mozné poudibfescentni
barviva. VylkEr proteimi nebo barviv je velice idezity, protoZze emisni spektrum
molekuly donoru se musigkryvat s exciténim spektrem akceptorové molekuly .

Vyhodou této metody je moZnost pozorovat integakezi molekulami protein
a konform&ni zmeny v nich, velka citlivost na zémy vzdalenosti mezi donorem a
akceptorem a mala zavislosteposu energie na vlastnostech okolniho pedst Mezi

nevyhody paf velikost molekul sond, sloZitost jejichtipravy, gitomnost dvou
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fluorescentnich proteinnebo barviv a sklony CFP Kleni. Signal FRET také bywasto

slaby na pozadi fluorescence.

Metoda dvoufotonové polariz&ni mikroskopie (2PPM):

Dvoufotonova polarizani mikroskopie je metoda zaloZzena na aplikaci gekwet
kédovaneho fluorescentniho proteinu. Pouziti dvtmrfového laseru, ktery je vyhodny
pro zvySené mnozstvi fluorescence, spolu s rychpgharizatorem, ktery gmi polarizaci
swtla dopadajiciho na vzorek, dava velice dobré dfslexi zobrazovani molekularnich
dgja.

Vyhodou této metody je netoxikace pro zkoumanoiikby vysoka citlivost a
rychlost snimani okolo 200mikrosekund, kter@zm byt pouZzita ndjklad pro rozliSeni
mezi aktivovanym a klidovym stavem G-protieiCasténou nevyhodou fize byt prag

genetické kodovani.

Pouziti mikrobialniho rhodopsinu:

Pouziti rhodopsinu pro zobrazeni membranového pdatkenneni pilis rozStena
metoda. Jeji vysledky jsou ale velice spolehliwégkazuji na moznou detekci jednotlivych
akenich potencial i celého souboru béhk. Princip této metody spiva v molekule
rhodopsinu (Arch), kterd ma své specifické fluoesgni vlastnosti.
vyuzivajici fluorescenci a neni ani toxicky. Tutcetodu Ize ale také diky moZznosti
vioZzeni Arch do bugk za pomoci vii aplikovat na pozorovanin vivo. PouZiti
mikrobialniho rhodopsinu ma proto velky potenci&l detekci akniho potencialu

v celém komplexu buk i v pribliZeni na jeden neuron.
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10. Zavér

Vytvoreny ehled zakladnich metod pouzivanych préreni elektrického nagi
na membrah buiky, je zakladem pro toho, kdo hledé@sto nedostupnowdeskou
literaturu k ngeni elektrického nagi na membranach. Postupjsou v praci vysstleny
nutné zaklady pro vyzkum membranového potencidhaldady, které jsou pouzity pro
vyzkumné metody. V druhé polovirse prace &nuje samotnym metodam, vysleni
jejich fyzikalniho principu, interakce s biologiakyvzorkem, piklady vyuZziti a jejich
vyhody a nevyhody pouZiti naianych vzorcich. Nutno podotknout, Ze metody pro
vyzkum membranového potencialu je velice dynamisky rozvijejici obor. Proto je
mozné v nasledujicich letectekat dalSi rozvoj échto metod. Metody s geneticky
kédovanymi sondami maji potencial k feai stale dalSich citlgfSich sond se stale se
zlepSujicimi optickymi vlastnostmi. Fluorescentrdnbiva, ale také mohou ve svém
vyvoji jisté hodré pokratit. Je mozné &ekavat vSestranné vyuziti riidad metody
mikrobialniho rhodopsinu, ktery je schopen veliobi¢ snimat zény v membranovém
potencialu jednotlivych butk, ale s pouzitim virové transfekcecasti Zivého mozku.
Mnoho metod je ale ifhodné dokonce kombinovat, riégad uZziti dvoufotonového
laseru pispiva ke zlepSeni intenzity fluorescence fluoragtieh proteif i barviv.
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11.

Seznam pouzitych zkratek:

1P—  jednofotonovy

2P - dvoufotonovy

2PPM-dvoufotonova polarizai mikroskopie (two photon polarization
microscopy)

Arch - Archaerhodopsin 3

CFP —modry fluorescaini protein (cyan fluorescent protein)

EEG - elektroencefalografie

fMRI - metoda magnetické rezonan@enctional magnetic resonance imaging)

FP — fluorescentni protein (fluorescent protein)

FRET - fluorescentni metoda za pouZiti resafidho esunu energie
(Fluorescent resonant energy transfer)

LD — Linearni dichroismus (linear dichroism)

OIS - Optical imaging of intrinsic signals

TDM - piechodu dipélového momentu (transition dipol moment)

VSFP- Fluorescentni proteiny citlivé na elektrické #tgvoltage sensitive
fluorescent proteins)

YFP — Zluty fluorescentni protein (yellow fluorescenbigin )
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