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tych modifikacich PCR vedoucich k vyssi citlivosti jsme byli schopni ziskat specificky
PCR produkt jiz pifi pouziti pouhych 5 chromosomu. Zjistili jsme, Ze geny specificky
exprimované v samcich pohlavnich organech se nachazeji jak na pohlavnich chromoso-
mech, tak ina autosomech (Kejnovsky ef al. 2001). Dale jsme prokazali duplikativni
prenos homeotického rostlinného genu na chromosom Y u S. latifolia (Matsunaga et al.

2003).
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Uvod

Pfenos signalti zalozeny na zménach cytosolické koncentrace Ca®* je dobie popsan
v zivoc¢isnych (Bootman ef al. 2001) i v rostlinnych butikach (Sanders et al. 1999). Akti-
vitou enzymt signalnich drah vznikaji v buiice molekuly druhych posli, napt. D-myo-ino-
sitol 1,4,5-trisfosfat (InsPs), ktery pak otevira specifické iontové kanaly pro Ca®" a zvysu-
je tak koncentraci Ca®" v cytosolu, ktera dale ovliviiuje enzymy v signalni kaskadg.

Pro in vitro studium iontovych kanalt pro Ca®" na rekonstituovanych membranovych
vaccich existuje nékolik principialné odlisnych metod. Relativné jednoducha provedenim
a nenaroc¢na na vybaveni je filtracni radiometrickd metoda (Brosnan a Sanders 1990), kde
je v odebiranych vzorcich reakéni smési méfen obsah “*Ca®" uvnitt rekonstituovanych
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membranovych vacki. Velkou nevyhodou tohoto uspotradani je jeho diskontinualita, ktera
netnosné zvysuje experimentalni chybu. Mezi nejspolehlivejsi metody patii patch-clamp
metoda méteni vodivosti jednotlivého iontového kandlu (Allen a Sanders 1994) nebo
superfuzni komora (Finch et al. 1991), ktera umoziuje pifevést diskontinudlni radio-
metrickou metodu s *Ca** do semikontinualniho uspoiadani. Ob& metody vyzaduji speci-
alni pfistroje a jejich zavedeni je tedy finan¢n€ narocné.

Pomérné nenaroéné a citlivé je méfeni pomoci fluorescenénich indikatorti pro Ca®,
které je mozno snadno provést kontinualné v kyveté spektrofluorimetru.

Experimentalni provedeni

Princip metody je znadzornén na obr. 1. V pfitomnosti ATP-Mg jsou vapenaté ionty
nasaty dovniti rekonstituovanych membranovych vackt pisobenim specifickych ionto-
vych pump (Ca**-ATPas) a po dosaZeni ustaleného stavu mohou byt uvolnény piidavkem
Ca”" ionoforu nebo ptidavkem specifického ligandu, ktery otevie iontové kanaly pro
Ca®". Vné membranovych vacki je pritomen fluorescenéni indikator pro Ca®", ktery citli-
vé& reaguje na malé zmény [Ca’'] zptisobené nasavanim nebo uvoliiovanim Ca®".

Ca®'fluo-3 fluo-3
ATP-Mg ca” Ca*" ionofor
—_—>

Ca’*-ATPasy

Ca?'fluo-3

Obr. 1. Princip fluorometrické metody (vysvétleni v textu).

Vnitini objem rekonstituovanych membranovych vackt tvofi pouze zlomek celkového
objemu reakéni smési v kyvets, a proto Ca*" uvolnéné otevienim specifickych iontovych
kanalt zvysuji koncentraci v okoli vacki jen velmi malo. Vyhodou proto jsou citlivé
fluorescencni indikatory s nizkou Kq (~107 mol.I""). Dalsi komplikaci tohoto uspotradani
je nutnost pracovat v pomérn¢ uzkém rozsahu koncentraci volnych vépenatych iontd
([Ca* ) bEhem celého méteni (107 — 5 x 107 mol.I"). Spodni hranice vyplyva z nut-
nosti zachovat takovou [Ca® e, pii které jsou stale dostate¢nd aktivni Ca*'-ATPasy,
které vytvari potfebny koncentra¢ni rozdil vné a uvniti vacku. Horni hranice zase plyne
z K4 pouzitého fluorescenéniho indikatoru (¢im vyssi je méfena koncentrace Ca* nez Ky
fluorescenéniho indikatoru, tim méng citlivé a presné je dané méfeni). Hladinu [Ca* Jgee
mohou ovlivnit dva jevy: mnozstvi kontaminujicich Ca*" v reakéni smési a piitomnost
a koncentrace latek chelatujicich Ca®" - pfedev§im samotného fluorescenéniho indikéatoru,
ale také ATP nebo EGTA (kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetra-
octova).

Jako vhodny fluorescenéni indikator pro Ca®* se ukazal fluo-3 (Molecular Probes;
Hirota et al. 1995; Aex = 500 nm, A, = 525 nm), jehoz Ky umoziuje pouzit dostate¢nou
koncentraci indikatoru, ktera pak zajiSt'uje stabilni intensitu fluorescence a dobry pomér
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signalu k $umu. Jeho K¢* v daném systému se snadno ur&i pomoci sady Ca’-EGTA pufrt
pfipravenych v daném reak¢nim pufru a sestavenych napf. pomoci voln¢ dostupného
programu Sliders (http://www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html).

Celkova koncentrace Ca*" ([Caﬁ]mml) v pouzivanych roztocich je vétSinou pfili§ velka
([Ca* o ~ 10”° moL.I"") a je nutno ji snizovat pre¢isténim pres specificky ionex. Jako dosta-
teCny pro dany ucel se ukazal katex Chelex 100 (BioRad) v 1 ml kolonce. Nejprve je nutno
precistit zékladni pufr (0,4 mol.I" glycerol, 50 mmol.I" KCI, 10 mmol.I" HEPES-KOH
pH 7.4). Z tohoto pufru se pak pfipravi reakéni pufr (6 mmol.I" ATP v zakladnim pufru
2,5 x fedéném deionizovanou vodou, pH upravit na 7,40 pomoci KOH).

Me¢fieni probihd v michané fluorescencni kyveté pii 25 °C a pii pH 7,4. Reakéni smés
obsahuje 2 x fedény reakéni pufr, 10 pmol.l" fluo-3, 3 mmol.I"" MgCl, (v piipadé pouZiti
Na,ATP) a membranové vacky (60 pg (proteini).ml™). Pienos Ca*" do membranovych
vacka probihd do dosazeni stacionarniho stavu (cca 20 min; obr. 2A). Ligand je nutno
pridat v malém objemu 3 X po sob¢. 2. a 3. pfidavek umozni urcit nespecifické zvyseni
fluorescence (mély by byt stejné &i nizsi neZ prvni a odpovidat mnozstvi Ca** obsazenych
v zasobnim roztoku ligandu), které je pak tieba odecist od prvniho zvySeni (obr. 2B).

Cely systém byl testovan na receptoru pro InsP; (InsP;-R; Krinke 2003). Koncentrace
InsP; v reakéni smési by vdaném piipadé neméla vyznamné piekroéit 500 nmol.l”
(100 nmol.I"" pro jeho u¢inngjsi funkéni analog adenophostin A (APA); Beecroft et al.
1999), aby pufrovani uvolnénych Ca®" piitomnym ligandem nebylo vyznamné. Zaroveii
by tato koncentrace méla byt dostatecna na to, aby hned prvnim piidavkem ligandu byly
témeét upln€ vyprazdnény membranoveé vacky citlivé na tento ligand. V pfipadé InsP;-R
uvedené koncentrace liganda tuto podminku spliuji.
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Obr. 2. Pribéh nasavani Ca** mikrosomalni frakci (MF) z kvétenstvi kvétdku a uvolnéni Ca*
pridavkem nefluorescenéniho Ca®" ionoforu (A). Efekt ptidavku InsP; (0,5 nmol) na MF z krysich
hepatocytt po ukonéeni nasavani Ca®* (B).

Celkové uvolnitelné mnozstvi Ca®* Ize uréit piidavkem 5 pmol.1" nefluorescenéniho
ionoforu 4-Br A23187 (Molecular Probes; 2 x po sobé, 2. pridavek opét pro urCeni ne-
specifického zvyseni fluorescence). Na konci kazdého méteni je tieba zjistit, jaka je ma-
ximalni fluorescence indikatoru v daném vzorku ptidavkem 2,5 mmol.I"! CaCl,. Hodnota
maximalni fluorescence umoznuje korigovat namétené hodnoty fluorescence na vnitini
filtra¢ni efekt vzorku (jedna se o suspensi, kterda sama absorbuje a rozptyluje svétlo). Na-
meéfené hodnoty fluorescence je mozno pouzit pro vypocet latkového mnozstvi uvolné-
nych Ca®" s pomoci nasledujicich bilanénich a rovnovaznych vztahi:
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Hodnota fluorescence je nejprve piepoétena na hodnotu [Ca*'Jge. ata posléze na
[Ca®" o, ktera teprve odrazi skuteéné poméry v systému. Rozdil dvou jejich hodnot pred
a po pridavku ligandu udava mnozstvi Ca®>" uvolnénych otevienim iontového kanalu.

Pouzitelnost

Vérohodnost prezentované metody byla ovéfena na membranovych vaccich MF
z krysich hepatocyti, u kterych bylo popsano uvoliiovani Ca** indukované InsPs (Surroca
a Wolff 2000; obr. 3A). Metoda byla dale testovana na vybranych rostlinnych materia-
lech, znichZ jako nejvhodnéjsi pro dalsi studie InsP-R se ukazalo kvétenstvi kvétaku
(Muir a Sanders 1997, obr. 3B).
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Obr. 3. Piehled vysledkl pro jednotlivé ligandy u MF z krysich hepatocytd (A) au MF z kvé-
tenstvi kvétaku (B). Ligandy byly pfidany v nasledujicich latkovych mnozstvich: InsP; (0,5 nmol),
APA (0,1 nmol), L-InsP; (0,5 nmol) jako neaktivni strukturni analog InsP; (Polokoff ef al. 1988)
a nizkomolekularni heparin (M, = 3000) (3 nmol) jako inhibitor vazby InsP; na InsP;-R (Bultynck
et al. 2003). Objem reak¢ni smési byl 1 ml. Vysledky predstavuji primér + vybérova smérodatna
odchylka ze dvou nebo tfi paralel. InsP; - D-myo-inositol 1,4,5-trisfosfat, L-InsP; - L-myo-inositol
1,4,5-trisfosfat, APA - adenophostin A.

Praktické postiehy

Pro pfipravu reakéniho pufru je vhodnéjsi pouzit drazsi MgATP nez Na,ATP, protoze
se tim sniZi po&ate¢ni koncentrace Ca®’, &imZ se zvysi citlivost metody. Reakéni puft je
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vhodné pripravit vzdy Cerstvy, protoze ATP v reakénim pufru samovolné hydrolyzuje
a tento proces zvySuje pozadi méfeni uz po 8 hod od pripravy roztoku. Reakéni pufr nelze
zbavit Ca®" pomoci Chelex 100, protoze ATP ma v tomto pufru vy$i afinitu k Ca®" nez
Chelex 100. Na poc&ateéni koncentraci Ca®" ma také vyznamny vliv kvalita vody (vhodné
je pouzivat dvakrat deionizovanou vodu).

Diilezita pro prubéh celého méfeni je kyveta, kterd musi byt dostatecné uc¢inné micha-
na a temperovand. Vhodna byla 10 mm kyveta s vybrusem pro michadlo s 1 ml reakéni
smési. Kyvetu je nutno pred kazdym méfenim dikladné vyplachnout denaturovanym
ethanolem pro odstranéni zbytk ionoforu, deionizovanou vodou, 100 pmol.I"" EGTA pro
odstranéni zbytkt Ca®" z pfedchoziho méfeni maximalni fluorescence a nakonec opét
deionizovanou vodou.

Nasavani Ca*" dovniti membranovych vack se v piipadé pouziti fluo-3 projevuje
poklesem fluorescence, ktery je zpocatku rychly a pozdéji se zpomaluje. I kdyz neni usta-
leného stavu dosazeno ani po 20 min, neni dobré tuto fazi vice prodluzovat, aby se zabra-
nilo piipadné denaturaci iontového kanalu.

Problémy mohou zptsobovat zelené rostlinné materialy, protoze fluo-3 fluoreskuje
v zelené spektralni oblasti. Mnozstvi proteind v reakéni smési je tfeba upravit zvlast pro
kazdy pouzity biologicky material, voditkem mtize byt pokles maximalni fluorescence,
ktery by nemél presahnout 10 % hodnoty maxima pro €iry roztok.

Spravnost bilan¢nich vypoc¢ti je mozno ovéefit pfidavkem vnitiniho standardu
(1 pmol.I"" CaCl,) po druhém piidavku ionoforu a podle zméfeného zvyseni fluorescence
zpétné dopocitat tuto hodnotu.
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