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Abstrakt

Draslikové kanaly maji popredni tlohu v regulacii membranového potencialu buniek
hladkého svalu ciev. Membrdnovy potencidl ma priamy vplyv na cievny tonus. V hladkom
svale ciev pozname $tyri druhy draslikovych kanalov. Napitovo-ovladané K™ kanaly (Ky) su
schopné reagovat’ na depolarizaciu svojim otvorenim. Vapnikom-aktivované K" kanaly (Kc,)
z rovnakej génovej rodiny st aktivovatelné nie len napitim, ale aj zvySenou koncentraciou
intracelularneho Ca®’. Dovnitra-usmerfiujuce K+ kanaly (Kig) svojou zvy3ujucou sa von
smerujucou vodivostou v negativnych hodnotach amplifikuju draslikovy prud a posobia ako
senzor zvySenej K’ koncentracie v extracelulirnom priestore. Prepojenie medzi
metabolizmom a membranovym potencidlom vytvaraju ATP-senzitivne K™ kanaly (Katp).
Funkcia K' kanalov je dolezita aj v endoteli, ktory uvoltiuje mnoZstvo vazodilataénych
a vazokondtrikénych latok. Abnormélna expresia K™ kanalov sa vo velkej miere podiela na

remodelacii ciev pocCas hypertenzie.

In smooth muscle cells, potassium channels play an important role in the regulation of the
membrane potential of smooth muscle cells, which is closely related to vascular tone. Four
differnet types of K* channels have been described in vascualr smooth muscle cells. Voltage-
gated K* channels (Ky), which can be open by depolarization. Calcium-activated potassium
channels (Kc,), from the same gene family, are voltage dependent, and can be activated also
by elevated concetration of intracellular Ca®". Inward rectifying channels (Kig) display
negative slope conductance. These channels amplify potassium flow and function as an
extracellular K" sensor. ATP-sensitive K™ channels (Katp) chnnels provide a link between cell
metabolism and membrane potential. Function of K" channels is also important in
endothelium, which produces many vasodilatators and vasoconstrictors. Abnormal expression

profile of K™ channels is part of vascular cell membrane remodeling.

KrPucové slova
napédtovo-ovladané K+ kanaly (Kvy), vapnikom-aktivované¢ K+ kanaly (Kc,), dovnutra-
usmerfiujuce K+ kanaly (Kir), ATP-senzitivne K kanaly (Karp), endotelium, bunky

hladkého svalu ciev, remodelacia K™ kanalov, hypertenzia
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1. Uvod

Fyziologicka funkcia draslikovych kanalov v hladkom svale ciev mé zasadny vyznam pre
regulaciu cievneho tonusu. Tieto kandly sa uplatiiuju aj pri proliferacii a apoptdze. Vyznamné
su tiez zmeny ich vlastnosti pocas starnutia organizmu. Mojim cielom je na nasledujicich
stranach zhrnut’ dostupné informacie o jednotlivych kanaloch v hladkom svale a endoteli ciev.
V hlavnej €asti prace sa budem venovat’ ich funkcii a zdkladnym vlastnostiam pri regulacii
cievneho tonusu. Tato praca by mala dalej slazit’ ako odrazovy mostik pre vyskum EDHF
(Endothelium-Derived Hypertension Factor), ktorému by som sa chcel venovat’ v diplomovej
praci. Jeho pdsobenie sa pokusim nacrtnut’ v 2. kapitole, v ¢asti venovanej endotelu.

Pri vyskume kanalov sa vyuZzivaji rdozne inhibitory. MnoZstvo z nich nema terapeuticky
potencial, ale su uzitoCnym nastrojom pre Studium funkcie kanalov. Preto sa im snazim v
jednotlivych kapitolach venovat’ zvySent pozornost. Moze ist’ o prirodné toxiny alebo umelo
pripravené latky. Vyuzit' sa daju na stanovenie pritomnosti jednotlivych kandlovych rodin v
tkanivach, alebo mézu byt vyuzité na vytvorenie predsatvy o Strukture danych kandlov.

Pri patologickych situdcidch, ako je hypertenzia, arteroskler6za, diabetes a chronicka
plicna hypoxia dochddza k zmene molekularnej Struktary a teda aj k zmene vlastnosti
jednotlivych kanalov. KedZe tato pracu piSem na Oddeleni experimentalnej hypertenzie
a komplikacie spojené s hypertenziou st hlavna pri¢ina Umrti stvisiacimi so srdcovo-
cievnymi ochoreniami, zaverom by som rdd zhrnul akym spésobom sa  vlastnosti
draslikovych kandlov mo6zu menit pri remodelacii membrany hladkého svalu pocas

hypertenzie.



2. Bunkové mechanizmy regulacie cievneho tonusu

Steny vacSich ciev sa skladaji z troch vrstiev. Prva je tunica adventitia - vlaknity vonkaj$i
obal. Druhd sa vold tunica media - prostredna vrstva, skladajuca sa z cirkularnych
a pozdiznych buniek hladkého svalstva. Bunky hladkého svalstva v tejto vrstve obklopuji,
alebo st vmieSané medzi elastinové a kolagénne vldkna. Poslednd, vnatrona vrstva najbliZSie
k lumen je tunica intima. Sklada sa z elastinovych vlékien a endotelovych buniek (Eckert et
al., 2001). Endotel vystiela lumen vSetkych ciev. Kapilary tvori iba jedina vrstva tychto

buniek, obklopena vrstvou elastinovych a kolagénnych vlaken.

2.1 Mechanizmus kontrakcie bunky hladkého svalu

Cievna kontrakcia prebicha tak, Ze vazokonstrikény stimulus spdsobi nérast
intracelularnej koncentracie vapnika ([Ca®']}). Ca®* sa kombinuje s kyslym proteinom
kalmodulinom (CaM), ktory sa tym konforma¢ne meni. Tento komplex — 4Ca*"-CaM sa viaze
na kindzu l'ahkého retazca myozinu (MLCK), ¢im ju aktivuje. MLCK katalyzuje transfér
fostatovej skupiny z adenozin trifosfatu na regulacny 20-kD l'ahky retazec myozinu (MLC).
Tato fosforylacia umoznuje aktivaciu myozin adenozin trifosfatazy (ATPaza) aktinom
(obrazok 1.) (Akata 2007). To vedie k zvySenej hydrolyze ATP a energia uvolnena z tejto
reakcie umoziuje molekuldrnu interakciu myozinu s aktinom (Webb 2003). Je to zakladny
proces pre tvorbu kontrakcie bunky hladkého svalu (Arner et al., 1999).

Zmena sily kontrakcie podas konstantnej hladiny [Ca®']; moZe byt spdsobena stimulaciou
receptorov v plazmatickej membréne. TUto zmenu spdsobuje rozdielna fosforylacia MLC
prostrednictvom myozin fosfatazy (Akata 2007). Receptorom aktivované G proteiny pdsobia
na myozin fosfatdzu priamo aktivovanim enzymovej kaskady alebo cez druhych poslov.
Regula¢ne na fiu pdsobi napriklad Rho/Rho kindza alebo proteinkindza C (PKC) a (Somlyo et
al., 2000). Rho/Rho kinaza priamo fosforyluje myozin fosfatazu a tym inhibuje jej kataliticki
aktivitu. Fosforylacia MLC narasta a zvySuje sa teda kontrakcia. Rho/Rho kindzu modze
aktivovat’ kyselina arachidénova (Akata 2007). PKC zvySuje myofilamentarnu citlivost’
k Ca’", o mé opit za nasledok zvysenie sily kontrakcie (Horowitz et al., 1996).

Relaxacia bunky hladkého svalu vyZzaduje znizenu [Ca’']; a zvySenu aktivitu myozin

fostatazy (Webb 2003).
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Obr. 1. Reguldcia kontrakcie hladkého svalu. MLC, lahky retazec myozinu; IP3, inozitol
trifosfat; DG, diacylglycerol; PKC, proteinkindza C; ATP, adenozintrifosfat (upravené podla
Webb 2003).

2.2 Regulacia vapnikovej signalizacie

Cievny tonus a teda aj krvny tlak je uréeny stavom kontraktilnych buniek hladkého svalu
v stene ciev odporového rie¢ista, ktory je regulovany [Ca®>']i. Vazokonstriktory [Ca®'];
zvy$uju a relaxaéné faktory ju znizuji. Opaény efekt ma koncentracia Ca®" v endotelovych
bunkach, pretoze tie pri zvysenej [Ca’]; indukuju relaxaciu prifahlych buniek hladkého
svalstva (napr. uvol'nenim NO) (Ledoux et al., 2006). Pre jemnu reguldciu prietoku krvi
tkanivami a organmi je preto citliva regulcia [Ca®"]; nesmierne dolezita.

Pri kI'udovych podmienkach bazalne otvaranie K™ kandlov sprostredkuje vylev i6nov cez
plazmaticki membranu. To vedie ku kl'udovému membranovému potencidlu (E;) buniek
hladkého svalu ciev v rozmedzi hodnét -55 mV az -40 mV (Cox et al., 2002). V tychto
hodnotach E., si napitovo ovladané Ca’>" kanaly v nizkom pravdepodobnostnom stave
otvorenia a umoZziuji tak iba bazalny vtok Ca®" do bunky, udrzujici kl'udové arteridlne
napitie . Pri otvoreni draslikovych kandlov dochadza k vylevu K' iénov a k hyperpolarizacii.

T4 zatvara napatovo ovladané Ca>" kanaly, znizuje [Ca*']; a vedie k vazdodilatacii. Naopak
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zatvaranie K' kanalov spdsobuje membranovii depolarizaciu a nasledné otvorenie Ca

kanalov. To spdsobuje Ca®” zavisli vazokonstrikciu (obrazok 2.) (Jackson 2005).
Podobn4 tiloha ako K" kanalom sa pripisuje aj Cl kanalom. Otvaranie Cl kanalov vedie
taktiez k vylevu CI z bunky, no pretoZe st negativne nabité vedu k naslednej depolarizacii

a vazokonstrikcii (Jackson 2000).

vascular smooth
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opens
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Obr. 2. Vztah K kandlov, Ca’" kandlov a cievneho priemeru (upravené podla Jackson

2000).

Popri hlavnej regulaénej ulohe [Ca*"]; sa v bunke vyskytuje aj d’alia forma vépnikovej
signalizacie - ,,vapnikové viny“. Predpoklada sa, Ze tieto viny su zodpovedné za svalova
kontrakciu. M6Zu byt indukované extracelularnou alkalizaciou alebo kofeinom (Heppner et
al., 2002), ako aj endogénnymi vazokonstriktormi ako uridin 5'-trifosfdt (UTP) alebo
noradrenalin (Jaggar et al., 2000). Paradoxne vSak aktivuju aj BKc, kandly a spastaja tak
hyperpolarizéciu. Ich fyziologicka funkcia preto zostava nejasna (Ledoux et al., 2006).

Poslednym typom modifikacie Ca*" signalu st ,,vapnikové iskry*. Vytvéra ich ryanodiny
receptor (RyR) v sarkopalzmatickom retikule. V podstate je to masivna lokalna elevécia,
ktord maja potencial modulovat Ca”" zavislé procesy, bez ohl'adu na globalnu [Ca®"];. Takto

ovplyvnené mozu byt’ napriklad BK, kandly (Ledoux et al., 2006).



2.3 Funkcia endotelu

Endotelové bunky st vzajomne prepojené pevnymi spojmi (Nilius et al., 1997). Vd’aka
tomu, maju moznost’ prenaSat zmeny v membranovych potencidloch na vel'ka vzdialenost.
Umoznuje to aj sumacie jednotlivych podnetov a synchronné reakcie endotelu. Elektricky
mézu byt endotelové bunky spojené aj s bunkami hladkého svalu myoendotelidlnymi
pevnymi spojmi. Zmeny v endotelovych bunkach tak moZzu byt prenesené aj do buniek
hladkého svalu a upravit’ cievny tonus (Jackson 2005).

Vazodilatatory ako napriklad acetylcholin zvy$uju [Ca®']; v bunkach endotelu. To
generuje mnozstvo vazoaktivnych molekul relaxujucich cievy (Ledoux et al, 2006).
Priekopnicke prace Furchgotta a Zawadzkeho (1980) prvy krat ukazali, ze existuje nieCo ako
endotelovy relaxujuci faktor (EDRF). Neskor sa tiez dokézalo, ze ide o oxid dusnaty (NO).
NO je generovany z L-argininu pomocou endotelidlnej NO syntazy (eNOS) za pritomnosti
kofaktorov ako je tetrahydrobiopterin. NO difunduje do buniek hladkého svalu a aktivuje
guanylatcyklazu, co vedie kcyklickym GMP sprostredkovanej vazodilatacii ciev
(Forstermann et al., 2006).

Endotel d’alej sprostredkuje hyperpolarizaciu buniek hladkého svalstva drédhou nezavislou
na NO. Tato draha rovnako zvySuje vtok draslika do buniek hladkého svalstva a udrziava tak
vazodilataciu. Endotelové hyperpolarizacné faktory su iba Ciastoéne pochopené, ich
molekularna podstata zostava nejasnd. Je vSak zndme, Ze endotelovy hyperpolarizacny faktor
(EDHF) dokéaze kompenzovat’ uplnua stratu NO-sprostredkovanej vazodilatacie (Parkington et
al., 2004). Pretoze tc¢innost’ EDHF sa zvySuje s klesajicim polomerom ciev (Shimokawa et
al., 1996), tato vlastnost’ je obzvlast’ dolezita v mikrocirkuléacii, kde méze ddjst’ k zniZenej
dostupnosti NO. EDHF sposobuje otvaranie draslikovych kanalov hladkého svalstva ciev a to
vedie k hyperpolarizécii tychto buniek (Furchgott et al., 1989).

Prostacyklin, tvoreny cyklooxigenazovym systémom, je d’al§i endotelovy dilatator, ktory
pracuje nezavisle na NO. Jeho vazodilata¢na tilloha sa vSak zda byt obmedzena (Deanfield et
al., 2007). Prostacyklin zvySuje v bunkéach hladkého svalstva koncentraciu cyklického AMP,
ktory rovnako ako cGMP navodzuje relaxaciu.

Endotel moduluje tonus ciev nie len uvolnovanim vazodilataénych latok. Spdsobuje aj
vazokostrikciu a to tvorbou endotelinu a prostanoidov, ako aj konverziou angiotenzinu I na

angiotenzin Il na povrchu endotelovych buniek (Saye et al., 1984).



3. K" kanaly v hladkom svale

Draslikové kanaly maji popredni tlohu v reguldcii membranového potencialu buniek
hladkého svalu ciev. Membranovy potencial ma priamy vplyv na cievny tonus (Akata 2007).

Na vytvorenie funkéného draslikového kandlu s jednym priepustnym pérom su potrebné
Styri o podjednotky. Tie tvoria cestu pre prechod i6nov. Druhym typom podjednotiek su beta
podjednotky, ktoré sa integruju s alfa podjednotkami. Moduluja ich vlastnosti a zvySuju tak
diverzitu K kanalov (Cox 2005).

K" kanaly cicavcov rozdelujeme do strukturalnych rodin podla toho, kolko
transmembranovych (TM) a pér formujtcich (P) usekov mé ich a podjednotka. Prva rodina je
charakterizovand dvomi TM a jednou P doménou. Téato rodina zahrfiuje dovnitra
usmeriujuce draslikové K kanaly (Kir) a ATP-senzitivne K™ kanaly (Karp). Druha rodina
repretezentuje K kanaly chakterizované Siestimi alebo siedmimi TM doménami a jednou P
doménou. Zahriiuje Ca*"-aktivované K" kanaly (Kc.) a napitovo-ovladané K™ kanaly (Ky)

(Bryan et al., 2007).

Nap&dtovo-ovlddany K+ kanal

NHe* Vapnikom-aktivovany K+ kanal

Obr. 3. Zobrazenie Struktury K' kandlu, priklad rozdielnosti alfa a beta podjedotick
(upravené podla Cox 2002).

V poslednej dobe bol v bunkach hladkého svalu ciev objaveny d’alsi typ K™ kandlov, tzv. K2P

(KCNK) kanaly. Obsahuji Styri TM domény a dve P domény. Na vytvorenie funkéného
kanalu su tak potrebné iba dve a podjednotky (Kenton et al., 2006).
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Aktivitu a vlastnosti K" kanalov vyznamne ovplyviiuje fosforylacia (obrazok 4.). MnoZsto
vazokonstriktorov sa viaze na G proteiny. G4 proteiny aktivuji Specifické fosfolipazy, ktoré
tvoria druhych poslov - diacylglycerol a inozitol 1,4,5-trifosfat. Diacylglycerol spolu s Ca*"
d’alej aktivuji proteinkinazu C (PKC) (Standen et al., 1998). PKC fosforyldciou kanal
inhibuje. Vazodilatatory cez svoje prislusné receptory aktivuju adenylatcyklazu, pripadne
guanyatcykldzu. Tieto enzymy zvysSuja intracelularnu koncentaciu cAMP a cGMP. Tymi je
nasledne aktivovana proteinkindza A (PKA) a proteinkindza G (PKG) (Standen et al., 1998).

Tie fosforyluju jednotlivé draslikové kanaly a tym ich otvaraju.

Vasoconstrictors Vasodilators

i Receptor Receptor
/ sl Adenylyl \
(G) cyclase
3 Guanylyl
cyclase

PLE

l cAMP l
DAG l cGMP
! PKA
_PKC PKG

Ca Kir

Obr. 4. Schéma regulacie K+ kandlov. PLC, fosfolipaza C; DAG, diacylglicerol; PKC,
protein kindza C; PKA, protein kindaza A; PKG, protein kindza G; cAMP, cyklicky adenozin
monofosfat, cGMP, cyklicky guanozin monofosfat (upravené podla Ko et al.; 2008).

3.1 Vysoko vodivostné vapnikom-aktivované K kanaly

Vapnikom-aktivované K" kanaly (Kc,) hladkého svalu ciev st exprimované hlavne ako
vysoko vodivostné (BKc,) kandly. Tieto kanaly maji vysokt vodivost' (240 pS) (Jackson
2000). Kedze patria do rodiny napdtovo-ovladanych kanalov, aktivované¢ st membranovou

depolarizaciou ako aj narastom [Ca®'];. Tato vlastnost’ ich robi obzvlast’ studovanymi, pretoze
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spajaju vapnikové a napidtové signaly (Brenner et al., 2000). Pri nizkych koncentraciach
vapnika sa spravaju ako ¢isto napitovo-ovladané kanaly (Horrigan et al., 1999), ich napdtovy
senzor je nezavisly na pritomnosti Ca’". Ale naviazanie Ca’" umoZiiuje BKc, kanilom
pracovat’ pri fyziologickych hodnotach membranového potencidlu. Vzhl'adom na mala
vzdialenost’ od sarkoplazmatického retikula, BK¢c, kandl mdzZe byt vystaveny vysokym
hodnotam Ca*" (>10 pM Ca®") (Perez et al., 1999). BKc, kanaly existuju v signalnych
komplexoch s napitovo ovladanymi Ca®" kanalmi, protein kindzami, fosfatdzami a d’alsimi
signalnymi molekulami (Keef et al., 2001).

Por formujuce alfa podjednotky BKc, kandlov, ktoré formuji por, st kdédované Slo
génom. Pozostavaji z 11 hydrofébnych domén (S0-S10). NajnovSia predstava je taka, Ze
transmembranové podjednotky (S1-S6) tvoria jadro kanalu s extracelularnym NH; koncom.
Zostavajuce Styri podjednotky (S7-S10) sa nachddzaju v cytoplazme a formuja COOH
koncovu cast’ proteinu (obrazok 3.). Podobne ako u dalSich napitim ovladanych kandlov
(napriklad Ky kandly popisované nizSie), S4 doména obsahuje kladne nabité¢ aminokyseliny
a vel'mi pravdepodobne sluzi ako napidtovy senzor. Alfa podjednotky moédzu byt rozne
upraven¢ alternativnym zostrihom a posttranslacnou modifikaciou Slo génu. Tieto Upravy
moézu vysvetlit' variabilné vlastnosti BKc,v roznych tkanivach. Meni sa hlavne napitova
citlivost’ a moznost’ fosforylacie kinazami ako si PKA alebo PKG (Tian et al., 2001, Chen et
al., 2005). Tato variabilita je rozSirena asociaciou kandlov s beta podjednotkami, ktoré
moduluji ich vlastnosti. Beta podjednotky menia hlavne citlivost’ vo&i koncentracii Ca®"
a vel’kosti membranového potencialu (Brenner et al., 2000).

BKc, st blokované milimolarnymi koncentraciami tetraetylamoniovych ionov (TEA,
univerzilny blokator K’ kanilov), ako aj S$korpiénimi toxinmi charybdotoxinom a
iberiotoxinom. (Gribkoff et al., 1997). Medzi d’alSie substancie inhibujuce BK¢, patri estrogén
v mikromolarnych koncentraciach (Valverde et al., 1999) a etanol (Dopico et al., 2003).
Latkami aktivujucimi BK¢, sa ukazali malé molekuly ako benzimidazolon NS 1619 (Holland
et al., 1996).

Fosforylacia BK¢, kandlu meni vapnikova a napétovua citlivost. Vo vicSine pripadov,
PKA a PKG aktivuje BK¢, zvySenim pravdepodobnosti jeho otvorenia a posunutim napét'ove;j
aktivacie k viac negativnym membranovym potencidlom. To sa deje bez ovplyvnenia jedno-
kanélovej vodivosti alebo napatovej citlivosti (Alioua et al., 1995, Perez et al., 1994). Hoci
fosforylacia K kanalov pomocou PKC kanal inaktivuje (Schubert et al., 1999), v niektorych
pripadoch je jej tloha zatial’ nejasna (Talukder et al., 2000).
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3.2 Napitovo-ovladané K* kanaly

Dokazy o tom, Zze Ky kandly prispievaji k regulacii funkcie hladkého svalu ciev
pochadzaji z mnohych experimentov pracujucich s celymi organizmami ¢i jednotlivymi
bunkami (Cox et al.,, 2006). Tieto kanaly st aktivované membranovou depolarizaciou a
negativne reguluji membranovy potencial spolu s BK¢, kanalmi (Jackson 2005). Ich aktivita
prispieva k udrzaniu klI'udového membranoveho potencidlu (Cheong et al., 2001, Yuan et al.,
1998). Toto tvrdenie podporuje fakt, ze kl'udovy membranovy potencial buniek hladkého
svalu je blizko aktivaéného prahu pre prady v Ky kanaloch (Nelson et al., 1995).

Alfa podjednotky Ky kandlov maji Sest’ transmembranovych tsekov (S1-S6) a jednu P
doménu, ktora tvori kandlovy pér spolu s S5 a S6 doménou (obrazok 3.). Styri rodiny
funkénych alfa podjednotiek (KV1-KV4) st exprimované v hladkom svalstve ciev. N- a C-
konce podjednotiek sa nachadzaji v cytoplazme. Usek S4 tvori napitovy senzor. Kanaly sa
skladaju  z minimalne 4 identickych (homotetramérnych) alebo blizko pribuznych
(heterotetramérnych) podjednotiek (Cox et al., 2006). Heterotetramérne zlozenie kanalu
a r6zne kombinacie beta podjednotiek tvoria vel'kt diverzitu tychto kanalov (Xu et al., 1998).
Preto identifikdcia molekularneho zlozenia a presné urcenie vlastnosti tychto kandlov su
vel'mi narocné.

Dva §irokospektralne blokatory K kanalov, 4-aminopyridin (4-AP) a tetraethylamonium
(TEA) inhibuji mnozstvo Ky kanalov. Medzi jednotlivymi rodinami Ky podjednotiek sa
ucinky tychto blokatorov vyrazne liSia. Tieto rozdiely moZzu byt uZito€né pri identifikacii
prislusnosti k tymto rodinaam. Ich Specifickd ucinnost’ je vSak limitovand. Preto je potrebné
hl'adat’ nové, selektivnejSie blokatory. Prikladom je hanatoxin, ktory Specificky inhibuje Ky2
rodinu, heteropodatoxin pre Kv4 rodinu. Margatoxin a agitoxin selektivne inhibuji Ky1.3,
maurotoxin a Pi4 blokuju Kyl.2. Pretoze malé¢ peptidové inhibitory maju obmedzeny
terapeuticky potencial, hl'adaji sa malé nepeptidické molekuly. Jednou z nich je correlide,
ktory blokuje Ky1 rodinu. Bol izolovany z korena stromu z Kostariky. Podobné snahy viedli
k identifikacii novej triedy blokatorov Ky kanalov — analégov cyklohexylu (Schmalhofer et
al., 2002).

Ky kanaly vo vaskularnych myocytoch st inhibované narastom intracelularneho Ca".
Ca’" posobi na Ky bud’ priamo, alebo cez tizko spojeného posla (Gelband et al., 1995). Tento
proces hra v hladkom svale dolezitu tllohu pri aktivacii svalu vazokonstriktormi. Latky ako su

noradrenalin a serotonin depolarizuji membranovy potencial a aktivuji vtok Ca®>" do bunky
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cez napitovo ovladané Ca®" kanaly (Mulvany et al., 1982). Inhibi¢ny efekt Ca®* na Ky
vysvetluje mechanizmus ich pdsobenia. Zvysena koncentracia Ca®” vedie k vazokonstrikcii
a naslednej inhibicii Ky kanalov. Této inhibicia sa zastavi az v momente, kedy sa aktivuji
BKc, kanaly a vykompenzuju pokles pradu spdsobeny blokaciou Ky (Cox et al., 2006). Ca*"
aktivuje aj PKC, ktora fosforyluje miesta na ich alfa podjednotke a rovnako inaktivuje Ky. Je
to dal§i dolezity mechanizmus umoZiujuci pretrvavajuci vtok Ca’” pocas aktivacie
agonistom.

Aktivaciu Ky kandlov sposobuje PKA a podobnu funkciu mé aj PKG. Medzi dalSie
kinazy ovplyvitujice Ky patria Rho kindza, Ca/kalmodulin dependentna kindza II a kasein
kindza. Aktivita mnohych Ky je regulovana latkami schopnymi modifikovat’ redox stav
aminokyselin tvoriacich kanaly. Tieto faktory umoZznuji kandlom reagovat’ na hypoxiu (Tang

et al., 2004).
3.3 Dovniitra-usmeriiujice K" kanaly

Dovnutra usmeriiujiice K™ kanaly hladkého svalstva majii svoj nazov odvodeny z faktu, Ze
pri membranovych potencidloch negativnych k draslikovému rovnovdZznemu potencialu (ten
je negativnejsi nez E,) vedi K do bunky. Pri viac pozitivnych potenciloch, obmedzuju
uvolfiovanie K z bunky (Jackson 2005). Napriek silnému usmerfiovaniu dovnutra podla
Smitha et al. (2008) ich zédkladnou vlastnostou je mald, von smerujica vodivost, zvySujuca sa
v negativnych hodnotach. Podl'a neho je tato biofyzikalna vlastnost’ zakladnd pretoze,
umoziuje tymto kandlom amplifikdciu draslikovej vodivosti v hladkom svale artérii.
Namerany prud smerujici von ma velkost’ picoampérov (Xu et al., 1999). Napriek tomu, ze
ich vodivost je tak mala, v tonuse ciev mozu tieto kanaly sposobit’ enormné zmeny, pretoze
hladké svalstvo artérii ma vel'mi vysoky vstupny odpor (Quayle et al., 1996). Kir ovplyviiuju
kl'udovy potencial hlavne v malych artériach. Pri fyziologickych podmienkach udrzuja bunky
hladkého svalu relativne hyperpolarizované, o ma za nasledok ich vac¢si priemer nez v
pripade keby boli tieto kanaly zavreté (Park et al., 2008). Dalsou moznou funkciou tychto
kanélov je, ze tvoria metabolicky senzor pre zvySenu koncentraciu draslika v extracelularnom
prostredi. V tomto pripade by mohli byt zodpovedné za vazodilataciu a zvySenie krvného

prietoku pocas neuronalnej aktivity CNS alebo pocas cvicenia (Haddy et al., 2005).
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Kjr kandly sa skladaju z tetramérov podjednotiek, z ktorych kazdd ma 2 transmembranové
useky. V hladkom svale ciev sa nachadza K 2.1 izoforma (Jackson 2005). To, ze von
smerujuci prud ma vel'kost’ picoampérov, je pravdpodobne dosledok internej blokady kanalu
ionmi Mg alebo polyaminom (Xu et al., 1999).

Specifickym blokatorom tychto kanalov je Ba®". Polovi¢na hodnota pre inhibiciu (Ky) je
KIR 2,2 uM pri -60 mV a vzrasta zo zvySujucou sa hyperpolariziciou. Ba®" je ovela menej
efektivne pre ostatné typy kanalov. Pre Katp je K4 200 uM pri -60 mV, pre BK¢c, Kg> 10 uM
a pre Ky je K¢ > 1 mM (Robertson et al., 1996). Medzi dalsie blokatory patri Rb’, Cs"
a intracelularne Mg*" (Kubo et al., 2005).

Funkciu Kjr kanalov ako pri inych kanaloch reguluju vazokonstriktory aj vazodilatatory.
Ich pdsobenie na tieto kanaly zatial’ nie je dostacne prestudované, na rozdiel od ostatnych

typov K kanalov (Park et al., 2008).

3.4 ATP-senzitivne K" kanaly

Karp kanaly hladkého svalstva su pomenované podla faktu, Ze pri znizenej intracelularne;j
koncentracii ATP sa otvaraja (Jackson 2005). Katp tvoria prepojenie medzi metabolizmom a
membrdnovou vzruSivostou. Vyraznou mierou prispievaji k udrziavaniu E, a teda aj
cievneho tonusu. Karp kanaly patria do rodiny dovnutra-usmernujucich kandlov a pri
pozitivnejSich hodnotach membranoveého potencidlu nez je hodnota E,, vedti mensi prad von z
bunky (Teramoto 2006).

Tieto kanaly v hladkom svale st zlozené z tetraméru dovnuatra-usmeriujucich
podjednotieck KIR 6.1, ktor¢ formuju vodivy por (obrazok 5.). Beta podjednotky tvoria
regula¢né podjednotky sulfonylurea receptoru (SUR) (Jackson 2005).

Ako pre ostatné draslikové kanaly aj pre Katp je rozhodujuca fosforylacia. Aktivacne
posobi PKA a inhibi¢ne posobi PKC. Molekularna podstata tychto procesov vSak zostava
nezndma (Teramoto 2006).

Karp kanaly st blokované sulfonylureatmi ako glibenclamid. Blokédda sa deje na beta

podjednotke. Aktivovené st latkami ako pinacidil a cromakalim (Kubo et al., 2005).
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ATP-senzitivhy kanal

Kir6.x

i

Obr. 5. RozlozZenie podjednotiek ATP-senzitivneho kanadlu. Kir6.x, dovnutra-usmernujica

podjednotka, SUR.x, sulfonylurea receptor (upravené podla Teramoto 2006).

3.5 K2P K kanaly

Vazodilatatna funkcia bola doneddavna takmer vylune pripisovand klasickym
skupindm K" kanalov. Iba v poslednej dobe sa zaginajui objavovat’ prace o dilatadnej funkcii
K2P kanalov. Prikladom je Gurney et al. (2003) ktori ukazali ze, takyto typ kanalov je
hlavnym prispievatelom k udrZovaniu membranového potencialu buniek hladkého svalstva v
placnych artériach. K2P kandly reguluji cerebro-vaskularnu aktivitu a si ovplyvnené
vazoaktivnymi lipidmi (Blondeau et al, 2007). Produkcia endotelidlnych faktorov
zodpovedna za relaxaciu hladkého svalstva, hlavne NO, vyzaduje kandly z tejto rodiny
(TREK1) (Garry et al., 2007). Zda sa, Ze K2P rodina moZe sprostredkovavat mnoZzstvo

vazodilatacnych reakcii, no potrebny je dalsi vyzkum.
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4. K" kanaly v endoteli

Endotelové bunky exprimujii mnoZstvo kandlov: Kir, Karp, Ky a minimalne dve triedy
Kca kandlov (obrazok 6.) (Jackson 2005). Rovnako ako v hladkom svale ciev, aj v endoteli sa
predpoklada hlavna uloha draslikovych kandlov v regulacii membréanového potencialu (Nilus
et al., 2001).

V endoteli sa nachadzaju K¢, kandly nizkovodivostné (sKc,) a stredne vodivostné (IKc,).
Ich vodivost’ je 10 pS pre sKCa a 30-80 pS pre [Kc,. Tieto kanaly odliSujice sa od BKc,
kandlov v hladkom svale ciev svojou vodivostou sa dalej liSia aj tym, ze su nezavislé na
zmene membranového potencidlu (Ledoux et al., 2006). Ich stav je silno zdvisly iba na
[Ca®"]i. Senzor Ca®" sa nenachadza v $trukturalnych doménach kanalu ako pri BKc, kanaloch,
ale je v nich pritomny Ca®" viazajici protein kalmodulin. Vazebné miesto pre tento protein sa
nachadza na COOH konci a je prevdepodobne schopné naviazat’ az Styri kalmoduliny (Nilius
et al,, 2001). Predpokladd sa, ze sKc, a IKc, kanaly uzko suvisia s EDHF-indukovanou
vazodilataciou. Membréanova hyperpolarizécia, ktora vznikd posobenim K¢, kanalov, vedie
k daliemu vtoku Ca*" do bunky z dévodu zvysenia elektrochemického gradientu pre Ca®’
(Ledoux et al., 2006). Nizkovodivostné sK¢, kanaly existuji v troch izoformach: sK1, sK2,
sK3. Z toho v3ak iba sK2 a sK3 sa nachadzaju v endoteli. Taylor et al. (2003) priniesol dokaz
o tom, Ze expresia sK3 ma vysoky vplyv na cievny tonus tym, Ze tieto kandly udrzujut
membranovi hyperpolarizaciu. Mozna je aj spojitost’ expresie tychto kandlov s estrogénom
pri ktorej sK3 kaknaly pravdepodobne hrajii hlvni Glohu v kardiovaskularnych ucinkoch
tohto hormonu (Mendelsohn, 2002).

Predpoklada sa, ze funkcia K kandlov je podobna tej v hladkom svale ciev. Membranovy
potencial endotelovych buniek pri fyziologickych hodnotach extracelularnej koncentracie K
sa pohybuje okolo -30 mV (Emerson et al., 2000). To je hodnota E,, vzdialena pre usmernené
vedenie dovnutra Kz kanalov. Tieto kanaly viak mézu fungovat ako K™ senzor a prispievat’
tak ku K* indukovanej vazodilatacii. (Nilius et al., 2001).

Funkcia Karp a Ky kanalov zostdva neznama. Pre Ky kandly bolo navrhnuté ze
prispievaji k osclildcidam membranového potencidlu a negativne spédtnou vizbou reguluja
membranovy potencial (Dittrich et al., 1999). Tieto dohady, vSak bude este potrebné potvrdit’.
Karp pravdepodobne rovnako ako v bunkédch hladkého valu ciev vyraznou mierou prispievaju

k udrziavaniu E,, (Janigro et al., 1993).
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Ion. kanal Alfa podj. Beta podj. | Aktivuje kanal | Inhibuje kanal | Antagonisti
sKca 249 249 apamin,
SK3 CaM T [Ca*); d [Ca™]; d-tubokurain
IKc, charybdotoxin,
IK1 CaM T Ca® s J [Ca™™]; clotrimazol,
TBA
Kir KIR 2.1 — hyperpol.; depol; 4 [K'low | Ba®"; quinidin
T [KJou s NO ’ . ’
Ky hyperpol.; 4
) depol.; PKA; ST aminopyridin;
KV 1.5; 1.6 KvB . T Ca®; -
pH . korreloid;
Rho-kinaza . .
agitotoxi-2
Karp 4 ATP; TADP; ) 4 | glibenclamid,
KIR 6.1; 6.2 SUR2b PKA; PKG; T ATP21¢ ADP; T tolbutamid;
. .- [Ca™ ]; PKC 2+
pinacidil Ba

Tab. 1. Draslikové kandly v endoteli ciev. TBA, tetrabutyl amonium (upravené podla Jackson 2005).

Ca?* Ca?
VGCC VGCC
\ / \ \ vascular smoorm
7 e muscle cell
/ /
- Ca2 | B T 1.
'—\-« :h \\ ‘{q -}_’ ‘\ ‘-{1 »«h
hyperpolarization hyperpolarization '

:t_“ é./ \dé‘ o gap junclions)"'\ é

endothelial cell i I il Sl
1Ca?* hyperpolarization

P,

\ NSCC (Trp?)

agonist Ca?*

e

IKe,

Arteriole lumen

Obr. 6. Draslikové kanaly v endoteli ciev VGCC, vysoko vodivostné vapnikové kanaly,

NSCC, neselektivne kationové kanaly;, PLC, fosfolipaza C; PIP, fosfatidylinozitolfosfat
(upravené podla Jackson 2005).
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5. Remodelacia K kanalov pri hypertenzii

Pocas zvySenia krvného tlaku dochadza k adaptacii steny ciev. Prvotna reakcia na zvySeny
tlak je konstrikcia artérii a arteriol. Tato reakcia sa nazyva myogéna odpoved a vedie
k depolarizacii, ktora suvisi s aktivaciou, pripadne inhibiciou i6novych kanalov v membréane
hladkého svalu (Schubert and Mulvany 1999). Myogénna odpoved’ v artériach a arteriolach
zosiluje povodné zvySenie krvného tlaku zvySovanim periférneho odporu ciev. V mozgovom,
koronarnom a oblickovom obehu, ktoré maji vyraznii v autoregulaciu lokalneho krvného
toku, myogénna odpoved’ tlmi prenos vysokého krvného tlaku do tychto kritickych organov
(Cox et al., 2002). Pri pretrvavajucej hypertenzii bunky hladkého svalu menia zastupenie
ionovych kandlov audrzuji tak depolarizaciu a vazokonstrikciu (Cox et al, 2002).
Pretrvavajuce zvySenie krvného tlaku vedie ku kanalovej remodelacii v plazmatickej

membrane. To ma za nasledok zvySenu depolarizaciu a kontrakciu ciev.

BKCa KV BKCa Ca,_ KV BKCa KV

K* K* Ca2t K* K+~4 K*

B =
TBIood pressure

BKca Ky BKcaBKga Ca,  Ca, BKg, BKca Ky BKea

_____ YIRYEYRER & || YRR,
== z H PR e | L‘|
AL AL 7| 7]

i s ‘

Obr. 7. Remodelacia ionovych kandlov v hladkom svale ciev (upravené podla Cox 2002).

Hlavnym kanalom urcujucim kl'udovy potencial je Ky (Fleischmann et al., 1993). Pocet
tychto kanalov u hypertenznych jedincov klesd (Martens et al., 1996). S Ky kanalmi stvisia

vysoko vodivostné Ca”" kanaly, ktorych podet a vodivost’ sa polas hypertenzie zvysuje.
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Zvyseny vtok Ca®" zvysuje kontrakciu hladkého svalu ciev a inhibuje Ky kanaly (Cox et al.,
2001).

Neprirodzené zvysenie vtoku i6nov do bunky hladkého svalu cez vysoko vodivostné Ca**
kanaly a zniZenie vytoku cez Ky kandly ma za nasledok extrémne zuZzenie ciev (Cox et al.,
2002). Vyznamu tlohu v takychto situacidch hra zvysenie K™ vtoku cez BKc, kanaly (Berger
et al., 1999). Ich hyperpolarizujuci u¢inok zabraniuje neprirodzenej vazokonstrikcii v mensich

cievach a limituje d’alSie narasty krvného tlaku pocas hypertenzie (Paterno et al., 1997).
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6. Zaver

Kazdy typ draslikového kandlu ma pri regulacii cievneho tonusu svoju ulohu. Zasadny
vyznam pre udrzanie kludového membranového potencialu maji Ky kandly, schopné
reagovat’ na depolarizaciu svojim otvorenim. K¢, kandly maju podobnu ulohu, ale na rozdiel
od Ky kanalov, su aktivovatelné nie len napétim, ale aj zvySenou koncentraciou
intracelularneho Ca*". Jednotlivé Kca kandly nachadzajuce sa v hladkom svale ciev a endoteli
sa medzi sebou li§ia vodivostou a typom Ca®" senzoru. Kz kanaly svojou zvysujlicou sa von
smerujucou vodivostou v negativnych hodnotach amplifikuju draslikovy prud a posobia ako
senzor zvySenej K’ koncentracie v extracelulirnom priestore. Prepojenie medzi
metabolizmom a membranovym potencidlom vytvaraji Karp kandly. Tieto Styri skupiny
kandlov tvoria zaklad draslikovej vodivosti v hladkom svale ciev.

Komplexné pochopenie celularnych mechanizmov regulujucich cievny tonus je potrebné
nie len pre vyskumna ¢innost' ale aj pre klinicki prax. Draslikové kandly hraju v tychto
mechanizmoch hlavnua tlohu. Mézu byt povazované za jedny z hlavnych terapeutickych
cielov pri poruchach krvného tlaku. Pochopenie tejto problematiky ma svoj vyznam aj pre
anesteziologov, pretoze rozne druhy anestetik moézu krvny tlak ovplyvnit’.

V mojej praci som zhrnul niektoré podstatné informacie o draslikovych kanéloch
a pokusil som sa popisat’ ich funkciu. Nie vo vSetkych pripadoch existuje dostatok informacii
na jej presné urcenie. Preto pre komplexné pochopenie danej problematiky bude potrebny

d’alsi vyskum.
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Z.oznam skratiek

4-AP 4-aminopyridin

cAMP cyklicky adenylylmonofosfat
ATP adenozintrifosfat

CaM kalmodulin

[Ca™']; intracelularna koncentracia vapnika
CNS centrdlna nervova ststava

DG diacylglycerol

Em kl'udovy membranovy potencidl
EDHF Endothelium-Derived Hypertension Factor
EDRF endotelovy relaxujuci faktor
cGMP cyklicky guanozylmonofosat

IP3 inozitol trifosfat

Kv napédtovo-ovladané K+ kanaly
Kca vapnikom-aktivované K+ kanaly
Kir dovnutra-usmerniujice K+ kanaly
Katp ATP-senzitivne K kanaly
MLCK kinaza l'ahkého ret'azca myozinu
MLC I'ahky retazec myozinu

NO oxid dusi¢naty

eNOS endotelidlna NO syntaza

NSCC neselektivne kationové kanaly

P por formujtci tsek

PIP fosfatidylinozitolfosfat

PKA proteinkinaza A

PKC proteinkinaza C

PKG proteinkinaza G

PLC fosfolipaza C

TBA tetrabutyl aménium

TEA tetraetylamoniovych

™ transmembranovy usek

VGCC vysoko vodivostné vapnikové kanaly
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