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Przewodnictwo kanatéw potasowych u chorych na
astme oskrzelowa w spoczynku oraz pod wplywem
stymulacji B-adrenergicznej i teofiliny

The conductivity of potassium ion channels in asthma patients at
rest and after B-adrenergic and theophylline stimulation
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Przestanki: Kanaty jonowe, jako jedna ze struktur bialkowych
umozliwiajacych ruch jondw w poprzek blony, stanowia wazne
ogniwo systemow sygnalizacyjnych komorki. Obecne w btonie
komoérkowej limfocyta T kanaty potasowe napigciowo-zalezne Kv1.3
biora udziat w procesach fizjologicznych komorki. Miarg ich
aktywnosci jest przewodnictwo potasowe (gK) ulegajace modyfikacji
pod wptywem réznych czynnikéw, np. chorob.

Cel i metody: W pracy oceniano catkowite przewodnictwo potasowe
limfocytow T przy zastosowaniu techniki ,,patch-clamp” w konfiguracji
~whole-cell”. Badania przeprowadzone zostaly w grupach zdrowych
(42 osoby) i chorych na astmg oskrzelowa (72 osoby).

Wyniki: Warto$ci przewodnictwa potasowego 0sob chorych na astmg
oskrzelowa nie roznily si¢ w sposob istotny statystycznie od tych,
otrzymanych w grupie osob zdrowych. W doswiadczeniu badano
modulacje aktywnos$ci kanaléow Kv1.3 limfocytow T w toku
pobudzenia receptora B-adrenergicznego (izoprenalina), jak rowniez
pod wptywem wprowadzonej do wnetrza komorki teofiliny.
Wnhioski: Stwierdzili$my, ze w obu przypadkach wartosci gK nie r6znia
sig istotnie statystycznie od tych, uzyskanych w kontroli.
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Background: Ion channels, as the protein structures controlling ion
exchange across cell membranes, constitute an important part of cellular
signaling processes. The voltage operated potassium channels Kv1.3
within the membranes of lymphocyte T take part in physiological
reactions in these cells. The measure of their activity is potassium
conductivity (gK) that can be modified by various factors, including
disease states.

Aims and methods: This study was designed to evaluate integrated
potassium conductivity in lymphocytes T with the ,,patch-clamp” in
a ,,whole-cell” type assay. The study included 42 healthy subjects and
72 asthmatic patients.

Results: The values of potassium conductivity did not significantly
differ between the two groups. Further, the modulation of Kv channel
activity was investigated in type T lymphocytes in the course of -
adrenergic stimulation with isoprenaline and with intracellularly
introduced theophylline.

Conclusions: In both cases, the results of gK were not found to differ
significantly from those of the controls.
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U podloza astmy oskrzelowej lezy przewlekty proces
zapalny toczacy si¢ w drogach oddechowych, w ktorym
szczegolna rolg odgrywaja limfocyty T (LT). W astmie
sa one w stanie aktywacji. Kanaty jonowe sg biatkowymi
strukturami blon komérkowych, ktore poprzez utrzymy-
wanie stezen jondw oraz regulacje napigcia na btonie sa
waznym ogniwem systemu sygnalizacyjnego komorki.
Zmiany przewodnoS$ci blony komorkowej dla okreslonych
jondw sa wigc najbardziej pierwotng forma odpowiedzi
komorki na okreslony bodziec.

Dominujacym i najszerzej badanym typem kanatow
jonowych w LT sa kanaty potasowe napigciowo-zalezne
Kv1.3. Udowodniono, ze biora one udziat m. in. w utrzy-
mywaniu potencjatu spoczynkowego komorki, a takze
w procesie aktywacji limfocyta [1,2,3,4].

W farmakoterapii astmy oskrzelowej stosuje sig¢ mig-
dzy innymi leki pobudzajace receptory B-adrenergiczne,
jak rowniez inhibitory fosfodiesterazy. Docelowo leki obu
tych grup podnosza poziom wewnatrzkomorkowego
cAMP, ktory jest tzw. wtornym przekaznikiem w wielu
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szlakach sygnalizacyjnych komoérki. W przypadku komo-
rek mig$ni gladkich dréog oddechowych pobudzenie re-
ceptora [-adrenergicznego (efekt bronchodilatacyjny)
zwiazany jest z otwarciem kanatow potasowych zalez-
nych od wapnia — K¢, .4 [5,6,7].

Badane LT zawieraja rowniez receptory [B-adrener-
giczne, stad zamiar oceny czy B-mimetyki i teofilina mo-
duluja aktywno$¢ kanatéw Kv1.3 u pacjentow z ast-
ma oskrzelowa i pordwnania uzyskanych wynikow z gru-
pa kontrolna. Z praktycznego punktu widzenia ten rodzaj
badan, rozszerzajac nasza wiedzg o komorkowych syste-
mach sygnalizacyjnych, pozwoli by¢ moze na jej terapeu-
tyczne wykorzystanie.

Celem pracy bylo okreslenie spoczynkowego prze-
wodnictwa (gK) LT oraz wptywu sympatykomimetykow
i teofiliny na to przewodnictwo.

PACJENCI 1 METODY
Pacjenci

Badaniem objgto 114 oséb, w wieku od 16 do 76 lat.
Grupeg kontrolna stanowity 42 osoby, 20 kobiet i 22 mez-
czyzn, nie podajace w wywiadzie chordb alergicznych
u siebie ani cztonkéw rodziny. Sredni wiek badanych
w grupie kontrolnej wynosit 35,3 lat.

Grupa pacjentdow z astma oskrzelowa liczyta 72 oso-
by — 39 kobiet i 33 mezczyzn; sredni wiek — 44,3 lata.
Grupa ta sktadata si¢ z pacjentow chorych na astme
oskrzelowa o roznej etiologii, czasie trwania choroby, cigz-
kosci jej przebiegu, a takze prowadzonej terapii.

Metody

Do izolacji limfocytéw T z krwi obwodowej postugi-
wano si¢ zmodyfikowana metoda standardowa opisywa-
na w literaturze [8].

U wszystkich badanych przeprowadzono pomiar prze-
wodnictwa potasowego (gK) w kilku komorkach limfo-
cytarnych. W kolejnej czgs$ci doswiadczen okreslano
przewodnictwo potasowe w LT pochodzacych od os6b
zdrowych i chorych na astmg, pobudzanych -agonista
oraz teofilina. Pomiary te przeprowadzane byly w ciagu
15 minut, a jesli warunki na to pozwalaty przedtuzano je
do 30 minut.

Badanie przewodnictwa potasowego opieralo si¢ na
wykorzystaniu techniki ,patch-clamp” w odmianie ,,who-
le-cell” wg protokolu Solivena i Nelsona [9]. Do tego
celu postugiwano sig stanowiskiem do pomiaréw metoda
wpatch-clamp” zamontowanym w Zaktadzie Biofizyki
Akademii Medycznej we Wroctawiu.

Pomiar aktywno$ci kanatow potasowych napigciowo-
zaleznych Kv1.3 polega na rejestrowaniu pradu ptynace-
go przez btong badanej komadrki w odpowiedzi na depola-
ryzacje. W trakcie dos§wiadczen stosuje si¢ roztwory ze-
wnatrzkomoérkowe oraz wprowadza si¢ tez roztwory
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dokomoérkowo. W czesci doswiadczenia badajacej wpltyw
pobudzenia 3-adrenergicznego na kanaty Kv1.3 wprowa-
dzano do roztworu wewnatrzkomoérkowego izoprenaling
w stezeniach 10° M i 10* M. W tych samych stezeniach
w dalszej czgsci badan wprowadzano do roztworu we-
wnatrzkomorkowego — teofiling. Czas inkubacji komorek
z lekami odpowiada czasowi, w ktérym dochodzi do re-
akcji klinicznej in vivo. Uzyskane wyniki poddano anali-
zie statystycznej. Uzyto nieparamatrycznych testow Kru-
skala-Wallisa i mediany.
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Ryec. 1. Zalezno$¢ maksymalnego natg¢zenia pradu potasowego

I,,max od potencjatu btonowego. Wspdtczynnik nachylenia

prostej okresla warto$¢ przewodnictwa potasowego gK
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Rycina 1 ilustruje zalezno$¢ maksymalnego natezenia
pradu potasowego I, ,max od potencjatu btonowego (V).
Wspoélczynnik nachylenia prostej okresla wartos¢ prze-
wodnictwa potasowego gK.

WYNIKI

Warto$ci gK limfocytow T zawieraty si¢ w przedziale
0d 0,1 nS do 6,7 nS (nanoSimens). W obliczeniach staty-
stycznych uwzgledniono wartosci wigksze lub rowne
1,0 nS, traktujac mniejsze — jako mato prawdopodobne
dla limfocytéw T. Odrzucono 5,05% catkowitej liczby po-
miarow. W tabeli | przedstawiono charakterystyke roz-
ktadow statystycznych wartosci gK LT (limfocyty T) dla
badanych grup. Na rycinie 2 przedstawione sg histogramy
warto$ci gK LT dla obu grup. Brak jest istotnej rdznicy
statystycznej (p > 0,05) pomigdzy rozktadami wartosci gk
LT grupy osob zdrowych i chorych na astmeg oskrzelowa.

Tabela I. Charakterystyka rozkladéw gK [nS] LT w badanych
grupach. W nawiasach podano liczbg pomiarow.

Grupa Srednia Odchylenie Mediana Liczba 0sob
standardowe W grupie

Chorzy 1,83 1,04 1,5 72

na astme (378)

Zdrowi (222) 1,86 1,17 14 49
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Ryec. 2. Histogram porownawczy warto$ci gK LT u 0séb zdro-
wych i chorych na astmg oskrzelowa

Na wykresach naniesiono odsetek (zapisany jako uta-
mek dziesigtny na osi pionowe;j) liczby pomiaréw naleza-
cych do danego przedziatu.

W nastepnym etapie doswiadczenia badano wptyw
pobudzenia receptora -adrenergicznego na przewodnic-
two potasowe limfocytow T u 0sob zdrowych i u chorych
na astmeg oskrzelowa. Zmiany gK limfocytow T pod wpty-
wem dziatania izoprenaliny byly statystycznie nieistotne
(p>0,05), zar6wno w przypadku komorek pochodzacych
od 0s6b zdrowych, jak i w przypadku pacjentow z astma
oskrzelowa. Wartosci $rednich 1 median przewodnictwa
potasowego (gK) zawiera tabela II. Ryciny 3 1 4 przed-
stawiaja wartosci median przewodnictwa potasowego LT
uzyskane podczas stymulacji izoprenaling w grupach zdro-
wych i chorych na astme oskrzelowa.

Tabela II. Wpltyw izoprenaliny na warto$ci gK limfocytow T
chorych na astmg oskrzelowa i 0s6b zdrowych

Grupa Czas | Czas Il Czas 111
badana Srednia Mediana Srednia Mediana Srednia Mediana
Astma 142 1,2 1,47 1,2 142 1,2
izoprenalina
Astma 1,51 1,2 1,53 1,3 1,50 1,2
kontrola
Zdrowi 14 1,2 1,45 1,3 1,39 1,2
izoprenalina
Zdrowi 1,39 1,15 142 1,3 1,48 1,3
kontrola

czas I — 30 s po utworzeniu konfiguracji ,,whole-cell”

czas I — 5 min. po wytworzeniu konfiguracji ,,whole-cell”, a 2 min.
po wprowadzeniu do roztworu wewnatrzkomorkowego izo-
prenaliny

czas III — 15 min. po wytworzeniu konfiguracji ,, whole-cell”
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Ryc. 4. Mediany przewodnictwa potasowego limfocytow T
u 0sob chorych na astmg oskrzelowa poddanych dziataniu izo-
prenaliny i w grupie kontrolne;j

ISO1 — wprowadzenie do roztworu wewnatrzkomorkowego izo-
prenaliny w stez. 10> M w 2 min. od utworzenia konfi-
guracji ,,whole- cell”;

ISO2 — wprowadzenie do roztworu wewnatrzkomorkowego izo-
prenaliny w stez. 10*M w 15 min. od utworzenia konfi-
guracji ,,whole- cell”

Kolejnym etapem byto zbadanie wplywu teofiliny na
przewodnictwo potasowe limfocytow T pochodzacych od
chorych na astmg oskrzelowa. Zmiany przewodnictwa
potasowego limfocytow T pod wptywem dziatania teofili-
ny byly statystycznie nieistotne (p > 0,05). Wartosci §red-
nich i median uzyskane w przebiegu dos§wiadczenia przed-
stawia tabela III, za$ rycina 5 warto$ci median przewod-
nictwa potasowego (gK) uzyskane w trakcie doswiad-
czenia z teofilina.
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Tabela II1. Wptyw teofiliny na wartosci gK limfocytow T u cho-
rych na astmg oskrzelowa

Grupa Czas1 Czas1l CzasIII
badana Srednia Mediana Srednia Mediana Srednia Mediana
Astma 1,89 1,5 1,76 1,5 1,71 1,6
teofilina
Astma 1,78 1,5 1,81 1,6 1,74 1,6
kontrola

Czasy [, II, III oznaczono podobnie jak w tabeli nr I1

B TEOL T

mediana

teofilina
kontrola

czas [min]

Ryc. 5. Mediany przewodnictwa potasowego limfocytow T
u chorych na astmg poddanych dziataniu teofiliny

TEO1 - wprowadzenie do roztworu wewnatrzkomérkowego

teofiliny w stez. 10°M w 2 min. od utworzenia konfi-
guracji ,,whole- cell”;

TEO2 - wprowadzenie do roztworu wewnatrzkomérkowego
teofiliny w stez. 10°*M w 15 min. od utworzenia kon-
figuracji ,,whole- cell”

DYSKUSJA

Z doniesien literaturowych wiadomo, ze obok gene-
tycznie uwarunkowanych patologii kanatéw jonowych
réznych komorek, bedacych podtozem takich chordb, jak
mukowiscydoza czy zespot wydtuzonego QT, ich kinety-
ka moze ulega¢ modulacji w przebiegu przewlektych na-
bytych schorzen [10-13].

Kierujac si¢ powyzszymi danymi rozpoczgliSmy ba-
dania, ktore miaty odpowiedzie¢ na pytanie: czy proces
zapalny w przebiegu astmy wptywa na aktywno$¢ kana-
tow Kv1.3 w LT krwi obwodowej. Nasze obserwacje
wykazaty, ze przewodnictwo potasowe (gK) LT pocho-
dzacych od 0so6b chorych na astme oskrzelowa przyjmuje
wartosci porownywalne do tych, otrzymanych wsrod osob
zdrowych. Fizjologicznie gK niepobudzonych limfocytow
oscyluje wokot wartosci 3,0 nS. Aktywacja LT wiaze si¢
ze wzrostem gK o 1,7 do 2 razy w odniesieniu do poziomu
wyjsciowego [1]. W badanych przez nas grupach warto-
$ci gK LT zawarte w przedziale > 1-3 <nS stanowity wigk-
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sz0$¢ uzyskanych wynikow i wynosity odpowiednio 86,5%
pomiaréw uzyskanych w grupie zdrowych i 90,2% pomia-
réw uzyskanych w grupie chorych na astme oskrzelowa.

Limfocyty posiadaja receptory btonowe dla réznych
hormondéw i przekaznikow nerwowych, ktore reguluja
funkcje komorki poprzez wtérne przekazniki np. cyklicz-
ne nukleotydy. Receptor -adrenergiczny, ktory jest sty-
mulowany przez katecholaminy, jest interesujacy przez
to, ze stanowi ogniwo taczace uktad autonomiczny z sys-
temem immunologicznym, w ktorym uczestnicza kanaty
jonowe, wspotdecydujac o wlasciwosciach elektrycznych
blony komorkowej. Przyktadem takiej wspotzaleznoscei jest
mechanizm bronchodilatacyjnego efektu pobudzenia 3-re-
ceptora w komodrkach migsni gltadkich drog oddechowych,
gdy dochodzi do otwarcia kanatéw potasowych zaleznych
od wapnia — K ¢,_maxi W blonie komorek. Podstawa bron-
chodilatacji jest podwyzszenie poziomu wewnatrzko-
morkowego cAMP wraz z obnizeniem poziomu $rodko-
morkowego Ca''[5,6,14,15]. Powyzsze wyniki staty u pod-
foza intensywnych poszukiwan nowych bronchodilatatorow,
ktore bytyby aktywatorami kanatow K ¢, maxi [16].

Od kilkunastu lat datuja si¢ badania prowadzone w 16z-
nych konfiguracjach metody ,, patch-clamp”, a dotycza-
ce wptywu cAMP na przewodnictwo potasowe (kinety-
ke kanatow Kv1.3) limfocytow. Opisano cate spektrum
efektow, od hamowania gK poprzez brak wptywu, az do
podwyzszenia przewodnictwa potasowego badanych ko-
morek. Prace te byly przeprowadzane na niewielkim
materiale, alimfocyty pochodzity od 0s6b zdrowych. Z te-
go powodu wydawalo si¢ celowe nasze badanie przepro-
wadzone na duzym jednorodnym materiale. Protokot dos-
wiadczenia, oprocz opisanej powyzej oceny catkowitego
przewodnictwa potasowego, objat rowniez badanie wpty-
wu pobudzenia B-receptora na przewodnictwo potasowe
LT. Badania rozszerzono poddajac populacj¢ komorek
dziataniu teofiliny (inhibitora fosfodiesterazy) chcac oce-
ni¢ wplyw wywotanego przez nig wzrostu stgzenia we-
wnatrzkomérkowego cAMP na przewodnictwo potaso-
we gK LT. Wzrost wewnatrzkomorkowego cAMP pod
wptywem teofiliny i B-mimetykow jest faktem od dawna
udowodnionym. Wyniki naszych badan wykazaty, ze ak-
tywno$¢ kanatow potasowych Kv1.3 w LT pochodzacych
od 0s6b zdrowych, jak rowniez od pacjentow astmatycz-
nych, nie ulega zmianie pod wptywem aktywacji recepto-
réw B-adrenergicznych oraz teofiliny. Biorac pod uwage
fakt, ze stymulacja receptoréw beta moze modulowac
aktywnos$¢ kanalow potasowych w oparciu o dwa nieza-
lezne od siebie mechanizmy [7], by¢ moze maja miejsce
nastgpujace sytuacje. Po pierwsze, brak jest oddziatywa-
nia migdzy aktywowana podjednostka alfa sprzgzonego
z beta-receptorem biatka Gs a kanalem potasowym typu
Kv1.3 wLT. Po drugie, indukowany w procesie stymula-
cji B-adrenoreceptoréw wzrost wewnatrzkomorkowego
cAMP nie wptywa na aktywno$¢ kanatéw potasowych
typu Kv1.3 w LT.
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Réznice wynikow badan dotad opublikowanych moga
by¢ spowodowane wieloma przyczynami. W rozwaza-
niach nad nimi nalezy wzia¢ pod uwage migdzy innymi
specyfike badanej populacji komorek, zastosowang me-
tod¢ badawcza, warunki, w jakich do§wiadczenia byty
przeprowadzone (np. temperaturg, stezenia elektrolitow,
pH stosowanych roztworow), a takze rodzaje substancji
jakimi komorki byty potraktowane [9,17,18,19].

Nade wszystko nalezy uswiadomi¢ sobie niezwykta
roznorodnos¢ i kompleksowos¢ mechanizméw regulujacych
procesy sygnalizacyjne w komorkach, ktore zapewniaja tym
uktadom funkcjonalna plastycznos¢ [ 19-22]. Badania prze-
wodnictwa kanatow potasowych limfocytow sa szczegol-
nie istotne dla poznania mechanizmu ich aktywacji.

Metoda ,,patch-clamp” okazala si¢ skuteczna i po-
wtarzalna w badaniu przewodnictwa potasowego LT.
Samo badanie jest do$¢ tanie, aczkolwiek wymaga wyso-
ce specjalistycznej i kosztownej aparatury, ktéra jednak
raz zainstalowana moze by¢ wykorzystywana w szero-
kim zakresie badan naukowych, rowniez klinicznych.

Biorac pod uwagg, ze kanaly jonowe, w tym potaso-
we, maja znaczny udzial w procesach sygnalizacyjnych
komorki, jej aktywnosci, przystepujac do badan zaktada-
no réznice w przewodnictwie kanalow. Sadzilismy, ze sam
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proces chorobowy, a tez sposob przewleklego leczenia
moze wptynac na warto§¢ gK LT, podobnie jak to obser-
wowano w chorobach nerek, zwtaszcza ich niewydolno-
$ci[13]. Tymczasem okazato sig, a badania byty wykona-
ne na duzych reprezentatywnych grupach (wykonano
ponad 2500 pomiarow gK LT, z tego ponad 600 dotyczyto
pomiarow dynamicznych, rozwijajacych si¢ w czasie), ze
przewodnictwo potasowe zdeterminowane glownie ak-
tywno$cia kanatow Kv1.3 jest wyjatkowo stabilne. Moz-
na z tego wyciagna¢ kilka wnioskow, przede wszystkim,
ze badane przez nas kanaly operuja prawdopodobnie nie-
zaleznie od cAMP, ktérego fluktuacje sa tak istotne dla
aktywnosci innych kanalow. By¢ moze badane przez nas
kanatly sa ontogenetycznie bardzo pierwotnymi struktura-
mi inie ulegaja tatwo zmianom. Wyniki naszych badan sa
precedensowe 1 stanowig wstep do dalszych obserwacji
zachowania si¢ przewodnictwa potasowego LT pod wpty-
wem roznej stymulacji, np. alergenowej; badania te sa
obecnie prowadzone.
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