Univerzita Karlova v Praze
1. 1ékarska fakulta

Doktorské studijni programy v biomediciné

o 4

Studijni obor: Vyvojova a bunééna biologie

Mgr. Barbora Saiikova

MECHANISMY VYVOJE PREVODNIHO SYSTEMU SRDECNIHO U OBRATLOVCU

MECHANISMS OF CONDUCTION SYSTEM DEVELOPMENT IN VERTEBRATES

Diserta¢ni prace

Vedouci prace: Prof. MUDr. David Sedmera, DSc.

Praha, 2016



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem rfadné uvedla a
citovala vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym uloZenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifikacnich praci.
V Praze 16.6.2016

Barbora Sankova

Podpis

Identifikaéni zaznam:

Satikova, Barbora. Mechanismy vyvoje prrevodniho systému srdecniho u obratlovcii.
[Mechanisms of conduction system development in vertebrates]. Praha, 2016. 33 s., 4 pril.
Diserzac¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 1. 1€katska fakulta, Anatomicky ustav 1. LF

UK 2008. Vedouci prace Sedmera, David.



Podékovani:

Hlavni pod€kovani patii skoliteli Davidovi Sedmerovi za odborné vedeni. Nejvice
jsem vdécna za trp€livost a pochopeni i pro jiné priority v zivoté PhD studenta. Dle jeho slov
“paralelni vyvojovy project”, ktery predstavuji mé dve déti a kterd se nemalou mirou podilela
na délce PhD studia, jsou také jeden z cenénych vystupt studia vyvojové biologie.

Publikace, které jsou soucasti této disertacni prace, by nemohly vzniknout bez
spoluprace s: Jifim BeneSem; Jakubem Machalkem; kolegy z Univerzity v Jaén-Angelem de
la Rosa a Amelii Aranega; kolegynémi z IBDM Univerzity Marseille Magali Theveniau -
Ruissy a Lucile Micquerol, které navic nalezi velké diky za darovani linie mysi Cx40:GFP.

Dale bych chtéla podékovat byvalym i sou¢asnym spolupracovnikiim z Laboratofe
molekularni embryogeneze na Anatomickém ustavu za pomoc nejen s ptipravou vzorkl pro
hodnoceni morfologie: Michalovi Timovi, Markété Pleschnerové, Evé Kluzakové, Marii
Jindrakové a Alené Kvasilové. Kolegyni EliSce Krej¢i jsem vdécéna hlavné za pomoc pfi
genotypizacich transgennich mysi. Jarmile Svatiitkové d€kuji za pomoc pii analyze dat
z optického mapovani a vzdy vlidné slovo podpory. Byvalému a sou¢asnému prednostovi
Anatomického ustavu Prof. Milo§i Grimovi a Prof. Karlu Smetanovi bych také rada
podékovala za rozumny dohled a nezbytné zazemi.

Nakonec chci podékovat za podporu své rodiné za duSevni a materialni podporu.

Publikace, které jsou soucasti diserzacni prace, byly ¢astecné financ¢né podpoteny
z prostfedkt Ministerstva Skolstvi, mladeze a t€lovychovy VZ 0021620806, AS CR
AV0Z50450515, Grantové agentury Ceské republiky 304/08/0615, 16 - 02972S a Univerzity
Karlovy SVV-2015-260158.



Abstrakt

Soubor specializovanych bunék pfevodniho srde¢niho systému tvoii a koordinované
Sifi elektricky vzruch v srdci. Zmény ve vyvoji pfevodniho systému prokazatelné souvisi se
vznikem arytmii, a proto je dobra znalost vyvojovych mechanismi klinicky vyznamna. Pro
spravny vyvoj ptevodniho systému jsou diilezité geny pro gap junctions proteiny, iontoveé
kanaly, transkrip¢ni faktory ¢i jiné molekuly zahrnuté v signalizac¢nich kaskadach (endothelin,
neuregulin). Kromé geneticky podminénych faktorti se na vyvoji pfevodniho systému podili i
epigenetické faktory a vlivy prostiedi. V této disertacni praci se jednotlivé publikace vénuji
riznym aspektiim jinak komplexniho vyvoje pievodniho systému. Dalsim pojitkem vSech
publikaci je metodicky pfistup, kdy jsme pomoci optického mapovani sledovali zmény ve
funkci pfevodniho systému.

V prvni publikaci jsme pomoci organové in vitro kultivace kufecich embryonalnich
srdci studovali vliv mechanické pracovni zatéze (bez interference hemodynamického efektu)
na vyvoj prevodniho systému. Sérii experimentt jsme doplnili 1 o typ ,,zachranného*
experimentu, kdy jsme uméle vyvolali pracovni zat€z injekci silikonového oleje do primitivni
komory srdce ve stadiu srdecni klicky. Podafilo se nam prokézat, Ze mechanické zatizeni
myocytl je dilezity epigeneticky faktor casného embryonélniho vyvoje.

V nésledujicich publikacich jsme se zaméfili na studium vlivu absence konexinu 40
(Cx40) na vedeni elektrické vzruchu u mysi béhem embryonalniho vyvoje, kterému
ptedchézel popis normélniho vyvoje pfevodniho systému zaméfeny na funkeni aspekt.
Absence gap junctions protein - Cx40 vede k snizeni ¢etnosti vyskytu aktivniho pravého
Tawarova raménka v pozdni f4zi embryonalniho vyvoje, z ¢ehoz vyvozujeme zavér, ze
v ¢asngjsi fazi vyvoje je funkce pravého Tawarova raménka nezavisla na Cx40. Aktivace sini
pfi absenci Cx40 je od 12. embryondlniho dne iniciovana u vétsiny srdci z ektopického mista
Vv ousku pravé sin¢ a dochdzi u takto aktivovanych sini k vyraznému prodlouzeni aktiva¢niho
¢asu. Rychlost vedeni vzruchu je podminéna Cx40 genotypem pouze V sinich na rozdil od
komor, nejdelsi ¢as nezbytny pro aktivaci sini je spojen s tplnou absenci Cx40.

Ve ctvrté publikaci jsme se vénovali funkéni analyze linie mysi s inhibovanym
KvLQT1 proteinem, kde je fenotypovy projev shodnym se syndromem dlouhého QT
intervalu. U transgenni linie byl zaznamenan vyskyt bloku pravého Tawarova raménka u
vétSiny ED18,5 srdci a dale zpomaleni vedeni elektrického vzruchu v levé komote.

Kli¢ova slova: pfevodni systém srdecni, konexin 40, optické mapovani, blok pravého
Tawarova raménka, zpiisob aktivace komor



Abstract

Group of specialized cells that form cardiac conduction system is responsible for
generation and coordinated propagation of the electrical impulse in the heart. Changes in its
development can be connected with arrhythmias; therefore, a good level of knowledge is
necessary and relevant for basic science and clinical practice. For correct development of the
conduction system are important genes coding gap junctions proteins, ion channels,
transcription factors and other molecules involved in signaling cascades (endothelin,
neuregulin). Development of conduction system is determined in addition to genetic factors
also by epigenetics and environmental factors. This thesis with its individual papers on which
it is based is addressing different aspects of conduction system development, which appears to
be a complex process. Another feature which is linking all papers together, is the
methodological approach enabling us to study function of the conduction system - optical
mapping.

In the first publication we studied by the means of in vitro organ culture the impact of
work load without interfering hemodynamics on the conduction system maturation in the
chick embryonic heart. The phenotype observed during experiments was developmental
regression of conduction system maturation together with changes in trabecular morphology.
Experimental design was extended by a series of rescue experiments with artificial work load,
which was achieved by injection of a droplet of silicon oil into primitive ventricle of the
looped heart. Mechanical stretching of the cardiac myocytes is an important epigenetic factor
in the early conduction system development.

The following publications were focused on Cx40 absence and its impact on function
of conduction system. This analysis would not be possible without description of normal
conduction system development in mouse from the physiological point of view. Absence of
gap junctions protein - Cx40, which is expressed in the ventricular conduction system and
atrial myocardium with the exception of the sinoatrial node, resulted in decrease of functional
right bundle branch in the late developmental phase. Our conclusion is that in the earlier
phase of development the function of right bundle branch is independent of Cx40. Activation
of Cx40 - null atria is from the 12" embryonic day originating from an ectopic site localized
in the right atrial appendage. Activation time is prolonged in the case of activation originating
from ectopic site and is dependent on Cx40 genotype, with the longest activation time of both
atria in complete Cx40 absence.

The last publication was dedicated to functional analysis of the mouse line with
suppression of KvLQT1 protein with phenotype similar to long QT syndrome. Function of
cardiac conduction system was disrupted; in late developmental phase right bundle brunch
block we observed together with left ventricular activation time prolongation.

Key words: cardiac conduction system, connexin 40, optical mapping, right bundle branch
block, ventricular activation sequence



Seznam zKkratek a vysvétlivky

AV atrioventrikularni

Cx konnexin

EAP embryonalni ptaci polypeptid

ECE endothelin konvertujici enzym

ET endothelin

ED embryonalni den

GIn2 antigen z ganglion nodosum

GWAS rozsahlé genomové asocia¢ni studie

HCN hyperpolarizaci a cyklickymi nukleotidy aktivovany iontovy kanal
HNK lidsky pfirozeny zabije¢ (human natural killer)

Iks pomala slozka zpozdéného vyrovnéavaciho toku iontl drasliku ven z bun¢k
LQTS syndrom dlouhého intervalu QT

KLF Kriippel - like factor

MinK peptid modifukujici ks tok iontd

NO oxid dusnaty

NOS NO syntaza

PCR polymerazova fetézova reakce

SA sinoatridlni

Thx T - box transkrip¢ni faktor

VCAM cévni bunécnd adhezni molekula

Nézvy gent jsou psany kurzivou. Pouziti velkych ¢i malych pismen u ndzvii gent je dano
organismem, jemuz geny nalezi. U ptacich a lidskych genti jsou vSechna pismena velka. U
mysi je velké jen prvni pismeno a ostatni jSou mala.
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1. Literarni uvod a prehled problematiky

1.1. Vyvoj srdce

Srdce funguje jako pumpa zajistujici cirkulaci krve v téle, je to organ, ktery je funkcni
jiz V ranych fazich embryondlniho vyvoje. U kuiete zacina bit na druhém, U myS$i na osmém a
u ¢lovéka na 22. dni embryonalniho vyvoje. Zdrojem kardiogennich bunék jsou bunky
srdec¢niho pole v lateralnim splanchnickém mezodermu na levé i pravé strané€, Spojenim poli
vznika bunécny utvar ve tvaru podkovy (Obrazek 1.). Primitivni trubicovité srdce je tvotreno
populaci bun¢k prvniho srde¢niho pole (first heart field), které dava vzniknout budouci levé
komote, atrioventrikularnimu kanalu a casti atrii. Pro zdarny vyvoj ve ¢tyfdutinovy organ jsou
nezbytné buniky druhého srde¢niho pole (second heart field), které se piidavaji podél
atrialniho a ven6zniho pélu srdce v obdobi vzniku srde¢ni kli¢ky a tvoii pravou komoru, ¢ast

vytokového traktu a ¢ast sini. Soucasti druhého srde¢niho pole jsou dvé subpopulace

Obrazek 1. Schéma &asného vyvoje srdce u mysi. LV-leva komora, RV-prava komora,

AV-atrivontrikularni. Obrézek adaptovan dle (Epstein et al.,, 2015)

ED7.,5 ED8 ED8,5 ED9,5
trubicovité srdce srdecni klicka
prvni srdecni B vytokova cast vytokova ¢ast predsin

pole

v 3

AV kanal

druhé

srdecni pole arterialni pol primitivni predsif v

oznacované jako predni srdecni pole (anterior heart field) a zadni srdecni pole (posterior heart
field), z kterého se diferencuje proepikardialni organ a dorzalni vybézky mezenchymu (spina
vestibuli), dfive povazovany za extrakardialni bunky (van Wijk and van den Hoff, 2010).
Jedina extrakardialni skupina bun¢k podilejici se na stavbé srdce jsou buniky srde¢ni neuralni
listy uplatniujici se pii inervaci srdce a dale pfi tvorbé a septaci vytokové ¢asti. Prvni a druhé
srdeéni pole se nachazi ve spole¢né srde¢ni oblasti, kde je Ize vzajemné odlisit expresi
specifickych molekulérnich ,,markert. Také je mozné na tyto dvé populace bun€k nahlizet
jako na spolu vice vzajemné¢ souvisejici bunky, mezi nimiz hlavni rozdil spoc¢iva v obdobi,
kdy se béhem vyvoje ptidavaji k srdci (Grim and Druga, 2016).

U stadia srde¢ni klicky lze identifikovat pfechodové zony, které 1ze spojit s vyvojem
pievodniho systému. Od pracovniho myokardu se 1i§i spole¢nou genovou expresi Thx3 (T-

box transcription factor) (Hoogaars et al., 2004), MinK (peptid modifukijici Ixs tok iontl)
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(Kondo et al., 2003), HNK - 1(human natural killer) (Blom et al., 1999), podoplanin
(Gittenberger-de Groot et al., 2007)), podle které 1ze sledovat jejich osud az do definitivné
diferencovaného pievodniho systému. Pfechodové zony jsou tvofeny oblasti sinus venosus
(davajici vzniknout sinoatrialnimu uzlu (SA uzel), atrioventrikularnim kanalem, primarnim
prstencem (dévajici vzniknout Hisoveé svazku a Tawarovym raménktim) a vytokovou ¢asti.
Béhem dalsiho vyvoje se z ¢asti prechodové zony stane prevodni systém a z ¢asti pracovni
myokard. Zpusob, jakym vznika pifevodni systém, neni na principu diferenciace, ale
pravdépodobné spociva spise v zablokovani genetického programu vedouciho ke zmén¢ v

pracovni myokard.

1.2. Pfevodni systém srdecni a jeho piivod

Pievodni systém u dospé€lého jedince (Obrazek 2) je soubor specializovanych bunék
srdce, ktery je uzptisoben k autonomnimu vytvareni elektrickému vzruchu a jeho Siteni
jednotlivymi ¢astmi srdce. Podminuje rytmickou a koordinovanou ¢innost srdce.

Bunky pfevodniho systému pochazi z myogennich prekurzorovych bunék, ptestoze
exprimuji geny typické pro neuralni buiiky nebo buiiky neuralni listy (neurofilament, GIn2
(ganglion nodosum), HNK - 1, EAP - 300(embryonal avian polypeptide) (Wessels et al.,
1992; McCabe et al., 1995; Chuck and Watanabe, 1997)). Hypotéza neuralniho ptivodu
pfevodniho systému byla vyvracena retrospektivni klonalni analyzou progenitorovych
srde¢nich bunék u ¢asného embryonalniho stadia. Takto ozna¢ena multipotentni prekurzorova

burika dala vzniknout jak buiikam

pfevodniho systému, tak bunkdm ) . o .
Obrazek 2. Schéma usporadani pfevodniho

pracovniho myokardu (Gourdie et al.,
1995; Miquerol et al., 2010). Buriky

systému Clovéka

neuralni ity migruji podél

arterialniho a vendzniho polu do srdce SAuzel

a predstavuji extrakardialni zdroj Ay N 7
buné€k b&hem kardiogeneze. Ml T ‘/{7(\ .
Autonomni nervovy systém, ktery ma Tiowons NG IS — ) §
chronotropni, dromotropni a inotropni NN
ucinek, a tak ovliviiuje srde¢ni ::;k::ova—%: A\

frekvenci, rychlost vedeni a srde¢ni

Copyright © 2010 Pearson Education, Inc.

vydej, je hlavné¢ tvofen bunikami




neuralni listy. Mezi mista nahromadéni nervové tkané patii oblast SA a atrioventrikularniho
uzlu (AV uzel).

Elektricky impuls je vytvofen a koordinovang Sifen prevodnim systémem srde¢nim.
Vzruch vznika v SA uzlu, ktery se nachazi v pravé sini v blizkosti vstupu horni duté zily.
Odtud se vzruch dale sifi rychle vedoucim myokardem sini az na hranici sini a komor, do AV
uzlu. Elektricky vzruch je mezi SA a AV uzly veden rychleji nez je rychlost vedeni
pracovnim myokardem. Mezi uzly se popisuji 3 preferencni internodalni svazky, které nejsou
jasn¢ morfologicky definované a v soucasné chvili nejsou povazovany za soucast pievodniho
systému. AV uzel je pomalu vedouci tsek pifevodniho systému a spolecné s Hisovym
svazkem predstavuje jediné elektricky vodivé spojeni sini a komor, které jsou jinak vzajemné
elektricky izolované srde¢nim skeletem. AV uzel se podili na vytvoieni ¢asového zpozdéni ve
vedeni elektrického vzruchu, procesu nezbytného pro efektivni plnéni komor krvi pii diastole.

Z AV uzlu je vzruch veden nejprve Hisovym svazkem a poté Tawarovymi raménky az
do distalnich vétvi Purkynovych vlaken, které aktivuji komorovy pracovni myokard. Pravé
Tawarovo raménko je pfimym pokra¢ovanim Hisova svazku, zatimco levé raménko netvofi
celistvy svazek, ale souvislou vrstvu vldken. Rozdilnd morfologie ramének pravdépodobné
souvisi se zvySenou citlivosti pravého raménka k bloktim ve vedeni elektrického vzruchu u
riznych linii transgennich mysi (kapitola 3.2. a 3.4.) a také u ¢loveka (Bashore, 2007). My se
domnivame, Ze jednou z pfiCin této situace by mohl byt rozdilny vyvojovy plivod levého a
pravého Tawarova raménka (prvni respektive druhé srde¢ni pole). Silnéjsi svazky
komorového ptevodniho systému jsou elektricky izolovany od okolniho myokardu, zatimco
periferni Purkynova vlakna vyskytujici se pfevazné v hrotu srdce jsou elektricky propojena
S pracovnim myokardem. Z tohoto uspofadani vyplyva zptsob aktivace transmuralné od
endokardu, ptes myokard, do epikardu a také aktivace komorového myokardu od apexu
smérem k bazi srdce, kde se nachézi velké vytokové cévy, a tak je zvySena efektivnost

vypuzeni krve.

1.3. Zpisoby vedeni elektrického vzruchu béhem vyvoje

Jednotlivé ¢asti pfevodniho systému jsou béhem vyvoje postupné funkéné zapojeny
Vv potadi korelujicim s morfogenetickym vyvojem. Z primitivniho trubicovitého srdce se
postupné stava ctyfdutinovy organ a soucasné se diferencuje prevodni systém.
Morfogeneticka posloupnost je evolu¢né konzervovana u kutete, mysi i clovéka (Gourdie et
al., 2003). U primitivniho tubularniho srdce lze ve vtokové casti identifikovat prvni funkéni

v

¢ast prevodniho systému - pacemaker, Sitfeni vzruchu je zde pomalé, izotropické a od vtokové
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Casti smérem k vytokové ¢asti (Kamino, 1991). Pro stadium tubularniho srdce je
charakteristicka nizka mira mezibunécného propojeni, funkéni fenotyp jako u bun¢k uzla, kde
cely myokard srde¢ni trubice ma schopnost generovat elektricky vzruch (de Jong et al., 1992).

Béhem procesu, kdy vznika srde¢ni klicka, se ve specifickych oblastech aktivuje
geneticky program pro pracovni myokard. V téchto oblastech, jejichz expanzi vznikaji siné€ a
komory, se zvysi rychlost proliferace, dojde k expresi gend nezbytnych pro vedeni vzruchu,
jako jsou konexin 40 a 43 (Cx40, Cx43), sodikovy kanal Snc5a, a rychlost vedeni vzruchu se
zvysi. Rychle vedouci oblasti jsou ohraniceny oblastmi, které si zachovavaji primitivni
pomalu vedouci fenotyp (vytokova ¢ast, atrioventrikularni kanal, sinus venosus). Komorova
aktivacni posloupnost odpovida sméru toku krve a byva interpretovana jako aktivace od
srdeéni baze k apexu. Prekvapivé tato aktivaéni sekvence nebyla nalezena u mysi (Rentschler
et al., 2001; Rentschler et al., 2002) ani kralika (Rothenberg et al., 2005). Pomalu vedouci
segmenty srde¢ni klicky odpovidaji ptechodovym zénam.

Jako posledni ¢ast srde¢niho ptevodniho systému se diferencuje komorovy prevodni
systém, jehoz funk¢ni zapojeni je doprovazeno zménou aktivaéni sekvence z primitivni
aktivace od béze k apexu ke zralé posloupnosti opacnym smérem. Zral4 aktivaéni sekvence je
mimo jiné podminéna elektrickou izolaci sini a komor srde¢nim skeletem. Zména aktivacni
sekvence u kufete nastava v obdobi septace komor srdce (Chuck et al., 1997; Reckova et al.,
2003), zatimco u mysi se objevuje diive, nezZ je septace dokoncena (Rentschler et al., 2001). U
mysi je prvnim aktiva¢nim zpiisobem, ktery se objevuje jen docasn€ b€hem vyvoje, aktivace
cestou takzvaného primarniho prstence, s prvnim aktivovanym mistem v oblasti vznikajiciho
mezikomorového septa (kapitola 3.2.). V obdobi zmény aktiva¢niho zptisobu od baze k apexu
se i u kufete objevuje tento docasny zpusob aktivace (kapitola 3.1.).

Po vytvoteni srdecni klicky jsou identifikovatelné dorzoventralné uspotradané tenké
vybézky myokardu smérem do lumen srdce - trabekuly. Stimulus pro diferenciaci trabekul je
pravdépodobné dan maximalnim stresem v oblasti velkého srdecniho zaktiveni a velmi
pokrocilou diferenciaci bun¢k ve vrstvé bunék piiléhajici lumen srdce (Thompson et al.,
2003). Trabekuly zvysuji povrch a oxygenaci myokadu, coz umozni nartst objemu myokardu
V obdobi pfed zdsobenim pomoci véncitych tepen. Dale jsou trabekuly dilezité pro zvysSeni
kontraktility (Challice and Viragh, 1973), roz¢lenéni proudici krve pied septaci (Hogers et al.,
1995) a koordinaci komorového vedeni (de Jong et al., 1992). Vyvoj trabekul citlivé reaguje
na hemodynamickeé zatizeni, pfi organové Kultivaci in vitro byla trabekularni vrstva vyrazné
ztenCena a pri sérii zachrannych experimentti s mechanickou zatézi byla situace

normalizovana (kapitola 3.1.). Pfi optickém mapovani povrchu endokardu, kterému
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predchazelo rozsttizeni komor srdce kufecich embryi, bylo prokazano preferencni radialni
vedeni vzruchu trabekulami (Reckova et al., 2003).

V obdobi septace komor a diferenciace koronarni cirkulace dochazi k procesu
kompaktizace trabekul, kdy ¢ast trabekularni hmoty pfilehajici k vné&jsi vrstvé komorového
myokardu ptispiva k nartstu kompaktni vrstvy. Absence trabekul ¢i porucha jejich
kompaktizace vedou k odumfeni zarodku jiz béhem embryonalniho vyvoje (Gassmann et al.,
1995; Meyer and Birchmeier, 1995) nebo v lokalizované formé u dospélych lidi ke vzniku
kardiomyopatie (Jenni et al., 1999). Trabekuly davaji béhem embryonalniho vyvoje vzniknout
Purkynovym vlakniim.

Na histologické trovni je pro pfevodni systém charakteristicky zvySeny vyskyt
glykogenu a sniZzeny poc¢et myofibril v porovnani s pracovnim myokardem (Ryu et al., 2009).
Morfologické odliSeni prevodniho systému, zvlasté distalnich ¢asti, je problematické a béhem
vyvoje téméf nerealné. Univerzalni marker pfevodniho systému, ktery by oznacil vSechny
&asti prevodniho systému, neexistuje. Castym jevem je ménici se exprese markerti béhem
vyvoje. Velmi vhodnym modelovym organizmem pro studium pievodniho systému se jevi
transgenni mys$ s genem pro zeleny fluorescencni protein vloZzenym za promotor genu pro
konexin 40, Cx40:GFP mys, kde 1ze vizualizovat komorovy pfevodni systém. Pti studiu
riznych linii transgennich mysi, které maji zménénou expresi geni s potencialem ovlivnit
vyvoj ptevodniho systému, se Casto pro ucely morfologické analyzy prevadi studované mysi
linie na Cx40:GFP pozadi (kapitola 3.4.). Spravné interpretaci funkéni analyzy za pouziti
optického mapovani u takovych mysich linii pfedchazi popis situace u Cx40 heterozygot,
kde je funkce pfevodniho srde¢niho systému srovnatelna s normalnimi kontrolami typu ,,wild

type* (kapitola 3.2.).

1.4. Vyvoj prevodniho systému srdecniho a epigenetické faktory

Existuje stale mnoho neobjasnénych otazek tykajicich se vlivu epigenetickych faktori
na vyvoj pievodniho systému. Vrozena srdecni onemocnéni podminéna jen jednim genem
(naptiklad Fallotova tetralogie) maji i pfesto velkou fenotypovou variabilitu, ktera je
podminéna geneticky, ale i epigenetickymi faktory (Schroder et al., 2002). Jednim
z epigenetickych faktori, ktery zptisobuje vrozené kardiovaskularni malformace, jsou
abnormality v toku krve a hemodynamiky.

Pomoci podvazu cév Zloutkového vacku u kufecich embryi byl prokazan vzajemny
vliv dvou faktort: vlastnich pohybu stény srdce pii kontrakci srde¢ni svaloviny, kdy dochazi

k mechanickym zménam ve tvaru jednotlivych myocytt, a hemodynamickému efektu krve
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pusobici na sténu cév nebo vnitini vrstvu stény srdce (Poelmann et al., 2008). V dusledku
pusobeni obou faktord dochazi k riistu takzvaného ,,shear stress* na ptilehl¢ endotelie cév a
endokard. Extracelularni efekt proudici krve aktivuje mnoho biochemickych a molekularnich
kaskad a do jisté miry neznamym mechanismem dochdzi k pfevodu mechanického signalu na
chemicky. Zmény tohoto typu stresu ovlivni nartst cytoplazmatickych iontl vapniku

v endoteliich a nasledné se uvolni vasodilatator NO (oxid dusnaty). Dale ma ,,shear stress*
vliv na zménu exprese gent jako KLF2 (Kriippel - like factor - 2), NOS - 3 (Endothelial nitric
oxide synthase 3) a ET - 1 (Endothelin - 1) (Groenendijk et al., 2005). Caste¢né se na pienosu
signalu podili cilie vyskytujici se na endoteliich v mistech s nizkym a oscilatornim tokem
krve, svou roli v transdukci signalu maji zmény tvaru bunék a cytoskeletu (Poelmann et al.,
2008).

Dalsi in vivo metodicky piistup provadény na kutecich embryich zahrnuje zvySeni
hemodynamické zatéze podvazem vytokové Casti srdce - konotrunku, nebo snizeni zatéze
¢asteCnym podvazem levé siné. Pomoci optického mapovani byla dolozena korelace intenzity
hemodynamické z4téze a zralosti komorového pfevodniho systému projevujici se
nacasovanim konverze komorové aktiva¢ni sekvence z nezralé ve zralou (Reckova et al.,
2003; Chuck et al., 2004; Sedmera et al., 2004). Reakci na podvaz kontrunku bylo urychleni
nastupu zralé aktivacni sekvence od apexu k bazi béhem vyvoje a zmény v myoarchitektuie
zahrnujici mirnou dilataci komor, zesileni kompaktni vrstvy myokardu a zménénou spiralizaci
trabelul v levé komote. Naopak disledkem podvazu levé sin€ a snizeni hemodynamické
zatéze bylo zpozdéni zralé aktivaéni sekvence, presmérovani krve z levé poloviny srdce do
prave a nasledna hypoplazie levé ¢asti srdce spolené s kompenza¢nim vyvojem praveé
poloviny (Sedmera et al., 1999; Reckova et al., 2003). Dalsi disledek podvazu konotrunku je
expanze exprese enzymu ECE1 (Endothelin konvertujici enzym 1), dilezitého pro syntézu
endothelinu 1 a diferenciaci myocytt v buiiky Purkyfiovych vlaken, a souvisejici nartst
exprese CX40 znacici Purkynovy vlakna (Hall et al., 2004). Opac¢ny vysledek, tj. snizeni
MRNA pro CX40 a ECE, nastal po snizeni hemodynamické zatéze (Sedmera et al., 2004).

Soucasti disertacni prace je studie, kdy po organové kultivaci kufecich embryonalnich
srdci nasledovala analyza funkénost prevodniho systému za pouziti optického mapovani
(kapitola 3.1.). Simulaci pracovniho zatizeni pomoci injekce kapky silikonu do komory srdce
bez hemodynamického zatiZzeni bylo umoznéno studovat vliv prostého mechanického
napinani myocytli a hemodynamického ,,shear stress* oddélen€, coz neni mozné u vyse
zminénych studii in vivo. V podobné sérii in vitro kultivac¢nich experimentti na mysSich

embryich byly u vétSiny srdci pozorovany pravidelné kontrakce myokardu béhem kultivace,
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ale zaroven se potvrdila vyssi citlivost a velmi nizka mira funk¢nosti pfevodniho systému
b&hem optického mapovani po predchazejici kultivaci v porovnani s kufecimi embryi. Tyto
experimenty odhalily u mysich embryi pomérné Casty vyskyt aplného atrioventrikularniho
bloku (36% na ED11,5) se sou¢asnym vyskytem ektopické aktivace v oblasti vytokové ¢asti,
kdy dochazelo ke zpétné aktivaci komorového myokardu (\Vostarek et al., 2014).

Mezi dalsi epigenetické faktory ovliviiujici vyvoj kardiovaskularniho systému patii
hypoxie. Behem embryonalniho vyvoje dochdzi u savct zcela piirozené ke kratSim periodam
hypoxie az anoxie, na které jsou savci pomérné dobie adaptovani, ale i piesto mize dochazet
k vyskytu riznych vyvojovych defekt (redukce koncetin, malformace srdce a obliceje
(Webster and Abela, 2007)). V oblastech myokardu, kde je vrstva bun¢k relativné silna, je
vys$§i mira hypoxie (atrioventrikularni kanal, mezikomorova ptepazka, vytokova ¢ast,
kompaktni sténa levé komory). Tyto oblasti jsou zaroven misty, kde dochazi k diferenciaci
ptevodniho systému (Wikenheiser et al., 2006). Pti experimentalnim snizeni parcialniho tlaku
kysliku béhem vyvoje doslo k zvyraznéni miry hypoxie v téchto oblastech spolecné se
zvysenou mirou trabekularizace ve tkani levé komory. Efektivnost difuze je pravdépodobné
vysvétlenim pro zaznamenanou vyraznéjsi trabekularizaci levé komory. Embryondlni
angiogeneze reaguje na mnozstvi kysliku v prostfedi. Pii inkubaci zarodka kiepelky za
hypoxickych podminek byly zaznamenany abnormality koronarnich cév, zvysena kapilarni
hustota v oblasti mezikomorové prepazky a ztenéeni stén srdce, hlavné levé komory (Nanka
et al., 2008). U transgennich mysi s defektnim genem pro VCAM — 1 (Vascular cell adhesion
molecule) souvisi deficit koronarniho cévniho zasobeni se snizenim tloustky kompaktni stény
komorového myokardu a embryonalni letalitou (Kwee et al., 1995; Wessels and Sedmera,
2003). Vzajemna korelace oblasti vyskytu hypoxie a diferenciace pfevodniho systému je
otazkou a vyzvou pro budouci vyzkum.

Faktorem, ktery ovliviiuje kinetiku iontovych kanalli a srde¢ni funkci u embryonélniho
srdce, je teplota. Pro studium vlivu teploty na vyvoj a funkci srdce je kufeci embryo Casty
modelovy organizmus. Kufeci embryo relativné dobte toleruje vykyvy teplot béhem
inkubace, ale jen v rozsahu 33 - 40 °C. Dlouhodoba hypotermie a hypertermie ma teratogenni
az letalni efekt (Peterka et al., 1996), pii hypotermii se objevuje srdec¢ni hypertrofie (Boehm
et al., 1987). S teplotou se méni piimo tmérné srdeéni frekvence, dale hypertermie snizuje tok
iontd vapniku a ma prokazatelny vliv na SA uzel a vede az k blokiim ve vedeni vzruchu

(Vostarek et al., 2016).
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1.5. Konexiny a prevodni systém srde¢ni

Myocyty jsou vzajemn¢ propojeny tak, ze si mohou vyménovat ionty, metabolity a
signalni molekuly pomoci mezibunécnych spojeni typu gap junctions. Myocyty propojené
pomoci gap junctions maji nizky elektricky odpor a tvoii jeden funkéni celek - syncytium,
které umoznuje rychlé a koordinované §ifeni elektrického vzruchu. Kompletni kanal je tvofen
dvémi hexamernimi strukturami - konexony, tvofenymi 6 proteinovymi subjednotkami -
konexiny. Zmény v expresi konexinii mohou vést k abnormalnimu vedeni vzruchu a arytmiim
(Jongsma and Wilders, 2000).

V myokardu se nachazi tyto hlavni konexiny: Cx40, Cx43, Cx45, Cx30 a Cx30,2
(Obrazek 3, srhnuto v (Jongbloed et al., 2008)). Konexin rychle vedoucich srde¢nich tkani a
sini je Cx40. V pomaleji vedoucim pracovnim myokardu a distalnich ¢astech komorového
pfevodniho systému je exprimovan Cx43. Jeho absence vede ke zpomaleni vedeni vzruchu a
zvySené nachylnosti ke vzniku arytmii v pozdéjSich embryonalnich stadiich (Vaidya et al.,
2001). Cx45 se béhem vyvoje nachazi v primitivnim trubicovitém srdci, pro které je
charakteristické pomalé §ifeni vzruchu. Postupné se jeho exprese omezuje a u dospélce je
exprese hlavné v pomalu vedoucich SA a AV uzlech, a dale i v komorovém pievodnim
systému. U mysi s vyfazenym genem pro Cx45 dochazi ke vzniku blokd ve vedeni vzruchu a
nejpozdéji na ED10 k letalnimu srde¢nimu selhani (Nishii et al., 2003). U dospé&lych mysi se
Cx30,2 vyskytuje pievazné k AV a SA uzlech a Hisov¢ svazku (Kreuzberg et al., 2005). Cx30

ma expresi v ¢asti SA uzlu (Gros et al.,

Obrazek 3. Exprese jednotlivych konexinl v srdci

2010). Exprese jednotlivych konexind se dospélého jedince. Exprese znazornéna Sedou

vzajemné li§i v prostoru a ¢ase nejen barvou. TR - Tawarova raménka, HS - Hisuv
svazek, PV - Purkyfiova vlakna. Obrazek
béhem embryonalniho vyvoje, ale i v adaptovan dle Gros et al. 2010.
dospélosti. Podobna exprese konexind, —
OSA uzel predsine
jen s minimalnimi rozdily, je u vétSiny P
o H HS komory r
savcu (Miquerol et al., 2003). =
Cx40 je u dospélct pritomen Py

v myokardu sini, AV uzlu a komorovém

pfevodnim systému. Béhem

embryonalniho vyvoje je rozsah exprese

Cx40 v komorach §irsi v porovnani
s dospélci. U mysi se zac¢ind objevovat

exprese na ED9,5 v primitivni sini a
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komote. Béhem embryonalniho vyvoje dochazi k postupnému omezeni exprese Cx40 v
komorach jen na komorovy pievodni systém (Miquerol et al., 2003).

Piedpoklada se, ze mutace Cx40 genu u mySi mohou vést ke zvySené cCitlivosti k
fibrilacim sini (Simon et al., 1998; Hagendorff et al., 1999), ale pfesny mechanismus vlivu
Cx40 respektive jeho zménéné exprese na vznik arytmii (arytmogenezi) neni zdaleka
objasnén. U transgennich mysi s absenci Cx40 bylo zaznamenano Siroké spektrum abnormalit
ve vedeni elektrického vzruchu: prodlouzeni intra - atrialniho vedeni (Hagendorff et al.,
1999), atrioventrikularni blok prvniho stupné, prodlouzené vedeni v Hisov¢é svazku
(Vanderbrink et al., 2000), blok pravého Tawarova raménka, zmény QRS komplexu na
elektrokardiogramech ¢i zpomalené vedeni v levém Tawarové raménku (Simon et al., 1998;
van Rijen et al., 2001). Studie zabyvajici se vztahem mezi arytmiemi a Cx40 maji riznorodé
vysledky. U ¢loveka jsou polymorfismus genu pro CX40 (Hauer et al., 2006), zvySena
exprese CX40 (Dupont et al., 2001; Polontchouk et al., 2001) nebo ,,nonsence* mutace CX40
genu (Yang et al., 2010) spojovany se zvySenou pravdépodobnosti vzniku fibrilaci sini.
Rychlost §ifeni vzruchu se lis§i mezi levou a pravou sini u kontrolnich mysi, jak u dosp¢lct,
tak i u embryi po¢inaje ED15,5. Tato heterogenita mezi sinémi mizi u heterozygott a
homozygotu s absenci Cx40. Dle Leaf et al. (2008) je vznik elektrického vzruchu v SA uzlu
zavisly na Cx40 pocinaje ED15,5, kdy byla vétSina srdci s absenci Cx40 aktivovana z riznych
ektopickych mist v sinich. V nasi studii jsme prokazali, ze ektopicka aktivace atrii prevlada

jizna ED12,5 (kapitola 3.3.).

1.6. Optické mapovani

Funkeci pfevodniho systému srde¢niho béhem vyvoje Ize velmi dobfe studovat pomoci
vysokorychlostniho optického mapovani (Sedmera et al., 2005). Optické mapovani je metoda,
na které jsou zalozeny 3 ¢lanky této disertacni prace a v posledni publikaci data z optického
mapovani ptispivaji k popisu mysiho modelu pro syndrom dlouhého QT intervalu.

Princip metody (Obrazek 4) je zaloZen na pouziti potenciometrického barviva
vazajiciho se na bunééné membrany a reagujiciho v zavislosti na rozdilu potencialu uvnitf a
vné bunék zménou svych optickych vlastnosti, fluorescence. Piesny mechanismus reakce na
zménu napéti neni znam. Pravdépodobné souvisi s excitaci vyvolanou relokaci elektrického
naboje podél gradientu elektrického pole nebo s elektrickym polem vyvolanou reorientaci
barviva na plasmatické membran¢ (Efimov et al., 2004). Optické mapovani umoznuje

studium funkce pfevodniho systému uz u velmi ranych embryonalnich stadii (my$ ED9,5),
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kdy je pfimé meéteni mikroelektrodami obtizné proveditelné vzhledem k velikosti embryi, a to
diky pouziti systému virtualnich (optickych) elektrod.

Optické mapovani poskytuje in vivo fyziologické udaje - epikardialni aktivaéni mapy,
vznikajici analyzou dat z optického mapovani a berouci v iivahu ¢asoprostorovou osu. Z
aktiva¢ni mapy mohou byt vyhodnocena prvni aktivovana mista na epikardialnim povrchu a
smér vedeni elektrického vzruchu. Dohromady tvofici vzor komorové aktivacni sekvence,
jenz slouzi jako ukazatel zralosti pfevodniho systému. Dal§im parametrem, ktery 1ze hodnotit

z aktiva¢nich map, je rychlost $ifeni elektrického impulzu myokardem.

Obrazek 4. Schéma systému pro optické mapovani

vysokorychlostni -‘_> PC
CMOS kamera i TR

) fidici jednotka

kamery

zdroj svétla I ]
150W Xe 590nm LP
480-550nm
clona BP
565nm LP
dichroicky
epikardialni aktivacni mapa ; ] [ A
vodni profil intenzity 1 pixelu
imerzni objektiv v ¢ase pred a po derivaci
2x-10x

37°C,100% O,
Tyrodes

1.7. Vyznam studia pFevodniho systému srdecniho a aplikace zakladniho vyzkumu
Pochopeni signalizace diilezité pro vyvoj prevodniho systému srde¢niho je pfinosné

nejen pro 1ékate zabyvajici se klinickou praxi, ale také védce studujici srde¢ni onemocnéni

Vv dospélosti. Arytmie predstavuji skupinu kardiovaskularnich onemocnéni, kterd signifikantné

souvisi se zménami pii vzniku a §ifeni elektrického vzruchu pfevodnim systémem srde¢nim.
Arytmie vznikaji z mnoha diivodii, mezi nez patii kongenitalni onemocnéni srdce,

genetické mutace, starnuti a vlivy prostfedi. Mista vzniku arytmii nejsou v srdecni tkani

lokalizovéana zcela nahodné. Casta mista ektopické aktivace jsou umisténa napiiklad u vstupu

dutych zil, sinus coronarius, plicnich zil, nebo v mistech chirurgickych zasaht ¢i infarktu.
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Dle genomovych asocia¢nich studii (GWAS) pro arytmie a zmény v intervalech
elektrokardiogramii byly identifikovany dvé skupiny potencialné predispozi¢nich gent. Jsou
to geny kodujici iontové kanaly jako na piiklad KCNE1, KCNQ1, KCNH2, KCNJ2, SCN5A,
SCN10A a také geny dulezité pro vyvoj kardiovaskularniho systému: HAND1, HEY2, NKX2 -
5, PITX2, TBX3, TBX5, TBX20 (shrnuto v (Rentschler and Jay, 2014)). Ke vzniku arytmii
dochazi v dusledku plisobeni epigenetickych nebo genetickych faktorti nebo kombinaci
obojiho. Je znamo, ze béhem patologickych stavii dochazi k reaktivaci vyvojového genového
programu, kdy je genova exprese podobna expresi béhem embryonalniho vyvoje (Kang,
2006).

Ptikladem aplikace, podminéné dobrou znalosti genové exprese a regulace béhem
vyvoje pievodniho systému, miize byt pteprogramovani cardiomyocytd in situ na SA uzel a
nahrazeni umélého kardiostimulatoru timto biologickym pacemakerem. Tato myslenka je
podpotena studii, v které se podatilo pfeprogramovat komorové myocyty in vivo u dospélého
morcete pomoci Tbx18 transdukce na indukovany SA uzel (Kapoor et al., 2013).

Dalsi potencialni aplikaci je vyroba umélého myokardu pomoci in vitro technik
tkatiového inzenyrstvi. Uspéch implantace in vivo je podminén vyfesenim elektrického

napojeni (Jackman et al., 2015).
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2. Hypotézy a cile prace

Hypotézy

Cilem diserta¢ni prace bylo komplexné ptispét k porozuméni mechanismu podilejicich
se na vyvoji pfevodniho systému u obratlovct. Vychézeli jsme ze znalosti, ze vyvijejici se
pfevodni systém je citlivy k epigenetickym zménam, zejména citlivost ke zmeéné a mira
zmény jsou ovlivnény vnéj§imi vlivy prostiedi, mezi které se fadi i hemodynamické faktory.
Prvni hypotéza predikuje, ze se bez normalniho mechanického zatiZeni, které je podminéno

krevnim obéhem, nebude pievodni systém srdecni normalné vyvijet.

V dalsi fazi vyzkumu nas zajimalo, zda bude mit absence Cx 40, hlavniho konexinu
sini a komorového ptevodniho systému, vliv na funk¢énost prevodniho systému a na rychle
vedouci tkan sini. Pfedpokladame, ze Cx 40 bude nezbytny béhem vyvoje a ze bez néj dojde

ke zmomaleni vedneni vzruchu.

Mutace v genech kddujicich proteiny, které maji souvislost s vyvojem pfevodniho
systému, jako jsou proteiny iontovych kanalli, gap junctions proteiny, traskripéni faktory ¢i
jiné proteiny signalizacnich kaskad se podili na vzniku arytmii, pfipadné na dalSich zménach
ve vedeni vzruchu. Tteti hypotéza této disertacni prace predpoklada, ze se béhem vyvoje mysi
s funk¢éni inhibici KvLQT1 proteinu, ktery se podili na stavbé draslikovych kanall, zpomali

nitrokomorové vedni vzruchu.

Cile prace

Zhodnotit vliv mechanického zatizeni v raném vyvoji prevodniho systému kurete

Popsat normalni vyvoj prevodniho systému u mysi pomoci optického mapovani

Analyzovat vliv absence Cx40 na iniciaci, zpiisob a rychlost vedeni vzruchu v komorach

a sinich

U transgenni linie mysi a-MHC-KvLQT1-is02-T7, s fenotypem shodnym se syndromem

dlouhého QT intervalu, zhodnotit funkci komorového pievodniho systému
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3. Komentare k publikacim

Jednotlivé publikace jsou prezentovany v poradi, které je dané tematicky. V komentafri
jsou kratce shrnuty vysledky a diskuse. Cile, metody a souhrn vSech zavéra jsou uvedeny

samostatné.

3.1. Vliv mechanické zatéZe na ¢asny vyvoj prevodniho systému u kurete

Sankova B, Machalek J, Sedmera D. 2010. Effects of mechanical loading on early
conduction system differentiation in the chick. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2010
May;298(5):H1571 - 6.

Proudici krev ptisobi na okolni tkané komplexnim zptiisobem. Mezi hlavni sily, které
zprostiedkuji tento efekt, se fadi tlak plisobici na sténu cév podminény tlakem krve
(,,oscilatory stress‘), zat€z plynouci z mechanického napinani buné€k stény cévy pfti reakci na
zmény tlaku a vlastni tfeci sila proudici krve (,,shear stress*). Hemodynamické zmény jsou
nedilnou soucasti procesu kardiogeneze, podili se pietvoreni trubicovitého srdce ve
¢tyidutinovy organ (Lindsey et al., 2014). Abnormalni zmény toku krve souvisi s nékterymi
vrozenymi srde¢nimi vadami. Pro vétSinu vrozenych poruch je charakteristické, Ze neni
znama jejich presna etiologie. Nejéastéji jsou studie vénované uloze hemodynamiky
vV embryonalnim vyvoji zalozeny na mechanickém zasahu in vivo u kufeciho zarodku. Cilem
této prace bylo pochopit vliv prosté mechanické zatéze na vyvoj prevodniho systému za
pouziti in vitro metodického piistupu.

Vzajemné jsme porovnavali 3 skupiny explantovanych kuiecich srdci. Prvni
experimentalni skupinou byla kufeci srdce in vitro kultivovana 24 hodin bez hemodynamické
pracovni zatéze z ED3 na ED4 nebo z ED4 na EDS a nasledné opticky mapovana. Thned po
explantaci z vajicka byla opticky mapovana skupina kontrolnich srdci ED3, ED4 a ED5.
Posledni experimentalni skupinu reprezentovala srdce explantovana ED4 a kultivovana 24
hodin s pracovni zatézi, kterou jsme vyvolali naplnénim komory silikonovym olejem.

Pro jednotlivé embryondlni dny je typicky vyskyt vice komorovych aktivacnich
zpusobt, coz reflektuje ptirozenou variabilitu. Ve sledovaném ,,vyvojovém okénku‘ mezi
ED3 a EDS se vyskytuji vSechny aktiva¢ni vzory a dochazi ke konverzi aktivacnich zpiisobt.
Pfi experimentalnim zasahu s potencialnim vlivem na vyvoj pfevodniho systému je dulezity
spravny vybér vyvojového okénka. Piikladem muze byt testovani role endothelinové

signalizace poddnim blokatoru receptoru pro enzym zahrnuty v signaliza¢ni kaskéade, kdy byla
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reakce na farmakologicky zasah zaznamenana jen v pozdnéjsi fazi diferenciace komorového
ptevodniho systému (Sedmera et al., 2008).

U kontrolnich ED3 srdci pievlada aktivace primitivnim zptsobem, kdy aktivace
kopiruje tok krve smérem od baze k apexu. Nasledujici embryonalni den ED4 jiz ubyva srdci
aktivovanych od baze k apexu ve prospéch doc¢asného aktiva¢niho zptsobu vyuzivajici
primarni prstenec. V EDS5 jizZ je vétSina srdci aktivovana zralym zpusobem od apexu k bazi pfi
soucasném vyskytu i obou zbyvajicich aktivacnich zplisobii. Postupny néartist poctu srdci
aktivovanych zralym zptisobem od apexu k bazi doklada postupnou diferenciaci komorového
ptevodniho systému. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s diive publikovanymi vysledky (Reckova
et al., 2003; Chuck et al., 2004; Sedmera et al., 2004).

Vliv kultivace bez hemodynamické zatéze byl posuzovan na zakladé porovnani
frekvence vyskytu jednotlivych zptisobu aktivace soucasné se sledovanim morfologickych
zmén v konfokalnim mikroskopu. VSechna srdce explantovana ED3 a nésledné kultivovana
byla aktivovana primitivnim zptisobem od baze k apexu. Podobny efekt zpozdéni ve vyvoji
koverze aktivaénich zpisobu byl pozorovan i pii kultivaci z ED4 do EDS, kdy se jiz u ¢asti
srdci objevila aktivace pomoci primarniho prstence, ale stale ptevladal primitvni zplisob
aktivace od baze k apexu. Kultivovana srdce v porovnani s pfirozené vyvyjejicimi se srdci in
ovo méla prodlouzenou a kolabovanou vytokovou ¢ast, pozastaveny rust a regresivni zmény
ve stavbé trabekul. Trabekuly, vybézky do lumen komor srdce tvofené myokardem a tenkou
vrstvou endokardu, jsou v izkém a intenzivnim kontaktu s proudici krvi. Mista
nejintenzivnéSiho ,,shear stress“ u ED2 kufeciho embrya jsou vytokova ¢ast,
je v oblasti vné&jsiho zakiiveni a prostoru mezi trabekulami (Groenendijk et al., 2005). Na
zaklad¢ dat z naSeho experimentu lze predpokladat, Ze tvorba a diferenciace trabekul je
zavisla na hemodynamickém zatizeni.

Normalizace funkce pfevodniho systému bylo dosazeno pfi ,,zachraném* pokusu, kdy
pied kultivaci byla injek¢éné vpravena kapka silikonu do primitivni komory, bylo tak dosaZeno
distribuce aktivacnich zplisobt srovnatelnych s kontrolnimi. Za pouziti selektivniho inhibitoru
nesvalového myosinu II (blebbistatin) s efektem branici kontrakci, bylo ovéieno, ze
principem je pasivni natahovani myocytl nezdvislé na myosinu. Mechanické napinani
myocytl predstavuje nezbytny epigeneticky faktor pro ¢asny vyvoj ptevodniho systému
kufete.

O podobnou sérii experimentl jsme se pokouseli i u mys$i, kdy jsme chteli kromé

efektu zmén v hemodynamické zatézi testovat exogennim podanim rtiznych
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farmakologickych latek vyznam jednotlivych slozek endothelinové signaliza¢ni kaskady. Pro
velmi nizké procento srdci se spontanni srde¢ni aktivitou pii optickém mapovani jsme tento
smér vyzkumu museli ukoncit. Tato situace ilustruje citlivost srdce mysi jako modelového
organizmu v porovnani s embryi kufete ¢i kiepelky. Prace béhem optického mapovani
vyzaduje rychlé a pfesné zachazeni, kdy cas od disekce prvniho embrya predstavuje limitujici

faktor podminujici uspé$nost experimentu.

3.2. Normalni vyvoj komorového prevodniho systému a vliv absence Cx40 na vedeni

vzruchu v komorach

Sankova B, Benes J, Jr., Krejci E, Dupays L, Theveniau - Ruissy M, Miquerol L, Sedmera D.
2012. The effect of connexin40 deficiency on ventricular conduction system function
during development. Cardiovasc Res. 2012 Sep 1;95(4):469 - 479.

Morfologie a vyvoj pievodniho systému u mysi byly popsany histologicky, pomérné
dobfe byl charakterizovan i jeho vyvoj z molekularniho hlediska (Christoffels et al., 2010).
Nejnovéji vSak optické mapovani umoznuje studium funkéniho zapojeni prevodniho systému
béhem ontogeneze a ptipadné hodnoceni riznych parametrti s potencidlnim vlivem na vyvoj
prevodniho systému. Hlavnim cilem této prace bylo kvantitativné zhodnotit métitelné
parametry ziskané pomoci optického mapovani, jako jsou: aktivacni ¢as nezbytny pro aktivaci
levé komory, lokalizace prvniho aktivovaného mista, smér Sifeni vzruchu a zplsob aktivace.
Takto popsany normalni vyvoj pfevodniho systému u mysi umoznuje analyzu a interpretaci
vyvojovych zmén pozorovanych u riznych transgennich linii.

Laboratof Anatomického tstavu 1. 1ékaiské fakulty vybavena pro optické mapovani je
jedinou takovou laboratofi v ramci Ceské republiky a ani v ramci Evropy neni mnoho
laboratofi se zamétenim na optické mapovani. Mezi publikacemi, jejichZ soucasti jsou data
z optického mapovani, je minimum praci zaméfeno na vyvoj pievodniho systému u mysi.

V obdobi, kdy jsem do laboratote nastoupila v roce 2008, byly této problematice vénovany
jen dvé prace (Rentschler et al., 2001; Rentschler et al., 2002). Velkym nedostatkem téchto
praci byl fakt, Ze popis zplisobl aktivace ve studovanych embryonalnich dnech byl zaloZen na
minimélnim poctu analyzovanych srdci ve skupiné a situace vypadala jednotné, tzn. vyskyt
vzdy jen jednoho aktiva¢niho zpiisobu v daném embryonalnim dni.

Pomoci metody optického mapovani jsme studovali funkci prevodniho systému u mysi
pocinaje ED9,5. Zpisoby aktivace komor jsme roz¢lenili do kategorii vyuzivajici pro aktivaci

pracovniho myokardu: primarni interventrikularni prstenec; levé Tawarovo raménko; pravé
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Tawarovo raménko; ob¢é raménka a prechodny zptisob aktivace. Typicka situace v daném
embryonalnim dni je reprezentovana spektrem nékolika aktiva¢nich zptisobt (Reckova et al.,
2003) a proto neni mozné popsat normalni vyvoj analyzou méné nez 10 embryi ve skuping.
Prvni primitivni aktivacni vzor, ktery se objevi v ¢asném vyvoji pfevodniho systému u mysi,
je aktivace pomoci primarniho interventrikularniho prstence. Na rozdil od kufete, kde se jako
prvni zpusob aktivace objevuje aktivace od baze k apexu, nebyl tento typ aktivace doposud
nikdy pozorovan u mysi. Vedeni elektrického impulzu v rozmezi ED9,5 - 11,5 je
charakteristické tim, Ze je vyuzit primarni interventrikularni prstenec, struktura v oblasti
budouciho mezikomorového septa. Jak pokracuje vyvoj srdce, postupné mizi aktivace pomoci
primarniho interventrikularniho prstence (ED12,5 se vyskytuje naposled) a je nahrazovana
aktivaci pomoci Tawarovych ramének. Z komorového pievodniho systému je prvni aktivni
levé raménko, ale s vyskytem ptechodného typu aktivace, kdy je prvni aktivované misto na
apexu levé komory a v okamziku, kdy elektricky impulz dosdhne oblasti vznikajiciho
mezikomorového septa, je rychlost §ifeni vzruchu navySena, coz naznacuje, ze preferencné
vedouci oblast primarniho prstence je stale aktivni. V ED11,5 se stava aktivni i pravé
raménko. V ED14,5 je vétSina srdci aktivovanych ze dvou center, ale ojedinéle bylo prvni
aktivované misto jen na jedné strang. Sifeni elektrického impulzu se urychluje nejvyrazngji ve
,»Vyvojovém okénku“ mezi ED10,5 - 12,5, coz vyplyva z porovnani aktiva¢nich ¢asii u
jednotlivych embryondlnich dnli. Rychlost §ifeni vzruchu je podminéna zptiisobem aktivace,
pro aktivaci pomoci primarniho prstence je charakteristické relativné pomalé vedeni

V porovnani se zralou rychlou aktivacni sekvenci od apexu k bazi.

Zhodnoceni normalniho vyvoje aktivace komor poskytuje nezbytny ramec pro analyzu
transgennich mysi s potencialnimi vadami pfevodniho systému. Pro interpretaci zmén
pozorovanych u mySich modelt je nutné systematické a kvantitativni studium aktivacnich
sekvenci. Jako pozadi byla pouzita ziskana data béhem analyz mysi postradajici geny pro
Cx40, Tbx1 (zatim nepublikovano), ErbB2 (nepublikovano) a u mysiho modelu pro syndrom
dlouhého QT intervalu (publikace 4). Vlivu absence Cx40 na funkci komorového ptevodniho
Systému béhem vyvoje se vénuje druhd cast této publikace.

Rozdily mezi genotypy pii analyze aktivacnich ¢asti komor nebyly pozorovany.
Sledovani Cetnosti vyskytu jednotlivych aktivacnich sekvenci komor odhalilo zna¢ny pokles
frekvence aktivace pomoci levého Tawarova raménka na ED12,5 a ED14,5 u embryi s
absenci Cx40. U heterozygott byla ¢etnost vyskytu také snizena, ale v menSim rozsahu. Podil
aktivacnich sekvenci se zacal obracet v ED16,5, kde bylo aktivni levé Tawarovo raménko u

vSech genotyptl v téméf plném rozsahu. Frekvence pravostranné aktivace zacala klesat u mysi
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s Cx40 deficitem, coz naznacuje rozvoj dysfunkce pravého Tawarova raménka. Nejvyraznéjsi
fenotyp byl zaznamenan v ED18,5, kde srdce bez Cx40 méla funk¢éni pravé Tawarovo
raménko pouze v 33% piipadech, na rozdil od 96% u heterozygoti a 94% wild type kontrol.
Vyskyt bloku pravého raménka je v souladu s jiz publikovanymi pracemi se zaméfenim na
studium absence Cx40 u dospélct (Simon et al., 1998; Tamaddon et al., 2000). Blok pravého
Tawarova raménka je tedy vzhledem k jeho morfologii, kdy v pozdnéjsich fazich vyvoje
dochazi k remodelaci v relativné tenky svazek, povazovan za citlivy indikator dysfunkéniho
prevodniho systému. V této pozdéjsi fazi se pak plné projevuje nezbytnost ptitomnosti

konexinu 40 pro jeho funkci.

3.3. Vyznam Cx40 pro vedeni elektrického vzruchu v sinich béhem vyvoje

Benes J Jr, Ammirabile G, Sankova B, Campione M, Krejci E, Kvasilova A, Sedmera D.
2014. The role of connexin40 in developing atrial conduction. FEBS Lett. 2014 Apr
17;588(8):1465 - 9.

Cx40 je hlavni protein vodivych bunécnych spojl (gap junctions) exprimovany v
sinich a komorach od ¢asnych fazi embryogeneze. Jak embryogeneze pokracuje exprese Cx40
Vv sinich se neméni, na rozdil od komor. Nicmén¢ funk¢ni vyznam Cx40 béhem vyvoje
prevodniho systému se zamétfenim na siné byl doposud studovan v omezené mite, kdy se
tomuto tématu se vénovala jedna publikace (Leaf et al., 2008).

Pti optickém mapovani musi byt analyzovana tkan zaostena v jedné ohniskové
roving, tento fakt nekomplikuje mapovani embryi ve stadiu ED10,5; u ED12,5 musi byt
odstranéna vytokova Cast zakryvajici oblast mezi levou a pravou sini. Ouska sini u ED14,5
jsou relativné velkd, prodluzuji se smérem doptedu a to neumoznuje umisténi celé plochy sini
do jedné roviny a tak se komplikuje interpretaci ziskanych dat. Orientace srdci pii optickém
mapovani sini se li§i od ptistupu pfi aktivaci komor, uspé$nost experimentu je podminéna co
nejkrat§im casem pokusu, coZ neumoznuje reorientaci analyzovaného srdce, proto nelze
beéhem jednoho experimentu analyzovat sin¢ i komory soucasné. V dusledku tohoto faktu
jsme se v dalsi samostatné praci zaméfili na vliv absence Cx40 na vedeni vzruchu v sinich.

V ED10,5; ED12,5 a ED14,5 bylo zaznamenano rtiznorodé vedeni rychlosti vzruchu
sinémi v zavislosti na Cx40 genotypu. Vliv nedostatku Cx40 se projevil prodlouzenim
aktivacniho Casu sini, ktery byl vyrazné prodlouZen hlavné u ED10,5 a ED12,5 stadii
Vv porovnani s ED14,5. Pravdépodobny diivod ménici se sily fenotypového projevu, ktery

klesal se stafim embryi, souvisi se vzdjemnou funk¢ni ndhradou jednoho konexinu pfi
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nedostatku druhého. Takova funkéni substituce byla jiz diive popsana. Protoze exprese Cx43
Vv sinich zacina az v ED12,5 (Delorme et al., 1997), je v ranéjsich fazich vyvoje funkéni
nahrazeni vylouceno. U kontrolnich a heterozygotnich embryi bylo prvni aktivované misto v
oblasti ptfedpokladaného SA uzlu. U mysi s absenci Cx40 se objevily dvé atridlni aktivacni
sekvence, aktivace z SA uzlu a ektopicka aktivace vychazejici vzdy ze stejné oblasti pravého
ouska. Pfestoze SA uzel Ize imunohistochemicky lokalizovat pomoci Anti - HCN4 protilatky,
Chybéjici Cx40 behem vyvoje ovliviiuje aktivacni sekvence Sifeni vzruchu v sinich a
vyrazné zpomaluje rychlost Sifeni elektrického vzruchu sinémi. U ¢lovéka byl prokazéan vztah
mezi predispozici k fibrilaci sini a mutaci genu pro Cx40 (Yang et al., 2010). Cx40 ma
dilezitou roli pii fyziologickém vyvoji sini a dalsi studium této problematiky rozsiti

pfedstavu o molekularnim mechanismu rozvoje supraventrikulanich arytmii.

3.4. Funkéni inhibice proteinu KvLQT1 draslikovych kanalii a vliv na funkci

komorového prevodniho systému

de la Rosa AJ, Dominguez JN, Sedmera D, Sankova B, Hove - Madsen L, Franco D, Aranega
A. 2013. Functional suppression of Kcnql leads to early sodium channel remodeling and
cardiac conduction system dysmorphogenesis. Cardiovasc Res. 2013 Jun 1;98(3):504 - 14

V této studii jsme Se spole¢né s kolegy z Univerzity Jaén pokusili rozsifit miru znalosti
o transgenni mysi linii o - MHC - KvLQT1 - is02 - T7, modelovém organizmu pro studium
syndromu dlouhého QT intervalu (LQTS, (Demolombe et al., 2001)). Zaméfili jsme se na
studium zmén exprese sodikovych kandli, a jejich vzdjemnému vztahu se zménami
morfologie a funkce komorového ptevodniho systému, spole¢né s nové popsanou srde¢ni
hypertrofii u toho mySiho modelu, ktera se objevuje béhem pozdniho embryonalniho vyvoje.

Syndrom dlouhého QT intervalu je kongenitalni porucha s incidenci 1:2000 (Schwartz
et al., 2009) charakterizovana prodlouZzenym ak¢énim potencialem v komorach, ktery se na
EKG ktivce se projevuje prodlouzenim QT intervalu. Pacientim hrozi zvysené riziko
synkopy nebo ndhlého umrti v diisledku komorové arytmie. Prodlouzeni QT intervalu je
podminéno sniZzenim toku draslikovych iontli smérem ven z buiikky béhem faze platd nebo
repolarizace akéniho potencialu, nebo zvyseni toku vapnikovych a sodikovych iont do bunky
béhem depolarizace. Mutace 3 hlavnich genti (KCNQ1, KCNH2, SCN5A) zptisobi vétsinu
ptipadd LQTS. Mutace v dalSich 10 genech je ddvana do souvislosti s LQTS. U ndmi

studované transgenni mysi byl funkéné inaktivovan KvLQT]1 protein (kddovany genem
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KCNQ1), ktery ma dulezitou roli pti repolarizaéni fazi a podminuje Ixs pomalou slozku
zpozdéného vyrovnavaciho toku iontd drasliku ven z bunék. Exprese dominantn¢ negativni
lidské izoformy 2 proteinu KvLQT1 je u studované transgenni linie pod kontrolou promotoru
pro a - MHC. Izoforma 2 nedava vzniknout funkéni podjednotce kanalu a na izomorfu 1
tvotici kandl ma dale dominantné negativni efekt.

V plvodni praci (Demolombe et al., 2001) je fenotypova analyza transgenni linie
zaméiena na zmeény exprese draslikovych kanalt, toku iontt drasliku, délky trvani akéniho
potencialu a EKG parametry u postnatalnich stadii. V ramci pavodni studie vznikly 3 linie o -
MHC - KvLQT1 - is02 - T7, které se vzajemné lisily intenzitou exprese dominantné negativni
izoformy 2 proteinu KvLQT1, a tedy i mirou fenotypovych zmén. Pro tc¢ely nasi studie byla
vybrana linie HOS s nejniz§i mirou exprese transgenu a s fenotypem nejvice odpovidajicim
LQTS. Protoze je znamo, ze dochazi sekundarn¢ ke zméndm exprese iontovych kanal v
reakci na zmény srde¢niho rytmu (Aiba and Tomaselli, 2010), je pravdépodobné, Ze se mohou
objevit i zmé&ny komorového pfevodniho systému jako reakce na vyskyt arytmie. VéEtSina
mutaci, které zpiisobi LQTS souvisi se zménami draslikovych kanald, ale zhruba 10 - 15%
ptipadi je podminéno mutaci genu SCN5A, ktery koduje jednu z podjednotek sodikového
kanalu. Simula¢nim navysenim sodikovych tokt (Cardona et al., 2010) se podatilo
experimentalnim pfistupem potvrdit vliv na prodlouzeni trvani akéniho potencialu.

Kolegové z Univerzity Jaén nové popsali u této transgenni linie hypertrofii srdce, k
rozvoji které dochazi mezi ED14,5 a ED18,5. Souvislost srde¢ni hypertrofie a LQTS jiz byla
dolozena i v n€kolika pfedchazejicich studiich (Kang, 2006). Za pouziti RT - PCR a
imunohistochemického pfistupu byla nové€ identifikovana zvySena exprese sodikovych kanal
Vv Casné fazi embryonalniho vyvoje, tj. diive, neZ dochazi k remodelaci draslikovych kanali.
Zvysena exprese kanali korelovala se zménami toku sodikovych iontli a zpomalenim obnovy
pfi inaktivaci.

Za pouziti optického mapovani embryonalnich stadii ED14,5, ED18,5 a dospélct jsme
Vv nasi laboratofi doplnili data ¢asti prace vénované funkci komorového pievodniho systému.
Parametr, ktery byl odliSny u transgenni linie, byl celkovy ¢as nezbytny pro aktivaci levé
komory. Doslo k jeho prodlouzeni a to az u pozdniho embryonalniho stadia a u dospélcti. Pro
identifikaci pfi¢iny pomalejSiho vedeni vzruchu jsme po zaznamenani spontanni elektrické
aktivity srdce provadéli elektrickou stimulaci, umoZnujici odliSeni pficiny sniZzené rychlosti
vedeni vzruchu mezi komorovym pievodnim systémem a pracovnim myokardem. Stimula¢ni
elektroda byla umisténa k bazi levé komory, aby nedoslo k interferenci s komorovym

pfevodnim systémem, a elektricky impuls byl dale veden jen pracovnim myokardem. Pfi
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porovnani aktivacnich ¢ast stimulovanych srdei transgenni linie a kontrolni skupiny nebyl
zaznamenan zadny statisticky signifikantni rozdil. Funk¢ni inhibice KvLQT1 proteinu nema
tedy vliv na rychlost vedeni ektopického vzruchu pracovnim myokardem, ale je zpomaleno
vedeni spontanniho vzruchu komorovym pfevodnim systémem.

Soucasti analyzy pomoci optického mapovani je sledovani cetnosti aktivaénich
zpusobt komor béhem vyvoje. Jiz u ED14,5 byla v porovnani s kontrolni skupinou zménéna
distribuce aktivaénich zptsobu. Je typické v ED14,5 Ze pievlada aktivace smérem od apexu k
bazi s prvnim aktivovanym mistem na apexu obou komor, coz naznacuje, ze jsou funkcni ob¢
Tawarova raménka. U transgenni linie pfevladala aktivace pouze levym Tawarovym
raménkem. U dalSiho analyzovaného stadia ED18,5 byla zména distribuce aktivaénich
zpiisobll vyrazna a dodrZovala stejny trend jako u ED14,5 (95% kontrolnich versus 12%
transgennich srdci aktivovano od apexu obou komor soucasné). Funkéni analyza optickym
mapovanim odhalila u transgenni linie vyskyt bloku pravého Tawarova raménka u vétSiny
ED18,5 srdci.

Pro ucely morfologické analyzy komorového ptfevodniho systému byla pievedena
transgenni linie na pozadi Cx40:GFP. Byly pozorovany zmény komorového pievodniho
systému, které byly v korelaci s daty z optického mapovani. V distalni ¢asti Purkynovych
vlaken obou komor ED18,5 embryi byla zaznamenana redukce sité¢ GFP pozitivnich vlaken
pfi porovnani s kontrolami. V ¢asnéj$im stadiu ED14,5 byla snizena intenzita GFP signalu v
trabekulach, kde se diferencuji Purkynova vlakna. I pfestoze byl sniZzen vyskyt GFP
pozitivnich bunék v obou komorach, na funkci levého Tawarova raménka to vliv nemélo,
pravdépodobné diky mohutné vyvinuté souvislé vrstvé vladken, kterymi je levé raménko
tvofeno. Pravé raménko je v pozdé&jSich fazich vyvoje remodelovéano v relativné tenky
svazek, ktery je vnimavy a citlivy ke zménam a proto miiZze byt povaZzovana aktivita pravého

raménka za indikator dysfunkéniho pfevodniho systému.
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4. Zavéry:

Mechanické zatizeni v raném vyvoiji prevodniho systému kurete

Organova kultura srdci bez pracovniho zatizeni v obdobi, kdy dochazi ke zméné aktivac¢nich
zpusobi, vede ke zpomaleni az regresi konverze od baze k apexu smérem ke zralejsim
zptisobuim aktivace.

Funk¢ni fenotyp je pii absenci mechanického zatizeni myokardu doplnén morfologickymi
zménami, kdy jsou redukovany trabekuly, pozastaven rist a vytokova cast je prodlouzena.
V komorach se funkéni fenotyp normalizuje pfi ,,zachrannych® pokusech, kdy je vyvolana

béhem kultivace pracovni zatéz.

Pro normalni vyvoj prevodniho systému u mys$i je charakteristické

V jednotlivych embryonalnich dnech se zaroven vyskytuje vice zplsobu aktivace komor a to
odpovida ptirozené variabilité.

Primitivni aktivaci srdce od baze k apexu, kopirujici tok krve, se nepodafilo zaznamenat u
nejcasnéjs$iho mapovaného stadia - ED9,5.

V casné fazi embryonalniho vyvoje je typicky zptisob aktivace primarnim prstencem,
strukturou preferencné vedouci vzruch v oblasti vznikajici mezikomorové prepazky. Tento
zpusob aktivace postupné béhem vyvoje mizi a v ED12,5 je zaznamenan zcela sporadicky.
Rychlost §ifeni vzruchu je podminéna zpiisobem aktivace komor. K vyraznému zrychleni
vedeni elektrického vzruchu dochézi ve ,,vyvojovém okénku* mezi ED9,5 az ED12,5, kdy
umérné tomu klesé pocet srdci aktivovanych do¢asnym zptisobem pomoci primarniho

prstence.

Vliv absence Cx40 na iniciaci, zpusob a rychlost vedeni vzruchu v komorach a sinich

V pozdni fazi vyvoje (vyznamné od ED18,5) se objevuje blok pravého Tawarova raménka
popsany diive u dospélct s deleci genu pro Cx40.

Od ED125 je vétsina sini aktivovana z ektopického mista lokalizovaném v pravém ousku.
Rychlost sifeni vzruchu v sinich je podminéna Cx40 genotypem, kdy uplnd absence Cx40
vede k vyraznému zpomaleni vedeni.

Pravdépodobné je u pozdnéjsich stadii (ED14,5) absence Cx40 kompenzovana Cx43 (pocatek
exprese ED12,5).
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Funkce komorového pifevodniho systému transgenni linie mys$i o-MHC-KvLQT1-is02-T7

Dochazi k prodlouzeni ¢asu nezbytného pro aktivaci levé komory u pozdniho embryonéalniho
stadia (ED18,5) a u dospélcu.

Vedeni ektopického vzruchu pracovnim myokardem se nezmeénilo, ale bylo zpomaleno
vedeni spontanniho vzruchu komorovym pfevodnim systémem.

Objevuje se blok pravého Tawarova raménka u vétSiny ED18,5 srdci.
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