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Abstrakt

Simulace elektrofyziologickych experimenti umoznuje ziskdvani cennych informaci o
bioelektrickych déjich probihajici na izolovanych bunkéch. Tato prace se zabyva zakladnimi
principy, které umoznuji vznik bioelektrickych jevi, a technikami méteni potiebné K ziskani
informaci o téchto jevech. Vysledkem této prace je vytvofeny program umoziujici simulovat
meéfici techniky aplikované na model Luo a Rudy. Program obsahuje zédkladni métici metody
current clamp a voltage clamp s moznosti ménit zdkladni parametry modelu. Vysledky této

prace jsou poté srovnany s dostupnou literaturou.

Abstract

Simulation of electrophysiological experiments enables to gain valuable data about
bioelectrical processes occurring on isolated cells. This thesis deals with basic principals
allowing the creation of bioelectrical phenomenons and measuring techniques that need to be
used in order to collect information about these phenomenons. The outcome of the thesis is a
programme that serves as an instrument for simulation of measuring techniques applied on
Luo-Rudy model. The programme contains basic measuring techniques — current clamp and
voltage clamp — providing the possibility to change basic parameters of the model. The results

of this work are later compared with the accessible literature.
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Uvod

Elektrofyziologie doznala za poslednich padesat let velkého rozvoje. Ziskani poznatka
o jevech a d¢&jich probihajicich na izolovanych buikach je dulezité pro nékolik odvétvi
1¢kaftstvi, jako je naptiklad vyvoj Iéki. Informace o elektrickych vlastnostech na izolovanych
bunéénych membranach jsou ziskany raznymi druhy méfeni, které jsou v této praci
rozebrany. VSechny poznatky o elektrofyziologie bunék daly vzniknout matematickym
modelim, které jest¢ dale prohlubuji znalosti ziskané pomoci experimentalnich méfeni.

Vsechny tyto informace ndm poméahaji objasnit principy o fungovani naseho téla.

Tato prace je rozdélena do Sesti kapitol. V kapitole prvni se seznamujeme Se
zékladnimi bioelektrickymi jevy a bunécnymi strukturami, které jsou zodpovédné za vznik

téchto jeva.

V dal$i Casti je rozebrano, jakym zpusobem lze matematicky nahradit respektive
matematicky modelovat bunéénou membranu. Déle se zde sezndmime s historickym
rozvojem tohoto bunééného modelovéni. V této kapitole je popsdn matematicky model, ktery
Vv pozdéjsich kapitolach této prace slouzi jako zadklad pro vytvoieni programu simulujici

elektrofyziologické experimenty.

Ve tieti kapitole jsou rozebrany dvé zakladni metody ziskavani informaci o
elektrickych vlastnostech bunééné membrany. Z toho vychazi dalsi cast, kterd predstavuje
techniku patch clamp a jeji specifické prostiedky méteni elektrickych vlastnosti izolovanych

bunék.

Posledni dvé kapitoly jsou vénovany realizaci programu zaloZzeného na matematickém
modelu a jsou zde popsany postupy k jeho vytvoreni. Dale zde naznacen popis programu a
jeho nastaveni. V posledni kapitole jsou uvedeny vysledky tohoto programu, které jsou

srovnany s literaturou.



1. Zaklady elektrofyziologie a bioelektrickych jevu

Bunka je nejmensi jednotka zivych systému, ktera vykazuje vSechny zakladni znaky
zivota a je schopna samostatné existence. Dale je povazovana za zakladni strukturni jednotku
a vSechny Zivé organismy jsou z ni slozeny [1]. Vzhledem k tomu, Ze nas zajimaji pfedev§im
bioelektrické jevy vznikajici na bunkdach, je proto dilezité se seznamit se strukturami, které
hraji vyznamnou roli pfi téchto jevech. Mezi tyto struktury patii bunééna membrana a vodné
roztoky nachdazejici se ve vnéjSim (extracelularnim) a vnitinim (intracelularnim) prosttedi,

jejichz rozbor bude uveden dale v textu.

1.1 Rozbor vnéjsiho a vnitiniho prostiedi buiiky

Intracelularni prostfedi buiiky, oznacované téz jako cytoplazma, je vyznamné pro
samotnou existenci builky. Z molekularniho hlediska je tento prostor disperzni systém
obsahujici analytické a koloidni slozky a dale je tvofen tzv. cytoskeletdlnim systémem, ktery

je tvofen specialnimi tubularnimi a vlaknitymi Gtvary[1].

Pro nas je ovSem dilezité chemické slozeni prostiedi, které se sklada ze Ctyr
zakladnich slozek, které jsou voda, anorganické a organické slouceniny i biopolymery. Voda,
ktera je hlavni slozkou prostredi, jejiZ obsah je asi 70-85% , ma funkci rozpousténi
anorganickych 1 organickych latek, dale se podili na transportu latek a ucastni se
metabolickych pochodt[7]. Anorganické latky vyskytujici se v prostfedi mizeme rozd¢lit na
tii skupiny podle jejich zastoupeni[1]. Prvni skupinu tvofi uhlik, vodik, kyslik, dusik, fosfor a
sira, coZ jsou prvky nejvice zastoupené a zaroven velmi dualezité pro Zivot buiiky. Druha
skupina je slozena z prvkl sodiku, hotciku, chloru, drasliku a vapniku, které jsou diilezité pro
urcité fyzikalni procesy. A nakonec tfeti skupinu tvofi tzv. stopové prvky, kam patii fluor,

bor, molybden, jod, kiemik, Zelezo, mangan, zinek a méd’.

Nékteré z vyse uvedenych prvka vytvari elektrolyty, coz jsou slouceniny disociujici ve
vod¢é na ionty a které jsou dulezité pfi vzniku a vedeni elektrického proudu v burce.
V intracelularnim prostfedi se uplatiiuji predevsim ionty draselné (K*), chloridové (CI'), méné
uz poté ionty hotecnaté, hydrogenuhliitanové, siranové a fosforeCnanové. Dale se jeSté ve
vnitfnim prostiedi uplatiiuji organické anionty (A’). V extracelularnim prostiedi se vyskytuji
predevsim ionty sodné (Na*) a vapenaté (Ca®"[2] [11]. Mezi ionty, které maji vyznamnou roli

pti elektrickych déjich na bunce, patfi vySe zminéné ionty draselné, chloridové, sodné a



vapenaté, pro které plati nasledujici vztahy zobrazujici koncentraéni rozdily v intracelularnim

a extraceluldrnim prostiedi

[Na*], » [Na*];, [K*]. < [K*];, [Ca®*], >> [Ca?**]; [Cl7], < [CI7];. (1)

1.2 Rozbor bunécéné membrany

Zakladni vlastnosti bunééné membrany je oddé¢leni vnéjSiho a vnitiniho prostiedi
bunky, zajisténi vymeény latek, energii i informaci mezi nitrem bunky a okolim[2]. Ve stfedu
naSeho z4jmu se ocitaji membrany u tzv. vzrusivych (excitabilni) bun¢k. Zakladni vlastnosti
téchto bunck je schopnost generovat elektrické impulsy, oznacované jako ak¢ni napéti. Tato
schopnost generovat elektrické impulsy je vlastnosti membran. K pochopeni bioelektrickych

déji je proto nutné znat strukturu a vlastnosti bunéénych membran.

Bunéénd membrana je nadmolekulovy utvar, ktery je tvofeny elektricky nevodivou
tenkou dvojvrstvou lipidli se zabudovanymi rlznymi typy proteinll. Slozky tvofici tuto
dvojvrstvu jsou fosfolipidy a cholesterol[1]. Zékladni vyznam cholesterolu spociva ve
vyplnéni prostoru mezi jednotlivymi molekulami fosfolipidd. Molekuly fosfolipida
odpovidaji tyCinkovitym utvarim délky pfiblizn€ 3nm, které se skladaji z elektricky nabité
polarni hlavice a dvou nepolarnich hydrofobnich fetézct mastnych kyselin[7]. Fosfolipidové
molekuly tvoti v membrané dvojvrstvu, kde hydrofobni fetézce smétuji proti sob¢ a hydrofilni
hlavice do okolniho prostifedi. Kromé vy$e zminénych ttvard jsou do membrany zabudovany
bilkovinné makromolekuly, které plni rizné specifické funkce membrany. RozliSujeme dva
typy membranovych molekul. Prvni typ jsou periferni bilkoviny nachazejici se na povrchu
membrany a spliujici funkci enzymi a membranovych receptorti. Druhym typem jsou
bilkoviny integralni zabudované do lipidové dvojvrstvy. Z hlediska elektrickych jevl tyto
makromolekuly vytvaii iontové kandly a pienaSece, které maji funkci transportnich

mechanizmii, umoziujici pfenos iontl pies nevodivou fosfolipidovou membranu[8].

1.3 Struktura a funkce kanala

Bilkovinné kanaly zprostfedkovavaji komunikaci mezi obéma stranami bunécné
membrany. Mizeme u nich rozpoznat, ze jsou slozeny zuréitych funk¢nich casti
polypeptidového fetézce, které prochédzeji celou membranou, a proto na jejich povrchu
rozliSujeme ¢ast hydrofobni a hydrofilni. Kanaly vytvaii v membrané pory, kde dochazi
k transportu iontti. Tento transport nevyzaduje piisun energie, ale je selektivni, coz znamena,

ze propousti jen ur¢ité druhy iontt[2]. Selektivita kanalu je zajisténa pomoci selektivniho



filtru nachazejiciho se u vné&jsiho vstupu, kde dochazi k interakci mezi ionty a kanalovymi
bilkovinami. Tento filtr zajistuje velikost propustnosti pro rizné druhy iontd. Je nutné se
zminit, ze selektivita neni dokonald, proto dochézi k situacim, kdy kanaly propousti i jiné

ionty[1].

Vratkovaci systém je dalsi slozkou, kterda ovliviiuje funkci kanalu. Vratkovani
znamena, ze dochazi k otevirani a uzavirani kanald v disledku konforma¢ni zmény molekuly
bilkoviny. Jedna se o nahodny proces, kde kanal prochazi fadou uzavienych stavii a zpravidla
jednim otevienym. Existuje n€kolik mechanismii, které rozhoduji o stavu kanalu. Proto se
setkdvame s napétovym vratkovanim (voltage gating), kdy ke zméné konformace bilkovinné
molekuly dochazi v disledku zmény membranového napéti. Na tuto zménu napéti je citliva
urcita ¢ast kanalu nazvana napétovy senzor. Dale se miizeme pozorovat chemické vratkovani
(ligand gating), kde po navazani ligandu na bilkovinnou molekulu dochazi ke zméné
konformace. Kromég téchto dvou zakladnich typii 1ze vypozorovat kombinované vratkovani

chemické i napét'ové a mechanické Vrétkovéni[l].
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Obrazek 1: a) Chemické vratkovani, b) Napét’ové vratkovani[1]

Je dilezité se zminit o interakci urcitych latek s kanaly vysvétlujici specidlni ucinky
1€kt a toxickych latek, které mohou byt dale vyuzity pfi studiu. Molekuly téchto latek se
mohou navazat na kanal a zménit jeho funkci. Mezi takové latky patii blokatory, jejichz
schopnosti je uzavirat kanaly a lze je vyuzivat pfi dal§im studiu membranovych kanala[7].

Existuji 1 latky, které naopak zvysuji propustnost membranovych kanala.



1.4 Struktura a funkce prenasecovych systémi

Druhym mechanismem vymény iontd mezi intracelularnim a extracelularnim
prostiedim jsou prenaseCové systémy. Stejn¢ jako kanaly jsou pienaseCe tvoieny
bilkovinnymi molekulami. Na rozdil od kanalii je vazebné misto pro iont pfistupné pouze
Z jedné strany membrany. PienaSeny iont se tedy vaze k pfenaseci na jedné stran€ a na druhé
stran¢ je uvolnovan. DalSim rozdilem mezi kandlem a pfenaseCem je energetickd narocnost.
Jak bylo uvedeno, kanaly nevyzaduji ke své praci piisun energie, jelikoz pfenos ionti probiha
spontanné z mista vysSiho do mista niz§iho elektrochemického potencialu. V tomto piipadé
hovotime o tzv. pasivnim transportu. U pfenasecovych systému dochdzi k pfesunu iontli proti
tomuto elektrochemickému potencidlu, coz vyzaduje pfisun energie, ktera je ziskdna pii
Stépeni molekuly ATP. V tomto piipadé mluvime o aktivnim transportu[7]. Pfenos iont
muze byt zprostiedkovan také pomoci transportu dvou druhli iontl oznacované jako
kotransport a anititransport, které jsou zobrazeny na obr. 2. Celkovy vyznam pienase¢ovych

systému je ten, ze zvysSuji koncentrani rozdily iontd a ustaluji sloZeni intracelularniho
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Obrazek 2: Zpiisoby pi‘enosu ionti[2]

prostiedi[2].

vvvvvv

zminéno, tak hlavni ulohou téchto pump je udrzet intracelularni prostfedi konstantni. Kanaly
umoznuji diftizi ionth sodikovych (Nat) a vépenatych (Ca2+) do buinky podle svého
koncentra¢niho spadu a pumpy maji za kol tyto ionty vytésiiovat zpét z bunky. Princip Na/K

pumpy je ten, ze vytésiiuje 3 Na+ ionty z bunky a zaroven vraci 2 K+ ionty do bunky, ¢imz se
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pienasi pfes membranu i1 naboj. Druhd Na/Ca pumpa vytésnuje Ca2+ ionty z bunky a
soucasné poskytuje vstup 3 Na+ iontd do bunky[8]. Stejné jako u pfedchozi pumpy dochazi
taktéz k pfenosu naboje.

uvNITR wE

Obrazek 3: Schéma prenasecového systému[1]

1.5 Klidové membranové napéti

Vyse zminéné informace o bunénych membranach a strukturach v nich nachazejicich
se davaji vznik bioelektrickym jeviim, které nyni budou rozebrany. Umistime-li
mikroelektrodu do intracelularniho a extracelularniho prostredi, kde se nachazeji rozpustény
ionty a tvofi proto elektrolyty, namétime zde urcité elektrické napéti. Toto elektrické napéti
na membrané vznikd z divodu rozdilnych elektrickych potenciali ve vnité a vné bunky[2]

[11]. Tento stav je zobrazen rovnici

Un = @i — @e, 2)

kde Un, je membranové napéti, ¢; je potencial intracelularniho prostiedi a @e je potencial
extracelularniho prosttedi. Velikost tohoto napéti se lisi podle typli bunék, ale pohybuje se
v rozmezi -90mV az -50m[1][2]V. Zaporné znaménko je zvoleno podle konvence a znaci, ze
vnitini prosttedi ma zaporny potencial vzhledem k vnéjSimu prostiedi. O klidovém

membranovém napéti (Unk) hovotime tehdy, kdyz se burika nachazi v klidu.

Vznik membranového napéti lze vysvétlit nékolika moznymi zplsoby respektive
rovnicemi. Jeden zpiisob je vysvétlen pomoci obecné Nernstovy rovnice

_RT, [x7],

U =2 M x),

@)

kde Uy je rovnovazné napéti iontu X, R plynova konstanta, T absolutni teplota, F Faradaytv

naboj, z podet elementdrnich naboji, které nese iont X* a [X?] je koncentrace iontu
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Vv extracelularnim a intracelularnim prostiedi. Nernstova rovnice pfedpoklada, ze je membrana
propustna pouze pro jeden druh iontu a po jejich stranach se nachazi tentyz elektrolyt.
Vzhledem k tomu, Ze v po obou stranach membrany je rozdilna koncentrace iontd (1), tak se
systém snazi dosahnout rovnovahy pomoci vyrovnani koncentrace, takze ionty propousténé
membranou difunduji do prostoru s men$i koncentraci. Ionty opa¢né nabité nemohou
prostupovat pies membranu z divodu zvolené propustnosti. Vysledkem tohoto déni je vznik
elektrického pole v membrané pisobici proti toku difuzibilnich iontd. V rovnovaze se
ustanovi novy potencialni rozdil neboli membranové napéti, pfi némz proud protékajici
membranou je nulovy. Jak 1ze vidét z obecné Nernstovy rovnice (3), rovnovazné napéti zavisi
na poméru koncentraci iontu X’. Piestoze mezi prostiedimi vznika elektrické napéti, oba

roztoky zlstavaji elektroneutralni, tj. koncentrace kladnych i zdpornych iontt se rovna.

Dalsi zptsob vzniku klidového membranového napéti mize byt vysvétlena pomoci
Goldmanovy rovnice[1]. Rozdil oproti Nernstovi rovnici je pifedpoklad, Zze iontové roztoky
jsou od sebe oddéleny propustnou membranou. Napéti, které vznikd, jiz neni rovnovazné,
protoze nevznikd pfi rovnovaze systému, nybrz se jedna o napéti ustalené Cili stacionarni.
Ptedpoklddame, Ze rozdily v koncentracich iontli na obou stranich membriany budeme
povazovat za konstantni, ¢ehoZ lze docilit neustadlym aktivnim pfeCerpavanim iontl proti
svému elektrochemickému gradientu. Vzhledem k tomu, Ze na biologickych membranach
maji nejvetsi vyznam ionty draselné, sodné a chloridové, miizeme pro né uvést Goldmanovu
rovnici pro stacionarni membranové napéti ve tvaru

2.3-RT Py+[K*gxr+Pp +-[INagxr+Pci—[CU it
F P+ [KYIINT+P o+ [INatinT+Pci—[Cl ExT'

U= (4)

kde Pk+, Pna+ @ Pci- jsou koeficienty propustnosti membrany pro ionty draselné, sodné a
chloridové, [K*],[ Na*],[ CI7] jsou koncentrace téchto iontdl v extracelularni a intracelularnim
prostfedi. Goldmanova rovnice oproti Nernstové rovnici je pro popis membranovych dé&ji
presnéjsi, protoze bere v uvahu, Ze je bunééna membrana propustna pro vice iontl a disponuje

mechanismem aktivniho transportu, ktery udrzuje nerovnomérné rozd¢leni iontd.

12



1.6 Akéni napéti

Ak¢ni napéti miizeme popsat jako rychlou zménu membranového napéti a vyznacnou
vlastnosti je schopnost $ifit se do okolniho prostiedi. Jak bylo feceno, ak¢éni napéti vznika u
excitabilnich (vzrusivych) bunék. Vznik tohoto napéti je podminén nadprahovym
podrazdénim, které muze byt vyvolan chemickymi Ciniteli nebo malou zménou napéti na

membrané. Pribéh ak¢éniho napéti (obr. 4) nezavisi na velikosti nadprahového podrazdéni, ale

1ze pozorovat zmény u rtiznych excitabilnich bun¢k.

depolarizace
repolarizace

hyperpolarizace
(refrakterni faze)

1
1 2 3 t[ms]

Obrizek 4: Priibéh akéniho napéti[1]

Ak¢Eni napéti je podminéno sodikovou elektrogenezi[2]. Tato hypotéza byla vytvoiena
v roce 1949 sirem A. L. Hodgkinem a A. F. Huxleym. V jejich experimentech provadénych
na axonu sépie Loligo bylo zjisténo, Ze proces vzniku akéniho napéti zacind otevienim
sodikovych kanall, pti kterém se zvysi vodivost membranového kanalu (gna) a sodikové ionty
(Na") zaénou proudit z extracelularniho do intracelularniho prostiedi. U nékterych typt bunék
hraji vyznamnou roli ionty vapenaté (Ca*") a proto se u nich miZeme setkat s kalciovou
elektrogenezi. Princip akéniho napéti spociva v posunuti membranového napéti o 10 az 15
mV vlivem vnéjsiho podrazdéni, kdy poté dochazi ke vtoku sodikovych ionti do nitra buiky
a nasledné napéti spontdnné piekmitne do kladnych hodnot na troven reverzniho napéti pro
sodikové ionty (Uyg). Cely tento jev se oznaCuje jako depolarizace. Témétr souCasné se
zvySuje vodivost draslikovych kandlu (gk), kdy se draslikové ionty vyplavuji do
extracelularniho prostfedi. Néasledkem tohoto draslikového vtoku dochazi opét k prekmitu
napéti do zapornych hodnot na velikost odpovidajici reverznimu napéti pro draslikové ionty
(Uk). Tento jev je oznacovan jako repolarizace. Nékdy dochazi k hyperpolarizaci, kdy napéti
poklesne niZe neZ je klidova hodnota. Casovy interval, kdy je membrana hyperpolarizovéna,

se oznacuje jako refrakterni faze[1].
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2. Modelovani bioelektrickych jevi

Soucasti simulace elektrofyziologickych experimentii je modelovani bioelektricky
jevu, protoze slouzi k hlubsimu poznani a porozuméni déjt, které probihaji na bunice. Pomoci
modelovani mizeme zobrazovat prib&hy na rtiznych typech bunék a v soucasnosti je to velmi
se rozvijejici se oblast, kterd si klade za cil co nejpodrobnéjsi popis vSech mechanismi

probihajici na bunikach.

2.1 Modelovani bunééné membrany

K tomu, aby bylo mozné tyto vlastnosti studovat, je zapotiebi sestavit ndhradni
schéma bunééné membrany. Jak jiz vime, membrana je tvotfena dvojvrstvou fosfolipidl, ktera
pusobi jako izolaéni vrstva oddélujici dvé vodiva prostiedi, a proto ji mizeme oznacit, jako
kapacitu membrany C. Dale je nutné popsat schopnost kandlli propoustét ionty, coz lze
vyjadfit obecné vodivostmi gy Vsérii s napétovymi zdroji velikosti membranového
rovnovazného napéti Uy, které muizeme ziskat z Nernstovy rovnice na zdkladé znamych
koncentraci v intracelularnim a extracelularnim prostfedi. Vzhledem Kk tomu, ze realna
membrana je zaroven propustnd pro vice iontd, je nutné tuto skutecnost zohlednit
Vv ndhradnim schématu ptidanim dalSich vodivosti a zdroji napéti v zavislosti na typu

iontového kanalu na obr. 5.

y -
I(; I,'

Obrazek 5: Nahradni schéma realné membrany|[2]

Z obrazku je patrné, Ze membrana je propustné pro ionty sodné (Na*), vapenaté (Ca"),
draslikové (K*) a chloridové (CI"). Dale lze uréit, ze celkovy membranovy proud znaceny I,

je dan souétem kapacitniho a iontového proudu[2] [11] podle vzorce

Im :IC +Ii! (5)
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kde Ic je kapacitni proud a l; je iontovy proud. Pro kapacitni proud plati nasledujici vztah
| c =L/ (6)

kde C je kapacita membrany a Uy je membranové napéti. Celkovy iontovy proud je dan

souctem proudu z jednotlivych iontovych kanalt dle vztahu

Ii =1Na+IK+ICa+ICl’ (7)
Kde Ina je sodikovy proud, Ik je draslikovy proud, lc, je vapnikovy proud a lc je chloridovy
proud.

Obecné je jednotlivy iontovy proud dan soucinem vodivosti kandlu a rozdilem

membranového a rovnovazného napéti pro urcity iont[11], ktery lze vyjadiit vztahem

Iy = gx(Up, — Uy), (8)

kde gx je vodivost kanalu, Uy, je membranové napéti a Uy je rovnovazné napéti. Z téchto
vztahti 1ze urcit 1 klidové membranové napéti za predpokladu, ze membranou neprotéka zadny

naboj respektive proud, ktery lze vyjadfit

Iy =0, (©)
kde lix je klidovy iontovy membranovy proud. Za splnéni podminky (9) lze vyjadiit klidové
membranové napeti Uk

U — INaUNa*t9caUcatdxUk+gdciUci (10)
mk INatdcatIdktdci ’

kde g jsou vodivosti a U napéti pro ionty sodné, vapenaté, draslikové a chloridové.

Zéaklady modelovani elektrické aktivity vychazi z prace A. Hodgkina a A. Huxleyho
realizované na axonu sépie Loligo[5]. Jedna se o model biologické membrany zalozeny na
pfimém matematickém popisu experimentalnich dat ziskanych méfenim membranového
napéti a membranovych proudd, které popisuji vznik akéniho potencial a jeho tvar. Jedna se o
soustavu nelinedrnich diferencidlnich rovnic prvniho fadu, kterymi byly aproximovany
naméfené prubéhy vodivosti jednotlivych iontovych kanali a rovnice pro celkovy proud
prochazejici membranou[5]. Jejich nahradni schéma membrany zahrnuje kanaly sodikové,

draslikové a kanal pozdéji identifikovan jako chloridovy (viz obr. 6).
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Obrizek 6: Nahradni elektrické schéma membrany podle Hodgkina a Huxleyho[5]

Zobecnéné rovnice pro celkovy membranovy proud podle Hodgkina a Huxleyho[11] ma tvar
au
I=C i + I;. (12)

Vsechny proménné by mély byt znamé z predchoziho textu. Dalsi rovnice popisuje
bezrozmérnou veli¢inu y normovanou tak, aby nabyvala hodnot v intervalu <0;1>, ktera
popisuje pravdépodobnost nalezeni kanalovych vratek v otevieném stavu[9]. Tvar rovnice je

dy 1
dt Ty(U)

Ve (U) — ), (13)

kde ty je casova konstanta ukazujici strmost zmény veliCiny y a Y., reprezentuje hodnotu y
Vv ustaleném stavu pro urcitou velikost membranového napéti[9]. Obé veli¢iny jsou funkcemi

membranového napéti, které lze vyjadrit témito vztahy

1
v = S (9
_ ay(U)

kde ay a By jsou tzv. rychlostni konstanty napétové fizené, které vyjadiuji pravdépodobnost
prechodu vratek daného kanalu z otevieného do uzavieného stavu a naopak. Z téchto rovnice

se poté vychazi i u ostatnich modelt bun€k[5].
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2.2 Vyvoj modelovani elektrické aktivity bunék

Jak bylo uvedeno vySe, modelovani elektrické¢ aktivity bun€k vychéazi z prace
Hodgkina a Huxleyho realizované v padesatych letech minulého stoleti. Zde byly popsany
napétoveé fizené kanaly pro sodik a draslik pro axon neuronu. Tento model umozioval
odhadnout tvar ak¢éniho potencialu. Tato prace byla natolik piinosna v oblasti

elektrofyziologie, Ze tviircim byla udélena v roce 1963 Nobelova cena.

V dal$im vyvoji modelovani dochazelo k rozsifeni rovnic Hodgkina a Huxleyho, které
popisovaly neuron, na srde¢ni bunky Purkynovych vldken. Timto problémem se zabyvali D.
Noble a O. Hutter v letech 1960 az 1963, kteti objevili nové dva kanaly — do buiky smétujici
draslikovy proud Ik a zpozdény usmérnény proud Iki[5]. WV roce 1975 prezentovali
McCallister, Noble a Tsien svllj model pro rytmickou aktivitu Purkynovych vldken, ktery dale
roz§itfoval ptredchozi model a obsahoval vystupni draslikovy proud Ik, a depolarizaéni proud
Ix1. Dalsi publikovany model Beelera a Reutera z roku 1977 dokazal uréit pfi¢inu dlouhé
plato faze u komorovych srdecnich bunék a umoznil piedpovéd’ jejich oscilacniho chovani a
frekven¢ni zavislost ak¢niho napéti. V tomto modelu byl zaveden subintracelularni prostor
s proménou koncentraci vapnikovych iontl a objevil se novy proud I oznaceny jako pomaly
vapnikovy proud. Dalsi model uvedeny DiFrancescem a Noblem v roce 1985 se zabyval

zménou koncentrace vapniku a jeho pohyb do a ze sarkoplazmatického retikula.

V roce 1991 prezentovali svou praci Luo a Rudy[6], ktefi vyhazeli z modelu Beelera a
Reutera, kde formulovali rychlostni konstanty pro sodikovy proud a pfidali dal§i casové
zavisly draslikovy proud. Z tohoto modelu se bude vychazet v této praci. Jejich usili
vyvrcholilo v roce 1994, kdy prezentovali sviij model, ktery zahrnoval popis vapnikového
proudu, popis vymeénnych pienaseCovych systému a pump a indukované uvoliovani

véapenatych iontii. Tento model se stal jednim ze zékladl pro vétSinu soucasnych modelt.

V soucasnosti je hlavni cilem modelt detailni popis vSech mechanismt podilejicich se
na elektrické a mechanické aktivité srde¢nich bun¢k. Moderni kvantitativni modely obsahuji
rovnice popisujici iontové kanaly, dale pfenaSeSové systémy a pumpy, zahrnuji i vliv liganda
a zmény koncentrace iontl v intracelularnim a extracelularnim prostfedi bunky[S5]. Jeden
Z novych matematickych modelli zabyvajici se t€émito prvky je model od tviirci Pandit S. V.
et. all[10], ktery obsahuje popis sodikového kanalu lna, L-typu vapnikového kanalu gy,
vapnikovy nezavisly pfechodny vystupni draslikovy proud I, ustdleny vystupni draslikovy

proud lss, dovnitf usmérnény draslikovy proud lk1, hyperpolarizaci aktivovany proud I, a dale
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popisuje sodiko-draslikovy vyménny proud Inak, vapnikovy vyménny proud lcap, sodiko-
vapnikovy vyménny proud Inaca @ mechanismu intracelularniho a sarkoplazmatického

vapniku.

2.3 Model Luo Rudy

Soucasti této prace je vytvoreni bunécného modelu v programovém prostiedi Matlab.
Zpracovan byl model Lua a Rudyho zroku 1991 snazvem A Model of the Ventricular
Cardiac Action Potencial. Jedna se o matematicky model membranového akcéniho potencialu
komorové buiiky u savci. Tento model je zalozen na datech ziskanych z méfeni na jednotlivé
izolované buiice nebo na méfeni jediného iontového kandlu S moznosti ménit hodnoty

extracelularniho drasliku K,[6].

Tento model je zaloZen metodé, kterd vychdzi z obecnych rovnic Hodgkina a
Huxleyho (viz kapitola 2.1). Matematicky model Lua a Rudyho je popsan soustavou
obyc¢ejnych nelinearnich diferencialnich rovnic prvniho fadu vzhledem k Casu. Vypocet
akéniho potencialu vychdzi zobdobné rovnice Hodgkina a Huxleyho pro vypocet

membranového proudu (12) a nabyva tvaru

av 1
— = Ui +1g), (16)

kde C je kapacita membrany, ls je stimulacni proud a I; je soucet vSech iontovych proudii
vystupujicich v modelu. Zakladem pro vypocet iontovych proudd vystupujicich v modelu
Luo-Rudy jsou rovnice rychlostnich konstant ay a By, které jsou poté pouzity v rovnicich (13),
(14), (15) a pomoci kterych ziskavame Casové konstanty ty, pravdépodobnosti otevienych
vratek y a ustadlené hodnoty téchto pravdépodobnosti Y., které jsou potiebné k vypoctu

jednotlivych iontovych proudi.

Celkem v tomto modelu vystupuje Sest iontovych proudu, jejich soucet uréuje celkovy

iontovy proud dany vztahem
Ii:INa+Isi +IK+IK1+IKp+Ib' (17)

kde Ina je oznacen jako fast sodium current (rychly sodikovy proud), Is je slow inward
current (pomaly vnéjsi proud), Ik je time-dependent potassium current (¢asové zavisly vnitini
draslikovy proud), Ik; je time-independent potassium current (Casové nezavisly draslikovy

proud), lkp je plateau potassium current (platd draslikovy proud), Iy je background current
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(proud pozadi). Tii iontové proudy, jejichz spole¢nym znakem je, Ze jsou nezavislé na Case,
z vySe uvedenych, tvoii proud total time-independent potassium current (celkovy casove

nezavisly draslikovy proud) uréeny vztahem
IKl(T) :IK1+IKp+Ib . (18)
Fast sodium current Ina

Tento proud vychazi z modelu Beeler-Reuter, ale je vynechan parametr rovnovazného

stavu pro vodivost. Vztah pro vypocet tohoto proud je

Ina = Gnam*hj(V — Eyg), (19)

kde gna je maximalni vodivost pro sodikovy kanal, m lze oznalit za aktivacni vratka, h za
rychla inaktivaéni vratka, j za pomala inaktivaéni vratka, V je membranové napéti a Ey, je
rovnovazné napéti pro sodikovy kanal, ktery je urcen Nernstovou rovnici (3), kde obecné
koncentrace extraceluldrnich a intracelularnich iontli jsou nahrazeny koncentracemi
sodikovych kationtii Na* pro vnéjsi a vnitini prostfedi. Pro vypoéty proménnych m, h, a j se
obecné pouzivaji rovnice (13), (14), (15), jejichz zdkladem je vypocet rychlostni konstant o a

B pro kazdou branu. Tyto rovnice jsou uvedeny v praci Lua a Rudyho[6].
Slow inward current I

Rovnice pro proud ls ma tvar

I = %df(v - Esi)a (20)

kde gsi je maximalni vodivost pro vapnikovy kanal, d a f jsou vratka, V je membranové napé&ti
a Esi je rovnovazné napéti pro vapnikovy kandl, které je zavislé na koncentraci

intracelularnich vapnikovych kationtii a je dan vztahem
E,; = 7.7 — 13.0287 In(|Ca?*|;) , (21)
kde |Ca®*|; je koncentrace intracelularnich vapenatych kationti.

Time-dependent potassium current Ik

Tento proud je kontrolovan cCasové zavislymi aktivaénimi vratky x a Casové

nezavislymi inaktivacnimi vrtaky X; a jejich vztah je dan rovnici

Iy = ggxX;(V — Eg) , (22)
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kde gk je maximalni vodivost, V je membranové napéti a Ex je rovnovazné napéti pro tento

draslikovy proud. Maximalni vodivost je uréena rovnici

— /IKlo
gx = 0.282 i (23)

kde |K|, je koncentrace extracelularnich kationtl drasliku K*. Podle tohoto vztahu pokud se

zvysi koncentrace extracelularnich kationt drasliku, dojde ke zvétSeni maximalni vodivosti

pro tento proud. Rovnovazné napéti pro proud Ix ma tvar obdobny jako Nernstova rovnice

R'T |K|p+PRygr+|Na|
EK -2 ln ) NaK 0

F |K|;+PRyqk+INal;’

(24)

kde R, T a F jsou konstanty, |K|, a |[K|i jsou koncentrace pro extracelularni a intracelularni
draslikové kationty K*, |Na|, a |NaJ; jsou koncentrace pro extracelularni a intracelularni

sodikové kationty Na* a PRyak je propustny pomér mezi sodikovymi a draslikovymi kationty.
Time-independent potassium current lx;

Tento draslikovy proud obsahuje pouze jednu proménnou Ki., jehoz ¢asova konstanta

je dost mald, a jedné proménou v ustdleném stavu. Rovnice nabyva tvar

Ix1 = gxiKio(V — Eg1) (25)

kde gk1 je maximalni vodivost a ma tvar

—_— ’IKIO
gx = 0.6047 ” (26)

kde V je membranové napéti a Exi je rovnovazné napéti pro tento proud uréené Nernstovou

rovnici (3), kde vystupuji koncentrace extracelularnich a intracelularnich draslikovych

kationti.
Plateau potassium current I,

Tento proud se uplatiiuje béhem faze platd pii akénim potencidlu srde¢ni bunky.

Rovnovazné napéti pro tento proud je shodné s rovnovaznym napétim pro proud Ik; a plati
E Kp =F K1- (27)
Proud lkp je dan rovnici

Iy, = 0.0183K,(V — Ex,) , (28)
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kde V je membranové napéti.
Background current I,

Tento proud je linedrni funkci membranovému napéti V a je dan rovnici

Ix, = 0.03921(V + 59.87). (29)
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3. Metody méreni signali na bunce

Sestaveni veskerych diferencidlnich rovnic a znich vytvofené modely pifedchazi
experimentalni ziskavani dat. Ve stfedu naseho zajmu je predevsim ziskavani proudové —
napétovych charakteristik bunééné membrany, které¢ se mohou ménit v zavislosti na typu
bunky nebo na vlivu riznych latek ptisobicich na membranu. Jako hlavni metody urc¢ené pro
metody current clamp (metodou vnuceného proudu) nebo voltage clamp (metodou vnuceného
napéti)[2].

K prvnim méfeni dochazelo na velkych axonech sépie Loligo, kde bylo mozné vsadit
kovovou elektrodu do nitra buiiky. Této metody méteni vyuzili Hodgkin a Huxley a diky této
technice mohli popsat déje probihajici na bunéné membrané axonu sépie Loligo. Nicméné
vnotovani velkych elektrod je prakticky nemozné u bun¢k mensich rozmért. Teprve az néstup
sklenénych mikroelektrod, ktery znamenal velky meznik v rozvoji elektrofyziologie,
znamenal velké rozsifeni moZznosti méfeni elektrickych déji na buiice. Objev sklenénych
mikroelektrod je datovan na rok 1949 a jeho autory jsou G. Ling a R. W. Gerard[2]. Sklenéné
mikroelektrody jsou v podstaté duté sklenéné kapilary, které se zjedné strany kuzelovité
zuzuji az k priméru 100 nm a jsou vyplnéné vhodnym roztokem, ktery je svym sloZzenim
podobny vnitinimu prostiedi buniky. O elektrické spojeni s métici soustavou se stard Ag/AgCl
elektroda[3][4]. Vhodnou kombinaci ur¢itych faktori pti vyrobé lze dosahnout rozmanitych

vlastnosti téchto elektrod, o kterych bude déle pojednano v dalSich kapitolach.

3.1 Current clamp

Current clamp neboli metoda vnuceného proudu pracuje na principu zavadéni
elektrick¢ého impulsu do buiniky a sledovani napétové odezvy bunééné membrany. Tato
metoda se pouziva u meéteni, kdy chceme zjistit informace o akénim potencidlu, ktery je
buzen kratkym nadprahovym proudovym impulsem. Tato technika slouZzi ke studiu napétové

odezvy buniky na vstup elektrického proudu do buriky.

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.5, klidové napéti na membrané se pohybuje v rozmezi
-90mV az — 50mV v zavislosti na typu bunky. K tomu, aby doslo ke zmén¢ napéti a nasledné
k pribéhu akéniho potencialu, je potieba zavést do buiky elektricky stimulaéni impuls. Jako

stimulacni impuls se pouzivaji kratké pozitivni nebo negativni proudy, které maji tvar pulsii
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nebo kratkych obdélnikovych (pravouhlych) impulsi. Tyto impulsy musi byt dostatecné velké
k tomu, aby zménili klidové membranové napéti smérem ke kladnym hodnotdm a nasledné
doslo ke vzniku akéniho potencidlu. Vnuceny stimulacni impuls a néaslednd vznik akéniho

napéti je zobrazen na obr. 7

Obriazek 7: Metoda vnuceného proudu (current clamp)[2]

3.2 Voltage clamp

Metoda vnucené¢ho napéti je vyuzivand castéji, protoze dava lepsi informace o
vlastnostech bunétné membrany[6]. Tato metoda piedevS§im umoziuje méfeni velikosti
iontovych proudt v zavislosti na velikosti nastaveného napéti (viz obr. 8) a studium proudové
— napétovych charakteristik. Princip metody spociva v pfipojeni membrany na zdroj
napétovych impulsii a sledovani proudové odezvy. Této metody se vyuziva predevSim u
iontovych kanall, které jsou napétové fizeny. Metoda vnuceného napéti byla vytvofena K.
Colem a G. Marmountem v roce 1940 tedy jesté pied zavedenim mikroelektrod. Dale byla
tato metoda zdokonalena Hodgkinem a Huxleym, ktefi ji vyuzili pfi experimentech na axonu

sépie Loligo.

Existuje n€kolik moznosti méfeni pomoci voltage clamp techniky vyuzivajici dveé
(obr. 10) nebo pouze jednu mikroelektrodu (obr. 11). P#i pouziti dvou elektrod je jedna
pouzita na méfeni transmembranového napéti proti zemnici elektrod€. Druhd mikroelektroda,
kterd je pfipojena na zdroj napéti, je nastavena na urcité fidici napéti, které je na bunécéné
membrané udrzovano. Mezi jednoelektrodovou techniku patii technika patch clamp, kterda ma
velky vyznam pii méteni elektrickych signdlli na bunééné membrané a bude mu vénovéana

dalsi kapitola.
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Pfi metod¢ voltage clamp mizeme pouzit rizné druhy napétovych impulsi. Nejcasteji
se pouzivaji impulsy obdélnikové[6][12]. Pii téchto impulsech ziskavame informace o
membranovém proudu (obr. 8). K tomu, aby doslo ke sledovani membranového proud, musi
byt maximalni vnucené napéti dostatecné vysoké, které bude mit parametry nadprahového
podrézdéni. Sledovany membranovy proud je slozeny z jednotlivych iontovych prouda
nachéazejicich se v bunééné membrané. Kromé téchto iontovych proudd se pii pouziti
obdélnikového impulsu vyskytuje i proud kapacitni, ktery se objevuje na zacatku a na konci
impulsu a ¢astecné ovlivituje méteni[ 12]. Kromé obdélnikovych napét'ovych impulst 1ze dale
pouzit impulsy s pilovitym pribéhem oznacené jako ramp pulsy. Prubéhy téchto ramp pulst
mohou byt klesajici nebo stoupajici. Dale se jesté¢ vyuzivaji impulsy skokové, které naptiklad
obsahuji vice obdélnikovych impulsit o riznych velikostech a jsou postupné vnucovany

bunce.

Metoda vnuceného proud nam umoznuje sledovat celkovy membranovy proud, ktery
je dan souctem jednotnych iontovych proudii. Pokud chceme ziskat informace o jednotlivych
iontovych proudech, pouzivaji se specifické latky oznacené jako blokary (kapitola 1.3). Tyto
latky snizuji propustnost urcitych kanalli, coZ ma za nasledek sniZzeni vodivosti iontovych
kanall a potlaci specifické iontové proudy. Tyto latky napomahaji k lepSimu studiu iontovych

proud.

Un

LH

Obrazek 8: Metoda vnuceného napéti (voltage clamp)[2]

__|x1} —()E

Obrazek 9: Schéma metody voltage clamp se dvéma elektrodami[12]
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3.3 Patch clamp technika

Jak jiz bylo feceno, tato technika je zdokonalena metoda vnuceného napéti vyuzivajici
jednu mikroelektrodu. Vyvoj této techniky probihal v 70. a 80. letech minulého stoleti a
jejimu tvurci jsou E. Neher a B. Sakmann[3], ktefi byly za svou praci na této technice
odménéni Nobelovou cenou v roce 1991. Dalsi vyznamny vyvoj nastal po zvetejnéni prace O.

P. Hamilla a A. Martyho, ktera rozvinula patch clamp techniku do stavajici podoby.

Tato technika umoznuje Vrezimu voltage clamp pozorovat iontové proudy
prochazejici celou bunéénou membranou nebo pouze z malého useku membrany (anglicky
oznacen jako patch), ktery se vytvoril u Spicky sklenéné mikroelektrody[2]. V nékterych
ptipadech umoziluje sledovani pouze jediného iontového kandlu, jehoz vysledkem
stochasticky impulzni signal, ktery prochdzi nahodnymi ptechodnymi stavy. Tyto stavy jsou
bud’ vodivé, pokud je iontovy kanal otevien, nebo nevodivé v pripade, kdy je kanal zavien.
Pravdépodobnost toho, ze je kandl otevieny nebo zavieny, zalezi na pfilozeném
membranovém napéti. Tento zplisob méfeni se pouziva u kanali, které jsou napétove fizeny
(voltage gating). Nicméné techniku patch clamp lze pouzit i u chemicky fizenych kanali
(ligand gating), kdy dochazi kur€it¢é zméné¢ méfeni a je mozné ménit slozeni roztoki
pouzitych u meéfeni, které ovlivituji stavy chemicky fizenych kanali. I kdyz lze pomoci
vhodného wuziti rozmérd sklenéné mikroelektrody zajistit, ze kousek membrany bude
obsahovat jenom jeden iontovy kanal, tak se v nékterych piipadech pouzivaji specialni latky

oznacené jako specifické blokatory, které potla¢i vodivost ostatnich kanald.

Princip této metody je elektrickd izoloce malého kousku membrany od zbytku
membrany a zaznam iontovych kanali respektive proudd, které se nachazeji v tomto kousku.
Patch clamp zdznamova technika vyuziva sklenénou mikroelektrodu urcitych parametri, ktera
je tlatena proti bunécné membrané. Poté dochazi k aplikaci podtlaku, coz mé za
nasledek vytvoreni pevného a vysoko odporového pfilnuti membrany ke sténdm sklenéné
pipety, ktery je velmi dilezity pii méfeni iontovych kanali. To je zplsobeno prfilnavosti
fosfolipidli, které tvoifi bunécnou membranou, ke sklenénému povrchu mikroelektrody.
Vytvorené spojeni mezi sklenénou pipetou a membranou dosahuje odporu 10 GQ az 100
GQJ3]. Tento vysoky odpor zalezi na opatienich udrzujici ¢istotu sklenéné pipety a zptisobu
piisati membrany k pipeté. Vysoky odpor spojeni sklenéné pipety a bunééné membrany je
nazyvan anglicky gigaseal[3][4]. Vznikly vysoky odpor velmi vyrazné snizuje Sum v pozadi
zaznamu iontovych kanald, a proto umoziuje zlepSeni v rozliSeni U téchto zdznamech. Dale je

toto spojeni velmi mechanicky stabilni, coz je dilezité u nékterych variant patch clamp
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techniky. RUzné varianty patch clamp techniky vznikly na zéklad¢ potifeb vyzkumniku

studovat struktury a dale budou rozvinuty v dalSim textu.

Sklenéna mikroelektroda

Mikroelektrody u techniky patch clamp jsou velmi dulezité, protoze zajistuji spojeni
s bunikou a spolu s buné¢nou membranou vytvaii tésné spojeni oznacené jako gigaseal, které
je velmi dulezité pti mefeni. Vliv na vysoky odpor tohoto spojeni ma chemické slozeni
sklenéné kapilary. Existuje n€kolik typti sklenénych kapilar lisici se svymi vlastnostmi, které
musi byt zvazeny pied vybérem, aby méfeni bylo co nejpfesnéjsi. U sklenénych
mikroelektrod nas zajima predevSim schopnost vytvofit pozadované rozméry a tvary,
pridavek kovili majici vliv na méteni a redukce Sumu pii méteni. Kromé vybéru typu sklenéné
kapilary je dale dulezité jeji dalsi zpracovani, které se sklada ze tfi casti. V prvni ¢asti dochazi
k tazeni kapilar, ve druhé casti dochazi k jeji povrchové upravé a ve tfeti ¢asti dochazi

k tepelnému vylesténi. Typy kapilar a jejich zpracovani bude ted’ rozebrano.

V prvni ¢asti zpracovani dochazi k upraveé sklenéné kapilary tzv. tazenim, kdy se
uprostied tato kapilara zahtiva ke svému tavnému bodu a je fizenou silou protahovéana az
k pretrZzeni za vzniku dvou identickych kapilar (viz obr. 10). K této vyrobé se pouziva mékké
flintové a pyrex borosilikatové sklo[4]. Flintové sklo se tavi pii nizSich teplotach, coz
umoznuje leps$i manipulaci pii vyrobé. Oproti borosilikatovému sklu vytvari vice stabilni
spojeni s bunéénou membranou. Nicméné borosilikatové sklo se standartné pouziva pii
vyrobé sklenénych mikroelektrod pfedevSim kvili lepSim elektrickym vlastnostem, které
snizuji Sum pii méfeni. Vyroba sklenénych pipet se sklada ze dvou fazi nebo vice fazi podle
potieby o dosazeni co nejmensiho elektrického odporu mikroelektrody. PouZziva se vertikalni
taha¢ mikrokapilar, ktery obsahuje standardni zhavici civku. Postup vyroby pii taZeni je ten,
ze v prvni fazi dochazi ke ztenéeni pipety v délce 7 — 10mm a ziskani priméru minimalné
200pm. Ve druhé fazi dochdzi k pretrZeni a k ziskani dvou identickych mikrokapilar, které se
kuzelovité zuzuji az ke Spicce, kterd mize mit primér mensi neZ 1um. Pro flintové sklo lze
pouzit nasledujici nastaveni, kdy v prvni fazi se nastavi proud na 19A. Po vycentrovani
kapilary se ve druhé fazi pouzije proud 12A. Vysledkem je mikrokapildra s koncovym
primérem lpum. U borosilikatového skla se pouzije nastaveni vyssi a to 24A v prvni fazi a

15A v druhé fazi, jehoz vysledkem je mikropipeta s tlustsi st€énou u $picky|[3].

26



— = —

Obrizek 10: Vyroba sklenénych mikrokapilar[4]

Ve druhé ¢asti zpracovani sklenéné mikroelektrody dochdzi k jeji povrchové uprave.
Tato uprava se provadi proto, aby doslo k redukci kapacitance, kterd se vytvaii mezi
mikrokapilarou a roztokem, a vytvoreni hydrofobniho povrchu. Pro povrchovou tprava se
pouziva inertni, hydrofobni, pruhledny elastomer nazvany jako Sylgard[3]. Aplikuje se na
zuzujici se ¢ast mikrokapilary az co nejblize ke Spicce, ale pfiblizné¢ 50pum od konce kapilary
jiz pokryta byt nesmi (viz obr. 11). Kromé Sylgardu se daji pouzit i jiné latky jako napiiklad
Sigmacote nebo Parafilm, které vyzaduji jiny postup aplikace. Tato povrchova tprava neni
vzdy vyzadovana u mikroelektrod, které jsou pouzity k vytvoreni pevného spojeni gigaseal,

ackoliv sniZuje Sum pii méfeni.

Obrazek 11: Mikrokapilara nepokryta (horni) a pokryta latkou Sylgard (spodni)[4]

V posledni treti casti dochazi k tepelnému vylesténi sklenéné mikrokapilary. Vyznam
této upravy je ve vytvoreni hladSiho povrchu sklenéné kapilary. K této tepelné upravé se

pouziva drat z platiny a iridia, se kterym je manipulovano tak, aby se dostal do blizkosti
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sklenéné mikrokapilary. Ztmaveni sklenéné stény indikuje, Ze dochazi k upravé povrchu. Je-li
mikrokapilara upravena pomoci Sylgardu, doporucuje se, aby tepelnd uprava probehla co
nejdiive po naneseni latky. Posledni krok pied pouzitim mikroelektrody je jeji oCiSténi, které
probihd ponofenim do metanolu a aplikaci kratkého tlaku do wvnitiniho prostoru

mikrokapilary.

Aby se z mikrokapilar staly mikroelektrody, musi byt naplnény elektrolytem, do néhoz
se zanofi tenky dratek, obvykle stiibrny opatieny vrstvou AgQCIl pro zamezeni polarizace.
PInéni mikrokapildry roztokem muze byt provedeno néckolika zplisoby podle typu
mikrokapilary. Mohou se plnit injek¢ni stiikackou v piipadech, kdy je rozmér Spicky vétsi

nebo u mikrokapilar, které obsahuji mensi kapilary zavedené az ke Spicce.

Kdyz je sklenéna mikroelektroda vytvorena, je vsazena do drzaku, ktery zajistuje
elektrické spojeni mezi mikrokapilarou a BNC konektorem zesilovace, a dovoluje aplikaci
tlaku nebo sani do vnitini ¢asti mikrokapildry. Tento drzak je tvofen vnitfnimi ¢astmi, které
jsou vyrobeny napiiklad z Teflonu. Vnitini ¢ast je chranéna kovovym vikem. Dale obsahuje

otvor, kterym je mozné aplikovat tlak nebo sani a vyse zminény BNC konektor.

3.4 Varianty techniky patch clamp

Jak bylo zminéno, kontakt mezi bunéénou membranou a sklenénou mikroelektrodou je
elektricky i mechanicky velmi stabilni. Toto spojeni umoznuje nékolik variant méfeni podle
toho co je cilem experimentu. Mezi tyto varianty patii techniky inside-out patch a outside-out
patch[4], které vznikaji pii odstranéni kousku membrany ze zbytku buiiky. Ob¢ tyto techniky
lze oznacit jako excised patch metody a spole¢né s technikou zvanou cell-attached patch
umoziuji studium chovéani a méfeni individualnich iontovych kanalii na kousku membrany
pfichyceny k mikroelektrod€. Dale 1ze u excised patch technik studovat vliv zmény iontovych
roztokli a plsobeni riiznych 1é¢iv na iontové kanaly v membrané. Dalsi pouZivané techniky
jsou whole-cell patch a perforated patch, které umoziuji studium elektrické chovani celé

buiiky. VSechny uvedené techniky budou podrobné rozebrany v dal§im textu.
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Cell-attached and Whole-cell recording and

inside-out patches outside-out patches
Cell attached Form a gigaseal
Apply strong suction to achieve
Pull whole-cell recording mode

Insnde-o}r‘/ Pull
patch
Outside-out patch

Obrizek 12: Schéma riaznych variant patch clamp techniky[4]

Cell attached patch technika

Pti této technice je mikroelektroda dokonale ptisata k povrchu bunééné membrany a se
zbytkem membrany ziistava zachovan. Tento zplisob metody dovoluje registrovat proudy
prochazejici jednim kanalem. Lze ziskat charakteristiky jak z napétové fizenych kandll tak i
z kanalu chemicky fizenych, které jsou ovladany specialni signalni molekulou zvanou ligand.
K tomu, aby bylo mozné ovladat chemicky fizené kandly, je nutné tuto latku v urcité
koncentraci dodat do roztoku uvnitf mikroelektrody a chemicky fizeny kanal se musi nachazet
v useku, ktery je pfichycen k mikroelektrodé (vit obr. 13). Jako ligand se Casto pouziva
acetylcholin[4]. Nevyhodou tohoto méfeni je, Ze aby bylo mozné dosahnout dostate¢ného
mnozstvi méfeni k vytvoreni urcité charakteristiky, je nutné meénit koncentraci ligandu
Vv mikroelektrod¢. Tato zména koncentrace vyzZaduje postupné meétfeni na dalSich bunkach.
Napétoveé fizené kandly jsou ovladany napétim, které je nastaveno uvnitt mikroelektrody.
Toto napéti mlze byt v pribéhu méfeni ménéno, aniz by bylo nutné méfeni na jinych

bunkach.
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Obrazek 13: Ziaznam jednokanalového proudu aktivovany acetylcholinem[4]

Inside-out patch clamp technika

Jakmile je vytvofeno pevné spojeni nazvané gigaseal mezi mikroelektrodou a
membranou, dochdzi k rychlému odtrzeni elektrody od buiiky. Kousek membrany ziistava
pirichyceny ke sklenéné mikroelektrod€. V nékterych ptipadech dochazi k vytvoreni dutiny u
hrotu mikroelektrody, jehoZ vné;si strana je v tomto piipad€ nezddouci a musi byt odstranéna
nebo narusena. Toho lze docilit n€kolika zplisoby. Jedna moZnost je vystaveni této dutiny
kratce (1-2 s) vzduchovému-vodnimu rozhrani nebo roztoku (KCI) s nizkym obsahem Ca®".
Dalsi moznost naruseni této dutiny je kratky kontakt kapky hexadekanu nebo parafinu[4].
Diky této technice je moZné vystavovat intracelularni ¢ast membrany riznym externim
latkam. Tato metoda slouzi ke studiu kanald, které jsou ovladany vnitrobunéénym ligandem.
Me¢éteni téchto charakteristik je zjednoduSeno snadnou zménou koncentraci tohoto ligandu
v externim roztoku. K vétsi stabilité inside-out patch techniky pfispiva, kdyz je v koupacim

roztoku aniont CI” nahrazen (SO4)*[3].

Outside-out patch clamp technika

Tato metoda se vychazi z techniky whole-cell patch, kdy je po pfisani odstranén

zbytek buniky. V tomto pfipad€ je nutné narusit vnitini ¢ast dutiny, kterd brani méteni. Toho
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1ze dosdhnout opét roztokem KCI s nizkym mnozstvim Ca*. Dale lze predchazet tvorbé této
dutiny mechanickym protrzenim utzku pfichyceného k mikroelektrodé. Okraje tohoto utrzku
sméfujici mimo hrot elektrody se poté spoji a dochazi k vytvoreni kulovitého utvaru na
Spi¢ce. Timto postupem dojde K vystaveni extracelularni ¢asti membrany smérem ven,
zatimco intracelularni ¢ast sméfuje dovniti k elektrodé¢. I tady lze studovat proudy jednoho
kandlu, za ptedpokladu, ze je kulovity tvar na Spicce elektrody dostatecné maly. Pti tomto
meéfeni se extracelularni ¢ast membrany vystavuje riznym druhim roztoku o riznych
koncentracich, aniz by bylo nutné toto méteni opakovat na jiné Casti. Toto je vyhoda oproti
technice cell attached patch. Na druhou stranu se objevuje n¢kolik nevyhod. U tohoto méfeni
se vyskytuje vyssi hladina Sumu, coz miize byt zplisobeno nizs§i odporem spojenim gigasealm
z divodu mechanického naruseni dutiny, ktera se po Case ustali na hodnoté okolo 10GQ[4].
Vliv na zvétSeni Sumu miZe mit 1 zvétSeni plochy utrzku. V neposledni fadé€ je tato technika

pomérné slozitd a vyzaduje vice krokl v postupu pii vytvareni.

Whole cell patch clamp technik

Jak jiz bylo zminéno, tato technika se nepouziva pfi studium jednotlivych kanalu ale
ke studiu vSech kandlu v celé bunice. Po pfisdni mikroelektrody k povrchu bunky dochdzi
k dalsi aplikaci sani, které protrhne utrzek membrany umisténé v pipeté. Toto protrzeni
umozni elektrické zptistupnéni intracelularniho prostfedi. Tato technika se pouziva u bunék
mensich rozméru, které jsou v praméru mensi nez 30um([3]. Roztok v mikroelektrodé se musi
svym sloZenim co nejvice bliZit sloZeni intracelularniho prostfedi. Nevyhodou této metody je,
ze po néjakém Case dochazi k ovlivnéni vnitiniho prostfedi buiiky roztokem nachézejici se

Vv mikroelektrod¢. Tento proces se oznacuje jako dialyzace.

Perforated patch technika

Tato metoda je variantou whole cell patch techniky. Misto protrzeni utrzZku membrany
v mikroelektrodé se elektricky kontakt s intracelularnim prostfedim ziskava za pomoci
antibiotika, které jsou pfidana do roztoku v mikroelektrod€. Antibiotika zpiisobi naruSeni
bunééné membrany, tim ze dochazi k vytvafeni malych otvorii v této membrane. Tudiz
vyhoda této metody je niz$i dializaci buniky oproti a whole cell patch metod¢. Nevyhodou je
nizsi presnost meteni, protoze velikost Sumu je vysSsi. Aplikace antibiotik mé vliv na rychlost

méfeni, které je prodlouzeno z divodu nutnosti ¢ekat na perforaci membrany antibiotiky.
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4 Realizace modelu Luo a Rudy v prostredi Matlab

Vysledkem této bakalarské prace je program realizovany v programovém prostiedi
MATLAB verze R2007b s vyuzitim grafického prostiedi GUI (Graphical User Interface)
slouzici k vytvoreni uzivatelského rozhrani. Nazev tohoto programu je Luo Rudy program a
se sklada z 12 ¢asti, kde hlavni funkci je Luo Rudy program.m, ktery program spousti. Tento
model zpracovava matematicky model Lua a Rudyho z roku 1991[6]. Dale program obsahuje
techniky méfeni metodou vnuceného proudu (current clamp) a vnuceného napéti (voltage
clamp) pouzité na uvedeny model S moznosti ménit intracelularni a extracelularni hodnoty
koncentrace iontii uvedené v praci Lua a Rudyho a mechanismus ucinku nékterych blokatori.
V nasledujicich kapitolach bude pfedstaveno feSeni modelu Lua a Rudyho v programovém
prosttedi  MATLAB spolu s méficimi metodami a bude uveden popis aplikace

Luo_Rudy_program.

4.2 Reseni modelu Luo a Rudy v programu MATLAB

Obsah modelu Luo a Rudy byl naznacen v kapitole 2.3. Jak bylo zminéno, jedna se o
matematicky model membranového akéniho potencidlu komorové bunky, ve kterém se
vyskytuje celkem Sest iontovych proudi. Zakladem tohoto modelu je tedy vypocet akéniho
potencialu podle vztahu (16), kde je celkovy iontovy proud I uréen souétem jednotlivych
iontovych proudd (17) Ina, ISi, Ik, Ik1, Ikp @ lp. K vypoctu téchto proudi slouzi jako zéklad
rovnice rychlostnich konstant oy a Py ze kterych lze ziskat Casové konstanty Ty,
pravdépodobnosti otevienych vratek y a ustdlené hodnoty téchto pravdépodobnosti y..
Nékteré z téchto proudil jsou déle urceny vratkovacimi proménnymi, jejichZ rovnice maji tvar
diferencialnich rovnic prvniho fadu. Hlavni feSeni tohoto modelu spocivéa v prevedeni rovnic

uvedenych v praci Lua a Rudyho do programového prosttedi MATLAB.

Celkem 8 rovnic obsazenych v modelu ma tvar diferencialnich rovnic prvniho fadu.
Tyto rovnice slouzi k vypoc¢tu dynamickych proménnych m, h, j, d, f a x. Dalsi diferencialni
rovnice patfi k vypoctu membranového napéti V, ze kterého ziskame pribéh akéniho
membranového potencidlu. Posledni diferencidlni rovnice slouzi k vypoctu vépnikové
absorpce (calcium uptake). Proménné m, h, j jsou aktivacni a inaktiva¢ni vratka slouzici
k vypocétu proudu Ins (19), proménné d a f slouzi k vypoctu proudu I (20), proménna x je
uzita pii vypoc¢tu proudu Ik (22). Diferencialni rovnice téchto proménnych maji nasledujici

tvary

32



am _ (me—m)

dt - T ' (30)

dh (ho—h)

E - h ’ (31)
dj _ Uoo—J)

dd (do—d)

dt Tqa (33)
Af _ (=) 34)
dat Tf !

ax _ (Xeo—X) (35)

dt Ty
Diferencialni rovnice pro vypoc¢et membranového napéti (16) byla zminéna v kapitole 2.3.
Posledni diferencialni rovnice pro vypocet vapnikové absorpce ma tvar

d|Cal;
dt

=—10"*; + 0.07(=10"* + |Ca],). (36)

Posledni rovnice méni koncentraci intracelularnich vapenatych iontd, coZ se projevuje

zménou rovnovazného napéti Eg; (21), coz ovlivituje velikost proudu ;.

V Matlabu Ize soustavu diferencidlnich rovnic fesit n¢kolika zptisoby. Napiiklad lze
pouzit rizné metody jako je Eulerova nebo metoda Runge-Kutta. Matlab ovSem nabizi vlastni
moznosti feSeni diferencidlnich rovnic. K feSeni diferencidlnich rovnic muizeme pouzit
v programovém prostiedi nékolik druhii fesSitelti, ale vzhledem k tomu, ze model Lua a
Rudyho pocita s poc¢atecnimi podminkami (tabulka 2), je proto nutné zohlednit tuto véc pii
vybéru fesitele. Pocatecni hodnoty vybranych proménnych v tabulce 2 odpovidaji pocatecnim
podminkam pro koncentrace iontll v extracelularnim a intracelularnim prostiedi (tabulka 3).
Celkem tedy mtizeme pouzit pfi feSeni modelu Lua a Rudyho 8 fesitelt, které jsou zobrazeny

v tabulce 1.

Jako feSitel diferencidlnich rovnic byla vybrana funkce odelSs. Jednd se o
vicekrokovou metodu zaloZzenou na numerickych diferen¢nich formulich. Tento feSitel byl
vybran, protoZe splnil poZadavky na piesnost a vyznacoval se pomérn€ znacnou rychlosti pfi
vypoctu rovnic bé¢hem spusténi programu. Pouziti této funkce zalezi na vyb&ru méfici
techniky. Dochazi zde k urcité odliSnosti pfi pouZiti pro metodu vnucené¢ho proudu a pro

metodu vnuceného napéti.
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Tabulka 1: Piehled refitela diferencialnich rovnic v programu Matlab[]

Solver Problem Type | Order of When te Use
Accuracy

oded5 MNonstiff Medium MWost of the time. This should be the first
solver you try.

ode23 Monstiff Lo If using crude error tolerances or solving
moderately stiff problems.

odell3 MNonstiff Low to High If using stringent error tolerances or solving
a computationally intensive ODE file.

odelss Stiff Low to Medium If odeds is slow because the problem is
Stiff.

odeZ3s SHiff Low If using crude error tolerances to solve stiff
systems and the mass matrix is constant.

ode23t Moderately Stff | Low If the problem is only moderately stiff and
wou need a solution without numerical
damping.

odez23th | Stff Lot If using crude error tolerances to solve stiff
gystems.

Tabulka 2: Poéateéni hodnoty vybranych proménnych[11]

Vo -84.3801107371

Mo 0.001713

ho 0.982660523699656

Jo 0.989108212766685
do 0.00302126301779861

fo 0.999967936476325
Xo 0.0417603108167287
|Calo 0.00017948816388306
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Tabulka 3: : Koncentrace ionti pouzitych v modelu[6][11]

) Koncentrace v extracelularnim Koncentrace v intracelularnim
Druh iontu
prostredi [mMM] prostiedi [mMM]
Draslikovy (K*) 54 145
Sodikovy (Na*) 140 18
Vapnikovy (Ca®") 1.8 1.8*10™

4.2 Realizace metody vnuceného proudu na model Luo a Rudy

Vyse zminény postup realizace modelu Luo a Rudy v prostiedi Matlab byl pouzit pfi
realizaci metody vnuceného proudu (current clamp). Pii této metod¢ dochazi ke stimulaci
bunééné membrany stimulacnim proudem a vysledkem je ziskdni akéniho membranového
potencidlu. Ve vztahu pro ak¢ni potencial (16) vystupuje stimulaéni proud Ig, ktery lze
v programu Matlab namodelovat, jelikoz mizeme uréit jeho prubéh, ktery vétSinou ma
charakter jednotkového impulsu nebo kratkého obdélnikového impulsu, a 1ze ho do tohoto
vztahu dosadit. Poté lze pro vypocet tohoto napéti pouzit v prostifedi Matlab fesitele
diferencialnich rovnic odelSs. Tato funkce je aplikovana na ¢ast programu obsahujici
vSechny matematické vypoCty a proménné obsaZzené v modelu Luo a Rudy véetné 8
diferenciélnich rovnic prvniho faddu zobrazenych v ptedchézejici kapitole. Zpisob jakym se
spousti tato funkce je zobrazen na obrazku 20. Podminkou pro spravné uziti této funkce je
definice pocate¢nich podminek (tabulka 2) pro proménné V, m, h, j, d, f, x a Ca;. Dale je
nutné zadat rozsah doby méfteni, ze které si funkce automaticky urcuje derivacni krok. PO
aplikaci funkce odel5s ziskame hodnoty téchto proménnych, ze kterych lze ziskat informace

o ak¢énim potencialu, iontovych proudech a dalsich proménnych obsazenych v tomto modelu.
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Ty
398 — IN = [V0 w0 hd 30 =0 £0 x0 Ca i0]:

a9

aao % Solwer

a01

g0z - odefun = @LuD_P.udy_model_current_cla.mp;
903 - [Tm,QUT] = odelSs{odefun,[1 Tmax], IN):
an04

a0s — Vo= OUT:,1);

908 — m = JUT|:,2):

907 — h = QuT|:,3):

a0 — 9 = QUT{:,4):

aQ0g — e = OIT(:,.5):

910 — f = aUTi:,6):

211 - ¥ = auT|(:,7):

912 - Ca i = OUT{:,8);

Obrazek 14: Pouziti funkce odel5s pro metodu vnuceného proudu

4.3 Realizace metody vnuceného napéti na model Luo a Rudy

Podobny postup, jako byl pouzit v piechdzejici kapitole 4.2 pro metodu vnuceného
proudu, je pouzit i pfi realizaci metody vnucen¢ho napéti. Pti této metodé, ale neziskdvame
informace o akénim membranovém potencidlu a proto se pii této metodé neuplatiiuje
diferencialni rovnice pro jeji vypocet (16). Proto se tato metoda pouzije na model Lua a
Rudyho, ktery obsahuje 7 diferencidlnich rovnic prvniho fadu pro proménné m, h, j, d, f, x a
Caj. Metoda vnuceného napéti vyZaduje pouzit pfedem znamy napétovy impuls, ktery je
preveden do programu Matlab a dale je aplikovan na model. Napétovy impuls miize mit
rizné prubéhy zminéné v kapitole 3.2. Pro vypocet neznamych Ize opét pouzit funkci odelSs.
Kromé zminénych pocatecnich podminek pro proménné nachézejici se ve diferencialnich
rovnicich je nutné uréit, na rozdil od metody vnuceného proudu, i pevny derivaéni krok
vypocet. Aplikace funkce odel5s je zobrazena na obrazku 15. Je nutné podotknout, Ze tato

aplikace se 1i8i podle druhu napétového impulsu, ktery chceme pouZit.

2024 — odefun = BLuo_Rudy model voltage clamp;
2025 — [Tm,OUT] = odelSs(odefun, [1:1:Twax], IN);
2028

2027 - m = QUT(:,1):

2028 - h = OUT(:,2):;

2029 - = QUT (23 >

2030 - e = OUT(:,4):

2031 — f = 0UT(:,9):

2032 - X = OUT(:,€):;

2

o

w

w
I

Ca i = OUT(:,7):

Obrazek 15: Aplikace funkce odel5s pro metodu vnuceného napéti
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5 Luo-Rudy program

Grafické rozhrani vytvoiené v Matlab GUI, které je uréené pro ovladani programu, je
uvedeno na obrazku 16. Celkem lze tuto aplikaci rozdélit na ¢tyfi zakladni ¢asti, nastaveni
zakladnich parametrli, vybér metody méfeni, nastaveni zobrazeni grafickych vystupt a pole

pro grafické vystupy.

) Luo_Rudy_program Elgl

— arnich iontii [mM]— Vybeér metody
Sodikove ionty Na_e 140 ( Current clamp v|  vyvermetodu | ‘
Draslikove ionty K_e — Current clamp
‘Vapenaté ionty Ca_e 18 Zet i a - " o
- Pocetimpulsd Zagatek 1.impulsu [ms] 10 Zagatek 2impulsu [ms] 440
— i ich iontéi [mM]— (® Jeden impuls —————— .
Sodikové ionty Na_i 18 73 Délka 1.impulsu [ms] 2 Délka 1.impulsu [ms] 2 Current clamp
o— - Dva impuisy
Oasllkavsiany 145 Wka 1.impulsu 4] Waka 1.impulsu (4]
VApenaté ionty Ca_i
— Maxilmaini vodivost kanali [mSicm#2]— [~ STaf
Sadikovy kanal Na 1
Véapnikov kandl Ca
Draslikowy kandl Kp 08 [—Zobrazeni grafu
Background 0.03921 ‘ Akéni potencidl v ‘
Celkova doba simulace [ms]———— g
04+
- lml\(,lliaove napéti oo é grafy
-84.3801107371 [ Akeni potenciél
Sodikowy kanal 0 I | L L L I L L I (]} anovy proud
i 0 0.1 0.2 03 04 0.5 06 07 08 0.9 []fortov membrénové prosdy
ho 0.9526605236296 [ lontové membranové proudy s litotal
jo l0.9891082127666 1 (] Bmamicis peomeo
""""""" =8 [ Pridesii [[] Fast sodium current INa
Vapnikovy kanal > i
08k [] Slow inward current Isi
do 10.0030212630177 d <
e [[] Time-dependent K current IK
10 [0.99996739364763 06 [] Time-independent K current Ii1
Drasiikovy kandl [ Plateau potassium current IKp
w0 il [[] Background current
[] Total time-independent K current
Blok: A " Kkanali
0 1 L 1 1 1 1 1 1 1 ]
Obnovit zakladni nastaveni | 0 0.1 02 03 04 05 06 0.7 0.8 0.9 1

Obrazek 16: Grafické rozhrani Luo_Rudy_program
5.1 Nastaveni zakladnich parametri modelu

V této Casti lze nastavit zakladni parametry (obr. 17) pro vypocet podle modelu Luo a

Rudy. V této Casti je mozné meénit nebo zvolit nasledujici parametry:

e Koncentrace extracelularnich iontd Na* K*,Ca®* v jednotkach [mM],
e Koncentrace intracelularnich iontd Na*,K*,Ca?* v jednotkach [mM],
e Maximalni vodivost kanalti v jednotkéach [mS/cmz],

e (Celkova doba simulace v jednotkach [ms],

e Pocatecni podminky,

e Blokace membranovych kanala,

e Obnovit zakladni nastaveni.
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Sodikové ionty Na_e
Draslikové ionty K_e
Vapenaté ionty Ca_e

— Koncentrace extracelularnich iontti [mm] —

Sodikové ionty Na_i
Draslikove ionty K_i
Vapenaté ionty Ca_i

— Koncentrace intracelularnich iontii [mM]—

145

0.0001794851638

— Maxilmalni vodivost kanalii [mSicmA2]—

Sodikovi kanal Na
VapnikowkandlCa | oos |
Draslikow kanal Kp

Background
— Celkova doba si [ms]
Celkova doba Tmax

— Pocatecni podn'linky

Klidové napéti
VO [mV] | -84.3801107371
Sodikowy kanal -
0
ia 0.9891082127666
‘Vapnikouy kanal
d0 0.0030212630177
10 [0.9999679364763|
Draslikouy kanal
X0 0.0417603108167, ‘

Zadna blokace v
\ |

’»Blokace membranowych kanal

Obnovit zakladni nastaveni |

Obrazek 17: Nastaveni zakladnich parametria

Koncentrace extraceluldarnich a intraceluldrnich ionti

Zakladni koncentrace extracelularnich a intracelularnich iontt vychézi z prace Lua a
Rudyho a je obsazeno v tabulce 2. Nastaveni koncentraci je omezeno na interval 0-200 mM,

kdy pfi jeho piekroceni se zpétné€ nastavi zékladni hodnota.
Maximadlni vodivost kandlit

Zména hodnoty maximalni vodivosti je umoznéna pouze u proudil Ina, lsi, Ikp @ lp. U
ostatnich proudu Ik a Ik toto nastaveni neni mozné z diivodu, ze maximalni vodivost pro tyto
proudy je uréena pomoci extracelularnich a intracelularnich koncentraci uvedenych ve

vztazich (23) a (26).
Celkova doba simulace

Celkova doba stimulace urcuje, pro jak dlouhy interval bude simulace trvat. Zakladni

hodnota je nastavena na 1000ms.
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Pocatecni podminky

Nastaveni pocatecnich podminek je dilezité pro vypocet diferencidlnich rovnic
obsazenych v modelu. Tyto podminky lze urcit u proménnych V, m, h, j, d, f a x. Pfi realizaci
modelu byla zminéna proménnd Ca;, ktera urcuje intracelularni koncentraci véapnikovych
kationtéi Ca®* a je proto umisténa v panelu pro nastaveni koncentraci intracelularnich iontd.

Vychozi poc¢ate¢ni podminky jsou uvedeny v tabulce 3.
Blokace membranovych kandlit

Blokace membranovych kanali umoznuje vybér, zda chceme pii simulaci pouzit
blokaci nékterého z kanala. Tato funkce umoznuje blokaci sodikového kanalu pomoci latky

tetrodotoxin TTX, draslikového kanalu pomoci latky tetraetylamonium TTA nebo

-

vapnikového kanalu pomoci kobaltu (obr. 18).

Blokace membranouych kanald

|

}ia’dné blokace v‘

Z4dna blokace
Blokace sodikového kanalu - TTX
Blokace draslikove kanalu - TTA
Blokace Ca L-typ kanalu- Kobalt

Obrazek 18: Blokace membranovych kanali

Obnovit zakladni nastaveni

Obnova zdkladniho nastaveni je aplikace realizovana tlacitkem, pifi jehoZ spusténi
dochazi k nastaveni vSech parametrd, které jsou obsaZeny v tomto programu, na vychozi

hodnoty.

5.2 Grafické vystupy

Grafické vystupy (obr. 19) jsou v aplikaci zobrazeny v panelu Grafy. Vrchni graf
zobrazuje stimulacni impulsy. Tyto stimula¢ni impulsy se méni v zavislosti na pouZiti metod
vnucené¢ho proud a vnuceného napéti. Spodni graf zobrazuje vysledek aplikace méticich
metod. Tento graf umoznuje zobrazit rizné vysledky, jejichz vybér se nachazi v ¢asti
nastaveni zobrazenych grafickych vystupi. V tomto grafu se vyskytuji tii dopliikové funkce.
Prvni dopliikovou funkci je funkce Prikresli, kterou lze pouzit, pokud chceme porovnat

prub&hy pro ruzna nastaveni, naptiklad koncentrace iontl nebo vodivosti iontovych kanald.
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Dalsi doplitkovou funkci je tlacCitko Vycisti, ktera vycisti tento graf od vSech vyslednych
pribéhd. Posledni dopliikovou funkci je tlacitko Ofiznout, kterd je dostupna pouze pii

zobrazeni vSech iontovych proudid dohromady, a umoznuje 1épe zobrazit pribéhy téchto

proud.
[ Grafy

;e
08
06
041+
02

0 1 ! 1 ! ! 1 L L L |

0 0.1 0.2 03 04 05 0.6 0.7 08 0.9 1

lontové membranové proudy
1 =
[] Piiklesii
08
= 06
5
2

= 041
02+

0 1 ! 1 1 L 1 L L 1 I

0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1

time [ms]

Obrazek 19: Grafické vystupy

5.3 Zobrazeni grafickych vystupi

Tato ¢ast je rozdélena na okna Zobrazeni grafu a Samostatné grafy (obr. 20). V okné
Zobrazeni grafu je nabidka grafi, které Ize zobrazit do spodniho grafu v okné Grafy. Tlacitko
Zobrazit graf vykresli zvoleny graf do spodniho grafu v okné Grafy. Nabidka zobrazeni grafi
se méni v zavislosti na vybrané méfici metodé. Okno Samostatné grafy umoziuje zobrazit
z uvedené nabidky prvkli do samostatného okna, pro lepsi analyzovani pribéhd. Tlacitko

Zobrazit graf samostatné zobrazi vybrané grafy z nabidky.
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— Zobrazeni grafu

{Akénl’ potencial kY ‘

Zobrazit graf l

— Samostané grafy

[] Akéni potencial

[C] Membranovy proud

[] lontové membranové proudy

[] lontové membranové proudy s IKtotal
[] bynamické proménné

[] Fast sodium current INa

[[] slow inward current Isi

[] Time-dependent I current Ik

[] Time-independent K current IK1
[] Plateau potassium current IiKp
[[] Background current

[] Total time-independent K current

[ Zobrazit graf samostatné J

Obrazek 20: Zobrazeni grafi

5.4 Vybér metody méreni

V této Casti je realizovana nabidka pro vybér métici metody, kterou chceme pouzit, a
zobrazeni parametrt pro tyto metody spolu s aktiva¢nimi tlacitky (obr. 21). Na vybér jsou dvé
zékladni techniky, metoda vnuceného proudu (current clamp) a metoda vnuceného napéti
(voltage clamp). Pti spusténi programu je jako vychozi nastaveni pouZzita metoda vnuceného
proudu. Pii spusténi tlacitka Vyber metodu, dojde k zobrazeni zvolené metody pod touto

nabidkou.

— Vybér dy
iCurrent clamp v i Vyber metodu
Current clamp -]
oltage clamp
Pocet impulsu Zagdtek 1impulsulms] | 10 Zatatek 2impulsu[ms] | 40 |
(%) Jeden impuls 8 )
Délka 1.impulsu [ms] \ 2 Délka 1.impulsu [ms] [ 2 Current clamp
() Dva impulsy
Wiska 1.impulsu [UA] [ 18 Wka 1.impulsu 4] | 18 |

Obrazek 21: Vybér metody méieni
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Metoda vruceného proudu — current clamp

Tato ¢ast umoziuje realizovat proudovy stimulacni impuls, jeho ukazku a aplikaci na
model. Pfi nastaveni stimula¢niho impulsu je umoznéno vybrat, zda se bude jednat o jeden
impuls nebo o dva stimulaéni impulsy (obr. 21). U obou impulst Ize nastavit jejich zacatek,
trvani a vySku. Vsechny tyto parametry lze pro kazdy impuls nastavit libovoln¢. Pfi spusténi
tlacitka Ukazka impulsu se v grafickém vystupu zobrazi priabéh nami zvoleného impulsu. Pti
spuSténi tlacitka Current clamp dojde kjeho aplikaci na model a vysledek se obrazi
v grafickém vystupu. Ukéazka stimulacnich impulsii s rozdilnym nastavenim pro metodu
current clamp je zobrazena na obrazku 22.

— Wpér metodryi

"iurrem clamp v Vyber metodu

— Current clamp

—— Potetimpulsi—— Zadatek 1.impulsu [ms] 7 70 Zatatek 2.impulsu [ms] 440
() Jeden impuls j L
Délka 1.impulsu [ms] ‘ 2 Délka 1.impulsu [ms] ‘ 17
(3) Dva impulsy i e _
Wika 1.impulsu [pA] f 18 Wska 1.impulsu [pA] 1 30
it Proudovy impuls
50 T T T T T T T T
Im
40 - —
<
=
T 20F o
10 =
0 | | | 1 1 1 1 1 |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
time [ms]

Obrazek 22: Ukazka stimula¢nich impulsii metody vnuceného proudu

Metoda vnuceného proudu — current clamp

Pfi vybéru této metody dojde ke zméné panelu ur¢ené pro metodu vnuceného napéti
(obr. 21). Objevuje se zde nabidka vybéru typu impulsu, kde 1ze vybrat typ napét'ovy impuls
pro metodu vnuceného napéti. Pomoci tlac¢itka Vyber typ impulsu lze zvolit z nabidky
obdélnikovy napétovy impuls, pilovity ramp puls nebo sekvenci impulst. Kazdy z téchto
impulsit ma své urcité charakteristiky, proto pfi jejich vybrani dojde ke zméné panelu
obsahujici parametry impulsu. Jako vychozi typ impulsu pro metodu vnucené¢ho napéti je

nastaven obdélnikovy napétovy impuls. Dale jsou zde tlaitka pro ukézku napétového
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impulsu a jeho aplikaci na model pomoci tlacitek Ukazka impulsu a Voltage clamp.

Vybér metod
’7 “oltage clamp w
Voltage clamp Ob v impul
Typimpulsu— Poiet impulsi Zatatek 1.impulsu [ms] 10 Zatatek 2.impulsu [ms] 460 e
Ukazka impulsu
Obdeniovy - (¥ Jeden impuls e —— — —s s
Maxirnalni napét v 0 Maxirmalni napét [rmv] 0
() Dva impulsy
Vyber typ impuls Délka impulsu [ms] 300 Délka impulsu [ms] 300 Voltage clamp

Obrazek 23: Metoda vnuceného napéti — obdélnikovy impuls

Pii volbé obdélnikového impulsu, 1ze zvolit pocet impulsi podobné jako u metody
current clamp na jeden nebo dva impulsy. Dale lze nastavit zacatky téchto impulsd,

maximalni napéti a délku trvani. Ukézka dvou rozdilnych obdélnikovych impulst je na
obrazku 24.

; Grafy

Obdelnikovy napétovy impuls

100 T T T T T T T T
—=
50 - -
g o .

)
50 - =
100 I 1 1 1 ! 1 1 1 !
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
time [ms]

Obrazek 24: Obdélnikové napétové impulsy

Pokud zvolime pii volbé typu impulsu ramp puls, zobrazi se panel (obr. 25) podobny
jako pfi obdélnikovém impulsu. Obsahuje stejné parametry tykajici se zacatku a trvéani
impulst a nastaveni maximalniho napéti. Kromé téchto parametrt lze téz zvolit, jaky prubéh
bude mit tento ramp impuls. Pribéh téchto impulsi mize byt bud’ klesajici (obr. 26) anebo

stoupajici (obr. 27).

— Vybér metody
’ \oltage clamp bl Vyber metodu
—Voltage clamp——— Ramp impuls (pilovity
—— Pocet impulst - i [— B
—Typimpulsu—— ¢a i [ 4 i g i
yP p ‘ O Zacatek 1.impulsu [ms] 10 Zacatek 2.impulsu [ms] | 460 Ukizka impulsu
|Ramp puls Nl — r T — J d
— ) Dvaimpuisy Maximalni napgti [my] | 0 Maximalni napéti [mb) 0

Vyber typ impuls = Délka impulsu [ms] 300 Délka impulsu [ms] 300 Voltage clamp
|Klesajici v|

Obrazek 25: Panel pro ramp impuls
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— Grafy

Pilovity napétovy impuls

100 T T T T T T T T
=21
50 - -

=
50 - <
100 L ! ! 1 ! ! L L L
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
time [ms]
Obrazek 27: Klesajici prubéh ramp pulsu
Bk Pilovity napétovy impuls

100 T T T T T T T T
[— V]
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50| o
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Obrazek 26: Stoupajici prubéh ramp pulsu

Posledni moznosti pifi volbé typu impulsu je sekvence napétovych skokt, jejichz zakladem
jsou obdélnikové impulsy. V panelu (obr. 28) pro nastaveni sekvence napétovych impulsi lze
vybrat z jednoho nebo dvou impulsi. U téchto impulsti je mozné nastavit zacatek a délku
impulst. Ddle lze nastavit maximalni a minimalni napéti impulst a velikost napétovych

skokti. Ukazka sekvence napétovych skokt je zobrazena na obrazku 29.

— Vybér metody
[Vottage clamp v} Vyber metodu I
—Yoltage clamp——— Sekvence napétouych skokd = — — —
Poéet impulst Zatatek 1impulsu [ms] | 10 | Zatatek 2impulsu [ms] | 460 |
Typimpulsu————————— . S T ks ;
( [sekvence 3l ‘ © dedenimpuis Maximalni napéti [mi] 0 | Maximaini nap&ti [mv] 0 \ SN ey
O Dvaimpuisy Minimaininapétifmy] | 84 |  Minimdninapétimv] | 84 |
T e —— . — P— Voitage clamp
Velikostskok( [mv] | 10 |  Délkaimpulsufms] | 300 | Délka impulsu [ms] 300 |

Obrazek 28: Panel sekvence napét’ovych impulsi

44




[ Grafy
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Obrazek 29: Sekvence napét’ovych impulsu
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6 Vysledky Luo_Rudy_program

V nasledujici kapitole 6.1 budou prezentovany vysledky aplikace Luo Rudy program
a budou porovnany s literaturou [6] a [11]. Vkapitole 6.2 budou prezentovany dalsi vysledky

této aplikace bez srovnani.

6.1 Srovnani vysledku s dostupnou literaturou

Na obrazku 30 je pribéh akéniho potencidlu s maximalnim napétim pfiblizné 41mV a
délkou trvani asi 400ms[11]. Na obrazku 31 je akéni potencidl vytvofeny pomoci vytvotfeného
programu Luo Rudy program. Tento pribéh byl ziskat na zdkladé simulace metody
vnucené¢ho proudu, kdy stimulac¢ni impuls trval 2ms a jeho vySka byla 22pA. Pii téchto
parametrech impulsu dosahuje vysledny akéni potencidl maximalni hodnoty napéti priblizné
41mV a trvani lze odhadnout na 400ms. Z téchto hodnot a z podobnosti priabehti Ize usoudit,

ze akéni potencidly se shoduji.

40 |

Potential (mV)

0 200 4040 600 800 1000
Time {ms)

Obrazek 30: Akéni potencial[11]
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Obrazek 31: Akéni potencial Luo_Rudy_program

Na obrazcich 32 a 33 je zobrazen sodikovy iontovy proud (fast sodium current) spolu
s jeho vratkovacimi proménnymi. Pfi porovnani velikosti obou proudii dochazi k znacnému
rozdilu mezi témito proudy. Tento rozdil je zptisoben odlisnymi jednotkami, ve kterych jsou
proudy zobrazeny. Na obrazku 32 je proud uveden v jednotkach uA/mm2 a na obrazku 33 v
jednotkach pA/cmZ. Pii sjednoceni jednotek na uA/CmZ muizeme maximalni hodnotu obou
proud odhadnout na -380 },LAlcmz. Pii porovnani proménnych m, h a j dostavame stejné

prabéhy.
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Obrazek 32: a) Fast sodium current, b) Vratkovaci proménné[11]
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Obrazek 33: Vystup Luo_Rudy_program - fast sodium current a jeho vratkovaci proménné

Na obrazcich 34 a 35 dochazi ke srovnani vapnikovy proud (slow inward current) spolu s jeho
vratkovacimi proménnymi d a f. Na obrazku 35 je déale zobrazen ¢asovy vyvoj vapnikové
absorpce (calcium uptake). Pi sjednoceni jednotek na pAlcm?, lze stanovit, Ze oba proudy

dosahuji maximalni velikosti -4,5 pA/cm?. Pribshy obou proudi jsou podobné, stejné jako
pribéhy vratkovacich proménnych.

49



Current (LA mm )

1K) = T T
00l F
002
03
04 T
-0.05 . i :
L] 200 400 Gl BOA 1000
Tume (ms)
(a)
3
[}
=3

0 200 AL E1l] bS] i

Tirme (rog)
i — f-----
{b)

Obrazek 34: a)Slow inward current, b) Vratkovaci proménné[11]
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Obrazek 35: Slow inward current s vratkovacimi proménnymi a vapnikovou absorpci vytvoieny v Luo_rudy_program

Na obrézcich 36 a 37 je zobrazen proud pozadi (background current). Opét dochazi ke

shod¢ jak v maximalni velikosti proud, tak i v ve tvaru prib&hu.

0.04 + ) ' ) T
0.03 | A
qﬂ
£
£ 002}
2
g 001 t |
0.00 }
001 —
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Time (ms)

Obrazek 36: Background current[11]
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Obrazek 37: Background current vytvoireny v Luo_Rudy_program

Na obrazku 38 jsou zobrazeny akéni potencialy pro ruzné Kkoncentrace
extracelularniho drasliku Ko. Dale jsou zde zobrazeny pribéhy iontovych proudii Ixir), Ik @
lsi. Tyto prib&hy plati pro koncentrace extracelularnich draslikovych iontd K,=3mM a

Ko=3mM. Tyto prib&hy pochazeji z prace Luo a Rudy[6].
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Obrazek 38: Akéni potencialy a pribé&hy iontovych proudii pro rizné koncentrace ionti[6]

Pro srovnani téchto prubéhd byl v aplikaci Luo_Rudy_program pouzita metoda
vnucen¢ho proudu, kdy proudovy stimulacni impuls mél velikost 22pA a délku trvani 2ms.
Na obrazku 39 je zobrazen zminény stimulacni proudovy impuls a dale se zde nachazeji
pribéhy akcéniho potencidlu pro hodnoty koncentrace extracelularnich draslikovych iontd
Ke=7mM (Cerveny prubeh), K,=5.4mM (zeleny pribéh) a K, =3mM (modry pribeh).
Obrazek 40, 41 a 42 obsahuji namodelované prib¢hy iontovych proudii Ixym), Ik a lsi pro
koncentrace K,=7mM a K,=3mM.

Pii srovnani vysledkil je vidét dilezity vliv koncentrace K, na délku trvani akéniho
potencialu 1 jednotlivych iontovych proudd, kdy sniZzena koncentrace téchto iontl prodluzuje
Casové prubéhy téchto prvka. Vystup akéniho potencidlu z vytvotené aplikace spravné
simuluje toto Casové prodlouzeni a také respektuje zvySeni hyperpolarizace. Jednotlivé
iontové proud lkim), Ik a lsi svymi Casovymi priibéhy i velikostmi odpovidaji pribéhiim

uvedenych v literatute.
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Obrazek 40: Stimulaéni proudovy impuls a priabéhy akéniho potencialu pro ruzné koncentrace draslikovych ionti
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Obrazek 39: Total time-dependent potassium current pro K;=7mM (modra) a K,=3mM(zelens)
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Time-dependent potassium current
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Obrazek 41: Time-dependent potassium current pro Ko
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Obrazek 42: Slow inward current pro Ko=7mM (modra) a Ko=3mM(zelena)
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6.2 DalSi vysledky

V této kapitole budou uvedeny grafy celkovych iontovych a jednotlivych prouda pro

metodu vnuceného napéti (voltage clmamp) s riznymi typy impulst.
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Obrazek 43: Obdélnikové napét’ové impulsy a odezva celkového iontového proudu

lontové membranove proudy s celkovym Eas.ové‘nezévislym draslikovy proudem IKtotal
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Obrazek 44: Tontové membranové proudy jako odezva na obdélnikovy napét’ovy impuls
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ik Pilovity ramp impuls
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Obrazek 45: Pilovity napét’ovy ramp impuls a odezva celkového iontového proudu
lontové membranove proudy s celkovym €asové nezavislym draslikovy proudem IKtotal
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Obrazek 46: Tontové membranové proudy jako odezva na pilovity napétovy ramp impuls
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Obrazek 48: Sekvence obdélnikovych impulsi a odezva celkového iontového proudu

lontové membranove proudy s celkovym Casové nezavislym draslikovy proudem IKtotal
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Obrazek 47: Iontové membranové proudy jako odezva na sekvenci obdélnikovych napétovych impulsi

58



Zaver

Cilem této prace bylo seznamit se s principy méfeni elektrofyziologickych déju na

izolovanych buiikach a vytvofit program simulujici elektrické déje probihajici na burice.

V prvnich kapitolach byla rozebrana bunka jako hlavni stfed zajmu elektrofyziologie.
Byla popsana jeji struktura, kde se pfedevsim uplatiiuje bunéna membrana spolu s druhy
iont, které se vyskytuji v intracelularnim a extracelularnim prostiedi. Jako zakladni
bioelektrické jevy byly zminény akéni potencidl a klidové membranové napéti. Dalsi ¢asti se
zabyvali moznostmi, jakym zptisobem lze vytvofit nadhradni schéma bunétné membrany a

rozvoj modelovani elektrické aktivity burky.

V dalsich kapitolach byly rozebrany metody vnuceného proud a napéti, které¢ se
pouzivaji pii ziskani informaci o elektrickych vlastnostech izolované bunky. Byla zde
rozebrana i technika patch clamp, kterd byla podrobné popsana spolu s riznymi variantami,

které se pfi métfeni na izolovanych buiikach pouzivaji.

Posledni kapitoly jsou vénovany realizaci programu vytvoieného v programu Matlab
s uzivatelskym rozhrani, ktery byl téz vytvoien v program Matlab GUI, a prezentaci vysledki,
které jsou srovnany s literaturou. Jako zaklad tohoto programu byl pouzit matematicky model
akéniho potencidlu savéi komorové bunky, jehoz autory jsou Luo a Rudy. Tento program
obsahuje kromé& zakladnich nastaveni koncentraci extraceluldrnich a intracelularnich iontd,
maximalnich vodivosti iontovych kanalll a po¢atecnich podminek méteni, umoziuje zvolit ze
zékladnich méficich metod pomoci metod vnucené¢ho proudu a vnucené¢ho napéti. Dalsi
moznosti nastaveni se tykaji volby blokace membranovych kanald, kdy lze zvolit nékterou
z latek, kterd ma vliv na zablokovani specifického kanalu. Pfi pouziti metody vnuceného
napéti je k dispozici n€kolik typl impulsi, které lze pouZzit pii skute€ném méfeni. Program
tvofi 1 grafické vystupy, které zobrazuji stimulacni impulsy zavislé na zvolené metod¢ meéteni
a grafy vytvofené jako odezva na tyto impulsy. Vysledné¢ grafy lze zobrazit pfimo do
programu nebo je mozné vykreslit do samostatnych oken. V posledni kapitole jsou né&které
vysledky srovnany s literaturou. Pfi téchto srovnani dochazelo k velké shodé mezi vysledky

ziskanymi z programu a vysledky z literatury a proto lze oznacit, ze program pracuje spravné.

Aplikace Luo_Rudy program lze pouzit jako vyukovy program studentam pro lepsi

pochopeni ziskavani informaci o bioelektrickych jevech na zakladé riznych metod méteni.
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