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Введение


Одним из важнейших способов межклеточных коммуникаций у многоклеточных животных, наряду с секрецией сигнальных молекул, являются щелевые контакты. Они непосредственно соединяют содержимое соседних клеток и позволяют им обмениваться мелкими молекулами (до 1.000 Д), ионами, минуя стадию диффузии по межклеточному веществу, и электрическими сигналами.


Щелевые контакты образованы трансмембранными белками. На основе схожести первичной структуры этих трансмемебранных белков щелевые контакты разделяют на  коннексины, характерные для хордовых, и паннексины, предположительно имеющиеся у всех многоклеточных. Ранее выделяли паннексины и иннексины, но позже иннексины вместе с их гомологами были объединены в паннексины. Коннексины обозначаются аббревиатурой Cx и цифрой, обозначающий приблизительный вес белка в килодальтонах; в данной работе мы использовали коннексин Cx26.


У разных животных могут встречаться либо коннексины, либо паннексины,  или же оба типа белков щелевых контактов вместе. Есть также некоторые животные, не имеющие ни тех, ни других типов белков, что позволяет предположить существование еще не открытых семейств белков щелевых контактов[1].


Несмотря на существенные отличия в первичной структуре, строение зрелых белков щелевых контактов сходно. И коннексины, и паннексины состоят из четырех трансмембранных доменов, двух петель (EL-1, EL-2), выставленных в межклеточное пространство,  а также N-  и C-концов, торчащих внутрь клетки (см. рис.1) Средняя длина этих белков – 380 АК, а молекулярный вес 26-60 кДа.
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Рисунок 1. Общая схема строения белка щелевого контакта — одной из шести субъединиц полуканала.

[image: image4.emf]
Из шести субъединиц (молекул паннексинов или коннексинов) на мембране клетки образуется гексамерный полуканал (hemichannel), который называется, соответственно, паннексон или коннексон (см. рис.2). 

Рисунок 2. Модель гексамерного канала — паннекосна или коннексона.

Два таких полуканала соседних клеток соединяются и образуется единый щелевой контакт (см. рис.3). 

[image: image11.jpg]



Рисунок 3. Строение щелевого контакта. 


Однако паннексоны и коннексоны могут оставаться неспаренными, соединяя клетку не с другой клеткой, а с межклеточным пространством. В этом случае они работают сходно с другими ионными каналами в мембране клетки[2]. 


Паннексоны не реагируют на физиологическое повышение уровня Ca2+ и могут выбрасывать АТФ наружу по сигналу, что делает их важными участниками генерации и распространения кальциевой волны. Открыть канал способны механическое воздействие, деполяризация клетки, действие внеклеточного АТФ, а повышение концентрации СО2 в цитоплазме и сопутствующее ему закисление внутриклеточной среды приводит к его закрытию. Паннексоны участвуют в процессах инициации воспалительного ответа и ишемической смерти нейронов.


Некоторые коннексоны тоже механочувствительны, выбрасывают внутриклеточный АТФ под воздействием внеклеточного, но более чувствительны к повышению концентрации Ca2+ - при небольшом повышении его уровня в клетке каналы закрываются. В целом они хуже приспособлены для участия в кальциевых волнах.


Два основных блокатора щелевых контактов действуют на коннексины и паннексины с разной эффективностью: коннексины более чувствительны к FFA (C14H10F3NO2, flufenamic acid) , а паннексины к СВХ (C34H50O7, карбеноксолон).


Наличие коннексинов и паннексинов у хордовых может объясняться тем, что в прошлом функции каналов разделились[3]. 


Мутации в генах щелевых контактов у человека приводят к различным кожным заболеваниям и являются одной из основных причин наследственной глухоты - так называемой бессимптомной глухоты (детской врожденной тугоухости, congenital non-syndromic sensorineural deafness). Дело в том, что при определенной мутации (делеции 35 гуанина, которая способствует преждевременному появлению стоп-кодона и синтезу лишь малой части белка) в гене 26-го коннексина (Сx-26), щелевые контакты между т.н. поддерживающими  клетками в улитке ухудшаются. Это приводит к тому, что поддерживающие клетки не могут обеспечивать необходимый мощный отток ионов калия от волосковых клеток в эндолимфу по сети межклеточных контактов. В свою очередь это вызывает гибель сначала самих поддерживающих клеток, а затем и волосковых клеток. 


До недавнего времени считалось, что делеция 35-го гуанина в Сх26 и сдвиг рамки считывания приводит в конечном счете к тому, что вместо функциональной части белка синтезируется короткая неработающая последовательность, и тем самым данных щелевых контактов не образуется. Однако несколько лет назад нашим научным руководителем было выдвинуто предположение, что при сдвиге рамки может возникнуть другой старт-кодон, и считывание все-таки произойдет. Действительно, был найден новый ATG, который может запустить транскрипцию таким образом, что начало белка до места делеции будет не таким, как в исходном Сх26, но функциональная часть, содержащая все трансмембранные домены, будет считана так же, как в немутировавшем белке. Последние годы это предположение проверялось, и было выяснено, что считанный с синтезированной таким образом РНК, белок действительно может встраиваться в мембрану. Однако, до сих пор неясно, образует ли он нормальные щелевые контакты, выяснение чего и является конечной целью исследования в нашей лаборатории. Если окажется, что каналы щелевые контакты все-таки образуются, но работают, например, хуже, то это будет значить, что глухота наступает не из-за полного отстутствия каналов, образованных Cx-26, а в результате изменения свойств этих каналов. В результате отток калия в тканях улитки происходит недостаточно быстро, вследствие чего клетки не могут выполнять свои функции и в последствии гибнут. Получение достоверного ответа на этот вопрос может перевернуть представление о бессимптомной глухоте, и сделать возможным нахождение способа ее излечения. 


 Существует несколько методов изучения щелевых контактов: электронная микроскопия, инъекция флуоресцентной краски в соединенные клетки  и электрофизиологические измерения.и метод гетерологической экспрессии. Одной из экспериментальных моделей для изучения щелевых контактов является метод гетерологической экспрессии на ооцитах ксенопусах. 

Ооциты шпорцевой лягушки являются классическим удобным объектом для изучения щелевых контактов: они крупные, их легко получить, и, кроме того, в них работает лишь один ген щелевых контактов, экспрессию которого можно заблокировать. В нашей работе мы осваивали и отрабатывали метод гетерологической экспрессии. Он заключается в следующем: ооциты ксенопуса предварительно очищаются от фолликулярной и вителлиновой оболочек, и они составляются парами. Затем в нашей работе в ооциты вводится мРНК одного из трех типов белков с помощью микроинъекции. В каждый ооцит вкалывается мРНК белка щелевого контакта Cx26 с встроенной последовательностью белка GFP, либо мутантного белка этого же контакта от больного бессимптомной глухотой также с встроенной последовательностью белка GFP, или самого белка GFP (контроль). Затем ооциты оставляют в термостате на 24-48 часов, после чего экспрессия инъецированных мРНК оценивается визуально с помощью люминисцентного микроскопа. После этого проводится электрофизиологический эксперимент для определения электрической связи между ооцитами. 

Освоение метода  гетерологической экспрессии в парах ооцитов ксенопуса было главной целью нашей работы, поэтому методы и результаты объединены в один раздел, представленный ниже. 

Методы и результаты

1. Получение ооцитов

 
Самки шпорцевых лягушек (Xenopus laevis) (см. рис. 4) для опытов, доставленные нам из Института биологии развития РАН, содержались в аквариумах.

Ооциты мы получали хирургическим путем. Лягушка погружалась в 0,15% раствор этил-3-аминобензоат метансульфоната (наркоз для земноводных и рыб MS-222) на двадцать минут, после чего нами проводилась операция по удалению части долей яичников.
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Рисунок 4. Xenopus laevis, альбинос.

 Лапаротомия проводилась в каудальной части брюшной полости, слева или справа от центральной оси тела, длина разреза составляла примерно  два сантиметра (см. рис. 5).
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Рисунок 5. Операция по извлечению ооцитов.


Каждый раз вырезали пятую часть яичника, содержащую несколько сотен ооцитов. Затем разрез зашивали хирургическими иглой и нитью и лягушку сажали обратно в аквариум. 

2. Снятие сосудистой оболочки


Вырезанные доли яичников помещали в специальный раствор (ND96) и механически очищали пинцетом от общей оболочки так, чтобы ооциты оставались соединены в группы не более чем по десять штук. Состав раствора (ND96), в котором проводились все действия над ооцитами, был следующий: 96.0 mM NaCl, 2.0 mM KCl, 1.8 mM CaCl2,1.0 mM MgCl2, 10.0 mM HEPES (C8H18N2O4S ,  буферный раствор), pH с помощью NaOH доводится до 7.4. Затем их погружали в раствор коллагеназы 1A (с концентрацией 50мг/мл), чтобы очистить ооциты от сосудистой оболочки. Пробирки  с ооцитами в растворе коллагеназы прикреплялись к платформенному шейкеру на 2 часа. Оставлять ооциты на большее время не следует, так как при полном переваривании оболочки повреждается мембрана и  многие ооциты гибнут. Чтобы прекратить дальнейшее действие коллагеназы, мы несколько раз промывали пробирки с ооцитами раствором ND96, профильтрованном стерильным фильтром Millex®-GS с диаметром поры 0,22μm. После этого мы переносили ооциты в чашки петри и снимали остатки сосудистой оболочки с помощью тонких пинцетов под бинокуляром.


Ооциты во время  всех манипуляций находились в специальных чашках петри, заполненных раствором ND-96 с антибиотиками, и имеющими на дне защитный слой агарозы толщиной в несколько миллиметров.


На каждой стадии очистки неповрежденные ооциты переносились в новые чашки петри с чистым раствором. Чашки для инъекций немного отличались — в агарозном геле были сделаны специальные углубления — лунки. Для этого мы брали 3-х сантиметровую чашку петри, в которую наливали раствор агарозы (с концентрацией 1,2%) толщиной примерно 5 мм. Лунки для ооцитов образуются при застывании агарозного раствора за счет закрепленных в нем зубцами вниз расчесок так, чтобы лунки получались глубиной 2-3 мм, не давая ооцитам выкатываться из них или прилипать. В итоге в одну лунку помещается два плотно прижатых друг к другу ооцита, что делает возможным образование щелевых контактов. В одной чашке петри получалось около десяти лунок. 

3. Снятие вителиновой оболочки


Сняв механически сосудистую оболочку, мы очищали яйца от вителлиновой оболочки. Ранее эта оболочка снималась так же как сосудистая, при помощи пинцетов под бинокулярами, однако это очень трудоемкий и долгий процесс с большой вероятностью повредить ооциты: при таком способе можно успешно очистить лишь 15-20% яиц [4]. Мы опробовали новый, ферментативный метод снятия вителлиновой оболочки с помощью протеазы 8 (субтилизина). В каплю раствора протеазы 8 (концентрация 1мг/мл) помещали несколько ооцитов и оставляли там на десять минут, при этом мы постоянно наблюдали за процессом переваривания оболочки под бинокуляром. Остатки вителлиновой оболочки мы аккуратно удаляли стеклянными палочками. Новый метод очищения ооцитов от вителлиновой оболочки так же требует внимательности, но при его использовании число неповрежденных ооцитов существенно выше, что позволяет получить достаточную выборку в каждой серии эксперимента гораздо быстрее и легче. Данный метод очистки ооцитов планируется использовать и далее в подобных экспериментах.


Очищенные от всех оболочек ооциты мы помещали в чашки петри с лунками для того, чтобы ооциты лежали попарно, плотно соприкасаясь мембранами. 


Затем в составленные парами ооциты мы вкалывали определенный тип мРНК (см. п. 4, 5,6, 7) с помощью микроинъекций, а позже регистрировали образование межклеточных контактов, если они возникали между клетками. (см. п. 8, 9)

4. Получение кэпированых мРНК


В присланную в нашу лабораторию плазмиду EpXOON были встроены (последовательно) промотор T7, 5'-нетранслируемая последовательность (UTR) из ДНК Xenopus laevis (гена β-глобина), ген белка щелевого контакта (Cx26) или мутантная последовательность этого белка (Cx26-I), ген зеленого флуоресцентного белка (в контроле был только GFP), 3'-нетранслируемая последовательность также из ДНК шпорцевой лягушки и последовательность, кодирующей poly(A) - “хвост” (см. рис. 6). Все эти «надстройки» в плазмиде нужны для того, чтобы в ооцитах могла идти нормальная трансляция. 5'- и 3'-UTR, взятые из генов самого ксенопуса улучшают трансляцию в ооцитах. Промотор Т7 нужен для того, чтобы Т7-полимераза могла производить считывание. Ген GFP нужен для того, чтобы визуально установить с помощью люминисцентного микроскопа, экспрессируются ли нужные нам гены в клетке. Для описанного выше участка плазмиды были подобраны праймеры и проведена полимеразная цепная реакция ( далее — ПЦР). 
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Рисунок 6. Схема строения одного из трех типов плазмид, с которого будет получена мРНК коннексина-26 


  Еще одним необходимым условием для работы мРНК у эукариот является наличие 5' кэпа (5'-CAP) и 3' полиаденинового «хвоста». Для того, чтобы получить кэпированую мРНК, мы провели синтез мРНК при помощи набора mMessage mMachine ULTRA (Ambiom, Inc). Для получения  мРНК мы смешивали:

1) 6 µl ДНК (по отдельности каждого из трех типов  Cx, Cx-I или GFP со встроенными  Т7-промотором, 5'- и 3'-UTR из ДНК X. laevis  )

2) 2 µl T7 Enzyme Mix ( T7 РНК-полимеразы)

3) 10 µl смеси ARCA и нуклеотидов (АТФ, ЦТФ, УТФ, ГТФ) в отношении 4:5:5:5:1 соответственно

4) 2 µl буфера
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Anti-Reverse Cap Analog (ARCA) – модифицированный аналог кэпа, в котором OH-группа, находящаяся ближе к 3'-концу заменена на OCH3 (см.рис. 7) . Кэп и ГТФ очень схожи по своей структуре, поэтому их количественное отношение в реакции равно 4:1, что обеспечивает наибольший процент верно кэпированных мРНК и правильно синтезированных транскриптов.  Благодаря  замене OH-группы на OCH3, РНК-полимераза может связаться ARCA, сориентировав его в единственном правильном направлении, и связать с последующим нужным нуклеотидом лишь со стороны единственной оставшейся ОН-группы.

Рисунок 7. Строение ARCA


 Следовательно, перед ARCA не может быть присоединен ни один нуклеотид и РНК-полимераза может лишь начать с ARCA  траскрипцию; в результате, в отличие от мРНК с другими аналогами кэпа, со всех транскриптов, кэпированных ARCA, может быть считан белок. 

 
В первой пробирке в качестве матрицы мы использовали ген щелевого контакта Сх26 с GFP, во второй мутантный ген этого белка c GFP, а в третьей только GFP. Остальные компоненты смеси во всех трех случаях совпадали. После добавления всех компонентов смесь оставлялась на 1,5-2 часа при температуре 37°С, так как это оптимальная температура для работы РНК-полимеразы.

5. Полиаденилирование 3'-конца мРНК


Для полиаденилирования 3'-конца мы добавляли к кэпированным молекулам мРНК следующие компоненты:

1) 36µl Nuclease free water – воды, не имеющей нуклеазной активности

2) 20µl E-PAP буфера

3) 10µl 25 mM MnCl2 

4) 10µl АТФ 

5) 4µl фермента E-PAP (Poly-(A) Polymerase, фермент кишечной палочки E.coli, осуществляющий полиаденилирование 3'-конца мРНК)

Все компоненты смешивались и инкубировались от тридцати до 45-ти минут при температуре 37°С. Затем мРНК очищали. Таким образом мы получали три типа мРНК: гена щелевого контакта (Cx-26) с встроенной последовательностью GFP, мутантного гена того же щелевого контакта (Cx-26-I) также с  встроенной последовательностью GFP и мРНК зеленого флуоресцентного белка, служащей контролем в нашем опыте.

6. Очистка мРНК


Для очистки кэпированных и полиаденилированных молекул мРНК мы добавляли двенадцати молярный раствор хлорида лития и оставляли в холодильнике при температуре -20°С, при этом мРНК становилась нерастворимой.  После этого центрифугировали пробирки и промывали осадок 80%-ным этанолом, в котором растворяется LiCl. После высушивали от спирта и растворяли в воде. 

7. Инъецирование ооцитов


После кэпирования и полиаденилирования зрелые мРНК вкалывали в ооциты с помощью микроинъекций. Экпериментально было выяснено, что в ооцитах  экспрессируется лишь один собственный ген щелевых контактов, Cx-38[5]. Чтобы заблокировать его экспрессию, вместе с мРНК инъецировались и антисмысловые ДНК (antisense, антисмысловые олигонуклеотиды). 


Инъекционный аппарат (Nanoject II) настраивался на автоматические впрыскивание 40 нл раствора каждый раз при нажатии кнопки. Подготовка иглы для инъекции проходила так: стеклянная капиллярная трубочка диаметром 1,2 мм вытягивалась на приборе МЭ-3,что позволяет получить на конце трубочку диаметром несколько нанометров. После этого вытянутый конец трубочки надламывался под бинокуляром с помощью кусочка грубой бумаги, после чего кончик иглы достигал диаметра 20-30 мкм. Этот диаметр является оптимальным, так как масло и раствор могут свободно проходить через иглу, а повреждения ооцита при прокалывании сводятся к минимуму. Затем через шприц капилляры полностью заполнялись минеральным маслом. Непосредственно перед инъекцией капля мРНК помещалась в место, защищенное от нуклеаз, такое как парафиновая пленка или стерильная пластиковая чашка.


Концентрация инъецируемой мРНК может колебаться от 12 нг/мкл до 10 мкг/мк, в зависимости от конструкции прибора. Объем инъецируемой жидкости рассчитывается из количества ооцитов (около 40 нл на ооцит). Хотя аппарат может принимать одновременно по 5-10 мкл раствора, такие большие объемы использовать не следует, так как возможно попадание внутрь иглы пузырьков воздуха. Чтобы не рисковать большим количеством РНК, оптимальным объемом для заполнения каждой иглы является 2 мкл. Кончик инъекционной иглы нужно осторожно ввести в каплю мРНК и нажать на инъекционном аппарате кнопку «заполнить» («full») , удерживая кнопку нажатой, пока капля не окажется втянута внутрь, при этом нужно следить, чтобы пузырьки воздуха не начали заходить в иглу. После чего как можно скорее нужно начинать инъецирование ооцитов. 

8. Визуальная оценка экспрессии белков щелевых контактов


После инъецирования ооциты, составленные парами, на 24-48 часов ставились в термостат при температуре 16°С. Затем экспрессия вколотых мРНК  оценивалась с помощью люминисцентного микроскопа. Из-за того, что все инъецируемые молекулы мРНК содержали в себе встроенную последовательность GFP, продукты (если таковые имеются в клетке) этих мРНК  светились бы зеленым под люминисцентным микроскопом. Если ооциты не лопнули и плотно прилегают друг к другу в паре, а также место их соприкосновения ярко светилось под микроскопом, то на таких ооцитах далее проводился электрофизиологический опыт на наличие связи  между ними и  определение ее коэффициента. 
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Рисунок 8. Зеленое свечение ооцитов, инъецированных белками щелевых контактов, включающих последовательность GFP (или только GFP) и составленных парами, под люминисцентным микроскопом. Cx – 26 – ооциты, в которые были вколоты мРНК коннексина 26, GFP –  ооциты, в которые были вколоты мРНК GFP (контроль опыта), Cx-26-I -  ооциты, в которые были вколоты мРНК мутантной формы коннексина 26. Видно, что на среднем рисунке свечение распределено равномерно, в то время как на двух крайних наиболее ярко светится место соприкосновения клеток, что свидетельствует о встраивании коннексина и его мутантной формы в мембрану. 

9. Электрофизиологический опыт


Чтобы установить, существует ли связь (и насколько сильная) между ооцитами одной пары, мы проводили электрофизиологический опыт. В каждый из пары ооцитов вкалывали по два электрода. Серебрянная проволока, вставленная в стеклянные электроды, и земляной электрод предварительно хлорировали в FeCl3. После хлорирования они промывались дистиллированной водой. Стеклянные электроды заполнялись двухмолярным раствором KCl с помощью шприца. Земляной электрод погружали в чашку с ооцитами.  


Электроды для внутриклеточного отведения были закреплены на микроманипуляторах и соединены с предусилителями. Сигнал от микроэлектродов в двух клетках через предусилители поступал в усилитель биопотенциалов AxoClamp 2B, а затем аналоговые сигналы поступали в аналого-цифровой преобразователь (АЦП),превращающий непрерывный сигнал электрического импульса в усредненное значение за каждый момент времени и в таком виде передаёт в компьютер. Оцифрованные сигналы записывались на компьютер с помощью программы pCLAMP (производитель Molecular Devices).


Существует два способа проверить образование щелевых контактов с помощью электофизиологического опыта. При одном из них вычисляется т.н. коэффициент связи между клетками — отношение изменения потенциалов на клетках при прохождении токов через одну из клеток. Этот способ состоит в следующем: два электрода помещаются в одну из клеток, третий электрод погружается во второй ооцит. Затем через один из электродов первой клетки  пропускают толчки отрицательного электрического тока. Сопутствующие этим толчкам тока изменения напряжения  на мембране клеток (ΔU1 и ΔU2  соответственно) регистрируются через второй и третий электроды. Отклонение мембранного потенциала (напряжения на мембране) второй клетки, измеренное через третий электрод, указывало на её электрическую связь с первой клеткой. Таким образом коэффициент связи высчитывается по фомуле  ΔU2/ΔU1. 


Существует и второй способ, при котором непосредственно измеряется сопротивление щелевого контакта (r).  У водной среды, в которую погружены ооциты, и внутри самих ооцитов пренебрежительно малое сопротивление, основное сопротивление оказывает клеточная мембрана (R1 и R2 ) сам межклеточный контакт  (см. рис. 9). Для того, чтобы проверить наличие связи, в одну из клеток подается ток через один из электродов, в следствие чего изменяется ее потенциал (U1), который измеряется вторым электродом. На второй клетке регистрируется с помощью третьего электрода и фиксируется потенциал  (U2)— поддерживается на определенном уровне в течение всего эксперимента. С помощью четвертого электрода измеряется изменение тока, текущего по  межклеточному каналу из второй клетки в первую (I2). 
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Рисунок 9. Схематическое изображение двух клеток, с сопротивлениями R2  и R1 , соединенных межклеточным контактом с сопротивлением r. Красными линиями показано, где замеряется потенциал при прохождении тока через канал: «до» и «после» контакта.


Если клетки связаны (контакт образовался), то ток, распространяясь, перетечет и во вторую клетку. Это приведет к тому, что ток (I2)   необходимый для поддержания  потенциала второй клетки на том же уровне, увеличится. (см. рис. 10, 11).  Таким образом, мы знаем, какой ток (I2) течет через контакт при определенном напряжении (потенциале U1). Следовательно, сопротивление контакта (r) расчитывается по закону Ома : r = U1/I2. 
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Рисунок 10. Схема электрофизиологического опыта: в два ооцита с сопротивлениями мембраны R1 и R2  соответственно воткнуто по два электрода. Через один подается ток (I), распространяющийся по клетке 1 и затем перетекающий во вторую клетку,  через два электрода регистрируется потенциал клеток — U1  и U2, через четвертый электрод — изменение тока, текущего по  межклеточному каналу из второй клетки в первую (I2). Сопротивление межклеточного контакта — r.
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Рисунок 11. Графики зависимости потенциала первой клетки (U1 ) и силы тока, требующейся для поддержания постоянного потенциала на второй клетке (I2)  от времени.


После регистрирования становится понятно, действительно ли образовались межклеточные контакты и какова сила этих связей.

Заключение


Мы освоили метод гетерологической экспрессии в полном объеме. Также мы опробовали новый ферментативный способ очистки ооцитов от вителлиновой оболочки с помощью субтилизина (протеазы 8). Этот способ оказался более удачным, чем существовавший ранее, что немного упростило довольно сложную методику изучения щелевых контактов. 
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