14 ‘ pfehledné referaty

Funkéni vyznam hERG: od fyziologické role po cil
protinadorove terapie
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Souhrn

Lidsky ether-a-go-go pfibuzny gen (hERG; oficidlné oznacovany jako KCNH2), kéduje strukturu proteinu tvoriciho
apodjednotku napétové fizeného iontového kanalu, ktery vede rychlou slozku opozdéného K* proudu z bunky (/, ).
Tento proud hraje vyznamnou ulohu zejména v repolarizaci srde¢nich bunék. Mutace v genu hERG vedou k pro-
jevlim dédi¢nych syndromd, které jsou charakteristické prodlouzenim nebo zkrdcenim intervalu QT na elektro-
kardiogramu a vznikem Zivot ohrozujicich arytmii. Tato prace predstavuje kandly hERG i jako soucast regulacnich
mechanizmi kontraktilni ¢innosti hladkého svalstva, aktivity neurond, uvolhovéani nékterych hormon i prolife-
race a apoptdzy nadorovych bunék. Zminéna jsou rovnéz onemocnéni plynouci z poruchy funkce téchto kanall
a také moznosti vyuziti genu/kanalu hERG jakoZto diagnostického markeru a mozného terapeutického cile u rdiz-
nych onemocnéni, zejména u nadorovych.

Kli¢ova slova: epilepsie — hERG - KCNH2 - kontrakce svalu — K* kanal - LQTS — membranové napéti - nddorové one-
mocnéni - proliferace - schizofrenie

Functional impact of hERG: from physiological role to target of
anticancer therapy

Summary

The human ether-a-go-go related gene (hERG; officially designated as KCNH2) encodes the structure of protein
forming a-subunit of voltage-gated ion channel which conducts the rapid component of delayed rectifier K* cur-
rent (I, ). This current plays an important role namely in the cardiac repolarization. Mutations in hERG result in inher-
ited arrhythmogenic syndromes characterized by a lenghtening or shortening of QT interval on the electrocardio-
gram and by an increased occurrence of life-threatening arrhythmias. This review also introduces hERG channels as
a part of regulatory mechanisms of the smooth muscle contractility, neuronal activity, release of several hormones,
and of proliferation and apoptosis of cancer cells. There are also mentioned some of the diseases arising from hERG
channel dysfunction, and some possibilities of use of hERG gene/channel as a diagnostic marker and potential ther-
apeutic target in various diseases, namely in cancer.

Key words: cancer - epilepsy — hERG — KCNH2 - K* channel - LQTS - membrane potential - muscle contraction —
proliferation - schizophrenia

Uvod

Objevenilidského ether-a-go-go pfibuzného genu (hERG)
mélo velky dopad zejména v oblasti kardiovaskularniho
vyzkumu. Gen hERG totiz kéduje strukturu a podjed-
notky napétové fizeného iontového kanalu vedouciho
vyznamny repolariza¢ni K* proud srdecnich bunék. Na-
rudeni funkce tohoto kanalu vede ke zméndm trvani re-
polarizace akéniho napéti, a tim ke zménam délky inter-
valu QT na elektrokardiogramu (EKG), pfipadné az k zivot
ohrozujicim arytmiim. V poslednich letech se pozornost
védcl zamétuje na ulohu genu hERG a jim kédovaného
proteinu i v jinych tkanich, zejména ve tkéni nervové, en-

dokrinni, v hladkém svalstvu a ve tkénich nadorovych.
Tato prace podava prehled nejnovéjsich poznatki v této
oblasti a rovnéz zminuje potencidlni moznosti vyuziti
genu hERG a jeho produktu v diagnostice a terapii.

Charakteristika genu hERG

Gen hERG je oficidlné nazyvan jako KCNH2; oznaceni
hERG je viak pouzivdno mnohem castéji a bude proto
uzivano i v této praci. Gen hERG se nachazi v oblasti
36.1 dlouhého raménka 7. chromozomu a sklada se
z 33,3 kbp; je tvoren 19 exony (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/3757). Poprvé byl tento gen nalezen v hipo-
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kampu, a to porovnanim DNA z knihovny komplemen-
tarnich DNA fragmentd s mysim homolognim genem
ether-a-go-go (EAG).

Stavba a funkce proteinu kédovaného
genem hERG

Jak jiz bylo zminéno, gen hERG kéduje strukturu a podjed-
notky tvorici napétové fizeny K* kandl oficialné nazyvany
Kv11.1, ¢asté&ji viak hERG [1,2]. Existence nékolika start( tran-
skripce genu umoznuje vznik 5 rGznych izoforem proteinu;
konkrétné hERG1a, hERG1b, hERGIc, hERGIa,, a hERGIb .
Zminéné izoformy se navzajem lisi poc¢tem a usporadanim
aminokyselin [3] a rovnéz nékterymi vlastnostmi vratkovani
kanalu [4]. V nehumannich tkanich se tento gen oznacuje
jen jako ether-a-go-go pfibuzny gen (ERG) [5].

Produkt genu hERG se ve formé podjednotek se-
skupuje do tetrameru. Kazda podjednotka obsahuje
6 a-helikdlnich transmembranovych segmentt S1 az S6
(obr. 1A). Mezi segmenty S5 a S6 se nachazi selektivni pér
pro K*. Segment S4 pfedstavuje napétovy senzor obsa-
hujici aminokyseliny s kladnym nabojem. Transmembra-
nové segmenty jsou v cytosolu lemované amino- (N-)
a karboxylovymi (C-) terminalnimi regiony [6]. N-konec né-
kterych izoforem obsahuje Per-Arnt-Sim (PAS) doménu,
ktera ma regula¢ni funkci [7]. Na C-konci se nachazi cyk-
lickd doména vazici nukleotidy (cNBD) [8]. Vysledny te-
tramer se zacleni do plazmatické membrany buriky
a tvofi kanal hERG (obr. 1B).

lontové kanaly se obecné vyskytuji v 3 moznych sta-
vech: jako zaviené, oteviené a inaktivované [9]. Pre-
chod mezi témito stavy je u napétové fizenych kanald,
mezi které fadime i kanal hERG, zavisly na membréno-
vém napéti (V). Jak na pfikladu akéniho napéti bunky
pracovniho myokardu ukazuje obr. 1C, pohyb aktiva¢-
nich a inaktiva¢nich vratek hERG kandlu vykazuje pfi
zménach V_ vyznamné rozdilnou kinetiku - aktivacni
vratka se pohybuji velmi pomalu, zatimco inaktivacni
vratka rychle [2,10]. Diky tomu dochazi béhem depo-
larizace V_ k rychlé inaktivaci kanélu a proud tekouci

Obr. 1A, 1B. Stavba a funkce hERG kanalu

A. Stavba podjednotky hERG kanalu: zndzornény jsou transmem-
branové segmenty S1-56, doména PAS - Per-Arnt-Sim a cNBD -
cyklickd doména vazajici nukleotidy, symbolem + jsou znaceny
aminokyseliny s kladnym nabojem, které jsou koncentrovany

v segmentu S4 (napétovy senzor kanalu), selektivni poér pro K* se
nachazi mezi segmenty S5 a S6

B. Tetramer slozeny ze 4 podjednotek zobrazenych v ¢asti A tvo-
fici po zaclenéni do plazmatické membrany buriky hERG kanal
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hERG kanaly, tzv. rychla slozka opozdéného K" proudu
z bunky (I, ), je minimalni. Pfi nastupujici repolarizaci
dojde naopak k rychlému zotaveni hERG kanald z inak-
tivace za soucasného velmi pomalého zavirani akti-
vacnich vratek (tzv. deaktivace). V disledku toho tece
béhem probihajici repolarizace vyznamny /, .

Fyziologicky vyznam kanali hERG v riznych
tkanich

Kanaly hERG jsou za fyziologickych podminek exprimo-
vany v mnoha rGiznych tkanich, zejména ve tkanich exci-
tabilnich (srde¢ni, nervové a hladkém svalstvu) a rovnéz
v nékterych endokrinnich Zlazach. Exprese hERG kanald
se zde podili na regulaci V_, coz je podstatné pro funkci
téchto tkani [6,11-13]. Fyziologicka role hERG kanald ve
tkanich je nazorné patrnd v situacich, kdy dojde k jejich
dysfunkci, jak bude dokumentovano v této podkapitole.

Srdecni tkan: arytmogenni syndromy spojené
s genem hERG
Jak vyplyva z vyse uvedenych vlastnosti vratkovani
kanall hERG, dllezitou ulohu sehrava proud procha-
zejici timto kanalem nazyvany |, zejména ve fazi repo-
larizace (tj. ve fazi 3) akéniho napéti srde¢nich bunék
(graf 1) [2,14]. V souhfe s dalSimi repolariza¢nimi proudy
se tak I podili na udrzovani adekvatni délky ak¢niho
napéti srde¢nich bunék.

Funkéni zmény kanalu hERG (a tedy i /, ) mohou vést
v srdecni tkani ke zménam rychlosti repolarizace ak¢-
niho napéti srde¢nich bunék, a tim ke zménam délky in-
tervalu QT na EKG, pfipadné az ke vzniku arytmii v¢etné
zivot ohrozujicich arytmii. Samotna funk¢éni zména je-
diného repolariza¢niho proudu vsak obvykle nemiva

Obr. 1C. Stavba a funkce hERG kanalu

C. Vratkovani hERG kanalu: kanaly se vyskytuji jako zaviené (Z),
oteviené (O) a inaktivované (1), pfechody mezi témito funkenimi
stavy kanalu jsou zavislé na membranovém napéti; aktivacni vratka
se pohybuji velmi pomalu, inaktiva¢ni vratka naopak rychle (zde na
prikladu zmén stavu hERG kanélu béhem akéniho napéti srdec¢ni
bunky), coz je podkladem specifického toku proudu pres hERG ka-
naly béhem akéniho napéti (graf 1)
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vyrazné ucinky na srde¢ni elektrofyziologii. Celkova re-
polarizacni sila je dana aktivitou fady repolarizac¢nich
proud, které se mohou do jisté miry zastupovat - tzv.
repolarizacni rezerva popsana poprvé v roce 1998 [15].
Projevy dysfunkce jednotlivych repolariza¢nich proudu
vCetné |, jsou proto obvykle patrné jen za situace, v niz
dojde k soucasné zméné funkce u nékolika z nich.

Co se tyka mozné dysfunkce I, mize dojit jednak ke
snizeni jeho funkce, a tim k prodlouzeni intervalu QT
na EKG (graf 2, leva ¢ast). Pak vznika tzv. syndrom dlou-
hého intervalu QT (LQTS), ktery mize byt bud dédi¢ny
[1] nebo ziskany [16]. Méné Casto je funkce |, navy3ena,
interval QT se zkracuje a vznikd syndrom kratkého in-
tervalu QT (SQTS); graf 2, prava cast) [17]. Jelikoz tyto
syndromy jsou dobie zndmy, omezily jsme jejich popis
na nutné minimum.

Dédi¢ny LQTS je autosomalné dominantné dédi¢na
porucha zpUsobend prevazné mutacemi v genech ké-
dujicich strukturu srde¢nich iontovych kanald. Méné
nez 12 % mutaci se vyskytuje de novo [18]. Mutace
v genu hERG jsou spolu s mutacemi v genu KCNQT nej-
castéjsSim typem mutaci asociovanych s LQTS; spole¢né
se podili na 87 % diagnostikovanych dédi¢nych LQTS.
Samotné mutace v genu hERG jsou diagnostikovany az
u 45 % viech pacientl s LQTS - tzv. LQTS typu 2 (LQT2)
[1,19]. Doposud bylo identifikovano jiz vice nez 160 rlz-
nych mutaci v genu hERG; 61,7 % tvofi bodové substi-
tu¢ni mutace jedné aminokyseliny, pfevdzné se na-
chazejici na C- a N-termindlnim konci a v oblasti péru
kanalu [6]. Mutace vedou u LQT2 ke snizeni /. Tok K*
v burikdch myokardu dulezitych pro jejich repolarizaci
se tak vyznamné snizi, coz se projevi prodlouzenim re-
polarizace ak¢niho napéti, a tim i prodlouzenim inter-
valu QT na EKG (graf 2, leva &ast) [2].

Klinicky je LQT2 charakterizovan vyskytem synkop
v dUsledku prechodného nedokrveni mozku béhem
tachyarytmie, konkrétné obvykle polymorfni komo-
rové tachykardie typu torsades de pointes. Tato aryt-
mie muze vyustit ve fibrilaci komor a vést tak az k nahlé

Graf 1. Vyznam hERG kanali v srdecni tkani

Pribéh akéniho napéti srde¢nich bunék se znazornénim aktivity
hERG kanal{, tj. rychlé slozky opozdéného K* proudu z buriky /.
(simulovano s vyuzitim matematického modelu komorové srdec¢ni
buriky ¢lovéka). Upraveno podle [14]

50 4
S 04
£
e -50
>
-100 T T T T 1
30
Z 20
S
~. 104
_x
0+
0,9 1,0 11 1.2 13 14

16 ‘ Satkova | et al. Funkéni vyznam hERG: od fyziologické role po cil protinadorové terapie

srdecni smrti [20]. Arytmie postihuji jedince s dysfunkci
genu hERG nejcastéji béhem spanku, méné castym
spoustécem byva emocionalni stres [21], coz souvisi
s existenci vyse zminéné repolariza¢nirezervy [22]. Pro-
dlouzeny interval QT je c¢asto identifikovan az po prvni
synkopé ¢i srde¢ni pfihodé. Az u 30 % nediagnostikova-
nych pacientl s LQT2 je pravé nahla srde¢ni smrt prvni
znamkou choroby. Klinicky prabéh zavisi na délce inter-
valu QT, pohlavi, véku, genotypu, poctu synkop a na
pozitivni rodinné anamnéze [23].

Z hlediska diagnézy mé urcujici vyznam pravé délka
intervalu QT na EKG. V praxi se pouziva hodnota inter-
valu QT korigovaného na srdecni frekvenci (QTc) [24]. Hra-
ni¢ni hodnoty pro QTc jsou (mimo jiné i v zavislosti na po-
hlavi) 420-470 ms [25]. Délka vice nez 500 ms jizznamena
znacné riziko, pficemz kazdy narast hodnoty o 10 ms zvysi
riziko srde¢nich pfihod o 5 % [20]. Kromé prodlouzeného
intervalu QT je viditelna i specificka vina T s nizkou ampli-
tudou a casto dvojitym vrcholem (graf 2, leva ¢ast) [26].

K 1é¢bé a preventivnim opatfenim LQT2 se vyuziva
antiadrenergni terapie v podobé podavani betabloka-
tor(, pfipadné sympatické denervace srdce [27]. Vysoce
rizikovym pacientiim a tém, u kterych i pfes preventivni
podavani betablokatord synkopy pretrvavaji, je dopo-
ru¢ena implantace kardioverteru-defibrilatoru [28].

Ziskany LQTS muze vzniknout na rizném podkladé,
napt. vlivem elektrolytové dysbalance nebo v dlsledku
aplikace 1ékd (tzv. léky indukovany LQTS). Nejcasté;jsi
pficinou tohoto nezadouciho Ucinku Iéciv je pravé blo-
kada hERG kanalt. K 1éklim vyvolavajicim ziskany LQTS
patfi Siroké spektrum antihistaminik, antibiotik, anti-
psychotik ¢i antiarytmik [16]. Léciva zpUsobuijici ziskany
LQTS snizuji |, dvéma zplsoby. Mohou bud pfimo blo-
kovat kanal navazanim na specifickd vazebna mista,
nebo Ucinkuji nepfimo prerusenim tvorby kandlového
proteinu [29]. Podobné jako u dédi¢ného LQTS muze
byt vysledkem prodlouzeni intervalu QT a vznik komo-
rovych tachykardii typu torsades de pointes ¢i nahlé
umrti. Celkové proarytmické plsobeni téchto 1ékd viak

Graf 2. Vyznam hERG kanali v srdeéni tkani

K¥ivka EKG znazornujici délku intervalu QT u zdravého jedince
(uprostied), pacienta se syndromem dlouhého intervalu QT (LQTS;
vlevo) a pacienta se syndromem kratkého intervalu QT (SQTS;
vpravo). Tyto syndromy mohou byt podminény mimo jiné i zmé-
nénou funkci hERG kanal(, konkrétné LQTS jejich snizenou funkci,
a tedy snizenim velikosti rychlé slozky opozdéného K* proudu
zbunky I, a SQTS naopak jejich hyperfunkci, a tedy navysenim /,
jak je vyznaceno na obrazku
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zavisi i na predispozicich a rizikovych faktorech jednot-
livych pacientd [30].

SQTS je porucha ¢innosti srdce charakteristicka zkra-
cenym intervalem QT na EKG a vysokou incidenci ko-
morovych arytmii [31]. Dédi¢nost je stejné jako u LQTS
autosomalné dominantni. SQTS je asociovan s vyso-
kym rizikem nahlé srde¢ni smrti hlavné béhem prv-
nich mésicd zivota. Diagnostika se opira o EKG obraz,
vyskyt arytmie a o pozitivni rodinnou anamnézu [32].
Mutace v genu hERG jsou pfic¢inou SQTS typu 1. Bylo
identifikovdno nékolik mutaci vyustujicich do substi-
tuce jedné aminokyseliny [17,33]. V3echny vedou k na-
rGstu /., a tim ke zkraceni akéniho napéti [17]. Vysled-
kem je zkraceni intervalu QT < 340 ms a vyssivina T na
krivce EKG (graf 2, prava ¢ast) [32].

Nervova tkan: zvySena excitabilita neurond
na podkladé snizené funkce hERG kanald

Co se tyce nervového systému, funkéni exprese hERG
kandlt byla mimo jiné identifikovdna v senzorickych
organech laboratornich zvitat, konkrétné v cichovém
bulbu a vnitinim uchu (jak jiz bylo zminéno, v nehuman-
nich tkanich oznacovany jako ERG kandly/gen) [34,35].

V mysim cichovém bulbu jsou kanaly soucasti mitral-
nich bunék, specidlnich neurond Ucastnicich se pre-
nosu vzruchu z primarnich receptorovych neuronl do
pfislusné oblasti mozkové kdry. Soudi se, ze ERG kanaly
reguluji excitabilitu a elektrickou aktivitu téchto bunék
[34]. ERG kandly jsou soucasti membran i v mysich inter-
medidrnich burikdch stria vascularis a ve vlaskovych
bunkach vnitiniho ucha, kde reguluji vytok K* z inter-
medidrnich bunék do endolymfy vnitiniho ucha, ¢imz
se podileji na tvorbé endokochlearniho potencialu [35].

V Purkyniovych burikdch mozecku mysi se proud pres
ERG kanaly podili na kontrole membranové excitability
a frekvence vybojd neurond véetné adaptace této frek-
vence [11]. Podobné je to u hybridnich neuroblastomo-
vych bunék. Pfi depolarizaci membrany neuronl do-
chézi k jejich vyboiji (tj. ke vzniku akéniho napéti), ktery
je zaznamenan na kfivce jako hrot [36]. Aplikace speci-
fického inhibitoru ERG kanal(i, WAY 123,398, a nasledné
indukovanych depolarizac¢nich pulzd zpUsobuje v Pur-
kyniovych burikdch zménu trvéni akéniho napéti a zvy-
Seni frekvence hrotl v porovnani s kontrolnimi burikami
bez inhibitoru. Tyto pokusy dokazuji, Ze se ERG kanaly
Ucastni tvarovani akéniho napéti neurond a snizovani
jejich excitability [11].

Uplatnéni kanald hERG v excitabilité neuroni ma své
disledky i u lidi. Dysfunkce téchto kanald mize mit
v mozec¢ku dopad na kontrolu motorickych funkci [11],
jak naznacuji i nékteré klinické prace [37,38]. Mutace
nebo defektni exprese hERG v neuronech mize vést
k trvalé hyperexcitabilité neurond a jejich neschop-
nosti pfizplsobit se opakovanym stimulim. Tvoii se
tak predpoklad pro vyvoj nékterych poruch nervového
systému, jako jsou schizofrenie nebo epilepsie [5,36].

Huffaker et al [39] identifikovali v mozku specifickou
variantu hERG, izoformu hERG-3.1 (oznac¢ovanou také jako

hERGIc), kterd je exprimovana ve zvysené mife u schizo-
frenik(. Jak tato studie prokazala, podkladem rozvoje
schizofrenie je pfitomnost jednonukleotidovych poly-
morfizmd, které zesiluji expresi izoformy hERG-3.1 oproti
obvykle piitomnému hERG. Jak jiz bylo zminéno, jed-
notlivé izoformy hERG se lisi nejen svou strukturou, ale
i elektrofyziologickymi viastnostmi. Pfi zvysené expresi
hERG-3.1 se zvysi excitabilita neuront, coz vede k na-
rdstu frekvence neuronovych impulzd a ke vzniku ne-
adaptivni frekvence hrotl projevuijici se po opakované
stimulaci neurontd. Dokonce i zdravi jedinci s rizikovou
alelou (tj. se vzacnéjsi variantou nukleotidu) vykazovali
nizsi inteligenci a rychlost kognitivnich procesti a také
pozménéné funkce hipokampu.

Jiz byla dokumentovana i korelace mezi udrzova-
nim pozornosti, kradtkodobou paméti a genotypem
schizofrenikd. Pacienti s rizikovou alelou T v polymor-
fizmu oznaceném jako rs3800779 prospivali v kognitiv-
nich testech vyrazné méné nez homozygotni jedinci
s genotypem GG. G je tomto pfipadé v populaci bézné;si
varianta alely [40]. Sekven¢ni varianty v dalsim polymor-
fizmu, rs1036145, zase korelovaly s G¢innosti antipsycho-
tickych léciv. Homozygotni jedinci v rizikové alele T (tj.
s genotypem TT) reagovali na lé¢bu vyraznéji — pfiznaky
se u nich zmirnily markantnéji nez u heterozygotnich pa-
cientd s genotypem CT nebo homozygotnich pacient(
s genotypem CC [41].

Kromé schizofrenie byva ve spojitosti s hERG zmino-
véana také epilepsie. LQT2 mUze byt nespravné diagnosti-
kovan jako epilepsie a nasledné |écen antiepileptiky [42],
ktera viak nevykazuji pozadovany efekt [43]. Moznym
podkladem m{ize byt jednak specificky raz synkop, které
jsou vyprovokovany do¢asnym nedostatec¢nym prokrve-
nim mozku béhem tachyarytmie asociované s LQTS. Po-
tencialni pficinou vzniku skute¢ného epileptického za-
chvatu u pacienta s LQT2 viak midze byt i mutace v hERG,
ktera se projevi v obou systémech, v nichz je tento gen
fyziologicky exprimovan. Zamorano-Leon et al [43] iden-
tifikovali de novo mutaci R863X v exonu 10 genu hERG.
Vyslednd delece 296 aminokyselin v proteinu byla pod-
kladem epilepsie i LQT2 zaroven. Zkoumany subjekt
trpél kromé prodlouzeného intervalu QT na EKG i reku-
rentnimi epizodami zachvatl a synkop vznikajicich na
podkladé hyperexcitability neurontd v disledku snizené
funkce hERG kandll v mozkové tkani. Tento patogene-
ticky mechanizmus zahrnuje gliové burky astrocyty
v hipokampu, v némz byl gen detekovan [44].

Hladké svalstvo: regulace motility
prostfednictvim hERG kanald

Aktivita hERG kanal( byla zaznamenéna v hladké svalo-
viné rlizné lokalizace, konkrétné v travicim traktu [45],
myometriu [46] a ¢asti pohlavnich zl&z [47].

V gastrointestindlnim traktu hERG kandly partici-
puji na kontrole motility hladkého svalstva diky schop-
nosti modulace elektrické aktivity bunék [12,45]. Izo-
formy hERGIa a hERG  byly identifikovany v podélné
i kruhové svaloviné a v enterickych neuronech jejuna.
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Vyznam hERG byl zkoumdan na zékladé inhibice bloka-
tory. Ty depolarizuji V_ a ovliviuji tak elektrické i kon-
traktilni vlastnosti tkdné. Nizka koncentrace inhibitoru
E-4031 zesiluje amplitudu fazickych kontrakci, naopak
vysoké koncentrace E-4031 snizuji jejich amplitudu
i frekvenci, az se vyvinou kontrakce tonické. Pfi nizkych
koncentracich je efekt zplsoben zvysenou frekvenci
akenich napéti v burikach, coz podnécuje vstup Ca* do
bunék a svalovy stah [12].

Vliv ERG na motilitu hladké svaloviny byl pozorovén
i v Zlu¢niku morcete. Inhibice ERG specifickym bloka-
torem E-4031 zpUsobovala excitac¢ni vzplanuti (tj. vy-
sokou frekvenci hrotd), které nastalo diky prodlouzeni
repolarizace po fazi platé akéniho napéti buriky. V dd-
sledku toho doslo ke zvyseni kontraktility svall, aviak
na rozdil od studie Farrelly et al [12] byl sledovan tento
ucinek jen pfi nizdich koncentracich E-4031, které zvy-
Sily silu a zaroven snizily frekvenci fazickych kontrakci.
Klidovy tonus svalu vzrostl [45].

Pozoruhodnou ulohou ERG kandlll je ovlivihovani
stahl myometria. V mySim myometriu jsou tvoreny izo-
formy ERG1a a ERG1b, s pfevahou proteinu ERG1a. U ne-
gravidnich mysi vyvola aplikace E-4031 a dofelitidu (tj.
inhibitord ERG) spontanni kontrakce. Aktivatory ERG,
konkrétné PD118057 a NS1643, spontanni kontrakce
naopak potlacuji. Dlvodem poklesu kontraktility mlize
byt repolarizace V_ umoznéna aktivaci ERG a zkraceni
faze platé akéniho napéti myocytd. Redukuje se i tok
Ca* proudicich do bunky, ¢imz dochazi ke snizeni in-
tenzity a trvani stahti [46,48].

Aplikace inhibitord nebo aktivatord ERG kanall
v pozdni stadiu gravidity nemd na rozdil od negravid-
nich mysi na kontraktilitu délohy zadny vliv. Predpoklada
se tedy ucast ERG kanal na udrzeni plodu v déloze ze-
jména béhem casné faze gravidity [46]. Mnozstvi ERG1a
nebo ERGI1b je pfed graviditou a béhem ni témér kon-
stantni. Vystupriuje se viak exprese genu KCNE2 a jeho
produktu, tj. regula¢ni pomocné B podjednotky, kterd
redukuje tok iontd pfes a podjednotku ERG/hERG kanélu
[46,49]. Poklesem aktivity ERG pfed porodem se pro-
dlouzi trvani ak¢niho napéti bunék a délka kontrakci.
Zjistilo se, ze u Zen s nadvéahou je aktivita hERG zesilena
umérné s indexem télesné hmotnosti, a to v dlsledku
snizené exprese inhibi¢ni B podjednotky. Vysledkem je
zkraceni faze platé akéniho napéti, a tim padem i zesla-
beni stahl myometria. Tento fakt nesporné vyznamné
nich Zen [48].

Mewe et al [47] identifikovali funkéniizoformy ERG, s do-
minujici ERG1b, ve vyvodu bovinnich nadvarlat. Spontanni
fazické kontrakce jsou v nadvarlatech nutné pro transport
spermii. Aplikace E-4031, cisapridu nebo dofelitidu zesilo-
vala spontanni kontrakce a snizovala jejich frekvenci, za-
timco pfitomnost aktivatoru NS1643 stahy potlacovala.

Na rozdil od hladké svalové tkané je v kosterni svalo-
viné tvorba proteinu hERG limitovana jen na embryonalni
stadium, béhem kterého se ucastni vyvoje svalového sys-
tému [50].
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Endokrinni buriky: regulace sekrece hormond
prostfednictvim zmén aktivity hERG kanali
Inhibice nebo snizeni aktivity hERG kandld ma v né-
kterych endokrinnich bunkich podobny ucinek jako
v hladké svalové tkani. Pfitomna je depolarizace V_
a narust frekvence ak¢nich napéti vedouci ke vzrista-
jicimu uvolriovani hormonl [3].

Kolisajici aktivitou hERG kanall je requlovana sekrece
hormonu naptf. v a- a 3-burikach Langerhansovych os-
travkd pankreatu, které se vyznamné podileji na stabi-
lizaci glykemie [13,51]. V obou typech bunék maji hERG
kandly odlisnou ulohu - jsou negativnim regulatorem
sekrece inzulinu v 3-burikach a pozitivnim regulatorem
sekrece glukagonu v a-bunkach [13].

V B-burikdch stimuluje glukéza produkci ATP, které
omezi aktivitu K* kandld citlivych k ATP. Dojde k de-
polarizaci membrany, naslednému vtoku Ca** a exo-
cytéze inzulinu do krve. Repolarizaci 3-bunék zabez-
pecuji prdvé hERG kanaly, ¢imz participuji na regulaci
sekrece inzulinu [13]. Pfi inhibici hERG kanald dochézi
k hyperexcitabilité B-bunék ustici do zvyseni sekrece
inzulinu az o 77 % [52]. Inhibitor pfidany ke glukéze,
kterd sekreci B-bunék stimuluje, zptsobi nardst vtoku
Ca?, coz ma za nasledek na glukéze zavislou sekreci in-
zulinu. U a-bunék uvolnujicich glukagon plsobi inhi-
bice hERG pfechodné zvyseni Ca** naopak jen v men-
siné pfipadu. Za ptitomnosti nizké koncentrace glukézy
se prerusi pfi inhibici blokdtory hERG kanal( uvolno-
vani glukagonu. Dochézi k tomu v dusledku vyraz-
né;jsi depolarizace a-bunék, kterd inaktivuje Na* a Ca*
kandly. Pfedpoklada se, Ze pficinou je odlisny mecha-
nizmus regulace vzniku ak¢nich napéti v a- a 3-buni-
kach. Rizné plsobeni hERG kanald v pankreatickych
bunkach ma potencidlni terapeutické vyuziti. Inhibice
tohoto kanélu, kterd vede ke zvysovani hladiny inzulinu
a poklesu tvorby glukagonu, by mohla byt v budoucnu
pfinosna pfi Ié¢bé diabetu [13].

Zvyseni sekrece inzulinu po aplikaci inhibitoru hERG
kandll naznacuje, ze mutace v genu hERG ¢i jinak na-
vozené zmény v aktivité téchto kanald mohou zpUso-
bit hyperinzulinemii. Jednou z poruch hladiny inzulinu
je nezidioblast6za neboli détska perzistujici hyperinzu-
linemicka hypoglykemie. Tuto poruchu zpuasobuiji pre-
vazné mutace v genu pro K" kanaly citlivé k ATP, nevylu-
Cuje se viak ani pavod v genu hERG [52].

Kandly hERG jsou dulezitym reguldtorem sekrece
prolaktinu a luteiniza¢niho hormonu. Aktivita hERG
kandll zajistuje nizkou koncentraci Ca* v bunkach
omezenim jejich vtoku. Inkubace s E-4031 vede tedy
k podstatnému nardstu uvolfiovani prolaktinu a lutei-
niza¢niho hormonu. Fyziologicky pfitomnym analo-
gem inhibitoru hERG kanalt E-4031 je v pfipadé pro-
laktinu tyreotropin uvoliujici hormon (TRH). Pii sekreci
luteiniza¢niho hormonu je aktivita hERG kanald snizena
gonadoliberinem. Podstatou uvolnéni hormonl je de-
polarizace membrany a nasledné vstup Ca?, které zpU-
sobi exocytézu vackd s preformovanymi molekulami
hormonu. TRH navic v prvni fazi svého plsobeni zvy-
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Suje intraceluldrni koncentraciiontd z buné¢nych zasob
pomoci inozitoltrifosfatu [53,54].

Vyznam kanalid hERG v nadorovych tkanich
hERG v bunécné proliferaci a apoptoze
Zanormalnich okolnosti se nachazeji hERG kanaly kromé
vyse zminénych tkani i v embryonalnim stadiu vyvoje
periferni nervové a kosterni svalové tkané [50]. V pozdéj-
sich etapach vyvoje jsou nahrazeny kanaly s K* proudem
typu I, [55]. Nadorové bunky vychazejici z téchto tkani
vsak hERG kandly opét obsahuji. Tvorba hERG kanalli zde
predstavuje budto obnovu exprese genu hERG umlco-
vaného v diferenciovanych bunkdch, anebo reaktivaci
embryonalnich gent [56]. Jak bude déle rozebrano, akti-
vita hERG kandll poskytuje nddorovym burikdm vyhodu
oproti ostatnim bunkam a pfispiva k nekontrolovatel-
nému rlstu nadoru [55].

Pritomnost kandld hERG v membrané nadorovych
bunék sehravé prostfednictvim ovliviiovani V. béhem
proliferace dulezitou ulohu v regulaci buné¢ného cyklu.
V_ podléhd béhem déleni buriky zménam (schéma), za
které jsou odpovédné riizné iontové proudy [57,58].
V burkach se podle typu tkané pohybuje hodnota V_
mezi-40 mV az -90 mV, pficemz u neproliferujicich dife-
renciovanych bunék je to -70 mV az -90 mV [59]. Nega-
tivni hodnoty V_ nutné pro ustaleni, ukonceni bunéc-
ného cyklu a diferenciaci udrzuje v normalni tkani vyse
zminény /.. V bunkach s proudem pfes hERG kanaly
(I, ere) € POsouva V_ ke kladngjsim (avsak stale zapor-
nym) hodnotam, protoze kanaly hERG se zaviraji dfive
nezZ kanaly /., v diferencovanych bufikach. Kombinace
absence /., a soucasné pfitomnosti /.. zpGsobuje, ze
V_ nedosahuje zaporngjsich hodnot nez -40/-50 mV.
Diky tomu ztraci burika kontrolu nad proliferaci a za¢ne
se neregulované mnozit. Nadorové buriky tak utvére-
nim |, ... ziskaji selektivni vyhodu [55], protoze depola-
rizovanejsi V_oproti zdravym bunkam té stejné tkané
je povazovano za staly signdl pro proliferaci [57]. De-
polarizaci Vv pravém smyslu slova zplsobuji béhem
bunécného cyklu jiné proudy, zejména vtok Na+ a Ca?*
avytok CI"[57,58]. 1, .. se rovnéz Ucastni repolarizace na
konci G1 faze nutné pro prechod do S faze, ve které se
syntetizuje DNA [59]. Ulohu hERG kanalG v proliferaci
nadorovych bunék potvrdila jejich inhibice specific-
kymi blokétory, ktera vedla k zastavé mnozeni nadoro-

vych bunék prechazejicich z G1 faze bunécného cyklu
do jeho S faze, coz dokazuje zapojeni hERG kanall
pravé do této ¢asti bunécného cyklu [60,61].

Mnohé nadorové bunécné linie exprimuji kromé hERG
i jeho izoformu hERGTb. Alternativni transkript hERG1b
vytvali N-termindlné zkraceny protein neobsahujici
doménu PAS [56]. Kandly se dale lisi elektrofyziologic-
kymi vlastnostmi — kandly hERG1b se aktivuji i deaktivuji
rychleji [62]. Na plazmatické membrané naddorové bunky
mohou tvofit hERG a hERG1b heterotetramerni struktury.
Tyto proteiny jsou tvoreny v odlinych mnozstvich v za-
vislosti na fazi buné¢ného cyklu, ¢imz mohou regulo-
vat proliferaci bunék a poskytovat vyhodu nadorovym
burikdm v hypoxickém prostredi [56].

Kromé proliferace jsou hERG kanaly zahrnuté i v né-
kterych apoptotickych drahdch. Mezi inhibitory hERG
kanall, které mohou indukovat apoptézu v nadoro-
vych bunkdch a zabranit tak ristu nadoru, patfi napf.
doxazosin, fadici se do skupiny léciv s antihypertenz-
nim uc¢inkem. V bunkach glioblastomu obsahujicich
hERG kandly navozuje apoptézu aktivaci proapopto-
tickych faktorl a inaktivaci antiapoptotickych faktord.
Jako proapoptotické faktory se tu uplatruji p38 mito-
genem aktivovana protein kindza (MAPK) a apopto-
tické enzymy, jmenovité kaspazy 9, 7 a 3. Apoptdze za-
mezuje poly ADP-rib6za polymeraza, opravujici chyby
v DNA, kterd je vsak plsobenim doxazosinu inaktivo-
vadna. S apoptdézou navozenou doxazosinem je spo-
jend i redukce proteinu hERG. Soudi se tedy, Ze inhibice
hERG indukuje apoptézu glioblastomovych bunék. Po-
dobné vysledky jako doxazosin vyvolava i antidepresi-
vum desipramin a kratkd interferujici RNA (siRNA), ktera
snizuje expresi genu hERG [63].

Moznym vysvétlenim pro apoptézu vyvolanou doxa-
zosinem je aktivace kaspdz, kterd vyusti do rozstépeni
fokalni adhezivni kindzy (FAK) a nasledné apoptozy.
FAK tvoii kromé toho v burikach neuroblastomu i mak-
romolekularni komplex s hERG a integrinem B1. Inte-
grin B1 je membranovy receptor dilezity pro interakci
bunék, jejich adhezi a aktivaci signalnich drah. Adheze
bunék pomoci integrinu B1 zplsobuje aktivaci hERG
kanald, které jsou nutné pro fosforylaci FAK. FAK se-
hravé dulezitou ulohu v adhezi a migraci bunék. In-
hibice hERG tedy zpUsobi, ze FAK se nemUze fosfory-
lovat a Ucastnit se bunécné signalizace, coz vyusti do

Schéma. Pribéh bunééného cyklu se zaméfenim na zmény membranového napéti zpisobené kolisajici
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bunécné smrti zplsobené neschopnosti adheze. Nad-
mérnda produkce FAK je naopak spojena se vzrlstajici
invazivitou nadoru [59,64].

hERG a riizné typy nador(

Exprese genu hERG byla prokazana v lidskych nadoro-
vych bunkach rtzného plvodu [55]. Odpovidajici pro-
tein chybél v normélné funk¢nich bunkach, ze kterych
se nadorové burky vyvinuly [65].

Mezi epitelové nadory spojené s hERG se fadi kar-
cinom endometria, tlustého stfeva, Zaludku a kize
[59]. V karcinomu endometria je gen hERG exprimovan
v mnohem vyssi mife nez v endometriu bez neoplastic-
kych zmén. Hyperplastické endometrium vyznacujici se
zmnozenim poctu bunék bez maligni transformace gen
neexprimuje [65]. Podobny vysledek byl zaznamenan
i v kolorektalnim karcinomu. Pfislusny protein byl loka-
lizovan ve viech patologickych vzorcich bez ohledu na
lokalizaci nebo stupen diferenciace nadoru. V adeno-
mech a histopatologicky negativnich kontrolnich vzor-
cich se jeho pfitomnost neprojevila. hERG kandly tedy
nemaji v normalni zdravé epitelidlni tkani tlustého streva
nejspise zadnou funkci [66]. Aktivita hERG kanal( muze
v karcinomu kolorekta modulovat i invazivitu bunék. Jak
ukazali Lastraioli et al [67], mnoZstvi proteinu hERG pfi-
tomného na plazmatické membrané nadorovych bunék
stoupa s invazivitou nadoru; jeho vysoky vyskyt je spo-
jeny s metastazujicimi karcinomy.

V burikach karcinomu Zaludku se navic od predchozi
studie ukazala korelace mezi mirou exprese proteinu
hERG, zralosti nddoru a jeho rozsitenim v téle. Mnozstvi
hERG bylo prokazatelné vyssi v malo diferencovanych
burikach karcinomu nezli v burikdch dobfte diferencova-
nych. Proliferaci bunék karcinomu zaludku, a tim i rdst
tumoru a jeho invazivitu, je mozné inhibovat pomoci
umlceni genu pomoci siRNA, coz dokazuje vyznamnou
Ulohu téchto kanald v procesu karcinogeneze bunék za-
ludku [68]. Induktor hERG kanal(i PD118057 naproti tomu
zvysoval pocet migrujicich a invazivnich bunék v mela-
nomu [69].

Dominantni Ulohu ma hERG béhem faze repolari-
zace akéniho napéti v bunkach izolovanych od SH-SY5Y
klond neuroblastomu [70]. Vyssi expresi hERG vykazuji
téz gliomy, néddory z podpUrnych gliovych bunék - as-
trocytl a oligodendrocytt. Bylo prokézano, ze tato ex-
prese koreluje se stupném diferencovanosti tumoru.
Vysokd mira aktivity proteinu hERG v gliomech se zda
byt spjata s procesem neoangiogeneze. Proces je mo-
dulovan sekreci vaskularniho endotelialniho ristového
faktoru (VEGF) na urovni mediatorové RNA [71].

V souvislosti s hERG kanaly jsou také ¢asto zminovény
leukemie, zejména akutni myeloidni a lymfoblasticka
leukemie [72]. Gen hERG se exprimuje v 78 % pfipadl
akutnich myeloidnich leukemii, a to v leukemickych
blastech periferni krve. V nepatologickych mononukle-
arnich bunkach je nedetekovatelny, rovnéz i v burikéch
CD34*, hemopoetickych progenitornich bunkach kolu-
jicich v krvi. Jeho aktivace v burikdch CD34* nastava po
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indukci mitotického cyklu cytokiny a rlstovymi faktory
[61].

Pfi akutni myeloidni leukemii byla ¢astéji evidovana
exprese genu hERG1b ve srovnani s hERG [73]. Nasledné
tvofeny protein hERG nebo hERG1b reguluje motilitu
a migraci leukemickych bunék pies endotel. Protein
hERG1b vytvafi makromolekularni signalni komplexy
s receptorem pro VEGF a s 31 podjednotkou receptoru
pro integrin. VEGF produkovany leukemickymi buni-
kami hraje vyznamnou roli v procesu neoangiogeneze.
Spoluprace integrint, VEGF a hERG1b kanalu stimuluje
signalni cestu fosfatidylinositol-3-kinazy/Akt, ktera je
nutnd pro migraci leukemickych blastl. Akt je protein
kindza B. Spolecné se signdlni cestou se aktivuje i MAPK
zodpovédna za proliferaci bunék [74].

U akutni lymfoblastické leukemie hERG moduluje sig-
ndly pro preziti vysilané mikroprostfedim kostni diené
areguluje chemorezistenci [75]. Ve vysoké mife je nalé-
zan transkript genu hERG1b, ktery ma negativni vliv na
prognézu leukemie. Exprese hERG je obecné potlacens,
ale prevazuje nad hERGIb u pacientl s T bunécnou
lymfoblastickou leukemii s vysokym poctem leukocyttd
nebo u pacientt s pro-B lymfoblastickou leukemii [72].
Pfitomnost transkriptd hERG se objevuje déle u chro-
nické myeloidni leukemie, akutni promyelocytarni leu-
kemie nebo Burkittova lymfomu [60].

Diagnosticke a terapeuticke vyuziti hERG
kanali

Kandly hERG jsou primarné cilem plsobeni antiaryt-
mik tfidy Ill, ktera nachazeji uplatnéni v 1é¢bé poruch
srdec¢niho rytmu veetné SQTS [17]. Vyskyt kandll i v dal-
sich tkanich vsak rozsituje potencidlni moznosti jejich
aplikace v terapii a diagnostice dalSich poruch [5]. Tyka
se to napt. ovliviiovani sekrece inzulinu a glukagonu
pomoci inhibice hERG kanald, coz by mohlo byt pod-
kladem pro lé¢bu diabetu [13].

Jako perspektivni se jevi vyuziti hERG zvlasté v dia-
gnostice a l1é¢bé nadorovych onemocnéni [68]. | kdyz
bylo v poslednich letech v biomedicinském vyzkumu
identifikovano vice novych biomarker( a potencialnich
terapeutickych cilt, vysledky jsou doposud neuspoko-
jivé. Vychodiskem by se mohlo stat zaméreni na iontové
kandly [76]. Jelikoz se ve vétsiné netransformovanych
tkdni hERG kanaly nenachazeji, mohou byt vyuzity jako
marker tumort [59]. Pfikladem je studie zabyvajici se
kolorektalnim karcinomem, v niz byl gen hERG se 100%
specifitou a senzitivitou vyhodnéjsim markerem nez
bézné urcovany karcinoembryonalni antigen nebo cyto-
keratin 19. Pomoci imunohistochemickych metod bylo
mozné navic identifikovat i velmi ¢asnd stadia recidivy
tumoru [66]. Exprese hERG ma i prognosticky vyznam.
U akutni myeloidni leukemie maji pacienti s nilezem
funkéniho genu hERG vyssi pravdépodobnost relapsu
choroby. Znatelné se jim zkracuje délka preZiti oproti pa-
cientdm neexprimujicim hERG, a to az o 11 mésica [74].

Vychodiskem protinddorové terapie cilené na hERG
kandly je jejich pfima inhibice s vyslednym antiprolife-
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rativnim a proapoptotickym efektem vedoucim k zasta-
veni rlstu naddoru a snizenf jeho invazivity [59]. V bun-
kach glioblastomu redukuje lé¢ivo doxazosin expresi
proteinu hERG a navozuje apoptoticky efekt aktivaci
proapoptotickych faktor( [63]. Kanadly jsou dale citlivé
i na chemoterapeutika vinkristin a paklitaxel. Makroli-
dové antibiotikum erytromycin s inhibi¢nim Gcinkem
na hERG potencuje antiproliferativni efekt tohoto che-
moterapeutika [77].

Systémova lé¢ba nadorovych nebo jinych onemoc-
néni pomoci antagonist hERG viak muze zasadhnout
srdec¢ni buriky a zpUsobit prodlouzeni intervalu QT
vedouci ptipadné az k letdlni komorové tachykardii
[59,78]. Z tohoto dlivodu bylo v poslednich letech velké
mnozstvi rozmanitych léciv bud stazeno z trhu (proki-
netikum cisaprid, antihistaminikum astemizol), omeze-
nych v uzivani (antipsychotikum sertindol), nebo vyda-
vanych s varovéanim (antibiotikum moxifloxacin). Casna
a spolehlivad detekce ucinku léciv na hERG se tak diky
moznym konsekvencim stala dilezitym aspektem pfi
vyvoji vsech novych Iéciv [79].

Potencidlnimu riziku vzniku arytmii by se v terapii
nadorovych onemocnéni dalo vyhnout aplikaci Iéc¢iv
s kombinovanym uc¢inkem. Mezi takovéto prostiedky
patfi roskovitin blokujici cyklin dependentni kindzu a ak-
tivované hERG kanaly, coz je zadouci v protinddorové te-
rapii. Zaroven inhibuje i napétové fizené depolariza¢ni
Ca* kandly v srdci, ¢imz se minimalizuji potencidlni ve-
Jinou alternativou lé¢by muize byt ovliviiovani exprese
genu hERG pomoci RNA interference. Jde o posttran-
skripéni mechanizmus vedouci k tzv. uml¢ovéni gen,
jehoz vysledkem je zabranéni progrese nadoru [81]. Dalsi
moznosti jsou Ié¢iva zabudovana do nanocastic s afini-
tou jen k cilové tkani, ¢imz se minimalizuje toxicky ucinek
na ostatni bunky [82]. Pti jakékoli metodé inhibujici hERG
je kvuli potencidlnim zivot ohrozujicim vedlejsim Gcin-
kiim nutné peclivé klinické pozorovani s moznosti vcas-
ného odhaleni nezadoucich G¢ink [é¢by.

Zaver

Kanaly hERG byly donedavna spojovéany primarné se sr-
decni elektrofyziologii a s poruchami funkce srdce typu
LQTS nebo SQTS. Z dalsich vyznamnych funkci téchto
kandll je potfeba zdlraznit ovliviiovani drazdivosti
neuront a jejich adaptaci na podnéty, modulaci kon-
traktility hladkého svalstva, podil na kontrole uvolro-
vani nékterych hormont a v neposledni fadé usmérro-
vani proliferace a apoptézy nadorovych bunék. Kandly
hERG by se tak mohly v budoucnu stat vyznamnym dia-
gnostickym markerem a modulovani jejich aktivity te-
rapeutickym ndastrojem. Nadéje se vkladaji predevsim
do protinadorové léc¢by, kterd je vsak limitovdana moz-
nymi nezadoucimi ucinky léciv ovliviujicich funkci
hERG kanall. Proto se hledaji nové zplsoby aplikace
téchto Iéciv nebo jiné alternativni moznosti. V nejbliz-
Sich letech bude tieba provést mnohé dalsi studie za-
byvajici se komplexné;jsim prozkoumanim efektu hERG

kanald na rGznorodé bunécné procesy a zvysit pové-
domi o jejich mozném vyuziti.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdra-
votnictvi CR s reg. ¢ 16-30571A.
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