Sedmera Vyvoj komorového myokardu

Souhrn

Funkce organu je podminéna jeho strukturou. Toto tvrzeni nabyva zvlastni vyznam u srdce, jez je jednim

z prvnich funk¢nich organii v zarodku a béhem vlastniho vyvoje musi prubézné uspokojovat veskeré potieby
rostouciho organismu. U vétSiny obratlovet jsou kli¢ovymi momenty v morfogenese stény komor srdecnich 1)
vznik trabekul, umoziujici zvySeni masy myokardu za absence koronarnich cév, 2) jejich kompaktizace

v souvislosti se zapojeném koronarni perfuse a 3) vznik mnohovrstevné spirdlovité architektury v kompaktnim
myokardu, zvlasté patrné u levé komory. Béhem vyvoje probihaji adaptace na zménénou pracovni zatéz formou
hyperplasie, tj. zmnozovanim srde¢nich bun¢k na rozdil od hypertrofie (zvétSovani bun¢k) obvyklé u dospélého
srdce. Pfevodni systém v komote slouzi ptedevsim ke koordinované propagaci elektrického vzruchu

v komorovém myokardu. NaSe studie charakterizovaly posloupnost vzniku a vyzravani jednotlivych ¢asti
pfevodniho systému u kufeciho zarodku a vliv hemodynamiky na tento proces a ukazaly paralely mezi vyvojem
prevodniho systému u ptakd a savcid. V dalsi praci se chceme zaméfit na podrobné studium mechanismi
regulujicich vyvoj pfevodniho systému v komote.

Summary

Function of an organ is determined by its structure. This rings true particularly for the heart, which is one of the
first functioning organs during development, and during its morphogenesis must support the circulatory demands
of the growing organism. In a majority of vertebrates, the key morphogenetic steps during ventricular
development are 1) emergence of trabeculae, which enable increase of myocardial mass in the absence of
coronary circulation, 2) their compaction correlating with beginning of coronary perfusion, and 3) development
of multilayered spiral architecture, most distinct in the left ventricle. During development myocardiu adapts to
altered functional loading by hyperplasia (increase in cell number), in contrast to hypertrophy (increase in cell
size) seen in the adult heart. Ventricular conduction system serves above all the coordinated spread of electrical
activation through the working myocardium. Our studies have 1) charaacterized the sequence of origin and
functional deployment of the various components of cardiac conuction system in the chick embryo, including the
effects of hemodynamics upon this process, and showed parallels between conduction system development in
birds and mammals. In our future work we want to focus upon detailed study of mechanisms regulating
ventricular conduction system induction and patterning.
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Uvod
A. Soucasny stav poznani v oboru
Tématika vztahu struktury a funkce je v morfologii a fyziologii velmi oblibena. Pon¢kud slozitéjsi je odpoved’
na otazku, zda funkce vyplyva ze struktury, anebo opacné struktura je podminéna funkci. Vyvojovy pohled na
tuto problematiku nam odpovéd’ nekdy usnadnuje. Naptiklad v ptipadé koncetin, které jsou béhem zarode¢ného
vyvoje prakticky nefunk¢ni, je jasné, Ze mezidruhové odlisnosti jsou podminény geneticky, a tudiz, Ze funk¢ni
rozdily jednoznacné plynou ze strukturalni rozmanitosti. Pon¢kud slozitéjsi je to vSak v ptipadé srdce, jehoz
vyvoj je do zna¢né miry svazan nutnosti adekvatné podporovat béhem témet celé embryogeneze ob¢h krve v
zarodku. Vzhledem k témto omezenim rekapituluje vyvoj srdce do zna¢né miry fylogenezi, a vyuziva tak na
jednotlivych stadiich vyvoje feseni, jez se osvédcila na nizsich vyvojovych patrech stromu Zivota.
Zatimco dospélé srdce teplokrevnych obratlovet je tlustosténny svalovy organ s piesné definovanou komplexni
spiralovitou architekturou svalovych vlaken (Streeeter, 1979), akce srde¢ni za¢ind jiz na stadiu primitivn trubice
(Kamino et al., 1981). Tato ,,peristaltoidni pumpa pracuje podle velmi odliSnych pravidel neZzli srdce na
pozdéjsich stadiich (Forouhar et al., 2006) — musi s obejit bez chlopni, koronarnich cév a s vyjimkou
definovaného pacemakeru ve vtokové ¢asti i pfevodniho systému.
Prestavba architektury této trubice do vysledné podoby neni ptimocara. Nejprve dojde v komorach, stale za
absence koronarniho feciste, ke vzniku srdecni tramc€iny — trabekul, které vyznamné zvysi povrch pro difizi
kysliku a zivin (Minot, 1901), coZ umozni nartist masy myokardu. Piestavba této houbovité struktury (Rychter
and Rychterova, 1981; Blausen et al., 1990) do podoby kompaktni svaloviny ¢asové koreluje s napojenim
koronarniho feciste, vytvoreného z epikardu, na aortu a sinus coronarius (Tomanek, 1996).
Architektura té€chto trdmcil ma vyznamné funkéni aspekty. Radialni uspotfadani trabekul koreluje
s koncentrickou kontrakci komor. Jejich lamelarni struktura vytvari jakési kapsy, které umoziuji laminarni
proudéni krve bez vyznamného miseni okysli¢ené a odkysli¢ené krve. Toto uspotfadani je nakonec patrmo i u
obojzivelnikl a plazt, kde je takto suplovana funkce nevytvofené mezikomorové prepazky. V neposledni radé
slouzi trabekuly svym napojenim na canalis atrioventricularis i k rozvedeni elektrického vzruchu do komorového
myokardu — funkce, jez byla postulovana pied vice lety (de Jong et al., 1992), ale prokdzadna pomérné nedavno.
Problematika adaptaci embryondlniho srdce na experimentalni zmény v pracovni zatézi je pomérné malo
zmapovana. S vyjimkou nékolika malo fetalnich sav¢ich modeli jako morce (Saiki et al., 1997) nebo ovce
(Pinson et al., 1991; Rudolph, 2000; Samson et al., 2000) je vétSina experimentalnich praci provadéna na
kufecim zarodku, ktery je zvlasté na ¢asnych stadiich neskonale 1épe pfistupny riznym mechanickym ¢i
farmakologickym intervencim, jejichz efekt mtize byt monitorovan vizualn€ i pomoci sofistikovanych
zobrazovacich metod.
Prevodni systém srdecni slouzi k automatické generaci a koordinované propagaci elektrického impulsu v srdci.
Jeho poruchy vedou ke vzniku arytmii, jez ptispivaji vyznamnou mérou ke kardiovaskularni morbidité a
mortalité. Jednotlivé komponenty byly popsany morfologicky na pielomu 19. a 20. stoleti klasiky jako J. E.
Purkynég, S. Tawara, W. Ashoff, A. Keith, M. Flack, a J. His (shrnuto (Suma, 2001)), ale o jejich ontogenezi a
fylogenezi bylo donedavna zndmo jen malo (Moorman et al., 1998).
Funk¢ni diverzifikace pfevodniho systému u dospélého Cloveéka se projevuje rozdilnou rychlosti Sifeni vzruchu
jeho jednotlivymi ¢astmi. Oproti pracovnimu myokardu komory, jeZ vede rychlosti 0.4 m/s, vzruch v Hisové
svazku a Tawarovych raméncich se §ifi rychlosti 2 m/s, a v Purkynovych vlaknech 1 m/s. Vidime zde, Ze rychost
klesa od centra smérem k periferii. Pro srovnani, siio-komorovy uzel, jez zodpovida za ¢asovou prodlevu mezi
kontrakei sini a komor, vede pouze rychlosti 0.1 m/s. Toto uspotfadani vede k Casnéjsi aktivaci hrotu srde¢niho
oproti bazi (Durrer et al., 1961). To mé za nasledek i kontrakéni vinu sméfujici od hrotu smérem k velkym
cévam, které jsou anatomicky lokalizovany ve stejné urovni jako sifio-komorové chlopné, jimiz krev do komor
pritékd. Krev je tak béhem systoly komor efektivné vypuzovdna smérem k vytokové ¢asti.
Béhem vyvoje prochazi srdce slozitymi zménami, které postupné z primitivni trubice vytvoii srde¢ni klicku a
posléze dospély ctyfoddilovy organ vyssich obratlovci. Tyto zmény morfologie vyzaduji i odpovidajici zmény v
sekvenci $ifeni vzruchu. Zatimco v primitivni srde¢ni trubici je vzruch veden pomalu a izotropicky (Kamino,
1991), jiz na stadiu srde¢ni klicky dochazi k vytvoteni pomalu a rychle vedoucich oddilti (Arguello et al., 1986).
Zatimco budouci predsiné a komory vedou vzruch pomérné rychle, oblast siflo-komorového kanalu a vytokova
¢ast (konotrunkus) se vyznacuji pomalou aktivaci a peristaltoidni kontrakci. Tim ptisobi jako svérace, nahrazujic
tak funkci dosud nevytvotrenych srde¢nich chlopni (de Jong et al., 1992). Na téchto ¢asnych vyvojovych stadiich
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jsou nejrychleji vedoucimi tkanémi komorové trabekuly (de Jong et al., 1992; Reckova et al., 2003). Ty tvoii
primitivni, je$té nediverzifikovany zaklad Hisova-Purkyn€ho systému. Dalsi diferenciaci, vedouci k rozdilnym
rychlostem vedeni vzruchu, se posléze vydéli Tawarova raménka, coz se projevi zménou aktivace komor na
definitivni smér od hrotu k bazi (Chuck et al., 1997; Rentschler et al., 2001).

Kufeci zarodek je oblibenym experimentalnim modelem pro studium vyvoje srdce. Oproti savéimu zarodku,
ktery je zastitén pfed experimentalnimi zasahy matefskym organismem, jsou moznosti pozorovani,
fyziologickych méfeni a experimentalnich pertrurbaci znacné rozsiteny (Clark et al., 1986; Clark et al., 1989;
Clark et al., 1991). Dal§imi vyhodami oproti sav¢im modeliim jsou pak jeho autonomie, jednoduchost inkubace
a také prizniva cena. I kdyz v posledni dobé stoupa obliba mysi vzhledem k moznostem genetickych manipulaci,
kuteci zarodek stale hraje vyznamnou tlohy v klasické experimentalni embryologii (Antin et al., 2004).
Vzhledem k davné fylogenetické separaci mezi savci a ptaky vyvstava Casto otazka, do jaké miry je mozné
experimentalni poznatky, ziskané na modelu kufeciho zarodku, extrapolovat na sav¢i modely a potazmo na
cloveka. Opoved na tuto zasadni otazku, které bylo vénovano dost energie, by se dala stru¢n¢ shrnout takto: pti
peclivém porovnani se najde dosti odliSnosti v detailech, ale principy a mechanismy jsou n¢kdy az prekvapive
shodné. Z téchto diivodu se v této praci vénujeme i porovnani jednotlivych experimentalnich modeli.

Ur¢ité vyhody pro nékteré otazky ve vyvojové biologii skytaji i modely nizsich obratlovcti (zebticka - Danio
rerio a drapatka - Xenopus laevis). Hlavnimi pfednostmi téchto modelovych systému je jejich vyvoj za pokojové
teploty, transparence ¢asnych stadii, a unikatni moznost snadnych experimentalnich manipulaci jiz od stadia
zygoty. Specifickou vyhodou pro studium vyvoje srdce a obéhové soustavy je pak fakt, ze ¢asna stadia jsou na
rozdil od teplokrevnych obratlovcl nezavisla na funkci srdce a pritomnosti obéhu, coz unoziuje analyzu i
takovych fenotypt, jez jsou u vyssich obratlovci casné letalni. Pfes vSechny tyto vyhody ryb a objzivelnikt je
zde otazka extrapolace dat na vysi obratlovce jeste aktualngjsi.

O mechanismech fidicich specifikaci a diferenciaci specializovanych tkani pfevodniho systému je zndmo velmi
malo. Teprve nedavno byly zodpovézeny nékteré zasadni otazky, jako napiiklad ptivod ptevodnich tkani. Ty
jsou odvozeny z komorového myokardu (Gourdie et al., 1995; Cheng et al., 1999), a nepochéazenji tedy z bunck
neuralni listy, jak bylo postulovano na zaklad¢ jejich exprese n€kterych neuronalnich markert (Gorza et al.,
1994). Vyznamny byl dale objev diferenciace periarteridlnich Purkynovych vlaken ve sténé komor v blizkosti
vetvi véncitych tepen (Gourdie et al., 1998), jez vedla k objevu endotelinu jako kandidatni signalni molekuly pro
indukeci pfevodniho systému (Takebayashi-Suzuki et al., 2000). Postupné jsou identifikovany i transkrip¢ni
faktory potfebné ke konverzi bun¢k pracovniho myokardu v pfevodni tkané (Thomas et al., 2001). Piestoze byla
neddvno popsana kombinace gent nutnych pro diferenciaci sinuatridlniho uzlu (Mommersteeg et al., 2007),
podobna kaskada specifikujici komorovy pfevodni systém je dosud nezndma. Pies vSechny vyse uvedené
poznatky je tato oblast stale predmétem intenzivniho vyzkumu.
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B. Vlastni piehledné ¢lanky k dané problematice

Na téma predkladané prace jsme prispéli nékolika recenzovanymi pfehledovymi ¢lanky. Prvni vlaStovkou se stal
dopis editorovi (Sedmera a Thomas, 1996), poukazujici na nepfesnosti v morfologickém popisu trabekul
molekularnimi biology (zvlasté jejich pfirovnani ke klktim). NaSe zkusSenosti z vyvoje komorové myokardialni
architektury véetné fady originalnich dat jsme publikovli v roce 2000 (Sedmera et al., 2000). Tato prace je i

v soucasnosti hojn¢ citovana. Aktualizaci jsme provedli v roce 2003 (Wessels a Sedmera, 2003) se zvlastnim
zamétenim na mys$i model, jehoz se dotyka vétSina souc¢asného vyzkumu v tomto oboru. Pro ucely détské
kardiologie jsme shrnuli naSe poznatky o piestavbé myokardu u syndromu levostranné srde¢ni hypoplazie
(Sedmera et al., 2005). Neutuchajici zajem Ctenaid o tuto problematiku je dokumentovan vyzadanym ¢lankem na
téma struktury a funkce myokardu (Sedmera, 2005). Prozatim poslednim ptispévkem byla stat’ zaméfena na
¢tenare z kliniky (Sedmera a McQuinn, 2008), a cilem zde bylo poskytnout vyvojovy pohled na architekturu
myokardu pro lepsi pochopeni srde¢niho selhani.

V oblasti vyvoje pfevodniho systému jsme zacali ptispivat o néco pozdéji (Gourdie et al., 2003) s cilem
popularizovat v oboru nékteré zasadni poznatky z nasi laboratote, jako naptiklad myogenni pivod bunek v
pfevodnim systému. Dva recentni ¢lanky (Sedmera 2007; Sedmera a Kurkova, 2007) jsou pak zaméfeny na
¢tenare u nas doma.
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Metodické pristupy
Rastrovaci elektronova mikroskopie
Zakladem pro kvalitni morfologicka data je precizni odbér a zpracovani materialu. To znamena v piipadé
embryonalnich srdci pfedevsim fixaci pomoci perfuze, jez ma za cil odstranit z dutin srde¢nich krev a zastavit
srdce v maximalni diastole. Kromé fixace v jasné definované fazi srde¢niho cyklu je jasné, ze struktura bude
1épe patrnd, pokud je studovana rozloZzena do vétsi plochy. Po takto provedné fixaci nasleduje postfixace oxidem
osmicelym, mikrodisekce specialn€ upravenymi ntizkami, a dale standardni protokol pro rastrovaci elektronovou
mikroskopii.

Optické mapovani

Ptesny popis systému pro optické mapovani jsme podali v nékolika publikacich (Reckova et al., 2003; Sedmera
et al., 2003b; Hall et al., 2004), proto zde ve stru¢nosti nastinime pouze princip. Srdce je opatrné izolovano ze
zarodku na stanoveném stadiu pod prepara¢nim mikroskopem, a vlozeno do okysli¢eného pufru s barvivem
citivym na zmény membranového napéti (di-4-ANEPPS) na dobu péti minut. Po kratkém oplachnuti je vlozeno
do vyhtivané tkanové komirky s okyslicovanym pufrem, a pfiSpendleno na dno pokryté silikonem. K omezeni
pohybu je pfidan cytochalasin D, novéji blebistatin, v koncentraci 10-80 mikromoli na litr (podle druhu a
stadia). Srdce je pozorovano pod fluorescencnim mikroskopem, a po stabilizaci je proveden zaznam po dobu 4-
10 sekund pomoci vysoce citlivé vysokorychlostni kamery. Pti osvétleni zelenym svétlem odpovida pokles
intenzity emitované Cervené fluorescence akénimu potencialu (Witkowski et al., 1997). Data ziskana s frekvenci
500-2000 obrazka za sekundu jsou digitalné filtrovana, a generuji se profily intenzity jednotlivych pixeld v
zavislosti na Case. Z téch se pak numerickou cestou vypocita prvni derivace, jejiz vrchol uréuje maximalni
rychlost zmény napéti, jenz je obecné uznavanym kritériem pro stanoveni okamziku aktivace jednotlivych
pixelt. Tim se kazdy pixel (ze souboru 80x80 ¢i 100x100, odpovidajicimu velikosti ¢ipu kamery) stava
neinvazivni, miniaturni virtualni elektrodou. Z takto upravenych dat lze pak sestavit aktiva¢ni izochronalni
mapy, a vytvorit animace, ukazujici Sifeni ak¢niho potencidlu v prostoru a case.

Znazornéni pomalu se délicich tkani pomoci dvojiho znaceni radioaktivnim thymidinem a bromodeoxyuridinem
Prvni metoda pouzita pro znazornéni tkani s velmi nizkou az nulovou prolifera¢ni aktivitou spoc¢iva v metodé
fedéni znacky, ktera byla ptivodné vyvinuta v neurovéd¢ pro zjistovani stafi neuronti. Podava se pfi ni, na velmi
casném stadiu vyvoje (2.-3. den inkubace u kutete, 10.-13. den u my$i), malé mnozstvi thymidinu zna¢eného
tritiem [*H]. Ten je inkorporovan do viech bunék, které po dobu jeho dostupnosti (2-24 hodin, u kuiete se
dosahuje zostfeni znac¢eni podanim stonasobného mnozstvi nezna¢eného thymidinu na konci znackovaci
periody) prochazeji S-fazi bunécného cyklu. Bunky tkani, jez po tomto obdobi pokracuji v déleni, znacku
opakovanymi mitézami roziedi pod detekovatelnou uroven. Oproti tomu v tkanich, kde proliferace ustava
(napriklad v dtsledku terminalni diferenciace) znacka pfetrvava a je po odbéru a histologickém zpracovani
detekovana autoradiograficky.

Opacnym postupem, ktery znazoriiuje v podstaté tytéz tkan€ negativné, je znaceni 5-bromodeoxyuridinem po
dobu 24 hodin pted odbérem. Tento analog thymidinu se rovnéz inkorporuje do jader bun¢€k prochazejicich S-
fazi, a je detekovan imunohistochemicky. V embryonalnich tkanich na nami zkoumanych stadiich je délka
bunécného cyklu zhruba 16 hodin, takze béhem této doby dojde k jeho inkorporporaci do prakticky vSech bunék,
s vyjimkou téch, které jsou jiz terminalné diferenciovany.

Histologie
Embrya byla na zvolenych stadiich fixovana po dobu nejméné 24 hodin v Dentsové roztoku (80% methanol,

20% dimethyl sulfoxid). Nasledovala izolace srdci u pokrocilejsich stadii, odvodnéni vzestupnou ethanolovou
fadou, a zaliti do parafinu. Sériové fezy o tloust’ce 8 mikrometrd byly krajeny na rotaénim mikrotomu, a kazdy
10. fez byl obarven pro orientaci hematoxylinem-eosinem. Na jejich zaklad¢ byly pak vybrany sousedni fezy
obsahujici oblast relevantni pro nase studie a barveny specifickymi protilatkami ¢i autoradiografii.

Imunohistochemie a konfokalni mikroskopie
Po odstranéni parafinu z fezi a jejich dikladném proplachnuti destilovanou vodou byly jednotlivé fezy na skle
ohranic¢eny PAP perem a blokovany Tris pufrem s 0.1% Tritonem-X a 4% hovézim albuminem po dobu 30
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minut. Nasledovala inkubace s primarni protilatkou ve vlhké komiirce za pokojové teploty pfes noc, troji
oplachnuti pufrem, ¢tythodinova inkubace s pfislusnou fluorescenéné znacenou sekundarni protilatkou,
oplachnuti a dobarveni jader. Poté nasledovala bud’ autoradiografie, nebo odvodnéni, projasnéni a zamontovani
do permanentniho média DEPEX (Electron Microscopy Sciences).

Fluorescenéné obarvené fezy byly prohlizeny na konfokalnim mikroskopu firmy Leica (TCS SP2 AOBS,
ptipadné SPE). Autoradiograficka zrnka byla zobrazena bud’ metodou reflexe paprsku, a nebo transmisi (pro
velka zvétseni). Ziskané obrazky byly dale upravovany v programu Adobe Photoshop (nastaveni tirovné jasu a
kontrastu, zostfovaci filtr, pfesuny barevnych kanalii, popisky a montaze).

Experimentalni zdsahy do hemodynamiky kufeciho zarodku

Pro experimentalni zvySeni tlakové zatéze komory byla pouzita metoda konstrikce konotrunku vyvinuta Clarkem
a kolegy (Clark et al., 1984; Clark et al., 1989). Na stadiu 21 dle Hamburgera a Hamiltona (Hamburger and
Hamilton, 1951) byla kolem konotrunku protazena a utaZzena nylonova nit tloustky 10-0. Pro optimalni pfeziti
bylo utazeni provedeno pouze tésné ke sténé, takze vlastni konstrikce nastala az s dal$im riistem srdce po zhruba
6 hodinach. Odbéry pro optické mapovani a histologické zpracovani byly provadény nasledné v 24 hodinovych
intervalech.

Snizeni objemové (a nasledné i tlakové) zatéze levé komory bylo dosazeno castecnou ligaturou zakladu ouska
levé piedsiné nylonovou smyckou na stadiu 24 (Sedmera et al., 1999). Tato technika je modifikaci zastipnuti
pomoci stiibrné svorky, jez bylo pivodné vyvinuto Rychterem a kolegy (Rychter et al., 1979; Rychter and
Rychterova, 1981). Odbéry byly provadény ve dvoudennich intervalech, a k analyze byly pouzity pouze zarodky
s vyraznym fenotypem levostranné hypoplazie.

Na tomto modelu byla na 8. dnu inkubace provadéna uprava velikosti pravé predsiné metodou stiibrné svorky.
Echokardiografie byla provadéna pfed vykonem a hodinu po vykonu po normalizaci teploty a ob¢hu.

Hypoxickd inkubace
Zarodky japonské kiepelky byla inkubovany od ukonceného 2. dne ve snizené (16%) koncentraci kysliku
(Nanka et al., 2006). Odbér a zpracovani se nelisil od vySe popsanych postupi.

Farmakologickd inhibice endotelinovych receptorti

Dualni antagonista endotelinovych receptorii A a B bosentan byl aplikovan v davce 250 pg na embryo ve
dvoudennich intervalech mezi 2. a 9. dnem inkubace. Latka byla laskave poskytnuta Dr. Marie Clozel (Actelion
Pharmaceuticals).

Kvantitativni RT-PCR

Pro stanoveni mnozstvi mRNA pro geny zucastnéné v diferenciaci pfevodniho systému byla pouzita metoda
reverzni traskripce. Celkova mRNA byla extrahovana standartni technikou z né¢kolika srdci ¢i izolovanych
pravych a levych komor, které byly odebrany do TRIzolu a uchovavany v -80 °C. RNA byla konvertovana do
cDNA metodou reverzni traskripce. Nasledovala amplifikace pomoci polymerazové fetézcové reakce s primery
specifickymi pro konexin 40, endotelin konvertujici enzym-1, a GAPDH. Produkty reakce byly separovany na
1% agar6zovém gelu a obarveny ethidium bromidem. Intenzita prouzkt byla méfena na snimcich potizenych
digitalnim zobrazovacim systémem (Hall et al., 2004).

In situ hybridizace

Exprese mRNA pro geny Wntl1, Wnt7a, konexin 40 a ECE1 byla zkouméana metodou whole mount in situ
hybridizace. Po fixazi v 4% paraformaldehydu ptes noc v chladnicce, skladovani ve 100% methanolu, a
prevedeni do pufru nasledovala permeabilizace proteinazou K a inkubace se sondami znacenymi digoxigeninem.
Detekce byla provedena protilatkou proti digoxigeninu konjugovanou s alkalickou fosfatdzou a naslednou
inkubaci s nitroblue tetrazolovou modii (Bond et al., 2003). Pro ozfejmeni barveni v hlubSich vrstvach byla
srdce mikrodisekovana ru¢né, ¢i krajena bud’ vibratomem nebo standartnim mikrotomem po zaliti do parafinu
(Hall et al., 2004).
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Dalsi pouzivané techniky
Vzhledem ke spolupraci s jinymi laboratofemi bylo v pfedlozenych pracech pouzito mnozstvi experimentalnich

technik, které zde nejsou detailné popsany. Popisoval jsem zde pouze metody, zavedené a pouzivané v nasi
laboratofi. Proto piipadné zdjemce odkazuji na metodické ¢asti té€chto praci.
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Vyvoj komorového myokardu

Téze disertace

Trabekularizace v komorach neni uspofadana nahodné, ale odrazi kompromis mezi jeji funkci
kontraktilni a pfevodni.

Remodelace embryonalniho komorového myokardu za experimentalné zménénych
hemodynamickych podminek je zalozena na zménach v bunéné proliferaci.

Vyvojové zmény v aktivacni sekvenci komor koreluji s vyznamnymi morfogenetickymi
udalostmi v srdci, a jsou podobné u ptakt i savci.

. Vyvoj komorového pfevodniho systému je ovlivnén mechanickymi faktory, a jednou z moznych

indukujicich signaliza¢nich kaskad je endotelinovy systém.
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Vysledky

Vysledky jsou sefazeny podle péti zakladnich témat nastinénych v Obsahu: 1) Vyvoj myoarchitektoniky komor
u ptaciho zarodku, 2) Vliv pracovni zatéze na piestavbu komorového myokardu za vyvoje, 3) Architektura
komor u nizsich obratlovci, 4) Vyvoj prevodniho systému u ptaki, 5) Mechanismy fidici vznik ptevodniho
systému u savcil. V nasledujici ¢asti rozebereme podrobnéji tyto body spolu s odkazy na ptivodni prace, jez jsou
vzdy pfilozeny. Pfedkladan je reprezentativni vybér piivodnich praci na dané téma, kompletni seznam publikaci
autora je uveden v piiloze.
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1. Vyvoj myoarchitektoniky komor u ptac¢iho zarodku

V nasem prvnim ¢lanku na toto téma (Sedmera et al., 1997) jsme popsali vyvoj architektury komorového
myokardu u kufeciho zarodku od stadia trubice (2,5 den vyvoje) az do konce inkuba¢niho obdobi (21. den).
Hlavnim pfinosem oproti piedchozim studiim bylo rozsifeni o ¢asna a pozd&jsi stadia (zadna z praci se
nezabyvala zarodky stasimi nez 7 dni), studium komory ve stavu maximalni diastoly diky fixaci perfuzi a
kvantifikace rastu tloustky kompaktni vrstvy komorového myokardu v levé a pravé komote. Dalsi kvantitativni
studie (Sedmera et al., 1998) se zabyvala v detailu pomérem mezi kompaktnim myokardem a trabekulami mezi
3,5 a 6. dnem inkubace a zménami architektury v disledku sniZeni pracovni zatéze po podani kontinualni infaze
verapamilu. V souladu s o¢ekavanim jsme nalezli snizenou tloustku kompaktniho myokardu a vys$si procento
trabekul, coz jsme interpretovali jako opozdéni morfogeneze pti snizenych pracovnich néarocich. V novéjsich
studiich o dekadu pozdéji jsme pak klasicka data z rastrovaci elektronové mikroskopie porovnédvali s modernimi
technikami, nedavno adaptovanymi na métitka embryonalniho srdce (mikrometry). Ve spolupraci s oddélenim
radiologie se jednalo o metodu mikroCT (Butcher et al., 2007), a spolecné s détskymi kardiology pak o funkéni
studii s vyuzitim echokardiografie na mikroskopické urovni (McQuinn et al., 2007). V této tématice
pokracujeme i nadale, a nase zatim posledni eperimentalni studie (Nanka et al., 2008) ukazala opozdénou
morfogenezi stény komor a poruchu vzniku koronarnich kment v ptipad¢ inkubace zarodku za hypoxickych
podminek.
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2. Vliv pracovni zatéZe na piestavbu komorového myokardu za vyvoje

Jak jiz bylo postulovano, struktura srdce a potazmo myoarchitektonika komor je v izkém vztahu k pracovnim
narokim na srdce kladenych. Bylo zjiSténo, Ze toto plati i pro embryonalni srdce, ale experimentalnich studii
bylo s vyjimkou unikéatnich studii Rychtera a kol. (Rychter and Rychterova, 1981) z metodologickych davodt
malo a omezovaly se u savcl vétSinou na pozdéjsi fetalni obdobi. Na modelu kuteciho zarodku jsme byli
schopni predvést na n€kolika modelech manipulace vedouci jak ke zvySeni, tak ke snizeni pracovniho zatizeni.
Prvnim takovym modelem, zminénym jiz v pfedchozi ¢asti, bylo snizeni zatéze piimo i nepiimo podanim
kontinualni infize verapamilu (Sedmera et al., 1998), které vedlo k opozdéni procesti normalné sdruzenych

s morfologickou diferenciaci komorového myokardu. V piipad€ lokalniho sniZeni zatéze komory pomoci
ektopické elektrické stimulace v oblasti hrotu doslo ke ztenceni takto casné aktivovaného myokardu (Sedmera et
al., 1999a) spolu se snizenim proliferace a exprese rtistového faktoru FGF-2. Na této mechanistické bazi byla
zaloZena 1 experimentalni hypoplazie levé komory (Sedmera et al., 2002), kteryzto model je zalozen na
modifikaci metody Rychtera a kol. ze 60. let 20. stoleti. Morfologickou stranku tohoto modelu jsme popsali
spolu s prestavbou komory za zvySené tlakové zatéze o 3 roky diive (Sedmera et al., 1999b) a tento ¢lanek nam
poprvé prinesl obrazek na titulni stran€. Zvysenou tlakovou zatézi jsme se zabyvali i na savé¢im modelu
(dvoudenni potkani s konstrikci bfisni aorty), kdy jsme ukézali, Ze plasticita zalozena na proliferaci pretrvava i
do casného postnatalniho obdobi. Prozatim posledni studie na toto téma byla zamétena na ovéfeni hypotézy

s potencidlni aplikaci v praxi. Na jiz dfive popsaném modelu hypoplazie levé komory u kufeciho zarodku jsme
ukazali, Ze mnohé z popisovanych zmén jsou reverzibilni pfi Upravé hemodynamickych podminek dal§im
opera¢nim zakrokem, tentokrat redukci pravé predsiné (deAlmeida et al., 2007).
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3. Architektura komor u nizsich obratlovci

Srdce ryb a obojzivelnikid svoji strukturou napadné ptipominaji embryonalni srdce vysSich obratlovct. I kdyz
blizsi ohledéani ukaze vyznamné rozdily pfedevsim v oblasti cév souvisejici se zpisobem okyslicovani krve, a
velké mezidruhové rozdily souvisejici s jejich fyzickou aktivitou, pfeci jen je podobnost zvlasté komorového
myokardu se svou houbovitou strukturou dosti napadna.

Vzhledem ke stoupajicimu zajmu o model zebficky jsme podali podrobny popis vyvoje srdce se zaméfenim na
strukturu komor, chlopné, a korelaci s tlakovymi parametry (Hu et al., 2000). V dalsi studii na studenokrevnych
obratlovcich jsme se zamértili kromé zebticky i na drapatku — oblibeny model obojzivelnikd, a ukazali, ze
trabekularni architektura zde hraje kromé obligatni nutritivni funkce také roli ve vedeni vzruchu komorou
(Sedmera et al., 2003). Tyto ¢lanky vyvolaly necekany ohlas a jsou hojné citovany.
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4) Vyvoj pfevodniho systému u ptaka

WV

predkladanych praci na toto téma.

Prvnim ¢lankem se znacnym ohlasem se stala prace z roku 2003 (Reckova et al.), jez kromé detailniho popisu
vyvoje aktivacni sekvence komor u kuteciho zarodku ukazala na vyznamnou ulohu hemodynamiky pfi vyvoji
prevodniho systému. Nasledovala studie popisujici expresi dvou genil z rodiny Wnt v oblasti diferencujiciho se
Hisova svazku a Tawarovych ramének (Bond et al., 2003). Ve spolupraci s kolegy na Cornellove univerzité

v New Yorku jsme na dvou modelech ukazali, ze vliv hemodynamickych zmén na pfevodni systém je s nejveétsi
pravdépodobnosti zprostiedkovan cestou endotelinové signaliza¢ni kaskady (Hall et al., 2004). Nasledovala
studie zabyvajici se detailn¢ zplisobem aktivace komor mezi 3. a 7. dnem inkubace, jez méla za cil sjednotit
rozporné udaje v literatute a ukdzala na aktivaci cestou tzv. primarniho prstence, projevujici se aktivaci z oblasti
zakladu mezikomorové piepazky (Sedmera et al., 2004). Tato prace byla vysledkem pozvané pirednasky

z Experimental Biology 2004, kde byla data aktivné vetejné diskutovana s ostatnimi pracovniky z oboru.

V pozdégjsich pracich jsme korelovali zmény aktivacni sekvence komor s funkénimi studiemi
echokardiografickymi a regionalnimi zménami v mechanickych vlastnostech srdce (Butcher et al., 2007).
Ukazalo se, ze tyto zmény béhem vyvoje spolu pravdépodobné souvisi, a klicovou roli zde hraje vznik funkénich
chlopni. Jako dalsi vyznamny faktor pfi vyzravani prevodniho systému se ukazaly byt bunky neuralni listy, kdysi
dokonce povazované za jeho ptimé prekurzory. Na modelu laserové ablace neuralni listy jsme metodou
optického mapovani a histologie ukazali, ze jejich tiloha tkvi ve vzniku fibrézni izolace komorového pievodniho
systému, jezZ je nezbytné pro dosazeni zralého zpiisobu aktivace komor od hrotu k bazi (Gurjarpadhye et al.,
2007). Zatim poslednim ptispévkem na toto téma byl priikaz role endotelinové signalizace v normalnim, nejen
indukovaném, vyvoji pfevodniho systému metodou zmapovani exprese klicového enzymu biosyntézy endotelinu
(ECE-1) a farmakologicke inhibice jeho receptorti (Sedmera et al., 2008).
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5. Mechanismy fidici vznik pievodniho systému u savct
Tato posledni kapitola ptedstavuje soucasnou aktivni vyzkumnou ¢innost laboratote, podpofenou grantem GA

CR 304/08/0615.

Prvni prace na toto téma ukdzala morfologickou podobnost ve vyvoji pfevodniho systému mezi kufetem a mysi,
zvlaste pak jeho casnou diferenciaci (Sedmera et al., 2003). Zavéry této studie byly od té doby potvrzeny i
dalsimi laboratofemi, které studovaly tuto otazkou metodou klonalni analyzy komorovych kardiomyocytu.
Druha studie opét hledala podobnosti, oproti ¢asto proklamovanym rozdilim, mezi aktivaci komor u ptakt a
savcl, tentokrat na modelu potkana (Sedmera et al., 2005). Podobnosti byly nalezeny, a obecné zavéry potvrdily
i studie nasich kolegfi na krali¢im modelu a v posledni fadé nase nedavné studie na mysich (Sebestova et al.,
2008). Exkurzi do postnatalniho obdobi vyvoje elektrické aktivace komor piedstavovala pak prace analyzujici
funk¢ni a morfologicky fenotyp mysi s vyrazenym transkripénim faktorem HF1b (Hewett et al., 2005), jez slouzi
jako jeden z modeld nahlé srde¢ni smrti.

Posledni vysledky z transgennich mys$ich modelt ukazuji, ze i u savci je vyznamnym faktorem mechanicka
zatéz srdce, a rovnéZ endotelinova signalizacni kaskada. Podobné jako u kufete se zda, Ze tato zavislost se silné
odviji od studovaného stadia, a je ptisné€ regulovana v prostoru a v Case. Publikace na toto téma, rozvijejici
abstrakta prezentovana na konferencich (napf. Sebestova et al., 2008) 1ze ocekavat v horizontu nastavajicich 2-3
let.
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Zavéry a perspektivy

Metodologické inovace

Ackoliv metoda rastrovaci elektronové mikroskopie neni nova, pieci jen jeji kombinace s perfuzni fixaci a
peclivou mikrodisekei srdei o velikosti nékolika milinetrd neni jednoducha a pfilis rozsitena. Nase studie
ukazaly, ze na takto pfipravenych preparatech je mozné provadét mnoha kvantitativni méteni, at’ uz porozitu,
vyznamnou pro inzenyrské aplikace (Miller et al., 2003), tak orientaci trabekul, jez ma vyznam pro lepsi
pochopeni mechaniky kontrakce. Aplikace optického mapovani pomoci vysokorychlostni kamery na
embryonalnich srdcich ptedstavuje technologickou inovaci, vedouci k zpfesnéni naseho poznani o vyvoji
aktivacni sekvence a pievodniho systému. Oproti klasickym mikroelektrodam je neinvazivni, a umotiiiuje
zédznam z nesrovnateln¢ vétsiho poctu bodti (az 10 000 pii uplném vyuziti senzoru 100x100 pixelr). Moderni
kamery dostupné v soucasnosti jiz dosahuji frekvence snimani a urovné pomeru signalu k Sumu dosahovaného
matici fotodiod (Kamino, 1991; Efimov et al., 2000), vyhodou kamery je navic moZnost soucasné vizualizace
snimaného objektu a neskonale lepsi prostorové rozliseni (matice fotodiod je nejcastéji v konfiguraci 16x16).
Vyhody kamery pfevazuji zejména u embryonalnich srdci, kde dobré prostorové rozliseni je vzhledem k jejich
mikroskopickym rozmériim a komplexni struktufe kritické a maximalni rychlost 10 000 obrazki za vtefinu je
vice nez dostacujici vzhledem k pomalému vedeni vzruchu ve srovnani s dospé€lou tkani. Navic je mozné,
vzhledem k dostatecnému poctu senzor, snimat aktivaci az ze tfi stran zaroven pomoci strategicky polozenych
miniaturnich zrcadel (Gurjarpadhye et al., 2007). Zavedeni této nové technologie nam pomohlo zodpoveédét
nékteré dlouho kladené otazky a vedlo v pomérné kratké dobé k vysokému poctu publikaci.

Korelace morfologickych dat s funkénimi ndm umoznila 1épe charakterizovat n¢které nové markery ptevodniho
systému. Naptiklad barveni pomoci protilatky PSA-NCAM (Chuck and Watanabe, 1997) bylo ptiivodn€¢ mozné
pouze na zmrazenych fezech zalévanych do agarosy, coz s sebou pfinaselo suboptimalni morfologii studovanych
tkani. Adaptace protokolu pro standartni parafinové fezy (Reckova et al., 2003) umoznila piesnou korelaci
barveni s oblastmi pomalé proliferace a izochronalnimi mapami aktivace povrchu komor. Rigordzni prukaz
pomalé proliferace a velmi casné diferenciace centralnich ¢asti komorového prevodniho systému u mysi
(Sedmera et al., 2003a), a¢ naznacen jiz diive u potkana (Thompson et al., 1995) pomohl rozfesit otdzku ptivodu
bun¢k pfevodniho systému u savcil.

Vvyvoj myokardidlni arhitektury a aktiva¢ni sekvence komor u teplokrevnych obratlovcu

Nase studie pomohly doplnit a zpiesnit popis morfogeneze komorového myokardu a aktivaéni sekvence komor
mikroskopie (Ben-Shachar et al., 1985; Icardo and Fernandez-Teran, 1987) a mikroelektrod (Chuck et al., 1997).
Ptinosnou se jevi kvantifikace vyvoje tloustky svaloviny komor, naznacené diive Rychterovou (Rychterova,
1971) a recentni popis experimentalniho modelu perturbace ptestavby komorového myokardu (kompaktizace) za
podminek hypoxie (Nanka et al., 2008). Kromé jiz popsanych zplsobi aktivace jsme objevili novou, dosud
neznamou docasnou aktivacni cestu vedouci po pfednim povrchu komor v mistech zakladu mezikomorové
prepazky. Nove¢ interpretujeme nyni tuto cestu jako aktivaci vyuzivajici tzv. primary ring, coZ je prstenec
molekularné odlisnych bunék v oblasti zakladu mezikomorové prepazky. Tato cesta je béhem normalniho vyvoje
postupné nahrazena systémem Hisova svazku a Tawarovych ramének, jez se formuji na zadni strané, ale i u
lidskych srdci byla popsana jak morfologicky (Kurosawa and Becker, 1985), tak funkéné (Krongrad and Malm,
1979). Jeji abnormalni perzistence je dokumentovana i u srdci s vrozenymi anomaliemi. Nase data tak davaji
uvedené nalezy do Sirsi perspektivy a ukazuji na obecnou piitomnost této pievodni cesty u riznych tiid
obratlovci.

Srovnavaci studie na kutfecim zarodku a zarodcich mysSich a potkanich vytesila zdanlivé rozpory mezi zptisoby
aktivace u kutete (Chuck et al., 1997) a mysi (Rentschler et al., 2001). Definovanim jednotlivych milnikl ve
vyvoji (pomala peristaltoidni aktivace, aktivace podél mezikomorové ptrepazky, potom od hrotu k bazi s
nejcasnéjsi aktivaci v oblasti vyusténi pravého Tawarova raménka a posléze funkénost obou ramének) jsme
ukazali, Ze popsané rozdily jsou zptisobeny pievazné riznym casovanim vyzravani prevodniho systému.
Problémy s interpretaci dat jsou zpiisobeny velmi tzkym zamétenim nékterych dnesnich badateld, ktefi pracuji
vyhradné€ na jednom modelu a tudiz je pro n€ obtizné spravné pochopit data z jinych laboratofi. To se, bohuzel,
tyka jak dat funk¢nich, tak i morfologickych. Dle ohlasti nasich studii a diskuse po pfednasce na konferenci
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Experimentalni Biologie 2004 a Microscopy and Microanalysis 2005 lze soudit, Ze se nam podatilo vnést
alespon trochu svétla do této oblasti.

Vliv hemodynamiky na vyvoj pracovniho a pievodniho myokardu
Na rozdil od dospé€lého myokardu, jeZ reaguje na zvySenou tlakovou zatéz zbytnénim bunék (hypertrofii), u

embryondlniho srdce je mechanismus piestavby zalozen na zménach proliferace kardiomyocytd, tj. hyper- nebo
hypoplazii. Nase studie potvrdily tento predpoklad na nejriznéjsich modelech véetné klinicky aplikovatelnych
(deAlmeida et al., 2007). Jako jeden z hlavnich mediator prevodu mechanickych podnétt na proliferaci bunék
jsme potvrdili FGF-2, ktery je opét potencialné vyuzitelny v klinickych aplikacich (deAlmeida a Sedmera,
Cardiology in the Young, v tisku).

Dalsim z naSich cili bylo studium vlivu hemodynamiky na vyzravani funkce pfevodniho systému béhem vyvoje.
Nase predchazejici studie (Sedmera et al., 1999; Sedmera et al., 2002) pfinesly detailni morfologickou
charakterizaci dvou opaéné piisobicich zasahti do hemodynamiky kufeciho zarodku. Caste¢né podvazani
konotrunku vede ke zvysené tlakové zatézi a akceleraci rstu zalozené na proliferaci bunék (Clark et al., 1989).
Vysledkem vSak neni pouze véts$i, normalné usporadané srdce, ale dochazi k vyznamné piestavbe trabekularni
architektury (spiralizace, zvySeni proporce kompaktni vrstvy), coz ukazuje na zrychleni morfogeneze (Sedmera
et al., 1999). Proto jsme pouzili tento model pro pokus o urychleni vyzravani prevodniho systému, a naSe data
ukazala, ze skutecné dojde k pred¢asnému nastupu dospélého zptisobu aktivace komor od hrotu k bazi (Reckova
et al., 2003; Hall et al., 2004). Podobné sniZené plnéni levé komory u modelu levostranné srdecni hypoplazie
vedlo ke zpomaleni nastupu funkce pfevodniho systému, zvlaste pak levého Tawarova raménka (Reckova et al.,
2003). Pozoruhodné bylo, ze morfologicky se pievodni svazky zdaly byt normdlni, takze se jedna
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poukazuji na kritickou tlohu hemodynamiky pfi vyvoji srdce (Hogers et al., 1997; Hove et al., 2003).

Architektura a aktivace srdecni komory u nizSich obratlovct

Schematika znazornéni struktury komor u jednotlivych tfid obratlovet jsou divérné znadma z riznych ucebnic
biologie a zoologie, ovSem detailni a realistickd vyobrazeni véetné jejich mikrostruktury jsou vzacna. V tomto
sméru znamenaly naSe publikace téchto vyobrazeni (Hu et al., 2000; Sedmera et al., 2000; Sedmera et al.,
2003b) v oblasti elektronové i svételné mikroskopie piinos pro obor. Zajimava je v této souvislosti
angioarchitektonika srdci nizsich obratlovet. U zebticky pronikaji do tenké zevni vrstvy komorové kompakty
epikardialni cévy, ovSem trabekuly jsou bez cév a zavislé na difuzi kysliku a zivin z lumen. U Zab jsou tyto cévy
rovnéz vytvoreny, ovsem konkrétné u drapatky zasobuji pouze myokard atrioventrikularniho kanalu a bulbus
arteriosus, takze komora se svoji velmi tenkou kompaktou je opravdu bezcévna. Tato situace by byla dobie
vyuzitelna pro studium signalizace mezi myokardem a cévnim fecistém. Literatura ukazuje, Ze mezi niz§imi
obratlovci existuje v tomto usporadani zna¢na variabilita, od pIn€ koronarné perfundované svaloviny u velkych a
aktivnich ryb typu tundka po naprosto bezcévnou komoru u antarktickych ryb (Ostadal and Schiebler, 1971; Tota
etal., 1983).

Existence specializovanych pfevodnich tkdni v komofte niz§ich obratlovcii byla po dlohou dobu pfedmétem
spekulaci. Vétsina badateld intuitivng citila, Ze vzhledem k velikosti a komplexite téchto srdci by zde néjaky
ekvivalent byt mél, presna data vSak chybéla. Podle morfologickych kritérii postulovanych u savci se vSak
organizované svazky nalézt nepodatilo (Nair, 1973; Mohsen et al., 1976). Navzdory jejich absenci vSak
elektrokardiograficky zaznam z rybich a zabich srdci nasvéd¢oval dobte organizované aktivaci (Re, 1964; Arbel
et al., 1977). Stejné tak u plazt byla ukézana aktivace od hrotu k bazi, ovSem morfologicky substrat zatim
popsan nebyl (Christian and Grigg, 1999). Proto jsme se v nasi studii (Sedmera et al., 2003b) soustedili
primarn¢ na funk¢ni ptistup. Pomoci optického mapovani jsme ukazali, Ze nejcasnéji aktivovanou ¢asti komory
je oblast blizko hrotu. To je obtizné vysvétlitelné bez pfitomnosti specializovanych tkani, protoze vzruch se §ifi z
predsini skrz sino-komorovy kandl, a tudiz by prvné aktivovanou ¢asti komor méla byt baze. Podobna data byla
ziskana i u jinych bezocasych obojzivelnika (Dillon and Morad, 1981). Hlavnim cilem téchto autord byl vSak
popis nové metodiky, a tak jejich vysledky byly opomijeny.

P1i hledani morfologického substratu prevodniho systému u zebticky a drapatky jsme narazili na minimalné
vétvené svazky trabekul, které se tahly od siio-komorového kanalu pfimo k oblasti nejcasnéjsi aktivace. Tyto
trabekuly vykazovaly vy$s$i intenzitu barveni protilditkou PSA-NCAM, jez znaci rovnéz vyvijejici se pfevodni
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systém u kutete. Tyto svazky odpovidaji casnym preferenénim draham Sifeni aktivace v embryonalnim srdci
ptakd a savcl, jez se po morfologické strance zna¢né podobaji se srdcim nizSich obratlovel (Sedmera et al.,
2000). Jak bylo ukazano na bunéénych kulturach (Rohr et al., 1999) i na dosp€lém srdci (Morley and Vaidya,
2001), samotna geometrie myocyti je dostacujici pro vytvofeni preferen¢nich cest vedeni vzruchu.

Signalizace ve specifikaci a diferenciaci pfevodniho systému

Poslednim bodem nasi diskuse, jakoZz i tématem naseho souc¢asného vyzkumu, je snaha o pochopeni signalizace
pro specifikaci a diferenciaci pfevodniho systému na molekularni tirovni. Jak bylo zminéno, tato oblast se v
soucasnosti velmi rychle vyviji, a proto je obtizné nase poznatky zatadit do SirSich souvislosti. Velkym pfinosem
je zde studium mysich mutant, které ukazuji na kritickou ulohu nékterych transkripénich faktorti pro vyvoj
prevodniho systému (Mommersteeg et al., 2007). Tyto studie jsou vitanym komplementem k nasim vysledktim,
protoze pies rozsahlé moznosti genetickych manipulaci na mysich je velmi obtizné provadét perturbaéni
hemodynamické studie na savc¢ich zarodcich.

Prvnim naSim pfinosem v této oblasti je dalsi prikaz role signalizace pomoci endotelinu pfi specifikaci a
maturaci pfevodniho systému. Zvysena exprese enzymu kritického pro regulaci aktivniho endotelinu po
¢astecném podvazu konotrunku (Hall et al., 2004) ukazuje na moznosti regulace v tomto systému. Podobn¢ jeho
snizeni pii levostranné srde¢ni hypoplazii (Sedmera et al., 2004) naznacuje souvislost mezi proudénim v komoie
a prenosem této informace z endokardu na myocyty. Kromé téchto perturbacnich studii jsme nedavno ukézali, ze
endotelinova signalizace ma u kufeciho zarodku vyznamnou ulohu i za normalniho vyvoje (Sedmera et al.,
2008).

Jaké jsou v8ak dalsi prvky této endotelinové signaliza¢ni kaskady? Studie in vitro ukazaly, Ze endotelin vede k
aktivaci exprese transkripénich faktort Wnt7a a Wntl1 (Bond et al., 2003). Nasledna studie exprese t€chto geni
b&hem vyvoje ukazala jejich asociaci, jak v prostoru tak v Case, s vyvojem pievodniho systému. Lze divodné
predpokladat, ze celkovy obraz je slozitéjsi, a Ze je zde zucastnéno podstatné vice faktord. Nase soucasné pokusy
se snazi ozfejmit ulohu této signaliza¢ni kaskady na mySim modelu. Pfedbézné vysledky ukazuji, ze jak
mechanické faktory, tak endotelin maji svou roli, ov§em na ptesn¢ definovanych vyvojovych stadiich. Jsme
presvédceni, ze nase zavéry z ptaciho modelu budou u savct potvrzeny.

Perspektivy aplikace ziskanych poznatkd.

Na zavér se zminime o potencialnich moznostech vyuziti naSich poznatkti. Kromé ¢isté badatelského zajmu
vidime v soucasnosti tfi moznosti aplikace. Prvni je hledani faktor, které mohou vést k pomérné nedavno
popsané nekompaktované kardiomyopatii (Lurie, 2008). Kombinace mysich trasgennich modelt s alternativnimi
pristupy je zde nutna, nebot’ u vSech dosud popsanych mysi se jednalo o deficit v oblasti celé komory, oproti
lokalizované poruse u ¢lovéka. Pro lokalni testovani faktori ovliviyjicich kompaktizaci se zda kufeci zarodek
velmi vhodnym modelem, a nase znalost normy jasnym pfinosem. Druhé zajimava oblast je studium vyvojového
puvodu arytmii. Charakterizace faktord klicovych pro vyvoj ptevodniho systému umoznuje screening pacientd s
poruchami rytmu pro mutace v téchto genech. Skutecné se jiz podafilo pfipsat nekteré piipady komorového
bloku (a i dalSich srde¢nich vad, protoze struktura a funkce srdce jsou izce spjaty) bodovym mutacim genu Nkx
2.5, jez vedou k funkénim zménam tohoto proteinu (Benson et al., 1999). Je téz spekulovano, ze nékteré piipady
preexcitace (Wolf-Parkinson-White syndrom) jsou zplisobeny persistenci myokardu sinio-komorového kanalu,
ktery normalné béhem vyvoje zanika (Kolditz et al., 2007; Kolditz et al., 2008), s vyjimkou sifio-komorového

vvvvvv

projekt umélého srdce vytvoteného pomoci tkanového inzenyrstvi. Pokud se opravdu podaii vytvorit uméely
myokard o dostatecné mase, bude nutné vyiesit krome jeho cévniho zasobeni zpisob jeho elektrického zapojeni
se zbytkem pracovniho myokardu. Jakdkoliv oblast pomalu vedouci tkdn¢ (kterou jsou doposud vSechny
konstrukty vytvofené in vitro) je silnym proarytmogennim substratem, coz by branilo klinické aplikaci. Dobrou
zpravou je v tomto smyslu fakt, Ze samotna geometrie svalovych vlaken staci k vytvoreni preferencnich cest
vedeni, coz by mohlo vést k diferenciaci umélého pievodniho systému pomoci modifikace tvaru konstruktu, coz
je technicky dobie schiidné i s dne$nimi postupy.
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