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Streszczenie

Przy zastosowaniu techniki patch-clamp w konfiguracji whole-cell
prowadzono badania nad wplywem zewnatrzkomorkowego pH na efekt
modulacyjny wywierany na kanaty Kv1.3 przez jony cynku. Stwierdzono, ze
obnizenie pH z 7.35 do 6.8 spowodowalo znaczace przesunigeie napigciowej
zaleznosei aktywacji badanych kanaléw w strong dodatnich warto$ci potencjatu
blonowego oraz zmniejszenie szybkosci ich aktywacji. Stwierdzono tez, ze
obnizenie pH z 7.35 do 6.8 nie miato istotnego wplywu na przesunigcie
napieciowej zaleznosci aktywacji kanatéow Kv1.3 w strong dodatnich wartosci
potencjatu blonowego, zmniejszenie amplitudy pradow potasowych oraz
spowolnienie ich aktywacji zachodzace podczas aplikacji jonéw cynku
w stezeniu 100 uM. Catkowite przesunigcie napigciowej zaleznosci aktywacji,
jak réwniez spowolnienie szybkosci aktywacji kanatow pod wplywem dzialania
obydwu wyzej wspomnianych czynnikéw bylo istotnie wigksze od zmian
spowodowanych przez aplikacje jonéw cynku bez zmiany pH. Generalnie,
otrzymane wyniki pokazaly, ze addytywne efekty modulacyjne wywierane na
kanaty Kv1.3 przez jony cynku i protony moga zachodzi¢ przy wartosciach
zewnatrzkomérkowego pH i przy stezeniach jondéw cynku osiagalnych
w warunkach fizjologicznych.

Wstep

Wiadomo, ze jony cynku wystepuja w centralnym ukladzie nerwowym,
gdzie odgrywaja miedzy innymi rolg¢ modulatorow aktywnosci elektrycznej
neuronéw [2,4]. Badania wykazaly takze, ze jony cynku moduluja aktywnos¢
kanaléw jonowych, miedzy innymi, kanatéw potasowych réznych typéw [4].
Badania przeprowadzone w naszym laboratorium pozwolily stwierdzi¢
modulujacy wplyw aplikacji jonéw cynku na aktywnos¢ kanaléw potasowych
typu Kv1.3 [9]. Kanaly te wystepuja w limfocytach T, jak réwniez m.in,
W neuronach moézgowych [6,7]. Efekt modulacji polegal na przesunigciu
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napigciowej zaleznosci aktywacji i inaktywacji kanaléw Kv1.3 w strong
dodatnich wartosci potencjatu blonowego, znaczacym spowolnieniu kinetyki ich
aktywacji oraz zmniejszeniu amplitudy pradéw potasowych w zaleznoéci od
stezenia [9]. Przeprowadzone niedawno przez nas badania nad wpltywem pH na
wyzej wspomniany efekt pozwolily stwierdzi¢, ze efekt modulacji aktywnosci
kanaléw potasowych Kv1.3 przez jony cynku nie zalezy od wartoci
zewnatrzkomérkowego pH [10] ani wewnatrzkomérkowego pH (wyniki nie
publikowane) w zakresie od 6.4 do 8.4. Stwierdzono takze, ze obnizenie
zewnatrzkomérkowego pH od 7.35 do wartosci 6.4 powodowalo przesunigcie
napigciowej zaleznosci aktywacji badanych kanaléw w strone dodatnich
wartosci  potencjatu  blonowego, spowolnienie kinetyki aktywacji pradow
potasowych oraz zmniejszenie ich amplitudy, przy czym efekt ten byl
addytywny do efektu wywieranego przez jony cynku [10]. Natomiast
podwyzszenie zewnatrzkomorkowego pH od 7.35 do 8.4 nie wplywalo istotnie
na aktywnos¢ kanatéw Kv1.3 [10].

Aby moéc wnioskowa¢ o mozliwym fizjologicznym  znaczeniu
addytywnego efektu modulujacego wywieranego przez jony cynku i protony w
kwasnym pH zaistniata potrzeba przeprowadzenia doswiadczen w warunkach
fizjologicznych ~ wartosci pH oraz stezen jonéw cynku. Wartosé
zewnatrzkomérkowego pH réwna 6.4 jest uwazane za lezace poza zakresem
fizjologicznym. Z tego wzgledu przeprowadzono dodatkowo do$wiadczenia
przy zewnatrzkomérkowym pH réwnym 6.8, ktore jest uwazane za fizjologiczne
w badaniach nad wplywem pH na blisko spokrewnione kanaly potasowe Kv1.5
[11]. Badania przeprowadzono przy stgzeniu jonéw cynku réwnym 100 pM,
ktore lezy w zakresie stezen osiaganych w warunkach fizjologicznych
w centralnym ukfadzie nerwowym [2, 4].

Materialy i metody

Poniewaz kanaty potasowe Kv1.3 wystepuja endogennie w duzej liczbie
w limfocytach T, komorki te wykorzystywane byly w naszych do$wiadczeniach
jako uktad modelowy. Doswiadczenia prowadzono zaréwno na komérkach
izolowanych z krwi obwodowej dawcéw zdrowych przy zastosowaniu
standardowej metody wirowania w gradiencie gestosci, jak réwniez na
komérkach linii komérkowej Jurkat E6-1.

Badania prowadzono z uzyciem techniki patch-clamp w konfiguracji
whole-cell [3]. Sktad roztworéw uzytych w doswiadczeniach byt nastepujacy
(stezenia w mM): roztwor zewnatrzkomérkowy - 150 NaCl, 4.5 KCI, 1 CaCl,,
1 MgCl,, 10 HEPES, 10 Glukozy; pH=7.35 1lub 6.8, roztwér
wewnatrzkomérkowy - 150 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES, 10 EGTA;
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pH=7.2. Standardowy protokét doswiadczalny zawieral 7 impulséw
napigeciowych przyktadanych co 20 mV w zakresie od 60 mV do +60 mV,
odstep czasowy pomigdzy impulsami - 10 s; czas pojedynczego impulsu 40 ms,
potencjal utrzymania — 90 mV. Badania przeprowadzone uprzednio w naszym
laboratorium wykazaly, ze prady jonowe rejestrowane w tych warunkach sa
zwigzane z aktywacja kanalow potasowych typu Kv1.3 w limfocytach T [9].
Liniowa (omowska) skladowa byla odejmowana od mierzonego pradu
z zastosowaniem procedury P/4.

Parametrem opisujacym napigciowa zaleznos¢ aktywacji badanych
kanalow byla wartoé¢ potencjatu, przy ktérym polowa kanaléw ulegata
aktywacji — V,. Warto$¢ ta obliczano z funkcji Boltzmanna opisujacej
napigciowa  zalezno$¢  znormalizowanego  przewodnictwa  potasowego
limfocytéw T: gK(V) = gKumu/(14exp-(V-Vy)/ky); gdzie: gKyx — maksymalna
warto$é znormalizowanego przewodnictwa potasowego (réwna 1), V — potencjat
blonowy, k, — wspblezynnik nachylenia krzywej. Na rysunkach przedstawiono
przesunigcia wartoéci V, pod wptywem zmiany pH oraz aplikacji jonéw cynku
w stosunku do wartosci obliczonych przy pH=7.35 w nieobecnosci jondw
cynku. Miarg szybkosci aktywacji kanalow byla stata czasowa aktywacji
T, obliczana ze wzoru: I(t) = Imx[l-exp(-t/‘t.,)]z; gdzie: I — warto$¢ mierzonego
pradu, I,.x — maksymalna wartos$¢ pradu, t — czas. Stala T, obliczano dla wartosci
potencjatu blonowego réwnych 20, 40 oraz 60 mV. W celu bardziej czytelnego
przedstawienia wynikoéw na rysunkach przedstawiono wzgledne wartosci
T,. Wartosci te obliczono jako stosunek wartosci T, w danych warunkach
eksperymentalnych do wartosci obliczonej dla tej samej wartosci potencjatu przy
pH réwnym 7.35 i w nieobecnoscei jonoéw cynku.

Wyniki przedstawiono jako $rednia arytmetyczna + blad standardowy.
Wszystkie do$wiadczenia wykonano w temperaturze pokojowej (22-24 °C).

e Wiyniki i dyskusja
= :

s Przykladowe rejestracie  pradow  potasowych  kanatow  Kvl.3
w limfocytach T w warunkach kontrolnych oraz podczas aplikacji jonéw cynku
W réznych wartosciach zewnatrzkomorkowego pH zostaly przedstawione
w pracach opublikowanych przez nas uprzednio [9,10].
Rycina 1 niniejszej pracy przedstawia przesunigcie wartosci V, w strong
dodatnich wartosci potencjatu blonowego przy zmianie pH z 7.35 do 6.8,
podczas aplikacji jonow cynku w stezeniu 100 uM przy pH=6.8 oraz obydwa
czynniki razem wziete. Zmiana pH powodowala przesunigcie wartosci V,
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Ryc. 1. Przesunigcie wartosci V,, pod wplywem zmiany wartosci zewnatrzkomorkowego pH

2.7.35 do 6.8, podczas aplikacji jonéw cynku w st¢zeniu 100 uM przy pH=6.8 oraz przez obydwa
czynniki razem.
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Ryc. 2. Przesunigcie wartosci V,, pod wptywem aplikacji jonéw cynku w stgzeniu 100 uM przy
pH=6.8 oraz pH=7.35.
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0 5.16+0.4 mV (n=8), przesunigcie to jest statystycznie istotne (p<0.05- test
t-Studenta). Aplikacja jonéw cynku przy pH=6.8 powodowata dodatkowo
przesunigcie wartosci V, 0 23.5640.5 mV (n=8), natomiast catkowita warto$¢
przesunigcia pod wptywem obydwu czynnikéw wynosita 28.7240.6 mV (n=8)
i byla istotnie wigksza (p<0.05) od wartosci otrzymanej podczas aplikacji jonow
cynku. Przesunigcie wartosci V, pod wplywem aplikacji jonow cynku przy
pH=6.8 bylo zblizone do wartosci przesunigcia przy pH=7.35, ktére wynosito
22.831£0.8 mV (n=10, Ryc. 2).

Wiadomo, ze aplikacja jonéw cynku powodowala réwniez zmniejszenie
amplitudy pradoéw potasowych [9]. Badania wykazaly, ze aplikacja jonoéw cynku
w stezeniu 100 uM przy pH=6.8 powodowala zmniejszenie amplitudy pradéw
potasowych zarejestrowanych przy potencjale +60 mV do 0.69+0.046 wartosci
kontrolnej (n=8). Warto$¢ ta byta zblizona do wartosci otrzymanej podczas
aplikacji jonéw cynku w tym samym stgZeniu przy pH=7.35 wynoszacej
0.7440.03 (n=10, Ryc. 3). Natomiast samo obnizenie pH z 7.35 do 6.8 nie
powodowalo istotnego zmniejszenia amplitudy rejestrowanych pradow (wyniki
nie zostaly pokazane na rycinie).
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Ryc. 3. Wartos¢ wzglednej amplitudy pradéw potasowych podezas aplikacji jonéw cynku
W stezeniu 100 uM przy pH=6.8 oraz pH=7.35.
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Jak wiadomo, zar6wno obnizenie wartosci zewnatrzkomérkowego pH jak
tez aplikacja jonéw cynku powoduje spowolnienie szybkosci aktywacji
badanych kanatéw. Rycina 4 przestawia wzgledne wartosci statych czasowych
aktywacji (t,) pradow zarejestrowanych przy potencjatach blonowych +20, +40
oraz +60 mV. Obnizenie wartosci pH z 7.35 do 6.8 spowodowato spowolnienie
szybkosci aktywacji kanatow, czego odzwierciedleniem byt wzrost wzglednych
wartosci T, do poziomu 1.4-1.5 wartoéci kontrolnej. Wzrost ten byl niezalezny
od potencjatu blonowego w zakresie od +20 do +60 mV i byl na pograniczu
istotnosci statystycznej (p=0.05). Aplikacja jonéw cynku w stezeniu 100 uM
przy tej wartosci pH powodowata dalszy wzrost wzglednej wartosci 1, az do
poziomu 3.08-4.95 warto$ci kontrolnej w zaleznosci od potencjatu blonowego.

6 = =4

Wzgledne wartosci T,

20mv 40mvV 60 mv

. pH=6.8
[T Aplikacja Zn
B Razem

Ryc. 4. Wzgledne wartosci T, obliczone dla zmiany wartosci zewnatrzkomoérkowego pH z 7.35 do
6.8 (czarny stupek), podczas aplikacji jonow cynku w stezeniu 100 uM przy pH=6.8 (jasny
stupek) oraz przez obydwa czynniki razem (szary stupek).

Wzgledna wartos¢ T, byta najwigksza dla potencjatu réwnego +20 mV, za$
najmniejsza przy +60 mV. Spadek ten byl spowodowany tym, ze efekt
spowolnienia szybkosci aktywacji badanych kanaléw w wyniku aplikacji jonow
cynku byt zalezny od warto$ci potencjatu blonowego i malal wraz ze wzrostem
potencjatu (Ryc. 4). Catkowity wzrost wzglednej wartosci T, pod wpltywem
zmiany warto$ci pH z 7.35 do 6.8 oraz aplikacji jonéw cynku w stezeniu 100
MM byl statystycznie istotnie wigkszy (p<0.05) od wzrostu wartosci
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T, spowodowanego przez aplikacjg¢ jonéw cynku bez zmiany pH. Poréwnano
réwniez wzgledne wartosci T, obliczone podczas aplikacji jonéw cynku przy pH
rownym 7.35 oraz 6.8 (Ryc. 5). Jak widaé, pewne r6znice tych wartosci przy pH
rownym 6.8 oraz 7.35 pojawily si¢ jedynie przy potencjale blonowym réwnym
+20 mV i wynikaly raczej z duzego rozrzutu wynikéw otrzymanych przy
pH=6.8. Ponadto, przy potencjatach blonowych réwnych +40 oraz +60 mV
wzgledne warto$ci 1, obliczone dla obydwu wartosci pH byly niemalze
identyczne. Generalnie mozna wige stwierdzié, ze obnizenie pH z 7.35 do 6.8
nie wplywalo na zwigkszenie wzglednych wartosci T, pod wplywem aplikacji
jonéw cynku.

]

Wzgledne wartosci T,

20mVv 40 mV 80 mvV

W Aplikacia Zn przy pH=7.35
[ Aplikacja Zn przy pH=6.8

Ryc. 5. Wzgledne wartosci 1, obliczone podczas aplikacji jonow cynku w stezeniu 100 UM przy
PH=6.8 (jasny stupek) oraz 7.35 (czarny stupek).

Wyniki przeprowadzonych przez nas doSwiadczen pozwalajg stwierdzi¢,
ze obnizenie wartosci zewnatrzkomérkowego pH z 7.35 do 6.8 powodowalo
Przesuniecie wartosci V, w strong dodatnich wartoSci potencjatu blonowego
oraz spowolnienie kinetyki aktywacji badanych kanaléw, co objawialo si¢
zwigkszeniem wzglednych wartosci Ta. Nalezy stwierdzi¢, ze zaréwno
Przesunigcie wartosci V,, jak réwniez wzrost wzglednych wartosci T, przy
Wwartosci pH=6.8 byl znacznie mniejszy niz obserwowany wczesniej przy
PH=6.4 [10]. Byt jednak na tyle znaczacy, by osiagna¢ istotnos¢ statystyczna.
Réwnoczesnie stwierdzono, ze obnizenie pH z 7.35 do 6.8 nie mialo istotnego
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wplywu na efekt przesunigcia wartosci Vi, jak rowniez na zmniejsznie
amplitudy badanych pradéw potasowych oraz na wzrost wzglednych wartosci
T, pod wplywem aplikacji jonéw cynku w stezeniu 100 pM. Calkowite
przesunigcie wartosci V,, jak rowniez wzrost wzglednych wartosci T, pod
wplywem dzialania obydwu czynnikéw bylo istotnie wigksze od zmian
spowodowanych przez aplikacj¢ jonéw cynku bez zmiany pH.

Otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z wynikami doswiadczen
przeprowadzonych na kanatach potasowych Kv1.3 przez Lee i Deutsch, ktérzy
stwierdzili, ze obnizenie zewnatrzkomérkowego pH powodowato przesunigcie
napigciowej zaleznosci aktywacji tych kanaléw w strong dodatnich warto$ci
potencjalu blonowego oraz spowolnienie kinetyki ich aktywacji, przy czym
wielko$é tych efektow byfa tym wigksza, im wigksza byla zmiana wartosci pH
[1]. Z kolei brak wplywu zmiany wartosci pH z 7.35 do 6.8 na efekt modulujacy
wywierany na badane kanaly przez jony cynku pozostaje w zgodzie z wynikami
naszych doswiadczen, ktore pokazaty, ze efekt ten nie zalezy od wartosci
zewnatrzkomorkowego pH w zakresie od 6.4 do 8.4 [10].

Przyczyna  wzajemnej  niezaleznosci  efektow  modulacyjnych
wywieranych na badane kanaly przez jony cynku i protony w kwasnym pH tkwi
prawdopodobnie w tym, ze obydwa efekty zachodza w oparciu o rézne
mechanizmy [10]. W przypadku efektéw wywieranych przez jony cynku jest to,
jak si¢ sugeruje, mechanizm obejmujacy specyficzne oddzialywania jondw
cynku z dwoma miejscami wiazacymi [9]. Natomiast przesunigcie napigciowej
zalezno$ci aktywacji kanatéw Kv1.3 w strong dodatnich wartosci potencjatu
btonowego oraz spowolnienie ich aktywacji przez zewnatrzkomoérkowe protony
jest najprawdopodobniej wynikiem kompensacji fadunku powierzchniowego [1].
Z kolei badania przeprowadzone przez nas uprzednio nad mechanizmem efektu
modulacji aktywno$ci kanaléw Kv1.3 przez jony cynku pozwalaja wykluczy¢
mechanizm polegajacy na kompensacji ltadunku powierzchniowego [9].
Generalnie mozna wigc uznaé, ze miejsca oddzialywania jonow cynku
i protonéw na kanaty Kv1.3 sa prawdopodobnie rézne.

Nalezy zauwazyé, ze wyniki te sa sprzeczne z doniesieniami odno$nie
kanatlow potasowych napigciowozaleznych typu Shaker a nawet blisko
spokrewnionych z kanatami Kv1.3 kanaléw typu Kv1.5 [5,8,11]. W przypadku
tych kanaléw udowodniono, ze jony cynku i protony oddziatuja na te same
miejsca wiazace zawierajace histydyne [5,8,11]. Wykazano tez, ze w przypadku
kanaléw potasowych typu Shaker w wyniku konkurencji pomigdzy jonami
cynku a protonami o miejsca wiazace efekt modulacyjny jonéw cynku ulegat
znacznemu ostabieniu w kwasnym, za$ wzmocnieniu w alkalicznym pH [8].
Mozna zatem wnioskowag, 70 mechanizmy oddzialywania
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zewnatrzkomérkowego pH na efekt modulacyjny jonéw cynku mogg by¢ rézne
dla réznych typéw kanatéw potasowych.

Obserwowane doswiadczalnie addytywne efekty modulacyjne wywierane
przez protony w kwasnym pH oraz jony cynku na kanaly Kvl.3 moga mie¢
potencjalnie znaczenie fizjologiczne. Wiadomo, ze kanaly Kv1.3 wystepuja
réwniez w komorkach centralnego ukfadu nerwowego, zwlaszcza w komérkach
narzadu wechowego, gdzie ich aktywnos$¢ stabilizuje proces tonicznego
generowania potencjaléw czynnosciowych [6]. Jak juz wspomniano, stezenie
Jonéw cynku réwne 100 uM, jak réwniez wartos¢ pH réwna 6.8 lezy w zakresie
osigganym w centralnym ukladzie nerwowym w warunkach fizjologicznych.
Pozostaje do zbadania, czy i na ile addytywne efekty modulacyjne wywierane na
kanaly Kv1.3 przez jony cynku i protony wplywaja na aktywnos¢ elektryczng
neuronéw.

Dos$wiadczenia, ktérych wyniki zaprezentowano w ramach niniejszej
pracy zostaly wykonane w ramach realizacji grantu KBN Nr 2 POSA 010 27.
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