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Abstrakt

Kardiovaskularni systém je prvnim funkénim organem, ktery se vyviji u obratlovcl béhem
embryonalniho vyvoje. Srdce je nenahraditelné pro transport zZivin a odvod odpadnich latek.
Béhem vyvoje embrya srdce nejenom roste, ale zaroven jiz plni funkci pumpy pohanéjici krevni
obéh. S postupujicim vyvojem je nutné zajistit dostate¢né zasobovani srdce kyslikem a vznikaji
tak koronarni cévy. Vzhledem k tomu, Ze kaidy kardiomyocyt je obklopen alespon jednou
koronarni kapilarou, hraje interakce mezi kardiomyocyty a burikami endotelu nepostradatelnou
roli ve spravném fungovani srdce. Pochopeni, jakym zplsobem mezi sebou komunikuji tyto dva

typy bunék, je nezbytné pro medicinsky vyzkum regenerace srdecni tkané.

V dostupné literatufe je popsana fada faktor(, které se Ucastni vyvoje cév a jejich
komunikace s kardiomyocyty. Tyto faktory jsou vSak popisovany jako samostatné signalizacni
drahy, nikoliv jako systém navzajem se ovliviiujicich mechanism(. Hlavnim cilem této bakalarské
prace je propojeni jednotlivych signalizacnich kaskad a popsani jejich vzajemné interakce.
Detailnéji jsou shrnuty hlavni faktory VEGF, Notch, PDGF, Angiopoietin a dalSi. Zminéné jsou i
patologie, které jsou spojeny s mutacemi v signalizacnich kaskadach a moznosti vyuZiti faktor(
v mediciné. Vysledky této prace jsou shrnuty v review ,Development and pathologies of
coronary microvasculature and its crosstalk with cardiomyocytes” (Neffeova et al.,, 2021,
accepted), ve kterém jsem sepsala kapitolu o mechanismech komunikace kardiomyocytl

s endotelovymi burikami koronarni mikrocirkulace.

Klicova slova: angiogenese, signalizacni molekuly, koronarni cévy, srdce, embryonalni vyvoj



Abstract

The cardiovascular system is the first functional system that develops in vertebrates during
embryonic development. Its irreplaceable function is the transport of nutrients and the removal
of waste products. During the development the heart not only grows, but also acts as a pump
that drives the blood circulation of the embryo. With advancing development, it is necessary to
ensure an adequate supply of oxygen to the heart, for that reason coronary arteries are formed.
Each cardiomyocyte is surrounded by at least one capillary, therefore the interaction between
cardiomyocytes and endothelial cells plays an indispensable role in the proper functioning of the
heart. Understanding, how cardiomyocytes and endothelial cells communicate, is essential for
medical research in cardiac tissue regeneration.

A number of factors involved in coronary development are described in the literature.
However, these factors are described as separate signaling pathways, not as a system of
mutually interacting mechanisms.

The main goal of my bachelor thesis is to connect individual signaling cascades important
in cardiomyocyte-endothelial cell communication and describe their interactions. The main
factors overviewed are VEGF, Notch, PDGF, Angiopoietin and others. Factors function and
signalization is reviewed in details. Pathologies that are associated with mutations in signaling
cascades and the possibility of using factors in medicine are also mentioned.

This work is going to be published in the review ,,Development and pathologies of coronary
microvasculature and its crosstalk with cardiomyocytes” (Neffeova et al., 2021, accepted), in
which | wrote a chapter on the communication of cardiomyocytes with endothelial cells of the

coronary microcirculation.
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1 Uvod

Onemocnéni koronarnich artérii patfi k nejcastéjsim pricinam umrti u pacientd
ve vyspeélych statech. Tato onemocnéni se vyznacuji dysfunkci koronarnich tepen, které zasobuiji
srdecni svalovinu kyslikem a potfebnymi Zivinami. Mimo bézné pfriciny neprichodnosti cévy
nahromadénim aterosklerotickych plakd ¢i krevni srazeninou (trombem), je velmi castou
pficinou poruseni cévni stény stfednich a malych korondarnich cév (coronary microvascular

disease), oboji vede k ischémii srdec¢ni tkané — infarktu myokardu.

K 1é¢bé onemocnéni je nejdfive nutné porozumét zakladnim mechanismim vyvoje

koronarnich cév a komunikaci kardiomyocytd s burikami endotelu cév.

V této bakalarské praci jsou popsany molekuldrni mechanismy signalizace osmi hlavnich
faktor(, které se uUcastni komunikace mezi endotelem a kardiomyocyty vramci vyvoje a
neovaskularizace koronarnich cév. Zasadnim prinosem této prace je predstaveni téchto faktor(

jako systému, ve kterém jednotlivé faktory nepracuji izolované, ale ovliviiuji se navzajem.

Klicovym signdlem kaskady je rdstovy faktor krevnich cév — VEGF, ktery v reakci na hypoxii
indukované faktory HIF atrahuje bunky endotelu k ristu do neokysliceného myokardu. VEGF
zaroven podporuje expresi Delta ligand( (DII4), které po navazani k receptoru Notch dokazou
regulovat rust cév. Stabilita cév je zas ovlivnéna Angiopoietiny. Faktor PDGF podporuje
endotelovou proliferaci prostfednictvim VEGF a stabilizuje cévni sténu navadénim pericyt(.
Poslednimi zminénymi faktory v této praci jsou oxid dusnaty (NO), zvySujici permeabilitu cév a

Neuregulin, ktery umoZnuje diferenciaci bunék ve zralé kardiomyocyty.

Velka cast téchto faktorl byla detekovana i u dospélych jedincl s ischémii srde¢ni tkané.

Reaktivace téchto signalizacnich drah tak hraje dlleZitou roli v regeneraci myokardu.



2 Vyvoj koronarnich cév
Koronarni cévy vznikaji mechanismy angiogeneze a vaskulogeneze. Za vaskulogenezi se

povaZuje vyvoj primarnich cév z angiogennich bunék, které doposud nevytvarely cévni sténu.
Angiogenese je naopak proces, kdy cévy vznikaji tzv. pucenim z jiz existujicich cév. Béhem
4. tydne vyvoje lidského embrya zacind primitivnim kardiovaskularnim systémem proudit krev
(Cihak, 2016; Risau, 1997; Risau and Flamme, 1995; Wada et al., 2003).

Historicky pohled na vyvoj koronarnich cév se s pribéhem c¢asu zasadné proménoval.
Nejplvodnéjsi studie zastavaly nazor, Ze koronarni artérie vyrastaji z aorty (Bennett, 1936;
Grant, 1926; Hutchins et al., 1988; Lewis Frederic T., 1904). Pozdéjsi experimenty na chimérach
kiepeléich embryich ¢i genetické mapovani na mysich (genetic cell lineage tracing) prokazaly,
Ze je tomu naopak a artérie se napojuji k aorté az po vytvoreni vaskularniho plexu (Bogers et al.,
1989; Groot et al., 2004; Manner, 1999; Pérez-Pomares et al., 2002; Tian et al., 2013).

Vyvoj korondrnich tepen je vicestupniovy proces, ktery nejdfive zahrnuje formaci raného
plexu a nasledné jeho remodelaci ve zralou cévni sit. BEéhem rané faze embryogenese je srdec¢ni
sténa natolik tenkd, Ze nepotiebuje zasobeni cévami, dokdze se okyslicovat pomoci krve, ktera
protékda samotnym orgdnem, principem difuze. Ndaslednym zesilenim srdecni svaloviny a
zvySenim metabolismu dochdzi k aktivaci vaskularizace komor (Dunwoodie, 2009;
Red- Horse and Siekmann, 2019). U ¢lovéka k tomu dochazi ve tfetim tydnu zarodecného vyvoje
(u mysi od ED9,5) z proepikardidlniho organu (PEO), ktery je lokalizovan na perikardialnim
povrchu septum transversum, blizko sinus venosus. Buriky z PEO putuji k povrchu myokardu a
formuluji tak epikard. Nékteré bunky putuji do oblasti subepikardu a podstupuji EMT (epithelial-
mesenchymal transition). Z mezenchymovych bunék (tzv. epidermal-derived cells — EPDCs)
migrujicich myokardem vznika mimo jiné i hladka svalovina cév (Colliva et al., 2020; Liu and Feng,
2012; Mikawa and Gourdie, 1996; Reese et al., 2002; Viragh and Challice, 1981; Wada et al.,
2003). Tento vyvoj epikardu potvrdil Ménner a spol., u embryi kufat s odstranénym PEO se
nevyskytoval epikard (Manner, 1993).

Vétsina endotelovych bunék a bunék hladké svaloviny koronarnich cév se wvyvijeji
z mezodermu lateralni ploténky. Epikard obklopujici myokard dava vzniknout korondrnim cévam
vnéjsi povrchu srdce a mikrocévam, které jsou uloZeny uvnitf myokardu (Dunwoodie, 2009).

| v 21. stoleti je publikovana celd fada review a c¢lank( zabyvajicich se plvodem endotelu
koronarnich cév. Publikovand data se vSak v mnoha ohledech lisi a ani dnes neexistuje jeden
obecné uzndvany zavér endotelového plvodu. Nejcastéji citované a nejuzndvanéjsi pohledy
na tuto problematiku predstavuji publikace od Kristy Red-Horse. Vysledky Red-Horse ukazuji,
Ze korondrni artérie nepochazi z PEO, ale z endotelovych sproutll sinus venosus odkud se

rozrlstaji po povrchu myokardu a vytvareji tak koronarni plexus (Red-Horse et al., 2010).
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Obr. 1 Vyvoj korondrnich artérii z proepikardidlniho orgdnu (PEQO).
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Horni ¢dst schéma zobrazuje prinik PEO (modrd) do srdce ve fdazi looping, EMT a formaci plexu v budouci
arteridlni sit. Ve spodni ¢dsti je model mezenchymdini migrace a diferenciace na prifezu myokardu.

Upraveno podle (Reese et al., 2002).

Tento zdroj endotelu potvrdily i studie Chen et al., 2014 a Tian et al., 2014. Dalsim, avSak
minoritnim zdrojem je endokard lemujici srdecni komory, z kterého buriky migruji, vytvareji
krevni ostrlvky a napojuji se na koronarni plexus v blizkosti interventrikularniho septa
(Red-Horse et al., 2010). Pozdéjsi vyzkum, ktery podobné jako studie Red-Horse vyuZil metodu
klondIni analyzy (Npr3-CreER) potvrdil zdsadni pfispévek endotelu v artériich
interventrikularniho septa, u artérii stén ventrikulu byl plvod z endokardu minimalini (Zhang et
al., 2016).

Korondrni artérie se napojuji na ascendentni aortu na Urovni pravého a levého sinus aortae.
Bogers et al., 1989 zaregistrovali pfitomnost korondrnich tepen ve sténé aorty dfive, neZ se
vytvari koronarni ostia. Tento objev podpofil nazor, ze koronarni cévy vristaji do aorty, nikoliv
z ni (Bogers et al., 1989) a byl potvrzen dalsimi pokusy na kiepelcich chimérach (Poelmann et al.,
1993), kuratech (Waldo et al., 1990) a potkanech (Tomanek et al., 1996). Nejdfive zacina
do aorty vrlstat cév hned nékolik a aZ posléze se uplatni dvé — arteria coronaria dextra a arteria
coronaria sinistra (Ando et al., 2004). Rany vaskularni plexus je sloZzen z malych, velikostné
stejnych cév. Po napojeni plexu k aorté zacind systémem proudit krev a dochazi k remodelaci
cév ve kterém je plexus preménén v hierarchickou sit artérii, kapilar a vén (Pleva et al., 2014;
Sharma et al., 2017). Viz obr. 1 a 2.

Angiogenesi mUZeme zaznamenat i v tumorech, které pomoci cév pfijimaji potfebné Ziviny
a kyslik (Tsuzuki et al.,, 2001). Role vaskulogenese v patologiich u dospélych byla shrnuta
napf. v revue Pérez-Pomares a Tomanek and Schatteman (Pérez-Pomares et al., 2016; Tomanek

and Schatteman, 2000)
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Obr. 2 Model vyvoje korondrnich artérii.
Korondrni plexus (fialovd) obklopen pericyty (Zlutd) migruje po povrchu myokardu a cévy se vnoruji
i dovnitr svaloviny. Ndsledné se plexus napoji na aortu a dochdzi k jeho remodelaci ve zralé artérie

(Cervené). Prevzato z (Sharma et al., 2017)

3 Anatomie koronarnich cév

Cirkulaci Zivin srdce zajistuji koronarni tepny (arteriae coronariae) a zily (venae cordis).
ProtoZe se mezi cévami srdce vyskytuji anastomézy jen v malé mire, z funkéniho hlediska funguji
koronarni cévy jako cévy konecné. Pfi obstrukci cévy tak dochazi k ischémii tkané, k tzv. infarktu
myokardu (Pollard, 2000).

U savcl koronarni systém sestava ze sité tepen, arteriol, kapilar, venul a Zil (Seiler et al.,
2013) a paralelni sité lymfatickych cév (Klaourakis et al., 2021; Norman and Riley, 2016). Artérie
a vény jsou sloZeny z vnitfni endotelové vrstvy, stfedni vrstvy tvofené hladkou svalovinou a
z vnéjsi vrstvy tvorené pojivovou tkani. Artérie se od vén lisi pfedevsim silnéjsi medialni vrstvou
s vétsSim zastoupenim hladké svaloviny a elastinu.

Histologicky je koronarni systém podobny artériim zbytku téla. Histologicky snimek
korondrni tepny na obr. 3. Vnitfni ¢ast artérii tvofi tunica intima, tvofena podlouhlymi burikami
kontinualniho endotelu orientovanymi ve sméru toku krve. Jedna se o jednovrstevny dlazdicovy
epitel, ktery navazuje na membrana elastica interna (bazalni membrana), sit elastickych a
kolagennich vlaken. U vétsich cév se vyskytuje subendotelova vrstva ridkého kolagenniho vaziva.
Prostfedni vrstva se nazyva tunica media. Jedna se o nejsilnéjsi ¢ast arteridlni stény, kterd
je tvofena cirkularné usporadanou hladkou svalovinou. Nalézame zde i kolagenni a elasticka
vldkna. Podle zastoupeni téchto vldaken délime tepny na tepny elastického ci svalového typu.
Vétsi cévy obsahuji vyssi zastoupeni elastickych vldken, aby tak odolaly tlakovym a objemovym
zménam béhem stfidani systoly a diastoly. Posledni ¢ast se nazyva tunica externa (adventitia),
sloZzena z fibrilarniho vaziva. Ta je od medidlni vrstvy oddélena membrana elastica externa. Cévy
o priméru vétsim nez 1 mm, kterym nestaci pfisun Zivin z krve protékajici lumen, jsou
penetrovany pridatnymi cévkami, tzv. vasa vasorum (Cihdk, 2016; Konradova et al., 2000;

Reese et al., 2002)



Obr.3 Histologicky snimek korondrni tepny
Mikroskopicky snimek prirezu korondrni tepny dospélého Clovéka s popisem jednotlivych vrstev cévy. Na
obrdzku tunica intima (Tl), membrana elastica interna (IEM), tunica media (TM), kardiomyocyty (CM),

tunica adventitia (TA). Zvétseno 175krdt. Prevzato z ucebnice Histology (Ross and Pawlina, 2016)

4 Molekularni mechanismy vaskulogenese a angiogenese

Za vyvoj cév obecné (nejen koronarnich cév) je zodpovédnych hned nékolik faktor( a jejich
receptorll. Vaskulogenese je iniciovana plisobenim rlistového faktoru fibroblastl (FGF2 - basic
fibroblast growth factor) (Cihak, 2016). Jedna se o faktor s pleiotropickym efektem v odlignych
bunkach a odlisnych organovych systémech (Bikfalvi et al.,, 1997). FGF2 je zodpovédny
za diferenciaci mezenchymalnich bunék v angioblasty (prekurzory endotelovych bunék), které
vytvari krevni ostrlvky, tzv. hemangioblasty. Ty se skladaji z hematopoetickych bunék
nachazejicich se v centru ostrlivku a z angioblastu, které jsou na obvodu (Poole et al., 2001).

Angiogenese je zahdjena angiogennimi signdly aktivaci endotelovych bunék, které jsou
doposud v klidovém stadiu. Nejdfive dochazi k degradaci bazalni membrany pomoci proteaz a
k disociaci pericytll, které cévu obklopuji a stabilizuji. Nasledné dochazi k proliferaci
endotelovych bunék. Tomuto procesu se fika z ,,sprouting”, tzv. puceni. Vedouci burnky tohoto
sproutingu se nazyvaiji ,tip cells“ (vrcholové buriky) a vytvareji filopodia, kterd sméruji k mistu
angiogenniho stimulu (Fagiani and Christofori, 2013; Gerhardt et al., 2003; Ruhrberg et I., 2002).
Vedouci bunky jsou nasledovany ,stalk cells” (buriky nasledujici), které utvareji lumen cévy.
Odlisny fenotyp téchto typl bunék je dan rozdilnou genovou expresi genll, mezi které patfi

napf. Notch, VEGF, PDGFB a dalsi.



Hlavnim reguldtorem specifity bunék je Notch signalizacni drdha. Aktivace této drahy
spojenim Notch se svym ligandem (Delta, Jagged) zpUsobi transkripci gen(, které zméni osud
dané bunky a pomoci laterdlni inhibice zabrani stejnému osudu bunce pfilehlé. V ramci
angiogeneze Notch aktivace zabranuje tvorbé tip cells a podporuje tvorbu stalk cells (Geudens
and Gerhardt, 2011; Hellstrom et al., 2007).

Mezi nejdulezitéjsi mitogeny stimulujici sprouting patfi VEGF a jeho receptor VEGFR-2.
Tento faktor produkuji kardiomyocyty, které tak odpovidaji na nizkou koncentraci kysliku.
Exprese VEGF je exprimovana na zakladé dimerizace HIF podjednotek. HIF-1a neni v hypoxickém
prostfedi degradovan a tak po dimerizaci sbeta podjednotkou zahdji transkripci genl
stimulujicich vaskularizaci (Alberts, 2002; Diez et al., 2007; Gustafsson et al., 2005). Zaroven
VEGF podporuje produkci DIl4. Angiogenese je vSak korigovdna negativni zpétnou vazbou, kdy
Notch inhibuje expresi VEGF a tim zabranuje nadmérné denzité cév v tkdni. Inhibice
v signaliza¢ni draze Notch indukuji nadmérné vétveni cév (Leslie et al., 2007; Siekmann and
Lawson, 2007). Pocatky angiogeneze (sprouting) ovlivnéné komunikaci mezi VEGF a NOTCH

viz obr. 4.

A Initiation of vessel formation
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k VEGF. Prevzato z (Geudens and Gerhardt, 2011).



Poté, co je vytvoren zaklad cévy s jejim lumen dochazi k maturaci cév a rekrutovani
pericytd a bunék hladké svaloviny. Za rekrutovani pericytli je zodpovédny platelet-derived
growth faktor (PDGF-B) (Wilkinson-Berka et al., 2004). Ten zaroven podporuje angiogenesi
indukci exprese VEGF v burikdch endotelu. Pericyty produkuji i Angiopoietin, resp. jeden z jeho
typQ, Angl, ktery zajistuje stabilitu cév. Stabilita cév je podpofena i vytvafenim EC-EC spojl
pomoci Angl a receptoru Tiel a Tie2 (viz obr. 5). Jeho antagonistou je endotelem produkovany
Ang2, ktery ma destabiliza¢ni uc¢inky a napomaha disociaci pericytl a tak i sproutingu cév. Angl
zaroven zvysuje permeabilitu cév prostfednictvi endotelové NO syntazy eNOS a podporuje
expresi DIl4 (Barouch et al., 2002; Geudens and Gerhardt, 2011; Patan, 1998; Saharinen et al.,
2017; Visconti et al., 2002). Exprese Angl a VEGF je podporovana i Neuregulinem (Nrg-1)
(livanainen et al., 2007; Zeng et al., 2013)

Pro propojovani artérii a vén do jednotného systému, kterym proudi krev je
nepostradatelnd signalizace pomoci Ephrind. Wang et al., 1998 prokazali odliSnou expresi
Ephrind v endotelu artérii a vén. Arterialni buriky produkuji transmembranovy ligand ephrin-B2,
ktery se vaze na receptor Eph-B4 na povrchu endotelu Zil. Cilené mutace v expresi Ephrin(
zpUsobuji defekty pfemény primarniho plexu ve zralou koronarni sit (Wang et al., 1998).

Vivaj o — Endotelova burika
koronamich céy, T OB —-

|aterdini innibice kx‘m Nateh

Proliferace

'\_;
P
NRG-1

Diferenciace

KArdiomyac) T\_//\

NICD
HIF-1o

Notch

e —»

P3 UEI F8D '\"E;—

-// HYPOXIE
HIF-1a Kardiomyocyt

Obr. 5 Schéma komunikace endotelovych bunék a bunék srdecni svaloviny béhem angiogenese.

Sipkami je zndzornéna vzdjemnd requlace faktorii. Schéma vytvorené pro review (Neffeovd et al.,

2021, accepted) v programu BioRender. PreloZeno do ceského jazyka.



4.1 Signaliza¢ni faktory

4.1.1 HIF

Transkripcni faktor HIF-1 (hypoxial-inducible factor) hraje u savcd klicovou roli
v okysli¢ovani tkani, a tedy v udrZovani kyslikové homeostazi. Jedna se o dimerni protein, ktery
v reakci na nizkou koncentraci kysliku iniciuje angiogenesi v hypoxickych mistech, jako jsou
ischemické svaly ¢i nadory. HIF-1 indukuje transkripci vice nez 60 protein(,, mezi které patfi
napftiklad erythropoietin, insuline-like growth factor-a a hlavni mediator HIF signalizace VEGF
faktor (Krishnan et al., 2008; J.-W. Lee et al., 2004).

Tento protein se sklada ze dvou podjednotek. Z jedné varianty HIF-B podjednotky
(HIF-18/Arnt, Arnt2, Arnt3) a jedné ze tfi variant podjednotky HIF-a (HIF-1a, HIF-2a nebo
HIF-3a), jejiz exprese, bunécna lokalizace a stabilita je zavisla na koncentraci kysliku, zatimco
beta podjednotka je exprimovana neustale bez vlivu na oxygenaci. Obé podjednotky obsahuiji
N-terminalni basic helix-loop-helix motivy (bHLH), ke kterym se vaze molekula DNA.
V alfa podjednotce se dale nachazi oxygen-dependent degradation (ODD) doména, ktera je
hydroxylovana proline-hydroxylase-2 (PHD-2). Hydroxylace <¢ini podjednotku nachylnou
k proteasomalni degradaci za normoxickych podminek, a tak nedochazi k signalizaci (Ruas and
Poellinger, 2005).

Dale jsou soucasti alfa podjednotky dvé transaktivni domény (TAD), které reguluji HIF-1
cilené geny. CREB binding protein (CBP) a p300 jsou dva transkrip¢ni ko-aktivarory HIF-1aq,
interagujici s C-termindlni TAD (C-TAD) (Dunwoodie, 2009; Menendez-Montes et al., 2016).
Aktivita HIF signaliza¢ni drahy je nezbytna pro spravny vyvoj srdce. Absence HIF-1a ¢i HIF-1R
vede k zavaznym abnormalitdm v morfogenezi srdce, absence HIF-2a nebo HIF-3a nikoliv.
Béhem vyvoje je HIF-la exprimovan v mistech hypoxie, do ED9,5 je myokardium obecné
hypoxické (pod 2 %), od ED13,5 je hypoxie omezena na oblast vytokového traktu, myokard
mezikomorového septa a atrioventrikuldrnich polstark( (z anglictiny, cushions — struktura
odvozena z endokardu, kterd utvari budouci atrioventrikularni septum a chlopné) (Dunwoodie,
2009; Krishnan et al., 2008; J.-W. Lee et al., 2004).

Mysi embrya s knock-outovanym genem pro HIF-1a se doZivaji nanejvys ED10 (looping
stage). Z tohoto dlivodu nelze touto metodou potvrdit nepostradatelnost HIF faktoru ve vyvoji
koronarnich cév, které vznikaji az v pozdéjsich stadiich. Mezi morfologické defekty delece HIF-1R
a HIF-1a patti hyperplazie ¢i hypoplazie (dle zasaZené alely), zvysena proliferace kardiomyocytd,
redukce nebo absence trabekul. Ztrata HIF-1a ¢i HIF-2a v endotelu se neprojevila zadnymi
malformacemi na rozdil od deleci v kardiomyocytech, které potvrdili dilezZitost exprese HIF

v myokardu pro vyvoj srdce (Adelman et al., 2000; Aitola and Pelto-Huikko, 2003; Dunwoodie,



2009; Huang et al., 2004). Caste¢na delece HIF-1a z kardiomyocytd zpGsobila signifikantni
redukci mikrovaskularity (Huang et al., 2004).

HIF-1 se dale Gcastni procest imunologické odpovédi a anaerobniho metabolismu, ale
je zodpovédny i za pfezivani a proliferaci rakovinnych bunék. Tyto vlastnosti jej fadi mezi mozné
adepty genové terapie. Aktivaci jeho exprese by tak mohl pomoci pfilécbé ischemickych chorob

zatimco jeho inhibici by se mohlo zamezit ristu nador( (Ziello et al., 2007).

4.1.1.1 Signalizace

V normoxickych podminkdch myokardu (pod 5% koncentrace kysliku) dochazi
k hydroxylaci dvou prolinovych zbytkd alfa podjednotky pomoci prolyl hydroxylazy-2 (PHD-2).
Hydroxylované podjednotky jsou rozpoznany von Hippel-Lindau (VHL)/E3 ubikvitin ligasovym
komplexem, a predurceny tak k degradaci na proteasomech. Zaroven jsou hydroxylované
asparaginové zbytky v TAD pomoci FiH (faktor inhibujici HIF), které brani navazani transkripéni

ko-aktivator( CBP/p300 (viz obr. 6).
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Béhem hypoxie je inhibovana hydroxylace prolinovych a asparaginovych zbytkd. Alfa
podjednotka se tak akumuluje v jadfe a dimerizuje s beta podjednotkou. Po navazani aktivacnich
gen(, p300 a CBP na domény TAD se zprostredkuje transkripce HIF cilenych gen( (target genes)
(Gustafsson et al., 2005; J.-W. Lee et al., 2004; Ruas and Poellinger, 2005; Ziello et al., 2007).

4.1.2 VEGF

Rastovy faktor krevnich cév (Vascular endothelial growth factor — VEGF) strukturdlné
patfi do rodiny PDGF. Jeho struktura obsahuje osm konzervovanych cysteinovych zbytkd, coz je
pro tuto rodinu specifické. Obecné je zndmo pét typl VEGF mRNA, které kéduji VEGF faktory
(VEGF-A, B, C, D a placentalni rastovy faktor — PIGF). Navzajem se odliSuji rdznou molekulovou
hmotnosti a biologickymi funkcemi. To je zplsobeno alternativnim sestfihem stejného genu
(Neufeld et al., 1994).

V rdmci angiogenese povaZujeme za nejdlleZitéjsi z téchto typl VEGF-A isoformu, také
uvadénou zkracené jako VEGF. Je dulleZitym hracem v procesech angiogenese in vivo,
vaskulogenese a neoangiogenese, zprostiedkovavd endotelovou proliferaci, prezivani,
vasodilataci a zvySuje cévni permeabilitu. VEGF také kontroluje EMT béhem formace
atrioventrikuldrnich polstark( (Chang et al., 2004; Colliva et al., 2020; Coultas et al., 2005;
Nilsson and Heymach, 2006; Risau and Flamme, 1995).

FIk-1/KDR null mutantni mysi vykazuji naruseny vyvoj endotelovych a hematopoetickych
bunék. Také null mutace Flt-1 vedla k ¢asné embryonalni smrti v ED8,5 z dlivodu nadmérného
rastu a dezorganizaci endotelovych bunék (Hiratsuka et al., 1998). Dle Shalaby et al., se nevytvari
krevni ostrivky v Zadném stadiu véetné Zloutkového vacku (Shalaby et al., 1995). Obdobné
vysledky snizené denzity cév se potvrdily i u postnatalni delece VEGF receptort VEGFR-1a -2 (Ho
and Fong, 2015; Karaman et al., 2018).

Mysi se specifickou deleci VEGF-A v myokardu se vyznacuji nizkou hustotou
mikrovaskulatury v srdecni svaloviné (viz obr. 7), ale i ztencenou a dilatovanou sténou komor a
zvySenou expresi hypoxickych faktord (Giordano et al., 2001). Mutanti s 50% redukci exprese
umiraji béhem ED9,5. Nadmérna exprese VEGF-A zplisobuje také ztenceni stény myokardu,
avsak s vysokou nadprodukci trabekul, defekty ventrikuldarniho septa a vytokového traktu a
zvétsenim epikardidlnich cév. Letalita se pohybuje mezi ED12,5-ED14 (Miquerol et al., 2000).

Zvysend exprese VEGF mRNA se muZe vyskytovat i v tkanich postizenych hypoxii,
pf. akutni ¢i chronické myokardialni ischémii se vyznacuji zvysenou expresi v kardiomyocytech
i v hladké svaloviné cév (Chintalgattu et al., 2003; Métais et al., 1998). Casta je VEGF exprese
v nddorech, které si tak zajistuji pfisun kysliku a Zivin (Ferrara and Adamis, 2016). Terapie inhibici

faktor(l VEGF je ve fazi klinického testovani (Almeida et al., 2020; Dieterich and Detmar, 2016).
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DELECE VEGF-A KONTROLA

Obr. 7 Snimek porovndvajici vaskularizaci u zdravych mysich embryi (ED13,5) a delecemi
VEGF-A

Cilend delece VEGF-A v kardiomyocytech mysiho embrya stddia ED13,5 (KO) v porovndni se zdravou
kontrolou. Delece vedla k vyraznému sniZeni zastoupeni cév korondrni mikrocirkulace. Zmény u velkych

cév korondrniho recisté nebyly zaznamendny. Upraveno podle (Giordano et al., 2001).

4.1.2.1 Signalizace

Signalizaci je zprostfedkovdava vazbou na receptory s tyrosin kindzovou aktivitou, které
jsou exprimovany prevazné na endotelovych burikach. VEGF se vaze na receptory VEGFR1 (Flt-1),
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) a VEGFR-3 (Flk-1). VEGFR1 se vyznaduje vysokou afinitou ke svym
ligandlm, ale slabou kindsovou aktivitou (Friesel et al., 1986; Maciag and Burgess, 1986). Slouzi
tedy jako negativni reguldtor signalizace VEGF-A/VEGFR2, protoZe vychytava volné VEGF
ligandy. Dle studie Partanen et al., 1999 se vyskyt VEGF receptor( vidy neprekryva. Jejich
pritomnost se liSila i dle velikosti ¢i typu cévy a ménila se i béhem rlznych fazi vyvoje lidského
plodu (Partanen Taina A. et al., 1999).

VEGFR-2 sestdvd z extraceluldrni, transmembrdnové a intraceluldrni domény.
Intraceluldarni doména obsahuje kindzovou doménu a sekvence zodpovédné za ndslednou
signalizaci. Po navazani ligandu (VEGF-A) na imunoglobulinové vazebné misto extracelularni
domény dochazi k dimerizaci VEGFR-2 (podle Sarabipour et al., 2016, je VEGFR-2 ptitomen jiz
ve formé dimer(, které se pouze vazbou s VEGF-A aktivuji). Dimerizaci dojde k aktivaci kinasové
aktivity, a tak kautofosforylaci tyrosinovych zbytkl. Fosforylace vede k aktivaci signalnich
molekul — fosfolipazy C-y (PLCy), PI3K, Akt, Ras, Src a MAPK. Fosforylace PLCy stimuluje uvolnéni
vapenatych iont( (Ca®*) z endoplazmatického retikula a k aktivaci protein kindzy C (PKC). Aktivaci

PKC se zaktivuje signalizace Raf/MEK/ERK, které indukuje proliferaci a za pfitomnosti
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uvolnénych Ca? iontli PKC podporuje syntézu eNOS, kterd zvy$uje cévni permeabilitu (viz
obr. 6). VEGFR-2 indukuje aktivaci PI3K pomoci hydrolyzy PIP; za vzniku DAG a IPs, coZ vede
k nahromadéni IP; a aktivaci Akt/PKB a k inhibici proapoptickych proteind (BAD, caspase-9)
(Hamada et al., 2000; Koch and Claesson-Welsh, 2012; Nilsson and Heymach, 2006; Sarabipour
et al., 2016). Dalsi funkci VEGF je regulace funkce VE-kadherinu prostfednictvim Src kinazy, ktera
fosforyluje VE-kadherin, ¢imz narusi spojeni endotelovych bunék mezi sebou (Weis et al., 2004)

(viz obr.6).

4.1.3 NOTCH

Notch signalizace fidi diferenciaci, apoptdzu a proliferaci u fady zZivocisSnych tkani, a to
pomoci vzajemné komunikace mezi pfilehlymi burfikami. UmoZniuje tak komunikovat pfibuznym
bunkam, ale i negativné ovliviiovat jiné burniky pomoci laterdlni inhibice. To ma za nasledek
aktivaci Notch drahy vjedné burice a supresi v burice vedlejsi. Poruchy v této drdze jsou
u ¢lovéka spojovany s velkym mnoZstvim geneticky podminénych onemocnéni (Guruharsha
etal.,, 2012; Mumm and Kopan, 2000). Notch signalizacni draha byla poprvé objevena u
Drosophila melanogaster, odkud dostala své jméno — ztrata funkce genu zpUsobuje zarezy (z
angli¢tiny notches) na okrajich kfidel (Mohr, 1919).

Draha je zaloZena na interakci ¢tyf receptor( (Notch 1-4) a na péti ligandech — Jagged
(Jagl, Jag2) a Delta like ligands (DII1, DII3 a DIl4). U D. melanogaster se ligandy nazyvaji Serrate
a Delta (Zeng et al., 1998) a u C. elegans LAG-2 a APX-1 (Greenwald, 1998). Nejvyznamnéjsimi
savéimi Notch efektorovymi molekulami jsou bezesporu Hes a Hey bHLH geny. Jedna se
o analogy k Drosophila hairy a enhancer-of-split genim. Stejné jako u D. melanogaster, funguji
jako transkripéni represory k transdukci Notch signaini drahy. Zatimco Hes geny hraji zasadni
roli pfi formaci neurdlni listy a endokrinniho systému, Hey geny maji vliv predevsim
na kardiovaskularni systém (Wiese et al., 2010).

Ve vyvijejicim se srdci Notch reguluje proliferaci myocytd, trabekularizaci ¢i formaci
chlopni. Mutace v této signalizaci mlze zpUsobit vrozena srdecni onemocnéni, jako jsou defekty
vytokového traktu (Jaggl, Notch 2), postizeni aortdlni chlopné (Notch 1), kardiomyopathii
(presenilin 1 a 2) (Li et al., 2006), a cerebralni arteriopathii (notch 3) (Joutel et al., 1996).

Notch hraje i nezbytnou roli v komunikaci mezi endokardem a myokardem. Od ED9,5 je
Notch1 aktivita detekovana ve ventrikularnim endokardu a napomaha tvorbé trabekul, Jagl je
vtomto obdobi exprimovan v kardiomyocytech, DIl4 v endokardiu (D’Amato et al.,, 2016;
MacGrogan et al.,, 2018). Studie MacGrogan a spol. pfichazi stim, ze Jagl a Dll4 se svoji
antagonistickou funkci, reguluji v endokardiu sinus venosus kapilarni sprouting a definuji i
velikost a organizaci koronarniho plexu. V pozdéjsSich stadiich podporuji arteriovendzni

remodelace a zrani primarniho plexu (MacGrogan et al., 2018).
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Studie s cilenymi mutacemi genl kdédujicich Notch ligandu ukazala, Ze jak Jagl (Xue
et al., 1999), tak i DIl1 (de Angelis et al., 1997) homozygotni mutanty umiraji okolo gestacniho
dne ED10,5 na vaskuldrni defekty samotného embrya i Zloutkového vacku. Mutanty Notch4 se
vyvijeji normdlné bez zavainého fenotypu, zatimco dvojité mutanty Notchl/Notch4 také
vykazuji vaskularni defekty a krvaceni (Krebs et al., 2000). Mutace v Jagl zpUsobuje u lidi Alagille
syndrom. Jedna se o autozomalné dominantni onemocnéné, které je charakterizovano
vyvojovymi abnormalitami srdce a jinych organl (Loomes et al.,, 1999). Exprese Notch je
detekovana i postnatalné u potkan(l postizenych infarktem a to od 4. dne po poskozeni (Gude
et al., 2008). Dle Kratsios et al., 2010 Notch napomaha neovaskularizaci ischemickych tkani,

minimalizuje tvorbu fibrézy a zvySuje tak moZnost preziti (Kratsios et al.,, 2010).

4.1.3.1 Signalizace
Pro zahdjeni signalizace je potfeba navdzani ligandu jedné burky k receptoru burky

prilehlé. Notch proteiny jsou nejdfive syntetizovany jako prekurzory a nasledné zpracovany
v Golgiho aparatu pomoci furinu a exportovdny na povrch bunék, kde tvofi heterodimery
(Blaumueller et al., 1997; Bush et al., 2001). Ligandy Delta a Jagged, jsou transmembrdnové
proteiny, s velkou extracelularni doménou tvorenou predevsim EGF-like repeats, kterd slouzi
k navazani ligandu. Delta a Jagged jsou si navzajem antagonicti. Vazba ligandu je nasledovana
dvéma proteolytickymi stépenimi (viz obr. 8). Prvni je katalyzované metaloproteazou z rodiny
ADAM (téZ nazyvana TACE nebo TNF-alpha converting enzyme), zatimco druhé je
zprostiedkovano y-sekretdzou, enzymovym komplexem presenilinu, nicastrinu, PEN2 a APH1.

Druhé stépeni uvoliiuje Notch intraceluldarni doménu (NICD), ktera se translokuje do jadra
a kooperuje s DNA vazajicim proteinem CSL (RBPJ) a proteinem Mastermind (Man) pro zahajeni
transkripce genl (Artavanis-Tsakonas et al.,, 1999; Bray, 2006; Kidd et al., 1986).
Nejdulezitéjsimi, nebo alespon nejlépe prostudovanymi efektorovymi molekulami jsou Hes
a Hey bHLH geny (viz obr. 8). V srdecnim vyvoji savcl se uplatiuji tfi typy Hey (Heyl, Hey2 a
Heyl). Hey a Hes geny jsou transkribovany v fadé bunék (i progenitorovych endotelovych bunék)

jako odpovéd na hypoxii (Wiese et al., 2010).
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Obr. 8 Schéma Notch signalizace

Notch signalizace je velice konzervovany proces, proto je tento model platny pro celou fadu bunék.
Po prvnim Stépeni (S1) pomoci furin-like convertase dochadzi k uvolnéni receptoru na povrch bunky, kterd
Cekd na prijem signdlu. Ndsledné dochazi k navdzani ligandu (zde Delta) pres DSL doménu. Aktivaci Notch
dochazi k dalsim dvéma stépeni (52, S3). Pomoci ADAM dojde k odpojeni od ligandu a gamma-secretase
umozni odstriZeni NICD. NICD se translokuje do jadra a spolecné s CSL komplexem odvdZi ko-represor
(Co-R) a navdZi ko-aktivator (Co-A), mastermind-like 1 (MAML1) a dochdzi k transkripci cilenych genda.
Prevzato z (Majidinia et al., 2018).

4.1.4 Endotelin
Jedna se o skupinu z endotelu odvozenych vasokonstrikénich peptida (ET-1, ET-2). Kazda

forma endotelinu ma sv(j vlastni gen, nejednd se tedy o vznik alternativnim sestfihem.
Nejdulezitéjsi isoformou v kardiovaskularniho systému je ET-1, ktery byl poprvé izolovan
z prasecich aortdlnich endotelovych bunék. Tento peptid produkuji pfevazné endotelové burky
a jeho funkce je primarné vazokonstrikéni a mitogenni. MlzZou ho vsak produkovat
i kardiomyocyty ¢i hladka svalovina. ET-1 stimuluje produkci VEGF a PDGF (Rich and McLaughlin,
2003; Yanagisawa et al., 1988).

ET-1 je produkovan v neaktivni formé jakoZto prepro-ET-1 mRNA a je konvertovan do aktivni
formy pomoci endothelin-converting enzyme (ECE-1 a ECE-2). PfestoZe ECE-2 (null) -/- mutanty
neprojevuji zadny vyrazny fenotyp, ECE-1 null mutanty vykazuji defekty vytokového traktu.
Dvojité null mutanty ECE-1 a ECE-2 maji poruchy atrioventrikularnich chlopni (Davenport et al.,

2016; Yanagisawa et al., 2000).
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Rozdilnou lokalizaci ET-1 a receptoru ET-1 (ETa) v mySich embryich zmapovala skupina
Clouthier et al., 1998. Béhem EDS8,5 a ED9,5 wild-type embrya exprimovala ETa v myokardu
komor, atrii i vytokovém traktu. ET-1 vSak bylo detekovano v endokardiu srdecnich komor
a v endotelu aortalnich oblouk(. U ETa -/- mysich embryi bylo ¢asté preruseni aorty, coz vedlo
k dominantnimu ductus arteriosus, ktery se napojoval na dorsalni aortu. Dale u nékterych
jedincl chybéla prava arteria subclavia Ci trpéli na tubuldrni hypoplasii aorty. Vétsina z nich
trpéla ventrikularnim septalnim defektem (92%) (Clouthier et al., 1998).

Halcox et al. dospéli k zavéru, Ze plsobeni antagonisty ETg receptoru zplsobuje zUzeni
drobnych korondrnich cév, aniz by byla ovlivnéna funkce endotelu a epikardidlni tonus.
A to prostfednictvim snizeného odbourdvani ET a dostupnosti NO (Halcox et al., 2007).

Ve studiich u pacientd s chronickym selhanim byla zjisténa zvysena hodnota ET-1
v plazmé, kterd se odrazela od zavaznosti onemocnéni. Antagonisté ET a konvertujiciho enzymu
ECE by tak mohly byt pouZity v terapii (Love and McMurray, 1996). Sakai et al. popsala pozitivni
ucinky dlouhodobého podavani antagonisty ETa potkanim s infarktem myokardu (Sakai et al.,
1996). Kiowski et al. potvrdil vyhody podani neselektivnich antagonistll ETa /ETs u lidskych
pacient(l, u kterych se zvysil srdeéni index (srde¢ni vydej pfepocten na 1 m? povrchu téla)
(Kiowski et al., 1995).
4.1.4.1 Signalizace

Endotelin plsobi jak parakrinné, tak autokrinné (Shubeita et al., 1990). Jeho efekt je
zajistén interakci sjednim ze dvou G-protein sprazenych receptorli, prochazejicich
7x membranou (ETa a ETs). Po navazani ET-1 na receptor se oba endocytuji do buriky a aktivuji
signaliza¢ni drahy (Love and McMurray, 1996). Schéma signalizace viz obr. 9.

Stimulace ETg receptor( usnadiuje uvolnéni prostaglandind 12 (PGI2) a NO, coz vede
k vasodilataci. NO vznikd z L-argininu pomoci NADPH-dependentni dioxygenazy, oznacované
jako NO syntaza (viz kapitola oxid dusnaty). NO syntéza je indukovana i MAPK prostfednictvim
aktivace PKC. Zatimco po navazani na druhy typ receptoru ETa dochdzi ke kontrakci
kardiomyocytl ¢i hladké svaloviny a k migraci a k proliferaci bunék v dasledku zvySené
intraceluldrni hodnoty Ca?* iont(. Ca?*ionty prochdazi do bunék napétové fizenymi kanaly (VOC
= voltage gated calcium channels) (Podle Houde et al., 2016 je pfechod Ca?* napétové nezavisly).
Ca?* ionty se uvoliuji i ze sarkoplasmatického ¢ endoplazmatického retikula aktivaci PLC
(fosfolipazy C). PLC pfemériuje PIP, na IP; a DAG. IP;se navazZe na receptory sarkoplasmatického
retikula a uvolni vdpenaté ionty. Koncentrace iontd muizZe byt zvysena i aktivaci ryanoidnich
receptord, které se oteviraji v zavislosti na hodnoté pfitomnych iontd. Cytosolicky Ca?* se
navazuje na kalmodulin, ktery aktivuje kalmodulin dependentni kinazu CaMK, ktera fosforyluje

eNOS a tim aktivuje syntézu NO. Ta muZe byt aktivovana i fosforylaci Akt. To je zprostfedkované
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pres ETs/PI3K signalizaci. Ve svaloviné je kontrakce zprostfedkovana MLCK, k jejiz aktivaci vede
draha CaMK, MAPK a PI3K. Inhibici MLCK zplsobuje Rho-kindza. ETa produkce je zvysena
v pfitomnosti cytokind, rdstovych faktord, hypoxie a stresu (Guan et al., 2015; Hirata et al., 1993;

Houde et al., 2016; Liou et al., 2015; Rich and McLaughlin, 2003).

Endatelovd buiika
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Obr. 9 Schéma signalizace Endotelinu mezi endotelovou burikou a burikou hladké svaloviny.
Schéma vytvorené pro reveu (Neffeovd et al., 2021, accepted) v programu BioRender. PreloZeno do

Ceského jazyka.

4.1.5 Oxid dusnaty
Oxid dusnaty (NO), se syntetizuje z aminokyseliny L-argininu tfemi izoenzymy syntazy

oxidu dusnatého (NOS). Oxid dusnaty je zodpovédny za kardiovaskularni homeostazu, zplsobuje
relaxaci hladké svaloviny, vazodilatace cév ¢i ventrikularni relaxaci. Dle Brady et al., 1992 jsou i
isolované myocyty schopné relaxace pomoci vlastni syntézy NO (Brady et al., 1992).

Endotelova forma syntazy (eNOS) je prevainé exprimovana v endotelovych burikach,
kde je jeji syntéza ovlivnéna zménou koncentrace vapenatych iont(, kysliku ¢i kalmodulinu.
Produkce neurondlni NOS (nNOS) je rozsifena do vice typd bunék, jméno ziskala podle mista
prvniho nalezu v cerebellu a je také ovlivnéna hodnotami Ca*. Obé formy produkuji NO i
v kardiomyocytech. Posledni NOS je inducibilni/indukovatelna syntaza, kterd je produkovéna
burikami imunitniho systému (High and Epstein, 2008; Star, 1993). Nékdy se uvadi i ¢tvrta forma,
jaterni NOS (Geller et al., 1993). Ve studii Barouch et al. predstavili antagonistickou funkci nNOS
a eNOS na kontraktilitu kardiomyocytll. eNOS je lokalizovana v bunécnych kaveolach a
kompartmentalizuje s beta-adrenergni receptory a inhibuje L-type Ca? kandly, vedouci
k negativni B-adrenergné-indukované ionotropii, zatimco nNOS je cileny na sarkoplasmatické

retikulum a usnadnuje uvolnéni iontd (pozitivni ionotropni Ucinek). Mysi deficientni na nNOS
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méli potlaceny ionotropni efekt, deficientni na eNOS naopak zvySenou kontraktilitu (Barouch et
al., 2002).

Syntézu NO mohou stimulovat acetylcholin, bradykinin, angiotensin Il, adeninové
nukleotidy ¢&i trombin. Acetylcholin a bradykinin podporuji influx Ca?* iont(. Uvnitf burfiky maze
NO inhibovat agregaci krevnich desti¢ek a uvolfiovani insulinu (Furchgott and Zawadzki, 1980).
Studie Sellke et al., zabyvajici se vlivem nitroglycerinu a NO na praseci mikrocirkulaci,
porovnavala rozdilnou ucinnost téchto latek na cévy tfi velikostnich typl. Na velké cévy
(191-300 um) osetrené acetylcholinem, pusobil NO 10x Gc¢innéji nez na cévy malé (60-100 um).
Jako vysvétleni uvedli nizsi obsah enzymu, potfebnych k zahajeni relaxace (Sellke et al., 1990).

Neonatalni eNOS -/- mysi trpi na fadu abnormalit koronarnich artérii a mikrocirkulace,
jejich denzita byla nizsi u embryi béhem ED15,5 v porovnani s WT kontrolami. Zaroven
u ranéjsich embryi byla snizend exprese Wtl (Wilm’s tumor-1 transkripcni faktor), ktery je
nezbytny pro EMT, a tedy i formaci koronarnich artérii. Syntdza eNOS je prvné exprimovana
u mysich a potkanich embryi od ED9,5 (Fukumura et al., 2006; Liu and Feng, 2012).

ProtoZe overexpresse NO ve vyvijejicim se srdci neni podrobné zmapovana, tym
Siamwala et al, 1990 proved| pokus se zavedenim NO do vaji¢ka s kufecim embryem (stadium
7-8 dle Hamburger-Hamilton (HH)). Vysledkem bylo situs inversus u 28 ze 100 testovanych
v HH stadium 24. Divodem byla zvySend exprese BMP4 v levé ¢asti embrya a snizena migracni
schopnost srdecnich progenitorovych bunék (Siamwala et al., 2019).

Defekty v kaskadé NO byly nalezeny u pacientd s hypertenzi a chorobami koronarnich
artérii, mezi které patfi ateroskleréza ¢i remodelace mikrovaskularity. Homozygotni eNOS
mutantni mySi kromé hypertenze netrpi na dalsi problémy, diky kompenzaci eNOS jinymi
mechanismy (Huang et al., 1995; Numaguchi et al., 1995; Star, 1993). Vysoka koncentrace NO
je cytotoxicka, osetreni kurecich embryi vysokymi koncentracemi NO bylo letalni (Siamwala et
al., 2019).

K vyzkumu NO Ize vyuZit i analogy argininu, napf. L-nitroarginine ¢i L-N-arginine methyl

ester. Analogy blokuji relaxaci cév a myokardu (Huang et al., 1995; Sakuma et al., 1988).

4.15.1 Signalizace

Z prekurzoru L-argininu vznikd kromé NO i L-citrulin, ktery se této kaskady neucastni, ale
mUzZe se znovu recyklovat do L-argininu. NO difunduje bunkou ¢i k bunce prilehlé a stimuluje zde
guanylat cyklazu (GC), ¢imz dojde k zvyseni koncentrace cyklického guanosin monofosfatu
(cGMP) navazanim GC na jeho hemovou skupinu. cGMP zde funguje jako druhy posel. Nasledné
dochdzi ke sniZeni intraceluldrni hodnoty Ca?* iont(, co? vede k relaxaci bunék a k vasodilataci.
To se uplatnuje predevsim v komunikaci mezi cévou a hladkou svalovinou (Katusic and Austin,

2014; Moncada and Higgs, 1993; Star, 1993) (viz obr. 6.).
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4.1.6 Angiopoietin
Angiopoietiny se vazi na tyrosin kindzové receptory Tiel a Tie2. Ang/Tie signaliza¢ni

draha je zodpovédnd za vyvoj cév béhem stfedniho gestacniho obdobi a zaroven se ucastni
kontroly cévni permeability a neovaskularizaci v odpovédi na patologické stavy. Angl je
produkovan pericyty a mesenchymalnimi burikami. Ang2 je produkovan endotelovymi bufikami
a jeho hodnoty jsou zvySené stimulaci VEGF a v odpovédi na hypoxii. Ang2, ktery je
kompetitivnim antagonistou Angl. Na rozdil od Angl zpUsobuje destabilizaci endotelové stény
formaci aktinovych stresovych vldken (Dallabrida et al., 2005; Saharinen et al., 2017).

Pro Tie receptor se pouzivd i zkratka TEK, vychazejici ze struktury receptoru, tedy tyrosin kindza
s imunoglobuliny a EGF homologni doménou. Angiogenese se Ucastni pfedevsim Angl a Ang2
ligandy, u ¢lovéka existuje vsak i tfeti typ Ang4, jehoZ ortologem je u mysi Ang3 (Fagiani and
Christofori, 2013; Nishimura et al., 1999).

Angl a Tie2 knock-outy zplsobuji poruchy cévniho dozravani a formaci endokardu a
trabekul. Obdobny fenotyp je vidét i u transgennich mysich s overexpresi Ang2 (Saharinen et al.,
2017). Mysi s nadprodukci Angl béhem vyvoje nemély vyvinuté koronarni cévy (Ward and
Dumont, 2002) a umiraji na vykrvaceni (ED12,5-15,5). Tiel null embrya angiogenezi narusenou
nemaji, avsak umiraji vrozmezi od ED13,5 a narozenim kvuli krvaceni zplsobeném ztratou
integrity cév (Puri et al., 1995). Tie2 null embryos umiraji do ED12,5 bez vyvinuté cévni sité (Suri
et al., 1996).

Ang/Tie2 signalizace se Ucastni i remodelace myokardu pfi patologiich. Exprese Ang2 je
zvySena po infarktu myokardu a zvysena hodnota v plazmé se vyskytuje i u pacientl se srdecnim

selhdanim. Zatimco Angl exprese je v hypoxickém myokardu snizena (K. W. Lee et al., 2004).

4.1.6.1 Signalizace

Angiopoietiny se vazi na druhy imunoglobulinovy motiv receptoru Tie2, ¢imZ dojde
k jeho aktivaci autofosforylaci. Nepfimo muze byt aktivovan i Tiel heterodimerizaci s Tie2
aktivovanym receptorem (viz obr. 10). Autofosforylace aktivuje radu signalizacnich kaskad
véetné PI3K/Akt drahy, kterd podporuje prezivani endotelovych bunék. Aktivaci PKB/Akt
stimuluje tvorbu NO (Saharinen et al., 2017), dale stimuluje GRB2 (growth factor receptor-bound
protein2), Gc€astnici se drahy Ras/Raf/MEK/ERK1/ERK2, ktera aktivuje proliferaci a migraci
(Fukuhara et al., 2008). Podporuje i tvorbu ABIN-20 (A20-binding inhibitor of NFkB-2) (Tadros
et al., 2003), ¢imzZ potlacuje aktivitu NFkB-2 a ochranuje tak endotelové burky pfed apoptdzou.

Angl podporuje i vaskularni stabilitu pomoci spoji (junctions) mezi sousednimi
endotelovymi burikami formaci komplexu Tiel/Tie2/Angl. Zaroven Angl stabilizuje vaskularni
kadherin (VE-cadherin) (Saharinen et al., 2017). V pfitomnosti VEGF dochazi k uvolnovani

pericytll obklopujicich endotel aktivaci Ang2 a jeho receptoru Tie2. Ang2 je uvolfiovan
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z Weibel-Palade télisek v reakci na hypoxii, PDGF nebo VEGF a zvySuje tak permeabilitu
membrany. To umoZiiuje snadnéjsi prichod faktord, které zaktivuji angiogenesi.

Angl podobné jako VEGF indukuje tip cell expresi DIll4, ktera aktivuje Notch
na sousednich stalk cells a pfedchdzi tak preméné na tip cells (Geudens and Gerhardt, 2011;

Saharinen et al., 2017; Thurston and Kitajewski, 2008).
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Obr. 10 Schéma signalizace Angiopoietinu (Ang1 a Ang2) v burikdch endotelu.

Tmavé oranZové jsou zndzornény pericyty, svétle oranZové endotelové buriky. Schéma vytvorené pro reveu

(Neffeova et al., 2021, accepted) v programu BioRender. PreloZeno do ceského jazyka.

4.1.7 Neuregulin
Neureguliny (Nrg) jsou strukturné podobné proteiny patfici do rodiny EGF. Tyto signalni

molekuly se ucastni bunécné diferenciace, proliferace, prezivani, ale i apoptdzy. Jedna se
o ligandy receptort tyrosin kindzové rodiny ErbB. U savcll nalézame Ctyfi typy Nrg gend, které
vznikaji rozdilnym post-transkripénim sestfihem (NRG-1, NRG-2, NRG-3, and NRG-4).
Nejdilezitéjsim signdlni drahou v rdmci vyvoje srdce je Nrgl/ErbB2/4. VSechny isoformy Nrg-1
obsahuji EGF-like signaling doménu, které zprostifedkovava navazani na receptor. Béhem rané
kardiogenese je Nrgl syntetizovan endotelem malych korondrnich cév do extraceluldrniho
prostoru, kde je navdzan na receptor ErbB4, ktery se nachdzi na kardiomyocytech
(Oghenerukevwe et al., 2012; Wu et al., 2018).

V pripadé delece ErbB4, ErbB3 nebo ErbB2 dochazi k vyznamné deficienci ventrikularni

trabekularizace a formace AV polstarkd, z kterych nasledné vznikaji AV chlopné (Garratt, 2006;
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Gassmann et al., 1995; Xu et al., 2010). Poskozeni konci umrtim embryi béhem stadii stfedni
embryogenese, coz se potvrdilo i u rybiho modelu Dario rerio (Rupert and Coulombe, 2015).
Naopak Nrg2 deficientni mysi na srdecni defekty netrpély (Britto et al., 2004).

Neuregulinova aktivita je nejen dlleZita pro vyvoj srdce, ale i pro kontrolu jeho funkce
u dospélych. Potvrdila se i Uc¢innost Nrg-1 pfi l1écbé srdecniho selhani jak u zvifecich modell
s chronickym selhanim, tak i u lidskych pacientd. Vysledkem je zlepseni kontraktility myokardu
pro pumpovani krve (pumping function), zabranéni komorové dilatace a podpora reparace
kardiomyocytll. LéCba rakoviny prsu, pfi které byla pouzita monoklonalni anti-ErbB2 protilatka
v léku Trastuzumab byla provdzena nezddoucimi ucinky spojenych se srdec¢nim selhanim

a dysfunkci systolické funkce levé komory (Slamon et al., 2001; Telli et al., 2007; Xu et al., 2010).

4.1.7.1 Signalizace

Navazanim ligandu Nrgl na ErbB4 (nebo ErbB3) dochazi ke konformacéni zméné
receptoru a k dimerizaci s ErbB2, ktera vede k fosforylaci C-terminalni domény. ErbBs se skladaji
z extracelularni domény, kde je vazebné misto pro ligand, transmembrdnové domény
aintracelularni s tyrosin kindzovou aktivitou. Fosforylace zpUsobi aktivaci fady signalizacnich
drah, mezi které patfi aktivace protein kindzy B (Akt)/PI3K, Ras/MEK/ERK1/2, Src/focal adhesion
kinase (FAK) a NOS. Ras/MEK/ERK1/2 signalizace fidi organizaci sarkomer a myofibrilogenezi.
Src/FAK signalizace podporuje aktinovou polymerizaci, organizaci myofilament a expresi
B-myosinovych tézkych retézcl, bunécné preziti a interakci kardiomyocytl (Garratt, 2006;
Mendes-Ferreira et al., 2013; Rupert and Coulombe, 2015; Xu et al., 2010, 2010). Neureguliny
produkované endotelem zaroven chrani kardiomyocyty pred peroxidy, antracykliny a
beta-adrenergnimi receptory.

Nrg-1 muaze také indukovat angiogenesi v rakovinovych burnkach prsu prostrednictvi
zvySené exprese VEGF a Angl a indukovat tvorbu bunék hladké svaloviny cév (Bagheri-Yarmand

et al., 2000; livanainen et al., 2007; Zeng et al., 2013)

4.1.8 PDGF
Platelet-derived growth factor je skupina ristovych hormon( tvorena tfemi dimernimi

ligandy PDGF AA, PDGF BB a PDGF-AB (viz obr. 11), které se vazi na patfi¢né receptory (PDGFR).
PDGFR-a interaguje s A nebo B fetézcem PDGF, zatimco PDGFR-B pouze s B fetézcem (Levéen
et al., 1994).

Dle in vitro studie Edelberg et al., 1998 endotel malych koronarnich cév exprimuje PDGF-
A formu, (vysledkem homodimer -AA) ale nikoliv PDGF-B. Pokud jsou ke kultufe pridany buriky
kardiomyocytll, endotelové burky zaénou exprimovat i PDGF-B variantu, coZ vede ke vzniku
heterodimeru PDGF-AB. PDGF-AB se vaZe na receptor PDGFR-a na pfilehlé burfky endotelu,

ktery projde dimerizaci. Tento heterodimer indukuje endotelovou transkripci von Willebrand
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faktoru (VWF), FIk-1 a VEGF. PDGF se tak ucastni kontroly angiogenese (Edelberg et al., 1998).
Dale existuji i formy PDGF-C a PDGF-D (Fredriksson et al., 2004).

i i o
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Obr. 11 Schéma PDGF-PDGFR interakci.

Upraveno podle (Evrova and Buschmann, 2017).

Homozygotni delece jednoho z ucastnik( kaskady vede k letalité embryi se znaénymi
vaskularnimi abnormalitami. PDGF-B a PDGFR-B deficientni mysi umiraji perinatalné
s mikrovaskularni dysfunkci, s dilataci srdce a velkych artérii (Bjarnegard et al., 2004; Levéen
et al., 1994). PDGF-A a PDGFR-a mysi oSetfené neutralizujicimi protilatkami se vyznacovaly
kromé mikrovaskularnimi poruchami i myokardidlni hypertrofii a epikardidalnimi a
endokardidlnimi abnormality (Schatteman et al., 1996).

U neonatalnich potkand byla prokazana pozitivni ucinnost PDGF-BB na kontraktilitu a
antiapopticky ucinek kardiomyocytld. PDGF-BB indukuje Akt fosforylaci a predchazi apoptdze
signalizaci PI3K/Akt zprostfedkovanou PDGF-BB/PDGFR-B. lJe prokazano, ze PDGF podporuje
neovaskularizaci v postinfarktni tkani (Edelberg et al., 1998; Hsieh et al., 2006). Regeneraci,
systolickou funkci a postinfarktovou proliferaci potvrdila i studie (Yue et al., 2019). ZvySena
hodnota PDGF byla namérena v odpovédi na infarkt myokardu (Ogawa et al., 1992). Lze tedy
uvazovat o mozném terapeutickém vyznamu PDGF.
4.1.8.1 Signalizace

PDGF receptory patfi do rodiny tyrosin kinaz a jejich aktivaci nasleduje autofosforylace
tyrosinovych zbytk(l intracelularni domény (Kelly et al., 1991). Pro alfa, beta i heterodimerovou
variantu receptoru je typickd fada signalizacnich drah, které byly zminéné i u predchozich
faktor(. Signaliza¢ni drahy jsou zakresleny na obr. 12.

Fosforylace receptoru vede k zaclenéni PLCy do plazmatické membrdany a k fosforylaci

samotné PLCy. To vede k mobilizaci vapenatych iontll a k aktivaci PKC. Vysledkem je bunécéna
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proliferaci a zvy$ena motilita (Kundra et al., 1994). Podobné jako u fosfolipazy dochazi k aktivaci
PI3K. PI3K ma radu efektorovych molekul, mezi které v PDGF signalizaci patfi napt. Rac (¢len Rho
rodiny malych GTPaz) dlleZity pro reorganizaci aktinu, chemotaxi a k formaci lamelipodii. PI13K
aktivuje i serin/threoninovou kindzu Akt/PKB pro antiapopticky efekt. Akt aktivuje IkB kinazu
(IKKa), zpGsobujici degradaci NF-kB, coz napomaha bunéénému prezivani. Dale aktivuje Ras
systém, ktery zprostfedkovdva drahu Raf (proto-oncogene serine/threonine protein
kinase)/MEK/ERK. Tato draha podnécuje fosforylaci transkripcnich faktort a podnécuje expresi
fady genQ. Dalsi ucastnikem z Rho rodiny je RhoA (Ras homolog family member A), kterd
prostfednictvim ROCK (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase) fosforyluje MLC
a ovliviiuje tak formaci stresovych vlaken (stress fibres) (Du and Montminy, 1998; Gutjahr et al.,

2005; Heldin and Westermark, 1999; Tallquist and Kazlauskas, 2004; Ying et al., 2017).

PDGF

PDGFR
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Obr. 12 Schéma zdkladnich signalizacnich kaskdad PDGF.
Schéma vytvorené pro reveu (Neffeovd et al., 2021, accepted) v programu BioRender. PreloZeno do

Ceského jazyka.
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5 Zavér

Plavod endotelu koronarnich cév je i v dnesni dobé predmétem diskusi. Mimo klasického
modelu migrace endotelovych cév z proepikardidlniho orgdnu se v poslednich deseti letech
ukazuje, Ze ¢ast koronarnich cév pochazii ze sinus venosus a také z endokardu srdecnich komor.
Nejen plvod, ale i molekularni mechanismy vyvoje koronarnich cév patfi mezi dileZité otazky
zakladniho vyzkumu srdce. Informace ziskané z normalniho embryondlniho vyvoje, jakymi
mechanismy komunikuji buriky cév s okolnim myokardem, prohloubi nase znalosti a umozni
porozumét i postnatalni reaktivaci téchto mechanism( pfi patologickych situacich a tim

i napomohou lé¢bé kardiovaskuldrnich onemocnéni.

V této praci jsou shrnuty nejen molekularni mechanismy jednotlivych faktord, ale i jejich
vzajemna komunikace. Déle je shrnuta i jejich celkovd uloha v komunikaci kardiomyocytt

a endotelovych bunék a tim i ve vyvoiji srdce.

Vysledky této resersni prace jsou reprezentovany v péti schématech, které jsem vytvofila
v grafickém programu BioRender. Reserse a schémata signaliza¢nich mechanismU jsou jednak
podkladem této bakalarské priace a také budou publikovany jako review: Development
and pathologies of coronary microvasculature and its crosstalk with cardiomyocytes, WIRESs

Mechanisms of Disease, IF 4,28.

V diplomové praci bych rdda navdzala na problematiku embryonalniho vyvoje
a embryondlni regeneraci myokardu se zaméfenim na neovaskularizaci myokardu pomoci
koronarnich cév. V Laboratoti molekuldrni embryologie prof. Sedmery na Anatomickém Ustavu
1. LF UK na modelu japonské kiepelky (Coturnix japonica) testujeme metodu ,Cryoinjury”, kdy
lokalnim zmrazenim tkané tekutym dusikem u ranych embryonalnich stadiich vytvofime nekrdzu
myokardu. Nasledné budeme studovat mechanismy, které se pfi embryondlni regeneraci
myokardu aktivovaly, a které napomohou pochopeni mechanism( reparace myokardu
po infarktu v dospélosti. Znalosti téchto signalizacnich mechanism( ziskané v prabéhu pfipravy

této bakalarské prace budou zakladem dalSiho vyzkumu v moji diplomové praci.
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