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ABSTRAKT

Cilem prace bylo seznamit se s problematikou meéfeni zmény membranového napéti
a monitorovani Sifeni elektrické aktivity bunék. Za timto ucelem byly vyvinuty
fluorescenéni membranové napétové senzory, které na zmeénu membranového napéti
reaguji zménou intenzity fluorescence. Prakticka Cast prace je zaméfena na studium
vlastnosti fluorescencni sondy ASAPI, kterd byla transfekovana do bunécné linie
HEK?293, coz jsou ledvinové burtiky z lidského embrya. Membranové napéti bunek bylo
meénéno pomoci techniky patch-clamp.

KLICOVA SLOVA

ASAPI1, fluorescenéni senzor, GFP, HEK293, patch-clamp, transfekce, zeleny

fluorescenc¢ni protein

ABSTRACT

This thesis deals with the problematice of measuring membrane potential and monitoring
the propagation of electrical activity of cells. For this purpose, fluorescence membrane
voltage sensors have been developed to detect changes in the membrane potential by
changing their fluorescence intensity. The practical part is focused on the study of the
properties of the ASAP1 fluorescence probe, which was transfected into the HEK293 cell
line, which are kidney cells from the human embryo. Cell membrane potential was
changed using the patch-clamp technique.

KEYWORDS

ASAPI, fluorescent sensor, GFP, green fluorescent protein, HEK293 cell line, patch-
clamp, transfection
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UvoD
Membranové napétové senzory se vyuzivaji pro sledovani zmén membranového napéti

bunék. Tyto zmeény jsou vyznamné piredevsim v neuroveédé, kde je dekodovani elektrické

komunikace u neuronovych populaci velmi aktualnim problémem.

Cilem této prace je problematika membranové napétového senzoru Accelerated
Sensor of Action Potentials 1 (ASAP1). Prvni kapitola se obecné vénuje senzorim
membranového napéti a jejich funkci. Kapitola také popisuje organickd membranova
barviva citliva na zménu napéti s dirazem na jejich vyhody a nevyhody, kde v navaznosti

popisuje také nutnost vyvoje potenciometrickych senzord s optickymi vlastnostmi.

Druha kapitola diskutuje teorii bunéénych kultur a jejich kultivace. Prace je zvlasté
zamétfena na bunécnou linii HEK293 (ledvinné buriky z lidského embrya), ktera je

vyuzita pfi praktickém experimentu.

Aby bylo mozné fluorescencni senzory wvyuzit, musi dojit kjejich expresi
v modelovych buikach, u nichz se maji sledovat zmény membranového napéti. Tato

molekularné biologicka technika, nazyvana transfekce, je popsana ve treti kapitole.

Prakticky experiment je zalozen na elektrofyziologické metode patch-clamp. Tato
technika je popsana ve Ctvrté kapitole spolecné s diskuzi doposud dosazenych vysledkt

publikovanych v impaktovanych pracich.

V nasledujici kapitole je navrzen a realizovan prakticky experiment s pomoci bunék
HEK?293. Plazmid ASAP1 byl vpraven transientni transfekci pomoci polyethyleneiminu
(PEI). Dale jsou zde uvedeny podminky a postup pfi ziskdvani dat pomoci metody

patch-clamp a zpracovani téch to dat v programovacim prostiedi MATLAB.
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1 SENZORY MEMBRANOVEHO NAPETI

Mezi vnitini a vn€jsi stranou bunécné membrany dochazi vlivem nerovnomérného rozlozené
iontu k rozdilu potencialu, a tedy ke vzniku méfitelného napéti. Toto membranové napéti je
méfitelné u vétSiny bunek. Klidové membranové napéti zivych bunek se pohybuje mezi
hodnotami -90 mV az -50 mV. Zaporné znaménko bylo zavedeno konvencné a vyjadiuje

zaporny potencial vnitiniho prostfedi buriky vzhledem k jejimu okoli. [1]

Excitabilni (vzrusivé) buriky maji schopnost generovat elektrické impulzy (akcni
potencial) jako odpovéd’ na vnéjsi podnét. AkEni napéti vznika je-li behem depolarizace
prekroCena urcitda prahova hodnota. Nasledna depolarizace buiiky probiha spontanné.
Akeni napéti se muze Sifit z buiiky na bunku po celé délce vlakna postupnou depolarizaci,
je-li vzruch dostatecné vysoky — tzv. nadprahovy. Cely tento proces trva v fadech desitek

az stovek ms. [1]

Pro objasnéni funkce mozku, reakce neuronii a myocytd na stimulaci a jejich
komunikaci byly v poslednich letech vyvinuty senzory pro méfeni biologickych veli¢in,
jako je koncentrace vapniku, pH a membranovy potencial. Tyto senzory maji ve své
struktufe opticky aktivni oblast fluorochrom (flurofor), kterd je schopna fluorescence,
jednad se napiiklad o organické slouCeniny saromatickym jadrem nebo 1 celé

fluorescencni proteiny. [2][3][4]

Stokeslv posun
<

Excitace

Intenzita

400 50 " 600 700
Vinova délka (nm)

obr. 1: Stokestiv posun [4]

Fluorescence je jev, kdy ozarena molekula absorbuje svételnou energii urcité vinové

délky a emituje zafeni o jiné, del§i vinové délce s nizsi energii. Béhem absorpce dochézi
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k excitaci elektronu ¢ili prechodu ze zakladni (popf. nizsi) energetické hladiny na vyssi
hladinu. Excitovany stav je vysoce nestabilni, proto dochéazi k prechodu zpét na hladinu
niz8i, ¢imz dojde k uvolnéni energie v podobé fotonu. Rozdil mezi vlnovou délkou
excitovaného fotonu pfi maximalni excitaci a vilnovou délkou emitovaného fotonu pfi
maximalni intenzité fluorescence se nazyva Stokestv posun (obr. 1). Rozdil energii se
obvykle pfeméni na vibracni energii nebo teplo. Vyzareni fotonu je v fadu nanosekund
a proto, je-li odstranén zdroj zareni, fluorescence ustava. [4][5]

Fluorescence fluorochromi je znazornéna na obr. 2. Aby bylo mozné sledovat pouze
fotony emitované fluoroforem, které maji urcitou vlnovou délku, je tfeba nezadouci

vinové délky eliminovat pomoci sady filtra a dichroickych zrcadel. [4]

Filtr
sSvétlo Fluorochrom
I : Excitace Emise
kratsi vinova délka delSi vinova délka
|| vysSSi energie nizsi energie
barva ,x“ barva ,y*“

obr. 2: Schéma excitace a emise u fluorochromu [4]

Nejdiive pro studium membranového napéti slouzila organickd barviva, ktera
v zavislosti na zméné napéti na membrané meéni své optické vlastnosti. Barviva patii
k vlastnim fluoroforim, jelikoz opticky aktivni oblast je soucast jejich struktury. Tato
barviva ov§em maji fadu nevyhod, coz vedlo k rozvoji fluorescencnich snimaci citlivych

na zmény membranového napéti. [2][6][7]

1.1 Membranova barviva citliva na napéti

Membranova barviva citliva na napéti, oznacovana také jako potenciometricka barviva,
se pouzivaji k neinvazivnimu sledovani akcnich potenciali. Barviva jsou organické
molekuly nebo proteiny, které se vazi svym hydrofobnim koncem na fosfolipidovou
dvojvrstvu membrany, zvenku nebo zevnitf. Reaguji na zmény membranového napéti
zmeénou svych optickych vlastnosti. V zavislosti na rychlosti reakce pfi zméné potencialu
se déli na rychla a pomala barviva a od toho se také odviji jejich pouziti. Pomala barviva

reaguji na zmény potencialu v fadech milisekund az sekund. Maji kli¢ovou roli predev§im
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pro méfeni klidového potencialu velkych populaci bunék. Rychla potenciometricka
barviva jsou schopna reagovat v fadech mikrosekund a jejich odpovédi jsou linearné
umérné ke zméné membranového napéti. Diky tak rychlym odpoveédim jsou senzitivni
na jednotlivé ak¢éni potencialy jednotlivych neuronti. Barviva se také vyuzivaji
pro monitorovani elektrické aktivity organel, do kterych neni mozné zavést elektrody;
ptikladem takovych organel mohou byt mitochondrie. Dal§imi oblastmi vyuziti barviv

jsou také mozkova kuira a srdce. [8][9][10]

Mezi velké vyhody pouziti barviv patii jiz vySe zminéna rychlost odezvy srovnatelna
s dobou vzniku akcéniho potencialu a velikost signalu linearné imérna ke zméné napéti.
Dulezity je také fakt, Ze méfeni jsou v zasadé neinvazivni, takze mohou byt pouzita
ke sledovani organel i bunécnych procest, aniz by doslo k jejich poskozeni. K dalsim
vyhodam se fadi moznost sledovani signalu z nékolika oblasti soucasné, protoze
do ptipravku muze byt umisténo velké mnozstvi barviva. Diky tomu je mozné presné
zaznamenat vznik akcéniho potencidlu, jeho smeér i1 rychlost Sifeni po celé struktuie
neuronu. V neposledni fad€ pouzitim rizné specifickych barviv Ize sledovat rizné druhy
fyziologickych reakcti, které jsou spojené s neuronovou aktivitou. [8][10]

Na druhou stranu maji potenciometrickd barviva fadu nevyhod. Mezi
nejvyznamnéjsi patii jejich farmakologické a fotodynamické vlivy na chovani a funkce
sledovanych bun¢k. Dalsim problémem je podléhani photobleaching, tedy
vyhasinani/vybéleni barviva vedouci az ke ztraté optickych vlastnosti, coz zpusobi
poklesu signalu v zavislosti na délce osvétleni. U nékterych barviv byly také
zaznamenany rozdilné vysledky pfi pouziti jinych protokolt pfipravy, takze musi byt
provedeno mnoho pokust pro ziskani optimalniho signalu. Velkou nevyhodou je i fakt,
ze fluorescencni signaly maji nizké hodnoty. Zména intenzity fluorescence je pouze
kolem 10 %, coz snizuje variabilitu experimentl a zaroven vyzaduji piesné snimaci
pristroje. Vyznamnou nevyhodou organickych barviv je jejich omezenost na nespecifické
barveni bunék, coz mize byt nevyhodou pii urCovani funkce jednotlivych typa bunek,

a také neschopnost barvit buiikky ulozené hloubéji pod povrchem. [6][7][8][10]

Vyvoj barviv probihal sohledem na jejich fotostabilitu, odolnost vuci
fotobleachingu. DalSim dulezitym faktorem u barviv je vliv na chovani a funkce
sledovanych bunék, ktery by meél byt minimalni. Také doba, po kterou jsou barviva

schopna byt navazana na bunécnou membranu, by méla byt co nejdelsi. [8]

Mezi vyznamna barviva patii ve vodé rozpustny hemikyanid ANNINEG6-plus,
modifikovana forma barviva ANNINE-6, ktery je ve vodé nerozpustny. Obé formy patii
k barvivim s rychlou odezvou, v fadu ns, a pouzivaji se k méfeni membranového

potencialu neuronti a srdecnich i kostnich myocytd. ANNINE-6plus je sul s dvéma
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bromidovymi protiionty a chromoforem, ktery mé kladny naboj 2. Diky rozpustnosti
ve vodé vykazuje vysokou schopnost navazat se na bunééné membrany, takze na rozdil
od ANNINE-6 ho lze pouzivat bez pomoci povrchové aktivnich latek nebo organickych
rozpoustédel. Této vlastnosti se vyuziva k sensitivnim optickym zaznamim neuronové
aktivity, u kterych je pfitomnost téchto pomocnych latek nezadouci, a pro intra
a extracelularni barveni mozkové tkané. Ob¢ formy ANNINE vykazuji velice vysokou
citlivost na napéti, ktera je zalozena na Starkové efektu. Starkav efekt je zptusoben
posunem a zménou excitacniho a emitovaného spektra v dasledku vnéjsiho elektrického

pole. Spektra téchto barviv jsou v ¢ervené oblasti. [12][13][14]

Barviva, kterd jsou oznacovana zkratkou ANEP (celym néazvem
aminonaphthylethenylpyridinium), patfi do stejné tfidy barviv jako ANNINE-6 a jsou to
také barviva srychlou odezvou. Vlastnosti téchto barviv je, ze je vlivem vné&jSiho
elektrického pole dochazi ke zméné¢ elektronové struktury behem excitace, kdy se kladny
naboj z atomu dusiku v hydrofilni ¢asti molekuly presouva na hydrofobni ¢ast molekuly.
Tak néaboj prejde pres opticky aktivni cast molekuly, ¢imz dochazi ke zménam
fluorescencnich vlastnosti. Rychlost takové zmény je dostate¢na pro zaznamenani zmény
membranového napéti u excitabilnich bunék. Problémem je, ze zmény fluorescence jsou
pouze 2-10 % na 100 mV. Barviva v podstaté nevykazuji fluorescencni schopnosti,
dokud nedojde k jejich navazani na bunéénou membranu. Fluorescence neni ovlivnéna
pH a jsou vysoce fotostabilni. Rozdily ve struktufe jednotlivych barviv ANEP se
pouzivaji pro odli§né aplikace. Barviva ANEP se déli do dvou hlavni skupin, amfolyticka
barviva (ANEPPS) a kationtova barviva (ANEPEQ). VsSechna barviva mimo
di-2-ANEPEQ jsou ve vod¢ nerozpustna. Spektralni vlastnosti jsou zavislé na okolnim
prostfedi. Maximum excitacniho spektra se u amfolytickych barviv pohybuje kolem
hodnot 465-498 nm a u kationtovych kolem 517 nm. Emisni spektrum je prevazné
v ramci oranzové oblasti (590-625 nm). Mezi nejznaméj$i zastupce barviv ANEP patii
di-4-ANEPPS a di-8-ANEPPS. Di-8-ANEPPS se od di-4-ANEPPS 1i8i lepsi

fotostabilitou, silnéjsi vazbou na membranu a nizsi fototoxicitou. [8][13][15][16]

1.2 Fluorescen¢ni napét’ové sondy

Fluorescen¢ni napétoveé sondy pro monitorovani elektrické aktivity bunék jsou plazmidy,
jejichz struktura obsahuje fluorescencni protein.  Sondy se nekovalentné vazi
ke sledovanému vzorku, ktery sam o sobé nema vlastni nebo vhodné fluorescencni
vlastnosti. Patii tedy do skupiny nevlastnich fluoroforti. Pomoci téchto sond citlivych
na zmény membranového napéti 1ze studovat i specifické buiiky hluboko v mozkové
strukture. [2][3][4]
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Fluorescencni proteiny se oznacuji jako vnitini fluorofory, protoze jsou samy o sobé
schopny fluorescence. Zpusobuji ji aminokyseliny s aromatickymi jadry — tryptofan
(Try), tyrozin (Tyr) a fenylalanin (Phe). Excita¢ni spektrum se pohybuje v oblasti
ultrafialového zafeni (240-300 nm), stejné tak jako spektrum. Tato spektra a struktury
jednotlivych aminokyselin jsou zndzornény na obr. 3. Tryptofan obsahuje indolovou
skupinu a jeho molarni absorpcni koeficient je nejvétsi. Také emisni spektrum je mnohem
Sirsi nez u zbyvajicich dvou aminokyselin. Na fluorescenci proteinu se tak podili mnohem
vice nez tyrozin a fenylalanin na ni nemam zadny vyrazny vliv. Fluorescence tryptofanu
je citliva na zmény v okolnim prostredi a je vhodné ji vyuzit pro sledovani konformacnich
zmeén v proteinech. Mezi vyznamné fluorescencni proteiny patii 1 zeleny fluorescencni
protein (GFP). [3]
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obr. 3: Excita¢ni a emisni spektra jednotlivych aminokyselin a jejich struktura [17]

Objev zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) z motské meduzy Aequorea victoria
zaCatkem Sedesatych let minulého stoleti zplsobil revoluci v bunééné biologii, protoze
umoznil aplikaci mnoha metod, kterymi lze sledovat bunécné procesy v zivych systémech
za pouziti optické mikroskopie. Fluorescence GFP nastava pri delSich vinovych délkach,
tedy je-li ozafen svétlem svinovou délkou blizkou ultrafialovému az modrému
viditelnému svétlu je emitovano zelené svétlo. Divoky gen GFP (wtGFP) méa hlavni
excitacni maximum na vinové délce 395 nm, vedlejsi na 475 nm a jeho emisni maximum
pfi 509 nm, coz odpovida zelenému svétlu. Excitacni a emisni spektrum wtGFP
znazortiuje obr. 4. [S][18]

GFP nema vliv na bunécné funkce nebo rast bunky, proto je vhodné ho pouzit

i k monitorovani v zivych organismech. U transparentnich zivoCichi je mozné GFP
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vyuzit jako znacku pro sledovani bunécného rustu i zpracovani nervovych procesu.
Pouziva se pro znaceni proteini v burikach pfi sledovani protein-proteinovych interakci
a jako ukazatel genové exprese. Vcelku maly rozmér proteinu usnadiiuje jeji Sireni

cytoplazmou znac¢né ¢lenitych bunék, jako jsou neurony nebo gliové burky. [5][19]
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obr. 4: Excitacni a emisni spektrum wtGFP [18]

GFP se sklada z 238 aminokyselin, je velice stabilni a pro fluorescenci a jeji stabilitu
je esencialni cela jeho pfirozena peptidicka struktura. V primarni struktute hlavni pfic¢ina
fluorescencnich vlastnosti byla vypozorovana v tripletu sousednich aminokyselin (obr. 5
vlevo) — serin (Ser65), tyrozin (Tyr66) a glycin (Gly67). Rozsahlé studie ukazuji, ze pro
spravnou funkci fluorochromu je praveé glycinovy zbytek na pozici 67 esencialni, na coz
poukazuje i fakt, ze je obsazen ve struktute kazdého doposud objeveného fluorescencniho
proteinu. Pfesto ze se tento vcelku jednoduchy motiv objevuje v organismech Casto, nema
bézné fluorescencni schopnosti. Ty se projevuji az po sbaleni do terciarni struktury
peptidu, ktera je velice unikatni. Polypeptidické fetézce se staci do B-soudku tvoreného
11 B-listy obklopujici centralni Sroubovici (3Dstruktura na obr. 5 vpravo). B-soudek
zakoncCeny kratkymi spiralovitymi segmenty na obou stranach izoluje vnitfni fluorochrom
v rozpoustédle. Realna struktura GFP vypada jako téméf dokonaly valec s primérem 25
nm a 40 nm vysoky. Dilezity je také fakt, ze samotné sbaleni nema na fluorescenci vliv,
pokud probiha za anaerobnich podminek. Kyslik zplsobuje oxidaci tyrozinu, ktery
fluorescenci vyvolava, i kdyz pro dalsi spravnou funkci musi byt kyslik vyloucen z dalsi
interakce z fluoroforem, aby nedochédzelo ke kolizim a ,zhaSenim“ fluorescence
(photobleaching). [5][18][19][20]
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Za vyuziti fluorescencnich proteinti do senzort jsou odpoveédné dvé prevladajici
vlastnosti fluoroforu. Prvni je moznost molekulu modifikovat a tim zvySovat jeji
vytéznost a také nezavadnost pro hostitelskou buiku. Mnoho studii se soustfedi
na zvySovani fluorescence, coz piinad§i mnoho novych sond. Druhou vyznamnou
vlastnosti je, ze fluorescencni schopnosti jsou zavislé na molekularni struktutre, ktera

obklopuje fluorofor. [5]

Tyré6

obr. 5: Chemicka struktura GFP (vlevo) [18], 3D struktura GFP (vpravo) [21]

Substituci threoninu za serin v misté 65 (oznaceni S65T) vznikla varianta EGFP
(enhanced green fluorescent protein). Tato modifikace zménila hlavné excitacni spektrum
s jedinym maximem pii 484 nm a emisni spektrum s maximem pii 507 nm. Modifikovany
GFP je daleko jasngjsi nez wtGFP a je vice vhodny pro biologické metody. DalSimi
modifikacemi aminokyselin Ser65, Tyr66 a Gly67 doSlo ke zménam excitaniho
i emisniho spektra a byla rozSifena paleta barev na modrou (zptisobené modrym
fluorescen¢nim proteinem — EBFP), azurovou (ECFP) a zlutou (EYPF). Vyvoj proteint
nebyl pouze smérem k zisku dalSich barev, ale také smérem ke zlepSeni fotostability,

kvantového vytézku a miry exprese v hostitelském organismu. [5][18]

Jinou modifikaci, ktera vylepsila kvalitu GFP, ale neméla vliv na barvu, je cirkulujici
GFP (cpGFP). Tato varianta obsahuje kruhové permutovanou aminokyselinovou
sekvenci. [11]

Cerveny fluorescencni protein (DsRed) patfi mezi vyznamné fluorofory, které byly
ziskany z jinych organismu nez GFP, ale také maji fluorescencni schopnosti pii ozafeni
svétlem s delsi vinovou délkou a jsou stejn€ uzitecné. Excitacni a emisni spektrum DsRed

je znazornéno na obr. 6 spolu s dal§imi vySe uvedenymi proteiny. Je zde také mozno vidét
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protein HcRed, coz je také Cerveny fluorescencni protein, ale ziskany z jiného koralového
organismu nez DsRed. Cervené fluorescencni proteiny se také pouzivaji spolu s GFP

na vicebarevné znaceni. [5][22]
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obr. 6: Spektralni profily bézn¢ pouzivanych fluorescencnich proteint [5]

Pro efektivni monitorovani elektrické aktivity bunék fluorescenci, a tim 1 pro
usnadnéni porozuméni funkce bunék a jejich komunikace mezi sebou, by bylo zapottebi
idealniho geneticky kodovaného snimace. Takovyto snima¢ by mél produkovat
dostate¢né mnozstvi fluorescencnich odpovédi na detekované ak¢ni potencialy, které jsou
vystupy neuront, a také sleduji amplitudu a ¢asoprostorovou distribuci vstupnich signald,
které jsou neurony pfijaty a nasledn€ zpracovany. Dalsi jeho dileZitou vlastnosti by byla
schopnost zaznamenavat smér a pohyb prenost ak¢nich potencialti v fadech milisekund.
Zejména moznost vizualizace vysokofrekvencnich elektrickych prenost by byla pfinosna
k porozuméni, jakym zpusobem dochazi ke zpracovani neurotransmitert
na postsynaptické membrané, nebo také jak 50200 Hz frekvence ak¢nich potencialt
z interneuronu ovliviluje zpracovani signalu a komunikaci bunék v celém mozku anebo

jak je ovlivnéna béhem nemoci. [2]

Accelerated Sensor of Action Potentials 1

Senzory obsahuji jeden ze dvou typu napétové citlivych proteini: budto — 7-helix
mikrobialni rhodopsin nebo 3-4-helix napétové citliva oblast (VSDs) z napétove
citlivych fosfataz nebo iontovych kanalti (obr. 7). Sondy, které obsahuji druhy typ
uvedeného proteinu, jsou vétSinou jasné€jSi nez sondy obsahujici rhodopsin, ale jejich
nevyhodou je pomala rychlost inaktivace pro sledovani pribéhu akcénich potencialt
a/nebo vyzaduji vinové délky kratsi nez 450 nm, coz muze zpusobit fototoxicitu. [2]
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obr. 7: Zobrazeni napétové citlivého iontového kanalu (vlevo) a napétové citlivé fosfatazy
(vpravo) ve fosfolipidové dvojvrstvé; SX znazomuje jednotlivé VSD [23]

Vyvoj sond se snazi piiblizit k idedlnimu geneticky kddovanému senzoru, jehoz
vlastnosti byly popsany vyse. Senzor ArcLight skutecné produkuje dostatecné mnozstvi
fluorescencni odpovédi na elektrické impulzy pii excitatnim zafeni okolo 488 nm, ovSem

ma Spatnou schopnost detekce za sebou rychle jdoucich akénich potenciali. [2]

Modifikaci GFP nachézejiciho se mezi 3. a 4. VSD za cpGFP byl vyvinut senzor
ASAP1 (Accelerated Sensor of Action Potentials 1). Schéma ASAP1 je zobrazeno
na obr. 8, kde je také mozné vidét, jak se cpGFP chova pfi polarizaci a depolarizaci
membrany. I z obrazku je zfejmé, jak cpGFP reaguje na zménu napéti, tedy dojde
k poklesu intenzity fluorescence vlivem zmény konformace napétove citlivych oblasti,
zatimco u nepodrazdéné buriky s polarizovanou membranou je emitované svétlo v zelené
oblasti s vyssi intenzitou [2]

% depolarizace’%k
(R

polarizace

(

obr. 8: ASAP1 umistény ve fosfolipidové membran¢ [24]

Na rozdil od ArcLight byly pro ASAP1 vybrany VSD z kura bankivského (Gallus
gallus), jelikoz smycka mezi S3 a S4 je krat§i nez u VSD pouzitych pro ArcLight a tim
se zlepsi propojeni pohybu vyvolané napétim a strukturou f-soudku GFP, coz se projevi
vyssi rychlosti optického signalu. Také se zvySila exprese ASAP1 na plazmatické
membrané bunék HEK293 A. [2]
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ASAP1 je schopny skvéle lokalizovat membrany zivych disociovanych
hipokampalnich neuront a fixnich fezti mozku po celém téle neuronu i na jednotlivych
dendritech a jeho exprese v buiikdch nem4 vliv na membranovou kapacitanci. ASAP1
umoziuje detekovat jednotlivé akéni impulzy standardné trvajici 2 milisekundy,
podprahové zmény potencialu a sledovat prubéhy téchto zmén az do frekvence 200 Hz.
Tento senzor dovoluje také souvislé monitorovani membranovych potencial pomoci
standardniho epifluorescencniho mikroskopu v rozsahu kilohertz diky kombinaci jasu,
dynamického rozsahu a rychlosti detekce. Vektorova mapa ASAP1 je znazornéna
na obr. 9. [2]
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obr. 9: Mapa vektoru ASAP1 [25]
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2 BUNECNE KULTURY

Bunécné kultury se v dneSni dobé vyuzivaji jako zdroj biologického materialu jak
pro vyzkum, tak i ve vyrobé. Pro péstovani a udrzovani bunék se pouziva termin in vitro
(,,ve skle®) s kultivaénimi medii, ktera se slozenim pfiblizuji k fyziologickému prostiedi.
Pro zalozeni bunécéné kultury se nejCastéji pouzivaji eukaryotické buriky z tkéani

laboratornich zvirat, lidské nebo embryonalni bunky. [26][27]

Vyuziti kultur v experimentalni praci pifinasi nespocCet vyhod znich jednou je,
ze pokus je provadén na jednom specifickém typu bunék a neni ovlivnén interakcemi
s okolnim prostfedim. Bunécné linie je mozné relativné snadno kultivovat a ziskat
dostatecné mnozstvi materidlu pro experiment, u kterého dojde k poskozeni nebo
dokonce znic¢eni bunek. Vyuzivani buné€k pro experimenty vyznamné piispiva k omezeni
pokust na zviratech. Vyhody vyuziti bunécnych kultur jsou ale zaroveni nevyhodami.
Buniky jsou kultivovany v médiu, které se pouze pfiblizuje slozenim vnitinimu prostredi
organismu, a také nemaji tkafiovy kontext Cili komunikaci s okolim prostfedim, coz ma

nenahraditelny vliv na vlastnost bunék in vivo. [26][27]

2.1 Kultivace bunék

Prvnim krokem kultivace bunék je vybrani zdroje bunék pro kultivaci. Nejcastéji to je
laboratorni zvife nebo Clovek, v méné typickych pripadech hmyz ¢i rostlina. Na typu
zdroje zavisi vlastnosti kultivovanych bunék. Odlisné se chovaji buiiky separované
z dospélého Cloveéka a z embrya, kde se embryonalni butiky snaze kultivuji a maji delsi
zivotnost, ale na druhou stranu také snaze podléhaji fenotypovym zménadm. Buriky

z normalni a nadorové tkané se pak lisi napriklad svoji zivotnosti. [26]

Pro ziskani primarni kultury — prvni kultury péstované in vitro, je potieba buiky
z daného typu tkané organismu nejprve izolovat (ve vyjimecnych piipadech je mozné
nechat bunky rast pfimo z kousku tkan€ za vhodnych podminek, tzv. explantacni kultura).
Izolace probiha zpravidla kombinaci mechanického rozvolnéni tkané a enzymatického
natraveni hmoty. Ziskana smés obvykle obsahuje mnozstvi i dalSich bunécnych typu,
které je potfeba odstranit. Existuje nékolik separacnich technik. Nejjednodussi, 1 kdyz
méné spolehlivé, je pouziti kultivacnich podminek umoziujici rast vybraného typu
bunek. Dalsi technika vyuziva odlisné rychlosti pfilnavosti raznych druhi bunék
k urcitym typim kultivac¢nich povrcht anebo 1ze buriky separovat pomoci centrifugace

dle rozlisnych fyzikalnich vlastnosti, jako je velikost Castic i jejich hustota. [26]
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Po preneseni do kultivaéniho média je zapottebi zajistit nekolik kultivacnich
podminek jako je teplota a slozeni prostredi (média) i okolni atmosféry. Mnoho podminek
pomahaji dodrzet inkubatory, kde se buiiky nechéavaji kultivovat, a kde je pro zabranéni
kontaminaci sterilni prostfedi. Inkubatory dale pomahaji udrzovat konstantni teplotu pro
optimalni rast, coz je hodnota teploty tkane€, ze které bunky pochazeji, vétSinou tedy
37°C. Ve slozeni atmosféry uvniti inkubatoru je kladen diiraz na 5 % obsahu oxidu
uhlicitého, aby bylo zachovano pH roztoku. Udrzovani 90% vlhkosti atmosféry zabrariuje
odpafovani vody z kultivaéniho média. Slozeni kultivatniho média by mélo byt co
nejpodobnéjsi slozeni extracelularni tekutiny a byt bohaté na ziviny. Jelikoz ziviny jsou
klicové pro rust bun¢k, je tfeba médium parkrat tydné€ vymenit. Médium usnadriuje difuzi
kysliku a oxidu uhli¢itého tim, ze nad vrstvou bunék uchycenych k povrchu vytvori
tenkou vrstvu kapaliny. Koncentrace bilkovin ochraiiuje butiky pfed mechanickym
poskozenim. Néekteré slozky média, naptiklad rastové faktory, vitaminy a stopové prvky,
lze dodavat v podobé séra. Podle potieby pridani séra se média klasifikuji na média

s obsahem séra, s nizkym obsahem séra (kolem 2 %) a bez séra. [26][27][28]

Podle zplsobu ristu bunék v médiu rozlisujeme dva typy kultur. Prvnim skupinou
jsou suspézni kultury, jejichz bunky se volné vznasi v médiu. U tohoto typu bunék je
pro spravny rust dulezité, aby dochazelo k promichavani, ¢imz se napomaha k pfenosu
plynu a zaroven se zabranuje sedimentaci a shlukovani bunék. Pfi vyméné média nebo
pasazovani je nutné nejprve oddélit médium od bunék odstfedénim. Druhym typem jsou
jednovrstvé kultury (z angl. monolayer), jejichz burtiky ptilnou na dno kultivacni nadoby,
kde obvykle rostou v jedné vrstvé. Povrch by mél byt hydrofilni, popfipadé se specialni
upravou pomoci polypeptidi z aminokyselin s polarnim postrannim fetézcem nebo
kolagent napomahajici rychlejsimu pfichyceni. Vyména média spociva v opatrném sliti
starého a pfidanim nového. Pfi pasazovani se k uvolnéni buné€k pouzivaji proteazy.
[27][29]

2.2 Bunééna linie HEK293
Bunécna linie HEK293 (obr. 10) pochazi z ledvinnych epitelovych bunék lidského

embrya. Prvni kultivaci buné€k roku 1970 poved! holandsky molekularni biolog Alex van
der Eb. Pozdé&ji v sedmdesatych letech védec Frank Graham tyto buriky transformoval
virovou DNA adenoviru 5. Virova DNA adenoviru se zaclenila do chromozomu 19 a tim
se tato linie stala imortalizovanou (kontinualni — neomezena moznost pasazovani). Touto
transformaci také bunky HEK293 ziskavaji vlastnosti jako nevyzralé neuronové buiky.

Cislo 293 znazortiuje prvni usp&ny pokus transformace. [30][31][32]
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obr. 10: Bunééna linie HEK293 [33]

Linie HEK293 ma §iroké vyuziti v biomedicinském vyzkumu. K jejich hojnému
pouzivani také prispiva jejich snadna kultivace, schopnost rychlého déleni a vysoké
uspéesnosti transfekce. Pouzivaji se pii vyzkumech, u kterych neni cilem sledovat chovani
samotné buriky, jako je studie ucinkd 1€kt na sodikové kanaly, analyza interakci mezi
dvéma proteiny nebo vyroba biologicky aktivnich proteint, které se Spatn€ produkuji
v prokaryotickych bunkach. Dale se také vyuzivaji k vyrobé exogennich proteinti nebo
vira pro farmaceuticky a biomedicinsky vyzkum. Jejich nevyhodou ovSem je vcelku
vysoka nachylnost k infekcim, takze je potfeba draz§ich kultivacnich médii. [32][34]
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3 TRANSFEKCE PLAZMIDOVE DNA

Transfekce je proces, ktery umoziiuje vpraveni nukleové kyseliny do savcich bunék. Tato
metoda se pouziva k expresi rekombinantnich proteini a pomoci ni je také mozné
studovat funkci gent a genovych produkt, protoze je posilena nebo inhibovana exprese
specifického genu. Nukleova kyselina (DNA, plazmidovda DNA nebo RNA) je

do eukaryotni buriky nejcastéji zanesena v podobé vektora. [35][36]

Podle druhu genetického materialu existuji dva druhy transfekce — stabilni
a prechodna. Hlavni rozdily mezi témito druhy demonstruje obr. 11. Pfi stabilni transfekci
je cizoroda nukleova kyselina vpravena do jadra eukaryotni bunky, kde se zacleni
do genomu hostitelské bunky a je predavana dcefinym buiikkdm. Na rozdil od stabilni,
u prechodné transfekce k zaclenéni DNA do genomu nedochazi a vyskytuje se v buiice
pouze po urCitou dobu. Volba mezi typy transfekce zavisi na potfebach daného
experimentu. [35][37][38]

STABILNIi TRANSFEKGE PRECHODNA TRANSFEKCE
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obr. 11: Stabilni (vlevo) a pfechodna transfekce [35]

3.1 Pouzivané transfekéni metody

Transfekce do bunék muaze byt uskute¢néna nékolika metodami. Prislusna metoda se voli
s ohledem na typ bunétné linie, ucelu transfekce a ucinnosti. Za idealni metodu je
povazovana takova, ktera ma vysokou ucinnost transfekce, nizkou toxicitu a zaroven
minimalni G¢inky na fyziologii bunky. Také je potfeba, aby byla snadno pouzitelna

a reprodukovatelna. D¢li se na biologické, chemické a fyzikalni. [35]
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Transfekce zprostiedkovana biologickou metodou se nazyva transdukce, kdy se
do hostitelské buriky prenasi nejcasté€ji viry nebo fagové vektory. Tato metoda transfekce
je nejuzivangjsi pro svou vysokou efektivitu. Zaclenéni virové DNA do hostitelského
genomu a jeho nasledna exprese je béznym jevem i bez lidského zasahu, takze je mozné
pii této metodé vyuzit prirozeného zivotniho cyklu. Sjednocena DNA se replikuje
do dcefinych bunek, ¢imz dochazi ke stabilni transfekcei transgenu. Nejcastéji se pouzivaji
adenoviry a retroviry. [35]

Chemické metody transfekce se v souCasném vyzkumu vyuzivaji nejvice. Jejich
podstatou je piekonani zaporného naboje lipofilni membrany bunék, naslednému
rozlozeni plisobenim lysozoma a endozomu, uvolnéni nukleové kyseliny do cytoplazmy
a poté dopraveni do jadra buriky, aby mohlo dojit k jeji expresi. Pfesny postup piekonani
bunécné membrany neni zcela objasnén, ale pravdépodobné probiha za pomoci
endocytozy afagocytozy. Béhem transfekce se jako transfekéni latky pouzivaji
fosfore€nan vapenaty, kationtové lipidy nebo kationové polymery poly(L-lysin)
a polyethylenimin (PEI). [35]

Zejména pouziti transfekcniho ¢inidla PEI je rychlé a ma velmi vysokou u¢innost
transfekce, zarover cena tohoto Cinidla je nizka. Tato metoda je vyhodna pro adhezni
bunky, a to obzvlast pfi transfekci do bunéénych linii HEK239 a CHO-S, kdy je uroven
exprimovaného proteinu nejvyssi s porovnanim s ostatnimi liniemi. PEI je stabilni
kationtovy polymer, ktery se navaze na prenaSenou DNA. Tento celek ma kladny néaboj
a vaze se na aniontovy povrch bunééné membrany, pak je endocytdzou prenesen dovnitt
bunky, kde v dusledku kladného naboje endozom zanika, DNA se uvoliiuje
do cytoplazmy a dale postupuje do jadra buniky (obr. 12). [39][40][41]
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obr. 12: Chemicka transfekce s transfekénim Cinidlem PEI [41]
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Efektivita chemickych metod je zavisla na nékolika faktorech jako je pH roztoku,
stav bunéné membrany ¢i chemicky pomér prenasené nukleové kyseliny. Vyhodou

téchto metod je jejich nizka cytotoxicita a fakt, ze nedochéazi k mutagenezim. [35]

Nejnovejsi fyzikalni metody vyuzivaji k prfenosu cizorodé nukleové kyseliny
do bunky ruzné fyzikalni nastroje. Témito nastroji mohou byt mikroinjekce,
elektroporace, nastroje na bazi laseru ¢i vyuzivajici magnetickych castic, ultrazvuku
nebo magnetického pole. Nejpouzivanéjsi metodou je elektroporace, protoze je relativné
snadna, rychla a za definovanych podminek je schopna transfekovat velky pocet bun¢k
v kratké dobé.[35]
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4 PATCH-CLAMP

Metoda patch-clamp umoziuje studovat vlastnosti bun¢k a zmény napéti az na Grovni
jednotlivych iontovych kanald. V Ceské literatufe se muze tato metoda vyskytovat
pod pojmem metoda terCikového zamku. Objev této techniky v druhé poloviné
sedmdesatych let pfinesl posun pfedev§im v neurovéde, kde je fyziologie iontovych
kanali a méfeni zmén membranového napéti jednim z hlavnich predmétt vyzkumu. Pii
meéteni metodou patch-clamp se vyuzivaji specialni sklenéné mikroelektrody s velice
uzkym primérem, které se pfisaji k membrané bunky tak pevné, Ze nedochazi témér
k zadnému uniku ionth. Takze jakakoliv zména, ktera je nameéfena, musi projit pres
meéfenou Cast membrany. Material, pfesny postup vyroby a spravné zachézeni
s mikroelektrodou je zasadni pro jakékoliv méfeni, protoze pfi nespravné provedené
technice by mohlo dojit k popichnuti buriky a tim k jejimu umrti. [1][42][43]

Princip metody (obr. 13) spociva v izolaci useku membrany. Pipeta obsahuje roztok,
ktery je svym slozenim blizky intracelularnimu roztoku. Pfi pfiblizeni mikroelektrody
k povrchu membrany se mikromanipulatorem vyvine mirny pretlak, ktery pomize
vytvoreni kontaktu pipety a membrany, ale zaroven tak, aby nedoslo k nezddoucimu
poruseni celkové struktury membrany, a tedy k naruSeni vnittniho prosttedi buriky. Tento
moment je zasadni pro uspé$né méfeni. Toto spojeni se nazyva seal a vznikéd vysoky
odpor v fadech nékolika desitek GQ. Vytvoreni takto vysokého odporu je klicové,
protoze ¢im vySsi je odpor, tim vétsi je izolace membrany od mikroelektrody, a také
protoze odpor redukuje proudovy Sum pfi zaznamenavani kanalki, jejichz amplituda se
pohybuje v fadu jednotek pA. [42]
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elektroda
sklenéna
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elektrolyticky
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obr. 13: Schéma metody patch-clamp pro méfeni jednim iontovym kanalem [43]
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Odpor spojeni je v porovnani s odporem membrany, ktery dosahuje hodnoty
az 100 GQ, nizky, a proto se podili na tvorbé Sumu pozadi a brani tak dobrému rozliSeni
malych proudi mensich nez 5 pA. Tento problém se vyskytoval u starSich patch-clamp
experimentt, kde odpor sealu byl mensi nez 100 MQ. Pozdéji byla technika vytvoreni
spojeni vylepSena. Pti kontaktu Spicky pipety s membranou dojde az k mirnému vchlipeni
membrany, kterd tak pfilne ke sklu mikroelektrody, vznikne tim velmi té€sné spojeni
gigaseal. Kvalita zaznamu se n€kolikanasobné zlepsila a umoznila studium kanalkt nizsi
vodivosti. [1][42][43]

Gigaseal spojeni 1ze dosdhnout za nasledujicich podminek:

1. Povrch membrany je zcela Cisty, neobsahuje mezibunécnou hmotu ¢i zbytky
pojivové tkané. Jsou preferovany buiky z tkanové kultury, protoze dospélé buriky

je vétSinou potieba ocistit enzymy nebo mechanicky. [42]

2. Roztoky nesmi obsahovat prach a makromolekuly jakozto komponenty séra
kultivacniho média. Proto jsou roztoky filtrovany a bunécné kultury nékolikrat

omyty, aby se odstranilo sérum. [42]
3. Hrot pipety je dokonale Cisty, coz zaji§tuje o€isténi zarem pii jejich vyrobé. [42]
4. Pred vyvinutim podtlaku pro vytvofeni spojeni se nejprve mirnym pietlakem
z mikroelektrody vypusti nepatrné mnozstvi roztoku, coz odstrani pfipadné

necistoty. [42]

4.1 Pracovni mody patch-clamp

Patch-clamp technika ma pét pracovnich modh — cell attached a zni vychazejici
inside-out metoda, whole-cell, ze které vychazi metody outside-out a perforated patch.
U metod inside-out a outside-out dojde k odtrzeni membrany s meéfenym usekem

od zbytku burtiky, proto se oznacuji jako cell-free techniky. [42][44]

V modu cell-attached (obr. 14 nahote uprostied) ziistava membrana neporusena
a veskeré elektrické zmény musi projit pravé méfenym iontovym kanalem. Oproti tomu
pti metodé whole-cell (obr. 14 dole vlevo) dojde po kontaktu k protrzeni membrany
kratkym silnym pulzem a konce membrany jsou vtazeny dovniti mikroelektrody, takze
mikroelektroda je pfimo propojena s cytoplazmou buiiky. Slouzi k méfeni
membranovych proudt z celé buiiky jednim ze dvou rezima — voltage-clamp registrujici
proudové odezvy nebo current-clamp slouzici k zdznamu zmén membranového napéti.
[1][42][43][44]
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Pfi technice inside-out (obr. 14 nahofe vpravo) je po prilnuti k membrané
mikroelektrodou jemné odtahovano, dokud nedojde k odtrzeni tohoto kousku membrany
od zbytku buriky. Vyuziva se pro studium iontovych kanala fizenych vnitrobunécnym
ligandem. Vyhodou je moznost snadno meénit koncentraci tohoto ligandu zménou
externiho roztoku. [42][44]

Cell-attached Inside-out
mikroelektroda
‘ jemné \
séni ”
tésny kontakt mezi zbytek membra any

mikroelektrodou a membranou

J

po odtrzeni

silny
pulz, .
spojeni konct
" membrany
odtahnuti
cytoplazma ve spojeni pipety ‘ - ‘
s elektrolytem elektrody ’
Whole-cell Outside-out

obr. 14: Metody patch-clamp [43]

Technika outside-out (obr. 14 dole vpravo) zacina jako technika whole-cell, tedy
nejprve je poruSena membrana, jejiz konce pfilnou k elektrodé. Poté je tento kousek
oddélen od zbytku membrany a jeho konce se spoji. Ve vysledku je vnéjsi cast membrany
orientovana vnéjSkem ven vuci vnitiku elektrody. Pouziva se ke studiu chovani

extracelularnich receptort a opé€t s moznosti zmény slozeni externiho roztoku. [42][43]

Posledni pouzivana metoda perforated-patch se od metody whole-cell 1isi tim,
ze kontakt s vnitinim prostfedim buiiky neni dosazen protrzenim membrany, ale tim, zZe
roztok v pipeté obsahuje Cinidla vytvarejici pory (obvykle antibiotika). Slouzi k testovani

schopnosti difuze monovalentnich kationtt. [43]
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4.2 Sklenéné mikroelektrody

Jak je uvedeno za zacatku této kapitoly, pro spravné meéteni technikou patch-clamp je
dilezité pouziti vhodnych mikroelektrod. Existuje nékolik typt sklenénych
mikroelektrod liSici se svym prumérem a materialem, z kterého jsou vyrobeny. Jsou to

sklenéné kapilary s kuzelovité zuzenym koncem z jedné strany a naplnéné elektrolytem.
[11[42]

Chemické slozeni skla pouzité k vyrobé mikroelektrod ma vliv na tvorbu seal.
Problém muzZe nastat stézkymi kovy, které se pouzivaji na snizeni bodu tani. Kovy
mohou uvolnit ionty do pipetového roztoku a ovlivnit chovani méfené membrany.
Nejcasteji pouzivanym materidlem je borosilikatové sklo, které diky svym elektrickym

vlastnostem snizuje Sum pozadi. [42]

Do laboratofe, kde bude probihat méfeni za pomoci techniky patch-clamp, se
dodavaji sklenéné mikrokapilary a samostatné zhotoveni mikroelektrody probiha az
namiste, aby se tak predeslo pfipadnému mechanickému poskozeni ¢i znecisténi Spicek
mikropipet. Vyroba probiha na tahaci mikroelektrod s vyhiivanym platinovy dratkem.
Sklenéna trubicka je zahfivana uprostied az k bodu tani a poté jsou jeji konce tahany
od sebe ve sméru osy. Tento postup se opakuje alesponi dvakrat az dojde k pretrzeni. Tim
vzniknou dvé identické mikrokapilary. Kombinaci doby a sily tahani s zhavici teplotou
se ziskavaji kapilary s riznym pramérem. Po odtrzeni kapilar od sebe jsou ziizené konce
zaleStény zhavicim dratkem. [1][42]

Nasledné jsou mikroelektrody plnény elektrolytem, jehoz slozeni zéavisi na cili
meéteni. NejcCasteji to byvaji roztoky blizici se svym slozenim k fyziologickému roztoku.
Jako elektroda se pouziva nejcCastéji tenky stfibrny dratek s povrchovou tpravou pomoci
chloridu stfibrného, aby nedochazelo k polarizaci elektrody. [1]

Je-1i mikropipeta poskozena, je zobrazovany signal z vyraznymi hroty a vysokou
amplitudou signalu. V takovém piipadé¢ je potfeba vymeénit mikroelektrodu za novou.

Signal z mikroelektrody, ktera je v poradku, ma priblizn€ obdélnikovy priabéh (obr. 15).
4.3 Vyuziti patch-clamp techniky pri méreni membranového
napéti fluorescenénimi senzory

Patch-clamp technika se hojné vyuziva ke studiu fluorescencnich napétovych sond, kdy
se jejich prostfednictvim meéni membranovy potencial buiky a sleduje se zmeéna
fluorescencnich vlastnosti senzort, které do nich byly preneseny. [2]
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obr. 15: Odezva mikroelektrody na 5 mV testovaci puls

Ve studii St-Pierr a kol. [2] byl poprvé publikovan senzor ASAPI1. Pro studium
vlastnosti této sondy exprimované bunécné linit HEK293A a disociovanych neuronech
byl pouzit rezim whole-cell s pouzitim voltage-clamp 1 current-clamp. V dob&é méteni
byly bunky 2 dny po transfekci. Méfeni probihalo za pokojové teploty 22 °C pomoci
borosilikatovych elektrod s odporem 2,5-5 MQ napojenych na zesilova¢ Axopatch 700B
(Axon Instruments). Mefeni probihalo pii hodnoté vychoziho holding potential
(HP) -70 mV v rozmezi od -120 mV az po +50 mV po dobu 0,5 — 1 s. V kazdém kroku
zmeny napéti buniky byl pofizen snimek, ktery byl nasledné zpracovan v programovacim
prosttedi MATLAB. Bylo zjisténo, ze s napétim jdoucim do kladnych hodnot klesa
intenzita fluorescence. Celkova zména fluorescence zhodnoty napéti -120 mV
na +50 mV byla 0 44,4 % +2,4 %. Zména z -100 mV na -70 mV byla -17,5 %. Rychlost
odezvy na depolarizaci bunééné membrany byla 2,1 + 0,2 ms a pii op&tovné repolarizaci
2,0+ 0,1 ms. [2]

Studie Han a kol. [45] je zaméfena na membranovou napétovou sondu ArcLight,
ve které byl zkouman vliv pouzitych VSD. Pivodné byly pro ArcLight navrhnuty VSD
ze sumky trubickovité (Ciona intestinalis). Ve studii byly testovany nové verze ArcLight

s VSD zkura bankivského (Gallus gallus), drapatky vodni (Xenopus laevis), dania
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pruhovaného (Danio rerio), mysi domaci (Mus musculus) a clovéka (Homo sapiens).
Vsechny nové verze ArcLight byly transfekovany do bunécéné linie HEK293
a do kultivovanych kortikalnich neurontt mysi. Pro experiment byla zvolena technika
patch-clamp v modu whole-cell. Z HP -70 mV bylo membranové napéti butiky ménéno
pomoci voltage-clamp u bunék HEK293 a current-clamp u neuront, kde byly akéni
potencialy vyvolané pomoci elektrickych impulzi. Méfeni probihalo pii konstantni
teploté 33 °C mikroelektrodami s odporem 3—-5 MQ napojenych na zesilova¢ Patch
Clamp PC-505 B (Warner Instruments, CT). Snimky byly pofizeny pfi snimkové
frekvenci 1000 snimka za sekundu. Bylo zjisténo, ze ArcLight s VSD z kura a dania ma
rychlejsi odezvu na zménu napéti, ale zména intenzity fluorescencnich schopnosti neni
tak vyrazna (8-9 %) jako u ArcLight s VSD ze sumky (~ 35 %). Vykazuji ovSem lepsi
schopnost zaznamenavat akéni potencidly o vysSich frekvencich u kultivovanych
neurond. Rychlost odezvy na depolarizaci bunéné membrany byla ~ 4 ms (kur) a ~ 6ms
(danio), pfi opétovné repolarizaci ~ 9 ms (kur) a ~ 8ms (danio). Pro porovnani ArcLight
s VSD ze sumky reaguje rychlosti ~ 10 ms na depolarizaci a ~ 20 ms na repolarizaci.
Ostatni verze ArcLight mély odezvu pomalejsi, nez puvodni verze anebo jejich signaly
byly velmi malé. Sonda na bazi drapatky méla velkou zménu optickych vlastnosti
(-38 %+ 1 %), ale velmi pomalou (~ 11 ms a ~ 155 ms). Senzor s VSD z ¢lovéka mél
nizsi (-2 % = 1 %) a pomalejsi zménu fluorescence (oboje ~ 70 ms). Posledni zkouSena

verze s VSD z mys$i neméla zaddnou detekovatelnou zménu na 100mV depolarizaci. [45]

Studie Mishina a kol. [46] je zaméfena na nové verze senzoru s odlisSnou strukturou,
kdy VSD je seviena mezi dva fluorescencni proteiny (nazyvané VSFP-Butterflies), byly
pouzity modifikované — chimérické VSD ze sumky (Ciona intestinalis), protoze vykazuji
rychlejsi odezvu. Takto upravené sondy byly exprimovany do bunéénych linii PC12
a HEK293. Experimenty byly realizovany 2 az 3 dny po transfekci. Byla pouzita technika
patch-clamp ~ whole-cell s pouzitim voltage-clamp v kombinaci s dvoj-emisni
mikrofluorometrii. M¢éfeni probihalo pifi teplot¢ 32-34 °C  borosilikatovymi
mikroelektrodami s odporem 3—5 MQ pfipojenym na zesilova¢ Axon 700 B Multiclamp
(Molecular Devices). Pro testovani napét'ové zavislosti jednotlivych struktur byly buriky
z HP -70 mV drzeny po dobu 500 ms pod napétim od -140 mV do +120 mV s krokem
20 mV. Zména fluorescencCnich vlastnosti se pohybovala mezi 12,7 a 15,2 % + 0,7 %.

vees

[46][47][48]
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Fluorescencni  napétovy senzor na bazi  mikrobidlniho rhodopsinu
Archaerhodopsin 3 (Arch) byl publikovan ve studii Maclauri a kol. [49]. Hlavnim
pfedmétem této studie bylo zjistit jaké stavy rhodopsinu jsou fluorescencni,
akceptovatelné proteinem a jaka je jeho fotostabilita. Nejprve byl senzor amplifikovan
v burikach E. coli a nasledné transfekovan do bunécné linie HEK293. Rezim patch-clamp
whole-cell voltage-clamp byl pouzity v kombinaci s fluorescencni spektroskopii. Byla
zkoumana nejlepsi odezva sondy na rizné vinové délky, jiné intenzity osvétleni
a s odliSnym pocatecnim HP. VSechny vysledky jsou primérem 80 meéfeni. Méfeni
probihalo pfi teploté 25 °C. Osvétleni oranzovym nebo Cervenym svétlem vyvola u sondy
fluorescenci s emisnim spektrem blizké infracervenému spektru, s maximem 710 nm.
Zména intenzity fluorescence pii zméné napéti z -150 mV na +150 mV méla

nejvyrazngjsi odezvu na osvétleni vinovou délkou 640 nm s rychlosti ~ 0,6 ms. [49]

Nové variace sondy na bazi mikrobialniho rhodopsinu Archaerhodopsin 3 (Arch)
publikuje studie Flytzanis a kol. [S0]. Nové variace reaguji tii az pétkrat vyS$si zménou
intenzity fluorescence na svétlo o vinové délce 655nm. Nejvice fluorescencni varianta
Archerl ma zménu intenzity o 25-40 % pii odpovédi na zménu membranového napéti
pfi pouziti devétkrat nizsi intenzity svétla v porovnani s ostatnimi sondami Arch. Studie
je zaméfena na meéfeni bun€k hipokampu krys in vifro, kde vyuzivaji metodu
patch-clamp, a také na buinkach had’atka obecného (Caenorhabditis elegans) in vivo.
Meéfeni neuralnich bun€k krys bylo realizovano 2 a vice dni po transfekci za pouziti
rezimu whole-cell pti pokojové teploté¢ mikroelektrodami z borosilikatového skla
s odporem 2-5 MQ. Pro experiment byl pouzit zesilova¢ Multiclamp 700B (Molecular
Devices), Digidata prevodnik (Molecular Devices) a pocitacovy software pro generaci
elektrickych impulzi a nahravani pClamp verze 10.4 (Molecular Devices).
Pti voltage-clamp rezimu byl HP -70 mV a napéti méfeno s krokem 10 mV od -100 mV
do +50mV. Pomoci current-clamp rezimu byly generovany dlouhé (10-200 pA po 0,8 s)
a kratké (100-500 pA po 2-10 ms) akéni potencialy. [50]

Technika patch-clamp se také vyuziva ke studiu kardiomyociti diferenciovanych
z lidskych pluripotentnich kmenovych bunék, kde fluorescenéni napétové sondy
pomahaji k jejich rychlejsi fenotypizaci. U kardiomyocytil je zaznam elektrické aktivity
velice narocny. Také spousta senzori membranového napéti ma vysokou fototoxicitu,
ktera poskozuje buiky a zhorsuje kvalitu signalu. Touto problematikou se zabyva studie
Herron a kol. [52], ktera jako senzor pouziva napétova barviva ANEPPS. Oproti tomu

studie Leyton-Mange a kol. [53] pouziva fluorescencni sondu ArcLight, ktera
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zaznamenava presn€ji zmény membranového potencialu. Diky tomu je tato aplikace
vykonngjsi, vhodné&jsi pro neinvazivni, nedestruktivni sériovou fenotypizaci populaci
kardiomyocyti i pro screening kardiotoxicity vyvolané 1éky. V praci byla pouzita metoda
patch-clamp whole-cell s teplotou 14zné 37 °C za pomoci elektrod s odporem 2-5 MQ.
Nahravani bylo filtrovano nizko pasmovou zadrzi na 5 kHz zesilovatem Axopatch 200B
(Axon Instruments) a digitalizovano pii 10 kHz pomoci pfevodniku Digidata 1440A
(Axon Instruments). Z vychoziho potencialu -90 mV byly zaznamy depolarizovany po 1 s
na 60, 40, 20, 0, -20, -40, -60 a -80 mV sjednim mezikrokem na -90 mV mezi
jednotlivymi kroky. Tento zptisob méfeni byl zalozen na dfive ziskanych zaznamech
doby trvani ak¢niho potencialu v lidskych buiikach z komor srdce v praci Lou a kol. [54].
Nasledujici zpracovani ziskanych snimka bylo provedeno pomoci softwaru NeuroPlex
(RedShirtlmaging) k prohlizeni sekvenci obrazu a k ziskani primérné fluorescence. Data
o dynamice sondy byla ziskana pomoci softwaru Clampfit (Axon Instruments).
Pro statistické zhodnoceni byl pouzit Studentiv dvouvybérovy t-test a Mann-Whitneyho
U test. [52][53][54]

Ze studie vyplyva, ze barviva ANEPPS jsou vhodna pro kratkodobé testy (kvuli
vysoké fototoxicité), kde je vyzadovana rychld odezva na zménu membranového
potencialu. Pii métfeni ArcLight senzorem se objevila ur¢itd omezeni pro pouziti. Zaprvé
fluorescen¢ni signaly vykazuji relativni, ne absolutni, membranové potencialy. Také
Casova odezva vede ke ztraté vysokofrekvencnich prvkl, coz zpisobuje malé, ale
systematické nadhodnoceni doby trvani akéniho potencialu. Dal§im limitujicim faktorem
je manipulace se samotnou sondou a jeji zavedeni do bunék. Na druhou stranu tento fakt
ptinasi 1 velkou vyhodu pouziti ArcLight. Je-li sonda jednou zavedena nevyzaduje dalsi
manipulaci, a proto je vhodné ji pouzit pro choulostivé vzorky. Vzhledem k jeji vyssi

fotostabilité je vhodna pro dlouhodobé i sériové zaznamy. [53]

Ve studii Lioa et al. [55] byl publikovan experiment monitorujici elektrickou aktivitu
jak izolovanych srde¢nich myocytd, tak celého srdce a také funkCnost a zralost
kardiomyocytd z pluripotentnich kmenovych bunék. Pro studii byl vyuzit fluorescencni
protein 2.3 (VSFP2.3) a bunky ze srdce mysi in vifro i in vivo. Pouziti geneticky
koédovanych napétovych senzort ma obrovskou vyhodu pro tyto experimenty kvuli své
neinvazivnosti a nizké toxicité. Patch-clamp technika byla aplikovana na izolované
kardiomyocyty v rezimu whole-cell. Bylo zachycovano tyrkysové a zluté fluorescencni
zateni pomoci 2 fotozesilovacich trubic napojenych na Optoscan systém (Cairn

Research). Pii voltage-clamp rezimu byl nastaven HP na -70 mV a 100 ms kroky
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po 10 mV v rozsahu od -100 mV do +50 mV. V current-clamp rezimu byly modelovany
2 nA/2 ms elektrické impulzy pifi 1 Hz. Také byly na izolovanych mySich
kardiomyocytech simulovany pfedem nahrané akcni potencialy ziskané z kardiomyocytu
kmenovych bun¢k lidského embrya (hESC) a ze svalovych bunék lidské levé srdecni
komory. Experiment probihal ve voltage-clamp rezimu pro vyhodnoceni odpovédi
fluorescen¢niho proteinu 2.3 na lidské akcni potencialy. Bylo prokazano, ze fluorescencni
vlastnosti VSFP2.3 exprimovaného v izolovanych vyzralych kardiomyocytech jsou
podobné, jako byly naméfeny na PC12 burikach a kortikalnich neuronech obsahujicich
stejny fluorescencni protein. Tedy intenzita fluorescence CFP klesa, a naopak u YFP se

zvysuje pti depolarizaci membrany. [55][56][57]
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5 EXPERIMENTANI STUDIUM
VLASTNOSTI SENZORU ASAP1

Prakticka ¢ast prace se vénuje vybranému senzoru ASAPI, ktery byl exprimovan
v buné&cné linii HEK293. Byla zvolena transientni chemickéa transfekce pomoci
polyethyleneiminu, zejména pro svoji vysokou ucinnost. Transfekéni efektivita byla

ovéefena pomoci fluorescencni mikroskopie.

Poté se pomoci vyuziti techniky patch-clamp v rezimu whole-cell snimala burika,
ktera pod riznym napétim vykazovala odli§nou intenzitu fluorescence. Holding potential
byl -80 mV. Méfeni probihalo pro hodnoty membranového napéti v rozmezi od -120 mV
po +40 mV skrokem 10 mV. Nasledné¢ byly =ziskané snimky analyzovany
v programovacim prosttedi MATLAB. Podrobnéjsi postup experimentu je rozepsan

v nasledujicich podkapitolach.

5.1 Kultivace a transfekce bunék HEK293

Buriky HEK293 byly 24-48 hodin pied transfekci nasazeny na petriho misky s povrchem
9,2 cm? v hustoté 5x10*/ml. Bylo ptidano 2 ml kultivaéniho média DMEM s 10% FBS,
1% penicilinu/streptomycinu a 1% L-Glutamine. Kultiva¢ni médium bylo po 24 hodinach
vymeénéno za Cerstvé. Kultivace probihala za standartnich podminek pfi 37°C a atmosféie

obsahujici 5 % CO; pro dosazeni optimalni konfluence a morfologie.

Pro pfipravu transfekéniho mixu bylo pouzito 110 pl 150 mM NacCl, ve kterém byla
rozpusténa DNA s vyslednou koncentraci 1,27 pg/ml. Nésledné byl pfidan transfekcni
reagent PEI s vyslednou koncentraci 4 pl/ml. Smés byla poté inkubovana 10 min
pii pokojové teploté. Po inkubaci bylo ptivodni kultivacni médium nahrazeno Cerstvym,
obsahujicim transfekcni mix. Buiky byly poté inkubovany 48 hodin pti 37°C a 5% CO»

v atmosfére, kultivacni médium bylo opét obnoveno po 24 hodinéach.

5.2 Patch-clamp

Pro experiment byly zvoleny mikroelektrody z borosilikatového skla, které byly
zhotoveny z dodavanych mirkokapilar (World Precision Instruments, Inc.) na tahaci
mikroelektrod (DMZ Universal Puller). Tahaci program byl zvolen P(A)50
s druhou teplotou 675 °C. Nasledné byly hroty mikroelektrod polishovdany zhavicim
dratkem. Mikroelektrody meély odpor 1,8-2,4 MQ. Mikroelektroda byla naplnéna
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pipetovym roztokem ze sloucenin s nasledujicimi koncentracemi (v mmol): 4 NaCl,
120 KCl, 4 MgCl,, 4 CaCl,, 5 HEPES, 10 EGTA a 3 Na,ATP. Osmolarita tohoto roztoku
byla 280 mOsm a pH 7,2.

Elektrody byly plnény pomoci injekéni stiikacky s mikrofilamentem, tak aby
nevznikla bublina, ktera snizuje amplitudu pfijimaného signalu. Tim vznikaji chyby
v méfeni. Bublin se Ize zbavit jemnym pohybem mikrofilamenta, opatrnym piejetim
na stén¢ mikroelektrody vroubky pinzety. Dal§i moznosti je mirny pfetlak po pfipojeni

na mikromanipulator.

Po vyjmuti bun€k z inkubatoru bylo odstranéno médium a pfidany piiblizné 2 ml
koupelového roztoku s osmolaritou 304 mOsm, pH 7,4 a se slozenim ze sloucenin
s koncentracemi (v mmol): 140 NaCl, 4 KCI, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 10 HEPES
a 10 D-Glucose. Oba roztoky byly vyhraty na 37 °C.

Mikroelektroda byla piipojena na hlavicc HEADSTAGE CV 203BV (Axon
Instruments) mikromanipulatoru MP-225 (Sutter Instruments), zesilova¢ Axopatch 200B
(Axon Instruments) a prevodnik Digidata 1440A (Axon Instruments). Nasledné byl signal
v pocitali zobrazen v softwarovém prostiedi Clampex 10.4 (Axon Instruments). Poté

byla mikroelektroda ponotfena do vodni lazné s adherovanymi burikami.

Pfed meéfenim byla nejdfive vyhledand burika s fluorescencnimi vlastnostmi
pomoci pfepinani mezi svétlym a fluorescenénim polem mikroskopu Olympus IX73.
Meéfena buiika by neméla byt soucasti shluku bunék, coz by mohlo ovlivnit vytvoreni
gigaseal. V softwaru byl nastaven rezim Bath a pomoci manipulatoru pohybem ve vSech
tfech osach byla mikroelektroda posunuta do stfedu buriky. Poté pohybem ve sméru osy
z byla burika mirné stlacena, dokud se amplituda signalu nezmensila pfiblizn€ o jednu
tretinu a vyvinutim podtlaku byl vytvofen gigaseal. Pti vytvofeni gigaseal byl software

Clampex ptepnut do rezimu Patch a amplituda signalu byla nulova.

Nastavil se pozadovany vychozi HP postupnymi kroky po 10 mV na -80 mV.
Pro dosazeni pracovniho modu whole-cell byl dale vyvijen podtlak, az doslo k otevieni
bunécné membrany. Signal mél opét amplitudu, tentokrat srychlym nastupem
a pozvolnym sestupem. Na zesilovaci se pii spravném otevieni buiky a seal v fadu GQ

objevila hodnota -40 mV, coz odpovidalo vnitinimu napéti bunék HEK293 [58].

Software se prepnul do rezimu Cel/l. Fotoaparatem Nikon D3100 byla pofizena
fotka pfi nastavenim HP -80 mV. Doba expozice jedné fotografie byla 2 s, ISO 100,
zvétSeni mikroskopu 40x. Nejdiive byly pofizeny snimky pfi hyperpolarizaci do -120 mV
s krokem 10 mV a poté snimky pii depolarizaci membrany z vychoziho HP az po +40 mV
se stejnym krokem.
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5.3 Analyza dat

Analyza dat byla zrealizovana pomoci programovaciho prosttedi MATLAB. Pro snadnou

a rychlou analyzu bylo vytvofeno grafické uzivatelské rozhrani (GUI). Na obr. 16 je

zobrazeno GUI po spusténi.

Jednoducha maska z HP (cervena)

Nacti Prumer [%] |Smer. odchylka
Holding potential| _gg Pocet bunek: o Od bunky cislo: 1 2120 192194 6.4189
Zavrit -110 155168 3.8485
-100 77727 2.8320
30 T T T T T T T T T T T T T T T T T
-90 31198 17130
95 F -80 0 0
-70 32215 0.1871
20 F -60 -7.3168 1.6304
-50 -10.5813 3.4653
15+ -40 -16.1085 4.7087
-30 -19.3310 49136
10 | -20 223482 3.7079
-10 247770 44473
T 5f 0 -27.4170 3.7480
5 10 -30.2083 3.3295
S 20 -34.6626 3.0440
8 30 382332 21527
@ By 40 -40.9017 2.0374
% Prumerovana maska (cerna)
= 10}
= Prumer [%] |Smer. odchylka
=l -120 19.2273 6.4195
L i -110 15,5241 38482
o L -100 77773 2.8330
@ 20
& -90 3.1222 1.7130
El =251 -80 0 0
-0 32212 0.1869
a0t -60 -7.3178 1.6296
-50 -10.5831 3.4655
a5l -40 -16.1125 4.7096
-30 -19.3350 49136
40 -20 -22.3545 3.7089
-10 247835 44468
45| 0 -27.4245 37474
10 -30.2186 33277
50 . . L . . . . L . . . . L . . . . 20 348720 30413
-120 -110 -100 -90 -80 -70 60 -50 40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 0 382441 21491
Hodnota membranoveho napeti [mV] 40 -40.9137 2.0343

obr. 16: GUI pro analyzu zmény intenzity fluorescence

Pro spravné nacteni byly snimky pfejmenovany. Pfedpona X- (01-, 02-, 03-, ...)

oznacuje Cislo buiky. Nasleduje oznac¢eni hodnoty membranového napéti, ptfi kterém byl

snimek pofizen (-120, -110, ... 0, 10, 20, 30, 40) a koncovka .jpg. Pro spravnou funkci

programu musi byt vSechny snimky vSech buné¢k, které maji byt analyzovany ve stejné

slozce jako program.

V programu lze nastavit vychozi HP méfenych bunek, pocet bunék, které maji byt

analyzovany, a Cislo bunky, od které maji byt buriky analyzovany. Tlacitkem Nacti se

provede analyza vSech zadanych snimkl. Program pracuje s obrazky prevedenych

do Sedotonové stupnice. Vystupem je graf a tabulky zobrazujici procentudlni zmeénu

intenzity fluorescence vzhledem k intenzit¢ pii HP. V obou pfipadech je zobrazena

1 smérodatna odchylka. Hodnoty v tabulkach jsou uvedeny v % s presnosti na 4 desetinna

mista. Vyvojovy diagram pro cely program je uveden na obr. 17.
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‘ Analyza bunék |

Pocet a identifikace bunék
Holding potential (HP)

l

Pruchod pres vSechny buriky >

+

Generuje jednoduchou masku (dle snimku pfi HP)
Analyzuje buriku pomoci masky

l

Generuje primérovou masku
Analyzuje buriku pomoci masky

|
J

Vykresli graf a vypiSe do tabulky hodnoty

obr. 17: Vyvojovy diagram pouzitého programu

Pozadi bylo odstranéno pomoci aplikace masky. Nejdiive byla zjisténa maximalni
a minimalni hodnota Sedi. Snimek byl rozdé€len na hladiny a hodnota kazdého pixelu byla
pfifazena do nejblizsi nejnizsi hladiny. V nulové hlading se nachézely pixely pozadi a tim
padem neovlivnily nasledujici analyzu. Byly zvoleny 2 typy masky — jednoducha
a prumérovana. Jednoducha maska byla vytvarena ze snimku s HP a pak aplikovana
na vSechny snimky jedné buiky. Primérovana maska byla vytvorena pro kazdy snimek
jedné bunky zvlast a nasledné zprimérovana. Tato zprimérovana maska aplikovana
na vSechny snimky jedné buiky. Vyvojovy diagram pro generovani jednoduché masky

znazornuje obr. 18, obr. 19 pro masku primérovanou.
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C Generuj jednoduchou masku )

Snimek se pfevede na stupné Sedi

'

| Ziisti se maximalni a minimélni hodnota dedi |

l

| Vypotita se rozsah hiadin skalovani |
| Kazdy pixel se piidruzi k nejblizsi nizsi hlading |
v

| Pixely nenulovych hladin se zméni na hodnotu 1 |

maska

( Konec }

obr. 18 Vyvojovy diagram pro vypocet jednoduché masky

@eneruj primérovou maskD
|

V§echny snimky jedné buriky

l

Prichod pfes viechny
snimky jedné buriky -

+

Snimek prevede na jednoduchou masku

|
l

Zpriméruje masky ze vdech
snimk( do jedné masky

]
a7

obr. 19: Vyvojovy diagram pro vypocet primérované masky

Na obr. 20 je ukazka jedné jednoduché masky, ktera je aplikovana na butiku. Maska
vzdy obsahovala jen nulové hodnoty pro pozadi a vSechny nenulové hodnoty maji
hodnotu 1. Pro snadnéjsi viditelnost masky, byly v tom to obrazku hodnoty 1 pfevedeny
na stuperi Sedi 255.
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obr. 20: Ukazka jednoduché masky

Dalsi analyza probéehla podle primérného stupné Sedi ze snimku (obr. 21). Primeéry
ze vSech bunék pro jednotlivé hodnoty membranového napéti se zprumérovaly. Hodnoty

byly standardizovany vzhledem k hodnoté ze snimku s HP. Zména intenzity fluorescence

Analyzuj buriku

Maska
V3echny snimky jedné buriky

. Pruchod pres v&echny
snimky jedné burnky _

+

ve snimku s HP je nulova.

Prevede snimek do stupniu sedi
Odstrani okoli bufiky aplikovanim masky
Vypocita primér stupnu Sedi bunky

|
!

Seznam praméru viech
snimk( buriky

}

obr. 21: Vyvojovy diagram pro analyzu primérn¢ho stupné Sedi ve snimku

Nasledné byla vypocitdna smeérodatnd odchylka pro hodnoty pifi jednotlivych
membranovych napéti. Do grafu byla vynesena ,,zpramérovana“ primérna hodnota jasu
1 smérodatna odchylka. Hodnoty ziskané z jednoduché masky byly vykresleny Cervené,

hodnoty z primérované masky Cerné.
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6 DISKUZE VYSLEDKU

Snimky jedné buriky prevedené do Sedotonové stupnice znazoriiuje obr. 23. Na obrazku
je vidét, ze burika je pfi hyperpolarizaci (membranovy potencial -120 mV) zarivejsi nez
bunka drzena na HP. Naopak pfi depolarizaci (membranovy potencial +40 mV) vykazuje

burnka fluorescence ve srovnani s burikou pti HP nizsi urover fluorescence.

obr. 22: Ukazka snimku buiiky pfi riznych hodnotach napéti prevedena do Sedoténové stupnice
(vlevo hodnota napéti -120 mV, uprostied HP -80 mV, vpravo +40mV)
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25 7
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A5 q

Zmena intenzity fluorescence [%]

=26 b

451 .

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-120 110 -100 90 80 -70 60 -50 40 30 -20 -10 0O 10 20 30 40
Hodnota membranoveho napeti [mV]

obr. 23: Graf zmény intenzity fluorescence pro 1 buiiku
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tab. 1: Hodnoty zmény intenzity pro jednu buriku

Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
napéti - —— - napéti - —— -
Jednoducha Primérovana Jednoducha Primérovana
[mV] [mV]
maska maska maska maska
-120 23,7582 23,7666 -30 22,8054 22,8095
-110 18,2381 18,2452 -20 24,9711 24,9756
-100 9,7752 9,7805 -10 -27,9217 27,9279
-90 43311 43335 0 -30,0673 -30,0743
-80 0 0 10 -32,5626 -32,5697
-70 -3,3537 -3,3534 20 36,8151 36,8234
-60 -8,4696 -8.4701 30 39,7554 39,7637
-50 -13,0316 -13,0336 40 42,3423 42,3522
-40 -19,4388 -19,4427

Z grafu a tabulek udavajicich naméfené hodnoty zmeény fluorescence jednotlivych
bunék je vidét, ze burky, které maji vysS$i intenzitu fluorescence, tzn. maji vice
exprimovaného plazmidu ASAPI, tedy jejich nestandardizovany pramér jasu v obrazku
je vyssi, se vypocty zmény intenzity jednoduchou a primérovanou maskou téméf nelisi,
maximalné o par setin procenta. To je znazornéno v tab. 1, kde jsou zvyraznény hodnoty,
u kterych lze odliSnost pozorovat i na grafu (obr. 23). Intenzivngji zafici buiiky maji
ostiejsi pfechod mezi buiikkou a pozadim, coz ma vliv na vytvofeni masky. Pro buriky,
které maji méné exprimované¢ho plazmidu ASAP1, dochazi k rozdilu mezi maskami
v fadu jednotek procent (obr. 24, tab. 2). Nejvétsi rozdil je pii napéti +40 mV 2,13 %,
pii hodnoté napéti +10 mV je rozdil ve vypoctu o 2,1 %. Je to dano tim, Ze jednoducha

maska je ovlivnéna vice Sumem pozadi (obr. 25).
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obr. 24: Graf pro buiiku obsahujici mén¢ exprimovaného plazmidu

tab. 2: Hodnoty zmény intenzity pro buriku obsahujici mén¢ exprimovaného plazmidu

45

Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
napéti - —— - napéti - —— -
[mV] Jednoducha Primérovana [mV] Jednoducha Primérovana

maska maska maska maska

-120 8,8656 10,1922 -30 -7.5676 -8,6023

-110 6,4937 7.4756 -20 -8,8058 -10,0220

-100 4,7238 5,4449 -10 -10,8282 -12,3409
-90 3,2274 3,7309 0 -12,6385 14,4151
-80 0 0 10 -14,7893 -16,8800
-70 -1,7927 -2,0523 20 -18,5419 20,1867
-60 -3,9739 -4.4856 30 -19,8924 21,7338
-50 -4,9494 -5,6032 40 -21,8589 23,9886
-40 -6,5356 -7.4207




obr. 25: Jednoducha maska (vlevo) a pruimérovana maska (vpravo) pro buiiku obsahujici méné

exprimované¢ho plazmidu

Procentualni zména intenzity fluorescence vSech bunék i se smérodatnou odchylkou
je znazornéna na obr. 26. Cervené jsou vykresleny hodnoty ziskané aplikaci jednoduché
masky a Cerné hodnoty ziskané aplikaci primérované masky. Ziskané hodnoty jsou
uvedeny v tab. 3.
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obr. 26: Graf zmény intenzity fluorescence v jednotlivych hodnotach membranového napéti

(hodnoty ziskané aplikaci jednoduché masky — ¢erveng, primérované — ¢erng)
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tab. 3: Hodnoty procentualni zmény intenzity pfi jednotlivych membranovych napétich
a sm¢rodatna odchylka pro ob¢ aplikované masky

Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
Ifif\é,? J eiﬁggﬁ:hé (o) IE?I?ST Prﬁﬁi;i;ané (o)

-120 15,7681 7.5056 -120 16,2156 6,9149

-110 12,5091 58774 -110 12,8413 5,3849

-100 6,7564 2,6662 -100 6,9998 2,4138

-90 3,1557 1,2129 -90 3,3251 1,2612

-80 0 0 -80 0 0

-70 -2,7452 0,8354 -70 -2.8316 0,6877

-60 -6,2025 22481 -60 -6,3738 2,0004

-50 -8,7040 4,0714 -50 -8,9231 3,7777

-40 12,9175 6,4527 -40 13,2152 6,0227

-30 -15,4099 7.6287 -30 -15,7575 7,1041

-20 17,8347 8,2471 -20 -18,2437 7.5873

-10 20,1274 8,6456 -10 -20,6360 7.8418

0 -22.4909 8,9345 0 -23,0880 7,9647

10 25,0686 92082 10 25,7711 8.0514

20 -29.2890 9.5530 20 29,8441 8,6356

30 32,1196 10.6979 30 -32,7406 9,6526

40 34,5541 11.0883 40 -35,2720 9,8771

Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze pfti hyperpolarizaci bunécné membrany intenzita
fluorescence roste. Pfi napéti -120 mV je zmeéna intenzity o 16,22 % + 6,9 % oproti
zafivosti pii HP. Pfi depolarizaci membrany intenzita fluorescence témér linearné klesa.
Pfi napéti +40 mV je pokles zareni o -35,27 % + 9,88 %. Celkovd zména intenzity
z -120 mV na +40 mV je 51,49 %. Uvedena procentualni zména je brana z analyzy
s aplikaci prumérované masky, protoze jak bylo feCeno vySe, je presn€jsi pro vSechny

bunky.

Analyza dat pomoci obou masek se 1isi v fadu desetin procent. Nejvétsi odlisnost je
pii hodnoté napéti +40 mV o 0,72 %. Vypocet primérované masky je ~ 30x delsi, ale

vypocet se stale pohybuje v fadech desetin s.
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ZAVER

Tato prace se zabyva problematikou membranovych napétovych senzort, které pomahaji
pochopeni chovani a funkce bunéénych populaci monitorovanim vzniku a Sifeni akénich
potencialll. Prace se zaméiuje na fluorescencni sondu ASAPI, ktera je povazovana

zajednu znejvice efektivnich sond. U senzoru ASAP1 byly sledovany vlastnosti

pii zméné membranového napéti buriky z bunécné linie HEK293.

Jelikoz fluorescenéni sondy jsou plazmidy, museji byt transfekovany do bunék, kde
mohou byt exprimovany. Prvni Cast této prace se proto vénuje kultivaci bunék se
zaméfenim na bunécnou linii HEK293. Dale je zde popsana teorie transfekce plazmidu.
Blize je diskutovana transientni chemicka transfekce spomoci polymeru
polyethyleniminu, ktera byla zvolena v daném experimentu pfedevsim pro svoji vysokou
ucinnost. Je zde také popsana elektrofyziologicka metoda patch-clamp, na které je

zalozena experimentalni Cast prace.

Praktickd cCast prace upiesiiuje okolnosti pro dosazeni optimalni konfluence
a morfologie béhem kultivace a také dodrzené podminky pfi transfekci bunék. Pracovnim
moddem pro techniku patch-clamp byl zvolen whole-cell s holding potential -80 mV.
Experiment probihal pfi zméndch membranového napéti v rozmezi od -120 mV
po +40 mV s krokem 10 mV. V jednotlivych zménach membranového napéti byl pofizen
snimek pro vyhodnoceni. Pro analyzu byl vytvofen program v programovacim prostiedi
MATLAB. Program je zalozen na vyhodnoceni primérného stupné jasu v obrazku

s aplikaci dvou masek.

Navrzeny experiment byl realn€ otestovan pifi 20 méfenich, pfi¢emz z nich byly
kvali problémim s kontaminaci plisnémi, kompletné zmeéfeny pouze tfi buriky. Analyza
ziskanych bunék prokazala, ze pifi hyperpolarizaci bunéné membrany intenzita
fluorescence roste, pii napéti -120 mV je to o 16,22 % + 6,9 %. Pii depolarizaci
membrany intenzita fluorescence téméf linearné klesa. Pti napéti +40 mV je pokles zareni

0 -35,27 % + 9,88 % oproti intenzité zafeni pii napéti -80 mV.

Experiment provedeny v této praci by se dal s drobnymi upravami modifikovat
pro rizna méfeni, obdobné jako je popsano v kapitole 4.3. Bylo by mozné pouzit
neuronové bunky, kardiomyocyty nebo zkoumat vlastnosti jinych membranovych
napétovych senzord, pripadné barviv. Pro naslednou analyzu by bylo mozné vyuzit

vytvoreny program. Program umoziuje volit vychozi potencial a také pocet bunek, které
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maji byt zpracovany. Nyni v ném Ize analyzovat experimenty s maximalnim rozsahem
membranového napéti od -120 mV az po +40 mV, ktery byl dostacujici v této praci.
Po drobné upravé kédu by bylo mozné analyzovat i experimenty, které by potfebovaly
testovat butiky ve vétSim rozsahu membranového napéti. Snimky mohou byt vkladany

v barevné i Sedotonové stupnici.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

Arch — sondy na bazi mikrobialniho rhodopsinu Archaerhodopsin 3

ASAPI - Accelerated Sensor of Action Potentials 1

c¢pGFP - Circularly Permuted GFP; cirkularni zeleny fluorescencni protein
DsRed - Discosoma striata Red, ¢erveny fluorescenc¢ni protein

EBFP - Enhanced Blue Fluorescent Protein; modry fluorescen¢ni protein
ECFP - Enhanced Cyan Fluorescent Protein; azurovy fluorescencni protein
EGFP - Enhanced Green Fluorescent Protein; substituovana varianta zeleného

fluorescencni proteinu

EYFP  —Enhanced Yellow Fluorescent Protein; zluty fluorescencni protein
P — Fluorescenéni protein

GFP — Green Fluorescent Protein; zeleny fluorescenéni protein

Gul — Grafické uzivatelské rozhrani

HcRed  — Heteractis crispa Red; Cerveny fluorescencni protein

HEK293 — Human Embryonic Kidney cells; ledvinné buriky z lidského embrya

HP — holding potential

PEI — kationovy polymer polyethylenimin

VSD — Voltage-Sensing Domain; napétove citliva oblast

VSFP  — Voltage-Sensitive Fluorescent Protein; fluorescencni protein citlivy
na napéti

wtGFP  — Wild Type GFP; divoky gen GFP
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SEZNAM PRILOH

A Obsah pfilozeného CD
B Manual ke grafickému uzivatelskému rozhrani (GUI)

C Vyhodnoceni jednotlivych bunek
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A OBSAH PRILOZENEHO CD

Na pfilozeném CD je program urCeny ke spusténi grafického uzivatelského rozhrani
(GUI) — gui.m, gui.fig vytvofené v programovacim prostfedi MATLAB, manual
pro ovladani programu a READ ME soubor.

Déle jsou zde vlozeny vSechny snimky jednotlivych bunék, které byly ziskany
behem praktické Casti této prace a na kterych probéhla nasledna analyza. Jedna buiika ma
17 snimkd, jeden snimek pro jednu hodnotu membranového napéti (od -120 mV az +40
mV s krokem 10 mV). Snimky jsou pojmenovany podle potfeb pro program uvedenych

v manualu.
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B MANUAL KE GRAFICKEMU
UZIVATELSKEMU ROZHRANI (GUI)

Pro spravnou funkci se program musi nachazet ve stejné slozce jako snimky, které maji

byt analyzovany. Minimalni konfigurace je MATLAB 2013a.
Snimky musi byt pojmenované nasledujicim zptisobem:
e predpona X- (01-, 02-, 03-, ...) oznacuje ¢islo burky

e nasleduje oznaceni hodnoty membranového napéti, pfi kterém byl snimek
potizen (-120, -110, ... 0, 10, 20, 30, 40)

e koncovka .jpg.
e priiklad: 01--120.jpg

Po otevieni programu se spusti GUI (obr. 27).

Jednoducha maska z HP (cervena)

Nacti Prumer [%] Smer. odchylka
Holding potential] _gp Pocet bunek: 1 0d bunky cislo 9 120
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obr. 27: GUI po spusténi s prednastavenymi hodnotami
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Na obr. 28 je detailnéji zobrazena ¢ast GUI, ktera je ovladana uzivatelem. Do vSech
tfech boxa je nutné zadavat pouze Cisla, v pfipade holding potential muze Cislo zacit
znaménkem minus. Po spusténi programu jsou prednastaveny hodnoty, které jsou
uvedeny na obr. 28. Po nastaveni pozadovanych hodnot se zmackne klavesa Enfer nebo
tlacitko Nacti.

Macti
Holding potential] Pocet bunek: Od bunky cislo:
&0 1 1

Zavrit

obr. 28: Cast GUI ovladana uZivatelem

Ménitelné boxy pro nastaveni analyzy:

e Holding potential: Pro zadani holding potential, pfi kterém méfeni probihalo.
Podle této hodnoty bude vytvorena jednoducha maska a také v této

hodnoté bude zména intenzity fluorescence nulova.
e Pocet bunek: Urcuje poCet bunék, které maji byt analyzovany.
o  Od bunky cislo: Udava, od kolikaté buriky ma prob&hnou pozadovana analyza.

Jsou-li hodnoty v ménitelnych boxech zadany Spatné — neexistujici HP, pocet bunék,
které chce uzivatel analyzovat, objevi se chybova hlaska. Tato chybova hlaska se muze

objevit, nejsou-li soubory ve stejné slozce nebo jsou §patné pojmenované.

Po zpracovani podle zadanych hodnot programem se vykresli graf a zobrazi data
v tabulce. V obou piipadech je zobrazena i smérodatna odchylka. Vystupni hodnoty
ziskané aplikaci jednoduché masky jsou vykresleny do grafu Cervené a ziskané aplikaci

prumérované masky jsou vykresleny cerne.

Na obr. 29 je uveden piiklad vysledného grafu pfi HP -80 mV a analyze
na 3 burikach. Piiklad vystupnich hodnot v tabulkéch pro stejné zadani jako je uvedeny
graf znazoriuje obr. 30. Hodnoty v tabulkach jsou uvedeny v procentech s presnosti

na 4 desetinna mista.
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obr. 29: Priklad grafu pfi zadaném HP -80 mV a analyze na 3 burikach

Jednoducha maska z HP (cervena)

Prumerovana maska (cerna)

Prurmer [ %] |5mer. odch],rlka|

-120
-110
-100
-90

15.7681
12.5091
6.7564
3.1557

0
-2.7452
-5.2025
-8.7040
1289175
-15.4099
-17.82347
-20.1274
-22.4509
-25.0686
-28.2850
-32.1196
-34.5541

7.5056
5.8774
26662
1.2129
0
0.8354
2.2481
4.0714
6.4527
T.6287
5.2471
8.6456
8.9345
§.2082
9.5530
10.6979
11.0883

Prumer [%£] | Smer. odchylka|
-120 16.2156 69149
-110 12.8413 5.3849
-100 §.9958 24138
-390 3.3251 1.2612
-30 0 0
-70 -2.8316 06877
-60 -5.3738 2.0004
-50 -8.9231 = ST
-40 -13.2152 8.0227
-30 -15.7575 71041
-20 -18.2437 7.5873
-10 -20.6350 7.8418
0 -23.0830 70647
10 -25.7711 2.0514
20 -28.8441 8.6358
30 -32.7406 06526
40 -35.2720 §.8771

obr. 30: Priklad tabulek pii zadaném HP -80 mV a analyze na 3 bunikach
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C VYHODNOCENI JEDNOTLIVYCH BUNEK
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30

25

201

15

10

Zmena intenzity fluorescence [%]

=120

=110 -100 -850

-80 -70 60

=50

=40 -30

=20 -10 0 10

20 30 40

Hodnota membranoveho napeti [mV]

obr. 31: Graf zmény fluorescence podle membranového napéti buiky 1

tab. 4: Hodnoty procentualni zmény fluorescence podle membranového napéti buriky 1
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Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
napéti Jednoducha Prumérovana napéti Jednoducha Prumgérovana
[mV] maska maska [mV] maska maska
-120 23,7582 23,7666 -30 -22.8054 -22.8095
-110 18,2381 18,2452 -20 -24 9711 -24 9756
-100 9,7752 9,7805 -10 -27.9217 -27.9279
-90 43311 43335 0 -30,0673 -30,0743
-80 0 0 10 -32,5626 -32.5697
-70 -3,3537 -3,3534 20 -36,8151 -36,8234
-60 -8,4696 -8,4701 30 -39,7554 -39,7637
-50 -13,0316 -13,0336 40 -42.3423 -42.3522
-40 -19,4388 -19,4427
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30

28

201

156

10

Zmena intenzity fluorescence [%]

=120

-110

-100 -80

-B0

-0 -60

-50

-40

-30

-20

=10

0

10

20

30

40

Hodnota membranoveho napeti [m\V]

obr. 32: Graf zmény fluorescence podle membranového napéti buiky 2

tab. 5: Hodnoty procentualni zmény fluorescence podle membranového napéti buriky 2
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Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
napéti Jednoducha Prumérovana napéti Jednoducha Prum¢rovana
[mV] maska maska [mV] maska maska
-120 14,6806 14,6880 -30 -15,8566 -15,8606
-110 12,7955 12,8030 -20 -19,7272 -19,7333
-100 5,7702 5,7740 -10 -21,6323 -21,6392
-90 1,9086 1,9110 0 -24.7668 -24. 7747
-80 0 0 10 -27,8539 -27.8636
-70 -3,0892 -3,0890 20 -32,5102 -32,5223
-60 -6,1639 -6,1655 30 -36,7111 -36,7244
-50 -8,1310 -8,1326 40 -39,4610 -39.,4753
-40 -12,7782 -12,7823
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obr. 33: Graf zmény fluorescence podle membranového napéti buiky 3

tab. 6: Hodnoty procentualni zmény fluorescence podle membranového napéti buriky 3
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Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%] | Hodnota | Zména intenzity fluorescence [%]
napéti Jednoducha Prumérovana napéti Jednoducha Prum¢rovana
[mV] maska maska [mV] maska maska
-120 8,8656 10,1922 -30 -7,5676 -8,6023
-110 6,4937 7,4756 -20 -8,8058 -10,0220
-100 47238 5,4449 -10 -10,8282 -12,3409
-90 3,2274 3,7309 0 -12,6385 -14,4151
-80 0 0 10 -14,7893 -16,8800
-70 -1,7927 -2,0523 20 -18,5419 -20,1867
-60 -3,9739 -4.4856 30 -19,8924 -21,7338
-50 -4.9494 -5,6032 40 -21,8589 -23,9886
-40 -6,5356 -7,4207




