Univerzita Karlova v Praze

1.1ékarska fakulta

Autoreferat disertatni prace

Morfologické a funkéni zmény kapildrniho fecisté a endomysia v lidském atridlnim myokardu pfi fibrilaci

sini

MUDr. Natalia Smorodinova

2023



Doktorské studijni programy v biomedicing

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Biologie a patologie buiiky

Ptedseda oborové rady: Doc. MUDr. Tomas Kucera, PhD.

Skolici pracovisté: Ustav histologie a embryologie 1. LF UK v Praze
Skolitel: Doc. MUDr. Tomas Kugera, PhD.

Disertacni prace bude nejméné pét pracovnich dnl pied konanim obhajoby zvefejnéna k nahlizeni
veiejnosti v tisténé podobeé na Odde€leni pro védeckou ¢innost a zahrani¢ni styky Dékanatu 1. I¢katské
fakulty.



Obsah

A DS A . . 4

0 1 L 1) T 7
3.Materiadl a MetodiKa. ... ... 8

I o T T2 1 PP UPD
3.2 OdbEr VZOFKIL tKANE ... ... ... ..ot i it ee et et et e e et et et e et et e e e et e e e e et e e e e e
3.3 Histologické barveni
3.4 Imunohistochemické ZRACENT ... ... ..........ci oot i it et et e et e et e et e et e e e et e e e e e
3.5 ImunofluoreSCenCni ZNACENT ... ... ....c..c.ociuce it et it ee et e et e e et e e e et e een e een e eeneee 2 1O
3.6 HiSTOMOTTOMEITIC ... ... cee et ee et e et it et it et et e et e e e e e e ean et e e e enee eessee aee enaee 2an 1 O
3.7 Statistickd@ AnAlYZa ... ..........coocie e s e et s e et e e et e e e et e ee ve e nn envees s enevee L]

AVYSIEAKY ..o, 1

4.1 Kolagen I a kolagen III v Sifovém myokardid... ... ......... cc. oo eeeeeceecee e e ee aee eee e ee vaee veennene o L]
4.2 Elastin v SIROVEM MYORAVAU. . ... ... ... ... ooeoee ot s ee e e et e e et et et e een eee e ee aes een venne vee vee senvne ven 1 2
4.3 VEGF v SINOVEM MYOKAVAU ... ... ... c..coe ot iee es e e et e e et et e e een e e ee ves een e nn vee vee eennnneen 12
4.4 Mikrovaskularni denzita v SITnovem myokardi ... ... ..........c.cc. oo veeiee e e ee e ee aee e e evieenenaee o 12
4.5 Pericytoveé pokryti SINOVYCH KAPDIIAT ... ... ... ... ... cco e ieeees e et e e et e eee e e e ee vee een s veveee e 12
4.6 Detekce a kvantifikace CD45+ bunek v sinnovem myokardus... ... ... ... oo vee e veceeveeeer e eeaee e 12
4.7 CD3-pozitivni T-lymfocyty v SINOVEM MYOKArdu... ... ......cc. oo veevet e e ee e e ee e e e vveeee v 1 3
4.8 CD68-KP1-pozitivni buriky v SiNovem myokardu ... ... .........c. oo veecevvovceeees vt e vee e e ee eee a1 3
4.9 DC-SIGN- pozitivni dendritické bunky, Zirné buniky a B-lymfocyty v sifiovém myokardu... ... ... .........14
4.10 Kolagenova RiStOMOFfOMELITE. .. ... ... ... ccv v ee eee et et e ee e et et ee aen ee e e vee aen eenve vee veee ennnevee oen 1 4

4.11 Imunohistochemicka analyza exprese TGF-a CTG ... ... cccccoeeieiitiiiiee i et e e e 14

LT D ) 1 ) 1 15
0. ZZAVEY. . ... 19
T POUZItA O A U A, .. .. i e e e 20

8. Seznam publikaci doktoranda................ ... i 25



1. Abstrakt

Tato disertacni prace byla zaméfena na morfologické a funkéni zmény kapilérniho fecisté a endomysia
v lidském atridlnim myokardu pii fibrilaci sini. Fibrilace sini (FS) je jednou z nejcastéjSich arytmii, se
kterou se setkavame v klinické praxi, je spojena se zvySenym rizikem umrtnosti a silné souvisi se
stafim. Jeji patogeneze stale neni dostatecné prozkoumana. Jeden ze znamych faktora pfispivajicich
k udrzeni FS je strukturdlni pfestavba myokardu. Strukturdlni remodelace se projevuje jednak

zménami samotnych siflovych kardiomyocyti, ale také zménami v endomysiu.

Studovali jsme sinové biopsie ziskané od pacienti ktefi podstoupili aorto-koronarni bypass nebo
operaci mitralni chlopn€. Pacienti méli pravidelny sinusovy rytmus nebo fibrilaci sini.
Imunohistochemie byla pouzita k vizualizaci kolagenu I, kolagenu III, elastinu, desminu, aktinu
hladkého svalstva a VEGF ve vzorcich sini. Pro detekci kapilar byl pouzit UEA-lektin. Pro detekci
rtznych typi imunitnich bun¢k byly imunohistochemicky detekovany nasledujici markery: CD45 jako
marker panleukocytti, CD3 pro T-lymfocyty, CD68 pro monocyty/makrofagy, tryptdza z Zirnych bunck
pro zirné bunky a DC-SIGN pro nezralé dendritické bunky.

Nase vysledky dokumentuji, Ze u pacientli podstupujicich operaci na otevieném srdci lze nalézt
variabilni hladinu ECM proteint, ale mnozstvi kolagenu I, kolagenu III a elastinu se nelisi, kdyz je
skupina pacientl rozdélena na zéklad¢ ptitomnosti fibrilace sini nebo sinusového rytmu. Objemova
frakce elastinu je vyssi v pravé sini ve srovnani s levou, coz mtize odrazet odliSnou biomechaniku nebo
embryondlni piivod. VEGF je pfitomen v myokardu pacientil, ale jeho mnoZzstvi neni zavislé na
srdecnim rytmu. VétSina sinovych kapilar je spojena s pericyty, ale podobné jako u mikrovaskularni
hustoty jsme nepozorovali zmény béhem fibrilace sini nebo pfi porovnavani levé a pravé siné. CD45+
buniky jsou heterogenni bunécna populace v sinovém myokardu u pacientll podstupujicich otevienou
operaci srdce a tyto buitky mohou byt detekovany bez ohledu na srde¢ni rytmus. Vyssi frekvence
CD45+ leukocytti s prodlouzenymi vybézky ve vzorcich AF naznacuje aktivaci zanétlivych bunck pii

této arytmii.

Kli¢ova slova: fibrilace sini, myokard, endomysium, kolagen, fibroza



2. Abstract

This doctorial thesis was focused on morphological and functional changes in microvasculature and
endomysium in human atrial myocardium with atrial fibrillation. Atrial fibrillation (AF) is one of the
most common arrhythmias in the clinical practice and it is associated with an increase in mortality risk
that is strongly related with old age. Its pathogenesis is still not sufficiently explored. One of the
generally recognized factors contributing to the initiation and maintenance of atrial fibrillation is
structural remodeling of the myocardium. Structural remodeling is reflected by changes that affect

both atrial cardiomyocytes as well as endomysium.

We analyzed atrial biopsies obtained from patients undergoing bypass or mitral valve surgery. The
patients had a regular sinus rhythm or were suffering from AF. Immunohistochemistry was used to
visualize collagen I, collagen III, elastin, desmin, smooth muscle actin and VEGF in the atrial
samples.To detect capillaries UEA-lectin was used. For detection of different types of immune cells
the following markers were detected immunohistochemically: CD45 as a pan-leukocyte marker, CD3
for T-lymphocytes, CD68 for monocyte/macrophages, mast cell tryptase for mast cells and DC-SIGN

for immature dendritic cells.

Our results document that in patients undergoing open heart surgery variable level of ECM proteins
can be found but the amount of collagen I, colagen III and elastin do not differ when the patient group
is divided based on the presence of atrial fibrillation or sinus rhythm. Elastin volume fraction is higher
in the right atrium compared to the left possibly reflecting different biomechanics or embryonic origin.
VEGF is present in myocardia of patients but its amount is not dependent on the heart rhythm. Most
of atrial capillaries are associated with pericytes but similar to microvascular density we did not
observe changes during atrial fibrillation or when left and right atrium was compared. CD45+ cells are
a heterogeneous cell population in atrial myocardium from patients undergoing open heart surgery and
these cells can be detected regardless of the heart rhythm. The finding of higher frequency of CD45+
leukocytes with elongated processes in the AF samples suggests the activation of inflammatory cells

in this arrhythmia.

Key words: atrial fibrillation, myocardium, endomysium, collagen, fibrosis



3.Uvod

Fibrilace sini (FS) je supraventrikularni arytmie, charakterizovana rychlou, nekoordinovanou akef sini.
Jako fibrilace sini se oznaduji epizody trvajici minimalné 30 sekund (Cichak 2016; Smid and Rokyta

2017) .

Mortalita pacientt s fibrilaci sini je pfiblizn€ 2x vyssi nez u pacientl se sinusovym rytmem. V evropské
populacni studii (Rotterdam study) byla celkova incidence fibrilace sini 9,9 ptipadu na 1000 obyvatel
za rok. U vétSiny pacientl fibrilace sini vznikd jako dusledek soubézné plisobicich mnohocetnych
faktort. U dal8i skupiny pacientll je mozné zaznamenat genetickou predispozici, kardiochirurgicky
vykon, obezitu, uzivani alkoholu, spankovou apnoe a diabetes mellitus (DM). U pacientu s fibrilaci
sini byly nalezeny strukturadlni zmény v myokardu sini, které byly charakterizované ztratou masy
svalové tkané spolu s fibrotickymi zménami souvisejicimi s dilataci sini. Tyto zmény ve struktuie stény
sini pak udrzuji FS a FS pfechazi do permanentni formy (Lukl 2009). Mechanismus vzniku FS je
multifaktoridlni a komplexni. Vyvolavajicim faktorem FS jsou loziska ektopické aktivity vedouci ke
vzniku reentery okruhu. Vznik, vyvoj i vlastnosti spoustéciho zdroje a substratu ovliviiuji ¢etné faktory
(Chen et al. 2006). Pod vlivem neustalych ektopickych impulzi dochézi k remodelaci sini, a to na
elektrické, kontraktilni i strukturalni urovni (Allessie, Ausma, and Schotten 2002). Pti elektrické
remodelaci probihaji zmény v intervalu minut a pii strukturdlni remodelaci - dny a mésice. Strukturalni
a elektrofyziologické vlastnosti kardiomyocytli se navic méni s rostoucim vékem a pii riznych

kardiovaskularnich i jinych onemocnénich.

Patologickou zménou, ktera nejcastéji provazi vznik atrialni fibrilace, je fibrotizace sini a ztrata
kontraktilni svaloviny. Vazivo oddélujici kardiomyocyty vede k nehomogennimu vedeni vzruchu v
sinich(Taborsky 2013).Kromé¢ fibrotizace myokardu dochézi i ke zménam v dasledkti poruch Sifeni
impulzti mezi kardiomyocyty, a také k ¢aste¢nému bloku mezibunééného spojeni umoziujiciho vznik
a udrzeni AF. Remodelace struktury sini a elektrickd remodelace jsou dva dilezité rysy AF, které
mohou vést ke vzniku a perzistenci fibrilace. Aktivované fibroblasty jsou centralni bunécné efektory
fibrozy myokardu, které slouzi jako hlavni buniky produkujici ECM. Pfeména fibroblastli na sekrecni,
matrix produkujici a kontraktilni buiiky, nazyvané myofibroblasty, je klicovou bunéénou udalosti u
mnoha fibrotickych stavi. Imunitni bunky (makrofagy, lymfocyty, Zirné buiiky a eozinofily) mohou

podporovat aktivaci fibroblasti vylu¢ovanim cytokinti, riistovych faktori a matricelularnich proteinii



Cile diserta¢ni prace

Cilem prace bylo zjisténi moznych morfologickych a funkénich zmén endomysia (intersticia) lidského
atrialniho myokardu typickych pro atrialni fibrilaci. Zvlastni pozornost byla vénovana mnozstvi a slozeni
mezibunééné hmoty sinového endomysia a vyskytu rtiznych typt imunitnich bunék. Dale byl sledovan stav
kapilarniho fe¢isté, novotvorba kapilar a zrani jejich stény. Pfi porovnani riiznych faktord jsme také brali v potaz

vek pacientll, souc¢asné onemocnéni diabetem II. typu a ischemickou chorobou srdecni.

Material byl shromazdén ve spolupréci s Institutem klinické a experimentalni mediciny a histologické nalezy
jsme v ramci této spoluprace vztahovali ke klinickym a biochemickym parametrim. Histologicky material
zahrnoval biopsie z pravych a levych predsini (pravé ousko, levé ousko a volna sténa levé sin€) pacientl se
sinusovym rytmem a atridlni fibrilaci, ktefi pfedstavovali skupinu pacientli se spiSe mirn€jSim stupném
srdeéniho onemocnéni (Cast IT). K tomu jsme se dale zaméfili na pacienty s pokrogilym srdenim selhanim, kde
jsme provedli analyzu explantovaného myokardu ziskaného pii srdeéni transplantaci (Cast I). Cilem bylo zjistit,
v jaké fazi srde¢niho onemocnéni lze pfipadné morfologické zmény typické pro atridlni fibrilaci detekovat.
Kvantitativni parametry endomysia zahrnujici bunééné struktury a mezibunéénou hmotu jsme porovnavali s

expresi ruznych ristovych faktort.

Rozhodli jsme se vyuzit pfedevsim histologické metody - s uzitim obrazové analyzy jsme zjistovali zastoupeni
vlaknité slozky mezibuné¢né hmoty pomoci specialniho histologického barveni. Kvantifikovany byly také
jednotlivé slozky endomysia (kolagen I, kolagen III, elastin). Imunohistochmické metody jsme zvolili i pro

analyzu imunitnich bun¢k myokardu sini a hodnoceni exprese rstovych faktort.
Cast I

Prvni ¢ast nasi prace byla zaméfena na zjisténi souvislosti mezi charakteristikami tkané myokardu a pfitomnosti
fibrilace sini u pacienti s pokrocilym srdecnim selhanim. Vzhledem ke zndmym souvislostem mezi témito
srdecnimi patologiemi nés zajimala predevsim mira fibrézy myokardu vyjadfena objemovou frakci kolagenu
(CVF). Soucasné jsme se zaméfili na expresi profibrotickych rastovych faktort - transformujiciho rstového
faktoru beta (TGF-f) a rastového faktoru pojivové tkdn¢ (CTGF) u pacientl se srdecnim selhanim s AF a bez
ni. Vstupni hypotéza predpokladala vyssi fibrozu a vyssi expresi profibrotickych rastovych faktorti v myokardu

pacientt s atridlni fibrilaci.
Cast II

Cilem druhé¢ c¢asti prace bylo hodnoceni endomysia atridlniho myokardu u pacientl s atrialni fibrilaci (AF) a
sinusovym rytmem (SR), ktefi podstoupili operaci na otevieném srdci. Material pochazel z vice lokalizaci,
protoze jsme chtéli postihnout pripadné anatomické rozdily v mife postizeni Peroperacni bioptické vzorky levé
a pravé sin¢ byly vySetfeny a hodnoceny pomoci imunohistochemie pro vizualizaci a kvantifikaci kolagenu I,

kolagenu III, elastinu, desminu, hladkého svalového aktinu a vaskularniho endotelového



rustového faktoru (VEGF). Déle byly charakterizované a kvantifikované morfologické a funkcni populace
zanétlivych bun€k pozitivni na CD45-, CD3-, CD68-KP1 v sinovém myokardu pacienti s AF ve srovnani se
sinusem rytmem (SR). Vstupni hypotéza piedpokladala vyssi fibrozu, niz§i mikrovaskularni denzitu a vyssi
expresi VEGF v myokardech pacientti s atridlni fibrilaci. Dale jsme oc¢ekéavali vyssi zastoupeni imunitnich bunék
— zejména T-lymfocytli a makrofagli - v myokardech pacientd s atrilni fibrilaci. Rozdily mezi pacienty s atrialni

fibrilaci a se sinusovym rytmem jsme o¢ekavali predevs§im v levé sini.

(Pozn.: Déleni prace na Cast I a Cast II je chronologické. Ve vysledcich viak nejprve prezentuji vysledky Casti

11, protoze se opira o stéZejni prvoautorské publikace.)

Materialy a metody

Pacienti

V prvnim projektu studovana skupina se skladala z pacientd s trvalou fibrilaci sini (n = 10), ktefi byli vékové
podobni s kontrolni skupinou se sinusovym rytmem (n = 11). Vzorky myokardu pfedni volné stény pravé siné
a levé komory byly ziskany pfi transplantaci srdce ze vSech explantovanych srdci téchto 21 pacientt (ve veéku
51,6 + 8,9 let) s pokrocilym HF, ktefi podstoupili operaci v Institutu klinické a experimentalni mediciny IKEM.
Zakladni etiologie HF byla ischemicka choroba srde¢ni (10 pacientl1), dilatacni kardiomyopatie (9 pacientil),
tézka chlopenni dysfunkce (1 pacient) a restriktivni kardiomyopatie (1 pacient). Echokardiografie byla
provedena u vSech pacientil pfed transplantaci. Rozméry pravé komory (RV) a levé komory (LV), velikost LA,
tloustka stény mezikomorové piepazky a ejekéni frakce LV byly meéfeny standardnimi technikami.
Hemodynamické méteni bylo ziskano pted transplantaci srdce. Napéti stény levé sin¢ (WS) bylo vypocteno
podle vzorce: WS = 0,334 * P(LAD)/WT(1+WT/LAD), kde P = tlak levé sin€, ktery byl ziskan pii srdecni
katetrizaci, LAD = rozmér levé siné a WT = tloustka stény. Na zaklad¢ predchozich anatomickych a

zobrazovacich studii byla tloustka stény pouzitd u téchto vzorkl vSech pacientii odhadnuta na 2 mm.

Ve druhém projektu se studované skupiny skladaly ze 46 pacientti (19 s dlouhodobé¢ perzistujici AF a 27 v SR).
Pacienti podstoupili kardiochirurgické zakroky v Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze. Ve

skupinach AF i SR byli pacienti, ktefi podstoupili operaci bypassu koronarni arterie nebo operaci chlopné.

Protokoly studii byly schvaleny etickou komisi Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze a studie
odpovidala zasaddm uvedenym v Helsinské deklaraci. VSichni pacienti zatazeni do studie podepsali pisemny
informovany souhlas s transplantacnim postupem a pouzitim explantovaného srdce, resp. biopsii pro vyzkumné

ugely.



Odbér vzorku tkané

Vzorky tkané byly ziskany béhem operace na otevieném srdci nebo pii transplantaci. Kousek siové ¢i
komorové tkané byl vytiznut jako pti¢ny fez z pravého ouska, levé volné sinové stény , levého ouska a levé
komory. Odebrané vzorky myokardu byly fixovany paraformaldehydem, zality do parafinu a nakrajeny na

tkanové fezy o tloustce 7 um. Rezy byly nasledné odparafinovany a rehydratovany.
Histologické barveni

Deparafinizované tkanové tezy byly histologicky vySetfeny pomoci rutinniho barveni hematoxylinem a
cosinem. Pro kvantifikaci objemové frakce kolagenu (CVF) v myokardu explantovanych srdci byly fezy

obarveny barvenim picrosirius.
Imunohistochemické metody

Exprese CTGF a TGF-beta byla hodnocena imunohistochemicky v prvnim projektu. Na parafinovych fezech
byla provedena tfistupiiova detekce imunoperoxidazy. Po revitalizaci antigenu citratovym pufrem (pH = 6,0)
byla blokovana aktivita endogenni peroxidazy a vazebna mista nespecifickych protilatek. Dale byly fezy
inkubovany s primarni my$i monoklonalni protilatkou anti-human CTGF/CCN2 C (MAB660; R&D system)
1:50 nebo mys$i monoklonalni protilatkou anti-TGF-beta (MAB1032; Chemicon Int.) 1:500 po dobu 60 minut
pii pokojové teploté. Vizualizace vazby protilatek byla provedena pomoci soupravy LSAB+ peroxidaza (Dako).
Vynechani primarni protilatky, stejné¢ jako aplikace izotypové odpovidajici kontrolni protilatky ve stejné

koncentraci jako specifické protilatky, vedly k negativnimu znaceni.

Imunohistochemie byla také pouzita ve druhem projektu k vizualizaci kolagenu I, kolagenu III, elastinu,

desminu, aktinu hladkého svalstva a VEGF v téchto vzorcich.

Tiistupnova imunoperoxidazova detekce byla provedena také na parafinovych fezech. Po revitalizaci antigenu
citratovym pufrem (pH = 6,0) nebo TRIS + EDTA pufrem (pH = 9,0) byla blokovana aktivita endogenni
peroxidazy a nespecificka vazebna mista protilatek byla blokovana 5% prasec¢im nebo kozim sérem v PBS. Poté
byly fezy inkubovany s primarni protilatkou ptes noc pii teploté 4°C nebo po dobu 60 minut pii laboratorni
teploté. Vizualizace vazby protilatek byla provedena pomoci detekéniho kitu LSAB+ peroxidazya (Dako,
Glostrup, Dansko).

K detekei kapilar v sifiové tkani jsme pouzili biotinylovany Ulex europaeus aglutinin I (Vector Laboratories,
USA), ktery byl aplikovan (1:200) pfes noc pri teploté 4 °C. Vizualizace lektinové vazby byla provedena pomoci
Standard Vectastain Elite ABC kit - peroxidase (Vector Laboratories, USA).

Imunohistochemie byla dale pouzita k vizualizaci CD45, CD3, CD68-KP1, DC-SIGN (dc-specificky ICAM-3
grabbing nonintegrin), tryptazy zirnych bunc¢k a CD20 v téchto vzorcich. Vizualizace vazby protilatek byla
provedena pomoci detekéniho kitu LSAB+ peroxidaza (Dako, Glostrup, Dansko). Pro vSechny

imunohistochemické detekce byly pouzity negativni kontroly s vynechanim primarni protilatky.

9



Imunofluorescencni znaceni

Pro posouzeni exprese desminu v pericytech a dalSich buinikach jsme pouzili imunofluorescenc¢ni znaéeni s
pouzitim primarni monoklonalni mysi protilatky proti lidskému desminu 1:100 (viz tabulka 2) v 1% kozim séru
v PBS a sekundarniho anti-mySiho Alexa Fluor 532 (Invitrogen, Life Technologies) 1:500 v 5% kozim séru v

PBS protilatkach.

K detekci pericyti pro hodnoceni indexu pokryti pericytl kapilar jsme pouzili monoklonalni mysi anti-lidské
aktinové protilatky proti hladkému svalstvu (viz Tabulka 3) a biotinylovany Ulex europaeus aglutinin I (Vector
Laboratories, USA) ziedény 1:200 v 1% kozim séru v PBS. Streptavidin Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Life
Technologies) 1:100 a anti-mouse Alexa Fluor 532 (Invitrogen, Life Technologies) 1:500 v 5% kozi sérum v

PBS byly pouzity v dal§im kroku. Jadra byla obarvena DAPI 1:1000.
Histomorfometrie

Pro kvantifikaci kolagenu I, kolagenu III a objemové frakce elastinu jsme pouzili program Image J 1.44p
(National Institutes of Health, USA). Snimky pro kvantifikaci byly ziskany systematickym ndhodnym vybérem
pomoci 40x suchého objektivu mikroskopu Leica DMLB (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko). Z
kazdého vzorku sinového myokardu bylo zaznamenano 10 snimki z jednoho fezu. Jednotlivé snimky byly od
sebe oddéleny jednim vynechanym zornym polem o velikosti obrazového ramecku. Obrazky byly prevedeny
do 8bitového formatu stupnice Sedi a prah byl nastaven nad intenzitu barveni pozadi. Imunoreaktivni oblasti
byly automaticky detekovany a frakce znacené plochy byla vypoctena pro kolagen I, kolagen III a elastin. V

této analyze byla kvantifikovana pouze endomysialni kolagenova a elastinova vlakna.

Pro kvantifikaci mikrovaskularni denzity bylo pouzito barveni Ulex europaeus aglutininin 1. Méfeni bylo
provedeno pomoci programu Image J 1.44p (National Institutes of Health, USA). Snimky pro kvantifikaci byly
sbirdny, jak je popsano vyse, a mikrovaskularni hustota byla vypoctena jako pocet kapilar na jednotku plochy

(mm?2).

Exprese VEGF byla analyzovana semikvantitativné. Skore intenzity se skladalo ze Ctyf stupiti (0-3), pfi¢emz

0 pfedstavuje zadné znaceni a 3 oznacuje maximalni intenzitu znaceni.

Pro kvantifikaci indexu pericytového pokryti kapilar jsme pouzili imunofluorescenéni znaceni siového
myokardu. Pericyty byly identifikovany jako buiky imunoreaktivni pro aktin hladkého svalstva a
charakterizovany jako protahle buiiky obklopujici kapilary. Kapilary byly imunoreaktivni na Ulex europaeus
aglutinin I. Nahodné oblasti byly vyfotografovany pomoci konfokéalniho laserového skenovaciho biologického
mikroskopu Fluoview FV1000 Spectral Type (Olympus) vybaveného 40x olejovym imerznim objektivem a
analyzovany softwarem Olympus Fluoview 10-ASW 3.1. Bylo spocitdno procento kapilar s pericytovym

pokrytim.
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Pro kvantifikaci CD45+bun¢k, CD3+bun¢k, CD68-KP1+bun¢k a Zirnych bunék jsme pouzili program Image
J 1.44p (National Institutes of Health, USA). Frekvence bunck byla vyjadrena jako pocet bun¢k na milimetr

Ctverelni.

Snimky pro kvantifikaci byly ziskany systematickym jednotnym nahodnym vybérem vzorkd tkanovych fezi
pomoci 40x suchého objektivu mikroskopu Leica DMLB (Leica Microsystems). VSechny morfometrické
parametry pro prvni ¢ast projektu byly ziskany pomoci interaktivniho softwaru pro analyzu obrazu (LeicaQWin,
Leica Microsystems). CVF bylo kvantifikovano jako plosna frakce tkané myokardu obsahujici kolagenova
vlakna znac¢ena barvenim Sirius Red. Imunohistochemické barveni (DAB-hnéda barva) pro CTGF a TGF-beta
bylo kvantifikovano nasledovné. Obrazky byly prevedeny do 8bitového formatu ve stupnich Sedi a nad
intenzitou barveni pozadi byla nastavena prahova hodnota. Priméma optickéa intenzita nad touto prahovou

urovni byla méfena na stupnici 0-255 (0=bila barva, 255=Cerna barva) (A.U.- zvolena jednotka optické hustoty).
Statisticka analyza

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér+SD (smérodatnd odchylka). Uvadén je také rozsah hodnot. Statistické
testovani morfometrické analyzy porovnavajici hodnoty ze skupin AF a SR v riiznych anatomickych lokalitach
bylo provedeno pomoci neparametrického testu - Mann-Whitney U testu. Statisticka vyznamnost rozdilti mezi
skupinami pacientli v riznych charakteristikach pacientl byla testovana pomoci Studentova t-testu, Fisherova
exaktniho testu nebo chi-kvadrat testu, jak bylo pro konkrétni data vhodné. Pro tyto analyzy byly pouzity
statistické programy Microsoft Office Excel, InStat a Statistica. Hodnota P < 0,05 byla povazovana za

vyznamnou.

Vysledky
Kolagen I a kolagen III v sifiovém myokardu

Pro porovnani trovné fibrozy ve vzorcich srde¢nich sini pacientti se SR a AF jsme se nejprve zaméfili na
kolagen I v sinovém endomyziu pomoci imunohistochemické detekce. Variabilni mnozstvi kolagenu I bylo
nalezeno ve vzorcich z obou skupin pacientl. Objemovy podil kolagenu I byl podobny pii porovnavani vzorkt
ze skupiny AF a SR. Dale jsme porovnali objemovou frakci kolagenu I ve vzorcich z riznych anatomickych
oddila srdce a zjistili jsme, Ze v pravém ousku byla vyznamné vyssi objemova frakce kolagenu I ve srovnani s
levym ouSkem, stejné jako ve srovnani se smésnymi vzorky z levé volné stény sini a levého ouska. Distribuce
imunoreaktivity kolagenu III byla podobna jako u kolagenu I. Objemova frakce kolagenu III byla také podobna
pfi porovnavani vzorkl ve skupinach pacientu s AF a SR. V pravé ousku byla vyznamné vyssi objemova frakce

kolagenu III ve srovnani s levym a také ve srovnani se smiSenymi vzorky z levé siflové stény a levého ouska.
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Elastin v siiovém myokardu

Elastin byl detekovan ve vzorcich lidskych sini ve variabilnim mnozstvi. Kvantitativni morfometricka analyza
objemové frakce elastinu neodhalila Zadné vyznamné rozdily mezi vzorky od pacientd s AF a SR. Ve srovnani
s obsahem kolagenu (objemova frakce kolagenu I a I1I) byly zjistény podobné, ale vyraznéjsi rozdily v objemové
frakci elastinu mezi tfemi anatomickymi lokalizacemi. Vyrazné vyssi obsah elastinu byl zjistén v pravém ousku

ve srovnani s levym, levou sifiovou sténou nebo smésnymi vzorky z levé sinové stény a levého ousku.
VEGF v sifiovém myokardu

Imunoreaktivita VEGF byla detekovana ve vSech vzorcich sinové tkané, které byly zkoumany. Zaméfili jsme
se nejen na myokard, ale také na endokardovou a epikardovou vrstvu. V epikardu byla imunoreaktivita VEGF
zjisténa v mezotelovych bunkach a adipocytech, jakoz i v kardiomyocytech a cévach, zejména kapilarach.
Exprese VEGF byla variabilni. Uroveii imunoreaktivity VEGF byla podobna u pacienti s AF a SR. Srovnani
exprese VEGF kardiomyocytl na zakladé anatomického pivodu vzorkti od vSech pacientd odhalilo vyssi
expresi VEGF v pravém ousku ve srovnani s levym. Rozdil oproti pravému sinovému ousku byl zjistén také u

vzorkd z levého ouska a levé sifiové stény.
Mikrovaskularni denzita v sitiovém myokardu

Mikrovaskularni denzita byla analyzovana ve vzorcich tkané ve stejnych skupinach pacientti. Pomoci UEA-
lektinu byl vizualizovan endotel cév v sinovém myokardu; mikrovaskularni denzita byla kvantifikovana ve
vzorcich sini ve skupinach pacientd s AF i SR. Nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny rozdil v Grovni
mikrovaskularni denzity u pacientu s AF a s SR. Mikrovaskularni denzita v pravém ousku byla vyznamné nizsi

ve srovnani s levym ouskem a volnou sténou levé sin¢.
Pericytové pokryti sifiovych kapilar

Pro vyhodnoceni moznych rozdild v aktivité angiogenniho procesu v sinovém myokardu pacientd s AF a SR
bylo analyzovano pokryti kapilar pericyty ve vzorcich sifiové tkan¢. Kvantitativni analyza indexu pokryti
kapilar pericyty ukazala, Ze mezi skupinami pacientll s AF a SR nebyl Zadny vyznamny rozdil. Srovnani indexu
pokryti kapilar pericyty ve vzorcich z riznych anatomickych mist ukazalo, Ze podobné pokryti pericyty je v

levém a pravém sinovém myokardu.
Detekce a kvantifikace CD45+ bunék v siiovém myokardu

Pro vizualizaci zanétlivych bunék jsme pouZili protilatku proti panleukocytarnimu markeru CDA45.
Imunoperoxidazova reakce odhalila CD45+ buiiky ve vSech vzorcich analyzovanych ze SR a AF skupiny.
Bunky imunoreaktivni pro CD45+ byly nalezeny v intersticialnim kompartmentu myokardu jak v perimysiu,
tak v endomysiu. CD45+ buiiky umisténé v myokardu byly kvantifikovany v tkanovych fezech levého a pravého
ouSka a volné stény levé sin€. Pii porovnavani vzorkt ze skupiny SR a skupiny AF byla tendence k vyssi

frekvenci CD45+ bunék ve skupin¢ AF, aniz by vSak bylo dosazeno statistické
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vyznamnosti. V pravém ousku byl primérny pocet CD45+ bunek na 1 mm?2 42,4+25,5 (rozmezi 12,2-103,8) ve
skupiné SR a 58,4+31,3 (rozmezi 12,6-118,5) ve skupiné AF. V levém ousku byl primémy pocet CD45+ bunck
na 1 mm?2 36,1£16,7 (rozmezi 14,4-61,7) ve skupiné SR a 54,2+52,2 (rozmezi 17,8-186,2) ve skupiné AF. Ve
volné stén¢ levé sin€ byl primérny pocet CD45+ bunck na 1 mm?2 36,2+14,2 (rozmezi 20,6-59,3) ve skupiné
SR a39,04+23,7 (rozmezi 11,9-95,5) ve skupiné AF. Ve sdruzenych vzorcich z celé levé sin€ byl primérmy pocet
CD45+ bun€k na 1 mm2 36,1+15,9 (rozmezi 14,3-61,7) ve skupiné SR a 46,6+41,2 (rozmezi 11,9-186,2) ve
skupiné AF.

CD3-pozitivni T-lymfocyty v siiovém myokardu

Dalsim cilem bylo charakterizovat populaci zanétlivych bun¢k a provést analyzu riznych subpopulaci CD45+
bun¢k. Jako dalsi krok byly tedy T-lymfocyty imunohistochemicky detekovany ve vzorcich sini pomoci
protilatky proti markeru CD3. Stejné jako CD45+ bunky, T-lymfocyty byly nalezeny ve vSech vzorcich ze
skupin pacientd s SR i AF a byly lokalizovany v celé sinové sténé véetné myokardu, nicméné byly mnohem
méné pocetné nez CD45+ bunky. Kvantifikace CD3+ T-lymfocytt odhalila jejich signifikantné vyssi frekvenci
v levé sini pacienti s AF. KdyZ byly seskupeny vzorky levého ouska a levé siniové volné stény, rozdil mezi AF
a SR skupinou byl statisticky vyznamny. V pravém ousku byl primérny pocet CD3+ bunck na 1 mm?2 6,546,0
(rozmezi 1,08-26,8) ve skupiné SR a 5,3+4,2 (rozmezi 1,2-15,3) ve skupiné AF. V levém ousku byl primérmy
pocet CD3+ bunck na 1 mm2 3,5+2,3 (rozmezi 1,1-8,4) ve skupin€ SR a 8,6+10,1 (rozmezi 1,7-36,2) ve skupiné
AF. V sdruzenych vzorcich z celé levé sin€ byl primérny poc¢et CD3+ bunck na 1 mm2 3,5+2,2 (rozmezi 1,1-

8,4) ve skupiné SR a 9,8+10,0 (rozmezi 1,7-36,2) ve skupin¢ AF.
CD68-KP1-pozitivni buiiky v sifiovém myokardu

Zanétlivé bunky vcetné monocyti/makrofagt a dendritickych bun¢k lze detekovat pomoci markeru CD68-KP1.
Kvantitativni analyza ukézala, Ze bunécna populace CD68-KP1+ byla nejhojnéjsi populaci zanétlivych bunék
a byla Cast€jsi ve vzorcich od pacientil s AF. U pacientli s AF byl vyznamné vyssi pocet CD68-KP1+ bunék v
levém ousku a v poolovanych vzorcich levého ouska a levé sifiové stény ve srovnani s pacienty se SR. V pravém
sinovém ousku byl primérmy pocet bunék CD68-KP1+ na 1 mm2 44,3+19,3 (rozmezi 7,7-76,7) ve skupiné SR
a 52,0£27,0 (rozmezi 14,0-109,0) ve skupiné AF. V levém ousku byl primérny pocet CD68-KP1+ bun¢k na 1
mm?2 40,8+24,4 (rozmezi 9,9-96,3) ve skupiné SR a 67,2425,0 (rozmezi 41,6-122,4) ve skupiné AF. Ve
sdruzenych vzorcich z celé levé sin€ byl primérny pocet bunck CD68-KP1+na 1 mm2 38,5+23,7 (rozmezi 9,9-
96,3) ve skupin¢ SR a 60,2+28,4 (rozmezi 18,0-122,4) ve skupiné AF.
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DC-SIGN- pozitivni dendritické buiiky, zirné buiiky a B-lymfocyty v sitovém myokardu

Dendritické bunky patii mezi buiiky imunoreaktivni pro CD68-KP1+. Pro potvrzeni jejich pfitomnosti v
sinovém myokardu pacientll podstupujicich operaci na otevieném srdce jsme provedli imunohistochemickou
detekci markeru DC-SIGN, oznacujiciho nezralé dendritické bunky. DC-SIGN+ buriky byly Casto nalezeny ve
vzorcich sitového myokardu ze skupin AF i SR. M¢ly stejnou morfologii jako bunky dfive imunoreaktivni pro
antigen CD68. Zirné buitky byly detekovany pomoci protilatky proti tryptaze zirnych bundk. V sifiovém
myokardu byla podobna frekvence Zirnych bunék u pacientd ze skupin AF a SR. B-lymfocyty byly detekovany
pomoci protilatky proti markeru CD20 v sinovém myokardu pacientii ve skupiné AF a SR. CD20+ bunky byly

prilezitostné nalezeny jako malé shluky v epikardové vrstveé. V myokardu byly tyto buiiky velmi vzacné.
Kvantifikace fibrézy v atridlnim myokardu pacientii s AF a SR

Ur¢ité mnozstvi sinové fibrozy vyjadiené jako objemova frakce kolagenu - collagen volume fraction (CVF)
bylo zjisténo ve vSech vzorcich myokardu nezavisle na srdeénim rytmu. V CVF nebyl zadny vyznamny rozdil
mezi skupinami AF a SR. CVF v pravé sini skupiny pacientd s AF vsak korelovala (1=0,8, p=0,006) s trvanim
AF. V myokardu levé komory nebyl vyznamny rozdil v expresi CVF mezi skupinami SR a AF (11,0+£9,9 vs.
18,3+8,3; p=0,1).

Imunohistochemicka analyza exprese TGF-p a CTGF

Imunohistochemicka detekce neodhalila zadné vyznamné rozdily v expresi CTGF mezi vzorky myokardu
sini/komor u pacientll s AF a SR. Nicmén¢ exprese CTGF ve ventrikularnim myokardu byla vyznamné nizsi
(117,3£17,9 vs. 126+15,0, p=0,003) ve skupiné SR i AF ve srovnani s odpovidajicimi sinémi. CTGF byl
exprimovan v kardiomyocytech sifiového myokardu obou skupin. Uroveti CTGF imunoreaktivity u
jednotlivych kardiomyocyt v ramci jednoho vzorku byla velmi podobna. TGF-B byl detekovan na velmi nizké
urovni v obou skupinach a nebyl mezi nimi zadny rozdil. Ve vétSing ptipadd byl TGF-B exprimovan pouze
vaskularnim endotelem. V subendokardovych oblastech sinové stény byly také imunoreaktivni kardiomyocyty
spolu s endotelovymi buitkami. Na rozdil od exprese CTGF se uroven imunoreaktivity TGF-B u jednotlivych

kardiomyocyti lisila. Exprese TGF-B nepfimo korelovala s trvanim AF.
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Diskuse
Cast 1

Nase préace ukazala, Ze pacienti s HF a SR maji pokrocilou atrialni fibrozu, jak ukéazala kvantifikace CVF. Ve
srovnani s jinymi pracemi jsme pozorovali 2x-3x vice fibrozy u téchto pacient se SR nez v pravych sinich
pacient bez HF, ktefi podstoupili operaci na otevieném srdci (Goette et al. 2002; Gramley et al. 2010). V jiné
studii bylo ukazano, ze pacienti s HF, ale bez atridlni tachyarytmie maji v atridlnim myokardu vyznamné
elektrofyziologické abnormality (Sanders et al. 2003). V atriich téchto pacientd byly nalezeny oblasti s
prodlouzenym vedenim vzruchu, snizenim napétim a prodlouZenou refrakterni fazi. Nase nalezy potvrzuji
pritomnost rozsahlé fibrozy u takovychto pacientd. Domnivame se, ze tato rozsahla fibréza mize byt disledkem
neurohumoralni aktivace, coz dokazuje skutecnost, ze nékolik pro-fibrotickych faktort je ve zvySené miie

exprimovano pii HF, jak dokladaji n€které prace (Everett and Olgin 2007; Koitabashi et al. 2007; Li et al. 2001).

V podobné studii na pacientech s termindlnim srde¢nim selhanim byla zjiSténa zvySena objemova frakce
kolagenu I v levé sini pacientll s AF ve srovnani s pacienty s SR (Xu et al. 2004). Tento nesoulad s naSimi
vysledky mize byt zptisoben dvéma hlavnimi pfi¢inami. Zaprvé, zde mohou byt rozdily v charakteristikach
pacientll mezi sledovanymi skupinami, jako je zastoupeni rizné etiologie HF, jeho zavaZznost a trvéani. Toto
vysvétleni ma svou oporu v praci zaméetené na pacienty s HF a zachovalou ejekéni frakci, kde samotna AF
nebyla asociovana s atridlni fibrozou, ale misto toho byla zjisténa souvislost s pfitomnym strukturalnim
postizenim srdce (Anne et al. 2005). Zadruhé, tyto rozdily mohou byt ovlivnény mistem odbéru vzorkd, nebot’

je znamo, ze atrialni fibr6za neni v myokardu rozsifena rovnomeérné.

V nasi praci jsme pozorovali korelaci mezi trvanim AF a mirou fibrézy vyjadienou pomoci CVF, coz naznacuje,
ze persistentni AF podporuje vznik fibrozy v AF. Podobna souvislost byla publikovana v praci analyzujici levé

sin¢ ziskané post mortem od osob bez HF (Platonov et al. 2011).

Profibroticky cytokin TGF-beta je zapojen do fibrotickych procesti v mnoha tkanich a organech (Frangogiannis
kardiochirurgicky vykon (Gramley et al. 2010). Bylo zjiSténo, Ze obsah kolagenu a exprese TGF-beta byla vyssi
u pacienttl s chronickou AF ve srovnani s pacienty s paroxysmalni AF nebo SR. Autofi prace dale ukazali, ze
exprese TGF-beta piimo umérné rostla s dobou trvani AF. Zvysena tkanova exprese TGF-beta byla dana do
souvislosti s rozvojem atrialni fibrézy u experimentalniho modelu HF navozeného u pst pomoci zrychleni
srdecni frekvence (Hanna et al. 2004). V nasi studii jsme zaznamenali, ze exprese TGF-beta v sinich a komorach
je u pacientti s AF a se SR podobna. Dale naSe vysledky ukazaly sice hrani¢né signifikantni, ale patrnou
negativni korelaci mezi expresi TGF-beta a trvanim AF. Zda se tedy, ze exprese TGF-beta ziejm¢ hraje roli pii

¢asné odpovédi sini na hemodynamické pietizeni a v ¢asné fazi atridlni remodelace.
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CTGF je protein, ktery je zapojen do fizeni hojeni ran a tkanové reparace (Chen et al. 2020). ZvysSena a
protrahovana exprese CTGF je davana do souvislosti s tkaiiovou fibrézou (Sonnylal et al. 2010). Do doby
zahajeni naseho projektu nebyla k dispozici relevantni data ohledné role CTGF pfi AF asociované s HF. U
pacientl bez HF, ktefi podstoupili operaci srdce, méla skupina s AF signifikantn¢ zvysenou expresi CTGF v
pravém atrialnim ousku ve srovnani se skupinou se SR (Ko et al. 2011). U pacienti v nasem projektu jsme
nezaznamenali signifikantni rozdily v expresi CTGF pii srovnani skupin s AF a SR. V jiné studii zaméfené na
pacienty bez HF, ktefi podstoupili operaci chlopné, byla zaznamenana zvySena exprese CTGF a TGF-beta v
remodelace sini a v pozdé¢jsich fazich srde¢niho onemocnéni se rozdily podminéné srde¢nim rytmem vytraci,
coz byla zfejm¢ situace u nasi skupiny s pokro¢ilym srde¢nim selhanim. Jelikoz jsme pracovali pouze s pravou

sini, neni mozné vztah mezi expresi CTGF v srde¢nich sinich a AF pii HF zcela vyloucit.

VI

ast I1

V této Casti dizertace jsme prinesli vysledky, které dokladaji dilataci obou atrii u pacientd s AF, pfi¢emz nebyly
zaznamenany rozdily u parametrt levé komory, coz je také znamo ze studii provedenych s podobnymi
skupinami pacientti (de Oliveira et al. 2013; Ogi et al. 2010). Pacienti s HF maji zvySené riziko AF (Darby and
Dimarco 2012; Hindricks et al. 2021). Nicméné, pacienti ze skupiny s AF a SR zafazeni do nasi studie nemé¢li
signifikantni rozdily ve funkci levé komory a ve tfidé NYHA. Nase prace naznacuje, Ze intersticialni fibroza a
dalsi morfologické zmény souvisi spiSe se strukturalnim srde¢nim onemocnénim nez s AF jako takovou. Tento
pohled je v protikladu k obecné piijimané piedstavé o strukturalni remodelaci atrialniho myokardu se vztahem
k AF. Vysvétlenim muze byt mozna tloha jinych faktort, které maji Glohu v etiopatogenezi AF, jako je

v v o

pritomnost spoustécti nebo ovlivnéni autonomnim nervovym systémem, zanétem apod.

vvvvvv

pacientd s AF, vyuzivaly odlisSnou metodiku pro detekci a kvantifikaci kolagenu (Boldt et al. 2004; Kostin et al.
2002; Polyakova et al. 2008). V této ¢asti projektu jsme zabyvali komplexni charakteristikou atrialniho
intersticia a predevsim jeho endomysialni slozky. Jednotlivé typy vlaken tvofené kolagenem I, kolagenem III a
elastinem jsme kvantifikovaly zvlast. Prekvapivé a oproti pfedchozim tdajum, jsme nalezli srovnatelné
zastoupeni téchto vlaken vyjadrené jako objemova frakce atrialni tkané u pacientti podstupujicich operaci na
otevieném srdci nezavisle na tom, jestli tito pacienti méli SR nebo AF. Nase vysledky jsou podporovany
nedavno publikovanou podrobnou morfologickou analyzou vzorkd lidského atrialniho myokardu, které byly
ziskany pii autopsii, pfi¢emz tato prace zahrnovala histomorfometrii rutinné¢ obarvenych fezii (de Oliveira et al.
2013). Kdyz tito autofi porovnavali pacienty s AF a se SR, bylo zjisténo, Ze tyto dvé skupiny maji podobny
rozsah fibrozy. V nasi praci jsme piinesli vysledky, které dale rozSifuji data publikovand diive jinymi
vyzkumnymi skupinami, zejména s ohledem na nasi analyzu zastoupeni elastinu v sitovém myokardu pacient

s AF a SR. S ohledem na zminén¢ anatomické rozdily se v této souvislosti jevi jako
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vyznamny nas nalez né€kolikanasobné vyssiho zastoupeni elastinu v pravém siiovém myokardu ve srovnani s
levym sifiovym myokardem, pfiCemz vzorky z levé siné zahrnovaly ousko i volnou sténu. Podobné, nikoliv
vsak stejné velké rozdily jsme nalezli v ptipadé objemové frakce kolagenu I a kolagenu III. Tyto regionalni
rozdily v zastoupeni hlavnich slozek vlaknité komponenty atrialniho endomysia povazujeme za nalez vyzadujici
dalsi vysvétleni, které mohou pfinést navazujici prace. Nase data dale ukazuji, ze VEGF muze byt bézné
detekovan ve vzorcich atrii pacientl podstupujicich operaci na otevieném srdci nezavisle na jejich srde¢nim
rytmu. Pfi porovnani exprese VEGEF, kterou jsme detekovali imunohistochemickou metodou, jsme
nezaznamenali vyznamné rozdily pfi porovnani pacientl se SR a AF. V této souvislosti povazujeme pfitomnost
VEGF za mozZznou znamku aktivni angiogeneze nebo za nutnou podminku pro udrzeni funkéniho
mikrovaskularniho feCist¢ v myokardu pacienti s riznymi srdeénimi chorobami, ktefi také tvofili nami
sledovanou skupinu. Jedna studie provedena na biopsiich z pravého atrialniho ouska ptinesla vysledky ukazujici
vysSi expresi VEGF u pacientdi s AF (Gramley et al. 2010). Ackoliv autofi ve své praci také zvolili

imunohistochemickou detekci, nezminuji buniky, které byly v jejich vzorcich imunoreaktivni na VEGF.

V souladu s podobnou expresi VEGF ve skupinach pacientli se SR a s AF, jsme zjistili srovnatelnou
mikrovaskularni denzitu v atridlnim myokardu obou skupin pacientii. Podobna data pfinesla i jedna jiz zminéna
studie. V této praci autofi nepozorovali rozdil v mikrovaskularni denzité€ v biopsiich pravého atrialniho ouska u
pacientli podstupujicich operaci na otevieném srdci se SR a s AF (Gramley et al. 2010). Analyza kapilarni
hustoty byla také provedena v studii pracujici s autoptickym materialem z levé siné€ a atrialniho septa, pfi¢emz
autofi rovnéz nepozorovali rozdil mezi skupinou pacientti se SR a s AF (Platonov et al. 2011). V nasi praci jsme
v piipadé exprese VEGF opét pozorovali rozdily mezi anatomickymi lokalizacemi odebiranych vzorkd stény
srde¢nich sini. Vys$si exprese VEGF v kardiomyocytech ve sténé pravé siné mize znamenat zvysSenou potiebu
angiogenni stimulace kardiomyocytd, které jsou obklopeny v pravé sini vétS§im mnoZstvim endomysialni
mezibunééné hmoty bohaté na vlaknitou slozku, pficemz takto remodelované endomysium bylo zaroven chudsi

na kapilary.

Dalsi moznosti jak charakterizovat mikrocirkulaci v atridlnim myokardu je stanoveni indexu pericytového
pokryti kapilar. V ptfipadé nami analyzovanych vzorkli atridlntho myokardu jsme zjistili podobné hodnoty
indexu pericytového pokryti kapilar nezavislé na srdecnim rytmu. Nezaznamenali jsme ani zadné rozdily v
tomto parametru mezi levou a pravou sini. Index pericytového pokryti kapilar sinového myokardu pochéazejiciho
z nasi sledované skupiny pacienti odpovida hodnotam nalezenym v atridlnim myokardu zdravych potkanti, kde
¢inil pfiblizné 84% (Tilton, Kilo, and Williamson 1979). Vysledky casti dizertace vénované strukturalni
remodelaci sinového myokardu u pacientll podstupujicich operaci na otevieném srdci s AF a SR mohou byt do
ur¢ité miry ovlivnény velikosti nasi skupiny pacientl. Vzorky mohly byt ziskany jen z ur¢itych anatomickych
lokalizaci, coz bylo ovlivnéno chirurgickym pfistupem. Na zdkladé nékterych studii je zfejmé, ze architektura
svalové tkané sini je znacn¢ variabilni (Zhao et al. 2012). V nasi skupiné pacientll s AF byl vyznamné¢ vyssi

podil osob podstupujicich operaci na
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chlopnich. Vyssi mira fibrozy detekovana u téchto pacienti by byla mozna vysvétlitelna touto diagnozou.

Nicméné i u n€kterych téchto pacientii byl pii vyssi mife fibrozy stale zachovan SR.
Cast 111

Nékolik dfive publikovanych praci ukdzalo zvySeny pocet zanétlivych bunck v srdecnich sinich pacientt
trpicich A (Begieneman et al. 2015; Frustaci et al. 1997; Chen et al. 2008; Nakamura et al. 2003; Nguyen et al.
2009; Platonov et al. 2011; Yamashita et al. 2010; Yamashita et al. 2015). Ve srovnani s nasi studii se v jinych
projektech autoii zaméfili na vzorky pouze z levé ¢i pravé sin¢ (Begieneman et al. 2015; Nakamura et al. 2003;
Yamashita et al. 2010; Yamashita et al. 2015), pfipadné byla analyza provedena na nekroptickém materialu
(Platonov et al. 2011). Vysledky nasi prace v zasad¢ odpovidaji naleziim u¢inénym ve vyse zminénych studiich,
které byly provedeny na riizné charakterizovanych skupinach pacientii. Hlavnim poznatkem, ke kterému jsme
dospéli, je skutecnost, Ze vyznamné vyssi infiltrace imunitnimi buitkami u pacientt s AF byla pouze v levé sini.
Jednim z moznych vysvétleni pro tento nalez miize byt vyssi hustota mikrovaskularniho fecisté, které je vstupni
branou pro zanétlivé buiiky do myokardu sini. Ta byla zjisténa v levé sini a tento anatomicky rozdil mezi levou

a pravou sini jsme v nasi praci zaznamenali na téméf identickych vzorcich.

Kromeé CD3+ (T-lymfocytt) a CD 68+ bun€k (makrofagi/dendritickych bun€k) jsme v atridlnim myokardu také
stanovili zastoupeni bun¢k zirnych a B-lymfocytd. Jedna diivejsi experimentalni studie poukazala na dilezitou
roli zirnych buné€k pti vzniku AF (Liao et al. 2010). Nedavno publikované vysledky z nasi skupiny ukéazaly
vyss$i zastoupeni zirnych buncék v epikardialni tukové tkani pacientti s ischemickou chorobou srde¢ni
(Rozsivalova et al. 2020). V atrialnim myokardu pacientl podstupujicich operaci na otevieném srdci, kteti byli
analyzovani v ramci této Casti dizertatni prace, jsme v myokardu sini pozorovali jen malé¢ mnozstvi Zirnych
bun¢k, prevazné lokalizovanych perivaskularné a perimysialné, a zadné statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou pacientil se SR a AF jsme nezjistili.

NasSe data ukazuji spiSe mirnéj§i zvySeni poctu imunitnich bunék v myokardu levé siné¢ u pacienti
podstupujicich operaci na otevieném srdci, ktefi méli AF ve srovnani s pacienty se SR. Je pravdépodobné, ze
nami pozorovany zvysSeny pocet imunitnich bunék zastoupenych predevs§im populaci CD3+ a CD68+ odrazi
zvysenou uroven zanétlivé odpoveédi myokardu jako reakci na mechanicky stres ptisobeny atrialni dilataci (De
Jong et al. 2011). V nedavno publikované praci autofi porovnavali zastoupeni imunitnich bunck
reprezentovanych populaci CD45+ a CD3+ bun¢k v levé sini v zavislosti na typu AF, nicmén¢ nenalezli zadnou
korelaci (Wu et al. 2020). Avsak v ramci skupiny pacientl s dlouhodobou perzistentni nebo permanentni AF,

pocet CD45+ bun¢k v myokardu pozitivné koreloval s vékem pacientli

Jak jiz bylo zminéno, v této ¢asti dizertace zaméfené na imunitni bunky v myokardu jsme jako nejpocetné;si
bunécnou populaci identifikovali CD68+ buiiky, které méli vétSinou tvar téla tvoreny télem s jaddrem a delSimi
cytoplazmatickymi vybézky, které byly natazeny v prostoru endomysia, mezi kapilarami a tély kardiomyocytu.

Velké mnozstvi bun€k s touto morfologii bylo také imunoreaktivnich na marker DC-SIGN,
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ktery byva nékdy oznacovan, jako marker bun¢k dendritickych (van Kooyk 2008). Otazka, jaka frakce CD68+
bun¢k je tvofena prave dendritickymi buiikami, a jestli jsou tyto DC-SIGN+ bunky rozdilné zastoupeny v
sinovém myokardu pacientti s AF oproti osobam se SR by mohla byt vyfeSena dalsi charakterizaci této bunécné
populace. Uloha dendritickych bunék v patologii srde¢nich onemocnéni je popsana stale jen nedostateéné
(Afanasyeva, Georgakopoulos, and Rose 2004). V ramci dizertace jsme také nepiistoupili k dalsi charakterizaci
populace makrofagi, pfi¢emz v posledni dobg¢ je stale vice patrné, Ze se jedna o rozmanitou populaci imunitnich
bungk, ktera se mtize z hlediska svého charakteru ménit v zavislosti na vyvoji i jako reakce na riizné patologické
stavy (Frodermann and Nahrendorf 2018; Hou et al. 2019; Nicolas-Avila, Hidalgo, and Ballesteros 2018;
Pierzynova et al. 2019).

Zanétliva infiltrace epikardialniho tuku byla pozorovana u pacientii s AF opakované (Begieneman et al. 2016;
Wu et al. 2020). Postupné piibyva i dalSich dokladl o tésném vztahu mezi chronickym zanétem epikardialniho
tuku a dal§imi srde¢nimi patologiemi (Iacobellis 2022; Malavazos et al. 2022; Mraz et al. 2019; Pierzynova et

al. 2019; Rozsivalova et al. 2020).

Zavér

Komplexni analyza bioptickych vzorkt sifiové tkdn€ u pacientu podstupujicich operaci na otevieném srdce
ukdézala, Ze interstitium ma variabilni morfologii, zejména pokud jde o mnozstvi a slozeni ECM. Nemohli jsme
v8ak potvrdit vyssi troven fibrozy specifické pro AF. Toto zjisténi naznacuje, ze intersticialni fibroza a dalsi
morfologické zmény v siniové tkani jsou spiSe spojeny se strukturalnim srde¢nim onemocnénim nez s AF jako
takovou. Zda se u takového pacienta rozvine AF, zavisi s nejvétsi pravdépodobnosti na dalsi pfitomnosti
spoustéct a modulacnich faktort. Vyrazné rozdily v mnozstvi kolagenu I, I1I a elastinu u pacientli s SR a AF
nebyli nalezeny. Ob¢ skupiny pacientd nemély zadné rozdily v expresi VEGF a mikrovaskularni denzité.
Mnozstvi kolagenu LIII a elastinu v pravé siné myokardu bylo vyrazné vyssi, nez ve vzorcich ziskanych z levé
sin¢. VEGF exprese kardiomyocytd byla vyrazné vyssi oproti levé sini. Mikrovaskularni denzita byla vyssi v

levé sini myokardu ve srovnani s pravou sini.

vvvvvv

pro etiopatogenezi AF. Regionalni rozdily v obsahu ECM, mikrovaskularni hustoté a expresi VEGF zaslouzi

dal$i zkoumani.

Imunohistochemicka analyza vzorkd tkané u pacientll prokazala mirny a mistné specificky nartst zanétlivych
bun¢k v sitovém myokardu pacienti s FS ve srovnani s pacienty se SR. Nejvice zastoupenou populaci
imunitnich bunék byly CD3+ T-lymfocyty a CD68-KP1+ subpopulace monocyti/makrofagi, coz odpovidalo
prevazné dendritickym buitkam. Zirné buitky a B-lymfocyty byly méné Gasté. Pouze CD3+ a CD68-KP1+
buiiky byly zvyseny v levé sini pacientd s FS, zatimco v silovém myokardu nebyla zjisténa zadna zanétliva

loziska. Toto lokalni zvyseni nékterych populaci CD45+ bunék mize odrazet progresi AF.
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