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1. Uvod: bunééna signalizace spojena s Ca**

Obecnou vlastnosti vSech zivych bunék je jejich
schopnost reagovat na nejriznéjs$i vnéjsi podnéty. Tyto
vnéjsi podnéty (signaly) jsou obvykle zachycovany na
povrchu bunék receptory a pienaSeny pies membrany dale
do bunck tzv. signalnimi systémy. Vyznamnou roli
v mnoha bunéénych signalnich drihach hraji ionty Ca®’.
Depolarizace plasmatické membrany, mechanické posko-
zeni nebo hormonalni aktivace' Zivogisnych bunék jakoz
i ptisobeni fytohormonid, modulaénich faktord a riznych
typi stresu na rostlinné buiiky® jsou piiklady podnétd, jez
vedou ke zménam cytosolické koncentrace Ca’", ktera je
v zivé builce udrzovédna fadou mechanismi na velmi nizké
hlading (10”7 — 10~ moL.I™"). Ve vé&t$ing bun&k se pii tomto
typu signalizace zvysuje koncentrace Ca®" v cytosolu,
odkud tyto ionty difunduji do jadra buiiky nebo jsou odcer-
pavany do mitochondridlni matrix, v rostlinnych buikach
je jejich Gastym cilem vakuola. Koncentrace Ca®" uvniti
bunék je regulovana koordinaci protichtidnych mechanis-
mil (tj. iontovymi kanaly specifickymi pro Ca*" a Ca®'-
transportujicimi ATPasami). Latkami reagujicimi na zmé-
ny v koncentraci Ca*" jsou nejéastéji nejriizn&jsi proteinki-
nasy, které nasledné fosforylaci transkripcnich faktorQ
vyvolavaji zménu fyziologického stavu builky. Dnes je
ziejmé, 7e signaly spojené se zménami v koncentraci Ca’*
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maji sloZité Gasoprostorové prib&hy™*.

Ke studiu mechanismti vedoucich ke zméné koncent-
race Ca”" je mozno vyuzit mnoha rozliénych metod. Sle-
dovat zmény v koncentraci Ca>" Ize bud’ piimo v Zivych
buiikach (in vivo), at uz vizolovanych buikach C¢i
v bunkach, které jsou soucasti tkani ¢i pletiv nebo pfi stu-
diu dil¢ich krokli ¢i komponent signalniho systému
v izolovanych a rekonstituovanych membranovych vac-
cich (in vitro) (napf. studium iontovych kanald vyskytuji-
cich se v né€které z bunéénych membran). Metody studia
musi byt tedy minimalné¢ invazivni a nejlépe takové, které
umozni oddélend studovat zmény koncentrace Ca®" v jed-
notlivych bunéénych kompartmentech a nésledné také
urcit jejich vzajemné vazby. Tento ¢lanek popisuje nejroz-
Sifenéjs$i metody zalozené na rliznych fyzikalnich princi-
pech a diskutuje jejich vyhody a tskali.

2. Elektrochemické metody

Koncentraci vapenatych ionti 1ze méfit pfimo poten-
ciometricky iontové selektivnimi elektrodami’. Tuto meto-
du lze pouzit jak pro méfeni in vivo (elektroda je
,,zapichnuta® do bunky), tak i in vitro. Koncentracni roz-
sah Ca®* se b&né vyjadfuje v logaritmické 3kale
pCa (pCa =—log ac,”"). Tontové selektivni elektrody pro
Ca*" maji $iroky dynamicky rozsah (pCa 1 az 9, komer&né
dostupné jsou vsak pouze do pCa 7). Jsou téz vynikajici
pro kalibraci roztoki Ca*" a mohou byt pouzity i in vivo ke
kalibraci signalu ziskaného fluorescenénimi indikétory®
(viz dale). Prodleva odpovédi iontové selektivni elektrody
na zménu v koncentraci volnych Ca®* je nicmén& pomérné
dlouha (~0,5-15s). Iontové selektivni elektrody Ize
v laboratofi vyrobit zabudovanim nékterého chelata¢niho
¢inidla (ligandu) do kapalné lipofilni membrany’.

Variantou této iontové¢ selektivni elektrody je vibruji-
ci sonda selektivni pro Ca®" (cit.®). Ta byla pavodné navr-
zena pro méfeni malych extracelularnich iontovych prou-
dd. Vibraci sondy citlivé na rozdil potenciali mezi dvéma
body (mezi méfenym a referenénim) probiha autokalibra-
ce, coz zvySuje pomér signdlu k Sumu. Takto je mozno
méfit pikomolarni iontové toky. Vibrujici iontové selektiv-
ni elektrody jsou neinvazivni (méfeni muze trvat hodiny
nebo dokonce dny) a mohou byt umistény ve vzdalenosti
pouhych nékolika mikrond od povrchu buiiky. Navic mo-
hou byt snadno pfemistovany kolem celé buiky k méteni
proudii na riznych mistech membrany. Zjevna nevyhoda
této metody je, ze vibrujici elektroda nemize byt pouzita
k mé&feni vnitrobunéénych koncentraci Ca*". Nicméné tato
metoda byla usp&$né pouzita k méfeni toku Ca’>* do cyto-
plasmy bcéhem rlstu pylovych lacek v rostlinnych bui-
kach’, acetylcholinem indukovaného toku Ca®* pies sarko-
lemu v buiikach hladkého svalu'®, toku Ca’* do cyto-
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plasmy béhem pisobeni oxida¢niho stresu na neurony
mé&kkyse rodu Aplysia'' a k méfeni aktivagnich proudi
b&hem oplodnéni riznych druhd vajicek'>".

3. Radiometricka metoda méreni koncentrace
Ca”" in vitro

Zmény v koncentraci Ca®" mohou byt sledovany také
pridavkem radionuklidu *Ca®". Tato metoda se pouzivé
napf. pfi studiu ligandem oteviranych iontovych kanal
specifickych pro Ca®*. Pracovat lze pouze v in vitro systé-
mu, kde biologickym materidlem jsou rekonstituované
membranové vacky obsahujici studovany iontovy kanal.
Pi téchto pokusech se sleduje mnozstvi **Ca’" uvniti vac-
kt pred a po aplikaci ligandu, tedy pted a po otevieni pfi-
slusného iontového kanalu. Pii vyhodnocovani vysledku je
tieba vénovat pozornost izotopovému fedéni béznym nera-
dioaktivnim Ca®’, ktery je piitomen ve vét3ing vzorkd
v nezanedbatelné koncentraci. V praxi se pouzivaji dva
nize popsané postupy.

Prvni  postup  zaznamenava  obsah  *°Ca®
v membranovych vaccich naplnénych smési Ca’*/**Ca**
(cit."*"%). Rekonstituované membranové vacky jsou nej-
prve inkubovany v médiu obsahujicim ATP-Mg a smés
Ca’"/*Ca’ o dané radioaktivité. Po uréitém Case inkubace
jsou tyto membranové vacky pisobenim  Ca®'-
transportujicich ATPas pfitomnych v membranach naplné-
ny vapenatymi ionty. Po dosazeni ustaleného stavu je moz-
no pfidat do inkuba¢niho média ligand, ktery otevira kanal
specificky pro Ca*" a uvoliuje tak z vagki tyto ionty.
K oddéleni membranovych vackt od inkubacniho média
se pouziva vakuova filtrace pfes membranu
(z nitrocelulosy nebo polyvinylidendifluoridu) nebo pfes
sklenénou fritu s definovanou porozitou. Proto je tato me-
toda Casto oznacovana jako filtraéni. Radioaktivita zbyva-
jici na filtraéni membrang (odpovidajici obsahu *Ca®*
v membranovych véacécich) je zméfena metodou kapalné
scintilace.

Pti pouziti druhého postupu je vzorek (membranové
vacky nebo celé zivocisné bunky permeabilizované sapo-
ninem a naplnéné smési Ca*/Ca®") fixovan mezi dvé
membrany pifi konstantnim prutoku promyvaciho pufru
v tzv. superfuznim pifistroji. Iontovy kanal se aktivuje pte-
pnutim na jiny zasobnik promyvaciho pufru s danou kon-
centraci ligandu. Puft, ktery opousti superfuzni komoru, je
sbiran kolektorem frakci a radioaktivita je méfena ve frak-
cich. Na konci experimentu jsou vapenaté ionty zbyvajici
v membranovych vaccich uvolnény pridavkem detergentu
do promyvaciho pufru. Z takto stanoveného celkového
mnozstvi Ca®" 1ze vypotitat podil vapenatych iontd uvol-
nitelnych pouzitym ligandem. Tato metoda je velmi uZzi-
te¢na pro méfeni rychlych zmén obsahu Ca®" v membrano-
vych vaccich s ¢asovym rozliSenim az 70 ms a byla Gspes-
né¢ vyuzita napf. ke studiu zivocisného iontového kanalu
pro Ca®" oteviraného D-myo-inositol-1,4,5-trisfosfatem'®
jako ligandem (tento kanal se vétSinou nazyva receptor pro
D-myo-inositol-1,4,5-trisfosfat).
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4. Bioluminiscenéni indikatory Ca®*

Bioluminiscence je produkce svétla biologickymi
systémy. V piirodé byly nalezeny fotoproteiny, které poté,
co se na n& navazi ionty Ca®’, emituji svétlo (napf. ekvo-
rin, obelin, mitrokomin a klytin). Nékteré¢ z nich jsou dnes
vyuzivany k méfeni koncentrace Ca*" (cit.!”'®) predevsim
in vivo, pouzitelné jsou vsak i in vitro. Protoze u téchto
fotoproteinti zpisobuje bioluminiscenci intramolekularni
reakce s Ca’’, vyzaduji bioluminiscenéni metody pouze
jednoduchou instrumentaci a nejsou ovlivnény takovymi
jevy, jako je autofluorescence nebo sniZeni citlivosti
v disledku pusobeni excita¢niho zafeni, jako je tomu
v ptipad¢ dale diskutovanych fluorescencnich indikatori a
proteind. Nejvétsi prekazky pfi pouziti téchto indikatort
jsou spojeny s metodami vpravovani indikatoru na dané
misto v burice, s detekci bioluminiscence a s jeji kalibraci
(protoze bioluminiscence je Castecné zhasena kazdym
vzorkem). Problém kalibrace, tedy zhaSeni bioluminiscen-
ce vzorkem, Ize odstranit metodou standardniho ptidavku.
Problémy s detekci vznikaji tim, Ze kazdd molekula foto-
proteinu emituje po navazani Ca®" pouze jeden foton. Po-
zorovana bioluminiscence mé proto velmi nizkou intenzi-
tu, coz vyzaduje nakladné detekéni systémy.

Ekvorin (angl. aequorin), fotoprotein citlivy na Ca
izolovany z meduzy Aequorea victoria, reaguje na fyziolo-
gické koncentrace Ca*" a je v soudasnosti preferovanym
bioluminiscenénim indikatorem pro Ca®’. Ekvorin muze
byt mikroinjikovan nebo zaveden do bunky transfekci
genem pro apoekvorin. Po vneseni genu pro apoekvorin je
treba dale inkubace s jeho prostetickou skupinou koelent-
razinem tak, aby se rekonstituoval funkéni ekvorin uvnitt
buiky. Ne vsechny typy bunék mohou byt snadno transfe-
kovany tak, aby v nich posléze byl rekonstituovan funkéni
ekvorin. Pfi mikroskopii jednotlivych buné¢k je tfeba po-
mérné¢ velké intenzity vyzafovaného svétla. Metoda je
proto omezena hlavné na vétsi bunky, které mohou byt
ekvorinem snadno mikroinjikovany, jako napt. jikry ryby
Oryzias latipes'®™. Koelentrazin se po interakci ekvorinu
s Ca®" nevratné rozklada, ptiGemz vyzafuje svétlo. Proto
luminiscence ekvorinu v piitomnosti Ca®" s ¢asem klesa,
coz vyZaduje praci s naprostym vyloucenim kontaminuji-
cich Ca*".

Obelin je fotoprotein aktivovany Ca®" ziskany
z polypovce Obelia geniculata. Pokud se na obelin navazi
tii ionty Ca®*, vznika bioluminiscence, jejiZ nastup je mno-
hem rychlejsi nez u ekvorinu (3 ms u obelinu proti 10 ms
u ekvorinu). Tim se stdvd vhodnym néstrojem pro pokusy
vyzadujici vysoké ¢asové rozlisSeni. Nevyhodou obelinu je
jeho nizsi citlivost na Ca®", zejména pii pCa vy$sim nez
5,5.

2+

5. Fluorescenéni indikatory Ca®*

Fluorescentni indikatory se dnes Siroce vyuZivaji
predevsim pro mikroskopické sledovani zmén koncentrace
Ca®" in vivo, ale lze je stejné jako bioluminiscenéni indi-
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katory pouZit i in vitro. Ve srovnani s elektrochemickymi
metodami maji tyto indikdtory men$i dynamicky rozsah
(napf. u indikatoru indo-1 je pCa 5-7,5), ale jejich reakéni
¢asy jsou mnohem kratsi (ms). V soucasnosti je k dispozici
vice nez 100 raznych indikatorii pro Ca®* excitovanych
UV nebo viditelnym svétlem zaloZenych pifevazné na
struktufe kyseliny 1,2-bis(2-aminofenoxy)ethan-N,N,N, N-
tetraoctové (oznaCované akronymem BAPTA).

Fluorescenc¢ni indikatory délime na pomérové a nepo-
mérové. Pomérové méni po navazani Ca’" polohu svého
excitatniho nebo emisniho maxima. Sledovany pomér
intenzit fluorescence obou forem indikatoru (volné formy
a komplexu s Ca®") v jejich excita¢nich nebo emisnich
maximech je potom nezavisly na absolutni koncentraci
indikatoru v méfeném roztoku a zavisi pouze na koncent-
raci volnych Ca®". Nepomérové indikatory tuto vlastnost
nemaji, a pii vypodtech koncentrace Ca>" je tedy nutno
znat aktudlni koncentraci indikatoru v méfeném vzorku.

Fluorescencni indikatory se bézné prodavaji, pouziva-
ji a cituji pod komer¢nimi nazvy, které zjednodusuji orien-
taci v jinak komplikovanych systematickych nazvech téch-
to slozitych organickych sloudenin. Sirokou 3kalu fluo-
rescencnich indikatori excitovanych UV nebo viditelnym
svétlem pro nejruznéjsi pouziti nabizi napt. firma Molecu-
lar Probes®. Jejich nabidka zahrnuje napf. varianty
s nizkou afinitou k Ca*" vhodné pro mé&feni rychlych kine-
tik nebo varianty nesouci kladny néboj, ktery zadrzi tyto
indikatory déle v cytoplasmé. Vlastnosti zminénych indi-
katord jsou shrnuty v pfehledném c¢lanku Takahashiho
a spol.®

Nejdéle jsou znamy indikatory excitované UV svét-
lem. Prvnim z generace nepomérovych fluorescencnich
indikatort pro Ca*" byl quin2 s pouze péti az estinasob-
nym zvyenim emise po navazani Ca®’. Indo-1 je poméro-
vy indikdtor se dvéma emisnimi vlnovymi délkami
s vysokou selektivitou pro Ca** v porovnani s ostatnimi
dvojvaznymi kationty a s niz3i afinitou k Ca*" nez quin2
(to je vyhodné ptedevsim pro kineticka méfeni). Naproti
tomu fura-2 je pomérovy indikator se dvéma excitacnimi
vinovymi délkami. Fluo-3 je jednim z nejvhodngjsich ne-
pomérovych indikatort pro Ca>" excitovanych viditelnym
svétlem. Pouziva se hlavné v konfokalni laserové skenova-
ci mikroskopii a v pritokové cytometrii. DalSimi indikéto-
ry excitovanymi viditelnym svétlem jsou napf. calcium
crimson vhodny pro ¢asové rozlisenou fluorescenéni mik-
roskopii a rhod-2, ktery je selektivné akumulovan mito-
chondriemi nékterych bungk®.

Pro méfeni in vivo mize byt do mnoha typi bunék
indikator zaveden jednoduse inkubaci s pfislusSnym aceto-
xymethylesterem tohoto indikatoru®. Tento proces spoléha
na intraceluldrni hydrolyzu, kterd vytvoifi z esteru volny
anion ,,uvéznény“ diky svému néboji v cytoplasme. Apli-
kace indikatoru ve form¢ jeho esteru vSak pfinasi nékteré
komplikace a moznost vzniku artefaktii, z nichz nejzavaz-
organel®*. Navic ne viechny typy bun&k akumuluji tyto
indikatory a nekteré je zase piili§ rychle uvoliuji, coz dale
snizuje spolehlivost méfeni. Pro nékteré typy indikatord
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byly vyvinuty formy konjugované s dextranem, které
jakmile jsou jednou dopraveny do bunky, zistavaji
v cytoplasmé. Indikéatory konjugované s dextranem musi
byt za normélnich podminek mikroinjikovany, nebo vpra-
veny mikropipetou, a proto je jejich pouziti omezeno na
vhodné typy velkych bun¢k. Dalsi velkou nevyhodou fluo-
rescencnich indikatort je jejich vlastni pufracni kapacita
(viigi Ca®"), a je proto tieba mit spolehlivy odhad intrace-
Iularni koncentrace indikatoru, aby bylo mozno posoudit
stupen tohoto pufrovani.

Zavaznym problémem pii méfeni cytosolické koncen-
trace Ca*" touto metodou je autofluorescence pyridinovych
nukleotidt, flavinadenindinukleotidu a flavinmononukleo-
tidu?°. V soucasné dobg& jsou velmi vyuzivany indikatory
excitované dlouhymi vinovymi délkami jako je rhod-2
nebo fura-red pravé z diivodu omezeni vlivu autofluores-
cence’” . Mezi dalii problémy spojené s fluorescenénimi
indikatory patii fotodestrukce, ktera snizuje jejich citli-
vost®®*!. Proto musi byt vhodnou kombinaci doby a inten-
zity excitace nalezena rovnovaha mezi snizovanim citli-
vosti a dostateénym pomérem signalu k Sumu. Esterové
derivaty indikatort reaguji pfesné na koncentraci ur¢itych
iontdl teprve po hydrolyze. Bylo vSak prok4zano, Ze neupl-
n& hydrolyzované indikatory jsou &asto necitlivé na Ca*’,
ale presto emituji vice fluorescence nez jejich esterové
formy™*.

Zakladni informace o fluorescenc¢nich mikroskopic-
kych metodach sledovani zmén koncentrace Ca®* v Zivych
butikach vcetn€ popisu multiparametrové digitalni video-
mikroskopie, konfokalni laserové skenovaci mikroskopie,
dvoufotonové laserové skenovaci mikroskopie, pulsni
laserové mikroskopie pro zdznam strmych gradientt Ca*"
a Casove rozliSené fluorescencni mikroskopie jsou shrnuty
v piehledném &lanku®.

6. Fluorescen¢ni proteiny

Jiz mnoho let je zndm a v biochemii pro fluorescenéni
znaceni proteinti hojné vyuzivan tzv. zeleny fluorescencni
protein izolovany z jiz zminéné medizy Aequorea victo-
ria. Béhem posledniho desetileti se objevila nova generace
fluorescenénich indikéatorti pro Ca** — fiiznich fluorescené-
nich proteind, anglicky tzv. cameleons®'?* . Ty jsou zalo-
zeny na modifikacich zeleného fluorescencniho proteinu,
maji v8ak zménéné spektralni vlastnosti (vyuZiva se mod-
rd, modrozelend a Zzlutd modifikace). Dvojice riznych
fluorescencnich proteinti je spojena mistkem tvofenym
kalmodulinem a peptidem M13, ktery vaze kalmodulin.
Navézani Ca*" na kalmodulin zptisobi konformaéni zménu
celého fazniho proteinu, ktera vyusti ve fluorescencni re-
zonan¢ni pfenos energie mezi danymi dvéma fluorescenc-
nimi proteiny. Tyto fizni fluorescencni proteiny jsou neo-
bycejn¢ vhodné pro in vivo méfeni, protoze spojuji vyhody
fotoproteint a fluorescenénich indikatorti véetné moznosti
cileni do organel transfekovanych bun€k a byly pouzity k
méfeni koncentrace Ca®" s velkym prostorovym rozlisenim
v fadg typt zivo&isnych bunék i v buiikéch rostlinnych?®'*,



Chem. Listy 99, 231 — 235 (2005)

7. Zavér

Koncentraci iontd Ca®>" v biologickych systémech je
mozné méfit rozlicnymi metodami zaloZzenymi na riznych
fyzikalnich principech. Z biologické podstaty méfenych
vzorkli vyplyva nutnd podminka, kterou musi spliiovat
vSechny relevantni metody, a tou je Setrnost ke zvolenému
experimentalnimu materialu.

Elektrochemické metody vyuzivajici iontové selektiv-
ni elektrody jsou jednoduché a vykazuji vynikajici dyna-
micky rozsah. Nejsou vSak vhodné k méfeni rychlych
zmén koncentrace kvili jejich pomérné dlouhym reakénim
dobam. Navic mize byt jejich signal ovlivnén zménami
koncentrace dal$ich ptitomnych iontd.

Radiometrické metody jsou velmi robustni a odolné
k mnoha rusivym vlivim, neni ale snadné je pouzit
v kontinudlnim provedeni a navic se jejich pouziti omezuje
pouze na méteni in vitro.

Bioluminiscen¢ni metody naproti tomu nabizi nékolik
vyhod nejen pro méfeni in vivo, ale i in vitro. Ekvorin i
ptes svij nizky kvantovy vytézek vykazuje pomérné vy-
razné zmény luminiscence v reakci na vyssi fyziologické
koncentrace Ca®*, umoziiuje detegovat velky rozsah kon-
centraci Ca®*, miize byt cilen do ur&itych bun&enych kom-
partmentd a zména koncentrace Ca®" v dasledku vazby na
indikator neptedstavuje problém, protoze ekvorin se bézné
aplikuje v nizké koncentraci. Tyto vyhody musi byt nicmé-
n¢ zvazeny s ohledem na nemoznost pouziti konfokalnich
a jinych mikroskopickych metod s vysokym rozlisenim
pouzitelnych jen ve spojeni s fluorescenénimi indikatory a
proteiny. Instrumentace metody je téZ pomérné naro¢na.

Fluorescencni indikatory se staly pfevazujicim nastro-
jem pro méfeni volné koncentrace ionti Ca®" jak in vivo,
tak in vitro diky své citlivosti a rychlosti odezvy. Indikato-
ry excitované delSimi vlnovymi délkami (napf. derivaty
fluo-3 a rhod-2) mohou byt pouzity v kombinaci s dal§imi
slouceninami, které je tieba aktivovat fotolyzou UV svét-
lem. Problémem muize byt snizovani citlivosti téchto indi-
katort fotolyzou a autofluorescence studovaného biologic-
kého materilu.

Fluorescen¢ni proteiny jsou nastrojem budoucnosti
pro presné lokalizovana méteni koncentrace Ca®" in vivo.
Interpretace experimentalnich vysledka ziskanych s témito
proteiny vyZaduje nicméné velkou opatrnost a dobrou
znalost hranic jejich pouzitelnosti. Spravné sestaveni kont-
rolnich pokust je pak klicem k spravné interpretaci ziska-
nych experimentalnich dat.

Z predchoziho vyplyva, Ze metody meéfeni koncentra-
ce Ca>" v buiitkach jsou podetné a jsou zalozeny na riiznych
principech. Kazd4 tato metoda mé své uskali a vyhody.
Pro nékteré tkoly je mozno tyto metody zaménovat, ale
Casto dany ukol vyZaduje specificky metodicky pfistup.
Opatrnd interpretace experimentalnich dat a pouziti vSech
dostupnych kontrol jsou nezbytné u kazdého z vyse popsa-
nych méfeni. Optimalni je pak pouziti vice metod zaloze-
nych na odliSnych fyzikélnich principech.
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Referaty

The Ca*" signaling system seems to be ubiquitous in
living organisms. It stands at crossroads of many signaling
pathways and its study has brought many exciting facts
about the stimulus response coupling in the cell. The Ca>*
concentration in the cytosol is regulated. The diverse prob-
lems associated with its study often require study of sepa-
rate events in different cell compartments. This review
briefly summarizes possible approaches to the study of
Ca*" signaling based on various physical principles and
points out their advantages and also possible pitfalls. The
approaches include electrochemical techniques, radiomet-
ric methods, bioluminescent and fluorescent indicators of
Ca*" and fluorescent proteins. The methods are not dis-
cussed comprehensively; the presented information should
rather give a general insight into the topic.
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