MECHANIZMY RUCHOW KOMORKOWYCH
- DZIALANIE ANESTETYKOW NA KOMORKI

Zakres materiatu, ktory nalezy przygotowaé do éwiczen:

1) Budowa btony komorkowej

2) Mechanizm dziatania anestetykow

3) Aktywnas¢ ruchowa komorek niergniowych
4) Chemotaksja komérek

5) Rola jonéw wapnia w komorce

Anestetykisto leki wywotujce stan anestezjia®ne powszechniezywane do wywotania
narkozy(ogolnie dziatapcesrodki znieczulajace) lub do miejscowego znieczuler(@nestetyki
lokalne). Pod wzgédem budowy najcegciej stosowane anestetyki lokalsggaminoestrami:
pochodnymi kwasu benzoesowego (kokaina), kwasuipeanzoesowego (prokaina , tetrakaina) lub
amidoamidami (lidokaina, bupiwakaina). Wszystkieweazki charakteryzuj sic obecndcia
ugrupowania lipofilnego (piécien aromatyczny) patzonego wizaniem estrowym lub amidowym z
tancuchem wglowym oraz obecrimia grupy hydrofilowej ( trzeciorgdowa grupa aminowa).

Do grupy anestetykow zaliczamy réwniwode destylowan, roztwory sacharozy, chlorkéw potasu i
magnezu, etanol, benzen, eter, benzamid i wielenn

Mimo trwagcych od lat intensywnych badl@ziatania anestetykow na komorki oraz
powszechnego ich stosowania od ponad stu lat w oyady; molekularny mechanizm dziatania tych
lekéw na komorki nie jest w petni poznany.

Prace prowadzone przez wiele lat koncerdahpsk nawptywie anestetykéw na btor
komorkowa (ptynnas¢ dwuwarstwy fosfolipidowej, przepuszczaddalla jondw, aktywnéé kanatow
jonowych w btonie). Wyniki ostatnich lat wskazygednak na bardziej ziony mechanizm dziatania
anestetykow. Powszechnie przyjmowany jest gahdle leki znieczulajce miejscow@rzechodz

przez btore w formie zasady rozpuszczalnej w ttuszczach, w @jlazmie ulegaj protonowaniu i



w formie kationu wchodgw kontakt z fosfolipidami i biatkami po cytoplaztyeznej stronie btony
komaorkowe;.

Jedna z hipotez zaklada,anestetyki majzdolnag¢ wbudowywania s do dwuwarstwy
fosfolipidowej. Zaktada gina podstawie wynikow baflav uktadach pozakomérkowyche dochodzi
do zobogtnienia ujemnych tadunkow fosfolipidowych ,gtéwegizez dodatnio natadowane
ugrupowanie aminowe anestetykdw co prowadzi deatddstacji struktury blony i zwakszenia jej
przepuszczalnwi dla wody. Jednak wedtug najpowszechniej przyjaogy teorii dziatanie
znieczulagce anestetykow zwzane jest hamowaniem naptywu jonéw sodu do cytoplazmy
poprzez zalgne od potencjatu kanaty sodowe w btonackomaérek nerwowych. Przygzenie
anestetyku zachodzi w aflme poru kanatu i powoduje zmiany konformacyjnakaautrudniagce
przechodzenie jonéw.

W ostatnich latach przybywa wiele dowodtavpoparcie tezye dziatanie anestetykow nie
ogranicza s jedynie do blokowania zaleych od potencjatu kanatéw sodowych. Wykazano na
przyktadhamowanie przez te leki naptywu do wetrza neurondw jonéw wapnia poprzez zalene
od potencjatu kanaty wapniowe Anestetyki, szczegolnie w przypadku zniecawg&bokich
(znieczulenie rdzeniowe) maglziat& nie tylko poprzez zakme od potencjatu kanaty jonowe.
Sugeruje st zahamowanie przez te zwxki przekazu synaptycznego. Wykazamotakie zalene od
ligandu kanaty jonowe jak receptor nikotynowo-at@tiiolinowy, receptor serotoninowy hamowane
Sa przez anestetyki. Wiadomo rowaige anestetyki magwptywaé na aktywné¢ innych niz kanaty
jonowe biatek btonowych, w tym rektywnosé¢ enzyméw zwizanych z przeniesieniem sygnatu w
komorce.

Dziatanie anestetyku nie ograniczadsl btony komorkowej. Obejmuje taé inne organelle
komorkowe. Zwiazki te zmieniag skezenie wewntrzkomorkowe jondw wapnia, ktéra sitérnym
przekanikiem sygnatu w komarce. &enie jonéw wapnia zatee jest nie tylko od aktywroi
kanatow wapniowych w btonie komaorkowej, ale gtéwoikuwalniania tych jonow z wtrza cystern
siateczkisrédplazmatycznej. W btonach tej siateczki znajdugadwa typy kanatow jonowych. Jeden
z nich okrélany jest typenreceptora IP; (inozytolo-(1,4,5)-trifosforanu)lrugi typ kanatu to kanat
rianodinowy (aktywowany przez way). Jego obecrié wykazano w komorkach rginiowych,
oocytach, neuronach, fibroblastach, hepatocyta&hmnos¢ tego kanatu jest stymulowanaguzy

innymi przez kofein a hamowana przez prokaininnesrodki miejscowo znieczulage. Naley wigc



przypuszczé ze anestetyki w znageym stopniu wptywaj na rownowag wapniows w komarkach.
Zmiana aktywnéci biatek receptorowych i enzyméw zaangaanych w transdukejsygnatu w
wyniku zmian ptynnéci btony komérkowej pod wplywem dziatania anestetykptywa znaczco na
stezenie wewntrzkomdrkowego wapnia. Zmiana poziomu jonow wapnigomaorce jest pierwotn
reakch komorkows.. Wiadomoze aktywnd¢ wielu enzymow zaley od stzenia jondw wapnia w
komorce ( fosforylacja i defosforylacja biatek ppgz aktywacgj Ca-zaleénych kinaz biatkowych),
wzrost aktywnéci cyklazy adenylanowej, skurcz komérekegmiowych i niemégsniowych, regulacja
wydzielania komorkowego i inne.

Wykazano tate, ze leki z grupy anestetykow lokalnych hamujzrost komoérek ludzkich w
hodowli. Istnieg rowniez doniesienia na temat hamcggo wptywu anestetykow na oddychanie
mitochondrialne.

Dzialanie anestetykOw nie ograniczadsi komaérek nerwowych i rgniowych. Leki te
wptywaja na komérki innych typow, co me prowadzi do pojawienia si skutkdw ubocznych
stosowania tych lekdwRrzedmiotem zainteresowania jest ich wptyw na fitwblasty, komorki
epitelialne, komorki uktadu immunologicznego, gdy stosowanie tychsrodkow mogtoby
zaktocat proces gojenia gi ran i uposledza¢ zdolnasci obronne organizmu.

Wiele prac wskazujge pod wptywem anestetyku zaburzeniu ulegapcesy, ktérych przebieg
uzalezniony jest odbrganizacji cytoszkieletu Do procesow takich nalg wzrost aksondéw komorek
nerwowych i transport w aksonach, przeptyw cytopigzruch komorek, procesy endocytozy. Ruch
komorek i zwazane z nim zmiany ksztaltu i organizacji cytoszidielmaj znaczenia w procesach
gojenia s¢ ran, odpowiedzi immunologicznej i wytwarzaniu pzzgdw przez komaorki nowotworowe.
Anestetyki stosowane w celach znieczulenia lub omrknog wywierat uboczny wptyw na wiej

wymienione procesy.



Wykonanie éwiczenia

1. Przygotowa do pracy mikroskop kontrastowo-fazowy (obiektywk ZhA, okulary
10x SK). Zatay¢ do mikroskopu zielony filtr.
2. Przygotowa 6 komor, pamtajac o doktadnym umyciu i odttuszczeniu szkietek, gdy

warunkuje to przyczepieniegsameb do szkta:
|
]
3. Umiesci¢ na szkietku 3 ameby, po czym naté szkietko nakrywkowe.

Poczeka okoto 3 minut, a ameby przyczepisic do szkla, przybiartypowy

spolaryzowany ksztait

i zaczm Sig poruszd. Opis& ksztalt, wyghd powierzchni i rozktad ziarnistoi oraz
hialoplazmy. Oceidiprzecetna predkos¢ poruszania giameby.

4. Obserwujc amelg w mikroskopie, bardzo delikatnie, usagac by strumié cieczy nie
oderwat ameby od podiawprowadzi¢ do komory 2% roztwor etanolu w roztworze
Chalkley a. Pipetlky umieszczékrople roztworu z jednej strony i odgac bibuly z
drugiej strony komory. Zanotow&olejne zmiany w wygldzie i ruchu ameby i czas jaki
uptymat od chwili dodania alkoholu (ksztatt, wygl powierzchni, rozktad ziarnistoi i
hialoplazmy oraz sposéb poruszanig)siObserwacje prowadzokoto 10 minut.

5. W komorze z punktu 4 umigci¢ 0.5 mM roztwér Ca?* (r-r Chalkley'a z C#).

Zaobserwowausgpowanie zmian wywotanych etanolem.



6. W nowej komorze umigci¢ amebyjak w punkcie 3.

7.W komorze z punktu 6 umigci¢ 5% etanol w r-rze Chalkley'a Prowadz
obserwacje w taki sam sposob jak poprzednio.

8. Przygotowa nowa komor i zbada wpltyw 2% roztworu etanolu z jonami Ca*.

9. Podobnie jak w punkcie 8 papi¢ z 5% roztworem etanolu z jonami C&™.

10. Umigci¢ ameby w komorze. Obok komory urété& krople benzenu (uweec, aby nie
wdyfundowat do komory) i uzupelhija gdy wyparuje. Obserwowaachodzce zmiany.
Ocent czy komorki wykazuj reakcg chemotaktyczinw odpowiedzi na gradient

benzenu. Stwierdgiczy jest to chemotaksja dodatnia czy ujemna.



