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Anotace

Elektrické signaly jsou charakteristickym znakem nervové aktivity. K tomu, abychom
pochopili fungovani mozku, musime byt schopni sledovat tyto elektrické signaly. Slibny
zpusob sledovani elektrickych signdlt v neuronech zahrnuje pouziti fluorescentniho
proteinu citlivého na napéti a opticky mikroskop. Jeden z nejlepSich fluorescentnich
proteini citlivych na napéti je ArcLight. Cilem této prace bylo zjistit molekuldrni
mechanismus funkce tohoto konstruktu. Nejdiive jsou v této praci popisovany metody,
které se zabyvaji méfenim membranového potencidlu a s nim spojenych zmén intenzity
fluorescence. V posledni ¢asti jsou uvedeny vysledky naseho mikroskopického

pozorovani.

Annotation

Electrical signals are a hallmark of neuronal activity. In order to understand how the brain
works, we need to be able to visualize the electrical signals. A promising way to observe
the electrical signals in neurons involves using a voltage sensitive fluorescent protein and
an optical microscope. One of the best voltage sensitive fluorescent proteins is ArcLight.
The aim of this work was to investigate the molecular mechanism of the function of this
construct. First, this work describes methods for measuring membrane potential and
associated changes in fluorescence intensity. The last part presents the results of our

microscopic observation.
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1. Uvod

Ridici organovou soustavou u savci je nervovy systém, ktery zachycuje a zpracovava
informace a fidi mnoho funkci organismu. Zakladni funkéni a anatomickou jednotkou
nervového systému je neuron. RozliSuji se celkem 3 typy neuronti podle jejich funkce.
Aferentni neurony maji schopnost pfijmout uréitou formu signalu, modifikovat ho a
nasledné ho vést prostiednictvim synapsi na dal$i neurony az do fidiciho centra mozku, kde
dochazi kjeho integraci. Na opaéném principu fungujici eferentni neurony, které
zpracovavaji informace z mozku a ovlivilyji tak funkci efektoru. Interneurony pienasi
signaly v ramci specifickych oblasti centralni nervové soustavy. Pfenos signalti probihd na
zékladg zmény elektrického napéti na bundéné membrand neuronu’.

Zakladnim cilem neurobiologie je porozuméni vsem aspektim lidského chovéni, a to
na Urovni pfenosu a zpracovani informaci neurony a nervovymi sitémi. Tyto nervové
procesy probihaji prostiednictvim zmeén koncentraci iontl, které vedou ke zménam
elektrického napéti na bundéné membrang, které se projevi jako elektrické signaly’.
V soucasné dobé probihd intenzivni vyzkum, jehoz cilem je vyvinuti a vylepSeni optickych
metod slouzici k pozorovani elektrickych signalti probihajicich v neuronech a neuronovych
sitich.

Cilem této prace bylo zjisténi principu fungovani konstruktu ArcLight vyvinutého
Vincentem Allenem Pieribonem a Lawrencem B. Cohenem Ph.D. v laboratofi bunécné a
molekularni biologie Yale University School of Medicine?. Zaznamenava zmény
membranového potencialu a ptrenasi je v optické signaly. Svou UCinnosti je zafazovan mezi
sondy s velmi vysokou citlivosti na elektrické napétiz. Tato prace nejdiive podava uceleny
pfehled metod pozorovani membranového potencidlu a v poslednich Castech se zabyva

zminénym konstruktem ArcLight a vyzkumem jeho mechanismu funkce.



2. Buné¢na membrana

2.1 Struktura bunééné membrany

Velmi dulezitou roli v buiice hraje plasmaticka membrana, ktera uzavira buiku a
definuje jeji hranice. Plasmaticka membrana od sebe oddéluje dvé naprosto odlisna
prostiedi. Diky ni si buiika zachovava své charakteristické vnitni vlastnosti’.

Kazda bunéna membrana Sestava z lipidové vrstvy tenké asi 5 nm. Molekuly lipidii
v plasmatické membrané jsou amfipatické, majici hydrofilni (polarni) hlavicku a dva
hydrofobni (nepolarni) uhlovodikové konce. Amfipaticky charakter molekul membranovych
lipidi zptisobuje spontanni tvorbu lipidové dvojvrstvy vychazejici z jejich schopnosti
vytvaret specifické interakce s vodou. Z hlediska energetické naro¢nosti je dvojvrstva
struktura nejvyhodnéjsi: hydrofilni hlavicky molekul lipidd jsou v pfimém kontaktu s vodou
na povrchu lipidové dvojvrstvy a hydrofobni konce jsou orientovany smérem dovniti
dvojvrstvy a tak chranény pied vodou’.

Pfitomnost hydrofobnich uhlovodikovych konct uvniti lipidové dvojvrstvy
znemoznuje pruchod vétsiny polarnich molekul. Tato vlastnost je velmi dilezita z hlediska
udrzeni stalych koncentraci latek uvnitt bunky, které jsou obecné odlisné od koncentraci vné.
Neprostupnost membrany je klicova pro regulaci transportu dulezitych Zivin do buiky a
naopak pfi vyluéovani odpadnich metabolickych produkti. K témto procesim slouzi
specializované transmembranové proteiny, zodpovédné za transport specifickych iontii nebo
molekul.

Pritomnost specializovanych membranovych proteini umoznuje mj. vznik iontového
gradientu napii¢ membranou. Tento iontovy gradient je buitkou vyuzivan napt. k syntéze
vyznamnych energetickych ptenasect (ATP, GTP) potiebnych k mnoha procesiim v burice
spotfebovavajicich energii, nebo také k transmembranovému transportu molekul. Dalsi
dilezitou funkci vyuZivajici gradient iontl je produkce a prenos elektrickych signalt v
nervovych a svalovych bunkéch. Dilezitou funkci v membrané maji téZ proteiny fungujici
jako receptory extracelularnich signalii, které umoziiuji zménu chovani jako dusledek
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pusobeni vnéjsich vlivi.
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Obr. 1: Znézornéni funkce membranovych proteini. Zleva: transportéry
zprostiedkovavaji prenos latek pfes bunécnou membranu; receptory detekuji pritomnost
ligandti a pfenaseji informaci o této pfitomnosti do nitra buiiky; enzymy katalyzuji chemické

reakce; kotvy zprostiedkovavaji interakce mezi membranou a proteiny.

2.2 Transport latek cytoplasmatickou membranou

Molekuly spontanné prochazejici cytoplasmatickou membranou do cytosolu bunky
difunduji po svém koncentratnim gradientu. Rychlost transportu je zavisla na velikosti
gradientu, na velikosti transportované molekuly a na jeji rozpustnosti v tucich. Cim mensi a
vice rozpustnd molekula je (napiiklad O, a CO,), tim 1épe difunduje napii¢ membranou.
Naopak lipidova dvojvrstva je nepropustnd pro nabité molekuly (ionty). Za transport téchto
polarnich molekul jsou zodpovédné membranové proteiny prostupujici membranou. V
cytoplasmatické membrané se nachazeji dva druhy téchto membranovych proteint:
pfenasece a iontové kandly. Transport rozpusténych latek témito proteiny probiha na zakladé
zmény konformace proteinovych prenaSecti nebo v tvorbé vodnich pérh v ptipadé iontovych

kanalg®.
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Obr. 2: Propustnost syntetick¢ dvojné vrstvy lipidi pro jednotlivé tfidy molekul.
Malé hydrofobni a nenabité molekuly snadno prochazi dvojnou vrstvou lipida (O;, H20,
ethanol). Naopak mnohé latky, které bunika vyuziva jako Ziviny (aminokyseliny, glukosa),
jsou moc velké a polarni na to, aby mohly projit skrz. K jejich transportu slouzi membranové
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proteiny umisténé v plasmatické membrané bunék-.

Klasifikace nékterych transportnich proteint zalozenych na mechanice a energetice3:
1) Kanaly
a. Napétové fizené kanaly (Na* kandly)
b. Chemicky regulované kanaly (Nikotinovy acetylcholinovy receptor)

C. Jiné (neregulované, citlivé na tlak, atd.)

2) Transportéry
a. Pasivni uniporty (Glukosovy transporter v erytrocytu)
b. Aktivni transportéry
i.  Primarn¢ aktivni
1. Spojené s redukei (Oxidaza cytochromu c)
2. Spojené se svetlem (Bakteriorhodopsin)

3. ATPazy (Nat+ /K+ -ATPaza)



ii.  Sekundarn¢ aktivni transportéry
1. Symporty (laktoza — permeasa)
2. Antiporty (Band 3)

2.2.1 lontové kanaly

Iontové kanaly nebo péry jsou charakterizovany jako bilkovinné kanaly prochazejici
cytoplasmatickou membranou. Pfenos iontli pfes membranu probihd prostfednictvim
specifickych mist pfitomnych na iontovych kanalech. Tato vazebna mista jsou dostupna
z obou stran cytoplasmatické membrany a jsou v§echna oteviena ve stejny Cas jako dusledek
navazani urcitého typu ligandu, ktery vyvola jeho otevieni. Samotny pfesun iontd z jedné
strany membréany na druhou nevyzaduje konformaéni zménu®,

Iontové kanaly obecné vykazuji iontovou selektivitu. To znamend, ze jen urcity
anorganicky iont je schopen projit ur€itym iontovym kanalem. Transport je tedy omezen
velikosti a nabojem pifenaSenych iontl. Systém zavirdni a otevirani iontovych kanald
umoziuje regulaci toku iontl napfi¢ bunéénou membranou. Otevirani kanali probiha jako
odpovéd’ na specificky podnét, kterym mtize byt navazani ur¢itého typu ligandu (chemicky
regulované kanaly), zména elektrického napéti bunééné membrany (napétove fizené kanaly)
nebo  mechanicky  stres.  Aktivita  iontovych  kanald muze byt dale

modulovana fosforylaci/defosforylaci a dal§imi procesy".

2.2.2 PrenaSecové proteiny (transportéry)

Tyto proteiny membranového transportu jsou tvoieny polypeptidovym fetézcem,
ktery nékolikrat prostupuje cytoplasmatickou membranu, jsou tedy transmembranovymi
proteiny. Jejich prostfednictvim jsou transportovany malé organické molekuly nerozpustné
v tucich’. Translokace rozpusténych latek probihd pomoci vazebnych mist piitomnych na
jedné strané cytoplasmatické membrany. K jejich pfenosu je vyZzadovana reverzibilni zména

konformace transmembranovych proteini’.



Rozpusténé latky mohou byt pfendSeny pasivnim transportem (po svém
koncentratnim gradientu, bez spotifeby energie) nebo aktivnim transportem (proti
koncentracnimu gradientu, spfazenim s reakci, pti které se uvolituje energie)g.

V ramci pasivniho transportu rozliSujeme uniporty, které pifenasi pouze jednu
molekulu. Ptikladem takového reakce muze byt pienos glukézy pomoci prenasece
nachézejiciho se v membrang savéich jaternich bungk (hepatocyti)®.

Aktivni transport probihd na zakladé primarné aktivnich a sekundarné aktivnich
transportérti, které jsou navzajem sprazeny. Primarné aktivni transport zpusobi akumulaci
rozpusténych latek na jedné strané cytoplasmatické membrany proti svému koncentraénimu
gradientu a takovyto gradient je poté vyuzit sekundarn¢ aktivnimi transportéry k transportu
dalsich latek ptes membranu. VétSina primarné aktivnich transportéri jsou iontové pumpy,
kdy je prenos iontli spojen s chemickou nebo fotochemickou reakei uvolnujici energii.
Ptikladem je bakteriorhodopsin, ktery vyuziva energii uvolnénou absorpci fotonu viditelného
zateni. Prikladem sekundarné aktivnich transportéri je laktézova permeaza z bakterie
Escherichia coli, vyuzivajici elektrochemicky gradient vytvofeny v elektron-transportnim
fetézci. Tento typ transportéru patii mezi symporty, kdy jsou protony a laktéza pfenaSeny
soucasn¢ ve stejném sméru. Soucasny pienos solutll v opaéném sméru se nazyva antiport a
piikladem je sodno-draselna pumpa, kterd zprostiedkovava prenos ionti Na® a K' pies

VoW 14 3
bunéénou membranu”.

3. Fyziologie nervové soustavy

3.1 Signalizace v nervovych buiikach

Zakladni funkci nervovych bun¢k je zachytit, zpracovat a prenaset elektrické signaly.
Kazdy neuron se skladd ztéla buiiky a z dlouhych tenkych vybézkli zvanych axony a
dendrity. Kazdy neuron ma vétSinou jeden dlouhy axon, ktery vede signaly od téla buiiky ke
vzdalenym cilovym buiikdm a nékolik kratSich dendrith, které zvétSuji povrch pro piijem
signalt z axonl ostatnich neuronti. Pfenos signalu nervovymi buiikkami probihd na zékladé
zmény elektrického potencidlu pfes plasmatickou membranu neuronu, §ifici se po jeho celé

délcel.



Tato kapitola tedy slouzi k porozuméni zakladnim principim membranového
potencidlu, jeho modifikaci v akéni potencial a pfenosu tohoto signalu nervovymi sitémi

coby zakladni funkci signalizace v nervovych buiikach.

Narvave Jakondani
N
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Obr. 3: Schéma neuronu. Cervené Sipky zndzornuji piijem a vedeni signald. Ptijem
signdlu zaciné na dendritech od axont ostatnich neuronil, zatimco jeden dlouhy axon odvadi
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signdl az k dendritiim dal$ich neuroni ¢i k nervovym zakoncenim™.

3.1.1 Membranovy potencial

Nositeli elektrického ndboje ve vodnych roztocich a buiikach jsou ionty, které jsou
bud’ kladn€ nabité (kationty) nebo zaporn€ nabité (anionty). Jejich nerovnovaznym
rozloZzenim na obou stranach cytoplasmatické membrany dochazi ke vzniku elektrického
membranového potencialu. Membranovy potencial slouzi jako hnaci elektrickd sila pro
mnoho biologickych procesti v bunikdch a je zdkladem sprdvného fungovéni zivych
organismﬁl.

Membranovy potencial je udrzovan piedev§im sodno-draselnou pumpou, ktera
zajistuje aktivni transport iontll pres plasmatickou membranu. Zaroven funguje jako enzym
ATP4za, kdy hydrolyzuje ATP na ADP a uvolnénou energii vyuziva k transportu ionti Na* a
K*. Vysledné nerovnovazné rozloZeni iontl na bunééné membrané zplisobuje, Ze vnitfek
buiiky je zaporné nabity oproti jejimu okoli.

Béhem funkce Na'/K* ATPazy dochazi V intracelularnim prostiedi K navazani Na*
iontl na pumpu. Tento signal zplsobi fosforylaci (navazani fosfatové skupiny) ATPazy a
uvolnéni energie, ktera slouzi ke zméné jeji konformace a naslednému presunu Na” iontt do

extraceluldrniho prosttedi. Zde se sou¢asné uvolni misto pro navazani iont K. To je signal



pro defosforylaci pumpy (odstranéni fosforylové skupiny) a pro navrat do jeji pivodni
konformace, vedouci k uvoln&ni K* do intracelularniho prostredi buiiky’.

Transport K* ionti probiha i pasivné, na zakladé koncentra¢niho gradientu tdchto
iontd, draslikovymi kanaly pfitomnymi v cytoplasmatické membrané. Tyto kanaly maji za
néasledek vétsi priichodnost bunééné membrany pro ionty K™ oproti jinym iontéim. Ionty K*
tak po svém koncentra¢nim gradientu mohou vychazet z bunky ven, ¢imz se na vné&js$i strané
bunéné membrany hromadi kladn€ nabité iontyl.

Kazdy ptenos kladného naboje do okoli bunky vSak za sebou nechava zaporny naboj
Vv buiice. Vznikly membranovy potencial brani dal§imu pohybu iontd K* ven z buitky. V
rovnovazném stavu dochézi k vyrovnani tendence téchto iontl opoustét buniku na zakladé
jejich koncentra¢niho gradientu a pisobeni elektrostatickych sil, které naopak kladné nabité
draslikové ionty do buiiky pfitahuji’.

Stav rovnovahy, kdy neni pozorovan zadny tok iontd napti¢ plasmatickou
membranou, se nazyva klidovy membranovy potencidl. Je to ustileny stav, kdy
nedochdzi ke zméndm ndboje ani na jedné stran¢ membrany. V riiznych ZzivociSnych

buiikach ma klidovy potencial hodnoty mezi -20 a -200 mV*.

3.1.2 AkéEni potencial

Akeéni potencidl neboli nervovy impuls je elektricky signal, zprostfedkovany
napétove fizenymi iontovymi kanaly, které jsou hojné ptitomné v plasmatické membrané.
Akeni potencial je charakterizovan postupnym stiidanim presné definovanych fazi (viz obr.
4). Dilezitymi fazemi ak¢niho potencialu jsou depolarizace a repolarizace4.

Depolarizace plasmatické membrany je faze ak¢éniho potencidlu, pfi niZ dochazi ke
zméné membranového napéti na méné zapornou hodnotu. K depolarizaci dochéazi po ptijmu
elektrického signdlu o dostatecné velikosti. Tento signal zplsobi otevirani napétové
fizenych sodnych kanald, které umoziuji priichod Na® iontd dovnitf buiiky po svém
koncentraénim gradientu. ZvySeni vnitrobunééné koncentrace kladné nabitych iontd dale
depolarizuje membranu, coz vede k otevieni dalSich sodnych kandldi, umoziujicich vstup
dalgich iontd Na'. Diky tomu, Ze proces depolarizace se timto zptisobem sam pozitivné
ovlivituje (dochazi k tzv. pozitivni zpétné vazbg¢), 1 maly vstupni signal, jenz prekroc¢i urcity
prah, vede k rychlému otevieni vSech napétové fizenych sodikovych kanalt. To vede ke

zmén¢ hodnot membranového potencialu z asi -60 mV az na +40 mV. V tomto stavu jsou



koncentrace Na® iontli na obou stranich membrany vyrovnané a nedochdzi k zadnému
transportu téchto iontii dovnitt ani ven z buiiky”.

Depolarizace membrany spousti opa¢ny proces, repolarizaci. Kromé aktivace
sodnych kanalii totiz zména membranového potencidlu vede k aktivaci draselnych kanald,
umoziujicich tmnik K ionti z butiky ven po jejich koncentraénim gradientu. To zptisobi
navrat membranového napéti z hodnot akéniho potencidlu do klidového stavu. Protoze
aktivace napétove fizenych draselnych kanalti je pomalejsi nez aktivace sodikovych kanali,
jsou procesy depolarizace a repolarizace od sebe Casové oddglené*.

Akeni potencial je tedy rychly vykyv hodnot membranového potencidlu ze zapornych
hodnot do hodnot kladnych a néasledné vraceni do klidového stavu. Tento signal se dal $ifi
jednim smérem a je reakci na piijem signalu o urcité velikosti. U Zivoc¢isnych bunék vznika
ve vzruSivych buiikéach, tedy neuronech, svalovych buikéach a endokrinnich buiikéach. U
neuronil je zakladem vzajemné komunikace na dlouhé vzdalenosti. U ostatnich bunék
vyvolava stimulaci intraceluldrnich pochodt, jako je vznik stahu u svalovych bunék nebo

sekrece hormont specifickych pro danou endokrinni buiiku”.
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Obr. 4: Pribeh akéniho potencialu. Klidovy membranovy potencial je zde -60 mV.
Po depolarizaci asi 0 20 mV (coz je vtomto pfipadé prahova hodnota) nastava akéni
potencial. Membrana je dale depolarizovana az na kladné hodnoty az kolem +40 mV. Po
dosaZeni maximalni hodnoty se membrdnové napéti opét vraci do klidovych zapornych

hodnot.



3.2 Synapse

K pfenosu signdlu mezi neurony je potfeba néjakym zplsobem pienést akéni
potencidl zjednoho neuronu na dal$i. Pfedani akéniho potencidlu probihd z nervového
zakonCeni axonu na cilovou builku (neuron nebo svalovou buiiku), a to prostfednictvim
specializovanych oblasti styku - synapsi. U ¢lovéka se nejcastéji vyskytuje synapse
chemicka, u niz je ptenos elektrickych signali mezi buiitkami zprostfedkovan molekulami
neurotransmitterd, tj. chemickymi signaly. Prostor mezi neurony, pies ktery probiha pienos
signalu (synapticka Stérbina) je 20 — 50 nm Siroky a oddéluje plasmatickou membranu
presynaptick¢é bunky od plasmatické membrany postsynaptické buiikky. Depolarizace
membrany vyvoland pfichodem akéniho potencidlu do nervového zakonceni axonu zpusobi
prechodné otevieni nap&tove fizenych vapnikovych kanald a transport Ca®* do cytosolu z
okoli bunky. ZvySena koncentrace Ca®* uvnité nervového zakonceni umozni slougeni
synaptickych vesikulii obsahujicich neurotransmitery s presynaptickou membranou a tim
uvolnéni jejich obsahu do synaptické Stérbiny. Timto zpisobem probihd zména elektrického
signalu v presynaptické membrang v signal chemicky”.

Neurotransmitery uvolnéné do synaptické Stérbiny jsou ndasledné zachyceny
receptory v postsynaptické membrané cilové builky. Aktivace receptorti pak zplisobi vznik
akéniho potencialu téchto bunék a tedy opétovnou preménu chemického signalu v signal
elektricky. Neurotransmitery jsou nasledné odstranény v synaptické Stérbiné enzymatickym
odbouranim nebo opétovnym pohlcenim nervovymi zakoncenimi nebo sousednimi butikami,

coz zajisti zklidnéni obou synaptickych membran v misté jejich styku®.

4. Metody studia fyziologie nervové soustavy

Mozek je nejdilezitéjSim a nejslozitéjSim organem lidského téla. K pochopeni jeho
fungovani je potfeba vyvinout metody schopné zobrazeni pochodut, které v ném probihaji.
zaklad¢ transmembranového pienosu iontli. K pozorovani tohoto ptfenosu bylo vyvinuto
mnoho metod vyuzivajicich jako zobrazovaci techniku fluorescenci, jsou to tedy optické

metody. Jejich prostfednictvim je pfimo méten elektrochemicky transmembranovy potencial.
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4.1 Principy fluorescenc¢ni mikroskopie

Mnoho metod zaméfenych na zkoumani elektrickych vlastnosti bunék vyuziva
fluorescenci. V této kapitole jsou tedy vysvétleny jeji principy a souvislosti spojené s jejim
vyuzivanim. Kromé fluorescence miize dale nastat fosforescence a zpozdéna fluorescence.
Tyto druhy emisniho zafeni spole¢né s fluorescenci patifi mezi luminiscenci, tj. prebytek
svételného zafeni nad tepelnym vyzafovanim télesa zpusobend emisi svétla z elektricky

. ’ o o5
excitovanych stavi elektrond”.

4.1.1 Fluorescence

Fluorescence je opticky jev: schopnost urcitych molekul emitovat svétlo o vyssi
vlnové délce poté, co byly vystaveny svétlu vhodnych vinovych délek (viditelné svétlo, UV
zafeni). Pusobeni elektromagnetického zareni vhodné vlnové délky zptisobi ptechod
fluorescentnich molekul do elektronicky excitovaného stavu, ktery je ale nestabilni a nastava
deexcitace doprovazena emisi fotoni, kterd latku navraci zpét do zékladniho energetického

stavu. Emisni zafeni je charakterizovano jako fluorescentni zafeni®.

4.1.2 Fosforescence

Fosforescence je jev, pii kterém dochazi k emisi zafeni z excitovaného tripletového
elektronového stavu. Fosforescence probihd oproti fluorescenci béhem delsi doby, Casto
béhem milisekund az sekund (oproti nanosekundam). Fosforescenci bézné nelze sledovat pti

pokojové teplot&’.

4.1.3 Zpozdéna fluorescence

Zpozdéna fluorescence je, tak jako fluorescence, taktéz zativy piechod ze singletniho
stavu (S1), ale jeji doba dohasinani je prodlouzend o cas pobytu molekuly v metastabilnim

tripletovém stavu®.
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4.1.4 Princip fluorescen¢niho mikroskopu

Zakladni funkci fluorescencniho mikroskopu je ozafit zkoumany vzorek svétlem
urCité vlnové délky, které zpusobi excitaci fluorescence a poté oddélit pozadované
fluorescenéni zafeni od excitacniho zafeni a umoznit tak pozorovani fluorescence. Toho je
dosazeno za pomoci vhodnych optickych filtrii propoustéjicich, pohlcujicich ¢i odrézejicich
svétlo riznych vinovych délek. Svétlo z excitacniho svételného zdroje nejdiive pfichazi do
kontaktu s excita¢nim filtrem slouzicim k vymezeni vlnovych délek pouzitelnych pro
excitaci fluoroforu. Propusténé svétlo pozadovanych vinovych délek se odrazi od povrchu
dichroického zrcatka, a po prichodu objektivem mikroskopu dopadé v na zkoumany vzorek.
Za ptitomnosti fluorescentnich molekul ve vzorku vznikéd fluorescencni zateni o vinovych
délkach delsich nez zatreni pouzité pro excitaci fluorescence. Fluorescen¢ni zaieni prochézi
objektivem mikroskopu, prochézi dichroickym zrcitkem na emisni filtr, ktery blokuje
nechténé rozptylené excitani zatreni. Fluorescen¢ni zatfeni po prichodu emisnim filtrem

dopada na detektor, kterym je nejcastéji citliva kamera nebo fotonasobic®.

Detector

/Emlssmn Filter

%
Dichroic Mirror — £gAa

Exeitation Filter

Specimen

Obr. 5: Schéma fluorescencniho mikroskopu.
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4.1.5 Fluorescentni proteiny

Fluorescentni proteiny jsou zakladem téméf vSech geneticky kodédovanych sond
napéti. Prvnim objevenym fluorescentnim proteinem byl zeleny fluorescentni protein (GFP)
z medizy Aequorea victoria zasluhou védce Osamu Shimomura v roce 1962, ktery za tento
piinos vroce 2008 ziskal Nobelovu cenu. Jejich objev vedl k objasnéni dynamickych
procest probihajicich v zivych buiikach, kdy tato schopnost byla do jejich objevu mozna az
po fixaci nebo homogenizaci bunék. Navazani fluorescentniho proteinu na jiné proteiny
umoziuje barevné oznaceni a mikroskopické pozorovani riznych bunéénych struktur ptimo
v Zivych butikach’.

Zakladni strukturou zelen¢ho fluorescentniho proteinu je B-soudek slozeny z 11 B-
vldken a a-Sroubovice prochazejici sttedem soudku. Kovalentn€ na a-Sroubovici je vazan
fluorofor tvofeny tfemi aminokyselinami (serin 65, tyrosin 66 a glycin 67), které spolu
spontanné reaguji, ¢imz vznika fluorofor, diky némuz fluorescentni proteiny vykazuji

fluorescenci’.

Alpha-Helix

Green Fluorescent Protein

— [ Beta-Sheet
X 0 €| e
’\"‘ St!gc ure
~¢
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Barrel

~40 A

Polypeptide
St¥8c ure Chromophore

Obr. 6: Struktura zeleného fluorescentniho proteinu®.
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4.2 Metody zkoumani membranového potencialu

Z pohledu neurovédy a fyziologie bunék je velice dulezité pozorovat elektrickou
aktivitu bunék v lidském téle (membranovy potencial), a to pfedevSim nervovych bunék,
které¢ jsou zodpovédné za aspekty lidského chovani. V poslednich letech probihd vyvoj
geneticky kodovanych sensort napéti s vysokou citlivosti. Kromé citlivosti je velmi dilezita
rychlost odpovédi na zménu membranového potencidlu, kdy je tieba aby Casovéa konstanta
byla méné nez 1 ms. Pfedmétem zajmu je zejména soucasné pozorovani elektrické aktivity

Z vice neuront’.

4.2.1 Metody zkoumani membranového potencialu bez vyuziti

fluorescence

4.2.1.1 Bunécna elektrofyziologie

Tento zptuisob zkoumdni membranového potenciadlu neurond je zalozen na piimém
meéfeni elektrickych vlastnosti bunék a tkdni v nervovém systému. Transmembranovy pienos
iontll je mozné meéfit extracelularng, kdy je zjiStovana iontova koncentrace na vné¢jsi strané
plasmatické membrany. Mnohem castéji jsou vSak uZzivany intraceluldrni zptisoby detekce
zmén elektrického napéti na membrané s vyuZitim sklenénych elektrod. Tento zplsob
spoc¢iva v ptimém ptipojeni elektrody na jednotlivy neuron.

Tradicni techniky elektrofyziologie vyuzivaji k pfimému méfeni elektrickych
vlastnosti bun€k elektrody. Tyto elektrody jsou v podobé sklenénych mikropipet naplnénych
roztokem se slozenim obdobnym slozeni cytosolu. Uvnitf mikropipety je kovovy vodi€,
ptipojeny k elektrickému zesilovaci, ktery mize zaznamenavat elektrické signaly, nebo je
naopak generovat, piipadné oboji. Pouzité mikropipety by mély mit optimalni primér pro
vytvofeni spravné rezistence a presné zaznamendni elektrického napéti. Tato velikost je

vétSinou okolo 1 um.
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Mechanismus meéfeni zmén membranového potencidlu pomoci mikropipet je
vyuzivan metodou patch-clamp. Pii této metod¢ je sklenénd mikropipeta umisténa v blizkosti
bunétné membrany a jemnym sanim je vytvofeno mechanicky stabilni spojeni mezi
membranou a elektrodou. Tim je umoZznéno pozorovani toku iontd bud’ v oddélené Casti

, r v I ~r 1ro s . . o v+ v 3
membrany nebo v celé butice, podle celkového usporadani mikropipety vici buiice®.

&
ON-CELL | [ INSIDE-OUT
\ PATCH , \ PATCH
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Obr. 7: Moznosti piipojeni sklenéné mikroelektrody na bunéénou membranu. A)
Jednoduché pfipojeni elektrody na bunéénou membranu (tzv. on-cell konfigurace)
umoziujici pozorovani elektrickych vlastnosti v neporusené buiice. B) Cast membrany je
pfipojend na konec elektrody a oddélena od zbytku bunky (tzv. inside-out konfigurace).
Vnitini strana membrdny orientovana do cytosolu je nyni vystavena vnéjSimu prostiedi
buiikky. Tato konfigurace slouzi k modifikaci vnéjSiho prostiedi okolo oddé€lené casti
membrany. C) Silngjsi sani aplikovano prostfednictvim elektrody narusuje membranu a tim
je umoznén piistup do vnitiku bunky (tzv. whole-cell konfigurace). Timto zpisobem se méii
elektrické vlastnosti celé builkky. D) Pomalé odstranéni ¢asti membrany mize mit za
nasledek opétovné uzavieni tohoto mista pres Spicku mikroelektrody, ve které ma odstranéna
Cast obracenou orientaci (tzv. outside-out konfigurace) — tzn. vnéj$i ¢ast membrany je

vystavena do vnéjsiho prostiedi (opak inside — out patch)*°,
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Na urovni jednotlivych bunék poskytuje tato metoda velice dobré vysledky.
Umoziuje jak sledovani jednotlivych akénich potencial, tak i elektrickou stimulaci
neuront. Omezenim této metody je obtizné pozorovani vice nez jedné bunky a invazivnost

pii sledovani aktivity neuront v zivych organismech.

4.2.1.2 Metoda druhé harmonické emise (second-harmonic imaging microscopy)

Tato metoda slouzi k optickému nelinearnimu zobrazovani s vysokym rozliSenim a
poskytuje informace o bunécénych strukturach a zivych tkdnich. Muze byt pouzita
k zobrazovani membranovych sond s vysokou membranovou specifitou a je vysoce citliva
k detekci membranového potencidlu. Ma také schopnost zobrazit vysoce usporfadané
strukturni proteiny bez jakéhokoliv vné&jsitho oznaceni. Nevyhodou je potieba vysoce
intenzivniho svétla, které nepfiznivé piisobi na zkoumané buiiky™.

Princip druhé harmonické emise spoc¢iva v produkci fotonii o dvojnasobné energii
(zdvojnasobeni energie ma za nésledek zvySeni frekvence a zdroven snizeni ptivodni vinové
délky na polovinu) a to pouze pii priachodu svétla polarizovatelnymi molekulami
postradajicimi centrum symetrie (napf. anisotropnim krystalem nebo rozhranim membran).
Oscilujici elektrické pole ptivodniho svételného paprsku interaguje s polarizovatelnymi

. , . w vy Loz 11
molekulami a dochézi ke generaci svétla o poloviéni vinové délce™.

4.2.2 Metody vyuzivajici fluorescenci

Elektrickou aktivitu neuronil je mozné sledovat pomoci optickych metod zalozenych
na mnozstvi vyzafené fluorescence. Mezi nejcastéjsi zpusoby detekce akéniho potencidlu
patii aplikace barviv citlivych na elektrické napéti a dale pouziti geneticky kodovanych
sond. K vizualizaci elektrické aktivity bunék pomoci fluorescence lze pouzit Synteticka
barviva citliva na elektrické napéti, avSak jako perspektivnéjsi se jevi vyuziti geneticky

koédovanych fluorescentnich Sond membranového napéti.
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4.2.2.1 Metoda FRET

Soucasné¢ pokroky ve fluorescenéni mikroskopii spole¢né¢ s vyvojem novych
fluorescentnich sond ¢ini metodu FRET (fluorescence resonance energy transfer) velmi
silnou a tc¢innou technikou pro studium molekularnich interakci v zivych buiikach s dobrym
prostorovym a c¢asovym rozliSenim, vysokou citlivosti, a také Sirokym spektrem
biologickych aplikaci®.

Mechanismus FRET zahrnuje molekulu donoru v elektronicky excitovaném stavu,
ktery mize svou excitacni energii prenést na molekulu akceptoru v tésné blizkosti nezafivym
prenosem prostiednictvim dipol-dipdloveé interakce. Sam se pfitom vraci zpét do zékladniho
energetického stavu. K takovému pienosu mezi dvéma fluorescentnimi molekulami mutze
dojit, pokud se donor a akceptor nachazeji v blizkosti umoznujici ptenos energie (minimalni
vzdélenost od 1 do 10 nm) a déale pokud se emisni spektrum donoru piekryva s absorpcnim
spektrem akceptoru. Po splnéni téchto podminek donor v excitovaném stavu muze prenést
svou excitacni energii na molekulu akceptoru, ktery se tak excituje do vyssich energetickych

hladin. Zde molekula dlouho nevydrzi a vraci se zpét do zikladniho stavu vyzarenim

y « : y 13
pfebytecné energie ve formé fluorescence™.

=) ()

Tato rovnice udava rychlost pfenosu resonan¢ni energie (Kt), kde Tp je doba
dohasinéani fluorescence donoru, Ry je vzdalenost, ktera je potteba pro dokonaly nezétivy

v . . , . 14
prenos energie, r je vzdalenost mezi donorem a akceptorem™.
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Obr. 8: Jablonského diagram procesu FRET. Béhem tohoto procesu nejdiive
molekula donoru absorbuje excitacni zafeni, které ho posune do vyssiho energetického stavu
vici akceptoru. Pokud jsou molekuly daleko od sebe, nedochazi mezi donorem a akceptorem
k Zadnému ptenosu rezonanéni energie a excitovana molekula donoru piebyte¢nou energii
vyzaii ve form¢ fluorescence. Pokud ale molekuly doséhnou potfebné minimalni
vzdalenosti, donor pfenasi svou excitovanou energii piimo na akceptor bez vyzafeni
jakéhokoliv mnozstvi fotont. Akceptor tak ziskava dostatecné mnozstvi energie pro excitaci
do vyssich energetickych stavil, ale ithned se vraci zpét na svou zékladni hladinu. Tato zména

s v 14
S€ projevil vyzarenim fluorescence ™.

4.2.2.2 Metoda dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie (2PPM)

Novou a ucinnou technikou k pozorovani membranovych proteini a v nich
probihajicich procest je metoda dvoufotonové polarizacni mikroskopie (2PPM). Vyuziva
anisotropickych vlastnosti molekuly fluoroforu fluorescentnich proteinti, tedy vlastnosti
ménicich se v zavislosti na orientaci fluoroforu®®,

Zakladni vlastnosti fluoroforu je absorpce energie svétla o urcité vinové délce a jeji
opétovneé vyzafeni ve formé& fluorescentniho zatfeni (viz Fluorescence). Jednofotonova
absorpce a emise jsou charakterizovany dipdlovym momentem piechodu (transition dipole
moment — TDM). Pfi jednofotonové (1P) absorpci svétla molekulou je rychlost absorpce
umérnad druhé mocning kosinu tthlu mezi vektorem elektrického pole excitujiciho paprsku a
vektorem piechodového dipdlového momentu absorbujici molekuly. Pokud je tedy smeér
vektoru elektrického pole dopadajiciho excita¢niho zafeni paralelni s vektorem TDM,

rychlost absorpce je maximalni. Dvoufotonova excitace (2P) je popisovana absorpénim
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tenzorem, a proto muzou byt optické anizotropni vlastnosti fluoroforii komplikované a
odli$né od vlastnosti fluoroforti popisovanych pomoci jednofotonové excitace. Casto se viak
2P vlastnosti fluoroforti daji popsat vektorem, pFi¢emz rychlost absorpce je umérna Gtvrté
mocnin¢ kosinu uthlu mezi vektorem elektrického pole excitujicitho paprsku a vektorem
ptechodového dipdlového momentu absorbujici molekuly. Dvoufotonova absorpce je tak
vyrazné citlivéjsi na orientaci fluoroforu ne jednofotonova absorpce™.

Technika 2PPM umoziiuje pozorovat rozdily v absorpci svétla riznych polarizaci (tzv.
linearni dichroismus), a pomoci téchto rozdili sledovat zmény v orientaci fluorescentnich
proteini pfipevnénych k membranovym proteinim. Zmény v orientaci fluorescentnich
proteinli zptisobené¢ zménami membranového napéti tak umoziuji optické sledovani zmén

/4 r b4 '16
membranového napéti=.

4.2.2.3 Pouziti barviv citlivych na napéti

Jednim ze zplsobt detekce elektrické aktivity neuronil je pouZiti syntetickych barviv
citlivych na elektrické napéti (voltage sensitive dyes, VSDs). Tato optickd zobrazovaci
metoda poskytuje moznost zviditelnit aktivitu nervovych uskupeni s velkym prostorovym
(20 — 50 pm) a Gasovym (v fadech milisekund) rozligenim®’.

Po aplikaci barviv dochézi k jejich navdzani na vnéj$i povrch membrany bunék.
Navazané molekuly barviva vykazuji zmény intenzity fluorescence v zavislosti na
elektrickém napéti na bunééné membrané. Zmény ve vyzatené fluorescenci obecné nastavaji

béhem mikrosekund a jsou linearné korelované se zménami membranového potencidlu

obarvenych bun&k'’.

Vybér samotného barviva zavisi na zkoumaném objektu. Zadné syntetické
fluorescentni barvivo neni diky svym fyzikalnim vlastnostem a interakcim s bunécnymi

procesy vhodné pro vSechny situace. Dilezitymi vlastnostmi barviva musi b}’/tls:

(a) Fotostabilita — schopnost emitovat miliony fotont pfed vyblednutim (ztratou schopnosti
emitovat dal$i fotony).

(b) Jas — vysoky extink¢ni koeficient a kvantovy vytézek.

(c) Zmény intenzity fluorescence v ¢ase vérné reprodukujici elektrickou aktivitu bunky

(d) Excitace a emise vinovymi délkami ve viditelné oblasti elektromagnetického zateni
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(e) Slucitelnost s béznymi fyziologickymi procesy v butice

(f) Komer¢ni dostupnost

Nevyhodou fluorescentnich barviv jsou:

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

(b) Ovlivitiovani bunéénych procest.

(c) Vysoké fluorescencni pozadi v disledku nespecifického obarveni vsech pfitomnych

bunék (nejen neuronti) i mezibunéénych prostord
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Obr. 9: Princip pouziti barviv citlivych na elektrické napéti. Obrazky reprezentuji
¢ast mozkové klry s jejimi 6 vrstvami. (A) Aplikace barviva, pronikajiciho jednotlivymi
kortikalnimi vrstvami, na povrch mozkové kiry (B) VSechny nervové a glidlni buiky jsou
nyni obarveny barvivem. Po osvétleni vhodnou vinovou délkou svétla se barvivo chova jako
molekularni pfevadé¢ zmén membranového potencidlu na optické signdly. (C) Fluorescentni

signal (Gervena Sipka) je zachycen kamerou CCD'.
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4.2.2.4 Geneticky kodované sondy
Druhy casty zptisob monitorovani elektrické dynamiky neuronit pomoci fluorescence

je zalozen na pouziti geneticky kodovanych sond napéti (GEVIs — Genetically Encoded
Voltage Indicators). Vyvoj téchto senzorti byl motivovan potiebou sledovani specifickych
typti bunék, pficemz jednotlivé oblasti mozku zahrnuji mnozstvi riznych bunéénych typa.

Prvni vytvofenou geneticky kddovanou sondu (sondu prvni generace) napéti
ptredstavoval senzor FlaSh, ktery byl vytvoren fuzi napétové fizen¢ho draselného kanélu se
zelenym fluorescentnim proteinem (GFP). Znatné omezeni jeho pouzivani zplsobovala
malad rychlost (polocas odpovédi kolem 100 ms) a mala velikost (AF/F < 5%) zmén
fluorescence. Nejdilezitéjsim omezenim vSak byla funkénost pouze v Zabich oocytech. Dalsi
vyvoj konstrukti GEVI umoznil expresi v sav¢ich bunikach a postupné zlepSovani funkénich
vlastnosti*®,

V soucasné dobé existuje velky pocet rlznych konstrukti GEVI, vyvinutych za
pouziti riznych bilkovin citlivych na elektrické napéti a riznych zptisobt jak tuto citlivost
prevést na optické signaly. Zatimco sensory prvni generace byly zalozené vyhradné na
iontovém kandlu a na négj pfipojeném fluorescentnim proteinu, jejich nasledny vyvoj vedl
k zaméné iontového kanalu za fosfatazu citlivou na elektrické napéti (ze sumky Ciona
intestinalis). Takto byly vytvofeny sensory druhé generace®. Prvni z nich byl nazvan VSFP2
a obsahuje modry (CFP) a zluty (YFP) fluorescentni protein, fungujici na principu FRET?!,
V takovém piipad¢ je rezonanéni pfenos energie mezi dvojici fluorescentnich proteinil
ovlivitovan v disledku relativni zmény jejich orientace®’. Dal3im pfikladem GEVI je
ASAPI1, kde centralni roli hraje cirkularné permutovany GFP, ktery je pfipojeny na
extracelularni zakonceni domény citlivé na napéti. Fluorescence je zde modulovédna
konformaéni zménou fluorescentniho proteinuzz. Mezi senzory vyuzivajici fosfatdzu ze
sumky Ciona intestinalis patii i konstrukt ArcLight, ktery je pfedmétem této prace a je
podrobnéji popsan v kapitole 5.

Ke sledovani elektrické aktivity neuronti se dale vyuziva druhy typ geneticky
kédovanych sond napéti vyuzivajici mikrobidlni rhodopsin. U téchto indikatord sila
transmembranového elektrického pole ovliviiuje pravdépodobnost, s jakou proton protonuje
chromofor rhodopsinu — retinal. Tento protonacni stav rhodopsinu ma vliv na mnozstvi
vyzatenych fotond. Dulezitym limitujicim parametrem je u téchto sond jas, ktery je
limitovan nizkym fluorescenénim kvantovym vytéZkem retinalu. Tyto sensory proto
vyzaduji vysokou intenzitu osvétleni k dosazeni odpovidajiciho poméru signidlu a

Sumu.Pfipojeni fluorescentniho proteinu na rhodopsinovou doménu zvySuje intenzitu
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fluorescence a umoziiuje sledovat zmény napéti metodou FRET?®. Sondy zaloZené na tomto
mechanismu jsou oznacovany jako FRET-opsin sensors (detailnéji popsdno nize — Jas a

fotostabilita GEVI).
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a) VSFP (b) Archght (c) ASAP1 (d) Rhodopsin (e) FRET-opsin

Obr. 10: Struktury a principy funkce riiznych geneticky kddovanych sensorti napéti
a) Konstrukt VSFP, fungujici na principu FRET, sloZzeny ze 2 fluorescentnich proteint
pfipojenych na doménu citlivou na elektrické napéti. Napétim vyvolané konformacéni zmény
zpusobi posun donoru (FP1) a akceptoru (FP2), zménu jejich vzajemné orientace, a snizenou
emisi donoru vuci akceptoru. b) Konstrukt ArcLight slozeny z jediného fluorescentniho
proteinu. c¢) Konstrukt ASAP1 vytvofeny sloucenim cirkuldrné permutovaného
fluorescentniho proteinu s doménou citlivou na elektrické napéti. d) GEVI zalozené na
mikrobialnim rhodopsinu. e) FRET-0psin sensors — pfipojeni fluorescentniho proteinu na

rhodopsinovou doménu a fungujici na principu FRET?,

Pro Siroké pouziti geneticky kodovanych sond napéti je potieba, aby spliiovaly

nékolik kritérii®>

1. Spravna bunécna lokalizace GEVIs
Pro pozorovani zmén elektrického napéti je dulezitd spravnd lokalizace do
plasmatické membrany. Senzory, které nejsou spravné lokalizovany, sice vykazuji

fluorescenci, avSak nejsou schopny reagovat na zmény elektrického napéti, které probihaji
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na bunéné membran. Suboptimalni membranova lokalizace tedy sniZzuje velikost zmén

fluorescence v zavislosti na elektrickém napéti.

2. Nizka fototoxicita

Pti vystaveni bunck svétlu potfebnému k pozorovani fluorescence dochazi v prubéhu
¢asu ke zménam morfologie bun¢k. K vyraznym zméndm dochdzi zejména, pokud je doba
osvétleni dlouhd, pfi vysoké intenzité osvétleni, pii pouziti kratkych vinovych délek nebo v
piipadé opakovaného zobrazovani stejnych bunck. Takovymto podminkam je tedy tfeba se

V ramci moznosti vyhnout.

3. Vysoky jas a fotostabilita

K rychlé detekci akénich potenciali je také potieba, aby pouzité GEVIs byly jasné a
fotostabilni. Vzdy je tedy diilezité, aby pouzité sondy produkovaly dostatek detekovatelnych
fotoni dostatecn¢ prevysujici opticky a elektronicky Sum, ktery ma negativni vliv na méteni.

Geneticky kédované sondy se vyrazné lisi svym jasem. Napf. sondy na béazi opsinu
Casto vykazuji nizky jas, v dasledku nizkého kvantového vytézku jejich opticky aktivni
slozky, retinalu. Nov¢&jsi genetické sondy na bazi opsinu (FRET - opsin sensors), jsou
sptazené s fluorescentnim proteinem fungujicim jako donor svételné energie v metodé¢
FRET. Elektrické napéti na membran¢ ma v tomto ptipad¢ sice dopad na absorpcni spektrum
rodopsinu, tim vSak ovlivitluje uc¢innost FRET a tim emisi fotoni ze spfaZeného
fluorescentniho proteinu. Tato metoda tvorby senzorti slou¢enim fluorescentniho proteinu

(donor) s opsinem (akceptor) vedla ke zvyseni jasu geneticky kodovanych sensorii napéti.

4. Vysoka citlivost

Kritickym parametrem pro vyhodnocovani GEVIs je jejich citlivost, tj. velikost
zmény fluorescence v reakci na zmény elektrického napéti. Prvni GEVIs vykazovaly
pomérné malou citlivost. Citlivost v sou€asnosti nejcastéji pouzivanych GEVI (ArcLight) se
pohybuje okolo ~-35% zmény fluorescence po depolarizaci z -70 mV na +30 mV. Sondy na
bazi opsinu v soucasnosti vykazuji nejvyssi citlivost (nartist o 90% v porovnani s diive
vyvinutymi sensory), avsak jejich vyuZiti je omezovano dalSimi faktory, jako je fluorescence

pozadi nebo bunécna autofluorescence.
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5. ArcLight

Pouziti geneticky kodovanych senzorii napéti k pozorovani elektrické aktivity neuront
bylo limitovano malou rychlosti a intezitou odpovédi na zménu elektrického napéti.
Konstrukt ArcLight umoziuje detekci jednotlivych akénich potencidli i podprahovych
elektrickych pochodi v savCich nervovych builkach na zékladé standardni svételné
mikroskopie®.

Byl vytvofen zfizovanim fosfatazy citlivé na elektrické napéti ze sumky Ciona
intestinalis s fluorescentnim proteinem pHluorinem nesoucim bodovou mutaci A227D?,
PHIuoriny obecn& jsou modifikace zeleného fluorescentniho proteinu citlivé na pH?.
Bodova mutace A227D, vyrazné zvySujici citlivost fluorescence na elektrické napéti, je
prenositelna do ostatnich senzorl napéti. Zmeéna fluorescence vyvolana 100 mV depolarizaci

je az -30 az -40%.
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Obr. 11: Struktura konstruktu ArcLight. Fluorescentni protein pHluorin je pfipojeny

na fosfatazu citlivou na elektrické nap&ti pochézejici ze sumky Ciona intestinalis?.

V souvislosti s mechanismem konstruktu ArcLight byly navrhnuty 2 hypotézy jeho
fungovani. Prvni z nich pfedpokladd, ze odpovédi na zménu elektrického napéti je
dimerizace fluorescentnich proteinii obsazenych ve dvou molekulach sondy ArcLight
spojena se zménami fluorescence. Druha hypotéza postuluje, ze zména konformace domény
citlivé na elektrické napéti naruSuje strukturu pfipojeného fluorescentniho proteinu ¢imz

o . . , 16 . , . , , “.r
snizuje mnozstvi fluorescence™. Znalost mechanismu této geneticky kdédované sondy napéti
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umozni cilené vylepSeni jejich vlastnosti a tim i lepsi sledovani elektrickych signala

v mozku a lepsi porozuméni celé fad¢ procest, které se v ném odehravaji.

Obr. 12: Mozné mechanismy konstruktu ArcLight. a) Dimerizace fluorescentnich
proteinti. b) Konformacni zména samotného fluorescentniho proteinu. V obou piipadech
dochazi po aplikaci elektrického napéti ke konforma¢nim zménam fosfatazy ze sumky Ciona
intestinalis, které jsou pfenaseny i na ptipojené fluorescentni proteiny. To zpisobi méftitelné
zmény intenzity fluorescence. Cervené Sipky znazoriuji (a) dimerizaci/disociaci

fluorescentnich proteint nebo (b) zménu konformace fluorescentniho proteinu.

6. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit molekularni mechanismus funkce konstruktu

ArcLight. K tomu bylo zapotiebi splnéni nasledujicich dil¢ich cila.

1) Zvladnuti technik prace s bunéénymi kulturami.
2) Zvladnuti techniky bunééné elektrofyziologie.
3) Zjisténi kinetiky odpovédi konstruktu ArcLight a tim zjisténi, zda dochazi

k dimerizaci nebo konforma¢ni zméné fluorescenénich proteint.
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6.1 Dilci cile

1) Zvladnuti technik prace s bunéénymi kulturami.
Pro dosazeni hlavniho cile této prace bylo dtlezité zvladnuti n€kolika technik prace
s bunéénymi kulturami. Nejdiive bylo nutné vlozit plasmid kodujici konstrukt
ArcLight do bakterialnich bunék E. coli, poté jej z namnozenych bakterialnich kultur
vyizolovat a nakonec jej tranfekci vlozit do eukaryotnich bunék HEK293. Zaroven
bylo nutné provadét pravidelné pasazovani buné¢né kultury a udrzovani stalé teploty
v termostatu  (37°C). Po provedeni téchto molekularnich kroki byly bunky

ptipraveny k mikroskopickému pozorovani.

2) Zvladnuti techniky bunééné elektrofyziologie.
V tomto kroku bylo zapotiebi dosdhnout schopnosti ménit membranovy potencial
jednotlivych bunék. Bylo tedy nutné prostiednictvim sklenéné kapilary ménit ¢i méfit
elektrické napéti na membranach buné¢k za soucasného sledovani zmén fluorescence.

Jednotliva data poté slouzila ke zjiSténi mechanismu funkce konstruktu ArcLight.

3) Zjisténi kinetiky odpovédi konstruktu ArcLight a tim zjiSténi, zda dochazi
k dimerizaci nebo konformaé¢ni zméné fluorescen¢nich proteini.
Kone¢nym dil¢im cilem pro spravné urceni mechanismu konstruktu ArcLight bylo
zjisténi kinetiky odpovédi tohoto konstruktu na zménu napéti prostfednictvim dat
z méfeni jednotlivych bunék. Pokud kinetika odpovédi zavisi na koncentraci sondy
ArcLight, mechanismus funkce je pravdépodobné bimolekularni, a tedy zahrnuje
dimerizaci. V opa¢ném piipadé (pii nezavislosti kinetiky zmén fluorescence na
koncentraci) se jedna o monomolekularni mechanismus, tj. o zménu konformace
fluorescentniho proteinu v disledku konformac¢nich zmén domény citlivé na

elektrické napéti.

/. Material a metody

Béhem prace v laboratofi byly pouzivany buiky HEK293 (Human Embryonic
Kidney 293 cells). Je to bunécna linie odvozena z lidskych embryonalnich ledvinovych

bunék péstovanych v tkanoveé kulture. V molekularni biologii jsou hojné vyuzivané z divodu
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efektivniho rastu a vhodnych dispozic pro transfekci. Po splnéni nékolika zakladnich

molekularnich procestt byly bunky pfipraveny k mikroskopickému pozorovani. DNA

konstrukt koédujici sondu ArcLight byl ziskan jako dar od L. Cohena a V. Pieribona (Yale

University).

7.1 Pouzité metody

7.1.1

1)

2)

3)

Molekularni metody

Bakterialni transformace
Transformace je metoda, kterd slouzi k vpraveni molekul DNA do bakterii, napt. za

ucelem namnozeni molekul DNA do pozadovaného mnozstvi kopii.

Postup:

- Na ledu bylo smichano 10 pl kompetentnich bun¢k E. coli a 1ul plasmidové
DNA. Smés byla protfepana a ponechana 20 minut na ledu.

- Smés byla ponechédna 45 sekund ve vodni 1azni o teploté 42°C a poté vracena na
10 minut zpé€t na led.

- Ke smési bylo pfidano 150 pul LB média a nésledné se 1 hodinu inkubovala pfi
37°C.

- Po inkubaci bylo 50 pl smési naneseno na agarové plotny s pfisluSnymi
antibiotiky (ampicilin).

- Takto byly vzorky inkubované 10 — 18 hodin pfi teploté¢ 37°C, po ukonceni
inkubace byly plasmidy izolovany.

Izolace DNA
NamnoZend DNA koédujici konstrukt ArcLight byla izolovana z bunék bakterii
metodou minipreparace za pouziti kitu High-Speed Plasmid Mini Kit od firmy

Geneaid podle protokolu vyrobce.

Pasazovani sav¢ich bunék
Pravidelné pasazovani tkanové kultury je nutné z divodu udrZzeni vhodnych

podminek, které jsou postupnym rustem bunék omezeny. Pasazovani zamezuje
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4)

7.1.2

nadmérnému preristani bunék a obnovuje podminky jejich ridstu, tzn. Ziviny,

prostiedi, pH apod.

Postup:

Buiiky byly udrzovany v kultiva¢ni nadobé v médiu DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), ktery byl doplnén o fetalni bovinni sérum iniciujici rist bunééné
kultury a antibiotika zabranujici infekci. Pfi pasdzovani byl k buiikkdam ptidan
fosfatovy pufr PBS ke stabilizaci pH. Buiiky byly oplachnuty a ptfebytecny pufr
odstranén. Dale byly buiiky uvolnény z podkladu pomoci trypsinu a pieneseny do
nové kultivacni nadoby spole¢né s novym zivhym médiem DMEMYV tomto kroku je
také dilezité udrzovani stalé teploty, proto byly tkanové kultury po dobu jejich rastu

udrzovany v termostatu pfi teploté 37°C.

Transfekce

Transfekce je proces vlozeni cizorodé DNA do eukaryotnich buné€k, v tomto ptipadé
do bun¢k HEK?293. Transfekce byly provadény za pouziti DNA konstruktu ArcLight
a transfek¢niho reagentu Lipofectamine 2000 od firmy Fisher Scientific. Po Gspésné
transfekci byly bunky udrzovany v termostatu pii teploté 37°C v kultivatnim médiu
po dobu 24-48 hodin. Po wuplynuti této doby jsou buniky pfipraveny

k mikroskopickému pozorovani.

Mikroskopické pozorovani (elektrofyziologie)

Bunééna elektrofyziologie byla provadéna metodou patch clamp, kdy je

prostiednictvim sklenéné kapilary ménéno ¢i méteno elektrické napéti na bunkach. Bé€hem

naseho méteni jsme pouzili kapilary z borosilikatového skla (vnéj$i primér - 1,5 mm, vnitini

primér - 1,17 mm) od firmy Harvard Apparatus. Nejdiive byly tyto kapilary zformovany

vytazenim pii vhodné vysoké teploté. To zajistilo vytvofeni optimalni rezistence (4-6

megaohmu). Poté byly elektrody naplnény internim roztokem, ktery zajistuje pienos

elektrického signalu a zaroven uvnitf kapildry vytvaii podminky podobné podminkdm uvnitt

buiiky. Métfeni zmén membranového potencidlu bylo provedeno pomoci konfigurace whole-

cell. Pomoci elektrod bylo ménéno elektrické napéti na membrané buiiky za soucasného

sledovani zmén fluorescence.
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Tab. I: Pouzité reagencie a jejich koncentrace pro vytvofeni interniho roztoku kapilar.

Reagencie  Koncentrace

K-aspartat 120 mM

NaCl 4 mM
MgCl, 4 mM
CaCl, 1 mM
EGTA 10 mM
Na,ATP 3mM
HEPES 5mM

Pii bunécné elektrofyziologii byl méfen proud mezi vnittkem sklenéné
mikroelektrody, pfipojené k buiice, a vngj$i stiibrnochloridovou elektrodou ponotfenou do

bunééného média (pufru PBS).

Buriky byly zobrazovany pomoci mikroskopu (Olympus 1X71) s objektivem na vodni
imerzi (Olympus UApo 40x/1,15 N.A.). Jako excitacni svételny zdroj byl pouZzit modry laser
Cobolt 05SMLD o vlnové délce 488 nm. Jako optické filtry byly pouzity dichroické zrcadlo
(505DCXR) a emisni filtr (HQ510LP) znacky Chroma. Jako elektrofyziologicky zesilovac
byl pouzit HEKA EPC10 USB ovladany softwarem PatchMaster. Obraz byl promitdn na
kameru PCO SensiCam QE bézici s frekvenci 30 fps.

7.1.3 Vyhodnocovani vysledkii z mikroskopického pozorovani

Hodnoty meéteni fluorescence jednotlivych bun€k byly zanalyzovany a statisticky
vyhodnoceny pomoci pocitacového programu ImageJ. Diky tomuto programu byly ziskany
hodnoty fluorescence, které¢ byly ndsledné matematicky zpracovany. Vysledkem byly
hodnoty parametrt kinetickych kiivek popisujicich zmény fluorescence konstruktu ArcLight

V ¢ase.
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Metodicky postup:

a)

b)

Nejdiive byl kazdy zaznam (sekvence obrazki) fluorescence bunky béhem aplikace
elektrického napéti, preveden do programu ImageJ. V tomto programu bylo zméfeno
fluorescencni pozadi a odecteno od fluorescence samotné bunky. Takto byly ziskany
hodnoty bunécné fluorescence pro riizné ¢asové body.

Naméiené hodnoty byly déle zpracovany v programu MS Excel. Kazdému obrazku
byl pfifazen ¢asovy bod. Sekvence obrazkii byla rozdélena na ¢ast namétenou béhem
depolarizace membrany a ¢ast naméfenou béhem repolarizace membrany. Kazda cast
byla nafitovana exponencialni funkci ve tvaru

F(t) = FO e_kt

Z parametru k, ziskaného fitovanim, pak byl spo¢itan poloc¢as zmény fluorescence:

t1/2

Hodnoty polo¢asti zmén fluorescence jako funkce pocatecni intenzity fluorescence

byly vyneseny do grafu.
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Obr. 13: Buitka HEK293 zobrazena pomoci pocita¢ového programu ImageJ. Zlutym

ohrani¢enim je znazornéna ¢ast obrazku pouZzitd pro méfeni intenzity fluorescence uvnitt

buiky.
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Obr. 14: Buitka HEK293 zobrazena pomoci poéitatového programu ImageJ. Zlutym

ohranicenim je znazornéna ¢ast obrazku pouzitd pro méteni hodnot pozadi.

8. Vysledky

1) Zvladnuti technik prace s bunéénymi kulturami.

2)

V tomto projektu byly vyuzity buitky HEK293. Pomoci bakteridlni transformace bylo
umoznéno vlozeni DNA kodujici genetickou sondu ArcLight do bunék E. coli a jeji
nasledné¢ vyizolovani. Bunécné kultury byly pasazovany pomoci trypsinizace,
ptipravovany do formy vhodné k pozorovani a transfekovany. Kone¢nym bodem piti

manipulaci s buikami bylo mikroskopické pozorovani zmén fluorescence sondy

ArcLight.

Zvladnuti techniky bunécné elektrofyziologie.

Tohoto cile bylo dosaZeno prostfednictvim metody patch clamp, kdy byla ke
zkoumané buiice pfipojena sklenéna mikroelektroda umoznujici meénit elektrické
napéti na bunééné membrané. Byla zvladnuta ptiprava a pouZiti sklenénych kapilar
zformovanych vytazenim pii vhodné teplote, jejich pfipojeni k zivé buiice za pomoci
mikroskopu a mikromanipulatoru a vytvofeni vodivého spojeni s vnittkem bunky

pomoci hydraulickych a elektrickych pulst.
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Nase elektrofyziologické experimenty umoznily mj. rozlisit tfi polohy, které miize
sklenéna mikroelektroda zaujmout viici bunce (viz Obr. 15,16,17).

V piipadé¢, ze je sklenéna mikroelektroda od buiiky vzdélend, prochazi obvodem
vV odpovédi na prikladané ¢tvercové napétové pulzy piiblizné ¢tvercové elektrické proudy
(viz Obr. 15). Obvod vykazuje elektricky odpor (typicky 4-6 megaohmi) dany pirevazné
prafezem otvoru na konci mikroelektrody. Pfi ptiblizeni elektrody buiice se pozorovany
odpor zvysuje Vv disledku toho, Ze blizkost bunééné membrany brani prichodu elektrického
proudu.

Po pfipojeni mikroelektrody k bunééné membrané (Obr. 16) vzroste odpor
elektrického obvodu na hodnoty vyssi nez 1 gigaohm. Aplikace napétovych pulst se projevi
pouze malymi elektrickymi proudy velmi kratkého trvani (tzv. kapacitni proudy) pfi
zménach napéti. V takovém piipadé napéti ptikladané na mikroelektrodu zptisobi pouze
lokalni zménu membranového potencialu bunky v oblasti styku s elektrodou. Nedochazi
vSak k aplikaci napétovych pulsti na celou buitkku. Ke zméndm membranového potencidlu
Vv celé bunce dochazi az po vytvoreni vodivého spojeni elektrody s nitrem buiky (viz Obr.
17). Spojeni elektrody s nitrem buiiky se projevi zvétSenim velikosti kapacitnich proudt a

snizenim elektrického odporu obvodu na hodnoty okolo 200 megaohmii.

S -

Proud [pA]

X200ms Y:500 pA Y:25.0 mV

Cas [ms]
Obr. 15: Zaznam elektrickych procest v situaci, kdy elektroda jesté neni v kontaktu
s buiikou. Cervena kfivka znazoriiuje napétové pulsy (£5 mV, trvani 5 ms) ptikladané na
sklenénou mikroelektrodu. Cerna kiivka zobrazuje naméfeny proud prochazejici

mikroelektrodou [pA].
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Obr. 16: Zaznam elektrickych procest v situaci, kdy je elektroda pfipojena k buiice
(konfigurace on-cell). Ptipojeni k membran¢ zpisobuje vysoky elektricky odpor, takze
aplikace napétovych pulst (Cervena kiivka, +£5 mV, trvani 5ms) vede K prichodu pouze

velmi malych, transientnich, tzv. kapacitnich proudu (¢erna kiivka).

Proud [pA]
[
Eb

,

X.200ms  Y:500 pA

Cas [ms]

Obr. 17: Zaznam elektrickych procest signalu pfi spojeni elektrody s nitrem buiiky
(konfigurace whole cell). Aplikace nap&tovych pulst (Cervena kiivka, £5 mV, trvani Sms)

zpusobuje pruchod vétsich proudi (Cerna kiivka) nez v konfiguraci on-cell.
Po zvlddnuti samotné techniky bunécné elektrofyziologie byla zvladnuta i

elektrofyziologie za soucané¢ho pozorovani bunécné fluorescence. Vysledkem byla méteni

zmén intenzity fluorescence sondy ArcLight pii zménach elektrického napéti na bunécné
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membrané. Tato méfeni byla nasledné pouzita ke zjiSténi mechanismu funkce konstruktu

ArcLight.

3) Zjisténi Kkinetiky odpovédi konstruktu ArcLight a tim zjiSténi, zda dochazi
k dimerizaci nebo konformaé¢ni zméné fluorescen¢nich proteinu.
Casové série obrazki fluorescence byly zpracovany pomoci software ImagelJ, ¢imz
byla ziskana méfeni kinetiky zmén fluorescence (Obr. 18). Nase dosavadni data
ukazuji, ze kinetika odpovedi konstruktu ArcLight nezéavisi na jeho koncentraci, ¢i na
ni zavisi pouze malo (Obr. 21, 22). Pfi monomolekuarnim mechanismu zmén
fluorescence bychom ocekavali, ze polocas téchto zmén nebude zaviset na
koncentraci konstruktu. Pfi zndzornéni dat ve formé zavislosti logaritmu polo€asu na
logaritmu koncentrace bychom ocekévali, ze data se budou blizit vodorovné piimce,
tj. ptimce o smérnici rovné 0. Naproti tomu, pii bimolekuldrnim mechanismu
(dimerizaci) bychom ocekavali nepiimou umérnost mezi poloCasem zmén a
koncentraci. Tento vztah lze také vyjadrit tak, Zze smérnice zéavislosti logaritmu
polocasu na logaritmu koncentrace je rovna -1. Nase vysledky jsou v protikladu s
moznym dimerizanim mechanismem funkce tohoto konstruktu a v souladu

s mechanismem zalozenym na konformacni zmén¢ v proteinu ArcLight.
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Obr. 18: Zména intenzity fluorescence konstruktu ArcLight po aplikaci elektrického
napéti béhem 500 ms depolarizace. Celkové pozorovani zmén membranového
potencialu a z nich vyplyvajicich zmén intenzity fluorescence jedné buiiky probihalo

1s.
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Obr. 19: Exponencialné vyjadiena zména intenzity fluorescence konstruktu ArcLight

Vv ¢ase béhem depolarizace (t 1,= 33 ms)
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Obr. 20: Exponencialné vyjadiend zmeéna intenzity fluorescence konstruktu ArcLight

Vv Case béhem repolarizace (t 1, = 39 ms)
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Obr. 21: Zavislost rychlosti zmén intenzity fluorescence konstruktu ArcLight
(vyjadiena jako logaritmus polocass) na koncentraci tohoto konstruktu (logartimu

intenzity fluorescence bunék) pti depolarizaci.
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Obr. 22: Zavislost rychlosti zmén intenzity fluorescence konstruktu ArcLight
(vyjadiend jako logartimus polocass) v zavislosti na koncentraci tohoto konstruktu
(logartimu intenzity fluorescence buné€k) pfi repolarizaci. Mechanismus funkce
konstruktu zahrnujici dimerizaci by mél vést k nepiimé uméfe, ktera nebyla

pozorovana.
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9. Diskuze

Jednim ze zakladnich cilii v neurobiologii byl jiz v minulosti vyvoj vhodnych
prostiedkil ke sledovani komunikace mezi buitkami (pfedevsim mezi buikami u€astnicimi se
pfenosu nervovych vzruchil), a to pfimo v zivych organismech. Tento zamér pretrvava az do
soucasnosti, kdy jiz existuje fada nastroji k pozorovani mozkovych funkci na bunkéch in
vivo®. Existujici metody vSak stale maji vyznamné limity, jako naptiklad obtiznost az
nemoznost sledovani transmembranového napéti ve vétsim poctu bunck soucasné u metody

patch clamp®%.

Jako slibné se jevilo pouziti barviv umoziujici pozorovani zmeén
elektrického napéti pifi vysokém prostorovém i Casovém rozliSeni. AvSak nevyhodou je
fototoxicita a vysoké fluorescentni pozadi z diivodu nespecifického barveni bundk®>?’.

Mnohé nevyhody mlze odstranit pouziti geneticky kodovanych sond napéti. Mohou
byt zamétené na geneticky definované skupiny bunék, které jsou predmétem naseho zajmu
S minimalnim z4sahem do struktury bunék. Geneticka kontrola také sniZuje signal pozadi ze
zdroju, které nejsou cilené¢ pozorovany, coZz zvySuje pomér signalu a Sumu. Daéle je
umoznéno soutasné pozorovani vétich populaci bunék s dobrym prostorovym rozlisenim?®.

Prvni geneticky kddované sondy napéti (FlaSh, SPARC, VSFP 1) byly zalozeny na
napét'ove fizeném draselném kanalu nebo jejich doménach. Vykazovaly vSak nizky pomér
signadlu a Sumu, pomalou kinetiku odpovédi na zmény elektrického napéti a Spatnou
lokalizaci v membranach savcich bunék. Dalsi generace téchto sond (VSFP2, ASAPI,
ArcLight) uz byla vytvofena sloucenim fosfatdzy ze sumky Ciona intestinalis, které
vykazovaly zvySeny jas i kinetiku odpovédi. Zaroveii byla umoznéna exprese v savcéich
buiikach®.

Geneticky koédovana sonda napéti ArcLight vykazuje velké zmény intenzity
fluorescence jako odpovéd na zmény napéti. Je to dano nejen piitomnosti fosfatazy
pochazejici ze sumky Ciona intestinalis, ktera je citliva na elektrické napéti, ale také
pfitomnosti bodové mutace A227D V proteinu pHluorinu, bez které sonda produkuje velmi
malé zmény intenzity fluorescence (~1%)>2. Nicméné je stile nejasné, na zéklads jakého
mechanismu je zvySend intenzita fluorescence modulovana. Cilem mé prace bylo tedy zjistit
molekuldrni mechanismus této sondy.

Pti zkoumani vlastnosti sondy ArcLight bylo navrZeno, zZe citlivost tohoto konstruktu
na elektrické napéti miize souviset s citlivosti pouzitého fluorescentniho proteinu na pH.
Bylo prokézano, ze zmény fluorescence konstruktu ArcLight béhem zmén napéti nejsou

zpusobeny zmeénami pH. Je vSak mozné, Ze konformacni zména v molekule fosfatazy
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zvysuje & snizuje citlivost pouzitého fluorescentniho proteinu na ionty H. Tento proces je
nezéavisly na koncentraci konstruktu ArcLight a diky tomu by mély byt vysledné kinetické
odpovédi stejné pii riizném koncentraci konstruktu®®.

Dalsi navrzena hypotéza ptredpokladala intermolekularni dimerizaci sondy ArcLight
prostfednictvim fluorescentnich proteini. Béhem hyperpolarizace by méla byt umoznéna
tvorba dimerti fluorescentnich proteinti. Depolarizace naopak zplsobi pieruseni této
dimerizace se vznikem monomert. Rychlost odpovédi by v tomto piipadé méla byt zavisla
na koncentraci ptitomnych fluorescentnich proteinti. To znamena, ze pii nizké koncentraci
fluorescentnich proteini ofekdvame pomaly nastup reakce a naopak veétsi pocet

r . o . v v . . 16
fluorescentnich proteint generuje rychlejsi zmény intenzity fluorescence™ .

Nase dosavadni data ukazuji, ze zmeéna intenzity fluorescence neni spojena s
dimerizaci fluorescencnich proteint, jelikoz nebyla pozorovana nepifima uméra mezi
koncentaci konstruktu a polo¢asem odpovédi na zménu napéti. Naopak, kinetické kiivky se
jevi v souladu s druhou navrhnutou hypotézou, tedy s monomolekularnim mechanismem
zahrnujicim zménu konformace fluorescentniho proteinu. Pro potvrzeni této hypotézy je
vSak potieba ziskat vétSi mnozstvi dat. Kromé zatim omezeného mnozstvi dat by bylo
prospésné i zvyseni kvality dat, napf. lepSim udrzovanim konstantni teploty béhem vSech
meéfeni. DalSi podporu by mohly piinést napt. méfeni FRET mezi konstruktem ArcLight a

obdobnym konstruktem nesoucim modry nebo ¢erveny fluorescentni protein.

10. Zavér

Vysledkem prace je pokrok v porozuméni mechanismu funkce konstruktu ArcLight.
NaSe data naznaluji, Ze tento mechanismus je monomolekularni, a tedy nezahrnuje
dimerizaci/disociaci, jak bylo navrzeno v literatufe. Po ziskani vétsiho mnozstvi dat bude
mozno o molekuldrnim mechanismu rozhodnout. Tento vysledek umozni lepsi cileny vyvoj
konstruktu ArcLight, jenz zlep$i nase schopnosti sledovat elektrické signaly v neuronech

pomoci optické mikroskopie.
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