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Endogenne pola elektryczne odgrywaja istotna rolg w przebiegu wielu waznych procesow
biologicznych, takich jak embriogeneza, gojenie ran iregeneracja tkanek. Jednym
z najwazniejszych, odpowiedzialnych zato zjawisk jest elektrotaksja, czyli zdolnos¢
do kierunkowej migracji komorek wpolu elektrycznym. Ukierunkowany ruch komdrek
w procesie elektrotaksji opiera sig na skoordynowane; aktywacji wielu $ciezek sygnalizacyjnych,
typowych dla kierunkowej migracji wywotanej innymi bodZcami fizycznymi lub chemicznymi.
Jednakze, dotychczas nie poznano nadrz¢dnego mechanizmu detekcji pola elektrycznego

przez migrujace komorki.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej badano mechanizmy odpowiadajgce za reakcjg
clektrotaktyczng mysich fibroblastow Swiss 3T3. Wtoku badafn scharakteryzowano
ich odpowiedz na pole o réznym nat¢zeniu i zbadano dynamikg reakcji, zaréwno na pierwotng
aplikacje pola, jak izamiang jego biegunéw. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity,
7 fibroblasty wykazuja silng tendencj¢ do ruchu w kierunku katody w polu elektrycznym
o natezeniu zblizonym do wystepujacych naturalnie endogennych pol elektrycznych (1 V/em).
Wykazano, ze reakcja komoérek na pole jest stosunkowo szybka (rzgdu 1-2 min od zadziatania
pola). Obserwacja ta wskazywata, Ze w badanym modelu trudno jest ttumaczyc mechanizm
reakcji jedynie przez wywolang dziataniem pola elektrycznego polaryzacja rozkfadu biatek
blonowych, np. receptoréw dla chemoatraktantow. Poniewaz alternatywnym mechanizmem
reakcji na pola elektryczne jest aktywacja blonowych kanatéw jonowych, bazujac na ostatnich
doniesieniach literaturowych, zbadano wplyw aktywnosci dokomorkowych prostowniczych
kanatéw potasowych Kir nareakcj¢ elektrotaktyczng komdrek Swiss 3T3. Kanaly
te sq odpowiedzialne ~ za utrzymanie potencjalu blonowego na odpowiednim poziomie,
co szezeg6lnie dobrze scharakteryzowano w funkcjonowaniu ukiadu nerwowego. Jednakze,
obecno$é tych kanatéw wykazano rowniez w blonach komérkowych licznych innych komorek

organizméw wyzszych, w tym takze badanych komorkach, co potwierdzono w pracy. Wykazano,



ze zahamowanie aktywnosci kanalow Kir i zahamowanie ekspresji podjednostki Kir4.2 obniza
znacznie zdolno$¢ do elektrotaksji komérek Swiss 3T3 oraz wywiera wplyw na jej kinetyke.
Podobny efekt otrzymano wptywajgc na poziom wewnatrzkomérkowych poliamin oraz jonow

Mg2+, fizjologicznych regulatoréw aktywnosci kanatow Kir.

Poniewaz analiza kinetyki reakcji komérek 3T3 pozwolila stwierdzi¢, ze po 1-2 min
od zmiany kierunku pola elektrycznego mozna juz zaobserwowaé reakcje komorki polegajaca
na skurczu  komérki od strony anody iindukcji tworzenia wypustek od strony katody,
w kolejnych doswiadczeniach podjeto probe okreslenia mechanizméw indukeji tych zjawisk.
Analiza mechanizméw lezacych u podstaw generowania skurczu komérki od strony anody
wykazata, zejest on uzalezniony od aktywacji miozyny II (spadek wartodci kosinusa
kierunkowego do 38% kontroli po zadziataniu blebbistatyny). Co ciekawe, zahamowanie
aktywnosci kinazy MLCK (gléwnego aktywatora miozyny 1I) nie powodowato obnizenia reakeji
kierunkowej w polu elektrycznym. Obserwacja ta zostata potwierdzona wykazaniem niewielkiej
zaleznodci  elektrotaksji komérek 3T3 od obecnosci jonéw wapnia (gtownego aktywatora
MLCK). Wartos¢ kosinusa kierunkowego w pozywce bez jonéw wapnia, w obecnosci EGTA
oraz W obecnosci BAPTA wynosita odpowiednio 78, 70 i 86% kontroli. Nie stwierdzono réwniez
zmian w poziomie wewngtrzkomérkowych jondw wapnia pod wplywem pola elektrycznego.
Obserwacje te wydajg sig potwierdza¢ doniesienia literaturowe wskazujace, ze nie we wszystkich
modelach obecnos¢ jonéw wapnia jest niezbedna dla wydajnej elektrotaksji. Alternatywnym
mechanizmem komérkowym zwigzanym z generowaniem skurczu jest aktywacja miozyny II
przez zalezng odbialek Rho kinazg ROCK. Spadek kierunkowosci do 51% kontroli
po zahamowaniu kinazy ROCK poprzez dziatanie inhibitora Y-27632 wskazuje, ze w badanym
modelu ten mechanizm moze by¢ zwiazany z indukowaniem skurczu od strony anody. Ciekawg
obserwacjg bylo jednak stwierdzenie, Ze zahamowanie bialek Rho nie powoduje obnizenia
wydajnosci reakeji elektrotaktycznej komérek 3T3. Réwniez nie stwierdzono aktywacji biatek
Rho pod wplywem pola elektrycznego, ani metodg G-LISA, ani badajgc aktywacje biosensora
RhoA (RhoA-FLARE.sc) dziatajgcego w oparciu o zjawisko FRET. Wskazuje to na koniecznoéé

poszukiwania alternatywnych mechanizméw aktywacji kinazy ROCK w procesie elektrotaksji.

W celu okreslenia mechanizméw zwigzanych zindukcja tworzenia wypustek

migracyjnych  od strony  katody zobrazowano dynamike cytoszkicletu aktynowego,



wykorzystujgc mikroskopie fluorescencyjng catkowitego wewngtrznego odbicia (TIRFM)
i komdrki Swiss 3T3 wykazujace ekspresje biatka LifeAct-GFP. Stwierdzono znaczne obnizenie
kierunkowosci ruchu (spadek cos kierunkowego do 48% kontroli) na skutek zahamowania
aktywnosci biatka Racl, co sugeruje jego istotng rolg w indukowaniu powstajacych wypustek
po stronie katody. Podobnego efektu nie obserwowano w przypadku zahamowania aktywnosci

formin, kompleksu Arp2/3 czy innego z matych biatek G z rodzin Rho, biatka Cdc42.

Podsumowujgc, w przedstawionej pracy stwierdzono, ze fibroblasty wykazujg silna
reakcje elektrotaktyczng, ktora charakteryzuje si¢ duzg dynamika i jest zalezna od aktywnosci
dokomoérkowych prostowniczych kanaléw potasowych Kir. Obserwowana w przebiegu reakcji
indukcja skurczu komorki zwigzana jest z aktywacja miozyny Il za posrednictwem kinazy
ROCK. Natomiast obserwowana rownolegle aktywacja tworzenia lamellipodiéow jest uzalezniona

od aktywacji biatek Rac.






