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ABSTRAKT

Tato prace se v uvodu vénuje sezndmeni s plasmidovou DNA, kterd se v podobé
vektoru vyuziva v molekularni biologii. Ve formé¢ fluorescen¢nich sond Ize plasmidy
vyuzit pro méfeni zmén membranového potencidlu. Do jejich struktury se piidava
barvivo fluorofor. Dilezitym zastupcem této prace je fluorescenéni sonda ASAPI, ktera
obsahuje zeleny fluorescencni protein, jehoz reakci na zménu membranového
potencialu je pokles intenzity emitované¢ho svétla. Cilem prace bylo provést chemickou
transfekci tohoto plasmidu do bunééné linie HEK293 a provést jeho charakterizaci.
V préci je rovnéZ navrzena metoda pro analyzu ¢asového pribéhu zmén fluorescence
Vv zavislosti na depolarizaci bunééné membrany. V zdvéru prace je popsan uskutecnény

experiment véetné diskuze ziskanych vysledk.

ABSTRACT

In the beginning of this thesis is a short introduction into plasmid DNA which is in the
form of a vector used in molecular biology. Plasmids can be used in the form of
fluorescent probes to measure changes in membrane potential. Into their structure is
added a dye called fluorophore. As an important representative of this thesis is a
fluorescent probe ASAP1 which contains green fluorescent protein whose response to
the membrane potential change is the decrease in the intensity of emitted light. The aim
of this thesis was to make chemical transfection of this plasmid into the HEK293 cell
line and carry out its characterization. In the work is also described the design of a
method for the analysis of the time course of changes in fluorescence depending on the
cell membrane depolarisation. In the end of this thesis is also desribed realized
experiment including the discussion of aquired results.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

GFP
CFP
BFP
YFP
RFP
DsRed
GKI
GCaMP

CaM
TN
cpGFP
EGFP
ASAP1

green fluorescent protein, zeleny fluorescenc¢ni protein

cyan fluorescent protein, tyrkysovy fluorescencni protein

blue fluorescent protein, modry fluorescencni protein

yellow fluorescent protein, zluty fluorescenc¢ni protein

red fluorescent protein, ¢erveny fluorescencni protein

Discosoma Red fluorescent protein, ¢erveny fluorescencni protein
geneticky kddovany indikator

sonda obsahujici zeleny fluorescenéni protein, vapnik vézajici protein

kalmodulin a peptid M 13 reagujici s kalmodulinem
vapnik vazajici protein kalmodulin

sondy obsahujici vapnik vazajici protein troponin C
cirkularni (permutovany) zeleny fluorescencni protein
enhanced GFP

Accelerated Sensor of Action Potenials 1

cpsfGFP-OPT circularly permuted superfold GFP OPT

ANEP
RH
HEK?293
PEI

barviva obsahujici aminonaphthylethenylpyridinium
barviva syntetizovana Rinou Hildesheimovou
lidské embryonalni ledvinné bunky

polyethylenimin

Xiv



UVOD

Plasmidova DNA je dulezitou soucasti vyzkumu a molekularni biologie. Ve formé
vektord jsou plasmidy vyuzivany pro pienos cizorodé DNA do hostitelské bunky
metodou zvanou transfekce. Transfekci stabilni dochazi k plnému zaclenéni vpravené
nukleové kyseliny do genomu hostitelské buiiky. Pirechodnou transfekci se zaclenéni

nedocili, vpravena nukleova kyselina se po bunécném déleni nestava soucasti bun¢k
dcefinych [1,2,3,4,5].

Fluorescen¢ni sondy, vyuzivané pro sledovani zmén membranového napéti,
predstavuji kruhové plasmidy, do jejichz struktury byl uméle pfidan fluorofor. Barvivo
reaguje na zmény membranového potencidlu zménou intenzity emitovaného svétla.
Fluorescencni plasmid ASAP1 obsahuje zeleny fluorescen¢ni protein, ktery se nachazi
na extracelularni smycce mezi napétové citlivymi oblastmi S3 a S4. Zménou
membranového potencidlu pii depolarizaci buiiky dochazi ke zméné jejich konformace.
Vysledkem je postupné snizovani intenzity fluoreskujiciho proteinu, a proto se zda, ze
dochazi k jeho vyhasinani. Ve skute¢nosti vSak v zelené oblasti zafi neustale, pouze se

meéni intenzita emitovaného svétla [6].

Fluorescen¢ni sondy se pomoci transfekénich metod vpravuji do hostitelského
organismu, aby zmény membranového napéti mohly monitorovat. Konkrétné uvedeny
plasmid ASAP1 Ize vlozit do bunééné linie HEK293. Tato linie pochazi z ledvinnych
bunék lidského embrya a k jeji prvni kultivaci doslo v roce 1970. JelikoZz do ni byla
vlozena virovda DNA adenoviru 5, doSlo k transformaci. Timto zpiisobem bunécna linie

ziskala vlastnosti neuronalnich bunék [7,8,9,10].

Me¢teni membranového potencialu je umoznéno metodou patch-clamp, ktera byla
objevena vroce 1976 némeckymi badateli Bertem Shackamennem a Erwinem
Neherem. Diky dalS$imu objevu, sklenénych mikroelektrod, se méfeni membranového
napé€ti posunulo az na molekularni aroveil. Mikroelektrody museji obsahovat roztoky,
které svym slozenim napodobuji intracelularni prostiedi vyskytujici se v bunce. Patch-
clamp metodou nedochazi ke vpichu elektrody do vnitiniho prostiedi bunky. Elektroda
se membrany pouze dotykd a nasledné vzniklym podtlakem dochazi k jejimu vchlipeni
do S$picky elektrody. Dalsi techniky patch-clamp metody mohou pracovat s casti
membrany (inside-out, outside-out) anebo s celou burnikou (whole-cell) [11,12,13,14].
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1 PLASMIDOVA DNA

Plasmidovou deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), nebo také plasmidem, rozumime
malou kruhovou dvouvlaknovou molekulu DNA, ktera je schopna samostatné replikace.
Je soucasti cytoplazmy prokaryotickych organismu — bakterii a archebakterii, u nichz se
vyskytuji nejcastéji, objevuje se vsak také u nékterych eukaryot. Jejich obsah v bunce
tvoii asi 5% prokaryotni DNA ve srovnani s DNA chromozomalni [1,2].

Nejveétsi vyznam maji plasmidy u bakterii, které se casto vyznacuji tim, Ze geny
obsazené v plasmidech poskytuji bakteriim jistou vyhodu, kterou zname napiiklad pod
pojmem rezistence vuci antibiotiktim, dale nesou geny rezistence vii¢i mutageniim, jsou
odolné vici tézkym koviim a bakteriofdgiim, a také jsou v plasmidech obsazeny geny,
které umoznuji produkci restrikénich enzymil a toxind. V neposledni fad¢ obsahuji geny
pro pienos informaci mezi organismy — bakterie jsou schopné si takto piredavat
informace prostfednictvim horizontalni vymény nebo béhem déleni, kdy kazdéa dcefina
buiika ziskéd kopii kazdého plasmidu. Pro Zivotni funkce bakterie vSak geny obsazené

Vv plasmidech nezbytné nejsou [1,15].

Plasmidy se staly dilezitou soucasti vyzkumu v molekularni biologii a to
z n€kolika diavodi. Jednim z nich je napiiklad vlastni replikace — pokud je plasmid
jednou ziskan, lze zng& dale tvofit nekonené mnozstvi kopii tohoto plasmidu
umisténim do bakterie, v niZ se mnoZi; jednoduchost jejich uchovani — jsou stabilni jak
uvnitt bakterie, tak jako purifikovand DNA; jejich velikost dosahujici od tisice po

desitky tisic par bazi umoznuje snadnost zachazeni a prace s nimi [3,4].

Jejich vyuziti spociva ve formé tzv. vektoru, coz je syntetizovana molekula DNA
obsahujici vSechny sekvence potfebné pro inserci, zaclenéni a replikaci v daném
hostitelském organismu. Vektory jsou vyuzivany pro pienos cizi DNA do hostitelské
buiiky. Fragmenty DNA nebo geny se vkladdaji do plasmidu a vysledkem je tzv.
rekombinantni vektor, jehoZ nasledny pifenos do hostitelské builky probihd formou
transformace (u prokaryot) nebo transfekce (u eukaryot). Tento proces zajistuje, ze se
dané sekvence DNA (fragment) rekombinantniho vektoru pfenese do jadra hostitelské
bunky, kde mize dojit k expresi gend tohoto plasmidu nebo k jeho zaclenéni do genomu
hostitelské bunky [1,3,4,5].

Pokud ma tento vektor slouzit jak k pfeneseni do cilové bunky, tak i k zajiSténi
jeho klonovani v burnce, jedna se o tzv. klonovaci vektor. Pro klonovani je dulezité
uzpiisobit dany plasmid pro konkrétni el genetickou modifikaci. Tyto plasmidy
obsahuji sekvenci pro zajisténi replikace, jez je rozpozndvana DNA-polymerazou

hostitelské bunky, oznaceni takového mista nese nazev pocatek replikace (ori). Dale
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musi obsahovat bakteridlni gen predstavujici rezistenci nejcastéji vici antibiotikiim,
tedy gen poskytujici bakterii ur¢itou vyhodu, jak jiz bylo napsano vySe a nakonec tzv.
mnohocetné klonovaci misto (MCS — multiple cloning site) predstavujici kratky usek
DNA, ktery obsahuje velké mnozstvi restrikénich mist umoznujicich tento plasmid
roz§tépit mnoha riznymi restrikénimi endonukledzami. NejcastéjSim hostitelem
bunéénych kultur, ktery je v molekularni biologii vyuZzivan, je bakterie Escherichia coli.
Patii mezi nejvice prozkoumané bakterie, a proto slouzi jako modelovy organismus
[3,4,5].

Vedle vektori klonovacich existuji i specializované plasmidy, které umoziuji
expresi specifického genu uvniti hostitelského organismu napiiklad pro Gcely studia
daného genu nebo pro nadprodukci proteint. Existuji také pozitivné selektivni vektory,
které umozinuji rist pouze tém bakteridlnim koloniim, jez nesou rekombinantni

plasmidy. Naopak ty, které jej nenesou, nemohou kolonie tvofit [4].

Schéma obecného plasmidu je uvedeno na obrazku 1.1.

promotorovy pocatek
(v expresnich vektrorech)

& vazebné misto ribozomu
3 (expresni vektory)

replikacni pocatek -
) ( sekvence ukoncujici transkripci

\¢ _—_ . (expresni vektroy)

represorovy-kodujici gen
(v nékterych expresnich vek-
torech)

Obrazek 1.1: Obecné schéma vektoru, [16].
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2 FLUORESCENCNI NAPETOVE CITLIVE
SONDY

Kazda buika nachdzejici se v klidu se vyznacuje klidovym membranovym napétim,
které se pohybuje v rozmezi -90 mV (nékteré bunky -100 mV) az -50 mV. Zaporné
znaménko predstavuje zaporny potencidl vnitiniho prostfedi builky viici jejimu okoli.
Pokud u excitabilni bunky dojde béhem depolarizace k piekroceni uréitého prahu
membranového napé€ti, vznika impulz akéniho potencialu. Depolarizace nasledné
pokracuje spontanné. Tato vlastnost generace akéniho napéti je lokalni vlastnosti
membran vzruSivych (excitabilnich) bun¢k a bunéénych vladken, u nichz se vybuzeny
usek stava zdrojem nadprahového podrazdéni pro sousedni usek, ktery nebyl doposud
vybuzen [11].

Fluorescen¢ni sondy jsou ve skute¢nosti kruhové molekuly, tzv. plasmidy. Patii
do skupiny nevlastnich fluorescenc¢nich barviv (fluoroforti, fluorochromti). Do
sledované struktury se uméle ptidavaji, pficemz vazba k této struktuie je nekovalentni a
Casto béhem ni dochazi ke zméné fluorescen¢nich vlastnosti fluorofort. Fluorofory jsou
latky absorbujici svételnou energii o uréité vinové délce (z viditelné i ultrafialové
oblasti), coz zpusobi pteskok elektroni v obalu atomu z nizsi (zékladni) energetické
hladiny na hladinu vyssi (excitovanou). Jednotlivé singletové stavy jsou na obrazku 2.1
oznaceny pomoci symbold Sg, Si1, Sp. Kazdy tento energeticky stav umoziuje
molekulam fluoroforii existenci v jednotlivych vibra¢nich hladindch vo, Vi, Va2, Vs.
Excitovany stav do nekteré z vyssich vibra¢nich hladin energetickych stavti S; a S; neni
stabilni. Molekuly nachézejici se v excitovaném stavu maji tendenci dostat se na nizsi
energetickou hladinu stavu S; a na nejnizsi vibra¢ni hladinu vo. Béhem tohoto piestupu
dochazi k tzv. interni (vnitini) konverzi, je disledkem interakce molekul. Tento navrat
je doprovazen uvolnénim piebytecné energie v podobé energie tepelné. Jedna se
0 nezarivy pfechod. Vnitini konverze (vibracni relaxace), jak je vidét na obrazku 2.1,
probihd jest¢ pred emisi a je nasledovana zatfivymi prechody, kterymi se vyznacuje
fluorescence a fosforescence. U fluorescence je typicky tzv. dovoleny stav (velmi
pravdépodobny), béhem néjz jsou spiny elektronli v klidovém a excitovaném stavu
opacné, a obvykle dochazi k prechodu z vibrac¢ni hladiny v energetického stavu S; do
nékteré¢ z vibracnich hladin zdkladniho energetického stavu Sy. Fluorescence nastava
absorbovanim fotonu o velké energii fluoroforem, ktery je schopny tuto pfijatou energii
thned vyzafit v podob¢ svétla, pfi¢emz vyzarené svétlo ma nizsi energii a delsi vinovou
délku nez svétlo absorbované. Fosforescence nastava v piipade, kdy jsou spiny vlivem
spinové konverze excitovaného a relaxovaného elektronu stejné, jednd se o tzv.

tripletovy stav (T). Pfechod ze stavu Ty do stavu zakladniho se nazyva mezisystémova
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konverze a uvolnénd svételnd energie se vyznacuje fosforescenci. Béhem ni je urcita
Cast absorbované energie uschovana a i po skonceni ozafovani excitatnim svétlem je
molekula schopna po urcitou dobu vyzaifovat svételnou energii. Na rozdil od
fluorescence mé fosforescence posunuté emisni spektrum do delSich vinovych délek,

coZ znamena, ze ma vyssi energii [17,18,19].

vibracni relaxace

fluorescence

5.:{' . £ I o— -

_ I I R 3
H_{ vnitini s4 ——~—— :
- konverze | Y
T, ——— |E|
L . |
absorpce
absorpce

fosforecence

<
O -

il
L]
ﬂ‘ld—%

r_
=

radiaéni pfechody (s Ucasti fotonu)
............ neradiacni prechody (bez aéasti fotonu)

Obrazek 2.1: Jablonského diagram, [20].

Fluorescen¢ni sondy jsou konstruovany tak, aby byly schopné opticky zachytit
vySe zminénou elektrickou aktivitu bun¢k fluorescenci (v tomto piipadé¢ neuront
predstavujicich typické zastupce excitabilnich bunéénych vldken) a popsat zplsob
jakym mezi sebou neurony v mozku komunikuji. V pribéhu monitorovani elektrické
aktivity fluorescen¢ni sondy umoziuji sledovani geneticky definovanych neuronalnich

okruhti, aniZ by bylo zapotiebi chemického ptistupu [6].
Idealni geneticky koédovany indikator (GKI) akénich potenciald (AP) by meél

produkovat dostatecné velké fluorescenéni odpovédi, coz usnadiiuje Casoprostorové
dekodovani komunikace na bunééné Urovni. Vystupni odpovédi je akcni potencial,
ktery fluorescentni sonda vizualizuje. GKI by mél déle vykazovat nizkou casovou
konstantu, umoziujici synchronni komunikaci a koédovani ve spankové oblasti jak
u jednotlivych neurond, tak v celé neurondlni populaci. Naptiklad k vizualizaci pfenosu
elektrické aktivity mezi bunkami a ktomu jakym zpisobem zéaroven dochazi
k dekodovani  tohoto  pfenosu  postsynaptickymi  neurony, by  sledovani
vysokofrekven¢niho buzeni pravé pomoci takovychto fluorescenénich sond bylo velice

pfinosné. Zaroven by bylo mozné 1épe pochopit zpisob, jakym buzeni rychle
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vzrusivych interneuronti (neurony, které pfenaseni impulz mezi neurony okolnimi) ve
frekvenénim rozmezi 50 — 200 Hz reguluje zpracovani signalu v mozku, nebo jak moc

je toto buzeni ovlivnéno béhem nemoci [6].

2.1  Fluorescencni proteiny

Fluorescenc¢ni proteiny vyznacujici se vlastni fluorescenci se nazyvaji fluorofory vlastni
(vnitini), které se vyskytuji pifirozen¢ a do struktury (fluorescencni sondy) jsou
pridavany uméle. Fluorescence proteint je zprostfedkovana fluorofory s aromatickymi
aminokyselinami, ke kterym se fadi tryptofan (Try), tyrozin (Tyr) a fenylalanin (Phe).
Dominantnim fluoroforem je tryptofan obsahujici indolovou skupinu. Jeho fluorescence
je velmi citlivd na vlastnosti okolniho prostiedi, a proto ji lze vyuZit ke sledovani
konformacnich zmén v proteinech (naptiklad tvorba vazeb mezi proteiny pii protein-
proteinové interakci). Indolové skupina ma mnohem §ir§i emisni spektrum nez tyrozin,
jehoz fluorescence je zplsobena fenolovym kruhem. Nejmensi vyznam na fluorescenci

bilkovin ma fenylalanin, ktery se na ni vyznamné nepodili [17,21,22,23].

211 Zeleny fluorescencni protein

Zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein, GFP) se fadi k bilkovinam,
jejichz vlastni fluorescence nastava pii delSich vinovych délkach. Jestlize je GFP ozaren
excitaénim svétlem o vlnové délce vV rozmezi 395-470 nm (fialové az modré svétlo),
vyzaii po navratu elektronti na zakladni hladinu svétlo o vinové délce 509 nm (zelené
svétlo). Emitovana fluorescence je velice stabilni a prakticky u ni nedochézi
k photobleachingu [17,21,22,23].

GFP je bilkovina zodpovédna za bioluminiscenci moiské medizy Aequorea
victoria a za jejiho objevitele se povazuje japonsky organicky chemik a mofsky biolog
Osamu Shimomura, jemuz se ji podatilo izolovat v roce 1962. Své jméno vsak zeleny
fluorescenéni protein ziskal az v roce 1971. Svétlo vychazi z masy Zluté tkan€ meduzy,
Z nichz kazda obsahuje asi 6000-7000 fotogenickych bunék (fotocyty). Tyto buriky jsou
schopné vytvaret jiz zminénou bioluminiscenci. Obsahuji fotoprotein aequorin, ktery je
v ptitomnosti kladné nabitych véapnikovych iontl schopny vyzarovat modro-zelené
svétlo. Zeleny fluorescencni protein absorbuje svételnou energii predanou nezafivym
pfenosem od proteinu aequorin, ktera je opétovné vyzatrena jako svétlo zelené. Je zde
uplatiiovan princip zaloZeny na Forsterové rezonan¢nim pienosu energie (FRET), kdy

donor (v tomto ptipadé protein aequorin) predava svou energii akceptoru (GFP), ktery ji
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nasledné vyzaii v podobé svétla dané vinové délky (v ptipadé¢ GFP se jedna o zelené
spektrum) [22,24,25].

Samotné izolace proteinu vSak nebyla dostacujici, jelikoz k tomu, aby bilkovina
vydavala luminiscenci, potiebovala matetskou tkan meduzy, jeji enzymaticky aparat, a
zaroven bylo diilezité, aby béhem syntézy doslo ke spravnému sbaleni proteinu do beta-
soudku s centralni alfa-Sroubovici. Syntéza zeleného fluorescenéniho proteinu
v had’atku obecném (Caenorhabditis elegans) publikovana v roce 1994 Martinem
Chalfiem v Casopisu Science znamenala prilom v bunétné biologii. Pokusil se
v had’atku syntetizovat proteiny s pripojenym zelenym fluorescen¢nim proteinem jako
fluorescen¢ni znackou. Nasledné v roce 1992 byla provedena syntéza zeleného proteinu
v bakterii Escherichia coli, po jejimz ozafeni modrym svétlem doslo k emitaci svétla
zeleného. Zeleny fluorescencéni protein se tak stal bilkovinou, jiZz je mozno exprimovat

I v jinych zivych organismech nez je meduza Aequorea victoria [21,24].

Pro sledovani genové aktivity a proteinové distribuce mezi buitkami lze vyuzit
mnoho dostupnych metod, k nimZ patii napiiklad pouziti bakterialni luciferazy nebo
luciferazy pochazejici z Celedi svétluskovitych (Lampyridae). Nékteré znich vSak
vyzaduji exogenné ptidané substraty nebo kofaktory, coz omezuje jejich pouziti s zivou
tkani. K detekci intracelularniho zeleného fluorescencniho proteinu je zapotiebi ozareni
svétlem svou vlnovou délkou blizkym UV nebo svétlu modrému, neni zde omezeni
tykajici se dostupnosti substrati. Zeleny fluorescencni protein neovliviiuje rist a
bunécné funkce, proto jej lze pouzit jako lokalizator proteind, jejich dynamiky a
purifikace v zivych bunkach. Pfedev§im u transparentnich Zzivo€ichd, k nimz patii
had’atko obecné a zebticka obecna (Danio rerio), je mozné GFP vyuzit jako marker pro
sledovani bunétného ristu (zpracovani neuronalnich procesit) a pohybu in situ. Je
vyuZivan pro znaceni proteinti v buitkéch, pro sledovani protein-proteinovych interakci
a jako reportér genové exprese. Pomérné mald velikost bilkoviny usnadiiuje jeji Sifeni
cytoplazmou znaéné rozvétvenych bunék, k nimz patii neurony a gliové buiky
[21,24,26].

Zeleny fluorescencni protein je pomérné mald bilkovina sloZzend z 238
aminokyselin, které¢ jsou uspotfadané do tzv. ,barvy v plechovce™ (Paint in a Can).
Jedna se o monomer, jez obsahuje beta-barel tvofeny 11 antiparalelnimi vlakny
skladanych beta-listd a z jedné centralni alfa-Sroubovice umisténé uvniti tohoto beta-
soudku (Obrazek 2.2 vpravo). Fluorescencni barvivo obsahujici tfi aminokyseliny —
serin (Ser-65), tyrozin (Tyr-66) a glycin (Gly-67) je soucasti alfa-helixu. Zdrojem
fluorescence je aminokyselina tyrozin (Obrazek 2.2 vlevo). Sekvence téchto tii

aminokyselin v denaturovaném stavu neni vyznamna, sbalenim do tvaru soudku je

21



vyvolana chemickéd reakce zapticinénd prudkym zakiivenim. Samotné sbaleni vSak

fluorescenci nevyvolava [21,22,24].

Spontanni vznik komplexni struktury centra chromoforu lze uskutecnit, aniz by
bylo zapottebi specifickych enzymii matefského organismu. Dilezitym zjisténim
Rogera Tsiena byl fakt, ze samotné spravné sbaleni proteinu do soudku jeho
fluorescenci nijak neovliviiuje, pokud k jeho exprimaci v organismu dochazi bez
pritomnosti kysliku. Za anaerobnich podminek protein po ozaieni svétlem nijak
nefluoreskuje. Béhem sbalovani proteinu se aminokyseliny kovalentné uspotadavaji,
fluorescenéni chromofor p-hydroxybenzylideneimidazilonin vznika spontanné a
autokatalyticky po dokonceném piekladu proteinu cyklizaci serin-dehydrotyrosin-
glycinu az za ptitomnosti molekularniho kysliku posttransla¢nimi pravami. Kyslik
zpuisobuje oxidaci tyrozinu, kterd fluorescenci vyvolavd. Denaturaci GFP se

fluorescence vytraci, jedna se vSak o opétovnou renaturaci vratny jev [21,24].

I ptes monoliticky vzhled beta-soudku s vnofenou alfa-Sroubovici, lze zeleny
fluorescen¢ni protein exprimovat jako dva samostatné segmenty, které se ihned po
vlozeni do buiiky kombinuji. Opét tak vznikd fungujici fluorescencni protein. Tuto
schopnost GFP lze vyuzit ve dvou-hybridnim systému, kdy jsou jednotlivé segmenty
zeleného proteinu fuzi pfipojeny k dalsim dvéma proteinim, pfi¢emZ geny vznikaji
paralelni exprimaci. Fluorescenci 1ze ovétit, ze fizi spojené proteiny spolu in vivo velmi

uzce interaguji [23].

Obrazek 2.2: Vlevo chemicka struktura GFP, [27]; vpravo 3D struktura GFP, beta-soudek,
uvnitf alfa-helix, [28].

Modifikaci aminokyselin Ser-65, Tyr-66 a Gly-67 bylo vyvinuto nékolik variant
GFP, které se lisi absorpci excitované¢ho a barvou emitovaného svétla, jez se nachazi
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vV modrém (blue, BFP), tyrkysovém (cyan, CFP), pfirozeném zeleném (green, GFP),
zlutém (yellow, YFP) a ¢erveném (red, RFP, DsRed protein) spektru (Obrazek 2.3).
Krystalicka struktura varianta GFP/S65T, vytvofena zaménou aminokyseliny Ser-65
puvodniho proteinu za threonin, umoznila vytvoieni pravé YFP jednoduchou zaménou
aminokyselin. Zaroven je GFP/S65T mozné excitovat svétlem z modrého spektra, na
rozdil od pivodniho GFP proteinu, ktery ma excitatni maximum spiSe v UV oblasti.
Rizna spektra emitovaného svétla nasla vyuziti ve dvojitém znaceni vzorki a sledovani
exprese dvou a vice fluorescencné znacenych proteinii. Modifikace se vyznacuji také
lepsi fotostabilitou, zlepSenym kvantovym vytézkem, rozdilnou svitivosti a lepsi mirou
exprese Vv hostitelském organismu. Varianta EGFP (enhanced green fluorescent protein)
se stejné jako GFP/S65T vyznacuje substituci aminokyseliny Ser-65 za threonin (Thr),
kterd po excitaci modrym svétlem zplsobuje zvySeni intenzity fluorescence oproti
klasickému GFP, coz z EGFP ¢ini velice perspektivniho kandidata mezi optickymi
indikatory jak v biologickych aplikacich, tak ve studiich na molekularni urovni. Dalsi
variantou je cpGFP (circularly permuted green fluorescent protein) obsahujici kruhové
permutovanou aminokyselinovou sekvenci. Toto spojeni vedlo ke tvorbé novych N- a
C- koncti, aniz by byla narusena funkce zeleného fluorescenc¢niho proteinu. Stejné jako
EGFP se vyznacuje vétsi svitivosti neZ GFP, protoZe pravé rozdilny pohyb N- a C-
konct dramaticky ovliviiuje fluorescenci. Cirkularni permutace na konkrétnim misté
polypeptidu zpasobuji, ze dojde k preklopeni jeho dvou casti okolo centralni sité.
Vznikem trhlin na beta-soudku se chromofor cpGFP stava pfistupnéjsi pro protony
mimo bilkovinu. Vyuziti cpGFP spociva v pfevedeni signalovych interakci mezi dvéma
doménami proteinu na zmény elektrostatického potencidlu chromoforu, tzn. ptenos

informaci z interakci na fluorescen¢ni odezvu [22,23,24,26,29,30].

excitatni spektra emisni spektra
ECFP EGFP EYFP DsRed ECFP EGFP EYFP DsRed
100 100
80 80
60 | 60
40 | 40 1
20 20
U 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 O 425 475 s25 575 625 675
vinova délka [nm] vinova délka [nm]

Obrazek 2.3: Excita¢ni a emisni spektra EGFP, jeho barevnych variant, a proteinu
DsRed, [31].
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2.1.2 Cerveny fluorescencni protein

Roger Tsien se kromé studia zeleného fluorescen¢niho proteinu a snahy vytvofit jeho
vylepSené¢ varianty s optimalnimi vlastnostmi vénoval také vyvoji jinych
fluorescen¢nich proteind, a jednim z nich byl pravé cerveny fluorescencni protein
(DsRed) zrodiny GFP-like proteini. Cerveny fluorescenéni protein byl izolovan
Konstantinem A. Lukyanovem a jeho kolegy v roce 1999 z koralového utesu druhu
Discosoma (,.koralova houba®), ktefi u koralnatci (Anthozoa) objevili schopnost
vydavat fluorescenci ve svétlych odstinech, k nimz patii modra, zelend, oranzova a
cervend barva. Schopnost vydavat fluorescenci je zpusob ochrany organismu pied
silnym slune¢nim zéafenim v tropickych vodach. Stejné jako je tomu u zeleného
fluorescenéniho proteinu, tak i u DsRed dochazi k excitaci pti del§ich vinovych délkach
(488 nm, modré svétlo). Delsi vlnova délka excitacniho svétla také minimalizuje
problémy spojené S rozptylem svétla a s autofluorescenci bunék. Emitované svétlo se
pak nachazi v oranzovo-¢ervené oblasti, konkrétné na vinové délce 586 nm (Obrazek
2.3). DsRed muze byt pouzit jako reportér v obdobnych aplikacich jako GFP, k nimz

patii naptiklad jiz zminéna exprese genu a lokalizace proteint [24,33,34].

Obrazek 2.4: 3D struktura DsRed, ¢tyfi beta-soudky s vnofenymi alfa-§roubovicemi, [32].

Bilkovina svou strukturou pfipomina strukturu zeleného fluorescenc¢niho proteinu,
ale ma tendence tvorit tetrametry, tedy molekuly slozené ze ¢ty mensich podjednotek
(monomert) vazanych kovalentni vazbou (Obrazek 2.4). Rogeru Tsienovi se podaiilo
piijit na zpiisob, jak lze pfetvofit tuto tetramerni strukturu proteinu pomoci nevratné
denaturace polypeptidli VvV samostatny monomer, ktery by bylo mozné vyuzit jako

fluorescen¢ni znacku. Vzhledem ke svym vlastnostem, ke kterym patii pomalé zrani
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fluorescence a Spatna rozpustnost divokého typu tohoto cerveného fluorescenéniho
proteinu, musely byt vyvinuty modifikované varianty, aby se usnadnila exprese
v savCich buiikach. Dalsim zlepSenim u modifikovaného cerveného fluorescencniho
proteinu bylo snizeni zbytkové emise nachézejici se v zeleném oblasti viditelného
spektra. Divoky typ DsRed ma také sklon tvofit v zivych buiikach proteinové agregaty.
Druhé generace DsRed2 obsahuje n¢kolik mutaci N-konce peptidu, aby se tvorbé téchto
agregatli zabranilo. Zvyseni rychlosti zaclenéni do buiiky spojené s rychlejSim zranim
fluorescence bylo docileno u tieti generace DsRed-Express s deviti aminokyselinovymi
substitucemi, jehoz fluorescenci je mozné pozorovat jiz hodinu po expresi.
V soucasnosti se uvazuje o teorii, ze jasna fluorescence spolu s nefluorescenénim

zbarvenim koraloveu Anthozoa je dana homology zeleného fluorescen¢niho proteinu
[24,27,33,34,35,36].

Vyuziti Cerveného fluorescen¢niho proteinu spociva i v jeho kombinaci se
zelenym fluorescenénim proteinem ve vice barevném znaceni. Je vhodny k uziti jako
marker V rostlinach, jelikoz diky Cervenému posunu (red-shift) vinovych délek je
zabranéno poskozeni bunék (a také tkani) excitatnim svétlem. Ve vySSich rostlinach
slouzi jako vynikajici znacka i pfes ruSivou Cervenou autofluorescenci chlorofylu
[33,37].

2.2  Fluorescencni sondy zaloZzené na bazi napétové
citlivych oblasti

Napétove citlivé sondy jsou konstruovany ze dvou typu napétové citlivych proteint a
stejné jako fluorescenéni sondy zaloZené na bazi véapniku (viz dale), jsou schopné
opticky signalizovat jednotlivé individudlni potencidly. Mezi napétové citlivé proteiny
patii napétové citliva oblast 7 helix mikrobialniho rhodopsinu a 3-4 helix napétové

citliva oblast fosfataz nebo iontovych kanalt [6].

2.2.1 Napét'ové citliva oblast mikrobialniho rhodopsinu

Simultanni zaznamenavani neurondlni aktivity z jednotlivych neuronti i neuronové sité
je klicovym prvkem pro pochopeni dynamiky komplexnich neuronalnich obvodi. Tento
pozadavek slibuje splnit pravé optické zobrazovani, které vyuziva fluorescencnich
proteinii, napétovych indikatori na béazi velmi malych molekul a hybridnich

proteinovych barviv [38,39].

Zékladem rhodopsinovych sond je vyuziti vnitini fluorescence mikrobialniho
proteinu (,,protonové pumpy*) rhodopsinu Archaerhodopsin 3 (Arch) odvozeného od
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mikroorganismu Halorubrum sodomense. Tento protein byl exprimovan v kulturach
hipokampalnich neuronti potkana. Je oznacovan jako geneticky kodovany fluorescenc¢ni
indikdtor membranového napéti. Jeho primarni vlastnosti je citlivost na zmény

membranového napéti a rychlost jejich detekce [38,39].

Protein Arch se skladd ze sedmi transmembranovych podjednotek a chromoforu
sitnice, ktery je kovalentni vazbou pies Schiffovu bazi spojen s lysinem. Funguje jako
svétlem fizena protonova pumpa a pro svého hostitele se vyznacuje moznosti indukovat
slune¢ni energii. Béhem depolarizace pfi konstantnim budicim vykonu dochéazi ke
zvySeni protonace Schiffovy baze, coz vede ke zvySeni absorpce rhodopsinu a
fluorescenéni emise (Obrazek 2.5). Pii expresi v neuronech se vsak mize chovat jako
optogeneticky neurondlni tlumié, coz znamend, ze pokud je ozafen zelenym svétlem
(525 nm), generuje hyperpolariza¢ni fotoproud. Tento proud ma za nasledek potlaceni
neuronalniho buzeni. Jestlize je k ozafeni pouzito oranzové (600 nm) nebo Cervené
svétlo (640 nm), protein Arch emituje fluorescenéni zafeni v ¢ervené oblasti viditelného
spektra. Pro jeho excitaci se tedy pouziva vlnova délka oranzovo-Cerveného svétla
[38,39,40].

A

Obrazek 2.5: Protonace Schiffovy baze pti depolarizaci membrany oranzovym svétlem, [40].

o
i
#

K nevyhodadm proteinu Arch vSak patii velmi slaba fluorescence. Aby mohla byt
detekovatelnda, je k jeho ozéafeni a excitaci zapotiebi pouziti siln¢jSiho laseru. Dalsi
nevyhodou je slabé naruSovani membranového potencidlu béhem ozafovani proteinu.
Arch tak vneuronech generuje jiz zminény wvnéjsi fotoproud, a tim dochazi
k hyperpolarizaci membrany. Vykazuje se vSak srovnatelnou fotostabilitou jako zeleny
fluorescencni protein [38,39].
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2.2.2 Napétové citliva oblast fosfataz

Fluorescencni napétoveé citlivé sondy tohoto typu jsou obvykle jasn€jsi nez sondy
obsahujici rhodopsin. Vytvareji suboptimalni fluorescencni odezvy na neuronalni
aktivitu. Vykazuji rychlost inaktivace, ktera je pro sledovani rychlych pribéhti akénich
potencialt prilis pomald. Dale se fosfatdzy vyznacuji tim, ze ke své excitaci vyzaduji
pouziti vinové délky, jejiz hodnota se pohybuje pod 450 nm. Pii ozafovani vinovou

délkou této hodnoty se vyskytuje problém s fototoxicitou a autofluorescenci [6].

N intracelulami prostredi

Cc

Obrazek 2.6: Fosfolipidova membrana s doménami a vyznacenou extracelularni smyckou
mezi oblasti S3-S4, [41].

Extracelularni smycka nachézejici se mezi tfeti a ctvrtou transmembranovou ¢asti
nap&tove citlivé oblasti fosfataz, ktera je k vidéni a na ebrazku 2.6 vyznacena zelenou
barvou, prochazi béhem depolarizace konforma¢nimi zménami. Krystalické struktury
napétové citlivych oblasti fosfataz izolovanych ze sumky naznacuji, Ze reporalizace
(deaktivace) zpiisobuje vzestupnou reorientaci smycky u oblasti S3-S4. Dochézi
k ¢aste¢nému odvijeni S3 a jejiho extracelularniho konce a vymizeni kratké alfa-
Sroubovice ze stfedu S3-S4 smycky. Pokud se na toto misto vloZi kruhoveé permutovany
zeleny fluorescenéni protein (CpGFP), dojde KruSeni fluorescence proteinu jiz
zminénymi zménami konformace béhem depolarizace. Dale bylo zjisténo, ze pokud se
N- a C- konec (termini) cpGFP umisti pobliz chromoforu, dojde ke =zlepseni
konformaéniho péarovani mezi napétové citlivou oblasti a oblasti fluorescenéniho

proteinu [6].

ArcLight senzor obsahuje napétové citlivou oblast sumky (Ciona intestinalis) a
splituje prvni podminku idedlniho indikatoru akénich potencialii. Je schopny produkovat
doposud nejvétsi fluorescencni odpovéd na akéni potencidly a k vybuzeni mu staci

vlnova délka 488 nm. Jeho nevyhodou vSak je pomald rychlost detekce blizko se
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nachazejicich hrotti, které se nachazeji nad velkymi excitatnimi postsynaptickymi
potencialy [6].

2.2.3 Accelerated Sensor of Action Potentials 1

ASAPI1, celym nazvem Accelerated Sensor of Action Potentials 1, jehoz schéma lze
vidét na obrazku 2.8, predstavuje uméle vytvoreny napétovy senzor akénich potenciala
savCich bunck, do n&jz byl vlozZen cirkularni zeleny fluorescen¢ni protein (cpGFP).
Vlozenim fluorescencniho proteinu do extraceluldrni smycky napétové citlivych oblasti
bunék kura bankivského (Gallus gallus), u kterych doslo k velmi snadné expresi na
plasmatické membrané¢ bunék HEK293A (lidské embryondlni ledvinné bunky), se
docililo fluorescenéniho poklesu jako odpovédi na depolarizaci membrany. Napétove
citliva oblast kura bankivského obsahuje kratsi extracelularni S3-S4 smycku nez stejna
oblast u sumky (ArcLight sonda). Krat$i smycka zpisobuje zlepSeni parovani mezi
napét'ové indukovanymi pohyby a kroucenim soudkl proteinu GFP, a to je pfi¢inou
zvySeni rychlosti optického signalu (Obrazek 2.7). Béhem samotného vyvoje
fluorescencni sondy bylo cilem nalezeni optimalni varianty z mnoha sestrojenych
obmén a podob cirkularniho fluorescenéniho proteinu. Vybér varianty vlozeného
zeleného fluorescencniho proteinu mezi rezidua 147 a 148 napé&tové citlivych oblasti
kura bankivského zlepSilo jak jas, tak dynamické rozliSeni béhem udrZovéani ucinné
exprese na membrané. Tato varianta cirkularné permutovaného GFP byla pojmenovana
jako cpsfGFP-OPT. Jak jiz bylo uvedeno vyse, fluorescencéni sonda ASAP1 pracuje na
principu pohasinani fluorescence pii depolarizaci membrany. Pokud dojde ke zméné
membranového napéti, Vznikne akéni potencidl a ptivodné svétle zelené zarici plasmid
ASAPI1 postupné vyhasind. Dojde k poklesu intenzity fluorescence vlivem zmény
konformace napétové citlivych oblasti (Obrazek 2.7). Jestlize je builkka naopak
nepodrazdéna a vklidu a jeji membrana je polarizovand, plasmid emituje svétlo

Vv zelené oblasti s vyssi intenzitou [6].

polarizace depolarizace

Obrazek 2.7: Chovani cpGFP pii polarizaci a depolarizaci membrany, [6].

28



Urceni strukturdlnich determinanti bylo nezbytné pro spradvnou citlivost na
zmény napéti u fluorescencni sondy. Pohasinani fluorescence po depolarizaci
membrany naznacuje, Ze zmény konformace napét'ové citlivych oblasti a jejich pohyb
narusuje interakci vodikové vazby mezi beta-soudkem a fluorescen¢nim chromoforem,
ktera stabilizuje formu chromoforu, z niz byl v disledku depolarizace odstépen proton.
Modifikace breakpointu cirkularné permutovaného zeleného fluorescen¢niho proteinu
Vyjmuti prvniho rezidua z vytvoteného cirkularné permutovaného sfGFP-OPT taktéz
zpusobilo snizeni odezvy. Odstranéni dalSich aminokyselin mélo vSak pouze nepatrny
vliv na dynamicky rozsah. Dale bylo zjisténo, ze urcité konzervativni mutace
aminokyseliny fenylalaninu (Phe-145), konkrétné substituce nahrazujici pozici tyrozinu
(Tyr-66), snizuji jak jas, tak dynamicky rozsah a to zasadn¢. Modulace cpsfGFP-OPT
napétim je velice citliva na strukturu pobliz breakpointu, reaguje na konformacni zménu

na spojovaci ¢asti vnofené do oblasti S3 [6].

Dynamicky rozsah a kinetika fluorescencni sondy po expresi v buiikdch
HEK293A reagujici na napéti s kroky od -120 mV do 50 mV predstavuji pokles
fluorescence o necelych 37%, pficemz reakce na 100 mV depolarizaci membrany
vychazejici z klidového potencidlu -70 mV vyvolava zménu fluorescence o necelych
18%. Napétové fluorescencéni senzory S vlozenym cpGFP, k nimz patii napiiklad
ElectricPk s napétové citlivymi oblastmi sumky (vice o sond¢ v kapitole 6.3 Vyuziti
techniky patch-clamp p#i studiu zmén membrdnového napéti pomoci napétové citlivych
sond), vykazuji az o fad mensi hodnoty ve srovnani se sondou ASAPI1. Fluorescen¢ni
zmény reagujici na hyperpolarizaci membrany se pohybuji v rozmezi 12% poklesu
fluorescence, konkrétné pii hyperpolarizaénim napéti 30 mV a 50 mV se pokles
intenzity fluorescence projevil o necelych 24%. V bunécéné liniit HEK293A a pfi teploté
prostiedi 22°C ma sonda ASAP1 prudkou biexponencilni kinetiku, pficemz aktivace a
inaktivace se vyznacuje rychlymi sloZzkami s asovymi konstantami 2,1 ms a 2,0 ms.
V porovnani se sondou ArcLight, kterd ptredstavuje hlavniho zastupce napétove
citlivych sond s nejvétsi fluorescencni odpovédi na zménu membranového potencidlu,
jsou rychlé slozky odezvy sondy ASAP1 pro aktivaci a inaktivaci sedmkrat a 22,5 krat
rychlejs$i neZz u ArcLight. Rychlejsi kinetika fluorescencni sondy ASAP1 tedy zvySuje
veérnost zachycenych fluorescencnich zmén béhem monitorovani transmembranového
napéti. Fluorescenéni odpovédi sondy ASAP1 na jednotlivé akéni potencidly
kultivovanych hipokampdalnich neuronli ve srovnani se sondou ArcLight se odezvé na
odpovidajici napéti taktéz priblizuji mnohem vice. Odezva na akcéni potencial jdouci

ptfes celou neuronalni bunku zachycena senzorem ASAPI je v porovnani s ArcLight
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sondou prakticky dvakrat vétsi. ASAP1 umoznuje detekci spontannich hroti,

podprahovych zmén potencialu mezi neurony [6].

Fluorescencni sonda ASAPl je schopnd vynikajici membranové lokalizace
u zivych disociovanych hipokampalnich neuronti a fixnich fezli mozku, a to jak na
celém téle neuronu, tak na jednotlivych dendritech, a jeho samotna exprese v buiilkdch
nijak neméni membranovou kapacitanci. ASAP1 umoziuje detekovat jednotlivé akéni
potencialy standardné trvajici 2 ms, podprahové zmény potencidlu a sledovat pribéhy
téchto zmeén az do frekvence 200 Hz, ¢ehoz sonda ArcLight schopna neni. Pribéhy pfi
100 Hz se zdaji byt zplostélé se zvySenou zékladni linii a dochdzi u ni ke Spatnému
rozliSeni pikd. ASAP1 umozZiuje také kontinualni monitorovani membranovych

potenciali pomoci standardniho epifluorescenéniho mikroskopu Vv rozsahu kilohertz

diky kombinaci jasu, dynamického rozsahu a rychlosti detekce. Zobrazuje pokles
fluorescence 0 29% na 100 mV [6,42,43].
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Obrizek 2.8: Mapa vektoru ASAP1.

2.3  Fluorescencni sondy zaloZené na bazi vapniku

Fluorescen¢ni sondy zaloZzené na bazi vapniku jsou geneticky koédované napétové
senzory umoziujici detekci jednotlivych akénich potencidli. Vyuziti v zobrazovani

neuronalni aktivity je velmi Siroké. Principem zobrazovani aktivity neuroni pomoci
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sond citlivych na vépnik je, Ze disledkem této aktivity dochazi k velice rychlym
zménam koncentrace volného vapniku v intracelularnim prostfedi buiky jeho
prichodem pies vapnikové kanaly. Vapnik je povazovan za univerzalni signalizacni
molekulu, kterd urcuje jak bunécnou diferenciaci, tak bunécnou smrt. Stejné tak je
vapnik schopny spoustét neurotransmisi a regulovat synaptickou poddajnost. Stanoveni
prostorové a casové dynamiky intracelularni koncentrace vapniku je proto velmi
dalezité, jak v bunécné biologii, tak pro pochopeni imunitni fyziologie a mozkovych
funkci. Monitorovani dynamiky volnych vapnikovych ionti je jednim z hlavnich vyuziti
ve fluorescencéni mikroskopii. Véapnik pti depolarizaci bunééné membrany neuront a
vzniku ak¢éniho napéti prechdzi z intracelularniho prostiedi prostiednictvim
transientnich véapnikovych kanalt, které zajiStuji kratkodobé otevieni. Geneticky
kédovany proteinovy senzor tak miize byt vyuzit pro neinvazivni sledovani aktivity
U jednotlivych neuronti nebo jejich oddélenych shlukii a zarovei jej lze piimo

nasmérovat na specificky typ bunék [11,44,45].

Geneticky kodované fluorescenéni sondy zaloZené na bazi véapniku se staly
cennym nastrojem v bunééné biologii a v oblasti vyzkumu mozkové aktivity. Je mozné
je vyuzit jako ukazatele pfesné definovanych buné¢k a dokonce i k zobrazeni na
subcelularni Grovni bunéénych kompartmentt. Fluorescenénimi sondami zaloZenymi na
bazi vapniku lze opakované zobrazovat tytéz buniky po delsi casovy usek. K jejich
nevyhoddm vSak patii mald sila signdlu a pomala rychlost odezvy, o zlepSeni téchto
nedostatkll se neustale usiluje, protoze zddny zastupce geneticky koddovanych indikatorti
vSak zatim nedokadZe piekonat detekéni limity béZzn€ pouzivanych syntetickych
vapnikovych indikatort (napiiklad malé molekuly indikatoru Oregon Green 488
BAPTA-1, OGB-1), jejichz vpraveni do buiiky probihad invazivni chemickou nebo
fyzikalni metodou [44,45].

Zminéné transientni vapnikové kandly v neurondlni membriné mohou byt
oteviené az stovky milisekund. Toto ma za pfic¢inu, Ze pribéhy vysokofrekvenénich
akcnich potencidli pomoci reakci vapniku nelze povazovat za dostatecné piesné
zaznamenavani neurondlni aktivity. Sondy zaloZené na bazi vapniku proto nalézaji vetsi

uplatnéni spise pfi studiu nizkofrekvencni elektrické aktivity neuront [6,38,44,46].

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny vybrané typy rodin vapnikovych

indikétor.
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2.3.1 GCaMP fluorescencni sondy

GCaMP sonda, jejiz strukturu a princip funkce lze vidét na obrazku 2.9, se sklada
z cirkularniho zeleného fluorescen¢niho proteinu (cpGFP), z proteinu kalmodulin
vazajiciho vapnik (CaM) a peptidu M13, ktery interaguje s kalmodulinem a tvofi s nim
tzv. vyhybku. Jsou umisténi v blizkosti chromoforu uvnitf beta listu zeleného
fluorescenéniho proteinu, jehoZ nativni N- a C- konce spolu tvoii vazbu. Z jadra vnitini
struktury beta-soudku jsou GFP jsou vytvaieny konce nové. Piitomnost vapnikovych
iontli pobliz proteinu CaM a peptidu M13 zplisobuje tvorbu téchto novych konct
vychazejicich ze stiedu zeleného fluorescenéniho proteinu. Noveé vytvoieny C- konec je
navazan na vapnik vazajici protein CaM a N- konec vytvaii vazbu s peptidem M13.
Vznikly komplex CaM-M13 spojeny s N- C- koncem fluoroforu zptsobuje zvyseni jasu
zeleného fluorescenéniho proteinu béhem vazby s vapnikem, coz zpisobuje
fluorescenci. Studie tykajici se krystalické struktury této fluorescencni sondy ukazaly,
Ze jestlize se nachazi ve stavu, kdy jsou domény kalmodulinu a peptidu M 13 nevazané,
tzv. Ca**-free, chromofor je vystaven roztoku, objevuje se v ném mezera zptisobujici
zhaseni. Interakce tohoto komplexu v zavislosti na pfitomnosti vapnikovych iontd ma
za dtisledek konformaéni zmény a dojde ke vstiebani mezery. Casteénym blokovanim
ptistupu roztoku do jadra beta-soudku chromoforu tak dochézi k obnoveni fluorescence
[44,47,48].

Jejich nevyhodou vsak je, Ze oproti syntetickym indikatorim nemaji dostatecnou
rychlost odezvy a zaroven je jejich citlivost velmi nizka, jak jiz bylo uvedeno vySe. A
proto se riznymi genetickymi modifikacemi uzptsobovaly a ndsledné testovaly varianty
GCaMP, znichz byly vybrany tfi ultracitlivé sondy GCaMP6. GCaMP6m, dale
GCaMP6s (Obrazek 2.10), ktera je nejcitlivéjsi na akéni potencialy a vyznacuje se
vysokou afinitou k vapniku a nejrychleji indikujici senzor akénich potenciala
oznacovany jako GCaMP6f [44,47].

slaba fluorescence

-+ C a 2+ zvy3ena fluorescence

\

CaM
Obrazek 2.9: Struktura vapnikové sondy GCaMP reagujici na vazbu s vapnikovymi ionty, [48].
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Obrazek 2.10: Mapa vektoru GCaMP6s, [49].

2.3.2 TN fluorescenéni sondy

TN fluorescen¢ni sondy (Obrazek 2.11) pochazeji z generace senzoru zalozenych na
Forsterové rezonan¢nim pienosu energie (FRET). Tento pfenos je zaloZzen na principu
absorpce energie pouze molekulami donoru, které ziskanou energii excitované¢ho stavu
pfedavaji vhodnym molekuldm nazyvanym akceptor prostiednictvim tzv. dipdl-
dipolové interakce, aniZz by pii této interakci doSlo k vyzafeni fotonu donorem.
Vysledkem jsou excitované molekuly akceptort vydavajici emitované zaieni v podobé
fluorescence. Jak je vidét na obrazku 2.11, na némz je zvyraznéna sonda Twitch, sondy
rodiny TN se skladaji ze dvou fluorescencnich proteinli navzajem spojenych doménou
troponinu C (TnC). Svételnou energii pfijima prvni fluorescencni protein (modry CFP),
ale pokud se v jeho blizkosti nachazeji vapnikové ionty v malé koncentraci, pfijata
energie je v podobé modrého svétla vyzarena do okoli. Naopak zvySena koncentrace
vapnikovych iontd zptsobuje vazbu s troponinem C a dochazi ke zméné konformace,
fluorescencni proteiny se k sobé ptiblizi, donor CFP pteda svou energii akceptoru, jimz
je druhy fluorescen¢ni protein (zluty cpCitrine, YFP), a ten emituje svétlo ve zluté
oblasti viditelného spektra [25,44,45].
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Obrazek 2.11: Struktura vapnikové sondy TN reagujici na vazbu s vapnikovymi ionty, [45].

Sondy rodiny TN FRET-Ca®" interakce vyuZivaji C- konec troponinu C (TnC)
jako €ast vazajici vapnikové ionty misto proteinu kalmodulin, jehoz vyuzivé generace
senzort GCaMP uvedena vySe. TnC predstavuje specializovany vapnik vazajici senzor
Vv kosternich svalech a v srde¢ni svaloving. Zameéna za troponin C vedla ke zlepSeni
vydavané fluorescence, vazba vapniku a troponinu je rychlejsi a v zobrazovacich
experimentech je stabilni. Tyto senzory jsou povazovany za minimalné rusivé, jelikoz
nezasahuji do biochemie hostitelské buiikky a jsou schopné pracovat na tUrovni
subcelularniho smérovani, pfi némz senzory obsahujici kalmodulin nebyly uspésné
[50,51].

Struktura troponinu C se sklada z regula¢niho N-terminélniho laloku specifického
na vapnik a C- konce. Kazda molekula TnC dokaze navazat az &tyfi vapnikové ionty
pomoci Ctyi specializovanych proteinovych domén, které se vyznacuji nazvem EF
rucky. Pro zlepSeni citlivosti na pfitomnost vapnikovych iontd byla vyvinuta varianta
TN-XXL, ktera obsahuje duplikovany C- konec EF ruéek troponinu C s opakujicim se
motivem vazebnych mist pro vapnikové ionty mezi donorem a akceptorem
fluorescencnich proteint. Fluorescencni sonda Twitch, jejiz mapa vektoru je k vidéni na
obrazku 2.13, se od sondy TN-XXL lisi v po¢tu motivi, ze kterych se sklada. Jeji
struktura byla sestavena s vyuzitim minimalniho motivu, to znamena, ze misto Ctyf
vazebnych mist pro vépnikové ionty obsahuje pouze dvé, pficemz byla zachovana
vysoka afinita k Ca®" jontim (Obrazek 2.12). Tato modifikace pfisp&la ke zlepseni
biokompatibility senzoru pti vyuziti béhem dlouho trvajici exprese [45,50,51].
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minimalni motiv troponinu C

Obrazek 2.12: Minimalni motiv troponinu C, [45].

Twitch-3

Twitch-3 pcDNA3

cpCit174
Notl

Obrazek 2.13: Mapa vektoru Twitch, [52].

2.3.3 Camgaroo fluorescen¢ni sondy

Camgaroo fluorescencni sondy tvoii vyjimku Vv podobé struktury, ze které jsou slozeny.
Stejné jako rodina vapnikovych indikatorit GCaMP obsahuje fluorescenéni protein a
fragment proteinu vazajici vapnikové ionty kalmodulinu (CaM). Zluta varianta zeleného

fluorescenéniho proteinu (YFP) je rozd€lena na dvé poloviny, které jsou navzajem

35



spojené pravé fragmentem kalmodulinu. Vazba volnych véapnikovych iontii podporuje
intramolekularni uspotfadani, coz méa za dusledek zménu protonovaného stavu
chromoforu do stavu deprotonovaného. Obé poloviny fluorescen¢niho proteinu se
konforma¢nimi zménami kalmodulinu spoji do celku, v némz je molekula schopna

emitovat fluorescencni zafeni [51,53].

2+

= . +Ca
I

Obrazek 2.14: Struktura vapnikové sondy Camgaroo reagujici na vazbu s vapnikovymi ionty,
[51].
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3 CHEMIC’KA ’NAPETOVE CITLIVA
MEMBRANOVA BARVIVA

Chemicka napétove citliva barviva umoziuji neinvazivni sledovani zmén napéti
vyskytujiciho se na membrané¢ bunc¢k diky zméndm ve spektralni oblasti daného
barviva. Kazdd molekula barviva musi obsahovat latku zvanou chromofor, kterd je
schopna reagovat na zmény ozafujiciho svétla. Hydrofobnim koncem se barvivo navaze
na fosfolipidovou dvojvrstvu bunééné membrany. Jak jiz bylo uvedeno v ivodu druhé
kapitoly, jakmile dojde k vystaveni buiiky s navazanym barvivem svételné excitaci
0 vlnové délce specifické danému barvivu, dochdzi k absorpci svétla. V excitovaném
stavu setrvd molekula fddové nékolik nanosekund. Névrat do zakladniho stavu je
doprovéazen uvolnénim energie v podobné fluorescencniho zafeni. Emisni spektrum ma
vyssi vinovou délku nez spektrum excitacni (Stokesiiv posun, Obrazek 3.1). Kratsi
vinova délka ma veétsi energii potiebnou k vybuzeni molekul na vyssi energetickou
hladinu. Intenzita emitovaného svétla zvolené excitacni vinové délky je zavisla na

napéti, které se vyskytuje na membrané a pro kazdy fluorofor ma urcitou vinovou délku

[54,55].
/ Stokesiv posun

intenzita

vinova délka [nm]
Obrazek 3.1: Excita¢ni a emisni spektrum, Stokestiv posun, [18].

Dtlezitou vlastnosti, kterou museji barviva obecné spliiovat, je maximalni
odolnost proti photobleachingu (vybélovéani fluorochromu laserovym paprskem), tzv.
fotostabilita. Vybé¢lovanim totiz chromofor ztrdci své vlastnosti. Dale musi mit

minimalni vliv na chovani a funkci sledované bunky v klidovém 1 v excitovaném stavu
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a na jeji membran¢ by mélo zlstat navdzané co nejdéle. Pro snimani zmén
membranového napéti se vyuziva barviv srychlou odezvou. Museji byt schopna

reagovat dostate¢nou rychlosti na zmény a piesné tak popsat ¢asovy prubéh AP [54].

3.1.1 Barviva ANEP

Barviva ANEP (celym nazvem aminonaphthylethenylpyridinium) se fadi mezi barviva
reagujici na zmény membranového napéti, pficemz odezva na depolarizaci membrany
se pohybuje v fadech milisekund, ¢imz se tato barviva fadi mezi fluorescen¢ni barviva
s rychlou odezvou. Funguji na principu zmény jejich elektronové struktury. Béhem
excitace dochazi k ptesunu kladného naboje z atomu dusiku hydrofilni ¢asti molekuly
vazané na vn¢j$i stranu bunééné membrany pres cely vlastni chromofor na hydrofobni
¢ast vazanou k vnitini strané bunééné membrany. U membrany v polarizovaném stavu
dochazi k souhlasnému pohybu kladného ndboje spolu s napétim na membrané. Na
obrazku 3.2 je k vidéni princip zmény elektronové struktury u barviva di-4-ANEPPS.
Reaguji zménou fluorescence na zmény v elektrickém poli, ve kterém se nachazeji.
Zména napét'ové zavislé fluorescence je vSak i u takto rychle reagujicich barviv ¢asto
mald. Obvykle vykazuje 2-10% zmény fluorescence na 100 mV. Slouzi
K fluorescen¢nimu mapovani zmén akéniho potencialu podél neuronovych a svalovych
vlaken, ale plivodné byla vyvinuta ke sledovani elektrické aktivity srdec¢ni tkané.
Typickymi zastupci ANEP barviv jsou di-4-ANEPPS a di-8-ANEPPS [56].

— D excitovany stav
o~

0" di-4-ANEPPS

i S,
Nv*sé T
absorpce fotonu emise fotonu
So

Zakladni stav

Obrazek 3.2: Chemicka struktura zakladniho a excitovaného stavu barviva di-4-ANEPPS, [57].
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Di-4-ANEPPS je vhodné pro pouziti na velmi kratkych experimentech, jelikoz
jeho vazba na membranu neni tak silnd jako u di-8-ANEPPS, které je fotostabilnéjsi a
taktéz vykazuje mensi fototoxicitu. Barviva fluoreskuji az po navazani na bunécnou
membranu. Jejich dalsi vlastnosti je zavedeni posunu maxim excitatniho a emisniho
spektra umoziujici kvantifikaci membranového potencidlu uzitim poméri (Obrazek
3.3). Jestlize jsou barviva navdzana na membranu neuronu, hodnoty excitacnich a
emisnich maxim se pohybuji na vinové délce 475 nm a 635 nm. Po zméné
membranového potencidlu dochazi k poklesu maxima excitacniho spektra a naristu
emisniho spektra fluorescence. Vysledkem je tzv. red shift, snizeni energetického
rozdilu mezi zakladnim a excitovanym stavem. Dochazi k posunu k del§im vinovym
délkam o niz$i energii. Opakem je tzv. blue shift vznikajici béhem depolarizace, kdy
dochazi k posunu ke kratsim vinovym délkam majici vys$i energetickou hodnotu
[54,55,58].

Krom¢ di-4-ANEPPS a di-8-ANEPPS patii mezi barviva ANEP také barviva
kationtova. Di-1-ANEPEQ, které je rozpustné ve vodé a lze jej do buiky vlozit
mikroinjekci. Dale naptiklad di-4-ANEPPDHQ vyuzitelné pfi snimani elektrické

aktivity u neuronovych siti. ANEP barviva barvi oranzové [55,56].

emitovana fluorescence

vinova délka

Obrazek 3.3: Posun emisniho spektra u barviv ANEP, zména fluorescence AF.
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3.1.2 Barviva RH

RH barviva piivodné syntetizovana a pojmenovana po Riné Hildesheimové vznikla
Vv laboratofich Amirama Grinvalda. Obsahuji dialkylaminophenylpolyenylpyridinium.
Stejné jako barviva ANEP patii mezi barviva s rychlou odezvou a slouzi predev§im
k funkénimu zobrazovani elektrické aktivity neuront. K nejpouzivanéjsim RH
barviviim patfi RH-237, RH-414, RH-421 a RH-795. Kazdé barvivo ma své specialni
urceni, kdy by nemélo zptisobovat obtize po aplikaci. Jestlize dojde k pouziti naptiklad
RH-414 barviva k obarveni mozkové kury, dojde k zGzeni arterii. Barvivo urCené
k tomuto ucelu — RH-795, tyto nezadouci ucinky nema. Z toho vyplyva, ze rtzna
barviva maji rizné fyziologické ucCinky. Nejpozdéji vznikla barviva RH-1691
(chemicka stavba, Obrazek 3.4) a RH-1692 byla Gspé$né pouzita in vivo na zvitatech
bez anestezie [55,59].

Stejné jako u barviv ANEP dochézi i u barviv RH k excita¢nimu a emisnimu
posunu spektra vreakci na akéni potencial. Spektra jsou silné zavisla na okolnim
prostiedi, ve kterém se barviva nachdzeji a po depolarizaci membrany dochazi ke
snizeni fluorescence. Vyuziti RH-237 barviva v kombinaci s fluorescenénim Ca®*
indikatorem umoznuje simultanni optické mapovéani membranovych potencidli. Barvi
modrou barvou [59].

RH-1691
SO4H
OCH
N N
I T N TN
cl N 3'&3

Obrazek 3.4: Chemicka stavba barviva RH-1691, [60].
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4 BUNECNE KULTURY

Smyslem bunécné kultivace je udrzeni Zivotaschopnosti bun€k a buné¢nych soudasti,
jejich rozmnozeni a nasledné vyuziti mimo télo (in vitro) v pufrovacich roztocich
obsahujicich ziviny, které napodobuji fyziologické prostfedi téla. Bunécné kultury
predstavuji zdroj biologického materiadlu, ktery lze vyuzit jak pro védecké ucely
v oblasti vyzkumu (napiiklad pro pokusné ucely souvisejici s vyvojem l€kd, nebo
behem testl toxicity), tak 1 ve vyrob¢ (naptiklad bilkovinnych molekul a peptidi nebo
monoklonalnich protilatek, virovych vektori). Pfispivaji také k omezovani pokust
provadénych na zvitatech, jelikoz oproti zivym organismim maji zasadni vyhody.
Pokus probiha na konkrétnim bunééném typu a neni nijak omezen interakcemi s dalSimi
bunécnymi populacemi, tkanémi nebo orgdny. Na druhou stranu vSak prace s zivymi
modely neni nahraditelnd beze zbytku, jelikoz buiky péstované in vitro nemohou
spolehlivé odrazet vlastnosti bungk, tkani a organt, které se nachazeji v podminkach in
vivo. Bunééné kultury mohou zahrnovat jak kultury prokaryotickych organismi
(bakterie), tak kultury eukaryotickych organismi (kvasinky, rostliny a Zzivoéisné
bunky). Tkéané, které slouzi pro prvotni zalozeni bunécéné kultury v laboratornich
podminkach pochazejici z zivoc¢isnych bunék, mohou byt pivodem z pupecnikové

snury, krevnich bungk, placenty nebo chrupavek, ale i ze zvifat [61,62,63].

Prvnim krokem pro ziskani bunécné kultury je izolace bunék daného typu bud’
Z laboratorniho zvitete, lidského organismu nebo rostliny (méné casté). lzolace se
provadi mnoha riznymi technikami, které jsou zalozené na kombinaci mechanického
rozvolnéni tkan€¢ a enzymatického natrdveni mezibunécné matrix kolagenéazou,
trypsinem nebo elastdzou, V pfitomnosti EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina,
kterd vaze Ca®"). Buiiky jaterniho parenchymu se izoluji perfuzi organu vhodnym
roztokem obsahujicim protedzy. Nasledna separace bun€k je umoznéna centrifugaci
zalozené na rozdilnych fyzikélnich vlastnostech (velikost Castic, hustota), vyuziti
ruznych kultivacnich podminek, na které reaguji pouze pozadované buniky urcené ke
kultivaci (nevyhodou je vSak mensi spolehlivost), anebo vyuziti schopnosti bunék rizné

rychle adherovat na urcité typy kultivac¢nich povrchu [61].

Buiky ziskané pfimo z organismu a nasledné péstované v kultufe se nazyvaji
bunééné kultury priméarni. Vhodnym zdrojem primarnich bunéénych kultur jsou embrya
a mladi jedinci a organy jako ledviny ¢i jatra. Po pfevedeni do kultivacniho média jsou
schopny prezit pouze ty bunky, které jsou lépe pfizplisobeny danym podminkdm.
Existuji nékolik dni, poté, po rozmnozeni, je nutné jejich pfevedeni do nového
kultivacniho média, aby bylo mozné je udrzet pii zivoté. Cilenou selekci téchto kultur

vhodnymi fyzikalnimi nebo chemickymi mutageny se ziskavaji bunééné linie. Bunécné
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kultury se déli do dvou skupin. Prvni skupinou jsou buiiky suspenzni, které je mozné
ziskat napiiklad pfimo z nadorovych bun¢k. Druhou skupinou jsou kultury jednovrstvé,
jez byly odebrany z bun€k normalnich a na rozdil od suspenznich kultur obvykle rostou
V jedné vrstvé (monolayer). Primarni bunécné kultury maji diploidni sadu chromozomii
[62,63,64].

4.1  Bunécné linie

Jakmile se buiiky (bunécné kultury) nachazeji pfed koncem exponencidlni riistové faze,
provadi se jejich pasazovani. Mnozici se buiiky adheruji na kultivaéni povrch i na sebe
navzajem, a proto je nutné je pred pasdzovanim uvolnit. Poté se rozvolni napiiklad
pomoci enzymil (trypsin, kolagendza), nafedi a pfenesou do nové kultivacni nddobky
s médiem, které je opét bohaté na ziviny. Bunééné linie ziskané z primarnich bunéénych
kultur maji omezenou schopnost bunééného déleni. Jedna se o tzv. omezené linie dé€lici
se po urc¢itou dobu, kterd je dana geneticky podminénym procesem starnuti, béhem né;z
buriky tuto schopnost déleni postupné ztraceji. Jsou plné piizpisobené na zivot in vitro
a mohou byt opakované pasdzovany, ale pouze po urcitém poctu pasdzi. Béhem
pasazovani prevladaji buniky s nejvyssi schopnosti ristové kapacity a navic dochazi ke
zméné jejich vlastnosti. Jejich Zivotnost vSak do jist¢é miry zaleZi 1 na typu
kultivovanych bunék. Napfiklad buiiky embryonalniho piivodu je mozné kultivovat déle
nez bunky, které pochazi z dospélého jedince [61,63,64].

Neomezené bunééné linie (kontinudlni, imortalizované) se z nich stavaji procesem
zvanym transformace (vznikd spontanné¢, muze jit o nadorové bunky, nebo je
podminéna napfiiklad virovou nebo chemickou transformaci). Kontinualni bunééné linie

maji ploidni (aneuploidni, heteroploidni) sadu chromozomu [61,63,64].

41.1 Bunééna linie HEK293

Bunééna linie HEK293 (Obrazek 4.1) byla odvozena z lidskych embryonalnich
ledvinnych epitelidlnich bun€k (human embryonic kidney), které byly ziskany legalné
provedenou interrupci, a v roce 1970 poprvé laboratorné zkultivovana Alexem van der
Ebem na univerzité v Leidenu v Holandsku. Jeji nasledna transformace zalozena na
pouziti fosforeCnanu véapenatého byla provedena Frankem Grahamem v roce 1977.
Piivodné bylo provedeno celkem osm transformaci, pii nichZ ziskal pouze jeden klon
bunék schopny pieziti po dobu nékolika mésici. Pii provadéni transformace byla do
ledvinnych bun€k vpravena virovda DNA adenoviru 5. Transformace vedla k za¢lenéni

ptiblizné 4,5 kilobazi z virového genomu do lidského chromozomu 19 a k imortalizaci
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této bunécéné linie. Pfidomek 293 ziskala bunééna linie HEK na zakladé Grahamova
293. pokusu v fad¢ [7,8].

Embryondlni ledvinné bunky obsahuji malou heterogenni smés téméi vSech typa
bunek, které jsou pfitomny v téle a transformaci adenovirem 5 miize byt podstatné
naruSena exprese a morfologie ledvinnych bunck. Touto transformaci ziskavaji lidské
embryonalni ledvinné bunky vlastnosti typické pro nezralé neuronalni bunky.
O neurondlnim puvodu se uvazuje z ditvodu pfitomnosti mitochondridlni ribonukleové
kyseliny (MRNA) a genovych produktt, které jsou typické pro neuronalni burnky. Silna
imunoreaktivita bunék HEK pro ¢tyfi hlavni podjednotky neurofilament bézné
exprimovanych v neuronech taktéz poukazuje na souvislost s neuronalnim ptvodem
[8,9,10].

Bunéénd linie HEK293 se vpraxi hojné vyuzivd pro vyrobu savéich
rekombinantnich proteint, a jelikoz pochazi z lidskych bun¢k, je jeji hlavni vyhodou, ze
tyto proteiny obsahuji pfirozené posttranslaéni modifikace, ke kterym patii naptiklad
spravnd tvorba disulfidovych mistkt dulezitd pii skladani molekuly do tercidrni
struktury. Dalsi vyhodou bunécné linie HEK293 je velmi snadna kultivace, taktéz se
dobfe a rychle déli a mnozi a ucinnost transfekce je pomérné vysoka. Vzhledem
k jednoduchosti provedeni transfekénich metod jsou buriky vyuZzivany pro studium, ve
kterém neni hlavnim cilem sledovat chovani samotné buiiky. Lze je naptiklad vyuzit pro
studium u¢inka 1€kt na sodikové kanaly. Naopak K jejich nevyhodam se fadi pomérné

velka nachylnost k infekcim a potieba drazsich kultivaénich médii [8,65].

Existuje nékolik variant odvozenych od matefské bunééné linie HEK293, které
maji mnohem rychlejsi rust, snazsi kultivaci a doslo u nich ke zlepSeni vysledkt
transfekci.

HEK293A — subkultura bunécné linie HEK293, kterd se vyznacuje plochou
morfologii, kterd usnadnuje pocatecni vyrobu, amplifikaci a titraci replikacniho
adenoviru. Ve své struktufe obsahuje stabilni E1 gen podporujici E1 proteiny potiebné

pro generaci rekombinantniho adenoviru [66].

HEKZ293E — linie se stabilné provedenou transfekci exprimujici virus Epstein-
Barrové pro nuklearni antigen 1 (EBNAL). Obsahuje replikacni pocatek oriP. Takto
upravené bunky jsou schopné béhem bunécného déleni plasmidy prenaset do buné&k
dcefinych. Vysledkem je tedy zvysSeni celkového vytézku rekombinantnich proteint
oproti liniim, které antigen EBNA1 neobsahuji. [67,68,69].

43



HEK293-6E — podobna linii 293E, pouze obsahuje kratsi verzi genu EBNAI,
kterym byla transfekovana, jehoz vlastnosti je nizsi cytotoxicita, a Ize ji kultivovat bez
séra [70].

HEK293F — linie s bezsérovou a suspenzni kultivaci (,,freestyle®) [71].

HEK293S — linie exprimujici opsiny, skupinu svétlo-Citlivych proteinti. Bunky

této linie jsou adaptované na suspenzni kultivaci [72,73].

HEK293T — linie vyuzitda i vtéto diplomové praci ma stabilné provedenou
transfekci genem pro velky T antigen polyomaviru SV40 (onkoprotein). Vysledkem je
episomalni replikace transfekovanych plasmidl s pocate¢nim mistem replikace SV40.
Episomalni replikace ptedstavuje d&j, béhem né&jz dochazi k replikaci plasmidu
V hostitelském organismu, do kterého byl transfekovan. MnoZenim bunék nedochazi
k abytku tohoto plasmidu a projevem je narust produkce rekombinantnich proteind.
Episomalni replikaci krom¢ 293T umoziiuji také linie 293E a 293-E6. Vyuzivaji se pro
tvorbu retrovirovych vektoru [69,74].

Obrazek 4.1: Bunééna linie HEK293, [75].

412 Kultivace bunéénych linii HEK293

Zajisténi Zivotnosti bungk a jejich nasledného mnozeni v prostiedi in vitro je umoznéno
pouze pii dodrzeni vhodnych kultivacnich podminek, ke kterym se ftadi teplota

prostiedi, slozeni atmosféry a kultivaéniho média [61].
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Kultivované bunky HEK293 ziji a mnozi se V kultivacnich nddobach umisténych
Vv inkubatoru, které jsou schopné tyto podminky zajistit. Dtilezita je sterilita inkubatora,
aby nedochazelo ke kontaminaci kultivovanych bunék mikroorganismy z okolniho
prosttedi, bakteriemi a plisnémi. Optimalni teplota pro rist bunék se pohybuje
Vv rozmezi teploty organismu, ze kterého pochdazeji, tedy 37 °C. Aby nedochdzelo
k odpafovani vody z média v kultiva¢ni nadobce, méla by se relativni vlhkost atmosféry
V inkubatoru udrzovat na hodnoté¢ 90%. Dal§im dalezitym prvkem u slozeni atmosféry
je 5% obsah oxidu uhli¢itého (udrzuje pH média) [61].

Péstovani bunc¢k probihd v kultivaénim médiu, které musi napodobovat
extracelularni tekutinu. Musi byt bohaté na zZiviny, ke kterym se fadi bilkoviny,
vitaminy, riistové faktory, glukéza jako zdroj energie, nékteré peptidy, mastné kyseliny
a lipidy, anorganické soli, pufry a stopové prvky. Dale by mélo usnadiovat difuzi
kysliku a oxidu uhli¢itého tim, Ze nad vrstvou bun€k uchycenych k povrchu vytvori
tenkou vrstvu kapaliny. Ziviny musi médium dodavat neustale, proto je potieba jej
dvakrat az tiikrat tydné vymeénit. Ristové faktory, stopové prvky a vitaminy lze do
kultivaéniho média dodavat v podobé séra, které také podporuje adhezi bunék.
Napomaha bunkam odolavat mechanickému poskozeni danou koncentraci bilkovin.
Nejcastéji vyuzivanymi séry jsou séra bovinni, hlavné fetalni bovinni sérum, jelikoz je
bohaté na obsah riistovych faktorti, které jsou pro naslednou proliferaci bunck dulezité.
Ke kultivaci bun€k bylo pouzito médium Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM),
které obsahuje 10% fetalni bovinni sérum (FBS). Pfidava se do né&j 1% antibiotikum
(penicilin/streptomycin), které zabranuje kontaminaci Kkultury bakteriemi, a 1% L-
glutamine [61].

Pokud se bunky péstuji v suspenzi, je dalsim krokem pro udrZeni Zivotaschopnosti
bunék a jejich déleni promichavéani. Promichdvanim se napoméha pfenosu plynli mezi
plynnou a kapalnou fazi, lze je takto udrzet v suspenzi a zéaroven tak zamezit
sedimentaci. U suspenzni kultivace je vSak vhodné se vyvarovat vys$i koncentraci
véapenatych iontii Ca®" zptisobujici spojovani bungk ve shluky, coz je p¥i¢inou sniZeni

aktivni plochy urcené k interakci s transfekénimi komplexy [61,76].

Jelikoz péstovani bunééné linie HEK293 probihd vétSinou adherentné, potiebuji
bunikky pevny povrch v podobé kruhovych sklicek, na n&jz se uchyti. Povrchy by mély
byt hydrofilni. Mohou byt specidlné upraveny potahovanim pomoci polypeptida
z aminokyselin majicich polarni postranni fetézec nebo kolagend (i zelatiny), aby se

bunkam usnadnilo uchyceni [61].
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5 TRANSFEKCE PLASMIDU

Studium funkce proteinti, produkce jejich rekombinanti v sav¢ich bunikach a studium
funkce genti a genovych produktti stimulaci nebo inhibici exprese danych genu je
umoznéno nastrojem zvanym transfekce. Jednd se 0 molekularné biologickou metodu,
kterou je cizoroda nukleova kyselina, nejcastéji v podobé vektort, vpravena do
hostitelské (eukaryotické) buiiky, aniz by k tomu bylo zapotiebi virovych metod, které
jsou zhlediska trovné zabezpeCeni pracovisté velice naro¢né. Jako cizorodou
nukleovou kyselinu Ize pouzit DNA, plasmidovou DNA nebo RNA. Vysledkem jsou
tak geneticky modifikované burnky, v nichz vpravena nukleova kyselina mize pfezivat
jako stabilni (permanentni) nebo ptechodnd (transientni) V zavislosti na povaze
genetického materialu. Ugel transfekce RNA je podobny tgelu transfekce plasmidi —

muze byt provedena pouze prechodné. Lze ji provadét jak in vitro, tak in vivo [77,78].

Transfekce in vitro probiha v laboratornich podminkach ve zkumavce, kdy je
buné¢na kultura smichana s cizorodou DNA a po néjaky cas dochazi k inkubaci.
Transfekce in vivo piedstavuje pfeneseni cizorodého genetického materialu do zivého
organismu bud’to lokalné (naptiklad pfimo do nadoru), systémové, nebo naptiklad do
bfisni dutiny. VéEtSinou se tento zplsob transfekce pouZiva pii 1écbé nemoci nebo pro

zlepSeni symptomut nemoci [77].

Naopak transfekei plasmidii se rozumi metoda prenosu genetického materidlu do
prokaryotické hostitelské buiikky, kterd se nazyvd pojmem transformace.
NejpouZivangj$Sim hostitelskych organismem uréenym pro transformaci je bakterie
Escherichia coli

Rozdil mezi obéma druhy transfekce je na obrazku 5.1. U stabilni transfekce
(vlevo) je cizorodd DNA vpravena do jadra bunky pies plasmatickou a jadernou
membranu. V jadie dochdzi kjeji integraci do genomu hostitelsk¢é bunky a
reprodukovatelné expresi. U pfechodné transfekce (vpravo) je cizorodda DNA vpravena
do jadra, ale k jeji ndsledné integraci do hostitelského genomu jiz nedochazi. Cizoroda
mRNA se vpravuje do homogenni ¢asti cytoplazmy zvané cytosol, kde dochazi k jeji
translaci. Sestitthelniky predstavuji produkty (exprimované proteiny) transfekénich

nukleovych kyselin [77].
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Obrazek 5.1: Rozdil mezi stabilni a pfechodnou transfekei, [77].

Vysledkem stabilni transfekce je tedy integrace cizorodé nukleové kyseliny do
chromozomalni DNA. Genetické materialy majici specifické sekvence pro selekci
(transgeny) se do genomu hostitelské bunky zaclenuji rekombinaci a stavaji se tak jeho
trvalou soucdasti. Nehrozi tak vymizeni v¢lenéné nukleové kyseliny a spolu
s hostitelskou builkkou se tento vloZeny cizorody geneticky material replikuje 1 pfi
nasledném déleni bunék. Pfenaseny gen musi piekonat plasmatickou i jadernou
membranu. Pravdépodobnost vyskytu dvou a vice kopii transfekénich nukleovych
kyselin je velmi mald. Z transfekované kultury se vybird zastupce majici vhodné
vlastnosti, které byly od transfekce vyzadovany, napiiklad vysoka produkce
rekombinantnich proteinti. Tento zastupce je poté dale pouzivan pro klonovani. Stabilni

transfekce je vSak ¢asové velice naro¢na [77,79].

Uspésnost stabilni transfekce se méni v zavislosti na typu pouzité nukleové
kyseliny. Vyssi efektivnosti je vSak dosazeno pouzitim linearniho typu. Zda bylo
provedeni transfekce Uspésné lze zjistit pomoci selektivniho média. Bunky, které se
nepodafilo transfekovat nebo u nich doslo k transfekci pfechodné, v médiu zemfiou.
Uspésné transfekované, exprimujici gen rezistence vici antibiotikim na dostate¢né

urovni, nebo ty, které mohou kompenzovat nedostatek esencidlniho genu, v ném preZziji
[77,79].

Piechodna transfekce se vyuziva v piipadech, kdy je potieba v co nejkratsim
casovém useku (n€kolik hodin) vyprodukovat rekombinantni proteiny na ukor jejich
mensiho mnozstvi. Oproti permanentni transfekci se 1isi v tom, ze zaclenéna cizoroda

nukleova kyselina se trvalou soucasti genomu hostitelské bunky nestava. Pietrvava v ni
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Vv extrachromozomalnim stavu pouze po n¢kolik dni. Nedochazi tedy k jeji integraci do
genomu eukaryotické bunky. K expresi vloZzenych genti dochazi pouze po ur€itou dobu,
do okamziku, nez probéhne bunécné déleni, jelikoz béhem n¢j se transfekéni nukleova
kyselina na buiiky dcefiné nepfenasi. V hostitelské bunce se transfek¢énich nukleovych
kyselin mize nachazet hned n€kolik. To mlze zvysit expresi zadanych transgend, K niz
dochazi hned v okamziku po proniknuti do jadra hostitelské bunky. Po expresi genu
ihned nasleduje syntéza proteinu [77,80].

Ptechodné transfekovany geneticky material 1ze velmi lehce ztratit vlivem faktorti
prostiedi, degradaci pomoci nukleaz a pfi jiz zminéném bunééném déleni. Zatimco
transfekovana DNA je pfemisténa do jadra buiky, kde prob&hne jeji transkripce,
transfekovanda RNA pfetrvava v cytosolu. B&hem nékolika minut po provedeni
transfekce probéhne bud jeji exprese, nebo pomoci navazani na mRNA dojde

k potlaceni exprese daného cilového genu [77,80].

5.1 Transfek¢ni metody

Vybér mezi stabilni a pfechodnou transfekci je proto zavisly na typu experimentu,
jelikoz kazda z téchto metod ma sva pro a proti. Zvoleni optimalni metody se také
odviji od pouziti daného typu bunétné linie, Gcelu transfekce a cili, kterého ma byt
béhem pokust dosazeno. Obecné vsak plati, Ze by idedlni metoda méla mit vysokou
ucinnost transfekce, pro buiku by méla byt co nejméné toxicka a zaroven by méla co
nejméné¢ ovlivilovat jeji piirozenou fyziologii. Také by méla byt snadno
reprodukovatelnd a jeji pouziti by nemélo byt pfilis slozité. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
hlavnim cilem transfekénich metod je kromé studia funkce genii a genovych produktl
zvySenim ¢i potlaCenim exprese specifickych gent také produkce rekombinantnich

proteind sav¢ich bunék [77].

Transfekéni metody se obvykle déli do tii skupin — biologické, biochemické a
fyzikalni. [77].

511 Biologické metody transfekce plasmidi

Biologické metody transfekce nesou oznaceni pod pojmem transdukce, jelikoz pro
ptenos cizorodé DNA do hostitelské bunky vyuzivaji pfedevsim virovych a fagovych
vektort. Bakteriofagy se déli na temperatni, které se do bakterialniho genomu v¢lenu;ji
lyzogenni infekci, a virulentni, jez b€hem lytické infekce hostitelskou buiiku zabijeji, a
jejich DNA zlstavd nezavisla na hostitelském genomu. Jednd se o nejbéznéji

pouzivanou metodu transfekce z divodu vysoké ucinnosti a snadného dosazeni
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udrzitelné exprese transgenu Viru in vivo. Viry maji integraci do genomu hostitelské
buniky ve své povaze jiz od piirody. Pii jejich mnoZeni dochazi k pienosu virového
genetického materialu pfes plasmatickou membranu hostitelské buniky a zaroven
I k jejich expresi. Proto je u téchto metod mozné ptimo vyuzit jejich prirozeného
zivotniho cyklu. Nejvice jsou vyuzivany adenoviry a retroviry, které slouzi spise pro
pieneseni genu v jeho stabilni podobé do bunétné linie nebo pro vclenéni do bunéck
zvitecich. Po zaclenéni do hostitelského genomu dochazi k expresi integrované DNA a
spole¢n¢ s hostitelskym genomem je piendSena i do naésledujicich generaci
transfekovanych bunék, a tak je zajisténa jeji trvala exprese [77].

burika bakterie

bakterialni virovy
chromosom L chromasom
k uvalnéni virové

nukleavé kyseliny
dochazi zfidka

nukleové
:‘ﬁ @ : kyseliny faga
do bufiky LYZOGENNI
@ LYTICKY CYKLUS CYKLUS
=

tvorba kapsid okolo bakterie s virovymi

nukleovych kyselin - d chromosomy se déli
faga duplikace nukleové profag stejné rychle jako
kyseliny faga normalni bakterie

Obrazek 5.2: Zivotni cyklus bakteridlniho viru, [81].

Transdukce se d€li na transdukci obecnou (generalizovanou, Obrazek 5.3) a
specializovanou (restringovanou). Mechanismus obecné transdukce je proces
probihajici béhem piechodu z lyzogenniho cyklu bakteriofaga na cyklus lyticky. Do
malé c¢asti fagovych hlavicek se zabali misto DNA fagové rozstiihana hostitelska
nukleova kyselina, kterd ma stejnou velikost jako DNA fagova. Darcovska burka je
poté vystavena lyze (destrukci), coz ma za duasledek uvolnéni fagovych partikuli
obsahujicich bakterialni DNA. Fag nesouci tuto DNA napadé novou hostitelskou bunku
a rekombinaci vznika bunika obsahujici jak svou pivodni DNA, tak cizorodou. Béhem
pfenosu je bakteriofag schopen prenést jakykoliv usek genomu darcovské buiiky do
buriky hostitelské [82].
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Specializovana transdukce nastdva b&hem chybného vystiizeni bakteriofaga
Z hostitelského genomu pfi prechodu z lyzogenniho cyklu na cyklus lyticky, béhem néjz
je do hostitelského genomu zaclenéna cizorodd nukleovéa kyselina jako tzv. profag.
Kjeho vyélenéni z genomu hostitelské bunky dochazi bud’ spontanni cestou, nebo
ucinkem indukénich Ciniteltl (UV), coz mé za nasledek spusténi lytického cyklu. Behem
transdukce je vzdy pfenesena pouze mala ¢ast bakterialni DNA, ktera S integrovanym

fagem sousedi [82].

I ptes svou velkou vyuzitelnost ma tato metoda jisté nedostatky. Patéi k nim
schopnost imunogenicity, vyvolani nezadouci bunééné imunitni odpovédi, a
cytotoxicity, coz je vlastnost zpisobujici poskozovani transfekované bunky, konkrétné
jeji bunécné membrany. Zaclenéni virového vektoru do genomu hostitelské buniky
probiha ndhodné, a proto miize dojit k zanétlivé reakci nebo k mutaci typu inzerce. Tato
mutace ma za nasledek spusténi projevlii nadorovych genti, onkogenti a je piic¢inou
poskozeni gent nezbytnych pro Zivot [77,83].

Snadnost pouziti a vysoka ucinnost transfekce vSak nedokaze zastinit jiz zminéné

nedostatky v prubéhu vyuzivani téchto vektort. Proto je snahou vytvofit metody,

Vv nichz by virovych vektor nebylo zapotiebi [77].

, proteinovy obal faga bakterialni DNA
- bakteriaIni chromozom ’ DNA faga }r’ ‘
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gov. "
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" hostitelska burika rekombinantni bufika
Obrazek 5.3: Obecna transdukce, [84].

5.1.2 Biochemické metody transfekce plasmidii

K pteneseni cizorod¢é DNA do savéich bunék byly jako prvni pouzity prave
biochemické metody. K latkdm, které se pouzivaji béhem transfekce, patii kationové
polymery (poly(L-lysin), polyethylenimin (PEI), DEAE-D) a aminokyseliny,
fosfore¢nan vapenaty, a k nejcastéji vyuzivanym kationové lipidy (lipofekce) [77,85].

Pracuji na principu tvorby vazeb mezi kladné¢ nabitymi nukleovymi kyselinami

(chemickymi komplexy) a ziporné nabitou bunéfnou membranou. Pifesny prostup
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nukleové kyseliny nebo chemického komplexu bunéénou membranou prozatim neni
znam, ale napiiklad smichanim fosfore¢nanu vapenatého s cizorodou DNA se vytvoii
jemna srazenina, jejiz precipitdit je bunkou pohlcen prostfednictvim endocytozy.
Pravdépodobné se tedy v ramci biochemickych metod jedna o endocytozu a fagocytozu.
Stejné jako v pfedchozim ptipadé musi byt transfekéni nukleova kyselina dopravena do
jadra bunky, aby mohla prob&hnout jeji exprese. Ani v tomto piipadé neni znamo, jak
tento d&j probiha [77].

Lipofekce vyuziva transfekéniho ¢inidla s kladné nabitymi skupinami, kterym je
lipofilni molekula. Ta ma za ukol postupné obklopit prenasenou cizorodou DNA
nesouci zaporné znaménko, ¢imz je usnadnéna vazba mezi molekulou a nukleovou

kyselinou. Tento komplex fizuje s bunéénou membranou, a zajisti tak jeji pfenos do
hostitelské bunky [86].

Chemicka transfekce bunééné linie HEK293 pomoci polyethyleniminu (PEI)
presahuje 50% hranici G¢innosti. Jedna se o polymer obsahujici primarni, sekundérni a
terciarni aminy, které mu udavaji pufrovaci vlastnosti a schopnost vytvaret komplex
S pfenasenou cizorodou nukleovou kyselinou. Jak Ize vidét na obrazku 5.4, po
vytvoteni DNA komplexu postupuje PEI s navdzanou nukleovou kyselinou smérem
K buné¢né membrang, pies niz je vnesen do intracelularniho prostfedi pomoci
endocytdzy. Vznikly endosom uvnitf bunky praska kvili prebytku kladného naboje,
ktery je obsahem PEI, a to zplsobi uvolnéni cizorodé DNA do cytoplazmy bunky.
Vpravena nukleové kyselina pfekonava jadernou obéalku a hromadi se v jadfe, kde dojde
K jejimu zaclenéni [85,87].

DNA komplex
polykatlontovy ligand m - *

e /,,‘":‘, y .
E / \“ /‘..' ﬁ.!‘;-;—_
) V4 () (e N 24 y endocytdza

S 1 (&
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S %~O ‘ / endosom |
\ & _ JADRO @ uvolnéna PNA

prostup do jadra V.

Obriazek 5.4: Chemicka transfekce polykationtovym ligandem PEI, [85].
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Existuji dva typy PEIL linearni (IPEI) a rozvétveny (bPEI). VéEtsi vyuziti naSel
IPEI vzhledem ke své vyssi transfek¢ni ucinnosti. Usnadiiuje navazani na vnaSenou
nukleovou kyselinu a chrani ji béhem ptfenosu. Vyssi transfekéni ucinnost miize byt
zpusobena veétsi velikosti vzniklych transfekénich komplexd. Konjugaci s komplexem a
stalost naboje nesené¢ho PEI usnadiiuje pfitomnost aminoskupin. Komplexy diky tomu
rychleji sedimentuji a interakce s membranou buiky je timto vyssi nez u bPEIL IPEI
ulehCuje translokaci cizorodé nukleové kyseliny do jadra a neni zavisly na bunécném

cyklu a vykazuje zvysenou zivotaschopnost bun¢k [85].

Ve srovnani s transdukci vyuzivajici virovych vektort je efektivita chemickych
metod zdvisld na pH roztoku, na stavu bunééné membrany, na chemickém poméru
nukleové kyseliny, a obzvlast’ in vivo, je vysledkem mensi efektivita transfekce. Stejné
tak se vSak efektivita méni v rdmci typu pouzitych bunck. K vyhoddm chemickych
metod patfi nizkéd cytotoxicita, nedochazi k mutagenezi a sbalend nukleovd kyselina

neni omezena velikosti [77].

513 Fyzikalni metody transfekce plasmidi

Fyzikalni metody patfi k nejnovéjSim metodam, které se k transfekci vyuzZivaji. Pro
pfeneseni cizorodé nukleové kyseliny do hostitelské buiiky se pouZivda mnoho druhti
fyzikalnich nastroji. Patfi K nim napifiklad mikroinjekce, elektroporace, transfekce
zalozena na pouziti laseru (fototransfekce, optoporace) a naptiklad transfekce genovou
pistoli [77,86].

Principem mikroinjekce je piimé vsttikovani cizorodé DNA do cytoplazmy nebo
jadra hostitelské buniky. Jednd se o velmi invazivni metodu, k jejimz nevyhodam patii
Castd bunécnad smrt zplsobend Spatnou inserci DNA do bunky. Je vyuZivana hlavné

U oocytu pii umélém oplodnéni [77].

Transfekce genovou pistoli pracuje na principu nastfelovani bunék pomoci
kovovych projektili, které jsou nejcastéji vyrobeny ze zlata, na jejichz povrchu se
nachazi cizoroda DNA. Tato metoda je pfimé a spolehliva, jeji nevyhodou je vSak velmi

vysoka cena a stejn¢ jako u mikroinjekce mize dojit k poskozeni vzorku [77,86].

Elektroporace (srovnani s pienosem pomoci chemického vektoru na obrazku 5.5)
byla poprvé vyzkouSena na fibroblastech vroce 1982 Neumannem a Wongem.
Postupné byla rozSifena na vSechny typy bunék. Vyuziva principu, ze bunécna
membrana miiZze fungovat jako kondenzétor, ktery neni schopen propustit elektricky
proud. Vyjimkou jsou iontové kandly, které propustné jsou. Jakmile je vSak bunka

vystavena vysokonapétovému elektrickému poli, dojde k doCasnému pieruSeni této
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bariéry a pory vyskytujici se v membrané se oteviraji na dostate¢nou velikost
umoziujici prichod makromolekulam (stejné tak 1 molekuldm mensim jako naptiklad
ATP) smérem do bunky, nebo smérem ven. Béhem této doby vstupuje nukleova
kyselina pies intracelularni prostiredi buiky az do jejiho jadra. Pro ziskani
permanentnich transfektanti je vhodnéjsi pouziti linedrni DNA s volnymi konci, jejiz
zaClenéni do chromozomu hostitelské bunky probihd snadnéji, jelikoz je
rekombinogenni. Opétovné uzavirani pdért je piirozenym procesem bunécnych
membran, ktery je pfi teplot¢ 0°C mozné pozdrzet. Jelikoz je elektroporace pouzitelna
na vSechny typy bunék, k jejim vyhodam patii vysokd frekvence permanentnich
transfektanti, dale vysoka efektivita genové exprese u prechodné transfekce a snadnost
pouziti. Oproti biochemické metod€ vyuZivajici fosfore¢nan vapenaty je vSak naro¢na
na pocet bunék urcenych k pfechodné transfekci a na velké mnozstvi transfekéni
nukleové kyseliny [88].

Obrazek 5.5: Transfekce pomoci elektroporace, [89].

Na podobném principu, ktery vyuziva elektroporace, funguje 1 transfekce
zalozend na pouziti laseru. Misto vysokonapétového elektrického pole je pouzit
laserovy pulz zapfi¢inujici ozafeni bunééné membrany, coZz vede k vytvofeni poru na
jejim povrchu. Prechod nukleové kyseliny do prostiedi buiiky je zplisobeno rozdilnym
osmotickym tlakem mezi médiem, v némz se nachdzi bunka a nukleova kyselina, a
cytosolem bunky. Vyhodou optoporace je moznost zvoleni, kde pfesné na povrchu
membrany se ma vznikajici por nachazet. Lze ji pouzit na velmi malych bunkach diky

velikosti laserového paprsku [77].

Kromé téchto metod existuji také metody zaloZzené na vyuziti ultrazvuku

(sonoporace) nebo magnetického pole (magnetoporace) [77].
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6 PATCH-CLAMP

Patch-clamp predstavuje elektrofyziologickou metodu, kterou lze métit membranové
napéti bunék. Pochazi z anglickych slov patch (kousicek, fliek) a clamp (zamek),
jejichz spojenim vznika pojem metoda teréikového zamku. Za jeji objevitele se povazuji
némecti badatelé Bert Sakmann a Erwin Neher, ktefi tuto metodu poprvé pouzili v roce
1976, a nasledn¢ jim za ni byla v roce 1991 udélena Nobelova cena. Ke svému pokusu
vysvétlit proudy skrze jeden acetylcholinem aktivovany kanal v moédu cell-attached
pouzili usek membrany Kosterniho svalu zaby. Pocatky vyuziti této metody se dockaly
mnoha rozsifeni vedoucich k vylepSeni technik zaznamenévajicich membranové proudy
na oddélenych usecich (patches) membrany s vysokou rozliSovaci schopnosti.
Monitorovani proudi z jednoho jediného molekularniho kanalu poskytuje informace o
unitdrni vodivosti a kinetice chovani iontovych kanald. Mimo jiné tato technika
umoznila objev novych tfid iontovych kanalt. Spoleéné s vyuzitim voltage-clamp
metody, pfi niz by usek membrany mél byt dostatecné maly na to, aby obsahoval pouze
ojedinélé kanaly (nebo jediny kanal), slouzi metoda patch-clamp ke zkoumani
fyziologické role iontovych kanalt v buiikach jinak nepfistupnych u voltage-clamp a
ubunék, jez nejsou elektricky excitabilni. Za meznik v rozvoji bunécné
elektrofyziologie se vSak povaZuje rok 1949 a objev metody méfeni membranového
napéti pomoci sklenénych mikroelektrod, kterd je zasluhou G. Linga a R. W. Gerarda.
Do této doby bylo nejcastéjSim problémem pii méfeni membranového napéti ziskani
elektrického kontaktu s intracelularnim prostifedim bunky, aniz by doSlo k jejimu
poskozeni. Timto objevem se pifimé meéfeni membranového napéti posunulo az na
molekularni aroven [11,12,13,90].

Principem metody patch-clamp je elektricka izolace Giseku membrany z vnéjsiho
roztoku (Obrazek 6.1) a zaznamenavani proudd tekoucich do méfené¢ho kousku
membrany. Toho je dosazeno pfiblizenim sklenéné mikroelektrody naplnéné vhodnym
roztokem elektrolytu (blizkym fyziologickému slozeni) pomoci mikromanipulatoru
proti povrchu bunééné membrany tak, aby doslo pouze k dotyku $picky mikroelektrody
a membrany. Nedochazi k jejimu priniku do intracelularniho prosttedi buiiky. Vlivem
podtlaku vyvolanym lehkym sanim dochazi K vytvoreni tvz. seal (pouto). Elektricky
odpor v misté¢ kontaktu bunécné membrany a Spicky mikroelektrody se pohybuje
V hodnotéach vétSich nez 10 GQ. Vysoky odpor vytvofeného pouta je dulezity ze dvou
divodt. Cim vyssi je odpor v kontaktnim misté, tim lepsi je elektrickd izolace &asti
bunécné membrany. Druhym divodem je snizeni proudového ruseni na pozadi béhem
zaznamenavani, coz nasledn¢ poskytuje dobré casové rozliseni jednotlivych proudovych

kanald, jejichz amplituda se pohybuje v fadu jednotek pikoampéra (pA). Zlomkové
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vyjadieni mikroelektrodou métené hodnoty proudu prochéazejiciho tisekem membrany

se vypocita podle vztahu

Rseal

6.1
Rseal + Rpipette ( )

v némz Rgeq vyjadiuje hodnotu odporu vzniklého seal a Rypeere 0dpor mikroelektrody
[11,12].

sani
& mikroelektroda
<
seal ~_
.‘."A
extracelularni
roztok
burka

Obrazek 6.1: Tvorba seal mezi buné¢nou membranou a $pickou mikroelektrody, [12].

Odpory usekit membrany jsou velice vysoké, mohou dosahovat hodnoty az 100
GQ, odpor vytvofen¢ho pouta membrany a mikroelektrody jiz tak velky neni, proto se
podili na tvorbé Sumu na pozadi u proudd s hodnotou mensi nez 4 nebo 5 pA. Pfispiva
tak ke zhorSeni rozliSeni u takto malych proudu. S pfichodem gigaseal vsak doslo
k radikalnimu zlepSeni kvality zaznamenavani a moznosti studovat kanaly s nizsi
vodivosti. Terminem gigaseal se oznacuje dokonalé pfilnuti $picky mikroelektrody
K povrchu bunééné membrany zpisobené podtlakem, pii némz vznika kontaktni odpor
v fadové€ desitek az stovek GQ. Timto spojenim Ize méfit i malé proudy diky vylepSeni
poméru signal Sum [12,14].

Podminky k vytvorfeni gigaseal by mély byt nasledujici:

Za prveé, povrch pouzité bunééné membrany musi byt zcela Cisty, nesmi obsahovat
extracelularni matrix a zbytky pojivové tkané. Déava se prednost buikdm tkanovych
kultur, jelikoz dospé€lé buinky museji byt vyciStény budto enzymaticky, nebo
mechanicky [12].

Za druhé, pouzité roztoky museji byt bez necistot a makromolekul, kterymi
mohou byt slozky obsazené v séru kultivacniho média [12].

Za treti, Cista Spicka mikroelektrody, uhlazena Zarem [12].
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Za ctvrté, mirnym pretlakem pusobicim na mikroelektrodu pomoci injekéni
stiikacky pfipojené pies mikromanipuldtor k elektrodé se docili malého vypusténi
roztoku z elektrody, ktery ji zbavi moznych zbytkt necistot [12].

Schéma méfeni iontovych kanali pomoci metody patch-clamp je k vidéni na
obrazku 6.2.

podtlak

mikroelektroda

bunka

usek
membrany

Obrazek 6.2: Metoda patch-clamp, [11].

6.1 Metody vyuZivané pro zaznam technikou patch-clamp

Gigaseal patch-clamp se provadi jak na tsecich bunééné membrany, které zistavaji jeji
soucasti v rezimu cell-attached, tak na usecich, které jeji soucasti nejsou, tvz. cell-free.

Rezim cell-attached (Obrazek 6.3) se vyuziva ke studiu proudi jednotlivych
iontovych kanali. Béhem tohoto modu je mikroelektroda dokonale pfisata k povrchu
bunécné membrany. Nedochézi k jejimu protrzeni, ani k oddéleni jejiho tiseku od celku,
zustava soucasti. Kandly mohou byt fizeny jak napétové zménou potencidlu uvnitf
mikroelektrody, tak chemicky, k ¢emuz je potieba signalnich molekul, tzv. ligandd.
Ligandy se vpravuji do mikroelektrodového roztoku a zaroven je nutné, aby se dany
chemicky fizeny kanal nachazel na pfisatém Useku membrany. Nevyhodou méfeni
chemicky fizenych kanall je vSak nutnost ménit koncentraci ligandu v roztoku uvnitf
mikroelektrody, k cemuz je tieba vyuzit pro méfeni dalsi buiiky. Vyména ionti mezi
vnititkem a vnéjSkem mikroelektrody probiha pouze prostiednictvim vSech iontovych

kanalt té ¢asti membrany, ktera je k ni pfisata. Z tohoto divodu je nékdy nutné pracovat
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s vchlipenymi ¢astmi oddélenymi od bunééné membrany, tzv. cell-free, k nimz patii
inside-out a outside-out [12,14,90].

sani

Obrazek 6.3: Rezim cell-attached, méfeny usek zustava soucasti bunééné membrany, [90].

Dalsim rezimem vyuZzivanym pii méfeni iontovych kanald je whole-cell (méfeni
na celé bunce, Obrazek 6.4). Rozdil mezi whole-cell a cell-attached je ten, Ze u whole-
cell rezimu dochazi k protrzeni bunééné membrany pomoci kratkého a silného pulzu
sani, ktery vytvoii podtlak a vtahne protrzenou bunéfnou membranu do nitra
mikroelektrody, kterd pfilne k jejim st€énam. Méfeny tUsek ziistdva nadale soucasti
buné¢né membrany. Intracelularni prosttedi bunky je v kontaktu s roztokem
v mikroelektrodé. Vyuziva se k méfeni iontovych proudi z celé buiiky. U této techniky
lze zvolit dva zplsoby méfeni. Metodu voltage-clamp (vnucené napéti), pii které
méfime proudové odezvy nebo current-clamp (vnuceny proud), pfi niz méfime zmény

napéti membranového potencialu [11,12,14,90].

sani

kontakt s vnitinim
prostiedim bunky

Obrazek 6.4: Rezim whole-cell, méfeny usek zlistava soucasti protrzené bunééné membrany,
[90].

Nasledujici dvé uvedené techniky spadaji do rezimu cell-free, kdy métené tseky
s iontovymi kanaly nejsou souc€dsti bunécné membrany, pracuje se pouze S jejimi
,»Vystiizenymi‘ ¢astmi (patches).

Inside-out (asek membrany orientovany vnittkem ven, Obrazek 6.5) vychazi

z rezimu cell-attached a nezptisobuje protrzeni buné¢né membrany. Jedna se o postupné
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jemné nasavani vchlipené casti membrany, dokud nedojde k odtrzeni této casti od
membrany. Odtrzena ¢ast se nasledné spoji v celek. Aby se spojeni méfeného useku
membrany predeslo, miize se provadét ve vapnikovém roztoku, ktery tomuto procesu
brani. K rozpojeni membrany také dojde po vystaveni této utrzené casti vzduchu.
Vysledkem je orientace vnitinitho prostoru membrany do vné&jSiho prostoru lazné.

Vyuziva se ke sledovani regulace iontovych kanala [11,12,14,90].

sani

Wl -V

kﬂlaps vystaveni vzduchu
cytoplasmatického pferusi spojeni
mustku

Obrazek 6.5: Rezim inside-out, méfeny usek neziistava soucasti bunééné membrany, [90].

Outside-out (usek membrany orientovany vnéjskem ven, Obrazek 6.6) vychazi
z rezimu whole-cell a provadi se na ,,zmensené verzi celé bunky*. Pii této metodé tedy
dochazi k protrZeni bunééné membrany, jelikoZ je do vnittku mikroelektrody nasavana
silou. Odtrzenim od membrany dojde ke spojeni cCasti nasaté mikroelektrodou
v jednotlivy usek membrany, ¢imzZ se ziska kontakt roztoku mikroelektrody s vnitinim
prostiedim bunky. Vysledkem je orientace vné&jsi ¢asti membrany do vnéjsiho prostredi
roztoku 1azné. Slouzi ke sledovani chovani extracelularnich receptoru [11,12,14].

W-0-9-y

cytoplasmatického
mustku

Obrazek 6.6: Rezim outside-out, méfeny Gsek nezistava soucasti bunééné membrany, [90].

Dalsi modifikaci rezimu whole-cell méfeni proudu iontovych kanali na celé
bunce je tzv. perforated patch (Obrazek 6.7), pfi némz ale nedochazi k protrzeni
bunéné membrany vzniklym podtlakem, ale za pomoci urcitého typu Cinidla ptidané¢ho

do roztoku uvnitié mikroelektrody Cinidlem naru$ujicim povrch membrany jsou obvykle
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antibiotika. Naruseni membrany timto zpisobem zajistuje iontovou kontinuitu, ale
zaroven zaruCuje, ze intracelularni bilkoviny nejsou vymyvany roztokem uvniti
mikroelektrody. Povrch buné¢né membrany nemusi byt rozrusen uplné cely, vznikaji na
ném malé pory, kterymi je mozné testovat schopnost difuze jednovazebnych kationtti a

malych molekul s neutralnim nabojem [14,91].

kontakt s vnitinim
prostredim bunky

Obrazek 6.7: Rezim perforated-patch, méteny tsek zistava soucasti bunééné membrany, [90].

V urcitych situacich mize byt nizky odpor pii seal naopak vyhodou. Zpusob
méfeni s nizkym odporem V fadech se nazyva loose-patch clamp (Obrazek 6.8) a byl
vyvinut pro tcely méteni distribuce iontovych kanélii na buné¢né membrané, konkrétné
Kk vySetfeni sodikovych kanali kosterniho svalu. Nizky odpor u seal ma za disledek
vytvofeni mezery, kterd se nachdzi mezi membranou a Spickou mikroelektrody.

Umoziuje tak méfeni bo¢ni mobility iontovych kanala [12].

mikropipeta —
nizky odpor
seal

Obrazek 6.8: Metoda loose-patch clamp, mezera mezi mikroelektrodou a membranou, [90].

6.2  Sklenéné mikroelektrody urcené pro patch-clamp

Sklenéné mikroelektrody jsou mikrokapilarky, jejichz tvar na koncich pfipomina
zuzujici se kuzel o priméru fadové jednotek mikrometrd. Velmi vysoky odpor mezi
bunéénou membranou a Spickou mikroelektrody znamend, Ze mezi nimi dochazi
k jistym hydrofobnim chemickym interakcim. Z tohoto divodu je dilezité chemické
slozeni pouzitého skla, jelikoz ma na tvorbu seal velky vliv, ackoliv ze studii vyplyva,

ze vlastnosti skel rizného typu nelze vyvodit pevny zavér o idedlnim typu skla, ktery by
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mél byt vyuzity jako materidl pro vyrobu mikroelektrod. Sklo obsahuje tézké kovy,
které¢ snizuji bod tani, mize vSak dojit k vyplaveni jejich iontd do roztoku uvnitf
mikroelektrody, coz ma za nasledek modifikaci vlastnosti iontovych kanali bunécné
membrany [11,12,92].

Standardnim typem skla vyuzivanym pro vyrobu mikroelektrod je ,,pyrex*
borosilikatové nebo flintové sklo, které ma niz$i tavny bod a Iépe komunikuje
S bunétnou membranou. Pouziti borosilikatového skla vsak prevazuje kvuli svym
elektrickym vlastnostem, diky nimZ snizuje Sum na pozadi. Mikroelektrody vznikaji
tahanim a lesténim za vysokych teplot, k ¢emuz se nejcastéji vyuziva platinovy dratek
vyzaiujici oranzovy zar. Mé&kké sklo, které ma niz8§i hodnotu tavného bodu a jeho
zpracovani tahanim a tvarovanim za nizSich teplot je mnohem jednodussi nez u skla
borosilikatového, vSak muize mit s bunénou membranou lepsi vlastnosti pro tvorbu
seal. Mikroelektrody vyuzivané pro tvorbu seal o nizkém odporu (loose-patch clamp)
jsou vyrobeny pravé z tenkosténného skla. Silnosténné mikroelektrody vytvateji silngjsi
pouto mezi membranou a svou $pi¢kou, ¢imz snizuji Sum na pozadi vzhledem Kk nizkym

hodnotam kapacitniho odporu elektrody [12].

Zhavici dratek

/

C> C> >
# ~ 3

f46mm __» Spicky
mikroelektrody

Obrazek 6.9: Postup zahtivani a tahani trubicky vedouci k vytvoteni mikroelektrod, [12].

Mikroelektrody vznikaji zahfivanim povrchu vV jejich stiedu az na hodnotu
tavného bodu a postupnym tahdnim se docili Gplného pietrzeni sklenéné trubicky.
Postup tvorby mikroelektrody je kvidéni na obrazku 6.9. Zahtivani a tahani
mikroelektrody probihd alesponn dvakrat. K tomuto ucelu se vyuziva taha¢ elektrod
s platinovym dratkem. Timto zplisobem se ze sklenéné trubicky ziskavaji dvé identické
mikroelektrody. Varianta zalesténi povrchu S$picky mikroelektrody pomoci zaru je
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mozné provést ptimo v mikroelektrodovém taha¢i vyhiivanym platinovym dratkem,
kdy je Spicka mikroelektrody v tésném kontaktu s platinovym dratkem [12].

Nejcastéji se plni roztoky, které svym iontovym slozenim napodobuji roztoky
fyziologické. Piipominaji tak vnitini prostfedi buiiky a diky jejich malym rozmérim Ize
dosdhnout kyzené¢ho kontaktu s timto prostiedim bez poskozeni i u téch nejmensSich
buné¢k. [11,12].

Uvniti mikroelektrody naplnéné fyziologickym roztokem se nachazi stiibrny
dratek, ktery zprostredkovava kontakt s elektrolytem. Na povrchu tohoto dratku se
nachazi vrstva chloridu stfibrného, kterd zabraiiuje polarizaci mikroelektrody, jejiz
odpor dosahuje hodnot kolem 10 MQ. Na mikromanipulatoru je umistén piedzesilovaé
se vstupnim odporem o velikosti 1 GQ [11].

6.3  Vyuziti techniky patch-clamp pfi studiu zmén
membranového napéti pomoci napét’ové citlivych sond

Zobrazovani zmén membranového potencialu metodou patch-clamp s pouzitim
napét'ové citlivych sond patii k hojné vyuzivané technice, jak pro studium jednoho nebo
vice iontovych kandli a zmén membranového napéti monitorovanim fluorescencnich
poklesii exprimovanych sond v bunéénych kulturach, tak pro vyvoj a zlepSovani jejich
vlastnosti. Vyvoj geneticky kodovanych fluorescencnich napétovych sond, které by
mohly byt zaméteny na konkrétni typ neuront je z hlediska védeckého vyzkumu velice
dulezity [47].

Plasmidem ASAP1 exprimovaném v bunéné kultufe bunék HEK293A byla
vySetfovana indikace zmén membranového potencialu metodou patch-clamp. Méfeni se
provadelo pomoci borosilikatovych mikroelektrod s odporem o hodnoté 2,5 — 5 MQ. Pfi
méfeni se pivodni udrzované napéti na membrané o hodnoté -70 mV ménilo v rozsahu
-120 mV a nasledné opét z vychozi hodnoty holding potential -70 mV bylo testovano
napéti jdouci k hodnotdm +50 mV. Timto se docililo postupné depolarizace bunécné
membrany a plasmidem ASAPI byly tyto zmény indikovany. Odezva na -100 mV
napétovy depolarizacni impulz z vychoziho holding potential o hodnoté -70 mV
predstavuje pokles fluorescence o -17,5%, coz je mnohondsobné vétsi odezva nez u nize
jmenované fluorescen¢ni sondy ElectricPk. Sonda ASAP1 byla rovnéZ pouzita pro
patch-clamp méfeni a zaznamenavani elektrické aktivity disociovanych neuronti. Odpor
borosilikatovych elektrod dosahoval hodnot 3 — 5 MQ. Znamky fluorescence byly

ziskdny metodou vnuceného napéti a proudu v rezimu whole-cell [6].
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Fluorescen¢ni sonda ASAP1 je v oblasti monitorovani akénich potenciali silnym
konkurentem jak v rychlosti odezvy na zménu membranového napéti, tak v poméru
poklesu fluorescence a piesnosti fluorescencni zmény na danou zménu membranového
potencidlu fluorescencni sond¢ ArcLight, kterd obsahuje napétové citlivé oblasti
fosfataz sumky Ciona intestinalis a super eklipticky zeleny fluorescenéni protein citlivy
na zmény pH pHIurion nesouci mutaci A227D. Par fluorescen¢nich proteinti zalozenych
na bazi FRET (MUKG a mKOK), které obsahuje sonda Mermaid, byl nahrazen
proteinem pHlurion. Je schopna zaznamenat jednotlivé akéni potencidly a podprahové
elektrické udalosti v kultivovanych sav¢ich neuronech. Studium zmén membranového
napéti bylo provedeno exprimaci V bunécnych kulturdich bunc¢k HEK293. Metodou
voltage-clamp pii rezimu whole-cell bylo bunikam dodano stalé holding potential
0 hodnoté -70 mV. Spontanni aktivita kultivovanych hipokampalnich neuronti byla
meéfena pii vnuceném proudu. Akeni potencidly byly evokovany 2 ms trvajicimi
proudovymi pulzy. Depolarizaéni krok dosahoval hodnoty +100 mV. Fluorescenéni
odezva na tento krok byla vyhodnocena jako pétkrat vétsi nez u jiz zminéné sondy
Mermaid a taktéz u sond VSFP zminénych nize. Pokles intenzity fluorescence byl u této
sondy stanoven na 35% pii odezvé na +100 mV depolarizacni krok [6,93].

Zkonstruovani fluorescen¢ni sondy obsahujici napétové citlivou oblast fosfatazy
(S1-S4) sumky Ciona intestinalis, do niz byl vlozen cirkularné permutovany zeleny
EGFP, vedlo k vytvofeni sondy ElectricPk. Metodou patch-clamp vnuceného proudu
byly vySetfovany zmény fluorescence bunécné kultury HEK293 na zékladé zmén
membranového potencialu. Citlivost na zmény napéti byla testovana V rozmezi hodnot
+100 mV méfenych z vychoziho holding potential -70 mV. Fluorescen¢ni sonda
ElectricPk vykazuje témét linearni prubéh zmeény fluorescence vzhledem ku zméné
napéti hyperpolariza¢nich 1 depolarizaénich krokid (-100 mV — +200 mV). Vysoké
hodnoty depolariza¢niho napéti (+310 mV) u této sondy zpusobuji saturaci [47].

Amy Lam, Frangois St-Pierre, Yiyang Gong a kolegové se pokouseli o vyvoj
fluorescenéni sondy VSFP-CR (Voltage Sensitive Fluorescent Protein) zaménou
puvodniho komplexu fluorescen¢nich proteini Clover-mRuby2 (obsahem sondy
VSFP2.3) za proteiny Cerulean-Citrin, aby ziskali leps$i vlastnosti. Plasmidy VSFP2.3 a
VSFP-CR lokalizované na membrané hipokampalnich neuronti poté testovali patch-
clamp metodou Vv rezimu vnuceného napéti a proudu whole-cell technikou. Pomér
reakce poklesu fluorescence na napét'ové zmény od -100 mV do 20 mV bylo dosaZzeno
nejprudsi odezvy pii hodnoté napéti -40 mV. Postupnou depolarizaci membrany
z vychoziho napéti o hodnoté -70 mV do hodnoty +60 mV ziskali vyraznéjsi odezvu
u plasmidu VSFP-CR. Sondu lze také vyuzit k detekci akénich potenciali za pouziti
metody FRET po transfekci do bunééné linie HEK293. Modifikace VVSFP-Butterfly
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slouzi k indikovani elektrické aktivity jednotlivych neuronti a celého mozku in vivo.
Spojenim patch-clamp a FRET bylo provedeno méfeni vpravenim exprimované sondy
na mozkové tkani mysi do délohy [94,95].

K monitorovani elektrické aktivity savéich neuronii metodou patch-clamp
v rezimu whole-cell byl také vyuzit mikrobialni rhodopsin Archaerhodopsin 3 (Arch).
Arch byl exprimovan v bunécné kulture bun¢k HEK293, do jejichz riistového média byl
umeéle piidan roztok retinalu (aldehyd vitaminu A). K méfeni fluorescence jako funkce
membranového potencialu byly buitkdm vnuceny trojuhelnikové impulzy s amplitudou
vrozsahu od -150 mV do +150 mV. Pti dals$i varianté testovani fluorescenc¢nich
odpovédi na zménu membranového napéti bylo od trojuhelnikovych impulzt upusténo
a naopak byla zvolena série napétovych impulzi vychazejici z hodnot membranového
potencialu -70 mV az do hodnot +30 mV s dobou trvani 300ms a periodou 1 ms. Dalsi
pokusy s archaerhodopsinem probihaly na krysich vzorcich, exprese na kultivovanych
krysich neuronech zpusobila desetinasobné zvySeni citlivosti a rychlosti. Méfeni
fluorescence proteinu Arch ve vzorku oddélenych membran bakterie Escherichia coli,
obsahujicich komplex proteinit Arch-EGFP (enhanced GFP), vedlo se soucasnym

zvySenim intenzity iluminace proteinu ke zvySeni intenzity fluorescence [38,39].

Dale je mozné vyuzit patch-clamp fluorometrii, kterou lze méfit iontové proudy a
zaroven detekovat konformacni zmény technikou inside-out. Tento zplsob méteni
vychazi z metody voltage-clamp fluorometrie (VCF). Patch-clamp fluorometrie oproti
VCF nabizi hned tfi vyhody. Je schopnd piimého a rychlého pfistupu k iontovym
kanalim ve wvnitinim prostfedi buniky s moZnosti fluorescenéniho znaceni
intracelularnich nukleovych kyselin. Diky tomuto pfistupu je mozné aplikovat
intracelularni ligandy a modifikatory ovliviiujici otevirani a uzavirani iontovych kanali.
Poskytuje lepsi pomér signalu a Sumu fluorescencnich signald, protoze diky ni 1ze snizit
autofluorescenci vnitiniho prostfedi buniky. Posledni vyhodou této metody je vysoké
¢asové rozliseni méfenych iontovych proudd [96].
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7 STUDIUM VLASTNOSTI NAPETOVEHO
SENZORU ASAP1

V praktické casti této prace byly pouzity bunééné linie HEK293T transfekované
plasmidem ASAP1 pomoci ptfechodné chemické transfekce kationovym polymerem
polyethyleniminem (PEI). Tato fluorescencni sonda byla vybrana jako predmét
zkoumani diplomové prace pro své jiz uvedené vlastnosti, kterymi pied¢i doposud
nejvetsiho zastupce ve velikosti fluorescencnich odpovédi na zmény membranového

napéti u sond zalozenych na napétove citlivych oblastech.

Cilem bylo s vyuzitim techniky patch-clamp ovéfit, zda pii zménach napéti
z vychoziho holding potential bunééné membrany pohybujiciho se na hodnoté -80 mV
dojde kpoklesu intenzity fluorescence plasmidu ASAPI1. Depolarizaéni kroky
z vychoziho holding potential byly zvoleny v rozmezi od -120 mV do +40 mV.
Fyziologickd hodnota tohoto vychoziho potencidlu se u bunék HEK293 nachdzi na
hodnoté¢ membranového napéti -40 mV, sniz byly nésledn¢ ziskané vysledky
srovnavany a normalizovany. Normalizace byla zvolena také u holding potential -80
mV.

7.1  Pouzité materialy a pristroje

V nésledujici podkapitole jsou uvedeny vSechny chemikalie, pfistroje a pomicky a

material pouZzity v této diplomové praci.

Tabulka 7-1: Pouzité chemikalie pro vyrobu pipetovych a koupelovych roztoku.

Chemikalie

KCI EGTA
MgCl, NaOH
CaCl, KOH
HEPES NaCl
D-Glucose Na2ATP
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Tabulka 7-2: Pouzité piistroje a pomicky pii manipulaci s bunkami HEK293, vyrobé

mikroelektrod a pipetovych a koupelovych roztokt.

Pristroj
stolni tiepacka (vortex) pH metr
serologicka pipeta susicka

serologicka pipeta

taha¢ mikroelektrod

serologicka pipeta

ptistroj pro métfeni osmolarity

serologicka pipeta

CO, inkubator

injek¢ni stiikacka

Tabulka 7-3: Pouzité piistroje a pomucky pii patch-clamp.

Pristroj

Vyrobce

svételny mikroskop

OLYMPUS

mikromanipulator

AXxon Instruments

ovlada¢ mikromanipulatoru

Sutter Instruments

zesilovac

AXxon Instruments

taha¢ mikroelektrod

DMZ Universal Puller

program Clampex

KTR Kupplungstechnik GmbH

fotoaparat Nikon

laserovy zdroj Lumen Dynamics

fluorescenéni kostka -

méfici miska -

7.2  Experiment

Bunééna linie HEK293 byla transfekovana pfechodnou chemickou transfekci pomoci
kationového polymeru polyethyleniminu (PEI), béhem niz byl do bunc¢k vpraven
plasmid ASAP1. Pfechodna transfekce byla pouzita béhem pasazovani bunécné linie,
jelikoz pottebuji urcity ristovy ¢as k tomu, aby mohly byt k experimentu vyuzity.
Idedlni je situace, kdy byly buiniky pasazovany alespon tfikrat od prvniho nasazeni do
misek s kultivaénim médiem. Kontrola uspéSnosti transfekce byla ovéfena pod

svételnym mikroskopem, knémuz byl pifipojen zdroj fluorescenéniho zafeni
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s fluorescenéni kostkou. Uspéiné transfekované buitky ve tmavém poli zelené zaii a
piepindnim mezi svétlym a tmavym polem pomoci filtrii Ize pfesné vyhledat buiiky,
které¢ se transfekovat podatilo a u kterych byla transfekce neuspesnd. Takto ptipravené
buiky rostou na podkladovych sklickdch umisténych v kultivaénich miskach

naplnénych rastovym médiem.

Pied vlastnim méfenim technikou patch-clamp je potieba si ptipravit sklenéné
mikroelektrody. Pomoci tahae mikroelektrod se z jedné borosilikatové trubicky byly
ziskdny dveé identické mikroelektrody. Zvolenym typem = programu na
mikroelektrodovém tahaci P50 se trubi¢ky nejdiive zahtivaji platinovym dratkem za
plsobeni protismérné sily tazného zafizeni tahace. Po roztrzeni trubicky byla kazda
Spicka mikroelektrody poté jesSt¢ =zaleStena zirem tavicitho dratku. Natahané
mikroelektrody byly ukladany do pénového drzatka, aby nedoslo k mechanickému

poskozeni jejich hrota.

Ptfed zahdjenim samotného experimentu bylo potfeba stanovit, jaky stimulacni
protokol pro vySetfované builky bude pouzit. Jeho grafické vyjadieni jek vidéni na
obrazku 7.1
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Obrazek 7.1: Stimulacni protokol vySetfovanych bunek.

Pro samotny experiment bylo z kultiva¢ni nddoby umisténé v inkubatoru pokazdé
vyjmuto jedno podkladové sklicko s piirostlymi buiikami a to bylo posléze vlozeno do

méfici misky. M¢éfici miska byla vzdy pro kazdé dalsi sklicko pomoci serologické
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pipety naplnéna novym koupelovym roztokem o teploté 37 °C (Tabulka 7-4 a Tabulka
7-6) 0 objemu 600 pl. Miska s rtstovym sklickem bun¢k byla poté vlozena pod objektiv
svételného mikroskopu a dratkem pfipojena k mikromanipuldtoru s mérnou
mikroelektrodou, kterym je mozné méfit membranovy potencial vySetiované buniky. Do
sklenéné mikroelektrody bylo s vyuzitim injekéni stiikacky pro jednotliva méfeni nutno
vpravit pipetovy roztok o teploté 37 °C (Tabulka 7-5 a Tabulka 7-7), ktery je svym
slozenim blizky roztoku fyziologickému a pifipomind tak slozeni intracelularniho
roztoku uvnitt bunék. V roztoku uvniti mikroelektrody se nesmi nachdzet bubliny,
zpusobily by chyby méfeni, nebo by meéfeni nemohlo probéhnout viibec. Vzniklé
bublinky Ize odstranit pinzetou a jemnym pohybem doprava-doleva u S$picky
mikroelektrody nebo jemnym otukévanim Spicky pomoci nehtu. Dal§im zpisobem,
kterym je mozno se bublinek zbavit, je pfetlak vyvinuty injekéni stiikackou napojenou
na mikroelektrodu, bublinka se vyfoukne i s nepatrnym mnozstvim pipetového roztoku,
¢imz se zaroven ocisti od piipadnych zbytkl necistot pii vyrobé hrotu. Aby se
nezadoucim bublinkdm v pipetovém roztoku uvnitt mikroelektrody piedeslo, je potieba
tento roztok vpravovat pomalym stlacovanim pistu injekéni stiikacky, pficemz vldkno
napojené misto jehly by mélo byt umisténo téméf v samotné Spicce mikroelektrody.
Mikroelektroda s pipetovym roztokem byla nasledné nasunuta na stéibrny dratek
mikromanipulatoru. Pfed samotnym pouZitim mikromanipulatoru je vhodnéjsi nejprve
nalézt zelené zafici morfologicky vhodnou bunku uréenou k experimentu, ktera neni
soucasti shluku okolnich bunék. Tento shluk ovliviiuje gigaseal a v mnoha ptipadech se
buiika Spicky mikroelektrody pusti. Zvolenim filtru pro fluorescencni kostku, ktera
svételnou energii v modré oblasti (395-470 nm) viditelného svétla excituje vSechny
uspesné transfekované buiky v koupelovém roztoku, je mozné takovouto buiiku nalézt.
Vybranou buriku poté l1ze vycentrovat do stfedu zorného pole pomoci posuvného stolku
mikroskopu, na némz je umisténa métici miska s butikami. Posuvnym zafizenim, které
ur¢uje pohyb mikromanipuldtoru v ose X, y a z, byla mikroelektroda ponofena do
koupelového roztoku s buitkami v méfici misce. Prabeh signalu bylo mozné sledovat na
monitoru pocitae, na némz byl spuStén program Clampex uréeny k provedeni zmén
hodnot membranového napéti. Po ponoteni neporusené mikroelektrody do koupelového
roztoku se v méficim okné programu Clampex V rezimu Bath objevi obdélnikovy tvar
signalu (Obrazek 7.2). Jestlize doSlo k poruSeni hrotu mikroelektrody at uz jeho
ulomenim, nebo prasknutim pii vpravovani pipetového roztoku, pribéh signalu nebude
mit tvar obdélnikd, ale trojuhelnikovity tvar s vyraznymi hroty podél celého signélu

(Obrazek 7.3), a mikroelektrodu je potieba vyménit za novou.
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Obrazek 7.2: Signal pochdzejici s neporusené mikroelektrody.

4000+

20004

Im
(pA)
|-

-2000

4000

Obrazek 7.3: Signal pochazejici z prasklé mikroelektrody.

Mikromanipulator s neporusenou mikroelektrodou byl poté posuvnym zatizenim
nasmérovan na vybranou bunku, pfi¢emz bylo potfeba ovéfit jeji spravnost prepinanim
mezi svétlym a tmavym polem, protoze mikroelektroda je na tmavém poli hiife viditelna
a nedoslo tak k nechténému poruseni buiky. Zaroven bylo tieba se ujistit, aby Spicka
mikroelektrody sméfovala do stfedu dané buiky. Posuvnym zafizenim
mikromanipuldtoru Ize nastavit rychlost pfibliZzovani mikroelektrody k bunice. Jakmile
byl hrot mikroelektrody dostatecné pfiblizen k bunééné membrané, v méficim okné
programu Clampex doslo ke snizeni amplitudy signalu obdélnikového tvaru. Dal§im
pomalym pfiblizovanim se amplituda signalu nadale snizuje. V tomto okamziku je
potfeba opatrnosti, aby nedoSlo k pfiliSnému piiblizeni mikroelektrody k bunécné
membrang, coZz by vedlo kjejimu protrZzeni a ke smrti buiky. Zaroven by doslo

K poruseni hrotu mikroelektrody, takze by se pro dalsi méfeni stala nepouzitelnou.
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Dostatecné priblizeni mikroelektrody je proto tfeba spravné odhadnout. Jakmile bylo
tohoto dostatecného piiblizeni dosazeno, injek¢ni stiikackou byl vyvinut jemny podtlak,
kterym doslo k nasati buné¢né membrany do Spicky mikroelektrody. Vznikly seal bylo
také mozné odhalit podle pribéhu signalu v méficim okné programu Clampex.
Probihajici signal ziskavany platinovym dratkem uvnitt mikroelektrody se vyrovnal na
nulovou hodnotu.

Béhem experimentu bylo meéfeni ovliviiovano také staiim bunék a stavem
kultiva¢niho média. Jestlize byly bunky pfili§ mladé (1-2 dny), nebylo lehké jejich
nasati a nasledné otevieni. Vétsinou po prilnuti ke Spic¢ce elektrody dochazelo k jejich
pusténi nebo prasknuti. Stejny piipad nastdval u bunék starSich, jejichz ziviny
Vv kultivaénim médiu zacinaly byt jiz vyCerpany. Builky se nafukovaly a vétSinou se
vytvoreni kontaktu jejich bunééné membrany se Spickou mikroelektrody (gigaseal)

nepodafilo viibec. Nasledné otevieni bunky tedy nebylo mozné.

Po tspéSném vytvoreni kontaktu Spicky mikroelektrody a bunééné membrany
bylo cilem vytvofeni pfimého kontaktu hrotu mikroelektrody s vnitinim prostiedim
buiiky jejim protrzenim. Jak jiz bylo popsano v rezimech vyuzivanych pii méfeni
technikou patch-clamp, méfeni na celé bunce v rezimu whole-cell 1ze dosahnout
kratkym silnym pulzem podtlaku vyvolaného sanim skrze injekéni stiikacku pifipojenou
k mikroelektrodé. Timto silnym pulzem bylo docileno kontaktu s vnitinim prostiedim
buiiky protrzenim bunééné membrany, jejiz volné konce ihned pfilinaji ke sténam uvnitf
mikroelektrody. Protrzeni bunééné membrany bylo mozné pozorovat v méticim okné
programu Clampex, v némz se prubéh signalu zménil na zaoblené inverzni $picky.
Nasledné byl rezim Bath v programu Clampex zménén na dal$i rezim a hodnota holding
potential byla nastavena na vychozi hodnotu napéti -80 mV. V tomto rezimu byly poté
zadavany hodnoty depolariza¢niho napéti s kroky od -80 mV v rozmezi -120 mV az
+40 mV a fluorescen¢ni kamerou zdroveil snimany reakce bunky na zmény napé&ti

V podobné zmény V intenzité vydavané fluorescence sondou ASAPI.

V popsaném experimentu, béhem né&jz byly nejprve pouzity koupelovy roztok K
a pipetovy roztok ¢islo 5, jejichz slozeni lze vidét v tabulce 7-4 a tabulce 7-5, nebylo
snadné dosahnout vytvoreni seal mezi Spickou mikroelektrody a membranou buiky.
chemickym sloZzenim pouzitych roztokl. Z tohoto divodu byly namichény roztoky nové
o jiném slozeni, pojmenovany jako koupelovy roztok ASAP (Tabulka 7-6) a pipetovy
roztok Cislo 6 (Tabulka 7-7).

Chemické slozeni koupelovych a mikropipetovych roztokid, do nichz byla

vkladana sklicka s narostlymi bunkami a které byly vpravovany do mikroelektrody, a
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které byly pouzity Vv praktické ¢asti této prace, jsou (véetné¢ daného slozeni) uvedeny

V tabulkach nize.

Tabulka 7-4: Chemické sloZeni koupelového roztoku K.

Objem roztoku [ml] Osmolarita [mosm] pH
50 307 7,42
Slouéenina M, [g/mol] Koncentrace [mmol]
KCI 74,55 140
MgCl, 203,3 1,2
CaCl, 110,98 2,6
HEPES 238,3 5
D-Glucose 180,16 10
Tabulka 7-5: Chemické slozeni pipetového roztoku ¢islo 5.
Objem roztoku [ml] Osmolarita [mosm] pH
25 303 7,52
Sloucdenina M, [g/mol] Koncentrace [mmol]
KCI 74,55 107
MgCl, 203,3 1,2
CaCl, 110,98 1
HEPES 238,3 5
EGTA 380,35 10
D-Glucose 180,16 -
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Tabulka 7-6: Chemické slozeni koupelového roztoku ASAP.

Objem roztoku [ml] Osmolarita [mosm] pH
50 378 7,4
Sloucenina Mn [g/mol] Koncentrace [mmol]
NaCl 58,44 150
KCI 74,55 4
MgCl, 203,3 1
CaCl, 110,98 2
HEPES 238,3 5
D-Glucose 180,16 5
Tabulka 7-7: Chemické slozeni pipetového roztoku ¢islo 6.
Objem roztoku [ml] Osmolarita [mosm] pH
25 314 7,2
Sloucenina M, [g/mol] Koncentrace [mmol]
KCI 74,55 120
MgCl, 203,3 4
NaCl 58,44 4
CaCl, 110,98 4
HEPES 238,3 5
EGTA 380,35 10
Na2ATP 551,14 3

7.3  Dosazené vysledky a jejich diskuze

Poklesy intenzity fluorescence na depolarizaéni napétové kroky aplikované na
bunéénou membranu pomoci
fluorescencni kamery, kterd byla nasazena na objektiv svételného mikroskopu. Ziskané

snimky byly nésledné analyzovany v programu MATLAB, ktery umoznuje volbu
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vysSetiované builky pomoci piikazu ginput vybrdnim dvou bodi ve snimku
urCujicich danou bunku tak, aby jeji ofiznuti bylo co nejkonkrétnéjsi. Pokud je dana
bunika dostateCné ofezanda, je mozné tuto volbu vynechat a pracovat s jiz oezanymi
snimky. K analyze indikace zmény intenzity fluorescence byly vybrany dva pfistupy.
Snimky konkrétni vybrané bunky symbolizujici jednotlivé depolarizacni kroky byly
U vSech metod nejprve pievedeny do Sedotdénové stupnice. Déle jiz bylo pracovano
s prevedenymi obrazy, a proto je i zde volba pievodu, nebo prace s jiz upravenymi

snimky.

U metody histogrami byly ziskané vysledky nasledné zobrazeny. Histogram
vyjadiuje distribuci obrazovych bodu ve snimku znazornénim poctu pixelt (zde osa y)
Vv konkrétni Grovni intenzity barvy Sedotonové stupnice (zastoupena osou Xx). Lze z ngj
tedy zjistit, jestli pti zménach membranového potencialu doslo k navyseni nebo naopak
ke snizeni poctu pixelti dané tirovné Sedi. Ze ziskanych dat touto metodou, ktera lze
vidét uvedena v tabulce a s ni i v souvisejicim grafickém vyjadieni, vyplyva, ze zmény
membranového potencialu vychazejici z holding potential -80 mV smérem ke kladnym
hodnotdm napéti +40 mV fluorescencni sonda ASAP indikuje poklesem intenzity
fluorescence béhem depolarizace membrany, jelikoZ se na histogramech vyskytuje vice
tmavych pixeld, nez je tomu u vychoziho holding potential. Pii zménach
hyperpolarizace membrany (u napéti jdoucich k zapornym hodnotam napéti -120 mV)
se naopak ukazuje, ze dochazi k navyseni poctu svétlych pixeld v obraze, z ¢ehoz 1ze
vyvodit, zZe intenzita fluorescence nariista. Vysledky ziskané touto metodou potvrzuji
hypotézu, ze fluorescencni sonda ASAP1 na depolarizaci membrany reaguje poklesem
intenzity fluorescence. Ke kazdému histogramu byla navic vynesena maximalni
hodnota jasu (stupné Sedi), kterd se v konkrétnim snimku nachézela.

V kazdém histogramu byla navic pro konkrétni napéti dle navrzeného
stimulaéniho protokolu (Obrazek 7.1) vynesena maximalni Groven jasu (stupné Sedi).
Dle vysledki je patrné, Ze depolarizace membrany, béhem niz se postupuje od
vychoziho holding potential -80 mV smérem ke kladn&jsim hodnotam napéti az do +40
mV, zplsobuje pokles intenzity fluorescence. Hyperpolarizace membrany zptsobuje
narust intenzity fluorescence. V nasledujici tabulce (Tabulka 7-8) jsou uvedeny
hodnoty maximalni trovné jasu (stupiit Sedi) pro vsSechna napéti stimulaéniho
protokolu pro danou vysetfovanou bunku. Hodnoty se nachazeji v intervalu [0 255],
reprezentujici Sedotonovou skalu. Hodnota 0 reprezentuje ¢ernou barvu, hodnota 255
barvu bilou. Ziskané grafické zavislosti S tabulkami hodnot zbylych bun¢k jsou pro
prehlednost uvedeny v piiloze této diplomové prace.
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Tabulka 7-8: Hodnoty maximalni Grovné stupné Sedi pro dané hodnoty stimula¢niho napéti.

stimula¢ni napéti | max urovei stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max uroven stupné Sedi

[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 245 -30 150
-110 235 -20 145
-100 215 -10 139
-90 204 0 133
-80 195 10 128
-70 187 20 119
-60 179 30 113
-50 169 40 107
-40 154

Grafické znazornéni maximalnich Grovni jasu pro konkrétni hodnotu stimula¢niho

napéti.

260
240

220

hodnoty stupné Sedi

200
180
160
140

120

100
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek 7.4: Maximalni hodnoty trovné stupné Sedi [0 255] v jednotlivych snimcich.

Pro ukazku (Obrazek 7.5) byla vybrana napéti symbolizujici vychozi holding
potential zvoleny na hodnotu -80 mV a fyziologickou hodnotu napéti u buné¢né linie
HEK293 -40 mV. Snimky zbylych bunék jsou opét pro piehlednost uvedeny v piiloze

diplomové préce.
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S0 mV 40 mV

Obriazek 7.5: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka hodnota
napéti bunééné linie HEK293 -40 mV.

Ze vsech hodnot maximalnich stupiiti Sedi ziskanych metodou histogrami u vSech
vySetfovanych bunc¢k byly nasledné ziskany hodnoty zprimérované, které byly
normalizovany vuéi zvolenym napétim, -80 mV holding potential a fyziologické
hodnot¢ membranového napéti bunécné linie HEK293 -40 mV. Tabulka
se zpramérovanymi hodnotami maximalnich Grovni jasi (Tabulka 7-9) a jeji grafické
znazornéni (Obrazek 7.6) je Kvidéni nize. Dale je v textu uvedena tabulka se
standardizovanymi hodnotami (Tabulka 7-10) v¢etné grafu vyjadiujiciho standardizaci
zvoleného napéti pro kazdou bunku (Obrazek 7.7). Podle vysledku, které z hodnot
vyplyvaji lze fici, Ze timto krokem byla hypotéza urena pro vSechny bunky
transfekované fluorescencni sondou ASAP1 potvrzena. Na zéklad¢ depolarizace
bunééné membrany dochazi k poklesu intenzity fluorescence a zéaroven pii jeji

hyperpolarizaci dochazi k nardstu intenzity zareni fluorescen¢ni sondy ASAPI.
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Tabulka 7-9: Zprimérované hodnoty maximalnich stupiiti Sedi pro vSechny bufiky u
konkrétniho napéti.

stimula¢ni primérna hodnota stupné stimula¢ni primérna hodnota stupné
napéti [mV] Sedi [0-255] napéti [mV] Sedi [0-255]
-120 105 -30 80
-110 103 -20 77
-100 99 -10 76
-90 95 0 74
-80 92 10 72
-70 90 20 69
-60 87 30 67
-50 85 40 65
-40 81
110
S
2 105
'€ 100
S
u 95
>
5 9
5 85
2
S 80
S
S 75
o
® 70
E
S 65
S
N 60
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek 7.6: Grafické vyjadieni zprimérovanych hodnot maximalnich hodnot stupn Sedi pro
vsechny bunky a konkrétni napéti.
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Tabulka 7-10: Standardizované hodnoty stupnt Sedi konkrétnich napéti pro vSechny
vySetfované buiiky vztazena k hodnotam holding potential -80 mV a fyziologické hodnoté
HEK?293 -40 mV.

stimula¢ni napéti [mV] stimulacni napéti [mV]
-80 -40
-120 1,144 1,291
-110 1,116 1,259
-100 1,073 1,211
-90 1,035 1,167
-80 1,000 1,128
-70 0,981 1,107
-60 0,952 1,074
-50 0,924 1,042 candardi )
standardizované
-40 0,886 1,000 hodnoty stupiid Sedi
-30 0,867 0,979
-20 0,842 0,950
-10 0,825 0,931
0 0,802 0,905
10 0,778 0,878
20 0,752 0,848
30 0,726 0,819
40 0,704 0,795
_ 13
k=1
[
7]
o 1,2
c
S
=
» 11
s
2
B 1,0
9 -80
‘0
% 0,9 -40
>
o
N
=08
£
o
€ 0,7
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek 7.7: Grafické vyjadreni standardizovanych hodnot stupni Sedi vi¢i dvéma zvolenym
napétim holding potential -80 mV a fyziologické hodnoté HEK293 -40 mV.
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Druha realizovana metoda srovnavani vysledkii, metoda pramért, pocita

prumérnou troven jasu (stupnu Sedi) v obraze ujednotlivych snimka (kroki napéti)

vybrané buniky. Po vyhodnoceni intenzity jasu v obraze je zobrazen graf (Obrazek 7.8)
a hodnoty jednotlivych hodnot priméra (Tabulka 7-11) konkrétni vySetfované bunky

pro jednotliva napéti stimula¢niho protokolu, ze kterého je patrné, ze depolarizacni

kroky z vychoziho holding potential -80 mV sméfujici ke kladnéjsim hodnotam zmény

cwwr

zménami membranového napéti (hyperpolariza¢nimi kroky) postupujicimi do -120 mV.

Fluorescencni sonda ASAPI dle vysledk ziskanych metodou primért indikovala

depolarizaci membrany poklesem intenzity fluorescence a stejné jako v prvnim piipadé

uziti metody histogrami potvrdila ovéfovanou hypotézu.

Tabulka 7-11: Primérné hodnoty jasu (stupnid $edi) pro vSechna napéti stimulaéniho protokolu.

napéti [mV]

-120

-110

-100

-90

-80

-70

-60

-50

-40

stupén Sedi

80,083

76,773

71,707

68,426

65,831

63,805

60,799

58,030

54,219

napéti [mV]

-30

-20

-10

10

20

30

40

Vv v

stupén Sedi

52,208

50,936

49,156

47,946

46,376

43,845

42,126

40,529

90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40

hodnoty stupné Sedi

-120

-100

-80

-60

-40

-20

napéti [mV]

20

40

Obrazek 7.8: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimula¢nim napéti.
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V nasledujici tabulce je uvedena konfigurace pocitace, na némz byly vSechny

ziskané vysledky zpracovavany.

Tabulka 7-12: Konfigurace pouzivaného pocitace.

procesor Intel® Core™ i7-45000 CPU @ 1,80 GHz

pamét’ RAM 8,00 GB
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V prvni kapitole této prace je popsana plasmidova DNA a jeji vyznam ve vyzkumu

v molekularni biologii.

Ve druhé kapitole jsou poté probrany membranové napétové sondy zalozené na
bazi napétové citlivych oblasti a na bazi vapniku véetné¢ nékterych uvedenych typu,
které se pouzivaji a studuji a také jsou zde uvedeny fluorescencni proteiny vyuzivané
pii konstrukcich fluorescen¢nich sond. Je zde podrobné popsdna pouzitd napétova
sonda ASAPL1.

Tteti kapitola se vénuje chemickym napét'ove citlivym membranovym barviviim,

z nichZ jsou jmenovani dva zéstupci. Barviva ANEP a RH.

Ctvrta kapitola se zabyva bunéénymi kulturami, jejich vyuziti jako modelového
organismu. Podrobnéji probranou bunécnou linii je bunétna linie HEK293 odvozena
z lidskych embryonélnich ledvinnych epitelidlnich bunék a nasledné transformovana
virovou DNA adenoviru 5.

Dalsi kapitola popisuje transfekci plasmidi a metody, které se pfi ni pouzivaji.
Vysledkem transfekce jsou geneticky modifikované burniky, v nichz vpravena nukleova

kyselina mize ptezivat jako stabilni nebo pfechodna.

Sesta kapitola se vénuje metod& patch-clamp, kterou lze méfit membranové napéti
bun€k. Dale jsou popsany techniky vyuZivané béhem patch-clamp, Kk nimz se fadi
piistupy cell-attached, zde patii whole-cell a perforated-cell, a cell-free ptistupy, k nimz
patii inside-out a outside-out. Dale jsou v kapitole probrana vyuziti metody patch-clamp
S napétove citlivymi sondami pfi méfeni zmén membranového potencidlu a pii vyvoji a

zlepSovani vlastnosti samotnych sond.

V posledni kapitole je popsana metoda navrzend pro praci s fluorescencni sondou
ASAP1 pomoci systému patch-clamp a snimani experimentu. V diplomové praci byly
provedeny experimenty s bunikami transfekovanymi membranovym senzorem ASAP1
chemickou metodou PEI. Méteni probehlo na celkem 11 buikach, na nichZ se podafilo
prokazat tvrzenou hypotézu, Ze depolarizaci membrany dochazi k poklesu intenzity
fluorescence. Soucasti kapitoly jsou také vysledky potvrzujici hypotézu, jichz bylo
patch-clamp metodou dosazeno. Jedna se o vystupy ziskané analyzou pofizenych
snimki sondy ASAP1 programem MATLAB, jejichZ hodnoty jsou uvedeny v danych
tabulkach a sou€asné s nimi se zde vyskytuji grafické vystupy. Zaroven je v kapitole

zhodnocen vliv po¢tu pasazi na schopnost bunék dosahnout gigaseal a otevieni.
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PRILOHY

A OBSAH PRILOZENEHO CD

Obsahem pfiloZzeného CD je program ASAP1 uréeny ke spusténi v programovacim
prostiedi MATLAB, ktery byl vytvofeny pro zjiStovani spravnosti indikace poklesu

fluorescencéniho zafeni sondou ASAP1.

Dale jsou na CD pfilozeny obrazky jednotlivych bunck, na nichZ byl proveden
experiment, a spolecné s nimi se Vv jednotlivych slozkach nachazeji vystupy ziskané
Z programu, které¢ jsou i soucasti pfilohy B této diplomové prace. Jednd se o samotné
snimky, histogramy s maximalnimi urovnémi jasu pro napéti dle stimulacniho
protokolu, tabulky s hodnotami primérd pro jednotlivd napéti a néasledné zavislosti
poklesu jasu v obraze na zmén¢ napéti dle stimula¢niho protokolu. Posledni soucasti
jsou tabulky se standardizovanymi hodnotami pro dvé dana napéti, fyziologickou
hodnotu bunééné linie HEK293 -40 mV a vychozi holding potential -80 mV.
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B STUDIUM VLASTNOSTI NAPETOVEHO
SENZORU ASAP1

V této prilohové Casti se nachazeji vystupy s daty pro jednotlivé buiiky, na nichz byl
proveden experiment. Pro pfipomenuti je pfilozen stimula¢ni protokol, ktery byl pouzity

k vyvolani zmén fluorescenéniho zafeni fluorescen¢ni sondou ASAPI.

Obrazky jednotlivych bunék s vybranymi napétimi, fyziologickou hodnotu
bunééné linie HEK293 -40 mV a vychozi holding potential hodnotou -80 mV jsou pro
srovnani uvedeny taktéz. Déle jsou uvedeny vystupy ziskané z programu s maximalnimi
urovnémi stupiitt Sedi [0 255] pro napéti dle stimulacniho protokolu, tabulky
s hodnotami pruméri pro jednotliva napéti a dale zavislosti poklesu jasu v obraze na
zméné napéti dle stimulaéniho protokolu. Tabulky s rozdilem mezi hodnotami pro dvé
dana napéti, fyziologickou hodnotu bunééné linie HEK293 -40 mV a vychoziho holding
potential -80 mV jsou uvedeny na konci této piilohové ¢asti.
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Obrazek B.1: Stimula¢ni protokol vySetfovanych bunék.

Nasleduji konkrétni buiky s dosazenymi hodnotami béhem provadéného
experimentu. Nejprve jsou uvedeny vysledky ziskané metodou histogrami, poté jsou
hodnoty ziskané metodou priaméri. V zavéru prace se nalézaji hodnoty s tabulkami a
jimi korespondujicimi grafickymi vyjadfenimi, zprimérované hodnoty maximalnich
urovni stupnu Sedi a jejich nasledna standardizace k napétim holding potential -80 mV
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a fyziologické hodnoté¢ bunécné linie HEK293 -40 mV. VsSechny vysledky této

vyhodnocené ¢asti byly ziskdny metodou histogrami.
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B.1 Buika Cislo 1

80 mV 40 mV

Obrazek B.2: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunécéné linie HEK293 -40 mV pro bunku ¢islo 1 (B1).

Tabulka B-1: Hodnoty maximalni arovné stupnid $edi pro hodnoty stimulaéniho napéti; B1.

stimula¢ni napéti | max aroven stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max aroven stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 245 -30 150
-110 235 -20 145
-100 215 -10 139
-90 204 0 133
-80 195 10 128
-70 187 20 119
-60 179 30 113
-50 169 40 107
-40 154
260
240
B 220
N
2 200
2 180
>
© 160
S
o 140
=
120
100
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.3: Grafické vyjadfeni maximalni trovné stupiiti Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B1.
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Tabulka B-2: Primérné hodnoty jast (stupiiti Sedi) pro v8echna napéti stimula¢niho protokolu;
B1.

napéti [mV] | -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 80,083 | 76,773 | 71,707 | 68,426 | 65,831 | 63,805 | 60,799 |58,030 |54,219

napéti [mv][-30 |20 |10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 52,208 | 50,936 |49,156 |47,946 | 46,376 43,845 |42,126 | 40,529

45

40
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek B.4: Primérné hodnoty stupiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimula¢nim napéti; B1.
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B.2 Bunka cislo 2

S0 mV

40 mV

Obrazek B.5: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B2.

Tabulka B-3: Hodnoty maximalni urovné stupiiti $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B2.

stimula¢ni napéti | max uroven stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max auroven stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 241 -30 172
-110 237 -20 165
-100 221 -10 160
-90 212 0 153
-80 207 10 146
-70 201 20 135
-60 195 30 125
-50 189 40 119
-40 179
255
235
5
2 215
=
2 195
=
®
2175
o
S
S 155
=
135
115
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.6: Grafické vyjadfeni maximalni irovné stupiiti Sedi pro hodnoty stimula¢niho
nap¢ti; B2.
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Tabulka B-4: Praimérné hodnoty jast (stupiiti Sedi) pro v8echna napéti stimula¢niho protokolu;
B2.

napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 83,365 | 82,082 | 77,251 | 74,627 | 73,305 | 71,182 | 69,082 |67,732 | 64,522

napéti [mv] [-30 |20 |-10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 62,423 | 59,764 | 58,490 | 56,335 | 54,261 | 51,083 | 48,125 |46,273

85
80
75

hodnoty stupné Sedi

70
65
60
55
50

45
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek B.7: Primérné hodnoty stupnii Sedi v zavislosti na zvoleném stimulaénim napéti; B2.
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B.3 Bunka ¢islo 3

80 mV 40 mV

Obrazek B.8: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B3.

Tabulka B-5: Hodnoty maximalni urovné stupni $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B3.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 63 -30 47
-110 61 -20 45
-100 60 -10 44
-90 58 0 41
-80 56 10 38
-70 54 20 36
-60 52 30 35
-50 52 40 33
-40 49
65
— 60
©
[
» 55
D
5
E 50
> 45
g
S 40
o
<35
30
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.9: Grafické vyjadfeni maximalni urovné stupnti Sedi pro hodnoty stimulac¢niho
nap¢ti; B3.
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Tabulka B-6: Praimérné hodnoty jast (stupiiti Sedi) pro vSechna napéti stimula¢niho protokolu;
B3.

napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 26,435 | 25,805 | 25,282 | 24,881 | 24,028 | 23,551 | 22,997 | 22,686 |22,274

napéti[mVv] |30 |20 |-10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi [ 21,976 | 21,672 | 21,107 [ 20,565 19,926 |19,153 | 18,760 | 18,183

27
26
25
24
23
22

hodnoty stupné Sedi

21
20
19

18
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek B.10: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; B3.
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B.4 Bunka cislo 4

B0 my

40 my

Obrazek B.11: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B4.

Tabulka B-7: Hodnoty maximalni urovné stupiii $edi pro hodnoty stimulaéniho napéti; B4.

stimula¢ni napéti | max aroven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 41 -30 37
-110 41 -20 37
-100 40 -10 37
-90 40 0 37
-80 39 10 37
-70 39 20 36
-60 38 30 36
-50 39 40 35
-40 38
42
T 41
(]
0 40
2
S 39
% 38
237
2
S 36
235
34
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.12: Grafické vyjadieni maximalni trovné stupid Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napé¢ti; B4.

97




Tabulka B-8: Primérné hodnoty jast (stupiiti Sedi) pro v8echna napéti stimula¢niho protokolu;
B4.

napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupéin Sedi | 10,200 | 10,200 | 10,190 | 10,173 | 10,156 | 10,152 |10,066 |10,058 | 10,037

napéti [mv] |30 |20 [-10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 10,028 | 10,026 19,724 (9,716 ]9,711 |9,699 9,694 [9,619

10,5
10,4
10,3
10,2
10,1
10,0
9,9
9,8
9,7
9,6

9,5
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

hodnoty stupné Sedi

Obrazek B.13: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; B4.
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B.5 Bunka ¢islo 5

80 mV

40 mV

Obrazek B.14: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B5.

Tabulka B-9: Hodnoty maximalni urovné stupiiti $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B5.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 82 -30 69
-110 78 -20 67
-100 79 -10 67
-90 78 0 67
-80 76 10 67
-70 75 20 65
-60 72 30 65
-50 70 40 64
-40 67
86
:g
» 80
o)
c
S
5 74
>
°
< 68
<}
L
62
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.15: Grafické vyjadieni maximalni Grovné stupid Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; BS.
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Tabulka B-10: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho
protokolu; B5.

napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi [ 17,831 | 17,810 /17,453 | 17,106 | 16,600 | 16,477 | 15,932 |15,544 | 15,283

napéti [mv] |30 |20 [-10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 15,173 | 14,861 | 14,549 [ 14,231 | 14,199 |13,849 |13,733 | 13,564

18

17

hodnoty stupné Sedi

16

15

14

13
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek B.16: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; BS.
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B.6 Bunka ¢islo 6

S0 mV

40 mV

Obrazek B.17: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B6.

Tabulka B-11: Hodnoty maximalni Girovné stupiii $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B6.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 44 -30 35
-110 43 -20 35
-100 44 -10 34
-90 40 0 33
-80 34 10 32
-70 39 20 32
-60 38 30 32
-50 34 40 32
-40 36
46
E 44
» 42
2
5 40
% 38
>
£ 36
S 34
<}
< 32
30
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.18: Grafické vyjadieni maximalni arovné stupid Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B6.
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Tabulka B-12: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho
protokolu; B6.

napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 10,960 | 11,109 | 10,982 | 10,907 | 10,655 | 10,583 | 10,380 | 10,144 | 10,155

napéti [mv] |30 |20 [-10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 10,061 | 10,000 19,916 [9,747 ]9,675 9,648 9,653 |9,543

11,5
o 11,0
W
D
c
S
% 105
2
o
[=
3
< 10,0

9,5

-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
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Obrazek B.19: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; B6.
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B.7 Bunka ¢islo 7

80 mV

40 mV

Obrazek B.20: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B7.

Tabulka B-13: Hodnoty maximalni Girovné stupiii $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B7.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 91 -30 74
-110 88 -20 71
-100 87 -10 71
-90 85 0 70
-80 81 10 69
-70 80 20 68
-60 78 30 66
-50 77 40 65
-40 74
94
B 89
W
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S
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o 74
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3
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-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
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Obrazek B.21: Grafické vyjadieni maximalni arovné stupid Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B7.

103




Tabulka B-14: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho
protokolu; B7.

napéti [mV] | -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 21,472 21,316 |21,097 |20,867 | 20,698 |20,487 |20,338 |20,240 |20,040

napéti[mV][-30 |20 |10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 19,912 | 19,547 19,457 [19,326 | 19,223 19,118 18,946 | 18,869

21,5

21,0

20,5

hodnoty stupné Sedi

20,0

19,5

19,0

18,5
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

Obrazek B.22: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; B7.
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B.8 Bunka ¢islo 8

-80 mV

40 mV

Obrazek B.23: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B8.

Tabulka B-15: Hodnoty maximalni Girovné stupiii $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; BS.

stimula¢ni napéti | max aroven stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max auroven stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 48 -30 40
-110 51 -20 37
-100 47 -10 36
-90 44 0 36
-80 43 10 34
-70 44 20 34
-60 43 30 32
50 41 40 32
-40 39
55
B 50
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'S
a 45
=
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240
o
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30
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Obrazek B.24: Grafické vyjadieni maximalni arovné stupid Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; BS.
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Tabulka B-16: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho
protokolu; B8.

napéti [mV] | -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 11,165 | 11,409 11,337 [11,196 | 11,194 10,968 | 10,692 |10,445 |10,337

napéti [mv][-30 |20 |10 |0 10 20 30 40
stupéii Sedi |10,230 |9,806 9,509 |9,323 |8,872 [8,501 |8,277 |8,231

12,0
11,5
o 11,0
N
2 10,5
10,0

9,5

hodnota stup

9,0
8,5

8,0
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
napéti [mV]

Obrazek B.25: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; BS.
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B.9 Bunka ¢islo 9

-80 mV

40 mV

Obrazek B.26: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B9.

Tabulka B-17: Hodnoty maximalni irovné stupiii $edi pro hodnoty stimula¢niho napéti; B9.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 87 -30 66
-110 82 -20 65
-100 80 -10 64
-90 76 0 63
-80 74 10 62
-70 73 20 61
-60 71 30 60
-50 70 40 58
-40 69
90
3 85
o 80
275
710
265
< 60
55
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
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Obrazek B.27: Grafické vyjadieni maximalni arovné stupi Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B9.
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Tabulka B-18: Primé&rné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho
protokolu; B9.

napéti [mV] | -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 22,019 | 21,363 | 20,954 |20,623 | 20,333 | 20,199 [19,983 | 19,884 | 19,695

napéti [mv][-30 |20 |10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 19,501 | 19,387 |19,059 |18,800 | 18,352 |18,224 |17,875 |17,234
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hodnota stupné Sedi
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Obrazek B.28: Primérné hodnoty stupiiti Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti; B9.

108



B.10 Buiika cislo 10

-80 mV

40 mV

Obrazek B.29: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunécéné linie HEK293 -40 mV; B10.

Tabulka B-19: Hodnoty maximalni Grovné stupiii $edi pro hodnoty stimulaéniho napéti; B10.

stimula¢ni napéti | max aroven stupné Sedi | stimula¢ni napéti | max auroven stupné Sedi

[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 95 -30 85
-110 93 -20 84
-100 95 -10 84
-90 93 0 82
-80 92 10 81
-70 90 20 81
-60 89 30 80
-50 88 40 78
-40 88
100
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Obrazek B.30: G

rafické vyjadfeni maximalni irovné stupnt Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B10.
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Tabulka B-20: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro v§echna napéti stimula¢niho

protokolu; B10.
napéti [mV] |-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40
stupén Sedi | 20,297 | 20,218 |20,136 |20,037 |19,996 |19,878 |19,698 | 19,600 |19,532
napéti [mV] | -30 -20 -10 0 10 20 30 40
stupén Sedi |19,464 | 19,337 |19,315 |18,986 | 18,921 |18,872 |18,776 | 18,651
20,5
20,3
_ 20,1
e
2 19,9
2107
2195
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§19,1
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Obrazek B.31: Primérné hodnoty stupni Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti;

B10.
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B.11 Buika

¢islo 11

S0 mV

40 mV

Obrazek B.32: Vlevo hodnota vychoziho holding potential -80 mV, vpravo fyziologicka
hodnota napéti bunééné linie HEK293 -40 mV; B11.

Tabulka B-21: Hodnoty maximalni Grovné stupiii $edi pro hodnoty stimulaéniho napéti; B11.

stimula¢ni napéti | max droven stupné Sedi | stimulaéni napéti | max drovei stupné Sedi
[mV] [0-255] [mV] [0-255]
-120 120 -30 102
-110 119 -20 100
-100 117 -10 98
-90 116 0 96
-80 114 10 93
-70 110 20 93
-60 107 30 90
-50 105 40 89
-40 103
125
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Obrazek B.33: G

rafické vyjadfeni maximalni irovné stupnt Sedi pro hodnoty stimula¢niho
napéti; B11.

111




Tabulka B-22: Primérné hodnoty jast (stupnd Sedi) pro vSechna napéti stimula¢niho
protokolu; B11.

napéti [mV] | -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40

stupén Sedi | 34,890 | 34,781 |34,452 34,270 | 33,869 |33,311 [32,691 |32,401 |32,127

napéti [mv][-30 |20 |10 |0 10 20 30 40

stupén Sedi | 31,967 | 31,736 |31,329 | 31,154 | 30,681 |30,405 |30,254 | 30,088

35
35
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34
33
33
32
32
31
31

30
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

napéti [mV]

hodnota stupné Sedi

Obrazek B.34: Primérné hodnoty stupni Sedi v zavislosti na zvoleném stimulacnim napéti;
B11.
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B.12 Standardizované hodnoty maximalnich urovni stupn

Sedi pro konkrétni napéti u vSech bunék

Tabulka B-23: Zprumérované hodnoty maximalnich stuptiti $edi pro v§echny bunky u

A4

[o]

u

konkrétniho napéti.
stimula¢ni primérna hodnota stupné stimula¢ni primérna hodnota stupné
napéti [mV] Sedi [0-255] napéti [mV] Sedi [0-255]

-120 105 -30 80
-110 103 -20 77
-100 99 -10 76
-90 95 0 74
-80 92 10 72
-70 90 20 69
-60 87 30 67
-50 85 40 65
-40 81
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€ 100

)
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>

5 90
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Obrazek B.35: Grafické vyjadieni zprimérovanych hodnot maximalnich hodnot stupni Sedi

pro vSechny buiiky a konkrétni napéti.
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Tabulka B-24: Standardizované hodnoty stupnd $edi konkrétnich napéti pro vsechny
vySetfované buiiky vztazena k hodnotam holding potential -80 mV a fyziologické hodnoté
HEK293 -40 mV.

stimula¢ni napéti [mV] stimulacni napéti [mV]
-80 -40
-120 1,144 1,291
-110 1,116 1,259
-100 1,073 1,211
-90 1,035 1,167
-80 1,000 1,128
-70 0,981 1,107
-60 0,952 1,074
-50 0,924 1,042 candardi i
standardizované
40 0,886 1,000 hodnoty stupiiii Sedi
-30 0,867 0,979
-20 0,842 0,950
-10 0,825 0,931
0 0,802 0,905
10 0,778 0,878
20 0,752 0,848
30 0,726 0,819
40 0,704 0,795
_ 13
S
[
({2
o 1,2
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S
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o
S 1,0
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g 09 -40
>
o
N
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o
< 0,7
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Obrazek B.36: Grafické vyjadieni standardizovanych hodnot stupit Sedi vii¢i dvéma zvolenym
napétim holding potential -80 mV a fyziologické hodnot¢ HEK293 -40 mV.
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