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WYKAZ SKROTOW

BSA — (ang. bovine serum albumin) — albumina bydleca

CME — (ang. coefficient of movement efficiency) — parametr okreslajacy efektywnos¢ ruchu komorki
dcEF — (ang. Direct Current Electric Field) — state pole elektryczne

DENSPM - (ang. N, N"!-diethylnorspermine) — N' N'!-diethylnorsperminy tetrahydrochlorek
DMEM - (ang. Dulbecco's Modified Eagle's medium)

DMSO - (ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

EGF — (ang. Epidermal Growth Factor) —naskorkowy czynnik wzrostu

EGFP/GFP — (ang. Enhanced/Green Fluorescent Protein) — zielone biatko fluorescencyjne
EM-CCD — (ang. Electron Multiplying charge-coupled device) — kamera CCD ze wzmocnieniem
elektronowym

EmGFP — (ang. Emerald Green Fluorescent Protein)

ERK — (ang. Extracellular Signal Regulated Kinase) — kinaza regulowana czynnikami
zewnatrzkomérkowymi

FBS — (ang. Fetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydlgca

FRET — (ang. Forster Resonance Energy Transfer) — Forsterowski (bezpromienisty) rezonansowy
transfer energii

HRP — (ang. HorseRadish Peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

KCNJ15 — (ang. Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 15) — gen kodujacy
podjednostke kanatu Kir4.2 nalezacego do rodziny kanatéw Kir

Kir — (ang. Potassium inwardly-rectifying channel) — dokomorkowy prostowniczy kanat potasowy
MEF - (ang. mouse embryonic fibroblast) — mysi embrionalny fibroblast

MLCK — (ang. Myosin light-chain kinase) — kinaza lekkich tancuchow miozyny

PBS — (ang. Phosphate buffered saline) — Buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej

PE — pole elektryczne

PI3K — (ang. Phosphatydyloinositol 3-Kinase) — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

PIP; — (ang. Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) — (3,4,5)-trisfosforan fosfatydyloinozytolu
PKA — (ang. protein kinase A) — kinaza biatkowa A

PKC — (ang. protein kinase C) — kinaza biatlkowa C

PTEN — (ang. Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten)

PUT - (ang. putrescin) — putrescyna nalezaca do poliamin

PVC — (ang. Polyvinyl chloride) — polichlorek winylu

ROCK - (ang. Rho-associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase) — kinaza zalezna od biatka Rho
SD — (ang. standard deviation) — odchylenie standardowe

SEM — (ang. standard error of mean) — biad standardowy wartosci $redniej

SPD — (ang. spermidin) — spermidyna nalezaca do poliamin

SPM - (ang. spermin) — spermina nalezaca do poliamin

SSAT — (ang. spermidine/spermine N(1)-acetyltransferase) — acetyltransferaza SPD/SPM

TEP — (ang. Transepithelial Potential) — potencjal transepitelialny

TIRFM — (ang. Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy) — mikroskopia fluorescencyjna
catkowitego wewngtrznego odbicia

VEGF-1 — (ang. Vascular Endothelial Growth Factor-1) — czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego
VGCC - (ang. Voltage-Gated Calcium Channel) — kanat wapniowy bramkowany napieciem
VGSC — (ang. Voltage-Gated Sodium Channel) — kanal sodowy bramkowany napigciem



STRESZCZENIE

Endogenne pola elektryczne odgrywaja istotng role w przebiegu wielu waznych procesow
biologicznych, takich jak embriogeneza, gojenie ran iregeneracja tkanek. Jednym
z najwazniejszych, odpowiedzialnych zato zjawisk jest elektrotaksja, czyli zdolno$é
do kierunkowej migracji komoérek w polu elektrycznym. Ukierunkowany ruch komorek
w procesie elektrotaksji opiera si¢ na skoordynowanej aktywacji wielu $ciezek sygnalizacyjnych,
typowych dla kierunkowej migracji wywotanej innymi bodzcami fizycznymi lub chemicznymi.
Jednakze, dotychczas nie poznano nadrzednego mechanizmu detekcji pola elektrycznego
przez migrujace komorki.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej badano mechanizmy odpowiadajace za reakcje
elektrotaktyczng mysich fibroblastow Swiss 3T3. W toku badan scharakteryzowano ich odpowiedz
na pole o réznym natezeniu i zbadano dynamike reakcji, zarbwno na pierwotng aplikacje pola,
jak 1zamiane jego biegunow. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzilty, ze fibroblasty
wykazujg silng tendencje do ruchu w kierunku katody w polu elektrycznym o nat¢zeniu zblizonym
do wystepujacych naturalnie endogennych pol elektrycznych (1 V/em). Wykazano, ze reakcja
komoérek napole jest stosunkowo szybka (rzgdu 1-2 min od zadziatania pola). Obserwacja
ta wskazywata, ze w badanym modelu trudno jest ttumaczy¢ mechanizm reakcji jedynie przez
wywotang dzialaniem pola elektrycznego polaryzacja rozktadu bialek btonowych, np. receptorow
dla chemoatraktantéw. Poniewaz alternatywnym mechanizmem reakcji na pola elektryczne jest
aktywacja btonowych kanalow jonowych, bazujac na ostatnich doniesieniach literaturowych,
zbadano wptyw aktywnosci dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych Kir na reakcjg
elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3. Kanaty te sg odpowiedzialne za utrzymanie potencjatu
btonowego na odpowiednim poziomie, co szczegdlnie dobrze scharakteryzowano
w funkcjonowaniu ukladu nerwowego. Jednakze, obecnos$¢ tych kanalow wykazano réwniez
w btonach komorkowych licznych innych komorek organizméw wyzszych, w tym takze badanych
komorkach, co potwierdzono w pracy. Wykazano, ze zahamowanie aktywno$ci kanatow Kir
1 zahamowanie ekspresji podjednostki Kir4.2 obniza znacznie zdolnos$¢ do elektrotaksji komorek
Swiss 3T3 oraz wywiera wplyw na jej kinetyke. Podobny efekt otrzymano wptywajac na poziom
wewngtrzkomorkowych poliamin oraz jondow Mg?*, fizjologicznych regulatorow aktywnosci

kanalow Kir.



Poniewaz analiza kinetyki reakcji komoérek 3T3 pozwolita stwierdzi¢, ze po 1-2 min
od zmiany kierunku pola elektrycznego mozna juz zaobserwowac reakcje komorki polegajaca
na skurczu komorki od strony anody 1 indukcji tworzenia wypustek od strony katody, w kolejnych
doswiadczeniach podjeto probe okreslenia mechanizméw indukceji tych zjawisk. Analiza
mechanizméw lezacych u podstaw generowania skurczu komorki od strony anody wykazala,
ze jest on uzalezniony od aktywacji miozyny II (spadek wartosci kosinusa kierunkowego do 38%
kontroli po zadzialaniu blebbistatyny). Co ciekawe, zahamowanie aktywnosci kinazy MLCK
(gtownego aktywatora miozyny II) nie powodowalo obnizenia reakcji kierunkowej w polu
elektrycznym. Obserwacja ta zostala potwierdzona wykazaniem niewielkiej zaleznosci
elektrotaksji komodrek 3T3 od obecnosci jondw wapnia (gtownego aktywatora MLCK). Wartos¢
kosinusa kierunkowego w pozywce bez jonow wapnia, w obecno$ci EGTA oraz w obecnosci
BAPTA wynosita odpowiednio 78, 70 i 86% kontroli. Nie stwierdzono réwniez zmian w poziomie
wewnatrzkomoérkowych jondw wapnia pod wplywem pola elektrycznego. Obserwacje te wydaja
si¢ potwierdza¢ doniesienia literaturowe wskazujace, ze nie we wszystkich modelach obecnos¢
jonéw wapnia jest niezbedna dla wydajnej elektrotaksji. Alternatywnym mechanizmem
komorkowym zwigzanym z generowaniem skurczu jest aktywacja miozyny Il przez zalezna
od biatek Rho kinaz¢ ROCK. Spadek kierunkowosci do 51% kontroli po zahamowaniu kinazy
ROCK poprzez dziatanie inhibitora Y-27632 wskazuje, ze w badanym modelu ten mechanizm
moze by¢ zwigzany z indukowaniem skurczu od strony anody. Ciekawg obserwacja byto jednak
stwierdzenie, ze zahamowanie bialek Rho nie powoduje obnizenia wydajnosci reakcji
elektrotaktycznej komorek 3T3. Rowniez nie stwierdzono aktywacji biatek Rho pod wptywem pola
elektrycznego, ani metoda G-LISA, ani badajac aktywacje biosensora RhoA (RhoA-FLARE.sc)
dziatajacego w oparciu o zjawisko FRET. Wskazuje to na konieczno$¢ poszukiwania
alternatywnych mechanizméw aktywacji kinazy ROCK w procesie elektrotaks;ji.

W celu okreslenia mechanizméw zwiagzanych z indukcja tworzenia wypustek migracyjnych
od strony katody zobrazowano dynamike cytoszkieletu aktynowego, wykorzystujac mikroskopie
fluorescencyjng catkowitego wewngetrznego odbicia (TIRFM) 1 komorki Swiss 3T3 wykazujace
ekspresj¢ biatka LifeAct-GFP. Stwierdzono znaczne obnizenie kierunkowosci ruchu (spadek cos
kierunkowego do 48% kontroli) na skutek zahamowania aktywnosci biatka Racl, co sugeruje jego

istotng rol¢ w indukowaniu powstajagcych wypustek po stronie katody. Podobnego efektu nie



obserwowano w przypadku zahamowania aktywnosci formin, kompleksu Arp2/3 czy innego
z matych bialek G z rodzin Rho, biatka Cdc42.

Podsumowujac, w przedstawionej pracy stwierdzono, ze fibroblasty wykazuja silng reakcje
elektrotaktyczng, ktora charakteryzuje si¢ duzg dynamika i jest zalezna od aktywnosci
dokomoérkowych prostowniczych kanatow potasowych Kir. Obserwowana w przebiegu reakcji
indukcja skurczu komorki zwigzana jest z aktywacja miozyny Il za posrednictwem kinazy ROCK.
Natomiast obserwowana rdéwnolegle aktywacja tworzenia lamellipodiow jest uzalezniona

od aktywacji biatek Rac.



ABSTRACT

Direct current electric fields (dcEFs) occur in living organisms being the part of some
important physiological processes such as embryogenesis, wound healing and tissue regeneration.
These naturally occurring EFs may cause directional cell migration by process known
as electrotaxis. The electrotactical response is mediated by coordinated activation of multiple
signalling pathways with many of them being typical for migration directed by the other physical
and chemical factors. However, the primary mechanism of the response to dcEF has not been
discovered yet.

In this thesis we investigated the mechanism underpinning electrotaxis of murine
fibroblasts Swiss 3T3. The responsiveness of cells to dcEF of different magnitude was evaluated,
as well as dynamics of the response to EF application or its reversal. The obtained results confirmed
that murine fibroblasts migrate cathodally at electric fields of physiological strength (1 V/cm).
We observed the immediate response of cells to the EF with first symptoms being visible after 1-2
minutes of exposure to dcEF. Such a rapid response could not be explained with the mechanism
based on redistribution of membrane proteins, such as chemoattractant receptors. However, the
mechanism being more likely engaged in the fast response of fibroblasts to the EF could involve
the opening of membrane ion channels. In the light of recent reports, the electrotaxis of tissue cells
can be connected with inwardly-rectifying potassium channels (Kir). Kir channels can be
responsible for maintenance and precise regulation of the cell membrane potential. Although it is
of special importance when considering cells of the nervous system, Kir channels are also
expressed by many other types of cells. The conducted experiments confirmed the presence of Kir
channels in murine fibroblasts. Next, we examined the involvement of those channels in the
electrotaxis of Swiss 3T3 fibroblasts. It was demonstrated that the directionality of cell migration
was decreased after both pharmacological inhibition of Kir channels and downregulation of Kir4.2
subunit gene. In particular, the dynamics of cell response was diminished. The similar effect was
observed after the impairment of natural regulation of Kir channels by endogenous polyamines
depletion or magnesium ions elevation.

The response of Swiss 3T3 to dcEF reversal was detected as early as 1-2 minutes after. The
contraction at the region exposed to the “new anode” was clearly visible, together with the creation
of protrusions facing the “new cathode”. Next, we decided to examine the mechanisms underlying

those processes. The conducted analysis of contraction mechanisms revealed the involvement
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of myosin II (decrease of directional cosine y to the 38% of control after blebbistatin treatment).
Surprisingly, the inhibition of MLCK (myosin II main activator) did not interrupt directional
response to the dcEF. Additionally, although calcium ions are the main activator of MLCK, the
electrotaxis of Swiss 3T3 cells was not dependent on their presence in the medium. The observed
drop in directional cosine y values in calcium-free medium, in the presence of chelators of external
and internal calcium ions, EGTA and BAPTA, was not statistically significant (78, 70 and 86% of
the control respectively). Moreover, calcium ions level in the cytoplasm was not elevated after
exposure to the electric field of physiological magnitude. Taking together, the obtained results
seems to be consistent with some previous reports indicating that calcium signalling is not
obligatory for electrotaxis of all types of cells.

The alternative explanation for cell contraction may be the activation of myosin II
by Rho/ROCK signalling pathway. Indeed, the suppression of ROCK activity with the Y-27632
inhibitor lead to statistically significant decrease in directionality (cos vy 51% of control) of cell
migration, suggesting the involvement of this component in Swiss 3T3 contraction at the anodal
side. Intriguingly, we did not observe the similar effects after RhoA inhibition, as well as we did
not observe the activation of this small GTPase after dcEF application neither with biochemical
G-LISA method, nor with FRET biosensor of RhoA activity (RhoA-FLARE.sc). The obtained data
point to the alternative mechanism of ROCK kinase activation that can be involved in the directional
response to the electric field.

Total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM) together with cells expressing
LifeAct-GFP construct were used for precise analysis of cytoskeleton organization and protrusion
dynamics during Swiss 3T3 electrotaxis. Finally, the inhibition of Racl GTPase led to the
significant decrease in directionality of cell movement (drop in cos y value to the 48% of control)
suggesting its importance for development of lamellipodium facing the cathode. Similar effect was
not observed after inhibition of formins, Arp2/3 complex or another small G-protein — Cdc42.

In conclusion, the conducted research demonstrated that Swiss 3T3 fibroblasts exhibit
efficient cathodal directional migration to dcEF. The examined process is very dynamic and seems
to be dependent on inwardly-rectifying potassium channels. The retraction of cell’s rear facing the
anode seems to be myosin II- and ROCK kinase-dependent, whereas Rac1 activity is crucial for

lamellipodium formation on the cathodal side.

10



1. WSTEP

1.1. MIGRACJA KOMOREK I JEJ ZNACZENIE DLA FUNKCJONOWANIA ORGANIZMU

Zdolno$¢ komorek do aktywnego ruchu jest niezbednym elementem wielu procesow
fizjologicznych. W trakcie rozwoju zarodkowego dochodzi do przemieszczania wzgledem
siebie catych grup komorek w procesie formowania tkanek inarzadow [1]. Jest to szczegdlnie
dobrze widoczne w czasie tworzenia si¢ ukladu nerwowego [2]. W dorostym organizmie
wielokomorkowym aktywna migracja jest niezbedna w procesie regeneracji tkanek,
przyktadowo podczas zasklepiania niecigglosci tkanek nabtonkowych réznego typu [3],
a takze podczas zachodzacej rownolegle angiogenezy [4]. Doskonale znana jest rdwniez rola
migracji komoérek w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego [5]. Zdolnosé
do aktywnego ruchu jest takze wspolng cecha licznych typéw komoérek nowotworowych,
w przypadku ktorych stanowi niezbedny element towarzyszacy tworzeniu przerzutéw i naciekaniu
sasiadujacych tkanek [6,7].

Aby migracja komorek przektadala sie narealizacj¢ powyzszych procesow, musi
przebiega¢ w sposob ukierunkowany. W organizmie wielokomérkowym, kazda z komodrek
wystawiona jest na szereg bodzcow chemicznych i fizycznych docierajacych z otoczenia [8].
Stykajace si¢ znig sgsiednie komoérki badz macierz zewnatrzkomoérkowa, generujg bodzce
mechaniczne, wptywajace na strukture blony i architekture cytoszkieletu. Sygnaly te na drodze
mechanotransdukcji mogg wptywaé na podstawowe funkcje zyciowe komorki, w tym takze
charakterystyke ruchu [9]. Wielokrotnie wykazywano kierunkowa migracje w odpowiedzi
na rzezbe podtoza [10]. Takze ograniczenie przestrzenne moze diametralnie zmienia¢ aktywnos¢
migracyjng komoérek [11]. W otoczeniu komoérki znajduje sie¢ rowniez duza ilo§¢ réznorodnych
zwigzkow drobnoczasteczkowych, biatek lub lipidow, ktore moga regulowaé migracje komorki.
Czes$¢ z nich swobodnie przenika przez blong komorkowa oddzialujac na wewnatrzkomérkowe
komponenty, inne lacza si¢ zbardziej lub mniej dedykowanymi dla nich receptorami
zlokalizowanymi na btonie komorkowej. W tym przypadku odebrany sygnal réwniez moze
znajdywa¢ wyrazne przelozenie na aktywno$¢ migracyjna, a w szczegélnych przypadkach
na ukierunkowanie ruchu. Komoérki mogg odpowiada¢ na gradienty stezenia okre§lonych
zwigzkow (chemokin, czynnikow wzrostowych, nukleotydéw) w procesie zwanym chemotaksja

[12—14]. Proces ten lezy m.in. u podstaw aktywnosci zernej neutrofili i makrofagdéw, ktore w ten
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sposoOb lokalizujg patogeny wnikajace do organizmu [15]. Wieloletnie badania wykazaty, ze dla
ukierunkowania ruchu nie mniej wazne jest rowniez oddzialywanie statych pol elektrycznych
o niewielkich natezeniach [16]. Takie pola stanowig stabilny bodziec, ktéry moze oddzialywaé
na relatywnie duze odleglosci (w skali komoérkowej 1 tkankowej), oraz moze by¢ utrzymywany
dlugotrwale [17]. Jak opisano w dalszej czgsci pracy, powstawanie takich pol elektrycznych jest
w peni fizjologicznym procesem. Wykazano, ze liczne typy komorek sa zdolne do detekcji pola
elektrycznego, co powoduje ich szybka i wydajna polaryzacje, a nastgpnie migracj¢ w kierunku

okreslonej elektrody — ujemnej (katody) badz dodatniej (anody) [18].
1.2. POTENCJAL TRANSEPITELIALNY I ENDOGENNE POLA ELEKTRYCZNE

W organizmach wielokomérkowych powszechnie wystepuja endogenne pola elektryczne.
U ich podtoza znajduje si¢ formowanie potencjaléw transepitelialnych (TEP, ang. transepithelial
potential), na skutek asymetrycznego transportu jonéw dodatnich i ujemnych, w poprzek warstw
wielowarstwowych nablonkow. Polaczenia zamykajace pomiedzy komorkami nabtonkdéw petnig
dwojaka funkcjg¢, zjednej strony zapobiegaja swobodnemu przeplywowi jondéw pomiedzy
komorkami, z drugiej odpowiadajg za asymetryczny rozktad biatek btonowych. W domenie
wierzchotkowej (apikalnej) komorek nablonkowych w wielu typow nabtonkow przewage maja
kanatly sodowe 1 transportery jondw chlorkowych, podczas gdy w domenie boczno-podstawnej
zgromadzone sg pompy sodowo-potasowe i kanaty potasowe (Ryc. 1 A). Na kazdy cykl pracy
pompy sodowo potasowej wyrzucane sg z komoérki 3 jony Na' przy transporcie 2 jonow K*
w kierunku przeciwnym. Wielowarstwowy uktad nabtonkow 1 wspomniany asymetryczny rozktad
biatek btonowych w kazdej z warstw skutkuje separacja tadunkow, gromadzeniem dodatnich
jondw sodu po wewnetrznej stronie nablonkoéw 1 przeciwnie, akumulacja ujemnych jonow
chlorkowych po ich zewngtrznej stronie [19,20]. Separacja tadunkow skutkuje wytworzeniem
roéznicy potencjatow pomigdzy stronami nabtonkow, ktéra zaleznie od ich typu moze wynosic¢
od kilku do kilkudziesigciu mV (Ryc. 1 B). Przerwanie ciaglosci nabtonka skutkuje
natychmiastowym zanikiem rdéznicy potencjaldéw w miejscu zranienia, podczas gdy w niewielkiej
odlegtosci od rany oméwiony transport jondw zachodzi nieprzerwanie. W efekcie obserwuje sig¢
wyptyw jondw dodatnich na zewnatrz (poprzez miejsce przerwania ciggltosci naskorka, czyli
miejsce zranienia), ktory jest podtrzymywany dlugotrwale przez ciagly transport w obrgbie
nieuszkodzonych rejonéw nabtonka (Ryc. 1 C). Przyktadowo, w przypadku skory, powstata petla
jonowa na wysokos$ci granicy miedzy warstwg podstawng i skorg wlasciwa generuje state pole
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elektryczne o biegunie ujemnym zlokalizowanym w centrum rany, ktore jest podtrzymywane

do momentu zasklepienia nabtonka [20].
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Rycina 1 Mechanizm powstawania endogennych pol elektrycznych w organizmie na przyktadzie skory

A. Asymetryczny rozktad pomp i kanatéw jonowych w btfonie komdrkowej i zwigzany z nim kierunkowy transport jonéw

B. Wielowarstwowa budowa skéry i mechanizm formowania potencjatu transepitelialnego.

C. Mechanizm powstawania pola elektrycznego na skutek przerwania ciggfosci powfok skérnych.

Poszczegdlne elementy rysunku sq scharakteryzowane w ramach wspdlnej legendy. Szczegétowy opis przedstawionych proceséw
znajduje sie w tekscie. (Na podstawie [21] — zmienione).
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Doskonale scharakteryzowano parametry powstajacych podl 1ipradow jonowych
w przypadku zranienia rogoéwki. Co ciekawe, rejestrowane nat¢zenie pradu elektrycznego
wyplywajacego zrany nie jest najwyzsze bezposrednio po zranieniu rogoéwki, lecz ulega
stopniowemu wzrostowi od 4 do 10 pA/cm? wciggu 60 min [22]. Analogiczne zjawisko
obserwowane jest w zranieniach skory, przy czym obserwowany wzrost jest nieco wolniejszy.
Prady rejestrowane podczas regeneracji amputowanych fragmentéw palcow u dzieci osiggaly
maksymalng warto$¢ po uptywie od 6 do 8 dni od zdarzenia [23]. Jeszcze szerzej zakrojone zmiany
obserwuje si¢ w nastepstwie amputacji ogona kijanek, gdzie po trwajacym 12-24 h wypltywie pradu
nastepuje odwrocenie jego przeptywu na kolejne 7 dni, cojest niezbedne dla prawidlowe;
regeneracji [24]. Wspomniane zjawiska $wiadcza o zachodzeniu aktywnej kontroli endogennych
pol elektrycznych powstatych na skutek zranienia, co sugeruje, ze nie sa one jedynie efektem
ubocznym, lecz saistotne dla prawidtowego przebiegu regeneracji tkanek iorganow. Moze
to przebiega¢ zarowno poprzez regulacj¢ funkcjonowania komponentdw zaangazowanych
w transport jonow, jak i zmiany ich ekspresji w odpowiedzi na zranienie [25,26]. Jako przyktad
moze postuzy¢ wzrost ekspresji pompy sodowo potasowej w rejonie zranienia skory trwajacy przez
7 dni. Wtym samym czasie obserwuje si¢ wysoka korelacje tego procesu z rejestrowanym
potencjalem transepitelialnym [27]. Ostatnie badania sugeruja z kolei, ze obnizona wydajnos¢
gojenia ran w procesie cukrzycy moze by¢ wynikiem zaburzenia dynamiki TEP w odpowiedzi
na zranienie, prawdopodobnie w zwigzku z wadliwym transportem jonoéw CI- [28].

Modyfikacja potencjatu transepitelialnego na drodze ingerencji farmakologicznej nie jest
obojetna dla procesu regeneracji tkanki. Hamowanie aktywnos$ci kanalow 1 transporterow
jonowych, badz modyfikacja sktadu ptyndéw otaczajacych tkanke prowadzaca do obnizenia TEP,
pocigga za sobg spadek tempa zarastania ran [27]. Przeciwnie, podniesienie TEP, skutkujace
wzrostem natezenia pola elektrycznego powstajacego po zranieniu, przyspiesza regeneracje
ubytku tkanki [25]. Upatruje si¢ szans napowszechne stosowanie w przysziosci
farmakologicznych metod leczenia trudno-gojacych si¢ ran w oparciu o powyzsze zjawisko.
Jak si¢ wydaje, jeszcze wigkszy potencjat ma stosowanie metod fizycznych opartych na stymulacji
polem elektrycznym. Wykorzystywana w ostatnich latach elektrostymulacja np. urzadzeniem
WoundEL® okazata si¢ skuteczna w stymulacji zarastania trudno-gojacych si¢ ran u ponad 6 000

pacjentéw, ktérym nie pomagaty alternatywne metody leczenia [21].
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Analogiczne procesy formowania potencjatéw transeptitelialnych 1 formowania
endogennych pol elektrycznych nie sg wlasciwe wytacznie dla powlok skornych i ich regeneracji.
W szczegdlnosci wykazano, ze od zjawisk elektrycznych tego typu uzalezniony jest prawidtowy
przebieg rozwoju zarodkowego. W zwigzku z przemieszczaniem calych grup komorek w czasie
formowania zarodka, dochodzi do lokalnych zmian opornosci nabtonkéw na skutek degradacji
badz przebudowy potaczen zamykajacych. Takie zmiany przewodnictwa jonowego moga by¢
réwniez regulowane w sposob aktywny. Prowadzi to do wytwarzania lateralnych pol
elektrycznych o istotnym nat¢zeniu. Tego typu procesy sg szczeg6élnie nasilone we wstepnych
etapach rozwoju ukladu nerwowego. Wykazano m.in., ze zarodki Aksolotla (4dmbystoma
mexicanum) na etapie neurulacji umieszczone w zewngtrznym polu elektrycznym zaburzajacym
pola endogenne wykazywaly powazne wady rozwojowe, obejmujace brak wyksztatcenia
mozgowia badz oczu. Zarodki na etapie gastrulacji wykazywaly duzo mniejsza wrazliwosé
na aplikowane pole elektryczne [17].

Pola elektryczne nie s3a roOwniez obojetne dla procesu angiogenezy. Wykazano dzialanie
stymulujace na proces tworzenia naczyn krwiono$nych w oparciu o szereg mechanizméw, jak
np. stymulowanie  wydzielania czynnika wzrostu $rddbltonka naczyniowego VEGF,
czy ukierunkowanie wzrostu naczyn. Nalezy mie¢ na uwadze, ze proces angiogenezy przebiega
w organizmie na obszarach, gdzie takie endogenne pola elektryczne sa generowane, zar6wno
w oparciu 0 mechanizmy wspomniane powyzej, jak i na skutek przeplywu krwi w naczyniach
krwiono$nych [29,30]. Wiele wskazuje rowniez, ze endogenne pola elektryczne mogg nie by¢
obojetne dla przebiegu choroby nowotworowej, zwlaszcza jej etapow obejmujacych migracje
komorek, a mianowicie tworzenia przerzutow i naciekania. Potencjalne mechanizmy takiego
dziatania, jak 1przyktady komorek nowotworowych reagujacych napole elektryczne

przedstawiono w dalszej czesci pracy.
1.3. ODDZIALYWANIE POL ELEKTRYCZNYCH NA KOMORKI

Pole elektryczne oddziatuje na komorki wieloptaszczyznowo. Liczne badania wykazaty,
ze moze wptywac¢ na ich proliferacje i réznicowanie [31-33], modulowa¢ ekspresj¢ wybranych
genow [34,35], czy powodowaé przyjmowanie okre§lonej orientacji i morfologii [36-38].
Szczegodlne znaczenie ma jednak oddzialywanie statych pol elektrycznych o fizjologicznym
nat¢zeniu na aktywnos$¢ ruchowag komorek. Bardzo powszechna wsrod komoérek organizmow
wyzszych jest zdolno$¢ do kierunkowej migracji w polu elektrycznym badz do zmiany predkosci
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ruchu w odpowiedzi naten bodziec fizyczny [39]. Kierunkowa migracj¢ w stron¢ bieguna
ujemnego lub dodatniego okresla si¢ mianem galwanotaksji badz elektrotaksji. W kazdym
przypadku jest to proces aktywnej migracji w oparciu o wytwarzanie wypustek migracyjnych
charakterystycznych dla danego typu komoérek. Przewazajaca cze$¢ badanych komorek odpowiada
migracjag w kierunku bieguna ujemnego (katody) [20]. W$rdéd nich wymieni¢ mozna mysie
fibroblasty pochodzenia embrionalnego (C3H/10T1/2, NIH/3T3 1iSV101)[40-42], ludzkie
keratynocyty [43] i fibroblasty skorne [44] lub komorki grzebienia nerwowego pochodzace
od ptazéw 1ptakow [45,46]. W mniejszosci sg komorki wykazujace tendencje do migracji
w kierunku przeciwnym. Za przyktad moga postuzy¢ ludzkie granulocyty i makrofagi [47,48],
szczurze komorki raka prostaty linii AT2 [49], badz krolicze komorki §rédbtonka rogoéwki [50].
Poszczegdlne typy komoérek rdznig si¢ progiem reaktywnos$ci ikinetyka prezentowanej
odpowiedzi. Migrujace w przeciwnych kierunkach komorki mozna znalezé w obrgbie jednego
organizmu czy nawet organu. Przyktadem moga by¢ bydlgce komarki nabtonkowe soczewki, ktore
izolowane z jej poszczegdlnych rejondow migruja w przeciwnych kierunkach, co jak si¢ wydaje,
ma zwigzek ze zroznicowaniem pol elektrycznych wystepujacych w obszarach, gdzie bytuja.
W stosunkowo wysokim natezeniu pola wynoszacym 1,5-2,5 V/cm komorki z obszaru centralnego
1 peryferycznego migrujg w kierunku anody, podczas gdy stabsze pole (0,5 V/cm) powoduje
migracje katodalng komorek peryferycznych [51]. Istniejg nawet wyniki badan sugerujace, ze ten
sam typ komorek moze wykazywa¢ migracje kierunkowg do przeciwstawnych elektrod,
w zaleznosci od warunkow otoczenia. Przyktadem moga by¢ ludzkie granulocyty, ktore w medium
zawierajacym jony wapnia w stezeniu 2,5 mM migrowaly w kierunku anody, podczas gdy
zmniejszenie ich stezenia do poziomu 0,1 mM skutkowalo odwroceniem kierunku ruchu [52].
Opisywana odpowiedz na pola elektryczne o fizjologicznym natezeniu jest istotna dla
prawidlowego przebiegu licznych proceséw biologicznych, zwlaszcza omowionego juz gojenia
ran. Wyrazng elektrotaksj¢ w kierunku katody przejawiaja takie komorki zaangazowane w proces
regeneracji skory jak fibroblasty skorne, keratynocyty, komorki endotelialne, czy niektore komorki
uktadu odpornosciowego [19,25]. Z kolei znaczenie pdl elektrycznych w rozwoju zarodkowym
rowniez opiera si¢ w gldwnej mierze na kontroli kierunkowej migracji komorek grzebienia
nerwowego, fibroblastow embrionalnych badz rosngcych wypustek neuronéw (w procesie

zwanym galwanotropizmem). Mozna przypuszczaé, ze wady rozwojowe powstate przez
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zaburzenie tych endogennych pol sg wlasnie wynikiem zaburzenia procesow galwanotaksji
1 galwanotropizmu komorek kluczowych dla rozwoju zarodkowego [17].

Poza powyzszymi procesami fizjologicznymi wielokrotnie dokumentowano reaktywno$¢
na pole elektryczne komoérek nowotworowych. W potaczeniu z wiedza, ze komorki te funkcjonuja
otoczone naturalnie wystgpujacymi polami elektrycznymi in vivo, mozna zaktada¢, ze zjawisko
elektrotaksji moze réwniez oddziatywa¢ na przebieg choroby nowotworowej. Wydajna
elektrotaksje obserwowano m.in. w przypadku szczurzych komorek raka prostaty Mat-LyLu [49]
1 migsakoraka Walkera WC256 [53] lub ludzkich komoérek glejaka [54]. W przesztosci
postulowano, ze stosunkowo wysoki potencjal transepitelialny powstajacy w poprzek Sciany
gruczolow mlekowych w piersiach 1 kanalikow prostaty moze stanowi¢ bodziec wplywajacy
na kierunek inwazji powstajacych w tych narzadach komorek nowotworowych [20]. Badania
réznych linii komoérek nowotworowych pluc wykazaty zkolei ich zdolno$¢ do reakceji
elektrotaktycznej po umieszczeniu w trojwymiarowej piance nasladujacej strukture pecherzykow
ptucnych [55]. Niewykluczone jest rowniez, ze odpowiednia ingerencja w endogenne pola
elektryczne, badz zdolno$¢ komorek do ich odczuwania moze zosta¢ w przysztosci wykorzystana

w walce z rozwojem wybranych typéw nowotworow.
1.4. PROPONOWANE MECHANIZMY DETEKCJI POLA ELEKTRYCZNEGO

Pomimo, ze zdolno$¢ do elektrotaksji jest cecha wspdlng wigkszosci sposrod badanych
komorek, a takze ugruntowaniu jej znaczenia w przebiegu tak wielu procesow fizjologicznych,
doktadny mechanizm detekcji pola elektrycznego przez komorki i jej przelozenia na polaryzacje
1 kierunkowo$¢ ruchu nie zostal ostatecznie scharakteryzowany. Prowadzone na przestrzeni lat
badania wskazuja nazaangazowanie licznych elementéw sygnalizacyjnych, zaréwno
zwigzanych z dystrybucja jondéw, jak iaktywnosciag lub lokalizacja wielu komponentow
biatkowych [39]. Niestety wiele zpoczynionych obserwacji sugeruje zaangazowanie
mechanizméw wzajemnie si¢ wykluczajacych. Inne mechanizmy wydaja si¢ by¢ wilasciwe
wylacznie dla okreslonej, niewielkiej grupy komoérek. Dzi§ wiadomo juz, ze wybrane komponenty,
ktérym do niedawna przypisywano kluczowa rol¢ w generowaniu kierunkowej migracji w polu
elektrycznym, petnig zaledwie wtorng funkcje, wazng dla samej aktywnos$ci migracyjnej komorek.
Z tego tytutu wcigz prowadzone sg badania, ktore maja na celu odkrycie nadrzednego mechanizmu

detekcji pola elektrycznego, wspolnego dla wszystkich, lub chociaz wigkszosci typow komorek.
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W  oparciu o teoretyczne obliczenia, jak 1ipopierajace wyniki pozyskane
metodami do$wiadczalnymi, poszukiwanie detektora pola elektrycznego mozna zawezi¢ do blony
komorkowej, ktora posiada wiasnos$ci izolatora. Jej oporno$¢ jest szacowana na dziesigtki
kilooméw na cm?. W potgczeniu z niewielkimi rozmiarami komorek oraz wystepujacg polaryzacja
elektryczng btony komorkowej oznacza to, ze pole elektryczne aplikowane zewnetrznie jedynie

w niewielkim stopniu oddzialuje na elementy zlokalizowane w cytoplazmie [56,57].
1.4.1. REDYSTRYBUCJA BIALEK BLONOWYCH

Proponowane mechanizmy detekcji pola elektrycznego w zjawisku elektrotaksji mozna
podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy. Pierwsza znich obejmuje mechanizmy zaktadajace
wystgpowanie przemieszczania biatek badz innych bioczasteczek w plaszczyznie blony
komorkowej na skutek oddziatywania pola elektrycznego.

Mechanizm oparty na redystrybucji lipidéw lub bialek w blonie komodrkowej zostat
zaproponowany w 1977. Zgodnie z wyliczeniami na dynamike takiego procesu w przypadku
elektroforezy ma wplyw wypadkowy tadunek czasteczek w okreslonym pH, ich wielkos¢
oraz charakterystyka blony komorkowej [58]. W przypadku elektroosmozy mozna spodziewac si¢
przeciwnego  kierunku  gromadzenia  elementow  bialkowych, gdyz  czynnikiem,
ktory za to odpowiada jest oddzialywanie pola elektrycznego na przeciwjony towarzyszace
komponentom btonowym niosgcym tadunek, wraz z ich otoczkg hydratacyjng [59]. W zwigzku
zujemnym (w fizjologicznym pH) tadunkiem wigkszo$ci biatek i lipidow btonowych (gtownie
zwigzanym z skoniugowanymi z nimi grupami oligosacharydowymi), mozna si¢ spodziewac,
ze taka warstwa wody bogata w jony dodatnie ciagnglaby wypadkowo biatka w kierunku katody
[57]. Zjawisko to mogtoby ttumaczy¢, dlaczego czgsciej obserwuje si¢ gromadzenie istotnych dla
migracji komoérek biatek blonowych po stronie katodalnej, nawet jesli same niosg tadunek ujemny.
Potwierdzeniem tego zjawiska moze by¢ odwrocenie tej tendencji na skutek enzymatycznego
odcigcia ujemnie natadowanych grup cukrowych z biatek powierzchniowych [59]. Niezaleznie
od podloza, efektem takiego ruchu czasteczek receptorowych jest ich gromadzenie na okreslonym
biegunie komorki, prowadzace do polaryzacji ich rozktadu i docelowo asymetrycznej aktywacji
wybranych kaskad sygnalizacyjnych [60].

Zwolennicy powyzszej teorii powoluja si¢ kazdorazowo na mozliwy do zobrazowania
asymetryczny rozktad bialek blonowych w komoérkach umieszczonych w polu elektrycznym.

W przypadku ludzkich fibroblastow notowano gromadzenie receptora dla LDL (ang. low density
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lipoprotein) po stronie katodalnej w wyniku godzinnej aplikacji pola o natezeniu 10 V/cm [61].
Komorki nabtonkowe rogdéwki wykazywaly analogiczng akumulacje receptora dla EGF (ang.
epidermal growth factor) juz po 10 min stymulacji. Elektrotaksja tych komoérek byta réwniez
zalezna od obecno$ci surowicy lub stymulacji czynnikiem EGF, co dodatkowo wskazuje
na istotno$¢ obserwowanej zaleznosci [62]. Wedtug licznych przestanek asymetryczny rozktad
receptorow dla czynnikow wzrostu lezy takze u podtoza reakcji galwanotropicznej komorek
nerwowych [17]. W ostatnim czasie postulowano, ze elektroforeza konkretnych biatek blonowych
jest kluczowa nawet dla reakcji szybko migrujacych keratynocytow rybich. O udziale tego
mechanizmu miataby $wiadczy¢ m.in. zalezno$¢ reakcji od pH $rodowiska, wptywajacego
na wypadkowy tadunek biatek iprzez to kierunek redystrybucji w btonie komodrkowej [57].
W $wietle niniejszej pracy istotne moga wydawac si¢ doniesienia dotyczace udziatu gromadzenia
po stronie katody biatek adhezyjnych, receptora ConA i receptora fibronektyny, podjednostki Sa
integryny w mysich fibroblastach NIH/3T3. Autorzy pracy jako jedni z nielicznych podjeli probe
uzasadnienia, ze szybka reakcja na pole elektryczne tych komorek rowniez moze by¢ tltumaczona
mechanizmem redystrybucji biatek blonowych, twierdzac, ze do ustalenia asymetrycznego
rozktadu biatek adhezyjnych wystarczy juz kilka minut od zadziatania bodzZca i nawet najmniejsze
odchylenia od réwnomiernego rozktadu moga powodowac kierunkowa migracje [42].

Z powyzszych informacji wynika, Ze asymetryczny rozklad biatek blonowych stanowi
powszechny element towarzyszacy kierunkowej migracji komérek w polu elektrycznym. Pytaniem
otwartym pozostaje kwestia czy w kazdym przypadku stanowi to rzeczywisty mechanizm detekcji
pola elektrycznego, czy raczej wtorne zjawisko zwigzane z polaryzacja komorki. Powazne
zastrzezenia pojawiajg si¢ rowniez w przypadku thtumaczenia udziatem tego mechanizmu niekiedy

nawet bardzo szybkiej reakcji na pole elektryczne, co oméwiono w dalszej czgsci pracy.
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1.4.2. MECHANIZMY JONOWE

Alternatywnie, udziat w detekcji pola elektrycznego przypisuje si¢ mechanizmom
zwigzanym z potencjalem btonowym oraz z wplywem na transport jonéw w poprzek blony
komoérkowej. Mechanizm taki opieralby si¢ glownie na aktywnosci kanatéw jonowych,
preferencyjnie zaleznych od napig¢cia badz naprezenia, badz na pasywnym transporcie jonéw
w poprzek btony komorkowej [63]. Oddzialywanie pola elektrycznego na komorke powoduje
depolaryzacje btony po stronie katody i hiperpolaryzacje po stronie przeciwnej — skierowanej
do anody [40]. Zjawisko to moze prowadzi¢ do zmiany czestotliwosci otwierania kanatow
jonowych zaleznych od napigcia. Dodatkowo aplikowane pole elektryczne moze oddzialywaé
na site elektromotoryczng napgdzajaca przenikanie jonéw w poprzek blony przez konstytutywnie
otwarte kanaly [63]. Najczesciej postulowany jest tutaj udzial jondw wapnia, ktére w dalszej
kolejnosci najlatwiej mozna powigza¢ ze zjawiskami ruchowymi komorki. W kontekscie
elektrotaksji pojawiaja si¢ jednak réwniez doniesienia o potencjalnym znaczeniu jondéw sodu,
a w ostatnich latach takze potasu [41,46,63—66].

Jak wspomniano, najczgsciej postulowano i weryfikowano udzial jonow wapnia w reakcji
elektrotaktycznej. Wiele z uzyskiwanych wynikow wydaje si¢ potwierdza¢ stawiane hipotezy.
Przyktadowo, stymulacja mysich embrionalnych fibroblastow C3H/10T1/2 polem elektrycznym
o stosunkowo wysokim natezeniu (10 V/em) skutkowala ich wydluzaniem i przyjmowaniem
prostopadtej orientacji wzgledem linii pola. Wykazano, ze obserwowana reakcja byta znoszona
przez  farmakologiczne = zahamowanie  kanalow  wapniowych  badz  usuwanie
zewnatrzkomérkowych jondw wapnia [67]. Kolejne badania prowadzone na tych komodrkach
w diuzszej skali czasowej wykazaly, Ze rowniez migracja w kierunku katody jest zalezna
od naptywu jonow wapnia, ktory dodatkowo z powodzeniem obrazowano. Warto jednak pamietac,
ze istotne wyniki w tym uktadzie uzyskiwano przy nat¢zeniach pola znacznie przewyzszajacych
fizjologiczne [41].

Przyrost stgezenia wewnatrzkomorkowych jondéw wapnia obserwowano rowniez
w przypadku komorek raka piersi MDA-MB-231. Wyrazny skok fluorescencji barwnika Fluo-4
obserwowano po 10 min stymulacji polem elektrycznym o natezeniu od 3 V/ecm. Wzrost notowano
takze po stymulacji roznymi stezeniami EGF, comoze sugerowa¢ wtorny charakter
obserwowanych zmian [68]. W przypadku anodalnej elektrotaksji mysich makrofagow

zaobserwowano zalezno$¢ zaréwno od mechanizméw jonowych, jak i polarne gromadzenie biatek
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btonowych. Reakcja na pole o natezeniu 7,8 V/cm byta zniesiona w obecnosci EGTA 1 przy
podniesionym stezeniu jondw Mg>* oraz w obecnosci jonéw La**, hamujgcych naptyw wapnia
do komoérek. Pomimo zniesienia reakcji kierunkowej na pole, wcigz obserwowano asymetryczny
rozktad wybranych biatek btonowych [48]. Rowniez migracja ludzkich keratynocytow w kierunku
katody jest $cisle uzalezniona od obecnos$ci jondéw wapnia w pozywce, przy czym wystarczajace
sg juz stezenia mikromolowe i dalszy wzrost nie powoduje nasilenia kierunkowosci. Wykazano
jednak, ze wychwyt jondéw Ca?" przy udziale EGTA negatywnie wplywa zaréwno
na kierunkowo$¢, jak iruchliwos¢ komorek. Warto zauwazy€, ze zalezna od wapnia reakcja
na pole jest wtym przypadku notowana przy natezeniach fizjologicznych, tj. 1 V/em [69].
Obecno$¢ jondw wapnia byla niezbedna do zaj$cia reakcji elektrotaktycznej komorek grzebienia
nerwowego izolowanych z zarodkow przepiorki. Komorki te reagowaty migracja w kierunku
katody juz przy tak niskim natezeniu pola jak 0,07 V/cm. Dodatek jonow magnezu w stezeniu 10
mM jak i Gd*" w stezeniu 100 pM znosit te reakcje, anawet dochodzito do jej odwrodcenia
po usunieciu jonow Ca?" zpozywki [46]. Przeciwstawne wyniki w odniesieniu do komorek
tkankowych uzyskano w badaniu katodalnej elektrotaksji mysich fibroblastéw NIH/3T3 i SV101.
W obu przypadkach obecno$¢ jonow wapnia nie odgrywata kluczowej roli dla kierunkowej
migracji, jak inie obserwowano wzrostu ich stezenia w cytoplazmie pod wplywem pola
elektrycznego [42]. W badaniach z wykorzystaniem rybich keratocytow farmakologiczne
zaburzenie przechodzenia jonow wapnia przez btong¢ komorkowa wyraznie hamowato proces
tworzenia lamellipodiow, takze podczas ekspozycji komodrek na pole elektryczne. Co warte
zauwazenia, znaczne zmiany stezenia jonow K*, Na® i CI" wtym uktadzie nie wyplywaja
nareakcje elektrotaktyczng badanych komorek, pomimo, ze powinny wywiera¢é wplyw
na potencjal blonowy w skali catej komorki [70,71].

Galwanotropizm komodrek nerwowych jest reakcja, ktora wykazuje liczne analogie
ze zjawiskiem elektrotaksji. W przypadku embrionalnych neurondéw plazéw blokada kanatow
wapniowych jonami Co?" i La’" hamowala skrecanie wypustek nerwowych w kierunku katody
w polu o natezeniu 1 V/cm. Dodatkowo indukcja naptywu jondw Ca®* od strony anodalnej
stymulowata skrecanie wypustek do elektrody dodatniej. Wyniki te sugerowaly uzaleznienie
obserwowane]j reakcji od naptywu jondéw wapnia [72]. Wniosek taki nie znalaztl poparcia
w wynikach nowszych badan na komodrkach nerwowych zaby szponiastej (Xenopus laevis), ktore

wykazaty, ze wychwyt zewnatrzkomorkowych jonéw wapnia, jak 1zaburzenie ich
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wewnatrzkomorkowego stezenia i gradientéw nie ma wplywu na kierunkowo$¢ wzrostu wypustek
neuronalnych. Praca ta jest jedng znielicznych, ktora wskazuje na brak zaleznosci reakcji
kierunkowej na pole elektryczne od jonéw wapnia [73].

Znaczenie jondw Ca?" dla reakcji elektrotaktycznej udokumentowano rowniez w badaniach
na organizmach nizszych. Przyktadowo obserwowano wzrost wewnatrzkomorkowego wapnia pod
wpltywem pola w komorkach $luzowca Dictyostelium discoideum w stadium ameboidalnym.
Dodatkowo obserwowano zniesienie elektrotaksji po inkubacji komorek z EGTA. Jednocze$nie
wykazano, ze naptyw jondéw Ca?" przebiega w sposob niezalezny od $ciezek zwigzanych
z chemotaksjg [74]. Zawarto$¢ zewnatrzkomorkowych jonow wapnia w medium determinuje
rowniez reaktywnos$¢ pelzaka odmienca (Amoeba proteus) na pole elektryczne. Podmiana na jony
magnezu istotnie obniza galwanotaksj¢ tych komorek. Uzaleznienie od mechanizméw jonowych
pozostaje w tym przypadku w duzej zgodzie z obserwowang dynamika reakcji, ktorej pierwsze
objawy widoczne byty w czasie 1 s od zadziatania bodzca [75].

Uzaleznienie reakcji elektrotaktycznej od bramkowanych napigciem kanalow sodowych
wykazano zkolei w przypadku linii komoérek nowotworowych — raka prostaty MAT-LyLu.
Wyrazna migracja tych komoérek w kierunku katody byta zaburzona przez zahamowanie VGSC
(ang. voltage gated sodium channel) tetrodotoksyna. Przeciwne dzialanie na aktywnos$¢ tych
kanatow weratrydyng powodowato wzmozenie reaktywnosci badanych komoérek na pole
elektryczne o fizjologicznym natezeniu. Istniejg przestanki, ze obecnos¢ wspomnianych kanatow
1 ich udziat w reakcji elektrotaktycznej moze mie¢ udziat w wysokim potencjale metastatycznym
komorek MAT-LyLu [49].

Pierwsze doniesienia o potencjalnym znaczeniu jonow potasu w reakcji na pole elektryczne
pojawity si¢ w polowie ubieglego wieku. Wykazano m.in., Ze zmiany stezenia soli potasu
w otoczeniu nie byly obojetne dla katodalnej reakcji $luzowca Physarum polycephalum,
a mianowicie wzrost stezenia jonoOw potasu w podnosit prog reaktywnosci na pole elektryczne
[76]. Kolejne badania z wykorzystaniem tego protista wykazaty spadek poziomu jondéw potasu
po stronie anodalnej, ktéremu towarzyszylo zahamowanie tworzenia wypustek w tym kierunku
[77]. W badaniach na Dictyostelium discoideum wzrost stezenia jonow K* w otoczeniu do 25 i 50
mM przektadat si¢ na wyrazng depolaryzacj¢ btony komoérkowej, co pociggato za sobg istotne
obnizenie kierunkowos$ci ruchu tych organizmoéw nizszych. Podobny wptyw na kierunkowos¢

w tym uktadzie wywolalo znaczne podniesienie, badZz obnizenie kwasowosci medium, ktore
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rowniez powodowalo depolaryzacje btony komorkowej [78]. Kolejne badania wykazaty z kolei
brak istotno$ci wzrostu stezenia jonOw potasu w pozywce nareakcje elektrotaktyczng rybich
keratocytow [57].

Interesujace wnioski ptyng natomiast z pracy dotyczacej reakcji na pole elektryczne
komoérek linii COS-7 wyprowadzonej z malpich fibroblastow nerkowych. W toku badan
wykazano, ze w reakcje elektrotaktyczng tych komoérek zaangazowane sa potasowe kanaty zalezne
od napigcia Kv1.2. Reaktywnos$¢ tych komorek byta $cisle uzalezniona od ekspresji wskazanych
kanatoéw, podobnie jak od ich funkcji, gdyz ich zahamowanie farmakologiczne réwniez obnizalo
kierunkowo$¢ ruchu bez wplywu na predko$¢ migracji. Warto zauwazy¢, ze kanat Kv1.2
kolokalizowat z kortaktyna, biatkiem zwigzanym z dynamika cytoszkieletu aktynowego, wspolnie
gromadzac si¢ po stronie katodalnej komorki. Taki kompleks moze docelowo prowadzic¢
do aktywacji Arp2/3 inasilenia polimeryzacji aktyny. Przedstawiony model jest wigc
wieloptaszczyznowy i nie bazuje wylacznie na aktywnosci kanatu jonowego i jego aktywacji, ale
tez jego redystrybucji w blonie, stad nie ttumaczy w pelni szybkich reakcji na pole elektryczne
[65]. W ostatnim czasie przedstawiono rowniez bardzo interesujgce wyniki dotyczace
zaangazowania w reakcje elektrotaktyczng dokomadrkowych prostowniczych kanalow potasowych
(Kir, ang. inwardly-rectifying potassium channel), ktérym wigcej uwagi poswiecono w kolejnym

podrozdziale [66].
1.4.3. DOKOMORKOWE PROSTOWNICZE KANALY POTASOWE KIR

Dokomoérkowe prostownicze kanaty potasowe Kir stanowig nadrodzing kanatow
potasowych, ktére lacza unikalne wiasnosci strukturalne i funkcjonalne. Kanaty te wystepuja
powszechnie wsrod komorek tkankowych, odpowiadajac za kontrole spoczynkowego potencjatu
btonowego, posrednio wpltywajac na funkcjonowanie pozostatych typéw kanatow potasowych
[79]. Wspolna cecha wszystkich kanatow Kir jest zdolnos¢ do wypadkowego przewodzenia jondw
K" downgtrza komoérki. Cecha ta jest zapewniana przez interakcje w obrebie poru
z wewngtrzkomorkowymi poliaminami ijonami Mg?" [80]. Przedstawiciele poszczegdlnych
podrodzin Kir podlegaja rowniez kontroli ze strony wewnatrzkomorkowych protonow,
okreslonych biatek G, ATP i fosfolipidow [81,82].

Wsréd dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych Kir wyrdznia sie 7
podrodzin Kirl.x - Kir7.x, z ktorych najliczniejsze obejmujg do 4 przedstawicieli. Na dzien

dzisiejszy poznano 15 przedstawicieli tej rodziny biatek [79]. Niezaleznie od typu, funkcjonuja
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w btonie jako homo lub heterotetramery, przy czym w drugim przypadku, kompletny kanat
zazwyczaj budujg przedstawiciele jednej podrodziny, aczkolwiek wystepuja nieliczne odstgpstwa
od tej reguly. Mozliwos¢ formowania heterotetramerow wynika ze stosunkowo prostej budowy
1 wysokiej homologii pomi¢dzy przedstawicielami rodziny [79]. Poszczeg6lne podjednostki maja
wspolne cechy budowy, takie jak dwie domeny transbtonowe, region formujacy kanat i domeny C
1 N-koncowe zlokalizowane w cytoplazmie. Niezmienng cecha wspolng dla kazdej konfiguracji
podjednostek jest wysoka selektywno$é wzgledem jonéw K* [80].

Dokomoérkowe prostownicze kanaty potasowe (Kir) pelnig istotng funkcje w wielu
tkankach, biorac udzial w precyzyjnym ustalaniu potencjatu blony komoérkowej na pozadanym
poziomie [79]. W stanie spoczynkowym komorek pobudliwych i w komoérkach niepobudliwych
btona komoérkowa posiada potencjal ujemny (ok. -70 mV) co oznacza, ze przewaga tadunku
ujemnego znajduje si¢ wewnatrz komorki, natomiast na zewnatrz gromadzi si¢ nadmiar jonow
dodatnich. Zasprawa aktywnos$ci pomp sodowo-potasowych, jony potasu gromadzone
sa wewnatrz komorki i1 dazac do wyréwnania potencjatu chemicznego, wyptywaja z cytoplazmy
przez spoczynkowe, stale otwarte kanaty potasowe. Generuje to wspomniang rdznic¢ potencjatow
w poprzek btony komoérkowej [83]. W przypadku kanatow Kir, sytuacja jest bardziej ztozona, gdyz
posiadaja one specyficzny mechanizm bramkowania. W spolaryzowanej btonie komorkowe;,
mechanizm bramkowania nie jest pelny i teoretycznie mozliwy jest transport jonow K™ w obu
kierunkach. Postepujaca depolaryzacja sprawia, ze od strony wewnatrzkomodrkowej kanat jest
blokowany przez niosace tadunek dodatni poliaminy i jony magnezu, przez co transport jonow K*
przebiega w kierunku cytoplazmy i nie jest rOwnowazony ich wpltywem [84].

Udziat poliamin i jonéw magnezu w warunkowaniu funkcjonalnosci kanaléw Kir zostat
dobrze udokumentowany. Wykazano, ze blokujg one por kanatu jonowego w sposob zalezny
od napiecia. Szczeg6lnie podatne na t¢ regulacj¢ sg kanaty silnie rektyfikujace, takie jak Kir2.x
1 Kir3.x, ktore w jej efekcie moga przewodzi¢ jony K* praktycznie wytacznie do wnetrza komorki.
Nieco mniej podatne sg kanaly Kir4.x, a najmniej kanaty stabo rektyfikujace (z pozostatych
podrodzin), ktore w sposob zalezny od réznicy potencjaldow moga przewodzi¢ jony K" zarowno
do wnetrza komorki, jak 1 wkierunku przeciwnym. Zdolno$¢ poliamin ijonéw Mg**
do bramkowania kanalow Kir jest uzalezniony od liczby tadunkéw dodatnich, ktére niosa, stad
skuteczno$¢ blokowania uktada si¢ wg. ponizszej hierarchii: spermina (SPM*") > spermidyna

(SPD3") > putrescyna (PUT?") ~ jony magnezu (Mg?"). W warunkach fizjologicznych najwigksza
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role w bramkowaniu kanatow Kir przypisuje si¢ SPM 1 SPD, ktore w cytoplazmie wystepuja
w stezeniach mikromolarnych. Czasteczki te, podobnie jak jony Mg?" wchodzg w interakcje
zresztami aminokwasowymi zlokalizowanymi w §wietle kanalu oraz w obrebie domen
wewnatrzkomorkowych [85]. Roznice migedzy kanatami silnie 1 stabo rektyfikujacymi wynikaja
zrdznic w obsadzeniu kluczowych pozycji w biatku, aminokwasami posiadajacymi tadunek
ujemny (kwas asparaginowy lub glutaminowy), badz obojetnymi [80].

W ostatnim czasie wykazano, ze obecnos$¢ kanatow z rodziny Kir nie jest oboj¢tna dla
aktywno$ci migracyjnej komoérek tkankowych. Zahamowanie ekspresji kanatu Kir4.2 obnizyto
persystencj¢ ruchu mysich embrionalnych fibroblastow (MEF, ang. mouse embryonic fibroblasts).
Podobny efekt wywieralo farmakologiczne zahamowanie funkcji tego kanatu. Kolejne
eksperymenty wykazaly, ze wysokiej persystencji ruchu tych komérek moze sprzyja¢ wzmozony
rozktad poliamin na krawedzi wiodacej, za sprawg kolokalizacji w tym rejonie enzymu SSAT
(acetyltransferazy SPD/SPM) z integryna a9p1. Obnizenie zawartos§ci SPM i SPD w tym rejonie
miatoby obniza¢ bramkowanie kanatu Kir4.2, skutkujac wzmozonym wyplywem jonow K,
co miatoby sprzyja¢ podtrzymaniu proceséw tworzenia lamellipodium. Dokladny mechanizm
zaobserwowanej korelacji nie zostat poznany. W komodrkach MEF ulegaja ekspresji dodatkowo
kanaty Kirl.1, 2.1, 2.4, 3.2, 3.4, 6.1 1 6.2, ktore nie byty zaangazowane w obserwowane zjawisko,
co potwierdzono metodami farmakologicznymi [86]. Prowadzone badania dotyczyly
zaangazowania kanatow Kir w spontaniczng migracje. Ich rola w elektrotaksji fibroblastow nie
byla badana. Szczegotowa charakterystyka wptywu zahamowania ekspresji poszczegodlnych
kanatoéw z rodziny Kir na reakcje elektrotaktyczng zostata przeprowadzona z kolei w odniesieniu
do ludzkich uniesmiertelnionych komodrek rogéwki (hTCEpi). Korzystajac ze specjalnej biblioteki
siRNA zahamowano kanaly nalezace do kazdej rodziny 1 wytacznie zahamowanie genu KCNJ15,
kodujacego podjednostke Kir4.2, doprowadzito do niemal catkowitego zniesienia kierunkowosci
ruchu bez wptywu na jego predkos¢. Potwierdzono rowniez znaczenie tego kanatu dla elektrotaksji
komorek migrujacych do anody (spontanicznie unie$miertelnionych keratynocytow ludzkich
HaCaT), oraz wykazano metodami farmakologicznymi oraz molekularnymi, Zze dla obserwowane;j
reakcji kluczowa jest interakcja kanatu Kir4.2 z poliaminami [66]. PowyZsze informacje sprawiaja,
ze dokomorkowe prostownicze kanaly potasowe Kir moga by¢ uznawane za potencjalny
komponent kluczowy dla reakcji elektrotaktycznej mysich fibroblastow Swiss 3T3 badanych

W pracy.

25



1.4.4. POZOSTALE MECHANIZMY DETEKCJI POLA ELEKTRYCZNEGO

Poza omoéwionymi mechanizmami detekcji pola elektrycznego, ktére posiadaja najwigce;j
zwolennikoéw, proponuje si¢ rowniez alternatywne, ktore na przestrzeni lat nie uzyskaty tak duzego
poparcia. Postuluje si¢ migdzy innymi mechanizm, w ktérym komoérki wyczuwaja pole niejako
wtornie, gdyz przeptyw jondéw blisko natadowanego podloza powoduje ruch pozywki. Ptyw ten
powstaje na drodze elektroosmozy, gdyz w pozywce znajdujg si¢ przeciwnie naladowane jony,
ktére gromadzg si¢ przy podtozu posiadajagcym okreslony tadunek. Ich kierunkowy przepltyw
w kierunku okreslonej elektrody pociagga za soba ruch czasteczek rozpuszczalnika [87].
Na przestrzeni lat sygnalizowano, ze odpowiednio nasilony kierunkowy przeptyw pozywki moze
powodowa¢ polaryzacje ikierunkowa migracje komorek tkankowych [88-90]. Hipoteza
przypisujaca temu zjawisku kluczowa rol¢ wreakcji elektrotaktycznej zostala jednak
zweryfikowana, chociazby przez zmiang fadunku podtoza, w efekcie czego otrzymano przeciwny
kierunek przeptywu pozywki. Taka manipulacja nie zaburzyta jednak kierunkowej migracji rybich
keratocytow do katody. Uwaza si¢ réwniez, ze pltywy generowane polem elektrycznym
o fizjologicznym nat¢zeniu maja zbyt niskie natezenie by mogly wywotywaé kierunkowy
ruch komorek [57].

Dopuszcza si¢ rowniez ewentualnos¢, ze pole elektryczne oddziatuje bezposrednio
na niosace tadunek komponenty blony bgdace mechanosensorami. Sity elektrostatyczne miatyby
prowadzi¢ do odksztalcania tych biatek, powigzanych z cytoszkieletem badz posiadajacych
zdolno$¢ przenoszenia jondow przez btong komorkowa, wptywajac na ich aktywnos$¢ i prowadzac
docelowo do rearanzacji cytoszkieletu. Taki mechanizm moglby potencjalnie tlumaczy¢
wystepowanie szybkich reakcji na pola elektryczne, jednak obliczenia prowadzone w tym obszarze
moéwig, ze sity generowane przez pola o fizjologicznym natgezeniu nie sg wystarczajace

do wywotania wspomnianej reakcji [57].
1.5. DYNAMIKA REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

Nieliczne prace dotyczace reakcji elektrotaktycznej komorek sg poswiecone dynamice
obserwowanej reakcji. Informacja o czasie potrzebnym do wywotania zauwazanej reakcji czgsto
jest pomijana lub niewystarczajaco eksponowana. Dynamik¢ procesu bardzo dobrze
charakteryzuja eksperymenty obejmujace badanie odpowiedzi nazamian¢ biegunéw pola

elektrycznego. W przypadkach, gdy pochylono si¢ nad wspomnianym zagadnieniem, kilkukrotnie
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pokazywano, ze reakcja zachodzaca w odpowiedzi na aplikowane pole elektryczne zachodzi
zbardzo duza dynamika. Dotyczy to zarowno prawidtowych inowotworowych komorek
tkankowych, jak 1 wybranych organizméw nizszych. W przypadku komorek raka prostaty MAT-
LyLu pierwsze zmiany morfologiczne i kierunkowos$ci ruchu byly obserwowane w czasie 30 s
od zadziatania bodzca [49]. Znaczng dynamike reakcji zaprezentowano rowniez dla szybko
migrujacych komoérek migsakoraka Walkera WC256, w przypadku ktorych zwilaszcza komorki
sublinii migrujacej przez wytwarzanie pgcherzykowatych wypustek reaguja na zamiang elektrod
w rownie krotkim czasie, jak wspomniane komorki raka prostaty [91]. W przypadku wolniej
migrujacych komoérek nauwage zastuguje natomiast znaczna dynamika zmiany kierunku
w odpowiedzi na zamiang elektrod komorek adherentnej frakcji mysiego szpiku kostnego.
Pierwsze objawy tej reakcji obserwowano juz w czasie krotszym niz 1 min [92].

Jeszcze wigksza dynamike procesu obserwowano w badaniach organizmow nizszych,
takich jak Amoeba proteus. W tym przypadku odpowiedz byla zauwazalna juz w czasie 1s
od zamiany elektrod. Doktadnie scharakteryzowano rowniez ilo§ciowo zmiany morfologiczne tych
komorek zachodzace w trakcie reakcji i wykazano, ze w pierwszej kolejnosci dochodzi do skurczu
po stronie skierowanej do nowej elektrody dodatniej, podczas gdy zmiany po stronie nowej katody
zachodza z pewnym opodznieniem. Tego typu obserwacje sg przydatne w procesie poszukiwania
pierwotnego mechanizmu detekcji pola elektrycznego, gdyz pozwalaja na powigzanie
z potencjalnymi mechanizmami detekcji tego pola 1 ich lokalizacjag w komorce [75].

W $wietle powyzszych informacji, trudno tlumaczyé wystepowanie reakcji
elektrotaktycznej w skali kilku minut, atym bardziej kilkudziesieciu lub kilku sekund,
mechanizmami uwzgledniajagcymi redystrybucje w ptaszczyznie blony komodrkowej biatek lub
lipidow sygnatowych. Nie mozna wykluczy¢ udziatu tych zjawisk w kontroli 1 podtrzymywaniu
dlugotrwalych reakcji na pole elektryczne, jednak pierwotnych mechanizméw detekcji pola
elektrycznego nalezy upatrywaé w alternatywnych zjawiskach, przyktadowo zwiazanych

z potencjatem btony komorkowej i redystrybucja jonow.

1.6. WEWNATRZKOMORKOWE SZLAKI SYGNALIZACYJNE ZAANGAZOWANE

W REAKCJE NA POLE ELEKTRYCZNE

Bodziec elektryczny odebrany na poziomie btony komérkowej musi zosta¢ odpowiednio

przetworzony 1iprzestany w glagb komoérki, wcelu wywotania rearanzacji cytoszkieletu
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komorkowego, prowadzacego do polaryzacji komorki 1 w efekcie kierunkowej migracji [93].
Wigkszo$¢ badan wskazuje na gtoéwna role cytoszkieletu aktynowego, jako gldwnego elementu
efektorowego odpowiedzialnego za reakcje elektrotaktyczng [18,50,94]. Uwaza sig, ze rola
mikrotubul w tym procesie jest mniejsza, jednak z pewnymi wyjatkami. W przypadku komodrek
szczurzego migsakoraka Walkera WC256 funkcjonalny cytoszkielet mikrotubularny sprzyja
wyzsze] kierunkowosci ruchu [53]. Dynamiczna rearanzacja mikrotubul jest rowniez konieczna
dla wydajnego skrecania stozka wzrostu neuronu w kierunku katody [95].

Powigzanie mechanizmow detekcji pola elektrycznego opartych na zjawiskach fizycznych
ze szlakami przekazu sygnalu przy udziale biatek sygnalizacyjnych bywa klopotliwe.
W przypadku mechanizmu opartego na asymetrycznym rozktadzie biatek btonowych (w tym
receptoréw dla chemoatraktantow), przekaz sygnalu zwigzany z kierunkowa migracja mozna
tlumaczy¢ duzo tatwiej. Wynika to z faktu, Zze angazowane sg wowczas kaskady sygnalizacyjne
typowe dla dobrze poznanej chemotaksji [12]. Zaangazowanie osi PI3K/PTEN w proces
polaryzacji komorek i kierunkowej migracji, zwlaszcza na drodze chemotaksji zostato bardzo
doglebnie poznane. W przypadku chemotaksji aktywacja 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K) ma
miejsce na krawedzi wiodacej komorki, gdzie dochodzi do tworzenia 3,4,5-trifosforanu
fostatydyloinozytolu (PIP3), stanowigcego miejsce zakotwiczenia w btonie i bodziec aktywujacy
dla kolejnych biatek sygnalizacyjnych, takich jak kinaza Akt [96]. Podobng polaryzacj¢ rozktadu
PIP3 obserwowano rowniez w przypadku elektrotaksji. Niezalezne badania wykazaty gromadzenie
tego komponentu po stronie elektrody do ktorej komorka migrowata [66,97]. Kluczowe znaczenie
PI3K dla elektrotaksji zostato potwierdzone w przypadku wielu typow komorek tkankowych, m.in.
komorek nabtonkowych rogowki czy fibroblastow [64,97,98]. Fosfataza PTEN (ang. Phosphatase
and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) przeciwdziata aktywnosci PI3K usuwajac grupe
fosforanowa zpozycji 3' fosfoinozytoli [99]. Przeciwnie niz w przypadku chemotaks;ji,
zahamowanie tej fosfatazy wzmagato migracj¢ w kierunku katody w przypadku komorek
nablonkowych, zaréwno migrujacych pojedynczo, jak i w monowarstwie [97]. W modulacji
aktywnosci tej pary enzymoéw upatruje si¢ duza szans¢ w medycynie, zwlaszcza w kontekscie
poszukiwania metod wspomagajacych gojenie ucigzliwych ran.

Mniej powtarzalne wyniki byly prezentowane odnosnie zaangazowania licznych kinaz
biatkowych o aktywnos$ci sygnalizacyjnej. Poszczegolne prace wskazywaly na zaangazowanie

PKC, PKA, ERK, p38, Src lub Akt, atakze liczne powigzania migdzy nimi [54,98,100,101].

28



Przyktadowo, w przypadku migrujacych w kierunku anody komorek wtokniakomigsaka HT 1080,
w odpowiedzi na aplikowane pole elektryczne, przy udziale zlokalizowanej produkcji
reaktywnych form tlenu (konkretnie anionorodnika ponadtlenkowego) dochodzi do fosforylacji
kinazy ERK 1 w dalszej kolejnosci p38 oraz Akt, colezy u podstaw wywotania kierunkowe;j
migracji [102]. Udziatl wspomnianych reaktywnych form tlenu obserwowano roéwniez w katodalne;j
reakcji elektrotaktycznej komorek glejaka oraz mysich keratynocytow [54,103].

Obserwacja zaangazowania wskazanych kinaz wreakcje elektrotaktyczng w wielu
przypadkach byla traktowana jako potwierdzenie postulowanego mechanizmu receptorowego,
gdyz kaskady sygnalizacyjne prowadzace od receptorow blonowych do mechanizmow
efektorowych sa tak rozbudowane, Ze zwykle obejmuja aktywacj¢ bialek tego typu. Wyniki
te czesto dotyczyty jednak tylko wybranego typu komorek, stad trudno przypisywac tym biatkom
role uniwersalnych przekaznikéw sygnatu, odpowiedzialnych za reakcje na pola elektryczne.

Duzo powszechniej wykazywano zaangazowani biatek, ktore znajduja si¢ nizej
w hierarchii przekazu sygnatu w komorce i znajduja wigksze przetozenie na bialka efektorowe,
takie jak biatka towarzyszgce aktynie, modulujagce dynamike rearanzacji cytoszkieletu. Wsrod tych
bialek szczeg6lng rol¢ zajmuja male biatka G zrodziny Rho, przelaczniki molekularne
o aktywnos$ci GTPaz, w gtownej mierze odpowiedzialne za polaryzacj¢ komorki i skoordynowana
przebudowe cytoszkieletu, wywotujaca migracje komorek [104,105]. Aktywacja bialek tego typu
przebiega pod kontrolg czynnikéw wymiany nukleotydow — GEF (ang. Guanine nucleotide
exchange factors), podczas gdy proces rozkladu GTP jest katalizowany przez czynniki GAP (ang.
GTPase-activating  proteins). Dokladna kontrola przez teelementy, w polaczeniu
z oddziatywaniem z czynnikami GDI (ang. guanosine nucleotide dissociation inhibitor), ktore
utrzymuja mate GTPazy w stanie nieaktywnym, pozwala na skoordynowang aktywacje
1 inaktywacje w okreslonych rejonach komorki 1 w odpowiedzi na bodzce docierajace z zewnatrz
[106].

Najlepiej poznano funkcje trzech przedstawicieli tej rodziny bialek - RhoA, Racl 1 Cdc42.
Pierwsze z nich odpowiada w duzej mierze za skurcz tylnego rejonu komorki, prowadzacy do jej
translokacji. Jest to realizowane poprzez aktywowanie kinazy ROCK, ktora nastepnie oddziatuje
na aktywacj¢ miozyny, co prowadzi do skurczu sieci aktomiozynowej. Klasyczne eksperymenty
wykazaly, ze aktywacja RhoA odpowiada takze =za powstawanie w komorce wildkien

napre¢zeniowych [107].
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Aktywacja dwdch pozostalych bialek lezy u podstaw tworzenia wypustek migracyjnych
na przedzie komorki. Wplywajac na aktywacje biatek towarzyszacych aktynie, indukuja one
ukierunkowang polimeryzacje¢ aktyny i jej usieciowanie [108]. Odpowiedni zestaw aktywowanych
biatek sprawia, ze biatko Racl odpowiada glownie za tworzenie szerokich, rozptaszczonych
wypustek — lamellipodiéw, ktore sungc po podtozu stanowig podstawowa site napgdzajaca ruch
mezenchymalny komorek tkankowych. Szczegolnie istotna wydaje si¢ by¢ tu aktywacja
kompleksu Arp2/3, ktéry pozwala na powstawanie bocznych rozgalezien filamentow aktynowych
i dostarcza licznych miejsc nukleacji, zwigkszajac dynamike procesu polimeryzacji [109].
Aktywacja Cdc42 prowadzi z kolei do wytworzenia na przedzie komorki filopodidw, cienkich,
nitkowatych wypustek, ktore moga odpowiadaé za badanie podtoza przed komorka irdéwniez
determinowaé kierunek jej ruchu [110]. Najnowsze badania prowadzone z wykorzystaniem
biosensorow typu FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) wskazuja na wystgpowanie
bardziej skomplikowanych zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi typami bialek Rho, a takze
uwypuklaja role mniej poznanych dotychczas jej przedstawicieli [111].

Kompleksowe zaangazowanie bialek Rho wreakcje napole -elektryczne zostato
przedstawione w pracach dotyczacych kierowania neuronalnych stozkéw wzrostu do katody.
Badania ujawnity skomplikowane zaleznos$ci czasowo przestrzenne pomiedzy wszystkimi trzema
biatkami, aktywacj¢ Racl i Cdc42 po stronie katodalnej i RhoA po stronie przeciwnej, gdzie
wpltywa hamujgco na rozw6j wypustek [112]. Rdznice w zaangazowaniu poszczegdlnych biatek
Rho zostaty z kolei zaprezentowane w badaniach nad reakcja elektrotaktyczng dwoch sublinii
migsakoraka Walkera WC256, prezentujacych odmienne strategie migracyjne. Wykazano wieksze
znaczenie Racl w reakcji komorek migrujacych mezenchymalnie, podczas gdy elektrotaksja
komorek migrujacych przez wytwarzanie pecherzykowatych wypustek (ang. blebbing) byta
w wiekszym stopniu zalezna od aktywnosci biatek RhoA [91].
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2. CEL PRACY

Pomimo licznych badan, mechanizmy lezace u podstaw reakcji elektrotaktycznej komorek
zwierzecych pozostaja niewyjasnione. Ciagle nieznany jest sensor, dzigki ktéremu komorka reaguje
na pole elektryczne i rozpoznaje jego polaryzacje. W literaturze mozna wyodrgbni¢ dwa zasadnicze
podejscia do wyjasnienia mechanizmu reakcji komodrki napole elektryczne. Z jednej strony
sa to poszukiwania bialek btonowych, ktorych aktywacja przez pole elektryczne moglaby
powodowac rozpoczgcie przesytania sygnatu prowadzacego do kierunkowej migracji komorek. Jako
jedng z glownych mozliwosci bierze si¢ tutaj pod uwage roéznego rodzaju kanaly jonowe,
ze szczegblnym uwzglednieniem kanatow wapniowych. Druga z gléwnych hipotez zaklada,
ze reakcja elektrotaktyczna jest wynikiem akumulacji w komorce pod wptywem pola elektrycznego
receptorow chemoatraktantow od strony katody lub anody w wyniku elektroforezy lub
elektroosmozy. Hipoteza ta nie zaklada zatem istnienia odrgbnego sensora reagujacego na pole
elektryczne. Kluczowe tutaj jest niesymetryczne rozmieszczenie receptorow w wyniku dziatania
pola elektrycznego. Podejscie takie nie thumaczy jednak obserwacji, w ktorych pierwsze widoczne
morfologicznie reakcje komorek maja miejsce w bardzo krotkim czasie od zadziatania pola
elektrycznego. Z tego wzgledu w poszukiwaniach mechanizméw reakcji elektrotaktycznej bardzo
istotne wydaje si¢ by¢ precyzyjne okreslenie szybkosci reakcji komorki na pojawiajace si¢ w jej
otoczeniu pole elektryczne.

Glownym celem rozprawy bylo szczegdtowe wyznaczenie parametréw opisujacych
dynamike reakcji mysich fibroblastow Swiss 3T3 na pole elektryczne o nat¢zeniu odpowiadajacym
polom wystgpujacym w warunkach naturalnych oraz wykazanie czy reakcja elektrotaktyczna tych
komorek zalezna jest od aktywnos$ci dokomdrkowych prostowniczych kanatow potasowych.

W szczegblnosci celem pracy byto:

1) Zbadanie dynamiki reakcji komorek 3T3 na pole elektryczne poprzez analize¢ zachowania
komorki niezaleznie od strony zwroconej w kierunku anody i1 katody, w krétkim czasie po wlaczeniu
pola i po zamianie jego biegunow.

2) Okreslenie roli dokomodrkowych prostowniczych kanatow potasowych Kir w elektrotaks;ji
fibroblastow Swiss 3T3.

3) Zbadanie wewnatrzkomorkowych szlakoéw sygnalizacyjnych w regulacji obserwowanego

od strony anody skurczu komorki 1 wystgpujacej od strony katody indukcji tworzenia lamellipodium.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. MATERIALY

Wykorzystywane w badaniach materiaty zestawiono w ponizszych tabelach

z uwzglednieniem podziatu na typ produktu.

Tabela 1. Ptyny hodowlane i bufory

Nazwa odczynnika Producent
DMEM z niskim stezeniem glukozy (1000 mg/L) Sigma-Aldrich
DMEM F-12 HAM bez jonéw Ca Sigma-Aldrich
Opti-MEM™ [ Gibco
FluoroBrite™ DMEM Gibco
Buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS) Sigma-Aldrich

0,25% trypsyna-EDTA

Sigma-Aldrich

Penicylina/Streptomycyna

Sigma-Aldrich

Doksycykliny hyklan Sigma-Aldrich
Puromycyna Sigma-Aldrich
Kanamycyna Sigma-Aldrich
Plodowa surowica bydlgca (FBS) Gibco

EGTA POCH

HEPES Sigma-Aldrich
Medium LB do hodowli bakterii A&A Biotechnology
Tabela 2. Przeciwciata i barwniki

Nazwa odczynnika Producent

Hoechst 3328

Life-Technologies

Fluo-4, AM

ThermoFisher Scientific

Mag-Fluo-4, AM

ThermoFisher Scientific

Kroélicze poliklonalne przeciwciato IgG Anti-KCNJ15 Abcam(ab200397)
Kozie przeciwciato Anti-Rabbit [gG H&L
(Alexa Fluor® 568) Abcam (ab175471)
Mysie monoklonalne przeciwciato IgG Anti-GAPDH Sigma-Aldrich)
Przeciwciato kozie skierowane przeciwko przeciwcialu .

1 . Bio-Rad
kroliczemu sprzggniete z HRP
Przeciwciato kozie skierowane przeciwko przeciwciatu Merck Milipore

mysiemu sprzegniete z HRP
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Tabela 3. Inne odczynniki

Nazwa odczynnika Producent
Formaldehyd POCH
Dimetylosulfotlenek (DMSO) Sigma-Aldrich
Alkohol etylowy (96% i 99,8%) POCH

Triton X-100

Sigma-Aldrich

Albumina bydleca (BSA) Sigma-Aldrich
Fluorescence Mounting Medium Dako Agilent Technologies
Chlorek potasu (KCI) POCH

Chlorek magnezu (MgCl,) POCH

Chlorek baru (BaCly) Sigma-Aldrich
DENSPM Tocris
Putrescyna Sigma-Aldrich
Agar bakteriologiczny BTL sp. z 0.0.
Lipofectamine 2000 Reagent Invitrogen
Lipofectamine 3000 Reagent Invitrogen
Polibren Sigma-Aldrich
Jonomycyna, s6l wapniowa Life Technologies
Tris-HCI Lab Empire
Glicyna Lab Empire
Chlorek sodu (NaCl) POCH

Koktajl inhibitoréw proteaz Merck Milipore
PhosSTOP Roche

Azydek Sodu POCH
Dodecylosiarczan sodu (SDS) Fluka Chemie
Akrylamid Lab Empire
Bis-akrylamid Lab Empire

Nadsiarczan amonu (APS)

Sigma-Aldrich

TEMED Sigma-Aldrich
Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Glicerol Sigma-Aldrich
Odczynnik Bradforda Sigma-Aldrich
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich

PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

Substrat dla HRP Luminata Crescendo Western

Merck Milipore

Plasmid Midi AX — zestaw do izolacji plazmidéw

A&A Biotechnology

Colorimetric G-LISA RhoA Activation Assay Biochem Kit

Cytoskeleton, Inc, Nr kat.
BK124

Tabela 4. Naczynia i plastiki do hodowli

Nazwa materialu

Producent

Butelki hodowlane 25, 75 cm?

Corning Falcon

Plytki 6-cio, 12-to, 24-0 dotkowe

Corning Falcon

Szalki petriego 100 mm

Corning Falcon

Probéwki mrozeniowe

Sarstedt

Probowki plastikowe 50 ml

Corning Falcon

Probowki wirownicze 15 ml

Corning Falcon

Probowki typu eppendorf

Brand
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Tabela 5. Inne materiaty

Nazwa materialu Producent
Szkietka nakrywkowe 60 mm % 35 mm SZP Przetom w Krakowie
Szkietka nakrywkowe 10 mm x 60 mm SZP Przetom w Krakowie
High vacuum grease DowCorning
Pasta silikonowa H AG Chemia
Pesety Chifa
Strzykawki insulinowe Polfa Lublin SA
Srebro (folia o grubosci 0,25 lub 0,5 mm) Sigma-Aldrich
Membrana PVDF Immune-Blot® Bio-Rad

Inhibitory

Wykaz inhibitorow zamieszczono w dalszej czesci rozdziatu (Tabela 7)
3.2. METODY

3.2.1. HODOWLA KOMOREK

Fibroblasty Swiss 3T3 zwprowadzonym systemem ekspresji Tet-Off zakupione
z firmy Clontech (Cat. No. 630914) hodowano w pozywce DMEM zniskim stezeniem
glukozy (1000 mg/L), zawierajacej 10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS) oraz dodatek
penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Wykorzystywano w tym celu plastikowe
naczynia hodowlane o powierzchni dna wynoszacej 25 cm? “ filtrem w nakretee, umozliwiajgcym
wymian¢ gazowa. Pasaze wykonywano co 2-3 dni, propagujac komorki w takiej liczbie,
by przed kolejnym pasazem nie przekroczyty konfluencji 80%. W celu oderwania komorek
od podtoza odptukiwano pozostatosci pozywki roztworem PBS bez jonéw wapnia i magnezu,
a nastepnie komorki poddawano dziataniu roztworu trypsyny (0,25%) 1 EGTA (0,2 mg/ml) w PBS
bez jonéw wapnia i magnezu, przez okres 1-2 min w 37°C. Nastepnie trypsyn¢ inaktywowano
pelng pozywka hodowlang, sptukujac dodatkowo komoérki z dna w celu ich doktadniejszego
oderwania. Odpowiednig objetos¢ zawiesiny komorek przenoszono do nowego naczynia
hodowlanego i dopetniano $wiezg pozywka hodowlang, suplementowang jak uprzednio. Hodowle
prowadzono w inkubatorze zapewniajacym temperature na poziomie 37°C, stezenie CO> rowne
5% 1 wilgotnos¢ 95%.

W przypadku bankowania, po inaktywacji trypsyny zawiesing dodatkowo przenoszono
do proboéwek plastikowych i wirowano (5 min, 200 g), po czym pelet komorek zawieszano

w medium mrozeniowym zawierajagcym 20% pelnej pozywki, 10% DMSO 1i70% bydlecej
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surowicy ptodowej. Taka zawiesing przenoszono do probowki mrozeniowej 1umieszczano
w zamrazarce zapewniajacej temperatur¢ -80°C. W celu dhluzszego przechowywania, banki
przenoszono do cieklego azotu.

Rozpoczynanie hodowli ze sporzadzonych bankow obejmowato przeniesienie szybko
rozmrozonej zawiesiny komorek do probowki plastikowej, wirowanie (5 min, 200 g),
a nastgpnie zawieszenie w $wiezej pozywce 1 przeniesienie do naczynia hodowlanego, gdzie
komorki dopetniano odpowiednig objetoscia pozywki. Po uptywie 1-2 h (zaleznie od kondycji
komorek) pozywke ponownie wymieniano na §wiezg, pozostawiajagc w naczyniu komorki,
ktére w tym czasie ulegly adhezji. W ten sposdb usuwano nieliczne komorki, ktére nie przezyty

procesu bankowania.
3.2.2. BADANIE REAKCJI KOMOREK NA POLE ELEKTRYCZNE

Szkietka o wymiarach 60x35x0,2 mm =z wyprzedzeniem czyszczono alkoholem
etylowym o stezeniu 96%, po czym umieszczano w temperaturze 120 °C naczas min. 2 h.
Tak przygotowane szkietka przenoszono do jatowej szalki plastikowej o $srednicy 100 mm.
Dzien przed planowanym eksperymentem na przygotowane uprzednio szkietka wysiewano
po 1x10* komoérek zawieszonych w pelnej pozywce. Podtuzng krople o objetosci 400 ul naktadano
na $rodek szkietka. Zamknigtg szalke ze szkietkiem umieszczano w inkubatorze.

W  dniu eksperymentu przygotowywano druga polowe wewnetrznej komory
elektrotaktycznej (pierwsza stanowilo szkietko zwysianymi komorkami), z analogicznego,
wyczyszczonego uprzednio szkietka o wymiarach 60x35x0,2 mm 1 dwoéch szkielek o wymiarach
60x10x0,2 mm (Ryc. 2 A). Te ostatnie, wezsze szkietka oklejano z dwodch stron tasma klejaca
dwustronng 1 przytwierdzano do skrajow szkietka szerokiego. Tak przygotowany element
przyklejano od géry do szkielka zwysianymi komorkami idopelniano pelna pozywka,
starannie i delikatnie, aby wunikng¢ wuszkodzenia mechanicznego komodrek i powstawania
pecherzykow powietrza.

Tak przygotowana wewngtrzng komorg szklang montowano w komorze zewngtrznej
z PVC (Ryc. 2 B), wykorzystujac w tym celu termoprzewodzacg paste silikonowa typu H. Idealnie
gladka warstwg tej pasty nanoszono na szkielet komory w miejscach styku z komora szklang przy
uzyciu metalowej szpatutki. Komorg domykano grodziami z PVC, a nast¢gpnie dopetniano

pozostate nieszczelno$ci wspomniang pastg silikonowa.
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Rycina 2. Budowa i proces sktadania uktadu do stymulacji komdrek polem elektrycznym.

A. Elementy i proces sktadania wewnetrznej (szklanej) komory elektrotaktycznej.

B. Elementy i proces montowania wtasciwej komory elektrotaktycznej z PVC.

C. Schemat obrazujqgcy budowe kompletnego uktadu do badania reakcji elektrotaktycznej komarek.
Szczegotowy opis wszystkich elementow i etapow zamieszczono w tekscie. (na podstawie [113] — zmienione).

Wewnetrzne przedzialy komory (potaczone opisang powyzej komorg szklang), wypelniano
pelng pozywka hodowlang (po 7 ml), podczas gdy zewnetrzne rynienki zawierajace elektrody
chloro-srebrowe (Ag|AgCl, 7,5 cm?) dopetniano roztworem PBS (po 10 ml). Laczno$é migdzy
kompartmentami zewng¢trznymi 1 wewngtrznymi zapewnialy zastosowane szklane klucze
elektrolityczne o dtugosci 8 cm, wypelnione agarem (2% w 0,5 M KCl), ktérych dodatkowg rola

bylo zatrzymywanie szkodliwych produktow ubocznych powstajacych w czasie pracy elektrod.

36



Zrédlo pradu stanowil zasilacz pradu statlego (Apelex), polaczony przewodami
miedzianymi z gniazdami zlokalizowanymi przy zewngtrznych kompartmentach (Ryc. 2 C).
Parametry pradu byly stale monitorowane przy uzyciu dwéch multimetrow DVM1000 (Velleman),
z ktorych jeden, wpiety pomiedzy zasilaczem akomorg elektrotaktyczng stuzyt do pomiaru
nat¢zenia pradu, podczas gdy drugi osobnymi przewodami potaczony byt z osobnymi elektrodami
pomiarowymi w wewnetrznych kompartmentach, umozliwiajac w ten sposéb ciagly pomiar
napigcia pomigdzy skrajnymi obszarami wewnetrznej komory elektrotaktycznej. Taki uktad
pozwalal na aplikacje statych pol elektrycznych o natezeniu 0,5-4 V/cm, stabilnych przez caty czas
trwania eksperymentu. W razie potrzeby, mozliwa byta szybka zamiana orientacji elektrod poprzez

odwrdcenie kierunku przeptywu pradu na skutek zmiany podtaczenia przewodow do zasilacza.
3.2.3. POKLATKOWA REJESTRACJA OBRAZU

W celu wykonania wszelkich analiz ruchu komoérek Swiss 3T3 przeprowadzano
poklatkowa rejestracje obrazu wykorzystujac w tym celu uktady mikroskopowe sprzegniete
z kamerami  cyfrowymi 1 komputerem. Wigkszo$¢ eksperymentow przeprowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu Leica DM IL LED wyposazonego w kamer¢ CMOS Moticam 3
(Motic) pracujacg pod kontrolg programu do sekwencyjnej akwizycji obrazu Motic Image Plus 2.0.
Uktad ten umozliwiat rejestracje obrazu przy uzyciu suchych obiektywdéw o powiekszeniu 10%
120%, przy zastosowaniu zintegrowanego kontrastu modulacyjnego (TL-IMC). Odpowiednie
warunku do migracji komorek byly zapewnione przez wyposazenie mikroskopu w komore
klimatyczng sprzegnieta zukladem grzewczym. Podczas eksperymentow utrzymywano
temperatur¢ réwng 37°C. Kazdorazowo system grzewczy wlaczano z wyprzedzeniem
przynajmniej 1 h, aby zapewni¢ mozliwie dobrg stabilizacje temperatury i unikng¢ niepozadanych
konsekwencji, wynikajacych ztermicznego plywu ogniskowej. Wspomniany uktad nie byt
wyposazony w system dostarczajacy CO», stad pozywke wzbogacano kazdorazowo w uktad
buforujagcy HEPES (15 mM).

Migracje komorek rutynowo rejestrowano przez okres 4 h 130 min z krokiem
czasowym 30 s. W eksperymentach uwzgledniajacych stymulacj¢ komorek polem elektrycznym,
pierwsze 30 min poprzedzato aplikacj¢ pola, podczas gdy kolejne 4 h obejmowaty okres
po jego wlaczeniu. Poprzez odpowiednie podlaczanie przewodow iujednolicone ustawienie
obrazu, kazdorazowo lokalizowano biegun ujemny pola elektrycznego (katode) po prawej

stronie pola widzenia.
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Uzyskane serie zdjg¢ byly poddawane wstgpnej obrobce w programie ImageJ 1.51n
w wersji Fiji [114], co mialo nacelu wyeliminowanie dryfu obrazu wywolanego drganiami
pochodzacymi z otoczenia lub wynikajagcymi ze zmian termicznych, dostosowanie zakresu
dynamicznego uzyskanych obrazéw i wyeliminowanie niejednorodnego zacienienia obrazu,

bedacego immanentng cechg zastosowanego kontrastu modulacyjnego.
3.2.4. ANALIZA ILOSCIOWA MIGRACJI KOMOREK

Migracje komorek analizowano w programie Hiro 1.0.0.4v (W. Czapla) wyznaczajac
manualnie potozenie geometrycznego srodka komorki z krokiem czasowym wynoszacym 5 minut.
Z tak wyznaczonych punktéw program tworzyt trajektorie ruchu komorek, ktore po sprowadzeniu
potozen poczatkowych do wspolnego punktu, uformowaty przedstawione w pracy wykresy
kotowe. Wprowadzone dane postuzyly réwniez do wyznaczenia przez program parametrow
charakteryzujacych ilosciowo ruch badanych komorek. Parametry te scharakteryzowano w Tabeli
6. Liczbe komorek analizowang w kazdym z eksperymentdw zamieszczono w odpowiednich

tabelach przedstawiajacych usrednione wyniki.

Tabela 6. Wykaz i charakterystyka parametrow definiujgcych wtasnosci ruchowe badanych komdrek

Parametr [jednostka]

Charakterystyka

Predkos¢ migracji
[pm/min]

Parametr okreslajacy rzeczywista predko$¢ ruchu komorek, powstaty
z podzielenia calkowitej dtugosci przebytej drogi przez czas trwania
eksperymentu.

Droga catkowita

Dhugo$¢ trajektorii taczacej wszystkie wyznaczone potozenia geometrycznego

[pm] srodka komorki.
}’J;e]mleszczeme calkowite Dhugo$¢ odcinka taczacego potozenie poczatkowe i koncowe komorki.

Predko$é przemieszczenia
[pm/min]

Warto$¢ przemieszczenia catkowitego podzielona przez czas trwania
eksperymentu.

CME

Parametr powstaty z podzielenia przemieszczenia catkowitego i drogi
catkowitej, okreslajacy efektywnosé ruchu komorki (ang. coefficient of

Cosinus 8

movement efficiency)[115].
k

k — potozenie komorki
w punkcie czasowym;
Wartos¢ $rednia dla
populacji rowna:

1 — oznacza

Cosinus y

wypadkowa migracje
W prawo,

-1 — migracj¢ w lewo,
0 — migracje

w losowym kierunku
[75]

kierunek pola elektrycznego
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3.2.5. ANALIZA MORFOLOGII I ORIENTACJI KOMOREK

Analize oparta namanualnych obrysach komorek sporzadzonych na koncowych
klatkach zarejestrowanych poklatkowo serii zdjg¢ w poszczegdlnych warunkach. W tym celu
wykorzystano program Migra 1.0 itablet graficzny Bamboo One (Wacom), co usprawnito
proces wprowadzania mozliwie doktadnych obryséw komorek. Na podstawie wprowadzonych
danych program wyznaczyl parametry charakteryzujace wydluzenie komorek (elongacje)
1ich orientacje wzgledem linii pola elektrycznego. Warto$¢ elongacji przyjmuje wartos¢
0 dla obiektow idealnie okraglych i wykazuje wzrost wraz z postepowaniem asymetrii migdzy
dtuga 1 krotka osig komorki [116]. Orientacje przedstawiono w stopniach mig¢dzy dluga osia

komorki a liniami pola elektrycznego.
3.2.6. ANALIZA DYNAMIKI REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

Przeprowadzono analize dynamiki pierwotnej reakcji na aplikowane pole elektryczne
oraz na zamian¢ elektrod wywotujacg nawrét komorek. W pierwszym przypadku eksperyment
wykonywano analogicznie jak opisano poprzednio (3.2.3), tj. po 30 min w warunkach
izotropowych aplikowano pole elektryczne o okreslonym natezeniu. W przypadku badania
dynamiki nawrotu, po 2 h aplikacji pola z katoda zlokalizowana po prawej stronie pola widzenia
dokonywano zamiany kierunku przeptywu pradu i obraz rejestrowano przez kolejne dwie godziny.
Zaleznie od prezentowanego zjawiska do analizy iloSciowej wybierano klatki z r6znego okresu

przed 1 po zdarzeniu, badz analizowano cato$¢ materiatu.

3.2.6.1. OPARTA NA ZMIANACH KOSINUSA KIERUNKOWEGO

Filmy analizowano w programie Hiro 1.0.0.4v (W. Czapla) jak poprzednio (3.2.4),
a nastepnie wykorzystujac makro dziatajagce w programie Excel 2016 (Microsoft), wyodrgbniano
z uzyskanych danych liczbowych fragmenty dotyczace poszczego6lnych przedziatow czasu, ktore
stanowily obiekt zainteresowania. Z takich danych program Hiro wyznaczal parametry ilo$ciowe
charakteryzujace kierunkowo$¢ ruchu w badanym przedziale czasu. Charakterystyke dtugosci

okresow w poszczegdlnych eksperymentach zamieszczono w opisach rycin.

3.2.6.2. OPARTA NA ZMIANACH OBRYSOW KOMOREK
Dynamike reakcji na pole elektryczne przedstawiano graficznie, sporzadzajac na zdjeciach
wykonanych w wybranych punktach czasowych obrysy, ktére nastepnie naktadano na siebie

1 wyznaczano na ich podstawie obszary podtoza, ktoére w okreslonym przedziale czasu zostaty
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przez komorke pokryte naskutek wytwarzania wypustek migracyjnych (zielony kolor
na zdjeciach) 1obszary podloza zwolnione na skutek retrakcji (czerwony kolor na zdjeciach).
Wykorzystano w tym celu zdjecia wykonane zgodnie z opisang procedurg (3.2.3; 3.2.6). Analize
obrazow przeprowadzono w programie Corel PaintShop Pro X9 (Corel Corporation), korzystajac

z tabletu graficznego Bamboo One (Wacom).

EEEEEEEEEEEENEEEEEEN|

Rycina 3. Sposob podziatu powierzchni komdrek na potrzeby analizy ilosciowej dynamiki reakcji
elektrotaktycznej.

Podziatu tq metodq dokonywano w punkcie czasowym wtasciwym dla momentu aplikacji pola elektrycznego lub zamiany
elektrod. Komdrki dzielono na strone prawgq i lewg, ktére obejmowaty po 1/3 dtugosci osi réwnolegtej do linii pola. Analizowano
niezaleznie powierzchnie komérki zlokalizowang w tych obszarach.

W celu przeprowadzenia analizy iloSciowej, poklatkowe serie zdjg¢ wykonane zgodnie
z wezesniejszym opisem (3.2.3) poddawano dalszej obrobce w programie ImageJ 1.51n w wersji
Fiji [114], gdzie przy uzyciu specjalnie sporzadzonego wtym celu makra dokonywano

wyodrgbnienia z uzyskanych zdje¢ ich fragmentow, przedstawiajagcych obszary komorek
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stanowigce ich ,,prawg i lewg stron¢”. Polegato to na podziale komorki wzdhuz jej osi rownolegtej
do linii pola na podstawie punku czasowego ,,0 min”, tj. moment wlaczenia pradu w przypadku
reakcji pierwotnej i moment zamiany biegunéw w przypadku analizy nawrotu. Dla kazdej komorki
wyodrgbniano obszar obejmujacy 1/3 jej osi rownolegtej do linii pola elektrycznego we
wskazanym punkcie. Zasade podziatu komorek przedstawiono na rycinie 3. Nastepnie takie serie
zdje¢ dla okresu przed i po zdarzeniu analizowano w programie Imagel 1.51n w wersji Fiji [114],
korzystajac z tabletu graficznego. W wyniku analizy uzyskiwano informacj¢ dotyczaca
powierzchni badanych obszarow eksponowanych w kierunku katody ianody co pozwolito
na analiz¢ zmian tych wielko$ci w czasie i ocen¢ dynamiki reakcji pierwotnej, jak i odpowiedzi

na zamiang elektrod.
3.2.7. OBRAZOWANIE BIALEK WEWNATRZKOMORKOWYCH

Obrazowanie dynamiki cytoszkieletu aktynowego i winkuliny podczas odpowiedzi
elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3 przeprowadzono przy uzyciu metod mikroskopii

fluorescencyjnej i komoérek z wprowadzonymi odpowiednimi konstruktami genetycznymi.

3.2.7.1. NAMNAZANIE PLAZMIDOW I TRANSFEKCJA KOMOREK

W eksperymencie wykorzystano plazmidy mEmerald-Vinculin-23 (Addgene plasmid #
54302) i pCMV LifeAct-TagGFP2 (Ibidi), ktore namnazano w bakteriach szczepu DHS5-alpha
E. coli wmedium LB zdodatkiem kanamycyny (30 pg/ml). Plazmidy izolowano
1oczyszczano przy uzyciu zestawu Plasmid Midi AX (A&A BIOTECHNOLOGY),
zgodnie z protokotem. Pomiary st¢zenia DNA  wykonano przy uzyciu urzadzenia
pomiarowego NanoPhotometer (Implen).

Plazmidy do komorek wprowadzano przy uzyciu odczynnika Lipofectamine 3000 Reagent
zgodnie z dotgczonym do niego protokotem. Komorki w liczbie 5x10* na dofek plytki 24-
dotkowej wysiewano 24 h przed transfekcjg. Nastepnie do kazdego dotka aplikowano pozywke
Opti-MEM zawierajaca lipopleksy uformowane z 1 pl odczynnika i 500 ng DNA. Po 6h pozywke
wymieniano na peing pozywke hodowlang. Kolejng wymiang pozywki na §wiezg przeprowadzano
po 24 h od transfekcji, a nastepnie komorki przesiewano do naczyn hodowlanych oraz na szkietka
komor elektrotaktycznych. Obrazowanie rozpoczynano po 48 h od transfekcji 1 kontynuowano
przez 3-5 kolejnych dni, kiedy ekspresja konstruktow utrzymywata si¢ na zadowalajacym

poziomie.
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3.2.7.2. REJESTRACJA OBRAZOW FLUORESCENCYJNYCH — MIKROSKOPIA

EPIFLUORESCENCYJNA I TIRF

Wysiewanie komorek, montowanie komory elektrotaktycznej oraz aplikacje pola
elektrycznego prowadzono zgodnie z procedurami opisanymi uprzednio (3.2.2), jednakze
poczawszy od zmontowania szklanej komory, stosowano pozywke DMEM FluoroBrite, wolng
od czerwieni fenolowej i ograniczajaca autofluorescencje. Obrazowanie komorek prowadzono
przy uzyciu zmotoryzowanego, odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B,
wyposazonego w komorg inkubacyjng zapewniajacg temperaturg 37°C i CO2 w stgzeniu 5% przez
caly czas trwania eksperymentu. Zdjecia wykonywano przy uzyciu kamery CCD Leica DFC360FX
lub bardzo czutej kamery EM-CCD Hammamatsu C9100-02. Mikroskop pracowat pod kontrolg
programu LasX 1.9. Obraz rejestrowano jednocze$nie w standardowej epifluorescencji, gdzie
zrodlo S$wiatla stanowit os$wietlacz metalo-halogenkowy Leica EL6000, atakze w trybie
mikroskopii fluorescencyjnej catkowitego wewnetrznego odbicia TIRFM (ang. Total Internal
Reflection Microscopy), z zrédtem $wiatla w postaci lasera diodowego. Stosowano lini¢ lasera
o dhugosci 488 nm, co w potaczeniu z wykorzystaniem obiektywu HC PL APO 100x/1.47 OIL
1 specjalnego olejku immersyjnego Typu F, pozwalalo na selektywne wzbudzanie fluorochromow
przy glebokosci penetracji wynoszacej 110 nm. Kazdorazowo stosowano kostke filtrowa GFP-T
ET (BP 470/40; 495; BP 525/50). Obraz rejestrowano z krokiem wynoszacym 1 min. W przypadku
duzych badz bardzo ruchliwych komorek stosowano tryb obrazowania umozliwiajacy
sekwencyjng rejestracje kilku przylegajacych do siebie pol widzenia ipo6zniejsze sktadanie

w jeden wspolny obraz.

3.2.7.3. ANALIZA DYNAMIKI CYTOSZKIELETU AKTYNOWEGO

Zarejestrowane serie zdje¢ analizowano w programie Imagel] 1.51n w wersji Fiji [114],
dzielac komorki w sposob analogiczny jak poprzednio (3.2.6.2). Nastepnie uzyskane obrazy
poddawano automatycznej analizie iloSciowej przy uzyciu napisanego w tym celu makra.
Umozliwiato ono pomiar zmian powierzchni i1 §redniej intensywnosci fluorescencji, co pozwolito
wyznaczy¢ catkowitg intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez obszar komorki eksponowany
do okreslonej elektrody. W zwigzku z zastosowaniem w badaniach komorek wykazujacych
ekspresje¢ biatka LifeAct-GFP, warto$¢ ta jest proporcjonalna do ilosci F-aktyny obecnej na danym
obszarze. Analiza zmian tych warto$ci w czasie pozwala wyznaczy¢ dynamike cytoszkieletu

aktynowego po stronie skierowanej do bieguna dodatniego i ujemnego pola elektrycznego.
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3.2.7.4. ANALIZA DYNAMIKI KONTAKTOW ZOGNISKOWANYCH

W eksperymencie obrazowano komorki Swiss 3T3 wykazujace ekspresje EmGFP-
winkuliny, jednoczes$nie w epifluorescencji i TIRF (3.2.7.2). Dla zobrazowania zachodzacych
w komorce zmian rozkladu kontaktow zogniskowanych wykonano serie zdje¢ powstatych
z natozenia réznobarwnych zdje¢ z wybranych punktow czasowych. Nastepnie pozyskane serie
zdje¢ analizowano w programie Image] 1.51n w wersji Fiji [114], w oparciu o obrazy
epifluorescencyjne, dzielac komorki w sposob analogiczny jak poprzednio (3.2.6.2), po czym
z obrazé6w wyodrgbniono obszar komoérki zlokalizowany w pasmie 2,5 um od jej skraju.
Pozyskane maski wykorzystano do analizy obrazow wykonanych technika TIRF, ktore wcze$niej
przetworzono w obrazy roznicowe, pokazujace wzgledne zmiany rozktadu winkuliny pomiedzy
kolejnymi punktami czasowymi. Zdjg¢cia te uzyskano odejmujac od zdjecia zczasu L, T”
poprzedzajace je zdjecie ,,T-17, zutworzeniem 32-bitowych obrazéw, gdzie piksele moga
przyjmowa¢ wartosci zar6wno dodatnie, jak iujemne. Pomiar $§redniej intensywnosci obrazu
na tak przetworzonych zdjeciach pozwolil na selektywna ibardzo czula analize dynamiki
kontaktéw zogniskowanych zlokalizowanych wytacznie na skraju komorki w odpowiedni
na aplikacje pola elektrycznego izamiang jego biegundéw. Schemat przeprowadzonej analizy

zamieszczono na rycinie 4.
3.2.8. BADANIE UDZIALU KANALOW KIR W REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

W celu oceny zaangazowania dokomoérkowych prostowniczych kanaléw potasowych
w reakcje elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3 wykorzystano szereg metod prowadzacych

do ich unieczynnienia lub zmiany funkcjonowania.

3.2.8.1. FARMAKOLOGICZNE MODYFIKACJE FUNKCJONOWANIA KANALOW KIR

Funkcjonowanie catej rodziny dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych
Kir hamowano stosujac chlorek baru (BaCly) w stezeniu 100 1 500 uM. Jony baru w tym stgzeniu
hamuja funkcjonowanie kanalow Kir, nie wywierajac wplywu na pozostate typy kanatdéw
potasowych [117]. Wptyw na mechanizmy regulacyjne kanatow Kir badano zmieniajgc zawartos¢
wewnatrzkomoérkowych poliamin. W tym celu komorki preinkubowano przez 48h ze zwigzkiem
DENSPM (N! N'!-diethylnorsperminy tetrahydrochlorek) w stezeniu 25 uM, ktory jest wydajnym
aktywatorem enzymu acetylotransferazy SPM/SPD (SAT/SSAT), prowadzac do obnizenia

poziomu sperminy i spermidyny w komodrkach [118]. Przeciwny efekt uzyskiwano preinkubujac
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komorki z putrescyng w stezeniu 100 uM. Zwigzek ten jest prekursorem dla tworzenia sperminy
1 spermidyny [86]. Dalsze fazy eksperymentow, takie jak wysiewanie komorek, montowanie
komory elektrotaktycznej 1irejestracje poklatkowa obrazu prowadzono zgodnie z opisang

procedurg (3.2.2-3.2.4).

odejmowanie obrazow
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie krokow podjetych w trakcie analizy dynamiki kontaktow
zogniskowanych.

W toku eksperymentu wytworzono obrazy réznicowe zmian rozktadu winkuliny na zdjeciach uzyskanych technikq TIRF pomiedzy
kolejnymi krokami czasowymi. Obszary, w ktdorych nastepowat spadek zawartosci winkuliny na przestrzeni kroku czasowego
wynoszgcego 1 min przyjmowaty wartosci ujemne (czerwony kolor na zdjeciu). Przyrost poziomu winkuliny w danym punkcie
przektadat sie na wartosci dodatnie (zielony kolor na zdjeciu). Analize ilosSciowq prowadzono w oparciu o maske wytworzong

na bazie zdjecia epifluorescencyjnego. Dokonywano pomiaru intensywnosci w prawym i lewym obszarze skrajnym komorki,

w odlegtosci 2,5 um od jej krawedzi. Szczegdétowy opis metody zamieszczono w tekscie.

W ramach modyfikacji funkcjonowania kanatow Kir, komorki poddawano rowniez

dziataniu podwyzszonego stezenia jonow Mg?* w pozywce. Jony te, wspdlnie z poliaminami SPM
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1 SPD, biorg udziat w bramkowaniu kanatow Kir [84]. W tym celu do pozywki wprowadzano
bezwodny MgCl, do uzyskania finalnego stezenia jonow Mg?" wynoszacego 10 mM. Taka
pozywke wprowadzano do komory elektrotaktycznej na etapie jej sktadania, zar6wno do wngtrza

szklanej komory, jak i wewnetrznych rynienek.

3.2.8.2. ANALIZA CYTOMETRYCZNA — JONY MG**

Wplyw egzogennego podania jonow magnezu na ich stgzenie w komorkach potwierdzono
stosujac analize cytometryczng komodrek wybarwionych wskaznikiem poziomu tych jonow. W tym
celu komorki w liczbie 1x10° fadowano w zawiesinie wskaznikiem mag-fluo-4, AM (3 uM) przez
20 min w temperaturze 37°C, nast¢pnie ptukano trzykrotnie w PBS bez jonow wapnia i magnezu
(przez zawieszenie 1 odwirowanie, 3 min 200 g), a nastgpnie zawieszono w pozywce DMEM
FluoroBrite z 2% FBS oraz takiej samej pozywce z podniesiong do 10 mM zawarto$cig jondw
Mg?*. Analize cytometryczng prowadzono za pomocg cytometru przeptywowego LSRFortessa
(Becton Dickinson) ocieniajac przyrost intensywnosci fluorescencji w kanale zielonym. Pozyskane

dane analizowano w programie Flowing Software 2.5.1 i przedstawiono w postaci histogramu.

3.2.8.3. UZYSKANIE KOMOREK Z ZAHAMOWANA EKSPRESJA GENU KCNJ15

Wektory lentiwirusowe zawierajace shRNA specyficzne dla mysiego kanatu jonowego
KCNJ15 oraz kodujace GFP przygotowano z uzyciem linii pakujacej HEK293T/17 (ATCC),
do ktérej wprowadzono plazmid ekspresyjny piLenti-siRNA-GFP (ABM Nr kat. 1033064) oraz
plazmidy pakujace psPAX2 i pMD2G (Addgene, odpowiednio: #12260 oraz #12259), stosujac
odczynnik transfekcyjny Lipofectamine2000 wedtug procedury dotaczonej przez producenta.
Wektory kontrolne, wykazujace ekspresj¢ shRNA nietargetujacego lub tylko biatka GFP,
przygotowano z uzyciem plazmidow pLKOI1-shRNA-non target (Sigma-Aldrich), otrzymanego
dzigki uprzejmos$ci Pani Dr Katarzyny Migkus z Zaktadu Biochemii Ogdlnej, WBBiB UJ oraz
plazmidu pEGIP (Addgene #26777). Supernatant zawierajacy infekcyjne czastki wektorow
wirusowych zbierano znad komorek pakujacych 36 h po transfekceji, wirowano z predkoscia 300 g
przez 10 min. w 4°C, w celu usunigcia fragmentow komorek, a nastepnie filtrowano przez filtr
o wielkos$ci porow 0,22 um (PVDF; Millipore) i przechowywano w zamrazarce w -80 °C. W celu
okreslenia miana wirusa, komorki linii HEK293T/17 transdukowano z uzyciem 1, 10 1 100 pl
supernatantu i po24 h od transdukcji mierzono odsetek komoérek GFP-pozytywnych,
za pomocg cytometru przeptywowego LSRFortessa (Becton Dickinson). Do obliczenia miana

wirusa zastosowano wzor: % komorek GFP+ x liczba komorek transdukowanych x wspotczynnik
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rozcienczenia/ objetos¢ wirusa uzyta do transdukcji (w ml). Komorki Swiss 3T3 transdukowano
wektorami lentiwirusowymi stosujac 15 czastek infekcyjnych na komoérke. W celu transdukeji,
2x10* komorek Swiss 3T3 wysiano na ptytke 24-dotkowg i po 24 h usuwano pozywke hodowlana,
plukano komorki roztworem PBS idodano 400 pl pozywki do transdukcji (DMEM z niska
zawartoscig glukozy z dodatkiem 1% FBS), zawierajaca lentiwirusy oraz polibren (10 pg/ml).
Nastepnie, komorki wirowano z predkoscia 800 g przez 30 min wtemp. 32 °C, po czym
do pozywki dodano FBS do koncowego stezenia 10%. Komorki inkubowano z wirusami przez noc
w 37 °C, a nastegpnie usuni¢to pozywke zawierajacg wektory lentiwirusowe 1 komorki hodowano
w standardowej pozywce. Aby uzyska¢ linie komorek stabilnie transdukowanych, komorki Swiss
3T3 poddano selekcji antybiotykowej, stosujac 10 pg/ml puromycyny, na ktérej gen opornosci
znajdowat si¢ we wprowadzonych wektorach. Selekcje prowadzono przez 2 dni, a obecnosé

wylacznie GFP-pozytywnych komorek potwierdzono stosujac mikroskopie fluorescencyjna.

3.2.8.4. ANALIZA WESTERN-BLOT

W celu sporzadzenia lizatow na potrzeby analizy Western-blot z naczynia hodowlanego
zebrano 1x10°% komorek, ktore po dwukrotnym odptukaniu w zimnym roztworze PBS bez jonow
wapnia 1 magnezu (wirowanie 5 min, 200 g) zawieszono w schtodzonym wczesniej buforze
lizujacym z zawarto$cig inhibitorow proteaz, po czym umieszczono na lodzie. Po 20 minutach
inkubacji komorki homogenizowano przy uzyciu strzykawki insulinowej zigla i wirowano
w probowee typu eppendorf (10 minut, 4°C, 4000 g). Srodkowa frakcje powstata na skutek
wirowania przenoszono do §wiezej probowki imrozono do czasu podjgcia dalszej obrobki.
Niewielkg objetos¢ lizatu przeznaczano na pomiar stezenia biatka metoda Bradforda. Pomiaru
absorbancji $wiatla o dlugosci 595 nm dokonywano uzywajac spektrofotometru Multiskan™ FC
(Thermo Scientific). Doktadne stezenia biatka uzyskiwano odnoszac wynik do pomiaréw krzywej
standardowej wykonanej dla roztworow BSA (albuminy bydlecej, ang. bovine serum albumin)
0 znanym stezeniu.

W celu przeprowadzenia rozdziatu bialek przygotowano zel poliakrylamidowy -
rozdzielajacy 10% (30% akrylamid/bisakrylamid 1,65 ml; 10% SDS 50 ul; 1,5 M Tris-HCL pH =
8,8 1,25 ml; H20 2,05 ml; 0,15% biekit bromofenolowy 0,3 ml; TEMED 2,5 ul, 10% APS 25 ul)
1 zageszczajacy 4,5% (30% akrylamid/bisakrylamid 325 pl; 10% SDS 25 ul; 0,5 M Tris-HCL pH
= 6,8 625 ul; H20 1,5 ml; TEMED 7,5 pl, 10% APS 22,5 ul). Na studzienki naktadano objetosci

lizatow zawierajace po 50 pg biatka, zmieszane z buforem obcigzajacym, oraz marker biatkowy.
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Elektroforeze prowadzono w warunkach denaturujacych (25 mM Tris, 0,2 M glicyna, 0,5% SDS),
stosujac state napigcie pradu (200 V) przez 45 minut. Nastepnie przeprowadzono mokry transfer
biatek (25 mM Tris, 0,2 M glicyna) na membrang nitrocelulozowa, stosujac napiecie 100 V i stale
natgzenie pradu wynoszace 350 mM przez godzing, zapewniajac niskg temperaturg otoczenia (4
°C). Po wyplukaniu, prowadzono 60-minutowe blokowanie niespecyficznych miejsc wigzania
na membranie, inkubujac z roztworem 5% odttuszczonego mleka w buforze TBST (30 mM Tris,
75 mM NacCl, 0,1% Tween 20). Inkubacje z I-rzgdowym przeciwciatem kroliczym IgG Anti-KCNJ15
(rozcienczonym w stosunku 1:250 wPBS z 1% BSA 10,02% azydkiem sodu), przez noc
w temperaturze 4°C. Po kolejnych ptukaniach membrang inkubowano przez 45 min na kolysce
z przeciwciatem Il-rz. sprzggnigtym z peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. HorseRadish
Peroxidase, stezenie 1:3000), rozpuszczonym w TBST-mleko (1:3000). Po doktadnym odptukaniu
niezwigzanych przeciwciat, aplikowano substrat chemiluminescencyjny dla HRP i wywolywano
obraz w aparacie MicroChemi (DNR Bio-Imaging System), zapewniajac odpowiednie
czasy ekspozycji.

W kolejnym kroku usuwano zwigzane do membrany przeciwciata roztworem 0,2 M NaOH
1 powtarzano analogiczng procedure z [-rzegdowym przeciwcialem mysim anty-GAPDH (1:1000)
1 [I-rz. przeciwciatem skierowanym przeciwko antygenom mysim, sprzegnietym z HRP (1:3000).

Wywotywanie prowadzono jak poprzednio.

3.2.8.5. BARWIENIE IMMUNOCYTOCHEMICZNE

Komorki poddane zahamowaniu ekspresji KCNJ15 i komorki kontrolne w liczbie 1,5 x 10*
wysiewano na szkietka nakrywkowe o wymiarach 15x15 mm umieszczone w dotkach ptytki 12-
dotkowej. Nastepnego dnia komoérki byly utrwalane formaldehydem 3,7% w PBS przez 20 min
w temperaturze pokojowej. Permeabilizacje btony prowadzono w obecnosci 0,01% Tritonu X-100
przez 5 min w temperaturze pokojowej. Blokowanie niespecyficznych miejsc wigzania
prowadzono inkubujac komorki przez 60 min w temperaturze pokojowej, z 3% roztworem BSA
w PBS. Nastepnie szkietka przenoszono do komory wilgotnosciowej, gdzie na parafilmie byty
inkubowane z kroliczym przeciwcialem I-rzedowym anti-KCNJ15 (Abcam, ab200397)
rozcienczonym w stosunku 1:100 w 3% BSA w PBS, przez noc, w temperaturze 4°C, badz
w przypadku préby kontrolnej, w analogicznym buforze bez przeciwcial. Nastepnego dnia,
po doktadnym odplukaniu, szkietka przez 60 minut w temperaturze pokojowej inkubowano

z roztworem koziego przeciwciata II-rzegdowego sprzggnigtego z barwnikiem AlexaFluor-568,
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skierowanego przeciwko kroliczym przeciwcialom (Abcam, ab175471, 1:100) i barwnikiem
Hoechst 33258 1 pg/ml w celu uwidocznienia jader komérkowych. Do sporzadzenia preparatow
wykorzystano medium zamykajace Fluorescent Mounting Medium. Preparaty obrazowano przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B wyposazonego w obiektyw PL APO
40x/1.25 OIL i kostke filtrowg N2.1 (BP 535/44; 580; LP 590) oraz A4 (BP 360/40; 400; BP
470/40).

3.2.8.6. ANALIZA KOMOREK O ROZNYM STOPNIU ZAHAMOWANIA

EKSPRESJI GENU KCNJ15

Reakcje elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3 poddanych zahamowaniu ekspresji genu
KCNJ15 obrazowano z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B
w konfiguracji opisanej uprzednio (3.2.7.2). Rejestracje poklatkowa prowadzono w kontrascie
fazowym przy uzyciu obiektywu HC PL FLUOTAR L 20x/0.40 DRY. Zastosowano schemat
obrazowania i aplikacji pradu zgodny z wczesniejszym opisem (3.2.2-3.2.3). Dodatkowo
przed akwizycja oraz po niej, wykonano zdje¢cia fluorescencyjne, obrazujac biatko GFP
produkowane przez komorki, zasprawag genu reporterowego obecnego w konstrukcie
wyciszajacym ekspresje KCNJ15. Pozyskane obrazy byty analizowano w programie ImageJ 1.51n
wwersji Fiji [114]. Komoérki byly obrysowywane manualnie na obrazach wykonanych
w kontrascie fazowym, natomiast pomiaru $redniej intensywnos$ci fluorescencji dokonywano
w odniesieniu do kanatu fluorescencyjnego. Od uzyskanych wartosci odejmowano warto$¢
sredniej fluorescencji tla. Otrzymane wyniki skorelowano z parametrami charakteryzujacymi
aktywno$¢ ruchowa, uzyskanymi w sposob opisany powyzej (3.2.4). Na podstawie intensywnosci
fluorescencji wydzielono z populacji komorki stabo i mocno §wiecace ($rednia intensywnos¢
fluorescencji odpowiednio <40 i>40 w skali 12-bitowej). Pozwolito to na niezalezng analize
parametrow ruchu komorek, ktére wbudowaty matg i duza liczbe konstruktéw, kodujacych siRNA

dla genu KCNJ15.
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3.2.9. STOSOWANIE INHIBITOROW SZLAKOW SYGNALOWYCH

Zaangazowanie poszczegélnych bialek 1iszlakow  sygnalizacyjnych  w reakcje
elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3 badano hamujac ich aktywno$¢ farmakologicznie. W tym
celu stosowano odpowiednie inhibitory drobnoczasteczkowe, ktore zestawiono w Tabeli 7 wraz
z wykorzystanymi st¢zeniami i informacja w odniesieniu, do ktérego komponentu byly uzywane.

Tabela 7. Wykaz inhibitoréw drobnoczqsteczkowych stosowanych w pracy.

Hamowany komponent Inhibitor Stezenie Producent
Miozyna II Blebbistatyna 10 uM, 50 uM Sigma-Aldrich
MLCK ML-7 10 uM Sigma-Aldrich
VGCC typu L Werapamil 50 uM Sigma-Aldrich

ROCK Y27632 10 uM Calbiochem

RhoA Rhosin 30 uM Calbiochem

Racl NSC23766 50 uM Calbiochem

Cdc42 ZCL278 50 uM Calbiochem

Arp2/3 CK-666 100 uM Calbiochem

PI3K LY-294002 50 uM Calbiochem
Forminy (domena FH2) SMIFH2 10 uM Sigma-Aldrich

Komorki poddawano dziataniu inhibitoréw na etapie montowania szklanej, wewngtrzne;j
komory elektrotaktycznej, co miato miejsce 30 minut przed rozpoczgciem akwizycji obrazu oraz
60 minut przed aplikacja pola elektrycznego. Poszczegélne inhibitory byly réwniez obecne

W pozywce wypetniajacej wewnetrzne kompartmenty przez caly czas trwania eksperymentu.
3.2.10. ANALIZA UDZIALU JONOW CA%* W REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

W celu weryfikacji udzialu jonéw Ca®>" w kontroli elektrotaksji komoérek Swiss 3T3
wzbogacano pozywke w zwigzki kompleksujace, inhibitory (Tabela 7), atakze obrazowano

zmiany poziomu jonéw Ca>" w komorce.

3.2.10.1. STOSOWANE UKLADY

Eksperymenty obejmujace weryfikacje wydajnosci reakcji elektrotaktycznej prowadzono
zgodnie z procedurami opisanymi poprzednio (3.2.2-3.2.4). Na etapie wypelniania komory
elektrotaktycznej stosowano pozywke pozbawiong jonéw wapnia badz wykorzystywano peine
medium wzbogacone dodatkowo w kwas etylenoglikol-O-O'-bis(2-aminoetyl)-N,N,N',N'
tetraoctowy - EGTA (3 mM) lub okreslone inhibitory MLCK oraz kanatéw wapniowych zaleznych
od napiecia (VGCC) (Tabela 7). W celu kompleksowania wewnatrzkomérkowych jonéw wapnia,

komorki preinkubowano W pozywce DMEM 2 0,5% BSA zawierajacej
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BAPTA-AM (5 uM), przez 30 min w 37°C, poczym pozywke doktadnie odplukiwano
1 kontynuowano proces montowania komory elektrotaktycznej. W trakcie eksperymentu

stosowano medium petne, bez dodatku BAPTA-AM.

3.2.10.2. OBRAZOWANIE ZMIAN POZIOMU JONOW WAPNIA

- W SKALI CALEJ KOMORKI I LOKALNIE

W celu obrazowania zmian poziomu jonéw wapniowych w odpowiedzi na aplikowane pole
elektryczne, komorki Swiss 3T3 wysiewano w sposob analogiczny jak poprzednio (3.2.2).
Nastepnie, bezposrednio przed eksperymentem zaadherowane komorki poddawano barwieniu
zwigzkiem Fluo-4-AM, specyficznym wskaznikiem jonéw Ca?*. Proces barwienia prowadzono
w oparciu o protokot dostarczony przez producenta zniewielkimi modyfikacjami. Komorki
inkubowano przez godzing w pelnym medium hodowlanym zawierajacym Fluo-4-AM w stgzeniu
2 uM, po czym komorki przeptukiwano pozywka wolng od barwnika i1 kontynuowano proces
montowania komory elektrotaktycznej. Komorki obrazowano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Leica DMI6000B w konfiguracji opisanej poprzednio (3.2.7.2). Proces
obrazowania rozpoczynano niezwtocznie po umieszczeniu komory na stoliku mikroskopu, aby
minimalizowa¢ szkodliwy wplyw wyciekania barwnika z komorek. Komoérki poddawano dziataniu
pola elektrycznego o natezeniu 3 V/ecm zgodnie z opisang procedurg (3.2.2). Szybka rejestracja
poklatkowa obrazu z krokiem czasowym 500 ms do 1 s byta mozliwa dzigki zastosowaniu kamery
Hamamatsu C9100-02 pracujacej w trybie synchronizacji sprzgtowej. Na potrzeby obserwacji
zmian w dtuzszej skali czasowej obraz rejestrowano z krokiem 5 s. Obrazowanie prowadzono
z wykorzystaniem standardowej epifluorescencji oraz mikroskopii TIRF przy glebokosci
penetracji 110 nm, pozwalajacej na rejestrowanie z duza czutoscig zmian stezenia jondw wapnia
zachodzacych w poblizu btony komoérkowe;.

Pozyskane serie zdje¢ analizowano ilosciowo w programie ImageJ 1.51n w wersji Fiji
[114]. Na potrzeby pomiarow stworzono makro, ktore automatycznie wykrywato potozenie
komorek 1 dokonywato pomiaru ich $redniej intensywnosci fluorescencji. Zmiany tego parametru
sg proporcjonalne do zmian stezenia jonéw wapnia w komodrce. Przy pomocy tego samego
programu wykonano pomiary profilu intensywnosci fluorescencji dla obszaru komorki,

zlokalizowanego po stronie dodatniego bieguna pola elektrycznego.
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W ramach pozytywnej proby kontrolnej do medium wprowadzono jonomycyne w stezeniu
10 puM, jonofor umozliwiajagcy swobodne przenikanie jonow Ca?" przez blone komorkows,
co powoduje nagly wzrost stezenia tych jonow w cytoplazmie, przektadajacy si¢ na gwattowny

wzrost intensywnosci fluorescencji wskaznika Fluo-4.
3.2.11. ANALIZA AKTYWACJI BIALKA RHOA W POLU ELEKTRYCZNYM

Analize aktywacji biatlka RhoA w odpowiedzi na aplikacje pola elektrycznego
przeprowadzono w odniesieniu do catej populacji komoérek metoda biochemiczng i w odniesieniu

do pojedynczych komorek, badz ich obszaru, przy uzyciu metody mikroskopowe;.

3.2.11.1. ANALIZA AKTYWACJI W SKALI CALEJ KOMORKI — G-LISA

Komorki wysiewano na duze szkietko komory elektrotaktycznej w liczbie 1,5%103 w kropli
800 pl 48h przed eksperymentem, a nast¢pnie poddano gtodzeniu w pozywce zawierajacej 0,5%
FBS, dla obnizenia wyjsciowego poziomu aktywacji RhoA. W celu pozyskania lizatow komoérek
poddanych dziataniu pola elektrycznego wprowadzono modyfikacj¢ struktury komory
elektrotaktycznej. W poréwnaniu z budowa opisang poprzednio (3.2.2), zamiast waskich szkietek
przytwierdzanych tasma dwustronng stosowano paski wycinane z parafilmu (o wymiarach 60x5
mm), ktére sklejano parami pasta silikonowa typu grease, a nastgpnie ta sama pasta wklejano
pomiedzy duze szkietka komory. Taka konstrukcja zapewniata wigksza powierzchnie dla wysiewu
komorek 1 umozliwiata rozklejenie komory po przeprowadzonym eksperymencie. Aplikacj¢ pola
elektrycznego o natezeniu 3 V/cm prowadzono zgodnie z opisang procedurg (3.2.2) przez czas 5
min, stosujac jednak pozywke zobnizong zawartoscia FBS (0,5%). Pozyskiwanie lizatow
prowadzono zgodnie z protokotem dostarczonym z zestawem G-LISA Activation Assays
dedykowanym biatku RhoA (Cytoskeleton Inc., BK124). Po rozklejeniu komory odptukiwano
reszte pozywki zimnym PBS bez jondw wapnia imagnezu, nakrapiano bufor lizujacy
z inhibitorami proteaz i przy pomocy skrobaczki do kultur komoérkowych (Biologix) odczepiano
od podtoza pozostatosci komoérek. Calg procedure powadzono na lodzie, stosujac schtodzone
odczynniki. Wigkszo$¢ lizatu przenoszono do jatowej probowki typu eppendorf i wrzucano
do ciektego azotu na kilka sekund, po czym przenoszono do zamrazarki -80°C. Taka procedura
miata na celu zachowac¢ stan aktywnosci badanego biatka, wlasciwy dla wyjsciowego materiatu
biologicznego. Stezenie biatka w pozostalym lizacie wyznaczano przy uzyciu odczynnika

PrecisionRed obecnego w zestawie, na spektrofotometrze Multiskan™ FC (Thermo Scientific),
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mierzac absorbancj¢ fali o dlugosci 595 nm. Lizaty po rozmrozeniu byly poddawane dalszej
procedurze, ktora miata na celu wychwyt 1 osadzenie w dotkach plytki 96-dotkowej wylacznie
RhoA w formie sprzegnietej z GTP, za sprawg specyficznych przeciwcial, ktore byly tam obecne.
W kolejnych krokach poddawano te biatka detekcji I-rzedowymi przeciwciatami specyficznymi
dla RhoA i kolejnymi, II-rzgdowymi przeciwciatami sprzegnigtymi z HRP. Inkubacja z substratem
prowadzita do wytworzenia barwnego produktu, ktorego ilos¢ byta proporcjonalna do zawartosci
Rho-GTP w badanej probce. Cato$¢ przeprowadzono zgodnie ze szczegdtowa procedurg
dotaczong do zestawu. Pomiar kolorymetryczny prowadzono na spektrofotometrze VERSAmax
(Molecular Devices) mierzac absorbancje fali o dlugosci 490 nm. Uzyskane wyniki poréwnano

z otrzymanymi dla lizatow z komorek, ktore nie byly poddawane dziataniu pola elektrycznego.

3.2.11.2. ANALIZA LOKALNEJ AKTYWACJI — KOMORKI Z BIOSENSOREM FRET

Ocene wplywu pola elektrycznego na aktywacje biatka RhoA przeprowadzono
wykorzystujac  mikroskopowg technike FRET, oparta nazjawisku bezpromienistego,
rezonansowego transferu energii miedzy fluorochromami. Komorki Swiss 3T3 wykazujace
ekspresj¢ jednotancuchowego biosensora FRET — RhoA-FLARE.sc uzyskano dzigki uprzejmosci
Louisa Hodgsona z Albert Einstein College of Medicine. Byly to identyczne komorki,
jak wykorzystane w pozostatych eksperymentach, transfekowane stabilnie plazmidem pBabe-Sin-
Puro-Tet-RhoA FLARE.sc Biosensor (Addgene Plasmid #12153), ktoére produkowatly biosensor
pod kontrolg uktadu Tet-Off. W trakcie hodowli komorek stosowano procedurg opisang powyzej
(3.2.1), dodatkowo aplikujac do pozywki doksycykling w stezeniu 10 pg/ml, w celu zahamowania
ekspresji. 48 h przed eksperymentem indukowano ekspresje biosensora przez przesianie komorek
do nowego naczynia hodowlanego, z jednoczesnym odptukaniem pozostatosci pozywki (w trakcie
stosujgc wirowanie 5 min, 200 g), a nastepnie umieszczenie w pozywce wolnej od doksycykliny.
Komorki wysiewano do eksperymentu, montowano komore elektrotaktyczng i aplikowano pole
elektryczne o natezeniu 3 V/em wg przedstawionego protokotu (3.2.2). Obrazowanie komorek
prowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica DMI6000B, korzystajac
z obiektywu HCX PL APO 40x/1,25 OIL, kamery EM-CCD Hamamatsu C9100-02 i zestawu
szybkich kot filtrowych, umozliwiajacych wzbudzenie fluorescencji biatka ECFP (donora)
1 naprzemienng rejestracje sygnatu biatka ECFP (donora) i Citrine (pochodnej biatka YFP,
akceptora). Pozostate elementy uktadu stosowano zgodnie z opisem przedstawionym poprzednio

(3.2.7.2). Poklatkowa rejestracje obrazu prowadzono z krokiem czasowym wynoszacym 1 min,
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stosujgc relatywnie niskg intensywno$¢ $swiatla wzbudzajacego w celu zredukowania zjawiska
fototoksycznosci.

Obrobke wykonanych serii zdje¢ prowadzono w programie MatLab R2012b, korzystajac
z pakietu analitycznego Biosensors Package 2.1 (Sébastien Besson, Chuangang Ren, Hunter
Elliott). W toku obrobki zdjeé¢, byly one odszumiane, poddawane wyréwnaniu cieniowania tta
1 odejmowaniu tta. Nastepnie obrazy dla kanatu donora i akceptora podlegatly segmentacji 1 byty
dzielone (akceptor/donor) w celu uzyskania obrazoéw ratiometrycznych, przedstawiajacych
wzgledng aktywnos$¢ biatka RhoA na danym obszarze. Po zastosowaniu korekcji fotoblaknigcia,
serie zdje¢ byly przenoszone do programu ImageJ 1.51n w wersji Fiji [114], gdzie podlegaty
dalszej obrobce, polegajacej na natozeniu pseudokolorow i dostosowaniu zakresu dynamicznego.
W tym samym programie prowadzono analiz¢ ilosciowa, tworzac w tym celu dedykowane makro,
ktére automatycznie wykrywato potozenie komorek i mierzylo poziom aktywno$ci biosensora
w obrebie interesujgcego obszaru. Dodatkowo wykonano profile aktywno$ci w rejonie anodalnym

komorki, na linii rownolegtej do linii pola elektrycznego.
3.2.12. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analizg statystyczng uzyskanych wynikoéw przeprowadzono w programie Statistica 13.1
(Statsoft). Istotnos¢ statystyczng dla predkosci migracji, drogi catkowitej, przemieszczenia
catkowitego, predkosci przemieszczania i CME oceniano testem t-Studenta. Istotno$¢ statystyczna
parametrow okreslajacych kierunkowos¢ ruchu (cos [, cosy) analizowano testem
nieparametrycznym U Manna-Whitneya, ze wzgledu na charakter rozktadu uzyskiwanych

wynikoéw. W kazdym przypadku warto$¢ p<0,05 uznawano za istotng statystycznie.
3.2.13. WYKORZYSTANE OPROGRAMOWANIE

Poza wyszczeg6lnionymi w poszczegdlnych metodach programami komputerowymi,
w kazdym przypadku do sporzadzenia wykresow wykorzystywano program Excel 2016
(Microsoft). Poszczegdlne ryciny organizowano i opisywano uzywajac programu CorelDraw X8
(Corel Corporation). Manuskrypt pracy sporzadzono w programie Word 2016 (Microsoft). Filmy
zalaczone jako suplement montowano w programie Image] 1.51n wwersji Fiji [114],

wyposazonym we wtyczke do kompresji formatéw wideo Save as Movie (Qingzong TSENG).
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4. WYNIKI

Wiele typoéw komorek organizméw wyzszych odpowiada kierunkowa migracja na state
pola elektryczne o fizjologicznym natezeniu. Mechanizmy powstawania takich pol, jak
i postulowane drogi ich wyczuwania przez komorki zostaly opisane we wstepie. Badania
prowadzone na przestrzeni wielu lat wykazaty bardzo zréznicowang reaktywnos$¢ komorek na stale
pola elektryczne. Jednakze, doktadna charakterystyka reakcji elektrotaktycznej jest konieczna dla

dalszego planowania badan majacych na celu poznanie jej mechanizmu.

4.1. CHARAKTERYSTYKA REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

FIBROBLASTOW SWISS 3T3

W celu scharakteryzowania aktywnosci elektrotaktycznej mysich fibroblastow Swiss 3T3,
przeprowadzono seri¢ eksperymentdéw okreslajacych wplyw statego pola elektrycznego o réznym
nat¢zeniu na kierunkowa migracje badanych komoérek. Rejestracja ruchu komoérek migrujacych
w specjalnie przygotowanej komorze -elektrotaktycznej pozwolita na wykazanie, ze badane
komorki pod wptywem przytozonego pola elektrycznego wydajnie przemieszczaja si¢ w kierunku
katody (Ryc. 5).

Obserwacj¢ te w petni potwierdza analiza trajektorii ruchu komoérek w warunkach
kontrolnych 1 pod wptywem przytozonego pola elektrycznego o okreslonym natezeniu. Wykresy
kotowe obrazujace ruch komorek w warunkach bezpragdowych oraz przy natezeniu pola od 0,5
do 4 V/cm przedstawiono narycinie 6. Wartosci liczbowe charakteryzujace ruch komorek
zestawiono w Tabeli 8. W suplemencie zamieszczono filmy przedstawiajace migracje

w warunkach bezpradowych oraz w polu elektrycznym o natezeniu 113 V/cm (Film 1-3).
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240 mn

Rycina 5. Reakcja komdrek Swiss 3T3 na pole elektryczne.

Trajektorie obrazujgce ruch komdrek w warunkach bezprgdowych i w polu elektrycznym o natezeniu 3V/cm. Na zdjeciach
przedstawiono komarki w potozeniu poczqgtkowym i po 4h eksperymentu. Trajektorie wykonano manualnie, wyznaczajgc
geometryczny srodek komorki na zdjeciach wykonanych z krokiem czasowym wynoszgcym 5 min. Poczgtkowe potozenie komdrek
oznaczono kropkq. Strzatka oznacza koricowe potozenie komdrki i wskazuje kierunek ruchu w ostatnim punkcie czasowym.

Tabela 8. Parametry charakteryzujgce aktywnosé¢ migracyjng i kierunkowos¢ ruchu komaorek
Swiss 3T3 poddanych dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu.
Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych

komdrek w poszczegdinych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (bfgd standardowy

Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

NatezZenie pola elektrycznego [V/cm]
0m=43) | 05n=50) | 1(m=71) ] 2(m=50) | 3(m=70) | 4(n=55)
Predko$¢ migracji 0,292 + 0,319+ 0,328 + 0,376 + 0,392 + 0,365 +
[pm/min] 0,020 0,028 0,019 0,026* 0,024* 0,024*
Droga calkowita [um] 70,067 + 76,485 + 78,62 £ 90,204 + 94,09 + 87,586 =
4,716 6,629 4,629 6,311* 5,838* 5,841*
Przemieszczenie calkowite 32,477 + 36,83 + 50,52 = 67,616 = 68,062 + 60,977 =
[um] 3,963 3,949 3,832% 5,756* 5,395%* 5,282*
Predkosé przemieszczenia 0,135+ 0,153 £ 0,211+ 0,282 + 0,284 + 0,254 +
[pm/min] 0,017 0,016 0,016* 0,024* 0,022* 0,022*
CME 0,442 + 0,503 + 0,630 + 0,739 + 0,696 + 0,667 +
0,039 0,037 0,030* 0,024* 0,022* 0,027*
Cosinus B 0,098 + 0,286 + 0,465 + 0,595 + 0,483 £ 0,474 +
0,048 0,049* 0,032* 0,030* 0,030* 0,033*
Cosinusy 0,054 + 0,356 + 0,599 + 0,669 + 0,634 + 0,538 +
0,088 0,081* 0,043* 0,049* 0,040* 0,058*
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Rycina 6. Charakterystyka reakcji elektrotaktycznej w polu elektrycznym o zréznicowanym natezeniu.

A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komdrek w warunkach bezprgdowych i w polu elektrycznym o natezeniu
od 0,5 do 4 V/cm. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqgtku uktadu wspotrzednych. Biegun ujemny
w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie sktadajq sie potozenia srodka geometrycznego komdrek
wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Przedstawiono skale w um.

B. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komdrek poddanej
dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.
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Rycina 7. Histogramy obrazujqce rozktad kierunkowosci ruchu w obrebie analizowanej populacji komérek.

Wyniki przedstawiono jako czestotliwos¢ wystepowania w populacji komdrek wykazujgcych kosinus kierunkowy y od -1 do 1
w przedziatach wyznaczanych co 0,1. Uwzgledniono sredni kosinus y dla danej komarki na przestrzeni czterogodzinnego
eksperymentu, w ktérym komérki poddawano dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu. Liczebnos¢ komérek

w poszczegdinych warunkach przedstawiono w Tabeli 8.

Analiza rozktadu trajektorii ruchu komorek wskazuje jednoznacznie na wyrazng migracje
komorek w kierunku katody (Ryc. 6). Warto$ci parametrow charakteryzujacych migracje komorek
(Tab. 8) w polu elektrycznym wskazuja, ze reakcja elektrotaktyczna miata miejsce juz w polu
o natezeniu 0,5 V/cm (cos y wynoszacy 0,356), a w pelni przejawia si¢ przy natezeniach rz¢du

1-3 V/ecm. Dalszy wzrost natgzenia nie powoduje wzrostu kierunkowosci. Pojawieniu si¢ reakcji
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elektrotaktycznej towarzyszyl wzrost predkosci migracji, nawet o35% w polu o natgzeniu
3V/ecm. Zaréwno wzrost predkosci ruchu, jak 1 tendencja do kierunkowej migracji
po torach bardziej prostoliniowych (wzrost wartos¢ CME 1 cosinusa kierunkowego) skutkowata
wyraznym wzrostem przemieszczenia komoérek w czasie doswiadczenia. Przedstawione
histogramy (Ryc. 7) potwierdzaja wysycenie reakcji elektrotaktycznej komoérek przy nat¢zeniu
przekraczajacym 1 V/cm. Rozklad kierunkowosci ruchu w polach o natgzeniach od 1 do 4 V/cm

jest bardzo zblizony.
4.2. WPLYW POLA ELEKTRYCZNEGO NA MORFOLOGIE I ORIENTACJE KOMOREK

Kierunkowej migracji komorek w polu elektrycznym moga rdwniez towarzyszy¢ zmiany
morfologiczne, ktorym komorki ulegaja w czasie eksperymentu. Stopien wydtuzenia komorki i/lub
ich orientacja wzgledem linii pola moze wskazywac¢ na zaangazowanie okreslonych mechanizmow
fizycznych badz biochemicznych zaangazowanych w detekcj¢ pola elektrycznego. W tabeli 9 i
na rycinie 8 przedstawiono, jak zmieniajg si¢ wartosci parametrow charakteryzujacych zmiany
wydtuzenia i orientacji badanych w pracy komorek, po ich czterogodzinnej ekspozycji na pole
elektryczne o zréznicowanym natezeniu.

Tabela 9. Wptyw pola elektrycznego o réznym natezeniu na stopien wydtuzenia i orientacje komorek
wzgledem linii pola.
Sposob wyznaczenia obu parametréw oméwiono w rozdziale Materiaty i metody (3.2.5). n — liczba komdérek poddanych analizie

po 4h ekspozycji na pole elektryczne. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Natezenie pola | Elongacja | Orientacja

0 V/em (n = 40) 16?8; 433 ,:4;1 n
0,5 V/em (n = 40) 16{ ggi 523,5593 +

1 V/em (n = 54) 10,2;; i: 539,, é 17;

2viem@=49) | 0" 6

oo | G

4 V/em (n = 40) l(f(‘)‘; 726:21;3:
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Wptyw pola elektrycznego na morfologie komérek
2,0 - * rso
T B Elongacja

1,8 4 — Orientacja

- 70
* L

Elongacja
>

1,2 -

Orientacja wzgledem linii pola [°]

0 Vicm 0,5Vicm 1V/icm 2V/icm 3Vicm 4 V/icm
Natezenie pola elektrycznego

Rycina 8 Wptyw pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu na wydtuzZenie i orientacje komdrek.

Wykres obrazuje wartosci liczbowe przedstawione w tabeli 9. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.

Wykazano, ze pole elektryczne o niewielkim natezeniu (tj. 0,5-1V/cm) powoduje spadek
wydtuzenia komoérek wzgledem warunkéw bezpradowych, podczas gdy dalszy wzrost nat¢zenia
pola (od 2 do 4 V/cm) powoduje odwrdcenie tej tendencji i stopniowy wzrost wydtuzenia komoérek
pond wartosci kontrolne. Wraz ze wzrostem nat¢zenia pola elektrycznego nastepuje z kolei
sukcesywny wzrost tendencji do prostopadtej orientacji komorek wzgledem linii pola. Wartos¢
zblizona do 45° obserwowana w warunkach kontrolnych wskazuje na losowg orientacj¢ komoérek
w populacji. Wzrost do warto$ci ponad 75° w najwyzszym ze stosowanych nat¢zen pola oznacza

niemal prostopadta do linii pola orientacj¢ wigkszosci sposrod komorek w badanej populacji.
4.3. DYNAMIKA REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ

Sposrod hipotez thumaczacych mechanizm reakcji elektrotaktycznej jedng z najczescie]
wymienianych jest tzw. ,,teoria receptorowa”. Zgodnie z jej zalozeniami, u podtoza kierunkowej
migracji komorek w polu elektrycznym leza drogi sygnalizacyjne charakterystyczne

dla chemotaksji. Jednakze, odmiennie od chemotaksji, w ktorej komoérka migruje w gradiencie
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chemoatraktanta przy jednorodnym rozmieszczeniu receptorow powierzchniowych, w przypadku
elektrotaksji komodrka znajduje si¢ w srodowisku jednorodnie rozmieszczonego chemoatraktanta,
apolaryzacji ulega rozklad bialek btonowych bedacych receptorami chemoatraktantow.
Polaryzacja taka miataby zachodzi¢ pod wplywem pola elektrycznego na skutek zjawiska
elektroforezy lub elektroosmozy bialek w ptaszczyznie btony. Hipoteza ta zaktada jednak
konieczno$¢ odpowiednio diugiego czasu dziatania pola elektrycznego potrzebng do zmiany
lokalizacji biatek btonowych.

Z tego wzgledu, aby oceni¢ czy obserwowana reakcja moze by¢ thumaczona wpltywem pola
elektrycznego na polaryzacj¢ rozmieszczenia bialek blonowych, w kolejnym etapie pracy zbadano
dynamike reakcji elektrotaktycznej fibroblastow Swiss 3T3. Na rycinie 9 przedstawiono dynamike
zmian kosinusa kierunkowego w czasie, dla eksperymentu obejmujacego pierwotng reakcje

komorek na pole elektryczne, jak i na zamiang jego biegunow.

08 Dynamika reakcji elektrotaktycznej
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Rycina 9 Dynamika reakcji komdrek Swiss 3T3 na aplikacje pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm
oraz na odwrdcenie jego kierunku.

Wykres przedstawia zmiany srednich wartosci kosinusa kierunkowego y dla poszczegdlnych przedziatéw czasu, sporzqdzone
przez manualng analize potoZenia centroidu 50 komdérek. W czasie O min zaaplikowano pole elektryczne z katodg po prawej
stronie. Po uptywie kolejnych 120 min przeprowadzono zmiane kierunku przeptywu prqdu (zamiane elektrod).

Na poczatku doswiadczenia badano szybkos$¢ reakcji komorek na wiaczenie pola

elektrycznego. Pierwsze objawy kierunkowej migracji komorek widoczne sg juz w ciggu 5 min
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od aplikacji pola elektrycznego. Kosinus kierunkowy y ulega stopniowemu zwigkszaniu, osiggajac
warto$¢  $wiadczaca o wyraznej  migracji  komorek  w kierunku  katody  juz
po 20-30 minutach od wlaczenia pola elektrycznego. Dalszy wzrost nastepuje przez kolejng
godzing, az do osiggni¢cia maksymalnej wartosci rzedu 0,6. Zmiana kierunku ruchu spowodowana
zmiang kierunku pola elektrycznego rowniez przebiega dynamicznie. Pierwsze objawy reakcji
widoczne s3 przed uptywem 5 min od zamiany elektrod. Kosinus kierunkowy spada stopniowo
w przeciggu pierwszych 10-15 min do wartosci wskazujacej na losowa migracje. W kolejnych
przedziatach czasu obserwuje si¢ juz migracj¢ w kierunku ,,nowej katody” umieszczonej po stronie
przeciwnej. Pelna zmiana kierunkowo$ci ruchu jest widoczna po uptywie ok. 30 minut od zamiany
elektrod.

Otrzymane wyniki moglyby zatem sugerowal, ze reakcja fibroblastow 3T3 na pole
elektryczne przebiega w przedziale czasowym kilku do kilkunastu minut. Nalezy jednak pamigtac,
ze analiza zmian potozenia centroidu komorki jest obarczona duza bezwiladnoscig. O ile
wyznaczanie dlugoczasowych trajektorii ruchu komodrek napodstawie zmian polozenia
geometrycznego $rodka komodrki wydaje si¢ by¢ jedng zlepszych metod opisu aktywnosci
ruchowej komorki [119], o tyle w badaniach dynamiki reakcji zwigzanych z migracja komorek
znaczne bardziej wiarygodne rezultaty mozna otrzymac stosujac metody oparte o analiz¢ zmian
morfologicznych komorki (analiza ksztattu).

W celu oceny dynamiki ruchu z wigksza dokltadnoscig, pozwalajaca odpowiedzie¢
na postawione pytanie, zastosowano metod¢ oparta na pomiarach zmian powierzchni obszarow
skierowanych do poszczegdlnych biegunéw pola elektrycznego. Taka analiza pozwala z duzo
wickszg dokladno$cia wyznaczy¢ punkt czasowy, w ktorym komorka reaguje na zmiane
kierunku pola elektrycznego, oraz rozpoczyna proces polaryzacji iukierunkowanej migracji
do ujemnego bieguna pola.

Na rycinach 10 1 11 poréwnano zmiany, ktérym ulegaja krawedzie komorek w odpowiedzi
na zaaplikowane pole elektryczne. Przedstawiono obrazy roznicowe, ktére lokalizujg powierzchnie
zajeta przez nowotworzone Ww poszczegdlnych przedzialach czasu wypustki  komorek,

jak 1 powierzchni¢ zwolniong przez komorki na skutek retrakeji.
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Rycina 10. Pierwotna reakcja komdrek Swiss 3T3 na pole elektryczne.

Sekwencja zdjec obrazuje reakcje grupy komdrek na zaaplikowane pole elektryczne o natezeniu 3 V/cm. Manualna analiza
obryséw komdrek pozwolita na wyznaczenie obszarow pokrytego podtoza przez komdrki we wskazanym przedziale czasu (kolor
zielony), oraz obszaréw zwolnionych przez te komdrki (kolor czerwony). Na koricu przedstawiono analogiczne obrazy
podsumowujqce zmiany zachodzqce w dtuzszym przedziale czasu - 10 min przed i po aplikacji pola elektrycznego.
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Rycina 11. Pierwotna reakcja reprezentatywnej komorki Swiss 3T3 na pole elektryczne.

Sekwencja zdje¢ obrazuje w powiekszeniu reprezentatywng komdrke w sposob analogiczny jak na Ryc. 10. Biate strzatki wskazujg
na rejony tworzenia protruzji skierowanych do katody zaaplikowanego pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm.

Stwierdzono, ze przed aplikacja pola elektrycznego proces tworzenia wypustek
migracyjnych i retrakcji w komorkach przebiega w sposob nieukierunkowany w skali badanej
populacji. Wystawienie komorek na dziatanie pola elektrycznego sprawia, ze w krotkim czasie
rejony protruzji (kolor zielony) lokalizuja si¢ po stronie katody, natomiast przewage obszarow

ulegajacych retrakcji mozna zaobserwowac po stronie skierowanej do anody (kolor czerwony).
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Analogicznie przedstawiono proces zmiany kierunku migracji komorek w odpowiedzi
na zamiang biegunow pola elektrycznego. Nasilenie procesu repolaryzacji jest szczegdlnie dobrze
widoczne na obrazach podsumowujacych zmiany zachodzace w dluzszym czasie (Ryc. 12).

Odpowiedz na zmiane kierunku pola przedstawia rowniez zalgczony do pracy film (Film 4).

Rycina 12. Dynamika reakcji komdrek Swiss 3T3 na zamiane biegundéw pola elektrycznego.

Komérki poddano dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm z katodq zlokalizowang po prawej stronie pola widzenia,
po czym dokonano zamiany elektrod i przeniesienia katody na strone lewq. Analize wykonano analogicznie jak na Ryc. 10i 11.
Rejony protruzji oznaczono kolorem zielonym, podczas gdy obszary ulegajgce retrakcji we wskazanym przedziale czasu
oznaczono kolorem czerwonym. Obrazy podsumowujgce dtuzszy okres czasu pozwalajg na fatwiejszq obserwacje nasilenia
procesu repolaryzacji.
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Repolaryzacja komorek w poszczegdlnych komorkach przebiega z réznym nasileniem
w zwigzku zich zréznicowang morfologia i aktywno$cig migracyjng, jednak wspdlng cecha
dla wszystkich jest wystepowanie pierwszych zmian morfologicznych juz w czasie 2 minut
od zmiany kierunku pola elektrycznego.

W celu jednoznacznego przedstawienia dynamiki reakcji elektrotaktycznej
przeprowadzono analize¢ iloSciowa obserwowanych zmian powierzchni. Dla uwypuklenia
dynamiki procesu kazdorazowo analizowano jedynie obszar lezacy nadlugosci 1/3 osi
komorki, rownolegte; dolinii  pola, wylaczajac zanalizy centralny rejon komorki,
ktory wykazuje stosunkowo niewielka dynamike reakcji. Metod¢ pomiaru szczegétowo omdéwiono
w rozdziale 3.2.6.2.

W pierwszej kolejnosci zweryfikowano pierwotna reakcje komorek w odpowiedzi
na umieszczenie w polu elektrycznym. Wzgledne zmiany powierzchni obszarow zwrdconych

do katody i anody przedstawiono na rycinie 13.

Dynamika pierwotnej reakcji

< > 1< - >
0 Vicm 3 Vicm - katoda z prawej strony

1.2 =o— |ewa strona - anodalna
H)
=o— prawa strona - katodalna

1,1

AT PN

Wzgledna powierzchnia obszaru

-300 -200 -100 0 100 200 300 400 500 600
Czas [s]

Rycina 13. llosciowa analiza pierwotnej reakcji komdrek Swiss 3T3 na pole elektryczne.

W punkcie czasowym 0 s komdrki poddano dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm z katodq po prawej stronie.
Wczesniejsze zmiany analizowanych obszaréw dotyczq warunkdéw bezprgdowych. Niezaleznie przedstawiono zmiany obszaréow
eksponowanych do katody i anody. Wyniki przedstawiono jako usrednione wartosci powierzchni dla 12 komdrek +/- SEM,

po wczesniejszej normalizacji powierzchni w punkcie t=0 s do wartosci 1. Powierzchnie analizowano z krokiem 30 s.
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Z wykresu wynika, ze przyrost powierzchni po stronie katodalnej rozpoczyna sie¢
po uptywie 60 sekund od aplikacji pola elektrycznego, co oznacza, ze detekcja sygnatu musiata
nastgpi¢ w jeszcze krotszym czasie. Wydaje sie, ze spadek powierzchni komorki po stronie
anodalnej nastepuje z podobnym opdznieniem, jednak nasilenie procesu jest mniejsze.

Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie analogicznej analizy ilosciowej reakcji
na zamian¢ kierunku pola. Komorki migrujace w polu o natezeniu 3 V/ecm z katoda po prawe;j
stronie poddano zamianie elektrod. Ponizszy wykres (Ryc. 14) przedstawia analize¢ zmian
powierzchni eksponowanej do prawej i lewej elektrody w czasie 5 min poprzedzajacych zamiang

1 10 min po jej przeprowadzeniu.

Dynamika zmiany kierunku ruchu

< i B >
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Rycina 14. llosciowa analiza odpowiedzi komodrek Swiss 3T3 na zmiane kierunku pola elektrycznego.

Komdrki migrujgce w polu elektrycznym o natezeniu 3 V/cm poddano zmianie kierunku pola. Dynamike wywotanego tym
nawrotu zbadano analizujgc niezaleznie zmiany powierzchni skierowanego do prawej i lewej strony. Przedstawione wyniki
oznaczajq wartosci Srednie dla 12 komdrek +/- SEM. Analize przeprowadzono z krokiem 30 s.

Przeprowadzona analiza pokazuje, ze po lewej stronie komorki, ktéra pierwotnie byta
skierowana do anody, a po zamianie elektrod do katody, przyrost powierzchni rozpoczyna si¢ juz
w czasie 30-60 s od zamiany elektrod, podczas gdy proces retrakcji po przeciwnej stronie komorki

rozpoczyna si¢ z niewielkim opdznieniem. Wydaje si¢ jednak, ze oba zjawiska,
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tj. tworzenia wypustek po stronie ,,nowej” katody, jak i proces skurczu po stronie ,,nowej” anody
zachodza bardzo szybko i wspdlnie moga prowadzi¢ do repolaryzacji komoérki oraz zmiany
kierunku migracji w odpowiedzi na zamian¢ biegundéw pola elektrycznego.

Zaobserwowana bardzo duza dynamika zaréwno reakcji pierwotnej, jak i odpowiedzi
na odwrocenie zwrotu linii pola elektrycznego, wydaje si¢ by¢ w sprzecznosci z proponowanym
mechanizmem elektrotaksji, polegajacym na spolaryzowanej redystrybucji biatek btonowych.
Wedlug doniesien literaturowych, wyrazna polaryzacja rozkladu bialek pod wpltywem pola
elektrycznego o fizjologicznym natezeniu byla obserwowana co najmniej po kilku-kilkunastu
minutach od zadziatania pola, w zaleznosci od charakterystyki btony komoérkowej, wielkosci
biatka ijego tadunku [26]. Obserwacja reakcji przejawiajacej si¢ zmiang dynamiki krawedzi
wiodacej i retrakcja tytu komorki w czasie ok 1-2 min oznacza, ze bodziec do tego prowadzacy
musial zosta¢ odebrany wczesniej. Dodatkowo warto zauwazy¢ fakt, ze reakcja na zamiang
elektrod przebiega réwnie dynamicznie, jak reakcja pierwotna, co trudno ttumaczy¢ wspomniang
teoria, gdyz biatka kluczowe dla reakcji elektrotaktycznej bytyby silnie spolaryzowane
po dwugodzinnej ekspozycji komodrek na pole elektryczne. Zmiana kierunku migracji wymagataby
wpierw zniesienia takiej polaryzacji, anast¢pnie jej odwrdcenia, co powinno rzutowaé
na dynamikeg reakc;ji.

Poniewaz obserwowane zmiany morfologiczne migrujacej komorki trudno rozpatrywac
w oderwaniu od organizacji cytoszkieletu aktynowego, w kolejnych doswiadczeniach poddano
analizie zmiany w organizacji aktyny w czasie reakcji komorki na aplikacje 1 zmiang kierunku pola
elektrycznego. Postuzono si¢ w tym celu komérkami wytwarzajagcymi biatko fluorescencyjne
LifeAct-GFP, mikroskopig fluorescencyjng szerokiego pola imikroskopia fluorescencyjna
catkowitego wewnetrznego odbicia (TIRFM).

Obrazowanie komorek wykazujacych ekspresje biatka LifeAct-GFP przy uzyciu obu
wspomnianych metod mikroskopowych pozwolito na poréwnanie dynamiki cytoszkieletu
aktynowego, zar6wno w obregbie catej komorki, jak i na obszarze przylegajacym do podtoza.
Na rycinie 15 oraz filmie 5 przedstawiono dynamike¢ badanego biatka w trakcie pierwotnej reakcji

na pole elektryczne, oraz podczas nawrotu komoérki wywotanego zamiang elektrod.
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B .50 Dynamika F-aktyny w odpowiedzi na aplikacje
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Rycina 15. Dynamika F-aktyny w czasie reakcji elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3

A. Jednoczesna rejestracja obrazu komérki wykazujgcej ekspresje biatka Life-Act przy uzyciu epifluorescencji i mikroskopii TIRF pozwala
na obserwacje zmian dynamiki cytoszkieletu aktynowego przy podfozu (maska czerwona) i w skali catej komérki (maska zielona). Zdjecia
wykonano przy uzyciu mikroskopu Leica DMI 6000B. Przedstawiono wybrane klatki zarejestrowane podczas pierwotnej aplikacji pola
elektrycznego o natezeniu 3 V//cm. Zobrazowano réwniez metode podziatu stosowang w analizie ilosciowej. B. Analiza ilosciowa
dynamiki F-aktyny w czasie pierwotnej reakcji na zaaplikowane pole elektryczne o natezeniu 3 V/cm. Analizie poddano obrazy
rejestrowane metodq TIRF. Niezaleznie analizowano zmiany catkowitej fluorescencji w skrajnym obszarze komorki eksponowanym

do prawej i lewej strony pola widzenia. Pole elektryczne przy katodzie zlokalizowanej po prawej stronie zaaplikowano w czasie t=20 min.
Poziom fluorescencji mierzono z krokiem wynoszqcym 1 min. C. Analogiczna analiza dotyczqca reakcji komdrek na zamiane elektrod.
Niezaleznie rejestrowano skrajny obszar komadrki analizowany do prawej i lewej elektrody, 30 min przed i 50 min po zamianie elektrod.
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Zarejestrowane obrazy mikroskopowe pokazuja dynamiczng rozbudowg wypustek
migracyjnych bogatych w aktyn¢ w kierunku katody. Proces ten jest wyraznie widoczny zarowno
w pierwotnej reakcji na przylozone pole elektryczne, jak 1 w odpowiedzi na zamiang elektrod.
W obu przypadkach obserwowano bardziej nasilone procesy zwigzane z gromadzeniem F-aktyny

po stronie katody, niz na przeciwlegltym skraju komorki.

4.4. ROLA AKTYWNOSCI DOKOMORKOWYCH PROSTOWNICZYCH KANALOW

POTASOWYCH KIR W ELEKTROTAKSJI KOMOREK SWISS 3T3

Otrzymane wyniki analizy dynamiki reakcji komorek Swiss 3T3 na pole elektryczne
wskazuja, ze w przypadku tego modelu badawczego, mechanizmu elektrotaksji nalezaloby
poszukiwaé w procesach, ktore mogtyby thumaczy¢ stosunkowo szybka reakcje komorek. Jednym
zmozliwych mechanizmow, ktory moglby tlumaczy¢ obserwowang szybkos$¢ reakcji
jest proponowany mechanizm oparty o aktywacj¢ btonowych kanaléw jonowych. Jedng
z najczesciej rozwazanych w tym kontekscie mozliwosci jest udzial wtej reakcji zaleznych
od napiecia kanaldow wapniowych [120]. Oprocz kanatdéw wapniowych sugerowano réwniez
zaangazowanie w reakcje¢ elektrotaktyczng innych kanatow jonowych [63].

Jedng z ciekawszych propozycji, ktéra pojawila si¢ w ostatnim okresie, byta praca zespotu
Min Zhao [66] wskazujaca na mozliwy udzial w reakcji elektrotaktycznej dokomorkowych
prostowniczych kanalow potasowych. Kanaty Kir sa odpowiedzialne za utrzymanie potencjatu
btonowego  naodpowiednim  poziomie, co szczegdlnie  dobrze  scharakteryzowano
w funkcjonowaniu ukladu nerwowego. Jednakze, obecnos$¢ tych kanalow wykazano roéwniez
w btonach komorkowych licznych innych komorek organizméw wyzszych, w tym takze badanych
komorkach 3T3, co potwierdzono rowniez w dalszej czesci pracy.

Z tego wzgledu, w kolejnych do$wiadczeniach zbadano znaczenie dokomorkowych
prostowniczych kanatow potasowych Kir dla reakcji elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3. W tym
celu zahamowano farmakologicznie te kanaty, stosujac chlorek baru BaCl, w stezeniu od 100
do 500 puM. Jony Ba?* wtym stezeniu specyficznie hamujg kanaty Kir, nie wplywajac
na aktywno$¢ pozostatych typéw kanatéw potasowych [117]. Ocen¢ wplywu zahamowania
kanatow Kir na wydajnos¢ elektrotaksji przeprowadzono w polach elektrycznych o nat¢zeniu

113 V/em (Ryc. 16 A, B; Tab. 10).
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Rycina 16. Wpfyw farmakologicznego zahamowania aktywnosci kanatéw Kir na reakcje elektrotaktycznq
komodrek Swiss 3T3.

A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komdrek w warunkach kontrolnych i w obecnosci BaCl ,, stezeniu 100 i 500
uUM. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqtku uktadu wspdtrzednych. Biegun ujemny pola elektrycznego
o natezeniu 1 lub 3 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie sktadajq sie potozenia Srodka
geometrycznego komdrek, wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Na osiach
przedstawiono skale w um.

B. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komdrek poddanej
dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu, przy braku lub w obecnosci BaCl,. Stupki btedéw oznaczajg SEM. * -
istotnosc statystyczna przy p < 0,05.

C. Wykres obrazujqgcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y w czasie pierwszej godziny, dla cafej
populacji komdrek poddanej dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu, przy braku lub w obecnosci BaCl,. Stupki
bteddw oznaczajq SEM. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.
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Tabela 10. Parametry charakteryzujqgce aktywnosc¢ migracyjng i kierunkowosc ruchu komérek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu i przy braku lub w obecnosci BaCl,.
Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych

komdrek w poszczegdinych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (bfgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

1V/em 3 V/em
BaClz BaClz BaClz
Ifl‘l":;‘il)a 100 pM 500 uM If::‘:%‘;‘ 500 uM
(n=98) (n =125) (n =62)
Predkos¢ migracji 0,328 + 0,288 + 0,229 + 0,392 + 0,255+
[wm/min] 0,019 0,012 0,009* 0,024 0,019*
D o [T 78,62 + 69,069 + 54,861 + 94,09 + 61,222 +
g " 4,629 2,859 2,139* 5,838 4,486*
Przemieszczenie calkowite 50,52 + 42,975 + 24,931 £ 68,062 + 37,159 +
[pm] 3,832 2,670 1,647% 5,395 3,888%
Predkos¢ przemieszczania 0,211+ 0,179 = 0,104 £ 0,284 + 0,155+
[pm/min] 0,016 0,011 0,007* 0,022 0,016%*
CME 0,630 + 0,591 + 0,444 + 0,696 + 0,583 +
0,030 0,023 0,020%* 0,022 0,027%
Cosinus p 0,465 + 0,369 + 0,112+ 0,483 + 0,397 +
0,032 0,031 0,025%* 0,030 0,029*
Cosinus 0,599 + 0,522 + 0,152 + 0,634 + 0,450 +
musy 0,043 0,047 0,043* 0,040 0,052%*

Zahamowanie aktywno$ci kanatow Kir przy udziale BaCl> powoduje obnizenie
kierunkowosci ruchu komoérek w polu o natezeniu 1 V/em, ktore postepuje wraz ze wzrostem
stezenia soli. W przypadku stezenia 500 uM nastepuje prawie zupelne zniesienie reakcji
kierunkowej (spadek cosy do wartosci 0,152), co doskonale odzwierciedla losowos¢ rozktadu
trajektorii na wykresie kotowym. W przypadku pola o natezeniu 3 V/ecm rowniez stwierdzono
statystycznie istotne zahamowanie reakcji kierunkowej komorek 3T3, ale nawet wysokie stezenie
BaCl, nie powodowato tak wyraznego spadku kierunkowos$ci ruchu na przestrzeni catego
eksperymentu, jak w polu o natezeniu 1 V/cm. Mozna jednak zauwazy¢, ze w tych warunkach
komorki odpowiadajag migracjg w kierunku katody z pewnym opo6znieniem, gdyz poczatkowe
odcinki trajektorii rozlozone sglosowo. Dla uwidocznienia tego zjawiska przedstawiono
poroéwnanie kierunkowos$ci ruchu komoérek poddanych hamowaniu aktywnosci Kir, w czasie
pierwszej godziny od aplikacji pola elektrycznego (Ryc. 16 C).

Wydaje sig, ze komoérki poddane farmakologicznemu hamowaniu kanatéw Kir
odpowiadaja na pole elektryczne z pewnym opdznieniem. Wyzsze ze stosowanych stezen soli
powoduje istotne zniesienie kierunkowosci ruchu w czasie pierwszej godziny, niezaleznie

od nat¢zenia stosowanego pola elektrycznego. Dla doktadniejszego zobrazowania wplywu

71



obecnosci BaCl, na kinetyke reakcji w przekroju catego eksperymentu przeprowadzono analize

zmian kosinusa kierunkowego w czasie (Ryc. 17).
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Rycina 17. Wptyw farmakologicznego zahamowania aktywnosci Kir na kinetyke reakcji elektrotaktycznej
komodrek Swiss 3T3.

A. Wplyw obecnosci BaCl, , stezeniu 100 i 500 uM na elektrotaksje w polu o natezeniu 1 V//cm, przedstawiony przez obrazowanie
zmian w czasie kosinusa y dla kolejnych 15-minutowych przedziatow czasu. Analiza potozenia centroidu zostata wykonana

na seriach poklatkowych wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Wykresy przedstawiajg wartosci srednie dla catej populacji +/-
SEM. B. Wptyw obecnosci BaCl, , stezeniu 500 uM na elektrotaksje w polu o natezeniu 3 V/cm. Analiza i przedstawienie wynikéw
przeprowadzone jak powyzej.
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Wykazano, ze w polu onatezeniu 1 V/cm, wyzsze ze stosowanych stgezen BaCl,
nie tylko zaburza szybko§¢ pierwotnej reakcji komodrek napole elektryczne, ale niska
kierunkowo$¢ ruchu utrzymuje si¢ na przestrzeni catego eksperymentu. Duzo stabsze
dziatanie wykazuje nizsze z zastosowanych stezen. W przypadku pola elektrycznego o nat¢zeniu
3 V/em obserwowany jest znaczny spadek dynamiki reakcji kierunkowej. Przez pierwsze
30 min ruch komorek jest zupelnie losowy, po czym komorki nabieraja stopniowo zdolnosci
do migracji w kierunku katody, jednak kierunkowo$¢ zblizona do warunkéw kontrolnych osiagaja
dopiero po uptywie 150 minut.

Na podstawie powyzszych wynikow mozna stwierdzi¢, ze silne zahamowanie aktywnosci
dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych praktycznie znosi reakcje elektrotaktyczng
w polu o natezeniu 1 V/cm, oraz wyraznie wplywa na dynamike reakcji komorek Swiss 3T3

na pole o wyzszym natezeniu, wynoszacym 3 V/cm.

4.4.1. WPLYW MODULACJI MECHANIZMOW REGULACYJNYCH KIR NA REAKCJE

ELEKTROTAKTYCZNA KOMOREK SWISS 3T3

Dokomoérkowe prostownicze kanaly potasowe Kir charakteryzujg si¢ zdolno$cia
przewodzenia jondw potasowych do wnetrza komorki. Aktywnos$¢ ta jest warunkowana
obecno$cig wewnatrzkomorkowych poliamin, takich jak spermina (SPM) i spermidyna (SPD),
dodatnio natadowanych zwigzkéw drobnoczasteczkowych, ktére wchodzg w interakcje z ujemnie
naladowanymi resztami aminokwasowymi kanatow Kir, eksponowanymi do wnetrza komorki,
zapobiegajac wyptywowi jonodw potasowych z komorki. Wykazano, ze t¢ specyficzng aktywnos¢
Kir moga rowniez warunkowa¢ wewnatrzkomorkowe jony magnezu [80]. Wplywajac na poziom
wewnatrzkomorkowych regulatorow kanaléow Kir dokonano oceny, w jakim stopniu reakcja
elektrotaktyczna komorek Swiss 3T3 jest uzalezniona od ich specyficznej aktywnosci.

Preinkubacja komorek zanalogiem wewnatrzkomérkowych poliamin — DENSPM,
skutkuje indukcjg acetylotransferazy SPM/SPD i w nastepstwie obnizeniem poziomu
wewnatrzkomorkowych poliamin. Przeciwstawny efekt wywoluje preinkubacja komorek
z putrescyng — poliaming nieznacznie regulujaca aktywno$¢ Kir, jednak przetwarzang wewnatrz
komoérek w sperming i spermidyne, poliaminy o duzo wigkszej aktywnos$ci [66]. Dla uzyskania
szerszego obrazu wplywu powyzszych manipulacji, zweryfikowano reakcje na pola o réznych

nat¢zeniach (Ryc. 18, Tab. 11).
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Rycina 18. Wplyw modyfikacji poziomu regulatoréw aktywnosci Kir na reakcje elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3.
A. Wykresy kofowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komdrek preinkubowanych w obecnosci zwigzkéw wptywajgcych na poziom
endogennych poliamin. DENSPM 25 uM — zwigzku obnizajgcego wypadkowy poziom endogennych poliamin oraz Putrescyny 100
uM, wywotujgcej efekt przeciwstawny. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqtku ukfadu wspdtrzednych.
Biegun ujemny pola elektrycznego o natezeniu 0,5, 1 lub 3 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie
sktadajq sie potozenia srodka geometrycznego komdrek wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5
min. Na osiach przedstawiono skale w um. B. Wykres obrazujgcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla
catej populacji komdrek poddanej dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu, co dotyczy zaréwno komdrek kontrolnych,
jak i preinkubowanych z DENSPM lub Putrescyngq. Stupki btedow oznaczajq SEM. * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.
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Tabela 11. Parametry charakteryzujgce aktywnos¢ migracyjngq i kierunkowosc ruchu komorek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu, preinkubowanych dodatkowo z DENSPM
lub Putrescyng w celu modyfikacji poziomu endogennych poliamin.

Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych

komdrek w poszczegdlnych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kontrola DENSPM 25 uM Putrescyna 100 pM
Natezenie PE 0,5V/cm | 1V/cm 3 V/em 1 V/cm 3V/em V(;,csm 1V/cm | 3 V/cm
¢ m=50) | m=71) | m=70) | m=51) | (n=158) (n = 50) (n=54) | (n=50)
Predkos$¢ migracji 0,319 + 0,328 + 0,392 + 0,254+ | 0357+ | 0,334+ | 0,381+ | 0,426+
[pm/min] 0,028 0,019 0,024* 0,020* 0,021 0,024 0,026 0,026

76,485+ | 78,62+ 94,09+ | 60,888 + | 85,716+ | 80,222 | 91,447 | 102,320

DRI GEHEDu (2 LT | 4,629 5838* | 4771% | 4960 | £5817 | £6,291 | +6,207

Przemieszczenie 36,83 + 50,52+ | 68,062+ | 40,266+ | 53,698 + | 47,232 | 61,604 | 74,267
calkowite [pm] 3,949 3,832% 5,395% 4,443 4,635% | £4,469 | £5,120 | +£5,443
Predkosé

0,153 + 0,211 + 0,284 + 0,168+ | 0,224+ | 0,197+ | 0,257+ | 0,309 +

[ 0016 | 0016* | 0022 [ 0019 | 0019% | 0019 | 0021 | 0,023
[pm/min]
CME 0,503+ | 0,630+ | 0,696+ | 0615+ | 0,607+ | 0581+ | 0,674+ | 0,721+
0,037 | 0030* | 0022 | 0029 | 0030* | 0033 | 0030 | 0,023
Cosinus b 0286+ | 0465+ | 0483+ | 0,136+ | 0211+ | 0370+ | 0,545+ | 0,601 =
0,049 | 0,032* | 0,030* | 0062* | 0052% | 0050 | 0036 | 0,026
: 0356+ | 0,599+ | 0,634= | 0,145+ | 0,141+ | 0437+ | 0,645+ | 0,731+
Cosinus y

0,081* 0,043* 0,040* 0,081* 0,080%* 0,080 0,049 0,035

Obnizenie poziomu wewnatrzkomorkowych poliamin znacznie obniza kierunkowos$¢
migracji komorek zarowno w polu o natezeniu 1 V/em, jak 13 V/em. Wplyw ten jest nawet
wyrazniejszy niz w przypadku stosowanej uprzednio soli baru. Przeciwnie, podniesienie poziomu
wewnatrzkomorkowych  poliamin przez preinkubacje =z putrescyng skutkuje wzrostem
kierunkowosci przy kazdym badanym natezeniu pola, jednakze pomimo widocznej tendencji
uzyskane wyniki nie sg istotne statystycznie. Warto$¢ uzyskanych wynikéw dodatkowo podnosi
obserwacja, ze badane substancje nie wptywaty hamujgco na predko$¢ migracji, co jest czestym
zjawiskiem wystepujacym w badaniach czynnikow hamujacych kierunkowo$¢ migracji i znaczaco

utrudnia interpretacje wynikow.
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W zwiazku z poczynionymi uprzednio obserwacjami, ze farmakologiczne zahamowanie
aktywnosci Kir wptywa na dynamike reakcji elektrotaktycznej, aspekt ten zbadano réwniez
w przypadku mechanizmoéw regulujacych funkcje wspomnianych kanatow. Szczegotowej analizie
poddano okres pierwszej godziny po zaaplikowaniu pola elektrycznego o zréznicowanym

nat¢zeniu (Ryc. 19).

Kinetyka reakcji na pole Kinetyka reakcji na pole Kinetyka reakciji na pole
08 elektryczne [0,5 V/icm] 08 elektryczne [1 Vicm] 08 elektryczne [3 V/cm]
0,7 1 0,7 4 0,7 4
0,6 1 0,6 0,6 1
0,5 1 0,5 - 0,5 1
0,4 1 0,4 - 0,4 1
@.0,3 1 @ 0,3 1 @ 0,3 1
8 8 8
0,21 ©0,2- ©024
0,1 1 0,14 0,14
0 0 0 <
D 10 20 30 40 50 60 20 30 40 60
-0,1 1 0,1 -0,1 1
0,2 - —0— Kontrola 0,5 V/icm 0,2 =@— Kontrola 1 Vicm 0,2 1 —@— Kontrola 3 Vicm
©— Putrescyna 100 uM =@— Putrescyna 100 uM —@— Putrescyna 100 uM
03 0.3 —0— DENSPM 25 uM 0.3 4 —0— DENSPM 25 uM
Czas [min] Czas [min] Czas [min]

Rycina 19. Wptyw modulacji funkcji kanatow Kir na dynamike reakcji elektrotaktycznej komoérek Swiss 3T3.

Ocena wplywu preinkubacji z putrescynq w stezeniu 100 UM na reakcje elektrotaktyczng w polu o natezeniu 0,5 V/cm

i dodatkowo DENSPM w stezeniu 25 UM przy natezeniu 1 V/cm i 3 V//cm. Przedstawiono zmiany kosinusa kierunkowego 8
w kolejnych 5 minutowych przedziatach czasu, na przestrzeni pierwszej godziny od aplikacji pola elektrycznego. Wykres
przedstawia wartosci srednie dla badanej populacji komérek +/- SEM. Wartosci kosinusow uzyskano na drodze manualnej
analizy zmian potozenia Srodkéw geometrycznych komdrek serii zdjec¢ zarejestrowanej poklatkowo z krokiem 5 min.

Przedstawione narycinie 19 wyniki pokazuja, Ze preinkubacja komorek Swiss 3T3
z putrescyng, prekursorem sperminy ispermidyny, sprzyja dynamicznej odpowiedzi
na aplikowane pole elektryczne, zar6wno o natgzeniu tak niskim jak 0,5 V/cm, jak 1 w wyzszym,
wynoszacym 3 V/cm. Szybsze uzyskiwanie wysokiej kierunkowosci ruchu rzutuje na wzrost
kosinusow kierunkowych takze w przekroju catego eksperymentu. Przeciwnie, dwudniowa
preinkubacja komoérek z DENSPM sprawia, ze niezaleznie od nat¢zenia aplikowanego pola
elektrycznego, komorki Swiss 3T3 nie sg w stanie reagowac¢ kierunkowa migracja w kierunku
katody na przestrzeni pierwszej godziny, co pokazuje warto$¢ kosinusa kierunkowego oscylujaca

w okolicach warto$ci bliskiej 0. W potaczeniu z analizg trajektorii oraz wartosci liczbowych
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okreslajacych reakcje na przestrzeni calego eksperymentu mozna stwierdzi¢, ze rowniez dtuzsza
ekspozycja na pole elektryczne nie skutkuje znacznym wzrostem kierunkowosci ich ruchu.

Powyzsze wyniki moga sugerowaé, ze regulacja aktywnosci kanalow Kir przez
wewnatrzkomorkowe poliaminy jest kluczowa dla przebiegu reakcji elektrotaktycznej komoérek
Swiss 3T3 oraz stanowig mocne potwierdzenie znaczenia kanatéw Kir w elektrotaksji tych
komorek.

Poza omowionymi powyzej zwigzkami z grupy poliamin, kanaty Kir podlegaja regulacji
przez wewnatrzkomorkowe jony magnezu. Aby zweryfikowa¢ ich udziat w badanym uktadzie,

do komorek dodano chlorek magnezu w wysokim stezeniu 10 mM (Ryc. 20 A, B; Tab. 12).
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Rycina 20. Wptyw zwiekszenia stezenia jonéw Mg** w pozywce na reakcje elektrotaktyczng komérek Swiss3T3

A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komérek w warunkach kontrolnych i w obecnosci MgCl, (10 mM).
Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqtku uktadu wspdtrzednych. Biegun ujemny pola elektrycznego

o natezeniu 1 lub 3 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie sktadajq sie potozenia sSrodka
geometrycznego komdrek wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Na osiach przedstawiono
skale w um.

B. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komdrek, poddanej
dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu, co dotyczy zaréwno komdrek kontrolnych, jak i migrujgcych w obecnosci
MgCl, (10 mM). Stupki btedéw oznaczajg SEM. * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

C. Wynik analizy cytometrycznej obrazujqcy wplyw egzogennego dodania MgCl, w stezeniu 10 mM na poziom
wewngqtrzkomdrkowych jonéw magnezu.
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Tabela 12. Parametry charakteryzujqgce aktywnosc¢ migracyjng i kierunkowosc ruchu komérek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym natezeniu w obecnosci chlorku magnezu MgCl, (10

mM).

Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych
komdrek w poszczegdlnych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kontrola Mg?* 10 mM
1V/iem (n=71) | 3 V/em (n=70) 1 V/em (n=67) 3 V/em (n = 44)
Predkosé migracji 0,328 0,019 0,392 + 0,024 0,356 + 0,023 0,416 + 0,042
[pm/min]

Droga catkowita [pm] 78,62 + 4,629 94,09 + 5,838 85,347 + 5,439 99,933 + 10,034
P"em‘eszc[z::]‘]e calkowite | 5, 5, , 3235 68,062 + 5,395 41,743 + 3,643 61,951 + 8,401
N (110,016 0,284 + 0,022 0,174+ 0,015 0,258 = 0,035

[pm/min]

CME 0,630 £ 0,030 0,696 + 0,022 0,495 + 0,026* 0,565 + 0,031*
Cosinus p 0,465 + 0,032 0,483 £ 0,030 0,140 + 0,043* 0,296 + 0,039*
Cosinus y 0,599 + 0,043 0,634 £ 0,040 0,163 + 0,077* 0,447 + 0,062*

Aplikacja jonéw Mg>* wstezeniu 10 mM doprowadzita do wyraznego spadku
kierunkowosci ruchu komoérek bez wplywu na predkos¢ migracji. Zahamowanie reakcji
ze wptywa

on na aktywnos$¢ kanatéw w sposob zdelokalizowany, maskujac lokalne zmiany rozktadu

po wprowadzeniu wysokiego stezenia jondw magnezu moze sugerowac,
poliamin, konieczne dla wywotania kierunkowej migracji. W celu weryfikacji, czy wprowadzone
do pozywki jony Mg** w wysokim stezeniu przektadajg sie na ich poziom wewngtrzkomorkowy,
przeprowadzono analize cytometryczng komorek wybarwionych wskaznikiem jonow magnezu
mag-Fluo4. Potwierdzita ona, ze aplikacja do pozywki soli MgCL w stezeniu 10 mM przektada sig

na wyrazng zmiane poziomu jondéw Mg>" wewnatrz komoérek (Ryc. 20 C) (rejestrowano wzrost

sredniej intensywnosci fluorescencji komorek o 40% kontroli, po 30 minutach preinkubacji).

4.4.2. WPLYW ZAHAMOWANIA EKSPRESJI KANALU KIRrR4.2

NA REAKCJE ELEKTROTAKTYCZNA

Wyniki przedstawione w poprzednim podrozdziale dostarczaja istotnych przestanek,
ze w grupie dokomoérkowych prostowniczych kanatow potasowych mozna doszukiwaé
si¢ komponentow kluczowych dla przebiegu reakcji elektrotaktycznej badanych komorek.
Szczegdlnie istotne wydaja si¢ by¢ one dla warunkowania szybkich reakcji, obserwowanych
w krotkim czasie po przytozeniu pola elektrycznego. Do grupy kanatow Kir zalicza si¢ szereg
podrodzin, ktorych przedstawiciele wykazuja rdzng specyficzno$¢ tkankowa oraz podatnosé

naregulacj¢ przez zwiagzki drobnoczasteczkowe, co omowiono we wstepie. Wsrdd rodziny
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dokomorkowych prostowniczych kanaléw potasowych Kir szczegdlng role w kontekscie
prowadzonych badan zajmuje kanat Kir 4.2, kodowany przez gen KCNJ15. Jego zaangazowanie
wykazano w warunkowaniu wysokiej persystencji ruchu komorek MEF, a takze w ostatnim czasie
sugerowano jego udziat w odpowiedzi elektrotaktycznej unie$miertelnionych komorek nabtonka
rogowki [66,86]. W obu tych przypadkach obserwowana funkcja byla uzalezniona od obecnosci
wewnatrzkomorkowych poliamin. W zwigzku z powyzszymi informacjami podjeto decyzje
o weryfikacji udzialu tego konkretnego przedstawiciela rodziny w reakcji elektrotaktycznej
badanych komorek Swiss 3T3. Obecnos¢ kanalu Kird.2 potwierdzono metodg biochemiczng
i poprzez barwienia immunocytochemiczne (Ryc. 21 A, B). W dalszej kolejnosci uzyskano
komorki z zahamowang ekspresja genu KCNJ15, przez wprowadzenie do nich metodg transdukcji
konstruktu kodujacego specyficzne dla niego siRNA. Spadek ekspresji wspomnianego biatka
w catej populacji potwierdzono tymi samymi metodami (Ryc. 21 A, B), anastepnie
przeprowadzono szereg eksperymentéw majacych zweryfikowac jego zaangazowanie w badany
proces.

W pierwszej kolejnosci zbadano wydajnos¢ reakceji elektrotaktycznej uzyskanych komoérek
w polach o natezeniu 1 i3 V/cm, porownujac ja z komorkami transdukowanymi podobnym

konstruktem, ale kodujagcym kontrolne shRNA (Ryc. 21 C, D; Tab. 13; Film 6).

Tabela 13. Parametry charakteryzujgce aktywnosc migracyjng i kierunkowosc¢ ruchu komorek Swiss 3T3 poddanych
dziataniu pola elektrycznego o zréznicowanym nateZeniu.

Badaniu poddano komarki zzahamowang ekspresjq genu KCNJ15 i kontrolne. Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale
Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych komdrek w poszczegdlnych warunkach. Przedstawiono wartosci
Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kontrolne shRNA KCNJ15 siRNA
Natezenie PE 0 V/em 1 V/em 3 V/em 0 V/cm 1 V/em 3 V/em
(n=40) (n=45) (n=33) (n=50) (n=103) (n=85)
Sl R e | i 0,337 + 0,343 + 0,333+ 0,359+ 0,328 + 0,498 +
0,025 0,025 0,037 0,022 0,017 0,021%*
Wi ke [ 80,806 + 82,292 + 79,860 + 86,081 + 78,645+ | 119,414 +
6,010 5,926 8,814 5,329 4,054 5,093*
Przemieszczenie calkowite 44,492 + 57,844 + 52,280 52,077 = 51,603 75,326 =
[pm] 4,721 5,662 6,573 4,693 3,387 4,469*
Predkos¢ przemieszczania 0,185+ 0,241 + 0,218 £ 0,217 £ 0,215+ 0,314+
[pm/min] 0,020 0,024 0,027 0,020 0,014 0,019*
CME 0,549 + 0,674 = 0,675 + 0,586 + 0,624 + 0,631 +
0,037 0,032 0,038 0,034 0,020 0,023
Cosinus B 0,078 £ 0,504 + 0,498 + 0,089 + 0,227 £+ 0,364 +
0,058 0,032 0,040 0,056 0,034* 0,030*
Gasmra 0,037 + 0,634 + 0,667 £ -0,003 + 0,218+ 0,400 +
0,105 0,049 0,051 0,092 0,053* 0,057*
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Kontrolne shRNA KCNJ15 siRNA
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Rycina 21. Wplyw zahamowania genu KCNJ15 kodujgcego kanat Kird.2 na reakcje elektrotaktycznqg komdrek Swiss 3T3.
A. Analiza poziomu biatka kanatu Kird.2 w komdrkach kontrolnych i poddanych zahamowaniu ekspresji genu KCNJ15 — wynik analizy
Western Blot. B. Zdjecia komdrek barwionych immunocytochemicznie na obecnos¢ kanatu Kird.2 w komdrkach kontrolnych i poddanych
zahamowaniu genu KCNJ15. Kanat czerwony — kanat Kird.2, kanat niebieski — jgdra komdrkowe. Skala wynosi 50 uM. C. Wykresy kotowe
przedstawiajqgce trajektorie ruchu komaérek kontrolnych i wykazujgcych zahamowanie KCNJ15. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii
umieszczono w poczgtku uktadu wspdtrzednych. Biegun ujemny pola elektrycznego o natezeniu 1 lub 3 Vi/cm w kazdym przypadku znajduje
sie po stronie prawej. Przedstawiono réwniez migracje w warunkach bezprqdowych. Na trajektorie sktadajq sie potozenia sSrodka
geometrycznego komorek wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Na osiach przedstawiono skale
w um. D. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migradji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komdrek w warunkach
bezprgdowych i poddanej dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu, co dotyczy zaréwno komdrek kontrolnych, jak

i wykazujgcych zahamowanie ekspresji genu KCNJ15. Stupki bfedow oznaczajg SEM. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.
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Zahamowanie ekspresji genu KCNJ15 kodujacego kanat Kird.2 wyraznie wplyngto
na kierunkowo$¢ migracji komoérek Swiss 3T3 wpolu o natezeniu 1 V/ecm. Obserwowany
spadek kosinusa kierunkowego y do poziomu 0,218 jest istotny statystycznie i co wazne,
nie towarzyszy mu uposledzenie aktywnos$ci migracyjnej komorek. Mniejszy, ale rdéwniez
istotny statystycznie efekt zniesienia kierunkowos$ci, zaobserwowano w przypadku pola
elektrycznego o nat¢zeniu 3 V/cm.

W przypadku wprowadzania do komorek konstruktow genetycznych majacych wptywacé
na ekspresje okreslonych gendéw nalezy liczy¢ si¢ ztym, ze nawet pomimo przeprowadzenia
selekcji antybiotykami, uzyskuje si¢ populacje heterogenna, w ktorej sa komorki wykazujace r6zna
liczbe wbudowanych w genom powtorzen wprowadzonego konstruktu, lub komorki,
ktére na skutek metylacji okreslonych promotoréw wykazuja roézny stopien obnizenia
wydajnos$ci ekspresji. W celu okreslenia jednorodno$ci prezentowanej przez poszczeg6élne
komorki reakcji, sporzadzono histogramy dla komorek zzahamowaniem KCNJ15, ktore

zestawiono z warunkami kontrolnymi (Ryc. 22).
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Rycina 22. Ocena jednorodnosci reakcji elektrotaktycznej w populacji komérek poddanych hamowaniu ekspresji
KCNJ15.

Wyniki przedstawiono jako czestotliwos¢ wystepowania w populacji komdrek wykazujgcych kosinus kierunkowy y od -1 do 1
w przedziatach wyznaczanych co 0,1. Uwzgledniono sredni kosinus y dla danej komarki na przestrzeni czterogodzinnego
eksperymentu, w ktérym komdrki poddawano dziataniu pola elektrycznego o natezeniu kolejno 1 i 3 V/cm. Rozktad
przedstawiono dla populacji 103 i 85 komérek poddanych hamowaniu ekspresji KCNJ15, odpowiednio w 1 i 3 V//cm. Rozktady
zestawiono z komdrkami kontrolnymi.

Analiza histogramow pozwala stwierdzi¢, ze w populacji wciaz jest obecna liczna
frakcja komorek, ktore reaguja napole elektryczne wyrazng migracja w kierunku katody.
Frakcja ta ujawnia si¢ zwlaszcza w polu elektrycznym o natgezeniu 3 V/cm. W pordéwnaniu z proba
kontrola, wzbogaceniu ulegty frakcje, ktorych kosinus kierunkowy oscyluje w okolicach wartosci
0, badz przyjmuje warto$ci ujemne, oznaczajace migracje w kierunku anody.
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W kolejnym kroku podjeto probe zrdéznicowania populacji na komoérki wykazujace duza
liczbe wbudowanych powtdrzen konstruktu i komorki, ktore takich konstruktow nie posiadaja,
badz maja ich niewiele. Wykonanie takiego eksperymentu bylo mozliwe dzigki obecnosci
w konstrukcie genu reporterowego, kodujacego zielone biatko fluorescencyjne (GFP). Predkos¢
migracji 1 kierunkowos$¢ ruchu, z uwzglednieniem rozgraniczenia na komorki ,,ciemne” (mata

ilos¢ konstruktu) 1 ,,jasne” (duza ilo$¢ konstruktu), pordéwnano na rycinie 23.

Wpltyw zahamowania ekspresji KCNJ15 na elektrotaksje
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Rycina 23. Wpfyw liczebnosci wbudowanego konstruktu prowadzgcego do zahamowania genu KCNJ15 na reakcje
elektrotaktyczng komérek Swiss 3T3.

Wykres obrazujqcy Srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komérek kontrolnych

i wyodrebnionej na podstawie intensywnosci fluorescencji, subpopulacji komdrek wykazujgcych zahamowanie ekspresji genu
KCNJ15, poddanych dziataniu pola elektrycznego o okreslonym natezeniu. Przyjeto zatozenie, Ze jasnos¢ komdrek byta
proporcjonalna do liczby wbudowanych konstruktéw. Stupki btedéw oznaczajq SEM. n — liczbe komdrek dla kazdego warunku
przedstawiono u podstawy stupka. * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Przeprowadzona analiza zakonczyla si¢ jedynie potowicznym sukcesem, gdyz
spodziewana korelacje udalo si¢ zaprezentowa¢ wylacznie w przypadku pola elektrycznego
o natezeniu 1 V/cm. Zgonie zuzyskanymi wynikami mozna przyjaé, ze komorki ,.ciemne”,
ktére maja niewiele wbudowanych powtorzen konstruktu hamujacego KCNIJ15, wykazuja
niepelne zahamowanie ekspresji tego genu, co przeklada si¢ tylko na czeSciowy spadek

kierunkowosci ruchu. W przypadku komorek ,,jasnych” mozna zatozy¢, ze liczba wbudowanych
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konstruktow byla wystarczajagca do pelnego zahamowania ekspresji badanego biatka,
co przetozylo si¢ na zupetny brak kierunkowos$ci ruchu w polu elektrycznym o natezeniu 1 V/em.
W przypadku nat¢zenia pola wynoszacego 3 V/cm jasnos¢ $Swiecenia komorek nie wykazywata
zwiazku ze stopniem zniesienia reakcji kierunkowej.

W zwiazku z wyraznym wplywem poprzednich modyfikacji aktywno$ci badZz regulacji
kanatow Kir na dynamike¢ reakcji elektrotaktycznej, aspekt ten zbadano réwniez w odniesieniu
do komorek wykazujacych zahamowanie ekspresji KCNJ15. Wyniki analizy przedstawiono jako
zmiany kosinusa kierunkowego y na przestrzeni calego eksperymentu, zestawiajac je z kontrola

(Ryc. 24).
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Rycina 24. Wpfyw zahamowania ekspresji genu KCNJ15 kodujqgcego Kir4.2 na kinetyke reakcji elektrotaktycznej
komodrek Swiss 3T3.

A. Dynamika reakgji elektrotaktycznej w polu o natezeniu 1 V//cm przedstawiona przez obrazowanie zmian w czasie kosinusa y dla
kolejnych 15-minutowych przedziatéw czasu. Analiza potozenia centroidu zostata wykonana na seriach poklatkowych wykonanych

z krokiem czasowym 5 min. Wykresy przedstawiajg wartosci srednie dla catej populacji +/- SEM.

B. Dynamika reakcji elektrotaktycznej w polu o natezeniu 3 V/cm. Analiza i przedstawienie wynikéw przeprowadzone jak powyzej.
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Przeprowadzona analiza pozwolita wykaza¢ wyrazny wplyw zahamowania ekspresji
kanatlu Kir4.2 nadynamike reakcji elektrotaktycznej w obu badanych natezeniach pola
elektrycznego. W przypadku natezenia 1 V/em poczatkowo zaobserwowano nawet spadek
do wartos$ci ujemnych. Nastepnie mial miejsce stopniowy wzrost kierunkowosci, ktora jednak
stabilizuje si¢ na poziomie nizszym niz w przypadku kontroli. W przypadku wyzszego nat¢zenia
wynoszacego 3 V/cm obserwowany przyrost kierunkowosci ruchu jest wyraznie opdzniony
w porownaniu z warunkami kontrolnymi, jednak do zréwnania wartosci dochodzi po uptywie
2,5h. Warto zauwazy¢, ze wynik ten wykazuje wyrazng zbiezno$¢ z uzyskanym w przypadku

farmakologicznego zahamowania kanalow Kir przy udziale BaClo.

4.5. WEWNATRZKOMORKOWE SCIEZKI PRZESYLANIA SYGNALU BIORACE
UDZIAL W INDUKCJI KIERUNKOWEJ MIGRACJI FIBROBLASTOW 3T3

W POLU ELEKTRYCZNYM

Otrzymane wyniki wskazuja wyraznie, ze aktywno$¢ kanatow potasowych Kir jest
istotnym czynnikiem w przebiegu reakcji elektrotaktycznej komorek 3T3. Z drugiej strony
wykazano, ze zmiana kierunku ruchu tych komoérek po zmianie kierunku pola elektrycznego,
zwigzana jest z jednej strony z zaprzestaniem tworzenia wypustek 1 indukcjg retrakcji od strony
anody, a z drugiej, indukcja tworzenia nowych wypustek od strony katody. Z tego wzgledu
w kolejnych do$wiadczeniach przeprowadzono analize wewnatrzkomérkowych mechanizméw
prowadzacych do wywotania skurczu komorki od strony anody itworzenia lamellipodium

od strony katody.

4.5.1. WEWNATRZKOMORKOWE MECHANIZMY ODPOWIEDZIALNE ZA GENEROWANIE

SKURCZU OD STRONY ANODY

Analiza kinetyki zmiany kierunku ruchu po odwroceniu biegunéw pola elektrycznego
(rozdziat 4.3) pozwolita na stwierdzenie, ze w pierwszej chwili po zmianie kierunku pola nastgpuje
zahamowanie tworzenia nowych wypustek od strony anody, a nastepnie zaobserwowano pewne
zmiany morfologiczne sugerujace roéwniez rozpoczecie od tej strony komorki aktywnej retrakeji.
Dla potwierdzenia, ze mamy do czynienia ztym procesem, w kolejnych eksperymentach
przesledzono zmiany potozenia punktow adhezji komorki do podioza od strony anody
po zmianie kierunku pola. W tym celu uzyto komoérek 3T3 w ktorych ekspresji ulegato biatko

winkulina-EmGFP.
84



4.5.1.1. DYNAMIKA KONTAKTOW ZOGNISKOWANYCH

Winkulina jest biatkiem $cisle zwigzanym z organizacjg kontaktow komorki z podiozem,
wchodzac w sktad miejsc kontaktowych 1 kontaktow zogniskowanych. Obserwacja dynamiki
przebudowy takich miejsc moze dostarczy¢ cennych informacji na temat interakcji z podtozem
komoérek migrujacych elektrotaktycznie. Podczas obrazowania tego biatka szczegdlny nacisk
potozono na wykorzystanie mikroskopii TIRF, ktora pozwala selektywnie obserwowac czasteczki
zaangazowane w proces adhezji, bez wzbudzania puli biatka zgromadzonej w giebi komorki.
Analizie poddano dynamike zmian rozmieszczenia winkuliny po stronie anody w nastgpstwie
aplikacji pola elektrycznego oraz po zmianie jego kierunku. Stwierdzono, Ze od strony anody
nastepuje degradacja i1aktywne przesuwanie punktéw przyczepu w kierunku ciata komorki,
co potwierdza obserwacje dynamiki zmian morfologicznych, wskazujace, ze dochodzi tutaj
do aktywnego skurczu i retrakcji tej czeSci komorki (Rye. 25, Film 7).

Przeprowadzona analiza ilo$ciowa pozwala stwierdzi¢, ze w warunkach bezpradowych
zdarzenia rozbudowy 1idegradacji kontaktow zogniskowanych nie zachodza w sposob
zlokalizowany, natomiast umieszczenie komodrki w polu elektrycznym prowadzi do separacji
sygnalow i zarysowania wyraznej tendencji do degradacji po stronie anody po uptywie 5 minut
od zadzialania bodzca. W przypadku reakcji na odwrocenie kierunku pola elektrycznego
obserwowana reakcja jest bardziej dynamiczna i wyrazne przesuni¢cie rOwnowagi ma miejsce
w czasie 3-4 minut, co sugeruje, ze obserwowane zmiany mogg wynika¢ z aktywnego skurczu

po stronie ,,nowej anody”.

Rycina 25. (na kolejnej stronie) Dynamika kontaktow zogniskowanych w reakgji elektrotaktycznej komérek Swiss 3T3

A-B. Obrazowanie rozktadu winkuliny sprzegnietej z biatkiem fluorescencyjnym, przy uzyciu mikroskopii TIRF. Sekwencja zdje¢
réznicowych pomiedzy wybranymi punktami czasowymi, dobranymi odpowiednio w celu wykazania wysokiej dynamiki
przebudowy kontaktow zogniskowanych w odpowiedzi na aplikacje pola elektrycznego i zamiane jego biegunow. Czerwone
rejony oznaczajq miejsca, w ktérych doszto do degradacji lub zerwania kontaktéw z podtozem w okreslonym przedziale czasu.
Zielone rejony oznaczajg kontakty rozbudowane lub nowopowstate w okreslonym przedziale czasu.

C. Analiza ilosciowa dynamiki rozmieszczenia winkuliny zlokalizowanej w poblizu podtoza w odpowiedzi na aplikacje pola
elektrycznego o natezeniu 3 V//cm. Przerywana pomarariczowa linia oznacza moment aplikacji pola elektrycznego. Analizie
poddano roznice powstate na przestrzeni kroku czasowego wynoszgcego 1 min, zlokalizowane na obszarze w odlegtosci do 2,5
um od krawedzi skierowanej do okreslonej elektrody. Wartosci dodatnie oznaczajq przyrost sygnatu w badanym rejonie,
natomiast wartosci ujemne oznaczajq jego ubytek.

D. Analogiczna analiza przeprowadzona dla zmiany kierunku migracji w odpowiedzi na zmiane kierunku pola elektrycznego.
Przerywana pomarariczowa linia oznacza zamiane elektrod.

85



m
o
14
[%)

]

-
-
<

Odwrécenie PE

zielone - kontakty nowo

powstate i rozbudowane
- kontakty

zdegradowane

lub przemieszczone

zolte - kontakty, ktére

zachowaty potozenie

Dynamika kontaktow zogniskowanych w odpowiedzi na pole elektryczne
. (-]

% 19 ° ° °
o) o (-] o o
i ° ° )
5 0,5 1 :.0: :0g o° o o ° oo % °° °,
'; ) °® o e © o o o°° ° e .
g o] : 0o® ° og0 © ° .0 o Czag[min]
= 00— L I vot So' ' T T T T o7 ¢ Yo' '.' s T T
= . 160 o .:Z(b 00 0°630° o, ..m. . ﬂ). 0.60 0..0 oM
; '0,5 9 . ° [~ (] °
g A © lewa krawedz komoérki o o ®
N -1 1 o @ prawa krawedz komorki
o 1 °
1,54 0 Vicm : 3 V/cm katoda z prawej strony
D . Dynamika kontaktow zogniskowanych w opowiedzi na zamiane elektrod
(]

< ® o : % o °
£ 0,5 ° ° oo P ° ° ogo o
L ° o © %og0
2 0 oo ®° o % .b'.. 0.° “o.o.o
= ) o o ° )
5 10 2 30 20 500 o 60 o 7 %6
£-051 ® .. " :o. ° ...3 ° ® e o %0 © P e® Czas [min]
3 o ° b e?%pe0 ° ° ® o °

1o o © ° oo ©°° ° ° o %, °
g ° ° ° H ®oe ® o o .
;6‘ -1,5 3 V/cm: o ° ° ® lewa krawedz komorki

-2 katoda z prawej strony :¢ katoda z lewej strony ® prawa krawgdz komorki




4.5.1.2. ROLA MIOZYNY II W REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ KOMOREK SWISS 3T3

Poniewaz jednym z najwazniejszych bialek odpowiedzialnych za generowanie skurczu
w komorkach niemig$niowych jest miozyna II, dla potwierdzenia, ze generowanie skurczu
od strony anody jest istotnym elementem reakcji elektrotaktycznej, w kolejnych doswiadczeniach
zbadano efekt zahamowania aktywno$ci miozyny II na wydajnos$¢ elektrotaksji komorek Swiss
3T3. W tym celu postuzono si¢ drobnoczasteczkowym inhibitorem miozyny II — blebbistatyna
(Ryc. 26, Tab. 14).
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Rycina 26. Wplyw farmakologicznego zahamowania aktywnosci miozyny Il na reakgje elektrotaktycznq komorek Swiss 3T3.
A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komdrek w warunkach kontrolnych i w obecnosci blebbistatyny w stezeniu
10i 50 uM. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqtku uktadu wspdtrzednych. Biegun ujemny pola
elektrycznego o natezeniu 3 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie sktadajq sie pofozenia
srodka geometrycznego komdrek wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Na osiach
przedstawiono skale w um. B. Wykres obrazujgcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej
populacji komdrek poddanej dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm, przy braku lub w obecnosci blebbistatyny. Stupki
bteddw oznaczajq SEM. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.
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Tabela 14. Parametry charakteryzujqgce aktywnosc¢ migracyjng i kierunkowosc ruchu komérek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm przy braku lub w obecnosci blebbistatyny —
inhibitora miozyny II.

Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych

komdrek w poszczegdlnych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy
Sredniej). * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05

Kontrola 3 V/ecm Blebbistatyna 10 pM | Blebbistatyna S0 pM
m=171) (n=30) (n=30)
Predkos¢ migracji
[pm/min] 0,392 + 0,024 0,426 + 0,048 0,287 +£0,031*
Droga calkowita [pm] 94,09 + 5,838 102,232 + 11,441 68,858 £ 7,548*

Przemieszczenie calkowite

[pwm] 68,062 + 5,395 66,046 +£ 9,736 30,210 +4,125%*

Predkos¢ przemieszczania
[pm/min] 0,284 + 0,022 0,275 + 0,041 0,126 £0,017*
CME 0,696 + 0,022 0,601 + 0,045 0,459 +0,038*
Cosinus p 0,483 +£ 0,030 0,297 £ 0,056* 0,184 +0,043*
Cosinus y 0,634 + 0,040 0,296 + 0,094 * 0,239+ 0,107*

Zahamowanie miozyny wyraznie wplywa na kierunkowo$¢ migracji komoérek w polu
elektrycznym, skutkujac jej obnizeniem o ponad potowe. Spadek kierunkowosci postgpuje wraz
ze wzrostem st¢zenia inhibitora, jednak jego wysokie st¢zenie wptywa dodatkowo na aktywno$é
migracyjng i prowadzi do wyraznych zmian morfologii komorek.

Powyzszy wynik sugeruje, ze jednym z kluczowych efektow dziatania pola elektrycznego
jest indukcja skurczu komorki po stronie anody. W komorkach niemig¢$niowych aktywnos¢
miozyny II i jej interakcja z mikrofilamentami aktynowymi podlega $cistej regulacji przez liczne
wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne. Jest to niezbedne, aby reakcja skurczu szkieletu
aktomiozynowego i1 wywolanie retrakcji, byly generowane w doktadnie okreslonym miejscu
i czasie, np. w odpowiedzi na bodzce docierajace z zewnatrz komorki. W literaturze opisano
szczegblowo dwa kluczowe mechanizmy nadrzedne, rzutujgce na aktywnos¢ miozyny II. Pierwszy
z nich opiera si¢ na zmianach poziomu wapnia w cytoplazmie, ktory wigze si¢ z kalmoduling, ktéra
z kolei w tej postaci aktywuje kinaze¢ lekkich tancuchéw miozyny — MLCK. Tak zaktywowany
enzym fosforyluje specyficzne reszty aminokwasowe w czasteczce miozyny, powodujac jej
aktywacj¢ 1 umozliwiajac docelowo interakcje z filamentami aktynowymi [93,121]. Réwnolegle
zpowyzsza Sciezka, w komoérkach funkcjonuje inny aktywator miozyny, kinaza serynowo-
treoninowa ROCK. Biatko to znajduje si¢ pod kontrola przetacznika molekularnego RhoA,
jednego z kluczowych elementdéw sygnalizacyjnych odpowiadajacych za polaryzacje 1 kierunkowa

migracj¢ komorek. Zaktywowana kinaza ROCK fosforyluje zarowno lekkie tancuchy miozyny,
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prowadzac do jej aktywacji, jak 1 wptywa hamujgco na aktywnos$¢ fostatazy MLC — enzymu,
przeciwdzialajagcego aktywacji miozyny II [107,122]. Obie wspomniane $ciezki moga
wykazywac kooperacje w komorkach niemig$niowych, wspolnie prowadzac do wywotania
lokalnego skurczu, ale tez mogg funkcjonowac niezaleznie od siebie. W dalszej czesci pracy
poddano weryfikacji udziat kluczowych elementow obu S$ciezek w kontroli reakcji

elektrotaktycznej fibroblastow Swiss 3T3.

4.5.1.3. ROLA WAPNIA W GENEROWANIU SKURCZU PODCZAS ELEKTROTAKSJI

KOMOREK SWISS 3T3

Poniewaz w literaturze naukowej wielokrotnie wskazywano na zaleznos¢ wydajnos$ci
elektrotaksji od obecnosci zewnatrzkomoérkowych jondéw wapnia, w pierwszej kolejnosci
sprawdzono czy elektrotaksja komoérek 3T3 jest regulowana przez obecno$¢ tych jonow
w §rodowisku. W celu oceny udziatu $ciezki wapniowe] w wywotywaniu retrakcji 1 wydajnej
reakcji elektrotaktycznej zbadano przebieg reakcji elektrotaktycznej w pozywce bezwapniowej,
a takze w obecno$ci wewnatrz i zewngtrzkomorkowych chelatorow jondéw Ca>" (odpowiednio
BAPTA-AM i EGTA). Poddano réwniez hamowaniu kanaly wapniowe bramkowane napigciem
(VGCC) przy uzyciu ich inhibitora — werapamilu w st¢zeniu 50 uM. Ostatecznie, przy uzyciu
inhibitora ML7 (w stezeniu 10 pM) zahamowano aktywnos$¢ kinazy MLCK, czyli gtéwnego
elementu sygnalizacyjnego taczacego naplyw jondow wapnia do cytoplazmy z wywolaniem
skurczu cytoszkieletu aktomiozynowego (Ryc. 27, Tab. 15).

Przeprowadzone eksperymenty nie potwierdzaja udzialu jonéw wapnia w reakcji
elektrotaktycznej badanych komoérek. W zadnym przypadku spadek kierunkowosci ruchu
nie byt istotny statystycznie. Zastosowanie chelatoroéw skutkowato rowniez obnizeniem predkosci
ruchu, co moze do pewnego stopnia utrudnia¢ interpretacje wynikow, jednakze jak pokazano
na powigkszonym fragmencie wykresu kotowego, spadek aktywno$ci migracyjnej nie pociagat
zasobg  zaburzenia  kierunkowo$ci  ruchu.  Dodatkowym  argumentem  narzecz
braku bezposredniego zaangazowania jondw wapnia w reakcji elektrotaktycznej w tym modelu
jest brak wptywu zahamowania kanatow wapniowych przez werapamil na kierunkowa migracje

komorek Swiss 3T3.

89



EGTA BAPTA EGTA + BAPTA
A Kontrola 1 V/icm 3 M 5 uM 3 mM 5 uM
o . y ~ . y
/ \ // 100 \\ // 100 \\ // 100 \\
/ \\ J/' . \\\ / / L I ! \ ,/ / e | \
| / N \ 7
‘&)o -z{o -100 %ﬂ\oo z$o -29\0 100, N : 100 zbo 2(£\O -100 K’\ 100 2/&0
/ \ - / \ 1o ale = / \ /
‘ -100 / / \ © -100 . / \ -100 //
\. PN PN /
=200 . 200 . 22001
s + Inhibitor VGCC N P Inhibitor MLCK
Pozywka bez Ca’ Werapamil 50 uM . g ML7 10 uM

200 . . 200

1 /,/ \\

. 100 / \\
100 ' 2«%0 100 %7\ 400 z;&o

: \\ \> ,
' \ 100 /

| BN e
B Rola jonoéw Ca?* w reakcji elektrotaktycznej .
c
1,0 - * - 0,6 ‘E
] Emkierunkowosé migracii L 05 E
P .. T
= predkos$¢é migracji —
pre gracj L 0,4 =
)
0,2 £
> 01 @
2 Ve
3 T
© o
L o

Kontrola EGTA BAPTA EGTA3mv Pozywka Inhibitor Inhibitor
1Vicm 3mM 5uM BAPTAsm bezCa® VGCC MLCK

Werapamil 50 yM  ML7 10 uM

Rycina 27. Wptyw ingerencji w gospodarke wapniowq na reakcje elektrotaktyczng komérek Swiss 3T3.

A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komdrek w warunkach kontrolnych, w pozywce bezwapniowej,

w obecnosci chelatoréw jonéw Ca?*, werapamilu i inhibitora kinazy MLCK. Poczgtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono
w poczqtku uktadu wspdtrzednych. Biegun ujemny pola elektrycznego o natezeniu 1 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie

po stronie prawej. Na trajektorie sktadajq sie potoZenia srodka geometrycznego komdrek wyznaczone manualnie dla 48 zdjec¢
wykonanych z krokiem czasowym 5 min. Na osiach przedstawiono skale w um.

B. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komdrek poddanej
dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 1 V/cm, w warunkach kontrolnych oraz przy zastosowaniu czynnikdw opisanych
uprzednio. Stupki bfedow oznaczajg SEM. * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.
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Tabela 15. Parametry charakteryzujqgce aktywnosc¢ migracyjng i kierunkowosc ruchu komérek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 1 V/cm. Reaktywnosé komadrek badano w réznych
warunkach wptywajqcych na gospodarke wapniowq: pozywce bezwapniowej, w obecnosci chelatorow oraz
inhibitorow kanatow wapniowych, a takze efektorowej kinazy MLCK.

Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiaty i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych
komdrek w poszczegdinych warunkach. Przedstawiono wartosci srednie dla analizowanej populacji + SEM (bfgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kontols EGTA BAPTA Eg:ﬁf Pozywka | Inhibitor | Inhibitor
1 V/em 3mM 5 uM BAPTAS | PezCar | VGCCs0 | MLCK 10
(m="71) (n =49) @=29) | ‘aoze) | ®=30 |mM@=37)|pM@=25
l;ffdr';‘:slc 0,328 + 0,205 + 0,170 + 0,168 + 0495+ | 0,355+ 0314+
gracj 0,019 0,018* 0,012% 0,021% 0,049% 0,034 0,025
[pm/min]
Droga
calkowita | 75:62% | 49.308% | 40755+ | 40,403+ | 118,892+ | 85314+ | 75382+
] 4,629 4,412 2,760 5,047 11,740 8,108 6,094
Przemieszc
zenie 50,52+ | 34,067+ | 26427+ | 26,783+ | 90,938+ | 50,142+ | 51,389+
calkowite 3,832 4,055% 2,705% 4,717* 10,674* 5,874 6,234
[pm]
Predkosé
przemiesze | 0,211 + 0,142 + 0,110 + 0,112+ 0,379 + 0,209 + 0214+
zania 0,016 0,017* 0,011% 0,020% 0,044* 0,024 0,026
[pm/min]
CME 0,630 + 0,649 + 0,641 + 0,600 + 0,737 + 0,610+ 0,663 +
0,030 0,035 0,046 0,046 0,029%* 0,037 0,047
Cosinus p 0,465 + 0,497 + 0,487 + 0,376 + 0,472 + 0,362 + 0,467 +
0,032 0,044 0,047 0,055 0,061 0,059 0,046
Cosinus 0,599 + 0,464 + 0,516+ 0,413 + 0,469 + 0,461 + 0,550 +
Y 0,043 0,071 0,086 0,087 0,088 0,082 0,082

W celu potwierdzenia powyzszych wynikdéw przeprowadzono obserwacje zmian poziomu
jonéw Ca*" w komorkach poddanych dziataniu pola elektrycznego. Najczesciej postulowany
mechanizm udziatu jonéw wapnia w reakcji elektrotaktycznej polega na indukcji pod wptywem
pola elektrycznego napltywu tych jonow z zewnatrz komorki badz obejmuje lokalny wzrost
wywotany wyplywem z magazyndw wewnatrzkomoérkowych. Obrazowanie przeprowadzono
stosujagc barwnik fluorescencyjny Fluo-4 1 mikroskopi¢ fluorescencyjng szerokiego pola oraz
TIRF. Zwlaszcza druga z metod wykazuje wysoka czutos¢ w zastosowaniu do powyzszych
pomiarow, pozwalajac na selektywne obserwacje zmian poziomu jonow wapnia w ptaszczyznie
bliskiej podtozu, w sposdb wolny od artefaktow wynikajacych ze zmian morfologii komorki.
Dziatanie metody potwierdzono przez zastosowanie jonomycyny - jonoforu zwigkszajacego
swobode przenikania jonow wapnia przez bton¢ komdrkowa. Zarejestrowane serie zdje¢ poddano

analizie iloSciowej poprzez pomiary $redniej intensywnosci fluorescencji (Ryc. 28).
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Rycina 28. Zmiany poziomu jonéw Ca?** w cytoplazmie komadrek Swiss 3T3 poddanych dziataniu
pola elektrycznego.

Komoarki wybarwione wskaznikiem poziomu jondw wapnia Fluo4-AM poddano sekwencji zdarzenr polegajqcej na aplikacji pola
elektrycznego o natezeniu 3 V//cm, odwrdcenia jego kierunku i wytqczenia. Nastepnie do pozywki zaaplikowano jonofor
utfatwiajqgcy naptyw zewngqtrzkomdrkowych jonéw wapnia na teren cytoplazmy (jonomycyne 10 uM), co stanowifo pozytywng
probe kontrolng dla stosowanej metody. Fluorescencje komdrek rejestrowano przy uzyciu mikroskopii epifluorescencyjnej (A)
oraz TIRF (B). Wykresy przedstawiajg wzgledne zmiany poziomu fluorescencji komérek w czasie (ktére sq proporcjonalne

do zmian poziomu jonéw wapnia w badanych komdrkach). Linie przedstawiajg wartosci dla dwdch niezaleznych komdrek.
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Wykazano, ze pole elektryczne o fizjologicznym nat¢zeniu nie powoduje naptywu jonéw
wapnia do badanych komorek, ani wzrostu stgzenia wapnia kosztem magazynéw
wewnatrzkomorkowych, w sposob przektadajacy si¢ na mierzalny wzrost ich stezenie w skali calej
komorki. Zarowno aplikacja pola, jak 1 pdzniejsza zmiana jego polaryzacji nie powodowata zmian
poziomu wapnia przewyzszajacych spontaniczne wahania. Dopiero zastosowanie jako kontroli
pozytywnej jonoforu (jonomycyny) skutkowato istotnym wzrostem fluorescencji stosowanego
barwnika. Analogiczne wyniki uzyskano przy pomocy obu wykorzystanych metod obrazowania.

W celu zbadania czy naptyw jonéw w reakcji elektrotaktycznej nie wystepuje wylacznie
lokalnie po stronie anodalnej, czyli tam, gdzie moglby bezposrednio generowac skurcz
cytoszkieletu aktomiozynowego, poddano obserwacji wlasnie ten rejon. Dopuszczajac
ewentualno$¢, ze zachodzace zmiany moglyby by¢ bardzo subtelne i krotkotrwate, obraz
rejestrowano przy duzym powigkszeniu z gestym krokiem czasowym. Narycinie 29
przedstawiono zdjecia kluczowego obszaru, wraz ze szczegdtowa analizg ilosciowg. Rowniez
w tym ukltadzie nie zaobserwowano wzrostu stezenia wapnia Ww cytoplazmie komorki
w odpowiedzi na zastosowane pole elektryczne. Widoczny btysk wystgpil spontanicznie
1 poprzedzat aplikacj¢ pola. Rozktad fluorescencji na przedstawionym profilu nie ulegt zmianie
co mozna rozumie¢ jako brak kierunkowego naptywu jonéw wapnia od strony btony komorkowe;.

Kolejnym argumentem wskazujacym, ze indukcja skurczu komorki od strony anody
nie jest zwigzana z sygnalizacja wapniowa s3 wyniki do$§wiadczen z zastosowaniem inhibitora
kinazy MLCK, zaleznego od wapnia enzymu aktywujacego miozyne II. Zastosowanie
inhibitora ML7 nie spowodowalo istotnego statystycznie obnizenia reakcji kierunkowej
komorek 3T3 w polu elektrycznym (Ryec. 29).

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze pod wplywem pola elektrycznego
nie nastgpuje wzrost st¢zenia jondw wapnia w czg¢sci komoérki skierowanej do anody, a wiec
w tej czesci w ktorej obserwowano aktywng retrakcje. W powigzaniu z obserwacja, ze obnizenie
stezenia jonéw wapniowych zarowno wewnatrz, jak 1 zewnatrzkomorkowych, zahamowanie
kanatéw wapniowych oraz zahamowanie kinazy MLCK nie wptywaja na reakcje elektrotaktyczna
komorek 3T3, pozwala to na stwierdzenie, ze sygnalizacja wapniowa w tym modelu nie jest

istotnym elementem wydajnej elektrotaks;ji.
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Zmiany poziomu jonéw Ca2* w rejonie anodalnym
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Rycina 29. Obrazowanie lokalnych zmian poziomu jonéw wapnia po stronie anodalnej w odpowiedzi
na umieszczenie komorki w polu elektrycznym.

A. Obraz komérki rejestrowano z krokiem wynoszgcym 1 s, przy uzyciu mikroskopu Leica DMI6000B, wyposazonego w obiektyw
o powiekszeniu 100x. Komdrka wczesniej zostata zatadowana barwnikiem Fluo4-AM. Przeprowadzono szczegétowq analize
ilosciowg zmian poziomu fluorescencji w rejonie zlokalizowanym po stronie anody, bezposrednio przed i po aplikacji pola
elektrycznego o natezeniu 3 V/cm.

B. W okresie 10 sekund bezposrednio sgsiadujgcych z momentem aplikacji pola elektrycznego wykonano serie profili rozktadu
fluorescencji skrajnego rejonu skierowanego do anody. Czerwona przerywana linia oznacza miejsce, w ktérym wykonywano
pomiar. Wyniki pomiaru kaZzdorazowo zamieszczono pod zdjeciami.
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4.5.1.4. UDZIAL KINAZY ROCK W REAKCJI ELEKTROTAKTYCZNEJ
Jak omoéwiono powyzej, skurcz zudzialem miozyny Il jest w komoérce regulowany
alternatywnie przez kinaz¢ ROCK, zalezng od aktywnosci biatka RhoA — matej GTPazy z rodziny

Rho. W kolejnym etapie zweryfikowano wplyw zahamowania poszczegélnych elementoéw

powyzszej $ciezki na kierunkowos¢ ruchu badanych komoérek (Ryc. 30 A, Tab. 16).

A Rola mechanizméw skurczowych B°’35
1,0 - w reakciji elektrotaktycznej - 0,5 = -~ Wplyw zahamowania ROCK
- . (o2 2| [T, | nareakcje elektrotaktyczna
2 S kierunkowoséé migracji ] :§' % !
o6 —predkosé migracji [ gf 1| 5o @ Inhibitor ROCK 10 pM
g Lo EIl S B Kontrola 3 Viem
g * © 015
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g 2 0,10
3 &~ l: ),
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Kontrola Inhibitor Inhibitor Inhibitor
3vicm RhoA RhoA ROCK
30puM  30pM-Ca® 10 pM

Rycina 30. Wptyw farmakologicznego zahamowania aktywnosci elementéw sygnalizacyjnych sciezki Rho/ROCK
na reakcje elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3.
A. Wykres obrazujqcy Srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego vy, dla catej populacji komdrek poddanej
dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V//cm, przy braku lub w obecnosci badanych inhibitoréw. Stupki btedéw oznaczajg
SEM. * - jstotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.
B. Rozktad kierunkowosci ruchu w polu elektrycznym komdrek poddanych zahamowaniu kinazy ROCK. Wyniki przedstawiono
jako czestotliwos¢ wystepowania w populacji komdrek wykazujgcych kosinus kierunkowy y od -1 do 1 w przedziatach
wyznaczanych co 0,1. Uwzgledniono sredni kosinus y dla danej komdrki na przestrzeni czterogodzinnego eksperymentu,

w ktérym komdrki poddawano dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm. Rozktad przedstawiono dla populacji 50
komdrek poddanych hamowaniu aktywnosci ROCK. Rozktady zestawiono z komdrkami kontrolnymi.

Tabela 16. Parametry charakteryzujgce aktywnos¢ migracyjngq i kierunkowosc ruchu komorek Swiss 3T3
poddanych dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm przy braku lub w obecnosci inhibitoréw sciezki
Rho/ROCK i pozywki bezwapniowe;j.
Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiafy i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych
komdrek w poszczegdlnych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (btgd standardowy
Sredniej). * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kontrola Inhibitor RhoA I;‘:)"s;tq"fr l;:‘:kA Inhibitor ROCK
3Viem(m=71) | 30 pM (n=30) Ca* (a=34) 10 pM (n = 50)
Predkosc migracji 0,392 + 0,024 0,191 = 0,017* 0,429 + 0,043 0,384 + 0,030
[pm/min]
Droga catkowita [um] 94,09 + 5,838 45913 £4,183% | 102,947 +10236 | 92,135+7.286

Przemieszczenie calkowite

e 68,062+5,395 | 32,140+£4221% | 85457+9.868 | 58446+ 6,373

Predkos¢ przemieszezania |, 1o, . ) 0,134+ 0,018* 0,356 = 0,041 0,244 % 0,027
[pm/min]

CME 0,696 + 0,022 0,660 £ 0,040 0,772 £ 0,038 0,611 £ 0,030%

Cosinus j 0,483 £ 0,030 0,467 + 0,038 0,555 + 0,049 0,368 + 0,047*

Cosinus y 0,634 + 0,040 0,569 + 0,070 0,557 + 0,067 0,334 +0,071%
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Wykres A narycinie 30 wyraznie pokazuje, ze najwigkszy wplyw na kierunkowos$¢
migracji komérek w polu elektrycznym wywiera zahamowanie kinazy ROCK. Histogram rozktadu
kosinusow kierunkowych y (Ryc. 30 B) sugeruje zréoznicowany wplyw zastosowanego inhibitora
na komorki w populacji, jednak znaczne zniesienie kierunkowos$ci ruchu czesci z nich, a co za tym
idzie pojawienie si¢ znacznej frakcji komorek migrujacych w losowych kierunkach, przektada sig
na istotny spadek wartosci $rednich dla catej populacji. Zaskakujacg obserwacja byto stwierdzenie,
ze w badanym uktadzie kinaza ROCK nie funkcjonuje pod kontrolg biatka RhoA. Zahamowanie
biatka RhoA w komoérkach Swiss 3T3 nie powodowato istotnego statystycznie zmniejszenia
elektrotaksji. Ponadto nie stwierdzono wzrostu aktywno$ci tego biatka w komorkach
stymulowanych polem elektrycznym, zarowno w skali catej komorki (Ryc. 31 A), jak i lokalnie
po stronie anody, gdzie mogtoby odpowiada¢ za retrakcj¢ w tym rejonie (Ryc. 31 B, C). Brak
spadku kierunkowosci w pozywce bezwapniowej z dodatkowo zahamowanym biatkiem RhoA
(Ryc. 30 A) sugeruje zaangazowanie w reakcj¢ elektrotaktyczng alternatywnych $ciezek
sygnalowych prowadzacych do skurczu miozyny II, najprawdopodobniej obejmujacych aktywacje
kinazy ROCK.

Rycina 31.(na kolejnej stronie) Wptyw pola elektrycznego na zmiany aktywnosci biatka RhoA

A - pomiar aktywnosci biatka RhoA w cytoplazmie komdrek kontrolnych i poddanych 5-minutowej stymulacji polem elektrycznym
o natezeniu 3 V/cm. Pomiaru aktywnosci w lizacie dokonano biochemiczng metodq G-lisa. Stupki przedstawiajq wartos¢ srednig
z dwdch powtdrzen +/- SD. * - istotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

B — Komdérki Swiss 3T3 wykazujgce ekspresje biosensora RhoA-FLARE.sc obrazowano z wykorzystaniem techniki FRET.
Wykorzystano w tym celu mikroskop Leica DMI6000B wyposaZzony w szybkie kota filtrowe. Przedstawiono obraz ratiometryczny
komorki (stosunek FRET/donor), ktéry poddano lokalnej analizie ilosciowej: B - w obrebie catej powierzchni obszaru
zlokalizowanego po stronie anody, C — dokonujqc pomiaru profilu wzdtuz czerwonej przerywanej linii. Pomiaru dokonywano

w okresie bezposrednio sgsiadujgcym z momentem zaaplikowania pola elektrycznego o natezeniu 3 V./cm.
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4.5.2. UDZIAL. MECHANIZMOW TWORZENIA PROTRUZJI PO STRONIE KATODY W REAKCJI

ELEKTROTAKTYCZNEJ KOMOREK SwWISS 3T3

Analiza kinetyki

reakcji

elektrotaktycznej oparta o pomiary zmian powierzchni

poszczegdlnych rejonow komorki, atakze obrazowanie dynamiki cytoszkieletu aktynowego,

wskazuje na duze znaczenie procesOw prowadzacych do wytworzenia wypustek migracyjnych

po stronie eksponowanej do katody. Rozbudowa takich struktur w kierunku ujemne;j elektrody

rozpoczyna si¢ po uplywie minuty od zaaplikowania pola elektrycznego lub zamiany jego

biegunéw. W kolejnym etapie zweryfikowano udziat wybranych komponentéw sygnalizacyjnych

nadzorujacych proces ukierunkowanej polimeryzacji aktyny na przodzie migrujacej komorki (Ryc.

32, Tab. 17, Film 8). W centrum uwagi znalazly si¢ m.in. mate biatka G z rodziny Rho, takie jak

Racl i1Cdc42, kluczowe dla powstawania lamellipodiow i filopodiow. Zbadano réwniez rolg

formin 1 kompleksu Arp2/3, efektorowych biatek towarzyszacych aktynie. Zweryfikowano takze

role kinazy lipidowej PI3K, ktéra odpowiada za zlokalizowane tworzenie blonowego PIP3, co ma

miejsce na krawedzi wiodacej komoérek migrujacych kierunkowo.

Tabela 17. Parametry charakteryzujqgce aktywnosc¢ migracyjng i kierunkowosc ruchu komérek Swiss 3T3

poddanych dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm przy braku lub w obecnosci inhibitoréw biatek
zaangazowanych w proces tworzenia protruzji, takich jak Rac1, Cdc42, Arp2/3, forminy i PI3K.

Poszczegdlne parametry scharakteryzowano w rozdziale Materiafy i Metody (podrozdziat 3.2.4). n — liczba analizowanych
komdrek w poszczegdinych warunkach. Przedstawiono wartosci Srednie dla analizowanej populacji + SEM (bfgd standardowy

Sredniej). * - istotnosc statystyczna przy p < 0,05.

Kontrola Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor
3 V/iem Racl S0 pM | Cdc42 50 Arp2/3100 | formin 10 | PI3K 50 pM

(n=170) m=30) |pM@=30)| pM@=40) | p]M @ =50)| (@=50)

Predkos¢ migracji 0,392 + 0,236 £ 0,479 £ 0,222 + 0,294 + 0,249 +
[pm/min] 0,024 0,020* 0,040 0,021* 0,018* 0,015*

0 e [ ] 94,09 + 56,717 + 114,952 + 53,226 + 70,636 + 59,851 +
g H 5,838 4,798%* 9,686 5,011* 4,386* 3,712%

Przemieszczenie 68,062 + 33,801 + 79,035 + 38,809 + 51,834 + 38,951 +
calkowite [pm] 5,395 4,677* 7,188 4,418%* 3,417* 3,691*
Predkos$é przemieszczania 0,284 + 0,141 + 0,329 + 0,162 + 0,216 £ 0,162 +
[pm/min] 0,022 0,019* 0,030 0,018* 0,014* 0,015%

CME 0,696 + 0,558 £ 0,689 + 0,693 + 0,740 + 0,628 +
0,022 0,045* 0,036 0,037 0,023 0,034

Cosinus p 0,483 + 0,308 + 0,513 + 0,547 + 0,582 + 0,454 +
1 0,030 0,054%* 0,038 0,046 0,033* 0,032

Cosinus 0,634 + 0,313 + 0,638 + 0,673 + 0,682 + 0,464 +

v 0,040 0,095* 0,059 0,067 0,048 0,057*
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Inhibitor Rac1 Inhibitor Cdc42
A Kontrola 3 Vicm NSC23766 50 uM ZCL278 50 uM

Inhibitor Arp 2/3 Inhibitor domeny FH2 formin Inhibitor PI3K
CK-666 100 uM SMIFH2 10 M LY294002 50 pM
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Rycina 32. (podpis na kolejnej stronie)




Rycina 32. Wptyw farmakologicznego zahamowania aktywnosci elementow sygnalizacyjnych zaangazowanych
w tworzenie protruzji na reakcje elektrotaktycznqg komérek Swiss 3T3.

A. Wykresy kotowe przedstawiajqce trajektorie ruchu komérek w warunkach kontrolnych i w obecnosci inhibitoréw, takich biatek
jak Racl, Cdc42, Arp2/3, formin i PI3K. Poczqtkowe punkty wszystkich trajektorii umieszczono w poczqtku uktadu wspdtrzednych.
Biegun ujemny pola elektrycznego o natezeniu 3 V/cm w kazdym przypadku znajduje sie po stronie prawej. Na trajektorie
sktadajq sie potozenia srodka geometrycznego komdrek wyznaczone manualnie dla 48 zdje¢ wykonanych z krokiem czasowym 5
min. Na osiach przedstawiono skale w um.

B. Wykres obrazujqcy srednie wartosci predkosci migracji i kosinusa kierunkowego y, dla catej populacji komérek poddanej
dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3 V//cm, przy braku lub w obecnosci badanych inhibitoréw. Stupki btedéw oznaczajg
SEM. * - jstotnos¢ statystyczna przy p < 0,05.

Kierunkowa migracja komorek Swiss 3T3 wpolu elektrycznym jest w duzej mierze
uwarunkowana aktywacja biatka Racl, o czym moze $wiadczy¢ spadek kierunkowos$ci o potowe
pojego farmakologicznym zahamowaniu. Warto odnotowa¢ rowniez istotny spadek
kierunkowosci na skutek zahamowania aktywno$ci kinazy PI3K, ktérej zaangazowanie w reakcje
elektrotaktyczng roznych typéw komorek byto wielokrotnie dokumentowane. Aktywacja obu tych
biatek czesto nastgpuje wspolnie w poblizu krawedzi wiodacej, w odpowiedzi na sygnaty
docierajace z zewnatrz komorki, prowadzac do polimeryzacji aktyny w obrgbie powstajacego
lamellipodium. Jednakze, interesujaca obserwacja jest stwierdzenie braku wptywu na wydajnos¢

elektrotaksji, istotnych dla regulacji proceséw polimeryzacji aktyny biatek Arp 2/3 1 formin.
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5. DYSKUSJA

Zjawisko elektrotaksji komorek tkankowych jest nieodlacznym elementem przebiegu
licznych procesow fizjologicznych i patologicznych, obejmujacych ukierunkowang migracje
komoérek. Wykazano, ze naturalnie wystgpujace pola elektryczne stanowiag istotny bodziec
naprowadzajacy komorki zaangazowane w gojenie ran, rozwdj zarodkowy (zwlaszcza obejmujacy
rozwdj ukladu nerwowego) czy tez tworzenie przerzutdow nowotworowych. Pomimo prowadzenia
wieloletnich badan nad tym zagadnieniem, wcigz nie jest znany nadrzedny mechanizm
odpowiadajacy za detekcje pola elektrycznego o fizjologicznym natezeniu i1 przekladanie tego
bodzca na wywolanie aktywnej migracji w okreslonym kierunku. Sytuacje komplikuje dodatkowo
wystepowanie komorek migrujacych w  kierunku bieguna ujemnego, jak 1 dodatniego.
Zréznicowana reaktywnos$¢ jest obserwowana wsrod komoérek o podobnym pochodzeniu.
Co wigcej, dotychczasowe badania dostarczyly licznych, czesto wzajemnie si¢ wykluczajacych
wynikow dotyczacych potencjalnych mechanizméw odpowiedzi na state pola elektryczne. Wérod
najczesciej postulowanych mechanizméw wyr6ézni¢ mozna mechanizm oparty o gromadzenie
w sposob spolaryzowany bialek btonowych, zwykle o charakterze receptorow dla czynnikoéw
wzrostowych i chemoatraktantow, po jednej stronie migrujacej komorki. Inne proponowane
mechanizmy obejmuja zaangazowanie ukierunkowanego naptywu jonéw do komorki lub ich
uwalniania z przedziatow wewnatrzkomérkowych, na skutek otwierania okreslonych kanatow
jonowych badZ wplywu pola na sit¢ elektromotoryczng wybranych jondw. Wsrod nich najczesciej
postuluje si¢ udzial jonéw wapnia, ktore w wielu przypadkach sg kluczowe dla nadzorowania
kierunkowej migracji komoérek. Ze wzgledu na charakter postulowanych zmian, poszczegdlne
mechanizmy powinny skutkowa¢ odmienng dynamika obserwowanego procesu elektrotaksji.

W toku niniejszej pracy scharakteryzowano szczegotowo reakcje¢ elektrotaktyczng mysich
fibroblastow Swiss 3T3, analizujac zaréwno ich wrazliwo$¢ na pola elektryczne o réznym
nat¢zeniu, jak 1 dynamike¢ reakcji oraz potencjalne mechanizmy lezace u jej podtoza.
W zwigzku ze stwierdzong duzg dynamika obserwowanego procesu, zweryfikowano
szczegblnie udzial mechanizmu uwzgledniajgcego zaangazowanie jondéw  potasowych,
a konkretnie rol¢ dokomoérkowych prostowniczych kanatow potasowych Kir. Ostatecznie zbadano
udziat wybranych $ciezek sygnalizacyjnych odpowiadajacych za kontrolg proceséw retrakcji
1 tworzenia wypustek migracyjnych, gdyz jak wykazano, oba te zjawiska sg kluczowe dla

elektrotaksji fibroblastow Swiss 3T3.
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Kluczowym etapem badan nad mechanizmami lezagcymi u podstaw zjawiska elektrotaksji
jest doktadne poznanie reaktywnosci na pole elektryczne analizowanych komorek. Szczegolnie
istotne jest, aby w badaniach tego typu stosowac¢ komorki, ktore odpowiadaja kierunkowg migracja
na pole elektryczne o fizjologicznym nat¢zeniu. Badania reaktywnos$ci fibroblastow Swiss 3T3
pozwolity wykazaé, ze istotny statystycznie przyrost kosinusow kierunkowych ma miejsce juz
w polu o natezeniu 0,5 V/cm. Wzrost cosy do poziomu 0,356 + 0,081 oznacza, ze w badanej
populacji przynajmniej cze$¢ komorek wyczuwa kierunek pola elektrycznego irozpoczyna
migracj¢ do katody. Analiza histogramow 1 wykresow kotowych pokazuje, ze w populacji
zwigksza si¢ wyraznie frakcja komorek o wysokim, dodatnim kosinusie kierunkowym, jednakze
wcigz liczne sa komorki migrujace w sposob nieukierunkowany. Reakcja elektrotaktyczna ulega
znacznemu nasileniu na skutek zwigkszenia natezenia pola elektrycznego do wartosci 1 V/em,
co objawia si¢ niemal dwukrotnym wzrostem cos y i znacznym ujednoliceniem reakcji w obrebie
populacji. W tym natg¢Zzeniu pola nie obserwowano prawie zadnych komorek migrujacych
do anody. Dalszy wzrost nat¢zenia pola elektrycznego do poziomu 2-3 V/cm prowadzi do bardzo
jednorodnej reakcji komoérek Swiss 3T3 1 wyraznej elektrotaksji w kierunku elektrody ujemne;.
Delikatny spadek kierunkowosci po dalszym przyro$cie nat¢zenia pola moze oznaczaé, ze w skali
czterogodzinnego eksperymentu takie natezenie pola elektrycznego zaczyna wywiera¢ negatywny
efekt na badane komorki.

Od momentu odkrycia zjawiska elektrotaksji zweryfikowano reaktywnos$¢ na pole
elektryczne szerokiej puli komorek tkankowych 1 organizmow nizszych. Prowadzone badania
roznity si¢ w duzej mierze metodyka, stosowanymi typami komor elektrotaktycznych badz czasem
trwania eksperymentdéw, jednakze w pewnym zakresie publikowane wyniki mozna odnosi¢
do przedstawionych tu rezultatow. Wykorzystane w badaniach komoérki Swiss 3T3 wykazuja
nizszy prog reaktywnosci na pole elektryczne od blisko spokrewnionych z nimi komoérek NIH/3T3,
ktére nie reagowaty kierunkowo w polu o natezeniu 0,6 V/cm, natomiast reakcja pojawiata si¢
w odpowiedzi na pole o natezeniu 1 V/cm. Optymalng elektrotaksje komorki NIH/3T3
wykazywaly przy polach z zakresu 4-6 V/cm [42,123]. Wydaje si¢, ze fibroblasty Swiss 3T3
charakteryzuja si¢ przesuni¢ciem zakresu, w ktorym ich reakcja przebiega optymalnie, gdyz
w przypadku 4 V/cm zanotowano juz niewielki spadek wartosci kosinusow kierunkowych. Nieco
odmienng charakterystyke reakcji elektrotaktycznej zaprezentowano dla mysich embrionalnych

fibroblastow C3H/10T1/2, ktére w odpowiedzi na pole o wysokim natgzeniu reagowaty wyrazna
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zmiang morfologii, lecz mniej wyrazng translokacja w kierunku katody. W polach rzgdu 1 V/cm
nie wykazywatly oznak reakcji elektrotaktycznej w czasie 2h od stymulacji [40,41]. Nieco nizsza
od badanych komorek Swiss 3T3 wrazliwo$¢ na pole elektryczne prezentowaty w pozywce bez
surowicy embrionalne fibroblasty przepidrki, reagujac na pole elektryczne o natezeniu 1-1,5 V/em
migracja w kierunku katody, podczas gdy zamiana medium hodowlanego na pozywke z surowica
skutkowata obnizeniem progu reaktywnosci do 0,1 V/cm [124,125]. Kierunkowg migracje w polu
elektrycznym o tak niskim natezeniu wykazywaty tez komorki grzebienia nerwowego Zzaby
szponiastej [45].

Minimalny prog reakcji na poziomie 1,5 do 2 V/cm notowano w przypadku
zaangazowanych w angiogenez¢ komoérek HMEC-1 1 HUVEC, a takze reagujacych migracja
do anody fibroblastow tetnicy plucnej — BPAF [126]. Niezwykle ciekawe wnioski mozna
wyciagna¢ z eksperymentéw na komodrkach HT1080, ktore po umieszczeniu w tréjwymiarowe;
sieci kolagenowej zaczely reagowac¢ na pole o nate¢zeniu 0,1 V/em, zbyt stabe, aby powodowato
ich migracj¢ w warunkach dwuwymiarowych. Pozwala to przypuszcza¢, ze w warunkach in vivo,
gdzie komorki przyjmuja naturalng dla siebie morfologig, reaktywno$¢ na pole elektryczne moze
by¢ jeszcze wyzsza. By¢ moze w wielu z powyzszych przypadkéw przedstawione wartosci
rowniez s3 znacznie zawyzone, gdyz nalezy mie¢ nauwadze, ze prowadzone eksperymenty
obejmowaty czas od 30 min do maksymalnie kilku godzin. Mozna przypuszczaé, ze w dluzszej
skali czasowe] poszczegbélne typy komodrek réwniez odpowiadalyby tendencja do migracji
kierunkowej w odpowiedzi na pola o znacznie nizszym natezeniu. Nalezy mie¢ nauwadze,
ze w procesach fizjologicznych takie pola sg utrzymywane na stalym poziomie dlugotrwale, nawet
przez okres kilku dni, jak np. w procesie gojenia ran, az do pelnego zasklepienia przerwanych
warstw tkanki. Natezenie takich pdl elektrycznych waha si¢ wedlug roéznych zrodet od 0,4
do 2 V/ecm [127-130]. Oznacza to, ze badane w pracy fibroblasty Swiss 3T3 odpowiadaja wyrazna
elektrotaksja na pola mieszczace si¢ w zakresie fizjologicznym, podczas gdy w literaturze
pojawiaja si¢ przyktady zardwno mniej, jak ibardziej wrazliwych komorek, a w niektorych
pracach doswiadczenia prowadzono w warunkach daleko odbiegajacych od tych
obserwowanych in vivo.

Dodatkowo w toku przeprowadzonych badan wykazano, ze pole elektryczne o natezeniu
2 V/em 1 wyzszym skutkuje wzrostem predko$ci migracji fibroblastow Swiss 3T3. Zjawisko

to bylo typowe réwniez dla fibroblastow NIH/3T3, embrionalnych fibroblastow przepiorki oraz
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kroliczych osteoklastow [123,125,131], ale tez nie stanowi reguly, gdyz w przypadku stromalnych
fibroblastow rogowki, wzrostu predkosci migracji nie notowano w szerokim zakresie stosowanych
nat¢zen pola [132]. Zagadnienie wptywu pola elektrycznego na aktywno$¢ migracyjng jest
bardzo obszerne, jednak nie stanowilo zasadniczego elementu niniejszej pracy inie bedzie
tu szczegdlowo dyskutowane.

Reakcji elektrotaktycznej badanych komoérek Swiss 3T3 towarzyszyly zmiany morfologii
1 orientacji wzgledem linii pola elektrycznego. Analiza tych parametrow po 4 h ekspozycji na pole
wykazala, ze o ile w przypadku orientacji, zjawisko postepuje proporcjonalnie do zastosowanego
natg¢zenia pola elektrycznego, to zmiany wydluzenia komorek sa mniej oczywiste. Reakcji na pola
o natgzeniu 0,5-1 V/em towarzyszy spadek wydiuzenia, a wyrazny wzrost tego parametru ma
miejsce dopiero przy natezeniu 3-4 V/cm. W wigkszo$ci dotychczasowych badan opisywanych
w literaturze oba procesy postepowaty rownolegle, aczkolwiek nie zawsze w najnizszych polach
powodujacych reakcje kierunkowa. Przyktadowo, embrionalne fibroblasty przepiorki ustawiaty sie
prostopadle po 90 min w polu o natezeniu 1,5 V/cm, ale wyrazne wydluzenie miato miejsce
dopiero w polu o natezeniu 4 V/ecm i1 wyzszym. W polu o bardziej fizjologicznym nat¢zeniu
(1,5 V/em) morfologia i sposob migracji byt bardziej typowy dla fibroblastow (lamellipodium
skierowane w kierunku ruchu idluga 0§ rownolegta do kierunku) [125]. Komérki grzebienia
nerwowego zaby szponiastej rozpoczynaty proces elongacji i prostopadtej orientacji wzgledem
linii pola w krétkim czasie od jego aplikacji, aczkolwiek w przypadku czgsci komorek takie
ustawienie byto przej§ciowe 1 wraz z poczatkiem migracji w kierunku katody, tracity takie cechy
morfologii [45]. Znaczna elongacja 1 prostopadte ustawienie bylo typowe w wysokich natgzeniach
dla stromalnych fibroblastow rogowki [133], mysich fibroblastow C3H/10T1/2 [40], zarodkowych
komorek nablonkowych zaby szponiastej [134], czy tez komorek migsniowych tego plaza,
w przypadku ktorych takie zjawisko wykazano po raz pierwszy [135]. Tendencje do przyjmowania
takiej morfologii 1 orientacji w polu elektrycznym tlumaczono dazeniem komorek
do minimalizowania negatywnego wplywu pola na potencjat blonowy na skutek zmniejszenia
roéznicy potencjalow pomiegdzy jej skrajnymi koficami. Teorii tej przeczy zachowanie komorek
jajnika chomika chinskiego CHO 1 A549 — linii komo6rek nowotworowych ptuc, ktore ustawiajg sie
rownolegle do linii aplikowanego pola elektrycznego [136]. Zastanawia¢ moga réwniez wyniki
badan nad migracjg mysich fibroblastow NIH/3T3, ktore po umieszczeniu w waskich kanalikach

uniemozliwiajacych ustawianie prostopadte wzgledem linii pola, prezentuja duzo
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wydajniejszg migracj¢ w kierunku katody [11]. Wydaje si¢, ze w warunkach in vivo,
gdzie komorki sg znacznie ograniczone strukturg tkanki i eksponowane na pola elektryczne
nie przekraczajace 3 V/cm, omOwiony aspekt nie ma duzego wptywu na reakcj¢ elektrotaktyczna
komorek, ale wymaga poznania i charakterystyki, gdyz moze rzutowa¢ na wyniki badan
prowadzonych in vitro i ich interpretacjg.

W odpowiedzi na pole elektryczne o fizjologicznym natezeniu, liczne komorki tkankowe
inizsze organizmy jednokomorkowe odpowiadaja szeregiem reakcji opartych o kierunkowa
translokacje¢ badz zmiany morfologiczne. Dynamika wspomnianych proceséw jest bardzo
zréznicowana, co w duzej mierze wynika zrdznic ruchliwo$ci komorek bedacych obiektami
badan, ale moze tez $wiadczy¢ o mechanizmie lezacym u podstaw obserwowanej reakcji.
Opisywany czas potrzebny do wywotania reakcji kierunkowej wynosit w skrajnych przypadkach
ponad godzing, jak w przypadku fibroblastow skornych [44], a niekiedy oscylowal w granicach
od kilku do kilkudziesieciu minut [131,132,134]. W przypadku badanych komoérek Swiss 3T3
analiza zmian kosinusa kierunkowego w czasie pozwolila wykazaé, ze nabieranie kierunkowosci
rozpoczyna si¢ w czasie pierwszych 5 min od zadziatania pola elektrycznego, a wartosci
maksymalne osigga po ok. 20 minutach. Dodatkowo zbadano reakcj¢ na zamiang elektrod i w tym
przypadku reakcja byla réwnie dynamiczna, gdyz po 15 minutach komorki juz wyraznie
przemieszczaty si¢ w kierunku przeciwnym. Nieco mniejsza dynamike zmian kierunkowosci
w czasie obserwowano w przypadku fibroblastow ludzkich izolowanych z jamy nosowej [137].
Bardziej dynamiczne zmiany rejestrowano z kolei w przypadku szybko migrujacych komorek
nowotworowych WC256, zwlaszcza w sublinii stabo-adherentnej, migrujacej przez
wytwarzanie pecherzykowatych wypustek [91], atakze w badaniach nad komdrkami
raka prostaty MAT-LyLu [49].

Wykazywanie stosunkowo dlugiego czasu potrzebnego do wywotania reakcji
elektrotaktycznej czesto jest efektem stosowania metodyki pomiaru, opartej na analizie zmian
potozenia geometrycznego srodka komorki, co nie pozwala na precyzyjny opis dynamicznych
zmian zachodzacych na skraju komorki. Zastosowanie metod opartych o pomiary zmian
powierzchni pozwolito wykazaé, ze reakcja fibroblastow Swiss 3T3 na pole elektryczne moze by¢
juz rejestrowana w czasie krotszym niz 1-2 minuty. Zwickszenie aktywno$ci na krawedzi
lamellipodium eksponowanego do katody jest juz widoczne na obrazach rdéznicowych

w pierwszych chwilach od aplikacji pola o nat¢zeniu 3 V/cm, co znajduje swoje odzwierciedlenie
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w wynikach analizy ilo$ciowej zmian powierzchni w tym rejonie. Porownywalng dynamike
pierwotne] reakcji prezentowano w przypadku komoérek NIH/3T3, ktére juz w czasie 2-3 min
odpowiadaty na aplikacj¢ pola o natezeniu 4 V/cm tworzeniem wypustek migracyjnych
w kierunku bieguna ujemnego [42]. Przyrost kierunkowosci tych samych komorek w czasie
pierwszych 5 min wykazano powtornie w nowszej publikacji (jednak aplikujac stosunkowo silne
pole o natezeniu 5,5 V/cm) [11]. Mozna przypuszczaé, ze w przypadku przeprowadzenia
szczegotowe] analizy dynamiki reakcji w oparciu o analiz¢ obrysow komorek, wspomniane
przedzialy uleglyby dalszemu skréceniu, do warto$ci obserwowanych w niniejszej pracy,
co pokazuje, ze nawet stosunkowo wolno migrujagce komorki, takie jak fibroblasty 3T3 sg w stanie
odpowiada¢ na aplikowane pole elektryczne w bardzo krotkim czasie. Nie jest to jednak cecha
wspolng wszystkich mysich fibroblastow, gdyz w przypadku komorek C3H/10T1/2 w pierwszej
kolejnosci obserwowano zmiany morfologiczne w odpowiedzi na pole o wysokim natgzeniu,
podczas gdy przy wartosciach fizjologicznych reakcja byta znacznie wolniejsza. Takze stromalne
fibroblasty rogowki odpowiadaja polaryzacja dopiero po 20 min (w tym przypadku anodalng)
a translokacja po uptywie kolejnych 30 minut [132]. Niezwykle duza dynamike reakcji
elektrotaktycznej prezentowano z kolei w przypadku szybko migrujacych organizmow nizszych,
takich jak chociazby Amoeba proteus. W tym przypadku pierwotna reakcja na pole elektryczne
byta rejestrowana po stronie anody juz w czasie 10 s od aplikacji pola elektrycznego [75].
Przeprowadzona analiza nawrotu w odpowiedzi na zamian¢ biegunow pola elektrycznego
pozwolita zaobserwowac jeszcze wigcksza dynamike reakcji. Analiza ilosciowa wskazuje
na indukcje tworzenia wypustek w kierunku ,,nowej katody” juz po uptywie pierwszej minuty
od zamiany elektrod, a niedtugo po tym obserwowano zjawisko retrakcji po stronie przeciwnej.
Takie zjawisko uwrazliwienia bylo obserwowane w przesztosci 1 zwrécili na nie uwage miedzy
innymi autorzy pracy na komoérkach grzebienia nerwowego zaby szponiastej [45], embrionalnych
fibroblastach przepiorki [125], jak i w przypadku wspomnianych uprzednio badan dotyczacych
ameby [75]. Przeciwne obserwacje dotyczyty z kolei osteoblastow szczurzych, ktére na zamiang
elektrod reagowaty wolniej niz na pierwotng aplikacje pola elektrycznego [131]. Metoda analizy
polegajaca na manualnym wykonywaniu obryséw komoérek w kolejnych punktach czasowych
pozwolita nam wykaza¢ na innym modelu komérkowym, ze komorki adherentnej frakcji mysiego

szpiku kostnego reaguja na zamian¢ biegunow pola elektrycznego w czasie krotszym niz 1 min
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[92]. Skrajnie szybkie reakcje wykazano z kolei w przypadku Amoeby proteus, ktéra wyczuwa
zamiane elektrod juz w czasie 1 s, reagujac skurczem po stronie ,,nowej anody” [75].

W zwiagzku z wykazaniem, ze aplikacja pola elektrycznego indukuje dynamiczny proces
tworzenia wypustek migracyjnych po stronie katody, przeprowadzono obrazowanie cytoszkieletu
aktynowego w tym procesie, aby oceni¢ jego udziat w odpowiedzi elektrotaktycznej. Co ciekawe,
w przesztosci wykazywano, ze mysie embrionalne fibroblasty sa w stanie wytwarza¢ wypustki
skierowane do katody nawet w sposob niezalezny od dynamiki cytoszkieletu aktynowego [138].
Inni autorzy prezentowali zanik aktynowych widkien naprezeniowych w embrionalnych
fibroblastach myszy C3H/10T1/2, pouptywie 30 min od zadzialania pola o natgzeniu
10 V/cm, co zostalo pdzniej potwierdzone [40,41]. Brak zaniku tych wtokien lecz ich orientowanie
prostopadle do linii pola prezentowano kilkukrotnie w réznorodnych komorkach [29,133,134,139].
Cytoszkielet aktynowy osteoblastow i komorek hMSC (ang. human mesenchymal stem cells)
w czasie 60 min od aplikacji pola elektrycznego ulega natomiast czg¢sciowej degradacii,
szczegolnie po stronie anody [140].

Przeprowadzone obrazowanie pozwala potwierdzi¢, ze wypustki powstajace po stronie
katody posiadaja duza zawarto$¢ F-aktyny, a dynamika jej gromadzenia w tym obszarze jest
rownie wysoka, jak obserwowana dynamika rozwoju krawedzi wiodacej badanych komorek.
W komoérkach Swiss 3T3 nie przybywa wiokien napr¢zeniowych, co pozwala zachowaé ich
stosunkowo duzg ruchliwo$¢, pomimo postgpujacej elongacji. Na skutek zamiany elektrod
1 zmiany kierunku pola, w czasie 2 minut dochodzi do bardzo dynamicznego przeniesienia
procesow polimeryzacji wtokien aktynowych na stron¢ ,nowej katody”. Przeprowadzenie
obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii TIRF pozwala stwierdzi¢ rownie duza aktywnos$¢
polimeryzacji w obszarze przylegajacym do podioza na skraju katodalnym. Niestety prowadzone
dotychczas przez inne grupy badania cytoszkieletu aktynowego w czasie reakcji elektrotaktycznej
ograniczaly si¢ jedynie do obserwacji jego struktury w okreslonym, pojedynczym punkcie
czasowym, stad trudno poréwnac zaobserwowang dynamike¢ z danymi literaturowymi.

Na przestrzeni lat, szereg zespolow badajacych elektrotaksje traktowat problematyke
dynamiki tego procesu pobieznie badz intencjonalnie nie pochylano si¢ nad bardzo duza
szybkos$cia zachodzacego procesu. W szczegdlnosci dotyczy to grup, ktore przyczyny elektrotaksji
upatrujg w lateralnym przemieszczaniu biatek btonowych, najczesciej o aktywnosci receptorowe;,

ktore lokalizujac si¢ po stronie okreslonej elektrody, mialtyby indukowa¢ ruch w tym kierunku.
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Wynika to z faktu, ze wspomniane zjawisko wymagatoby stosunkowo duzo czasu od zadzialania
bodzca do wywolania reakcji. Wedlug réznych zrodel, czas ten oscylowalby od 2 h
do przynajmniej kilkunastu minut [40,57-59,61,141]. W skrajnych przypadkach obserwowano
istotng redystrybucje receptorow blonowych, np. dla czynnika wzrostu EGF, po ok. 10 min
od zadziatania pola elektrycznego [142]. Oznacza to, Ze teoria opierajaca si¢ na redystrybucji
biatek btonowych w zaden sposdéb nie jest w stanie tlumaczy¢é wystgpowania odpowiedzi
elektrotaktycznej zachodzacej w czasie od kilku do kilkudziesigciu sekund, jak w przypadku
Amoeba proteus [75], anawet 1-2 minut, jak wykazano w niniejszej pracy. W zwigzku
z powyzszym faktem, szczegdlny nacisk w dalszej czesci pracy potozono na weryfikacje udziatu
wybranych mechanizmow jonowych, ktore bylyby w stanie ttumaczy¢ tak duza dynamike procesu.

W ostatnim czasie zaprezentowano bardzo obiecujace wyniki dotyczace zaangazowania
w reakcje elektrotaktyczng dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych (Kir) [66].
Kanaty te podlegajag hamowaniu przy udziale jonow Ba?" w stezeniach mikromolarnych. W toku
przeprowadzonych badan wykazano, ze zastosowanie BaCl, w stezeniu 500 uM niemal zupetnie
znosi kierunkowo$¢ ruchu komoérek Swiss 3T3 w polu o nat¢zeniu 1 V/cm, oraz w sposob istotny
statystycznie hamuje rowniez reakcje¢ elektrotaktyczng w polu o natgzeniu 3 V/em.
We wspomniane] pracy Nakajimy i1 wsp., analogiczne podejscie doprowadzito do zupelnego
zniesienia kierunkowego ruchu komorek hTCEpi (linii unie$miertelnionych komorek
nablonkowych rogéwki) do katody. Warto jednak zwroci¢ uwage na istotng réznice w metodyce
prowadzonych badan, szczegolnie w aspekcie czasu trwania eksperymentu. W wykorzystanym
tu uktadzie ruch komoérek kazdorazowo rejestrowano przez 4h, podczas gdy w cytowanej pracy
rejestracje poklatkowa ruchu komorek konczono po uptywie 30 min. W niniejszej pracy
zaobserwowano istotne zmiany kosinusa kierunkowego w czasie eksperymentu, gdyz w czasie
pierwszej godziny kierunkowos$¢ ruchu byla znikoma, niezaleznie od stosowanego nate¢zenia pola
elektrycznego, podczas gdy w miar¢ uptywu czasu wyzsze z zastosowanych natezen pola (3 V/cm)
prowadzito do stopniowego wzrostu kierunkowosci, az do wartosci zblizonych do kontroli bez
inhibitora. W nizszym natezeniu pola (1 V/cm) przedstawiony parametr utrzymywat si¢
na relatywnie staltym, niskim poziomie w obecnosci BaClx w stezeniu 500 uM, podczas gdy nizsze
ze stezen (100 uM) nie bylo wystarczajace do zniesienia kierunkowosci ruchu. Obserwowany
wzrost kierunkowo$ci ruchu moze sugerowal wystgpienie z czasem mechanizméw

kompensacyjnych, ktore pozwalaja komérkom wyczuwac aplikowane pole elektryczne, pomimo
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zahamowania dzialania kanatow Kir. Uzyskane wyniki sugeruja jednak, ze dokomodrkowe
prostownicze  kanaty potasowe (Kir) mogag by¢ =zaangazowane w  pierwotng
reakcje elektrotaktyczng.

Réwnolegle do wpltywu na kierunkowo$¢ ruchu, aplikacja BaCl, powodowata niewielki
spadek predkosci migracji komorek Swiss 3T3. Spadek ten byt proporcjonalny do stosowanego
stezenia soli baru. Wyniki te sg spdjne z literaturg, gdyz spadek aktywnosci migracyjnej
obserwowano réwniez w przypadku wspomnianych komoérek hTCEpi [66], oraz co istotniejsze,
w przypadku mysich embrionalnych fibroblastow [86]. W tym ostatnim przypadku spadek
aktywnos$ci migracyjnej obserwowano juz w duzo nizszym stezeniu BaCly (5-32 uM). Zjawisko
to przypisywano zahamowaniu aktywnosci kanalow Kir. Postulowano wystgpowanie
kompleksowych interakcji integryny o9 z N'-acetyltransferaza sperminy/spermidyny (SSAT)
na krawedzi wiodacej migrujacych komorek, gdzie miatoby dochodzi¢ do lokalnego
unieczynnienia tych poliamin (SPM i SPD) i umozliwia¢ wyptyw jonéw K* przez kanaty Kir4.2,
zlokalizowane w tym obszarze. Taka interakcja mialaby by¢ kluczowa dla wysokiej persystencji
ruchu komorek MEF. W niniejszej pracy obecno$¢ wyzszych stezen BaCl, réwniez wplywata
na obnizenie persystencji ruchu komoérek Swiss 3T3 w polu elektrycznym, co przejawia si¢
spadkiem wspotczynnika CME.

Aktywno$¢ dokomoérkowych prostowniczych kanatow potasowych (Kir) jest uzalezniona
od obecnosci endogennych poliamin (szczeg6lnie sperminy i spermidyny), ktore wystepujac
w mikromolarnych stezeniach wchodzg w interakcj¢ z ujemnie natadowanymi grupami
aminokwasow zlokalizowanymi w $wietle kanatu, zapobiegajac wyptywowi jondéw K*
z komorki [82]. W przeprowadzonych badaniach poddano ocenie wplyw zmian poziomu
wewnatrzkomorkowych poliamin (SPM 1 SPD) na reakcj¢ elektrotaktyczna. Wykazano,
ze obnizenie ich poziomu przez stymulacje rozktadu przy udziale enzymu SSAT znosi niemal
catkowicie kierunkowos$¢ ruchu, niezaleznie od zastosowanego natg¢zenia pola elektrycznego.
Podobna manipulacja zaburzyla katodalng elektrotaksj¢ komoérek hTCEpi [66]. Przeciwny,
aczkolwiek subtelniejszy efekt wywotato dostarczenie prekursora SPM i SPD — putrescyny,
co objawito si¢ konsekwentnym wzrostem kierunkowos$ci ruchu badanych komorek w kazdym
z badanych natezen pola elektrycznego (od 0,5 do 3 V/cm). Badania kinetyki reakcji
elektrotaktycznej pozwolity rowniez wykaza¢ nieco szybsze nabieranie kierunkowos$ci ruchu

po uprzednim podniesieniu poziomu wewnatrzkomorkowych poliamin 1 przeciwstawny efekt
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stymulacji ich rozktadu. W przytaczanej wczesniej publikacji [66] wzrost kierunkowosci ruchu
po preinkubacji z putrescyng notowano zaréwno w komoérkach U251 migrujacych katodalnie,
jak 1 migrujacych do anody komorkach HaCaT. Dodatkowo wykazano w tych komorkach
(jak 1 w komorkach hTCEpi) tendencje do polarnego rozktadu dodatnie natadowanych poliamin
po stronie katodalnej na skutek stymulacji polem elektrycznym [66]. Wyniki te wspdlnie sugeruja,
ze nie tylko funkcjonalno$¢ kanatéw Kir jest istotna dla kontrolowania reakcji elektrotaktycznej
komorek, ale tez warunkowanie odpowiedniego kierunku przeplywu jondw potasowych i by¢
moze zrdznicowanie tej aktywnosci w obrebie komorki. Fakt, ze kierunkowo$¢ ruchu w polu
elektrycznym zostala bardziej zaburzona po ingerencji w poziom wewnatrzkomorkowych
poliamin, niz w przypadku zahamowania aktywnos$ci samych kanalow Kir solami baru, mozna
tlumaczy¢ ich potencjalnym zaangazowaniem w inne szlaki sygnalizacyjne zwigzane
z aktywnoscia migracyjng komorek. Wykazano przyktadowo, ze gospodarka poliamin w komorce
moze w dtuzszej perspektywie wptywaé na poziom wapnia w komorce i ekspresj¢ wybranych
bialek zwigzanych z architektura cytoszkieletu aktomiozynowego, adhezja komorek do podtoza
oraz aktywnoscig matych biatek G z rodziny Rho [143].

Charakterystyczna funkcjonalnos¢ kanatéw Kir moze rdwniez podlegaé regulacji przez
wewnatrzkomorkowe jony magnezu [79]. Wprowadzenie do pozywki duzego stezenia tych jonow
(10 mM) spowodowato wyrazne zniesienie elektrotaksji komoérek Swiss 3T3 w polu o natgzeniu
1 V/cm 1 ostabienie reakcji przy wyzszym natezeniu. Wykazano, ze taki wzrost stezenia jonow
Mg?* przektada si¢ na podniesienie ich stezenia wewnatrz komorek, stad uzyskany wynik mozna
interpretowa¢ w kontek$cie regulacji kanatow Kir. Wplyw inkubacji komorek w pozywkach
z podniesionym stezeniem jonow magnezowych na stezenie tych jonoéw wewnatrz komorki byt
wykazywany rowniez przez innych badaczy [144,145]. Pomimo, ze jony magnezu charakteryzuja
si¢ duzo mniejszym potencjalem w regulacji badanych kanaldéw, ich stezenie wielokrotnie
przewyzsza stezenie poliamin. Mozna zakladaé, ze taka ingerencja zaburza spolaryzowang
aktywacje kanatow Kir, spowodowang wpltywem pola narozkltad poliamin w komodrkach,
co postulowano jako potencjalny mechanizm lezacy u podstaw elektrotaksji [146]. Wplyw jonow
magnezowych na elektrotaksje byt juz opisywany wczesniej, ale nigdy nie mialo to na celu
weryfikacji zaangazowania kanaléw Kir, a raczej ingerencj¢ w postulowany mechanizm
wapniowy. Dodanie do pozywki jonow Mg>" znosito zupelnie kierunkowg reakcje na pole

komorek grzebienia nerwowego przepiorki [46], natomiast w polaczeniu z usunigciem jonoéw
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wapnia wptywato na elektrotaksje makrofagéw otrzewnowych [48] i komorek Amoeba proteus
[75], jednak trudno o interpretacj¢ tych wynikow w oderwaniu od mechanizmu wapniowego,
o ktorym bedzie mowa w dalszej cz¢sci dyskusji.

Zaangazowanie kanalu Kir4.2 kodowanego przez gen KCNJ15 w kontrole aktywnosci
ruchowej mysich embrionalnych fibroblastow, a takze udziat tego konkretnego biatka w reakcje
elektrotaktyczng innych komorek, sktonit do zweryfikowania jego roli w elektrotaksji komorek
Swiss 3T3. W tym celu uzyskano komoérki o obnizonym poziomie ekspresji kanatu Kir4.2,
wykorzystujac zakupiony konstrukt kodujacy siRNA dla genu KCNIJ15, ktéry wprowadzono
do komorek metoda transdukcji. Tak uzyskang stabilng lini¢ poddano badaniu aktywnosci
elektrotaktycznej w polach elektrycznych o nat¢zeniu 113 V/em. W skali catej populacji uzyskano
spadek kierunkowo$ci ruchu o ponad 60% w 1 V/em 1 znacznie nizszy przy wyzszym z badanych
nat¢zen pola elektrycznego. Analiza z rozgraniczeniem na komoérki wykazujace wysoka i niska
liczbe wbudowanych kopii konstruktu kodujacego siRNA dla KCNJ15 pozwolita wykazac,
ze komorki z wyraznym zahamowaniem ekspresji tego genu niemal zupelnie nie reaguja
kierunkowa migracja na pole elektryczne o natezeniu 1 V/em. W wyzszym natezeniu pola nie
zaobserwowano podobnej zalezno$ci. Badania dynamiki reakcji elektrotaktycznej pozwalaja
jednak stwierdzi¢, ze zahamowanie ekspresji tego kanalu wywiera wptyw na pierwotng reakcje,
w krotkim czasie od zadziatania pola elektrycznego, takze o natgzeniu 3 V/em. Uzyskane wyniki
sg zbiezne z przedstawionymi dla migrujacych w kierunku katody komoérek hTCEpi 1 w kierunku
anody HaCaT i MDA-MB-231, uwzgledniajac istotne réznice w prowadzonych badaniach, w tym
przede wszystkim krotszy czas eksperymentow [66]. Nie mozna bowiem wykluczy¢, ze
po wydtuzeniu czasu trwania eksperymentu, badane tam komorki réwniez wykazywalyby przyrost
kierunkowosci ruchu. Wydaje si¢, ze wykazany mechanizm jest kluczowy dla pierwotnej reakcji
komorek na pole elektryczne o fizjologicznym natezeniu. Nie mozna wykluczy¢, ze w miare
uplywu czasu, w wyniku aplikowanego pola elektrycznego aktywowane sa rowniez alternatywne
mechanizmy detekcji pola elektrycznego, odpowiedzialne za reakcje dlugotrwala, jak np.
postulowany mechanizm receptorowy. Nie mozna rdéwniez zagwarantowal, ze pozostale
dokomorkowe prostownicze kanaty potasowe Kir nie kompensujg czgsciowo braku aktywnosci lub
obecnosci kanatu Kird.2. W interpretacji uzyskanych wynikoéw nie pomaga brak doniesien
literaturowych  dotyczacych zaangazowania dokomorkowych prostowniczych kanatow

potasowych w zjawiska kierunkowej migracji.
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Poza wspomniang praca [66], w ostatnim czasie wykazano, ze inny przedstawiciel
tej grupy kanatow — Kir 2.1 moze by¢ zaangazowany w chemotaksje szczurzych komorek
mikrogleju. Na skutek aplikacji BaClz, jak 1 w obecnosci specyficznego inhibitora tego
kanatu, spadata istotnie transmigracja tych komorek w kierunku chemoatraktanta. Ingerencja
ta nie byta jednak oboje¢tna dla spontanicznej transmigracji, co moze wskazywaé na obnizenie
aktywno$ci migracyjnej komorek mikrogleju [147]. Przeciwstawne wyniki uzyskano w przypadku
komorek glejaka, u ktorych zastosowanie BaCly oraz zahamowanie ekspresji kanatu Kir 4.1
zwickszalo  zdolno$¢ transmigracji przez komory Boydena, wskazujac na wzrost
potencjatu inwazyjnego [148].

W zwigzku z wykazaniem, Ze po stronie anodalnej reagujacych na pole elektryczne
komoérek Swiss 3T3 dochodzi do stosunkowo dynamicznego procesu cofania krawedzi,
przeprowadzono obrazowanie miejsc kontaktowych komorki w trakcie pierwotnej reakcji na pole
elektryczne oraz po zamianie jego biegundow, aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy zjawisko to ma
miejsce na skutek wystapienia aktywnego skurczu. Eksperyment pozwolit wykaza¢ duza dynamike
kontaktéw z podtozem komorki reagujacej elektrotaktycznie i szybki spadek poziomu winkuliny
po stronie anodalnej oraz wyrazne przesuwanie kontaktow w kierunku ciala komorki.
Obrazowanie pozwolito wykaza¢ duzg liczbg kontaktow z podtozem na krawedzi wiodacej
i spadek ich zawarto$ci po stronie anodalnej. Podobne gromadzenie kontaktow zogniskowanych
obserwowano w przypadku stromalnych fibroblastow rogoéwki, migrujacych w kierunku anody
[133] oraz szczurzych osteoblastow Calvarial migrujacych do katody i ludzkich komorek
kostniakomigsaka SaOS-2, poruszajacych si¢ w przeciwnym kierunku [120,149]. Brak polaryzacji
rozktadu kontaktéow z podtozem, wykazanej przez obrazowanie winkuliny, byt z kolei typowy
dla ludzkich komorek mezenchymalnych pochodzacych ze szpiku kostnego (hBM-MSCs).
W tym ostatnim przypadku obserwowano z kolei tendencje¢ do spadku liczby kontaktow,
kosztem wzrostu ich wielkosci [150]. W zadnym z uktadéw nie prowadzono jednak obrazowania
zmian rozktadu winkuliny w sposob dynamiczny, co utrudnia poréwnanie uzyskanych wynikow
z danymi literaturowymi.

W celu oceny czy pole elektryczne powoduje wystgpienie sit trakcyjnych w krotkim czasie
od zadziatania, stosowano w przesztosci odmienne podejscie. Przeprowadzone dotychczas proby
zobrazowania tego procesu dostarczyly wiele przeciwstawnych wynikow. Badania sit

wywieranych przez reagujace elektrotaktycznie embrionalne fibroblasty  kurczaka
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z wykorzystaniem btonek silikonowych nie dostarczyty dowodow, ze stymulacja polem powoduje
bezposrednio skurcz komorek, zaréwno prostopadle, jak irownolegle do gradientu napigcia.
Obserwowano stopniowe ostabienie naprgzenia w osi rownoleglej do kierunku pola, ktéremu
towarzyszyt wzrost retrakcji lamelki zlokalizowanej wzdtuz tej osi, najprawdopodobniej w wyniku
ostabienia kontaktow z podtozem. W dalszym etapie komorki orientowaly si¢ prostopadle do linii
pola, zwigkszajac kurczliwo$¢ w tej osi. Wlaczeniu pola nie towarzyszyla zadna nagla zmiana
napr¢zen wywieranych na podtoze [139]. Przeprowadzone nowszymi metodami badania sit
trakcyjnych w elektrotaksji pierwotnych bydlecych osteoblastéw 1 ludzkich komorek
kostniakomigsaka wykazatly, ze w czasie krotszym niz 30 s (w skrajnych przypadkach nawet 10 s)
od aplikacji pola elektrycznego, pojawiajg si¢ sity trakcyjne po stronie obu elektrod. Stabsze sity
trakcyjne notowane na krawedziach zorientowanych prostopadle wzgledem linii pola moga
tlumaczy¢ tendencje badanych komorek do elongacji i prostopadtej orientacji na skutek stymulacji
polem elektrycznym. W badaniach aplikowano stosunkowo wysokie natezenia pola elektrycznego,
rzedu kilku do kilkunastu V/em [151].

W celu wywotania kierunkowej migracji komorek w polu elektrycznym, sygnat odebrany
na poziomie btony komodrkowej musi zosta¢ przetworzony przez roéznorodne kaskady
sygnalizacyjne i1 przekazany docelowo do cytoszkieletu komorki, co prowadzi do jego rearanzacji
1 pocigga za sobg zmiany morfologiczne i translokacj¢ komorki w kierunku okreslonego bieguna
pola elektrycznego. W zwigzku ze stwierdzeniem istotnosci mechanizméw skurczowych
w obserwowanej reakcji elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3, zbadano zaangazowanie
kluczowego biatka odpowiadajacego za skurcz szkieletu aktomiozynowego — miozyny Il
Wykazano, ze farmakologiczne zahamowanie tego bialka istotnie obniza kierunkowosé
ruchu badanych komorek w sposob zalezny od stezenia. W nizszym ze stosowanych st¢zen
nie wystepuje istotny spadek predkosci migracji, podczas gdy kosinus kierunkowy ulega
obnizeniu o ponad 50%.

Na przestrzeni ostatnich lat, udzial miozyny I w determinowaniu reakcji elektrotaktycznej
komorek réznego typu byt kilkukrotnie weryfikowany. Znaczne obnizenie kierunkowosci ruchu
obserwowano w przypadku pierwotnych fibroblastow myszy, jednakze przy jednoczesnym silnym
zahamowaniu migracji, co istotnie utrudnia interpretacj¢ wynikéw. Analogiczne wyniki
zaprezentowano w przypadku komorek raka prostaty PC3 [64]. Zaangazowanie miozyny Il

potwierdzono w przypadku reakcji kierunkowej na pole elektryczne komorek stabo adherentnej
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sublinii mig¢sakoraka Walkera WC256, gdzie preinkubacja z blebbistatyng obnizata istotnie
kierunkowos$¢ ruchu. W przypadku sublinii adherentnej, ktorej komorki migrujag mezenchymalnie,
taka zalezno$¢ nie zostata zaobserwowana [91]. Ten sam inhibitor byl réwniez obojetny dla
elektrotaksji katodalnej rybich keratocytow [57], podczas gdy aktywno$¢ miozyny II okazata si¢
kluczowa dla przeciwstawnej elektrotaksji fragmentéw pochodzacych z tych komorek [152].
Niezwykle ciekawe wyniki uzyskano w przypadku komorek inicjujacych guzy mozgu (BTICs,
ang. brain tumour initiating cells), ktore w warunkach 2D migruja anodalnie w sposob niezalezny
od miozyny II, natomiast ich migracja w warunkach 3D, po umieszczeniu w zelu z kolagenu
i kwasu hialuronianowego, odbywa si¢ w kierunku przeciwnym tj. do katody, w sposob
zalezny od miozyny II [153].

Powyzsze wyniki sugeruja, ze aktywacja miozyny Il i najprawdopodobniej mechanizm
generowania przez nig skurczu, moga by¢ istotne zaréwno dla komoérek migrujacych w kierunku
anody, jak i katody, a takze prezentujacych réznorodne strategie migracji, witaczajac to uktady
trojwymiarowe. W $wietle uzyskanych w niniejszej pracy wynikow, najistotniejsze wydaje si¢ by¢
zaangazowanie w elektrotaksje mysich pierwotnych fibroblastow, z uwagi na ich bliskie
pokrewienstwo z wykorzystanymi tu fibroblastami Swiss 3T3.

Aktywacja miozyny II w migrujacych komorkach tkankowych moze przebiega¢ pod
kontrola dwdch zasadniczych $ciezek sygnalizacyjnych, zaleznej od wapnia i kinazy lekkich
tancuchow miozyny (MLCK), lub zaleznej od biatka RhoA 1 kinazy ROCK. W niniejszej pracy
zweryfikowano udziat obu tych mechanizméow. W przypadku wapnia, zbadano przebieg reakcji
elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3 w pozywce bezwapniowej, w obecnosci zwigzkow
kompleksujacych jony wapnia na zewnatrz i wewnatrz komoérek, po unieczynnieniu kanalow
wapniowych zaleznych od napigcia, a takze przy zahamowaniu gléwnego mechanizmu
efektorowego Sciezki wapniowej — kinazy MLCK. Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢ brak
wplywu jonéw wapnia i1 efektoréw przez nie kontrolowanych, na kierunkowo$¢ migracji
komorek Swiss 3T3, w odpowiedzi na pole elektryczne o fizjologicznym natgzeniu.
Zastosowanie zwiazkow chelatujacych jony wapnia spowodowato obnizenie aktywnosci
migracyjnej, podczas gdy zastosowanie pozywki wolnej od jonéw wapnia zwiekszyto predkosé
migracji. Niezaleznie od tego, w Zadnym przypadku nie doszto do istotnego statystycznie spadku

kosinusa kierunkowego .

114



Na tle literatury dotyczacej elektrotaksji, wynik ten znajduje si¢ w mniejszosci,
gdyz w przypadku licznych typéw komorek wykazywano zalezno$¢ reakcji elektrotaktycznej
od jonéw Ca?". Sytuacja ta miata miejsce przyktadowo w przypadku mysich makrofagow
otrzewnowych, ktore w obecnosci EGTA (5 mM) i jonéw Mg?* (2,5 mM) zaprzestawaty tworzenia
wypustek migracyjnych w kierunku anody. Podobne zniesienie obserwowano po zadziataniu
jonami La3*, ktore sg inhibitorem naptywu jonéw Ca?* do komoérki. W obu przypadkach zalezno$¢
obserwowano w niefizjologicznym polu 7,8 V/cm [48]. Obecnos¢ jondw La®* i Co** w stezeniach
milimolowych blokowata rowniez migracje reagujacych w kierunku katody keratocytow rybich
[70]. Podobnie na migracj¢ tych komorek wplywat werapamil (50 uM) i nitrendipina (50 pM),
bedace inhibitorami kanalow wapniowych. Komorki te byly z kolei niewrazliwe na wyrazne
zmiany st¢zen zewnatrzkomoérkowych jonow Na', K™ i Cl, przekladajace si¢ na zaburzenie
potencjatu btonowego, co podwazalo teze¢ o zaangazowaniu w reakcje kanalow zaleznych
od napiecia [71]. Wyniki uzyskiwane w odniesieniu do rybich keratocytoéw nie sg jednoznaczne,
gdyz wnowszej pracy wykazano brak wpltywu wychwytu jonéw Ca?" przez BAPTA-AM,
jak 1 brak wrazliwo$ci na zahamowanie kanatow wapniowych, przy udziale werapamilu [57].

W jednej zpierwszych prac tego typu przeprowadzonej na fibroblastach C3H/10T1/2
wykazano, ze zarOwno usunigcie z pozywki jondéw wapnia, jak 1 blokowanie jego naptywu
do komorki jonami lantanu, obnizalo reakcje komorek polegajaca na wzroscie elongacji
1 prostopadtej orientacji wzgledem linii pola elektrycznego, podczas gdy stopniowe zwiekszanie
stezenia jono6w wapnia do 10 mM zwigkszalo jej nasilenie. W tym przypadku reakcje
charakteryzowano aplikujac pole o wysokim natgezeniu 10 V/em. Kolejne badania na tych
komorkach pozwolity wykaza¢, ze mechanizm wapniowy warunkowal réwniez przebudowe
cytoszkieletu aktynowego w odpowiedzi na pole elektryczne [41,67]. W polu o nat¢zeniu
fizjologicznym (1 V/cm) obserwowano wapniowo-zalezng reakcje galwanotropiczng komorek
nerwowych, ktora byla znoszona w obecnosci La’" i Co?" [154]. Dalsze badania potwierdzity,
ze galwanotropizm neurondw kolczystych zarodka zaby szponiastej, jest zalezny zaro6wno
od wapnia naplywajacego do komorki przez kanaty zalezne od napigcia, jak i od uwalniania
go z kompartmentéw wewnatrzkomoérkowych [155]. Rowniez elektrotaksja komorek grzebienia
nerwowego przepiorki w kierunku katody ulega zaburzeniu w przypadku dodania do pozywki
jonow Gd** (100 pM) lub Mg?* (10 mM). Dodatkowe usunigcie jondw wapnia przy uzyciu EGTA

(2 mM) w tym uktadzie powoduje delikatne odwrocenie kierunku ruchu do anody [46].
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Zaangazowanie wapnia w reakcje elektrotaktyczng potwierdzono réwniez w przypadku
sublinii staboadherentnych komoérek WC256, gdzie zarowno wprowadzenie do komoérek zwigzku
chelatujacego BAPTA-AM, jak i farmakologiczne zahamowanie aktywnos$ci kinazy MLCK
(przy udziale inhibitora ML7), obnizato istotnie kierunkowo$¢ ruchu, co nie miato miejsca
w komorkach tej linii tworzacych lamellipodia. Wyniki te sugerowaly, Zze przynajmniej w tym
uktadzie kontrola mechanizmow skurczowych jest wazna dla elektrotaksji komorek
prezentujacych strategie migracji oparta na tworzeniu pe¢cherzykowatych wypustek, podczas
gdy odgrywa mniejsza role w przypadku migracji blisko spokrewnionych komorek prezentujacych
inng strategi¢ migracyjna [91].

Wsrod prac dotyczacych zjawiska elektrotaksji, w ktorych podjeto si¢ badania
udziatu mechanizmu wapniowego, istnieja jednak prace wskazujace na brak jego zaangazowania.
W kontek$cie niniejszej pracy szczeg6lnie warto wspomnie¢ o doswiadczeniach dotyczacych
mysich fibroblastow NIH/3T3 [42]. Przeciwnie do wspomnianych fibroblastow C3H/10T1/2,
a podobnie do prezentowanych tu wynikow, katodalna reakcja tych komoérek nie byta zahamowana
w obecnosci werapamilu. Podobnie, brak wptywu wykazano w przypadku inhibitorow D600
inifedipiny. Istotnego spadku kierunkowos$ci nie zaobserwowano rowniez w buforze
bezwapniowym, w obecnosci EGTA 1 po dodaniu MgCl,. Analogiczne wyniki zaprezentowano
w przypadku mysich fibroblastow SV101 [42]. Ludzkie keratynocyty preinkubowane z EGTA
w stezeniu 2 mM, notowaty wyrazny spadek kierunkowosci, jednak autorzy pracy sami przyznaja,
ze w uktadzie tym znacznie uposledzona byta aktywno$¢ migracyjna komorek i1 notowane
przemieszczenie, bylo wynikiem w wigkszym stopniu zmian morfologicznych, niz rzeczywistej
translokacji. Dodanie EGTA bezposrednio przed eksperymentem, bez wczesniejszej preinkubacji,
nie powodowato obnizenia kierunkowos$ci ruchu [69].

Przeprowadzone niedawno badania na pierwotnych mysich fibroblastach, wykazaty
zahamowanie reakcji elektrotaktycznej przez jony La’", Ni?* i Gd**, jednak brak wrazliwo$ci
na tadowania komorek BAPTA-AM. Istotnemu statystycznie spadkowi kierunkowos$ci po dodaniu
EGTA, towarzyszylto znaczne obnizenie aktywnos$ci migracyjnej w ogole [64]. Kompleksowanie
jondéw wapnia przy udziale EGTA wywarlo z kolei wplyw tylko na kierunkowos$¢ anodalnie
migrujacych fragmentéw rybich keratocytéw, a nie na cale komorki. Postulowano przy tym,

ze moze to by¢ jeden z mechanizmow determinujacych spolaryzowang aktywno$¢ miozyny II,
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istotng dla reakcji anodalnej fragmentéw komorek, o czym juz wspomniano wczesniej, podczas
gdy mechanizmy skurczowe nie determinujg katodalnej migracji catych komoérek [152].

Zmiany poziomu jonéw Ca®’" w cytoplazmie mogg zachodzi¢ na skutek otwarcia
btonowych kanatéw wapniowych zaleznych od napigcia lub naprezenia, w wyniku pasywnego
przenikania jonow, lub w nastepstwie uwalniania ich z magazynéw wewnatrzkomorkowych [156].
Niezaleznie od przyczyny, wigkszo$¢ mechanizmow uwzgledniajacych zaangazowanie jonéw
wapnia wymaga zaistnienia przejsciowego wzrostu ich stezenia w obrebie cytoplazmy,
najprawdopodobniej wystepujacego lokalnie. W niniejszej pracy rozpatrywano zaangazowanie
jonow wapnia w indukcji skurczu po stronie anody, w komoérkach migrujacych w kierunku katody,
stad rejon anody (jako obszar, w ktorym nastepuje skurcz i retrakcja komorki) poddano szczegdlnej
obserwacji. Zard6wno pomiary poziomu wapnia w skali catej komorki, jak i1 najej krancu
eksponowanym do anody, nie wykazaty istotnych fluktuacji, skorelowanych z aplikowanym
polem elektrycznym o fizjologicznym natezeniu. Wyzwania zobrazowania wspomnianego
zjawiska podejmowano si¢ kilkukrotnie w kontekscie badan reakcji elektrotaktycznej. Zardwno
przyjmowane podej$cie metodyczne, jak 1 uzyskiwane wyniki byty bardzo zrdéznicowane.

Obrazowanie przeprowadzone metodami chemiluminescencyjnymi w komorkach
C3H/10T1/2 zaladowanych  biatkiem akworyna, wykazato wzrost ~ poziomu
wewnatrzkomorkowych jondw wapnia, ktory byt zalezny od zastosowanego natgzenia pola
elektrycznego. Warto zauwazy¢, ze zmiany byly widoczne w polach wyzszych niz 1 V/em
1jak wykazano, zmiany te zachodzity w duzej mierze przy udziale aktywnos$ci kanatow
wapniowych, a byly znoszone poprzez ich hamowanie przez sole kobaltu i inhibitor D-600 [41].
Kolejne proby obrazowania podejmowano z wykorzystaniem metod fluorescencyjnych.
W komorkach NIH/3T3 przy uzyciu Fura-2 nie obserwowano zmian poziomu wapnia na skutek
farmakologicznej depolaryzacji blony komodrkowej, jak rowniez brak bylo istotnych zmian
poziomu skorelowanych ze stymulacja polem o natezeniu 4 V/cm, zarbwno w skali catej komorki,
jak 1 formowania gradientu wzdtuz linii pola. Po dtuzszej stymulacji obserwowano nieznaczny
wzrost sygnatu, ale przypisywany byt on fotouszkodzeniu komorek uzywanym $wiattem UV.
Wtym przypadku prowadzono réwniez szybkie obserwacje z czestotliwoscig 30 klatek
na sekunde, uzywajac Fluo-3. W polu o wysokim natezeniu (10 V/cm) obserwowano spadek
sygnatu po stronie katody, ale jak wykazano, byt on wynikiem zmian objetosci w tym obszarze.

Naglych zmian skorelowanych z aplikacja pola elektrycznego nie obserwowano tez w ciggu 60 s
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przy uzyciu Fura-2 [42]. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami przedstawionymi w niniejszej
pracy, gdzie rowniez prowadzono analogiczne obserwacje w diluzszej skali czasowe;,
jak 1 bezposrednio po aplikacji pola elektrycznego 1 nie stwierdzono zmian wewnatrzkomorkowego
stezenia jonOw wapnia.

Podobne obserwacje zmian stezenia jonéw Ca’* przeprowadzono w ostatnim okresie
na pierwotnych fibroblastach mysich, wykorzystujac w tym celu Fluo-4. W tym przypadku
réwniez nie obserwowano wzrostu sygnatu, jednakze autorzy pracy nie zrazeni tym faktem
zaproponowali mechanizm elektrotaksji oparty o przeptyw jonow wapnia przez cytoplazme
komorki, zalezny od aktywnos$ci kanatoéw SOC (ang. store-operated calcium channel), bazujac
na ostabieniu reakcji po hamowaniu tych kanaléw farmakologicznie. Warto jednak miec
na uwadze wykorzystanie niefizjologicznego nat¢zenia pola elektrycznego, wynoszacego 5 V/cm
i brak wyraznego wplywu na kierunkowos¢ ruchu w przypadku wigkszosci ze stosowanych
inhibitorow [64]. W poszukiwaniu mechanizmu odpowiedzialnego za szybkie reakcje na pole
elektryczne (w skali sekundowej) poddano obserwacji rowniez komorki pierwotnych bydlgcych
osteoblastow 1 ludzkiego kostniakomigsaka. Jak juz wspomniano, w przypadku tych komorek,
w czasie krotszym niz 30 s (w skrajnych przypadkach nawet 10 s) od aplikacji pola elektrycznego,
rejestrowano sity trakcyjne po stronie obu elektrod. Obserwowanej reakcji nie udato si¢ skorelowaé
ze zmianami poziomu wapnia w komorkach. Rejestrowany przy uzyciu Fura-2 wzrost stgzenia
jonéw byl znacznie opozniony wzgledem obserwowanego skurczu [151]. Wsrod prac
obejmujgcych obrazowanie zmian poziomu wapnia w odpowiedzi na pole elektryczne, szczegdlng
uwage nalezy poswieci¢ pracy przeprowadzonej na szczurzych osteoblastach Calvarial
migrujagcych do katody 1 ludzkich komorkach kostniakomigsaka SaOS-2, migrujacych
w przeciwnym kierunku. Przy uzyciu Fura-2AM wykazano w tych komorkach naptyw jonow
wapnia przebiegajacy od strony anodalnej do katodalnej w przypadku komoérek migrujacych
do katody 1 przeciwstawny kierunek przeptywu, w komoérkach anodalnych. Wzrost sygnalu miat
miejsce w skali sekundowej od zadziatania pola o wysokim natgzeniu 14 V/cm. Niskie pola nie
powodowaty tego typu zmian. Naptyw byl zahamowany na skutek blokowania kanatow VGCC
przez CdCl i byt zalezny od obecno$ci jonéw Ca?* w otoczeniu komorek [120]. Przedstawione
obserwacje $wiadcza, ze w wielu modelach komorkowych nie stwierdzono, podobnie jak
W niniejszej pracy, zmian Ww sygnalizacji wapniowej pod wplywem pola -elektrycznego

o fizjologicznym natgzeniu.
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Jak wspomniano powyzej, w komorkach niemig$niowych funkcjonuje rowniez
alternatywna droga prowadzaca do indukcji skurczu cytoszkieletu aktomiozynowego.
W tym modelu centralnym elementem sygnalizacyjnym prowadzacym do aktywacji miozyny II
1 generowania skurczu w tylnym rejonie migrujacej komorki jest kinaza ROCK. Biatko to pelni
swoja funkcje najczgséciej jako mechanizm efektorowy biatka RhoA, nalezacego do matych
biatek G zrodziny Rho. W niniejszej pracy zweryfikowano udzial tej osi sygnalizacyjnej
w manifestowaniu reakcji elektrotaktycznej komorek Swiss 3T3. W zwigzku z wykazaniem braku
zaangazowania mechanizméw wapniowych postulowano, ze moze by¢ to gtowny mechanizm
prowadzacy do aktywacji miozyny II, ktorej istotno§¢ w przebiegu badanej reakcji wykazano.
Badania z wykorzystaniem inhibitorow drobnoczasteczkowych potwierdzity statystycznie
istotny spadek wartosci kosinusa kierunkowego Yy po zahamowaniu kinazy ROCK.
Jednakze, co interesujace, wpltywu takiego nie zaobserwowano na skutek zahamowania biatka
RhoA. Dalsze badania potwierdzity, ze aplikacja pola elektrycznego o fizjologicznym
nat¢zeniu nie powoduje wzrostu aktywnosci biatka RhoA w skali catej komodrki ani lokalnie,
po stronie eksponowanej do anody.

Udziat $ciezki RhoA/ROCK jako centralnej osi sygnalizacyjnej wykorzystywanej
w generowaniu skurczu cytoszkieletu aktomiozynowego, byt wielokrotnie badany w toku
poszukiwania mechanizmoéw determinujacych polaryzacje i1 kierunkowa migracje w polu
elektrycznym. Badania te najczesciej opieraty si¢ na podobnym podejsciu, jak w niniejszej pracy,
tj. farmakologicznym hamowaniu bialek RhoA 1 przede wszystkim ROCK. Zahamowanie kinazy
ROCK obnizato istotnie prostopadly orientacje reagujacych anodalnie komoérek HUVEC w polu
elektrycznym. Obserwowany efekt byt proporcjonalny do st¢zenia inhibitora, jednak nie
obejmowal petnego zniesienia reakcji, co sugeruje zaangazowane rowniez innych $ciezek
w badany proces [29]. W badaniach nad linig aktywnie tworzacych przerzuty komorek raka ptuc
CL1-5 wykazano, ze anodalna reakcja elektrotaktyczna ulega zniesieniu po zahamowaniu ROCK,
w stopniu proporcjonalnym do st¢zenia inhibitora. Nie znosil on jednak prostopadiej orientacji
wzgledem linii pola, co sugeruje odrebne mechanizmy tych zjawisk w tym przypadku [157].
Inhibitor ROCK wyraznie znosit roéwniez migracj¢ w kierunku anody komorek hiPS (ang.
human induced pluripotent stem cells), wptywajac jednoczes$nie stymulujaco na predkos¢ ruchu
[158]. W przypadku rybich keratocytow obserwowano podobng zalezno$¢ jak dla miozyny II —

zahamowanie kinazy ROCK powodowato zniesienie kierunkowos$ci ruchu fragmentow tych
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komorek (w pracy tej, jak wspominano wczesniej, wykazano, ze fragmenty tych komorek
zachowuja zdolnos¢ do kierunkowej migracji w polu elektrycznym, migrujac jednakze w kierunku
anody), co sugeruje, ze w tym ukladzie kinaza ROCK wspdlnie z mechanizmami wapniowymi
moze determinowa¢ aktywno$¢ miozyny II 1 anodalng reakcj¢ kierunkowa w polu elektrycznym
[57,152]. Odmiennie, reakcja pierwotnych fibroblastow myszy, zalezna od miozyny II, nie
angazuje aktywnosci kinazy ROCK. Analogiczne wyniki zaprezentowano w przypadku komorek
raka prostaty PC3 [64]. Badania wykazaty roéwniez, ze zahamowanie ROCK nie wplywa
na katodalng reakcje ludzkich keratynocytéw [159], komdrek hNSCs (ang. human neural stem
cells) [160] oraz bydlgcych komoérek nabtonkowych rogéwki CEC (ang. corneal epithelium
cells)[161].

Z powyzszych informacji, mozna wyciagna¢ wniosek, ze zaangazowanie kinazy ROCK
jest typowe wyltacznie dla migracji w kierunku dodatniego bieguna pola elektrycznego, jednak nie
jest to reguta, gdyz inhibitor ROCK wptywa takze na zahamowanie katodalnej reakcji neuronow
hipokampu, w sposob zalezny od stezenia. Jednoczesnie obniza tez predkos¢ migracji badanych
komorek [162]. Inhibicja ROCK cze$ciowo znosi rowniez polaryzacje aparatu Golgiego wywolang
polem elektrycznym i w pewnym stopniu wptywa takze na katodalng reakcje komorek CHO [136].
Z kolei w przypadku wspomnianych juz komorek inicjujacych guzy mozgu (BTICs), ktore
w warunkach 2D migrujg anodalnie, zahamowanie ROCK podnosi istotnie kierunkowos$¢ migracji
[153]. Jeszcze wyzszy wzrost kierunkowosci ruchu notowano w przypadku zahamowania ROCK
w komorkach anodalnych adherentnej frakcji mysiego szpiku kostnego (A-BMAC),
co przejawiato si¢ zwlaszcza w czasie pierwszej godziny od aplikacji pola elektrycznego [92].
W przypadku katodalnej reakcji galwanotropicznej wypustek neuronéw zaby szponiastej, kinaza
ROCK pod kontrolg biatka RhoA moze odpowiada¢ za hamowanie wzrostu w kierunku anody.
Na zjawisko takie wskazuja zarowno efekty hamowania farmakologicznego tych bialek, jak
1 gromadzenie RhoA po stronie anody. Funkcja ta wydaje si¢ by¢ sprawowana wspolnie z kinaza
MLCK [112]. Farmakologiczne zahamowanie ROCK oraz nadrzgdnego dla tej kinazy biatka
RhoA, skutkuje istotnym spadkiem katodalnej elektrotaksji komorek WC256 migrujacych przez
wytwarzanie pecherzykowatych wypustek. W przypadku komorek wytwarzajacych lamellipodia,
wylacznie hamowanie RhoA powodowato taki efekt, lecz w mniejszym stopniu [91]. Stymulacja

komorek WC256 polem elektrycznym o fizjologicznym natezeniu nie powoduje wzrostu aktywacji
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biatka RhoA w skali calej komorki, nawet pomimo zaangazowania tego biatka w reakcje
elektrotaktyczng. Mozna przypuszczaé, ze w tym przypadku aktywacja zachodzi lokalnie [91].

Badane w pracy komoérki Swiss 3T3 odpowiadaja na aplikacje pola elektrycznego oraz
zamiane elektrod, przebiegajacym dynamicznie procesem tworzenia wypustek migracyjnych
w kierunku katody. Proces tworzenia lamellipodium, opiera si¢ na ukierunkowanej polimeryzacji
1 stabilizacji  cytoszkieletu aktynowego, 1 przebiega pod kontrolag licznych $ciezek
sygnalizacyjnych, w obrebie ktorych centralng role petnig takie mate biatka G, jak Racl i Cdc42,
oraz elementy efektorowe, wsrdd ktorych warto wymieni¢ m.in. Arp2/3, forminy i pozostate biatka
zwigzane z cytoszkieletem aktynowym [163]. W proces polaryzacji komorek i determinowania ich
krawedzi wiodacej czgsto zaangazowana jest kinaza PI3K, ktora stanowi lacznik migdzy
btonowymi receptorami, a m.in. matymi biatkami G [93]. W ostatnim etapie pracy zweryfikowano
udziat tych kluczowych dla tworzenia protruzji komponentéw sygnalizacyjnych, w reakcje
elektrotaktyczng komorek Swiss 3T3. Farmakologiczne hamowanie ich funkcji wykazato,
ze katodalna migracja w odpowiedzi na pole elektryczne jest uzalezniona od aktywnos$ci biatka
Racl i w mniejszym stopniu PI3K. Aktywnos¢ Cdc42, Arp2/3 i formin nie jest z kolei konieczna
dla badanej reakcji. Obnizenie aktywno$ci migracyjnej na skutek zahamowania wszystkich bialek
poza Cdc42 wskazuje na ich udzial w generowaniu ruchu komoérek Swiss 3T3.

Dotychczas wykazywano, ze poszczegdlne biatka zwigzane ztworzeniem wypustek
migracyjnych sg w ro6znym stopniu zaangazowane w proces elektrotaksji komoérek tkankowych.
Szereg badan dotyczylt reaktywnosci na pole elektryczne komorek neuronalnych réznego typu badz
odpowiadajacych im komorek progenitorowych i macierzystych. Wykazano m.in., ze aktywnos¢
Cdc42 oraz Rac jest kluczowa dla skrecania wypustek neuronéw zaby szponiastej w kierunku
katody, podczas gdy farmakologiczne zahamowanie aktywnosci PI3K nie potwierdzilo
zaangazowania tego enzymu we wspomniany proces [112]. Inhibitor PI3K wptywa zkolei
na zahamowanie katodalnej reakcji neuronéw hipokampu, w sposob zalezny od stezenia.
Jednoczes$nie obniza tez predkos¢ migracji badanych komorek [162]. Korzystajac z metod
koimmunoprecypitacji wykazano, ze stymulacja polem elektrycznym powoduje nasilenie
interakcji receptorow NMDAR (ang. N-methyl-D-aspartate receptors) z biatkkami nadrzednymi
1 podrzednymi dla Racl, co sugeruje, ze $ciezka ta moze odpowiada¢ za dynamike cytoszkieletu
aktynowego w katodalnej elektrotaksji komérek NSPC (ang. neuronal stem/progenitor cells)

[164]. Pozbawienie genu ARPC2 kodujacego element kompleksu Arp2/3 przeciwdziatato
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elektrotaksji mysich komorek wywodzacych si¢ z neuronalnych komorek macierzystych (NSC-
OPCs ang. neural stem cell-derived oligodendrocyte precursor cells) [165].

Udziat badanych mechanizméw tworzenia protruzji, co zrozumiate, nie ogranicza
si¢ wytacznie do komorek typu neuronalnego. Migracja katodalna bydlgcych komorek
nabtonkowych rogowki CEC (ang. corneal epithelium cells) odbywa si¢ zudzialem
aktywacji biatka Cdc42, ale niezaleznie od Rac [161]. Zahamowanie PI3K z kolei obniza
istotnie prostopadla orientacj¢ endotelialnych komorek HUVEC w polu elektrycznym [29].
Bardziej skomplikowany obiekt badan stanowig komorki inicjujace guzy moézgu (BTICs,
ang. brain tumour initiating cells), ktore w warunkach 2D migruja anodalnie w sposob
zalezny od aktywno$ci PI3K, ale bez wudzialu Rac i Cdc42. Migracja tych komorek
w trojwymiarowym zelu z kolagenu i kwasu hialuronianowego odbywa si¢ w kierunku
przeciwnym, do katody. Hamowanie PI3K w tych warunkach sprzyja wyzszej kierunkowosci
ruchu [153]. W przypadku komoérek nowotworowych pluc CL1-5 wykazano, ze anodalna reakcja
elektrotaktyczna ulega zniesieniu po zahamowaniu PI3K, jednak przy jednoczesnym znacznym
obnizeniu predkosci migracji [157]. Wptyw zahamowania PI3K na ostabienie reakcji kierunkowe;j
wykazano rowniez w odniesieniu do pierwotnych fibroblastach myszy, a takze w przypadku
komorek raka prostaty PC3 [64].

Przeprowadzone niedawno badania na ludzkich keratynocytach wykazaty, ze zahamowanie
Arp2/3 nie wplywa naich katodalng reakcje elektrotaktyczng, podobnie jak hamowanie
farmakologiczne Cdc42 i1 Racl. Farmakologiczne zahamowanie PI3K przy uzyciu PIK-90 z kolei
doprowadzito nawet do odwrdcenia kierunku migracji czgsci z badanych komorek [159]. Wynik
ten pozostaje w zgodzie z wcze$niejszymi doniesieniami, gdzie wyeliminowanie podjednostki
katalitycznej PI3Ky powodowalo wyrazne uniewrazliwienie mysich komorek nablonkowych
na pole elektryczne [159,166]. Stosunkowo ciekawe obserwacje poczyniono wykorzystujac
wspomniany wczesniej uklad, obejmujacy rybie keratocyty i ich fragmenty o sklonnosci
do przeciwstawnej reakcji elektrotaktycznej. Zahamowanie PI3K powodowato ostabienie
katodalnej reakcji kierunkowej catych komorek w slabym polu elektrycznym (1 V/em)
1jej odwrocenie do anody przy wysokim natezeniu (5 V/cm) [57]. Ta sama manipulacja nie
wplywala z kolei na anodalng migracj¢ fragmentéw keratocytow [152]. Co wigcej, zahamowanie
PI3K wptywato korzystnie nareakcje elektrotaktyczng fragmentdéw, ktéora byla uprzednio
zniesiona przez aktywacj¢ szlakow zaleznych od cAMP i ¢cGMP [98]. Zahamowanie Arp2/3
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przy udziale CK-666 nie wptywa, wbrew oczekiwaniom, na kierunkowo$¢ ruchu catych
keratocytow rybich, lecz ostabia anodalng reakcje ich fragmentow [152]. Na uzyskanie réwnie
interesujacych wynikow pozwolito takze porownanie mechanizmow kluczowych dla tworzenia
wypustek w komoérkach WC256 wykorzystujacych odrebne strategie migracyjne. Ingerencja
w aktywno$¢ Racl wplywa w duzo wigkszym stopniu na elektrotaksje komodrek sublinii mocno-
adherentnej, tworzacej lamellipodia, niz na komorki staboadherentne, migrujace przez
wytwarzanie pecherzykowatych wypustek. Zahamowanie aktywnosci Cdc42 z kolei wywiera
wiekszy wptyw na elektrotaksje drugiej wspomnianej sublinii [91].

Wszystkie te obserwacje wskazuja, ze mechanizmy reakcji elektrotaktycznej moga by¢
wysoce zroéznicowane w zalezno$ci o typu komorek oraz ich strategii migracyjnej. Mozliwe jest
jednak roéwniez, ze istnieje jeden nadrzedny, dotychczas nieznany, mechanizm detekcji pola
elektrycznego przez migrujace komorki, a obserwowane rdznice zwigzane s3jedynie
z odmiennymi $ciezkami sygnalizacyjnymi, wykorzystywanymi w regulacji ruchu i polaryzacji

réznych typow komorek.
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6. PODSUMOWANIE

W toku przeprowadzonych badan wykazano, ze mysie fibroblasty Swiss 3T3 prezentuja
reakcje elektrotaktyczng w polach elektrycznych o fizjologicznym natgzeniu, migrujac w kierunku
katody. Taki kierunek migracji moze by¢ istotny dla komorek tego typu w procesie gojenia ran,
gdyz biegun ujemny endogennego pola elektrycznego w tym procesie lokalizuje si¢ w centrum
rany. W polu elektrycznym o wysokim natezeniu, komorki te przyjmuja réwniez morfologie
1 orientacjg typowa dla wigkszosci reagujacych elektrotaktycznie komoérek, wydtuzajac sie
znacznie 1 orientujgc prostopadle do linii pola elektrycznego. Pomimo, ze cechy takie nie sg typowe
dla migrujacych w innych okolicznosciach fibroblastow, nie stanowi to jednak czynnika, ktory
przeszkadzatby im wydajnie si¢ przemieszcza¢, gdyz umieszczenie w polu elektrycznym
skutkowato nawet wzrostem aktywno$ci migracyjnej badanych komorek.

W pracy przedstawiono szczegdotowa charakterystyke iloSciowa dynamiki reakcji
elektrotaktycznej, jak 1 pordwnanie pierwotnej reakcji na pole z dynamika nawrotu
w odpowiedzi na zamian¢ jego biegundéw, co w odniesieniu do komoérek tkankowych nie miato
wczesniej miejsca. Wykazano, ze pierwsze symptomy reakcji na pole elektryczne maja miejsce
w czasie 1-2 min od jego aplikacji. Reakcja na zamiang kierunku pola elektrycznego wykazuje
jeszcze wicksza dynamike. Obserwacje te wskazuja na funkcjonowanie w badanych
komoérkach mechanizmu pozwalajacego na szybka detekcje pola elektrycznego. Tak dynamicznej
reakcji na pole elektryczne nie mozna ttumaczy¢ bardzo czesto w ostatnich latach proponowanym
mechanizmem odpowiedzi opartym na redystrybucji bialek blonowych, o charakterze
receptorowym, a raczej sktania do poszukiwania innych mechanizméw odpowiedzialnych
za to zjawisko.

W toku przeprowadzonych badan przede wszystkim potwierdzono ostatnie doniesienia,
ze w mechanizm detekcji pola elektrycznego o fizjologicznym nat¢zeniu moga by¢ zaangazowane
dokomorkowe  prostownicze kanaty potasowe (Kir), w potaczeniu  z poliaminami,
a w szczegllnosci kanat Kird.2, ktéorego zahamowanie ekspresji wywieralo podobny efekt,
jak farmakologiczne zahamowanie catej rodziny kanatow. Pierwszy raz wykazano jednak,
ze mechanizm ten moze by¢ wilasciwy dla fibroblastéw, jak i poddano analizie znaczenie tych
kanatow w kontekscie dynamiki reakcji. Uzyskane wyniki sugeruja, ze funkcja kanatéw Kir jest
szczegblnie istotna w pierwotnej, szybkiej odpowiedzi na pole elektryczne, aczkolwiek wzrost

kierunkowosci ruchu komorek z zahamowang funkcja tych kanatow w czasie dtuzszej ekspozycji
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na pole moze wskazywaé, ze zczasem uaktywniajg si¢ inne mechanizmy, ktére sg w stanie
kompensowac¢ brak funkcjonalnych kanaléw Kir. Warto zwroci¢ rowniez uwage, ze takie zjawisko
jest nasilone szczegdlnie w wyzszych natezeniach pola elektrycznego, co moze wskazywac,
ze w takich natezeniach aktywacji ulegaja inne, by¢ moze mniej istotne w warunkach
in vivo mechanizmy.

Farmakologiczne hamowanie funkcji wybranych biatek sygnalizacyjnych pozwolito
potwierdzi¢, ze sprawny przebieg reakcji elektrotaktycznej jest wypadkowa skoordynowanej
aktywno$ci na obu biegunach migrujacej komorki. Uzyskane wyniki sugeruja, ze dla generowania
skurczu po stronie anody jest istotna aktywnos¢ miozyny II pod kontrolg kinazy ROCK. Wydaje
si¢, Ze w proces ten nie s3 zaangazowane jony wapnia, co potwierdzono licznymi metodami.
Tak kompleksowe porownanie obu tych osi sygnatowych prowadzacych do skurczu komorki
rowniez przeprowadzono po raz pierwszy w kontekScie badan reakcji elektrotaktyczne;.
Dynamiczny proces tworzenia wypustek migracyjnych po stronie katody przebiega z kolei
pod kontrola biatka Racl, z prawdopodobnym udziatem kinazy PI3K.

Podsumowujac, obserwacje te moga sugerowac, ze w reakcje elektrotaktyczng komorek
tkankowych sa zaangazowane rdzne mechanizmy, ktore ulegaja aktywacji w réznym natg¢zeniu
pola elektrycznego, jak i z ré6znym opoznieniem od momentu aplikacji pola elektrycznego.
Ogromna ztozono$¢ badanego zagadnienia znajduje réwniez odzwierciedlenie w literaturze,
gdzie na przestrzeni ostatnich 40 lat zaproponowano szereg pozornie wykluczajacych
si¢ mechanizméw lezacych u podstaw elektrotaksji. Sytuacji nie ulatwia réwniez brak
standaryzacji aparatury badawczej, jak i stosowanie szerokiego zakresu natgzen pola elektrycznego
oraz prowadzenia obserwacji w zroznicowanej skali czasowej. W przeprowadzonych badaniach
poddano obserwacji szereg aspektow dotyczacych reakcji na pole elektryczne, zwlaszcza
dynamike tej odpowiedzi, co pozwala na szersze spojrzenie na badany proces i wyciaganie
wieloptaszczyznowych wnioskow.

Przedstawione wyniki stanowig doskonaty punkt wyjsciowy do dalszych badan.
Szczegodlnie interesujace jest, w jaki sposob dokomorkowe prostownicze kanaty potasowe
wplywaja na proces detekcji bodzca elektrycznego 1 jak ten sygnat jest przekazywany do szlakéw
sygnalizacyjnych, ktorych istotno$¢ w pracy wykazano. Dalsze badania z pewnoscia réwniez
warto prowadzi¢ z uwzglednieniem dynamiki reakcji elektrotaktycznej, majac na uwadze

potencjalng ztozonos$¢ badanego procesu.

125



7. SUPLEMENT

Film 1. Migracja fibroblastow Swiss 3T3 w warunkach kontrolnych — bezpradowych.

Czas nagrania 4 h 30 min, krok czasowy 30 s, tempo odtwarzania 40 fps. Skala 100 um. Nat¢zenie
pola elektrycznego 0 V/cm.

Film 2. Migracja fibroblastow Swiss 3T3 w polu elektrycznym o natezeniu 1 V/em.

Czas nagrania 4 h 30 min, krok czasowy 30 s, tempo odtwarzania 40 fps. Skala 100 um. NatezZenie
pola elektrycznego 1 V/cm, od 30 minuty — katoda po prawe;j stronie pola widzenia.

Film 3. Migracja fibroblastow Swiss 3T3 w polu elektrycznym o natezeniu 3 V/em.

Czas nagrania 4 h 30 min, krok czasowy 30 s, tempo odtwarzania 40 fps. Skala 100 um. NatezZenie
pola elektrycznego 3 V/cm, od 30 minuty — katoda po prawej stronie pola widzenia.

Film 4. Dynamika reakcji fibroblastow Swiss 3T3 na zamiang kierunku pola elektrycznego.
Czas nagrania 4 h, krok czasowy 1 min, tempo odtwarzania 20 fps. Skala 100 um. Natezenie pola
elektrycznego 3 V/cm, 0-120 minuty — katoda po prawej stronie pola widzenia, 120-240 minuty —
katoda po lewej stronie pola widzenia.

Film 5. Dynamika cytoszkieletu aktynowego podczas reakcji elektrotaktycznej fibroblastow
Swiss 3T3 — reakcja na aplikacje i zamiane kierunku pola elektrycznego.

Czas nagrania 3 h 20 min, krok czasowy 1 min, tempo odtwarzania 10 fps. Natezenie pola
elektrycznego 3 V/cm, 11-70 min — katoda po prawe;j stronie pola widzenia, 71-150 min — katoda
po lewej stronie pola widzenia, 151-200 min — katoda po prawe;j stronie pola widzenia.
Obrazowana F-aktyna; kanat zielony — epifluorescencja, kanat czerwony — mikroskopia TIRF.
Film 6. Reakcja elektrotaktyczna fibroblastéw Swiss 3T3 wykazujacych zahamowanie genu
KCNJ15, kodujacego kanal Kir4.2.

Czas nagrania 4 h 30 min, krok czasowy 30 s, tempo odtwarzania 40 fps. Skala 100 um. Nat¢zenie
pola elektrycznego 1 V/cm, od 30 minuty — katoda po prawej stronie pola widzenia.

Film 7. Dynamika kontaktow zogniskowanych podczas reakcji elektrotaktycznej
fibroblastéow Swiss 3T3 — reakcja na aplikacje i zamianeg kierunku pola elektrycznego.

Czas nagrania 2 h 30 min, krok czasowy 1 min, tempo odtwarzania 10 fps. Natezenie pola
elektrycznego 3 V/cm, 12-109 min — katoda po prawej stronie pola widzenia, 110-150 min — katoda
po lewej stronie pola widzenia. Skala 25 pm Obrazowana winkulina; widoczne natozenie kanatow:
kanat zielony — epifluorescencja, kanat czerwony — mikroskopia TIRF.

Film 8. Reakcja elektrotaktyczna fibroblastow Swiss 3T3 poddanych zahamowaniu
aktywnosci biatka Racl.

Czas nagrania 4 h 30 min, krok czasowy 30 s, tempo odtwarzania 40 fps. Skala 100 um. NatezZenie

pola elektrycznego 3 V/cm, od 30 minuty — katoda po prawej stronie pola widzenia.
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