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Abstrakt

Cilem této prace je shrnout poznatkyiohové transdukci obratlovic Tato reSerSe je
roz&klena do ¢tyi casti, gicemz kazdacast je zamdrena na jiny aspektichové
transdukce. Nejprve je provedertepled zakladnich elektrofyziologickych metod
pouzivanych pro vyzkum transdukce. Nasleduje paudragbopis celé transdukce na
molekularni drovni. Dal&tast prace shrnuje, jaké jsou typy mddaljak se daji vyuzit
pii modelovanicichové transdukce. V zéru této ¢asti je proveden podrobny popis
dvou model. Jeden z nich popisuje gitek cichové transdukce od vazby odorantu na
receptor po produkci cAMP a druhy se zabyvétzpu negativni vazbou €a Reserse
je zakortena pehledem softwarovych nastéojpro vytva&eni a analyzy modeél

Z predes|&asti.

Kli ¢ova slova:¢ichova transdukceiichovy senzoricky neuron, modelovani, sintulia

prostedi, biofyzikalni modely

Abstract

The purpose of this thesis is summing up the in&tiom about olfactory transduction
of vertebrates. This review is divided into fourtgaeach part focuses on a different
aspect of olfactory transduction. First there iogarview of basic electrophysiological
methods used for transduction research, followedabgescription of a complete
transduction on a molecular level. Next is a sunyntdrmodel types and their use in
olfactory transduction simulation, including a dieté description of two models: One
of them describes the beginning of olfactory tramsidn, from the odorant binding on
the receptor to the cAMP production, the other sleath the negative feedback of ¢a
Finally there is an overview of software producesigned to create and analyze the

models from the preceding section.

Key words: olfactory transduction, olfactory sensory neursimulation, simulative

environment, biophysical models
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2. Uvod

Cichové senzorické neurony jsou bipolarni neuronypegatku gichové drahy.
Nachazeji se ve specializovadésti nosni sliznice, ktera se nazyiahova sliznice.
Zajistuji vznik akeniho potencialu, ktery vznika diky reakci neurona odorant.
Dendrity €chto neurof vybihaji do hlenové vrstvy nosni sliznice, zatinso@mny se
sdruzuji, prochazeji skrzichovou kost do fedni jamy lebéni, kde vstupuji
do ¢ichového bulbu. Odtud vedou axony mitralnich a catkovych burk do primarni
cichové oblasti nachéazejici se v telencefalu. DaléZean byt informace vedena
do amygdaly, enterinalniiky ¢i talamu a dale do orbitofrontalni korové oblasti.

Na molekularni drovni sgivd vznik akniho potencidlu na reakci odorant
s receptory sfazenymi G proteiny. Ty aktivuji adenylatcyklazukyicemuz vznika
druhy posel cAMP, ktera #gobuje otefeni Nd iontovych kandl. Toto vedeke vtoku
sodiku, ktery zfisobuje depolarizadiasinky, a naslednému vznikucakho potencialu
v ¢ichovém neuronu.

Cilem této prace je shrnout molekularni mechaniz#ighové transdukce
u obratlovdé. Tyto mechanizmy jsou diéd charakterizované, avSak chybi kvantitativni
popis celého systému. Budou zde shrnuty kvantitatpopisy samostatnych célk
které jiz byly v nedavné minulosti provedeny. V pinkapitole pracéoudou zmigny
také metody pouzivané pro studidgimhovych neurofi. Dale bude velky iraz kladen
na zg@tnou negativni vazbu vapnikucichové transdukci. Posleditast prace bude
zantiena na srovnani softwarovych nadgiropro simulaci ¢ichové transdukce

a vyhodnoceni jejich vhodnosti.
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3. Elektrofyziologické metody

Mezi nejpouziva§Si elektrofyziologické metody pro ziskavani datichového

senzorického neuronu panhagtovy zamek, tetikovy zamek a fluorescéni zn&eni

ce”.

3.1 Ter€ikovy zamek

elektrofyziologickych metod. Byla vyvinuta meziyet976 az 1981 Erwinem Neherem
a Bertem Sackmanem, za coz byli v roce 1991 @teNobelovou cenou. Zakladnim
principem této metody jefigati otavené skl@mé mikroelektrody k membrén kde
diky vysoké pilnavosti lipida k ¢istému sklu vznikne velmi pevné spojeni, které vgime
tercik u Usti pipety w¥adu jednotek mikromair Terik je tim elektricky izolovan od
okoli. Diky tomuto pak Ize zkoumat aktivity jedirgumpy, iontového kanal@i
zkoumat zminy v kapack& membrany a studovat proudycitého typu v rdmci celé
buiky. Tato metoda se provadi ¥kolika riznych obec#é urcovanych konfiguracich
podle toho, co chcemeuditiit.

Jednou z konfiguraci, nazyvanou wek ven, pouzivanychip studiu ¢ichovych
neuror je prisati pipety k membr&na nasledné odtrZzeni #gku, picemz vSe jefeba
provadit v roztoku bez Cd a néasledé Ize mefit proudy jednotlivych kanél Tato
metoda byla vyuzitaip zkoumani CNG kanélv ¢ichové fasince (Zhainazarov 2004,
Kurahashi 1992).
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Obr. 1 —Mozné konfigurace tétkové zamku

3.2. Napét'ovy zamek

Naptovy zamek je elektrofyziologickd metoda vynalezenku 1949 Colem a
Curtisem. V roce 1952 byla zdokonalena Hodgkineolezem a Katzem. Princip této
metody spoiva vtom, Ze do hiky jsou zavedeny 2 mikroelektrody, z nichZ jedna
udrZuje membranovy potenciél na nami zvolené vggigci elektrickych pulza druha
zaznamendava toky proadbproti elektrod, ktera je umisha vre buiky. V sowtasné
doke jsou vSak i elektrody, kter&ldji ok funkce sodasré. Tato metoda na&goveho
zamku umoiuje netit velikosti proudl pottebnych k dosazeni ¢ittho membranového
potencialu. K tomuto uspadani nizeme také fidat specifické blokatory jednotlivych
iontovych kanal a tak utit napiklad typ proudu zodp@dného za danou odp&d,
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coz umoauje analyzovat jednotlivé faze @kho potencialu, co se tyka 8m toku a
typu ionti.

Tato technika byla vyuZita n#fslad i urdovani napti a proud zpisobenych C&
na zebrafish (Corotto 1996).

3.3. Fluorescen éni méfeni Ca®

Pro n¥feni koncentrace Gase pouziva technika, ktera bylavpdns vyvinuta pro
zaznamenavani &az jednotlivych sarkomer v kosternim svalu. Usptani se aZ zase
tolik neliSi od klasického uspadani pi fluorescekni mikroskopii. Pouziva se argon-
iontovy laser a invertovany mikroskop. Ex¢itd z&eni je vyvolano Cd
fluorescednim indikatorem fluo-3 AM. Na rozdil od klasickéhtuorescexiniho
uspdadani je ¢lo neuronu vtazeno do $By pipety, coz zachovava tku v pevné
poloze vzhledem k laseru a také uniige mnefit receptorovy proud (Reisert 2001,
Leinders-Zufall 1998).
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4. Signalni transdukce v €ichovych senzorickych

neuronech

4.1. Princip transdukce

U wvétSiny obratlové je generovani receptoroveho potencialu dikjtomnosti
odorantu stejné. Hlavni prvky této drahy se nagh&zgchoverasince. Prvnim krokem
transdukni drédhy je vazba odorantu, nachazejiciho se whl&nlem ftasinky,
na receptor. Nasledmeceptor aktivuje G protein, ktery svou aktivitaktivuje adenylat
cyklazy typu Ill, coz zpsobi naiist koncentrace cAMP uviiittasinky. Dostaténa
koncentrace cCAMP poté otevira prvni z 2 transdith kanal, a to CNG kanaly. Tyto
kanaly ¢inf fasinku vysoce propustnou pro CaViok C#* ionti do buiky ma
za nasledek depolarizaci iy, coZ ma za nasledek prvtast akniho potencialu.
Jakmile je koncentrace €auvnitt buiky dostaténs vysoka, otviraji se druhé
transdukni kanaly, a to Cd fizené Cl kandly. Ote¥eni &chto kanal ucini buiku
vysoce propustnou pro Ch zpmisobi dalSi depolarizaci, coz je drubast akniho
potencialu.

Uvedené dje jsou probrany detaidji nize.

odorant Ma* Ca®*
s © f
@ » Y
'@' } [ D C MUCUEE
R Gl ae cytoplasm
cl
cAMP

ATP

Obr. 2 —Signalni transdukce pro generovani receptorovébenpi@lu
Rovnol¥zné vodorovnésary reprezentuji vnibi a vrgjSi povrch cytoplazmatické membrany

fasinky ¢ichového senzorického neuronu, R zastupuje reamptoprotein vazajici odorant, G
ozna&uje GTP-vazajici protein, AC je adenylat cyklazauyll, Sedé obdélniky jsou CNG kanal a
Sedé ovaly jsou Gaiizeny Cl kanal. Obrazekipvzat z Kleene 2008.
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4.2. Odorant

Existuje velké mnoZstvi receptorovych proteirdzajicich odorant - &lovéka je to
347 (Mysliveeek 2009) -piicemz jejich exprese je u jednotlivetzna. PouZivaji se
2 metody s cilem zvysit pradpodobnost reakce. Prvni je vySSi koncentrace otlaran
bézne az 10 mM. Druhou moznosti je pouZiti @ncastych odoraiit s tim, Ze jeden
zareaguje. S Ugphem se pouziva s cineolu, n-amyl acetatu a isoamyl acetatu.
Vizolovanych neuronech byva nizSi @Spost reakce, 2-30%, neZz u neudron

zanechanych v epitelu nosni sliznice, kde se€3mpst pohybuje mezi 30 — 80%.

4.3. Odorant p fenosné proteiny

Existence odorant ipnosnych protein (OBP) byla pedpo¥zena na zaklad
skute&nosti, Zze hydrofobni odorant musi cestovat po butiatestou k receptim
nacichovych fasinkach pes vodnaty hlen. OBP je homodimer ze dvou 19 kDa
podjednotek s afinitou k odoramh. OBP jsou lokalizovany v hlenu tak, aby mohly
zachytit odorant a posunout ho po inhalaci k remépt, pripadré ho od receptdrzase

odstranit.

Goir je heterotrimer sloZeny z podjednotefy). Gy se nachazi pouzecichovém
epitelu. Je kdédovan mRNA, kterd je exprimovana powuzichovém neuroepitelu.
Podjednotka G, se funkné i strukturre podoba G,. Maji shodnou funkci, tou je

stimulace adenylat cyklazy, a taB8% aminokyselin maji identickych (Jones 1989).

4.5. Adenylat cyklaza

Adenylat cyklaza je jednim z enzynv ¢ichovych senzorickych neuronech a je
vyznamna hlavé diky tvork® detekovatelného cAMP a mnozZstvi adenylat cyklazy
v ¢ichovych senzorickych neuronedPiedevsim se jedna o adenylat cyklazu typu lll,

ktera je charakteristickd pr&ichové senzorické neurony a je aktivovana G prgtein
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V rasinkach se nachazeji i dalsi typy adenylat cyktéy. typu Il a IV), které by se
mohly ¢ichové transdukce takécastnit, avSak paténnebudou B transdukci tak
dulezité jako adenylat cyklaza typu lll, protoze mgShefunkni adenylat cyklazou
typu Il nevykazuji Zadnou odp&d’ na odoranty a krom toho vykazuji i znamkyém
v chovani (Wong 2000).

4.6. CNG kanaly

CNG kanaly jsou tetramery. §ichovych senzorickych neuronech se skladaji
ze dvou podjednotek CNGA2, jedné podjednotky CNGA4jedné podjednotky
CNGB1b (Zheng 2004). Tyto kandly se nachazeji vechk&astech ¢ichového
senzorického neuronu, avSakiasinkach se nachéazeji s mnoherésSv hustotou.
Odhadovana hustota kafal viasinkach se 1iSi jednak druh od druhu,
nag. 1750 kandl/um? u ropuchy (Kurahashi 1993) 8 kanai/um? u potkana (Reisert
2003), jednak i v zavislosti na pouzité metodlouho gevazoval nazor, Ze k ot@ni
CNG kanalu je pdeba vazby dvou molekul cAMP, avSak v nedavné mstulse
ukazalo, Ze vazba druhé molekuly cAMP pouze zvypugdEpodobnost, Ze se kanal
otevfe, na hodnoty okolo 70 aZ 80% (Biskup 2007). Zasipgcificky blokator CNG
kanalu neni znam, ale fosfatidylinositol trifosf@grazré snizuje citlivost k cCAMP
(Zhainazarov 2004).

Otevreny kanal se stava propustnym jak pro jednomocnty iNa’ a K', pricemz
pro sodik je propustnost zhruba o 20#s{; tak i pro dvojmocné ionty €aa Md’™.
Prochazejici dvojmocné ionty se v kanalk&akt vazi a vytvéeji oteweny kanalovy
blok, coz snizuje velikost &kiho potencialu. CNG kanalyippivaji k receptorovému
potencidlu mimo jiné i vtékajicimi &3 avdak jejich Hspsvek k receptorovému
potencialu je podstanvétsi, pokud je extracelularni €aodstragn. | pres tento fakt
s rostouci koncentraci extracelularniho®Caste i podil na receptorovém potencialu
vznikly transportem C&. Fii extracelularni koncentraci €a2 mM a depolarizaci na
-70 mV &ini tento podil 40% (Dzeja 1999). Bloky vzniklé sdgnym vazanim Mg
iontdt mizeme v transdukci zanedbat, jelikoz jsaiindé jen v kladnych potencialech.

Intracelularni C& nehraji roli pi vytvaieni otewenych kanalovych blak avsak
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ovliviiuji CNG kandély pomoci negativni &pé vazby kalmodulinu, coZ bude popséano

dale.

4.7.  Ca*" dependentni — Cl ~kanal

Odhadovana hustota kafgé na rozdil od CNG kanaldruhow shodné a pohybuje
se okolo 62 kan&lum? (Reisert 2003).

Poner maximalnich proudl CNG a Cl kanah odrazi hlava jejich ¢etnost. Toto je
duvod, pr@& se u zaby maximalni proudy prakticky rovnaji, metd u potkana je
maximalni proud Clkanah vétsSi az oitetinu (Reisert 2003).

Mezi intracelularni koncentraci €a proudem Clkanal Ize nalézt vztah, ktery Ize
zapsat pomoci racionalni funkce.

Bestrophin — 2 byl identifikovan jako jedna z Igtddteré niizou byt odpowdné
za Cl proud. Mysi, jimz chybi bestrophin — 2, vykazgvabruchucichu, neni ovSem
znamo, zda se @dahto mysi vyskytuje Clproud,¢i zda je pateba pro normalndich.

Jsou znamy farmakologické inhibitory ®anat.

4.8.  Zpétna negativni vazba Ca *

Vazbou mezi intracelularnim €a a kalmodulinem vznikne kalmodulin
s navazanym G4 ktery temi zpisoby pisobi negativé na ¢ichovou signalni dréhu.
Prvnim zgisobem je fimé navazani a zablokovani CNG ka@nd&ruhym zmgisobem je
aktivace kalmodulin kinazy typu Il, ktera inhibugelenylat cyklazu. Posledni &pa
negativni vazba je posileniinnosti fosfodiesterazy, kter4 rozklada cAMP. Toto

vSechno ve vysledku zmensuje, aZz ukge receptorovy prougichového neuronu.
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Obr. 3 — Zpstna negativni vazba €a
Odorant vazajici se na receptofigpbuje produkci cCAMP, ktera otevira CNG kanaly. idadiulin

(CaM) reaguje s vtékajicim €aza vzniku CaM4, ktery inhibuje CNG kanaly, co? zpstna
negativni vazba (tlusta Sipka). Zbytek jsoutng vazby vetns zvySeni aktivity fosfodiesterazy
(PDE) CaM4 a CaM4 aktivovanou kalmodulin kinazopuyl (CaMKII), ktera snizuje produkci
CcAMP (slabé Sipky). revzato z Reidl 2006.

4.9, Kalmodulin

Kalmodulin je véapnik vAzajici protein, ktery dovedavéazat 4 molekuly G&
Kalmodulin se 4 navazanymi molekulami’Ce schopny aktivovat kalmodulin kinazu,
stimulovat fosfodiesterazti inhibovat CNG kanaly. Inhibice CNG karigbrobiha tak,
Ze kalmodulin se navaze na N — konec podjednotk&Rla Ferusi interakci mezi C

a N koncem¢imz zablokuje kanal (Trudeau 2003).

4.10. Kalmodulin kinaza typu Il

Kalmodulin kindza typu Il je protein skladajici e 4 monomernich podjednotek.
Kalmodulin s navazanym €aje aktivatorem kalmodulin kindzy typu IlfipemZ spolu
vytvéaii komplex. Kalmodulin kindzaistava aktivni i po poklesu koncentrace’Ca
coZ ma za néasledek odpoutani kalmodulinu s navaza®g®. KdyZ je aktivni,

fosforyluje adenylat cyklazu, dikfemuz se snizuje produkce cAMP (Tristan 2007).
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4.11. Fosfodiesteraza

V ¢ichovych senzorickych neuronech se vyskytuji 2 ddefsterazy, a to PDE1C,
kterd se nachazi dichové fasince a je citlivda na €anavazany na kalmodulinu,
a PDE4A, ktera se nachazi v celéfie tichového neuronu a je na €aezavisla. Ob
se podileji na katabolismu cAMP. Zpomaleni ularani akniho potencialu bylo vSak
prokdzano pouze wipack, Ze byly poSkozeny geny pro ®losfodiesterazy. Jako
vyswétleni tohoto bylo nabidnuto, Ze cAMP difundujé¢azginky do &la buiky, kde
PDE4A rozklada cAMP, coz je ale rychlejSi nez imtebCNG kanalu kalmodulinem
s navazanym C& Posledni vyzkumy ukazuji, 7e PDE1C se podili daptaci

¢ichového neuronu na opakovanou stimulaci (Cygn@ex0
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5. Biofyzikalni modely

V minulosti byla ¥tSina modal zantiena na elektrické vlastnosti neuiéipitoz Ize
odavodnit snadgjSim mefenim experimentalnich dat. Péadzacaly vznikat i modely
na molekularni, bui€né ¢i systémové arovni, avSakiginou se zde narazelo na velkou
vypocetni slozitost d&chto model. | pies tyto obtize ale davaji modely néhled
na fungovanicichového neuronui celé ¢ichové drahy a umaibiji formulovat nové
poznatky, které lze pozjl experimentald owiovat. Modely ¢ichového neuronu
acichové drahy ¥tSinou vychazeji z obecnych motlaheurori a nervové soustavy
a lze je rozdiit do téchto ¢tyi skupin: pasivni modely, aktivni modelyf@vé modely

a biochemické modely.

5.1. Pasivni a aktivni modely

Pasivni a aktivni modely jsou nejzakl&gdi biofyzikalni modely, které se snaZi
zachytit nejzaklad¥Si vlastnosti bu&Ené membrany. Membrana je zde modelovana
pomoci obyejnych diferencialnich rovnic, jako jednoduchy étieky obvod obsahujici
kondenzatory, zdroje a odporyigemz tyto obvody jdou nasledipropojovat aetzit.
Aktivni modely na rozdil od pasivnich jeStbsahuji aktiva fizené iontové kandly,

které miZzou nenit swvij stav.
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Obr. 4 — Schéma pasivniho a aktivniho modelu
A) Schéma jednoduchého pasivniho modelu Wgaého jako jednoduchy RC obvod. B) Schéma

modelu Hodgkin a Huxley vystlujici vznik akiniho potencidlu na membréanako piklad
jednoduchého aktivniho modeluezato z de Souza 2007.
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Tyto modely jsou uZiné pro pochopeni zakladnich elektrickych vlastnosti
neuronu jakoitba Sieni receptoroveho a synaptickéhardko potencialu do vSech
casti buiky u pasivnich modél Zakladni pasivni moddiasinky ma tyto parametry
pro klidové potencidly: =+ 1mV, k=-24 mV, Ea=+ 156 mVa kg =0 mV
(Reuter 1998). Klidovy potencidl membrany jéitgm -75 mV a pi odpowdi
na odorant stoupa az na + 2 mV. V jednom z padivmiodel (Rospars 1996) byl
¢ichovy neuron modelovan jako podlouhly valec rdedy do 3 oblasticichove
fasinky, €la a axonu. Cilem tohoto modelu bylo zkoumani ké&hdwntenzity odorarit
Z tohoto vychazel dalsi model (Vermeulen 1998),rktdokazal souvislost mezi
piitomnosti mnohobuinych pomocnych butk a reakcicichového neuronu na SirSi
rozsah koncentraci odorantvsak nil nizsi citlivost k malym koncentracim odorant
Dale Ize pomoci & zkoumat prostorové &asové sumace podprahovych potericial
prichazejicich do neuronu. Také tento typ pasivnihodelu umoZznil ukazat,
Ze 2¢ichové neurony spojené gap junction se mohou chgakb jedna bika
s dvojnasobnou kapacitou membrany (Delay 2003)mazail formulaci hypotézy,
Ze tento fakt nehraje zasadni roli pro kédové&inhovych neurofi. AvSak \&tSinou
aktivni modely nalézaji uplatni pii modelovani jinych¢ésti cichové drahy, nez je
cichovartasinka, nafiklad ¢ichového bulbu (Bhala 1993).&t8inu €chto &ci je poté
snadné ogfit experimentalnimi daty ziskanymi za stejnych powrk a takto ladit
parametry modelu. BohuzZel ndm tyto modely poskyjerjicast€ny obraz vlastnosti
neurori, avSak jsou uzitmé diky mnohem snazSimu zisku febdinych

experimentalnich dat.

5.2. Sit'ové modely

Sitové modely byvaji postaveny na jinych modelech,ivakth, pasivnich
¢i biochemickych, které se Buvhodre zjednodusi, kidi snizeni vypdetni slozZitosti,
pokud je teba,¢i se pouZziji v fivodni podob a z nich se sestavi neuronovg, &tera
do co nej¥étSi miry kopiruje experimentalni poznatkgiohové draze. Tyto modely zde
nebudou podroki popsany, jelikoZz davaji iphled o fungovanicichové drahy,
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dulezitosti jednotlivych synaptickych spojeni a satatsych populaci neurdnéimz se

tato prace nezabyva.

5.3. Biochemické modely

Biochemické modely se ro&dji do dvou smrt. Prvnim z nich jsou molekulové
interakce jednotlivych molekul, které jsou ovSemmievypocetrg nara@né a jsou
pacitdny jen s omezenym {em molekul na superpiatich. Toho bylo vyuZzito
ke studiu receptdrcichovéfasinky (Floriano 2004). Druhou, ro#SiejSi moznosti je
zantieni se na koncentrace jednotlivych iotichové drahy (Halnes 2009, Reidl 2006
viz dale). Jelikoz se v posledni dolozvinuly experimentalni metody, coz umajke
ziskavat konstanty, nappro rychlosti reakci, coZ byl hlavni problém wdiiemickych
modefi, zataly se tyto modely vice rozvijet.&t8inou se vezmeast ¢cichové drahy,
jelikoz i pres rozvoj experimentalnich metod je stale problerkétziskat skteré
kinetické konstanty, kde je chemickd Kkinetikaikiddre rozebrana pomoci
diferencialnich rovnic a nasleimodelovana. Jednou z dalSich moznosti, kteéghid
modeli mize, ale nemusi byt vyuZita, je popisiudié, na coz se vyuziva Ners-Plankova
rovnice, popisujici difzi nabitych ¢astic. Rikladem pouZiti &chto rovnic je model,
ktery predklada hypotézu, Ze tvafasinky ma velky vliv na iontovy transport
(Lindemann 2001). Dosud jeSheni zpracovan komplexni model, ktery by pokryval
celou drahwichové transdukce, jsou pouze modely, které pokiywané useky této
drahy a gkteré z nich budou popsany dale (Halnes 2009, R&d6).
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Obr. 5 —Schéma signalni transdukce
Schematické zobrazeni signalni transduk¢ehovém senzorickém neuronu, kde Sipka znamena

kladnou reakci (aktivaci, vtok...) a kalleo znamena negativni reakci (inhibici, degradaci...).
Prevzato z de Souza 2007.

5.4. Model oscilace vapniku diky zp étné negativni vazb é

v €éichovych Fasinkach

Jeden zd&hto model je popsan ¥lanku Model of Calcium Oscillation Due to
Negative Feedback in Olfactory Cilia (Reisert 200@nto model se zabyva oscilacemi
vapniku, coz mé za nésledek negativnitzpu vazbu, ktery se po vtoku CNG kanaly
navaze na kalmodulin a naslédniokuje CNG kanaly, coZ hraje roli v rychlé adapta
Model je postaven na 4 raakch rovnicich a dalSich dvou omezujicich podmihkac
COZ znamena, Ze pouze 4 z 6 neznamych jsou nezavisto vede k 4 provazanym
oby¢ejnym diferencidlnim rovnicim. Parametry tohoto mlodbyly zkoumany pomoci
stechiometrické gové analyzy (Clarke 1988), s jejiz pomoci se zkdynktopfovy
bifurkace. ZjiS&né rychlostni konstanty byly poté &wevany tak, Ze se zkoumalo, zda je
model konzistentni s experimentalnimi daty (Rei6éfl, Leinders-Zufall 1998). Tento
model se snazi dokzat hypotézu, Ze k rychlé adiaptai piimé negativni vazba.
V cichovychrtasinkach jsou 3 kalmodulinem zpriestkované negativni 2mé vazby,
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piicemz vSechny fivou vést k adaptaci. Drahaeg inhibici AC Il je pomalejSi nez
piima zg@tna vazba (Wei 1998), kteraude zmisobovat oscilace s periodouradu
sekund.Casové rozgti pottebné pro drahu skrz degradaci cCAMP je nejspise [ej$na
jelikoz jeho posledni krok zahrnuje odpojeni cAM&® ©NG kanal a jeho degradaci.
Navic je tato draha na rychlou adaptaéili® slaba (Kurashi 1997). V bgénych
sastech s dloZisti intracelularniho Camazou byt oscilace Zisobené i vapnikem
indukovanym vypoughim vapniku (CICR). CICR vSak na rozdil odk@ negativni
vazby, bez zgné pozitivni vazby, zdginuje vznik excitability. Tento model vykazuje
znamky adaptace, avSak bez toho aby vykazoval dadénhky excitability. Tento model
nabizi je&t do budoucna roz&ni, jako zahrnuti drahy s degradaci cAMP a CICR,

za vzniku komplexgsSich oscilaci¢i zahrnuti difize do modelu.

5.5. Modelovani a analyza citlivosti reakci zahrnuj ici
receptory, G proteiny a efektory v €ichovych

senzorickych neuronech obratlove 1

DalSi z modeal je popsan veilanku Modelling and sensitivity analysis of the
reactions involving receptor, G-protein and effedto vertebrate olfactory receptor
neurons (Reidl 2006). Objektem zajmu tohoto mod@u paiatek transdukce,
od navazani odorantu az k sgm$tAC typu Il a vytvdeni cAMP. V tomto modelu je
vSech 7 chemickych reakctgpsano do 9 diferencialnich rovnic s 11 p&anymi, dle
kterych je poté model modelovan. Parametry tohabdetu jsou dany 10 rychlostnimi
konstantami a 3 pate&nimi koncentracemi reaktant Data pro tento model byla
pievzata z prace TKO5 (Takeuchi 2005) a prace DOugberty 2005). Tento model
byl vytvoren az poté, co byl obdobny model vyiteo pro péatek transdukce u hmyzu
RO7 (Rospears 2007) a je s timto modelem i sroumg¥&emz 6 rychlostnich konstant
bylo z tohoto modeluievzato pimo, diky podobnosti vrihi kinetiky cichovérasinky
mezi obratlovci a hmyzem. Ostatni rychlostni kontstdoyly voleny tak, aby co nejlépe
korespondovaly s daty TKO5 a DO5ieBto, Zze se tento model sdesi na poatek
transdukce, ptateini udalosti transdukce jako diffe odorantu f@s hlen a vazba na
OBP jsou zde zanedbany. Parametry modeluid®@izm¢ shoduji s adaji z literatury
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(pokud jsou k dispozici) a jsou biologicky pocheii. Hypotézy, které plynou
z tohoto modelu, jsou ve shod empirickymi poznatky transdukce. Tyto sKum@sti
podporuji fakt, Zze se timto modelem pblia zachytit podstatu zatku cichové
transdukce. Vzhledem k tomu, Ze tento model bylbkavan i daty D05, tak jim Ize
nahradit poatek modelu D0O5¢imz vznikne pesrgjSi model celé transdukce, cozZ je
mozny vyvoj do budoucna. V souladu s TKO5 bylotzfis, Ze zesileni signaltichové
transdukce je velmi malé oproti obdobné drazecinkach fotoreceptdr, kde je
250 000 molekul cAMP na jeden foton. Zesileni jeubla 160 — ti ndsobekjipemz
toto cislo zistdva stejné v Sirokém rozsahu koncentraci odarahaio zesileni
u obratlovd je zhruba 4 krat &Si nez zesileni u hmyzu (Rospears 2007). Rtr&inu
testovaného rozsahu byla také #jigt velka citlivost na nasledujici 4 parametry na
produkci cAMP: pdéatesni hustotu G proteiy rychlostni konstantu pro produkci
CAMP, rychlostni konstantu pro rozpad receptordd@vého komplexu a rychlostni
konstantu pro aktivaci-deaktivaci efektoru. Celptée model byl modelovan pomoci
MATLABU.
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6. Softwarové nastroje pro po €itaéovou simulaci

6.1. Neuron

Neuron je simuléni prostedi navrzené hlaenpro data-driven modely neunbn
a neuronovych siti. Ma ovSem tak&kieré vlastnosti, které zpdélaji dobry simul&ni
nastroj pro modelovani biofyzikalnich detaiheurorii ¢i neuronovych siti. Jednou
Z chto vlastnosti je existencétgiho mnozstvi dopki, které rozduji jadro programu
a odaluji biologické aspekty modelod skryté vrstvy numeriky. Jednim &hto
roz8teni je i NMODL, ktery umoiuje Iépe popsat & na membréh pcatinaje
nagtove a ligandemiizenymi iontovymi kanaly, coz dava velké moznost popis
kinetiky ionti. Jednou z dalSich silnychéai Neuronu je dote navrzené uzivatelské
prostedi, které umaluje vytvaet i pokrailejSi modely bez nutnosti psani skfipt
V ¢ichové draze jsou vtomto simdtdm prostedi nefastji modelovany vlastnosti
a funkce cichovych neuroft v bulbu. Jeden zthto model nam pgedklada
kompartmentovy model mitralnich a granularnichduAradi 1996)¢i model celého

bulbu s tim, Ze byly zkoumany dendritické inhibmgralnich bugk (Davison 2003).

6.2. Genesis

Genesis je simutami prostedi navrzené hla¥npro detailni conductance-based
modely neurof, pricemz ale umaiuje modelovat celé spektrum od biochemickych
reakci, pes kompartmentové modely neutioaz po velké neuronové &itl pies tuto
schopnost se vSakétéina modal a dophki zantfuje na fyziologické a anatomické
detaily a pedvidani vlastnosti, které lze experimentabitestovat. Jeden &dhto
model také zkouma vliv itomnosti gap junction ¥ichovém epitelu (de Souza 2004).
Modely vtomto prosedi jsou stagny objekto¥, stim, Ze desitky objektjsou
pieddefinovany a mohou byt snadno upraveny, a neiit&ké dalSi objekty
dodefinovat. Toto umaitlje snadnou vystavbu kompartmentovych modebgiklad
¢tyi kompartmentovy model bipolarnihtichového senzorického neuronu (de Souza

2002). Mezi vyzn&né dophky pati Kinetikit, ktery pidava objekty pro lepSi
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modelovani kinetiky actyii rtizné typy stochastickych biochemickych simulaci
(Vayttaden 2004).

6.3. Matlab

Posledni z hogji vyuzivanych simulénich prostedi je Matlakii jeho Open Source
varianta GNU Octave. Je to skriptovaci interpretgvgazyk s dobe zpracovanym
matematickym zékladem, coZ uniofe zn&né zjednoduSeni psanych madelproti
klasickym programovacim jaziytkn jako Java, C+€i C#. K tomuto programu se daji
hojr¢ najit skripty ¢i Toolboxy, které usnadlji tvorbu modelu diky jiz
implementovanym funkcim. Mezi jeho vyhody fpat to, Ze diky tomu, Ze je hajn
vyuzivan ve velkém pdu technickych obdr, ma dolbe zpracované Toolboxy, které
umoziuji analyzu dat ve stejném jazyce, jako byl naps@del. Byl pouzit naipklad
na analyzu toho, jak reaguji senzorické neuronyenmep na odorant, ale
i na mechanické stimuly (Grosmaitre 200d) na dive rozebirany model 2Zatku
transdukce (Halnes 2009).

6.4. Porovnani softwarovych nastroj 0

Pro modelovanicichové transdukce jsou pouzitelné vSechny i8/ed zmirgné
softwarové nastroje, avSak kazdy ma své vyhodyghuely v tomto pouZziti. Neuron se
hodi hlavie na modely bu¥k ¢i neuronovych siti, kde je geba obsahnout&tsi
mnozstvi morfologickych a elektrofyziologickych dii. Genesis je pouzivano hlavn
pro detailni modely neurdn ¢i jejich c¢asti, napklad diky snadné tvotb
kompartmentového modelu neuronu, diky objektovéeraci, ¢i specializovanym
objektim pro biochemické reakce. Matlab je univerzalniSakv jeho nedostatkem
a sodasrt i vyhodou je, Ze se&Sina modal zatina z \tSi ¢asti tvdit od zaatku
a nejsou pouzivanyrgprogramované funkce jako v Neuronu a Genesis¢ lsiee praci
usnaduji, avSak také omezuji svym rozsahem pouZziti. Ralameni si €chto &ci je
ziejmé, Ze vSechny 3 nastroje maji své misto v medeicdichové transdukce, av3ak

kazdy se hodi pro jiné konkrétni problémy.
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7. Zaver

Objasrni mechanisni, které se podili n&ichové transdukci zaiznych podminek,
je naprosto nezbytné pro porozémn ¢ichu jako komplexnimu smyslu. Zakladni
molekularni mechanismycichové transdukce jsou sice znamy, avSak nejsou
kvantitativre popsany. Jiz v minulosti se v této oblasti vyuBivanodely, avSak
vétSinou jen pro modelovani elektrickych vlastnogthového neuronu, nikoliv pro
modelovani signalni drahy. V této oblasti séZzou velmi dobe uplatnit biofyzikalni
modely, které se v posledni dolozvijeji diky lepSim experimentalnim metodam
umoziujicim ziskat pdtbna experimentalni data. Fgs tento rozvoj vSak nejsou
kvantitativni modely popisujici déé celou drahu signalni transdukce, pouzedgssti,
coz gredukuje jeden ze semi budouciho vyvoje.

Cilem této prace bylo vypracovat literarrtepled princifi, které se mohou uplatnit
pii modelovani signalni drahygichovych senzorickych neurén coz zahrnuje jak
detailni popis signalni drahy z hlediska molekul&riologie, tak popis jednotlivych
modeli a simul&nich prostedi. JelikoZz tato oblast je ¢t§inou povaZzovana
za mezioborovou disciplinu, nezabyva se §iSv mnozstvi praci. &Sina praci se

zabyva timto tématem z jedtiédruhé strany¢emuz se v této praci snazim vyhnout.
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