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Anotace:

Cilem této prace bylo pfipravit sérii fluorescentné znacenych konstruktl na bazi prestinu,
exprimovat tyto konstrukty v sav¢ich bunikdch a zméfit jejich linearni dichroismus metodou
dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie, za ucelem ptipravy geneticky kodované optické sondy
membranového napéti. Tato prace uvadi do souCasnych zplsobii sledovani elektrickych
vzruchl v neuronech, poskytuje informace o metodé dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie,
popisuje naSe vysledky pii ptipravé zminovanych konstrukti a shrnuje nase mikroskopicka

pozorovani.

Annotation:

The aim of this work was to create a series of fluorescently labeled constructs based on the
motor protein prestin, express these constructs in mammalian cells, and measure their linear
dichroism by two photon polarization microscopy, in order to develop a genetically encoded
optical probe of cell membrane voltage. This thesis provides an introduction to current
methods of observing electrical activity in neurons, describes the method of two-photon
polarization microscopy, describes our results in preparing the abovementioned constructs,

and summarizes our microscopic observations.
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1. Uvod

Mozek je tidici organ celé nervové soustavy. Jeho zdkladni funkéni a anatomickou
jednotkou je neuron. Tato burika je velmi specializovand. Je schopna pfijimat, zpracovavat a
odesilat signaly, kterymi ovladd nase télo. Mnoho aspekti zpracovani téchto signala
jednotlivymi nervovymi butikami i celym mozkem ziistdvd neprozkoumanych. Dulezitym
typem pienosu signdlli v neuronech jsou zmény elektrického napéti na bunécné membrané.
Pro pochopeni funkce neuronovych obvodu je tieba sledovat tyto zmény elektrického napéti
v n€¢kolika neuronech soucasné. Toto vSak v souCasné dob¢ az na vyjimky neni proveditelné.
Dlouhodobym cilem nas$i prace je vyvinout optickou metodu, umoziujici pozorovani
jednotlivych akénich potencialii v ptesné definovanych souborech neuronii.

Nasledujici ¢asti struéné shrnuji pribeéh pienosu signalu v neuronech a popisuji
soucasné¢ metody sledovani membranového napéti a jinych znamek aktivity neuronu. Dale

uvadéji nés piistup k feSeni problému, shrnuji a diskutuji nase vysledky.

1.1. Prenos signalii v neuronech

Dilezitou soucasti prenosu informaci v mozku je Sifeni elektrickych vzruchli po
spojnicich mezi neurony (axonech, dendritech). Mezi vné&jSim a vnitfnim povrchem
nervového vldkna je klidovy potencidlovy rozdil ptiblizné -50 az -90mV. V okamziku
prichodu vzruchu nervovym vldknem se méni iontovd rovnovdha na membrang. Néhle je
zvysena propustnost membrany pro Na' a tento kation se pfesunuje dovnitf neuronu. Nastava
depolarizace az na +40mV. Dale nasleduje zvyseni permeability membrany pro K ionty, tim
nastava jejich proudéni ven z buiky, ¢imZ se vyrovna ak¢ni kolisnuti membranového
potencidlu (nastava repolarizace). Kolisnuti membranového potencidlu (tzv. akéni potencial)
trva ptiblizn€ 1-2ms.

Kdyz akéni potencidl dosdhne nervového zakonceni axonu, depolarizace membrany
vyvola uvolnéni Ca® iontl ze zaporn& nabitych &asti membrany a tim umozni priichod Na™ a
K" iontd. Soucasnd dochazi ke zvyseni koncentrace Ca®" uvniti presynaptického vacku, tim
dochazi ke stimulaci synaptickych vacku, které uvolni v nich obsazeny nervovy mediator do

synaptické Stérbiny.
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norepinefrin, epinefrin, serotonin, histamin) a nékteré aminokyseliny (glutamat, aspartat,
kyselina gama-aminomaselna (GABA), glycin a taurin). Interakce mezi neurotransmitery a
receptory v postsynaptickém vacku vedou ke zméné¢ membranovych potenciald a ke vzniku

akéniho potencidlu na prvnim Ranvierové zafezu postsynaptického neuronu. (Trojan S., 2003)

1.2. Metody zkoumani aktivity neuronu

Béhem poslednich let bylo vyvinuto mnoho metod zkoumajicich aktivitu neuronu.
Zékladem téchto metod jsou rizné fyzikalni a molekularni procesy, jejichz prostiednictvim
lze sledovat rozmanité aspekty neuronové aktivity. RozliSujeme metody pifimého meéieni
elektrického napéti a optické metody, vyuzivajici optické sondy, at’ jiz syntetické nebo
geneticky kodované (nejcastéji fluorescentni proteiny).

Jednou z nejpouzivangjSich metod méieni elektrické aktivity neuronu je tzv. bunééna
elektrofyziologie. Tato metoda sleduje elektrické napéti na membrané buiiky piimo, pomoci
duté sklenéné mikroelektrody. Na urovni jednotlivych bunék poskytuje tato metoda velice
dobré vysledky. Umozniuje sledovani jednotlivych akénich potencidll, ale 1 elektrickou
stimulaci neuroni. Omezenim této metody je obtizné pozorovani vice nez jedné bunky a
invazivnost pfi sledovani aktivity neuronti v zivych organismech.

Obdobou bunécné elektrofyziologie na urovni celého mozku je elektroencefalografie
(EEG). Vétsinou je vyuzivano 18 a vice elektrod, které jsou umisténé na povrch hlavy. Zde
snimaji malé zmény elektrického potencidlu vytvorené neurony na povrchu mozku. Tato
metoda ale zdaleka neumoziiuje sledovani jednotlivych neurond, natoz jednotlivych akénich
potencialil.

Dalsi metodou pro zobrazovani aktivity mozku je metoda funkéni magnetické
rezonance, fMRI (functional magnetic resonance imaging). Tato metoda je zaloZena na
principu mapovani pfitomnosti okyslicené krve v riznych ¢astech mozku. Pfi navazani
molekuly kysliku na molekulu hemoglobinu pfitomnou v krvi se molekula hemoglobinu
zacne chovat diamagneticky. To vytvari lokdlni nehomogenitu magnetického pole, kterd je
dale detekovana. Metoda fMRI umoziiuje neinvazivné mapovat aktivitu celého mozku, avsak
nikoliv na trovni jednotlivych neuront a akénich potencidlti. (FMRI TEAM Brno [online].

2004)



Méné zndma metoda optical imaging of intrinsic signals (OIS) mapuje aktivitu
mozku méfenim zmén v odrazivosti svétla tkdni v zavislosti na fyziologickych procesech
probihajicich v buiice. Vyuziti této pomémé rychlé metody je naptiklad pii sledovani
mozkové aktivity béhem operace mozku. OIS ale zatim nemé pozadované rozliSeni pro
sledovani jednotlivych akénich potencidlii jednotlivych neurond. (Laboratory of Neuro

Imaging [online]. 2008)

1.3. Optické metody

Funkce neuronu je mozné sledovat mikroskopickym zobrazovanim za vyuziti
vhodnych fyzikélnich jevii. Vyuzivany jsou napf. druha harmonicka emise nebo rtizné aspekty
fluorescence, at’ uz malych molekul nebo fluorescentnich proteinti. Tato kapitola je vénovana

prave optickym metodam.

1.3.1. Metoda druhé harmonické emise (second-harmonic imaging

microscopy)

Tato metoda je zalozena na detekci konverze laserového svétla na svétlo o
dvojnédsobné frekvenci, ke které miize dochdzet pii prichodu intenzivniho svétla vysoce
polarizovatelnymi  materidly sklddajicimi se zcentraln¢ nesymetrickych molekul
(harmonoford). Uginnost této konverze zavisi na molekularnim prostfedi v okoli
harmonoforu, tj. napf. na elektrickém poli v bunécné membrané (membranovém napéti).
V minulosti byla tato mikroskopickd metoda pouzivana hlavné k zobrazovani endogennich
proteind, napi molekul kolagenu. Metoda druhé harmonické emise se jevi jako nadé€jné pro
pozorovani zmén membranového napéti v neuronech, ale zatim je nedostatek vhodnych
molekuldrnich sond. Neptiznivym faktorem je také potieba vysoce intezivniho svétla, které

negativné plsobi na zkoumané buiiky. (Campagnola, P.J. and Loew, L.M., 2003)



1.3.2. Metody vyuzivajici fluorescenci

Velké vyuziti pti zkoumani funkce neuronii maji fluorescencni jevy, at’ uz vyuzivajici

malé molekuly nebo fluorescentni proteiny.

1.3.2.1. Metody vyuzivajici syntetické fluorescentni molekuly

Syntetické fluorescentni indikatory jsou velmi hojné vyuzivané ke zkoumani riznych
bunéénych procest. Jedna se o malé molekuly, které se mohou volné pohybovat uvnit buiiky
nebo mohou byt lokalizovany napt. v bunécnych membranach. Intenzita jejich fluorescence je
pfitom zavisld napiiklad na pfitomnosti Ca®" iontd nebo na zmé&n& membranového
potencialu.( The Molecular Probes Handbook. 11th Edition)

Malé molekuly fluorescentniho barviva jsou ¢asto vyuzivany napt. pro sledovani zmén
koncentrace Ca”" (komerén& dostupné jsou napf. barviva fluo-4, fluo-3, fura-2, indo-1 nebo
rhod-2). Existuji 1 fluorescentni molekuly citlivé naptiklad na zménu koncentrace Mg2+ , Zn*",
Na', K, CI, nebo na zménu membranového potencialu (di-8-ANEPPS, kombinace
DiO/DPA). (Vergara Lab [online]. 2010 )

Metody zobrazovani bunécnych procesti pomoci malych fluorescentnich molekul jsou
pomérné snadno aplikovatelné, bez genetického upravovani zkoumanych bunck. Malé
fluorescentni sondy maji vSak i mnoho nevyhod, diky nimz nejsou idedlni pro vyzkum
neuront. Jednou z hlavnich nevyhod je jejich pfitomnost ve vSech builkich (ne pouze
v neuronech) vzorku. Dal§imi nevyhodami byvaji problémy s dopravou sond do buriky, mala
specificita, vedlejsi ucinky, a toxicita, Casta obzvlasté u indikatori napéti.

(The Molecular Probes Handbook. 11th Edition )

1.3.2.2. Geneticky kédované sondy

Mnohé nevyhody spojené s pouzivanim syntetickych optickych sond odstramnuji
geneticky kodované sondy. Geneticky kodované sondy maji obecné velmi nizkou toxicitu.
Buriky si je syntetizuji samy, coz mj. umoziuje cileni sondy do presné definované skupiny
bun¢k. Geneticky kodované sondy jsou Casto specifické pro jeden bun&ény proces.

Geneticky kodované sondy byvaji nejcastéji konstruovany tak, ze k proteinu citlivému
na zkoumany jev je pfipojen autofluorescentni protein tak, aby zmény ve zkoumaném jevu
n¢jakym zplisobem ovlivnily optické vlastnosti autofluorescentniho proteinu (Suter et al.,
2000). Nasledujici odstavce se zabyvaji autofluorescentnimi proteiny a riznymi zpusoby

jejich vyuziti v geneticky kodovanych optickych sondach neuronové aktivity.



1.3.2.2.1. Autofluorescentni proteiny (AFP)

Zakladem témér vSech geneticky kodovanych optickych sond je molekula
fluorescentniho proteinu. Historie vyuziti autofluorescentnich proteinti (AFP) je datovana od
roku 1962, kdy byl zvetejnén ¢lanek védcli Shimomura O., Johnson F.H. a Saiga Y. o izolaci
zeleného fluorescentniho proteinu (GFP) z medUzy Aequorea victoria (Extraction,
purification and properties of aequorin, a bioluminescent protein from the Iluminous
hydromedusan, Aequorea). Osamu Shimomura pozdé&ji (v roce 2009) ziskal za objeveni a
vyzkum GFP Nobelovu cenu za chemii. Velky rozmach fluorescentnich proteinti vSak nastal
az po zjisténi, Zze GFP produkuje fluorescenci i po vloZeni do jinych organismii. (Chalfie, M.,
1994) Pomoci technik molekularni biologie bylo vyuzito schopnosti GFP oznadit proteiny a
nasledné je lokalizovat v Zivych organismech. (Sullvian, K.F., 2008)

Zakladem struktury vSech autofluorescentnich proteini je [-soudek slozeny
z jedenacti B-vldken. Stfedem této soudkové struktury prochazi jedna alpha-Sroubovice.
(Sullvian, K.F., 2008) Tti aminokyseliny této Sroubovice (u GFP se jedna o serin 65, tyrosin
66 a glycin 67) spolu spontdnné reaguji, ¢cimz vytvareji fluorofor. Tento fluorofor zlstava
kovalentné vazéan ke Sroubovici prochézejici sttedem soudku. Zde je fluorofor chranén pied
molekulami vody, které by jinak zhaSely jeho fluorescenci. (Tsien, R.Y., 1998) Substituce
n¢které ze tii aminokyselin vytvarejicich fluorofor (napt. glycinu za serin, nebo tryptofanu za
tyrosin) vedou ke zménam v optickych vlastnostech fluoroforu, jako napt. v excitacnich a
emisnich spektrech.

Oba konce aminokyselinového fetézce jsou pfitomny na povrchu struktury proteinu.
Proto 1ze AFP pfipojit k jinym proteintim. Tyto konce jsou také pomérné blizko u sebe, coz
nekdy dovoluje vlozit fluorescentni protein doprostied jiného proteinu bez poskozeni funkce

tohoto proteinu. (Alberts, B.; Bray, D.; Johnson, A., 1998).
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Obr.1.: Schéma molekuly zeleného fluorescentniho proteinu a jeho chromoforu. (Zeiss

[online]. 2010)
Stabilita AFP je zna¢né vysokd, cozZ je uzitetné pii experimentdlnim vyuziti. I pies
velkou stabilitu B-obalu zavisi intenzita fluorescence na parametrech okolniho prostredi, jako

napi. pH nebo koncentraci chloridovych ionta.

1.3.2.2.2. Metoda vvuzivajici zhaseni fluorescence

Jednim z procest uzivanych pti vyvoji molekularnich sond na bazi fluorescentnich
proteini je zhaseni fluorescence. Sondy zalozené na zhdSeni vyuzivaji toho, ze optické
vlastnosti fluoroforu AFP jsou citlivé na pfitomnost zhaSedel jako napi molekul vody nebo
chloridovych ionti. Pfikladem vyuZiti této metody je geneticky kodovana sonda Ca>” zvana
GCaMP. GCaMP obsahuje molekulu zeleného fluorescentniho proteinu (GFP) se spojenymi
N a C konci a namisto nich vytvofenymi novymi konci v blizkosti fluoroforu. Na jeden konec
je upevnén protein zvany calmodulin, na druhy konec je piipojen peptid (M13), ktery se
v ptitomnosti Ca®" vaze na calmodulin. Pfi klidové koncentraci Ca*" je fluorescence GFP
slaba, protoZe neinteragujici konce GFP umoziuji pronikani vody do blizkosti fluoroforu, coz
vede ke zhageni fluorescence. Pi zvyseni koncentrace Ca®" konce GFP navzajem interaguji,
zamezuji pronikani vody do blizkosti fluoroforu, a tim dochéazi ke zvyseni fluorescence (Brain
Windows [online] 2009).

Mezi konstrukty pouZzivané pro sledovani koncentrace vapniku patii dale naptiklad
GCaMP2 a GCaMP3. Ale ani tyto molekuly nejsou zatim schopné detekovat v savéim mozku

zmény koncentrace vapniku zpiisobené jednim akénim potencialem (Tian, L., et al., 2009).



Ke sledovani membranového napéti pomoci zhaSeni fluorescence byl vyvinut
konstrukt FlaSh. Tento konstrukt vyuZiva kombinaci K' kanalu citlivého na zménu
elektrického potencidlu na membrané buniky a molekuly GFP umisténé na jeho C konec
(GFPAC). (Siegel, M.S.; Isacoff, E.Y., 1997). Prakticka vyuzitelnost tohoto konstruktu je
vS§ak mald, protoze zmény fluorescence nastavaji pomalu (~100 ms), a jsou pozorovatelné
pouze v oocytech (tj. nikoliv v neuronech).

Konstrukty vyuZzivajici zhaSeni fluorescence jsou pomérné jednoduché (napt. ve
srovnani s konstrukty vyuzivajicimi FRET), relativn¢ fotostabilni, a zmény fluorescence jsou
dobfe patrné. Jejich nevyhodou, zejména pii vyvoji sond umoziujicich sledovat jednotlivé

akéni potencialy, byva nedostatecnd rychlost.

1.3.2.2.3. Metoda FRET

Velky pocet geneticky kodovanych optickych sond molekularnich procesi vyuziva ke
své funkci resonancni pienos fluorescenéni energie (fluorescence resonance energy transfer -
FRET). Jedna se o nezafivy ptenos energie mezi dvémi molekulami fluorescentnich proteint,
v podstaté tudiz opét o zhaseni fluorescence. Molekula donoru (napiiklad CFP) absorbuje
zafeni o urcité vinové délce a tim je excitovana do vyS§iho energetického stavu. Molekula
akceptoru (YFP) je excitovanou molekulou donoru sama excitovana a vyzatuje fluorescencni
zéfeni, které ma deldi vlnovou délku neZ vinova délka zafeni donoru. Uginnost pienosu
energie zavisi na vzajemné vzdalenosti a orientaci donoru a akceptoru. FRET umoziiuje
pozorovat interakce mezi molekulami proteint a konformacni zmény v proteinech. Piikladem
pouZiti je cilen& vyvinuty protein D3cpV, jenZ reaguje na zvySeni koncentrace Ca’’
ptiblizenim fluorescentnich molekul CFP a YFP, coz vede ke zvySeni ptenosu energie z CFP
na YFP a zméndm v emisnim spektru. (Palmer, A.E., et al.,2006)

Mezi sondy umoziujici sledovani membranového napéti patii napiiklad VSFP2.3.
Tato molekula je kombinaci proteinu citlivého na zménu membranového napéti (Ci-VSP),
CFP aYFP. Nov¢jsim konstruktem je pak VSFP3.1 obsahujici pouze Ci-VSP a CFP. (Perron,
A, etal., 2009)

Vyhodami metody vyuzivajici FRET je velkd citlivost na zmény vzdalenosti mezi
donorem a akceptorem a maléd zavislost pfenosu energie na vlastnostech okolniho prostiedi.
Mezi nevyhody patii velikost molekul sond, slozitost jejich pfipravy, pfitomnost dvou
fluorescentnich proteind, a sklony CFP k béleni. Signal FRET také byva Casto slaby na pozadi
fluorescence CFP a YFP. (Sullvian, K.F., 2008).



1.3.2.2.4. Metoda dvoufotonové polarizaé¢ni mikroskopie (2PPM)

Dvoufotonova polarizacni  mikroskopie fluorescentnich proteini je nova
mikroskopickd metoda, ktera by diky své vysoké citlivosti méla byt vhodné pro sledovani
velmi rychlych procesi v butice. Tato metoda vyuziva anisotropickych optickych vlastnosti
molekul fluorescentnich proteind, zejména pii absorpci (tzv. linedrni dichroismus) a jejich
zmén béhem molekularnich procesi v buiikach. Tato metoda je dikladnéji popséana

v samostatné kapitole 1.4.

1.4. Metoda dvoufotonové polarizacni mikroskopie (2PPM)

Novym zpisobem sledovani procestt v membranovych proteinech je dvoufotonova
polarizaéni mikroskopie (2PPM). 2PPM vyuzivd castetné znadmych, doposud malo
vyuzivanych anisotropickych vlastnosti fluoroforu fluorescentnich proteint.

Obecné, pi1 jednofotonové (1P) absorpci svétla molekulou je rychlost absorpce
umeérna druhé mocniné kosinu thlu mezi vektorem elektrického pole excitujiciho paprsku a
vektorem ptrechodu dipélového momentu (TDM) absorbujici molekuly. Vektor TDM tak
v soufadné soustavé molekuly predstavuje orientaci polarizace excita¢niho svétla, pfi niz je
rychlost absorpce maximalni. Pro dvoufotonovou (2P) absorpci je TDM tenzorem druhého
fadu, a vztah mezi orientaci molekuly a rychlosti absorpce je ¢asto zna¢n¢ komplikovany. Pro
neékteré molekuly (napi. tyCinkovitého tvaru) je vSak rychlost 2P absorpce imérna cCtvrté
mocniné kosinu thlu mezi smérem polarizace excitujiciho svétla a vektorem popisujicim
orientaci molekuly (Lakowicz, J.R., 2006). Pii dvoufotonové excitaci se tak anisotropické
vlastnosti fluorofordi mohou projevovat vyraznéji nez pii jednofotonové excitaci, coz bylo
nasi laboratofi pro fluorescentni proteiny experimentalné prokazano (Lazar J. et al.).

U souborli molekul, které nejsou orientovany nahodné lze pozorovat tzv. linedrni
dichroismus (LD). Ten je definovan jako rozdil v absorpci polarizovaného svétla mezi dvéma
navzajem kolmymi linedrnimi polarizacemi. V membranovych proteinech oznacenych
fluorescentnim proteinem Ize pozorovat jak LD, tak zmény v LD vypovidajici o

konformacnich zménach v téchto proteinech.



Pro zobrazeni LD je nutno ziskat separatni obrazky buiiky za excitace linearné
polarizovanym svétlem se dvéma rtiznymi polarizacemi (nejcastéji horizontalni a vertikalni).
Toho Ize dosédhnout napf. manualnim oto¢enim polarizace laserového svazku pomoci
pulvinové desticky mezi akvizicemi jednotlivych obrazkd. Vyhodnéjsi je ale vyuzit
elektrooptického polarizatniho modulatoru  synchronizovaného s funkci laserového
skenovaciho mikroskopu tak, Ze polarizace je stiiddna po akvizici jednotlivych pixeli. Tento
zpusob eliminuje problémy zplGsobené pohybem bun¢k mezi akvizicemi jednotlivych
obrazku. Vhodny polariza¢ni moduléator byl vyvinut v nasi laboratofi, a je pfedmétem ceského
patentu (Lazar J., patent ¢ 302233) a mezindrodni patentové ptihlasky
(PCT/CZ2010/000111).

Vizualizaci LD dat Ize provést naptiklad obarvenim snimku ziskanych s horizontalni
polarizaci Cervené a snimku s vertikdlni polarizaci zelen€, a jejich prekrytim (Obr.2.),
pfipadné¢ s Gpravou barevného kontrastu. LD lze kvantitativné popsat tzv. dichroickym
pomérem, tj. pomérem intenzit fluorescence ziskanych s horizontalni a vertikéalni polarizaci

laserového svazku.

Obr.2.: Matematické modely bun¢k kulovitého tvaru na kterych je zndzornéna fluorecence
membranového fluorescentniho proteinu v zavislosti na polarizaci excitujiciho zafeni a
orientaci fluoroforu. Sipky v pravych hornich rozich odpovidaji sméru polarizace a
naslednému dobarveni. V dolnim rohu kazdého modelu je vyznacena orientace fluoroforu
vzhledem k bunééné membrané. Linearni dichroismus se projevuje jako piitomnost zelenych

¢i Cervenych odstind a absence zluté. (Lazar J., et al.)



Nase laboratof ukazala, Ze metoda 2PPM je schopna poskytovat mnoho informaci o
fyziologickych procesech v zivé burice, a to v redlném case. 2PPM umoziiuje napf. citlivé
sledovani aktivace G-proteinti, zmén v nitrobunééné koncentraci Ca®*, a sledovani dalgich
procestt jichz se ucastni membranové proteiny. Vyhodami 2PPM jsou zejména vysoka
citlivost, nutnost pouze jednoho fluorescentniho proteinu (jednoduchost konstrukti,
nedochazi ke kontaminaci signalu napt. druhou molekulou FP), vyuziti celkové fluorescence
jakozto signalu, a vysoké rychlosti odezvy sond.(Lazar J., et al) Metoda 2PPM se jevi jako

velmi vhodna pro vyvoj geneticky kédované optické sondy membranového napéti.

1.5. Prestin

Prestin je protein pfitomny v tzv. vnéjSich vlasovych burnkéch hlemyzdé ucha
obratlovcl. Véleckovité vnéjsi vlasové buriky reaguji na zmény elektrického potencidlu na
bunééné membrané zménami v délce a tuhosti. Tyto mechanické zmény vedou k zesileni
zvuku detekovaného piislusSnymi sensorickymi buiikami ucha. Molekulou kliCovou pro
pfevod zmén elektrického potencidlu na mechanické zmény vnéjsich vlasovych bunék je
prave prestin. (Zhenk, J.; et al., 2000 )

Prestin je membranovy protein obsahujici dvanact transmembranovych Sroubovic.
Nejspise se jednd o nefukéni transportér chloridovych iontd. Pii zméné potencidlu na
membrang bunky prestin méni svou konformaci, coz vede ke zméné mechanickych vlastnosti
vnéjsich vlasovych bun¢k. Robustni konformacni zmény v molekule prestinu by mély byt po
spojeni s fluorescentnim proteinem pozorovatelné.

Pro vyuziti prestinu pfi vyvoji optické sondy umoziiujici sledovani jednotlivych
akénich potencidli mluvi nékolik pfiznivych vlastnosti. Reakce prestinu na zménu
elektrického potencidlu je velice rychld (10-20 mikrosekund). Pro srovnani, iontové kanaly
reaguji na zmény el. napéti béhem ~500 mikrosekund. Dal§imi pfithodnymi vlastnostmi jsou
robustni zmény konformace, neschopnost vést elektricky proud a predpokladana neschopnost
interagovat s endogenné produkovanymi iontovymi kandly. Tyto vlastnosti dé€laji ze spojeni
prestinu a fluorescentniho proteinu mozny idealni nastroj pro sledovani elektrickych impulzt
prochazejicich neurony. (Lazar J., Firestein S.J.)

Rada konstruktii na bazi prestinu, obsahujicich FP, uz byla pfipravena. Konstrukty
obsahujici FP vloZeny jinde nez v C-termindlni doméné¢ vykazuji problémy v membranové

lokalizaci a ve funkci molekuly prestinu. Konstrukt, ve ktérem je FP piipojen k C-konci
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prestinu zachovava funkci prestinu a membranovou lokalizaci, avSak nevykazuje LD. Cilem
této prace je piiprava série konstruktl se zkracenym C-koncem, u nichz lze ocekdvat jak
zachovani funkcnich vlastnosti prestinu a membranové lokalizace, tak vyskyt LD, jehoz
zmény pfi zménach membranového napéti by nam meély umoznit sledovani téchto zmén

napéti.

Obr.3.: Model molekuly prestinu prostupujici dvanactkrat membranou s N(1) a C(744)
koncem na vnitini strané membrany. Kazda tecka predstavuje jednu aminokyselinu. Barevné

teCky predstavuji mista vlozeni YFP. (Lazar J., Firestein S.J.)
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2. Cile prace

1) Ptipravit sérii fluorescentné znacenych konstruktl na bazi prestinu.
2) Exprimovat tyto konstrukty v sav¢ich burikach.
3) Zméfit optické vlastnosti (linearni dichroismus) exprimovanych proteinti pomoci

2PPM.

3. Material a metody

Béhem prace v laboratofi jsem pouzil Ctyfi riazné fizni konstrukty (plazmidy) prestinu
a Zlutého fluorescentniho proteinu (YFP). Tyto plasmidy (PY-pEPAx1.4 , N603YFP-P.1-
pEPAx2.4, A744YFP-P.1-pEPAx2.4 a A744YFP-P.1-pDONR201) jsem obdrzel od svého

Skolitele.

e PY-pEPAx1.4:
- Konstrukt obsahujici motoricky protein prestin citlivy na zménu el. potencidlu a na
jeho C-konci navazany zluty fluorescentni protein.
- Konstrukt obsahuje expresni vektor.
- Rezistence na ampicilin.

- Velikost konstruktu je 7,326 kb.

e NO603YFP-P.1-pEPAXx2.4
- Konstrukt obsahujici prestin se Zlutym fluorescentnim proteinem vloZzenym do C-
termindlni domény po aminokyseliné¢ N603.
- Konstrukt obsahuje expresni vektor.
- Rezistence na kanamycin

- Velikost konstruktu je 7,445 kb.
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e A744YFP-P.1-pEPAXx2.4
- Konstrukt obsahujici prestin a na jeho C-konci, po aminokyseliné A744,
navazany YFP.
- Konstrukt obsahuje expresni vektor.
- Rezistence na kanamycin
- Velikost konstruktu je 7,445 kb.

- Tento konstrukt vykazuje slaby linearni dichroismus.

e A744YFP-P.1-pDONR201:
- Konstrukt obsahujici prestin a na jeho C-konci, po aminokyseliné A744,
navazany YFP.

- Konstrukt obsahuje klonovaci vektor, ktery

E1-cpYFP in Bael-prestin-Pacl in

ma rekombinac¢ni mista AttL, umoziujici snadny oonmat "

prenos gend do jinych vektort.

+
5.267kk

- Rezistence na kanamycin.

- Velikost konstruktu je 5,267 kb.

?_,/'

BamH| 2696/

Obr.4.: Mapa plazmidu A744YFP-P.1-pDONR201 s Sipkami oznacujicimi mista a smér

nasedani PCR primeri uzitych pfi ptipravé novych konstrukti.

264l | coccacctococ caggacgaca tggagoccaa tgocacaccc Primer 146+
gogtggagyy ghLochgctgt acchogygtt acggtotood __f

2681 | accacaccoy aggctggatc cgbgagocaad ggcdaggagc i Prestin
Loggtgtyggyc toogacctay groactcgLbc Cogochochog

2721 | tgttcaccygy ggtggtgocc atcctggtoy agoctggacgg il
acaagtygycc ccaccacggy Laggaccagc Logacctgoc Mw:kﬁnmﬂmmhnd

Obr.7.: Cast mapy DNA plazmidu A744YFP-P.1-pDONR201. Sedivou barou je zndzornén C

konec prestinu a Zlutou barvou zacatek YFP.
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Vychozi kruhova molekula DNA.

Vychozi molekula DNA byla linearizovdna

restrikénim enzymem BamHI (G'GATCC).

Linearizovana molekula vychoziho plasmidu
byla zamplifikovana pomoci PCR a primert
umoziuyjicich zkraceni C-konce molekuly

prestinu (Tab. IV).

Vysledkem metody PCR byly nové molekuly
DNA obsahujici zkraceny C-konec prestinu.

Konce molekul DNA byly upraveny
restrikénim enzymem BamHI na tzv. lepivé

konce.

Ligaci pomoci T4 DNA ligazy ziskame novou
kruhovou molekulu DNA. Pii  vyuziti
plazmidu A744YFP-P.1.-pDONR201 je déle
nutno pfesunout gen prestinu-YFP do
expresniho  vektoru pomoci homologni

rekombinace.

Obr.8.: Schéma postupu pii mé molekularni praci. Cerné je oznadena DNA plasmidového

vektoru, Zlutd barva znaci YFP, a Sediva barva prestin.
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Escherichia coli:

Kompetentni buniky E.coli XL1 pouzivané pii transformaci byly uchovavany pfti
teploté -80°C.

Zivocisné buriky:

Buiikky HEK293 pouzivané béhem mé prace byly uchovavany v inkubatoru pii 37°C, v

5% CO, atmosféte se 100 % nasycenim vodnimi parami.

Metody pouzivané béhem mé prace:

Transformace Escherichia coli plazmidovou DNA:

Béhem transformace E.coli DNA byla udrzovana Cistota a sterilni prostiedi.

1. Na ledu bylo smichdno cca 50ul kompetentnich baktérii s 0,5ul plazmidové DNA. Po
piidani DNA byla sm¢s protfepana a ponechana 20 minut v ledové lazni.

2. Smés byla ponotena na 45 sekund do vodni 14zn€ o teploté 42°C a vracena zpét na led.

3. Po péti minutdch bylo pifiddno 250ul LB média. Pfevracenim jsme suspenzi
promichali a nechali tfepat 1 hodinu pti 37°C.

4. 50ul suspenze bylo vyseto na agarové plotny obsahujici antibiotikum (kanamycin

nebo ampicillin), poptipadé do 5 ml LB média rovnéz s pfidanym antibiotikem.

Tab.I.:Koncentrace antibiotika.

Vysledna koncentrace v Sml LB
Koncentrace ampicilinu ~~ 50mg/ml 0,25mg
Koncentrace kanamycinu  50mg/ml 0,25mg

5. Vzorky byly inkubované 10-18 hodin pii teplot¢ 37°C, po ukonceni rastu kolonii

nasledovala izolace plazmidd.

Izolace DNA z E.coli:

Izolace DNA byla provadéna pomoci kitu QIAprep Spin firmy QIAgene, podle

protokolu vyrobce.
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Restrikce:

Pomoci restrikénich endonukledz bylo mozné urcit spravnost vyextrahované DNA
z buniek E.coli. Vysledky restrikce byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy.
Stépeni plazmidu A744YFP-P.1-pDONR201 bylo provedeno smisenim sterilni H,O (6 pl),
plasmidu (2 pl), L pufru (10x, TaKaRa)(1 ul), a enzymu BamHI (TaKaRa)(1 pul). Smés byla
inkubovéna 2 hodiny pfti 30°C.

Gelova elektroforéza:

Elektroforéza je analytickd metoda zalozena na rozdilné pohyblivosti Castic latky v
elektrickém poli. Elektroforéza vyuzivd rovnomérného rozlozeni zaporného néboje
v molekule DNA. V agarézovém gelu jsou produkty restrikénich nebo amplifika¢nich reakci
(fragmenty DNA) déleny podle své velikosti ndboje a relativni molekulové hmotnosti.[9]

Postup piipravy agarozového gelu:

Chemikalie: 50ml 1x TAE pufr (50x TAE pufr: 242 g Tris baze, 57,1 ml ledové kyseliny
octové, 100 ml 0,5M EDTA pH 8, 11 H,0), agardza (0.5 g), roztok ethidium bromidu (2 pl)).
Agaroza byla pfiddna k 1x TAE pufru a smés byla zahfivdna v mikrovlnné troubé
do rozpusténi agardzy. Po zchladnuti roztoku pod 50°C byl pfidan ethidium bromid a smés
byla vlita do formy, kde po dal§im zchladnuti ztuhla na gel. Elektroforeticka separace DNA
byla typicky provadéna piilozenim napéti 100V po dobu 60 minut. DNA byla vizualizovana

osvétlenim UV zarenim (365 nm) na UV-transluminatoru.

PCR — Polymerazova retézova reakce

Metody PCR bylo pouZito k ptipravé novych konstrukti DNA. Tato metoda umoziiuje
amplifikaci (zmnoZeni) urcitého tseku DNA. PCR zahrnuje rozvolnéni templatové DNA
zvySenim teploty (> 90°C), naseddni nami zvolenych kratkych molekul DNA (primerti) na
komplementarni useky templatové DNA pii snizené teploté (50-70°C), a prodluZovani
primerid na zakladé sekvence templatové DNA prostiednictvim termostabilni DNA

polymerazy pii vhodné teploté (65-75°C).
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Tab.IL.: MnoZstvi a koncentrace latek pouZitych v metodé PCR v reakéni smési pro plazmid
A744YFP-P.1.-pDONR201. Reagencie (5x HF pufr, 10 mM dNTPs a Phusion polymeraza)
pochazely od firmy New England Biolabs.

H,O 18.0 ul

Vzorek DNA 0.2pul

5x HF pufr 5.0 ul

10 mM dNTPs 0.5 ul

forward primer 0,25 ul (50 pmol/ pul)
revers primer 0,25 pl (50 pmol/ pul)
Phusion polymerase 0,15 ul

Celkove 24,35ul

Tab.IIl.: Reak¢ni teploty a Casy uzité pro piipravu plazmida zalozenych na A744YFP-P.1.-
pDONR201 pomoci PCR.

98°C 1 min
28x Denaturace (Denaturation) 98°C 10s
Nasedani primert(Annealing) o
ProdluZzovani ( Elongation) ggog ggl?n 405
72°C 5 min

Tab.IV.: Pouzité primery pro PCR u plazmidu A744YFP-P.1.-pDONR201, pochdzeli od
firmy Sigma-Aldrich.

PrCTesF 5’- AAACGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAG
PrE743esR 5’- AAACGGATCCCTCGGGTGTGGTGGGTGT
PrP742esR 5’- AAACGGATCCGGGTGTGGTGGGTGTGGC
PrT741esR 5’- AAACGGATCCTGTGGTGGGTGTGGCATT
PrT740esR 5'- AAACGGATCCGGTGGGTGTGGCATTGGG
PrP739esR 5'- AAACGGATCCGGGTGTGGCATTGGGCTC
PrT738esR 5’- AAACGGATCCTGTGGCATTGGGCTCCAT

PrA737esR 5’- AAACGGATCCGGCATTGGGCTCCATGTC
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Pasazovani bunék:

Zivogisné tkanové kultury je tieba pravidelnd pasazovat (zied'ovat) aby nedochazelo
k nadmérnému méstnani a preristani bun¢k. PasaZzovanim lze také piipravit Zivoc€isné bunky
pro transfekci. Buiky HEK293 byly uvolnény pomoci trypsinu z podkladu a nasledné byly
vlozeny do nového média D-MEM (dodaného firmou Invitrogen). Médium s buitkami pro

transfekci bylo umisténo 24 hodin v inkubatoru.

Transfekce bunék:

Transfekce je metoda vkladani cizorodé DNA do bunék. Existuji riizné metody
transfekce, napt. pomoci mikroinjekéniho vlozeni DNA pifimo do jadra buriky, elektroporaci,
¢i pomoci liposomi. Pifi naSi praci bylo pouzito komeréniho liposomalniho reagentu
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) a postupu doporuceného vyrobcem. Po transfekci byly

buriky umistény na 24-48 hodin do inkubdtoru, a nasledné byly pozorovany mikroskopicky.

Mikroskopické pozorovani (2PPM)

Polariza¢ni mikroskopie byla provadéna pomoci upraveného laserového skenovaciho
mikroskopu iMic. Tento mikroskop byl vybaven skenerem paprsku Yanus (od firmy Till
Photonics) a femtosekundovym pulsnim titan:safirovym laserem (Chameleon Ultra II,
Coherent, UK), ktery pracoval pti 800nm (pro CFP) nebo 960nm (pro YFP).

Pti 2PPM bylo pouzito dichroického zrcadla (HQ700SP-2P, Chroma) a vhodnych
emisnich filtrii (Brightline 479/40 — CFP, Brightline 542/27 — YFP, obé dodané firmou
Semrock). Fluorescence byla detekovana fotonasobicem (R6357, Hamamatsu Photonics).
Mikroskop byl déale vybaven polarizdtorem dovolujicim zménu polarizace excitujiciho
paprsku.

Pro zpracovani obrazu bylo pouzito programu ImageJ.

ohjelbivova cocka
dete]rhr: dichroicke zrcadlo
laser - polarizitor - = " shenovaci zrcadloe

Obr.9.: Schéma dvoufotonového polarizacniho mikroskopu.
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4. Vysledky

4.1. Priprava konstruktu

4.1.1. Piiprava konstrukti vychazejicich z PY-pEPAx1.4

Pro konstrukt PY-pEPAx1.4 byla navrzena série primert, které byly pouzity v PCR.
Vysledky PCR vSak byly i po mnoha pokusech upravovani reakénich teplot, Casti a
koncentraci reaktantli neuspesSné. NejspiSe zde dochazelo ke tvorbé sekundarnich struktur
DNA zabranujicich naseddni primerd na zadouci mista templatové DNA, a naopak
k tvorbé nezéddoucich produktd. Tyto problémy byly nakonec vyfeSeny pouzitim jiného

vychoziho konstruktu (A744YFP-P.1-pDONR201) a jinych primert.

4.1.2. Piiprava konstruktu vychazejicich z A744YFP-P.1-pDONR201

Jako druhy byl pro sestrojeni geneticky modifikované sondy pouzit konstrukt
A744YFP-P.1-pDONR201. Byla navrzena série novych primerd, které byly pouzity pfi
amplifikaci metodou PCR. Tato metoda byla po pfizpiisobeni reakcénich casii a teplot

uspésna a doslo tak k vytvoreni Zddanych molekul DNA.

. Obr.10.: Vysledky ptipravy novych molekul DNA znazornéné
gelovou elektroforézou. Na gelu je znazornén:

(1) marker-1kb DNA ladder (New England Biolabs).

(2) vychozi plazmid A744YFP-P.1-pDONR201 — tento konstrukt
ma velikost 5,267kb, zde je vSak v kruhové formé, proto umisténi
DNA na gelu vzhledem k markeru neodpovida velikosti.

(3) produkt reakce PCR s dvojici primerd PrCTesF a PrT741esR.
Poloha prouzku odpovida ocekdvané velikosti vysledné DNA.

(4) produkt ligace (cirkularizace) molekul DNA ziskané z reakce
PCR.Velikosti ptitomnych prouzkii se shoduji s vychozi kruhovou
DNA v (2).

(5) vysledny plazmid (opét kruhova molekula) ziskany

transformaci zligované DNA (4) a izolaci z bakterii.
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Obr.11.: Analyza spravnosti sekvence piipraveného plazmidu pomoci
gelové elektroforézy. Na gelu je postupné znazornén:

CONPANNEINENN (1) marker- 1kb DNA ladder (dodany firmou New England Biolabs).
. (2) novy plazmid (stejny jako slot 5, obr. 10), vychazejici z A744YFP-
P.1-pDONR201 (jedna se o kruhovou molekulu DNA)
(3) stépeni pomoci enzymu BamHI ukazuje pfitomnost restrikéniho mista
pro tento enzym, v souladu s ocekdvanim.
(3) stépeni pomoci enzymu Pmel ndm ukazuje nepfitomnost bazi
kodovanych primery pii metodé PCR, odstranénych pii ptipravé lepivych

koncu.

Podatilo se nam pfipravit novy konstrukt s primery PrCTesF a PrT741esR. Tento
konstrukt obsahuje klonovaci vektor pPDONR201. Proto je nutné pro exprimaci v zZivociSnych
burikach provést rekombinaci do vhodného expresniho vektoru.

PCR reakce za pouziti primerit PrE743esR, PrP742esR, PrT741esR, PrT740esR a
PrP739esR poskytly molekuly DNA ocekavané velikosti. Pro ziskdni kone¢nych konstrukti
je vsak tfeba tyto molekuly upravit tak, jak to bylo provedeno s vySe popsanym produktem

reakce PCR, a také provést rekombinaci do expresniho vektoru.
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4.2. Vvysledky mikroskopického zobrazovani

4.2.1. A744YFP-P.1-pEPAXx2.4
Konstrukt A744YFP-P.1-pEPAx2.4 byl Gspésné transfekovan do zivocisnych

buniek HEK293. Nasledn¢ byla pozorovana dvoufotonovéa fluorescence.

Obr.12.: Seskupeni zivo€isnych bunék HEK293 transfekovanych plazmidem

A744YFP-P.1-pEPAX2.4. Pomér intenzit fluorescence ziskanych s horizontalni a
vertikalni polarizaci laserového svazku (dichroicky pomér) je u obou vyrazné mensi

nez 1.25, tj. ptitomny LD je maly.

4.2.2. N603YFP-P.1-pEPAx2.4
Konstrukt N603YFP-P.1-pEPAx2.4 byl transfekovan do zivocisSnych bunek

HEK293. Nasledn¢ byla pozorovana fluorescence. Tento konstrukt byl transfekovan

jako pozitivni kontrola, protoze je z naSich predchozich pokusi znamo, ze vykazuje

LD.

Obr.13.: Buiikky HEK293 transfekované plazmidem N603YFP-P.1-pEPAx2.4. Je

dobie patrny linedrni dichroismus. Dichroicky pomér je u obou roven 1.3.
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4. Diskuse

Sledovani prenosu elektrického vzruchu na neuronech je mozné pomoci rtiznych
metod vyuzivajici jak fluorescenci, tak i jiné fyzikalni jevy. Slibnymi se jevi obzvlasté
metody vyuzivajici geneticky koédovanych optickych sond, avSak tyto zatim neumozZiiuji
sledovani jednotlivych ak¢énich potenciali v neuronech. Lze ocekévat, ze tuto bariéru prolomi
v na$i laboratofi vyvinutd metoda dvoufotonové polarizacni mikroskopie fluorescentnich
proteintl.

Cilem mé prace bylo proto vytvofit geneticky kdédovanou sondu citlivou na
membranové napéti na bazi motorického proteinu prestinu. Tuto sondu, které by spliiovala
nami pozadovand kritéria, se sice zatim zkonstruovat nepodafilo, avSak dosazené vysledky
ukazuji proveditelnost ptfipravy zvolenych konstruktd, a moZnost pozorovani linedrniho
dichroismu u konstrukti na bazi prestinu. Béhem prace na projektu se podafilo prekonat
obtiZze spojené s pfipravou konstruktd, a dosazené vysledky jsou dobrym zdkladem pro

pokracovani Gsili o vytvoreni geneticky kddované sondy membranového napéti.

5. Zavér

Ackoliv planovana série konstruktli na bazi motorického proteinu prestinu nebyla
zatim pfipravena, piiprava n€kolika konstrukti je v pokrocilé fazi. Vysledky mé prace budou
vyuzity pii dal$i praci na vyvoji geneticky kddované sondy membranového napéti, vyuzitelné

ke sledovani jednotlivych akénich potencidlii v neuronech.
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