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BADANIA WEASCIWOSCI
Z47 ELEKTROFIZJOLOGICZNYCH BLON

KOMORKOWYCH

I. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowa wiedzg na temat pomiarow
elektrofizjologicznych zywych komorek metodg Patch Clamp. Podczas
wykonywania ¢wiczenia studenci poznajg mechanizmy jonowe zachodzace w
komorce oraz zaobserwujg niektore z nich przy pomocy prostych pomiarow
technikg Patch Clamp. Podczas przeprowadzania eksperymentu uczestnicy
¢wiczenia powinni zidentyfikowaé wystepujace w komorce typy kanalow
jonowych oraz zaobserwowac¢ wptyw specyficznych blokeréw na ich aktywnos¢

I1. Informacje potrzebne do wykonania ¢wiczenia
1. Budowa komorki roslinnej 1 zwierzece;

2. Sktad 1 funkcjonowanie blony komoérkowe;

3. Funkcje 1 rodzaje kanaléw jonowych

4. Podstawy pomiaréw technikg Patch Clamp

5. Istotne parametry przy pomiarach elektrofizjologicznych
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I11. Aparatura pomiarowa
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1. WZMACNIACZ

PRZETWORNIK AC/DC

JEDNOSTKA GEOWNA PORT-A-PATCH
POMPKA PODCISNIENIA

ZESTAW DO PERFUZJI

KLATKA FARADAYA

ELEKTRODA ODNIESIENIA (GND)

ISR
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V. Wykonanie pomiarow
1. Zapoznanie si¢ z wszystkimi elementami zestawu pomiarowego
2. Uruchomienie oprogramowania na komputerze

3. Zapoznanie si¢ z funkcjonalo$cig poszczegdlnych wskaznikow i okien
funkcyjnych dostepnych z poziomu komputera

4. Przeprowadzenie prébnego pomiaru ,,na sucho” — opanowanie trybow pracy 1
dostepnych funkcji aparatury

5. Pomiar z uzyciem zywych komorek
- wyznaczenie krzywej IV dla badanych komorek

- pomiary od hiperpolaryzacji do depolaryzacji btony (szeroki zakres
pomiaréw w trybie Current Clamp)

- wykorzystanie zestawu do automatycznej perfuzji (aplikacja
specyficznego blokera)
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V. Opracowanie wynikow
Sprawozdanie po wykonaniu ¢wiczenia powinno zawierac:
1. Opis aparatury wraz z schematem
2. Informacje na temat metody Patch Clamp takie jak:
- opis metody
- schematy pomiarowe
- mozliwe konfiguracje pomiaru
- informacje na temat kanatéw jonowych
- zebrane krzywe IV wraz z interpretacja
- wyniki ze wszystkich pozostatych etapéw pomiaréw wraz z komentarzem

Student w sprawozdaniu, na podstawie wskazowek prowadzacego oraz
dostarczonych przez niego materiatow oraz poleconej literatury, powinien
zidentyfikowac¢ typu kanatow jonowych jakie jego zdaniem wystgpuja w
komorkach.

Swoje wnioski powinien potwierdzi¢ analizujac dane z pomiaru przed i po
podaniu specyficznego blokera kanatow.

V1. Zalecana literatura
1. Podstawy Biologii Komorki —Bruce Alberts, Dennis Bray, PWN 2009
2. Krotkie wyktady Neurobiologia —Alan Longstaff, PWN 2006
3. Wyktady 1 materiaty udostepnione przez prowadzacego
4. Publikacje dostepne w internecie zwigzane z tematyka:
- kanaly jonowe (ion channels*)
- Patch Clamp
- badania elektrofizjologiczne (electrophysiology*)

- biologia komorki (cell biology*)

* W nawiasach podano terminy bedgce przydatne przy wyszukiwaniu anglojezychnych publikacji przy
pomocy specjalistycznch wyszukiwarek np. pubmed


http://ksiegarnia.pwn.pl/autor/Bruce+Alberts.html
http://ksiegarnia.pwn.pl/autor/Dennis+Bray.html
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VI1Il. Materialy dydaktyczne

1. Podstawowe roznice miedzy komorka zwierzeca a roslinng

Skladnik komorki Komorka zwierzeca Komorka roslinna
sciana komorkowa - +

blona komoérkowa + +

cytoplazma + +

jadro komorkowe + +

mitochondria + +

wodniczki duzo matych jedna lub kilka duzych
plastydy - +

organelle ruchu + -(wyj. gamety, glony)
siateczka Srodplazmatyczna + +

2. Blona komoérkowa — podstawowe informacje

Kanal biatkowy Ptyn pozakomorkowy Weglowodan

Grupy hydrofilowe
Biatko globulare Glikoproteina (polarne)
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Biatko integralne

Biatko powierzchniowe
, - Transbtonowe biatko
Bialko peryfsnjjrie Cytoszkielet / o strukturze alfa-helisy  Grupy hydrofobowe
(niepolare)
Cytoplazma

- konsystencja potptynna

- zbudowana z biatek 1 dwoch warstw fosfolipidow
- struktura potprzepuszczalna

- pelni istotne funkcje dla kazdej zywej komorki
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3. Bialka blonowe
- zwigzane ze strukturg btony komoérkowej
-moga wystepowac w roli:
- receptorow
- enZymow
- biatek wigzacych
- transporterow
-rozrdézniamy 3 podstawowe typy biatek blonowych

4. Kanaly jonowe
- ze wzgledu na droge aktywacji wyrdzniamy:
- napigciowozalezne
- aktywowane ligandem
- aktywowane naprezeniem mechanicznym
- kanaty jonowe petnig wiele istotnych roli w podstawowych procesach
fizjologicznych organizméw zywych

5. Technika Patch Clamp
- umozliwia obserwacje aktywno$¢ pojedynczych kanatow jonowych
- zapewnia wysoka rozdzielczos¢ czasowq oraz czulos¢ pomiarow
- pomiarOw mozna dokonywac¢ w 4 podstawowych konfiguracjach
- whole cell

- cell attached

i InSIqe out cell- inside-out

- outside out attached
thde out

whole-
cell
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6. Parametry i ré6wnania istotne przy pomiarach elektrofizjologicznych
- rOwnanie Nernsta
-pozwala wyznaczy¢ potencjal blonowy
-warto$¢ potencjatu Nernsta odpowiada wartosci tzw ,,potencjatu
odwrdcenia”

_ RT _ [S;]
~ ZsF  [S4]

Eg

R - stata gazowa
T - temperatura [K]
Zs - fadunek jonu ,,S”

F - stata Faradaya
Es - potencjal blonowy dla jonu ,,S”

Sl - stezenie jonu ,,S” po stronie wewngtrznej blony
82 - stezenie jonu ,,S” po stronie zewngtrznej blony
- potencjal odwrocenia
-Wartos$¢ potencjatu powyzej ktorego kierunek pradu przeptywajacego
przez kanat ulega zmianie

Potencjatl odwrocenia

| g =~90pS
Vv (mV) /

|
-200 -100 100 200

20 T

i(pA)

30 +

- potencjal rownowagi
- potencjal spoczynkowy
- potencjal progowy
- potencjal czynnosciowy
- rownanie Goldmana-Hodgkina-Katza
_RT I P[K*],  Pya[Na™], PglCl7],

n + +
F  PglK*],  Pya[Na™]y  PglCl7],

R - stata gazowa, T - temperatura [K], F - stata Faradaya
PX - wzgledna przepuszczalnos¢ dla jonu x

[X]zlw - stezenie jonu X po zewngetrznej 1 wewnetrznej stronie btony
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7. Blona komorkowa jako uklad elektryczny

- prosty uktad RC

- sktadowa pojemnosciowa pochodzi od dwuwarstwy lipidowe;j

- sktadowa przewodnosciowa (G=1/R) wynika z obecnos$ci kanatéw jonowych

i T

Pojemnos$é Przewodno$¢




