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SSOOUUHHRRNN

Kaliové kanály jsou proteiny, které zajišťují transport kaliových iontů přes plazma-
tickou membránu buněk. Jejich významná funkce byla prokázána zejména u buněk
svalových a nervových, kde se podílejí významnou měrou na regulaci excitability buňky.
Cílem práce je imunohistochemický průkaz kaliových kanálů ve tkáni humánního
detruzoru. Celkem byly zpracovány biopsie detruzoru 16 pacientů, které byly vyšetřeny
pomocí polyklonálních protilátek proti subtypům kaliových kanálů typu KCa (calcium-
gated potassium channels) a KV (voltage-gated potassium channels). Imunohistoche-
micky jsme prokázali rozsáhlou expresi kanálů SK-3 a BK, nebyl zjištěn rozdíl v distribuci
jednotlivých tříd kaliových kanálů v závislosti na lokalizaci biopsie. 

Průkaz přítomnosti kaliových kanálů ve svalovině humánního detruzoru otevírá
nové potenciální možnosti terapeutického ovlivnění kontraktility detruzoru.

KKEEYY  WWOORRDDSS
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SSUUMMMMAARRYY

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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ÚÚVVOODD

Plazmatická membrána všech buněk obsahuje transmem-
bránové proteiny, jež jsou zodpovědné za transport iontů i větších
molekul z extracelulárního do intracelulárního prostoru a naopak.
Tyto proteiny - kanály - jsou selektivní pro různé ionty (sodík, dras-
lík, vápník), jejich distribuce a funkční charakteristiky se v jed-
notlivých tkáních výrazně liší.

Kaliové kanály představují velmi různorodou skupinu proteinů,
kterou můžeme dělit na několik skupin podle jejich molekulární
struktury, fyziologického způsobu otevírání (ligand-gated, voltage-
gated) a farmakologických vlastností (odlišná citlivost k různým
modulátorům funkce) [1, 2].

Mezi nejdůležitější skupiny kaliových kanálů patří:
KKVV kkaannáállyy (voltage-gated potassium channels) - jsou regu-

lovány v závislosti na hodnotách transmembránového potenciálu 
v průběhu depolarizace a repolarizace buněčné membrány. Je 
popsáno 16 subtypů, strukturálně velmi podobných, které se však
vzájemně liší hodnotami potenciálu, který je otevírá, resp. uzavírá.

KKCCaa kkaannáállyy (calcium-gated potassium channels) - jsou regu-
lovány v závislosti na intracelulární koncentraci kalcia. Dále se dělí
podle své transportní kapacity na tři podtřídy (large conductance
KCa-BK, intermediate conductance KCa-IK a small conductance
KCa-SK)

KKCCNNQQ  kkaannáállyy - jsou funkčně blízké KV kanálům, liší se od nich
především strukturou molekuly. Popsány byly zejména v srdečním
svalu a mozku.

EEaagg--lliikkee kkaannáállyy - strukturálně podobné KV kanálům, liší se
funkčními charakteristikami. Takřka výlučně byly popsány v srdeč-
ním svalu [3].

KKIIRR kkaannáállyy (inward rectifiers) - na rozdíl od ostatních typů
kanálů závislých na transmembránovém potenciálu (které jsou
otevírány v různých fázích depolarizace) jsou tyto kanály
aktivovány ve fázi hyperpolarizace. Předpokládá se úloha KIR ve
zprostředkování efektu hormonů a neurotransmiterů na excitabi-
litu buňky. Popsány byly v srdečním svalu, mozku a pankreatu.

KK22PP  kkaannáállyy (background channels) - umožňují permanentní
tok kaliových iontů bez závislosti na momentálním funkčním stavu
buňky. Popsáno bylo 8 typových skupin těchto kanálů ve všech
tkáních s výjimkou svalu [4].

88TTMM//22PP  kkaannáállyy - byly popsány teprve před nedávnem, bližší
poznatky o jejich funkci a distribuci dosud chybí. 

Byla popsána důležitá funkce kaliových kanálů u non-excitabil-
ních buněk (T- a B-lymfocyty, renální epitel, erytrocyty), zdá se
však, že daleko nejdůležitější úlohu mají kaliové kanály v regulaci
transmembránového potenciálu u excitabilních buněk (svalové 
a nervové buňky). 

Zásadní roli hrají iontové kanály v procesu svalové kontrakce.
Depolarizace membrány svalové buňky je provázena mohutným
influxem natriových iontů a uvolněním kalciových iontů 
z intracelulárního (příčně pruhovaný sval) nebo extracelulárního
depa (hladký sval). Volné intracelulární kalcium pak startuje reak-
ci komplexu aktin-myozin, která vede ke kontrakci svalové buňky.
Současně však pozitivní polarita buněčné membrány ve fázi depo-
larizace a zvýšená koncentrace volného kalcia v cytoplazmě iniciu-
je otevření kaliových kanálů s rychlým efluxem kaliových iontů,
což má za následek hyperpolarizaci membrány, návrat transmem-
bránového potenciálu ke klidovým hodnotám, a tím i relaxaci sva-
lové buňky. Kaliové kanály tedy tvoří funkční zpětnou vazbu v pro-
cesu depolarizace buněčné membrány. Byla proto vyslovena

hypotéza, že modulací funkce kaliových kanálů by bylo možno 
regulovat sílu a délku trvání svalové kontrakce a délku refrakterní
fáze svalové buňky. To bylo také potvrzeno v řadě studií, zabýva-
jících se možností regulovat prostřednictvím kaliových kanálů
tonus hladké svaloviny velkých cév a některých orgánů [5, 6].

Problematikou výzkumu kaliových kanálů v detruzoru se
dosud zabývalo jen několik autorů, a to převážně ve zvířecím 
modelu [7, 8, 9, 10]. 

Ve své práci jsme se zaměřili na dvě velké skupiny kaliových
kanálů KCa a KV, neboť vzhledem k tomu, co je známo o jejich
expresi a funkci v ostatních tkáních a orgánech, lze předpokládat
jejich expresi i v humánním detruzoru.

Cílem práce je stanovit, zda jsou v detruzoru kaliové kanály
exprimovány, resp. jak jsou zastoupeny jednotlivé subtypy.

MMAATTEERRIIÁÁLL  AA  MMEETTOODDYY

Do studie bylo zahrnuto celkem 16 pacientů (10 mužů a 6 žen),
kteří podstoupili otevřenou operaci močového měchýře. Průměrný
věk souboru byl 63,4 let (27 – 81). Ve všech případech byli pacien-
ti bez větších subjektivních mikčních obtíží, sonograficky bez post-
mikčního rezidua, preoperačně byla vyloučena infekce močových
cest. V 8 případech byla provedena radikální prostatektomie pro
lokalizovaný karcinom prostaty, ve 4 případech radikální cystek-
tomie pro lokálně pokročilý karcinom močového měchýře, ve
3 případech neoimplantace ureteru po iatrogenním poranění 
v rámci gynekologické operace a v 1 případě Boariho plastika pro
primární neobstrukční megaureter. U 10 pacientů byla provedena
biopsie z přední stěny nebo hrdla močového měchýře. U 6 pacien-
tů byly odebrány současně 3 biopsie (hrdlo močového měchýře,
přední stěna, boční stěna), aby bylo možno provést i srovnání
vzorků z jednotlivých lokalizací. Celkem tedy bylo odebráno a vy-
hodnoceno 28 biopsií. Velikost biopsií byla 5 x 5 mm v šířce stěny
močového měchýře. U onkologických pacientů byly biopsie ode-
bírány vždy minimálně 2 cm od makroskopicky zjevného nádoru.

Při mikroskopickém vyšetření v rámci dalšího zpracování
bioptických vzorků nebyly ani v jednom z případů zachyceny ve
tkáni detruzoru nádorové struktury.

Biopsie byly bezprostředně po odběru promyty ve sterilním
fyziologickém roztoku, pod mikroskopickou kontrolou byla
odstraněna mukóza, submukóza a perivezikální tuková tkáň 
a zbylá svalovina detruzoru pak byla konzervována po dobu 10 min
v 5% DMSO (dimethylsulfoxyd). Následně byla tkáň prudce
zmrazena na -70 °C. Biopsie pak byly zpracovány na přístroji
Kryostat do řezů o tloušťce 12 µm a přeneseny na podložní skla
potažená filmem 0,1% roztoku poly-L-lysinu. 

Při přípravě preparátů pro imunofluorescenční vyšetření byla
nejprve provedena permeabilizace v roztoku PBS - Triton 0,1% na
30 min (složení PBS (100mM): 13,79 g NaH2PO4 x H2O, 18 g NaCl
v 1000 ml destilované vody, adjustace pH 7,4 pomocí 10N NaOH).
Po promytí v roztoku PBS (10 min) byla provedena blokáda endo-
genní peroxidázy roztokem 0,99% H2O2 v PBS-methanol (20%) 
(20 min). Po dalším opakovaném promytí v roztoku PBS (3x 3 min)
následovala blokáda nespecifických vazebných míst 10% roztokem
NGS (normal goat serum) v PBS - 0,2% BSA (bovine serum albu-
min)- 0,1% Triton (60 min) a konečně inkubace s primární pro-
tilátkou (v roztoku PBS - 0,2% BSA - 0,1% Triton) na 18 hodin při
teplotě 4 °C. Poté byly opět preparáty promyty v PBS (3 x 3 min)
a inkubovány se sekundární protilátkou (v roztoku PBS - 0,2% BSA
- 0,1% Triton) na 90 min při pokojové teplotě. Po promytí v PBS 
(3 x 10 min) byly preparáty fixovány pD-glycerolem.
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Byly použity následující polyklonální protilátky:
anti-SK2 (538 – 555), anti-SK3 (504 – 522), anti-BK α11 (913–926),
anti-KV 1.1 (458 – 475), anti-KV 1.2 (462 – 481), anti-KV 1.3 (456
– 474), anti-KV 1.3 (458 – 476), anti-KV 1.4 (605 – 624), anti-KV 1.4
(270 – 284), anti-KV 1.5 (578 – 596). Všechny primární protilátky
byly pro možnost srovnání použity vždy v koncentracích 1 : 250, 
1 : 500, 1 : 1000, 1 : 2000 a 1 : 4000 v PBS.

Jako sekundární protilátky byly použity g-a-r imunoglobuliny
(goat-anti-rabbit), značené fluorochromy Cy2, Cy3 a Texas Red.
Sekundární protilátky byly použity vždy v koncentraci 1 : 2000 
v PBS.

Specificita výsledků byla ověřována dvěma metodami:
a) v každé sérii pokusů byly kontrolní preparáty inkubovány se

sekundární protilátkou bez předchozí inkubace s protilátkou
primární k vyloučení nespecifické vazby sekundární protilátky na
strukturálně podobné buněčné proteiny;

b) v každé sérii pokusů byla u kontrolních preparátů primární
protilátka nahrazena intaktním sérem stejného pokusného zvířete
(tzv. preimunní sérum) k vyloučení nespecifické vazby sekundární
protilátky na strukturálně podobné sérové proteiny.

Preparáty byly pozorovány imunofluorescenčním mikro-
skopem Zeiss Optik při zvětšení 10x – 63x, obrazová dokumentace
byla provedena CCD kamerou za použití software Axiovision 3.0.6.

VVÝÝSSLLEEDDKKYY

V našem materiálu jsme imunohistochemicky prokázali
rozsáhlou expresi kaliových kanálů KCa typu SK3 (16 pacientů/
16 specificky pozitivních reakcí). Rozdíl mezi specificky pozitivní

reakcí a kontrolami byl evidentní (obr. 1). V případě KCa kanálu
typu BK jsme rovněž prokázali vysokou míru exprese (16/15), 
v jednom případě byla přítomna nespecifická reakce s preabsorp-
čním sérem v kontrolním pokusu. Naopak ani v jednom pokusu
prokázat expresi KCa kanálu typu SK2 jsme nepozorovali specific-
kou reakci (12/0). Ani v paralelních kontrolních pokusech jsme
nezachytili žádný signál, což vede k závěru, že tento typ kanálu
není v tkáni detruzoru exprimován (obr. 2). V případě KV kanálů
jsou výsledky nejednoznačné. U KV 1.1 jsme zaznamenali 2 speci-
fické reakce (9/2), u KV 1.3 1 specifickou reakci (9/1). U ostatních
pokusů byly reakce nespecifické (žádný nebo minimální rozdíl
mezi intenzitou signálu v preparátu inkubovaném s primární pro-
tilátkou a preparátu inkubovaném s preabsorpčním sérem). Při
pokusech s KV 1.2, KV 1.4 a KV 1.5 jsme nezaznamenali ani jednou
specifickou reakci (7/0 ), ve všech případech byly reakce nespeci-
fické (žádný nebo minimální rozdíl mezi intenzitou signálu
v preparátu inkubovaných s primární protilátkou a preparátu
inkubovaných s preabsorbčním sérem) (obr. 3). 

V 6 případech jsme srovnali výsledky z biopsií z různých míst
močového měchýře (přední stěna, boční stěna, hrdlo) u téhož
pacienta. Nebyly zjištěny žádné rozdíly v intenzitě a distribuci
signálu. 

DDIISSKKUUSSEE

Naše výsledky dokazují rozsáhlou expresi KCa kanálů typu SK-3
a BK v tkáni normálního humánního detruzoru. To koresponduje 
s literárními údaji o výskytu KCa kanálů v hladké svalovině dalších
orgánů i s výsledky dosavadních experimentů na zvířecích mo-

delech. Stejně tak absence exprese KCa kanálů typu SK-2
zapadá do kontextu současných poznatků, neboť tento typ
kanálů byl doposud popsán pouze v nadledvinách a imu-
nitním systému a v naší práci plnil spíše úlohu další kon-
troly. Výsledky pokusů prokázat expresi jednotlivých sub-
typů KV kanálů jsou naproti tomu nejednoznačné. Ve
většině případů byly reakce nespecifické, což lze vysvětlit
tím, že jednotlivé typy KV kanálů mají morfologicky v pod-
statě stejnou strukturu a liší se jen svými funkčními
charakteristikami. Polyklonální protilátky jsou namířeny
jen proti určité části hlavního peptidového řetězce anti-
genu (KV kanálu), který je stejný u více subtypů KV kanálů,
a proto vzniká celá řada křížových reakcí. I když elektro-
fyziologické pokusy (patch-clamp) nepřímo ukazují na
přítomnost KV kanálů v buňkách hladkého svalu močo-
vého měchýře [11], provést jejich přesnou imunohisto-
chemickou typizaci pomocí polyklonálních protilátek je
podle našich zkušeností jen velmi obtížné. 

Průkaz přítomnosti kaliových kanálů ve svalovině
humánního detruzoru otevírá nové potenciální možnosti
ovlivnění kontraktility detruzoru. Lze předpokládat, že
otevření kaliových kanálů vede k hyperpolarizaci buněčné
membrány, a to ve svém důsledku k relaxaci svalové buň-
ky detruzoru. Analogicky uzavření kaliového kanálu vede
ke zvýšení kontraktility detruzoru. To činí z kaliových
kanálů možné cílové struktury při hledání nových cest far-
makologického ovlivnění kontraktility detruzoru v léčbě
hyperaktivního měchýře a akontraktilního detruzoru. 
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OObbrr..  11..  Exprese kaliových kanálů KCa typu SK3 (blíže v textu).

OObbrr..  22..  Exprese kaliových kanálů KCa typu SK2 (blíže v textu).

OObbrr..  33..  Exprese kaliových kanálů KV 1.2 (blíže v textu).



ZZÁÁVVĚĚRR

Naše práce prokazuje imunohistochemicky širokou expresi 
KCa kaliových kanálů třídy SK-3 a BK v detruzoru normálního
humánního močového měchýře. Expresi KV kaliových kanálů lze
předpokládat na podkladě výsledků publikovaných elektrofyziolo-
gických experimentů. Farmakologické ovlivnění funkce kaliových
kanálů by v budoucnu mohlo znamenat další možnost tera-
peutického ovlivnění kontraktility detruzoru.
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