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Komunikacja miedzykomoérkowa BT 206, BT 231

Komunikacja miedzykomérkowa

Ztacza szczelinowe zbudowane sa z kompleksow biatkowych tworzacych
migdzykomodrkowe kanaly, ktore tacza przedzialy cytoplazmatyczne sasiednich komorek.
Kanaty zlacz zbudowane sg z dwodch koneksonow, heksamerow bialek z rodziny koneksyn
(Rys. 1). Odpowiedzialne sg one za bezposrednia mi¢dzykomorkowa wymiang jonow,
drobnoczgsteczkowych metabolitow i1 czasteczek regulatorowych. W zwigzku z tym struktury
te, wraz z systemami opartymi na mi¢dzykomoérkowej wymianie bodzcéw o charakterze
chemicznym (np. za posrednictwem czynnikow wzrostowych i cytokin), oraz mechanicznym
(za posrednictwem receptorow adhezji komorkowej), determinuja synchronizacje funkcji
komorek w tkankach kregowcow.
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Ryc. 1. Struktura koneksyn, koneksonow 1 ztgcz szczelinowych

W tkankach pobudliwych, np. w migsniu sercowym i ukltadzie nerwowym, zlgcza
szczelinowe przewodzg potencjaly czynnosciowe migdzy blonami sgsiadujacych komorek. Na
przyktad migdzykomoérkowy transfer jonow wapnia za posrednictwem zlacz szczelinowych
powoduje powstawanie ,,fal wapniowych”, ktére decyduja o synchronizacji aktywnos$ci
skurczowej kardiomiocytéw i calego migsnia sercowego. W innych tkankach, np. w watrobie i
trzustce, wymiana metabolitow za posrednictwem zlacz szczelinowych koordynuje funkcje
krynne tych narzadow w tym, odpowiednio, wydzielanie glukozy 1 insuliny. Ponadto,
komunikacja mig¢dzykomorkowa za posrednictwem ziacz szczelinowych odgrywa role w
rozwoju procesOw patologicznych, w tym choroby nowotworowej. Co cickawe,
zaangazowanie zlacz szczelinowych w rozwoj choroby nowotworowej zaleze¢ moze od etapu
procesu nowotworzenia. Spadek intensywno$ci migedzykomoéorkowej wymiany metabolitow
wydaje si¢ korelowa¢ z nabyciem przez komodrki cech nowotworowych, jednak
zaobserwowano rowniez korelacje miedzy wzrostem ekspresji koneksyn i1 komunikacji
migdzykomodrkowej za posrednictwem zlacz szczelinowych, a nabyciem przez komorki
nowotworowe cech inwazyjnych. Z tych m.in. powodéw opracowanie odpowiednich modeli
doswiadczalnych, ktére pozwalatyby na wszechstronng analiz¢ ekspresji i funkcji koneksyn w
powigzaniu z innymi parametrami komorek decydujacymi o przebiegu proceséw rozwojowych
I patologicznych.zyskuje na znaczeniu.

Metoda ,,w pigulce”

Koncentracja calceiny w komoérce mozliwa jest wylacznie gdy: (i) blona komoérkowa
jest nienaruszona i (i1) w komorce aktywne sg enzymy, w tym te z grupy esteraz. W wyniku ich
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aktywnosci dochodzi do de-estryfikacji kalceiny. Taka komorka widoczna jest w mikroskopie
fluorescencyjnym, gdyz kalceina w niej zawarta emituje $Swiatto zielone (A=520 nm) w
odpowiedzi na wzbudzenie $wiattem niebieskim (A=480nm). Formowanie kanatow ztacz
szczelinowych miedzy komorka natadowang kalceing a komorkami ,,akceptorowymi”
powoduje bardziej lub mniej gwattowna dyfuzje kalceiny do ich cytoplazmy, przez co komoérki
te stajg si¢ widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym (Rys. 2).

Cel doswiadczenia:

Celem c¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg wizualizacji komunikacji
miedzykomodrkowej za posrednictwem zlgcz szczelinowych z wykorzystaniem kalceiny AM.

Przebieg doswiadczenia:
1. Pasaz komorek ,,donorowych”:

a) komorki melanoma B16 w naczyniu hodowlanym 25 cm? przeptukaé roztworem
PBS i zala¢ 0.25% roztworem trypsyny

b) nadmiar
Rys. 2. Wizualizacja transferu kalceiny AM z trypsyn
komorek donorowych do akceptorowych. y zlag,
po

czym komorki inkubowac przez ok. 1-3 minuty
¢) komorki zawiesi¢ w 5 ml pozywki MEM i wirowa¢ przez 5 min. przy 1000
obr./min.

2. Barwienie komorek:

a) nadsacz zla¢, a komorki zawiesi¢ w 0.5 ml roztworu barwnikow fluorescencyjnych
(5 uM calceiny AM, 10 uM Dil) i przenies¢ do cieplarki na 30 min.

b) komorki wirowac przez 5 min. przy 1000 obr./min, nadsgcz zla¢ a komorki
zawiesi¢ w 5 ml PBS

C) czynnosc¢ tg powtorzy¢ 2-krotnie

d) nastepnie komorki zawiesi¢ w 5 ml pozywki, a ggsto$¢ zawiesiny oznaczy¢ za
pomocg komory Buerkera
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e) objetosc zawiesiny zawierajacg 20 000 komoérek dopetnic¢ do 2ml i catosé
przenies¢ do szalki z komorkami akceptorowymi po uprzednim usunigciu z niej
pozywki

3. Obserwacje mikroskopowe:
a) rozchodzenie si¢ barwnika fluorescencyjnego z komorek donorowych do komorek
akceptorowych obserwowaé w przy uzyciu systemow fluorescencyjnych Leica
Orthoplan i DMIRE2
Temat referatu:
Budowa i funkcje koneksyn.

Zagadnienia:

— Zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego
— Test zywotnosci komoérek z wykorzystaniem dwuoctanu fluoresceiny

Zalecana literatura:

— B. Alberts i inni.-Podstawy Biologii Komoérki, PWN 2005
— Instrukcje do ¢wiczen
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