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Abstrakt

Tlakové pretizeni v dospélém myokardu vede k rozvoji srde¢ni hypertrofie. Vyssi vyskyt Zivot
ohroZujicich arytmii u levostranné hypertrofie se poji se strukturalni, mechanickou a elektrickou
remodelaci myokardu. Vznik pro-arytmogenniho fenotypu zahrnuje fadu faktord, jejichz role jsou
zavislé na konkrétnim experimentalnim modelu a stadiu srde¢niho selhani. V této studii jsme se
zamérili na jednotlivé faktory remodelace u unikatniho modelu tlakového pretizeni srdce potkana
indukovaného v neonatdlnim obdobi.

Druhy postnatalni den byla samcim potkana kmene Wistar provedena konstrikce
abdominalni aorty. Rozvoj kardiomegalie byl spojen se signifikantnim poklesem vahovych pfirtstkd
patrnych jiz od 6. tydne. Normalizovand hmotnost srdce vzrostla ve véku 12 tydnu o 45 % u skupiny
s kompenzovanym (AC 1) a 0 109 % u skupiny s dekompenzovanym (AC Il) fenotypem. V tomto véku
bylo provedeno EKG a pomoci histologickych a imunohistochemickych metod byla u AC Il skupiny
analyzovana pro-arytmogenni remodelace pracovniho i prevodniho myokardu. Signifikantni
prodlouzeni QT a QTc intervalu na EKG svédcilo o pro-arytmogenni remodelaci, avSak komorové
arytmie pozorovany nebyly. V pracovnim myokardu doslo k poklesu exprese jak Cx43 o 15 %, tak
jeho fosforylované formy (p-Cx4338) o 23 %. Byla zjisténa vyznamnd negativni korelace mezi
rozvojem fenotypu a mnoZstvim exprese p-Cx43%3%8, Mnoistvi fibrézy bylo 2,5 x vétsi nez u Sham
operované skupiny. V myokardu pfevodniho systému srdec¢niho jsme pozorovali zvétSeni priméru
Purkynovych vldken o 75 %. VSechny zaznamenané zmény vytvareji pro-arytmogenni substrat

znamy z dospélého myokardu vystaveného nadmérné hemodynamické zatézi.

Klicova slova: komorové arytmie, neonatdlni myokard, levostranna hypertrofie, konexin 43,

srdecni fibrdza



Abstract

In adult heart, pressure overload leads to cardiac hypertrophy. Higher propensity
of hypertrophied myocardium to life-threatening arrhythmia is attributed to structural, mechanical
and electrical remodeling. Pro-arrhythmogenic remodeling comprise several factors depending
on an experimental model and a stage of heart failure. This thesis aims to characterize the impact
of these factors in our unique model of pressure overloaded neonatal rat heart.

The constriction of abdominal aorta was performed at postnatal day 2 in male Wistar rats.
Decreased body weight, significant since week 6, was observed during development
of cardiomegaly. At 12 weeks, the heart to body weight ratio was increased by 45% and by 109% in
group with compensated (AC |) and decompensated (AC Il) heart failure, respectively. At this age,
the ECG was recorded and histological and immunohistochemical measurements were performed
to analyze the pro-arrhythmogenic remodeling of working myocardium and cardiac conduction
system.

The markers of pro-arrhytmogenic remodeling such as significant prolongation of QT and
QTc intervals were observed in the ECG recordings of AC Il animals. However, spontaneously
occurring arrhythmias was not detected. Further analysis of working myocardium showed decrease
in Cx43 expression and its phosphorylated form (p-Cx43%3%%) by 15% and by 23% respectively,
compare with Sham animals. Moreover, a significant negative correlation between the p-Cx43°368
expression and severity of heart failure (based on HW/BW) was observed. The fibrosis content
increased 2.5 times compared to Sham operated rats. Analysis of the cardiac conduction system
showed remodeling of Purkinje fibers and increase in their diameter by 75%. All these changes

create a pro-arrhytmogenic substrate well known from adult models of pressure overloaded hearts.

Key words: ventricular arrhythmias, neonatal heart, left ventricular hypertrophy, connexin 43,
myocardial fibrosis



Seznam zkratek

AC
AG2
AP
AV
BPM
cAMP
CICR

Cx

DAB
DAD
EAD
ECM

EF

GJ
HW/BW

KM
LK
LVH
NGS
PBS
PBT
PK
PKA
PKC
PMJ
PSS
RAS
RYR

aortalni konstrikce

angiotenzin Il

akéni potencidl

atrio-ventrikularni

pocet srdec¢nich uderl za minutu (z ang. beats per minute)
cyklicky adenosinmonofosfat

vapnikem indukované uvolnéni vapniku (z ang. calcium induced calcium
release)

konexin

3,3'-diaminobenzidin

pozdni naslednd depolarizace (z ang. delayed afterdepolarization)
¢asna nasledna depolarizace (z ang. early afterdepolarization)
extraceluldrni matrix

ejekéni frakce

gap junctions

pomér hmotnosti srdce ku hmotnosti téla (z angl. heart weight to body weight
ratio)

kardiomyocyt

leva komora

hypetrofie levé komory (z ang. left ventricular hypertrophy)

kozi sérum (z ang. normal goat serum)

fosfatovy pufr

fosfatovy pufr s Tween 20

prava komora

proteinkindza A

proteinkindza C

Purkinje myocyte junction

prevodni systém srdecni

renin angiotensinovy systém

ryanodinové receptory



SA
SERCA
SF

SR
TTBS
TGF-B
VWV
WGA

sinoatridlni uzel

sarkoplazmaticka Ca%* - ATPaza
srdecni frekvence
sarkoplazmatické retikulum
pufrovany solny roztok s Tween 20
transformujici rlstovy faktor
vrozené vyvojové vady

lektin Wheat Germ Agglutinin
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1 Uvod

Srdce je Zivotné dlleZity organ, ktery zajistuje krevni obéh a tim pfrisun kysliku a Zivin pro
ostatni tkdné. U lidi za¢ind bit jiz 22. den embryonalniho vyvoje a musi fungovat aZ do konce Zivota.
Spravna srdecni funkce je zavisla nejen na mechanickych vlastnostech srdce, ale také na spravné
rytmicité a propagaci elektrického signdlu myokardem. Arytmie, tedy poruchy v propagaci vzruchu,
predstavuji zavazny problém s vysokou klinickou i ekonomickou relevanci.

Rozvoj pro-arytmogeniho substratu se poji s fadou srdecnich patologii. Remodelace
myokardu vedouci k rozvoji tohoto substratu, mize vznikat v disledku dlouhodobého pusobeni
tlakového pretizeni. Zmény ve strukture srdecni stény ovliviiuji jak mechanické, tak elektrické
vlastnosti srdce, které se stava nachylnéjsi ke vzniku arytmii. Pro remodelaci srdce v dusledku
hemodynamického pretizeni je typické provdazani jednotlivych faktor( a zavislost na stadiu rozvoje
patologie.

Na potkanim modelu zavedeném na Fyziologickém ustavu AV CR byla ji dfive popsana
specifickd reakce myokardu vznikajici v duasledku indukce zvySené hemodynamické zatéze
v neonatdlnim obdobi. V periodé hyperplastického ristu kardiomyocytli (KM) zvifata vykazovala
lepsi funkéni odpovéd na tlakovou zatéz. Je zndmo, Zze podminky kratce po narozeni mohou ovlivnit
odpovéd myokardu v dospélosti. V této diplomové praci jsme proto analyzovali, zda v dospélosti
bude mit vliv na rozvoj pro-arytmogenniho fenotypu spojeného s hemodynamickym pretizenim
fakt, Ze indukce byla navozena v hyperplatické fazi srdecniho ristu. Zaméfili jsme se na pro-
arytmogenni faktory znamé z humanni mediciny i zvifecich modell levostranné hypertrofie (LVH)
a srde€niho selhani. Konkrétné jsme stanovovali zmény v expresi, fosforylaci a bunécné lokalizaci
konexinu 43 (Cx43), jakozto hlavniho Cx exprimovaného v srde¢nich komorach, a rozvoj fibrézy
v myokardu. Vzhledem ke vzrlstajicimu poctu studii potvrzujicich roli termindlni ¢asti prevodniho
systému srdec¢niho (PSS), konkrétné Purkyrovych vlaken, v patogenezi arytmii u patologicky
remodelovaného myokardu, jsme se v analyze arytmogeneze na tomto specifickém modelu zaméfili
i nané.

Ziskand data mohou prispét k lepsSimu pochopeni elektrofyziologickych zmén u déti
s vrozenou vyvojovou vadou srdce spojenou s hemodynamickym pretizeni levé komory (LK), jako je
napriklad aortalni stendza ¢i koarktace aorty. U téchto vad také dochazi k vlivu tlakového pfetizeni
na myokard v ¢asnych fazich vyvoje, které se ndasledné muzZe projevit i u dospélych jedincu

a komplikovat jejich naslednou lécbu.
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2 Literarni prehled
2.1 Tlakové pretizeni

Tlakové pretizeni vznika pfi mechanickém zatizeni srdce, u kterého musi srdce prekondvat
zvySeny afterload. Afterload je tlak, proti kterému srdce pfi systole vypuzuje krev z komor. Aby doslo
k dostate€nému vypuzeni krve do aorty a plicnice, musi srdce vyvinout dostatecné silnou kontrakci,
aby afterload prekonalo (Tarazi and Levy, 1982). Velikost afterloadu se odviji od vice faktor(. Je dana
napftiklad tlakem v aorté, systémovym tlakem a systémovou vaskularni rezistenci. Pokud dojde ke
zvySeni afterloadu, musi srdce vyvinout pfi systole vétsi silu nez za normalnich podminek. Ve sténach
komor vznikd nadmérné pnuti a miZe dojit k tlakovému pretizeni (Sidebotham and Le Grice, 2007).

Mezi nejCastéjsi priciny vzniku tlakového pretizeni LK patfi hypertenze, latky zvysujici krevni
tlak a nékteré vrozené vyvojové vady (VVV) srdce (Frohlich and Susic, 2012). Nej¢astéjsimi VVV
srdce, pojicimi se s tlakovym pretizenim LK jsou aortalni stendza a koarktace aorty. Dohromady se
s nimi v CR narodi asi 43 déti za rok a mohou se pojit se zavaznymi zdravotnimi komplikacemi
(Samének and Votiskova, 1999).

Na tlakové pretiZeni reaguje srdce spusténim adaptivnich mechanismd, které mu pomahaji
zvysSené naroky prekonat. Kratkodobé to mizZe byt tfeba zvySeni tepové frekvence nebo zvyseni
preloadu, tedy objemu krve v komorach na konci diastoly. Pfi dlouhodobéjsim plsobeni tlakového
pretizeni vsak tyto mechanismy nestaci (Ostadal and Vizek, 2003). V srdci se tak spousti abnormalni
genova exprese, v jejimz dusledku dochazi ke zménam na molekuldrni, bunécné i intersticialni
urovni. Aktivované procesy vedou k remodelaci myokardu. Jeji prabéh uréuji hemodynamické

zmény a neurohumoralni regulace (Cohn et al., 2000).
2.1.1 Kompenzované stadium LVH

Kompenzacni mechanismy aktivované pfi tlakovém pretizeni slouzi k zachovani stalych
hemodynamickych podminek organismu. Déje se tak predevsim pomoci remodelace myokardu.
Remodelace je soubor procesu, které vedou ke zméné struktury srdecni stény (Cohn et al., 2000).
Zasadni zména, kterda ve sténé nastane, je narlst v jeji Sifce. Ztlusténi stény komory podle
Laplaceova zdkona vede ke zvySeni efektivity kontrakce pfi systole. Tento zdkon je vyjadren jako
S=P xr/2h a popisuje vztah mezi napétim stény (S), tlakem v komore (P), polomérem komory (r)

a Sifi myokardu (h) (Obr. 1) (Ostadal and Vizek, 2003).
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U dospélého myokardu s terminalné diferencovanymi KM dochazi k rlstu tkané predevsim
hypertrofii. Tedy v narlstu objemu jednotlivych bunék (Norton et al., 2002). V zavislosti na plvodu
a typu pretizeni srdce, se mohou vyskytovat rizné formy hypertrofie. Pro tlakové pretizeni je typicka
hypertrofie koncentrickd, u niz KM rostou predevsim do Sitky. Zvétsuji tak Sitku stény myokardu bez
ovlivnéni jejiho priméru. Nové sarkomery zde vznikaji vzhledem ke stavajicim vlaknGm myokardu
paralelné (Nadruz, 2015). V souladu s Laplaceovym zakonem dochdzi podle miry pretizeni
k proporciondlnimu ztlusténi stény komory tak, aby se v komore vyrovnalo systolické napéti (Obr. 1)

(Ostadal and Vizek, 2003).

Laplacelv zakon:

S=PxR/2h

Obrazek 1: Schéma reakce na zvySeny afterload dle Laplaceova zakona.
Stres ve sténé myokardu (S) o daném poloméru (R), ktery vznika zvySenim tlaku (P) je vyrovnavan
narlstem v Sifce myokardu (h). Upraveno dle Affolter and Ghanayem (2014).

Dal$im vyznamnym faktorem pfispivajicim k vyrovnani tlakovych poméru je fibrotizace.
Narast v poctu a objemu fibroblastli a kolagennich vldken ovliviiuje predevsim extracelularnim
matrix (ECM) tkané (Lajiness and Conway, 2012). Hlavni sloZzkou srde¢ni ECM je kolagen
produkovany fibroblasty. Vétsina kolagennich vldken je tvofena kolagenem typu 1, tvoficim silna
10 % kolagennich vlaken srdci. V ECM jsou zastoupeny také glykosaminoglykany, glykoproteiny
a proteoglykany (Frangogiannis, 2019). ECM ve tkani ma znacny vyznam pro srdecni ¢innost
a zmény ve strukture ECM se mohou na srdecni funkci vyznamné projevit (Gyongyosi et al., 2017).

Spoustét fibrotizaci mohou naptiklad makrofagy, vaskularni buriky nebo také myocyty,

pomoci produkce raznych signdlnich molekul (Gonzalez et al., 2018). Pro iniciaci je klicovy narust
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koncentrace pro-fibrotickych rlistovych faktord a cytokin(, které vedou k diferenciaci fibrocyt(.
Ptrikladem muZe byt drdha aktivovana transformujicim rlstovym faktorem  (TGF-B). Tento rlstovy
faktor indukuje fosforylaci dalSiho transkripéniho faktoru Smad, ktery se translokuje do jadra
a spousti transkripci gen( pro fibrotickou odpovéd (Walton et al., 2017).

K diferenciaci fibroblastli mize dochdzet z vice bunécénych typ(. Jako zdroj pro jejich vznik
mohou slouZit napfiklad hematopopetické progenitorové buriky (Frangogiannis, 2019). Pfi vyvoji
jsou také dulezité transformace bunék. V prenatdlni fazi mdze dochdzet napfiklad k procesu
epitelidlni-mezenchymové transformace. Tedy pfeméné epitelidlnich bunék na fibroblasty (Wynn,
2008). Dale mohou rlstové faktory, jako je napfiklad TGF-B a kostni morfogeneticky protein,
iniciovat endotel-mezenchymalni transformace, které se uplatiuji pfi formaci srdecnich chlopni
(Ganong, 2005).

V kompenzované fazi tlakového pretizeni byly popsany zmény zrychlujici vedeni elektrického
impulzu. K tomuto efektu prispivda zména poméru délky a Sirky KM pomoci pfidavani novych
sarkomer (Toure and Cabo, 2010), i kdyz tento efekt je pozorovan prevainé v pripadé hypertrofie
spojené s prodlouzenim KM (Wiegerinck et al., 2006), fada dalSich praci poukazala na zrychleni
vedeni vzruchu v disledku zmén na Urovni gap junction (GJ). Za povsSimnuti stoji také fakt, Ze v reakci
na tlakovou zatéz hypertrofuji nejen pracovni komorové KM, ale i Purkynova vldakna. Studie na
dospélych potkanech ukdzala krom zménén v geometrii Purkyfiovych vilaken i zvyseni exprese Cx40,
ktery je spolecné s Cx43 pro né typicky. Autoli tento nalez pfipisovali zvySeni rychlosti vedeni
vzruchu, a tedy adaptaci Purkynovych vldken na hypertrofovanou masu LK (Harris et al., 2012).

S narlGstem objemu myokardialni tkané je potreba zajistit jeji dostatecné okysli¢eni. To se
v srdci déje prevaziné diky vazodilataci koronarniho recisté. Naroky na spotrebu kysliku a Zivin jsou
v srdci nejvyssi ze vSech organ( i za fyziologickych podminek (Verdejo et al., 2012). Zaroven ma ale
srdce pouze malou arteriovendzni diferenci (Ganong, 2005). Pfi hypertrofii se tak mlze stat, Ze
narlst v okysliceni tkané pomoci vazodilatace nestaci a ve sténé komory se muze rozvijet hypoxie
spojena s aktivaci signdlnich drah vedoucich k angiogenezi (Kayar and Weiss, 1992).

VSechny vySe zminéné parametry maji za Ukol zajistit dostate¢nou kontraktilni funkci srdce
a udrzeni srdecniho vydeje. Adaptivni mechanismy, které pfechodné vedou ke zlepsSeni efektivity
Cerpaci funkce srdce a pomahaiji tak udrzet LVH v kompenzovaném stadiu, vSak maji své limity. Pfi
zavazném a dlouhodobém tlakového pretizeni, mohou byt tyto limity prekroceny. Adaptivni procesy

nasledné prechazi v procesy maladaptivni a vedou k poklesu srde¢niho vydeje (Anversa et al., 1991).
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2.1.2 Dekompenzované stadium LVH

Pretrvavaijici signalizace vedouci k hypertrofii, fibrotizaci a apoptdze mohou vést k dilataci
a k vyraznému zhorseni srdecni funkce (Mann, 2003). Pfi nadmérném ztlusténi stény komory
u koncentrické hypertrofie je ovlivnéna jeji plasticita. Neumérny rozvoj fibrézy v poméru ke
kontraktilni sloZce tkané, vede ke zvySeni tuhosti komory. K narlstu kolegennich vidaken v ECM
dochazi predevsim okolo cév, v oblastech perimysia a endomysia (Gonzdlez et al., 2018).
Nedostatecnd poddajnost ovliviiuje transport kysliku a sniZuje relaxaci myokardu pfi diastole. To ma
vliv pfedevsim na naruseném plnéni komory krvi (Detterich, 2017).

Snizeni end-diastolického objemu se ndsledné projevi na ejekéni frakci (EF), jakoZto hlavniho
parametru popisujici ¢erpaci funkci srdce. Je to podil krve, ktery je pfi jedné systole z komory
vypuzen, vyjadieny v procentech. Pro vypocet plati vztah EF=Vs/VED, kde Vs je objem na konci
systoly a VED end-diastolicky objem. Za normadlnich podminek se hodnota EF u LK pohybuje okolo
65 % (Ganong, 2005).

Dojde-li k poklesu EF, dojde také k poklesu krevniho tlaku a ndsledné aktivaci renin
angiotensinového systému (RAS). Snizeny krevni tlak v ledvindch pomoci baroreceptort
juxtaglomerularnich bunék indukuje sekreci reninu (Crowley and Coffman, 2012). Ten je sekretovan
do krevniho obéhu, kde reaguje s angiotensinogenem, tim vznikd molekula angiotenzinu I. Z toho
nasledné angiotenzin konvertujicim enzym odstépi ¢ast aminokyselin a vznika angiotenzin Il (AG2)
(Lorell, 1995). AG2 pfitomny v obéhu poté muze plsobit pfimo v srdci nebo se dostane zpét do
ledvin. V ledvinach spousti syntézu aldosteronu, ktery zvysi zpétnou resorpci Na* a vody. Tim dojde
ke zvétSeni objemu extraceluldrni tekutiny a preloadu (Sayer and Bhat, 2014). V srdci se AG2 véaze
na specifické AT1 receptory, které mohou pfispivat k fibrotizaci tkdné (Frangogiannis, 2019).

Aktivovany RAS také zpuUsobuje vazokonstrikci a zvySeni krevniho tlaku, ¢imZ se zvysi
i afterload. Dlouhodobé aktivovany RAS tak mUzZe zplsobovat jak objemové, tak tlakové srdecni
pretizeni (Sayer and Bhat, 2014). U hypertrofované i dilatované komory vzrlstaji naroky na spotiebu
kysliku. Dochazi tedy k dilataci koronarnich cév. Trvale zvyseny tlak v koronarnich cévach vsak muze
narusit vrstvu endotelu a jeho schopnost produkovat oxid dusnaty. Snizend syntéza této vazoaktivni
latky nasledné muze vést k nedostateénému okysliceni tkané (Rajapakse et al., 2015). K maladaptaci
prispivaji i dlouhodobé dysbalance vegetativniho systému. Napfiklad zvyseni tonu sympatiku, které

vede ke zvyseni ionotropie, je spojovano s vyssim vyskytem arytmii (Johnson and Antoons, 2018).
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K rozvoji hypoxie muze dochazet také kvali narQistu objemu tkané hypertrofované komory.
Pti hypertrofii sice dochazi ke vzniku novych cév, neovaskularizace vsak neprobiha v dostatecné
mife. Narust krevniho teciSté tak neni proporciondlni k narlstu objemu tkané. Snizena hustota
kapilar ve tkani vede ke zvySeni difuzni vzdalenosti pro kyslik a zpomaleni dodavani kysliku
jednotlivym burikdm (Kayar and Weiss, 1992).

Nedostatek kysliku v bufikdch vyznamné ovliviiuje energeticky metabolismus a nasledné
i metabolismus Ca?*. Zmény Ca®* metabolismu v srdci mohou mit vdzné nésledky pfi diastole. Pro
relaxaci srdeéniho svalu je kliové sniZeni cytoplazmatické koncentrace Ca?*. To je zajisténo
vychytavanim Ca?* z cytoplazmy do sarkoplazmatického retikula (SR) pomoci sarkoplazmatickych
Ca%*-ATPaz (Hendrych et al., 2016). Exprese téchto pump je vsak pfi tlakovém pfetiZeni snizena
(Periasamy and Kalyanasundaram, 2007). To pfispiva k nahromadéni Ca?* v cytoplazmé a naruseni
relaxaéni schopnosti komory. Navic jsou ovlivnény ryanodinové receptory (RYR) na SR. Pokud je
cytozolicky Ca?* pfili$ vysoky, mohou se RYR otevfit a spustit Ca*indukované uvolfiovani Ca* neboli
»calcium induced calcium release” (CICR) ze SR. Spontanni otevirani RYR mUzZe vyvolat kontrakci a
vést k srdecnim arytmiim mechanismem pozdni ndsledné depolarizace (DAD) (Duan, 2010).

Spolec¢né pusobeni maladaptivnich procest v dekompenzovaném stadiu LVH muzZe vést k
naruseni srdecni funkce, arytmiim a srdec¢nimu selhani. Srdecni selhani je stav, pfi kterém srdce
nedostatecné plni svoji funkci. Tkané jsou tak nedostatecné zasobovany a vznika hypoxie. Postizené
tkané spousti signalizace parakrinnimi, endokrinnimi i nervovymi cestami (Salman, 2015). Srdecni
selhani je tedy komplexni stav organismu, ktery se poji s vysokou mortalitou. Umrti pfi této

multiorganové dysfunkci mlze byt zplsobeno vice pri¢inami (Giordano, 2005).
2.1.3 Tlakové pretiZzeni v neonatdlnim obdobi

Stejné jako u dospélych srdci dochdzi nasledkem tlakového pretizeni u fetalnich
a neonatadlnich srdci k ztlusténi LK. V této fazi vyvoje viak jeSté nedoslo ke specializaci KM a jejich
vystoupeni z bunécného cyklu. Srdce tak muize reagovat na zvySenou tlakovou zatéz specifickym
zpUsobem. Mechanismus, ktery se zde pfi nardstu v Sifce stény uplatiuje, je bunécna proliferace,
a tedy hyperplasticky rast tkané (Sedmera et al., 2003b). Proto v tomto ptipadé nelze proces
ztlusténi LK oznacovat jako hypertrofii. Tento termin popisuje zvétSeni tkané pouze narlstem
objemu bunék (Claycomb, 1977). V neonatdlnim obdobi je vSak narlist v objemu stény komory

zplUsoben predevsim hyperplazii s jistou mirou hypertrofie (Sedmera et al., 2003b). Proto je pro
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ztlusténi stény ve fetdlnim a neonatdlnim obdobi vhodné;jsi pouZivat termin kardiomegalie (Ostadal
and Vizek, 2003).

Dulezitou podminkou limitujici adaptaci na tlakové pretizeni je adekvatni vyvoj cév. Pokud
tlakové pretizeni spusti abnormdlni bunécnou proliferaci, musi dojit také k akceleraci vyvoje
koronarniho tecisté (Gogiraju et al.,, 2019). Tento efekt byl popsdan u neonatdlnich potkan(
s navozenym tlakovym pretizenim AC. U téchto zvifat byl pozorovan nar(st ve sténé komory, ktery
byl v dostatec¢né mife doprovazen narlistem v koronarnim fecisti. Hustota kapilar ve tkani tak zlstala
zachovéana (Kolar et al., 1998). Podobné tomu bylo u jehnat s provedenou AC, u kterych nebyl
zaznamendn pokles ve vaskularni hustoté ¢i korondrni rezervé (Flanagan et al., 1991).

Podobné jako u hypertrofie, také u kardiomegalie dochazi k narlGstu v poctu non-
myocytalnich bunék. Pfi navozeni tlakového pretizeni byl zaznamenan signifikantni rozvoj fibrotické
tkané. Na rozdil od hypertrofovaného myokardu tak rozvoj kolagennich vlaken v ECM myokardu ma
mensi dopad na negativni ovlivnéni plasticity komory (Kolar et al., 1998). Tento efekt byl pozorovan
napriklad ve studii Mohammadi et al. (2019), kde byl u mysi s AC provedenou v neonatalnim obdobi
pozorovan mensi dopad na ¢erpaci funkci srdce.

Tlakové pretizeni je v tomto obdobi sice velice dobfe kompenzovano, avsak po prekroceni
limitd, maze i zde dochazet k maladaptacim (Novotny et al., 2003). Nasledna dekompenzace mlze
vést napfriklad k dilataéni kardiomyopatii. Tyto pfipady jsou v pocatecnich stadiich spiSe vyjimecné,
ale po prekroceni kompenzacnich limitd muize tlakové pretiZzeni navozené u neonatdlnich srdci vést

k dilataci, srde¢nimu selhani a letalité u starsich zvirat (Sedmera et al., 2003b).
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2.2 Elektricka aktivita srdce

Spravné vedeni elektrickych vzruchl v srdci ma zdsadni vliv pro efektivni pumpovani krve.
K $iteni impulzl slouZi sit specializovanych KM. Ty tvofi PSS, ktery udava srdci rytmicitu (Stejfa,
2007). PSS je autonomni struktura, neni tedy fizena centralni nervovou soustavou, ale mize byt

vegetativnim nervstvem ovlivnéna (Cihak, 2016).
2.2.1 Srdecni automacie

Automacie srdce je jeho vlastnost samovolné vytvaret vzruchy k vlastni aktivaci. Déje se tak
pfevaziné v sinoatrialnim uzlu (SA), ktery obsahuje nodalni (nebo také pacemakerové) myocyty. Ty
maji v membrané oproti ostatnim bunkam vyrazné méné K* kanall pro proud lx1 zodpovédny za
membranovy potencial. Proto je jejich membranovy potencidl nestabilni, pohybuje se okolo -65mV

a prechazi do spontanni depolarizace (Stejfa, 2007).

Akéni potenciadl
+35 = pacemakerovych bunék

Membranovy potencial (mV)

J-Na*

\ 4

Cas (ms)

Obrazek 2: Pribéh AP u pacemakerovych bunék.
Upraveno dle Singh et al. (2016).

Spontanni depolarizace vznikd diky hyperpolarizaci aktivovanym cyklickymi nukleotidy
fizenym kandlidm HCN4, které zprostredkujici ,funny” Ifproud. Jsou propustné jak pro Na* tak pro
K*ionty a aktivuji se béhem repolarizace pfi hodnotach membranového potencidlu pod -40 mV.

Vtok Na* prevazi vytok K*a pozitivni naboj zacne pomalu depolarizovat membranu. Zvysujici se
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membranovy potencidl spusti aktivaci Ca2* kanal( a naopak uzavieni HCN4 kanalG (DiFrancesco,
2006). Pacemakerové bunky obsahuji dva druhy Ca2* kanal(: kandly typu T (transient) a kandly typu
L (long-lasting). T typ Ca2* kanalu se pfi pocatecni depolarizaci otevird jako prvni, proud Ca2*
pozvolna posouva membranovy potencidl ke kladnéjSim hodnotam, dokud nedojde k dosaZeni
prahu pro otevieni L typu kandlG. Po prekroceni tohoto prahu (neboli thresholdu) dojde
v pacemakerové burice, diky intenzivnimu proudéni Ca2* do burky, ke vzniku akéniho potencidlu
(AP). Na vrcholu AP se aktivuji draselné kandly a vytok K* spousti repolarizaci (Obr. 2) (Jakoi and
Carbrey, 2015).

Popsanym mechanismem, s drobnymi modifikacemi podle mista vzniku, dochdzi ke

generovani impulzu aktivujici pracovni myokard (Stejfa, 2007).
2.2.2 Pacemakery a jejich hierarchie

Za normalnich okolnosti SF udava SA uzel a je tedy tzv. primarnim pacemakerem (struktura
udavaijici rytmus). Lezi v pravé sini nad uponem trikuspidalni chlopné (Obr. 3) a je tvofen tfemi typy
myocytl: nodalnimi myocyty, myocyty prechodného typu a myocyty typu Purkynovych vldken.
Elektricky impulz vyvoldvajici systolu vznikd v nodalnich myocytech, které maji schopnost se
spontanné depolarizovat (Cihdk, 2016).

Sekundarnim pacemakerem je atrio-ventrikuldrni (AV) uzel leZici na rozhrani sini a komor
pod endotelem sifiového septa (Obr. 3). Stejné jako SA uzel obsahuje nodalni myocyty, které jsou
schopné spontanni depolarizace. Frekvence depolarizaci je vSak nizsi nez v SA uzlu (Hall and Guyton,
2015). Proto diky tzv. overdrive efektu, ktery popisuje, Ze srdci udava rytmus centrum s nejrychlejsi
frekvenci, se spontanni aktivita AV uzlu za fyziologickych podminek neprojevi. Pfi patologiich mize
byt funkce SA uzlu narusena. V téchto ptipadech prebira roli pacemakeru AV uzel, avsak s nizsi
frekvenci (Vassalle, 1977).

AV uzel neni jedind struktura v srdci, ktera m(ze roli pacemakeru prevzit. Buriky v zakonceni
Purkynovych vlidken také mohou depolarizaci spoustét a funguji tedy jako tzv. latentni pacemakery.
se tak pouze v pfipadé, Ze dojde k narugeni funkce u obou hierarchicky nadfazenych struktur (Stejfa,

2007).
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2.2.3  Autonomni ovlivnéni

Jak bylo zminéno, srdce vykazuje vlastni automacii, avsak srdecni frekvence (SF) mlze byt
modulovana vegetativni nervovou soustavou pres sympaticka nervovd vldkna nervi cardiaci
thoracici a parasympatickd vlakna rami cardiaci nervi vagi (Cihak, 2016). Parasympatickd nervova
zakonceni uvolnujici acetylcholin plsobici na buriky pfes muskarinovy receptor M2. Jeho pusobeni
je zprostifedkovano sprazienim s G-proteinem a uvolnéni B-y podjednotky. Vysledny negativné
chronotropni efekt (zpomaleni SF) je dan otevienim muskarinovych K* (KAch) kanal(i a v mensi mife
také primym efektem na proud lf (Yamada 2002). Naopak pozitivné chronotropni efekt, tedy
zvysujici SF, maji sympaticka vlakna uvoliujici noradrenalin. Ten ptfes Bl adrenoreceptor zvysuje
intracelularni koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery otevird Ca2* kandly typu

L a zvySuje strmost spontdnni depolarizace (Ganong, 2005).
2.2.4 Prevodni systém srdecni

Elektricky potencial vznikajici v SA se S$ifi z pacemakerovych myocytd na myocyty
pfechodného typu a nasledné na myocyty typu Purkyriovych vldken. Ddle se vina depolarizace Sifi
sinémi a aktivuje jejich kontrakci. Skrz siné se impulz Sifi patrné internodalnimi spoji. Avsak jejich
existence u rlznych ZivocisSnych druhl je stale predmétem diskuze (Liebman, 1985). Jedna se
o preferencni drahy, kterymi se impulz Sifi rychlosti asi 1 m/s, tedy rychleji nez pracovnim
myokardem sini. Tyto drahy se sbihaji v AV uzlu (Obr. 3) (Kafer, 1991).

Sinoatrial node

Interatrial conduction tract
(Bachmann's bundle)
Internodal atrial conduction tracts

Atrioventricular
node Atrioventricular
junction

Bundle of His
Left bundle branch

Left posterior fascicle

Y
::‘M- Left anterior fascicle
“7\\‘- Right bundle branch

Pl : \ l1 Purkinje network
Lat N
h | 3

‘S Purkinje fibers

1. Superior vena cava 7, Tricuspid valve
2. Inlet of the superior 8. Right ventricie
vena cava 9. Interatrial septum
3. Right atrium 10. Interventricular septum
4. Inlet of the inferior 11, Left atrium
vena cava 12. Mitral valve
5. Coronary sinus 13, Left ventricle
8. Inferior vena cava

Obrazek 3: Schéma PSS
Upraveno dle Wesley (2016).
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AV uzel ma vyznamnou ulohu pfi pfechodu signalu ze sini na komory. Vedeni vzruchu je v AV
uzlu vyrazné zpomaleno. Zpomaleni je pfipisovano mensimu priiméru KM a jejich usporadani ve
tkani, jejiz ECM je bohatd na pojivovou tkan. Dale snizenim exprese Na* kandlu a specifické expresi
Cx (Temple et al., 2013). Vysledné nodalni zdrZeni trvd asi 0,1 s a ma vyznamnou fyziologickou funkci
pro srdecni revoluci. Bez zdrZeni v AV uzlu nedojde ke kompletnimu vypuzeni krve ze sini. Snizi se
tim end-diastolicky objem, a tedy i objem vypuzeny z komor neboli tepovy objem (Stejfa, 2007).

Z AV uzlu se vina depolarizace Sifi na komory pres Histv svazek. Ten vystupuje z AV uzlu
a jako jedina svalova spojka mezi myokardem sini a komor prochazi trigonum fibrosum dextrum. To
je €ast fibrézniho srdecniho skeletu, ktery jinak dokonale izoluje myokard sini od myokardu komor
(Grim and Druga, 2016). V interventrikularnim septu se Hislv svazek déli na pravé a levé Tawarovo
raménko. Raménka jsou stejné jako Hislv svazek dobfe izolované struktury, které rychle vedou
elektricky impulz. Pravé raménko aktivuje pravou komoru (PK), levé raménko LK a interventrikularni
septum. Raménka se od sebe morfologicky lisi. Tato asymetrie pravdépodobné vznikla kvali
nepoméru komor, a tedy rozdilu v objemu pracovniho myokardu, ktery jednotlivd raménka aktivuji
(Sedmera and Gourdie, 2014).

Na raménka navazuji Purkynova vldkna. Vytvareji pod endokardem komor trojrozmérnou sit
a napojuji PSS na pracovni myokard. K napojeni dochazi v misté tzv. Purkinje-myocyte junkce (PMJ).
Jedno Purkynovo vldkno muize aktivovat 5 000 — 10 000 KM. Spoustéji tak synchronni kontrakci
komor (Grim and Druga, 2016). Na druhou stranu, jak Purkynova vldakna, tak PMJ byla v nedavné
dobé identifikovana jako zdroj arytmii u fady patologickych stav(i a vtomto ohledu jsou predmétem

intenzivniho studia (Boyden et al., 2016; Haissaguerre et al., 2002; Scheinman, 2009).
2.2.5 Aktivace pracovniho myokardu

Depolarizace se z Purkynovych vlaken $ifi na pracovniho KM. Priibéh AP u KM v pracovnim
myokardu je znazornén na Obr. 4. Oproti AP PSS vykazuje pracovni myokard klidovy membranovy
potencial a nedochdzi u néj ke spontanni depolarizaci. Sifeni vzruchu myokardem je zaloZeno na
pasivni depolarizaci cytoplazmatické membrany proudem pfichozim GJ ze sousednich KM, které
jsou jiz alespon ¢astecné depolarizovany. Stejné jako u nervl nebo kosterni svaloviny zde iniciuji
zahajeni depolarizace napétové sensitivni Na* kanaly. Po otevieni napétim ovladanych Na* kanalu
dojde k rychlé depolarizaci (oznacena na Obr. 4 jako faze ,0) a ,,vystfeleni“ hodnot membranového
potencialu (Ganong, 2005). Selektivni kandl pro Na* ma dvoji vratkovani. Uzavieny kanal pripraveny

k aktivaci ma uzaviend vnitini vratka, ty se pfi depolarizaci oteviraji a propousti ionty pres
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membranu. Kanal se inaktivuje pfi hodnotach membranového potencialu, které se blizi
rovnovaznému napéti pro Na* (Goldin, 2003). Pfi vzrlistu membranového napéti na 40 mV proto
dochazi k uzavreni vnéjsich vratek a jeho inaktivaci. Spolecné s proudem K* po elektrochemickém
gradientu ven z bunky (proud ,transient outward” l,o) umoznuje docasnou inaktivace repolarizace
a tim prodlouzeni trvani AP. Jednad se pravdépodobné o adaptaci na vyssi SF. Poéatecni repolarizace
je v8ak u pracovnich KM pouze ¢aste¢na a snizuje membranovy potencial na hodnoty okolo 0 mV
(oznacena na Obr. 4 jako faze ,1“). Pfi téchto hodnotdch membranového potencidlu nastavaji
optimalni podminky pro proud Ca2* (Stejfa, 2007). Za poviimnuti stoji fakt, Ze u fady laboratornich

zvitat, jako potkan ¢i mys, chybéjici It zkracuje délku AP (Varré et al., 1993).

Akéni potencial pracovnich KM

+50 —|

Membranovy potencial (mV)

-100 —

Cas (ms)

Obrazek 4: Priibéh AP u pracovniho KM.
Upraveno dle Singh et al. (2016).

Vapnikové kandly se oteviraji pti hodnotach okolo -40 mV béhem depolarizace. Maji dvoji
vratkovani stejné jako Na* kanaly, ale vyrazné pomalejsi kinetiku. Jejich molekularni struktura je
velice komplikovand. Krom otevirdni a zavirani kanalu dle zmén v napéti jsou tyto kanaly regulovany
také autonomnimi nervy (Dolphin, 2018). Napfiklad adrenergni signalizace spousténa pres cAMP,
tim se aktivuje proteinkindza A (PKA). PKA pomoci navadéciho proteinu ,A-kinase anchoring
protein“ fosforyluje threonin a serin na C-termindlni ¢asti proteinu. Timto mechanismem se zvysi

pravdépodobnost vyskytu proteinu v oteviené konformaci (Kamp and Hell, 2000).
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Pomala kinetika Ca%* kanalu je zdkladem pro tzv. platé fazi (vyznacena na Obr. 4 jako ,2°).
Pti této fazi je zachovano pomérné konstantni membranové napéti mezi 0 az -20 mV. Vtok iontl
nejen udriuje membrdnové napéti, ale také zvySuje hladinu Ca?* v cytoplazmé (Feher, 2012).
Zvysenim intracelularni koncentrace se spousti CICR. Diky naslednému vyraznému zvyseni
koncentrace Ca?* dojde ke kontrakci svalové buriky. Dochazi tedy k excitaci spfazené s kontrakci, pfi
niZ je intenzita svalové kontrakce vyrazné ovlivnéna intracelularni koncentraci Ca%* (Kho et al., 2012).
Délka plato faze tak pfimo ovliviiuje velikost kontrakce. Za patologické situace, kdy je tfeba energii
ke kontrakci Setfit, napf. v ischémii, dochazi k aktivaci specidlniho typu K* kanalu, tzv. Katp kanalu,
ktery zkrati délku repolarizace (Noma, 1983).

Vtok Ca?* iontll pfes Ca?* kandly L typu do buriky vyrovndva pomaly vytok K*iontd do
extracelularniho prostoru. Po pfiblizné 200-400 ms se zacnou Ca?* kandly inaktivovat. Proud
K* z bunky zaCne prevaZovat a vyrazné se zrychli diky otevreni dalSich repolarizacnich kandla. Diky

ubytku kladnych K* iont dojde k repolarizaci buriky (viz. Obr. 4, faze ,,2,3“) (Feher, 2012).
2.2.6 Gap junction

Jak bylo uvedeno vyse, pro vzniku depolarizace v pracovnim KM je klicovy prenos iontl ze
sousedni bunky depolarizujici membranovy potencidl do hodnot, kdy dojde k aktivaci Na*. K tomu
v srdecni svaloviné slouzi elektrické propojeni sousednich bunék v oblasti interkalarnich diskd. Toto
eklektické spojeni umozniuje plynulé Sifeni vzruchu pracovnim myokardem a srdecni sval je také
proto oznacovan jako funkéni syncitium. Pro prfenos depolarizace jsou vyznamné predevsim spoje
typu GJ tvorené konexony (Kwak and Jongsma, 1996). Konexony jsou kanaly vznikajici oligomeraci
Sesti podjednotek.

Tyto podjednotky se nazyvaji Cx. Kazdy Cx ma Ctyfi transmembrénové podjednotky, dvé
extracelularni smycky a jednu smycku intracelularni. Smérem do cytosolu jsou také orientovany oba
proteinové konce (Delmar et al., 2018). Konexony na plazmatickych membrandach sousednich bunék
se propojuji a tvori tak kanal, ktery umoziuje prlichod malym molekuldm (Obr. 5). Volné tak mohou
prochazet napfiklad ionty, metabolity, cAMP a dalsi signalni molekuly (Ganong, 2005). Bunécna
komunikace pres GJ je tedy krom Sifeni depolarizacni viny také dulezitda pro mezibunéénou
signalizaci.

U lidi je znamo 21 rGznych Cx. Jsou pfitomny skoro ve vSech burikdch a maji rlizné role. Jsou
dllezité pro udrzeni funkce tkani nebo vyvoj organu. Jejich dysfunkce tak mize zplisobovat zavainé

patologie (Oyamada et al., 2005). Jednotlivé Cx se oznacuiji Cisly dle své molekulové hmotnosti,
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napfiklad Cx43 ma hmotnost 43 kD. DalSi moznosti jejich déleni je dle sekvence proteinu a délky
celuldrni smycky. Cx se podle téchto parametrli déli do péti skupin oznacenych pismeny fecké
abecedy. Toto déleni zamezuje nepfesnostem v oznacovani, kdy homologni Cx maji u rdznych druhd
rdznd jména (Nielsen et al., 2012).

V srdci je exprimovdano vice izoforem Cx, u lidi jsou to prevainé Cx40, Cx43 a Cx45. Jejich
exprese zavisi na typu srdecnich bunék a lisi se u rlznych ZivociSnych druhd (Verheule and Kaese,
2013). Napfriklad u mysi se v srdci exprimuje navic pomalu vedouci mysi Cx30,2 pfitomny v PSS, kde
podporuje zdrzeni v AV uzlu (Kreuzberg et al., 2006). U ptakd byla prokdzana pritomnost Cx42

v komorovych strukturdch PSS, ktera ma funkci savéiho analogu Cx40 (Gourdie et al., 1993).
Extracelularni prostor
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Obrazek 5: Znazornéni struktury Cx, jejich skladani do konexont, vznik mezibunéénych kanall a
GJ

Ve struktufe proteinu E1-E2 znaci extraceluldrni smycky. M1-M4 transmembranové domény. CL
interceluldrni smycku. N a C intraceluldarné orientované konce proteinu. Prevzato z Kidder and
Mhawi, (2002).

Exprese je rlizna také v ontogenezi, napriklad pomalu vedouci Cx45 se vyskytuje v srdci velmi
hojné pfi vyvoji. S postupujicim vyvojem je vSak jeho exprese snizovana a v pracovnim myokardu
komor se nésledné vykytuje pomérné zfidka. V dospélosti je typicky hlavné pro GJ bunék SA a AV
uzlu (Yamada et al., 2003). Podobné je ve vyvoji potlacena exprese Cx40 v komorach. U dospélcl je
tak jeho vyskyt omezen na myokard sini, AV uzlu a prevodni systém komor (Miquerol et al., 2003).

Naopak je to mu Cx43, ktery je u vyzralého savciho a ptaciho myokardu typicky predevsim pro
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pracovni KM komor (Jansen et al., 2010). Deregulace exprese jednotlivych forem Cx je spojovana jak
se zménami ve vyvoji srdce, kdy napf. studie s Cx40 haploinsuficientnimi mySmi ukdzaly vliv na vyvoj
jak PSS, konkrétné pravého Tawarova raménka, tak vedeni v oblasti sini (Benes et al., 2014; Sankova
et al., 2012). Je zfejmé, Ze sprdvna Casoprostorova exprese Cx je duleZita pro normalni vyvoj srdce
a jeji naruseni je spojovano s rozvojem rady pro-arytmogennich stavi (Delmar and Makita, 2012).
Cx mohou byt regulovany na mnoha Urovnich. Krom pfimého ovlivnéni exprese pomoci
transkrip¢nich faktord, hraje vyznamnou roli také epigeneticka regulace. Regulace tak probiha od
transkripce, pres kotranslacni vloZzeni proteinu do endoplazmatického retikula a transfer
k plazmatické membrané, aZ po jejich degradaci. Znacny vliv na funkci ma také ovlivnéni tzv. gatingu,

tedy otevieného ¢i zavieného stavu kanalu (Lampe and Lau, 2000).
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Obrazek 6: Znazornény C-terminalni konec Cx43 s vyznacenymi misty, kterda mohou podléhat
fosforylaci.
Prevzato z Pogoda et al. (2016).

VSechny vysSe zminéné procesy muze vyznamnym zpUsobem ovliviiovat fosforylace. U Cx
probiha adice zbytkd kyseliny fosforecné prevazné na serinech v C-terminalni ¢asti proteinu, méné
Casto také na tyrozinech (Obr. 6). Fosforylace je vysledek aktivity kindz, jako je napftiklad
proteinkindza C (PKC), mitogenem aktivované kindzy nebo tyrozinkindzy z rodiny Src protein(
(Lampe and Lau, 2000). Vysledny stav fosforylace proteinu zdavisi na aktivité a souhre kinaz

s fosfatdzami, které naopak fosfatovy zbytek od proteinu odstépuiji (Jabr et al., 2016).
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Fosforylované formy Cx mohou pfispivat ke snizeni mezibunécného odporu, a tedy k rychlejsi
propagaci signdlu funkénim syncitiem myokardu. Nebo mohou naopak propagaci signalu srdcem
zpomalovat. Zda bude fosforylace pfispivat ke zpomaleni ¢i zrychleni zavisi na mnoha faktorech (Jabr
et al., 2016). Jednim z téchto faktorl je napfiklad typ proteinkinazy, ktery se fosforylace ucastni
(Kwak and Jongsma, 1996). Ddle vysledek fosforylace urcuje specifické misto fosforylace
u konkrétniho Cx. Napftiklad u Cx43 je na C-terminalni ¢asti prfitomnych 21 mist, které mohou byt
fosforylovany (Obr. 6) (Pogoda et al., 2016).

Tyto rozdilné vysledky naznacuji jesté vyssi komplexitu plsobeni fosforylace, kdy se na
vysledku muzZe navic projevit bunécény typ a prostredi ve kterém se buriky nachdazi nebo napftiklad
zmény v metabolismu a mnoho dalSich faktord (Pogoda et al., 2016). Fosforylaéni post-translacni
zmény se mohou také ovliviiovat navzajem. Pfikladem takového ovlivnéni je nutnost defosforylase

S365, aby mohlo pfi ischemii myokardu dojit k fosforylaci S368 PKC- € (Jabr et al., 2016).
2.2.7 Refraktelita myokardu

Aby byl zajistén jednosmérny, a plynuly prichod aktivace myokardem, nachdzi se v pribéhu
AP doba, kdy neni mozné tuto ¢ast srdce depolarizovat vibec ¢i jen za specidlnich podminek.
Tzv. refrakterni perioda se déli na dvé ¢asti: absolutni a relativni refrakterni periodu (viz. obr 7)
(Carlson, 1907). Pfi absolutni refrakterni periodé (ARP) nelze vyvolat novou depolarizaci membrany
zadnym vzruchem. Oproti tomu pfi relativni refrakterni periodé je mozné depolarizaci vyvolat. Pro
spusténi depolarizace je viak potieba velmi silny (nadprahovy) stimul (Stejfa, 2007).

Refrakterita membrany chrani srdce pred predcasnou aktivaci. Ta by mohla vést k arytmiim
nebo tetanickému stahu, ktery je neslucitelny s éerpaci funkci srdce. Podklad pro refrakteritu
vychazi z faktu, Ze pfi repolarizaci zaroveri dochazi k pfechodu Na* a Ca?* kandalu ze zavieného
inaktivovaného stavu do stavu zavienych kanalu pripravenych k aktivaci. Inaktivni stav kanald, které
maji zaviend vnéjsi vratka a nemohou tak byt aktivovany, je zodpovédny za docasnou refrakteritu
buriky (Feher, 2012). Proto jsou kandly spojeny s touto periodou klinicky vyznamné (Stejfa, 2007).
Zmeény v kanalech tidicich ARP se poji napriklad s atrialnimi fibrilacemi. Zkraceni ARP je pfi nich
hlavni zména v elektrofyziologické remodelaci. Je proto cilem farmakologickych ptistupa, které na

né cili antiarytmické léky (Yu et al., 1998).
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Obrazek 7: Schéma AP s vyznacenou ARP a relativni refrakterni periodou oznacenou jako RRP
spolecné s EKG krivkou.

Upraveno dle “Refractory periods in cardiac cycle | McMaster Pathophysiology Review,2021”

2.3 Poruchy srdecniho rytmu

Arytmie jsou definovany jako poruchy tvorby nebo p¥enosu vzruchu v srdci (Stejfa, 2007). Ve
vétsiné pripadd vznikaji kvali abnormadlni pacemakerové aktivité, poruse ve vedeni elektrického
vzruchu nebo kombinaci obou (Shu et al., 2009). Arytmie mohou byt rGzné zdvaziné. Od zcela
fyziologické respiraéni sinusové arytmie, pfi které SF kolisa v zavislosti na dychani, pres zavainéjsi
poruchy srde¢niho rytmu bez klinickych pfiznakl (ojedinélé komorové extrasystoly), az po arytmie
s klinickymi projevy, které mohou predstavovat zdvainy problém svyznamnymi zdravotnimi

a ekonomickymi dUsledky (Badrawi et al., 2009).
2.3.1 Déleni arytmii

Arytmie je mozné délit podle rliznych faktor(. Jednim ze zakladnich déleni je dle toho, zda
se srdec¢ni rytmus zpomaluje ¢i zrychluje. Pokud dojde ke zpomaleni SF pod 60 uder( za minutu
(BPM), je tento jev oznacovan jako bradykardie. Naopak pfi zrychleni nad 100 BPM, nastava
tachykardie (Hall and Guyton, 2015).

Mezi tachykardie se radi také flutter a fibrilace. Flutter sini se vyznacuje pravidelnymi velmi

rychlymi stahy sini dosahujicich hodnot 300-500 kontrakci za minutu. Diky refraktelité v AV uzlu se
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na komory neprenasi vSsechny kontrakce, ale pouze €ast. To predstavuje ochranu adekvatni ¢erpaci
funkce komor (Srinivasan and Strasburger, 2008). Fibrilace jsou nepravidelné stahy jednotlivych
svalovych vlaken, ¢i jejich skupin. P¥i fibrilaci nedochazi ke koordinované kontrakci. Pokud nastane
fibrilace sini, mGzZe krev pasivné prochazet skrz siné do komor. Dojde ke sniZzeni efektivity srdecni
funkce az 0 30 %, presto je tento stav slucitelny se Zivotem. Fibrilace komor je mnohem zavazinéjsi
stav, pfi kterém srdce prestane Uplné plnit svou ¢erpaci funkci (Hall and Guyton, 2015).

Ddle je mozné arytmie délit dle mista vzniku. Rozlisuji se tak arytmie sinusové (vznikajici v SA)
supraventrikularni a komorové. Supraventrikuldrni arytmie vznikaji v oblastech nad komorami,
konkrétnéji nad bifurkaci Hisova svazku. Vznikaji tedy napfiklad v myokardu sini, AV junkci,
v oblastech dutych Zil ¢i plicnich vén. Patfi sem také aktivace pomoci abnormalnich AV spojek, které
vedou mimo AV junkci. Komorové arytmie predstavuji zavazny problém u patologicky zménéného
myokardu (Srinivasan and Balaji, 2019).

Obé zminéna déleni jsou spiSe klinicka. Pro védecké ucely je vhodnéjsi roz¢lenit arytmie
podle mechanism( jejich vzniku. Timto délenim se budu podrobnéji zabyvat v nasledujicich
kapitolach.

2.3.2 Arytmogenni substrat
2.3.2.1 Potencovand a ektopickd aktivita

Zvysena aktivita SA muUzZe byt dana fyziologickymi podnéty, jako je zvysSeni B-adrenergni
stimulace nebo snizenim vagového ovlivnéni SA. Ten ma u lidi svou vnitfni aktivitu nastavenou na
hodnoty okolo 100 depolarizaci za minutu, je vSak parasympatikem trvale tlumen. Snizeni vagového
tonu ma za nasledek vy3si SF (Stejfa, 2007). Za patologickych podminek mohou sinusové tachykardie
vznikat kvali hypovolemii, ischemii ¢i zméndm v koncentracich elektrolytl. Ke zvySené aktivité
mohou vést tfi hlavni mechanismy. Jedna se o negativni posun hodnoty prahového potencialu,
pozitivni posun maximalniho diastolického potencidlu ¢i zvysena frekvence faze 4 depolarizace (Tse,
2016).

Spontanni depolarizace mohou také pochazet z AV uzlu, pokud jejich frekvence prevysi
frekvenci pochazejici z SA. Pri stavech jako je infarkt myokardu nebo pooperacni stavy muize
dochazet k zvyseni frekvence depolarizaci v AV uzlu (de Azevedo et al., 1973). MUze tedy dojit i
k situaci, kdy se impuls Sifi na siné z AV uzlu. Jako napfriklad pfi sinusové zastavé, kdy nasledné

dochazi k retrogradnimu Sifeni impulz( (Barold et al., 2012)
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PFi fyziologickych podminkach dochazi pfi Sifeni depolarizace k potlaceni aktivity latentnich
pacemakerd a projevi se pouze ten nejrychlejsi. Pokud ve tkdni vznikne blok, ktery chrani latentni
pacemaker, mlze se i on uplatnit jako zdroje ektopické aktivace (Obr. 8) (Tse, 2016). V pfipadé, ze
blok vznika neuplny, nedochazi ke kompletni blokadé latentniho pacemakeru a je ovlivnén frekvenci
primarniho pacemakeru. Jestlize elektrické ovlivnéni pfichazi v casnych fazich, je vybiti ektopického
pacemakeru zpozdéno. Pokud je tomu naopak, dojde ke zrychleni jeho vybiti (Antzelevitch and

Burashnikov, 2011).
Izolovany pacemaker
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Obrazek 8: Schéma ektopické aktivace.
Upraveno z Tse (2016).

Zdrojem arytmii mohou byt také Purkynova vldakna. Vzhledem k jejich nizké hodnoté
spontanni frekvence (Tse, 2016), se jako zdroj arytmii v neremodelovdné tkani uplatiuji jen zfidka
(Haissaguerre et al., 2016). Naproti tomu, u patologicky zménéného myokardu jsou arytmie ¢astéji
asociovany s Purkynovymi viakny (Boyden et al., 2016; Logantha et al., 2021) PfestoZze mechanismus
vzniku neni zcela objasnén, pfedpokladd se podil Ir a specifického bunééného cyklu Ca?* na

potencované aktivité Purkyriovych viaken (Boyden et al., 2010; Haissaguerre et al., 2016).
2.3.2.2 Spousténd aktivita

Dalsim mechanismem arytmii je spousténa aktivita. Tyto arytmie se vyznacuji predcasnou
depolarizaci vznikajici mimo pacemaker. Od abnormalni tvorby srdeéniho potencialu se lisi v tom,
Ze jsou zavislé na predeslém AP a nikdy nevznikaji de novo (Issa, 2018). VSeobecné jsou rozeznavany

dvé formy spousténé aktivity, které se déli podle toho, v jaké fazi AP vznikaji. Jednou z téchto forem
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je €asna ndslednd depolarizace (EAD), druhou formou je DAD. Pokud dojde k vyskytu téchto
depolarizaci a jsou dostatecné silné pro pfekonani prahové hodnoty, vznikaji extrasystoly. Ty mohou

byt ojedinélé nebo soucasti tachyarytmii (Antzelevitch and Burashnikov, 2011).
2.3.2.2.1 Casnd naslednd depolarizace

Pti EAD vznika predcasnd depolarizace ve fazi 2 nebo 3 AP (Obr. 9). VétsSinou vznikaji pfi
prodlouzeni délky trvani AP, které se klinicky manifestuje jako prodlouzeni QT ¢i QTc (tedy
korigovaného intervalu na SF) na EKG zdznamu (Issa, 2018). Vznikaji pfi naruseni intenzity iontovych
proudt zodpovédnych za zminéné faze AP. Jedna se zejména o zvysenou intenzitu proud Na*, Ca?*
proudu & Na*/ Ca?* vyméniku nebo sniZeni intenzity repolarizujicich proudu (Tse, 2016).

Vznik EAD je Casto spojen s poSkozenou srdecni tkani, ve které dochdzi k naruseni rovnovahy
elektrolyt(l, katecholamint nebo acidéze. Dalsimi faktory zvySujicimi nachylnost tkané ke vzniku EAD
jsou hypoxie ¢i komorova hypertrofie (Antzelevitch and Burashnikov, 2011). Podobné byly EAD
popsdny pfi srdecnim selhdni. Napf. Nuss et al., 1999 pozoroval prodlouzené trvani AP a zvySeny

vyskyt EAD oproti kontrolni skupiné u izolovanych KM psl s navozenym srde¢nim selhanim.
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Obrazek 9: Schéma vzniku spousténé aktivity béhem riiznych fazi AP.
Vznik EAD je zobrazen na obrazcich vlevo a uprostied (A, B). DAD po vznikajici po repolarizaci je
zobrazeno vpravo (C). Upraveno z Issa (2018).

2.3.2.2.2 Pozdni nasledna depolarizace

DAD jsou oscilace v membranovém potencialu, které se projevi az po dokonéeni repolarizace
predeslého AP (ve fazi 4 AP; Obr. 9). Ve vétsiné pFipadu jsou spoustény zvy$enou koncentraci Ca*
v cytoplazmé. Pfesto, Ze navyseni Ca?* koncentrace nemusi byt samo o sobé dostateéné pro spusténi
depolarizace, muze vést k otevieni RYR2 kanal(l na SR. To nasledné muze spustit CICR a zahajeni
kontrakce (Issa, 2018). DAD mohou vznikat po pusobeni srdecnich glykosidu, jako je napftiklad

digitoxin, ¢i po vystaveni tkané nadmérnym koncentracim katecholamini (Antzelevitch and
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Burashnikov, 2011). Mechanismem DAD mohou vznikat arytmie i v Purkynovych vldknech. Oscilace
Ca?* spojené se vznikem arytmii byly popsany u psiho srdce po okluzi korondrni artérie (Boyden,

2003; Lazzara et al., 1973).
2.3.2.3  Naruseni Sifeni vzruchu

Pro spravnou srdec¢ni funkci je klicové rychlé a koordinované Sifeni AP. Za fyziologickych
podminek dochdazi pouze anterogradniho vedeni signalu (Hall and Guyton, 2015). Pokud dojde
k naruseni tohoto mechanismu a v myokardu jsou pritomny oblasti nachdazejici se v rliznych fazich
AP, m(iZe dojit situaci, kdy vina depolarizace re-excituje oblast jiZ dfive aktivovanou. Nasledné vznika
spontdanné se udrzujici smycka (Obr. 10) (Antzelevitch and Burashnikov, 2011).

Prvnimi pokusy vedouci k popisu mechanismu re-entry proved| jiz Mayer (1906) na zacatku
minulého stoleti. Pfi nich pouZil pro vyzkum muskularni disk meduizy, u néhoz sledoval zmény
v kontrakcich. Avsak prvni, kdo spojil koncept cirkulujiciho signalu se vznikem srdecnich arytmii, byl
Mines (1913). Ten také definoval tfi pravidla pro identifikaci cirkulujicich re-entry arytmii, které jsou

pouzivany dodnes.

Tyto pravidla jsou:

1 — pfitomnost jednosmérné blokady Sifeni vzruchu ve tkani

2 —vina excitace musi postupovat urcitou oblasti myokardu, vratit se na zacatek svého
plvodu a nasledné znovu pokradovat stejnou cestou jako plvodni vina

3 — Pokud je signal v jakékoliv ¢asti cesty prerusen, mélo by toto preruseni ukondit krouzivy

vzruch

Blokada, okolo které dochazi ke krouZeni depolarizacni viny, mlZe pochazet bud
z anatomickych &i funkénich zmén ve tkani. Funkcnich re-entry vznika nejéastéji na zakladé rozdilu
refrakternich period v myokardu (Tse, 2016). Anatomickou pficinu vétSinou predstavuje nevodiva

¢ast myokardu, napf. jizva po infaktru myokardu ¢i fibrotizovand tkan (de Bakker et al., 1988).
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Zda po vzniku blokady dojde k cirkulujici re-entry zavisi na délce cesty, rychlosti Sifeni AP
a dobé trvani ARP. Pfipadny okruh musi byt dostate¢né dlouhy, aby vjeho prabéhu doslo
k dostate¢nému zdrzeni viny depolarizace a u KM na jeho pocéatku doslo k preklenuti ARP. Nasledné
muze dojit k re-excitaci KM (Shu et al., 2009). P¥i celkovém ¢i loZiskovém zpomaleni rychlosti Siteni
vzruchu (napf. u zmén v expresi a funkci Cx43) ¢i zvétSeni velikosti srdce (u hypertrofovaného di
dilatovaného myokardu) se pravdépodobnost vzniku re-entry zvySuje (Hall and Guyton, 2015).
Klinicky vyznamny je i fakt, Ze soucdsti re-entry okruhu mohou byt také Purkyriova vldkna (Boyden

et al., 2010; Haissaguerre et al., 2016).
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Obrazek 10: Schéma vzniku cirkulujici re-entry arytmie pfi prodlouzeni cesty okruhu.
Upraveno z Hall a Guyton (2015).
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2.4 Fetalni a neonatalni programovani

Krom ,,okamzitych” efekt(, které mohou byt po indukci tlakového pretizeni znatelné na
fenotypu, maze tlakové pretiZeni indukovat zmény v epigenetické informaci, které pretrvdvaji do
dospélosti a projevi se az po delSim ¢asovém Useku. Tento jev popisuje Barkerav koncept fetalniho
a neonatdlniho programovani (Netuka et al., 2006). Barker (2000) ve své praci popisuje rozvoj
patologii, které maji plvod v perinatdlnim obdobi, ale projevi se az u dospélych. Na nékolika
pfipadech vysvétluje fetalni programovani jako proces, pfi kterém ma stimul nebo poskozeni orgdnu
v kritické periodé vyvoje organu vyznamny doZivotni efekt. Kritickd perioda se miZe shodovat
s fazemi intenzivni proliferace a u jednotlivych organd se lisi.

Proces perinatdlniho programovani byl jiz nékolikrat popsan také u kardiovaskularniho
systému. Napfiklad Li et al. (2003) ve své prdci popsal efekt prenatdlni hypoxie na nachylnost tkané
k ischemicko-reperfuznimu pogkozeni. Sestimési¢ni samci, ktefi byli v intrauterinnim stadiu vyvoje
vystaveni chronické hypoxii, vykazovali po indukované ischemii vétsi plochu postizené tkané
a snizenou schopnost obnovy funkce LK nez kontroly. Naopak Netuka et al. (2006) popsal vystaveni
potkanich samic perinatdlni hypoxii jako kardioprotektivni. Protichidné vysledky téchto studii jsou

pfipisovany pohlavnim rozdildm.
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3 Cile prace

Jak jiz bylo zminéno, neonatalni srdce vykazuji vyhodnéjSi odpovéd na hemodynamické
pretizeni, nez je tomu v ptipadé dospélych jedincl. Cilem této prdce bylo zjistit, zda u dospélych
potkanld bude rozvoj pro-arytmogenniho substratu vznikajiciho v disledku hemodynamického

pretizeni modulovan proliferativni fazi rdstu KM. Za timto ucelem jsme stanovili dil¢i cile prace:

e Zjistit, zda se budou v dospélém srdci vystavenému hemodynamickému pretizeni

od neonatalniho obdobi vyskytovat spontanni arytmie

e Posoudit, nakolik pfispiva remodelace Cx43 a fibrézy k rozvoji pro-arytmogenniho

fenotypu na tomto modelu tlakového pretizeni

e Analyzovat, zda zvySend hemodynamickd zatéZz v neonatalnim obdobi bude mit vliv

na velikost Purkyriovych vlaken u dospélych srdci
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4 Experimentalni Cast

4.1 Metodika

4.1.1 Experimentalni model

Pro studii byli pouZiti potkani samci kmene Wistar. Za provedeni vSech operaci dékuji
pracovnici Fyziologického Ustavu AVCR pani Milané Peskové. Tlakové pretizeni bylo u zvifat
navozeno transverzalni konstrikci aorty (AC) 2. postnatalni den. Zvife bylo uvedeno do celkové
anestézie pomoci inhalace etherovych par. Tento typ anestézie byl pouzit vzhledem k tomu, Ze
u jinych typu inhalacnich anestetik byl prokdazan mozny negativni vliv na nezraly mozek (Olney et al.,
2002). Po ztraté reakce na bolestivy podnét bylo zvife umisténo do pronacni polohy a pfipraveno
operacniho pole vlevé lumbalni oblasti. Nasledné byl proveden maly fez, kterym se z levé
dorzolateralni strany odkryl abdomindlni dsek aorty. V subdiafragmatické suprarendlni ¢asti aorty
se provedla konstrikce nevstfebatelnym Sicim materidlem (Ethilon 6/0) na primér 0,25 mm.
Pozadovaného primeéru konstrikce bylo dosaZzeno pomoci docasného pfilozeni jehly o daném
praméru k aorté. Takto je mozné zajistit reprodukovatelnost metody. Operacni rana byla zaviena
ve dvou vrstvach vstiebatelnym Sicim materidlem (Chirlac 6/0) a oSetfena standartnim zpUsobem.
Postupnym rdstem aorty doslo k dalsimu navyseni tlakového pretiZzeni. U kontrolnich zvirat byla
provedena operace se stejnym postupem, az na konecné utazeni konstrikce. Findlni analyzy
probéhly ve véku 12 tydnU od operace. Prvni série zvirat byla alokovana pro EKG méreni a analyzu

proteinli metodou Western blot, druhd pro histologické a imunochemické analyzy.
4.1.2 Meéreni a analyza EKG

Zvifrata byla uvedena do hluboké anestézie (pentobarbital i.p., 60 mg/kg; Sigma-Aldrich).
Nasledné byla po ztraté reakce na bolestivy podnét umisténa na vyhtivanou podloZzku a polohovana
do supinacni polohy. Priichodnost dychacich cest byla zajiSténa povytazenim jazyka. Vnitini teplota
zvirat byla po celou dobu monitorovdna a udrzovdna v rozmezi 37,5 - 38°C. Po celou dobu méreni
byla sledovana hloubka anestézie a saturace kyslikem (posouzenim barvy sliznic).

Pomoci 23-G jehel upevnénych do pozic odpovidajic I. a Il. svodu v humanni mediciné (prava
predni koncetina negativni pro I. i Il. svod, pozitivni elektroda pro I. svod umisténa na levé predni
koncetiné a pro Il. svod na levé zadni konceting; uzemnéni na pravé zadni koncetiné; barevné
kédovani oznaéeno na Obr. 11 vlevo. EKG bylo zaznhamenano po dobu 5 minut. Zaznam byl
digitalizovan pomoci systému PowerlLab (ADInstruments) a vyhodnocen v programu LabChart.
V EKG zaznamu byly analyzovany ndsledujici parametry: délka trvani viny P; PR interval; délka trvani
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QRS komplexu; QT interval a korigovany QT interval na SF - QTc (korigovano dle Bazzeta). Mérené
parametry jsou vyznaceny na Obr. 11 (vpravo). Arytmie byly vyhodnoceny podle Lambetha (Curtis

et al., 2013).
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Obrazek 11: Schéma snimani EKG (vlevo) se znazornénou pozici elektrod spolu s barevnym kédovanim a
EKG kfivka (vpravo) se zakreslenymi Casy a intervaly, které byly méreny.
Vytvofeno pomoci programu BioRender, resp. upraveno dle “Elektrokardiogram,2021”

Po ukonceni méreni byli potkani usmrceni (detailnéji popsano nize), srdce odebrdno a

vyuZzito pro analyzu proteini metodou Western blot.

4.1.3 Odbér tkané a fixace

Zvirata byla uvedena do celkové anestézie (pentobarbital i.p., 60 mg/kg; Sigma-Aldrich) a po
ztraté reakce na bolestivy podnét usmrcena cervikdlni dislokaci. Nasledné bylo srdce vystfizeno
z hrudniku a proplachnuto chladnym fyziologickym roztokem. U vzorkl uréenych pro detekci
proteinll bylo srdce rozdéleno na PK, LK a septum. Jednotlivé srde¢ni oddily byly zvazeny a zmrazeny
v kapalném dusiku, kde byly uchovany do dalSiho zpracovani. U srdci pro histologické analyzy byla
dutina LK oteviena a vyfocena pro analyzu zvétSeni Purkynovych vldken (Obr. 26). Nasledné byla
odebranad srdce rozdélena na tfi ¢asti v horizontalni roviné. Na bazalni ¢ast, stfedni ¢ast a apex. Po
odebrani a rozdéleni probéhlo fixovani tkané 24 h ve 4% roztoku paraformaldehydu ve fosfatovém
pufru (PBS). Poté byly vzorky prendany do cistého PBS. V tomto médiu byly uchovany pfti 4 °C do
dalSiho zpracovani.
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4.1.4 Western blot
4.1.4.1 Homogenizace tkdné

Myokard LK byl homogenizovan v tfeci misce s tlouckem pod kapalnym dusikem. K rozdrcené
tkani byl pfidan homogenizaéni pufr v poméru 8 ml pufru na 1 g srde¢ni tkané. Slozeni
homogenizac¢niho pufru bylo: 12,5 mM Tris-HCI (pH 7,4), 250 mM sachardéza, 2,5 mM EGTA, 1 m M
EDTA, 100 mM NaF, 0,3 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 6 mM R-merkaptoetanol, 10 mM glycerol-
2-fosfat, 0,2 mM leupeptin, 0,02 mM aprotinin a 0,1 mM ortovanadat sodny. Nasledné byla tkan
homogenizovana pomoci Potter-Elvehjemova homogenizatoru za soucasného chlazeni v ledové
tristi 15 tahy nahoru a doll béhem 1 min. Koncentrace proteintd v homogendtech byly analyzovany

metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976).
4.1.4.2 Elektroforéza a vlastni Western blot

Elektroforéza probihala v prostfedi dodecylsulfatu sodného na 10% bisakrylamidovych
gelech v elektroforetické soustavé Mini-Protean Ill apparatus (Bio-Rad, Hercules) pfi 25 mA/gel po
dobu 120 min. Nan&sky proteint se pro Cx43 a p-Cx43%3%8 [igily. Pro analyzu Cx43 byly 20 pg, kdeZto
u p-Cx43%3%8 hyly nandsky 40 pg. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouZit Precision Plus
Protein™ Dual Color Standard (Biorad, 1610374). Po skonceni elektroforézy byl proveden
elektroprenos proteinli na membranu. Byly pouzity membrany PVDF, které byly predem 5 minut
aktivovany v methanolu. Vlastni blotovani probihalo 1 h pfi napéti 350 mA. Pro kontrolu spravného
prenosu proteint byly membrany na 10 s ponofeny do roztoku Ponceau S. Po obarveni byla
membrana promyta v pufrovaném roztoku: NaCl: 0,1 M Tris, 2,5 M NaCl, 0,5 % (v/v) Tween 20; pH
7,5 (TTBS).

Pro imunodetekci byly nejprve membrany blokovany v roztoku 5% nizkotu¢ného mléka
v TTBS po dobu 60 min. Nasledovala inkubace s primarni krali¢i polyklonalni protilatkou anti-Cx43
(Sigma-Aldrich, C6219) fedénou 1:8000 v TTBS, respektive krali¢i polyklondlni protilatkou anti-
Phospo-Connexin43 Ser368 (Cell Signaling, #3511S) fedénou 1:1000 v TTBS. Inkubace s primarni
protilatkou anti-Cx43 probihala 1,5 h pfi pokojové teploté. S protilatkou anti-Phospo-Connexin43
byla membrana inkubovana pfes noc pfi 4 °C na rotdtoru. Jako sekundarni protilatka byla v obou
pfipadech pouzita protilatka Goat-anti-Rabbit (Bio-Rad, 170-6515). Tato protilatka byla fedéna
1:10000 v TTBS a inkubace probihala 1 h pfi pokojové teploté. Nasledné byly membrany dlikladné

proplachnuty v TTBS a vizualizovany.
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4.1.5 Histologické a imunochemické analyzy

Odebrané a nafixované vzorky byly odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou, projasnény
benzenem a prosyceny rozehfatym paraplastem. Poté byly pomoci parafinové zalévaci linky
(Medite, TES 99) zality do blo¢ku a takto zpevnéné nakrajeny na rotacnim mikrotomu (Leica, RM
2135) na 8 um rezy. Od kazdého vzorku bylo vytvofeno 5 sérii obsahujicich 5 skel po dvou fezech.
Po dukladném zaschnuti byly fezy odparafinovany pomoci roztoku Bioclear (Bio-Optica, 06-1782Q)
a opét rehydratovany sestupnou alkoholovou fadou. Ndsledné byla tkdan na vybranych sklech

obarvena dle individudlnich protokold.
4.1.5.1  Velikost kardiomyocytu

Pro stanoveni relativni plochy KM bylo pouzito trojité histologické barveni alcidnovou modfi,
hematoxylinem a eosinem. Alcidnova modf barvi modrozelené kyselé mukopolysacharidy (pojiva),
hematoxylin je modrofialové bazofilni barvivo, které se vaze na jadra a eosin je rlizové acidofilni
barvivo barvici cytoplazmu, kolagen a KM. Nejprve bylo provedeno barveni 1% roztokem alcidnové
modfi (pH 2,5) v teplé vodni lazni pfi 50 °C, po dobu 10 minut. Nasledné byla obarvena jadra
Mayerovym hematoxylinem aplikaci roztoku na 8-10 s pfi pokojové teploté. Nakonec byla tkan
barvena pfriblizné 1 min pti pokojové teploté eosinem.

Po obarveni byla tkan na sklech odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou, prevedena do
roztoku karbol-xylenu a ndsledné do (Cistého xylenu. Pro trvalé zachovani tkané byla skla

zamontovana pomoci permanentniho média Histokit (ROTH, T160.2).
4.1.5.2  Relativni plocha fibrotické tkané

Mnozstvi fibrézy ve tkani bylo stanoveno pomoci barveni Picro-Sirius red. Touto metodou se
obarvi kolagenni vlakna typu 1 a 3 na Cerveno. Okolni KM jsou obarveny Zluté. V 0,1% roztoku Picro-
Sirius red byla skla s tkani ponechdna 15 min pti pokojové teploté. Nasledné byla obarvend tkan
dikladné proplachnuta destilovanou vodou. Pro zvyraznéni Zluté barvy znacici KM byla tkan
na 5 min pti pokojové teploté ponorfena do nasyceného roztoku kyseliny pikrové. Poté byla
obarvend tkan na sklech proplachnuta, dehydratovana a zamontovana stejnym postupem jako pfi

prehledovém barveni alcidnovou modfi, hematoxylinem a eosinem.
4.1.5.3  MnoZstvi Cx43 a p-Cx43°%8 ve tkdni
Pro znadeni Cx43 i p-Cx43°368 byla tkari nejprve vyprana v PBS a 0,5% Tweenu 20 v PBS (PBT).

Pro restauraci antigenu byl pouzit 10mM citratovy pufr (pH 6), ve kterém byla skla s tkani povarena
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2x5 minut v mikrovinné troubé (ETA, 7197) nastavené na 750 W. Nasledné byla blokovana aktivita
endogenni peroxidazy aplikaci 1,5% roztoku peroxidu vodiku v PBS na 20 minut. Pro predinkubaci
bylo pouZito normal goat serum (NGS) rfedéné 1:10 s 0,1 % PBT. Predinkubace byla na sklech
ponechdna hodinu pfi pokojové teploté.

Nasledné probéhla inkubace s primarni protildtkou pres noc pfi 4°C. Pro znaceni Cx43 byla
pouzita krali¢i polyklonalni protilatka anti-Cx43 (Sigma-Aldrich, C6219) fedénd 1:200 v NGS
1:10/0,1 % PBT. Pro znaéeni p-Cx43%3%8 byla pouZita krali¢i polyklondini protildtka anti-Phospo-
Connexin43 Ser368 (Cell Signaling, #3511S) fedéna 1:100 v NGS 1:10/0,1 % PBT. U obou forem
proteinu byla pouZita Goat-anti-Rabbit (Jackson ImmunoResearch, 111-035-144) sekundarni
protilatka s peroxiddzovou koncovkou.

Inkubace se sekundarni protildtkou probihala 90 min pfi pokojové teploté. Pro dokonceni
barveni byla tkan inkubovana s roztokem substratu a chromogenu obsahujicim 0,05M Tris-HCI (pH
7,6), imidazol, 3,3'-diaminobenzidin (DAB) a peroxid vodiku. Po ptidani tohoto roztoku nasledovala
rychla reakce DAB s peroxidem vodiku katalyzovana peroxidazou. DAB se oxiduje a polymerizuje,
tim vznikd stabilni hnédy precipitat detekovatelny ve viditelném spektru. Reakce probihala
v zatemnéném prostoru 10 min pod peclivou mikroskopickou kontrolou. Na zavér byla dobarvena
jadra vloZzenim skel na 8 s do roztoku hematoxylinu. Poté byla skla s tkani vzestupnou alkoholovou
fadou dehydratovdna a prevedena do xylenu. Nasledné byla skla zamontovana pomoci

permanentniho média Histokit (ROTH, T160.2).
4.1.5.4 Kolokalizace Cx43 s N-cadherinem

Detekce umisténi Cx43 na end-to-end, pfipadné side-to-side byla provedena pomoci
kolokalizace Cx43 s N-cadherinem, jakozto markerem podélné orientovanych GJ. Vzhledem
k nutnosti pouzit dvojité znaceni ve stejné oblasti GJ, byla reakce provedena ve flourescenénim
spektru. Pro toto barveni byla pouzita amplifikace signalu anti-Cx43 protilatky pomoci biotinu.
Na zacatku barveni byla tkan nejprve vyprana v PBS a 0,5% PBT. Nasledovala restaurace antigenu
v 10mM citratovém pufru (pH 6) po dobu 2x5 min v mikrovinné troubé (750 W). Poté 15 min pfi
pokojové teploté probihala blokace streptavidinem a nasledné za stejnych podminek blokace
biotinem. Pro blokaci byl pouZit Streptavidin/Biotin blocking kit (Vector Laboratories, SP-2002), obé
latky byly fedény v NGS 1:50 s 0,1 % PBT. Poté byla aplikovana predinkubace (NGS 1:10/0,1 % PBT)

na 30 min pfi pokojové teploté.
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S primarnimi protilatkami probihala inkubace pres noc pfi 4°C. Cx43 byl znacen kralici
polyklonalni protildtkou anti-Cx43 (Sigma-Aldrich, C6219), pro N-cadherin byla pouZita mysi
monoklonalni protilatka anti-N-cadherin (Thermo Fisher Scientific, #33-3900). U obou bylo pouzito
fedéni 1:200 v NGS 1:10/0,1 % PBT. Nasledné byly aplikovany sekundarni protilatky na 90 min pfi
pokojové teploté. Pro vazbu na primarni protilatku anti-Cx43 byla pouzita Goat-anti-Rabbit
sekundarni protilatka (Jackson ImmunoResearch, 111-065-144) konjugovana s biotinem a fedéna
1:500 v NGS 1:10/0,1 % PBT. K oznacdeni primarni protilatky anti-N-cadherin byla pouZita Goat-anti-
Mouse sekunddrni protilatka (Jackson ImmunoResearch, 115-175-146) s navazanym fluoroforem
Cy5. U této protilatky bylo fedéni 1:400 v NGS 1:10/0,1 % PBT. Nasledovala aplikace streptavidinu
(Jackson ImmunoResearch, 016-020-084) s navazanym fluoroforem TRITC (pro znaceni Cx43)
a fedénym 1:150 s 0,1% PBT. Aplikace probihala 20 min pfi pokojové teploté.

Na zavér byla provedena vizualizace bunécnych membrdan aplikaci lektinu Wheat Germ
Agglutinin (WGA) s navazanym fluoroforem Alexa Fluor 488, kterd znaci glykokonjugaty. Vaze se
tedy prevainé na vlaknitou slozku mimobunécné hmoty, ¢imz barvi mimo jiné bazalni membranu.
WGA (Invitrogen, W11261) byl na skla aplikovan na 60 min pfi pokojové teploté. Redéni bylo 1:50
v roztoku 1% hovéziho sérového albuminu (bovine serum albumin, BSA) a 0,1 % PBT. Nasledné byly
vzorky proplachnuty, dehydratovdny a zamontovany permanentnim médiem Histokit (ROTH,
T160.2).

4.1.6 Analyza obrazu
4.1.6.1 Velikost kardiomyocytt a Purkyriovych vidken

Pro analyzu velikosti KM a Purkyfovych vlaken byla pouzZita skla s prfehledovym
histologickym barvenim alcidnovou modfti, hematoxylinem a eosinem. Snimky byly potizeny pomoci
programu OlyVIA na mikroskopu BX51 (Olympus). Od kazdého vzorku byla hodnocena 4 snimand
pole pfi zvétseni 20x. Snimana byla predevsim v oblasti papilarnich svald, kde je viditelny pricny rfez
KM. U snimk( byla v programu Image) pomoci prahovani vybrana plocha KM. Nasledné byla pomoci
funkce Analyze particles uréena plocha priifezu jednotlivymi KM. Hodnoty niz§i nez 100 pm? a vyssi
nez 600 um? nebyly do analyzy zahrnuty.

Zvétseni Purkynovych vldken bylo analyzovdano obdobnym zplisobem. Pro tyto analyzy se
vsak fotila tkan v oblasti apexu LK, kde je sit Purkyrovych vldken nejrozsahlejsi. Po cirkularnim

odvodu byla ruéné oznacena plocha vsech volné bézicich Purkyrovych vldken (dobfe rozeznatelnych
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podle povrchové izolace, Obr. 27(A)). Aby nedoslo ke zkresleni vysledkdl, byla k analyze vybrana

pouze vldkna s podélnym prifezem.
4.1.6.2 (Cx43, p-Cx43%% ¢ fibréza

Pro histologické barveni detekovatelné ve viditelném spektru byl pouzit mikroskop BX51
(Olympus). Od kazdého srdce byla pro barveni pouzita dvé skla s histologickymi fezy. V programu
OlyVIA (Olympus) bylo z obou skel nasnimdno 5 zornych poli z oblasti stfedni ¢asti LK. Z jednoho
vzorku bylo tedy vidy nasnimano 10 zornych poli pfi zvétSeni 20x. Pole byla vybrana v oblastech,
kde byly KM rozkrojeny v podélné ose. V téchto oblastech jsou nejlépe viditelné interkaldrni disky a
jsou to tedy idedIni oblasti pro snimani plochy Cx43 a p-Cx43°3¢8, Snimana pole pro vyhodnocovani
fibrézy byla vybirana tak, aby do nich nezasahovaly cévy, které by interferovali s celkovym mnoZstvi
fibrotické tkané. Snimky byly zpracovany v FlJl open source programu Imagel. U snimk( byla

hodnocena pozitivni plocha (Cx43, p-Cx4353%8, fibrdza) normalizovana na plochu KM.
4.1.6.3 Kolokalizace Cx43 a N-cadherinu

Pro analyzu imunohistochemického znaceni byl pouzit konfokalni fluorescen¢ni mikroskop
Olympus BX61 (konfokdlni modul FluoView1000). Snimky pro vyhodnoceni kolokalizace byly
snimany ze stfedni ¢asti LK. Oblasti byly vybirany tak, aby byly zaznamenany KM s podélnym
prafezem a byl tak dobre vidét jejich obvod a interkalarni disky. Od kazdého vzorku bylo pofizeno
5 snimkuU. Oblasti byly snimany na zvétSeni 60x za pouziti imerzniho oleje. Pro jednotlivé fluorofory
byl nastaven laser na odpovidajici vinovou délku pro jejich excitaci. Pro vSechny vzorky byla
u jednotlivych signdlG nastavena konstantni intenzita laseru. Signal byl sniman sekvencné ze dvou

optickych fez( s z-krokem 2 um.
4.1.6.4 Western blot

Obarvené membrany byly vizualizovdany pomoci metody zesilené chemiluminiscence ECL
(SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate) pomoci pfistroje ChemiDoc
(ChemiDoc™system, Bio-Rad). Relativni zastoupeni jednotlivych proteinli bylo analyzovano pomoci
programu ImageQuant (Molecular Dynamics). Kazdy vzorek byl analyzovan minimalné ve

4 nezavislych stanovenich. Vysledky byly normalizovany na Ponceau.
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4.2 Statistika

Pro zakladni charakteristiku modelu byla operovana zvifata rozdélena do dvou skupin podle
rozvoje fenotypu: AC | s pomérem hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW) do hodnoty 5 a
skupina AC Il s HW/BW nad 5. Pro posouzeni rozdilu mezi jednotlivymi skupinami byla pouZzita
analyza rozptylu (ANOVA) s Bonferroniho korekci. Pro dakladnéjsi analyzy rozvoje pro-
arytmogenniho substratu byla zafazena pouze AC Il skupina a kontrolni skupina. Pro testovani
statistické hladiny vyznamnosti mezi témito skupinami byl pouzit Studentlv t-test. Pro posouzeni
korelace mezi spojitymi proménnymi byl pouzit Pearsonlv korela¢ni koeficient.

Statistické analyzy byly provadény pomoci programu GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software). Rozdily byly analyzovany na hladiné vyznamnosti * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001.
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5 Vysledky
5.1 Zakladni charakteristika modelu neonatalni konstrikce aorty

Pred vlastnimi analyzami rozvoje pro-arytmogennich substratd byla provedena méreni,
pomoci kterych byl model neonataini AC charakterizovan. Do téchto méreni byly zahrnuty krivky
prezivani, informace o vaze téla a hmotnostnich ptirtstk(, hmotnosti srdce a plic.

Na zdkladé umrtnosti zvifat byly sestaveny krivky pfezivani. Akutni dmrtnost po provedené
operaci byla zhruba 28 %. Do grafu prezivani pak byla zahrnuta pouze Umrtnost zvifat souvisejici
s rozvojem tlakového pretizeni a srdecniho selhdni. Ze Sham operovanych zvifat v prlibéhu
experimentu z téchto divod( nezemtelo ani jedno. U skupiny zvifat s provedenou AC byla Umrtnost

na konci experimentu 41 % (Obr. 12).
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Obrazek 12: Graf pfezivani zvifat v priibéhu sledovaného obdobi.
Na rozdil od Sham operovanych zvirat, u AC skupiny byla béhem sledovaného obdobi zaznamenana

umrtnost v disledku rozvoje srde¢niho selhani.
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + S.E.M.

Zvirata byla v prlbéhu experimentu pravidelné vazena. Na zakladé ziskanych dat byl
sestaven graf pfirlistki hmotnosti Sham operované skupiny a skupiny s provedenou AC. Z vysledkd
je patrné, Zze u operovanych zvirat doslo k rozvoji patologie, ktera se negativné projevila na jejich

vaze. Rozdil mezi operovanymi a kontrolnimi zvifaty je signifikantni od 6 do 12 tydne, kdy byl
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experiment ukoncen (Obr. 13). Je tedy zfejmé, Ze model vykazuje dostatecny rozvoj kardiomegalie

spojené se srdecnim selhanim, avsak ne takovy, ktery by se neslucoval s prezivanim do 12 tydn.
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Obrazek 13: Rustové krivky u operovanych a Sham zvirat.
S rozvojem fenotypu u AC skupiny doslo k poklesu pfirGstkd, ktery byl oproti Sham skupiné

signifikantni od 6. tydne.
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + S.E.M.; * P < 0,05; ANOVA s Bonferroniho korekci.

Na konci experimentu byla zvifata usmrcena a srdce zvazena. V dasledku variability fenotypu
byla operovand zvifata rozdélena do 2 skupin dle zavaznosti kardiomegalie: skupina AC |, kterd
zahrnuje zvitata se stfedné rozvinutym fenotypem (HW/BW < 5) a skupina AC Il zahrnujici jedince

se zavaznou kardiomegalii (HW/BW > 5).
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Mezi skupinami byl zaznamenan rozdil jak ve vaze téla, tak v hmotnosti srdci. Tyto rozdily
mély opacny trend. Zatimco u vahy téla dochdzelo s rozvojem kardiomegalie ke sniZovani,
u hmotnosti srdce dochazelo k vyraznému narGstu. Vahy potkan( jsou zobrazeny na Obr. 14(A).
Hmotnost AC | skupiny se na konci experimentu od kontrolni skupiny signifikantné nelisila (0,455 +

0,014 g uSham a 0,481 + 0,025 gu AC ).

« fokok .
0.8 - . o 10-
*k ok k
£ 064 o . 8- ok ok N
= 8 2
6] 3 27 5 6- A2
+— 0.4 ”
2 = ..oo %
= o B 44
g 02 g " =
24 T
T £ 2
I
0.0 0 0 ,
Sham AC Il Sham ACII AC I

Obrazek 14: Porovnani hmotnostnich parametra u sledovanych skupin.

Hmotnost téla byla nizsi oproti Sham operovanym zvifatlim pouze u skupiny AC Il (A), hmotnost
srdce se signifikantné liSila mezi vSemi skupinami (B) vzajemny pomér byl signifikantné rozdilny
v porovnani vSech skupin oproti sobé (C).

Hodnoty jsou uvedeny jako primér * S.E.M.; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001; ANOVA
s Bonferroniho korekci.

Signifikantni pokles hmotnosti u skupiny AC Il (0,383 + 0,016 g) naznacuje progresi fenotypu
u této skupiny a odlivodnuje jeji vyclenéni ze skupiny AC operovanych potkan(. U hmotnosti srdce,
zobrazené na Obr. 14(B), byly zaznamenany signifikantni rozdily mezi véemi skupinami. U HW/BW,
jakoZto u indexu hodnoceni patologického zvétseni srdce (Sedmera et al., 2003b), byl mezi vSemi
skupinami zaznamenany signifikantni zmény (2,800 + 0,150 g/kg u Sham; 4,067 + 0,191 g/kg u AC |
a 5,846 + 0,222 g/kg u AC Il; Obr. 14(C)).

Pfi vaziném tlakovém pretiZzeni dochazi k pfenosu patologie na PK a plice, coz se projevi na
jejich vaze (Chen et al.,, 2012). Po vystfizeni srdci byla proto vaZzena samostatné i PK. Vaha PK
signifikantné rostla s narlistem normalizované hmotnosti srdce (viz Obr. 15(A)) a je tedy zfejmé, Ze
vaha srdce do jisté miry odrdzi i narGst hmotnosti PK. Z vysledk(l normalizované hmotnosti plic

vyplyva, Ze u AC | nedochazi k dekompenzaci stavu projevujiciho se edémem plic (3,884 + 0,042g/kg
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u Sham a 4,592 + 0,483 g/kg u AC I; Obr. 15(C)). Naproti tomu signifikantni narlst normalizované

hmotnosti plic jak oproti Sham, tak AC | skupiné naznacuje dekompenzaci srdecniho selhdni u AC Il

skupiny (Obr. 15(B)).
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Obrazek 15: Rozvoj fenotypu u sledovanych skupin.
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Hmotnosti PK normalizovand na hmotnosti téla se liSila mezi vSemi skupinami (A). Rozvoj
dekompenzace u AC Il byl patrny z narlistu hmotnosti plic normalizované na hmotnost téla oproti

Sham i AC | skupiné (B).

Hodnoty jsou uvedeny jako primér * S.E.M.; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001; ANOVA

s Bonferroniho korekci.
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5.2 Zakladni charakteristika skupin na urovni srdecniho svalu

Vzhledem k povaze sledovanych parametr( a rozsahu diplomové prace jsme se pro dalsi

analyzy rozhodli zafadit pouze data ze Sham a AC Il skupiny.

Konstrikce abdomindlni aorty vedla k vyrazné zméné velikosti a geometrii srdce (Obr. 16(B,
D)). Krom vyrazného zvétSeni AC Il srdci je u nich v porovnani se Sham skupinou znatelnd také zména
tvaru. Ta mUlZe souviset s rozvojem patologie, pri které dochazi ke koncentrické zméné tvaru

Ci dilataci LK a srdce se stavaiji vice sféricka (Ostadal and Vizek, 2003).

A Sham B
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Obrazek 16: Porovnani morfologickych zmén u Sham a AC Il skupiny.

Snimky histologickych fezl (barveni hematoxylinem/eosinem a alcidnovou modfi) ukazuji zvétSeni
KM u AC Il (C) v porovnani se Sham skupinou (A). Na makrosnimcich (B, D) je patrnd zména tvaru po
AC. Méritkou A, Cje 50 um, u B, D je 2 mm.

Podobné jako u embryonalniho obdobi (Clark and Hu, 1982), tak i rist myokardu se v ¢asném
neonatalnim obdobi realizuje ne jen vyluéné hyperplazii, ale do jisté miry se uplatiiuje i zvétSeni KM
pomoci hypertrofického ristu (Sedmera et al., 2003b). Pro odliseni jednotlivych mechanism( ristu
jsme provedli méreni velikosti KM. Pfi méreni plochy KM na transverzalnim fezu papildrnim svalem
byl Sham a AC Il skupinou (Obr. 16(A, C)), zaznamenam mirny rozdil, ktery vsak tésné neprekrocil
hladinu statistické vyznamnosti (p=0,508; Obr. 17(A)). Avsak, pfi detailnéjsi analyze, kdy byly KM
rozdéleny dle velikosti po 50 um?, byl rozdil mezi skupinami znatelny. Velikost KM ze Sham skupiny
se pohyboval pfedevsim mezi 100-200 um? a od 250 pm? procentudlni zastoupeni KM ze Sham
skupiny prudce klesa. U KM z AC Il byl patrny posun v procentualnim zastoupeni k vétsim KM (Obr.

17(B)). Tento fakt znaci kombinaci hyperplastického i hypertrofického rdstu KM. Relativné nizsi
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zastoupenim hypertrofie, v porovnani se situaci u modelu transverzalni AC v dospélosti, je méné

zfetelné v souhrnném pohledu.
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Obrazek 17: Porovnani velikosti KM u Sham a AC Il skupiny.

Mirné zvétSeni velikosti AC Il (A), projevujici se jako vétsi zastoupeni vétsim KM u této skupiny (B)
reflektuje kombinaci hyperplastického a hypertrofického ristu.

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + S.D.; Studentav t-test.

5.3 Vyskyt spontannich arytmii

Pfed ukonéenim pokusu bylo provedeno EKG méreni za ucelem zaznamenat vyskyt
spontannich arytmii a posoudit EKG parametry asociované s vy$sim rizikem jejich vzniku. Typicky
zaznam EKG kfivky je vidét na Obr. 18. Na zaznamu jsou patrné znamky zvétSeni srdce u AC Il
skupiny. Jedna se o vétsi amplitudu QRS komplexu odpovidajici vétsi mase LK. Absolutni hodnota
QRS amplitudy nebyla hodnocena vzhledem k faktu, Ze se jedna o parametr zavisly na presné poloze

elektrod k pozici srdce u jednotlivych zvifat (Bacharova and Estes, 2017).

Taktéz bylo zaznamendno signifikantni prodlouzeni doby trvani QRS komplexu u AC Il (21,67
+ 1,4 ms u Sham a 29,33 + 0,6 ms u AC Il), coz svédc¢i o zvétSeni LK (Bacharova and Estes, 2017).
Pritomnost deprese Useku ST (na Obr. 18 oznaceno Sipkou) ukazuje na pravdépodobnou ischemii
myokardu. PrestoZe tento parametr neni zcela specificky, jeho sensitivita je vysokd a jedna se
0 obecné uznavany marker nedostatku kysliku v hypertrofovaném myokardu LK (Ronzhina et al.,

2017).
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Vsechny méfené EKG parametry jsou sumarizované v Tab. 1. Znaky zvétSeni srdce
(prodlouzeni QRS) byly uvedeny vyse. Hlavni pro-arytmogenni marker z hlediska vzniku arytmii je
prodlouzeni QT intervalu, potazmo QTc (Aschermann et al., 2004). Oba parametry byly signifikantné

proslouzeny u AC Il skupiny.
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Obrazek 18: Porovnani EKG zaznamu u zvirat ze Sham a AC Il skupiny.

Pfi stejné rozmezi zobrazeni je patrna vétsi amplituda QRS komplexu odpovidajici vétsi mase LK u AC
Il skupiny (B) oproti Sham zvitatlm (A). Rovnéz je u AC Il skupiny zfejma deprese ST Useku (oznaceno
Sipkou). Méfitko je 200 ms.

Analyza SF ukazala statisticky vyznamné snizeni. U Sham zvifat se hodnoty pohybovaly
v rozmezi 398 + 8 BPM a oproti tomu u AC Il skupiny dosahovala hodnot 345 + 11 BPM, P < 0,05. SF
byla stabilni po celou dobu méfeni. Tento fakt neni moziné pficitat snizeni teploty, ktera byla
monitorovand po celou dobu zaznamu a odpovida datim ziskanych z echokardiografického méreni

(neni soucasti této diplomové prace).

Parametr Sham n ACII n Hodnota p
P vina (ms) 15,78 +0,6 6 17,43+1,7 3 P=0,29
PR interval (ms) 48,95+1,0 6 55,73+0,4 3 P<0,05
QRS komplex (ms) 21,67 +1,4 6 29,33+0,6 3 P<0,05
QT interval (ms) 50,72 +1,5 6 66,3+2,2 3 P<0,001
QTc (Bazzet) 129,8 + 3,0 6 159,0+6,6 3 P<0,05
SF (BPM) 398 +8 6 345+11 3 P<0,05

Tabulka 1. Parametry EKG méreni u Sham operovanych a AC Il zvirat.
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + S.D.; Studentav t-test.
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Dle skérovaciho systému podle Lambetha (Curtis et al., 2013) byly zaznamenany arytmie
pouze jako ojedinélé supraventrikularni aktivace (pfiklad uveden na Obr. 19), a to jen u jednoho AC
Il zvifrete. Komorové arytmie, které byly primarnim cilem analyzy vzhledem k jejich klinické relevanci
pro dopad na hemodynamiku organismu, zaznamenany nebyly. Nicméné je tfeba vzit v ivahu, Ze
vzhledem k rozdéleni zvifat do skupin aZz podle HW/BW, byla méfena pouze 3 AC Il zvifata
a vypovidajici hodnota méreni je z tohoto divodu nizsi. Vzhledem k signifikantnimu prodlouzeni QT
a QTcintervalu, jakozto pro-arytmogenniho markeru EKG lze pfedpokladat vétsi vyskyt komorovych

arytmii v pocetnéjsi skupiné zvirat i jejich pfimou indukci.
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Obrazek 19: Vyskyt spontannich arytmii.
Analyza RR intervalu na EKG ukazala stabilni hodnoty u Sham operovanych zvifat (A). Naproti tomu
vlevo uvedena ukazka variabilniho RR intervalu u AC Il zvifete znacici vyskyt supraventrikuldrnich

arytmii (B). V dolnim panelu (C) je zobrazena ¢ast EKG zdznamu se supraventrikarnimi aktivacemi
oznacenymi Sipkami.
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5.4 Analyza pro-arytmogenniho substratu

Nasledné byla posouzena elektrickd remodelace myokardu vedouci k vy$Simu vyskytu
arytmii u tlakové pretiZzenych srdci v dospélosti. Byly analyzovany parametry exprese a lokalizace

Cx43, pritomnost fibrézy a zmény na urovni Purkyriovych vldken.

5.4.1 Exprese Cx43 a p-Cx43°368
54.1.1 Western blot

Pro propagaci elektrického impulzu srdcem je klicova nenarusend komunikace pres
mezibunééné spoje (Kostin et al.,, 2004). Proto byly provedeny analyzy exprese Cx43 metodou

Western blot. Hodnota exprese Cx43 byla u ACIl skupiny signifikantné nizsi nez u Sham skupiny,

pokles v expresi Cinil 15 % (Obr. 20(A)).
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Obrazek 20: Porovnani exprese Cx43 a p-Cx435368 AC Il a Sham skupiny
U ACII skupiny byl patrny pokles exprese jak Cx43 (A), tak a p-Cx43 5368 (B).
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + S.D.; * P < 0,05; Student(v t-test.
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Krom samotné exprese Cx43 je pro elektrickou aktivitu srdce také vyznamna jeho
fosforylace, ktera moduluje funkci Cx43 (Lampe and Lau, 2000). V expresi fosforylované formy
p-Cx43%3%8 ovlivriujici ,,end-to-end” propojeni (Kohutova et al., 2019) byl rovnéZ zaznamenan pokles
u AC Il v porovnani se Sham, vtomto pfipadé o 23 %. Presto tento rozdil nedosahoval statistické

vyznamnosti (Obr. 20(B))
5.4.1.2 Histologické analyzy

Pomoci histologické detekce byla nasledné analyzovdna exprese a lokalizace Cx43 a
p-Cx43%3%8 v souvislosti s orientaci KM. Lokalizace Cx43 ve smyslu ,end-to-end” a ,side-to-side” je
dllezitd pro adekvatni prenos elektrického signalu. Lateralizace Cx43, tedy presun distribuce na

»side-to-side” lokalizaci je spojovdn s vyssim vyskytem arytmii (Boulaksil et al., 2016).

Snimky histologickych fezl s jadry obarvenymi modfe a Cx43 barvenymi hnédou barvou
(oznacené Sipkou) jsou zobrazeny a kvantifikovany na Obr. 21. Méfeni neukazala rozdil v expresi

Cx43 u ACll oproti Sham skupiné (1,240 + 0,199 u Sham a 1,303 £ 0,32 u AC ll).
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Obrazek 21: Histologické znaceni Cx43.

Priklad Cx43 detekce u Sham (A) a ACII skupiny (B). Cx43 je zobrazen hnédé a jaddra modre.
Kvantifikace exprese neukazala statisticky vyznamny rozdil (C). Méftitko je 50 um.

Hodnoty jsou uvedeny jako primér = S.D.; Studentdv t-test.
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Podobné byla provedena analyza p-Cx43°3%. Data sumarizovana na Obr. 22 ukdazala
signifikantni pokles exprese u ACIl (Obr. 22(C)). Primérna hodnota exprese p-Cx43%38 y Sham
skupiny byla 1,125 + 0,265 a u AC Il byla 0,403 £ 0,195 ).
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Obrazek 22: Histologické znaéeni p-Cx435368,

Pfiklad p-Cx43%3¢8 detekce u Sham (A) a ACII skupiny (B). p-Cx43%3%8 je zobrazen hnédé a jddra modre.

Kvantifikace exprese ukazala statisticky vyznamny pokles u skupiny AC Il (C). Méfitko je 50 um.
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + S.D.; Studentiv t-test.
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Pro detailni analyzu lateralizace byla Cx43 exprese kolokalizovana s markerem adhesnich
spoju interkaldrnich disk KM, N-cadherinem. Pro detekci cytoplazmatické membrany KM byl
pouZito WGA. Na nékterych snimcich byl u ACIl skupiny zaznamendn mirny pokles v kolokalizaci,
ktery predstavuje prerozdéleni Cx43 z ,end-to-end” lokalizace na ,side-to-side” umisténi (Obr.
23(B)). Tyto oblasti vSak nebyly typické pro celou skupinu a v celém souboru se tedy lateralizace

neprokazala.

A
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Obrazek 23: Snimky z konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu analyzuijici lateralizaci Cx43.
Cx43 exprese v GJ patrna z kolokalizace Cx43 (Cervené) a s N-cadherinem (Zluté). Cytoplazma
oznacena pomoci WGA zelené. Na snimcich ze Sham skupiny (A) se oblasti bez kolokalizace témér
nevyskytovaly, naproti tomu u skupiny AC Il byla ojedinéle zietelna lateralizace Cx43 (oznadeno
Sipkou na B). Méfitko je 20 um.
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5.4.1.3 Korelacni analyzy

Vzhledem k variabilité AC fenotypu jsme nasledné analyzovali zavislost mezi mirou fenotypu
(HW/BW) a expresi Cx43, potaimo jeho fosforylované formy p-Cx43%3%8, Pro analyzu jsme poufZili
linedrni regresi a zavislost jsme otestovali testem dobré shody r? tohoto modelu a analyzovali
pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu. V pfipadé Cx43 zavislost poklesu jeho exprese
na rozvoji fenotypu prokazana nebyla (p=0,85; Obr. 24(A)). Naopak u p-Cx43>3% byla pozorovana

signifikantni zavislost exprese na zavaznosti kardiomegalického fenotypu (Obr. 24(B)).
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Obrazek 24: Graf zavislosti exprese Cx43 a p-Cx4333¢8 na rozvoji fenotypu.

Nebyla prokdzana zdvislosti na mife rozvoje fenotypu v pfipadé Cx43 (A). Naopak v pripadé
p-Cx4353%8 tato zdvislost dosahovala statistické signifikance (B).

Pearsonlv korelacni koeficient.
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5.4.2 Rozvoj fibrozy

Vyraznym pro-arytmogennim substratem je rozvoj fibrézy ve tkani (Durdil, 2010). Pro
kvantifikaci fibrézy, bylo pouZito barveni pomoci Picrosirius Red. Na histologickych Fezech
na Obr. 25 (A, B) jsou Cervené obarvena kolagenni vldkna a Zluté cytoplazma KM. Na snimcich je
viditelny rozdil mezi plochou fibrotické tkané u Sham skupiny a AC Il. Kvantifikace ukazala
signifikantni ndrast relativni fibrotické plochy u AC Il skupiny (1,564 + 0,141 %) oproti Sham

operovanym zvifatlm (5,011 £ 0,740 %).

Sham ACII

Obrazek 25: Analyza fibréznich zmén.

Ptiklady Picrosirius Red barveni u Sham (A) a AC Il skupiny (B). Kvantifikace pozitivni plochy ukdazala
signifikantni narst u AC Il skupiny (C). Méfitko je 50 um.

Hodnoty jsou uvedeny jako prlimér £ S.D.; *** P < 0,001; Student(v t-test.

5.5 Vliv tlakového pretizeni na komorovy prevodni systém

V remodelovaném myokardu je zdroj arytmii spojovan také s terminalni ¢asti prevodniho
systému komor, tedy Purkynovymi vlakny (Surget et al., 2021). Zmény Purkynovych vildken byly
v dutiné LK viditelné jiz pfi odbérech srdci (Obr. 26).

Protoze tlakové pretizeni vede k hypertrofii Purkynovych vldken (Logantha et al., 2021),
analyzovali jsme zmény jejich velikosti. Méreni bylo zamérena na volné bézici Purkynova vlakna,
protoZe je mozné je velmi dobre odliSit od myokardu komory (viz Obr. 27(A), Purkyriova vlakna
vyznacena Sipkami). Plocha téchto vldken byla u AC Il skupiny statisticky vyznamné zvétSena

(502,2 £ 74 um2 u sham zvifat oproti 880,9 + 278 um2; Obr. 27(B)).
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Obrazek 26: Vliv tlakového pretiZzeni v neonatalnim obdobi na PSS.
Makrosnimky odebranych srdci kontrolnich zvitat (A, B) a tlakové pretizenych zvirat (C, D). Na levé

strané (A, C) je pohled do dutiny LK. Vlevo jsou endokardy nasnimany v detailu (B, D) s viditelné
ztlusténimi Purkynovych vlaken u AC Il zvifat (D, oznaceno Sipkami).
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Obrazek 27: Porovnani velikosti Purkynovych vldken.

Snimek histologického Ffezu nabarveného hematoxylinem, eosinem a alcidnovou modfi (A)
s vyznacenymi volné béZici Purkyriova vlakna (Sipky). Volné bézici Purkyriova vldkna u AC Il skupiny
byla signifikantné v porovnani se Sham skupinou (B). Méfitko je 100 um.
Hodnoty jsou uvedeny jako prlimér + S.D.; * P < 0,05; Studentlv t-test.
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6 Diskuze
6.1 Model aortalni konstrikce v neonatalnim obdobi

Tlakové pretizeni v dlsledku konstrikce abdomindlni aorty v neonatdlnim obdobi vedlo
k rozvoji srde¢niho selhdni. HW/BW statisticky vyznamné vzrostla 0 45 % u AC 1 a 109 % u AC Il
skupiny. Zvétseni masy LK odpovidalo i signifikantni prodlouzeni QRS komplexu. Vyrazny zasah AC
do organismu potvrzuji rozdily v hmotnostech mezi kontrolni a operovanou skupinou. Signifikantné
nizsi vahové prirtstky operovanych zvifat s provedenou AC potvrzuji rozvoj patologie spojené se
srde¢ni nedostatecnosti. Podobné byly zaznamenany nizsi pfirGstky ¢i ztrdta hmotnosti u zvifat se
srde¢nim selhdnim po infarktu myokardu (Hrdlicka et al., 2019), doxorubicinem navozeném
srde¢nim selhani (Timm et al., 2020) ¢i tlakového pretizeni srdce indukovaném v dospélosti (Guo et
al., 2018). Oproti predchozim publikacim na modelu neonatalniho tlakového pretizeni (Hamplova et
al., 2010; Novotny et al., 2003; Sedmera et al., 2003b) bylo cilem studie posouzeni neonatalniho
programovani na fenotyp v dospélosti, a proto bylo nutné, aby zasah vedl k rozvoji takového
srdecniho selhani, které umozni v dostate¢né mire preziti do dospélého véku. Je znamo, Ze velikost
konstrikce je pfimo umérna stupni vyvoje tlakového gradientu a nasledného selhavani. Na mysim
AC modelu bylo ukazano, Ze pouziti konstrikce na primér 0,375 mm vede po 4 tydnech k rozvoji
zavazného dekompenzovaného srdecniho selhani s 59% umrtnosti. Naproti tomu konstrikce
na velikost 0,4 mm vedla k rozvoji mirné hypertrofie bez progrese do srde¢niho selhani (Furihata et
al., 2016). V nasem ptipadé byla umrtnost na konci experimentu, tedy v 12 tydnech, 44 %. Je tedy
zfejmé, Ze nami zvoleny model je vhodny pro navozeni tlakového pretiZzeni v mife, kterd vede
k rozvoji fenotypu vyrazné kardiomegalie, a zarovert umoznuje preziti dostate¢ného mnozstvi zvirat
do konce experimentu.

Tlakové pretizeni srdce navozené v neonatalnim obdobi ma na srdce specificky vliv. Sedmera
et al. (2003b) ve své praci ukazal, Ze tento zasah sice vede v urcité mife k hypertrofii KM, ale
predevsim k jejich bunééné proliferaci. Pfestoze jsme v této studii miru proliferace nestanovovali,
tak nase vysledky odpovidaji zminénym zjisténim. Ze skutecnosti, Ze mezi AC Il a kontrolni skupinou
nebyl nezaznamenan rozdil v priimérné velikosti KM, ktery byl patrny az pfi rozdéleni KM dle jejich
velikosti vyplyva, Ze hypertroficky rust byl u téchto srdci jen minimalni. Podobné vysledky ve své
studii zaznamenal i Novotny et al. (2003), ktery pozoroval u stejného modelu az trojndsobny narist

v hmotnosti LK s minimalnimi rozdily v Sifce jednotlivych KM.
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Postupny rozvoj kompenzovaného fenotypu kardiomegalie s pfechodem do dekompenzace
je zndm z humannich dat (Kostin et al., 2004) a studii na dospélych zvitatech (Jin et al., 2010), byl
popsdan také na modelu neonatalni AC u potkana (Sedmera et al., 2003b). V této préci byla zvifata
dle rozvoje fenotypu délena do tfi skupiny, tedy mirny, stfedni a tézky. | v nasich datech jsme
zaznamenali fenotypovou heterogenitu. Zvifata jsme rozdélili na skupinu se stfedné rozvinutym
fenotypem (HW/BW < 5) a skupinu se zavaznou kardiomegalii (HW/BW 2> 5). Skupinu zvifat
s mirnym fenotypem jsme nepozorovali. Tento rozdil by mohl byt dan rozdilnou délkou
experimentu. Oproti 12 tydndm, ve kterych jsme experiment ukondili my, Sedmera et al. (2003b)
srdce odebiral 21. postnatalni den. Lze tedy predpokladat, Ze v nasich datech doslo u vSech zvifat

Z namérenych dat usuzujeme, Ze u skupiny se stfedné rozvinutym fenotypem (AC 1) bylo
srdecni selhani v kompenzovaném stadiu, a naopak u AC Il, s HW/BW > 5, byl zaznamenan prechod
do dekompenzovaného stavu. O kompenzovaném stddiu AC | svédci fakt, Ze i pres statisticky
vyznamné zvySenou hmotnost srdce nedoslo v priibéhu experimentdlniho obdobi ke snizeni
prirtstk( zvirat. Oproti tomu u AC Il zvifat o dekompenzaci stavu u skupiny svédcil krom vyrazného
zvySeni hmotnosti srdce rovnéz pokles vahovych prirtstka, snizeni SF a hmotnost plic.

Z humanni mediciny je zndmo, Ze jednu z adaptivnich zmén predstavuje u srde¢niho selhani
zvySeni SF (mechanismem vyssi aktivity RAS systému a sympatiku) za Ucelem udrzeni srde¢niho
vydeje (Borovac et al., 2020). Avsak béhem progrese dochazi k maladaptaci a postupnému snizenim
sensitivity B-adrenergnich receptor( k cirkulujicim katecholaminiim i downregulaci a sniZzeni denzity
B-adrenergnich receptord (Bristow et al., 1982). To je provazeno zhorsenim Cerpaci funkce srdce
a poklesem plvodné zvysené SF do ¢i pod fyziologické rozmezi (Borovac et al., 2020). Pozorovana
nizsi hodnota SF u AC Il 0 13 % oproti Sham zvifatlim svédci o dekompenzaci stavu.

Rovnéz signifikantné vyssi normalizovana vaha plic oproti Sham skupiné i AC | zvifatim
vypovida o dekompenzaci srde¢niho selhani u AC Il skupiny. Vzhledem k tomu, Ze srde¢ni komory
funguji jako sériové zapojend pumpa, vede nedostateénost LK ke stagnaci krve v plicich. Zvyseny tlak
se projevi v kapilarnim systému plic a vede k uvolfiovani kapaliny z kapilar (Tanai and Frantz, 2015).
Rozvijejici se plicni edém zvysi vihkou hmotnost plic. Dlouhodobé zmény na plicich v disledku
takového pretizeni vSak vedou i k jejich remodelaci, coz v publikaci popsal Chen et al. (2012), kde na
mysim modelu tlakového pretizeni srdce popsal zmény ve hmotnosti plic spolec¢né s vyraznym
rozvojem fibrdzy ve tkani. Remodelace plic vedla az k tfikrat vétsi hmotnosti plic, ktera byla na

obsahu vody nezavisla.
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6.2 Vyskyt arytmii

Tlakové pfretizeni v dospélosti se silné poji s arytmiemi. Tento fakt byl prokdzan jak
v klinickych studiich (Boulaksil et al., 2010), tak v experimentdlnich modelech (Boulaksil et al., 2016).
Pro-arytmogennifenotyp se rozviji v dlisledku zpomaleni rychlosti Sifeni vzruchu a zvyseni elektrické
heterogenity ve tkani. Zodpovédnymi mechanismy téchto zmén jsou naruseni membranové
excitability, bunécného spojeni v disledku zmén na Urovni Cx43 a rozvoj fibrézy ve tkani (Lilly and
Braunwald, 2012). Dalsi zdroj ektopickych vzruch( v remodelovaném srdci jsou Purkynova viakna
(Haissaguerre et al., 2016). V nasi praci jsme na EKG zdznamu nezaznamenali vyskyt komorovych
arytmii. Tento fakt priklddame nizkému poctu mérenych zvirat. Byl vSak zaznamenan rozvoj pro-
arytmogeniho fenotypu. Z EKG parametru vyplyva, Ze doslo k prodlouzeni QT i QTc intervalu 0 29 %,

respektive 22 %. Zmény v jednotlivych pro-arytmogenich faktorech jsou rozebrany nize.

6.3 Zmény na urovni elektrické remodelace a Cx43

Elektrickd remodelace a sni spojené zmény mohou v pocdtecnich stadiich tlakového
pretizeni vést ke zrychleni elektrického vedeni. S postupem patologie se elektrickd remodelace stava
spiSe negativni a vede ke vzniku arytmii (Winckels and Vos, 2008). Tento jev sledoval Formigli et al.
(2003) u prasat po navozeni objemového pretizeni. Do 4 dni od operace pozoroval nardst exprese
Cx43 a nasledné s rozvojem hypertrofie sledoval pokles v jeho expresi. Podobny jev popsal i Jin et
al. (2010) u potkant s tlakovym pretizenim navozenym transverzalni AC. Po pocatecnim nardstu
exprese Cx43 do 4 tydne od AC autofi pozorovali vyrazny pokles Cx43 i p-Cx43%3% spojeny
s postupnym zpomalovanim rychlosti vedeni vzruchu. Ke zpomaleni propagace vzruchu v pozdéjsich
fazich ddle napomaha rozvoj fibréozy (Kessler et al., 2014). Zmény Cx43 jsou spojovany s pro-
arytmogenni remodelaci i u dospélych tlakové pretizenych lidskych srdci (Kostin et al., 2004). Zmény
v mife exprese a lokalizace Cx43 byly popsany i u experimentalnich modell, u kterych vedly
k disperzi a snizeni rychlosti vedeni. To se projevilo na zvySené nachylnosti ke komorovym arytmiim
(Akar et al., 2004; Boulaksil et al., 2010; Kitamura et al.,, 2002; Kostin et al., 2004)). Prestoze
pocatecni narlst exprese Cx43 neni pozorovan vidy, zejména v pfipadech objemové pretizeni srdce
jej nékteré prace nepopisovali (Benes et al.,, 2011), sniZeni exprese Cx43 je s rozvojem
dekompenzace stavu spojovano vzdy (Fontes et al., 2012; Formigli et al., 2003). A to i v pfipadé
objemového pretizeni srdce (Benes et al., 2011; Sedmera et al., 2016). V této praci jsme zaznamenali
u AC I, kterd dekompenzovanému stavu odpovida, signifikantné snizenou hladinu Cx43. Vyslednd

exprese Cx43 byla u AC Il oproti kontroldm snizena o 15 %.
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Podobny trend pocatecniho narlstu a ndsledného poklesu exprese v dlsledku tlakového
pretizeni srdce byl pozorovan i u fosforylované formy Cx43 v pozici Ser368 (Jin et al., 2010).
Fosforylace na této pozici pomoci PKC-€ byla asociovdana se stabilizaci GJ udrzujici end-to-end
propojeni bunék (Johansen et al., 2011; Kohutova et al., 2019). Vyrazné snizeni v pokrocilém rozvoji
LVH bylo popisovédno také u potkaniho modelu objemového pretizeni srdce (Benes et al., 2011).
Podobné jsme v nasi praci pozorovali signifikantni korelaci mezi expresi p-Cx43>3¢8 g zdvaznosti
fenotypu (na zdkladé HW/BW). Podobnou zavislost poklesu exprese p-Cx43°3%8 s progresi fenotypu
popsal i Sedmera et al. (2016) na modelu objemové pretizeného srdce. V této préci byl popsan
podobny trend zavislosti i u celkového Cx43. Ten v naSich vysledcich pozorovan nebyl. Mozné
vysvétleni vychazi ze zvoleného modelu, tedy hypertrofie v dlsledku objemového pretizeni srdce
oproti tlakovému pretizeni v naSem pripadé a také z faktu, Ze indukce byla v nasi studii provedena
v neonatalnim obdobi.

Snizeni exprese Cx43 je ¢asto doprovdzeno i zménou jeho lokalizace (Kessler et al., 2014).
Redistribuce Cx43 z interkaldrnich disk(l na obvod bunék narusuje end-to-end propojeni bunék
a vede ke snizeni rychlosti vedeni, disperzi signdlu ve tkdni a vzniku funkéniho bloku u re-entry
arytmii (Boulaksil et al., 2010; Kitamura et al., 2002; Kostin et al., 2004). Napftiklad Akar et al. (2004)
u pst se srde¢nim selhdnim zaznamenal az dvakrat vyssi vyskyt lateralizovaného Cx43 oproti
kontrolni skupiné. Lateralizace a heterogenita exprese Cx43 jsou asociovany s arytmiemi jak
u humannich studii, tak u zvifecich model(i, a to dokonce i pfipadé nenarusené exprese Cx43
(Boulaksil et al., 2016, 2010). My jsme na zakladé kolokalizace Cx43 a N-cadherinu (Kostin et al.,
2004; Matsuda et al., 2006; Sykora et al., 2019) zmény v lateralizaci Cx43 pozorovali jen v nékterych
oblastech myokardu. LoZiskové zmény v souvislosti s Cx43 nejsou u srdeéniho selhani vyjimecné.
Podobné jako v nasich datech, byly u lidskych vzorku oblasti s vyrazné nizsi expresi Cx43 pozorovany

jen u srdci s nejzavaznéjsim fenotypem (Kostin et al., 2004), a je tedy obtizné je kvantifikovat.

6.4 Rozvoj fibroznich zmén v disledku tlakového pretizeni

Fibrézni remodelace je adaptivni mechanismus vyrovnavajici systolické napéti ve sténé
komory. Je popisovdna u pretizeni srdce v dospélosti (Swynghedauw, 1999). Zajimavosti je, ze
u vétsiny modell neni soucasti fenotypu objemového pretiZzeni (Ryan et al., 2007). | tak je objemové
zatiZeni spojované s rozvojem arytmii (Sedmera et al., 2016). Zpomaleni rychlosti vedeni v disledku
downregulace a deforsforylace Cx43 (Benes et al., 2011) spolu prostorovymi zménami ¢ini myokard

komory nachylnéjsi k re-entry aktivaci.
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Naopak u srde¢niho selhani z tlakovych pficin je fibrézni remodelace pfitomna (Boulaksil et
al., 2010; Xia et al., 2009). Na mysim modelu bylo ukazdno, Ze inicialné se jedna o reaktivni fibrézu
(Isoyama and Nitta-Komatsubara, 2002). Tento typ vznika v dUsledku vyssi produkce kolagenu nez
jeho spotteby a zahrnuje intersticidlni a difuzni fibrézni zmény (Kessler et al., 2014). VetsSi mnoZstvi
kolagenu lokalizované v mezibunécném prostoru pak vede k naruseni elektrického pfenosu a je tedy
pro-arytmogenni (Rohr, 2009). S progresem patologie se muZe stavat vyskyt kolagenu ve tkani
heterogenni (Isoyama and Nitta-Komatsubara, 2002). V nasi praci jsme krom perivaskularniho
prostoru pozorovali viceméné homogenni distribuci kolagenu ve tkani. To mUzZe souviset s méné
zavaznym rozvojem fibrézy pozorované dfive jak na potkanim modelu (Kolar et al., 1998), tak
na mysSim modelu (Mohammadi et al., 2019). V nasi prdci byla zaznamenana vétsi mira fibrozy nez
ve zminovanych studiich, tento rozdil mohl vzniknoutv dusledku rlzné délky experimenta.
U publikace Kolar et al. (1998) byl experiment ukonéen po 8 tydnech, tedy o 4 tydny dfive nez v nasi
studii. Ve studii Mohammadi et al. (2019) byl experiment ukonéen 2. tyden po indukci. Pfi delSim

pusobeni tlakovych zmén v nasi studii Ize pfedpokladat, Ze rozvoj fibrézni remodelace bude vétsi.

6.5 Remodelace Purkynovych vldken

Pti tlakovém pretizeni srdce v dospélosti nedochdzi pouze k hypertrofii pracovniho
myokardu, ale také k hypertrofii Purkyriovych vldken. Ty byly popsdny jak na modelu tlakové-
objemového zatizeni u kralika (Logantha et al., 2021), tak i u transverzalni AC s fluorescen¢né
oznadenymi Purkyfiovymi vlakny pomoci transgenniho mysiho modelu Cx40ECF*/* (Harris et al.,
2012). Zajimavé je, ze hypertrofie Purkynovych vldken v dusledku tlakovych zmén byla spojena
s remodelaci vedouci ke zménam ve vedeni vzruchu (Harris et al., 2012). Vzhledem k faktu, Ze
Purkynova vlakna byla oznadena jako zdroj vzniku arytmii u jinych srdecnich patologii, jako je
remodelace po infarktu myokardu (Bogun et al., 2006; Boyden, 2003), lze predpokladat, Ze
Purkynova vldkna hraji urcitou roli v arytmogenezi také po tlakovém pretizeni (Logantha et al.,
2021). Na mysim modelu byl sledovan nartst Cx40, ktery byl asociovdn s pozorovanou zménou
aktivace komory. Autofi rovnéz spekulovali o zrychleni vedeni vzruchu v systému Purkynovych
vldken vzhledem k zvysené expresi Cx40 (Harris et al., 2012). Naopak u kralika s kombinovanym
tlakové-objemovym pretizenim vedoucimu k srdeénimu selhani, nebyly zmény v expresi Cx40
zaznamendny. Autofi vtéto publikaci pfipisovali pozorované prodlouzeni doby vedeni vzruchu
komorou, detekované jako prodlouzeni QRS komplexu na EKG, komplexnim zménam exprese

v Purkynovych vidknech. Konkrétné doslo ke zméné v mRNA 40 iontovych pumpu, transportér(, Cx
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a systému regulujicich pohyb vapniku v bufce (Logantha et al., 2021). Ty ndsledné vedly
k prodlouzeni AP a mohly by byt podkladem pro EAD, podobné jak bylo pozorovano
u remodelovanych Purkyrovych vldken po infarktu myokardu (Boyden, 2003).

V nasi praci jsme na mikroskopickych fezech rovnéZ zaznamenali zvétSeni plochy volné
bézicich Purkyrovych vidken v dlsledku tlakové zatéze. U AC Il skupiny jsme pozorovali signifikantni
narlst ve velikosti Purkynovych vldken oproti kontrolni skupiné o 75 %. Podobné byla zvétSena
Purkyniova vlakna detekovana u kardiomegalie zplsobené zvétSenim tepového objemu u kureciho
hypotermického modelu (Skuhrova, 2018). Pfestoze jsme v nasi praci neméfili velikost jednotlivych
bunék, tak vzhledem k faktu, Ze Purkyrova vldkna jiz v pribéhu vyvoje vykazuji vyrazné nizsi
proliferacni aktivitu nez bunky pracovniho myokardu (Sedmera et al., 2003a), pfipisujeme namérené
rozdily ve velikosti hypotrofii jednotlivych bunék. Otdzka zmén v expresi Cx40 a rychlosti Sifeni

vzruchu podilejici se poruchach rytmu bude pfedmétem dalSiho studia.

62



7 Zavér

Z vysledk( diplomové prace vyplyva, Zze indukce tlakového pretizeni v casném neonatdlnim
obdobi ma vliv na vysledny kardiomegalicky fenotyp a elektrickou remodelaci dospélych zvirat.

| pres signifikantni prodlouzeni QT a QTc intervalu na EKG, zaznamy neodhalily zadné
spontanné se vyskytujici komorové arytmie. Nicméné je tfeba vzit v Uvahu, Ze pocet zvifat, u kterych
byl vyskyt arytmii analyzovan, nemusel byt pro jejich zaznamendani dostacujici. Vzhledem ke
zméndam ve zkoumanych pro-arytmogennich faktorech lze predpoklddat projeveni fenotypu
v pocetnéjsi skupiné mérenych zvirat, popf. pfi jejich pfimé indukci.

Ze sledovanych faktor( nezadouci elektrické remodelace myokardu jsme zaznamenali pokles
exprese jak Cx43, tak i p-Cx43°3¢8, Podobné jako na modelu objemového pretiZeni v dospélosti, byla
v pfipadé p-Cx43%3%8 pozorovana signifikantni zavislost exprese na zavaZnosti kardiomegalie.
Naopak, a na rozdil od objemového pretizeni srdce v dospélosti, v pfipadé Cx43 se zavislost
na rozvoji fenotypu neprojevila. Pokles exprese Cx43 byl mirnéjsi nez u zminovaného modelu.
Soucdsti pozorované remodelace myokardu byl i narust fibrézy. Spole¢né tyto zmény vytvari
v myokardu pro-arytmogenni substrat, v dusledku dispenze a zpomaleni rychlosti Sifeni vzruchu
vedouci k funkénimu bloku a re-entry.

V souladu s nékolika pracemi, které se vénuji remodelaci Purkyfnovych vlaken v tlakové
pretizeném myokardu, jsme zjistili zvétSeni Purkynovych vldken. Zda pozorovana zména byla vétsi
nez v pripadé indukce tlakové zatéze v dospélosti, nebylo mozné urcit pro omezeny pocet studii.
Tato otazka bude spolu s funkénim dopadem pozorovanych zmén predmétem ndslednych studii.

Dle naSich vysledkl lze na zavér fict, Ze indukce tlakového pretiZzeni srdce v neonatalnim
obdobi se v dospélosti projevila pro-arytmogenni remodelaci myokardu, ale spontanné se

vyskytujici arytmie pozorovany nebyly.
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