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Abstrakt

Clovék je, stejné jako viechny mnohobunééné organismy, zavisly na stalé
dostupnosti kysliku. Hypoxie predstavuje podnét, kterému se organismus musi
pfizplisobovat jiZ od nejranéj§iho vyvoje. Zaklady jednotlivych ¢asti krevniho fecisté
vznikaji izolované a teprve druhotné se propojuji v souvisly celek cévnich trubic
napojenych na srdce. Hemodynamika se brzy uplatiiuje jako jeden z faktori vyvoje
cévniho systému. Omezené proudéni krve vede k regresi krevniho fecisté, kdezto
zvySeny prutok stimuluje jeho rozvoj, a to béhem vyvoje i v dospélosti.

Nase studie méla ovéfit, jak hypoxie ovliviiuje tvorbu koronarniho fecisté
avyvoj myokardu a vysvétlit letalitu embryi. Piedchozi experimenty totiz
za hypoxickych podminek prokazovaly dilataci srde¢nich komor a zvySenou
umrtnost embryi se znamkami srde¢niho selhani.

Jako experimentalni model byla pouzZita embrya japonské krepelky
(Coturnix coturnix japonica). Vejce byla inkubovana za hypoxickych podminek
(16% O3). Kontrolni skupina byla inkubovana stejny ¢as v normoxickych
podminkach (21% O,). Vliv hypoxie byl hodnocen 5. - 9. den embryonalniho vyvoje.
Koronarni fe¢isté¢ jsme znazorovali nastiikem tu$i. Proliferaci bun¢k v myokardu
jsme sledovali zna¢enim pomoci BrdU. Pro histologickou analyzu jsme pouZili
znaceni standartni barveni hematoxilinem a eosinem. K daldi analyze jsme pouZili
imunohistochemicky prikaz protilatkami proti sarkomerickému aktinu (marker
kardiomyocytll) a/nebo aktinu hladké svaloviny. Jako marker tkanové hypoxie byla
pouzita Hypoxyprobe 1, ktera zna¢i hypoxické okrsky. Cévni systém jsme
znazorniovali v fezech protilatkou QHI, ktera je specifickd pro endotelové buriky
kiepelky.

Vystaveni kfepel¢ich vajec hypoxickym podminkdm znamena sniZeni
preziti. Nejdeli doba pieZiti u hypoxickych embryi byla devét dnti. V srdcich embryi
vyvijejicich se za normoxickych podminek jsou ptitomné hypoxické okrsky tkané.
Tyto okrsky byly rozsahlejsi za experimentalnich podminek (16% O,). Hypoxie dale
navozovala zvysenou kapilarizaci ve sténach srde¢nich komor
a v interventrikularnim septu. Vyvolavala rovnéz zvySenou trabekularizaci myokardu
komor a jejich dilataci. Méfeni tloustky komor jasné prokazalo jejich vyrazné

ztenceni (pfedev$im komory levé) za hypoxickych podminek. Myokard je v této



embryonani period¢ odkazan na difuzi kysliku ze srde¢nich dutin, takZe tyto nalezy
mohou byt vysvétleny jako kompenza¢ni mechanismus ke zkraceni difuzni drahy pro
kyslik. Vlastni koronarni cévy byly u hypoxickych embryi vyvinuty nepravideln¢ a
chudé a ¢asto jim chybélo napojeni na aortu.

Nase nalezy tedy vysvétluji pfi¢inu letalniho Gi¢inku hypoxie tak, Ze hypoxie
vede postupnou dilataci, ztenéenim srde¢nich komor a nedostateénym napojenim a

organizaci koronarniho fe¢isté k srdeénimu selhani.



Abstract

Human, as all multicelullar organisms, is dependant on oxygen availability.
Hypoxia is a stimulus which must the organism adapt from early development.
In prenatal life fundaments of circulation originate separately and first than they
interconnect in complete system of vessel tubes incorporating heart. Haemodynamic
- as one of the factors - soon takes part in vessels system development. Restricted
blood flow results in vascular bed regression; on the contrary higher flow promotes
its development in prenatal life as well as in adulthood.

The aim of our study was to investigate the effect of hypoxia on coronary
arterial tree formation and myocardial development and to explain embryonic
lethality. Previous studies found ventricular dilatation and increased mortality with
signs of heart failure.

We used quail embryos (Coturnix coturnix japonica). Eggs were incubated
under hypoxic conditions (16% O,). Controls were incubated in normal oxygen
tension (21% O;). The effect of hypoxia was analyzed 5 — 9 day of embryo
development. Coronary system was visualized by injecting Indian ink. Proliferation
was measured using BrdU labelling. For histological analysis we used standard
haematoxylin and eosin labelling. For further analysis we used immunohistochemical
staining with antibodies against sarcomeric actin (cardiomyocyte marker) and/or
smooth muscle actin. As hypoxia marker we used Hypoxyprobe 1. We detected
vascular system in section by staining with QH1 antibody (specific for quail
endothelial cells).

Hypoxia reduced embryo survival versus controls. Maximal survival period
in hypoxia was nine days. In the hearts of embryos developed in normoxic conditions
there are present hypoxic areas of tissue. These areas enlarge under experimental
conditions (16% O,). Hypoxia increased capillarization in ventricular wall and in
interventricular septum and increased myocardial trabecularization of ventricles and
their dilatation. We found thinner ventricular wall (especially in the left ventricle)
under hypoxic conditions. In this period myocardium relies on diffusion of oxygen
from heart cavities and so these findings can be explained as a compensatory
mechanism to minimize diffusion distance for oxygen. In hypoxic conditions

coronary vessels are developed irregularly, often without connection to aorta.



Our findings demonstrate the cause of lethal effect of hypoxia. Ventricular
wall thinning, coupled with insufficient coronary perfusion leads to dilatation and

heart failure.
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Seznam pouzitych zkratek
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arteria
arteriae
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fibroblast growth factor
stadium dle Hamburgera a Hamiltona
hypoxia induced factor
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leva komora

leva pfedsin

phosphate buffer solution
platelet derived growth factor
proepikardialni organ
paraformaldehyd

placentar growth factor
prava komora

prava piedsii

ramus

sinister, sinistra

smérodatna odchylka

smooth muscle actin

vena

venae

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor
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1. Uvod

Vztah mezi organizmem a vné&j§im prostfedim je zna¢n& sloZity a o tom,
zda se dany organizmus dokaZe vyrovnat s ur¢itou zménou ¢&i nikoliv, rozhoduje
cela fada okolnosti. Prizplsobeni se okolnim podminkam je dileZité pro preZiti
organizmu.

Clovek je, stejné& jako viechny mnohobunééné organismy, zavisly na stalé
dostupnosti kysliku. Hypoxie pfedstavuje podnét, kterému se organismus musi
pfizpusobovat jiZz od nejranéj$iho vyvoje. U srdce to plati tim spise, Ze se jedna
oprvni fungujici orgdn embrya. U kufete zafina bit jiz b&hem druhého dne
embryonélniho vyvoje a u ¢lovéka je to jiZ den osmnacty.

Oblast vlivu hypoxie na embryondlni vyvoj zafala byt s rozvojem
technického vybaveni laboratofe a s roz§ifenim spektra metodickych postupti velmi
aktuadlnim tématem vyvojové biologie i klinické mediciny. S novymi objevy se
vynofily 1 dal§i otazky ohledné normalniho a abnormalniho vyvoje srdce
a koronarnich cév a jejich funkce. Sledovani vlivu hypoxie v jednotlivych stadiich
embryonalniho vyvoje kufete (v nasem piipadé japonské kiepelky - Coturnix
coturnix japonica) pfina$i mnoho uZite¢nych poznatkl zvlasté proto, Ze z obecného
hlediska je srdci ¢lov&ka (savce) podobné pravé srdce ptaki.

Role tkaniové hypoxie byla rozsihle studovana piedev§im v souvislosti
s tumorovou lé¢bou a ischémii, ale hypoxie hraje vyznamnou roli i v normalnim
embryonalnim vyvoji — v¢etné kardiogeneze. Jakékoliv nové poznatky z prib&hu
vaskulogeneze, angiogeneze, arteriogeneze ¢i remodelace a plsobeni hypoxie
v téchto kritickych momentech vyvoje srdce by mohly napomoci v 1é¢bé nékterych
onemocnéni, kdy je rist novych cév podporovan (napf. po infarktu myokardu,
pii ateroskler6ze) nebo naopak potla¢ovan (napf. u progrese maligniho nadoru).

Zaklady jednotlivych <¢&asti systémového krevniho fei$t€¢ vznikaji
izolované a teprve druhotné se propojuji v souvisly celek cévnich trubic napojenych
na srdce. Hemodynamika se brzy uplatiiuje jako jeden z faktori vyvoje cévniho
systému. Omezené proudéni krve vede k regresi krevniho fecist€, kdeZto zvySeny

pratok stimuluje jeho rozvoj, a to béhem vyvoje i v dospélosti.
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1.1 Vyvoj myokardu a koronarnich cév

Vyvoj myokardu a jeho krevniho zasobeni se v prab&hu fylogenetického

a ontogenetického vyvoje zasadnim zptisobem méni.

1.1.1 Fylogenetické aspekty

Nazory na fylogeneticky vyvaj srdce nejsou jednotné. Nejrozsifenéjsi je
pfedstava, Ze existuje pfima vyvojova linie od jednoduchého srdce Zivo&icha
studenokrevnych (ryby, obojZivelnici, plazi) aZ k Zivo¢ichiim teplokrevnym (ptaci,
savci); jejich srdce je nejdokonalejdi a nejvykonngj$i. Je v8ak tieba konstatovat,
Ze srdce nékterych studenokrevnych Zivoéichti (napt. plazd) je velmi komplikované.
V jednotlivych ttidach poikilotermnich Zivo¢ichl existuje navic mnohem vétsi
variabilita nez u ptakd a savct (Fejfar et al., 2002). Z obecného hlediska je srdci
savcu identické srdce ptakd. Je rozdéleno ve dvé piedsiné a dvé komory a vytvari
nizkotlakou plicni a vysokotlakou systémovou cirkulaci.

Paralelné s vyvojem srdce se vyviji i cévni systém. Z puvodnich 3esti
aortalnich obloukd, které ¢asné ve fylogenezi spojovaly ventralni a dorzalni aortu,
mizi u kostnatych ryb dva pary. U obojZivelnikd zGstavaji tieti aortalni oblouky
zachovany jako &asti karotid, paty pak mizi. Sesty aortalni oblouk je zavisly
na vyvaji dychani; jiZz u jednody$nych ryb z ného vychazeji cévy ke vzdudnému
méchyfi. U vy$Sich obratlovct, ktefi dychaji plicemi, slouZi za zaklad pulmonalnich
artérii a tepenné duleje. Ze &tvrtého paru aortalnich oblouk je u ptdkd zachovéan
pouze pravy, u savcl levy, jako zéklad definitivni aorty (Kruta, 1958).

Srde¢ni sval je v disledku stoupajicich funké&nich narokti schopen
znaénych adaptaénich zmén. Nejjednodusdi mirou adaptace je hmotnost srde¢niho
svalu. Nejmensi srdce v relativnich hodnotach (hmotnost srdce/hmotnost téla) maji
zivocichové studenokrevni, nejvétdi pak ptaci a savci. Lze pifedpokladat, Ze se zde
jako pfi¢ina uplatiiuji ptedevidim dva faktory: vy$8i metabolicky obrat ve tkanich
teplokrevnych Zivo&ichi vyZaduje vy$si ptivod kysliku, a tim také vétsi praci srdce.
Druhym dutleZitym faktorem je bezesporu mira svalové prace, zabezpecujici pohyb
Zivodicha. Tento faktor se nejvyznamnéji uplatiiuje u ptakd, kde zvlasté¢ vyznamnou

polozku &ini antigravitaéni prace, au velkych savcl, kde i pouhy pohyb z mista
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pfi nezménéném antigravitalnim Gsili pfedstavuje znainé ob&hové zatiZeni
(O3radal et al, 2003). Létani vede u homoiotermnich (savec x ptak)
ke zdvojnasobeni relativni hmotnosti (Fejfar et al., 2002).

Enormni fylogenetické rozdily ve velikosti srdce, jeho vykonu a spotiebé
kysliku jsou sledovany zménami ve zplisobu jejiho krevniho zasobeni.
U pulzujicich cév primitivnich organismi, ale i u vyspélejsiho, vice uzaviené¢ho
srdce bezobratlych (napf. mékky3i nebo kory3i) se vaskularizace nevyskytuje.
Ov$em vétsi mnozstvi hmoty myokardu je Zadouci azde je srdeéni svalovina
organizovdna do spongidzni sitoviny trabekul. Takové uspofddani lze nalézt
i uniz8ich obratlovcd, zvlast¢ u studenokrevnych organismi s nizkym krevnim
tlakem. (Tota et al., 1983).

Prvni koronarni cévy se objevily u nékterych ryb pfed 500 miliény let
a byly plné vyvinuty u ptaki o 350 miliéni let pozdéji. Jejich vyvoj a vétveni zavisi
na nékolika fylogenetickych faktorech (Fejfar et al., 2002):

Po vyvoji plic se odstup koronarnich cév pfesouva z dorsélni do ventralni
aorty.

Casné ve fylogenezi lezi srdce v kréni krajing. Pozdg&ji migruje kaudalng az
do hrudni pozice u vy38ich obratlovcd. Pfi svém kauddlnim pohybu je srdce
sledovano velkymi cévami. To ma za nasledek i sniZovani odstupu koronarnich
artérii.

U ryb koronarni artérie odstupuji z hypobrachialnich artérii a zasobuji
pfedev§im bulbus arteriosus. U obojZivelniki vychazeji koronarni artérie
z karotického rozdéleni truncus arteriosus. Déli se na dorzalni a ventralni vétve
a zasobuji truncus a bulbus arteriosus.

U plazi asavcd odstupuji koronarni artérie nejblize srdci; podil
extrakoronarniho zasobeni se nadale zmen3uje ajeho zastoupeni je u riznych druhd

ptaku a savct rizné (Fejfar et al., 2002).

1.1.2 Ontogenetické aspekty

Srdce se primarné vyviji v prostoru ventrdlné od Zabernich Stérbin
(anteroventralni ¢ast embryonélniho coelomu). V ranych stadiich obratlovcyr{ﬁ.q.\

pouze Cast jednolitého coelomu a ziklad srdce je fixovan zavésy, kteréf
g viHovNA
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ze splanchnopleury coelomovych dutin obou polovin téla (dorzalni a ventralni
mesocardium). Ventralni mesocardium brzy zanikia. Pozdé&ji v embryogenezi se
viak tato pfedni Cast coelomu izoluje od hlavniho prostoru coelomu sekundarné
vzniklym pfi¢nym septem. Vznika tak pomérné mala ¢ast coelomové dutiny, ktera
je dorzaln€ omezena Zabernim aparatem, vzadu pak zminénym septem. Srdce je tak
uzavieno do coelomového vacku, ktery se zakladd z plvodni somatopleury,
splanchnopleury a septum transversum. Rust srdce zpusobuje, Ze k nému stény této
dutiny v dospélém stavu té€sné pfiléhaji; ze somatopleury apfi¢ného septa pak
vznika pericard, ze splanchnopleury myocard (Ro&ek, 2002).

Zmény ve velikosti srdce jsou v prib&hu ontogenetického vyvoje
teplokrevnych Zivo¢ichi doprovézeny formovanim interventrikularniho septa spolu
s postupnou pfemé&nou avaskuldrni spongiézni svaloviny, vyZivované difazi
z komorovych dutin, v kompaktni svalovinu, vyZivovanou z koronarnich artérii.
Siroké lakuny umoZiiujici zasobeni myocyti kyslikem jsou tak nahrazovany bohat&
vétvenym feCidtém koronarnich cév (Tomanek, 1999), jejichz vyvoj zafina uZ
v ¢asnych stadiich, jakmile se srdce za¢ne pokryvat epikardem (Tomanek, 2005).

Relativni hmotnost srdce po porodu klesa, naopak procento sudiny se
zvétSuje. Srdce teplokrevnych Zivo€ichli roste jak hypertofii (zvétSenim), tak
hyperplazii (zmnoZenim) svalovych buné&k. Prolifera¢ni schopnost myocyta viak po
narozeni rychle klesa, po tomto obdobi je rist téméf vyhradné hypertroficky; pocet
bunék se jiZ neméni.

Rozvoj hypertrofie predstavuje jeden zhlavnich mechanismi,
umozilyjicich kompenzovat zvy$ené pracovni naroky. Je pfitom nutno si uvédomit,
Ze pojem hypertrofie myokardu je mozZno pouZivat jen tehdy, je-li zvét3eni
srde¢niho svalu vyvolano v obdobi, kdy myocyty jiZ nejsou schopny se délit. Pro
adaptaci na zatéz, pusobici v fasnych fazich ontogenetického vyvoje, kdy se
uplatiiuje i hyperplasticky rist, se uziva terminu kardiomegalie (Ostadal et al.,
2003).

Tradiéni popis vzniku koronarnich cév vychazel z pfedstavy, Ze buriky,
které se podili na jejich tvorbé, jsou derivaty mesodermu podobné jako buriky
myokardu a endokardu (DeHaan, 1965). Manasek (1969) viak popisuje, Ze srde¢ni
trubice je v pocate€nich fazich vyvoje tvofena pouze myokardem a endokardem
aepikard je extrakardidlniho pivodu. V daldich studich pak bylo zjisténo, Ze

zdrojem bunék epikardu i budoucich koronarnich cév je proepikardialni organ
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(PEO) (Viragh et al., 1993, Perez-Pomares, 1998). PEO je pouze piechodnou
strukturou, kterd je tvofena jednovrstevnym epitelem uspofadanym do hroznovitého
tvaru. Béhem ED3 (HH17) dochazi pak k migraci bunék na povrch srdce a k tvorbé
primitivniho epikardu (Manner, 1993, Gittenberger-de Groot et al., 1998, Mikawa
et al., 1996). Buriky PEO postupné dosahuji k srdci, proliferuji, migruji a nasledné
pokryvaji myokard jako souvisla vrstva. Experimentalni odstranéni PEO ma pak
za nasledek nepfitomnost epikardu (Manner, 1999).

Po kontaktu buné¢k PEO s povrchem myokardu dochazi k jejich rozdéleni
na dvé vrstvy a formuje se tak epikard a vystelka dutiny perikardu (Nahirney et al.,
2003). Zahy po vytvofeni epikardu dochazi k pfeméné tohoto epitelu v mesenchym
mechanismem epitelo-mesenchymové transformace (EMT) (Mikawa et al., 1996).
Nasledné dochazi k migraci mesenchymovych bunék do subepikardového vaziva
ado myokardu. Tato migrace je velmi masivni, protoZe ve vysledku je kazdy
kardiomyocyt v kontaktu s nejméné jednou kapilarou. Po migraci dochazi
k diferenciaci mesenchymovych bunék v endotel, hladkou svalovinu, pericyty
a fibroblasty a mechanismem vaskulogeneze k tvorb& primarnich cévnich pleteni
(Dettman et al., 1998, Perez-Pomares, 1997). Primarni pleten¢ jsou remodelovany
mechanismy angiogeneze do kapilar, Zil a koronarnich tepen. Zajimavé je, Ze k této
remodelaci dochazi bez pritoku krve cévami, pfestoZe napojeni koronarnich tepen
na aortu se uskuteéni relativné pozdné (Ratajska et al.,, 2003). Formovani
primitivnich cév zadina ptedev§im v subepikardovych prostorech v oblasti sulcus
atrioventricularis, kde se podé&ji pfeméni v pravou korondrni tepnu av ramus
cikcumflexus levé koronarni tepny. Z téchto cév pak odstupuji drobnéjsi vétve mezi
vrstvy myokardu, kde vytvaii pravidelné sité (Bernanke et al., 2002).

Otazka napojeni koronarnich cév zistava zatim je$té€ nezodpovézena. Jak
dochazi k navigaci korondrnich cév k riistu k aorté a jak je fizeno vlastni napojeni
na aortu, je fizeno chemotakticky? Riistovy konec koronarni cévy musi penetrovat
skrze tunica media aorty, proniknout endotelem a napojit se kontinualné na lumen
aorty (Velkey et al.,, 2001, Vrancken Peeters et al, 1997). Zpocatku dochazi
k invazi vice kapilarnich plexid do aorty, ale ve vysledku dojde k napojeni pouze
jedné tepny v pravém a levém sinus aortae, v téchto mistech pak nachazime podél
cévy apoptotické burky (Velkey et al.,, 2001) & zvy$enou expresi Fas ligandu
(Eralp et al, 2005). Podobnym zplisobem dochazi k napojeni Zil na sinus

coronarius. Pratok krve pak v koronarnich cévach vyvola intenzivni remodelaci
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véetng zmény kalibru.

Pomémé slozZitd je také vzdjemnd interakce aregulace epikardu
a myokardu. Né&které studie prokazuji, Ze k dal3i proliferaci a diferenciaci myokardu
jsou potiebna pfitomnost mesenchymovych bun&k pivodem z epikardu (Perez-
Pomares et al., 2002). Stejn¢ tak Mikawa et al. (1996) prokazal, Ze vyvoj

koronarnich cév je nutny k indukci pfevodniho systému (Hyer et al., 1999).

1.2 Cévni zasobeni srdce

1.2.1 Srdecni tepny u ¢lovéka

Tepenné zasobeni stén srde¢nich zaji§t'uji arteria coronariae dextra a arteria
coronariae sinistra. Obé& tepny odstupuji ze sinus aortae a kladou se do pfisluného
sulcus coronarius. Arteria coronariae dextra zasobuje diafragmatickou sténu levé
komory a horni zadni ¢ast komorového septa. Tato tepna zasobuje téZ celou pravou
komoru a pravou piedsiii. Arteria coronariae sinistra se kratce po odstupu déli
na ramus interventricularis anterior a amus circumflexus. Ramus interventricularis
anterior zasobuje nejvétsi ¢ast hmoty levé srde¢ni komory: jeji pfedni ¢ast a predni
vétsi ¢ast mezikomorového septa. Ramus circumflexus probiha na zadni st€né levé
komory, zasobuje lateralni a horni ¢ast levé komory a levou piedsiii.

Arteria coronariae dextra odstupuje nad valva semilunaris dextra ze sinus
aortae dexter a b&€Zi v sulcus coronarius mezi pravou ptedsini a komorou smérem
k margo acutus. V 84 % ptipadli dosahuje prava koronarni tepna Grovné crux cordis
a zde odstupuje ramus interventricularis posterior, dale vétévka pro sifiokomorovy
uzel a vétve pro zadni diafragmatickou plochu levé komory. Ve zbyvajicich 16 %
arteria coronariae dextra kon¢i vétévkou pro margo acutus aramus
interventricularis posterior je pokratovadnim ramus circumflexus a. coronariae
sinistra.

Nejdtlezitéj§i vétvi a. coronariae dextra je r. interventricularis posterior,
ktery zasobuje horni azadni &ast septa. Asi v 70 % piipadi r. interventricularis
posterior nedosahuje hrotu ahrotovd ¢ast septa je pak zasobena

z r. interventricularis anterior.
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Arteria coronariae sinistra odstupuje nad valva semilunaris sinistra ze sinus
aortae sinister. Kmen tepny je kratky, zpravidla délky asi 5 mm, adéli se
nar. interventricularis anterior ar. circumflexus. R. interventricularis anterior je
nejdtleZit€j$i koronarni tepnou. Probih4 v sulcus interventricularis anterior ajeji
prvni anejvétdi vétvi je r. diagonalis. Po odstupu této tepny odstupuji téméf
v pravém Uhlu septalni vétve, které probihaji celym septem dozadu a §ikmo dolt.
Nejsilngj$i z nich je prvni septalni vétev, ktera je enormné dileZita pro zasobeni
septa okysli¢enou krvi.

R. circumflexus vede doleva a dozadu v sulcus coronarius smérem ke crux
cordis, dosdhne jej v3ak asi jen v16 %. Na uUrovni margo obtusus odstupuje
r. marginalis sinister, ktery zasobuje bo¢ni sténu levé komory.

Anterolateralni papilarni sval ma cévni zasobeni zr. interventricularis
anterior i z r. circumflexus, posteromedialni papilarni sval z pravé koronarni tepny.

Sinusovy uzel je zasobovan bud’ vétévkou, ktera odstupuje z proximalni
Casti a. coronariae dextra, nebo vétvi r. circumflexus levé véncité tepny.
Atrioventrikularni uzel s ptilehlou &asti Hisova svazku zasobuje v 84 % prava
véncita tepna av 16 % r. circumflexus. Vétve pro sifiokomorovy uzel odstupuji
z periferni €asti téchto tepen.

Pravé raménko apfedni svazek raménka levého jsou zasobovany
mr. interventricularis anterior. Zadni svazek levého raménka ma cévni zéasobeni

z pravé i levé véncité tepny (Fejfar et al., 2002).

1.2.2 Srdecni zily u élovéka

Zilni krev z myokardu je odvadéna ttemi hlavnimi systémy: systém sinus
coronarius a jeho pfitoky, vv. cordis anteriores a vv. cordis minimae.

Sinus coronarius cordis je hlavni Zilou srdce a odvadi ze stény srdce asi
60 % krve. Lezi na diafragmatiké ploSe srdce vlevé &asti sulcus coronarius.
Je dlouhy 3 aZ 5 cm, sméfuje doprava a usti do pravé piedsiné. Vznikd soutokem
v. cordis magna, v. cordis media, v. cordis parva a v. obliqua atrii sinistri.

Vv. cordis arteriores jsou dvé az Ctyfi Zily, které sbiraji krev z pfedni stény
pravé komory. Vyust'uji samostatné do pravé predsiné.

Vv. cordis minimae jsou ¢etné drobné Zilky, které usti samostatnymi
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drobnymi otviirky (foramina venarum minimarum) do srde¢nich dutin.
Vv. cordis anteriores avv. cordis minimae odvad&ji ze stény srdce

zbyvajicich 40 % krve (Dokladal et al., 2003).

1.2.3 Cévni zasobeni srdce u ptaku

Misty odstupu korondrnich tepen jsou sinus aortae sinister a sinus dexter
ventralis. Nékdy muiiZe vystupovat ramus superficialis a. coronariae dextrae nebo
jiné vétve koronarnich artérii ze sinus dorsalis.

U ptékit se a. coronaria dextra déli na povrchovou vétev (ramus
superficialis) ana hlubokou vétev (ramus profundus). Povrchova vétev vydava
vétve pro pravou predsifi a pravou komoru. Hluboka vétev je podstatné silné&;$i,
pobihd v septum interventriculare adéli se na dvé vétve. Ty septum opousti
a pfechazeji do svaloviny levé komory. A. coronaria dextra zasobuje sténu pravé
piedsiné, v&tsi Cast septa, pravou komoru a ¢ast levé komory.

A. coronaria sinistra probihd nejprve mezi truncus pulmonalis alevou
pfedsini a nasledné se déli na povrchovou a hlubokou vétev. Hluboké vétev je opét
siln&j8i. A. coronaria sinistra zasobuje sténu levé pfedsing, ¢aste¢né sténu pravé
ptedsing, ¢ast septa a ¢ast levé i pravé komory. Anatomické uspotfadani tepen viz
na obr. 1.

Zilni krev je ze stény srdce odvadéna dvéma kmeny (v. cordis dorsalis
av. cordis sinistra) a vét§im poétem malych Zil. Jsou uloZeny subepikardidlnég.

V. cordis dorsalis probiha v sulcus interventricularis subsinuosus a usti
do pravé ptedsiné té€sné nad sulcus coronarius. Odvadi krev z oblasti hluboké vétve
a. coronaria dextra. U kufete je nejsilngj$i ze vSech srde¢nich Zil. Intrakardialné
vyust'uji jednotlivé srde¢ni Zily samostatné. Srdce kufete nema sinus coronarius.
Mezi hlavnimi kmeny chybi anastomdzy, ale mezi jejich drobnymi pfitoky existuji
¢etné spojky.

V. cordalis sinistra probihd od hrotu srdce po levé komofte, dostava se
dorzélné od truncus pulmonalis a vstupuje do pravé pfedsin€ naproti Usti v. cava
caudalis. Odvadi krev z oblasti obou koronarnich artérii. V né&ktery pfipadech je
v. cordalis sinistra velmi kratka. V interventrikularni oblasti odvadi krev v. cordis

circumflexa sinistra nebo vv. cordis ventrales. U kufete je vendzni krev odvadéna
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z bazalni €asti septum intervenriculare do v. cordis sinistra nebo do vv. cordis
ventrales. Nejmensi srde€ni Zily (vv. cordis minimae) odvadi Zilni krev z myokardu
ptimo do srde¢nich dutin. Usti téchto Zil jsou Cetnd v obou pfedsinich a pravé
komofte, v levé komofe jsou €asté méné. Anatomické uspofadani vendzniho sysému
viz na obr. 2.

Jak ptaci, tak savci (zde prezentovano srdce lidské) maji dvé koronarni
artérie vychazejici z pravého a levého aortalniho sinu. Nicméné jsou zde pfitomny
odlidnosti. Zatimco ¢lov€k ma vyrazny r. interventricularis anterior et posterior,
u ptakll je vytvofena silna tepna v oblasti sulcus atrioventricularis a odtud vysila
spide malé vé€tve do piedsini a komor. Na druhou stranu je v ptaé¢im srdci pfitomna
samostatnd tepna zasobujici septum (r. septalis), ktera u savci neni vytvofena.

Rozdily existuji rovnéz u Zil. Ptaci nemaji sinus coronarius, a naopak maji

parovou v. cava superior (Bellairs et al., 2005).
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A —aorta a - 1 - a. coronaria dextra

B — truncus brachiocephalicus dexter b — r. superficialis

B’ - truncus brachiocephalicus sinister ¢ —r. circumflexus

E — truncus pulmonalis g — r. profundus

F — a. pulmonalis dextra h —rr. ventriculares

F’ - a. pulmonalis sinistra i — rr. septales

G - v. cava cranialis dextra k - r— a. coronaria sinistra
G’ - v. cava cranialis sinistra k —r. superficialis

J — v. cava caudalis ] - r. circumflexus

K - v. pulmonalis dextra o —r. profundus

K’- v. pulmonalis sinistra

Obr. 1: Tepny ptaciho srdce — kur doméci
(podle Komarka et al., 1982)

a. Ventrokranialni pohled
b. Dorzokaudélni pohled
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A - aorta J — v. cava caudalis

B - truncus brachiocephalicus dexter K - v. pulmonalis dextra
B~ - truncus brachiocephalicus sinister K- v. pulmonalis sinistra
E - truncus pulmonalis a - v, cordis sinistra

F - a. pulmonalis dextra e — v. cordis dorsalis

F” - a. pulmonalis sinistra h - vv. cordis ventrales
G - v. cava cranialis dextra k - vv. cordis

G - v. cava cranialis sinistra

Obr. 2: Zily pta¢iho srdce — kur domaci
(podle Komarka et al., 1982)

a. Ventrokranidlni pohled
b. Dorzokaudélni pohled
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1.3 Mechanismus tvorby cév

Zakladni stavebni a funkéni jednotkou krevnich cév je endotelova buiika.
Vznika z prekurzorovych bunék, angioblastl, které se diferencuji soucasné
s krevnimi burikami, které v cévach cirkuluji (Sabin, 1920).

Prvni zaklady cév se tvofi v extraembryonalnich tkanich, které zajistuji
transport latek a plynt nutnych pro latkovou vyménu embrya. V mezodermu stény
Zloutkového valku, zarode¢ného stvolu a choria vznikaji krevni ostriivky (skupiny
mezodermovych bunék). V centru ostrivkl se nachazeji vychozi burky
embryonalni krvetvorby, hemocytoblasty, ana periferii tvofi sténu ostravkd
angioblasty. Ostriivky se postupné& vytvareji kapilarni pleteng a v&tsi cévni kmeny.
Extraembryonalni cévy vrlstaji do embrya apostupné se spojuji s krevnim
fe¢istém, které vznika ve vlastnim embryu.

Velké intraembryondlni cévni kmeny vznikaji splyvanim angioblasti.
Vétsina angioblasti se diferencuje v paraaxialnim mesodermu, ze kterého migruji
do stény trupu ado zakladi konéetin (Noden, 1991). Samostatné se tvoii dvé
podélné dorzalni aorty, které pozdéji splyvaji a postupné proristaji do kaudalni &asti
embrya a v hlavové ¢asti na né navazuji aortalni oblouky.

Nejrangj8i stadium vyvoje krevnich cév spodiva v tvorbé a splyvani
krevnich ostrivkl. V této fazi, oznatované jako vaskulogeneze, se primarni cévy
tvofi z angiogennich bunék, které dosud netvofily cévni sténu.

Dale vznikaji nové endotelové buiiky pfevazné proliferaci ze stavajicich
endotelovych bunék, tedy z jiZ existujicich cév. Tato faze tvorby krevniho fecisté je
oznafovana terminem angiogeneze (Wada et al., 2003).

Vyvoj koronarniho felisté rozdélit do tii krokd. Prvnim z nich je
vaskulogeneze, tj. diferenciace z endotelovych prekurzorovych bunék (Hudlicka et
al., 1992, Tomanek, 1996), které pochazeji zepikardialniho mesotelu. Tyto
multipotentni buriky vnikaji do srdce a proliferaci a splynutim tvofi primitivni cévni
sit’ (Tomanek, 2006a). Vaskularizace ve vyvijejicim se srde¢nim svalu je — podobné
jako u jinych organd — regulovana rtstovymi faktory (viz kap. 1.4), extracelularni
matrix a mechanickymi silami (Tomanek, 2002).

Ve druhém kroku je rist zajistén tak, Ze nové endotelové buiiky vznikaji
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ptevazné proliferaci stavajicich endotelovych bungk anové cévy vyristaji z jiz
existujicich cév (puenim, sprouting). Tato faze se nazyva angiogeneze. Kritickym
bodem tohoto obdobi je napajeni této sité€ na ob&hovy systém (coZ lze pfirovnat
k napojovani potrubi), pfi€emz vendzni konec se napojuje jako prvni, pak aZ konec
arterialni. (Rychter et al., 1971, Vrancken Peeters et al. 1997). Dle Rychtera et al.
(1971) lze o zatatku procesu vaskularizace a kontinualnim ristu srdce hovofit od
konce ED8, resp. od za¢atku ED9.

Posledni krok zahrnuje diferenciaci a vytvafeni arterialnich a vendznich
¢asti koronarniho systému. To nastdvd po napojeni na cirkulaci, coZ je
pravdépodobné fizeno hemodynamickymi parametry (tlak, pritok). V okamziku,
kdy se cévni trubice napojuji na aortu, stavaji se z nich koronarni cévy.

Jednim z aspekt vyvoje koronarnich cév je fakt, Ze vychozi diferenciace
se d&je bez proudici krve. Pruhy endotelovych buné&k lze nalézt na povrchu srdce
a uvnitf trabekularizujiciho myokardu. Prvni z téchto cév jsou v subepikardidlnim
prostoru v sulcus atrioventricularis. Ty se ndasledné diferencuji na artérie
r. circumflexus a a. coronariae dextra. Tyto cévy davaji na druhou stranu vzniknout
mendim subepikardidlnim artériim, které wvrGstaji do vrstvy myokardu
ado interventrikularniho septa, postupné aZz k apexu (Bernanke et al., 2002).
Zajimavé je, Ze prekurzory bunék, které pochazi z proepikardu, maji i schopnost se
diferencovat v erytrocyty, tyto prekurzory se tedy chovaji podobné jako
hemangioblasty v krevnich ostriivcich. Vysledkem je, Ze i v nové tvofenych cévach
se pak nachazeji krevni elementy, jZ nepochazeji z cirkulace (dosud totiZ neni
vytvofeny kontakt téchto cév s aortou) (Tomanek et al., 2006).

Intramyokardialni cévy jsou vytvofeny jako sit’ v pravidelnych intervalech,
které se udrzuji s tim, jak se myokardialni vrstva zesiluje (Wada et al., 2003).

Myokardialni kapilarni sit’ se vyviji mezi ED6 a ED8. Nasledné se vytvofi
funk¢ni koronarni cirkulace, coZ nastava ve stadiu ED8 — ED9 (Tomanek, 2006b).

Ur¢ita mira hypoxie myokardu aktivuje faktory indukované hypoxii (HIF),
které mohou hrat roli vorganizaci velkych koronarnich cév v sulcus
atrioventricularis a interventricularis (Wikenheiser et al., 2006). To, jakym
zpusobem se u ptakid korondrni sit’ napojuje na systémovou cirkulcaci, zda se jedna
o pohyb fizeny chemotaxi &i cestu ,,nejmendiho odporu“ v8ak neni pfili§ jasné.
Nejprve putuji proximalni konce koronarnich artérii k proximalni &asti aorty.

Vybézky vyvijejicich se koronarnich cév prostupuji tunica media aortae, prorazZeji
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endotelidlnim povrchem a vytvafeji kontinuitu v lumen. Nejprve se nékolik
koronérnich cév piiblizi k levému a pravému aortilnimu sinu, ale pouze jedna
z t&chto artérii vybuduje pevny kontakt s obéma siny a vznikne tak prava aleva
koronarni artérie (Vracken Peeters et al., 1997). KdyZ se napojujici korondrni cévy
ptiblizuji k endoteliu aorty, vjejich okoli a v mist¢ napojeni na aortu lze nalézt
apoptotické bufiky (Velkey et al., 2001). Soutasné lze pozorovat spojeni mezi
vyvijejicim se plexus venosus a pravou pfedsini. Tyto cévy tvofi sinus coronarius
a Zily (Wada et al., 2003).
Ontogeneticky vyvoj krevniho zasobeni srde€niho svalu mtZe byt rozdélen
do ti obdobi:
) lakunarni: do vyvoje koronarnich artérii je myokard vyluéné

spongidzni a je vyZivovan difuzi z komor;

o pfechodné: od po&atku vyvoje koronarnich artérii do ukondeni jejich
vyvoje;
o koronarni: v dobé, kdy vyvoj koronarich cév je ukonéovan a myokard

je zasoben téméf vyluéné z koronarnich artérii (Fejfar et al., 2002).

1.4 Nejdulezitéjsi angiogenni faktory a jejich receptory

Jednotlivé kroky vyvoje koronarniho fegisté jsou regulovany mnoZstvim
rastovych faktort. Proliferace a diferenciace angiogennich bunék je fizena faktory
zrodiny VEGF (vascular endothelial growth factors), ktera zahrnuje celkem
5 rustovych faktort, oznaovanych pismeny A-E (VEGF A — E), dale ristovy faktor
krevnich desti¢ek (PDGF) a placentarni ristovy faktor (PGF). Dal§i skupinou
signalnich molekul jsou Angiopoetin 1- 4 a jeho receptory Tie 1 a 2, které se
uplatiiuji v interakci endotelu a mezenchymu, a ephriny, které se podileji
na diferenciaci vyvoje artérii a vén.

» Skupina faktorti rodiny VEGF (vascular endothelial growth factors,
cévni endotelové ristové faktory):

VEGF patii mezi specifické cytokiny (tfida cytokini ¢. XI). U savci byly
prokdzany VEGF-A (nazyvany rovnéZ pouze VEGF), dile VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D a VEGF-E (tzv. viralni faktor).

Ruzné typy VEGF se svou ulohou piekryvaji pti kontrole ristu novych
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cév. VEGF receptory (tyrozinkindzovy typ receptoru) ptenasi signal k proliferaci
endotelu, jeho migraci, organizaci do funk&nich cév a pfispivaji k remodelaci

cévniho fecdisté.

e VEGF A stimuluje endotelové buiiky k degradaci extracelularni
matrix, k migraci a diferenciaci a k formaci cév. Jeho exprese je
stimulovana hypoxii (ptisobenim faktoru HIF-1) a hypoglykémii.

e VEGF B se vyskytuje zejména v srdedni a Kkosterni svaloviné
(Forsythe et al., 1996).

e VEGF-A a VEGF-B jsou kritické pro ¢asné stddium vaskulogeneze.
VEGF-A v3ak neni kritické pouze pro rané stddium vaskulogeneze,
ale rovnéz pro pozdéjsi stadium — pudeni (Ferrara et al. 1996).

e VEGF C a D se vyskytuji se pievazné v endotelu lymfatickych cév
(Rui-Cheng , 2006).

VEGF se mohou vézat na tfi specifické tyrozinkinazové receptory: VEGF-
R1,VEGF-R2 a VEGF-R3.

VEGF se vaze ptedeviim na VEGF receptor 2 (VEGFR 2, Flk-1 —
oznaceni téhoZ receptoru u mysi, Quekl — oznageni téhoZ receptoru u kiepelky)
(Flamme et al., 1995). VEGF-B, ktery interaguje piedevsim s receptorem VEGFR 1
(mysi receptor Flt-1), se vyskytuje se piedev§im v srde¢ni a kosterni svaloviné.
Podili se na regulaci degradace extracelularni matrix, bunééné adheze a migrace
bunék. Faktory VEGF C a D ovliviiuji zejména lymfaticky endotel, ktery exprimuje
jejich receptor VEGFR — 3 (mys3i receptor Flt 4, kiepel¢i receptor Quek2), a ktery je
povaZovan za jeden z markerd lymfatického endotelu. Exprese VEGF B-D v$ak
neni, na rozdil od VEGF, ovliviiovana hypoxii (Tammela, 2005). Typy receptorti
VEGEF a jejich ligandy viz na obr. 3.

Nadexprese VEGF vyvola zmény uspofddani myokardu (zeslabeni stény,
trabekularizaci komor), defekt septace a abnormalni remodelaci vytokového traktu
(Miquerol, 2000).

Do stejné rodiny patii i ristovy faktor krevnich desti¢ek PDGF (platelet
derived growth factor) a placentérni ristovy faktor (PGF). PDGF je mitogen, ktery

se uplatiiuje v pozdé&jSich fazich angiogeneze. Stimuluje proliferaci fibroblastd,
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tvorbu kolagenu a ma vyznam pro formovani lumen cévy (Klener, 2002).

Obr. 3: Typy receptori VEGF a jejich ligandy
(podle Charnock-Jones, 2005)

» Skupina faktorti angiopoetinu 1 — 4 a jejich receptory Tie 1 a 2:

Angiopoetin 1 — 4 a jejich receptory Tie 1 a 2 se uplatiiuji v interakci
endotelu a mezenchymu, ze kterého se postupné diferencuji pericyty a hladké
svalové buriky cévni stény (Suri et al., 1996).

e Angiopoetin 1 se uplatiiuje v pozdé€jSich fazich novotvorby cév.
Usnadiiuje vzijemné kontakty endotelii a jejich vazbu k bunééné
membrané a pasobi recruitment pericyt, stabilizujicich nové
vytvofenou cévu (Klener, 2002).

e Angiopoetin 2 je destabiliza¢nim faktorem, ktery cévy uvadi
do plastického stavu, kdy je vlivem VEGF umoZnéno pudeni
(sprouting) dalSich novych cév (Tait et al., 2004). Byl popsan na
zdkladé své homologie s angiopoetinem 1 a na zakladé schopnosti

interagovat s Tie 2.

» Ephriny a jejich tyrozinkinazové Eph receptory:

Ephriny jsou signalni molekuly, které se vaZou na tyrozinkinazové Eph

28



receptory. Jiz od &asnych stadii angiogeneze se endotelové buiiky tepen a Zil lisi
rozdilnou expresi ephrinli a jejich receptorli. ProtoZe ephriny zistavaji zakotveny
v cytoplazmatické membrané€ bunék, které je produkuji, operuji mezi buiikami,
které jsou v kontaktu. Pfitom je efekt vazby ligandu a receptoru obousmérny, nebot’
je aktivovdna nejen bufika nesouci receptor, ale i buiika exprimujici ephrin.
Arterialni endotel exprimuje ephrin-B2 (ligand), kdeZto ven6zni endotel exprimuje
jeho receptor Eph-B4. Za selektivni propojovani vendznich a arteridlnich konct
kapilar pfi remodelaci primarniho kapilarniho fe€isté b&hem angiogeneze je
zodpovédna komplementarita molekuly ephrin-B2 a Eph-B4. Lze ptedpokladat,
e signalizace mezi arteridlnim a venéznim fe¢i§tém prostiednictvim ephrinu-B2
a jeho receptoru fidi vyvoj proporcionality mezi rozsahem arterialniho a ven6zniho

useku kapilarniho fecist¢ (Wang et al., 1998).

» Rustové faktory pro fibroblasty FGF (fibroblast growth factor)

FGF zahrnuji skupinu dnes jiZ celkem 23 faktorti. Pro vyvoj myokardu je
podstatny faktor FGF-2 (piivodné bazicka forma FGF), kdy je znama jeho zvy3ena
exprese b&hem embryonalniho obdobi v myokardu(Palow et al., 1991), a jeho
inhibice pomoci oligonukileotidl vede ke sniZeni proliferace bun€k myokardu (Sugi

etal., 1993).

» Hypoxii indukované faktory (HIF 1 - 3)

Za kli€ovy faktor regulujici zasobeni tkani kyslikem je povaZovan
transkripéni faktor HIF-1. HIF-1 je sloZzen z indukovatelné HIF-la podjednotky
atrvale pfitomné podjednotky HIF-1B. Exprese HIF-la exponencialné vzrista
s poklesem parcialniho tlaku kysliku, maximalni exprese HIF-1a je pfi koncentraci
kysliku 0-1 % (Wenger et al., 1997). HIF-la protein je v pfitomnosti kysliku
intenzivn€ degradovan, a proto je za normalnich podminek jeho koncentrace nizka,
kdezto za hypoxickych podminek k této degradaci nedochazi (Salceda et al., 1997).
HIF 1 se pak vaze do oblasti promotoru celé fady gent a podstatné ovliviiuje:

erytropoézu — erytropoetin, transferin, transferinovy receptor,
ceruloplasmin,
angiogenezu — VEGF, transformujici factor B3, inhibitor 1 aktivatoru
plasminogenu,

vasomotoriku — a1 B adrenergni receptor, adrenomedullin, endotelin 1,
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arterialni natriureticky peptid, endotelova NO syntaza,
- metabolismus ATP - glukézovy transportér 1 a 3, hexokinaza 1 a 2,
enolaza 1, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, laktat
dehydrogenéza A, fosfoglycerat kinaza, aldoldza A a C,
- dal$i metabolismus — karbonanhydraza 9, adenylatkinaza 3,
prolylhydroxylaza,
- bunéény cyklus — insulin-like growth factor, cyklin G2.
U fady bunék je regulace HIF-la uskuteéfiovana na Grovni transkripce,
v nekterych pfipadech je HIF-1a regulovan posttransla¢né (Wang et al., 1995).

HIF-la je v pfitomnosti kysliku intenzivné degradovan, a proto je
za normalnich podminek jeho hladina nizka, kdeZto za hypoxickych podminek
k této degradaci nedochdzi. Degradace se dé&je prostiednictvim E3 ubiquitin
ligazového komplexu, kde jako komponenta rozeznavajici substrat slouzi VHL
protein. Substratem je pravé HIF-la protein, ktery je ubiquitinylovdn a nasledné
degradovan proteazomem. V pfipadé mutace VHL genu a nefunk¢nosti jim
kédovaného VHL proteinu dochazi ke zvy$eni hladiny HIF-1a a nasledné celého
HIF-1 a zvy$ené expresi regulovanych genu (erythropoetin, VEGF) (Krieg et al.,
1998).

HIF 2 je komplexem podjednotky HIF-2a, jejiZz exprese je také navozena
hypoxii, a podjednotky HIF-1p. Iniciuje transkripci receptordt VEGFR 2 a Tie 2
a expresi VEGF (Ema et al., 1997).

1.5 Vliv hypoxie na vyvoj myokardu

V pribéhu ontogenetického vyvoje prochazi srdce velkymi zménami,
od avaskularni spongi6zni svaloviny, kterd je vyZivovana difazi z komorovych
dutin, ke kompaktni svalovinég, ktera je vyZivovana z koronarnich artérii (Tomanek,
1999).

Myokard pfedstavuje rytmicky pracujici sval, ktery stdle vykonava
znalnou praci. Energeticky néaro€né je zvlast€ vytvafeni tlakového gradientu
v cirkulaci, energeticky vydej vSak také znaén€ zavisi na srdeéni frekvenci
a na rychlosti kontrakce. Spotfeba kysliku myokardem je u ¢lovéka v klidu asi 12 %
zcelkové bazalni spotieby kysliku. Nejv&tsi intenzita spotfeby kysliku je
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v myokardu levé komory, a to v subendokardialni vrstvé (121 ml/kg tkan&/min).
Intenzita spotfeby kysliku myokardem pravé komory je rovna jen 65 % intenzity
zjidténé v myokardu levé komory. Intenzita spotfeby kysliku v septu se bliZila
hodnotdm v myokardu levé komory. Pritok krve myokardem je ve vztahu
k intenzité spotfeby kysliku maly. Aby byla zabezpetena dostatena dodavka
kysliku myokardem, musi proto dochézek k relativné velké extrakci kysliku
z protékajici krve. Primérnd arterio-vendzni diference v obsahu kysliku krve
protékajici myokardem se pohybuje kolem 133 ml/l krve. To piedstavuje extrakci
asi 65 % kysliku z protékajici krve, coZ je vice neZz dvojnasobna extrakce
v porovnani s extrakci primérnou. PfestoZe je pritok krve myokardem b&hem
systoly omezovan zevnimi faktory ve formé stlageni cév, je zvySeni prutoku krve
myokardem prakticky jedinym moZnym zplisobem, jak se muZe zvysit dodavka
kysliku do této oblasti (Necas, 1982).

V kazdém organu existuji okrsky sriznymi parcialnimi tlaky kysliku.
Existence tohoto rozdilu je zdrojem difuze kysliku, a je tedy nezbytna (Meuer et al.,
1987). V této souvislosti je tfeba uvést, Ze podminkou funké&éniho oxidativniho
metabolismu mitochondrii je minimalni hodnota tlaku 0.133 kPa = 1mmHg
(Chance et al., 1962).

Obecné je pfijimano, Ze hypoxie hraje kli€¢ovou roli v indukci
angiogennich molekul v nadorovych burikach v disledku rostoucich metabolickych
narokl zvétlujiciho se nadoru (Folkman et al., 1971). Jednim z prvnich takto
popsanych angiogennich faktord bylo pravé VEGF (Shweiki et al., 1992).
U hypoxického myokardu je exprese VEGF vy$8i (zejména v ED6) nez
unormoxického, a to hlavné¢ v komorach. Hypoxie vyvolava zvySenou
trabekularizaci myokardu komor, coZ miZe fungovat jako adaptaéni mechanismus
zkracujici difuzni vzdalenost (Narika, 2005). Myokard je tak odkazan na diftzi
kysliku ze srde¢nich dutin, protoZe cévni fe€i§té se na srdce napojuje aZz devaty den
(Tomanek, 2006b). Pravé tento den vsak dle Nariky (2005) dochazi k imrti embryi.

Podle Sharma et al. (2006) méni chronickd hypoxie kardiovaskularni
funkci a strukturu, a nevyvinuty myokard je tak povaZovan za méné citlivy
na hypoxii nez myokard jiZ dokonale vyvinuty.

Chronicka hypoxie sniZuje Zivotnost a celkovou hmotnost embrya. Rouwet
et al. (2002) uvadi u hypoxickych embryi zvy3eni mortality o0 33 % a 11 % redukci

hmotnosti vi¢i normoxickym embryim. Systolicky tlak levé komory byl
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u hypoxickych embryi 0 22 % niZ8i a pomér hmotnosti srdce ku hmotnosti téla byl
o 14 % vy$8i nez u embryi normoxickych. Jeho prace ukazuje, Ze mirna hypoxie
vyvolava zmé&ny ve struktufe a funkci srdce a cév a naruluje hemodynamickou
regulaci. Studoval vliv hypoxie na hmotu levé komory a jeho méfeni ukazuji,
7e §itka stény byla u hypoxickych a normoxickych embryi bilych leghornek
(stadium HH43/44) srovnateln4, stejné tak i jeji plocha. Naproti tomu §itka septa
byla u hypoxickych embryi snizena. Tato data ukazuji, Ze hypoxie je spojena
s naru$enim funkce srde¢ni kontrakce se sou¢asnou hypertrofii srdce (Rouwet et al.,
2002).

Na zdklad¢ prace Sugishita et al. (2004), kde je popséan vliv hypoxie
na remodelaci vytokového traktu srdce lze povazovat hypoxii za morfogeneticky
faktor.

Vzhledem k pfedb&Znym nalezim na srdci a korondrnim fegisti jsme se
rozhodli ovéfit zda chybny vyvoj koronarniho fe¢isté a jeho napojeni neni pti¢inou

umrti embryi.
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2. Cile prace

Cilem studia vlivu hypoxie na vyvoj embryondlniho myokardu ajeho
cévniho feli§t¢ bylo zjistit, zda a jak se uplatiiuje tkafiova hypoxie jako faktor
ovliviiujici tvorbu koronarniho feist¢ a jak hypoxie ovliviiuje vlastni vyvoj
myokardu.

Na za€atku naSich pokusti jsme si stanovili nasledujici otazky:

1. Jak reaguje embryonalni myokard na mirnou hypoxii? Méni se jeho
struktura?

2. Meéni se pod vlivem hypoxie proliferaéni aktivita myokardu?

3. Je hypoxii ovlivnéna tvorba kapilarniho a koronarniho fefisté

a jeho spojeni s aortou?
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3. Material a metodika

3.1 Casovy rozvrh

Méfeni probihalo od mésice fijna 2006 do kvétna 2007 v Anatomickém
ustavu 1. LF UK, U Nemocnice 3 v Praze 2.

3.2 Charakteristika modelového organismu

Pro experimentdlni model byla pouZita embrya japonské kiepelky
(Coturnix coturnix japonica), ktera pochazi z chovu Vyzkumného ustavu Zivoéisné

vyroby v Uhfinévsi.

3.3 Podminky inkubace a odbért

Vejce jsme inkubovali prvnich 48 hodin v normoxickych podminkach
21% 0O3), poté jsme je premistili do inkubatoru s fizenou atmosférou (Heraeus
B5060), kde jsme vejce inkubovali za hypoxickych podminek (16% O).

Kontrolni skupina byla inkubovana stejny ¢&as v normoxickych
podminkach. Efekt hypoxie byl hodnocen 5. - 9. den embryondlniho vyvoje
(stddium HH27 az HH37 dle Hamburgera a Hamiltona, 1951). Pro histologické
zpracovani vzorkd myokardu jsme odebirali srdce z normoxickych a hypoxickych

embryi EDS - 9.
3.4 Nastrik koronarniho recisté tusi

Koronarni fecisté jsme u embryi znazortiovali nastéikem tusi v ED8 a ED9.
Na embryu vyjmutém z vejce jsme si vytvotili pfistup k srdci a sklenénou kapilarou
jsme aplikovali do levé komory tu§ (Indian Ink, Pelikan, 1:10). Ihned po nastfiku

tuSe do levé komory dojde k naplni koronarniho feéisté, coz lze dobfe kontrolovat
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pod preparatnim mikroskopem. Po jedné minut¢ jsme srdce vypreparovali
a fixovali pro nasledné histologické zpracovani roztokem dle Serry (60% etanol,

30% formaldehyd, 10% kyselina octova) (Serra, 1946).

3.5 Fotodokumentace

Vypreparovana srdce jsme fotografovali pod vodni hladinou digitalni
kamerou Olympus DP 70 v binokularnim prepara¢nim mikroskopu Olympus
SZX12. Obrazky byly archivovéany a zpracovany v programu Cell P, Olympus.

Mikroskopické fezy byly studovany v mikroskopu Olympus BXS51
a kamerou Olympus DP 70.

Pro dokumenta¢ni ucely byl pofizen videozaznam nastfiku koronéarniho

fe¢isté stejnou kamerou pod binokularni lupou.

3.6 Zpracovani tkané

Zpracovani tkané zahrnovalo proces dehydratace a pfevedeni do parafinu,
poté krajeni na rotaénim mikrotomu (zn. Leica) na fezy (10um) a napinani na skla
pokryta poly-L-lysinem.

Dalsim krokem bylo barveni hematoxylinem a eosinem. Pfi barveni jsou

jadra bunék modra (hematoxylin) a cytoplazma riZzova (eosin) (Vacek, 1988).

3.7 Sledovani proliferace

Proliferaci jsme sledovali zna¢enim pomoci BrdU. Roztok BrdU jsme
aplikovali po otevieni vejce pfimo na chorioalantoidni membranu (c — 50pg/kg).
Vejce pak byla inkubovéana dal$ich 120 minut. Nésledoval odbér a fixace roztokem
smé&si DMSO/methanol/k. octovd (Dent’s solution) a zpracovani pro 5 pm
parafinové fezy. Dal$im krokem bylo odparafinovéni, prani v PBS, ¢&asteéna
denaturace DNA a blokace endogenni peroxidazy 0,3% H;0, v metanolu. Primarni

protilatku anti-BrdU (Dako, N0744) jsme pouZili v koncentraci 1:20 (4°C, pies
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noc).

Pro histologickou analyzu jsme pouzili troji znadeni — sarkomericky aktin
(SMA, 1:1000 Sigma) jako marker kardiomyocytt, BrdU (1:1000, BD Bioscience)
jako marker proliferujicich jader v S-fazi a DRAQ 5 (1:1000, Biostatus Limited,
UK) jako jaderné barveni. Dvoji zna&eni je umoZnéno proto, Ze jako protilatka pro
BrdU slouZi IgG a pro sarkomericky aktin je ji IgM. Diky tomu se mezi
specifickymi protilatkami nevyskytuje zkfiZena reaktivita.

Takto obarvené fezy (sarkomericky aktin, BrdU, DRAQ 5) byly
hodnoceny na fluorescenénim mikroskopu. Proliferaci jsme sledovali ve vybranych
reprezentativnich  usecich myokardu zoblasti levé a pravé komory.
V mikroskopickém obrazu jsme definovali oblast zahrnujici pouze myokard, bez
endokardu a epikardu. Kazdé znadeni bylo vyfotografovano samostatn& a nasledng
byl ziskan sloZeny obraz. Nasledn¢ jsme pak v Adobe Photoshop 7.0 poéitali
mnoZstvi znaCenych a neznaenych myocytl, znatené a neznafené nemyocyty
v definovanych oblastech. Plocha pak byla zméfena pomoci softwaru ImageJ (NIH
Image 1.62) a vysledky byly dale zpracovany (pocet proliferujicich bun&k

v jednotlivych populacich vztazené na plochu/objem).

3.8 Znazornéni tkanové hypoxie

Marker tkaniové hypoxie (Hypoxyprobe 1, Natural Pharmacia
International, Inc., Research Triangle Park, North Carolina), pimonidazol
hydrochlorid, jsme aplikovali do v. omphalomesenterica v ED6 a ED8 v davce 30
ng/100 mg embrya). Vejce pak byla déle inkubovana 60 minut, nasledoval odbér a
rychla fixace ve 4% PFA. Pimonidazol hydrochlorid byl detekovan v parafinovych
fezech monoklonalni protilatkou Hypoxyprobe 1 (1:50). Jako sekundarni protilatku

jsme pouzili Goat antimouse AP (Sigma) v fed&ni 1:300.
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3.9 Znazornéni cévniho systému a jeho kvantifikace

Cévni systém jsme znazorfiovali v fezech protilatkou QHI, kterd je
specificka pro endotelové bunky kiepelky (mouse monoclonal antibody QHI;
Hybridoma Bank, University lowa; Pardanaud, 1987). Pro reakci v 8 um
parafinovych fezech byla pouZita standardni peroxidazova technika. Po blokaci
endogenni peroxidazy, byla aplikovana primarni protilatka QHI-Ab v koncentraci
1:3000 (90 min, pfi pokojové teploté). Sekundarni protilatka znadena peroxidazou
byla pouzita v fed€ni 1:150 (90 min, pfi pokojové teplot&). Jako barevny substrat
byl pouzit DAB. Rezy byly dobarveny hematoxylinem. Podet kapilar byl sledovan
ve vybranych oblastech ze stény levé a pravé komory a interventrikularniho septa.
Byla pouZita projekce pfes miizku 10x10um (software Cell P, Olympus, funkce
Measure-Grid) a spoften pocet prisefiku s QHl pozitivnimi buitkkami (véetné
lumen cév). Pocet kapilar byl vyjadien jako pomér k QHI negativhim buiikdm
(kardiomyocyty). Na stejnych fezech byla méfena tloustka stény pravé alevé

komory s vyuZitim softwaru Cell P, Olympus.

3.10 Znazornéni hladké svaloviny ve sténé cévy — SMA

Ackoliv jsme ke znazornéni cévniho systému pouZili protilatku QH]1, ktera
specificky barvi endotel krevnich cév, doplnili jsme je§té znaeni pomoci SMA
(aktin hladké svaloviny), abychom ziskali ptehled o podilu hladké svaloviny ve
vétSich cévnich kmenech. K reakci byla pouZita celd srdce ziskana standardnim
odbérem fixovéana roztokem dle Serry. Po 24 hodinové fixaci nasledovalo prani v
PBS (3x30min) a blokace nespecifickych vazeb. Jako primarni protilatka byla
pouzita alfa-SMA Ab, Sigma, v fedéni 1:500 pfi pokojové teploté po dobu
24 hodin.

Po opakovaném prani v PBS nasledovala inkubace se sekundarni
protilitkou GaM-TRITC IgG, Jackson Lab., v fedéni 1:100 po dobu 4 hodin.
Po ukonéeni inkubace nasledovalo opétovné prani v PBS a fixace v 70 % ethanolu.
Tyto vzorky pak byly prohliZzeny a fotografovany podobné jako pfedchozi pod

binokularni lupou.
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3.11 Statistické zpracovani dat

Data jsou vyjadfena jako primérné hodnoty + SD (smérodatna odchylka).
Pro porovnani vyslednych hodnot vzijemné mezi skupinami byl pouZit dvou-
vybérovy r-test. Statistické analyza dat byla provedena v programu Microsoft Excel;

p-hodnota men3i nebo rovna 0,05 byla povaZovana za statisticky vyznamnou.
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4. Vysledky

4.1 Umrtnost embryi a makroskopické nalezy

Vystaveni kfepelCich vajec hypoxickym podminkdm (16% O.) namisto
podminkdm normoxickym (21% O») znamend pro hypoxickd embrya sniZeni
preZiti. V popsanych podminkach pfeZilo 48 hodin hypoxie 75 % embryi a 96 hodin
prezilo 60 % embryi. Daldi embrya umiraji osmy a devaty embryonalni den.
Nejdel3i doba pfeZiti byla 9 dnl (viz graf &. 1).

Normoxickd embrya preZila prvnich 48 hodin v 90 %, 96 hodin v 80%.
Nejvy3$i dmrtnost byla dosazena osmého dne embryondlniho vyvoje (35 %), déle se
viak jiZz nezvy3ovala (viz graf €. 1).

Uhynuld embrya nevykazovala Z4ddné zietelné malformace, byla v3ak

edematdzni, Casto se zndmkami rozsahlého krviceni ¢i hematomi v podkoZi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Embryonalni den

Graf €. I: Prezivani kiepel¢ich embryi za normoxickych (21% O,)

a hypoxickych (16% O,) podminek.
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4.2 Znazornéni koronarniho redisté nastrikem tusi — ED9

Pfi nastfiku tudi pfes levou komoru srdeni se u normoxickych embryi
rychle plni koronérni feCistg, s urlitym zpoZd&nim je zfetelné tu§ i v Zilnim systému
srdce. Toto je vidét i pfi malém zvétSeni. U nasttiki hypoxickych embryi nebylo
plnéni koronérniho fe¢idté pod preparatni lupou zfetelné.

Na fotografickém zobrazeni nastfiku srdce tudi u normoxickych embryi ve
stati ED8 lze pozorovat formujici se bohaté se vétvici pleten&, které sméfuji k aorté.

Dal3i den, ve stadiu ED9, lze jiZ vidét zfeteln& vytvofené siln&jsi kmeny
korondrnich cév a jejich bohaté vétveni na pfedni i zadni ploSe srdce. U normoxické
skupiny byly vZdy pfitomné dva hlavni kmeny (a. coronaria dx. et sin.). Na zadni
plo3e srdce je po nastfiku zfetelnd naplii tusi i v srde€nich Zilach.

Naélezy ve skupiné embryi inkubovanych za hypoxickych podminek jsou
odlidné.

B&hem ED8 jsme za hypoxickych podminek nalezli pouze podstatné slabsi
pletené neZ za podminek normoxie. V &asti pfipadl tyto pleten& smé&fovaly k aorté
ve stejném sméru tak jako budouci a. coronaria dx. et sin.

V prib&¢hu ED9 pouze ve 20 % procentech jsou vytvofeny oba hlavni
kmeny korondrnich tepen stejné tak jako za normoxickych podminek. Ve 40 %
pfipadi byla vytvofena pouze jen jedna koronarni tepna, &ast&ji prava. Na druhé
srané byly pfitomny pouze nepravidelné nebo 24dné pleten&. Ve zbylych pfipadech
(40 %) byla vytvofena pouze nepravidelna sit’ kapilar, pfedev§im v oblasti komor,
aneni jasn€ vytvofeny kmen, ktery by spojoval toto velmi nepravidelné fecisté

s aortou (viz obr. 4.).
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Obr. 4:

d.
Znazornéni koronarniho recisté nastiikem tusi — ED9.

a. Normoxické srdee. pohled zpiedu. Sipky oznaCuji dva pravideIné
cévni kmeny smétujici k aorte.

b. Normoxické srdee. pohled zezadu. Sipkou jsou oznaceny zietelnd
kapildrni pletend a retrogradné napInéné zilni kmeny smétujici k pravé predsini.

¢. Hypoxick¢ srdee. pohled zpiedu. Neni vytvoreny zadny hlavni kmen.
pFitomny jsou pouze chabdé nepravideIné pletené. * oznacuji chybéjici cévni kmeny.

d. Hypoxické srdee. pohled zezadu. Nejsou zicteIné zadné cévy. pouze
se slabe pini ¢dst Zilniho FeiSie. * oznacuje chybéjici cévni kmen.
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4.3 Hypoxické tkanové okrsky v myokardu za normoxickych

a hypoxickych podminek

Hypoxyprobe detekuje tkariové okrsky v nichZ je tenze kysliku mensi neZ
1.31kPa (Raleigh JA et al.,1998). Nizka intenzita signalu byla v ED6 a ED8 patrna
témé& ve vdech tkdnich embrya. Odpovida to nizkym hodnotam pO,, které
v embryonalnich tkanich pfimo zméfil Meuer et al. (1987). Vy33i intenzita signalu
a tedy vy33i stupefi hypoxie byl v ED6 patrny v zékladech v myokardu (viz obr. 5).
Hypoxické okrsky tkané byly patrné, pfedeviim pak v interventrikularnim septu,
v malém rozsahu i v kompaktni vrtsvé myokardu. Béhem EDS8 jsme nachazeli
hypoxické okrsky opét v interventrikuldrnim septu a ve vét3im rozsahu ve srovnani
s ED6 ve stén€ myokardu (viz obr. 5).

Intenzita signalu v okrscich tkafové hypoxie zndzornéného pomoci
Hypoxyprobe v experimentalni skuping embryi byla vyrazné&ji a okrsky byly vétsi.
Béhem ED6 jsme nalezli hypoxické okrsky opé&t v interventrikularnim septu
a v kompaktni vrstvé obou komor (viz obr. 5). V prib&hu ED8 byly nalezeny navic

hypoxické okrsky i v trabekularni ¢asti myokardu.
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Obr. 5:

Transverzéln{ fez komorami pfi znaceni Hypoxyprobe

Normoxické embryo ED6 - tkdnovd hypoxie je patrna
pfedevsim v interventikuldrnim septu, ojedinéle ve st&€né
komor.

Hypoxické embryo ED6 - hypoxické okrsky jsou
rozsdhlejsi, jsou pritomné v kompaktni vrstvé myokardu.

Normoxické embryo ED8 - hypoxické okrsky jsou
pfitomné opét v interventrikuldrnim septu a v kompakté
stény komor.

Hypoxické embryo ED8 — hypoxické okrsky jsou pfitomné
v trabekuldrni vrstvé myokardu.
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4.4 Tloustka stény komor u embryi - ED5, 7, 9

Tloustku kompaktni vrstvy stén pravé i levé komory jsme méfili u embryi

EDS, ED7 a ED9 (viz graf ¢. 2).

Normoxicka embrya

U normoxickych embryi byla naméfena tloustka kompaktni vrstvy stény
levé komory u EDS primé&rné 103,3 um, u ED7jiZ 170 um. Znamena to, Ze za dva
dny se tloustka st€ny levé komory zvétsila o téméf 65 %. U ED9 tloustka stény
levé komory dosahovala u normoxickych embryi primémeé 275,5 pm, tedy zvétsila
se 0 62 %.

Hodnota tlouStky stény pravé komory byla u ED5 primérné 50 pm
auED7 70 um. V tomto pfipad¢ hodnota za dva dny vzrostla o 40 %. O dva dny
pozdé&ji (ED9) byla tato hodnota 137,7 pm, tedy o 96,7 % vy33i.

Hypoxicka embrya

Tloustka stény levé komory je u hypoxického srdce ED5 40 um a ED7
86,7 um. Jeji tloustka tedy za dva dny vzrostla o 117 %. Ve stadiu ED9 byla
hodnota tloustky 156,5 um, tedy o vice nez 80 % vy$si.

U sté€ny pravé komory byla hodnota tloustky u embryi EDS primérné 30
um a v ED7 36,7 um. Hodnota zde za dva dny vzrostla o 22,3 %. V ED9 byla
tloustka stény 73,8 pum, tedy o 101 % vys§i za dva dny.

Dal$im néalezem u hypoxické skupiny je zvy$end trabekularizace

spongidzni vrstvy myokardu a dilatace komor.

Srovnani normoxickych a hypoxickych embryi

Tloudtka stény komor je u normoxickych embryi vétsi neZ u hypoxickych
embryi. Zatimco tlousStka stény levé komory je u normoxickych srdci
EDS primérn€ 103,3 um, u hypoxickych srdci to ¢ini 40 um. Znamena to, Ze u
normoxickych embryi je tlouska stény levé komory 2,6krat vét§i nez u embryi
hypoxickych (p <« 0,05). Srovnani tlou$tky levé komory u normoxického
a hypoxického embrya EDS5 viz na obr. 6. V ED7 jsou tyto rozméry 170 pm a 87
pum, coZ je pro normoxické srdce téméf dvojnasobna tlou$tka oproti srdci
hypoxickému (p ¢« 0,05). Srovnani tloustky levé komory u normoxického

a hypoxického embrya ED7 viz na obr. 7. V ED9 je tlou$tka stény levé komory
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u normoxickych embryi 275,5 um, u hypoxickych 156.5 um. tedy u normoxickych
embryi je sténal,8krat siln&jsi (p < 0,05).

U stény pravé komory to plati podobné. V EDS je sténa normoxického
srdce (pramérné 50 pm) 1,7krét silnéjsi neZ u srdci hypoxickych (30 um) (p < 0,05).
V ED7 je tloustka sté€ny pravé komory u normoxickych srdci primérné 70 pm a u
srdci hypoxickych 36,7 pum, coZz sv&d¢i pro normoxické embrya o téméf
dvojndsobnou tloustku oproti embryim hypoxickym (p < 0,05). U ED9 je sténa
srde¢nich komor normoxickych embryi 137,7 um siln4, u hypoxickych 73,8 um.
Sténa komor u normoxickyxh embryi je zde 1,9krét siln&jsi (p < 0.05) neZ u komor
embryi hypoxickych.

Obecné lze shrnout, Ze za hypoxickych podminek nachiazime tenéi st€énu
komor, rozdil v tlou§tce stény je vyraznéjsi v levé komoie ve viech sledovanych
stadiich. Ve v3ech sledovanych stadiich dochdzi téZ k ristu tloustky stény komor,
tento rast v8ak byl za hypoxickych podminek podstatné men3i. Tyto zmény jsou
dale doprovdzeny zvySenou trabekularizaci spongiézni vrstvy myokardu a dilataci

komor. Tyto ndlezy mohou byt zndmkou srde¢niho selhdni.

[ ] Leva komora normoxicka
B Leva komora hypoxicka
[0 Prava komora normoxicka

Embryonalni den

Graf ¢. 2: Tlous$tka st€n srde¢nich komor kiepel¢ich embryi za normoxickych

(21% 0O,) a hypoxickych (16% O,) podminek - ED5, ED7 a ED9.
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Obr. 6: Srovndn{ tlouStky levé komory u normoxického (a.) a hypoxickeho (b.)
embrya EDS. Na fezech je patrny rozdil v tloustee siény a zvySend
trabekularizace u  hypoxickych embryi. Kapiliry oznaceny QHI
protilatkou, tyto fezy byly pouzity jednak ke méfeni tlouStky stény
a jednak k hodnoceni poctu kapildr (Cerné oznacena hranice vybéru
odpovidajici vrstvé kompaktniho myokardu).

|

Obr. 7: Srovndni tloustky levé komory u normoxického (a.) a hypoxickeho (b.)
cmbrya ED7. Na fezech je patrny rozdil v tlouStce stény a zvySena
trabekularizace u hypoxickych cmbryi. Kapiliry oznaceny QHI
protilitkou. tyto fezy byly pouZity jednak ke méfeni tloustky stény
a jednak k hodnoceni poctu Kapildar (¢erné oznacena hranice vybéru
odpovidajict vrstvé kompakiniho myokardu).
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4.5 Proliferace kardiomyocytl v srdeéni komofe — ED6

Proliferalni aktivita byla sledovdna v kompaktni vrstvé myokardu ve sténé
pravé i levé komory ED6 po aplikaci BrdU. Po prvnim zhodnoceni vysledkl detekce
proliferace, kdy jsme znatili proliferujici buitky BrdU, kardiomyoycyty protildtkou
proti sarkomerickému aktinu a jadra barvili pomoci DRAQS, a chtéli od sebe odliSit
proliferujici populaci kardiomyocytd a ,,ne-myoycytd“, jsme zjistili, Ze pocet
proliferujicich ,,ne-myocyti* je nepatrny a Ze ndmi detekovan4 proliferace odpovidé
kardiomyocytim. Proto jsme se v dal§im hodnoceni rozhodli vyjadfovat poget viech
proliferujicich bun€k na jednotku plochy a povaZovat je za kardiomyoycyty.

Primérny pofet proliferujicich kardiomyocytd znatenych sarkomerickym
aktinem na jednotku plochy (umn~) levé komory byl u hypoxickych srdei 0,037
(SD = 0,02), tedy niZ3i neZ u normoxickych (0,059, SD = 0,01).

Vysledky spocltené pro pravou komoru byly u hypoxickych srdci 0,042
(SD = 0,02) a u normoxickych srdci 0,068 (SD = 0,001).

Proliferace kardiomyocyti byla tedy jak vlevé, tak v pravé komore
u hypoxickych embryi prokazatelné nizsi neZ u embryi normoxickych (viz graf ¢. 3

a obr. 8).

B Normoxie
B Hypoxie

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04

pocet bunék/um

0,03
0,02
0,01

Prava komora Leva komora

Graf €. 3:  Proliferace kardiomyocytt srde¢nich komor kiepel&ich embryi

za normoxickych (21% O,) a hypoxickych (16% O») podminek - ED6.
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d.

Obr. 8: Srovndni proliferace Kardiomyocyvtu u normoxického a hypoxickeho
cmbryva ED6

Obr. a. — Sténa leve komory u normoxického srdee
Obr. b, - Sténa levé Komory u hypoxickeho srdee
Obr. ¢. = Sténa pravé komory u normoxickeho srdee
Obr. d. - Sténa pravé komory u hypoxického srdee
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4.6 Hustota kapilar v interventrikularnim septu a srdeénich
komorach - ED5, 7, 9

Polet kapilar byl vyjadfovdn jako pomé&r QHI1 pozitivnich bungk
(endotelové bufiky) k QH1 negativnim buitkdm (kardiomyocyty).

Interventrikularni septum

V oblasti interventrikuldrniho septa u embryi EDS5 tvofily QHI pozitivni
bufiky u normoxickych embryi 23,3 % (SD = 7,2), u hypoxickych embryi 34,5 %
(SD = 5,5) z celkového pottu bunék (p < 0,05).

U ED7 bylo toto procento u normoxickych embryi 24,4 % (SD = 6,3)
a u hypoxickych embryi 38,8 % (SD = 3,9).

U ED9 bylo vysledné procento 17,4 % (SD = 4,6) u normoxickych embryi,
u hypoxickych embryi 28,4 % (SD = 4,6).

U EDS5 byl rozdil vaskularizace interventrikuldrniho septa hypoxickych
a normoxickych srdci 11 % (p < 0,05), u ED7 byl rozdil 14,4 % (p < 0,05) au ED9
opét 11% (p < 0,05). Z vysledku je patrné, Ze u hypoxickych embryf je vaskularizace

zfeteln€ vyvinutéjsi. Pro srovnani vysledka viz graf ¢. 4.

H Interventrikularni septum normoxické
B Interventrikulani septup hypoxické

EDS ED7 ED 9

Embryonalni den

Graf ¢. 4: Hustota kapilarni sit€ v interventrikuldrnim septu za normoxickych

(21% O») a hypoxickych (16% O,) podminek - EDS, ED7 a ED9.
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Leva komora

V oblasti levé komory jsme u ED5 naméfili u normoxickych embryi 20,6 %
(SD = 4,05), u hypoxickych embryi 23,6 % (SD = 6,04) (p = 0,29).

U ED7 bylo toto procento u normoxickych embryi 19,8 % (SD = 7,3)
a u hypoxickych embryi 33,6 % (SD = 3,4) (p < 0,05).

U ED9 bylo vysledné procento u normoxickych embryi 19,9 % (SD = 4.2)
a u hypoxickych embryi 33,9 % (SD = 6,9) (p < 0,05).

U EDS byl rozdil vaskularizace levé komory hypoxickych a normoxickych
srdci 3% (p = 0,29), u ED7 byl rozdil 13,8 % (p < 0,05) a u ED9 tvofil rozdil 14%
(p ¢« 0,05). Z vysledku je patrné, ze u hypoxickych embryi je vaskularizace levé

komory vyvinutéjsi.

Prava komora

V oblasti pravé komory jsme ve u EDS naméfili u normoxickych embryi
16,9 % (SD = 6,8), u hypoxickych embryi 13,3 % (SD =9,1) (p = 0,42).

U ED7 se toto procento zvy$ilo u normoxickych embryi na 21,4 %
(SD = 3,4) a u hypoxickych embryi na 20,1 % (SD = 4,6).

U ED9 tvofilo vysledné procento u normoxickych embryi 23,8 %
(SD = 3,9) a u hypoxickych embryi 33,7 % (SD = 5,8). V tomto piipadé viak byly
idaje pro velmi tenkou sténu hiife ziskatelné a bylo tézké odlisit, co je spongi6zni
a co kompaktni vrstva.

U EDS5 byl rozdil vaskularizace pravé komory hypoxickych a normoxickych
srdci 3,6 % (p = 0,42 ), u ED7 byl rozdil 1,3 % (p = 0,56), u ED9 ale 9,9 %
(p < 0,05). Vysledek vypovida o tom, Ze v ptipadé pravé komory je vaskularizace

vice vyvinuta u embryi normoxickych. Pro srovnani vysledki viz graf €. 5.
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B Leva komora normoxie
W Levéa komora hypoxie

B Pravé komora normoxie
W Pravé komora hypoxie
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EDS ED7 ED9

Graf €. 5:  Hustota kapilarni sité¢ ve sténé€ srde¢nich komor za normoxickych

(21% O3) a hypoxickych (16% O») podminck - EDS, ED7 a ED9Y.

4.7 Prukaz SMA ve sténé koronarnich cév

Béhem EDY v normoxickych podminkich nejsou je$té formoviany dva
hlavni kmeny korondrnich tepen, je zfetelnd pozitivita pouze ve formé jemnych
pletenich na piedni ploSe srdce, které sméfuji k aorté jak z pravé, tak z levé strany
(viz obr. 9a.).

Za hypoxickych podminek béhem ED8 jsou kapilirni pletené zfetelné
chudsi (viz obr. 9d.).

Pi prukazu SMA béhem ED9 jsou za normoxickych podminek zictelné jiz
dva hlavni kmeny (viz obr. 10a.), pozitivita je pritomna predev8im v proximalnich
usecich koronarnich tepen. Za hypoxickych podminek jsme nalezli dva SMA

pozitivni kmeny koronarnich tepen vytvoiené pouze ve 20 %. V ostatnich piipadech
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byla vytvoiena jen jedna koronarni tepna &i nepravidelné pletené (viz tab. 1 a obr.

10d.)

16% O, 21% O,
Obé cévy pravidelné 20 % 100 %
Jen a. coronaria dx. 30%
Jen a. coronaria sin. 10%
Nepravidelné pletené 40 %

Tab. 1: Srovnani pfitomnosti proximalnich tsekd koronarnich tepen za hypoxickych

a normoxickych podminek (pfi prikazu SMA)
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Obr. 9: Znazornéni hladké svaloviny ve sténé cév u ED8 pomoci SMA
(a. - ¢. - normoxické srdce, d. - f. - hypoxické srdce)

a. prikaz SMA — SMA pozitivita je pfitomna pfedeviim v aorté a v truncus pulmonalis a jsou
zfetelné dvé formujicf se pletené,

b. néstiik tudf - zfeteln& se vyvijejici pletené na predni plo3e srdce,
c. sloZeny obraz z pfedchozich — zietelné pletené sméfujicf k aorté jsou oznaCeny Sipkami,

d. priikaz SMA ~ SMA pozitivita je pfitomna opét pfedev§im v aorté a v truncus pulmonalis
a jen velmi slabé ve slabé pleteni,

e. ndstfik tudi - jen velmi slabé& vytvofend pleteil na pfedni plo3e srdce,

f. slozeny obraz z pfedchozich - pletené (*) jsou vyrazné slab3f a chud3f neZ v kontroln{
skupiné.
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Obr. 10: Zndzornéni hladke svaloviny ve sténé cévy u EDY pomoci SMA
(a. - ¢. - normoxické srdce, d. - f. - hypoxické srdce)

a. prukaz SMA — SMA pozitivita je pritomna v proximalnich dsecich dvou pravidelné vytvorenych
tepen (Sipky),

b. ndstiik wsi - zFetelné se vyvijejici pletend na predni plose srdee. formuji se dva kmeny sméfujici
k aorté (Sipky),

¢. slozeny obraz z pfedchozich — jasny prukaz SMA v proximalnich dsecich korondrnich tepen. g
naopak dobfe zviditeliuje periferni vétveni.

d. prukaz SMA — je vytvoren proximdlni dsck pouze pravé korondrni tepny (Sipka), leva tepna chybi .

¢. ndstitk wsi - chab¢ vyvinuté pletené na piedni plode srdcee,

{. slozeny obraz z predchozich — slabd SMA pozitivita v proximdlnim dscku pravé korondrni tepny,
nastiik prokazuje slabé a chudé periferni vétvent.



5. Diskuze

Hypoxie je v <&asnych stadiich vyvoje zarodku fyziologickym
mechanismem, ktery orientuje cévy k proliferadnim centrim a umoZiuje tak dalsi
diferenciaci a spravny vyvoj organd. Na druhou stranu je hypoxie spojovéana
s vyvojovymi komplikacemi (se zvy$enou mortalitou plodu, se sniZenou porodni
hmotnosti, s vyvinem kardiovaskularnich anomalii a dysfunkci) a je povaZovana
za negativni faktor v pozdgjsich stadiich gestace (Chan et al., 2005, Rouwet et al.,
2002).

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv hypoxie na embryonalni vyvoj
myokardu a koronarnich cév u kiepelich embryi. Hodnoceni téchto vliva je v3ak
obtiZzné, protoZe na vyvoji embrya se podili mnoho dal3ich faktord a komorbidit
spojenych s jinymi télnimi soustavami.

Vystaveni kfepel&ich vajec vlivu hypoxie (16% O;) znamena pro embrya
sniZeni preZiti. To udava i Rouwet et al. (2002), ktery provadél méfeni u embryi
bilych leghornek (HH43/44) a zaznamenal o 33% vy$8i umrtnost u hypoxickych
embryi neZ u embryi normoxickych. V naSem pfipadé pfeZilo 48 hodin hypoxie
75 % embryi a 96 hodin jen 60 %. Nejdelsi doba pieziti byla devét dnid, Zadna
embrya v hypoxickém prostfedi déle nepfeZila. Normoxicka embrya naproti tomu
ptezila 48 hodin v 90 %, 96 hodin v 80 % a osmy den v 65 %. Dalsi dny jiZ u nich
umrtnost zaznamenana nebyla.

Dle Nariky (2005) nepfeZiv$i hypoxicka embrya japonskych kiepelek
(ED9) vykazovala difuzni podkoZni krvaceni. Embrya byla v jeho pfipadé vétsi nez
kontrolni (normoxicka). Rouwet et al. (2002) udava ve své studii 11 % redukci
hmotnosti a pomér hmotnosti srdce ku hmotnosti téla o 14 % vy33i u hypoxickych
embryi neZ u embryi normoxickych.

My jsme u uhynulych hypoxickych embryi (ED9) nezaznamenali Zadné
zfetelné makroskopické malformace, byla viak edematézni, &asto se znadmkami
rozsahlého krvaceni ¢i hematomu v podkozi.

Mirna hypoxie vyvolava zmény ve struktufe a funkci srdce a konarnich
cév, a naruSuje tak hemodynamickou regulaci. Dle Naiky (2005) byla
u hypoxickych embryi sténa myokardu tenéi neZ v kontrolni skupin€. Rouwet et al.
(2002) naopak ve své studii ukazuje, Ze Sitka st€ény byla u hypoxickych
a normoxickych embryi bilych leghornek (stddium HH43/44) srovnatelna. Naproti
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tomu Sifka septa byla v jeho pfipadé u hypoxickych embryi mensi. V naSem méfeni
jsme zaznamenali tlouStku st®ny myokardu u hypoxickych embryi men$i neZ
u embryi normoxickych. Tlouska stény levé komory byla v ED5 u normoxickych
embryi 2,6krat v&tSi neZ u embryi hypoxickych a v ED7 byly tyto rozméry 170 pm
a 87 um, coZ je pro normoxické srdce téméf dvojnasobna tloudtka oproti srdci
hypoxickému. V ED9 byla tloustka stény levé komory u normoxickych embryi
275,5 um, u hypoxickych 156,5 um, tedy u normoxickych embryi je 1,8krat siln&jsi.

U st€ny pravé komory to platilo podobn&. Ve stadiu ED5 byla tloustka
stény normoxickych srdci (primé&rn& 50 pm) 1,7krat siln&j§i nez u srdci
hypoxickych (30 um). V ED7 byla tloustka stény pravé komory u normoxickych
srdci primérné 70 pm a u srdci hypoxickych 36,7 um, coZ svédgi pro normoxické
embrya o téméf dvojnasobnou tloustku oproti embryim hypoxickym. V ED9 byla
sténa srde¢nich komor normoxickych embryi 137,7 um silna, u hypoxickych 73,8
pum. Sténa komor u normoxickyxh embryi je zde 1,9krat siln&jsi nez u komor
embryi hypoxickych. Zajimavy je fakt, Ze mezi ED7 a ED9 dochazi i za hypoxickcy
podminek k prudkému ztlusténi stény pravé komory, toto ztlusténi v3ak lze vysvétlit
mechanismem kompaktizace trabekul (Rycher a O$tadal, 1971). Tomuto vyraznému
ztludténi kompenzatorné odpovida i vyrazny vzestup kapilarizace ve sténé pravé
komory nezi ED7 a ED9.

Vy3e uvedené vysledky odpovidaji fotografickému zobrazeni koronarniho
feciste¢ nastfikem tusi. U normoxickych embryi ve stafi ED8 bylo moZné pozorovat
formujici se bohaté se vétvici pletené, které sméfuji k aorté a ve stadiu ED9 bylo jiz
vidét zfetelné vytvofené silnéj$i kmeny korondrnich cév a jejich bohaté vétveni
na pfedni i zadni plo$e srdce. Na zadni plose srdce byla po nastfiku zfetelna naplii
tudi i1 v srde¢nich Zilach. U hypoxickych srdi byly v ED8 pfitomny pouze chabé
nepravidelné pletené bez vytvoifeni hlavniho kmene. Ty se vytvofily v ED9 pouze u
20 %, ve 40 % se kmen viibec nevytvofil, spojeni s aortou tedy chybélo. Normalni
vyvoj proximalnich usekii korondrnich tepen u japonské kiepelky popisuje
napifiklad Ando et al. (2004). Podle né& jsou pfitomné jiZ od ED6 pruhy
endotelovych bunék smétujicich k aorté a postupné prortstajici do jejiho lumen.
Isou pfitomné i oblasti tzv. nekoronarniho sinu. Béhem ED9 tyto pletené splyvaji
do dvou kmenti, nadbyte¢né a dystopické zanikaji. Nase nalezy béhem ED8 a ED9
v normoxickych podminkach jsou stimto v souladu, pomoci nastfiku tu$i jsme

prokazali zprvu slabsi a rozvétvené pletené, které postupné jsou v kontaktu, pozdgji
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pak jiZ formované kmeny koronarnich tepen.

Thompson (2003) uvadi, Ze hypoxie zvy3uje vaskularizaci a rist
koronarnich cév a dava ji téz do souvislosti s hypertrofii srde€nich komor. Tomu
odpovidd i naSe méfeni, ve kterém jsme prokazali vét§i hustotu kapilar
u hypoxickych embryi jak v interventrikularnim septu, tak v srde€nich komorach.
S naSim mé&fenim souhlasi i vysledky Tomanka et al. (1999), ktery, stejn€ jako my,
uréuje jako misto nejvy33i vaskularizace interventrikularni septum. Zvy$ena mira
tkafové hypoxie prohlubuje efekt signalni kaskady HIF-VEGF, coZ se projevi
zvy$enou hustotou kapilar ve srovnani s normoxickou skupinou (Jargiello et al.,
1983).

V hypoxickych embryich byla v nasi studii sténa myokardu tenéi nez
v kontrolni skupiné¢ a hypoxie byla prokazatelnd v celém jeji rozsahu. To
piedstavuje rozdil proti kontrolni skuping, kde hypoxické okrsky byly pouze v
interventrikularnim septu a povrchnich vrstvich myokardu. NaSe nélezy
hypoxickych okrskll v interventrikularnim septu odpovidaji také mistdm nejvy3si
vaskularizace v srdci u normoxické kiepelky (Tomanek et al., 1999). Podobné
hypoxické okrsky jsou pfitomné i v ranéjsich stadiich (Narika, 2006). Sugishita
(2004) dokonce hypoxii pfi¢itd morfogenetickou roli, tak jak ji prokazal v oblasti
vytokového traktu srdce.

Dal8im napadnym projevem prohloubené hypoxie byla vyrazn€é zvysena
trabekularizace komorového myokardu. Tato zvy$ena trabekularizace myokardu
komor muZe pfedstavovat adaptaéni mechanizmus na hypoxii, ktery zkracuje
difizni vzdalenost pro kyslik zkrve vkomorach. Zvy$ena trabekularizace
myokardu byla pozorovana u kfepelky po aplikaci VEGF (Feucht et al., 1997) au
my$ich embryi suméle zvy$enou hladinou VEGF (Miquerol et al., 2000).
Mechanizmus vzniku trabekularizace neni uspokojivé vysvétlen. Feucht et al.
(1997) soudi, Ze je podminéna zvy$enou proliferaci bun&€k endokardu vyvolanou
VEGF. Zda se tedy, Ze pro normalni diferenciaci a morfogenezu je nutné ur€ité,
pfesné vymezené rozmezi exprese VEGF, ktera je fizena hypoxii.

Pii prikazu SMA aktivity se ndm podafilo prokazat u hypoxickych srdci
zietelné chuds$i pletené, coZz odpovida problematickému napojeni koronarniho
fe¢i$té na aortu. Eralp et al. (2005), ktery sledoval vliv hypoxie u kufecich embryi,
rovnéZ prokazal ve své studii chybné napojeni koronarnich cév na aortu. Naproti

tomu bylo u embryi moZné najit hluboké trabekuly. Nalezl jen velmi chudou
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koronarni sit’ bez pfitomnosti hladké svaloviny. Dle Vrancken Peeters et al. (1997)
je SMA aktivita diikazem napojeni na aortu, protoZe znamena adaptaci cévni stény
na vy33i tlak dany pritokem po napojeni na systémové felidt€. Nenapojené cévy
SMA aktivitu nemaji. My jsme tento fakt vyuzili jako dalsi prikaz v kombinaci
s nastfikem korondrniho feidté. Tato kombinace pak spolehlivé vypovida jednak o
pfitomnosti tepen a za dal3i pravé o jejich kontaktu s aortou. Vylu€uje tak moZnost
naplné cév pfi nastiiku tu§i zdutin srdce. Pfitomnost krevnich elementl
v kornarnich cévach nelze povaZovat za priikaz napojeni koronarnich cév na aortu,
protoZe jejich pfitomnost v dosud nenapojeném fecidti je moZna diky samostatné
probihajici diferenciaci z hemoblasti pochézejicich z bunék proepikardidlniho
organu (Tomanek et al., 2006).

NaSe nalezy vysvétluji pfi€inu letalniho u€inku hypoxie tak, Ze hypoxie
vede postupnou dilataci, zten¢enim srde¢nich komor a nedostate¢nym napojenim

a organizaci koronarniho fe¢isté k srde¢nimu selhani.
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6. Zaveéry

1. Embrya japonské kiepelky inkubovana za hypoxickych podminek

(16% O3) umiraji devaty den embryonalniho vyvoje.

2. Vsrdcich embryi vyvijejicich se za normoxickych podminek jsou
pfitomné hypoxické okrsky tkang, tyto okrsky se zvétduji za hypoxickych

podminek.

3. Hypoxie vede ke zvy3ené kapilarizaci myokardu diky zvySené aktivité

signalni kaskady hypoxie-HIF-VEGF-angiogeneze.

4. Hypoxie vede ke ztendeni myokardu komor a jeho zvySené

trabekularizaci a nasledn¢ dilataci komor.
5. Béhem ED9 dochazi za normoxickych podminek k napojeni cévniho
fe¢ist&€ myokardu na systémovou cirkulaci, u hypoxickych embryi toto napojeni je

nedokonal€é a koronarni cévy jsou vytvorené nepravidelné.

6. Pri¢inou smrti je srdedni selhani zplisobené dilataci srde€nich komor

a nedostateéna koronarni cirkulace.
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