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Abstrakt

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

V prvni publikaci jsme pomoci organové in vitro kultivace kufecich embryonalnich
srdci studovali vliv mechanické pracovni zatéze (bez interference hemodynamického efektu)
na vyvoj pfevodniho systému. Sérii experimentii jsme doplnili i o typ ,,zdchranné¢ho*
experimentu, kdy jsme uméle vyvolali pracovni zatéz injekci silikonového oleje do primitivni
komory srdce ve stadiu srde¢ni klicky. Podatilo se ndm prokdzat, Ze mechanické zatizeni
myocytd je dulezity epigeneticky faktor casného embryondlniho vyvoje.

V nasledujicich publikacich jsme se zamétfili na studium vlivu absence konexinu 40
(Cx40) na vedeni elektrické vzruchu u mysi béhem embryonalniho vyvoje, kterému
ptedchézel popis normélniho vyvoje pfevodniho systému zaméfeny na funkéni aspekt.
Absence gap junctions protein - Cx40 vede k snizeni ¢etnosti vyskytu aktivniho pravého
Tawarova raménka v pozdni fdzi embryonélniho vyvoje, z ¢ehoz vyvozujeme zavér, Ze
Vv Casnéjsi fazi vyvoje je funkce pravého Tawarova raménka nezavisla na Cx40. Aktivace
ptedsini pfi absenci Cx40 je od 12. embryondlniho dne iniciovana u vétSiny srdci z
ektopického mista v ousku pravé predsiné a dochazi u takto aktivovanych predsini
k vyraznému prodlouzeni aktiva¢niho ¢asu. Rychlost vedeni vzruchu je podminéna Cx40
genotypem pouze Vv ptedsinich na rozdil od komor, nejdelsi ¢as nezbytny pro aktivaci pfedsini
je spojen s uplnou absenci Cx40.

Ve ctvrté publikaci jsme se vénovali funkéni analyze linie mys$i s inhibovanym
KVLQT1 proteinem, kde je fenotypovy projev shodnym se syndromem dlouhého QT
intervalu. U transgenni linie byl zaznamenan vyskyt bloku pravého Tawarova raménka u
vétSiny ED18,5 srdci a dale zpomaleni vedeni elektrického vzruchu v levé komofte.



Abstract

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

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

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

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

ventricular activation time prolongation.



1. Uvod

Ptevodni systém u dospé€lého jedince je soubor specializovanych bunék srdce, ktery je
uzpusoben k autonomnimu vytvareni elektrického vzruchu a jeho Sifeni jednotlivymi ¢astmi
srdce. Podminuje rytmickou a koordinovanou ¢innost srdce.

Jednotlivé ¢asti prevodniho systému u teplokrevnych obratlovct jsou béhem vyvoje
postupné funkéné zapojeny v poradi korelujicim s morfogenetickym vyvojem. Z primitivniho
trubicovitého srdce se postupné stava ctyfdutinovy organ a soucasné se diferencuje prevodni
systém. Morfogeneticka posloupnost je evolu¢né konzervovana u kuiete, mysi i clovéka
(Gourdie et al., 2003). U primitivniho tubularniho srdce lze ve vtokové ¢asti identifikovat
prvni funk¢ni ¢ast prevodniho systému - pacemaker, Sifeni vzruchu je zde pomalé, izotropické
a sméfuje od vtokové Casti k vytokové ¢asti (Kamino, 1991). Pro stadium tubularniho srdce je
charakteristickd nizkd mira mezibunééného propojeni, funkcni fenotyp jako u bunck uzla, kde
cely myokard srde¢ni trubice ma schopnost generovat elektricky vzruch (de Jong et al., 1992).

Béhem procesu, kdy vznika srde¢ni klicka, se ve specifickych oblastech aktivuje
geneticky program pro pracovni myokard. V téchto oblastech, jejichz expanzi vznikaji
predsiné a komory, se zvysi rychlost proliferace, dojde k expresi genti jako je Cx40 nebo
specifickych sodikovych kanald a rychlost vedeni vzruchu se zvysi. Rychle vedouci oblasti
jsou ohrani¢eny misty, které si zachovavaji primitivni, pomalu vedouci fenotyp (vytokova
cast, atrioventrikuldrni kanal, sinus venosus). Komorova aktiva¢ni posloupnost odpovida
sméru toku krve a byva interpretovana jako aktivace od srde¢ni baze k apexu; prekvapivé, tato
aktiva¢ni sekvence nebyla dosud nalezena u ED9,5 embryi mysi (Rentschler et al., 2001;
Rentschler et al., 2002) ani kralika (Rothenberg et al., 2005). Pomalu vedouci segmenty
srde¢ni kli€ky odpovidaji ptechodovym z6ndm. Tenké dorzoventralné uspotadané vybeézky
myokardu smérem do lumen srdce, trabekuly, jsou identifikovatelné u srdce ve stadiu srdeéni
klicky. Pti optickém mapovani povrchu endokardu, kterému ptedchazelo rozstfizeni komor
srdce u kufecich embryi, bylo prokazano preferen¢ni radialni vedeni vzruchu trabekulami
(Reckova et al., 2003).

Jako posledni ¢ast srde€niho pfevodniho systému se diferencuje komorovy prevodni
systém, jehoz funkéni zapojeni je doprovazeno zménou aktivaéni sekvence z primitivni
aktivace od baze k apexu ke zralé posloupnosti od apexu k bazi. Zrala aktiva¢ni sekvence je
mimo jiné podminéna elektrickou izolaci predsini a komor srde¢nim skeletem. Zména
aktiva¢ni sekvence u kufete nastava v obdobi septace komor srdce (Chuck et al., 1997;

Reckova et al., 2003) zatimco u mysi se objevuje diive, nez je septace dokoncena (Rentschler



et al., 2001). U mysi je prvnim aktivaénim zpusobem, ktery se objevuje jen docasné béhem
vyvoje, aktivace cestou takzvaného primarniho prstence, s prvnim aktivovanym mistem

Vv oblasti vznikajiciho mezikomorového septa (publikace 2). V obdobi zmény aktiva¢niho
zpusobu od baze k apexu se i u kufete objevuje tento docasny zpusob aktivace (publikace 1).

Na histologické urovni je pro prevodni systém charakteristicky zvySeny vyskyt
glykogenu a snizeny pocet myofibril v porovnani s pracovnim myokardem (Ryu et al., 2009).
Morfologické odliSeni pfevodniho systému, zvlasté distalnich ¢asti, je problematické a béhem
vyvoje témer nerealné. Univerzalni ,,marker* pfevodniho systému, ktery by oznacil vSechny
&asti prevodniho systému, neexistuje. Castym jevem je ménici se exprese markerti béhem
vyvoje. Velmi vhodnym modelovym organizmem pro studium pievodniho systému se jevi
Cx40:GFP mys, kde Ize vizualizovat komorovy pfevodni systém. Pfi studiu riznych linii
transgennich mysi, které maji zménénou expresi genu S potencialem ovlivnit vyvoj
ptevodniho systému, se ¢asto pro tcely morfologické analyzy pievadi studované mysi linie na
Cx40:GFP pozadi (publikace 4). Spravné interpretaci funkéni analyzy za pouziti optického
mapovani u takovych mysich linii pfedchéazi popis Cx40 heterozygott, kde je situace
srovnatelna s normalnimi kontrolami typu ,,wild type* (publikace 2).

Pochopeni signalizace dulezité pro vyvoj ptevodniho systému srde¢niho je ptinosné
nejen pro 1ékare zabyvajici se klinickou praxi, ale také védce studujici srde¢ni onemocnéni
Vv dospélosti. Arytmie predstavuji skupinu kardiovaskularnich onemocnéni, ktera signifikantné
souvisi se zménami pii vzniku a Sifeni elektrického vzruchu pfevodnim systémem srde¢nim.

Myocyty jsou vzajemné propojeny tak, Ze si mohou vymeénovat ionty, metabolity a
signalni molekuly pomoci mezibuné¢nych spojeni typu gap junctions. Takto propojené
myocyty maji nizky elektricky odpor a tvoii jeden funkéni celek - syncytium, které umoznuje
rychlé a koordinované §itfeni elektrického vzruchu. V myokardu se nachézi tyto hlavni
konexiny: Cx40, Cx43, Cx45 a Cx30,2 (srhnuto v (Jongbloed et al., 2008)). Arytmie mohou
byt zplisobeny nejen zménami v iontovych kanalech primarné urcenych pro excitaci
(publikace 4), ale také defekty v mezibunécné komunikaci pomoci gap junctions kanalt
(publikace 2, 3).

Arytmie vznikaji z mnoha diivodl a mezi hlavni patii kongenitalni onemocnéni srdce,
genetické mutace, starnuti a vlivy prostiedi. Mista vzniku arytmii nejsou v srde¢ni tkani
lokalizovana zcela nahodné. Vrozena srde¢ni onemocnéni podminéna jen jednim genem
(naptiklad Fallotova tetralogie) maji 1 ptesto velkou fenotypovou variabilitu, ktera je
podminéna geneticky, ale i epigenetickymi faktory (Schroder et al., 2002). Existuje stale

mnoho neobjasnénych otdzek tykajicich se vlivu epigenetickych faktorii na vyvoj pfevodniho



systému. Jednou z pfi¢in vrozenych kardiovaskularnich malformaci jsou abnormality v toku

krve a hemodynamiky, jejich zmény piedstavuji silny stimul pro vyvoj pifevodniho systému.



2. Hypotézy a cile prace

Cilem disertacni prace bylo komplexné pfispet k porozuméni mechanismii podilejicich
se na vyvoji pfevodniho systému u obratlovct. Vychézeli jsme ze znalosti, Ze vyvijejici se
pievodni systém je citlivy k epigenetickym zménam, zejména citlivost ke zmén¢ a mira
zmény jsou ovlivnény vnéjsimi vlivy prostredi, mezi které se fadi i hemodynamické faktory.
Prvni hypotéza predikuje, ze se bez normélniho mechanického zatiZeni, které je podminéno

krevnim ob€hem, nebude pievodni systém srdecni normalné vyvijet.

V dalsi fazi vyzkumu nas zajimalo, zda bude mit absence Cx 40, hlavniho konexinu
predsini a komorového prevodniho systému, vliv na funkénost ptevodniho systému a na
rychle vedouci tkan piedsini. Predpokladame, ze Cx 40 bude nezbytny béhem vyvoje a ze

dojde ke zpomaleni vedeni vzruchu.

Mutace v genech kddujicich proteiny, které maji souvislost s vyvojem ptevodniho
systému, jako jsou proteiny iontovych kanalli, gap junctions proteiny, traskripcni faktory ¢i
jiné proteiny signaliza¢nich kaskad se podili na vzniku arytmii, ptipadné na dalSich zménach
ve vedeni vzruchu. Tteti hypotéza této disertacni prace piedpoklada, ze se béhem vyvoje mysi
s funkéni inhibici KvLQT1 proteinu, ktery se podili na stavbé draslikovych kanali, zpomali

nitrokomorové vedeni vzruchu.

Specifické cile prace:

Zhodnotit vliv mechanického zatizeni v raném vyvoji ptevodniho systému kutete

e Popsat normalni vyvoj pfevodniho systému u mysi pomoci optického mapovani

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

komorach a piedsinich

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

syndromem dlouhého QT intervalu, zhodnotit funkci komorového ptevodniho systému



3. Material a metodika

Material
Kuteci embrya stadii ED3 az ED5 (plemeno Leghorn)
Mysi embrya transgenni mysi linie Cx40:GFP stadii ED9,5 - 18,5

Mysi embrya modelového organizmu Ssyndromu dlouhého QT intervalu (o - MHC - KvLQT1
-is02 - T7), stadia ED14,5 a ED18,5"

Dospélci a - MHC - KvLQT1 - iso2 - T7

Metody

Optické mapovani

Funkci pievodniho systému srdecniho béhem vyvoje 1ze velmi dobie studovat pomoci
vysokorychlostniho optického mapovani (Sedmera et al., 2005). Optické mapovani umoznuje
studium funkce pfevodniho systému uz u velmi ranych embryonalnich stadii (mys ED9,5),
kdy je ptimé méfeni mikroelektrodami obtizné proveditelné vzhledem k velikosti embryi, a to
diky pouziti systému virtudlnich elektrod. Na metod¢ optického mapovani jsou zaloZeny 3
¢lanky této disertacni prace a v posledni publikaci data z optického mapovani ptispivaji

k popisu mysiho modelu pro syndrom dlouhého QT intervalu.

Princip metody je zaloZen na pouziti potenciometrického barviva vazajiciho se na
bunééné membrany a reagujiciho v zavislosti na rozdilu potencidlu uvnitt a vn€ bun€k
zménou svych optickych vlastnosti, fluorescence. Pfesny mechanismus reakce na zménu
napéti neni zndm. Pravdépodobné souvisi s excitaci vyvolanou relokaci elektrického naboje
podél gradientu elektrického pole nebo s elektrickym polem vyvolanou reorientaci barviva na

plasmatické membrané (Efimov et al., 2004).

Ziskana data jsou po zhodnoceni v programu BV_ ANA (Brainvision) interpretovana
Vv Caso - prostorovych epikardidlnich aktiva¢nich mapach. Hodnocené parametry jsou prvni
aktivované misto, smér Sifeni vzruchu a ¢as nezbytny pro aktivaci levé komory (obou ptedsini
- publikace 3), syntézou téchto parametri byl stanoven zpiisob aktivace, ktery vypovidéa o
mife zralosti pfevodniho systému srde¢niho. Frekvence ¢etnosti jednotlivych zpiisobil

aktivace byla statisticky hodnocena Pearsonovym testem dobré shody (xz). Neparovy
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Studenttv t - test byl pouzit pii hodnoceni statistické vyznamnosti u komorovych aktivac¢nich
Cast. Kritériem pro evaluaci rychlosti Sifeni vzruchu byl stanoven ¢as nezbytny pro aktivaci
levé komory, kde 1ze snadno stanovit hranici na rozdil od pravé komory s nejasné
definovanym piechodem komory ve vytokovou ¢ast, pro kterou je charakteristicka relativné

malé rychlost vedeni elektrického vzruchu.
Organové kultury

Béhem experimenttl, které jsou podkladem prvni publikaci, byla izolovana kuteci
srdce kultivovana in vitro po 24 hodin v DMEM médiu a nasledné hodnocena funkce
pievodniho systému optickym mapovanim. V sérii ,,zachrannych® experimentd byla do

komory srdce vpichnuta kapka silikonového oleje a vyvolana mechanické pracovni zatéz.
Morfologicka analyza

Data z optického mapovani byla korelovana s morfologii za pouziti klasickych

imunohistochemickych metod a ,,whole mount* konfokalni mikroskopie.
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4. Komentare k publikacim

Jednotlivé publikace jsou prezentovany V potadi, které je dané tematicky. V komentari
jsou kratce shrnuty vysledky a diskuse. Cile, metody a souhrn v§ech zavért jsou uvedeny

samostatne.

4.1. Vliv mechanické zatéZe na ¢asny vyvoj prevodniho systému u kuiete

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

Proudici krev piisobi na okolni tkan€¢ komplexnim zptisobem. Mezi hlavni sily, které
zprostredkuji tento efekt, se fadi tlak plisobici na sténu cév podminény tlakem krve
(,,oscilatory stress), zatéz plynouci z mechanického napinani buné€k stény cévy pii reakci na
zmé&ny tlaku a vlastni téeci sila proudici krve (,,shear stress*). Hemodynamické zmény jsou
nedilnou soucasti procesu kardiogeneze, podili se pfetvoreni trubicovitého srdce ve
Ctyfdutinovy organ (Lindsey et al., 2014). Abnormalni zmény toku krve souvisi s nékterymi
vrozenymi srdecnimi vadami. Pro vétSinu vrozenych poruch je charakteristické, Ze neni
znama jejich ptesna etiologie. Nejcastéji jsou studie vénované uloze hemodynamiky
vV embryonalnim vyvoji zalozeny na mechanickém zasahu in vivo u kufeciho zarodku. Cilem
této prace bylo pochopit vliv prosté mechanické zatéze na vyvoj ptevodniho systému za
pouziti in vitro metodického pristupu.

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

Pro jednotlivé embryonalni dny je typicky vyskyt vice komorovych aktivac¢nich
zpusobu, coz reflektuje ptirozenou variabilitu. Ve sledovaném ,,vyvojovém okénku‘ mezi
ED3 a EDS se vyskytuji vSechny aktivacni vzory a dochazi ke konverzi aktivacnich zpisobt.
Pti experimentalnim zdsahu s potencialnim vlivem na vyvoj ptevodniho systému je dulezity
Spravny vybér vyvojového okénka. Piikladem muiZe byt testovani role endothelinové

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

U kontrolnich ED3 srdci pievlada aktivace primitivnim zptisobem, kdy aktivace
kopiruje tok krve smérem od baze k apexu. Nasledujici embryonalni den ED4 jiz ubyva srdci
aktivovanych od baze k apexu ve prospéch do¢asného aktivaéniho zpisobu vyuzivajici
primarni prstenec. V EDS jiz je vétsina srdci aktivovana zralym zptisobem od apexu k bazi pfi
soucasném vyskytu i obou zbyvajicich aktiva¢nich zpisobi. Postupny nartst poctu srdci
aktivovanych zralym zptasobem od apexu k bazi doklada postupnou diferenciaci komorového
prevodniho systému. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s diive publikovanymi vysledky (Reckova
et al., 2003; Chuck et al., 2004; Sedmera et al., 2004).

Vliv kultivace bez hemodynamické zatéze byl posuzovan na zakladé porovnani
frekvence vyskytu jednotlivych zptisobu aktivace soucasné se sledovanim morfologickych
zmén v konfokalnim mikroskopu. VSechna srdce explantovana ED3 a nasledné kultivovana
byla aktivovana primitivnim zpisobem od baze k apexu. Podobny efekt zpozdéni ve vyvoji
koverze aktivacnich zpisobt byl pozorovan i pii kultivaci z ED4 do EDS, kdy se jiz u ¢asti
srdci objevila aktivace pomoci primarniho prstence, ale stale ptevladal primitvni zplisob
aktivace od baze k apexu. Kultivovana srdce v porovnani s pfirozené vyvyjejicimi se srdci in
ovo méla prodlouzenou a kolabovanou vytokovou ¢ast, pozastaveny rust a regresivni zmény
ve stavbé trabekul. Trabekuly, vybézky do lumen komor srdce tvofené myokardem a tenkou
vrstvou endokardu, jsou v izkém a intenzivnim kontaktu s proudici krvi. Mista
nejintenzivnésiho ,,shear stress* u ED2 kufeciho embrya jsou vytokova ¢ast,
atrioventrikularni kanal a vnitini zakiiveni srde¢ni klicky. Opa¢né nejniz§i mira ,,shear stress®
je v oblasti vné&jsiho zakfiveni a prostoru mezi trabekulami (Groenendijk et al., 2005). Na
zaklad¢ dat z naseho experimentu 1ze predpokladat, Ze tvorba a diferenciace trabekul je
zavisla na hemodynamickém zatiZeni.

Normalizace funkce ptevodniho systému bylo dosazeno pii ,,zachraném® pokusu, kdy
pted kultivaci byla injekéné vpravena kapka silikonu do primitivni komory, bylo tak dosazeno
distribuce aktiva¢nich zplsobil srovnatelnych s kontrolnimi. Za pouziti selektivniho inhibitoru
nesvalového myosinu II (blebbistatin) s efektem branici kontrakci, bylo ovéfeno, Ze principem
je pasivni natahovani myocytli nezavislé na myosinu. Mechanické napindni myocytt
piedstavuje nezbytny epigeneticky faktor pro ¢asny vyvoj ptevodniho systému kufete.

O podobnou sérii experimentil jsme se pokouseli 1 u mysi, kdy jsme chtéli kromé
efektu zmén v hemodynamické zatéZi testovat exogennim podanim riznych

farmakologickych latek vyznam jednotlivych slozek endothelinové signaliza¢ni kaskady. Pro
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velmi nizké procento srdci se spontanni srde¢ni aktivitou pfi optickém mapovani jsme tento
smér vyzkumu museli ukon¢it. Tato situace ilustruje citlivost srdce mysi jako modelového
organizmu v porovnani s embryi kufete ¢i kiepelky. Prace béhem optického mapovani
vyzaduje rychlé a pfesné zachazeni, kdy €as od disekce prvniho embrya piedstavuje limitujici

faktor podminujici uspésnost experimentu.

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

vzruchu v komorach

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

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

Laboratot Anatomického ustavu 1. Iékatské fakulty vybavena pro optické mapovani je
jedinou takovou laborato#i v ramci Ceské republiky a ani v ramci Evropy neni mnoho
laboratofi se zaméfenim na optické mapovani. Mezi publikacemi, jejichz souc¢asti jsou data
z optického mapovani, je minimum praci zaméfeno na vyvoj pfevodniho systému u mysi.

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

Pomoci metody optického mapovani jsme studovali funkci prevodniho systému u mysi
pocinaje ED9,5. Zptisoby aktivace komor jsme roz¢lenili do kategorii vyuzivajici pro aktivaci
pracovniho myokardu: primarni interventrikularni prstenec; levé Tawarovo raménko; pravé

Tawarovo raménko; obé raménka a prechodny zpuisob aktivace. Typicka situace v daném
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embryonalnim dni je reprezentovana spektrem nékolika aktiva¢nich zpusobt (Reckova et al.,
2003) a proto neni mozné popsat normalni vyvoj analyzou méné nez 10 embryi ve skuping.
Prvni primitivni aktivacni vzor, ktery se objevi v ¢asném vyvoji pfevodniho systému u mysi,
je aktivace pomoci primarniho interventrikuldrniho prstence. Na rozdil od kutete, kde se jako
prvni zpusob aktivace objevuje aktivace od baze k apexu, nebyl tento typ aktivace doposud
nikdy pozorovan u mysi. Vedeni elektrického impulzu v rozmezi ED9,5 - 11,5 je
charakteristické tim, Ze je vyuzit primarni interventrikularni prstenec, struktura v oblasti
budouciho mezikomorového septa. Jak pokracuje vyvoj srdce, postupné mizi aktivace pomoci
primarniho interventrikuldrniho prstence (ED12,5 se vyskytuje naposled) a je nahrazovana
aktivaci pomoci Tawarovych ramének. Z komorového pfevodniho systému je prvni aktivni
levé raménko, ale s vyskytem pfechodného typu aktivace. V tomto ptipad¢ je prvni
aktivované misto na apexu levé komory a v okamziku, kdy elektricky impulz dosahne oblasti
vznikajiciho mezikomorového septa, je rychlost $iteni vzruchu navySena, coz naznacuje, ze
preferenéné vedouci oblast primarniho prstence je stale aktivni. V ED11,5 se stava aktivni i
pravé raménko. V ED14,5 je vétSina srdci aktivovanych ze dvou center, ale ojedinéle bylo
prvni aktivované misto jen na jedné strané. Sifeni elektrického impulzu se urychluje
nejvyraznéji ve ,,vyvojovém okénku‘ mezi ED10,5 - 12,5, coz vyplyvé z porovnéani
aktivacnich ¢asi u jednotlivych embryonalnich dnd. Rychlost $ifeni vzruchu je podminéna
zpusobem aktivace, pro aktivaci pomoci primarniho prstence je charakteristické relativné
pomalé vedeni v porovnani se zralou rychlou aktiva¢ni sekvenci od apexu k bazi.

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

Rozdily mezi genotypy pii analyze aktivacnich ¢asti komor nebyly pozorovany.
Sledovani cetnosti vyskytu jednotlivych aktivacnich sekvenci komor odhalilo znaény pokles
frekvence aktivace pomoci levého Tawarova raménka na ED12,5 a ED14,5 u embryi s
absenci Cx40. U heterozygottli byla cetnost vyskytu také snizena, ale v mensim rozsahu. Podil
aktivacnich sekvenci se zacal obracet v ED16,5, kde bylo aktivni levé Tawarovo raménko U
vSech genotypt v téméf plném rozsahu. Frekvence pravostranné aktivace zacala klesat u mysi

s Cx40 deficitem, cozZ naznacuje rozvoj dysfunkce pravého Tawarova raménka. Nejvyrazngjsi
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fenotyp byl zaznamenan v ED18,5, kde srdce bez Cx40 méla funk¢ni pravé Tawarovo
raménko pouze v 33% pripadech, na rozdil od 96% u heterozygoti a 94% wild type kontrol.
Vyskyt bloku pravého raménka je v souladu s jiz publikovanymi pracemi se zaméfenim na
studium absence Cx40 u dospélct (Simon et al., 1998; Tamaddon et al., 2000). Blok pravého
Tawarova raménka je tedy vzhledem k jeho morfologii, kdy v pozdnéjsich fazich vyvoje
dochazi k remodelaci v relativné tenky svazek, povazovan za citlivy indikator dysfunkéniho
prevodniho systému. V této pozd¢;si fazi se pak plné projevuje nezbytnost pritomnosti

konexinu 40 pro jeho funkci.

4.3. Vyznam Cx40 pro vedeni elektrického vzruchu v predsinich béhem vyvoje

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

Cx40 je hlavni protein vodivych bunécnych spoju (gap junctionS) exprimovany v
predsinich a komorach od ¢asnych fazi embryogeneze. Jak embryogeneze pokracuje exprese
Cx40 v ptedsinich se neméni, na rozdil od komor. Nicméné¢ funkéni vyznam Cx40 béhem
vyvoje ptevodniho systému se zaméfenim na predsiné byl doposud studovan v omezené mifte,
kdy se tomuto tématu se vénovala jedna publikace (Leaf et al., 2008).

Pt optickém mapovani musi byt analyzovana tkan zaostiena v jedné ohniskové
roving, tento fakt nekomplikuje mapovani embryi ve stadiu ED10,5; u ED12,5 musi byt
odstranéna vytokova ¢ast zakryvajici oblast mezi levou a pravou predsini. Ouska predsini u
ED14,5 jsou relativné velka, prodluzuji se smérem dopfedu a to neumoznuje umisténi celé
plochy pfedsini do jedné roviny a tak se komplikuje interpretaci ziskanych dat. Orientace
srdci pfi optickém mapovani pfedsini se li$i od piistupu pii aktivaci komor, uspéSnost
experimentu je podminéna co nejkrat§im ¢asem pokusu, coZ neumoznuje reorientaci
analyzovaného srdce, proto nelze béhem jednoho experimentu analyzovat pfedsin€ i komory
soucasné. V duasledku tohoto faktu jsme se v dal$i samostatné praci zaméfili na vliv absence
Cx40 na vedeni vzruchu v pfedsinich.

V ED10,5; ED12,5 a ED14,5 bylo zaznamenano rtiznorodé vedeni rychlosti vzruchu
predsinémi v zavislosti na Cx40 genotypu. Vliv nedostatku Cx40 se projevil prodlouZzenim
aktivac¢niho ¢asu piredsini, ktery byl vyrazné prodlouzen hlavné u ED10,5 a ED12,5 stadii
vV porovnani s ED14,5. Pravdépodobny diitvod ménici se sily fenotypového projevu, ktery

klesal se staifim embryi, souvisi se vzdjemnou funk¢ni ndhradou jednoho konexinu pfi
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nedostatku druhého. Takova funkcni substituce byla jiz diive popsdna. Protoze exprese Cx43
Vv ptedsinich zac¢ina az v ED12,5 (Delorme et al., 1997), je v rangjsich fazich vyvoje funkéni
nahrazeni vylouceno. U kontrolnich a heterozygotnich embryi bylo prvni aktivované misto v
oblasti ptfedpoklddaného SA uzlu. U mysi s absenci Cx40 se objevily dvé atrialni aktivacni
sekvence, aktivace z SA uzlu a ektopicka aktivace vychazejici vzdy ze stejné oblasti pravého
ouska. Pfestoze SA uzel 1ze imunohistochemicky lokalizovat pomoci Anti-HCN4 protilatky,
Chybgjici Cx40 béhem vyvoje ovliviiuje aktivacni sekvence $ifeni vzruchu
V ptedsinich a vyrazné¢ zpomaluje rychlost Sifeni elektrického vzruchu predsinémi. U ¢lovéka
byl prokazan vztah mezi predispozici k fibrilaci sini a mutaci genu pro Cx40 (Yang et al.,
2010). Cx40 ma dulezitou roli pii fyziologickém vyvoji piedsini a dalsi studium této
problematiky rozsifi predstavu o molekuldrnim mechaniSmu rozvoje supraventrikuldnich

arytmii.

4.4. Funkéni inhibice proteinu KvLQT1 draslikovych kanali a vliv na funkci

komorového prevodniho systému

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

V této studii jsme Se spole¢né s kolegy z Univerzity Jaén pokusili rozsitit miru znalosti
o transgenni mysi linii o - MHC - KvLQTL1 - iso2 - T7, modelovém organizmu pro studium
syndromu dlouhého QT intervalu (LQTS, (Demolombe et al., 2001)). Zaméfili jsme Se na
studium zmén exprese sodikovych kanald, a jejich vzdjemnému vztahu se zménami
morfologie a funkce komorového pfevodniho systému, spolecné s noveé popsanou srde¢ni
hypertrofii u toho mysiho modelu, kterd se objevuje béhem pozdniho embryonélniho vyvoje.

Syndrom dlouhého QT intervalu je kongenitalni porucha s incidenci 1:2000 (Schwartz
et al., 2009) charakterizovana prodlouzenym ak¢énim potencialem v komorach, ktery se na
EKG kiivce se projevuje prodlouzenim QT intervalu. Pacientim hrozi zvysené riziko
synkopy nebo nahlého umrti v diisledku komorové arytmie. Prodlouzeni QT intervalu je
podminéno snizenim toku draslikovych iontl smérem ven z buniky béhem taze platd nebo
repolarizace akéniho potencidlu, nebo zvySeni toku vapnikovych a sodikovych iont do bunky

béhem depolarizace. Mutace 3 hlavnich genti (KCNQ1, KCNH2, SCN5A) zptisobi vétsinu
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piipadi LQTS. Mutace v dalSich 10 genech je davéana do souvislosti s LQTS. U nami
studované transgenni mysi byl funkéné inaktivovan KvLQT1 protein (kédovany genem
KCNQ1), ktery ma dulezitou roli pfi repolariza¢ni fazi a podminuje Ixs pomalou slozku
zpozdéného vyrovnavaciho toku iontd drasliku ven z bunék. Exprese dominantné negativni
lidské izoformy 2 proteinu KvLQT1 je u studované transgenni linie pod kontrolou promotoru
pro o - MHC. Izoforma 2 nedava vzniknout funkéni podjednotce kanalu a na izomorfu 1
tvotici kandl mé dale dominantné negativni efekt.

V puvodni praci (Demolombe et al., 2001) je fenotypova analyza transgenni linie
zaméiena na zmeény exprese draslikovych kanalt, toku iontt drasliku, délky trvani akéniho
potencialu a EKG parametry u postnatalnich stadii. V ramci ptivodni studie vznikly 3 linie o -
MHC - KvLQT1 - is02 - T7, které se vzajemné lisily intenzitou exprese dominantné negativni
izoformy 2 proteinu KvLQT1, a tedy i mirou fenotypovych zmén. Pro ucely nasi studie byla
LQTS. Protoze je znamo, ze dochazi sekundarné ke zménam exprese iontovych kanal v
reakci na zmény srdeéniho rytmu (Aiba and Tomaselli, 2010), je pravdépodobné, Zze se mohou
objevit i zmé&ny komorového pievodniho systému jako reakce na vyskyt arytmie. Vétsina
mutaci, které zptisobi LQTS souvisi se zménami draslikovych kanali, ale zhruba 10 - 15%
piipadu je podminéno mutaci genu SCN5A, ktery koduje jednu z podjednotek sodikového
kanalu. Simula¢nim navys$enim sodikovych tokt (Cardona et al., 2010) se podatilo
experimentalnim pfistupem potvrdit vliv na prodlouzeni trvani akéniho potencialu.

Kolegové z Univerzity Jaén noveé popsali u této transgenni linie hypertrofii srdce, k
rozvoji které dochazi mezi ED14,5 a ED18,5. Souvislost srde¢ni hypertrofie a LQTS jiz byla
doloZena i v nékolika predchazejicich studiich (Kang, 2006). Za pouziti RT - PCR a
imunohistochemického pfistupu byla nove identifikovana zvySena exprese sodikovych kanali
Vv Casné fazi embryonalniho vyvoje, tj. dfive, neZ dochéazi k remodelaci draslikovych kanald.
Zvysena exprese kanall korelovala se zménami toku sodikovych iontii a zpomalenim obnovy
pfi inaktivaci.

Za pouziti optického mapovani embryonalnich stadii ED14,5, ED18,5 a dospélct jsme
Vv nasi laboratofi doplnili data ¢asti prace vénované funkci komorového pfevodniho systému.
Parametr, ktery byl odliSny u transgenni linie, byl celkovy ¢as nezbytny pro aktivaci levé
komory. Doslo k jeho prodlouzeni a to az u pozdniho embryonalniho stadia a u dospélct. Pro
identifikaci pfiiny pomalejSiho vedeni vzruchu jsme po zaznamenani spontanni elektrické
aktivity srdce provadéli elektrickou stimulaci, umoziiujici odliSeni pficiny sniZzené rychlosti

vedeni vzruchu mezi komorovym pievodnim systémem a pracovnim myokardem. Stimula¢ni

18



elektroda byla umisténa k bazi levé komory, aby nedoslo k interferenci s komorovym
pfevodnim systémem, a elektricky impuls byl dale veden jen pracovnim myokardem. Pii
porovnani aktivacnich ¢asti stimulovanych srdci transgenni linie a kontrolni skupiny nebyl
zaznamenan zadny statisticky signifikantni rozdil. Funk¢ni inhibice KvLQT1 proteinu nema
tedy vliv na rychlost vedeni ektopického vzruchu pracovnim myokardem, ale je zpomaleno
vedeni spontanniho vzruchu komorovym pfevodnim systémem.

Soucasti analyzy pomoci optického mapovani je sledovani ¢etnosti aktiva¢nich
zpusobt komor béhem vyvoje. Jiz u ED14,5 byla v porovnani s kontrolni skupinou zménéna
distribuce aktiva¢nich zptisobi. Je typické v ED14,5 Ze prevlada aktivace smérem od apexu k
bazi s prvnim aktivovanym mistem na apexu obou komor, coz naznacuje, ze jsou funkéni obé
Tawarova raménka. U transgenni linie pfevladala aktivace pouze levym Tawarovym
raménkem. U dal$iho analyzovaného stadia ED18,5 byla zména distribuce aktivacnich
zpisobll vyrazna a dodrzovala stejny trend jako u ED14,5 (95% kontrolnich versus 12%
transgennich srdci aktivovano od apexu obou komor soucasn¢). Funkéni analyza optickym
mapovanim odhalila u transgenni linie vyskyt bloku pravého Tawarova raménka u vétSiny
ED18,5 srdci.

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

raménka za indikator dysfunkéniho prfevodniho systému.
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5. Zavéry:

Mechanické zatizeni v raném vyvoii prevodniho systému kufete

Organova kultura srdci bez pracovniho zatizeni v obdobi, kdy dochdzi ke zméné aktivacnich
zpusobii, vede ke zpomaleni az regresi konverze od baze k apexu smérem ke zralejSim
zpusobiim aktivace.

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

Pro normalni vyvoj pfevodniho systému u mys$i je charakteristické

V jednotlivych embryonalnich dnech se zaroven vyskytuje vice zpisobii aktivace komor a to
odpovida pfirozené variabilité.

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

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

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

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

Od ED12,5 je vétsina piedsini aktivovana z ektopického mista lokalizovaném v pravém
ousku.

Rychlost $ifeni vzruchu v pfedsinich je podminénd Cx40 genotypem, kdy uplné absence Cx40
vede kK vyraznému zpomaleni vedeni.

Pravdépodobné je u pozdnéjsich stadii (ED14,5) absence Cx40 kompenzovana Cx43 (pocatek
exprese ED12,5).

Funkce komorového pievodniho systému transgenni linie my$i a-MHC-KvLOT1-is02-T7

Dochézi k prodlouZeni ¢asu nezbytného pro aktivaci levé komory u pozdniho embryonalniho

stadia (ED18,5) a u dospélci.
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Vedeni ektopického vzruchu pracovnim myokardem se nezménilo, ale bylo zpomaleno vedeni
spontanniho vzruchu komorovym pfevodnim systémem.

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