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Abstrakt:

Cile: Hlavnim cilem této préce je prohloubeni znalosti o vlastnostech konexini pfi arytmogenezi.
Prace se zabyva hlavné roli konexinu 40 (Cx40) pfi embryondlnim vyvoji srdce u mysi a
zménami v distribuci konexinu 43 (Cx43) pfi objemovém srdecnim selhani u potkand.

Metody: Vliv Cx40 na vyvoj srdce byl studovan na transgennim kmenu mySi GFP:Cx40
s pouziti metody optického mapovani. Obchové selhani bylo zkoumano na potkanech
s provedenym aortokavalnim zkratem. Morfologické zmény v srdcich byly zkoumany na
histologickych fezech za pouziti imunofluorescen¢nich metod.

Vysledky: V sinich je Cx40 béhem vyvoje nutny zejména v pocateCnich fazich, od 12,5
embryonalniho dne postupné zastupuje jeho funkci Cx43. Absence Cx40 vede ke zpomaleni
vedeni a ke vzniku ektopickych pacemakert. V komorach vede absence Cx40 v pfevodnim
systému k insuficienci vedeni pfes pravé Tawarovo raménko a dochazi postupné k blokadé. U
potkanti s obéhovym srde¢nim selhanim byla prokdzana excentricka hypertrofie (definovana jak
makroskopicky tak mikroskopicky) bez pfitomnosti vyraznéjsi fibrozy. Hlavni potencidlni
arytmogenni zménou je snizeni mnozstvi a defosforylace Cx43.

Shrnuti: Prace komplexné popisuje vliv absence Cx40 na vyvoj pievodniho systému srde¢niho
béhem kardiogeneze a morfologicky hodnoti dopad ob&hového pietizeni na myokard komor a na
vznik potencionalniho arytmogenniho substratu.

Kli¢ova slova: connexin4(, connexin43, optické mapovani, hypertrofie srdce, srde¢ni selhani,
arytmogeneze, mys, potkan

Abstract:

Objective: The aim of this study is an improvement of our knowledge concerning the role of
connexins in arrhythmogenesis. The main focus is on the role of connexin40 (Cx40) in heart
development in mice and changes in connexin43 expression in volume overload heart failure rat
model.

Methods: The infuence of Cx40 on heart develoment was studied on transgenic mouse
Cx40:GFP model using the method of optical mapping. Volume overload heart failure was
examined in the rats with aortocaval shunt. Morphological changes in hearts were examined
using imunofluorescence microscopical techniques.

Results: In the atria, Cx40 is important especially during the early stages. Cx43 can partially
substitute its function from 12.5 embryonic day on. Cx40 deficiency leads to decreased
conduction velocity and ectopic sites of activation. Absence of Cx40 in ventricular conduction
system leads to the development of right bunde branch block. Volume overload in rats leads to
excentric hypertrofy and later to heart failure. We described morphological as well as
microscopical changes in failing hearts. Without the presence of fibrosis, the main
arrhythmogenic substrate we found was reduced amount of Cx43 and its dephosphorylation.
Conclusions: This study decribes in detail the impact of Cx40 deficiency on the development of
cardiac condution system during cardiogenesis and evaluates the changes during volume overload
heart failure that can function as arrhytmogenic substrate.

Key words: connexin40, connexin43, optical mapping, cardiac hypertrophy, heart failure,
arrhythmogenesis, mouse, rat
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1. Uvod

Srdecni choroby jsou v rozvinutych zemich stale nejcastéjsi pri¢inou mortality populace. Arytmie
k této umrtnosti nemalou mérou prispivaji, maji vSak téz druhy aspekt. Maligni arytmie jsou
nejcastéjsi pri¢inou nahlé srdecni smrti, ktera ¢asto nastdva u mladych a diive zdravych jedinct
(Casto s neodhalenou genetickou ¢i morfologickou vadou). Hluboké a komplexni pochopeni
mechanismil arytmogeneze je kliCové pro diagnostiku, prevenci a terapii takovychto arytmii.

Ve své praci jsem se snazil prohloubit znalosti 1¢kaiské védy o vlastnosti a potencidlni roli
konexind v arytmogenezi na zvifecich modelech a o jejich vliv na embryonalni vyvoj srdce.

Ve své praci jsem pouzival dva zvifeci modely. Prvnim byly geneticky upravené mysi s deficitem
Cx40, u nichz jsem zkoumal dopad této absence na vznik a §ifeni vzruchu v komorach a v sinich
béhem embryogeneze pomoci specidlni elektrofyziologické metody optického mapovani.
Druhym modelem byli potkani, kterym byla operativné vytvorena komunikace mezi bfisni aortou
a dolni dutou zilou, ¢imz vznikl arteriovenozni zkrat, objemové pretizeni a postupné rozvinuti
srdec¢niho selhavani a posléze selhani. Na tomto modelu jsem jednak popsal morfologii zmén pfi
vznikajicicm srdecnim selhani a pak jsem se zaméfil na mozné faktory, které u téchto potkanti
mohou vyvolavat (asto maligni) arytmie.

1.1 Hypotézy

1.) Cx40 je hlavnim konexinem v sinich a ptedpokladal jsem tedy nejvétsi dopad jeho deficitu na
Sifeni vzruchu pravé zde.

2.) Je také nejrychleji vedoucim konexinem (viz. 2.2), d4 se tedy ptredpokladat, ze hlavnim
dopadem bude zpomaleni vedeni vzruchu. V pozdéjSich fazich vyvoje se vyskytuje téz
v raménkéch prevodniho systému, kde 1ze tedy ocekavat zmény ve vedeni.

3.) Pii objemovém srdec¢nim selhani u potkani jsem piedpokladal vznik excentrické hypertrofie
komor, jak byla popsdna v literatufe, a v takto zménéném myokardu se dé predpokladat fada
patologickych zmén. Zaméfil jsem se na hlavni mechanismy, které by za tohoto stavu mohly byt
pritomny a mohly by vést ke vzniku arytmii. Pfedpokladal jsem zmény zejména v distribuci ,,gap
junctions® v myokardu a jejich lokalizace na kardiomyocytu, zmény fosforylace Cx43 a jeho
mnozstvi.



2. Pi'ehled problematiky diserta¢ni prace

Tato kapitola nabizi teoreticky zéklad k mé praci. Zabyva se anatomii prevodniho systému
srde¢niho, mikroanatomii bunécnych spojeni typu ,,gap junctions*, obecnymi patofyziologickymi
mechanismy vzniku arytmii a mechanismy srde¢ného selhani.

2.1  Funk¢ni anatomie prevodniho systému srde¢niho

Srdce vysSich obratlovelt ma vyvinuty vlastni autonomni systém tvorby a Sifeni elektrickych
impulzl svalovinou a vegetativni nervovy systém srde¢ni ¢innost pouze moduluje.

Prevodni systém srdecni tvoii sinoatridlni (SA) uzel, atrioventrikularni (AV) uzel, Histv
atrioventrikularni svazek, Tawarova raménka a Purkynova vldkna. Nejvétsi pozornost v této
kapitole vénuji SA uzlu, nebot’ méa pro mou praci nejvetsi vyznam.

2.1.1 Sinoatrialni uzel

Misto, v némz ¢innost srde¢ni vznika, se nazyva ,,pacemaker, a fyziologicky ho predstavuje SA
uzel. Je to anatomicky relativné slozita struktura tvaru dlouhé slzy, u které mtizeme popsat hlavu,
ktera se nachazi ve sténé pravé sin¢ subendokardialné v oblasti usti horni duté zily. a ocas, ktery
se tdhne dale do crista terminalis (Anderson, 1979). V uzlu rozeznavame centralni a periferni
oblasti, které se od sebe lisi skladbou ,gap junctions®, iontovych kandli a tedy i
elektrofyziologickymi vodivymi vlastnostmi (Lei et al., 2007). Pro funkci uzlu je téz dulezita
okrajova oblast ptfechodu tkané SA uzlu do myokardu sin€, ktera je typicky prstovité usporadana.
Pacemakerova aktivita je umoznéna diky souhie nékolika specifickych iontovych kanald na
membrané bun¢k SA uzlu. Patfi mezi n¢ sodikovy kandl SCN5A a kalciové kanaly RYR2 a
kanal HCN4 (Accili et al., 2002). Tento kandl vytvafi tzv. ,funny current, otevira se totiz
netradi¢né béhem hyperpolarizace membrany, ¢imz vyvola opét depolarizaci a cely proces zacne
znovu — je tedy zodpovédny za automaticitu vzniku vzruchu vsrdci. Je tedy dobrym
molekularnim markrem pacemakerové aktivity (Moosmang et al., 2001).

Z dalsich vyznamnych molekul ptitomnych v SA uzlu je tieba zminit gap junction proteiny Cx45
a Cx30,2 (viz. 2.2.4) (Gros et al., 2004).

Pritomnost HCN4 mRNA je v buiikach vznikajiciho mysiho myokardu detekovatelna jiz velmi
zahy — od 7,5ED; osmy den je patrna distribuce symetricky v kaudéalnich ¢astech srde¢ni trubice a
postupné dochazi k asymetrické lokalizaci do oblasti SA uzlu v pravé sini (Garcia-Frigola et al.,
2003). Krom¢ oblasti SA uzlu mizeme kandly HCN4 vidét téZ v oblasti usti pulmonalnich zil,
coz jisté stoji za v§imnuti, zejména vzhledem k ¢astému plivodu fibrilace sini prave v této oblasti.
Embryonélni mechanismy podmifiujici vznik SA uzlu jsou z velké €asti stale neznamé. Nicméné
je znamo, ze dtlezitou roli pfi vyvoji SA uzlu hraje transkripcni faktor Tbx3 (Hoogaars et al.
2007), transkripcni faktor Pitx2 (zodpovédny za pravo/levou orientaci téla) (Ammirabile et al.,
2011) a transkripcni faktor Nkx2-5 (Mommersteeg et al., 2007).

2.1.2 Atrioventrikularni uzel a komorovy prevodni systém

Z SA uzlu se §ifi vzruch sinémi az do oblasti atrioventrikularniho (AV) uzlu, ktery lezi pred
ustim sinus coronarius do pravé sin€. V tomto misté je vzruch vyrazné zpomalen, aby mély
komory béhem své diastoly dostatek Casu na naplnéni (také reguluje eventualni pienos rychle
nasledujicich impulst pii patologii sini). Myokard sini a komor je totiz v tomto misté elektricky
izolovan fibrozni tkani srdecniho skeletu (zejména fibréznimi prstenci cipatych chlopni) a Histiv
svazek, coz je struktura tvotfena specidln¢ pfeménénymi kardiomyocyty pokracujici z AV uzlu, je
(fyziologicky) jedinym mistem jejich komunikace (Kolditz et al., 2007).



Histiv svazek se zdhy rozdeli na dvé Tawarova raménka — mensi a ten¢i pravé raménko a na
Siroké levé. Raménka se posléze vétvi v trabekuldch komor na Purkynova vldkna. Vladkna
pievodniho systému se nachdzeji pievazné subendokardidlné (v ¢asti myokardu sousedicim
s intraluminalni vystelkou srdce).

2.1.3 Historické souvislosti objevu prevodniho systému srde¢niho

Ptevodni systém srdecni byl objeven ve zcela opacném potadi, nez v jakém funguje (Eliska,
2006).

Jako prvni byla morfologicky popsana vldkna v komorach ovei J. E. Purkyném v roce 1845.
Purkyné tato vldkna zpocatku povazoval za chrupavcitou tkan, coz pozd¢ji zavrhl (Purkyné,
1845). AZ po n¢kolika letech, v roce 1852, popsal funkci téchto vlaken Svycarsky fyziolog Rudolf
Koélliker a nazval je Purkynova vlakna.

Druhou objevenou ¢asti prevodniho systému byl svazek mezi sinémi a komorami, ktery objevil
internista Wilhelm His Jr. v roce 1893. Na néj navazoval objev AV uzlu, ktery publikoval ve své
knize Sunao Tawara (Tawara, 1906).

Poslednim objevenym prvkem byl potom SA uzel objeveny az o rok pozdéji Keithem a Flackem
(Keith and Flack, 1907).

2.1.4 Vyvoj prevodniho systému

Pivod bunc¢k prevodniho systému byl dlouhou dobu piedmétem badani. Plivodné se
predpokladalo, ze vznikaji z bun€k neuralni listy (Gorza et al., 1988), pozd¢ji se vSak pomoci
retrovirovych studii potvrdilo, Ze progenitory bunék pievodniho systému pochdzeji ze zakladt
embryondlniho srdce (Gourdie et al., 1995).

Studie zabyvajici se vyvojem prevodniho systému srdecniho byly provadény zejména na kufatech
a na potkanech. U obou druht je v zdsadnich bodech vyvoj pfevodniho systému podobny. Na
pocatku vyvoje srdce je vytvorena primitivni trubice, ve které se $ifi vzruch pomalu izotropicky
od venozniho konce k arteridlnimu, zatim bez ptispéni pfevodniho systému (Kamino et al., 1991).
Pozdéji dochazi k zakrouceni srde¢ni trubice a v tomto stadiu srde¢ni klicky, kdy dochézi stale
k sifeni signalu jednoduse od pocatku ke konci, miizeme jiz rozlisit rychleji a pomaleji vedouci
oblasti (Arguello et al., 1986). Vyznamnym krokem ve vyvoji vedeni vzruchu je trabekularizace
myokardu. V trabekulach dochéazi k rychlejsSimu vedeni a vytvaii se zde podklad pro pozdéjsi
His-Purkyiiv systém (Reckova et al., 2003; Sedmera et al., 1998). Pozdé¢ji se zacCind vytvaiet
baze k hrotu” na konefnou aktivaci ,,od hrotu k bazi“, kterd je tzce spjata s vytvorenim
Tawarovych ramének (Chuck et al., 1997). Pfed dokoncenim septace komor probihd aktivace
z podkovovité struktury zvané primarni prstenec (,,primary interventricular ring* - PIR), kterou
tvoti tkdné po obvodu atrioventrikularniho kanalu (Wessels et al., 1992; Sankova et al., 2012).

2.2 Konexiny

Konexiny jsou transmembranové proteiny tvoiené Ctyfmi transmembranovymi a-Sroubovicemi,
dvéma extracelularnimi klickami (které tvoii zéklad pozdéjsiho mezibunééného spoje), jednou
intracelularni klickou a dvéma konci; C-terminalni konec je rizné dlouhy a urcuje jednotlivé
druhy konexint (Unger et al., 1999). V lidském geonomu bylo identifikovano 21 konexinovych
gend, u mysi pak pouze 20 (Sohl et al., 2004). Jejich oznaceni je odvozeno od molekulové
hmotnosti a kazdy konexin ma jinou distribuci v buitkkach organismu a jiné biofyzikalni vlastnosti
(Willecke et al., 2002). Jednotlivé konexiny polymerizuji do hexamerni struktury, které se fika



konexon. Ten je pak samotnym bunéénym kandlem (vlastn¢ polovi¢nim, neboli hemi-kanéalem,
jdoucim pouze pfes jednu bunéénou membranu) (Goodenough et al., 1996).

Hlavni tlohou konexinti je mezibunééna komunikace. Jsou soucasti bunécnych spojeni typu ,,gap
junctions®, které spojuji dve ptilehlé bunééné membrany (Herve et al., 2007) a umoziuji prostup
iontiim, malym metabolitim, druhym poslim a jinym molekuldm (mens$im nez 1kDa). Konexony
se navic samostatn¢ ucastni nékterych procestt bunécné signalizace (Goodenough et al., 2003).

Vytvéreni ,,gap junctions z konexinovych monomert je povazovano za slozity proces. (Musil a
Goodenough, 1993, 1996). Konexiny oligomerizuji do hemikanalu (konexonu) a poté jsou
pfesunuty na plasmatickou membranu, kde interaguji s konexonem z protilehlé buniky. Béhem
toho dochazi ke shlukovéani kanali do funk¢ni organely — ,,gap junctions™. Cely proces je
ovliviiovan mnoha faktory (napt. napétim, pH, fosforylaci) (Saez et al., 2003).

Vzhledem k tomu, Ze zmény v distribuci a geometrii gap junction byly pozorovany u fady
lidskych nemoci (ischemické choroby srdec¢ni, hypertrofické kardiomyopatie, srde¢niho selhani,
ale také napf. u temporalni epilepsie), zacal se v poslednich letech podrobnéji zkoumat
mechanismus interakce connexinil s cytoskeletem, s molekulami signalni transdukce a s jinymi
bunéénymi spojenimi (Giepmans et al., 2004). Hlavni molekulou, které se v této souvislosti
vénuje nejvice pozornosti, je membranove asociovana guanylatkinasa ZO-1 (Zonula Occludens-
1), které je mimo jiné zodpovédna za polarizaci bun¢k (Anderson et al., 1996; Hunter et al.,
2005).

V kardiomyocytech savcii byla potvrzena exprese péti konexinli — Cx30, Cx30,2, Cx40, Cx43 a
Cx45 (v nasledujicim textu jsou sefazeny podle jejich vyznamu pro myokard). Jejich role v Siteni
vzruchu srde¢nim svalem (a v embryondlnim vyvoji) byla castecn¢ objasnéna studiemi na
transgennich mysich (Gros et al., 2004; Verheule et al., 2013).

2.2.1 Cx43

Cx43 je hlavnim konexinem sav¢ich srdci. U mys$i je Cx43 kodovan genem Gjal a je exprimovan
vSemi kardiomyocyty s vyjimkou bun¢k vétSiny ¢asti prevodniho systému srdecniho (SA a AV
uzlu, Hisova svazku a prox. ¢asti Tawarovych ramének) (Boyett et al., 2006).

Cx43 je béhem embryonalniho vyvoje u mysi detekovan od 13ED jak v komorach, tak
v pfedsinich (van Kempen et al., 1991), zpoc¢atku v malém mnozstvi a postupné je ve vyrazném
nadbytku (Coppen et al., 2003). Jeho vyznam byl prokdzan zejména pii vyvoji vytokové Casti
srdce (Eckardt et al., 2006).

Exprese Cx43 je potlacovana transkripénimi faktory Tbx18 (determinujici SA uzel), Tbx2 a Tbx3
(podilejici se na diferenciaci AV uzlu) (Bakker et al., 2008, Kappor et al., 2011).

Vztah snizeni Cx43 a zvySené nachylnosti k arytmiim byl popsén u fady srdecnich patologii,
napfiklad u infarktu myokardu ¢i u srde¢ni hypertrofie (Saffitz et al., 1999). Mechanismus
uzavieni ,,gap junctions* spojl (tzv. uncoupling) pfi srde¢ni ischemii pomaha srde¢nimu svalu pii
uzdraveni (de Mello et al., 1969), coz ovsem vede k castym arytmiim v obdobi reperfuze (15-60
minut po ischemii) (Wit and Peters, 2012).

2.2.1.1 Cx43 na mysich modelech
Vztah mezi expresi Cx43 a Sifenim impulsu myokardem byl zkouman na geneticky
modifikovanych mysich.



Ztrata Cx43 v srdci béhem vyvoje vede k srde¢nim abnormalitdm a je neslucitelna s postnatalnim
7ivotem (Eckardt et al., 2006). Cx43” my$i umiraji kratce po porodu na respiraéni selhani
zpusobené obstrukci vytokové casti pravé komory (Reaume et al., 1995). Tento defekt je
zpusoben jiz zadhy béhem embryogeneze, kdy nepfitomnost Cx43 vede k abnormalni aktivaci p53,
coz zpusobi apoptozu kmenovych bunék, které¢ by mély migrovat do srdce (Francis and Lo, 2006).
U Cx43 deficientnich heterozygot (mnozstvi srdecniho Cx43 bylo snizeno zhruba na polovinu)
byly popséany rozporuplné vysledky. Né&kteti autofi uvadéji, Ze rychlost Sifeni se snizila o 23% -
44% (Eloff et al., 2001), jini neobjevili abnormality zadné (Morley et al., 1999).

Pii pouziti podminéné delece Cx43 pouze v buitkdch myokardu (pfi snizeni mnozstvi Cx43
v kardiomyocytech o 95%) dochazelo u mysi k ndhlé srde¢ni smrti do 2 mésict Zivota. U téchto
srdci bylo popsano sniZeni longitudinalni a transversalni rychlosti §ifeni vzruchu o 42% a 56%. U
zvitat byly pozorovany komorové arytmie (Gutstein et al, 2001).

Jind studie pouzila k odstranéni Cx43 myS$i mutanty, u nichz se Cx43 kodujici sekvence
odstranila po podani 4-hydroxytamoxifenu (¢imz se odstranily eventudlni vyvojové kompenzacni
mechanismy hrajici roli u predchozich studii). Zjistilo se, ze az pii snizeni mnozstvi Cx43
v buiikach o 70% - 95% dojde ke snizeni rychlosti vedeni, zvySeni nehomogenity Sifeni impulsu
a vys§imu vyskytu arytmii (van Rijen et al, 2004).

2.2.1.2 Fosforylace Cx43

Cx43 je fosfoprotein, ktery muze byt fosforylovan tfadou kindaz (Kwak et al., 1996) a
defosforylovan protein fosfatdzami — napi. PP1 a PP2A (Duthe et al., 2001). Nejcastéj$i mista
fosforylace jsou serinové zbytky na C-konci.

Zatimco fosforylace Cx43 mulze mit na kandly ,,gap junctions* rizné dopady (Bowling et al.,
2001), defosforylace prokazateln¢ potlacuje mezibunéénou komunikaci pomoci ,,gap
junctions® (Duthe et al., 2001). Zmény ve fosforylaci Cx43 byly popsany u fady patologickych
stavll srdce, zejména pii srdecni ischémii (Uzzaman et al., 2000; Emdad et al., 2001), ale téz u
stavll srde¢niho selhani (Ai et al., 2005; Benes Jr. et al., 2011). Zpomaleni vedeni v disledku
snizené fosforylace Cx43 muze pfispivat k arytmogenezi pii téchto stavech a modulace
fosforylace Cx43 je moznym terapeutickym cilem pfi patrani po novych antiarytmickych lécich.
Skupina Roberta Gourdieho popsala nedavno zpomaleni patologickych zmén v okoli infarktové
zony po podani latky aCT1 (peptid podobny C-konci Cx43) (O’Quinn et al., 2011).

2.2.2 Cx40

U mysi je Cx40 kédovan genem Gjas a je exprimovan zejména v kardiomyocytech sini mysi i
lidi (u potkant nebyl v sinich Cx40 objeven), v buiikkdch ptfevodniho systému komor a
v centralnich ¢astech AV uzlu. Cx40 se nenachazi v pracovnim myokardu komor dospélct ani
v SA uzlu (Verheijck et al., 2001).

Hlavnimi transkripénimi faktory, které potlacuji expresi Cx40, jsou Tbx2 a Tbx3 (Hoogaars et al.,
2004). Inaktivace Tbx2 vede k vytvotfeni Cx40 pozitivni akcesorni drahy a k ventrikularni
preexcitaci (Aanhaanen et al., 2011). Expresi Cx40 naopak zesiluji transkripéni faktory Nkx2-5,
Tbx5 a T3-LacZ (Harris et al., 2006; Pikard et al., 2005).

3.2.2.1 Cx40 na mysich modelech

Mysi knock-out pro Cx40 byl pivodné vytvofen dvéma skupinami (Kirchhof et al., 1998; Simon
et al. 1998). V obou pfipadech byly mySi zivotaschopné, coz znamenda, ze funkce Cx40 je
zastupitelna néjakym jinym konexinem. Tento mysi model byl obéma skupinami (a pozdé&ji i
jinymi) velmi dobte popsan. U dospélych jedincii byla zjisténa prodlouzend doba aktivace sini
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(na EKG jde o vInu P) i komor (na podkladé¢ rozsiteného QRS komplexu) a porucha AV vedeni
(Bevilacqua et al., 2000). Pfi stimulacich sini byla u téchto mysi popsana vyssi incidence
supraventrikularnich tachyarytmii (Hagendorff et al., 1999).

Rozsédhlou elektrofyziologickou studii u dospélych jedinct provedli téz Verheule et al. (1999).
Zjistili, ze rychlost Sifeni vzruchu komorami neni u Cx40 deficitnich mysi vyraznéji zménéna,
zatimco rychlost Sifeni vzruchu v sinich byla snizena o 30% (u heterozygotii nepozorovali
vyraznéj$i zmény). Navic na EKG kiivkach pozorovali zmény QRS komplexi, které se daji
interpretovat jako blokada pravého Tawarova raménka. Poruchu vedeni v pravém raménku u
dospélych jedinct bez Cx40 potvrdili pozdé€ji t€Z van Rijen et al. (2001).

Dalsi skupina, kterd se podrobné zabyvala studiem Cx40, je skupina Gregory Morleyho
(Tamaddon et al., 2000; Leaf et al., 2008). Jejich prace je zajimava zejména tim, Ze téZ pouZivaji
metodu optického mapovani (viz 3.1). Uvedli, ze jak ¢asteCna (u heterozygotl), tak uplna ztrata
Cx40 vede k nehomogenni vodivosti myokardu sini. U embryondlnich stadii pozorovali v sinich
vznik ektopickych pacemakert (viz 6.2.2).

Kromé myokardu je Cx40 pfitomen téZ v endotelu tepen a ma zde téz vztah k aterosklerdze
(Kwak et al., 2002; Chadjichristos et al., 2010). U Cx40 deficitnich mysi byla v této souvislosti
popsana sekundérni arterialni hypertenze zptisobena zménami tepen v ledvinach (de Wit et al.,
2003).

2.2.2.2 Cx40 behem mysi embryogeneze

Pfitomnost malych mnozstvi mRNA pro Cx40 je patrna jiz v 8,5ED; az do 14,5ED je distribuce
Cx40 stejna v sinich 1 v komoréch (v levé komofte se objevuje diive nez v praveé). Po 14. dnu vSak
dochézi k vyraznému tbytku Cx40 v komorach, zatimco v sinich pietrvava (Delorme et al., 1997).
U dospélych jedinct je pak omezen pouze na sin¢ a na komorovy pievodni systém srdec¢ni (Gros
et al., 1996).

Role Cx40 pti kardiogenezi jako takové je viceméné neznama. Je vSak ziejmé, ze deficit Cx40 je
spojen s ¢astéjSimi zavaznymi vrozenymi srde¢nimi vadami (Gu et al., 2003).

2.2.3 Cx45

Cx45 je u mysi kodovan genem Gjcl. Je prvnim konexinem, ktery se zacne vyskytovat ve
vyvijejicim se myokardu. V Casnych stadiich vyvoje (do 9,5ED) se nachazi ve vSech ¢astech
myokardu, ¢asem vSak dochazi k jeho omezeni pouze na oblasti pfevodniho systému (vcetné SA
uzlu) a na nejperifernéjsi oblasti mezikomorové prepazky (Gros et al., 2005). Delece Gjcl vede
k prenatalnimu umrti plodu ve stadiu 10ED, coz poukazuje na fakt, ze pritomnost Cx45 je nutna
pro normdlni kardiogenezi (Gros et al., 2004). Bez Cx45 dochazi k poruse epitelo-
mesenchymalni transformace, kterd je v srdci nutnd pro tvorbu endokardovych postaikt a
k septaci (Kumai et al., 2000).

U dospélych je Cx45 hlavnim konexinem v SA uzlu, ktery jinak zcela postrada Cx40 i Cx43
(Verheijck et al., 2001). Studie na podminéném knock-outu Cx45 postnataln¢ ukazaly, ze defekt
v expresi Cx45 neovlivni srde¢ni frekvenci, coz ptedpoklada, Ze se sdm o sob& nepodili na
pacemakerové aktivité (Frank et al., 2012).

2.2.4 Cx30

Jde o protein tvorici relativné rychle vodici kanal a u mysi se nachazi zejména v SA uzlu (Gros et
al., 2010). Cx30 deficitni mysi maji asi o0 9% vyssi srde¢ni frekvenci nez kontroly a tato vyssi
frekvence je pfitomna i po blokaci autonomni inervace, coz ukazuje, ze Cx30 néjakym zptisobem
ovlivituje pacemakerovou aktivitu (Gros et al., 2010).
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2.2.5 Cx30.2

Cx30.2 je kodovan genem Gjc3 a vyskytuje se zejména v SA a AV uzlu (a v mensich mnozstvich
téz v Hisové svazku a v proximalnich ¢astech Tawarovych ramének). Jeho hlavni funkci je
zpomaleni propagace impulsu v oblasti AV uzlu, coz ovliviiuje pocet impulsti ptevedenych z atrii
na komory (Kreuzberg et al., 2006).

2.2.6 Konexiny v myokardu a jejich role v arytmogenezi

Na rozdil od svalu kosterniho neni srde¢ni svalovina tvofena syncytii uspofddanymi do svalovych
vlaken. Je tvofena kratkymi buinikami, kardiomyocyty, které jsou spojeny v oblastech tzv.
interkalarnich diskli. Mezibunééné spoje umoziuji cetnd spojeni ,.gap junctions®, ktera
zprostiedkovavaji rozsahlou vyménu latek mezi bunikami (proto se svalovina myokardu nékdy
oznacCuje jako tzv. ,funkéni syntitium®). Dilezitou roli v Sifeni vzruchu hraje prostorové
uspotradani jednotlivych ,,gap junctions®. Velmi se lisi naptiklad v myokardu komor a sini
(Saffitz et al., 1994). Kardiomyocyt v komorach (méfeno u pst v oblasti subendokardu) je
napojen interkaldrnimi disky priimérné na 11-12 jinych bunék, z nichz polovina je orientovana
bokem (,,side-to-side*) a polovina koncem (,,end-to-end*). Naproti tomu v sinich (v oblasti crista
terminalis pravé sin€, u pst) je vétSina kardiomycytil spojend ,,end-to-end*. Snizené mnozstvi
»Zap junctions* bylo prokazateln¢ spojené se zpomalenim vedeni vzruchu myokardem (Peters et
al., 1997). Kromé& snizené¢ho mnozZstvi ,,gap junctions* vSak bude hrat v arytmogenezi velkou roli
1 distribuce a pomér jednotlivych end-to-end a side-to-side spojeni (Gourdie et al., 1996).
Strukturalni zmény (remodelace) patii k zdkladni odpovédi srdecni tkané na poskozeni ¢i nemoc.
Zmeény v srdecni mikrostruktuie vedou k vyraznym funkénim zménam. Ackoli strukturdlni
remodelace jisté slouzi dilezitym uceltim adaptace na vyvolavajici patologicky stav, je zfejmé, ze
také nemalou mérou pfispiva k morbidit¢ a mortalité pacientll se srdecnim onemocnénim.
Klasickym ptikladem téchto maladaptivnich procest je vznik anatomického podkladu (substratu)
komorovych arytmii. Tyto substraty vznikaji vlivem strukturdlnich zmén v odpovédi na bézné
srdec¢ni nemoci jako je infarkt myokardu nebo arteridlni hypertenze. V obou ptipadech jsou
zmény v myokardu zpocatku prospéSné — vazivova jizva po transmuralnim infarktu zabranuje
ruptufe stény a hypertrofie kardiomyocyti umozni srdci 1épe snéset zvysenou tlakovou zatéz.
Nicméné ob¢ tyto zmény soucasné¢ meéni elektrické vlastnosti srde¢ni tkané a tim zvysuji riziko
vzniku vaznych arytmii. Zpomalovani vedeni ¢i blokace jsou necastéjSim podkladem reentry
fenoménu.

Ten nejcastéji vznikd v zivotaschopném, nicméné pozmeénéném, myokardu v okrajich
infarktovych jizev (Dillon et al., 1988). Rada elektrofyziologickych vlastnosti této tkan& (jako
klidovy membranovy potencial ¢i vznik akéniho potencialu) se po néjaké dobé vraci téméf
k ptivodnim hodnotam. I ptesto vSak si tyto oblasti zachovavaji svou arytmogenicitu (Boyden et
al., 1988). Mezi nejdulezitéjsi patofyziologické mechanismy, které jsou za tento fakt zodpoveédné,
patii zmény v pienosu latek mezi kardiomyocyty pomoci ,,gap junctions®.

Vzhledem k tomu, Ze u lidskych patologii mizeme t€Zko predpokladat uplnou ztratu Cx40, asi
nejlepsim modelem pro korelaci se situaci u pacientl jsou heterozygotni jedinci. Napf. u
heterozygotni delece Cx40 u dospé€lych mysi bylo popsano zpomalené vedeni v levé sini (Leaf,
2008). Vzhledem k tomu, ze ¢astym mistem vzniku atridlni fibrilace je oblast usti plicnich zil
v levé sini, jsou zmény vedeni v této oblasti velmi dulezitym arytmogennim Cinitelem.
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Jinym mechanismem vzniku arytmii v poSkozenych srdcich mize byt spusténd aktivita (tzv.
Hriggered aktivity™), kterd nevznikd na podkladé¢ fenoménu reentry, nybrz nestabilitou
membranového potencidlu srdec¢nich bunék, které se opakovan¢ depolarizuji a repolarizuji. Tento
mechanismus se vyskytuje ¢asto u neischemickych poruch srde¢niho rytmu a je spojen zejména
s poruchami iontovych kanala (Pogwizd et al., 2004).

2.3 Zakladni patofyziologie srde¢niho selhani

Srdecni selhani je stav, kdy srdce nestaci plnit svou funkci pii preerpavani krve. Velmi hrubé a
orientacn¢ lze srdecni selhani rozd€lit na selhdvani z tlakového pretizeni (napf. pfi arteridlni
hypertenzi) a na selhavani z objemového pretizeni (napft. pfi aortalni regurgitaci).

Zvyseni objemu krve, které musi srdce preCerpat, svalovinu zatéZzuje a postupné dochazi
k rozsiteni (dilataci) a nasledné (excentrické) hypertrofii jednotlivych oddili srde¢nich (Ford et
al., 1976). Nejen rozsifeni stény, ale téz zvétSeni celého objemu srde¢niho oddilu tim slouzi jako
kompenza¢ni mechanismus a srdce se tim adaptuje na nastalou situaci (Grossmann et al., 1975).
V tomto stadiu je srde¢ni selhani kompenzované a tento stav se da spiSe vhodnéji oznacit jako
srdecni selhavani. Nicméné po urcit¢ dobé dochazi k dekompenzaci a rozviji se jiz pln¢ srdecni
selhani (Hood et al., 1968). Mezi nejcastéjsi patologické stavy, které k tomuto stavu vedou, patii
u lidi chlopenni vady (nedomykavost chlopni) a arteriovendzni ztraty (napt. umele vytvarené
shunty u dlouhodobé hemodialyzovanych pacientli pro snadnéjsi ptistup do cévniho feciste).
Srde¢ni selhani (nezavisle na druhu a etiologii) pfedstavuje vyrazné riziko vzniku Zivot
ohrozujicich komorovych tachyarytmii (Artham et al., 2009) a je jednim z nejvétSich rizikovych
faktor nahlé srde¢ni smrti (Haider et al., 1998).

Zlepsujici se l1ékarska péce a relativné stagnujici (Ci klesajici) porodnost v rozvinutych zemich
zpusobuje postupné starnuti nasi populace. Tento fakt spolu se utlumem fyzické aktivity vede
k CastéjSimu vyskytu srdec¢nich patologii vedoucich postupné az k srdecnimu selhani. Naptiklad
umrtnost na infarkty myokardu s rozvojem katetrizacnich technik v poslednim desetileti velmi
vyrazné poklesla a téméf kazdy pacient po infarktu v co nejkratsi dobé podstoupi katetrizacni
zakrok a uzavér je mu rekanalizovan. Zlepsenim terapie akutnich stavi (tento fakt nepostihuje
pouze kardiologii, jde o celomedicinsky problém) piibyva pacientd s chronickymi obtizemi, a
proto se dnes stale vice a vice kardiakti postupné dostava do faze srde¢niho selhavani.

2.3.1 Zmény konexinu p¥i srde¢nim selhani

Proces hypertrofie je dynamicky déj, pfi némz dochézi k velkym zménam k genové expresi a ve
struktufe jak kardiomyocyti tak intersticia. Rychlost vedeni je v hypertrofickych komorach
zpocatku zvySend, Casem dochazi k jejimu poklesu (Winterton et al., 1994). V souvislosti
s témito zménami bylo prokdzano, ze u pacientll s chronickymi myokardiadlnimi poruchami (jako
je ischemicka kardiomyopatie ¢i aortalni stendza), dochazi ke snizeni exprese Cx43 (Peters et al.,
1993). Remodelace gap junction byla velmi izce spjata s rozvojem reentry arytmii u pacientl po
zhojenych infarktech myokardu (Peters et al., 1997). Po obvodu infarktovych jizev byly popsany
oblasti fibrozy, piestavby a redistribuce ,,gap junctions®, coz pfispiva ke zpomaleni a k blokiim
vedeni vzruchu (Takamatsu et al., 2008). V oblastech myokardu sousedicim s jizvou bylo
prokdzano snizeni mezibunéénych spojl, snizeni celkovych napojeni jedné buiikky na okolni a
redistribuce ,,gap junctions na strany bun¢k (Luke et al., 1991).

Sifeni vzruchu zdravym myokardem probiha ve sméru dlouhé osy kardiomyocytu, coz umoziiuje
rychlé a pfimé §ifeni vzruchu. Oproti tomu napi. komorova tachykardie je typicky zptisobena tim,

-13 -



ze se signal $ifi myokardem transversaln€. Koncova spojeni v oblasti interkaldrnich diskt jsou
prerusena a signal musi klickovat myokardem dokud nenarazi na porefrakterni tkan a neiniciuje
dalsi impuls (De Bakker et al., 1993).

Podobné zmény byly popsany téz u neischemickych chronickych srde¢nich patologii (Uzzaman
et al., 2000).
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3 Metodika

3.1 Zvirata

Vsechny experimenty byly provadény v souladu s §11 vyhlasky ¢.207/2004 Sb. o

ochran¢, chovu a vyuziti pokusnych zvifat a byly schvéleny Odbornou komisi pro praci s
pokusnymi zvifaty 1.LF UK a IKEM. Zvifata byla drZzena ve vétrané mistnosti
s dvanactihodinovym cyklem svétlo/tma a byla krmena ad libitum.

3.1.1 Mysi Cx40:GFP

Kmen transgennich knock-in mysi vyvinula ve své laboratofi Lucille Miquerol pro studium
morfologie pievodniho systému (Miquerol et al., 2004). Alela GFP v misté genu pro Cx40
umoziuje u heterozygott fluorescencni vizualizaci mist, kde je exprimovan Cx40 (tedy zejména
pfevodni systém srdecni). V homozygotnim stavu lze dany model uzit jako model Cx40
deficitnich mysi (absence molekuly Cx40 u homozygoti potvrzena pomoci metod molekuldrni
biologie). Mysi byly pfipoustény pfes noc a pii rannim nalezu zatky, byl tento ¢as povazovan za
stadium 0,5ED. Mysi byly pravidelné€ vazeny a matky byly v daném pozadovaném stadiu (9,5ED
— 18,5ED) usmrceny cervikalni dislokaci, embrya byla rychle disekovana a ulozena do studené¢ho
Tyrodova pufru.

3.1.2 Potkani s objemovym srde¢nim selhanim

Pro zkouméni vlivu objemového srde¢niho selhani na arytmogenezi (viz. Kapitola 5) byly pouziti
samci rodu Wistar vazici 300-350g. U potkani byl proveden arteriovenozni zkrat (viz dale) a data
byla hodnocena ve dvou intervalech po provedeni zkratu — po 11 tydnech (ve stddiu pocinajiciho
srdecniho selhani) a po 21 tydnech (ve stadiu pokrocilého srde¢niho selhdni). Asi 13% zvirat
uhynulo do sedmi dnt po provedeném zkratu, dalSich 5% potom do ukonceni projektu. Tato
zvifata byla vyloucCena ze studie.

Mezi zakladni vnéjsi priznaky vznikajiciho srde¢niho selhani patfila letargie, obtizné dychani,
cyandza a najezeni chlupt. Tyto pfiznaky se po 21 tydnech po operaci vyskytovaly az u 80%
zvirat.

Jako kontroly byly uziti potkani, ktefi prosli stejnou operaci, bez findlniho provedeni zkratu
(,,sham®).

3.1.3 Aortokavalni zkrat

Pro vyvolani obéhového pietizeni u potkant se operativné provedl aortokavalni zkrat dle metody
popsané Garciou a Dieboltem (Garcia et al., 1990). Potkani byli uspéani intraabdominélni aplikaci
ketaminu a midazolamu, proveden fez ve stfedni ¢afe a z ptistupu do levého sristového pole byla
v retroperitoneu obnazena aorta a dolni duta zila. Do aorty byla opatrné vbodnuta jehla 1,2 mm a
poté z lumen bylo bodnuto do dolni duté zily, ¢imz se vytvorila komunikace. Aorta byla nad
bodnutim zaklipovana, jehla odstranéna a na misto vpichu bylo aplikovéano akrylamidové lepidlo.
Po tiech minutach byl klip odstranén a zkrat prokazan pulsaci dolni duté zily. Tim byla vytvotfena
spojka mezi tepennym a zilnim systémem (AVF — arteriovenous fistula).
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3.2 Optické mapovani

Optické mapovani je specializovand elektrofyziologickd mikroskopickd metoda, kterd vyuziva
schopnosti latky di-4-ANEPPS reagovat na zmény membranového potencialu bun¢k zménou
intenzity fluorescence (Kamino et al., 1981).

Po usmrceni samice cervikalni dislokaci a explantaci délohy byla pod disekénim mikroskopem
z jednotlivych embryi vyjmuta srdce s dorzalni ¢asti hrudni stény a byla vloZzena do chladného
roztoku di-4-ANEPPS (pfedem ptipraveném v roztoku DMSO v koncentraci 1,25g/1) v Tyrodové
pufru, obvykle v poméru 1:25 (celkové mnozstvi se lisilo dle stddia embryondlniho vyvoje) a
byla zde inkubovana 5-10 minut (opét v zavislosti na stadiu vyvoje). Obarvena srdce byla
vlozena do tkanové komurky se silikonovym dnem, ve které byl Tyrodiv pufr (o teploté 37°C a
se stalym probublavanim 100% kyslikem), a zde bylo srdce pomoci miniaturnich Spendlikd pod
disekénim mikroskopem pfipevnéné za ponechani ¢asti hrudni stény. Pfi zkoumani Siteni signalu
v sinich bylo jest¢ nutné mikrochirurgicky odstfihnout vytokovou ¢ast srdce (konotrunkus).

Kvuli odstranéni eventudlnich artefakt zplisobenych pfiliSnymi pohyby srdce pii kontrakci
aplikujeme blebbistatin, coz je mykotoxin, ktery vazbou na aktin blokuje vazbu s myosinem,
¢imz zabranuje kontrakci, aniz by interagoval s pfenosem akcniho potencidlu na membrané
(Biermann et al., 1998; Fedorov et al., 2007). Malé¢ mnozstvi cytochalasinu aplikujeme bud’ do
tkanové komiirky nebo spolu s di-4-ANEPPS piimo do inkubace.

Tkanovou komtrku jsme umistili pod mikroskop, kde jsme obarvenou tkan osvitili svétlem
z xenonové lampy prochazejicim ptes filtr, ktery propousti svétlo o vinovych délkach 480-550
nm. Toto zelené svétlo vyvola ¢ervenou fluorescenci, jejiz pokles, vlivem obarveni barvivem di-
4-ANEPPS, odpovidd akénimu potencidlu na povrchu srdce (Witkowski et al., 1997). To je
snimano vysokorychlostni digitalni kamerou MiCAM ULTIMA L.

Pofizena data jsou analyzovéna programem BV _Analyzer — potlac¢i se Sum pomoci digitalni
filtrace a provede se derivace ziskanych dat, diky niz se ndm zobrazi ¢asti zdznamu s nejvetsi
zménou intenzity fluorescence v Case jako jednotlivé hroty, které odpovidaji aktivaci
v jednotlivych pixelech obrazku.Z toho lze ziskat jak videa Sifeni vzruchu, tak aktivaéni mapy
(viz Kapitola 4).

3.3 Mikroskopické metody

Pro posuzovani morfologie srdecni tkan€ jak potkanti se srdecnim selhanim (viz Kapitola 5), tak
Cx40 deficitnich mysi (viz Kapitola 4) jsme pouzivali konfokéalni mikroskop Leica SPE a
svételny mikroskop Olympus BXS51.

Vzorky tkané byly fixovany 4% paraformaldehydem v PBS a napustény sachar6zou. Poté byly
zality do média Tissue-Tek a pomoci tekutého dusiku prudce zmrazeny. Blocky byly krajeny na
kryotomu a poté obarveny klasickymi postupy — prvni fez obarven hematoxylin-eosinem a
nasledné fezy poté pikrosiriusovou ¢erveni (kolagen), Sudanovou ¢erni (lipidy) nebo specifickou
protilatkou.

Pouzité protilatky — a-actinin, connexin43, phosphoconnexin43, HCN4.

Déle byl pouzit Hoechst 33342 k dobarveni jader a WGA:Alexa488 na obarveni membran.

3.4 Analyza dat
Snimky pofizené konfokalnim mikroskopem jsem analyzoval pomoci Adobe Photoshopu a
programu ImageJ.
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Pro méteni Sife kardiomyocytl bylo nutné barveni pomoci WGA, které zobrazilo membrany.
Meérili jsem deset Sifek z jednoho fezu. Aby bylo jisté, ze burika je zobrazena ve svém nejvetSim
praméru, hledali jsem buriky s pfitomnosti jadra na fezu.

Pro méfeni délky kardiomyocyti jsme vyuzivali imunofluorescencné znaceny Cx43, ktery dobie
zobrazil oblasti interkaldrnich diskda.

Na hodnoceni mnozstvi jsme vyuzivali pomér plochy zeleného fluorescencniho signalu
(reprezentujici autofluorescenci cytoplasmy kardiomyocytll) a Cerveného signalu (protilatka proti
Cx43). Nalezy byly korelovany s metodou western blottu.

Distribuci Cx43 jsme méfili podobnym zptisobem jako mnozstvi, ale pied analyzou plochy dané
cervenym signalem jsme odstranili z obrazku signal Cx43 z interkalarnich diskid. Tim zistal
pouze Cx43 pfitomny na bunééné membrang lateralné€ ¢i v cytoplasme.

Statistickou analyzu jsme provadéli dle standardnich postupli neparovanym t-testem a vysledky
byly shledany statisticky vyznamnymi pii hodnoté p<0,05.
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4. Vysledky I.

Vliv deficitu Cx40 na aktivaci sini a komor béhem embryonalniho vyvoje u mysi

Nasledujici kapitola shrnuje vysledky zrozsahlé studie mySiho modelu Cx40/GFP mysi, kdy
jsme vnasSi laboratofi pomoci optického mapovéani definovali zékladni aktivaéni vzory
pozorované na embryondlnich srdcich v raznych fazich vyvoje a korigovali je s morfologicko-
embryologickymi poznatky a nésledné zjistovali, jak se 1i$i obrazy aktivace u mysi s ¢asteCnym
¢1 uplnym deficitem Cx40 (Sankova et al., 2012; Benes et al., under revision).

4.1 Aktivace sini a porovnani vlivu deficitu Cx40 ve stadiu 12,5ED

Mg¢éfeni a posuzovani Sifeni aktivace v sinich nardzi na zna¢né anatomické prekazky, nebot siné
jsou vyrazng€ prostorové Clenité anatomické struktury a ziskavat vhodny dvourozmérny obraz
v jedné roviné zaostfeni je problematické. Je jist¢ mozné jejich tvar mechanicky uzplsobit
podobné to v nékterych studiich ud¢€lala skupina Gregory Morleyho (Leaf et al., 2008), avSak tato
manipulace pfinasi fadu artefaktli, zménénych podminek pro Sifeni vzruchu a je spojena
s traumatizaci stény, kterd méni podminky vodivosti.

Proto jsme pro zékladni analyzu aktivace sini zvolili stadium 12,5ED, nebot” v tomto stadiu
nejsou jesté atria tolik Clenitd a po odstranéni vytokové cCasti srdce lze bez obtizi vizualizovat
oblast SA uzlu 1 sini.

4.1.1 Druhy aktivace 12,5ED

U wild type mysi (WT) (n=19) jsme pozorovali zcela jednotné druhy aktivace — z oblasti
paramedialné vpravo, tedy z oblasti zdkladii SA uzlu (Liu et al., 2007). Odtud se pak Siii signal
na ob¢ strany, nejdiive aktivuje pravou a posléze levou sin. Primérna celkova doba aktivace
obou sini byla 7 ms.

U heterozygoti (Cx40™) (n=12) byl zptisob aktivace obdobny jako u WT. Primémé doba
aktivace byla vSak signifikantné prodlouzena, ¢inila 9 ms.

U srdci Cx40 deficitnich (Cx407") jsme pozorovali dva druhy aktivace sini. Pouze v 6 piipadech
(z 18) dochazelo k typické aktivaci, jakou jsme pozorovali u WT. U zbytku srdci dochdzelo
k aktivaci z ektopického mista, které se nachézelo vice laterdlné v pravé sini. Doba aktivace
komor byla 19 ms, v pfipad¢ aktivace z oblasti SA uzlu a 28 ms v piipadé aktivace ektopické.
Rozdily mezi vysledky byly statisticky vyznamné (p<0,05).

4.1.2 Srdec¢ni frekvence na 12,5ED

Frekvence sini byla relativné uniformni, pokud dochazelo k aktivaci z oblasti SA uzlu. U WT
byla 96 aktivaci/min; u Cx40"" pak 92 aktivaci/min a u Cx40™" 85 aktivaci/min (SD se u viech
genotypli pohybovalo mezi hodnotami 25-29). Tyto vysledky poukazuji na fakt, Ze mnozstvi
Cx40 neovliviiuje srde¢ni frekvenci. Vyrazné rozdily ve frekvenci byly vSak u srdci s ektopickou
aktivaci, kde byl primér 116 aktivaci/min, nicméné smérodatnd odchylka 52,6 poukazuje na
znacnou variabilitu.

4.1.3 Zhodnoceni situace na stadiu 14,5ED

V tomto stadiu jiz atria vyrazn¢ prominuji vpied a hodnoceni dorzalnich partii sini je
problematické (viz vyse). I pfesto jsme se pokouseli zhodnotit aspon orientacn¢ situaci i na tomto
pozd¢jsim stadiu vyvoje.
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Primérnd doba aktivace u WT byla 9,5 ms, u Cx40 heterozygoti 9,7 ms a u Cx40 deficitnich
mys$i byla vyssi — 14 ms. Stejné jako na pfedchozim stadiu i1 zde byla patrna ektopicka aktivace u
fady srdci.

4.1.4 Patrani po mistu ektopické aktivity

Vzhledem k relativné identickému mistu ektopické aktivity, pozorované v oblasti pravé sing,
jsem se rozhodli prozkoumat, zda toto ektopické misto nema néjaky morfologicky podklad.
Prozkoumali jsme histologickou strukturu fady srdei Cx40” (na stadiu 12,5ED, 14,5ED i
dospélcil) nabarvenych anti-HCN4 protilatkou a nenalezli zadné HCN4 pozitivni bunky v oblasti
pravého ouska ani nikde jinde mimo oblast vznikajicitho SA uzlu .

4.1.5 Shrnuti

1. Pritomnost Cx40 piimo ovliviiuje rychlost Siteni vzruchu v sinich a pokud chybi, je Sifeni
vyrazné zpomalené (doba aktivace prodlouzena).

2. U Cx40 deficitnich my$i jsme u 2/3 ptipadi pozorovali ektopickou aktivaci sini a doba této
aktivace byla vyrazn¢ prodlouzena.

3. Mnozstvi Cx40 neovliviiuyje frekvenci srdeCni Cinnosti; pfi ektopické aktivaci jsou srdecni
frekvence zna¢né nehomogenni.

4.V pravé sini jsme neobjevily HCN4 pozitivni bunky mimo oblasti SA uzlu.

4.2 Normalni vyvoj komorového prevodniho systému u mysi

Predtim nez jsme zacali zkoumat vliv Cx40 na vedeni vzruchu v komorach, bylo nejprve potieba
podrobné popsat, jaké druhy aktivace vidime u WT béhem jednotlivych fazi kardiogeneze.
Podobné studie byly provedeny i v minulosti (Rentschler et al., 2001) na relativné malém
mnozstvi vzorkil. Proto jsme v naSi laboratofi provedli rozsahlou studii pomoci optického
mapovani na mysich (Sankova et al., 2012).

4.2.1 Vedeni v ¢asnych fazich vyvoje

Pomoci optického mapovani jsme byli schopni ziskat informace o $ifeni vzruchu az od 9,5ED.
jsme dostatecny signal (resp. srdce in vitro Casto nejevila spontanni aktivitu vitbec).

Ve vznikajici komofe pozorujeme T3-LacZ pozitivni prstenec v okoli budouciho
interventrikularniho septa — tzv. primdrni interventrikularni prstenec (,,primary interventricular
ring®, PIR). Tato struktura v komorach poté slouzi k sifeni vzruchu pied vyvojem Tawarovych
ramének. Od 10,5ED pozorujeme v komorach expresi Cx40 v trabekulach a postupny vyvoj
Tawarovych ramének.

Na mapach z optického mapovani vidime v téchto stadiich dva druhy aktivace. Prvni je vznik
aktivace v oblasti levé komory a druhy typ aktivace je z oblasti mezikomorové, tedy z mista PIR.
Signal u této cirkuldrni struktury muze S§ifit obéma sméry, coz ovliviiuje misto vzniku prvni
aktivace.

4.2.2 Vedeni v pozdéjSich fazich vyvoje
Pozdéjsi faze vyvoje byly jiz dfive popsany i jinymi skupinami (Renschler et al., 2001). Tyto
studie byly provadény na malém mnozstvi embryi a prisuzovaly obvykle kazdému stadiu

vvvvvv

dochézi postupnym piechodem z primitivnéjSich vzort na vyspélejsi.
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Aktivace pomoci PIR je postupné nahrazovéana aktivaci cestou Tawarovych ramének a posledni
stadium, na kterém PIR pozorujeme, je 12,5ED. Prvni raménko, které zac¢ne fungovat, je
zpravidla to pravé, posléze se piida i levé a od stadia 14,5ED je pievazna cast srdci aktivovana jiz
obéma raménky, coz se projevi typickym obrazem dvou mist aktivac. Toto je jiz dospély typ,
ktery pozorujeme i postnatalné.

4.3 Vliv deficitu Cx40 na vyvoj pievodniho systému u mysi

Na casnych stadiich vyvoje nemél deficit Cx40 vyraznéjsi dopad na vznik a Sifeni signalu po
komoréach. Hlavnimi strukturami, které byly nedostatkem Cx40 postizeny, byla ptirozené
Tawarova raménka, v nichz hraje tento konexin klicovou ulohu. Proto jsme se zaméfili na
zhodnoceni funkc¢nosti jednotlivych ramének béhem vyvoje. Ta byla reprezentovana aktivaci
z oblasti levé resp. pravé komory.

Zajimali jsme se o stddia 12,5ED a vySe, nebot pravé vtéto dobé dochdzi k
jejich nejmarkantnéjSimu vyvoji.

4.3.1 Funkce levého Tawarova raménka béhem vyvoje

Na 12,5ED je ptfevazujicim typem aktivace zprava. Levé raménko je u vSech genotypu funkcni
asi v 40 - 60% zkoumanych srdci. U Cx40 deficitnich je tento pomér sice niz$i, rozdily vysledka
vsSak nejsou statisticky vyznamné.

Zajimava situace nastava ve stadiu 14,5ED, kdy vidime zifejmé (a statisticky vyznamné) sniZeni
funk¢nich levych ramének u Cx40 deficitnich mys$i, kdy u nich toto raménko nachazime funkéni
u 54% srdci, zatimco u WT je funkéni v 93%.

Situace se ovSem v dalSich stadiich jiz normalizuje a jak na 16,5ED tak na 18,5ED je levé
raménko funkéni ve 100% piipadi u vSech genotypi.

4.3.2 Funkce pravého Tawarova raménka béhem vyvoje

Dynamika funk¢nosti pravého raménka je znacné odlisSna od levého. U vSech genotyptli je na
12,5ED i na 14,5ED pravé raménko funkéni zhruba v 80% piipadi. U WT a Cx40™" zarodki
dochazi poté k postupnému vzestupu az do 100%, zatimco u Cx40 deficitnich jedincti dochazi
k prudkému poklesu a na stadiu 18,5ED je aktivace zprava piitomna pouze u 27% srdci. Podobny
blok pravého Tawarova raménka byl popisovan diive v literatufe u dospélych mysi s deficitem
Cx40 (Verheule et al., 1999).

U heterozygott je ve vétSiné ptipadli naznacen mirny pokles funk¢nosti (pfechodny fenotyp).

4.3.3 Doba aktivace komor

Podobné¢ jako u sini se naskyta otdzka, zda je u Cx40 deficitnich srdci delsi doba aktivace.
Rozdily v ¢asech aktivace u WT a heterozygoti byly pouze malé a statisticky nevyznamné. U
Cx40 deficitnich srdei dochéazelo k prodlouzeni aktivacnich Casid, které vSak bylo patrné a
statisticky vyznamné az v pozd¢jSich stadiich vyvoje. Na 18,5ED byla primérnd doba aktivace
komor u WT 5,2 ms a u Cx40-/- 7,5 ms (p<0,05). Je ziejmé, ze rozdil zde neni natolik vyrazny
jako v sinich.

4.3.4 Shrnuti
1. Funkce levého raménka je deficitem Cx40 ovlivnéna méné vyrazné, dochéazi pouze k niz§imu
zastoupeni funk¢nich levych ramének na stadiu 14,5ED a pozdéji je stav jiz normalni.
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2. Funkce pravého raménka je zpocatku vyvoje normalni a pozdéji vlivem deficitu Cx40 rapidné
klesa.
3. Deficit Cx40 mirné prodluzuje aktivacni ¢as komor v pozdéjsich stadiich vyvoje.
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5. Vysledky II.

Arytmogenni substrat a morfologické zmény u potkaniho modelu objemového srdecniho
selhani

Druhou studii je model objemového srdec¢niho selhéani u potkani. Na tomto modelu pracuje
skupina doc. MUDr. Melenovského v IKEMu a zajima se mj. o zmény v metabolismu lipidd pfi
vyvolaném srde¢nim selhdni (Melenovsky et al., 2011). Ve své studii jsem se zajimal zejména o
morfologické zmény, které obéhové pretizeni pfineslo, a o potencialni patofyziologicky podklad
arytmii, které byly pii srdecnim selhani pozorovany jak u tohoto modelu, tak u pacientl
v klinické praxi. Prace byly publikovany (Benes, Jr. et al., 2011; Melenovsky et al., 2011) a
mame v planu pokracovat s vyzkumem i na pozd¢jsich stadiich selhani.

5.1 Makroskopické a mikroskopické morfologické zmény

K posouzeni celkovych zmén v organismu byly zvdZeny u potkanti vSechny vnitini organy
s maximalni pozornosti zaméienou na srdce. Hypertrofie srdecni se da nejlépe vyjadtit pomoci
poméru vahy srdce ku vaze t¢la (HBWR — heart to body weight ratio), které bylo v obou stadiich
selhavani u AVF potkanli zhruba dvojnasobné (pfesné hodnoty viz ptilozeny c¢lanek). U srdci
byly vyrazné zesilené stény a to vzdy vyraznéji v pravé komoie (st€éna pravé komory po 11
tydnech o 58% siln€jsi a po 21 tydnech o 146% silnéjsi neZ kontroly; sténa levé komory v téchto
stadiich o 33% a o 83%). Tento fakt poukazuje na vznikajici kompenzatorni excentrickou
hypertrofii myokardu.

Z ostatnich organti byl vyrazny nariist vdhy pozorovan zejména u plic, coZ souvisi s retenci
tekutiny danou méstnanim krve pfi selhavani levé komory.

Na skenech zkonfokdlniho mikroskopu jsme méfili zmény ve velikosti bun€k. Jak se da
piedpokladat, kardiomyocyty se pii popisované excentrické hypertrofii jak prodlouzily, tak
zesilily, a to vyraznéji opet v pravé komote a vice ve stiedni vrstvé stény (v midmyokardu) nez
ve vnitini vrstvé svaloviny stény (v subendokardu).

5.2 Arytmogenni substrat v komorach selhavajicich srdci

Z hlediska vzniku arytmii jsme se zajimali zejména o mnozstvi, distribuci a fosforylaci Cx43 a o
ptitomnost fibrotickych zmén v myokardu.

Komorovou fibrézu jsme hodnotili na konfokélnich skenech pomérem plochy zeleného kanalu
(charakterizujici barveni pomoci WGA, tedy vazivo a membrany) vici ¢ervenému kanalu, ktery
reprezentoval cytoplasmu bun€k (pii barveni pomoci fluorescen¢ni Ig proti alfa-actininu). Poté
jsme nalez potvrdili klasickym barvenim picrosiriusovou ¢erveni. Vysledek byl vyjadien jako
pomér plochy zeleného signélu ku plose tkang. U AVF potkanti 21 dni po operaci byla 26%, u
kontrol 28,6%.

Distribuci a mnozstvi Cx43 a fosforylované formy Cx43 jsme hodnotili téz z konfokalnich skenti
na fezech barvenych specifickymi protilditkami. Vysledky jsme poté jesté¢ ovétovali pomoci
Western blottingu.

Celkové mnozstvi Cx43 nebylo pii hodnoceni z histologickych fezi u AVF srdci vyraznéji
snizeno. Western blotting prokazal sniZeni asi na 60% (coZ by vzhledem k abundanci Cx43
nemélo mit vyraznéjsi funkéni dopad). Mnohem dilezitéjsi pro arytmogenezi je vSak lokalizace
»Zap junctions®. Kromé oblasti interkalarnich diskti se Cx43 muze téz vyskytovat na lateralnich
stranach kardiomyocytti nebo v cytoplasmé (viz 2.2.1). Nicméné ani v tomto jsme neobjevili na
danych fezech rozdil. Pomér Cx43 umisténého v interkalarnich discich ku celkovému Cx43
v buiikach byl u AVF 33,7% a u kontrol 35,5%.
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Hlavnim parametrem, ktery vykazoval zménu, byla fosforylace. M¢fili jsme mnozstvi
fosforylovaného Cx43 v levé komoie v obou stadiich srdecniho selhani a zjistili jsem, ze
v obdobi 11 tydniti po operaci nedochézelo jesté k poklesu fosforylovaného Cx43, ale 21 tydnti po

operaci se jiz projevil pokles mnozstvi fosforylovaného Cx43 zhruba na 50% (tento udaj potvrdil
téz Western blotting).
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6. Diskuze a zavéry

6.1 Vliv Cx40 na Sifeni vzruchu v sinich

Role Cx40 v arytmogenezi byla popséna jiz mnoha skupinami (Dupont et al., 2001; Polontchouk
et al., 2001; Hauer et al., 2006). I ptesto stale neni piesna tloha Cx40 zcela objasnéna.

Ve své studii jsem popsal pomoci metody optického mapovani zplisob Sifeni vzruchu v atriich u
mySsi na embryonalnim stadiu 12,5ED (a orienta¢né jsem vyhodnotil téZ situaci na 14,5ED).
Vysledky mé studie ptinesly nasledujici zavery.

6.1.1. Rychlost vedeni vzruchu

Nedostatek Cx40 v embryonélnich sinich pfimo ovliviiuje rychlost Sifeni vzruchu myokardialni
tkani. Tento fakt sam o sob¢ piekvapivy neni, nebot’ Cx40 je prevazujicim konexinem v sinich a
je rychle vedoucim kanalem. Fakt, ze k Sifeni dochazi (byt zpomalen¢) i v Cx40 deficitnich
atriich ukazuje, ze chyb¢jici funkei Cx40 je schopen zastat jiny protein, zejména Cx43. Podle
studie Delorme et al. (Delorme et al., 1997) je exprese Cx43 v mySich atriich patrna od 12,5ED.
Z nasich dat vyplyva, Ze zpomaleni vedeni pii absenci Cx40 je na 12,5ED mnohem vyraznéjsi
nez na 14,5ED (aktiva&ni as na tomto stadiu je u Cx40"" pouze cca o 30% del3i oproti vice nez
trojnasobnému zvySeni na 12,5ED). Postupné zastoupeni funkce chybéjiciho Cx40 postupné
vzrustajicim mnozstvim konexinu 43 by tento fakt vcelku dobie vysvétlovalo. Navic nase
soucasné vyzkumy tohoto modelu na stadiu 10,5ED ukazuji, ze zde je dopad absence Cx40 jesté
veétsi nez na 12,5ED.

6.2.2 Ektopicka mista aktivace

A% 2/3 ze zkoumanych Cx40" srdci vykazovaly ektopické misto prvni aktivace v sinich. Toto
misto bylo u vSech srdci, kterd jsme zmapovali, umisténo v oblasti pravé sin¢ a jejiho ouska.
Vzhledem k tomu, ze ektopické misto jevilo takovouto uniformitu, piemysleli jsem o mozném
ektopickém vzniku srde¢niho pacemakeru. Na histologickych fezech deseti Cx40™" srdci na stadiu
12,5ED jsme nenasli v pravé sini zZadné HCN4 pozitivni kardiomyocyty, které by mohly ptispivat
k potencialni tkanové automacii. Nalez Ize tak vysvétlit bud’ funkéni poruchou (u niz je vSak
takovato jednotnost ne zcela presvédCiva) nebo abnormalnim Sifenim signalu z SA uzlu.
Vzhledem k tomu, Ze v uzlu samotném se Cx40 nenachazi, musi dochazet k hlavnim zménam
v oblasti obklopujici uzel, kde poté vznikd blok vedeni, podobné jak byl popsan v literatuie
v krali¢ich srdcich (Sano et al., 1965; Boyett et al., 1999). Vzruch by poté odchédzel z SA uzlu
jinou cestou, tzv. ,,abnormal exit site” (Fedorov et al., 2009). Proti této teorii svédci fakt, ze
frekvence srdci s ektopickym mistem aktivity byly obvykle vyssi nez pii aktivaci z SA uzlu
(kterd naopak byla relativné uniformni v ramci genotypti). D4 se proto ptredpokladat, ze opravdu
vznikd funk¢éni misto ektopické aktivity v pravé sini, které zacne vytvaret rychlejsi rytmus, ¢imz
znemozni funkci pomalejSimu SA uzlu (jde vlastné o jakési sinové extrasystoly).

Rozsahlou studii zabyvajici se Cx40 deficitnimi mySmi provedla slupina Gregory Morleyho
(Leaf et al., 2008). Zabyvali se fadou stadii a mimo jiné popsali tézZ zmény béhem embryonalniho
vyvoje, resp. na stadiich 13,5ED a 15,5ED. V mnohém se jejich data shoduji s nasimi, avSak
s jednou dilezitou diskrepanci. Téz pozorovali u Cx40-/- srdci vznik ektopickych aktivaci
v sinich, avSak na mnoha rozli¢nych mistech. Tato odlisnost ma jist¢ fadu moznych vysvétleni.
Leaf et al. (Leaf et al., 2008) pouzivali odlisSny protokol pro optické mapovani a techniku
piipravy a umisténi srdce (zejména mechanické ptizptisobovani tvaru sini). Odlisna stadia vyvoje
a odlisny geneticky podklad mysi jisté téZ sehrali svou roli.
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6.2.3 Doba aktivace sini z ektopického mista

Pokud dochazelo k Sifeni aktivace z ektopického mista, doba Sifeni po atriich byla jesté vice
prodlouzena nez pti pouhé absenci Cx40 pfi Siteni z SA uzlu. Tento fakt poukazuje na pfitomnost
jistych preferencnich cest Sifeni vzruchu v sinich, které vedou od SA uzlu a urychluji pribeh
aktivace. Jednim z téchto svazkt je naptiklad interatridlni svazek Bachmanntv, ktery byl jiz diive
popsan u kufete (Sedmera et al., 2006).

Verheule et al. popsal ve své studii fadu elektrofyziologickych zmén u Cx40 deficitnich
dospélych mysi (Verheule, 1999). Mimo jiné objevil prodlouzenou vinu P (kterd odpovida
aktivaci sini) a pokles rychlosti vedeni vzruchu o 30%, coz odpovida nasim vysledkiim na stadiu
14,5ED. Navic pii stimulaci sini elektrodou vyvolaval u mysi sifiové tachyarytmie az u 50%
zkoumanych Cx40-/- mutant. Toto dokazuje, Ze takového zpomaleni vedeni by mohlo byt téZ u
lidi podkladem pro vznik arytmii pti poruchach distribuce Cx40.

6.2 Vliv Cx40 na vyvoj funkce komorového prevodniho systému

Vzhledem k pfevazujici lokalizaci Cx40 v trabekulach komor a posléze v Tawarovych
raménkach, hlavni zmény pfi deficitu Cx40 jsme oCekavali ve zménach aktivaci v jednotlivych
fazich vyvoje. Struktura PIR neobsahuje Cx40, a proto jsme neptedpokladali (a ani nenachazeli)
vyrazné€j$i zmény v aktivaci na ¢asnych stadiich. V pozdéjsich obdobich embryondlniho vyvoje
jsme vSak nasli zmény vyrazné.

6.2.1 Blokada pravého raménka Tawarova

Nejzajimavéj$im nalezem byl postupné vznikajici blok pravého Tawarova raménka. Zmény EKG
tohoto druhu popsalo uz diive na dospélych mysSich nékolik védeckych skupin (Verheule et al,
1999; Tamaddon et al., 2000). Dvod, pro¢ je pravé raménko zpocatku u vétSiny Cx40-/- srdci
funk¢ni a posléze dochazi k jeho blokadé, je tieba hledat v morfologické stavbé vznikajiciho
pravého raménka. Je patrné, Ze struktura raménka je zpocatku relativné objemna a Siroka a
s postupujicim ristem srdce dochazi ke ztenCovani az do konecné faze, kdy pravé raménko
Tawarovo tvoii pouze nevelké mnozstvi vldken prevodniho systému. Piedpokladame tedy, ze
v pocatcich vyvoje ramének pievodniho systému je pro funkci rozhodujici morfologické struktura
(v tomto piipad¢ velikost), kterd dostatecné¢ nahrazuje absenci rychle vedouciho Cx40.
S postupem casu, kdy dochazi k ztencovéani této struktury, stdva se zavislej$i na pfitomnosti
rychle vedoucich kanall, které v ptipadé Cx40-/- srdci pfitomny nejsou a tudiz zde dochdzi
k blokade.

6.2.2 SniZeni funkce levého raménka Tawarova ve 14,5ED

Statisticky vyznamny pokles funk¢énosti levého Tawarova raménka na 14,5ED pfipisujeme spise
nez morfologii (jak tomu bylo vpravo) samotnému deficitu Cx40. Ten je v komorach ve vétSim
mnozstvi detekovatelny az od 14,5ED dale. Otazka ptitomnosti a funk¢nosti Tawarovych
ramének na stadiu 12,5ED je siln¢ diskutabilni. Cx43 je zde detekovatelny az o den pozdéji. Tato
diskrepance nejspiS zptsobuje pokles funkénosti. Na 14,5ED je nepfitomnost Cx40 v levém
raménku ¢aste¢né kompenzovana morfologii, nicméné jak je vidét, pokles funk¢nosti tu patrny je.
O den pozdéji nastoupi exprese Cx43, ktery dostateéné zastoupi v objemném levém raménku
funkci Cx40.
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6.3 Arytmogenni substrat pri objemovém srde¢nim selhani

U velké tady srdec¢nich patologii (napf. angina pectoris, hypertrofie komory pii hypertenzi) je
jednim z hlavnich arytmogennich ¢initeli srdecni fibréza. V myokardu se nachazeji oblasti (vétsi
¢i mensi) fibrotické tkané, které vytvareji blokady vodivosti a jsou pfic¢inou reentry fenomént.
V naSem modelu objemového srdecniho selhani jsme vSak fibrézu neprokazali, a pfesto byly u
potkanli pozorovany casté arytmie. Divodl hledat na téchto srdcich arytmogenni potencial bylo
vSak vice. Podobné stavy objemového pretizeni myokardu prokazatelné spojeny se zivot
ohrozujicimi komorovymi tachyarytmiemi byly popsany v literatufe (von Olshausen et al., 1983).
Zvysené riziko nahlé srdecni smrti bylo popsano i u symptomatickych pacientli s objemovym
pfetizenim danym mitralni regurgitaci (Grigioni et al., 1999).

Vzhledem k absenci vyraznéjsich fibrotickych zmén v selhavajicich srdcich jsme se zaméfili na
jiné potencialni zdroje arytmii. Vénovali jsme se zejména zménam v distribuci, mnozstvi a
fosforylaci Cx43 v srdci. Kromé zmén v Cx43 vSak mohou pfichazet jako mozné zdroje poruch
rytmu vuvahu téz napf. zmény v iontovych kanalech, které se cCasto vyrazné¢ podileji na
patogenezi arytmii (Shah et al., 2005).

Vétsina zmén v distribuci a mnozstvi Cx43 v myokardu selhdvajicich potkanii nebyla vyznamna
a vysledky korespondovaly s nékterymi obdobnymi studiemi provedenymi v minulosti (u
nekolika studii dochazelo ve vysledcich k diskrepancim vlivem odliSnych metod vyzkumu — viz
diskuse v pfilozeném ¢lanku) (Burstein et al., 2009; Dupont et al., 2001; Emdad et al., 2001).
Jako mozny arytmogenni substrat jsme objevili vyrazné snizenou fosforylaci Cx43 ve stadiu
dekompenzovaného srde¢niho selhéni (21 tydnl po vytvoreni zkratu). Tyto zmény jsou v souladu
s vysledky jinych skupin zabyvajicich se srdecnim selhdnim a arytmiemi (Ai et al., 2005).
Ovlivnéni fosforylace Cx43 pfi srdecnich patologiich se timto jevi jako dobra potencidlni cesta
k farmakologické profylaxi arytmii, jak potvrdila jiz skupina Roberta Gourdieho (O’Quinn et al.,
2011).
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