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SOUHRN

Kaliové kandly jsou proteiny, které zajistuji transport kaliovych iontdi ptes plazma-
tickou membranu bunék. Jejich vyznamnd funkce byla prokdzdna zejména u bunek
svalovych a nervovych, kde se podileji vyznamnou mérou na regulaci excitability buriky.
Cilem prace je imunohistochemicky prikaz kaliovych kandll ve tkdni humdanniho
detruzoru. Celkem byly zpracovany biopsie detruzoru 16 pacientd, které byly vysetreny
pomoci polyklonalnich protilatek proti subtyplim kaliovych kandlii typu KCa (calcium-
gated potassium channels) a KV (voltage-gated potassium channels). Imunohistoche-
micky jsme prokazali rozsahlou expresi kandlii SK-3 a BK, nebyl zjistén rozdil v distribuci
jednotlivych trid kaliovych kanalll v zavislosti na lokalizaci biopsie.

Prikaz pritomnosti kaliovych kandlli ve svaloviné humanniho detruzoru otevird
nové potencidln{ moznosti terapeutického ovlivnén{ kontraktility detruzoru.

SUMMARY
THE EXPRESSION OF POTASSIUM CHANNELS IN HUMAN DETRUSOR MUSCLE

Potassium channels are proteins, the function of which is to transport potassium
ions accross the plasma membrane of cells. Their important function was proven espe-
cially in muscular and neural cells, where they participate in an important way in the
regulation of cellular excitability. The aim of the work is the imunohistochemical detec-
tion of potassium channels in the tissue of human detrusor muscle. Detrusor biopsies
of 16 patients altogether were investigated by polyclonal antibodies against potassium
channels subtypes KCa (calcium-gated potassium channels) and KV (voltage-gated
potassium channels). Immunohistochemically we proved an excessive expression of
SK-3 and BK channels, no difference in the distribution of different classes of receptors
depending on the localization of biopsy was detected.

The detection of the presence of potassium channels in the human detrusor muscle
tissue opens new opportunities in therapeutic management of detrusor contractility.
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UvoD

Plazmatickd membrdna vsech bunék obsahuje transmem-
branové proteiny, jez jsou zodpovédné za transport iontd i vétsich
molekul z extraceluldrniho do intraceluldrniho prostoru a naopak.
Tyto proteiny - kanaly - jsou selektivn{ pro rlizné ionty (sodik, dras-
lik, vapnik), jejich distribuce a funkcni charakteristiky se v jed-
notlivych tkdnich vyrazné lisi.

Kaliové kanaly predstavuji velmi rliznorodou skupinu proteint,
kterou mlzeme délit na nékolik skupin podle jejich molekuldrni
struktury, fyziologického zpiisobu otevirani (ligand-gated, voltage-
gated) a farmakologickych vlastnosti (odlisna citlivost k rliznym
moduldtorim funkce) [1, 2].

vvvvvv

Ky kandly (voltage-gated potassium channels) - jsou regu-
lovany v zdvislosti na hodnotdch transmembrdnového potencidlu
v pribéhu depolarizace a repolarizace bunécné membrany. Je
popsano 16 subtypd, strukturalné velmi podobnych, které se vsak
vzajemné lisi hodnotami potencidlu, ktery je otevird, resp. uzavira.

Kc, kandly (calcium-gated potassium channels) - jsou regu-
lovany v zavislosti na intracelularni koncentraci kalcia. Déle se déli
podle své transportni kapacity na tti podtridy (large conductance
KCa-BK, intermediate conductance KCa-IK a small conductance
KCa-SK)

KCNQ kandly - jsou funkcné blizké KV kandltim, lisi se od nich
predevsim strukturou molekuly. Popsany byly zejména v srdecnim
svalu a mozku.

Eag-like kandly - strukturalné podobné KV kandllim, lisi se
funkénimi charakteristikami. Takrka vylucné byly popsédny v srdec-
nim svalu [3].

Kir kandly (inward rectifiers) - na rozdil od ostatnich typli
kanal zavislych na transmembranovém potencidlu (které jsou
otevirdny v rlznych fazich depolarizace) jsou tyto kanaly
aktivovdny ve fdzi hyperpolarizace. Pfedpoklddd se uloha KIR ve
zprostredkovani efektu hormonl a neurotransmiterd na excitabi-
litu buriky. Popsdny byly v srdecnim svalu, mozku a pankreatu.

K2P kandly (background channels) - umoziiuji permanentni
tok kaliovych ionti bez zavislosti na momentalnim funkcnim stavu
buriky. Popsdno bylo 8 typovych skupin téchto kandlli ve vSech
tkdnich s vyjimkou svalu [4].

8TM/2P kandly - byly popsany teprve pred neddvnem, blizsi
poznatky o jejich funkci a distribuci dosud chybi.

Byla popsdna dtilezita funkce kaliovych kandlti u non-excitabil-
nich bunék (T- a B-lymfocyty, rendlni epitel, erytrocyty), zda se
vsak, ze daleko nejdilezitéjsi ulohu maji kaliové kandly v regulaci
transmembrdnového potencidlu u excitabilnich bunék (svalové
a nervové bunky).

Zésadni roli hraji iontové kandly v procesu svalové kontrakee.
Depolarizace membrany svalové burky je provazena mohutnym
influxem natriovych iontl a uvolnénim kalciovych iontl
z intraceluldrniho (pricné pruhovany sval) nebo extraceluldrniho
depa (hladky sval). Volné intraceluldrni kalcium pak startuje reak-
ci komplexu aktin-myozin, kterd vede ke kontrakci svalové buriky.
Soucasné vsak pozitivn{ polarita bunécné membrany ve fézi depo-
larizace a zvysend koncentrace volného kalcia v cytoplazmé iniciu-
je otevreni kaliovych kandll s rychlym efluxem kaliovych iontd,
coz md za nasledek hyperpolarizaci membrany, ndvrat transmem-
brdnového potencidlu ke klidovym hodnotdm, a tim i relaxaci sva-
lové bunky. Kaliové kandly tedy tvoti funkcni zpétnou vazbu v pro-
cesu depolarizace bunécné membrdny. Byla proto vyslovena

hypotéza, Ze modulaci funkce kaliovych kandli by bylo mozno
regulovat silu a délku trvani svalové kontrakce a délku refrakterni
féze svalové bunky. To bylo také potvrzeno v tadé studii, zabyva-
jicich se moznosti regulovat prostrednictvim kaliovych kandlil
tonus hladké svaloviny velkych cév a nékterych organt [5, 6].

Problematikou vyzkumu kaliovych kandld v detruzoru se
dosud zabyvalo jen nékolik autord, a to prevazné ve zvitecim
modelu [7, 8, 9, 10].

Ve své préci jsme se zaméfili na dvé velké skupiny kaliovych
kandld K, a Ky, nebot vzhledem k tomu, co je zndmo o jejich
expresi a funkci v ostatnich tkdnich a orgdnech, Ize predpoklddat
jejich expresi i v humdnnim detruzoru.

Cilem préce je stanovit, zda jsou v detruzoru kaliové kandly
exprimovany, resp. jak jsou zastoupeny jednotlivé subtypy.

MATERIAL A METODY

Do studie bylo zahrnuto celkem 16 pacientli (10 muzd a 6 Zen),
kteti podstoupili otevienou operaci mocového méchyte. Praimérny
vék souboru byl 63,4 let (27 —81). Ve vsech ptipadech byli pacien-
ti bez vétsich subjektivnich mikcnich obtizi, sonograficky bez post-
mikcntho rezidua, preoperacné byla vyloucena infekce mocovych
cest. V 8 pripadech byla provedena radikdlni prostatektomie pro
lokalizovany karcinom prostaty, ve 4 pripadech radikalni cystek-
tomie pro lokdlné pokrocily karcinom mocového meéchyre, ve
3 pripadech neoimplantace ureteru po iatrogennim poranéni
v ramci gynekologické operace a v 1 pripadé Boariho plastika pro
primarni neobstrukéni megaureter. U 10 pacientl byla provedena
biopsie z predni stény nebo hrdla mocového méchyre. U 6 pacien-
tl byly odebrany soucasné 3 biopsie (hrdlo mocového méchyre,
predni sténa, bocni sténa), aby bylo mozno provést i srovnani
vzorkl z jednotlivych lokalizaci. Celkem tedy bylo odebrdno a vy-
hodnoceno 28 biopsii. Velikost biopsii byla 5 x 5 mm v Sitce stény
mocového méchyre. U onkologickych pacientfi byly biopsie ode-
birdny vzdy minimdlné 2 cm od makroskopicky zjevného nddoru.

Pri mikroskopickém vysetfeni v rdmci dalStho zpracovéni
bioptickych vzorkd nebyly ani v jednom z ptipadl zachyceny ve
tkani detruzoru nadorové struktury.

Biopsie byly bezprostfedné po odbéru promyty ve sterilnim
fyziologickém roztoku, pod mikroskopickou kontrolou byla
odstranéna mukdza, submukoéza a perivezikdlni tukovd tkdn
a zbyld svalovina detruzoru pak byla konzervovdna po dobu 10 min
v 5% DMSO (dimethylsulfoxyd). Ndsledné byla tkdn prudce
zmrazena na -70 °C. Biopsie pak byly zpracovdny na pristroji
Kryostat do fez( o tloustce 12 ym a preneseny na podlozni skla
potazend filmem 0,1% roztoku poly-L-lysinu.

Pfi piipravé preparatl pro imunofluorescencni vysetteni byla
nejprve provedena permeabilizace v roztoku PBS - Triton 0,1% na
30 min (slozeni PBS (100mM): 13,79 g NaH,PO, x H,0, 18 g NaCl
v 1000 ml destilované vody, adjustace pH 7,4 pomoci 10N NaOH).
Po promyti v roztoku PBS (10 min) byla provedena blokdda endo-
genni peroxiddzy roztokem 0,99% H,O, v PBS-methanol (20%)
(20 min). Po dalsim opakovaném promyti v roztoku PBS (3x 3 min)
ndsledovala blokdda nespecifickych vazebnych mist 10% roztokem
NGS (normal goat serum) v PBS - 0,2% BSA (bovine serum albu-
min)- 0,1% Triton (60 min) a konecné inkubace s primarni pro-
tilatkou (v roztoku PBS - 0,2% BSA - 0,1% Triton) na 18 hodin pfri
teploté 4 °C. Poté byly opét prepardty promyty v PBS (3 x 3 min)
a inkubovdny se sekunddrni protildtkou (v roztoku PBS - 0,2% BSA
- 0,1% Triton) na 90 min pii pokojové teploté. Po promyti v PBS
(3 x 10 min) byly preparaty fixovdny pD-glycerolem.
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Byly pouzity ndsledujici polyklondlni protildtky:
anti-SK2 (538 —555), anti-SK3 (504 —522), anti-BK a11 (913 -926),
anti-Ky 1.1 (458 —475), anti-Ky, 1.2 (462 —481), anti-Ky, 1.3 (456
—474), anti-Ky, 1.3 (458 —476), anti-Ky 1.4 (605 —624), anti-Ky, 1.4
(270 —284), anti-Ky 1.5 (578 = 596). Vsechny primdrni protildtky
byly pro moznost srovndni pouzity vzdy v koncentracich 1 : 250,
1:500,1:1000, 1:2000 a1 :4000 v PBS.

Jako sekunddrni protilatky byly pouzity g-a-r imunoglobuliny
(goat-anti-rabbit), znacené fluorochromy Cy2, Cy3 a Texas Red.
Sekunddrni protilatky byly pouzity vzdy v koncentraci 1 : 2000
v PBS.

Specificita vysledkd byla ovétovana dvéma metodami:

a) v kazdé sérii pokust byly kontrolni preparaty inkubovdny se
sekunddrni protilatkou bez predchozi inkubace s protilatkou
primarni k vylouceni nespecifické vazby sekundarni protilatky na
strukturdlné podobné bunécné proteiny;

b) v kazdé sérii pokusti byla u kontrolnich preparatd primarni
protildtka nahrazena intaktnim sérem stejného pokusného zvitete
(tzv. preimunni sérum) k vylouceni nespecifické vazby sekunddrni
protildtky na strukturdlné podobné sérové proteiny.

Prepardty byly pozorovdny imunofluorescencnim mikro-
skopem Zeiss Optik pri zvétSeni 10x — 63x, obrazova dokumentace
byla provedena CCD kamerou za pouziti software Axiovision 3.0.6.

VYSLEDKY

V nasem materidlu jsme imunohistochemicky prokdzali
rozsdhlou expresi kaliovych kandld K¢, typu SK3 (16 pacientd/
16 specificky pozitivnich reakci). Rozdil mezi specificky pozitivni

Obr. 1. Exprese kaliovych kandlii K., typu SK3 (bliZe v textu).

Obr. 2. Exprese kaliovych kanalil K, typu SK2 (blize v textu).

Obr. 3. Exprese kaliovych kandlii K, 1.2 (blize v textu).

reakei a kontrolami byl evidentn{ (obr. 1). V ptipadé K¢, kandlu
typu BK jsme rovnéz prokdzali vysokou miru exprese (16/15),
v jednom pripadé byla pritomna nespecifickd reakce s preabsorp-
¢nim sérem v kontrolnim pokusu. Naopak ani v jednom pokusu
prokazat expresi K¢, kandlu typu SK2 jsme nepozorovali specific-
kou reakci (12/0). Ani v paralelnich kontrolnich pokusech jsme
nezachytili zadny signdl, coz vede k zavéru, Ze tento typ kandlu
neni v tkdni detruzoru exprimovén (obr. 2). V ptipadé K, kanald
jsou vysledky nejednoznacné. U Ky, 1.1 jsme zaznamenali 2 speci-
fické reakce (9/2), u Ky 1.3 1 specifickou reakei (9/1). U ostatnich
pokusli byly reakce nespecifické (zadny nebo minimalni rozdil
mezi intenzitou signdlu v prepardtu inkubovaném s primdrni pro-
tildtkou a prepardtu inkubovaném s preabsorpcnim sérem). Pfi
pokusech s K, 1.2, Ky 1.4 a Ky 1.5 jsme nezaznamenali ani jednou
specifickou reakci (7/0 ), ve vsech pripadech byly reakce nespeci-
fické (zadny nebo minimadlni rozdil mezi intenzitou signalu
v prepardtu inkubovanych s primdrni protildtkou a prepardtu
inkubovanych s preabsorbénim sérem) (obr. 3).

V 6 pripadech jsme srovnali vysledky z biopsii z riiznych mist
mocového meéchyre (predni sténa, bocni sténa, hrdlo) u téhoz
pacienta. Nebyly zjistény zddné rozdily v intenzité a distribuci
signalu.

DISKUSE

Nase vysledky dokazuji rozsahlou expresi K, kandlil typu SK-3
a BK v tkdni normalniho humdnniho detruzoru. To koresponduje
s literdrnimi ddaji o vyskytu K¢, kandld v hladké svaloviné dalsich
orgdnti i s vysledky dosavadnich experimentli na zvifecich mo-
delech. Stejné tak absence exprese K¢, kandlll typu SK-2
zapadd do kontextu soucasnych poznatkd, nebot tento typ
kanald byl doposud popsan pouze v nadledvinach a imu-
nitnim systému a v nasi préci plnil spise ulohu dalsi kon-
troly. Vysledky pokusil prokdzat expresi jednotlivych sub-
typl Ky kandld jsou naproti tomu nejednoznacné. Ve
vétsiné pripadd byly reakce nespecifické, coz lze vysvétlit
tim, Ze jednotlivé typy K, kanall maji morfologicky v pod-
staté stejnou strukturu a lisi se jen svymi funkcnimi
charakteristikami. Polyklondlni protildtky jsou namireny
jen proti urcité casti hlavniho peptidového fetézce anti-
genu (Ky kandlu), ktery je stejny u vice subtypt Ky, kanadld,
a proto vznika celd tada kiizovych reakci. 1 kdyz elektro-
fyziologické pokusy (patch-clamp) neptimo ukazuji na
pritomnost Ky kandld v burikdch hladkého svalu moco-
vého meéchyre [11], provést jejich presnou imunohisto-
chemickou typizaci pomoci polyklondlnich protildtek je
podle nasich zkusenosti jen velmi obtizné.

Prikaz pritomnosti kaliovych kanalt ve svaloviné
huménniho detruzoru otevira nové potencidlni moznosti
ovlivnéni kontraktility detruzoru. lze predpokladat, ze
otevreni kaliovych kanal( vede k hyperpolarizaci bunécné
membrdny, a to ve svém diisledku k relaxaci svalové bun-
ky detruzoru. Analogicky uzavreni kaliového kanalu vede
ke zvyseni kontraktility detruzoru. To cinf z kaliovych
kanald mozné cilové struktury pti hledani novych cest far-
makologického ovlivnéni kontraktility detruzoru v 1écbé
hyperaktivntho méchyre a akontraktilniho detruzoru.
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ZAVER

Nase prace prokazuje imunohistochemicky Sirokou expresi

Ke, kaliovych kanall tridy SK-3 a BK v detruzoru normadlniho
humanniho mocového méchyre. Expresi Ky kaliovych kanall lze
predpokladat na podkladé vysledkli publikovanych elektrofyziolo-
gickych experimentl. Farmakologické ovlivnéni funkee kaliovych
kandlli by v budoucnu mohlo znamenat dalsi moznost tera-
peutického ovlivnén{ kontraktility detruzoru.
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