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Исследования электрических свойств поверхности  клеток

Цель: Изучение электрических свойств поверхности клеток, для исследования кинетических процессов при гемолизе.

Введение
Внимание исследователей все больше и больше привлекает  изучение физико-химических, биофизических и биохимических свойств поверхности клеток. Интерес к этим вопросам обоснован необходимостью детального изучения механизмов взаимодействия различного рода лекарственных препаратов, антибиотиков с поверхностными структурами  клеток, а также для изучения влияния различного рода химических и физических факторов. Знание физико-химических и биофизических свойств поверхности клеток в норме поможет яснее представить картину реакции клеток в целом на повреждающие факторы. Удобным и дающим ценную информацию о состоянии клеточной поверхности является метод микроэлектрофореза.

Исследования электрических свойств поверхности  клеток
Известно, что большинство клеток  животного происхождения эритроциты, лейкоциты, тромбоциты и др. и микробные клетки на своей поверхности несут определенный заряд. Этот заряд определяет электрокинетические свойства клеток, то есть скорость их передвижения в электрическом поле, которая определяется методом  микроэлектрофореза.

Обычно поверхность живых клеток имеет отрицательный заряд, величина которого зависит от количества адсорбированных на их поверхности молекул или ионов. Адсорбция ионов в свою очередь зависит от структуры поверхности коллоидов и клеток. Электрофоретическая подвижность клеток обусловлена наличием диссоциированных ионогенных групп на клеточной поверхности, степень диссоциации которых зависит от  рН  среды. При изменении рН окружающей среды будет изменяться степень диссоциации этих групп, а, следовательно, и величина электрофоретической подвижности. Поэтому кривая изменения электрофоретической подвижности клеток под действием рН среды будет характеризовать иогенных состав поверхности клеток.
Изучение поверхности клеток методом микроэлектрофореза было положено классическими исследованиями Абрамсона,  Харамоненко,    1960г.  Этот метод как наиболее надежный и точный позволяет фиксировать изменения клеточной поверхности. Перспективнее при изучении поверхности клеток использовать данный метод в сочетании с другими методами: биохимическими, электронно-микроскопическими и др.

Поверхностный заряд клеток способствует стабильности клеточных суспензий, которая в свою очередь зависит от ионного состава среды. Присутствие в дисперсионной среде зарядов, имеющих одинаковый знак с потенциалообразующими ионами поверхности клеток, препятствует сближению их и агглютинации. В связи с тем, что электрофоретическая подвижность зависит от рН среды имеется ,возможность изучения изменения подвижности в широком диапазоне  рН исследовать морфологические и биохимические свойства поверхности клеток. На примере дрожжевых клеток показана возможность применения  метода микроэлектрофореза для обнаружения микрокапсул невидимых в оптическом микроскопе и не обнаруживаемых химическими методами. После декапсулирования  клеток электрофоретическая подвижность с отрицательной меняется на положительную, это свидетельствует о качественном изменении поверхности клеток. В данном случае изменение электрокинетических свойств может использоваться  в качестве надежного критерия полноты дикапсулирования микробных клеток.
Метод микроэлектрофореза
Передвижение клеток, также как и других заряженных частиц, в электрическом поле происходит в результате образования разности потенциалов между дисперсной фазой и дисперсионной средой. Такой потенциал называется электрокинетическим. Возникновение потенциала на границе двух фаз всегда связано  с возникновением на поверхности раздела электрического заряда. Причиной возникновения заряда на поверхности клеток может быть или адсорбция ионов из растворов или локализация диссоциирующих групп дисперсной фазы состоящей из слоя  адсорбированных  на поверхности ионов и из слоя противоположно зараженных ионов, которые сорбируются на первом слое. Это двойной электрический слой, точнее ионная атмосфера, образующая диффузионный слой, строение которого зависит от концентрации ионов в среде. Таким образом, можно сказать, что образование заряда на поверхности  раздела двух фаз обусловлено ассиметричным распределением ионов. 

Наблюдая за движением отдельных клеток или частиц под микроскопом можно измерять электрокинетический потенциал частиц и клеток любого размера. Это достигается наложением постоянного электрического поля на взвесь клеток. Клетки при этом начинают двигаться в зависимости от знака их заряда. Величину электрокинетического потенциала  (дзета-потенциала) определяют по скорости движения частиц при данном градиенте электрического поля по формуле:
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где 
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 - вязкость (пуазах);

V - скорость мк/с;

Е- градиент потенциала В/см;

D- диэлектрическая проницаемость.

(для микробных клеток, вирусов, эритроцитов и других животных клеток эта формула полностью применима, так как размеры их несоизмеримо больше, чем толщина диффузионного слоя ).

Часто электрофоретические данные выражаются не через дзета потенциал, а прямо через подвижность клеток. 
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где S - путь (мк)

t - время (с)

Е- градиент потенциала В/см;

Скорость передвижения клеток  измеряется непосредственно под микроскопом. Рабочей частью камеры для микроэлектрофореза является плоскопараллельный капилляр, концы которого расширены и переходят в сосуды со шлифованными стенками, в  которые вставляются агаровые сифоны. С помощью агаровых сифонов осуществляется контакт сосудов с раствором медного купороса, в который помещаются медные электроды. Измерения проводятся при напряженности поля 10 В/см. Сила тока в цепи рассчитывается по формуле: 
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где i -сила тока в цепи;
S- поперечное сечение капилляра (0,6 х 6мм);

E - напряженность электрического поля;
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- электропроводность.

Удельная электропроводность взвеси измерялась кондуктометром

Во время микроэлектрофоретических исследований температура исследуемой взвеси должна равняться 25˚С, для этого камера  микроэлектрофореза помещается в термостатированную ячейку.

Порядок работы
Камера для микроэлектрофореза с отмытыми клетками устанавливается в термостатированной ячейке на столике микроскопа. Тщательно притираются агаровые сифоны, таким образом, чтобы исключить движение жидкости в камере. В качестве электродов используются сифоны, заполненные 3% агар-агаром, приготовленном на насыщенном растворе хлорида калия. Сифоны используются до тех пор, пока их цвет не изменяется. Изменение цвета свидетельствует о том, что произошла диффузия ионов меди и агаровые сифоны к работе не пригодны.

В сосуды с 10% раствором С     О  вставляются очищенные от окиси  меди  электроды. После того как в камере устанавливается равновесие замыкается цепь и через камеру начинает проходить ток. Секундомером засекается время, в течение которого клетка находящаяся в фокусе проходит путь, равный 83 мк ( длина всей  измерительной линейки окуляр-микрометра). После первого измерения скорости движения клеток в одном направленииключом меняем направление тока на противоположное и вновь измеряется скорость движения клеток. Измерение электрофоретической подвижности клеток проводится в цитратно-фосфатном буфере Мак-Ильвена. Для измерения электрофоретической подвижности эритроцитов используется буфер при физиологическом значении рН = 7,8. Для измерения электрокинетических свойств бактериальных клеток можно производить измерения в градиента рН при постоянной ионной силе. Для этих целее приготавливается цитратно-фосфатный буфер Мак-Ильвена с постоянной ионной силой (0,02) по Гузеву таблица 1. 

Проведя измерение электрофоретической подвижности клеток при различном рН строится график рН зависимых кривых электрофоретической подвижности, по характеру этих кривых можно судить о состоянии поверхности клеток. 

Фосфатно-цитратная буферная смесь по Гузеву
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Вопросы для контроля остаточных знаний по курсу

1. Природа поверхностного натяжения в жидкости. Энергия поверхностного слоя жидкости. Коэффициент поверхностного натяжения. Факторы, влияющие на величину коэффициента  поверхностного натяжения.

2. Электрические свойства биологической ткани,  эквивалентная электрическая схема. Зависимость сопротивления биологической ткани от частоты переменного тока. Понятие и физические основы импедансометрии. Реография.

3. Мембранный потенциал клеток. Биологические потенциалы  тканей  и органов. Физические основы электрокардиографии и вектор электрографии (ЭКГ и ВЭКГ).

4. Физические основы действия на организм постоянным током. Процедуры, использующие воздействие постоянным током.

5. Физические основы воздействия на организм импульсным током.  Процедуры, использующие воздействие импульсным током.
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