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Streszczenie

Przy zastosowaniu techniki patch-clamp w konfiguracji whole-cell 
prowadzono badania nad wpływem zewnątrzkomórkowego pH na efekt 
modulacyjny wywierany na kanały Kvl.3 przez jony cynku. Stwierdzono, że 
obniżenie pH z 7.35 do 6.8 spowodowało znaczące przesunięcie napięciowej 
zależności aktywacji badanych kanałów w stronę dodatnich wartości potencjału 
błonowego oraz zmniejszenie szybkości ich aktywacji. Stwierdzono też, że 
obniżenie pH z 7.35 do 6.8 nie miało istotnego wpływu na przesunięcie 
napięciowej zależności aktywacji kanałów K vl.3 w stronę dodatnich wartości 
potencjału błonowego, zmniejszenie amplitudy prądów potasowych oraz 
spowolnienie ich aktywacji zachodzące podczas aplikacji jonów  cynku 
w stężeniu 100 цМ. Całkowite przesunięcie napięciowej zależności aktywacji, 
jak również spowolnienie szybkości aktywacji kanałów pod wpływem działania 
obydwu wyżej wspomnianych czynników było istotnie większe od zmian 
spowodowanych przez aplikację jonów cynku bez zmiany pH. Generalnie, 
otrzymane wyniki pokazały, że addytywne efekty modulacyjne wywierane na 
kanały K vl.3 przez jony cynku i protony mogą zachodzić przy wartościach 
zewnątrzkomórkowego pH i przy stężeniach jonów  cynku osiągalnych 
w warunkach fizjologicznych.

Wstęp

Wiadomo, że jony cynku w ystępują w centralnym układzie nerwowym, 
gdzie odgrywają między innymi rolę modulatorów aktywności elektrycznej 
neuronów [2,4]. Badania wykazały także, że jony cynku modulują aktywność 
kanałów jonowych, między innymi, kanałów potasowych różnych typów [4]. 
Badania przeprowadzone w naszym laboratorium pozwoliły stwierdzić 
modulujący wpływ aplikacji jonów cynku na aktywność kanałów potasowych 
typu Kvl .3 [9]. Kanały te występują w limfocytach T, jak również m.in. 
w neuronach mózgowych [6,7]. Efekt modulacji polegał na przesunięciu



napięciowej zależności aktywacji i inaktywacji kanałów K vl.3  w stronę 
dodatnich wartości potencjału błonowego, znaczącym spowolnieniu kinetyki ich 
aktywacji oraz zmniejszeniu amplitudy prądów potasowych w zależności od 
stężenia [9]. Przeprowadzone niedawno przez nas badania nad wpływem pH na 
wyżej wspomniany efekt pozwoliły stwierdzić, że efekt modulacji aktywności 
kanałów potasowych K vl.3 przez jony cynku nie zależy od wartości 
zewnątrzkomórkowego pH [10] ani wewnątrzkomórkowego pH (wyniki nie 
publikowane) w zakresie od 6.4 do 8.4. Stwierdzono także, że obniżenie 
zewnątrzkomórkowego pH od 7.35 do wartości 6.4 powodowało przesunięcie 
napięciowej zależności aktywacji badanych kanałów w stronę dodatnich 
wartości potencjału błonowego, spowolnienie kinetyki aktywacji prądów 
potasowych oraz zmniejszenie ich amplitudy, przy czym efekt ten był 
addytywny do efektu wywieranego przez jony cynku (10]. Natomiast 
podwyższenie zewnątrzkomórkowego pH od 7.35 do 8.4 nie wpływało istotnie 
na aktywność kanałów K vl.3 [10].

Aby móc wnioskować o możliwym fizjologicznym znaczeniu 
addytywnego efektu modulującego wywieranego przez jony cynku i protony w 
kwaśnym pH zaistniała potrzeba przeprowadzenia doświadczeń w warunkach 
fizjologicznych wartości pH oraz stężeń jonów  cynku. Wartość 
zewnątrzkomórkowego pH równa 6.4 jest uważane za leżące poza zakresem 
fizjologicznym. Z tego względu przeprowadzono dodatkowo doświadczenia 
przy zewnątrzkomórkowym pH równym 6.8, które jest uważane za fizjologiczne 
w badaniach nad wpływem pH na blisko spokrewnione kanały potasowe K vl,5 
[11]. Badania przeprowadzono przy stężeniu jonów  cynku równym 100 |iM, 
które leży w zakresie stężeń osiąganych w warunkach fizjologicznych 
w centralnym układzie nerwowym [2, 4].

Materiały i metody

Ponieważ kanały' potasowe Kvl.3 występują endogennie w dużej liczbie 
w limfocytach T, komórki te wykorzystywane były w naszych doświadczeniach 
jako układ modelowy. Doświadczenia prowadzono zarówno na komórkach 
izolowanych z krwi obwodowej dawców zdrowych przy zastosowaniu 
standardowej metody wirowania w gradiencie gęstości, jak również na 
komórkach linii komórkowej Jurkat E6-1.

Badania prowadzono z użyciem techniki patch-clamp w konfiguracji 
whole-cell [3]. Skład roztworów użytych w doświadczeniach był następujący 
(stężenia w mM): roztwór zewnątrzkomórkowy - 150 NaCl, 4.5 KC1, 1 CaCI2, 
1 MgCI2, 10 HEPES, 10 Glukozy; pH=7.35 lub 6.8, roztwór 
wewnątrzkomórkowy - 150 KC1, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES, 10 EGTA;



pH=7.2. Standardowy protokół doświadczalny zawierał 7 impulsów 
napięciowych przykładanych co 20 inV w zakresie od -6 0  mV do +60 mV, 
odstęp czasowy pomiędzy impulsami - 10 s; czas pojedynczego impulsu 40 ms, 
potencjał utrzymania -  90 mV. Badania przeprowadzone uprzednio w naszym 
laboratorium wykazały, że prądy jonow e rejestrowane w tych warunkach są 
związane z aktyw acją kanałów potasowych typu K vl.3 w limfocytach T [9]. 
Liniowa (omowska) składowa była odejmowana od mierzonego prądu 
z zastosowaniem procedury P/4.

Parametrem opisującym napięciową zależność aktywacji badanych 
kanałów była wartość potencjału, przy którym połowa kanałów ulegała 
aktywacji -  V„. Wartość tą obliczano z funkcji Boltzmanna opisującej 
napięciową zależność znormalizowanego przewodnictwa potasowego 
limfocytów T: gK(V) = g K , rax/ ( l + e x p - ( V - V „ ) / k „ ) ;  gdzie: gKITOX -  maksymalna 
wartość znormalizowanego przewodnictwa potasowego (równa 1), V -  potencjał 
błonowy, k„ -  współczynnik nachylenia krzywej. Na rysunkach przedstawiono 
przesunięcia wartości V„ pod wpływem zmiany pH oraz aplikacji jonów  cynku 
w stosunku do wartości obliczonych przy pH=7.35 w nieobecności jonów 
cynku. Miarą szybkości aktywacji kanałów była stała czasowa aktywacji 
t n obliczana ze wzoru: I(t) = 1„Шх[I-exp(-t/x„)]2; gdzie: I -  wartość mierzonego 
prądu, Iniax -  maksymalna wartość prądu, t -  czas. Stałą x„ obliczano dla wartości 
potencjału błonowego równych 20, 40 oraz 60 mV. W celu bardziej czytelnego 
przedstawienia wyników na rysunkach przedstawiono względne wartości 
x„. Wartości te obliczono jako stosunek wartości x„ w danych warunkach 
eksperymentalnych do wartości obliczonej dla tej samej wartości potencjału przy 
pH równym 7.35 i w nieobecności jonów  cynku.

Wyniki przedstawiono jako średnia arytmetyczna ± błąd standardowy. 
Wszystkie doświadczenia wykonano w temperaturze pokojowej (22-24 C).

• U
'— ś  Wyniki i dyskusja

Przykładowe rejestracje prądów potasowych kanałów Kvl.3 
w limfocytach T w warunkach kontrolnych oraz podczas aplikacji jonów cynku 
w różnych wartościach zewnątrzkomórkowego pH zostały przedstawione 
w pracach opublikowanych przez nas uprzednio [9,10].
Rycina 1 niniejszej pracy przedstawia przesunięcie wartości V n w stronę 
dodatnich wartości potencjału błonowego przy zmianie pH z 7.35 do 6.8, 
podczas aplikacji jonów  cynku w stężeniu 100 Ц.М przy pH=6.8 oraz obydwa 
czynniki razem wzięte. Zmiana pH powodowała przesunięcie wartości Vn



Rye. 1. Przesunięcie  wartości Vn pod wpływem zmiany wartości zew nątrzkom órkow ego pH 
z 7.35 do 6.8, podczas aplikacji jonów cynku w stężeniu 100 цМ przy pH=6.8  oraz  przez obydwa 
czynniki razem.
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R yc. 2. P rzesunięcie wartości V„ pod wpływem aplikacji jonów  cynku w stężeniu 100 (iM przy 
pH=6.8 oraz pH=7.35.



0 5.1610.4 mV (n=8), przesunięcie to jest statystycznie istotne (p<0.()5- test 
t-Studenta). Aplikacja jonów  cynku przy pH=6.8 powodowała dodatkowo 
przesunięcie wartości Vn o 23.56+0.5 mV (n=8), natomiast całkowita wartość 
przesunięcia pod wpływem obydwu czynników wynosiła 28.72±0.6 mV (n=8)
1 była istotnie większa (p<0.05) od wartości otrzymanej podczas aplikacji jonów  
cynku. Przesunięcie wartości V„ pod wpływem aplikacji jonów  cynku przy 
pH=6.8 było zbliżone do wartości przesunięcia przy pH=7.35, które wynosiło
22.8310.8 mV (n=10,R yc. 2).

Wiadomo, że aplikacja jonów  cynku powodowała również zmniejszenie 
amplitudy prądów potasowych [9]. Badania wykazały, że aplikacja jonów  cynku 
w stężeniu 100 цМ przy pH=6.8 powodowała zmniejszenie amplitudy prądów 
potasowych zarejestrowanych przy potencjale +60 mV do 0.69±0.046 wartości 
kontrolnej (n=8). W artość ta była zbliżona do wartości otrzymanej podczas 
aplikacji jonów  cynku w tym samym stężeniu przy pH=7.35 wynoszącej 
0.74±0.03 (n=10, Ryc. 3). Natomiast samo obniżenie pH z 7.35 do 6.8 nie 
powodowało istotnego zmniejszenia amplitudy rejestrowanych prądów (wyniki 
nie zostały pokazane na rycinie).
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Jak wiadomo, zarówno obniżenie wartości zewnątrzkomórkowego pH jak 
też aplikacja jonów  cynku powoduje spowolnienie szybkości aktywacji 
badanych kanałów. Rycina 4 przestawia względne wartości stałych czasowych 
aktywacji ( t „ )  prądów zarejestrowanych przy potencjałach błonowych +20, +40 
oraz +60 mV. Obniżenie wartości pH z 7.35 do 6.8 spowodowało spowolnienie 
szybkości aktywacji kanałów, czego odzwierciedleniem był wzrost względnych 
wartości t „ do poziomu 1.4-1.5 wartości kontrolnej. Wzrost ten był niezależny 
od potencjału błonowego w zakresie od +20 do +60 mV i był na pograniczu 
istotności statystycznej (p=0.05). Aplikacja jonów  cynku w stężeniu 100 цМ 
przy tej wartości pH powodowała dalszy wzrost względnej wartości Tn aż do 
poziomu 3.08-4.95 wartości kontrolnej w zależności od potencjału błonowego.

0).

20 mV 40 mV 60 mV

Ryc. 4. W zględne wartości x„ ob liczone dla  zmiany wartości zew nątrzkom órkowego pH z 7.35 do 
6.8 (czarny słupek), podczas aplikacji jonów  cynku w stężeniu 100 цМ  przy pH=6.8 (jasny 
słupek) oraz przez obydw a czynniki razem (szary słupek).

Względna wartość x„ była największa dla potencjału równego +20 mV, zaś 
najmniejsza przy +60 mV. Spadek ten był spowodowany tym, że efekt 
spowolnienia szybkości aktywacji badanych kanałów w wyniku aplikacji jonów  
cynku był zależny od wartości potencjału błonowego i malał wraz ze wzrostem 
potencjału (Ryc. 4). Całkowity wzrost względnej wartości T„ pod wpływem 
zmiany wartości pH z 7.35 do 6.8 oraz aplikacji jonów  cynku w stężeniu 100 
цМ był statystycznie istotnie większy (p<0.05) od wzrostu wartości



spowodowanego przez aplikację jonów  cynku bez zmiany pH. Porównano 
również względne wartości x„ obliczone podczas aplikacji jonów  cynku przy pH 
równym 7.35 oraz 6.8 (Ryc. 5). Jak widać, pewne różnice tych wartości przy pH 
równym 6.8 oraz 7.35 pojawiły się jedynie przy potencjale błonowym równym 
+20 mV i wynikały raczej z dużego rozrzutu wyników otrzymanych przy 
pH=6.8. Ponadto, przy potencjałach błonowych równych +40 oraz +60 mV 
względne wartości x„ obliczone dla obydwu wartości pH były niemalże 
identyczne. Generalnie można więc stwierdzić, że obniżenie pH z 7.35 do 6.8 
nie wpływało na zwiększenie względnych wartości x„ pod wpływem aplikacji 
jonów cynku.

20 mV 40 mV 60 mV

ШШШ Aplikacja Zn przy pH=7.35 
I i Aplikacja Zn przy pH=6.8

Ryc. 5. W zględne wartości t „ obliczone podczas aplikacji jonów  cynku w stężen iu 100 цМ  przy 
PH=6.8 (jasny słupek) o raz 7.35 (czarny słupek).

Wyniki przeprowadzonych przez nas doświadczeń pozw alają stwierdzić, 
że obniżenie wartości zewnątrzkomórkowego pH z 7.35 do 6.8 powodowało 
Przesunięcie wartości V„ w stronę dodatnich wartości potencjału błonowego 
oraz spowolnienie kinetyki aktywacji badanych kanałów, co objawiało się 
zwiększeniem względnych wartości xn. Należy stwierdzić, że zarówno 
przesunięcie wartości V„, jak również wzrost względnych wartości x„ przy 
wartości pH=6.8 był znacznie mniejszy niż obserwowany wcześniej przy 
PH=6.4 [10]. Był jednak na tyle znaczący, by osiągnąć istotność statystyczną. 
Równocześnie stwierdzono, że obniżenie pH z 7.35 do 6.8 nie miało istotnego



wpływu na efekt przesunięcia wartości Vn, jak również na zmniejsznie 
amplitudy badanych prądów potasowych oraz na wzrost względnych wartości 
x„ pod wpływem aplikacji jonów  cynku w stężeniu 100 цМ. Całkowite 
przesunięcie wartości V n, jak również wzrost względnych wartości T„ pod 
wpływem działania obydwu czynników było istotnie większe od zmian 
spowodowanych przez aplikację jonów  cynku bez zmiany pH.

Otrzymane wyniki pozostają w zgodzie z wynikami doświadczeń 
przeprowadzonych na kanałach potasowych Kvl.3 przez Lee i Deutsch, którzy 
stwierdzili, że obniżenie zewnątrzkomórkowego pH powodowało przesunięcie 
napięciowej zależności aktywacji tych kanałów w stronę dodatnich wartości 
potencjału błonowego oraz spowolnienie kinetyki ich aktywacji, przy czym 
wielkość tych efektów była tym większa, im większa była zmiana wartości pH
[1]. Z kolei brak wpływu zmiany wartości pH z 7.35 do 6.8 na efekt modulujący 
wywierany na badane kanały przez jony cynku pozostaje w zgodzie z wynikami 
naszych doświadczeń, które pokazały, że efekt ten nie zależy od wartości 
zewnątrzkomórkowego pH w zakresie od 6.4 do 8.4 [10].

Przyczyna wzajemnej niezależności efektów modulacyjnych 
wywieranych na badane kanały przez jony cynku i protony w kwaśnym pH tkwi 
prawdopodobnie w tym, że obydwa efekty zachodzą w oparciu o różne 
mechanizmy [10]. W przypadku efektów wywieranych przez jony cynku jest to, 
jak się sugeruje, mechanizm obejmujący specyficzne oddziaływania jonów 
cynku z dwoma miejscami wiążącymi [9]. Natomiast przesunięcie napięciowej 
zależności aktywacji kanałów Kvl,3 w stronę dodatnich wartości potencjału 
błonowego oraz spowolnienie ich aktywacji przez zewnątrzkomórkowe protony 
jest najprawdopodobniej wynikiem kompensacji ładunku powierzchniowego [1]. 
Z kolei badania przeprowadzone przez nas uprzednio nad mechanizmem efektu 
modulacji aktywności kanałów K vl.3 przez jony cynku pozwalają wykluczyć 
mechanizm polegający na kompensacji ładunku powierzchniowego [9]. 
Generalnie można więc uznać, że miejsca oddziaływania jonów  cynku 
i protonów na kanały K vl.3 są prawdopodobnie różne.

Należy zauważyć, że wyniki te są sprzeczne z doniesieniami odnośnie 
kanałów potasowych napięciowozależnych typu Shaker a nawet blisko 
spokrewnionych z kanałami K vl.3 kanałów typu K vl.5 [5,8,11]. W przypadku 
tych kanałów udowodniono, że jony cynku i protony oddziałują na te same 
miejsca wiążące zawierające histydynę [5,8,11]. Wykazano też, że w przypadku 
kanałów potasowych typu Shaker w wyniku konkurencji pomiędzy jonami 
cynku a protonami o miejsca wiążące efekt modulacyjny jonów  cynku ulegał 
znacznemu osłabieniu w kwaśnym, zaś wzmocnieniu w alkalicznym pH [8]. 
Można zatem wnioskować, że mechanizmy oddziaływania



zewnątrzkomórkowego pH na efekt modulacyjny jonów  cynku mogą być różne 
dla różnych typów kanałów potasowych.

Obserwowane doświadczalnie addytywne efekty modulacyjne wywierane 
przez protony w kwaśnym pH oraz jony cynku na kanały K vl.3 mogą mieć 
potencjalnie znaczenie fizjologiczne. Wiadomo, że kanały K vl.3 występują 
również w komórkach centralnego układu nerwowego, zwłaszcza w komórkach 
narządu węchowego, gdzie ich aktywność stabilizuje proces tonicznego 
generowania potencjałów czynnościowych [6]. Jak już  wspomniano, stężenie 
jonów cynku równe 100 цМ, jak również wartość pH równa 6.8 leży w zakresie 
osiąganym w centralnym układzie nerwowym w warunkach fizjologicznych. 
Pozostaje do zbadania, czy i na ile addytywne efekty modulacyjne wywierane na 
kanały K vl,3  przez jony cynku i protony wpływają na aktywność elektryczną 
neuronów.

Doświadczenia, których wyniki zaprezentowano w ramach niniejszej 
pracy zostały wykonane w ramach realizacji grantu KBN N r 2 P05A  010 27.
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