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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se vénuje problematice elektrofyziologické charakterizace
membranového kanalu Ki2.1. Vnitiné usmériujici draslikovy kanal Kir2.1 se nachazi
v bunikach svalovych, srdecnich 1 nervovych a jeho dysfunkce zplisobuje rGzna
onemocnéni. Prakticka Céast prace je zaméfend na kultivaci bunééné linie HEK293T
slouzici k transfekci plasmidu Kj2.1 anasledné méfeni iontovych prouda
elektrofyziologickou méfici metodou patch-clamp v rezimu whole-cell.

KLICOVA SLOVA

iontové kanaly, HEK293, K;r2.1, transfekce, patch-clamp

ABSTRACT

The topic of this thesis is electrophysiological characterization of K;2.1 membrane
channel. Inward rectifier potassium channel K;2.1 is located in muscular, heart and
nerve cells and its dysfunction causes various diseases. Practical part of this stage is
focused on cultivation of the HEK293T cell line that is used to transfection of the
plasmid K;2.1 and subsequent measurement of the ionic current through the
electrophysiological method patch-clamp in whole-cell mode.
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uvoD

dosud objasnén. Dnes jsou iontové kanaly povazovany za zakladni excitabilni prvky
bunééné membrany excitabilnich bunék. Funk¢ni vztah mezi elektrickym signalem
Vv nervech, svalech a synapsemi je stejny jako mezi enzymy a metabolismem [3].

Studiu iontovych kanald je vénovana pozornost vzhledem Kk jejich nezbytnosti
pro zivot. Maji zakladni vliv na fyziologické procesy, jimiz jsou neuralni signalizace,
svalovd kontrakce ¢i transport zivin. lontové kanaly se nachazi v plazmatickych
membranach vSech zijicich bunék 1 v membranach intracelularnich organel
(mitochondrie, endoplazmatické retikulum, lysozomy, endozomy). Tokem iontl
ptes kanaly vznikd elektricky proud umoznujici bunikkdm rychlou komunikaci

mezi sebou [31].

Prvni Cast této prace poskytuje teoreticky zéklad nutny pro pochopeni
a provedeni experimentalni &asti. Uvodni kapitola obsahuje obecny popis struktury
a funkce membranovych kanalt, jejich elektrofyziologické vlastnosti a hlubsi rozbor
vlastnosti draslikovych membranovych kanala. Dalsi kapitola se vénuje problematice
bunéénych kultur a posledni kapitola teoretického zdkladu se zabyva
elektrofyziologickou metodou patch-clamp vcetné piikladt vyuziti této techniky

pri studiu elektrofyziologickych vlastnosti membranového kanalu K;r2.1.

Druhé ¢ast diplomové prace v jednotlivych podkapitolach popisuje provedeni
experimentli, které predchazi samotné elektrofyziologické charakterizaci daného
membranového kanalu. Bunétnd linie HEK293 patii v praxi k ¢asto vyuzivanym
biologickym modelim diky své snadné kultivaci a transfekci, proto v této praci slouzi
k expresi plasmidu K;i2.1 vpraveného do buné€k chemickou transfekci pomoci
transfekéniho reagentu PEL

Elektrofyziologické vlastnosti transfekovaného plasmidu jsou zkoumany
prostiednictvim techniky patch-clamp provadéné v modu whole-cell, kdy se méfi
proudova odezva na napétové stimulaéni impulzy z celé bunky. Posledni podkapitola
pfinasi diskuzi ziskanych dat, jejich vyhodnoceni a nabizi moznosti dalSiho rozsifeni
experimentu.
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1 MEMBRANOVE KANALY

Komunikace mezi intracelularnim a extracelularnim prostfedim buiky, klidovy
membranovy potencial, transport iontl pies membranu, vznik akéniho napéti - ve vSech
téchto pojmech hraji klicovou roli membranové kandly. Jsou to vysoce selektivni
proteiny, které dovoluji pfenos jednoho nebo jen nékolika typll iontl skrz bunécnou
membranu a nachazi se u eukaryotickych i prokaryotickych bun¢k [2][3]. Tato kapitola
obsahuje obecny popis struktury a funkce membranovych kandlu se zaméfenim
na jejich elektrofyziologické vlastnosti. Posledni podkapitola se vénuje popisu
vlastnosti konkrétniho kanalu, kterym je vnitin¢ usmérniujici draslikovy kanal Kir2.1.

Dle nejsnaze prochazejicich iont, které se bézné¢ nachazeji v pfirozeném
prostiedi bunék, kanaly dostaly své nazvy. V roce 1952 pfi klasické analyze iontovych
proudt axonu olihn¢, Hodgkin a Huxley rozpoznali tii rizné soucasti proudu: sodikovy
(Na"), draslikovy (K¥) a prosakovaci (leakage). Nazvy sodikovy a draslikovy kanal jsou

dnes univerzaln¢ akceptovany pro odpovidajici tfidy iontovych kanala [3].

Pozdéji pokroky v molekularni genetice umoznily klonovat jednotlivé kanaly
anakonec i sekvenovat celé genomy. Timto zplsobem doSlo k nalezeni mnohem
vétsiho mnozstvi subtypd kanali, nez dokazaly rozlisit elektrofyziologické metody.
Predikce aminokyselinové sekvence iontovych kandlti odhalila silné strukturalni
podobnosti mezi jednotlivymi skupinami, coz nam umoziuje mluvit o rodinach
homolognich kanalovych proteind, které vznikly procesy postupné genové duplikace,

mutace a selekci ze spole¢nych piedchtudcu [3].

1.1 Struktura a funkce membranovych kanala

Membranové kandly jsou makromolekularni pory v bunécné membrané. Jedna se
0 bilkovinné molekuly nachéazejici se ve struktufe primarni, sekundarni, terciarni
a kvartérni. Kvartérni struktura reprezentuje soustavu podjednotek, které jsou tvofeny
navzéajem spojenymi peptidovymi fetézci. Bunééna membrana ptedstavuje hydrofobni

elektricky izolator a iontové kanaly poskytuji vysoce vodivou hydrofilni drahu [2].

Kanaly prochazeji skrz dvouvrstvou fosfolipidovou membranu, a proto u nich
rozliSujeme vné&js$i povrch hydrofobni a wnitini hydrofilni. Obrazek 1 pfinasi
zjednoduSeny popis iontového kandlu. U vnéjSiho Usti sodikového i vapnikového
iontového kanalu se vyskytuje zuzené misto, kde dochazi k interakci mezi vstupujicimi
ionty a kanalovymi proteiny. Jedna se o tzv. selektivni filtr zajistujici selektivitu

propustnosti kanalu pro jednotlivé druhy iontt [2].
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selektivni

filtr
hydrofilni .
povrch ) hydrofobni
povrch

vratka

Obrazek 1: Funkéni schéma membranového kanalu [4]

Konformac¢ni zména mezi uzavienym a otevienym stavem kanalu se nazyva
vratkovani. Vratkovaci mechanismus je nahodny proces, diky kterému mohou byt
iontové kanaly klasifikovany podle toho, jaky chemicky nebo fyzikalni modulator tidi
jejich aktivitu vratkovani. Moduldtorem muize byt zména membranového potencidlu,

neurotransmiter nebo jiny chemicky stimulus, mechanicka deformace atd. [26].

1.2 Elektrofyziologické vlastnosti kanalt

Ionty hraji hlavni roli v excitabilité¢ nervt a svall. Pfi plném otevieni iontovych kanala
prochdzi jednim kanalem az 100 miliont iontl za sekundu. Vlivem toku iont se méni
jejich koncentrace v intracelularnim prostfedi a dochazi ke zméné membranového

potencialu, jez je vyuzivana pro signalizaci [31].

Schopnost kanalii propoustét ionty lze vyjadiit vodivostmi gx. Na zakladé této
znalosti a faktu, ze bunénd membrana tvofena dvojvrstvou fosfolipidi slouzi jako
izolaéni vrstva oznac¢ena kapacitou membrany C, Ize vytvofit nahradni schéma bunécné

membrany (Obrazek 2) dulezité pro elektrofyziologické experimenty.

Rozdilnou koncentraci iontl v intracelularnim a extracelularnim prostfedi vznika

na membran¢ elektrické napéti popsané rovnici
1)
Un = @i — @e,
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kde je Um membranové napéti, i potencial intracelularniho prostiedi a ge potencial

extracelularniho prostiedi.

Vnitini prostfedi mé vzhledem k vnéjSimu prostiedi zaporny potencial. Kdyz se
bunika nachazi v klidu, hovofime o tzv. klidovém membranovém napéti (Umk), jehoz
velikost zalezi na typu buiiky, ale standardné se pohybuje v rozmezi hodnot -90 mV az -
50 mV. Na zakladé¢ znamych koncentraci v obou prostiedich buriky lze ziskat velikost

membranového napéti pomoci obecné Nernstovy rovnice

)

_RT[x7],

X = 7R X,
kde Ux pfedstavuje rovnovazné napéti X iontu, R plynovou konstantu, T absolutni
teplotu, F Faradaydv naboj, z je pocet elementarnich nabojii nesenych iontem X# a [X]

koncentrace danych iontl vnitiniho a vnéjsiho prostedi [2].

Dalsi moZnost ur¢eni membranového potencialu poskytuje Goldmanova rovnice,
kter4 na rozdil od Nernstovy nepfedpokladd, Ze je membréna propustnd pouze pro jeden
druh iontd, ale roztoky od sebe oddéluje polopropustnda membrana. Tato rovnice je
pro popis membranovych dé&ji piresnéjsi, jelikoz uvazuje propustnost bunécné
membrany pro vice iontl a v ptipad€ biologickych membran ji 1ze uvést ve tvaru

@)

C23.RT . Pyr.[K*], + Pygr. [Na*], + Po-.[CL];
T T F 9P K], + Pygs. [Na*], + Po--[CI 1,

kde U vtomto pfipadé znamena stacionarni membranové napéti, R je plynova
konstanta, T absolutni teplota, F Faradaylv naboj, Pk+, Pna+ @ Pci- piedstavuji
koeficienty propustnosti pro draslikové, sodné a chloridové ionty a [K*], [Na*], [CI]

jsou jejich koncentrace ve vnitinim a vn&j$im prostiedi [2].

Il
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:
g
¥ )
EE;
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=

Obrazek 2: Nahradni schéma buné¢né membrany [2]
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Néhradni schéma bunécné membrany zohlediiuje skutecnost, Ze biologicka
membrana propousti vice iontd zarovefi, konkrétné ionty Na®, Ca", K* a CI.
Ze schématu lze urcit celkovy membranovy proud Im jako soucet iontového

a kapacitniho proudu. Pfi¢emz kapacitni proud Ic je dan vztahem

(4)
AU

l- =
¢ dt

)

kde C piedstavuje kapacitu membrany a Um membranové napéti bunky. Celkovy

iontovy proud lj urcuje soucet proudu jednotlivych iontovych kanalt dle vztahu

®)
Ii :INa+IC(1+IK+ICl!

kde Ina, Ica, Ik @ lci jsou jednotlivé iontové proudy, které lze vyjadiit vztahy
(6)
Iva = gna(Um — Una),
Ica = 9ca(Um — Uca),
Iy = gx(Um — Ux),
Iet = gcai(Um — Ucp),

kde gx je vodivost daného iontového kanalu, Um membranové napéti a Ux rovnovazna

napéti. Za pfedpokladu, Ze membranou neprotéka proud, tedy

()

kde lik je klidovy membranovy proud, 1ze ur¢it klidové membranové napéti dle vztahu

(8)
_ InaUna + 9caUca + 9xUk + 9ciUc
Ina T 9ca T 9k T 9ci

Un )
kde gx jsou vodivosti jednotlivych iontovych kanalti a Uy jejich rovnovazna napéti. Dle
uvedené¢ho vztahu klidové membranové napéti nejvice ovlivni rovnovazné napéti,
kterému odpovidd nejvétsi hodnota vodivosti. Membranové kandly tedy nejsou
dokonale selektivni a v urcité mife propoustéji 1 jiné neZ dominantni ionty. Existuje vice
druhti iontovych kanali selektivné propoustéjicich stejny druh iontl, ukazkovym

ptikladem jsou draslikové iontové kanaly [2].
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Pfi nadprahovém podrazdéni excitabilnich bun¢k vyvolaném zménou
membranového napéti nebo chemickym ¢initelem vznika tzv. akéni napéti (AN), které
je charakterizovano rychlou zménou membranového napéti a schopnosti Sifit se
do okolniho prostiedi. Naptiklad buiky srde¢ni tkané jsou v misté dotykli membran
elektricky propojeny a AN se $ifi z bunky na bunku. Pribéhy AN nelze odvodit
z velikosti hodnoty nadprahového impulzu, ale odviji se od typu excitabilni buiky, jak

znazornuje Obrazek 3 [2].

o
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Obrazek 3: Priib&h akéniho napéti nervové a srdeé¢ni buniky [32]

1.3 Sodikové iontové kanaly

Prvnimi objevenymi ¢leny ze skupiny iontovych kanali byly sodikové kanaly. Jedna se
0 integralni membranové proteiny tvofici iontové kandly, které vedou sodikové ionty
skrz bunéfnou membranu. V excitabilnich bunkach, jako jsou neurony, myocyty
a urcité typy gliovych bunék, zodpovidaji za rostouci fazi akéniho potencidlu. Jejich
Klasifikace spociva v triggeru otevirajicim kanal, jimz muize byt zména napéti
("napétoveé zavislé sodikové kanaly" ¢i "NaV kanaly") nebo vazba ligandu na kanal
("ligandove tizené sodikové kanaly™) [3]. Pokud nastane depolarizace membrany pouze

par milivolty, sodikové kanaly se aktivuji a inaktivuji béhem nékolika milisekund [34].

Napétové zavisly sodikovy kandl je velky komplex slozeny z a podjednotky
ajedné nebo vice mensich B podjednotek (Obrazek 4). Funkéné charakterizovano
je devét typi o podjednotek (Nayl.1-Nayl.9). Primarni sekvence predikuje, ze se
a podjednotka sklada ze ¢tyf navzajem podobnych domén (I-1V), které obsahuji Sest
a-helikalnich transmembranovych segmenti (S1-S6), pficemz napétovy senzor se
nachazi na segmentu S4. Napétovou citlivost tohoto segmentu zpiisobuje aminokyselina

s kladnym néabojem na kazdé tteti pozici. Pfi stimulaci zménou transmembranového
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napéti se segment S4 pohybuje smérem K extracelularni strané¢ bunééné membrany, coz

umoziuje propustnost kanalu vaci iontm [34].

| Il » 1} ')
Extraceluldarni ]
s &N 113 Y L~ & R Membrina
Intraceluldarni T h
Por T
Napét'ovy senzor \ Inaktivace
\ Karboxylovy
Aminovy konec
konec
|

Obrazek 4: Struktura o podjednotky sodikového kanalu [35]

1.4 Vapnikové iontové kanaly

Vépnikové iontové kanaly jsou proteiny plasmatické membrany obsahujici selektivni
por pro ionty Ca?* a oteviraji se pii depolarizaci membranového napéti. Tok
vapnikovych iontl vyvoldva depolarizaci nervovych, svalovych a dalSich excitabilnich
i neexcitabilnich bun¢k. Stejné jako u sodikovych kanald, je otevieni vapnikovych
iontovych kanali podminéno zménou napéti nebo navazanim ligandu. Hlavni funkce
zprostiedkované  vapnikovymi  kanaly zahrnuji  kontrakci  svali, uvolnéni
neurostransmiterti ¢i hormont neurony a neuroendokrinnimi butikami a kontrolu genové
transkripce. Mnoho lidskych nemoci, zejména v srdecnim a nervovém sytému (vcetné
bolesti, zachvatli, hypertenze a migrény), zptisobuji urcité¢ dysfunkce vapnikovych
kanalt [36].

Strukturu vépnikového kandlu tvoii podjednotky al, a2, B, vy and 9, které jsou
vyznaeny na Obrazek 5. al je protein o délce 2000 aminokyselinovych zbytka
apredikuje transmembranovou strukturu - stru¢né popsanou v kapitole 1.3
u sodikovych iontovych kanali. Na zakladé aminokyselinové sekvence al podjednotky
se napétove zavislé vapnikové kanaly déli do podskupin: L-typ (Cav1.1- Cavl.4), P-typ
(Cav2.1), N-typ (Cav2.2), R-typ (Cav2.3) a T-typ (Cav3.1- Cav3.3). Intracelularni
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B podjednotka predikuje a-helix, ktery neformuje transmembranovy segment, zatimco y
podjednotka je glykoprotein se Ctyfmi transmembranovymi segmenty. V piipadé a2
podjednotky studie naznacuji, ze jde o extracelularni membranovy glykoprotein,
pfipojeny k membrané prostiednictvim disulfidové vazby k podjednotce 6, ktera je

kodovana 3'-koncem kodujici sekvence stejného genu jako a2 [37].

02

+H;N CO; +HN

extracelulami

intracelulami
2

+HN Co;

Obrazek 5: Struktura podjednotek vapnikového iontového kanalu [37]

1.5 Draslikové iontové kanaly

Draslikové iontové kanaly se vyskytuji ve vSech eukaryotickych i prokaryotickych
burikach a jsou hlavnim rysem bunééného Zivota. Tak jako ostatni iontové kanaly se
| draslikové nachazi v membrané bunék, kde fidi transport K* iontd smérem
zbuiky ado bunky. Zaisadni roli hraji jak v excitabilnich, tak neexcitabilnich
bunkach [30] [53].

K" kanaly tvofi transmembranové Sroubovice (TM) prochazejici lipidovou
dvouvrstvou bunééné membrany. Na zaklad¢ struktury a funkce jsou kategorizovany
do tfi hlavnich tfid: napétoveé zavislé (Kv, 6TM), prosakovaci (K2P, 4TM) a vnitiné
usmérnujici (Kir, 2TM). Nezavisle na tom, do které tfidy patii, se skladaji z oblasti
tvofici pory a regulacni oblasti. Pory tvofici oblast zodpovida za transport K* ionti a jeji
struktura se shoduje u vSech typi draslikovych kanala. Regula¢ni oblast je citliva

na rizné podnéty a mezi jednotlivymi tfidami se jeji struktura 1isi [30].

Vnitin€é usmériujici draslikové kanaly Kir maji rizné fyziologické funkce
zavislé na jejich typu a umisténi. Mezi Kir kanaly se fadi sedm podskupin, které mohou
byt klasifikovany do ¢tyt funkénich skupin: klasické Kir kanaly (Kir2.X) - konstitutivné
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aktivni, Kir kanaly fizené G proteiny (Kir3.X)— vazba G proteinu s receptory, draslikové
kanaly zavislé na ATP (Ki6.X)— tzce spjaté s bun&nym metabolismem a K* transportni
kanaly (Kirl.x, Kird.X, Ki5.X, Kir7.X) [29].

Poprvé byly vnitiné usmériujici draslikové proudy identifikovany v kosterni
svaloviné. Puvodné jim nalezelo oznaceni ,,anomalni®, protoze jejich vodivost roste
za hyperpolarizace a Klesd za depolarizace, coz vyvraci Nernstovu rovnici.
Za fyziologickych podminek Kir kanaly generuji mohutnou K* vodivost o zaporném
potencialu Ek, ale dovoluji jen maly proudovy tok o kladném potencialu Ek. Ptirozena
napétova nezavislost umoznuje Kir kandlim zastavat klicovou roli v udrzovani
klidového membranového potencialu (Eres) a Vv regulaci doby trvani akéniho potencialu
u elektricky excitabilnich bun€k (napt. srdeéni svaloviny). Obrazek 6 zobrazuje
experimentaln¢ ziskanou proudové-napétovou zavislost Iki srdecni bunky, na které se

podili kanaly ze skupiny Kir2.x [28].

predikovany |-\
vztah bez
usmeérnéni I

vnejsi

—
+40

vnitini

Obrazek 6: Proudové - napétova zavislost Ik, tvofena skupinou kanald K;2.xX v myocytu [27]
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151 Ki2.1

Protein Kir2.1, kodovany genem KCNJ2, nalezi do rodiny vnitin¢ usmériujicich
draslikovych kanali Kir a nachazi se v kosternich svalech, cévach, neuronech a srde¢ni
tkani. Tento typ kanald umoziuje K iontim proudit jednoduseji do bufiky neZ z buiiky
ven, proto méfeny proud sméfuje prednostné smérem dovnitf. Zakladni architektura
intracelularni ionty jako Mg?* a polyaminy. Studie mutovanych kanali Ki2.x odhalily,
7e podjednotky obsahuji vice nez jedno vazebné misto pro Mg?* a polyaminy [29].

Dysfunkci kanalu Kir2.1 vznika tzv. Andersen-Tawil syndrom (ATS) projevujici
se komorovymi arytmiemi, dysmorfnimi rysy a periodickymi paralyzami. VétSina ATS
pacienti ma mutaci v genu KCNJ2 zptsobujici poruchu srdecni repolarizace, jelikoz
proud Iki, na kterém se podili i Ki2.1, poskytuje repolarizaéni proud bé&hem
nejtermindlngj§i repolarizacni faze a zajiStuje primarni vodivost fidici potencial

diastolické membrany [19].

H5

COOH

Obrazek 7: Primarni struktura podjednotek Kir kanalu. TM1 a TM2 - transmembranové oblasti, H5 - por
tvotici oblast, NH> a COOH - cytosolové konce [29]
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2 BUNECNE KULTURY

Pro studium chovani bun¢k se vyuzivalo tkanovych kultur jiz pocatkem 20. let. Zprvu
védci provadéli studie na fragmentech tkani, postupné pak vyvinuli techniky
ke sledovani chovani jednotlivych bun¢k. V dnesni dobé patii bunécné kultury
mezi zakladni techniky uzivané nejen ve vyzkumech coby pokusny model, ale také
ve vyrobé napi. dalSich bilkovinnych molekul. Hlavni vyhodou experimenta
na bunécnych kulturach oproti jinym biologickym modelim je dobra charakterizace
daného bunécéného typu a nemoznost interakci s jinymi tkanémi ¢i organy. Naopak
se musi také pocitat s jistymi omezenimi limitujicimi pouziti kultur. V dasledku
péstovani bungk in vitro se mize ménit jejich fenotyp, jelikoz nedochazi k vymeén¢ latek
a informaci s okolnim prostfedim tak, jako je tomu in vivo. To znamena, ze vlastnosti

kultivovanych bunék se mohou lisit od vlastnosti bun€k stejného typu v organismu [5]

[6].

Zalozeni tzv. primokultury je realizovéano izolaci urcitého typu bunék zvifecich,
lidskych ¢i rostlinnych. Buiiky mohou byt izolovany z dospélého jedince ¢i embrya.
Obecné se snaze péstuji bunééné kultury embryondlnich bun€k a vyhodu také maji
v delsi Zivotnosti. Pro izolaci bun€k bylo vyvinuto nékolik metod. Nékteré z nich jsou
zalozené na mechanické disociaci tkan€ a enzymatickém naruSeni mezibunééné matrix,
zapfi¢inéném puasobenim latek jako je napf. trypsin nebo kolagenaza za pritomnosti
EDTA. Timto zplsobem ziskdme krom¢ pozadovaného typu bunék i pfimés dalSich
elementt. Jednou z moznosti, jak zajistit Cistotu bunééné kultury, je uziti kultiva¢nich
podminek, které jsou piiznivé pouze pro pozadovany bunécny typ. Jinou mozZnosti
separace je schopnost bunck adherovat na urcité typy povrchit riznou rychlosti.
Nasledné se ziskané buriky ve vhodném prostiedi (tzn. fyziologicky podobnému jejich
pfirozenému prostfedi) namnozi a nafedéné se pienesou do novych kultiva¢nich nadob.
Tento krok se oznacuje jako pasaz. Pasazi vznika subkultura, ktera se péstuje, dokud

neziskame potiebné mnozstvi materialu pro experiment [5] [6].

Bunécné linie pochézejici z primokultur se mohou dé€lit jen po urcitou dobu,
ktera je dana geneticky. Builky tedy postupné ztraci schopnost déleni, jelikoz podléhaji
procesu starnuti a pocet pasazi je touto skuteCnosti limitovan. Transformaci miize
vzniknout tzv. kontinudlni buné¢na linie, majici heteroploidni pocet chromozomu
aneomezenou dobu déleni [5] [6]. Kontinualnich bunéénych linii se Casto vyuziva
pfi experimentech, které si zadaji vice opakovani, nebot jsou napiiklad slozité
na provedeni. Jednotlivé podkapitoly se vénuji bunéénym liniim obvykle pouzivanym
pro patch-clamp techniku.
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2.1 Bunécna linie HelLa

Bunééna linie HeLa byla zaloZzena v roce 1951 z biopsie cervikalniho nadoru pacientky
Henrietty Lacks, d¢lnické afroamerické Zeny zijici pobliz Baltimore, od jejihoz jména
dostala linie sviij nazev. Buné¢ny biolog George Otto Gey izoloval jednu specifickou
buiiku, kterou dale mnozil a vyvinul bunécnou linii. Tyto buiiky se staly prvnimi
lidskymi bunikami, které v laboratornich podminkach dobte rostly a pfispély naptiklad

k vyvoji vakciny proti obrné nebo k objevu lidské telomerazy [41] [42].

Obrazek 8: Bunééna linie HeLa [43]

HeLa bunky jsou v laboratofich vyuzivany pii nejriznéjSich testech
a experimentech. Diky dobré kultivovatelnosti védci mohou studovat ucinky urcitych
onemocnéni na buriky a vyvijet tak 1éky a vakciny [44].

2.2 Bunécna linie CHO

Bunky CHO (Chinese hamster ovary), derivované z epitelidlnich bun¢k vajecniku
¢inského kiecka, byly vyuzivané uz vroce 1919 pro typizaci pneumokoki.
Do kultiva¢nich misek tyto buiiky poprvé umistil Dr. Theodore T. Puck z Coloradské
univerzity v roce 1957 a zjistil, Ze maji velice dobrou Zivotaschopnost a rychly rist.
Na zékladé tohoto nového poznatku se CHO bunky =zacaly hojné pouzivat
Vv laboratornich studiich, které nakonec vedly k jejich vybéru jako hostitelské bunécné
linie pro tvorbu rekombinantnich proteint [38].
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Pro rtizné tcely bylo vyvinuto n€kolik variant této bunécné linie. Mezi nejéastéji
pouzivané se fadi adherentni bunécnéd linie CHO-KI, ktera vznikla jako subklon
puvodni bunééné linie CHO. Z bunék CHO-K1 byla nékolika mutagenezemi odvozena
bunécna linie CHO-DG44, nesouci dvojitou deleci pro gen dihydrofolat reduktazy
(DHFR) umistény na druhém chromozomu. Buiky CHO-DG44 jsou uzite¢né
pro genetickou manipulaci a Siroce se pouzivaji pro stabilni produkci rekombinaénich
proteinu [40].

Obrazek 9: Bunééna linie CHO [39]

2.3 Bunééna linie HEK293

HEK (human embryonic kidney) 293 je bunééna linie pochazejici z bunék ledvinového
epitelu lidského embrya. Builky poprvé kultivoval vroce 1970 na univerzité
v Holandsku védec Alex van der Eb. O 7 let pozd¢ji bunéénou linii transformoval Frank
Graham vpravenim virové DNA adenoviru 5. Pfiblizné 4,3 kb z virového genomu
se zaclenilo do lidského 19. chromozomu, ¢imz doslo k imortalizaci, neboli moznosti
nekone¢ného déleni bunék, této bunétné linie. S Grahamovou transformaci se poji

oznaceni 293, jez znaci 293. transformacni pokus, ze kterého linie vzesla [8].

Buiiky HEK293 maji Sirokou oblast pouziti. Vyuzivaji se k transfekénim
experimentim, vyrobé rekombinantni DNA ¢i genetickych produktd. Vyhodou je jejich
snadnd kultivace, transfekovatelnost a schopnost rychlého mnozeni. Vzhledem

Kk pomérné jednoduché transfekci, buniky nejsou vyuzivany pro studium vlastnosti
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¢i chovani bun¢k samotnych, ale napt. pro studium tc¢inku 1ékti na membranové kanaly
nebo interakci dvou proteini [8] [25].

Obrazek 10: Bunééna linie HEK293 [7]

VyuZitelnost bunééné linie HEK293 byla jest¢ zvySena odvozenim nékolika
variant (HEK293A, HEK293E, HEK293S ...), které vznikly za¢lenénim urcitého genu
do genomu bunék. Timto doslo ke snazsi kultivaci, rychlejSimu ristu a v neposledni
fad¢ ke zlepSeni Gc¢innosti transfekce [9] [24].

Linie HEK293T, vyuzita v této praci, patii k Casto kultivovanym za 0ucelem
exprese proteinti a produkce rekombinantnich retrovird. Vznikla stabilni transfekci
plasmidem, nesoucim mutantni verzi velkého T antigenu SV40 (onkoprotein). Diky
expresi velkého T antigenu SV40 mohou byt transfekované plasmidové DNA, majici
pocateéni misto replikace SV40, replikovany bez tbytku tohoto plasmidu. Vysledkem
popsané¢ episomalni replikace je znacné zvySeni produkce rekombinacich
proteint [9] [24].

2.3.1 Podminky kultivace bunék HEK293

Bunkam, péstovanym in vitro, je tfeba zajistit optimalni podminky pro pteziti
a rozmnozovani. Prvni dulezity bod zastava povrch kultivaéni nadoby. Protoze bunky
HEK293 patii mezi kultury adherentni, musi byt zvolen vhodny kultivacni povrch,
na kterém buriky rostou. Kultivacni nadoby byvaji Casto z polystyrenu s hydrofilnim
povrchem. V nékterych piipadech je zapotiebi adhezi povrchu zvysit, na coz se pouziva
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napf. kolagen, Zelatina, fibronektin a dalsi adhezni faktory. Pomoci kolagenu se mohou

vytvofit i tzv. trojrozmérné struktury, do kterych nékteré bunééné kultury vrustaji [5].

Extracelularni tekutinu napodobuje kultivaéni médium bohaté na Ziviny.
Mezi potfebné ziviny patii bilkoviny, lipidy, glukéza, vitaminy, stopové prvky, ristové
faktory, anorganické soli a pufry. Do média se také ptidava antibiotikum pro zamezeni
bakterialni kontaminace. Bunky pfirozené odebiraji ziviny z kultivaéniho média,
proto musi byt ¢asto ménéno [5].

Kultivace bun¢k HEK293 probihd v inkubatorech pii teploté 37 °C, coz
je ptiblizné teplota piirozeného prostiedi bun¢k, tedy lidského organismu. Inkubator
udrzuje relativni vlhkost atmosféry na hodnoté¢ 90%, aby nedoslo k odpafeni média,
zméné koncentrace latek atim padem k usmrceni bunék. Dulezitd je také zvySena
koncentrace CO. v atmosféte inkubatoru, protoze se podili na udrzeni pH média

a presnéji odpovida mnozstvi oxidu uhli¢itého v extracelularni tekuting [5].
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3 TRANSFEKCE

Ptenos genetické informace do hostitelské bunky probiha prostfednictvim vektori.
Vektorem se mysli molekula DNA ¢i RNA pouzivand nejcastéji v podobé plasmida
a vird. Dle typu cilové buiiky se vpraveni vektoru nazyva transformace pro bakterialni
bunky, transdukce proviry a pro eukaryotické hostitelské bunky se uziva nazev
transfekce. Transfekci z eukaryotickych bunék vznikaji geneticky modifikované buiky,
vyuzivajici se ve studiu funkce genti ¢i genovych produkt. V této praci je metoda
transfekce vyuzita pro vpraveni plasmidu Kir2.1. do bunék HEK293T, aby mohl byt

tento iontovy kanal nasledné charakterizovan [10].

Transfekci 1ze provadét in vitro, tzn. v laboratornich podminkach i in vivo, kdy je
cizoroda geneticka informace pienesena do Zivého organismu. Transfekce in vivo

pomaha pii 1é¢bé nékterych nemoci nebo alespoii tlumi jejich symptomy [10].

Podle ucelu, za jakym chceme pienos nukleové kyseliny uskutecnit, volime
transfekci stabilni nebo pfechodnou. Na Obrazek 11 je patrny rozdil mezi obéma druhy.
V ptipad¢ stabilni transfekce je vpravend genetickd informace zaclenéna do genomu
hostitelské buiiky, ¢imz vznik4 stabilni bunééna linie replikujici se s vlozenym genem.
Naopak pii prechodné (transientni) transfekci nedochazi k integraci vlozeného
genetického materialu do jaderného genomu bunky, proto se pti déleni bunék vpravena
DNA neptedava z matetské buiiky na dcefinou. Timto zplisobem nelze vytvofit stabilni
bunéénou linii, kterda by neomezené produkovala dany protein. Vyhoda pfechodné
transfekce spociva v rychlejsi produkci rekombinantnich proteind, které se zacnou tvofit
ihned po expresi genu, ovSem pouze po urlity Casovy usek (nez dojde k déleni
bungk) [12].

Stabilni transfekce Prechodna transfekce

W DNA MWW, DNA

| |

Exprese

Exprese

Obrazek 11: Schéma stabilni a pfechodné transfekce [33]
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Transfekci déle klasifikujeme do tfech zakladnich skupin dle metody provedeni
na biologickou, chemickou a fyzikalni. Pfi vybéru metody se musi brat v potaz ucel
transfekce 1 typ pouzité bunécné linie. Optimalné by nami zvolena transfek¢ni metoda
méla mit vysokou uc¢innost, nizkou toxicitu, snadnou reprodukovatelnost a co nejmensi

mirou ovliviiovat pfirozenou fyziologii bunék [12].

3.1 Biologické metody transfekce

Mezi biologické metody se tadi viry zprostfedkovana transfekce, znaméa pod pojmem
transdukce, hojné vyuzivana v Kklinickych vyzkumech. Vysoka ucinnost viralni
transfekce je dana diky snadno udrzitelné expresi transgenu, zpusobené pfirozenou

schopnosti virti integrovat do genomu hostitele [12].

Tato metoda ma jisté nevyhody, kvili kterym bylo vynalozeno usili na vyvoj
metod transfekce bez uziti virG. Hlavni nevyhodou je imunogenicita, vyvolavajici
nezadouci imunitni odpovéd’ a cytotoxicita, patfici k imunitni reakci, pti niz dochazi
k poskozovani az likvidaci bun€k. Na zavedeni virového vektoru muize buika
odpovédét zanétlivou reakcei nebo inzeréni mutaci genomu, protoze integrace virového
vektoru probiha nahodné. Vlivem mutace Se mohou aktivovat onkogeny a narusit
funkce supresorovych nadorovych genti. Nasledkem takto vyvolanych zmén se snizuje
viabilita bun¢k [12].

3.2 Fyzikalni metody transfekce

Fyzikalni metody se fadi mezi nejnovéjsi transfekéni metody. Zahrnuji vyuziti riznych
fyzikélnich nastrojli, kterymi jsou mikroinjekce, optické transfekce (vyuZiti laseri),
sonoporace, elektroporace, ¢asticové zbrané (,,gene gun®). Fyzikalni transfekce nezdvisi
na konkrétnich chemickych nebo biologickych vlastnostech buiiky, proto se témito

v v

metodami Gspé$né transfekuji buiiky obtizné transfekovatelné jinymi metodami [14].

Pokud méme k dispozici omezeny pocet bunék, pouzivaji se pro pienos genu
mikroinjekce. Vyhodou této metody je jistota, ze buiika, kterd je pfedmétem zajmu, je
skutecné transfekovana. Jedna se o invazivni metodu, kdy je cizorodd DNA vsttiknuta
pfimo do cytoplazmy ¢i jadra bunky. V praxi ma tato metoda vyuZiti pfi asistované
reprodukci [14].
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Zajimavy je koncept laserem zprosttedkované transfekce. Laser mlze byt uzite¢ny
pro piimou perforaci bunécné membrany nebo pro techniku vyuzivajici optické

vilnovodice [14].

Nejcastéji vyhledavanou metodou fyzikalni transfekce je elektroporace, pouzitelna
na vSechny typy bun¢k pro transfekci stabilni i pfechodnou. Princip elektroporace
spo¢iva vuvedeni bunécnych membran do vysokonapétového elektrického pole
(pomoci kratkych intenzivnich elektrickych impulzi), které vedou k jejich docasnému
rozpadu a vzniku port. Pory umozni prostup prenasené DNA do vnitiniho prostredi
buiiky a po urcit¢ dobé se opét uzaviou. Doba, po kterou jsou pory otevieny, se

prodluzuje zajisténim teploty 0°C [15].

3.3 Chemické metody transfekce

Chemické metody byly jako prvni pouzity k zavedeni genii do sav€ich bunék
a Vv soucasnosti patii mezi nejpouzivangjsi. Tyto transfekéni techniky vyuzivaji nosice
molekul k piekonani bariéry bunééné membrany. Jak by ndzev metody mohl mylné
napovidat, mezi nosi¢em a nukleovou kyselinou nedochazi k zadné chemické reakci.
Princip spociva v interakci zaporné nabitych nukleovych kyselin s kladné nabitymi
nosici, ¢imz vznikne kladny komplex umoziujici styk se zaporn¢ nabitou membranou
bun€k. Endocytézou dojde K proniknuti genu do bunky a naslednému uvolnéni
do cytoplazmy [11][12].

Jako nosi¢ molekul se béZn& pouziva kationovy polymer, fosfore¢nan vapenaty
nebo kationovy lipid. Casto vyuzivanym transfekénim &inidlem je kationovy lipid
lipofektamin obsahujici lipidové podjednotky, které ve vodném prostiedi vytvari
liposomy. Tyto formuji spolu s vnasenou DNA kladny komplex, ktery mtze splynout se
zapornym nabojem plazmatické membrany a tim umoZznit uvolnéni nukleové kyseliny

do cytoplazmy [45].

Dalsim cCasto vyuzivanym transfekénim reagentem je polymer PEI
(polyethylenimin), ktery dosahuje vice jak 50% pravdépodobnosti u¢innosti. Proces této
metody transfekce znazoriiuje Obrazek 12. Interakci PEI s vnaSenou DNA vznikne
komplex, ktery je pritahovan k bunéné membrané. DNA komplex je endocytézou
vnesen do intracelularniho prostfedi buiiky, kde endozom v disledku kladného naboje
podléha lyze, ¢imz se uvolni pfenasena DNA do cytoplazmy, prostoupi do jadra
anasledné¢ se zacleni do jaderného genomu bunky. PEI je pro transfekci casto
pouzivano i diky cené, ktera neni vysoka [12][52].
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Endocytoza

Endozom

Transkripce 3

Obrazek 12: Transfekce pomoci PEI [13]

Chemické metody transfekce maji pomérné nizkou cytotoxicitu a nedochézi
k mutagenezi, coZ je jejich vyhodou. Uspé&$nost transfekce zavisi na typu bunééné linie
a dalsich faktorech, jako jsou napt. pH roztoku ¢i stav buné¢né membrany. Z divodu
téchto transfekci ovliviyjicich faktorti pfinaSi chemickd metoda niz$i transfekéni

uspésnost nez viry zprostiedkovana transfekce [11].
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4 PATCH-CLAMP

Technika patch-clamp dnes patii k zakladnim elektrofyziologickym metodam a vyuziva
se nejen k méfeni membranového potencialu bunék. V prekladu se pro ni vzil pojem
metoda ter¢ikového zamku. Tento revoluéni nastroj vymysleli Erwin Neher a Bert
Sakmann v roce 1976 a znamenal velky pokrok pro oblast fyziologického vyzkumu
na bunécné a molekularni urovni. Na zakladé vynalezu této techniky dostali v roce 1991
Neher a Sakman Nobelovu cenu. Puvodné byla metoda navrzena tak, aby detekovala
aktivitu jednoho nebo jen nékolika proteint iontovych kanali v bunééné membrané jako
iontové proudové toky napfi¢ proteiny. Nasledné se ziizenim techniky tzv. giga-seal,

mohla byt tato metoda Siroce aplikovana na rizné typy bunék [1] [23].

Na Obrazek 13 se nachazi schéma principu patch-clamp techniky, kde Rs
pfedstavuje sériovy odpor (odpor mikroelektrody) sériové spojeny s membranovym
odporem a Rsea zna¢i odpor vznikly dosazenim seal, ktery se fadové pohybuje
Vv desitkach az stovkach GQ. Hodnota Rs odpovida rozmezi 1-5 MQ. Vystup opera¢niho
zesilovace Al aplikuje vnucené napét'ové impulzy Vemp a skrz operacni zesilovaé A2
je odecten pokles napéti detekujici proud Ip [1].

Obrazek 13: Princip patch-clamp techniky [1]

Princip patch-clamp techniky spociva v doteku $pic¢ky sklenéné mikroelektrody
abunéné membrany. Tesnym spojenim, pomoci Ilehkého podtlaku, vznika
mezi referencni a méfici elektrodou elektricky odpor v jednotkach GQ, tzv. giga-seal
(pouto). Oblast bunééné¢ membrany ve vnitinim hrotu mikroelektrody je, diky vytvoteni
seal, elektricky izolovana od vnéj$iho roztoku a tim mohou byt zaznamenavany proudy

tekouci do méteného Giseku membrany. Uroven velikosti iontovych proudu se pohybuje
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v fadu jednotek pikoampért a jejich detekce je umoznéna prostfednictvim zesilovace

(I-V ptevodnik slozeny z nékolika opera¢nich zesilovacu) [1].

4.1 Varianty patch-clamp techniky

Prvni varianta techniky patch-clamp byla navrzena pro zaznamenani proudu z jednoho
kanalu ajedna se o rezim cell-attached pozdéji doplnén modem inside-out
a outside-out. Nasledn¢ byly vymysleny mody open-cell-attached a perforated-vesicle.
Pro zdznam proudu prochazejiciho celou membranou jedné bunky se pouziva
konvenéni whole-cell rezim a perforated-patch rezim. Ilustrace jednotlivych modu
se nachazi na Obrazek 14 [1].

perforated-vesicle open-cell-attached on-cell inside-out outside-out

Ziznam z
jednoho kanilu

\/

«—— 1/ —

oteviena adtriend
buiika

. sani . .
nystatin odtrzeni
odtrzeni

perforated-patch whale-cell ( hole-cell )

Zaznam z
celé huiky

Obrazek 14: Varianty patch-clamp techniky [1]

Jak jiz bylo vySe zminéno, rezim cell-attached zaznamenava proudy pochazejici
z jednoho kanalu za podminky vzniku giga-seal (na nékterych typech zesilovaci ma
tento rezim oznaceni ,,on cell). Mikroelektroda je tedy dokonale pfisata k bunééné
membrané, ale nedochazi k jejimu protrzeni ani oddéleni. Vyhoda cell-attached rezimu
spociva ve sledovani cinnosti kanalu s minimélnim naruSenim intracelularniho
prostfedi, coz je zaroven 1 jistou nevyhodou. Intracelularni podminky nemohou byt
pfimo kontrolovany a aktudlni transmembranové napéti pro nds zlstdvd neznamé,
protoze v disledku minimalniho kontaktu s intracelularnim prostfedim buiiky,

neexistuji informace o potencialu intracelularni membrany [1][23].

32



Pokud se pfi tomto modu elektroda pozvedne nebo sklouzne do strany,
izolovany usek membrany miuze byt vyjmut z buiiky, ¢imz vznika inside-out moéd.
Pii inside-out modu jsou podminky na intracelularni strané useku membrany fizeny
perfuzi z koupelového roztoku a aktivita jednoho iontového kandlu muze byt
pozorovana nezavisle na bun&¢né aktivité. Dalsi variantou cell-attached rezimu
je open-cell-attached, kdy mechanickym roztrzenim c¢asti bunééné membrany
vzdalené¢j$i od mista doteku mikroelektrody vznikne dira. Béhem jednokanalového

nahravani pak intracelularni prostfedi fidi perfuze skrz diru v bunééné membrané

[1][23].

Mg¢teni proudu pochazejiciho z celé bunky je realizovano v rezimu whole-cell.
Po vytvofeni cell-attached se kratkym a silnym nasanim protrhne bunééna membrana,
jejiz konce vlivem podtlaku pfilnou ke sténé mikroelektrody. Intracelularni prostredi
se tak nachazi v pfimém kontaktu s pipetovym (intracelularnim) roztokem. Nasledné
metodou voltage-clamp (vnucené napéti) métime proudové odezvy nebo jinou metodou
zvanou current-clamp (vnuceny proud) zmény membranového potencialu. Kdyz
se odpoji pii whole-cell rezimu elektroda od bunééné membrany, odtrhne se ¢ast
membrany, kterd se spoji v jeden usek a Celi svou intracelularni stranou pipetovému
roztoku. Tento zplisob se nazyva outside-out mod a ziskame opét zaznam z jednoho
kanalu [1][23].

Dalsi moznost, jak ziskat zaznam z celé buiiky, spo¢iva v modifikaci whole-cell
rezimu tzv. perforated-patch. Rozdil spociva v tom, ze nedojde k protrzeni bunécné
membrany, ale iontovou kontinuitu zajistuje urcité ¢inidlo (tvofici vodivé pory), dodané
do pipetového roztoku. Opatrnym oddé€lenim elektrody od buriky, je mozné na Spicce
elektrody vytvofit membranovy vafek obsahujici nékteré bunécné organely (napf.
mitochondrie). Pfi tomto rezimu, perforated-vesicle, se detekuje proud z jednoho kanalu
za téméf fyziologickych podminek [1].

4.2 Meérici mikroelektrody

Seal bunécné membrany a sklenéné mikroelektrody maji velmi vysoky odpor,
zapri¢inény hydrofobni chemickou interakci mezi nimi. Uz jen ztohoto divodu
je dulezité chemické slozeni skla, ze kterého mikroelektrody vznikly, jelikoz muize
do urcité miry ovlivnit schopnost tvofit seal. Pti vybéru elektrodového skla se musi brat
v potaz schopnost vytvaret Spicky s vhodnou velikosti a kuZelovitym tvarem, mira
tlumeni Sumu pozadi a fakt, Ze je sklo dopovéano téZkymi kovy (pro snizeni tavného
bodu), které se mohou uvoliiovat do pipetového roztoku a tim modifikovat vlastnosti

membranového kanalu [23].
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Obvykle mikroelektrody pochazi z borosilikatového skla ,,pyrex“, majici
elektrické vlastnosti tlumici nechtény Sum pozadi. Tvoii se V tahaci elektrod tahanim
mikrokapilar za ptisobeni Zhaveného platinového dratku. Z jedné mikrokapilary
vzniknou dvé totozné mikroelektrody, jejichz hroty musi byt po odtrzeni polishoviny
(lehké otaveni), aby ztratily ostré okraje. RlUznych vlastnosti mikroelektrod Ize
dosahnout vhodnou kombinaci stupné teploty Zhaveni, velikosti a ¢asového plsobeni
tahu. V nejuzsi ¢asti mikroelektrody je soustfedén elektricky odpor. Pomoci
vicestupiiového tahani dojde ke zkraceni uzké casti mikroelektrody, coz zajisti co
nejnizsi hodnotu odporu (viz Obrazek 15) [16][17].

Jednostupiiovy tah

Obriazek 15: Rozdilny tvar $picky a velikost odporu mikroelektrody pfi jednostuptiovém a
dvoustupfiovém tahani; R's>R"s [1]

Nékteré studie ukazuji, Ze typ pouZitého skla mikroelektrody mlize mit vliv
na vlastnosti naméfeného signalu z membranového kandlu. Naptiklad bylo dokazéano,
ze sodné nebo potasové sklo (potas je starsi oznaceni pro uhli¢itan draselny) zplsobuji
rychlej$i inaktivaci draselného kandlu, nez je tomu pii uZiti borosilikatového skla.
Pti vybéru skla mikroelektrody je tedy tfeba vyhnout se takovym typtim skel, ktera

prokazala ovlivnéni vlastnosti méteného kanalu [23] [17].

Mikroelektrody urené pro patch-clamp se plni solnym roztokem,
napodobujicim iontové sloZeni fyziologickych tekutin. K samotnému naplnéni slouZzi
injekent stiikacka s dlouhym, tenkym plnicim vldknem, které se umist'uje co nejhloubé;ji
do Spicky mikroelektrody. Je dulezité, aby pii plnéni mikroelektrody nevznikly
v roztoku bublinky. Zasadné¢ by ovlivnili odpor mikroelektrody a celkovou piesnost
meéteni [16][17].
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4.3 Vyuziti patch-clamp techniky pfi studiu elektrofyziologie
membranového kanalu K;:2.1

Vnitingé usmériiujici membranové kanaly Kir zastavaji klicovou funkci v udrzeni
stabilniho klidového membranového potencidlu, excitabilit¢ 1 tvarovani akc¢nich
potenciali jak pocatecni depolarizace, tak konecné repolarizace v excitabilnich
buiikach. Fyziologické funkce jsou tzce spjaty s tokem K* a prestoze jsou proudy Kir
malé, hraji zasadni roli pfi fizeni excitability membrany a délce akéniho potencialu.
Z téchto duvoda patii studium jejich elektrofyziologickych vlastnosti a regulace
k dulezité soucasti vyzkumu [47] [49].

Typicky vnitiné usmérnujici kanal Kir2.1 byl poprvé zaznamenan roku 1949
Vv kosterni svaloving zaby a o vice nez 50 let pozdé&ji byl klonovan pro laboratorni ucely.
Abnormdlni funkce proteinu Kji2.1 ve smyslu ztraty funkcnosti miize zpusobovat
Andersentiv syndrom (Syndrom prodlouzeného QT intervalu, LQTS) a ve smyslu
zesileni funk¢nosti Syndrom kratkého QT intervalu (SQT3). Se zesilenim funkce kanalu
Kir2.1 se poji zrychleni repolarizacniho procesu, které prozatim nema medikament6zni
feSeni, a proto pacientim musi byt implantovan kardioverter- defibrilator (ICD).
Implantace ICD skytd zdvazné neurologické poskozeni U pacientli (obzvlasté u déti),
tudiz nalezeni klinickych inhibitori nebo blokatort kanalu Ki2.1 by znamenalo
nescetné vyhody [48].

K nalezeni u¢innych sloucenin, které by bylo mozné aplikovat v klinické terapii,
Jiz bylo vynalozeno velké usili. Kanal Ki2.1 inhibuji latky jako chlorethylclonidine,
celastrol, chloroquine, avSak jsou to chemosyntetické latky, jejichz toxikologické
a farmakologické G¢inky se t€zko vyhodnocuji. Ve studii Shuxi Ren a kol. [48] se védci
z Technologické univerzity Hebei v Ciné zaméfili na 1ék pochazejici z tradiéni &inské
mediciny — styrax — a jeho schopnost blokatoru Ki2.1 kanalt prokazaly za pomoci
patch-clamp techniky [48].

Experimenty byly provedeny na bunééné linii HEK293T pifechodné
transfekované plasmidem K;2.1 a dvéma mutovanymi variantami (D172N a E299V),
které byly dfive identifikovany jako pfi¢iny SQT3. V rezimu whole-cell byla méfena
proudovd odezva na napétové impulzy dle stimula¢niho protokolu (-100 mV az
+100 mV s krokem 10 mV). Obrazek 16 obsahuje naméfené I-V zavislosti, kde kiivky
na levé strané pochéazi z buné¢k v koupelovém roztoku bez latky styrax (-) a u kiivek
na pravé stran¢ byly builky vystaveny koupelovému roztoku obsahujici styrax (+)
0 koncentraci 0,05 % [48].
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Obriazek 16: Patch-clamp experimenty testujici blokovani kanalu K;2.1 latkou styrax. (A) Whole-cell
patch-clamp bunék HEK293T exprimujici K;2.1. (B) Inside-out patch-clamp bunék HEK293T
exprimujici D172N. (C) Inside-out patch-clamp bunék HEK293T exprimujici E299V. Data reprezentu;ji
stfedni hodnoty +SE (n = 6 pro K;2.1, n = 4 pro D172N a n = 8 pro E299V) [48].

Na zékladé naméfenych vysledki, tato studie prokazuje ucéinnost latky styrax
na blokovani kanalu Ki2.1 a jeho mutovanych verzi. Ve skutecnosti se styrax sklada
z n€kolika stovek monomert, proto se do budoucna nabizi zkoumani, jaky monomer ma

kritické postaveni v blokovani kanalu a jak tento blokovaci mechanismus funguje [48].

Studie Dongli Yang a kol. [46] se zaméfuje na prokazani ptitomnosti kanalu
Kir2.1 v nativnich endotelidlnich bunikach rohovky (BCE) a posouzeni, zda se podili
na udrzovani membranového potencialu. Pfitomnost tohoto kanalu v bunkach BCE byla
potvrzena analyzou RT-PCR a analytickou technikou Western Blot bézné pouZzivanou
pro detekci specifického proteinu. Nasledna charakterizace kanalu K;j2.1 byla
provedena technikou patch-clamp v rezimu whole-cell [46].

Obrazek 17 ukazuje skupinu proudii namétenych na reprezentativni nativni BCE
buiice v koupelovém roztoku 5 mM K" a 140 mM K* v¢etné piislusného stimulaéniho
protokolu. Prava ¢ast tohoto obrazku poskytuje korespondujici proudové-napétovou
(I-V) zavislost zprimérovanou z métenych proudd Sesti bunék. |-V charakteristika

V koupelovém roztoku s5 mM draselnych iontli ma v podstaté¢ linedrni pribéh,
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ale pon¢kud vétsi sklon vodivosti vykazuje pii negativnim napéti zhruba do -80 mV.
Pti zvySeni koncentrace draselnych iontd na 140 mM proud smérem dovniti buiky

vyrazn¢ vzrostl [46].
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Obrazek 17: Vnitin¢ usmériujici K* proudy z izolované nativni BCE buiitky. Leva &ast obrazku:
whole-cell proud méfeny v koupelovém roztoku o koncentraci K* 5 a 140 mM; ve spodni ¢asti pouzity
stimulacni protokol. Prava Cast obrazku: vyslednd proudové-napétova zavislost vytvorend prumeérnymi
hodnotami $esti bun¢k [46].

S rostouci koncentraci K* (5 a 140 mM K™) vzrostla vnitini vodivost méfena
u Sesti bunék mezi -140 a -150 mV v priméru z 0,26 + 0,12 na 0,76 + 0,20 nS
a depolarizace membranového napéti z -22,4 + 3,0 na -3,13 = 2,3 mV. Zmény
indukované draslikovymi ionty jsou v souladu s pfitomnosti vnitiné usmériujicich
draslikovych kanalii. Tato studie poskytla prvni dikaz o pfitomnosti kandlu K;2.1
v nativnich BCE bunikach a identifikovala proudy prochazejici timto kanalem.
Dongli Yang a kol. stanovili, ze Ki2.1 kanaly pomahaji uréovat membranovy potencial,

mohou se podilet na transendoteliadlnim transportu iontil a regulaci objemu bungk [46].
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5 ELEKTROFYZIOLOGICKA CHARAKTERIZACE
MEMBRANOVEHO KANALU K;:2.1.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo provedeni elektrofyziologické charakterizace
membranového kandlu Ki2.1. Jednd se o pomérné rozsdhly a casové narocny
experiment, jelikoz samotnému elektrofyziologickému méfeni metodou patch-clamp
v rezimu whole-cell pfedchazi kultivace bunééné linie HEK293T s naslednou transfekci
syntetizované¢ho plasmidu K;2.1. Podstatnou ¢ast prace tvofilo praktické osvojeni
patch-clamp techniky, ktera je bez nalezitych zkuSenosti velice téZzce proveditelna.
K tomuto ucelu poslouzily ¢isté, tedy netransfekované, buinkky HEK293T.

Transfekce plasmidu byla provedena transientné¢ chemickou metodou pomoci
polyethyleniminu a jeji efektivita byla hodnocena na fluorescenénich snimcich.
Transfekovana bunka byla vystavena vramci metody patch-clamp stimulaénim
napétovym impulsim v rozmezi -80 mV az +60 mV s krokem 10 mV pii holding
potential -80 mV. Z proudovych odezev na dané stimuly byla vytvofena
I-V charakteristika, ktera potvrdila funkcnost exprimovaného plasmidu. Nasledujici

podkapitoly obsahuji detailnéj$i popis jednotlivych ¢asti experimentu.

5.1 Kultivace bunéc¢né linie HEK293T

Bunécéna linie HEK293T byla pro tento experiment zvolena z diivodu snadné kultivace,
transfekce a vysoké produkce rekombinantnich proteind. Buniky se uchovavaji
v mrazéku pii teploté¢ -80 °C. Po vytaZeni z mrazédku byly buniky rychle rozmrazeny
ve vodni lazni vyhiaté na teplotu 37°C a nasledné pteneseny do kultivaéni lahve (25
cm?) naplnéné 8 ml média. Lahev s buiikami byla vloZzena do inkubatoru, ktery zajistuje
fyziologickou teplotu 37°C spolu s atmosférou obsahujici 5% COs.

Pouzité kultivaéni médium - Eagle’s minimal Essential medium (EMEM) -
obsahuje aminokyseliny, soli, glukdzu, vitaminy a piidané 10% FBS (fetalni hovézi
sérum), 1% penicilin a 1% L-glutamine. Pro udrzeni optimalni koncentrace zivin bylo
médium minimalné 3x tydné méneéno. Zhruba po Ctyfech dnech se buniky nachéazely
Vv konfluentnim stavu a tvofily na dné kultivaéni lahve tzv. monolayer. V této fazi
nasledovalo pasazovani. Adherované bunky byly oplachnuty 5 ml PBS za ucelem
odstranéni zbytkl kultivacniho média. Aby doslo k uvolnéni bun€k z vnitiniho povrchu
kultivacni lahve, byly bunky vystaveny plsobeni 1 ml trypsinu po dobu 2 minut.
Vlivem del§iho pusobeni trypsinu by se bufiky mohly poskodit, proto musel byt v¢as

pfidan 1 ml kultiva¢niho média.
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Nasledovalo premisténi bun¢k do centrifuga¢ni zkumavky (15 ml) a centrifugace
po dobu 4 minut na 1200 oticek. Na dné¢ zkumavky vznikl bunéény sediment,
od kterého byl pipetou opatrné odsan supernatant. Buné¢ny sediment Se poté
resuspendoval v1 ml kultivaéniho média, ¢imz byly bunky pfipraveny pro dalsi
kultivaci. Do nové kultiva¢ni lahve (25 cm?) se zpasdzované buiiky standardné vkladaji
v fedéni 1:5, tzn. piiblizn¢ 1 200 000 bunék, protoze v jedné kultivacni lahvi se nachazi
asi 6 miliona buné€k. Pro osvojovani patch-clamp techniky bylo pfi pasazovani
cca 120 000 bunék umisténo do Petriho misek s povrchem 9,2 ¢cm? naplnénych 3 ml

kultiva¢niho média.

5.2 Optimalizace transfekce plasmidu Kj:2.1

Pro vpraveni plasmidu Kj2.1 do bunécné linie HEK293T byla zvolena metoda
pfechodné chemické transfekce pomoci transfekéniho reagentu PEI (polyethylenimin).
Transfekéni protokol byl experimentalné optimalizovan s cilem dosazeni co
nejefektivnéjsi transfekce neboli nejvétsiho poctu transfekovanych bunck. Vyhodnoceni

uspésnosti metody probéhlo prostfednictvim fluorescencni mikroskopie.

Zvolena transfekéni metoda byla provedena béhem pasazovani, pticemz bunééna
linie byla po rozmrazeni alespon tiikrat pasazovana. Prvotni krok spocival v piipravé
transfekénich roztokda. Do osmi mikrozkumavek bylo pfidano 11 pl 150 mM NacCl,
ve kterém bylo rozpusténo dané mnozstvi plasmidové DNA a transfekéniho reagentu
PEI. Koncentrace pouzitého plasmidu Ki2.1 byla 144 ng/ul, Tabulka 1 udava
ptepocitané vysledné koncentrace pDNA, NaCl i PEI.

Po 10 minutové inkubaci pti pokojové teploté, kdy pDNA a PEI vytvofili kladny
komplex, bylo do mikrozkumavek pfidano 200 ul média EMEM a nasledné
zpasdzované buiiky v pfiblizné hustoté 1x10°/ml. Takto vytvoiené transfekéni roztoky
byly pfemistény do mikrodesticky o osmi jamkach (2x4) a vloZeny do inkubéatoru.
Kazdy den probihala vyména média pro zajiSténi fyziologickych podminek vhodnych
k ristu transfekované bunécné linie. 96 hodin po provedeni transfekce byla pomoci
konfokalniho mikroskopu ovéfena uspesnost metody a pro znazornéni vysledkl

pofizeny fluorescencni snimky. Uspésné transfekované buiiky jevily fluorescenci

Mrwe

Plasmid Kji2.1 ssebou nese cerveny fluorescen¢ni protein mCherry, jehoz
excitaéni maximum leZi na vlnové délce 587 nm a emisni maximum na 610 nm. Tento

protein se fadi do skupiny monomernich fluorescen¢nich proteind oznacenych jako
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mFruit (napf. mApple, mRaspberry, mBanana). Samotné nazvy téchto proteind

napovidaji, Ze barva emisniho spektra bude podobna barvé daného ovoce [50].

Tabulka 1: SloZeni transfekénich roztoka

¢islo NaCl pDNA PEI EMEM buiiky celkovy
vzorku [mmol/1] [ng/ml] [ng/ml] [ul] [pocet/ml] | objem [ul]

1 7,50 2,77 2,27 200 1,15 x 10° 220
2 7,35 5,45 2,22 200 1,13 x 10° 224,25
3 7,20 8,02 2,18 200 1,11 x 10° 228,5
4 7,08 10,50 2,14 200 1,09 x 10° 232,75
5 7,33 5,44 4,44 200 1,13 x 10° 224,75
6 7,18 7,90 6,53 200 1,11 x 10° 229,5
7 7,03 10,45 8,53 200 1,08 x 10° 234,25
8 6,88 12,94 10,44 200 1,06 x 10° 239,25

Pouziti transfekéniho reagentu PEI skyta jistou nevyhodu spocivajici v jeho
toxicit¢ [51], tudiz je dulezité najit vhodny kompromis v mnozstvi postacujicim
K proniknuti pDNA do bunky a stavem, kdy jiz pfiliSna toxicita prostiedi zacne
zpusobovat apoptozu bunék. Tuto skutecnost prokazuji vzorky ¢. 6, 7, 8, do nichz byl

wrwe

Na pfislusnych snimcich lze vidét pouze apoptotické buiniky bez znamek fluorescence

Viz Obrazek 18.

Vv v

Obrazek 18: Snimek netispé$né transfekovanych bunék HEK293T plasmidem K;2.1, vzorek &. 8
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a5 obsahujici nejvice Cervené fluoreskujicich bunék. V ptipadé vzorku ¢. 4 (Obrazek
19) byla vysledna koncentrace PEI ve vzorku 2,14 pg/ml a pDNA 10,5 pg/ml. Vzorek ¢.
5 obsahuje naopak vyssi koncentraci PEI (4,44 pg/ml) pii niz$i koncentraci pDNA

(5,44 pg/ml). Vysledné snimky vSech vzorki se nachazi v priloze prace.

Obriazek 19: Snimek uspésné transfekovanych bunék HEK293T plasmidem Kir2.1, vzorek ¢. 4

Koncentrace NaCl, pDNA a PEI jednotlivych transfekénich roztokt byly
vyneseny do grafu, ktery znazornuje Obrazek 20. Na o0se X se nachdzi oznaceni
vzorki (1-8), na hlavni ose Y je vynesena hmotnostni koncentrace pa [pug/ml] pDNA
i PEI a na vedlejsi ose y molarni koncentrace ca [mmol/l] NaCl. PteruSovany obdélnik
vyznacuje koncentrace vzorkl 4 a 5, které dle snimkl prokazaly nejlepsi transfekéni

udinnost.

Zuvedenych vysledkll plyne, Ze koncentrace PEI 4,44 ng/ml nezplsobuje
apoptézu bunék a za pouziti tohoto mnozstvi postaéi méné pDNA (5,44 pg/ml).
V ptipadé pouziti 2,14 pg/ml PEI je nutno ptidat alesponn dvojnasobny objem pDNA
(10,5 pg/ml) nez v ptedchozim piipadé. Fluorescence bun¢k potvrdila expresi proteinu
Kir2.1 v buitkdich HEK293T, funkénost tohoto membranového konstruktu byla ovsem
ovéfena az elektrofyziologickym méfenim. Pro provedeni techniky patch-clamp byly
buniky transfekovany postupem popsanym v této kapitole, pficemz slozeni transfekcnich
roztokti odpovidalo nejvhodnéj$im koncentracim, které byly zjistény na zakladé tohoto

optimaliza¢niho experimentu.
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Obrazek 20: Zména koncentraci pDNA (trojuhelnik), PEI (kiizek) a NaCl (¢tverec) v jednotlivych
transfekénich roztocich. PreruSovany obdélnik vyznacuje hodnoty koncentrace s nejlepsi transfekéni
ucinnosti — vzorek 4 a 5. pa - hmotnostni koncentrace [pg/ml], ca- molarni koncentrace [mmol/I] .

5.3 Patch-clamp

Technika patch-clamp byla nejprve realizovana na buiikach HEK293T za tucelem
osvojeni této techniky a aZ nasledné¢ méfeni probihalo na transientné transfekovanych
bunkach HEK293T plasmidem K;2.1. Pii pasazovani byly buiiky nasazeny do Petriho
misek (9,2 cm?) a po 3-4 dnech kultivace mohly byt pouzity na méfici experiment.

Za pomoci tahace mikroelektrod (DMZ Universal Puller) byly vyrobeny
z borosilikatovych kapilar (World Precision Instruments, Inc.) méfici mikroelektrody.
Nastavenym programem P50 byly kapilary vicekrokovym nahiivanim s protismérnym
tahem roztrzeny za vzniku dvou totoznych elektrod. Spi¢ky obou elektrod byly nasledné
postupné vystaveny zaru platinového dratku k dosaZeni lehkého otaveni ostrych okraju
(polishovani). Stakto vyrobenymi mikroelektrodami bylo nutné manipulovat
se zvySenou opatrnosti, aby nedoslo k poskozeni hroti nebo vniknuti necistot.

Nésledné¢ byla mikroelektroda naplnéna pipetovym (internim) roztokem
o0 teploté¢ 37°C pomoci injekéni stfikacky s plnicim vldknem. Pipetovy roztok svym
slozenim (Tabulka 2) pfipomina intracelularni roztok bun€k. Pfi plnéni mikroelektrod
nesmély v roztoku vzniknout bubliny, které by negativné ovlivnily méfeni. Predejit
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vzniku bublin lze umisténim plniciho vlakna co nejhloub¢ji do Spicky mikroelektrody
soucasné s pomalym, plynulym stlacovanim injekéni stiikaCky naplnéné roztokem.
Pokud pfesto doSlo ke wvzniku bublin, jemnym pohybem pinzety do stran
ptes mikroelektrodu bylo mozné dosahnout jejich odstranéni. Timto zplisobem

pfipravena mikroelektroda byla nasunuta na stiibrny dratek mikromanipulatoru.

Petriho miska sbunkami pfichystanymi pro experiment byla vyjmuta
Z inkubatoru a misto kultivatniho média byly k buitkam ptidany 3 pl koupelového
roztoku, jehoz chemické slozeni udava Tabulka 3. Miska byla umisténa pod objektiv
a opatfena referencni elektrodou propojenou s mikromanipulatorem. Pied samotnym
ponofenim mikroelektrody do koupelového roztoku byla vybrana vhodna bunka
apomoci posuvného stolku vycentrovana do stiedu zorného pole. V piipadé
transfekovanych bunék byl pro jejich detekci vyuzit pfipojeny zdroj fluorescen¢niho
zateni s fluorescencni kostkou, kdy ve tmavém poli UspéSné transfekované bunky

cervené zari.

Posuvnym zafizenim spolu s pohybem mikromanipulatoru v osach X, Y, Z byla
mikroelektroda ponofena do roztoku a prostfednictvim zesilovace Axopatch 200B
(Axon Instruments) a AD pievodniku Digidata 1440A (Axon Instruments) byl
Vv softwarovém prostiedi Clampex 10.4 sledovan pribéh signéalu. V této fazi probihal
v méficim okné programu V rezimu Bath obdélnikovy signal (Obrazek 22), ktery
zaujima roli ukazatele neporusenosti mikroelektrody majici odpor 1,2- 3 MQ. Pokud
byla Spicka mikroelektrody ulomena ¢i jinak poSkozend, v méticim okné bylo mozZné
pozorovat signdl ruSeny a Svyraznymi hroty. Mikroelektroda musela byt v tomto
ptipadé vyménéna (Obrazek 21).

Obrazek 21: Signal pochazejici z porusené mikroelektrody ponotené do roztoku
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Obrazek 22: Signal pochazejici z neporusené mikroelektrody ponofené do roztoku

Spi¢ka neporusené mikroelektrody byla umisténa do zorného pole svételného
mikroskopu a nasmérovana do stfedu vybrané bunky. Pomalym sniZovanim
mikroelektrody ve sméru osy Z doSlo k dotyku mikroelektrody s bufikou, jenz se
projevil snizenim obdélnikového signalu zhruba na jednu tfetinu (Obrazek 23). Pokud
by byl na bunku vyvinut pfili§ velky tlak, mohla by se buné¢na membrana protrhnout,
postupovat se tedy muselo opatrné.
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Obrazek 23: Prubéh signalu pti dotyku mikroelektrody s buiikou

V okamziku dotyku byl injekéni stiikackou vyvinut podtlak za i¢elem vytvoreni
tésného spojeni (gigaseal, viz Obrazek 24). Vznik gigaseal byl odhalen na monitoru
pocitate pribéhem signalu tvofici baseline (po kompenzaci frekvenénich Spicek
na Obrazek 25) a hodnotou odporu v fadu GQ. Program Clampex byl piepnut do rezimu
Patch, kde se postupnym snizovanim nastavil holding potential na hodnotu -80 mV.
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Obrazek 24: Pribéh signalu pti navazani gigaseal
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Obrazek 25: Pribéh signalu pfi navazani gigaseal po vykompenzovani frekvencnich Spicek

Nasledujici krok spocival v zajiSténi kontaktu mikroelektrody s intracelularnim
prostfedim bunky, ¢ehoz bylo docileno vyvinutim kratkého silného podtlaku. Timto
podtlakem doslo k protrzeni bunééné membrany a pfilnuti volnych kraji k vnitini sténé
mikroelektrody. V ptipad¢ spravného provedeni byl signal tvofen amplitudou o rychlém
nastupu a pozvolném sestupu, jako je znazornéno na Obrazek 26. Kontrolou taktéz byla
hodnota membranového napéti, kterd by se méla pohybovat kolem hodnoty -40 mV,
protoze tato je hodnotou vnitiniho napéti bunék HEK293T.
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Obrazek 26: Pribéh signalu pti otevieni butiky

Rezim v programu Clampex byl po spravném otevieni buiky piepnut do rezimu
Cell zobrazujiciho hodnoty odporu a kapacitance. Na zesilova¢i byl zménén mod
TRACK na mod V-CLAMP a ptepina¢ EXTERNAL COMMAND byl uveden do zapnuté
pozice. Pfi experimentu na transfekovanych buikach, byl v této fazi zapnut stimula¢ni
protokol (viz Obrazek 27) a probihalo méteni proudovych odezev na jednotlivé stimuly
s cilem ziskani elektrofyziologickych vlastnosti kanalu Kir2.1.
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Obrazek 27: Stimulaéni protokol pro kanaly Ki:2.1- holding potential -80 mV, napét'ové impulzy -80 mV
az +60 mV s krokem 10 mV
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Tabulka 2: Chemické sloZeni pipetového roztoku

Slouéenina Molarni hmotnost [g/mol] Koncentrace [mmol]

KCI 74,55 130

Na-ATP 507,18 5

TEA-CI 149,20 10

HEPES 238,30 10

EGTA 380,35 10

MgCl; 203,30 5

Objem roztoku [ml] pH roztoku Osmolarita roztoku [mosm]

25 7,2 285

Tabulka 3: Chemické slozeni koupelového roztoku

Slou¢enina Molarni hmotnost [g/mol] Koncentrace [mmol]

NaCl 58,44 140
HEPES 238,30 10

D- Glucose 180,16 10
MgCl, 203,30 1
EGTA 380,35 2

KCI 74,55 5

Objem roztoku [ml] pH roztoku Osmolarita roztoku [mosm]
50 74 293
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5.4 Dosazené vysledky a diskuze

Elektrofyziologicka charakterizace syntetizovaného membranového kanalu K;2.1 byla
realizovana technikou patch-clamp v rezimu whole-cell. Méfeni proudovych odpovédi
na stimula¢ni napétové impulzy probihalo v softwaru Clampex 10.4 s naslednym
zpracovanim ziskanych dat v softwaru Clampfit a v Microsoft Office Excel 2007.

V ramci experimentalniho méfeni bylo otevieno a snimano 28 bunék, avSak
kompletné zméfit se povedlo pouze 8 transfekovanych bunék. Hlavni problém spocival
V tésném spojeni buriky s mikroelektrodou - gigaseal, které nevydrzelo po dobu celého
trvani stimula¢niho protokolu (asi 75 s). Tak zvané pusténi bunky mohlo byt zptisobeno
stafim buiiky, Spatnym stavem bunééné membrany nebo nespravné namichanymi
roztoky. Pro ukazku (Obrazek 28) byl vybran reprezentativni prubéh proudd
transfekované buitky HEK293T, kde jednotlivé proudy vznikly odezvou na pfislusny

stimulaéni protokol (zména hodnoty membranového napéti).

i
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Obrazek 28: Ukazka whole-cell proudu zaznamenaného z buiiky HEK293T s exprimovanym plasmidem
Kir2.1 a ve spodni ¢asti pouzity stimulaéni protokol

Z jednotlivych pribéht proudii se pro danou hodnotu napéti vypocetla primérna
hodnota proudu a tyto poslouzily K vytvoteni I-V charakteristiky, na jejimz zaklad¢ 1ze
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evidovat ptitomnost a funkénost membranového kanélu Kir2.1. Na Obrazek 29 se naléza
I-V charakteristika vybrané reprezentativni buinky HEK293T s exprimovanym
plasmidem K;2.1 v 5 mM K* roztoku. Pro srovnani byla za stejnych podminek zméfena
netransfekovana buika HEK293T (viz Obrazek 30) a na prvni pohled je ziejmé,

7e sama o sobé& obsahuje pouze malé mnozstvi K kanali.
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Obrazek 29: |-V charakteristika buitky HEK293T s exprimovanym plasmidem K;:2.1
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Obrazek 30: |-V charakteristika netransfekované bunky HEK293T
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Data osmi kompletné¢ zmétenych bunék HEK293T s exprimovanym plasmidem
Kir2.1 byla zprimérovana a vyslednd I-V charakteristika vcetné vypoctenych
smérodatnych odchylek se nachdzi na Obrazek 31. Dosazené vysledky odpovidaji

znamym skute¢nostem o subrodiné draslikovych kanalt Kir.
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Obrazek 31: |-V charakteristika membranového kanalu K;2.1 exprimovaného v buikach HEK293T
V koupelovém roztoku s SmM K*. Data reprezentuji prumér +SE 0smi zméfenych bunék.

Ziskana vysledna |-V charakteristika prokazuje napétovou zavislost kanalu
Ki2.1, pfi zaporném hyperpolariza¢nim impulzu je vys§i pravdépodobnost otevieni
vétsiho poctu téchto kanald. Proud draslikovych ionti smérem dovnit bunky tedy roste
se zvySujicim se zapornym membranovym napétim. Stimula¢ni protokol udaval
napétové impulzy v rozmezi -80 mV az +60 mV s krokem 10 mV p#i holding potential
-80 mV, coz je hodnota membranového potencidlu, pfi které se nachédzi vétSina kanald

oteviena z inaktivace.

Bylo by vhodné provést dalsi experimentalni méteni se stimulacnim protokolem,
ktery by postupoval do zépornéjsich hodnot napt. az do -160 mV, jako pouzili Dongli
Yang a kol. [46]. Také se nabizi charakterizace tohoto kanalu pfi vy$si koncentraci K*

V koupelovém roztoku, kdy by zméfené proudy meély dosahovat vysSich zdpornych
hodnot [46].
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ZAVER

Naplni této diplomové prace bylo seznameni se s moznosti elektrofyziologické
charakterizace membranovych kanali, prostudovani elektrofyziologickych vlastnosti
konkrétniho kandlu a nasledna experimentalni méfeni vedouci k ziskani

elektrofyziologické charakterizace vnitiné usmériiujiciho draslikového kanalu K;r2.1.

Prvni ¢ast prace se vénuje obecnému popisu membranovych kanalu, jejich
zakladni struktuie a funkci. Hloubé&ji byly analyzovany draslikové iontové kanaly v Cele
se zastupcem funkcni skupiny klasickych vnitiné usmérnujicich draslikovych kanali -
kanalem Ki2.1. Expresi tohoto kandlu ve form¢ plasmidu umoznuje transfekce
do bunééné linie HEK293T. Problematikou kultivace bunécnych linii se zaobira druha
do buriky. Pro elektrofyziologickou charakterizaci byla zvolena metoda patch-clamp,

jejiz teoreticky postup provedeni pojima ctvrta kapitola.

Druhd cast prace zahrnuje vyuziti teoretickych poznatkii v praxi, pfiemz
se jedna o pomérné rozsahly a casoveé narocny experiment. V laboratofi €istych prostor
byla provedena kultivace bunééné linie HEK293T, kterda nasledné slouzila
pro transfekci plasmidu K;i2.1. Transfekce byla uskute¢néna metodou transientni
chemické transfekce prostiednictvim polymeru polyethyleniminu (PEI) a dosazené
vysledky byly diskutovany v kapitole 5.2. Transfekéni protokol byl optimalizovan
zaGcelem nalezeni optimalni koncentrace PEl a pDNA, jelikoz PEI od urdité
koncentrace navozovalo toxické prostiedi zptisobujici bunéénou smrt.

Cervené fluoreskujici buiiky — usp&né transfekované buiiky HEK293T
s kanalem K;i2.1 — byly dale podrobeny elektrofyziologickému meéfeni. Za méfici
metodu Dbyla vybrana zakladni elektrofyziologickd metoda patch-clamp v rezimu
whole-cell, s niz pomoci byly zaznamenavany odezvy na stimulaéni napétové impulzy
v rozmezi -80 mV az +60 mV s krokem 10 mV a holding potential -80 mV.

Kompletné charakterizovano bylo 8 bunék, data byla zprimérovana a zavislost
proudu na membrdnovém napéti byla graficky znazornéna. Dosazené vysledky
koresponduji s teoretickymi piedpoklady, ze se zvySujicim zapornym membranovym
napétim roste proud smérem dovnitt bunky. Experimentdlnim méfenim byla ziskéna
I-V charakteristika kanalu Ki2.1 a ovérena funkénost tohoto syntetizovaného plasmidu.
Cil diplomové prace byl tedy splnén i ptes narocnost spravného provedeni patch-clamp
techniky a ptes veskeré komplikace, které se vyskytovaly béhem experimentii a jsou
bezpochyby spojeny s praci s zivym bunéénym materialem.
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Protoze se kanaly Kir2.1 podili na fizeni excitability membrany, jejich mutace
zpusobujici dysfunkce jsou zndmkou urcitych patologii napi. syndrom kratkého QT
intervalu ¢i Tawil-Andersentiv syndrom. Studium tohoto membranového konstruktu
vedouci k nalezeni jeho vlastnosti a funk¢énosti patii k aktualnim trendim vyzkumné

¢innosti.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

AN ak¢ni napéti

ATP adenosintrifosfat

ATS Andersen-Tawil syndrom

BCE nativni endotelialni buiiky rohovky

CLCN1 napét'ove zavisly chloridovy kanal

C kapacita membrany

CA molérni koncentrace

CHO Chinese hamster ovary, vajeéniky ¢inského kiecka
CO2 oxid uhli¢ity

DNA deoxyribonukleova kyselina

EMEM Eagle’s minimal Essential medium

GQ giga ohm

HEK293 human embryonic kidney, lidské embryonalni ledvinné bunky

Ic kapacitni proud

li iontovy proud

Kir inward rectifier potassium channel, vnitiné usmériujici draslikovy kanal
LQTS syndrom prodlouZeného QT intervalu

Nav napétove zavislé sodikové kanaly

PBS Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr
pDNA plasmidova deoxyribonukleové kyselina
PEI polyethylenimin

PA hmotnostni koncentrace

Rs sériovy odpor

RNA ribonukleova kyselina

Sv40 Simian virus 40

SQT syndrom kratkého QT intervalu

U staciondrni membranové napéti

Um membranové napéti

59



SEZNAM PRILOH

A OBSAH PRILOZENEHO CD piilozeného CD

B VYSLEDNE SNIMKY TRANSFEKCE snimky transfekce
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A OBSAH PRILOZENEHO CD

Na piilozeném CD se nachazi elektronickd verze této diplomové prace a jsou zde
vlozeny vSechny snimky transfekéniho experimentu v pivodni velikosti. Dale CD
obsahuje I-V charakteristiky jednotlivych osmi bungk.
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B VYSLEDNE SNIMKY TRANSFEKCE

Obriazek 32: Snimky transfekovanych bungk; zleva — vzorek 1 (pDNA 2,77 pg/ml, PEl 2,27 pg/ml)
avzorek 2 (h.DNA 5,45 ug/ml, PEI 2,22 pug/ml)

Obrazek 33: Snimky transfekovanych bunék; zleva — vzorek 3 (pDNA 8,02 ng/ml, PEI 2,18 pg/ml)
avzorek 4 (pDNA 10,50 pg/ml, PEI 2,14 pg/ml)

62



Obrazek 34: Snimky transfekovanych bungk; zleva — vzorek 5 (pDNA 5,44 pg/ml, PEI 4,44 pg/ml)
avzorek 6 (pDNA 7,90 pg/ml, PEI 6,53 pg/ml)

Obrazek 35: Snimky transfekovanych bungk; zleva — vzorek 7 (pDNA 10,45 pg/ml, PEI 8,53 pg/ml)
avzorek 8 (pDNA 12,94 pg/ml, PEI 10,44 pg/ml)
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