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Abstrakt  

Kardiovaskulární systém je prvním funkčním orgánem, který se vyvíjí u obratlovců během 

embryonálního vývoje. Srdce je nenahraditelné pro transport živin a odvod odpadních látek. 

Během vývoje embrya srdce nejenom roste, ale zároveň již plní funkci pumpy pohánějící krevní 

oběh. S postupujícím vývojem je nutné zajistit dostatečné zásobování srdce kyslíkem a vznikají 

tak koronární cévy. Vzhledem k tomu, že každý kardiomyocyt je obklopen alespoň jednou 

koronární kapilárou, hraje interakce mezi kardiomyocyty a buňkami endotelu nepostradatelnou 

roli ve správném fungování srdce.  Pochopení, jakým způsobem mezi sebou komunikují tyto dva 

typy buněk, je nezbytné pro medicínský výzkum regenerace srdeční tkáně.  

 

V dostupné literatuře je popsána řada faktorů, které se účastní vývoje cév a jejich 

komunikace s kardiomyocyty. Tyto faktory jsou však popisovány jako samostatné signalizační 

dráhy, nikoliv jako systém navzájem se ovlivňujících mechanismů. Hlavním cílem této bakalářské 

práce je propojení jednotlivých signalizačních kaskád a popsaní jejich vzájemné interakce. 

Detailněji jsou shrnuty hlavní faktory VEGF, Notch, PDGF, Angiopoietin a další. Zmíněné jsou i 

patologie, které jsou spojeny s mutacemi v signalizačních kaskádách a možnosti využití faktorů 

v medicíně.  Výsledky této práce jsou shrnuty v review „Development and pathologies of 

coronary microvasculature and its crosstalk with cardiomyocytes“ (Neffeová et al., 2021, 

accepted), ve kterém jsem sepsala kapitolu o mechanismech komunikace kardiomyocytů 

s endotelovými buňkami koronární mikrocirkulace. 

 

Klíčová slova: angiogenese, signalizační molekuly, koronární cévy, srdce, embryonální vývoj 

  



 
 

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“ (Neffeová et al., 2021, accepted), in 

which I wrote a chapter on the communication of cardiomyocytes with endothelial cells of the 

coronary microcirculation. 

Key words: angiogenesis, signaling molecules, coronary vessels, heart, embryonic development 
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1 Úvod 
Onemocnění koronárních artérií patří k nejčastějším příčinám úmrtí u pacientů 

ve vyspělých státech. Tato onemocnění se vyznačují dysfunkcí koronárních tepen, které zásobují 

srdeční svalovinu kyslíkem a potřebnými živinami. Mimo běžné příčiny neprůchodnosti cévy 

nahromaděním aterosklerotických plaků či krevní sraženinou (trombem), je velmi častou 

příčinou porušení cévní stěny středních a malých koronárních cév (coronary microvascular 

disease), obojí vede k ischémii srdeční tkáně – infarktu myokardu.  

K léčbě onemocnění je nejdříve nutné porozumět základním mechanismům vývoje 

koronárních cév a komunikaci kardiomyocytů s buňkami endotelu cév.  

V této bakalářské práci jsou popsány molekulární mechanismy signalizace osmi hlavních 

faktorů, které se účastní komunikace mezi endotelem a kardiomyocyty v rámci vývoje a 

neovaskularizace koronárních cév. Zásadním přínosem této práce je představení těchto faktorů 

jako systému, ve kterém jednotlivé faktory nepracují izolovaně, ale ovlivňují se navzájem.  

Klíčovým signálem kaskády je růstový faktor krevních cév – VEGF, který v reakci na hypoxii 

indukované faktory HIF atrahuje buňky endotelu k růstu do neokysličeného myokardu. VEGF 

zároveň podporuje expresi Delta ligandů (Dll4), které po navázání k receptoru Notch dokážou 

regulovat růst cév. Stabilita cév je zas ovlivněna Angiopoietiny. Faktor PDGF podporuje 

endotelovou proliferaci prostřednictvím VEGF a stabilizuje cévní stěnu naváděním pericytů. 

Posledními zmíněnými faktory v této práci jsou oxid dusnatý (NO), zvyšující permeabilitu cév a 

Neuregulin, který umožňuje diferenciaci buněk ve zralé kardiomyocyty. 

Velká část těchto faktorů byla detekována i u dospělých jedinců s ischémií srdeční tkáně. 

Reaktivace těchto signalizačních drah tak hraje důležitou roli v regeneraci myokardu.  
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2 Vývoj koronárních cév 
Koronární cévy vznikají mechanismy angiogeneze a vaskulogeneze. Za vaskulogenezi se 

považuje vývoj primárních cév z angiogenních buněk, které doposud nevytvářely cévní stěnu. 

Angiogenese je naopak proces, kdy cévy vznikají tzv. pučením z již existujících cév. Během 

4. týdne vývoje lidského embrya začíná primitivním kardiovaskulárním systémem proudit krev 

(Čihák, 2016; Risau, 1997; Risau and Flamme, 1995; Wada et al., 2003). 

Historický pohled na vývoj koronárních cév se s průběhem času zásadně proměňoval. 

Nejpůvodnější studie zastávaly názor, že koronární artérie vyrůstají z aorty (Bennett, 1936; 

Grant, 1926; Hutchins et al., 1988; Lewis Frederic T., 1904). Pozdější experimenty na chimérách 

křepelčích embryích či genetické mapování na myších (genetic cell lineage tracing) prokázaly, 

že je tomu naopak a artérie se napojují k aortě až po vytvoření vaskulárního plexu (Bogers et al., 

1989; Groot et al., 2004; Männer, 1999; Pérez-Pomares et al., 2002; Tian et al., 2013).  

Vývoj koronárních tepen je vícestupňový proces, který nejdříve zahrnuje formaci raného 

plexu a následně jeho remodelaci ve zralou cévní síť. Během rané fáze embryogenese je srdeční 

stěna natolik tenká, že nepotřebuje zásobení cévami, dokáže se okysličovat pomocí krve, která 

protéká samotným orgánem, principem difúze. Následným zesílením srdeční svaloviny a 

zvýšením metabolismu dochází k aktivaci vaskularizace komor (Dunwoodie, 2009; 

Red- Horse  and Siekmann, 2019). U člověka k tomu dochází ve třetím týdnu zárodečného vývoje 

(u myší od ED9,5) z proepikardiálního orgánu (PEO), který je lokalizován na perikardiálním 

povrchu septum transversum, blízko sinus venosus. Buňky z PEO putují k povrchu myokardu a 

formulují tak epikard. Některé buňky putují do oblasti subepikardu a podstupují EMT (epithelial-

mesenchymal transition). Z mezenchymových buněk (tzv. epidermal-derived cells – EPDCs) 

migrujících myokardem vzniká mimo jiné i hladká svalovina cév (Colliva et al., 2020; Liu and Feng, 

2012; Mikawa and Gourdie, 1996; Reese et al., 2002; Virágh and Challice, 1981; Wada et al., 

2003). Tento vývoj epikardu potvrdil Männer a spol., u embryí kuřat s odstraněným PEO se 

nevyskytoval epikard (Männer,  1993).  

Většina endotelových buněk a buněk hladké svaloviny koronárních cév se vyvíjejí 

z mezodermu laterální ploténky. Epikard obklopující myokard dává vzniknout koronárním cévám 

vnější povrchu srdce a mikrocévám, které jsou uloženy uvnitř myokardu (Dunwoodie, 2009).  

I v 21. století je publikovaná celá řada review a článků zabývajících se původem endotelu 

koronárních cév. Publikovaná data se však v mnoha ohledech liší a ani dnes neexistuje jeden 

obecně uznávaný závěr endotelového původu. Nejčastěji citované a nejuznávanější pohledy 

na tuto problematiku představují publikace od Kristy Red-Horse. Výsledky Red-Horse ukazují, 

že koronární artérie nepochází z PEO, ale z endotelových sproutů sinus venosus odkud se 

rozrůstají po povrchu myokardu a vytvářejí tak koronární plexus (Red-Horse et al., 2010).  
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Obr. 1 Vývoj koronárních artérií z proepikardiálního orgánu (PEO). 

Horní část schéma zobrazuje průnik PEO (modrá) do srdce ve fází looping, EMT a formaci plexu v budoucí 

arteriální síť. Ve spodní části je model mezenchymální migrace a diferenciace na průřezu myokardu. 

Upraveno podle (Reese et al., 2002). 

 

Tento zdroj endotelu potvrdily i studie Chen et al., 2014 a Tian et al., 2014. Dalším, avšak 

minoritním zdrojem je endokard lemující srdeční komory, z kterého buňky migrují, vytvářejí 

krevní ostrůvky a napojují se na koronární plexus v blízkosti interventrikulárního septa 

(Red-Horse et al., 2010). Pozdější výzkum, který podobně jako studie Red-Horse využil metodu 

klonální analýzy (Npr3-CreER) potvrdil zásadní příspěvek endotelu v artériích 

interventrikulárního septa, u artérií stěn ventrikulu byl původ z endokardu minimální (Zhang et 

al., 2016). 

Koronární artérie se napojují na ascendentní aortu na úrovni pravého a levého sinus aortae. 

Bogers et al., 1989 zaregistrovali přítomnost koronárních tepen ve stěně aorty dříve, než se 

vytváří koronární ostia. Tento objev podpořil názor, že koronární cévy vrůstají do aorty, nikoliv 

z ní (Bogers et al., 1989) a byl potvrzen dalšími pokusy na křepelčích chimérách (Poelmann et al., 

1993), kuřatech (Waldo et al., 1990) a potkanech (Tomanek et al., 1996). Nejdříve začíná 

do aorty vrůstat cév hned několik a až posléze se uplatní dvě – arteria coronaria dextra a arteria 

coronaria sinistra (Ando et al., 2004). Raný vaskulární plexus je složen z malých, velikostně 

stejných cév. Po napojení plexu k aortě začíná systémem proudit krev a dochází k remodelaci 

cév ve kterém je plexus přeměněn v hierarchickou síť artérií, kapilár a vén (Pleva et al., 2014; 

Sharma et al., 2017). Viz obr. 1 a 2. 

Angiogenesi můžeme zaznamenat i v tumorech, které pomocí cév přijímají potřebné živiny 

a kyslík (Tsuzuki et al., 2001). Role vaskulogenese v patologiích u dospělých byla shrnuta 

např. v revue Pérez-Pomares a Tomanek and Schatteman (Pérez-Pomares et al., 2016; Tomanek 

and Schatteman, 2000) 

 

    PEO růst 
Formace 

epikardu 

EMT Formace 

kapilárního plexu 

Vývoj koronárních 

artérií 

srdce 

Epikard – myokard  

    PEO  
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Obr. 2 Model vývoje koronárních artérií.  

Koronární plexus (fialová) obklopen pericyty (žlutá) migruje po povrchu myokardu a cévy se vnořují 

i dovnitř svaloviny. Následně se plexus napojí na aortu a dochází k jeho remodelaci ve zralé artérie 

(červené). Převzato z (Sharma et al., 2017) 

3 Anatomie koronárních cév 

Cirkulaci živin srdce zajišťují koronární tepny (arteriae coronariae) a žíly (venae cordis). 

Protože se mezi cévami srdce vyskytuji anastomózy jen v malé míře, z funkčního hlediska fungují 

koronární cévy jako cévy konečné. Při obstrukci cévy tak dochází k ischémii tkáně, k tzv. infarktu 

myokardu (Pollard, 2000).   

U savců koronární systém sestává ze sítě tepen, arteriol, kapilár, venul a žil (Seiler et al., 

2013) a paralelní sítě lymfatických cév (Klaourakis et al., 2021; Norman and Riley, 2016). Artérie 

a vény jsou složeny z vnitřní endotelové vrstvy, střední vrstvy tvořené hladkou svalovinou a 

z vnější vrstvy tvořené pojivovou tkání. Artérie se od vén liší především silnější mediální vrstvou 

s větším zastoupením hladké svaloviny a elastinu.  

Histologicky je koronární systém podobný artériím zbytku těla. Histologický snímek 

koronární tepny na obr. 3.  Vnitřní část artérií tvoří tunica intima, tvořená podlouhlými buňkami 

kontinuálního endotelu orientovanými ve směru toku krve. Jedná se o jednovrstevný dlaždicový 

epitel, který navazuje na membrana elastica interna (bazální membrána), síť elastických a 

kolagenních vláken. U větších cév se vyskytuje subendotelová vrstva řídkého kolagenního vaziva. 

Prostřední vrstva se nazývá tunica media. Jedná se o nejsilnější část arteriální stěny, která 

je tvořena cirkulárně uspořádanou hladkou svalovinou. Nalézáme zde i kolagenní a elastická 

vlákna. Podle zastoupení těchto vláken dělíme tepny na tepny elastického či svalového typu. 

Větší cévy obsahují vyšší zastoupení elastických vláken, aby tak odolaly tlakovým a objemovým 

změnám během střídání systoly a diastoly. Poslední část se nazývá tunica externa (adventitia), 

složená z fibrilárního vaziva. Ta je od mediální vrstvy oddělena membrana elastica externa. Cévy 

o průměru větším než 1 mm, kterým nestačí přísun živin z krve protékající lumen, jsou 

penetrovány přídatnými cévkami, tzv. vasa vasorum (Čihák, 2016; Konrádová et al., 2000; 

Reese et al., 2002) 
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Obr.3 Histologický snímek koronární tepny 

Mikroskopický snímek průřezu koronární tepny dospělého člověka s popisem jednotlivých vrstev cévy. Na 

obrázku tunica intima (TI), membrana elastica interna (IEM), tunica media (TM), kardiomyocyty (CM), 

tunica adventitia (TA). Zvětšeno 175krát. Převzato z učebnice Histology (Ross and Pawlina, 2016) 

4 Molekulární mechanismy vaskulogenese a angiogenese 

Za vývoj cév obecně (nejen koronárních cév) je zodpovědných hned několik faktorů a jejich 

receptorů. Vaskulogenese je iniciovaná působením růstového faktoru fibroblastů (FGF2 - basic 

fibroblast growth factor) (Čihák, 2016). Jedná se o faktor s pleiotropickým efektem v odlišných 

buňkách a odlišných orgánových systémech (Bikfalvi et al., 1997). FGF2 je zodpovědný 

za diferenciaci mezenchymálních buněk v angioblasty (prekurzory endotelových buněk), které 

vytváří krevní ostrůvky, tzv. hemangioblasty. Ty se skládají z hematopoetických buněk 

nacházejících se v centru ostrůvku a z angioblastů, které jsou na obvodu (Poole et al., 2001). 

Angiogenese je zahájena angiogenními signály aktivací endotelových buněk, které jsou 

doposud v klidovém stádiu. Nejdříve dochází k degradaci bazální membrány pomocí proteáz a 

k disociaci pericytů, které cévu obklopují a stabilizují. Následně dochází k proliferaci 

endotelových buněk. Tomuto procesu se říká z „sprouting“, tzv. pučení. Vedoucí buňky tohoto 

sproutingu se nazývají „tip cells“ (vrcholové buňky) a vytvářejí filopodia, která směřují k místu 

angiogenního stimulu (Fagiani and Christofori, 2013; Gerhardt et al., 2003; Ruhrberg et l., 2002). 

Vedoucí buňky jsou následovány „stalk cells“ (buňky následující), které utvářejí lumen cévy. 

Odlišný fenotyp těchto typů buněk je dán rozdílnou genovou expresí genů, mezi které patří 

např. Notch, VEGF, PDGFB a další.  
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Hlavním regulátorem specifity buněk je Notch signalizační dráha. Aktivace této dráhy 

spojením Notch se svým ligandem (Delta, Jagged) způsobí transkripci genů, které změní osud 

dané buňky a pomocí laterální inhibice zabrání stejnému osudu buňce přilehlé. V rámci 

angiogeneze Notch aktivace zabraňuje tvorbě tip cells a podporuje tvorbu stalk cells (Geudens 

and Gerhardt, 2011; Hellström et al., 2007). 

Mezi nejdůležitější mitogeny stimulující sprouting patří VEGF a jeho receptor VEGFR-2. 

Tento faktor produkují kardiomyocyty, které tak odpovídají na nízkou koncentraci kyslíku. 

Exprese VEGF je exprimována na základě dimerizace HIF podjednotek. HIF-1α není v hypoxickém 

prostředí degradován a tak po dimerizaci s beta podjednotkou zahájí transkripci genů 

stimulujících vaskularizaci (Alberts, 2002; Diez et al., 2007; Gustafsson et al., 2005). Zároveň 

VEGF podporuje produkci Dll4. Angiogenese je však korigována negativní zpětnou vazbou, kdy 

Notch inhibuje expresi VEGF a tím zabraňuje nadměrné denzitě cév v tkáni. Inhibice 

v signalizační dráze Notch indukují nadměrné větvení cév (Leslie et al., 2007; Siekmann and 

Lawson, 2007). Počátky angiogeneze (sprouting) ovlivněné komunikací mezi VEGF a NOTCH 

viz obr. 4. 

 

Obr. 4 Model angiogeneze 

A) Iniciace formace cévy. Buňky aktivovaného endotelu se diferencují do dvou typů buněk – tip cell a stalk 

cell. Dochází ke sproutingu a následné elongaci směrem k oblasti vysoké koncentrace VEGF. Aktivace 

zahájena zvýšenou koncentrací VEGF (modře). B) VEGF/Notch negativní zpětná vazba. C) Solubilní VEGFR1 

(sVEGFR1) produkovaný buňkami vedle sproutu, utváří koridor pro usměrnění rostoucí cévy směrem 

k VEGF. Převzato z (Geudens and Gerhardt, 2011). 
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Poté, co je vytvořen základ cévy s jejím lumen dochází k maturaci cév a rekrutování 

pericytů a buněk hladké svaloviny. Za rekrutování pericytů je zodpovědný platelet-derived 

growth faktor (PDGF-B) (Wilkinson-Berka et al., 2004). Ten zároveň podporuje angiogenesi 

indukcí exprese VEGF v buňkách endotelu. Pericyty produkují i Angiopoietin, resp. jeden z jeho 

typů, Ang1, který zajišťuje stabilitu cév. Stabilita cév je podpořena i vytvářením EC-EC spojů 

pomocí Ang1 a receptoru Tie1 a Tie2 (viz obr. 5). Jeho antagonistou je endotelem produkovaný 

Ang2, který má destabilizační účinky a napomáhá disociaci pericytů a tak i sproutingu cév. Ang1 

zároveň zvyšuje permeabilitu cév prostřednictví endotelové NO syntázy eNOS a podporuje 

expresi Dll4 (Barouch et al., 2002; Geudens and Gerhardt, 2011; Patan, 1998; Saharinen et al., 

2017; Visconti et al., 2002). Exprese Ang1 a VEGF je podporována i Neuregulinem (Nrg-1) 

(Iivanainen et al., 2007; Zeng et al., 2013) 

Pro propojování artérií a vén do jednotného systému, kterým proudí krev je 

nepostradatelná signalizace pomocí Ephrinů. Wang et al.,1998 prokázali odlišnou expresi 

Ephrinů v endotelu artérií a vén. Arteriální buňky produkují transmembránový ligand ephrin-B2, 

který se váže na receptor Eph-B4 na povrchu endotelu žil. Cílené mutace v expresi Ephrinů 

způsobují defekty přeměny primárního plexu ve zralou koronární síť (Wang et al., 1998).  

 

Obr. 5 Schéma komunikace endotelových buněk a buněk srdeční svaloviny během angiogenese. 

Šipkami je znázorněna vzájemná regulace faktorů. Schéma vytvořené pro review (Neffeová et al., 

2021, accepted) v programu BioRender. Přeloženo do českého jazyka.  
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4.1 Signalizační faktory 

4.1.1 HIF 

Transkripční faktor HIF-1 (hypoxial-inducible factor) hraje u savců klíčovou roli 

v okysličování tkání, a tedy v udržování kyslíkové homeostázi. Jedná se o dimerní protein, který 

v reakci na nízkou koncentraci kyslíku iniciuje angiogenesi v hypoxických místech, jako jsou 

ischemické svaly či nádory. HIF-1 indukuje transkripci více než 60 proteinů, mezi které patří 

například erythropoietin, insuline-like growth factor-α a hlavní mediátor HIF signalizace VEGF 

faktor (Krishnan et al., 2008; J.-W. Lee et al., 2004). 

Tento protein se skládá ze dvou podjednotek. Z jedné varianty HIF-ß podjednotky 

(HIF-1ß/Arnt, Arnt2, Arnt3) a jedné ze tří variant podjednotky HIF-α (HIF-1α, HIF-2α nebo 

HIF-3α), jejíž exprese, buněčná lokalizace a stabilita je závislá na koncentraci kyslíku, zatímco 

beta podjednotka je exprimovaná neustále bez vlivu na oxygenaci. Obě podjednotky obsahují 

N-terminální basic helix-loop-helix motivy (bHLH), ke kterým se váže molekula DNA. 

V alfa podjednotce se dále nachází oxygen-dependent degradation (ODD) doména, která je 

hydroxylována proline-hydroxylase-2 (PHD-2). Hydroxylace činí podjednotku náchylnou 

k proteasomální degradaci za normoxických podmínek, a tak nedochází k signalizaci (Ruas and 

Poellinger, 2005). 

Dále jsou součástí alfa podjednotky dvě transaktivní domény (TAD), které regulují HIF-1 

cílené geny. CREB binding protein (CBP) a p300 jsou dva transkripční ko-aktivárory HIF-1α, 

interagující s C-terminální TAD (C-TAD) (Dunwoodie, 2009; Menendez-Montes et al., 2016).  

Aktivita HIF signalizační dráhy je nezbytná pro správný vývoj srdce. Absence HIF-1α či HIF-1ß 

vede k závažným abnormalitám v morfogenezi srdce, absence HIF-2α nebo HIF-3α nikoliv. 

Během vývoje je HIF-1α exprimován v místech hypoxie, do ED9,5 je myokardium obecně 

hypoxické (pod 2 %), od ED13,5 je hypoxie omezena na oblast výtokového traktu, myokard 

mezikomorového septa a atrioventrikulárních polštářků (z angličtiny, cushions – struktura 

odvozena z endokardu, která utváří budoucí atrioventrikulární septum a chlopně) (Dunwoodie, 

2009; Krishnan et al., 2008; J.-W. Lee et al., 2004).  

Myší embrya s knock-outovaným genem pro HIF-1α se dožívají nanejvýš ED10 (looping 

stage). Z tohoto důvodu nelze touto metodou potvrdit nepostradatelnost HIF faktoru ve vývoji 

koronárních cév, které vznikají až v pozdějších stádiích. Mezi morfologické defekty delece HIF-1ß 

a HIF-1α patří hyperplazie či hypoplazie (dle zasažené alely), zvýšená proliferace kardiomyocytů, 

redukce nebo absence trabekul. Ztráta HIF-1α či HIF-2α v endotelu se neprojevila žádnými 

malformacemi na rozdíl od delecí v  kardiomyocytech, které potvrdili důležitost exprese HIF 

v myokardu pro vývoj srdce (Adelman et al., 2000; Aitola and Pelto-Huikko, 2003; Dunwoodie, 
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2009; Huang et al., 2004). Částečná delece HIF-1α z kardiomyocytů způsobila signifikantní 

redukci mikrovaskularity (Huang et al., 2004). 

HIF-1 se dále účastní procesů imunologické odpovědi a anaerobního metabolismu, ale 

je zodpovědný i za přežívání a proliferaci rakovinných buněk. Tyto vlastnosti jej řadí mezi možné 

adepty genové terapie. Aktivací jeho exprese by tak mohl pomoci při léčbě ischemických chorob 

zatímco jeho inhibicí by se mohlo zamezit růstu nádorů (Ziello et al., 2007). 

4.1.1.1 Signalizace 

V normoxických podmínkách myokardu (pod 5 % koncentrace kyslíku) dochází 

k hydroxylaci dvou prolinových zbytků alfa podjednotky pomocí prolyl hydroxylázy-2 (PHD-2). 

Hydroxylované podjednotky jsou rozpoznány von Hippel-Lindau (VHL)/E3 ubikvitin ligasovým 

komplexem, a předurčeny tak k degradaci na proteasomech. Zároveň jsou hydroxylované 

asparaginové zbytky v TAD pomocí FiH (faktor inhibující HIF), které brání navázání transkripční 

ko-aktivátorů CBP/p300 (viz obr. 6). 

 

Obr. 6 Schéma kaskád signalizačních faktorů VEGF, HIF, Neuregulin (Nrg) a oxid dusnatý (NO). 

Schéma vytvořené pro reveu (Neffeová et al., 2021, accepted) v programu BioRender. Přeloženo do 

českého jazyka.  
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Během hypoxie je inhibována hydroxylace prolinových a asparaginových zbytků. Alfa 

podjednotka se tak akumuluje v jádře a dimerizuje s beta podjednotkou. Po navázání aktivačních 

genů, p300 a CBP na domény TAD se zprostředkuje transkripce HIF cílených genů (target genes) 

(Gustafsson et al., 2005; J.-W. Lee et al., 2004; Ruas and Poellinger, 2005; Ziello et al., 2007).  

4.1.2 VEGF 

Růstový faktor krevních cév (Vascular endothelial growth factor – VEGF) strukturálně 

patří do rodiny PDGF. Jeho struktura obsahuje osm konzervovaných cysteinových zbytků, což je 

pro tuto rodinu specifické. Obecně je známo pět typů VEGF mRNA, které kódují VEGF faktory 

(VEGF-A, B, C, D a placentální růstový faktor – PIGF). Navzájem se odlišují různou molekulovou 

hmotností a biologickými funkcemi. To je způsobeno alternativním sestřihem stejného genu 

(Neufeld et al., 1994).  

V rámci angiogenese považujeme za nejdůležitější z těchto typů VEGF-A isoformu, také 

uváděnou zkráceně jako VEGF. Je důležitým hráčem v procesech angiogenese in vivo, 

vaskulogenese a neoangiogenese, zprostředkovává endotelovou proliferaci, přežívání, 

vasodilataci a zvyšuje cévní permeabilitu. VEGF také kontroluje EMT během formace 

atrioventrikulárních polštářků (Chang et al., 2004; Colliva et al., 2020; Coultas et al., 2005; 

Nilsson and Heymach, 2006; Risau and Flamme, 1995). 

Flk-1/KDR null mutantní myši vykazují narušený vývoj endotelových a hematopoetických 

buněk. Také null mutace Flt-1 vedla k časné embryonální smrti v ED8,5 z důvodu nadměrného 

růstu a dezorganizaci endotelových buněk (Hiratsuka et al., 1998). Dle Shalaby et al., se nevytváří 

krevní ostrůvky v žádném stádiu včetně žloutkového váčku (Shalaby et al., 1995). Obdobné 

výsledky snížené denzity cév se potvrdily i u postnatální delece VEGF receptorů VEGFR-1 a -2 (Ho 

and Fong, 2015; Karaman et al., 2018).  

Myši se specifickou delecí VEGF-A v myokardu se vyznačují nízkou hustotou 

mikrovaskulatury v srdeční svalovině (viz obr. 7), ale i ztenčenou a dilatovanou stěnou komor a 

zvýšenou expresí hypoxických faktorů (Giordano et al., 2001). Mutanti s 50% redukcí exprese 

umírají během ED9,5. Nadměrná exprese VEGF-A způsobuje také ztenčení stěny myokardu, 

avšak s vysokou nadprodukcí trabekul, defekty ventrikulárního septa a výtokového traktu a 

zvětšením epikardiálních cév. Letalita se pohybuje mezi ED12,5-ED14 (Miquerol et al., 2000). 

Zvýšená exprese VEGF mRNA se může vyskytovat i v tkáních postižených hypoxií, 

př. akutní či chronické myokardiální ischémii se vyznačují zvýšenou expresí v kardiomyocytech 

i v hladké svalovině cév (Chintalgattu et al., 2003; Métais et al., 1998). Častá je VEGF exprese 

v nádorech, které si tak zajišťují přísun kyslíku a živin (Ferrara and Adamis, 2016). Terapie inhibicí 

faktorů VEGF je ve fázi klinického testování (Almeida et al., 2020; Dieterich and Detmar, 2016).  
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Obr. 7 Snímek porovnávající vaskularizaci u zdravých myších embryí (ED13,5) a delecemi 

VEGF-A 

Cílená delece VEGF-A v kardiomyocytech myšího embrya stádia ED13,5 (KO) v porovnání se zdravou 

kontrolou. Delece vedla k výraznému snížení zastoupení cév koronární mikrocirkulace. Změny u velkých 

cév koronárního řečiště nebyly zaznamenány. Upraveno podle (Giordano et al., 2001).  

4.1.2.1 Signalizace 

Signalizaci je zprostředkovává vazbou na receptory s tyrosin kinázovou aktivitou, které 

jsou exprimovány převážně na endotelových buňkách. VEGF se váže na receptory VEGFR1 (Flt-1), 

VEGFR-2 (Flk-1/KDR) a VEGFR-3 (Flk-1).  VEGFR1 se vyznačuje vysokou afinitou ke svým 

ligandům, ale slabou kinásovou aktivitou (Friesel et al., 1986; Maciag and Burgess, 1986). Slouží 

tedy jako negativní regulátor signalizace VEGF-A/VEGFR2, protože vychytává volné VEGF 

ligandy. Dle studie Partanen et al., 1999 se výskyt VEGF receptorů vždy nepřekrývá. Jejich 

přítomnost se lišila i dle velikosti či typu cévy a měnila se i během různých fází vývoje lidského 

plodu (Partanen Taina A. et al., 1999). 

VEGFR-2 sestává z extracelulární, transmembránové a intracelulární domény. 

Intracelulární doména obsahuje kinázovou doménu a sekvence zodpovědné za následnou 

signalizaci. Po navázání ligandu (VEGF-A) na imunoglobulinové vazebné místo extracelulární 

domény dochází k dimerizaci VEGFR-2 (podle Sarabipour et al., 2016, je VEGFR-2 přítomen již 

ve formě dimerů, které se pouze vazbou s VEGF-A aktivují). Dimerizací dojde k aktivaci kinásové 

aktivity, a tak k autofosforylaci tyrosinových zbytků. Fosforylace vede k aktivaci signálních 

molekul – fosfolipázy C-γ (PLCγ), PI3K, Akt, Ras, Src a MAPK. Fosforylace PLCγ stimuluje uvolnění 

vápenatých iontů (Ca2+) z endoplazmatického retikula a k aktivaci protein kinázy C (PKC). Aktivací 

PKC se zaktivuje signalizace Raf/MEK/ERK, které indukuje proliferaci a za přítomnosti 

KONTROLA DELECE VEGF-A 
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uvolněných Ca2+ iontů PKC podporuje syntézu eNOS, která zvyšuje cévní permeabilitu (viz 

obr. 6). VEGFR-2 indukuje aktivaci PI3K pomocí hydrolýzy PIP2 za vzniku DAG a IP3, což vede 

k nahromadění IP3 a aktivaci Akt/PKB a k inhibici proapoptických proteinů (BAD, caspase-9) 

(Hamada et al., 2000; Koch and Claesson-Welsh, 2012; Nilsson and Heymach, 2006; Sarabipour 

et al., 2016). Další funkcí VEGF je regulace funkce VE-kadherinu prostřednictvím Src kinázy, která 

fosforyluje VE-kadherin, čímž naruší spojení endotelových buněk mezi sebou (Weis et al., 2004) 

(viz obr.6).  

4.1.3 NOTCH 

Notch signalizace řídí diferenciaci, apoptózu a proliferaci u řady živočišných tkání, a to 

pomocí vzájemné komunikace mezi přilehlými buňkami. Umožňuje tak komunikovat příbuzným 

buňkám, ale i negativně ovlivňovat jiné buňky pomocí laterální inhibice. To má za následek 

aktivaci Notch dráhy v jedné buňce a supresi v buňce vedlejší. Poruchy v této dráze jsou 

u člověka spojovány s velkým množstvím geneticky podmíněných onemocnění (Guruharsha 

et al., 2012; Mumm and Kopan, 2000). Notch signalizační dráha byla poprvé objevena u 

Drosophila melanogaster, odkud dostala své jméno – ztráta funkce genu způsobuje zářezy (z 

angličtiny notches) na okrajích křídel (Mohr, 1919). 

Dráha je založená na interakci čtyř receptorů (Notch 1-4) a na pěti ligandech – Jagged 

(Jag1, Jag2) a Delta like ligands (Dll1, Dll3 a Dll4). U D. melanogaster se ligandy nazývají Serrate 

a Delta (Zeng et al., 1998) a u C. elegans LAG-2 a APX-1 (Greenwald, 1998). Nejvýznamnějšími 

savčími Notch efektorovými molekulami jsou bezesporu Hes a Hey bHLH geny. Jedná se 

o analogy k Drosophila hairy a enhancer-of-split genům. Stejně jako u D. melanogaster, fungují 

jako transkripční represory k transdukci Notch signální dráhy.  Zatímco Hes geny hrají zásadní 

roli při formaci neurální lišty a endokrinního systému, Hey geny mají vliv především 

na kardiovaskulární systém (Wiese et al., 2010).  

Ve vyvíjejícím se srdci Notch reguluje proliferaci myocytů, trabekularizaci či formaci 

chlopní. Mutace v této signalizaci může způsobit vrozená srdeční onemocnění, jako jsou defekty 

výtokového traktu (Jagg1, Notch 2), postižení aortální chlopně (Notch 1), kardiomyopathii 

(presenilin 1 a 2) (Li et al., 2006), a cerebrální arteriopathii (notch 3) (Joutel et al., 1996).  

Notch hraje i nezbytnou roli v komunikaci mezi endokardem a myokardem. Od ED9,5 je 

Notch1 aktivita detekována ve ventrikulárním endokardu a napomáhá tvorbě trabekul, Jag1 je 

v tomto období exprimován v kardiomyocytech, Dll4 v endokardiu (D’Amato et al., 2016; 

MacGrogan et al., 2018). Studie MacGrogan a spol. přichází s tím, že Jag1 a Dll4 se svoji 

antagonistickou funkci, regulují v endokardiu sinus venosus kapilární sprouting a definují i 

velikost a organizaci koronárního plexu. V pozdějších stádiích podporují arteriovenózní 

remodelace a zrání primárního plexu (MacGrogan et al., 2018).  
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Studie s cílenými mutacemi genů kódujících Notch ligandu ukázala, že jak Jag1 (Xue 

et al., 1999), tak i Dll1 (de Angelis et al., 1997) homozygotní mutanty umírají okolo gestačního 

dne ED10,5 na vaskulární defekty samotného embrya i žloutkového váčku. Mutanty Notch4 se 

vyvíjejí normálně bez závažného fenotypu, zatímco dvojité mutanty Notch1/Notch4 také 

vykazují vaskulární defekty a krvácení (Krebs et al., 2000). Mutace v Jag1 způsobuje u lidí Alagille 

syndrom. Jedná se o autozomálně dominantní onemocněné, které je charakterizováno 

vývojovými abnormalitami srdce a jiných orgánů (Loomes et al., 1999). Exprese Notch je 

detekována i postnatálně u potkanů postižených infarktem a to od 4. dne po poškození (Gude 

et al., 2008). Dle Kratsios et al., 2010 Notch napomáhá neovaskularizaci ischemických tkání, 

minimalizuje tvorbu fibrózy a zvyšuje tak možnost přežití (Kratsios et al., 2010).  

 

4.1.3.1 Signalizace  

Pro zahájení signalizace je potřeba navázání ligandu jedné buňky k receptoru buňky 

přilehlé. Notch proteiny jsou nejdříve syntetizovány jako prekurzory a následně zpracovány 

v Golgiho aparátu pomocí furinu a exportovány na povrch buněk, kde tvoří heterodimery 

(Blaumueller et al., 1997; Bush et al., 2001). Ligandy Delta a Jagged, jsou transmembránové 

proteiny, s velkou extracelulární doménou tvořenou především EGF-like repeats, která slouží 

k navázání ligandu. Delta a Jagged jsou si navzájem antagoničtí. Vazba ligandu je následována 

dvěma proteolytickými štěpeními (viz obr. 8). První je katalyzované metaloproteázou z rodiny 

ADAM (též nazývaná TACE nebo TNF-alpha converting enzyme), zatímco druhé je 

zprostředkováno γ-sekretázou, enzymovým komplexem presenilinu, nicastrinu, PEN2 a APH1.  

Druhé štěpení uvolňuje Notch intracelulární doménu (NICD), která se translokuje do jádra 

a kooperuje s DNA vázajícím proteinem CSL (RBPJ) a proteinem Mastermind (Man) pro zahájení 

transkripce genů (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Bray, 2006; Kidd et al., 1986). 

Nejdůležitějšími, nebo alespoň nejlépe prostudovanými efektorovými molekulami jsou Hes 

a Hey bHLH geny (viz obr. 8). V srdečním vývoji savců se uplatňují tři typy Hey (Hey1, Hey2 a 

HeyL). Hey a Hes geny jsou transkribovány v řadě buněk (i progenitorových endotelových buněk) 

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

Notch signalizace je velice konzervovaný proces, proto je tento model platný pro celou řadu buněk. 

Po prvním štěpení (S1) pomocí furin-like convertase dochází k uvolnění receptoru na povrch buňky, která 

čeká na příjem signálu. Následně dochází k navázání ligandu (zde Delta) přes DSL doménu. Aktivací Notch 

dochází k dalším dvěma štěpení (S2, S3). Pomocí ADAM dojde k odpojení od ligandu a gamma-secretase 

umožní odstřižení NICD. NICD se translokuje do jádra a společně s CSL komplexem odváží ko-represor 

(Co-R) a naváží ko-aktivátor (Co-A), mastermind-like 1 (MAML1) a dochází k transkripci cílených genů. 

Převzato z (Majidinia et al., 2018). 

4.1.4 Endotelin 
Jedná se o skupinu z endotelu odvozených vasokonstrikčních peptidů (ET-1, ET-2). Každá 

forma endotelinu má svůj vlastní gen, nejedná se tedy o vznik alternativním sestřihem. 

Nejdůležitější isoformou v kardiovaskulárního systému je ET-1, který byl poprvé izolován 

z prasečích aortálních endotelových buněk. Tento peptid produkují převážně endotelové buňky 

a jeho funkce je primárně vazokonstrikční a mitogenní. Můžou ho však produkovat 

i kardiomyocyty či hladká svalovina. ET-1 stimuluje produkci VEGF a PDGF (Rich and McLaughlin, 

2003; Yanagisawa et al., 1988).  

ET-1 je produkován v neaktivní formě jakožto prepro-ET-1 mRNA a je konvertován do aktivní 

formy pomocí endothelin-converting enzyme (ECE-1 a ECE-2). Přestože ECE-2 (null) -/- mutanty 

neprojevují žádný výrazný fenotyp, ECE-1 null mutanty vykazují defekty výtokového traktu. 

Dvojité null mutanty ECE-1 a ECE-2 mají poruchy atrioventrikulárních chlopní (Davenport et al., 

2016; Yanagisawa et al., 2000).  
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Rozdílnou lokalizaci ET-1 a receptoru ET-1 (ETA) v myších embryích zmapovala skupina 

Clouthier et al., 1998. Během ED8,5 a ED9,5 wild-type embrya exprimovala ETA v myokardu 

komor, atrií i výtokovém traktu. ET-1 však bylo detekováno v endokardiu srdečních komor 

a v endotelu aortálních oblouků. U ETA -/- myších embryí bylo časté přerušení aorty, což vedlo 

k dominantnímu ductus arteriosus, který se napojoval na dorsální aortu. Dále u některých 

jedinců chyběla pravá arteria subclavia či trpěli na tubulární hypoplásii aorty. Většina z nich 

trpěla ventrikulárním septálním defektem (92%) (Clouthier et al., 1998).  

Halcox et al. dospěli k závěru, že působení antagonisty ETB receptoru způsobuje zúžení 

drobných koronárních cév, aniž by byla ovlivněna funkce endotelu a epikardiální tonus. 

A to prostřednictvím sníženého odbourávání ET a dostupnosti NO (Halcox et al., 2007).  

Ve studiích u pacientů s chronickým selháním byla zjištěna zvýšená hodnota ET-1 

v plazmě, která se odrážela od závažnosti onemocnění. Antagonisté ET a konvertujícího enzymu 

ECE by tak mohly být použity v terapii (Love and McMurray, 1996). Sakai et al. popsala pozitivní 

účinky dlouhodobého podávání antagonisty ETA potkanům s infarktem myokardu (Sakai et al., 

1996). Kiowski et al. potvrdil výhody podání neselektivních antagonistů ETA /ETB u lidských 

pacientů, u kterých se zvýšil srdeční index (srdeční výdej přepočten na 1 m2
 povrchu těla) 

(Kiowski et al., 1995). 

4.1.4.1 Signalizace 

Endotelin působí jak parakrinně, tak autokrinně (Shubeita et al., 1990). Jeho efekt je 

zajištěn interakcí s jedním ze dvou G-protein spřažených receptorů, procházejících 

7x membránou (ETA a ETB). Po navázání ET-1 na receptor se oba endocytují do buňky a aktivují 

signalizační dráhy (Love and McMurray, 1996). Schéma signalizace viz obr. 9. 

Stimulace ETB receptorů usnadňuje uvolnění prostaglandinů I2 (PGI2) a NO, což vede 

k vasodilataci. NO vzniká z L-argininu pomocí NADPH-dependentní dioxygenázy, označované 

jako NO syntáza (viz kapitola oxid dusnatý). NO syntéza je indukována i MAPK prostřednictvím 

aktivace PKC. Zatímco po navázání na druhý typ receptoru ETA dochází ke kontrakci 

kardiomyocytů či hladké svaloviny a k migraci a k proliferaci buněk v důsledku zvýšené 

intracelulární hodnoty Ca2+ iontů. Ca2+ ionty prochází do buněk napěťově řízenými kanály (VOC 

= voltage gated calcium channels) (Podle Houde et al., 2016 je přechod Ca2+ napěťově nezávislý). 

Ca2+ ionty se uvolňují i ze sarkoplasmatického či endoplazmatického retikula aktivací PLC 

(fosfolipázy C). PLC přeměňuje PIP2 na IP3 a DAG. IP3 se naváže na receptory sarkoplasmatického 

retikula a uvolní vápenaté ionty.  Koncentrace iontů může být zvýšena i aktivací ryanoidních 

receptorů, které se otevírají v závislosti na hodnotě přítomných iontů.  Cytosolický Ca2+ se 

navazuje na kalmodulin, který aktivuje kalmodulin dependentní kinázu CaMK, která fosforyluje 

eNOS a tím aktivuje syntézu NO. Ta může být aktivována i fosforylací Akt. To je zprostředkované 
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přes ETB/PI3K signalizaci. Ve svalovině je kontrakce zprostředkována MLCK, k jejíž aktivaci vede 

dráha CaMK, MAPK a PI3K. Inhibici MLCK způsobuje Rho-kináza. ETA produkce je zvýšena 

v přítomnosti cytokinů, růstových faktorů, hypoxie a stresu (Guan et al., 2015; Hirata et al., 1993; 

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

 

Obr. 9 Schéma signalizace Endotelinu mezi endotelovou buňkou a buňkou hladké svaloviny.  

Schéma vytvořené pro reveu (Neffeová et al., 2021, accepted) v programu BioRender. Přeloženo do 

českého jazyka.  

4.1.5 Oxid dusnatý  
Oxid dusnatý (NO), se syntetizuje z aminokyseliny L-argininu třemi izoenzymy syntázy 

oxidu dusnatého (NOS). Oxid dusnatý je zodpovědný za kardiovaskulární homeostázu, způsobuje 

relaxaci hladké svaloviny, vazodilatace cév či ventrikulární relaxaci. Dle Brady et al., 1992 jsou i 

isolované myocyty schopné relaxace pomocí vlastní syntézy NO (Brady et al., 1992).  

Endotelová forma syntázy (eNOS) je převážně exprimovaná v endotelových buňkách, 

kde je její syntéza ovlivněna změnou koncentrace vápenatých iontů, kyslíku či kalmodulinu. 

Produkce neuronální NOS (nNOS) je rozšířena do více typů buněk, jméno získala podle místa 

prvního nálezu v cerebellu a je také ovlivněna hodnotami Ca2+. Obě formy produkují NO i 

v kardiomyocytech. Poslední NOS je inducibilní/indukovatelná syntáza, která je produkována 

buňkami imunitního systému (High and Epstein, 2008; Star, 1993). Někdy se uvádí  i čtvrtá forma, 

jaterní NOS (Geller et al., 1993). Ve studii Barouch et al. představili antagonistickou funkci nNOS 

a eNOS na kontraktilitu kardiomyocytů. eNOS je lokalizována v buněčných kaveolách a 

kompartmentalizuje s beta-adrenergní receptory a inhibuje L-type Ca2+ kanály, vedoucí 

k negativní β-adrenergně-indukované ionotropii, zatímco nNOS je cílený na sarkoplasmatické 

retikulum a usnadňuje uvolnění iontů (pozitivní ionotropní účinek). Myši deficientní na nNOS 
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měli potlačený ionotropní efekt, deficientní na eNOS naopak zvýšenou kontraktilitu (Barouch et 

al., 2002). 

Syntézu NO mohou stimulovat acetylcholin, bradykinin, angiotensin II, adeninové 

nukleotidy či trombin. Acetylcholin a bradykinin podporují influx Ca2+ iontů. Uvnitř buňky může 

NO inhibovat agregaci krevních destiček a uvolňování insulinu (Furchgott and Zawadzki, 1980).  

Studie Sellke et al., zabývající se vlivem nitroglycerinu a NO na prasečí mikrocirkulaci, 

porovnávala rozdílnou účinnost těchto látek na cévy tří velikostních typů. Na velké cévy 

(191-300 μm) ošetřené acetylcholinem, působil NO 10x účinněji než na cévy malé (60-100 μm). 

Jako vysvětlení uvedli nižší obsah enzymů, potřebných k zahájení relaxace (Sellke et al., 1990). 

Neonatální eNOS -/- myši trpí na řadu abnormalit koronárních artérií a mikrocirkulace, 

jejich denzita byla nižší u embryí během ED15,5 v porovnání s WT kontrolami. Zároveň 

u ranějších embryí byla snížená exprese Wt1 (Wilm´s tumor-1 transkripční faktor), který je 

nezbytný pro EMT, a tedy i formaci koronárních artérií.  Syntáza eNOS je prvně exprimovaná 

u myších a potkaních embryí od ED9,5 (Fukumura et al., 2006; Liu and Feng, 2012). 

Protože overexpresse NO ve vyvíjejícím se srdci není podrobně zmapována, tým 

Siamwala et al, 1990 provedl pokus se zavedením NO do vajíčka s kuřecím embryem (stadium 

7-8 dle Hamburger-Hamilton (HH)). Výsledkem bylo situs inversus u 28 ze 100 testovaných 

v HH stádium 24. Důvodem byla zvýšená exprese BMP4 v levé části embrya a snížená migrační 

schopnost srdečních progenitorových buněk (Siamwala et al., 2019).  

Defekty v kaskádě NO byly nalezeny u pacientů s hypertenzí a chorobami koronárních 

artérií, mezi které patří ateroskleróza či remodelace mikrovaskularity. Homozygotní eNOS 

mutantní myši kromě hypertenze netrpí na další problémy, díky kompenzaci eNOS jinými 

mechanismy (Huang et al., 1995; Numaguchi et al., 1995; Star, 1993).  Vysoká koncentrace NO 

je cytotoxická, ošetření kuřecích embryí vysokými koncentracemi NO bylo letální (Siamwala et 

al., 2019).  

K výzkumu NO lze využít i analogy argininu, např. L-nitroarginine či L-N-arginine methyl 

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

4.1.5.1 Signalizace 

Z prekurzoru L-argininu vzniká kromě NO i L-citrulin, který se této kaskády neúčastní, ale 

může se znovu recyklovat do L-argininu. NO difunduje buňkou či k buňce přilehlé a stimuluje zde 

guanylát cyklázu (GC), čímž dojde k zvýšení koncentrace cyklického guanosin monofosfátu 

(cGMP) navázáním GC na jeho hemovou skupinu. cGMP zde funguje jako druhý posel. Následně 

dochází ke snížení intracelulární hodnoty Ca2+ iontů, což vede k relaxaci buněk a k vasodilataci. 

To se uplatňuje především 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 váží na tyrosin kinázové receptory Tie1 a Tie2. Ang/Tie signalizační 

dráha je zodpovědná za vývoj cév během středního gestačního období a zároveň se účastní 

kontroly cévní permeability a neovaskularizaci v odpovědi na patologické stavy. Ang1 je 

produkován pericyty a mesenchymálními buňkami. Ang2 je produkován endotelovými buňkami 

a jeho hodnoty jsou zvýšené stimulací VEGF a v odpovědi na hypoxii. Ang2, který je 

kompetitivním antagonistou Ang1. Na rozdíl od Ang1 způsobuje destabilizaci endotelové stěny 

formací aktinových stresových vláken (Dallabrida et al., 2005; Saharinen et al., 2017).   

Pro Tie receptor se používá i zkratka TEK, vycházející ze struktury receptoru, tedy tyrosin kináza 

s imunoglobuliny a EGF homologní doménou. Angiogenese se účastní především Ang1 a Ang2 

ligandy, u člověka existuje však i třetí typ Ang4, jehož ortologem je u myší Ang3 (Fagiani and 

Christofori, 2013; Nishimura et al., 1999). 

Ang1 a Tie2 knock-outy způsobují poruchy cévního dozrávání a formaci endokardu a 

trabekul. Obdobný fenotyp je vidět i u transgenních myších s overexpresí Ang2 (Saharinen et al., 

2017). Myši s nadprodukcí Ang1 během vývoje neměly vyvinuté koronární cévy (Ward and 

Dumont, 2002) a umírají na vykrvácení (ED12,5-15,5). Tie1 null embrya angiogenezi narušenou 

nemají, avšak umírají v rozmezí od ED13,5 a narozením kvůli krvácení způsobeném ztrátou 

integrity cév (Puri et al., 1995). Tie2 null embryos umírají do ED12,5 bez vyvinuté cévní sítě (Suri 

et al., 1996).  

Ang/Tie2 signalizace se účastní i remodelace myokardu při patologiích. Exprese Ang2 je 

zvýšena po infarktu myokardu a zvýšená hodnota v plazmě se vyskytuje i u pacientů se srdečním 

selháním. Zatímco Ang1 exprese je v hypoxickém myokardu snížena (K. W. Lee et al., 2004).  

4.1.6.1 Signalizace  

Angiopoietiny se váží na druhý imunoglobulinový motiv receptoru Tie2, čímž dojde 

k jeho aktivaci autofosforylací. Nepřímo může být aktivován i Tie1 heterodimerizací s Tie2 

aktivovaným receptorem (viz obr. 10). Autofosforylace aktivuje řadu signalizačních kaskád 

včetně PI3K/Akt dráhy, která podporuje přežívání endotelových buněk. Aktivací PKB/Akt 

stimuluje tvorbu NO (Saharinen et al., 2017), dále stimuluje GRB2 (growth factor receptor-bound 

protein2), účastnící se dráhy Ras/Raf/MEK/ERK1/ERK2, která aktivuje proliferaci a migraci 

(Fukuhara et al., 2008). Podporuje i tvorbu ABIN-20 (A20-binding inhibitor of NFĸB-2) (Tadros 

et al., 2003), čímž potlačuje aktivitu NFĸB-2 a ochraňuje tak endotelové buňky před apoptózou.  

Ang1 podporuje i  vaskulární stabilitu pomocí spojů (junctions) mezi sousedními 

endotelovými buňkami formací komplexu Tie1/Tie2/Ang1. Zároveň Ang1 stabilizuje vaskulární 

kadherin (VE-cadherin) (Saharinen et al., 2017). V přítomnosti VEGF dochází k uvolňování 

pericytů obklopujících endotel aktivací Ang2 a jeho receptoru Tie2. Ang2 je uvolňován 
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z Weibel-Palade tělísek v reakci na hypoxii, PDGF nebo VEGF a zvyšuje tak permeabilitu 

membrány. To umožňuje snadnější průchod faktorů, které zaktivují angiogenesi.  

Ang1 podobně jako VEGF indukuje tip cell expresi Dll4, která aktivuje Notch 

na sousedních stalk cells a předchází tak přeměně na tip cells (Geudens and Gerhardt, 2011; 

Saharinen et al., 2017; Thurston and Kitajewski, 2008).  

 

Obr. 10 Schéma signalizace Angiopoietinu (Ang1 a Ang2) v buňkách endotelu.  

Tmavě oranžově jsou znázorněny pericyty, světle oranžově endotelové buňky. Schéma vytvořené pro reveu 

(Neffeová et al., 2021, accepted) v programu BioRender. Přeloženo do českého jazyka.  

 

4.1.7 Neuregulin 
Neureguliny (Nrg) jsou strukturně podobné proteiny patřící do rodiny EGF. Tyto signální 

molekuly se účastní buněčné diferenciace, proliferace, přežívání, ale i apoptózy. Jedná se 

o ligandy receptorů tyrosin kinázové rodiny ErbB. U savců nalézáme čtyři typy Nrg genů, které 

vznikají rozdílným post-transkripčním sestřihem (NRG-1, NRG-2, NRG-3, and NRG-4). 

Nejdůležitějším signální drahou v rámci vývoje srdce je Nrg1/ErbB2/4. Všechny isoformy Nrg-1 

obsahují EGF-like signaling doménu, které zprostředkovává navázání na receptor.  Během rané 

kardiogenese je Nrg1 syntetizován endotelem malých koronárních cév do extracelulárního 

prostoru, kde je navázán na receptor ErbB4, který se nachází na kardiomyocytech 

(Oghenerukevwe et al., 2012; Wu et al., 2018).  

V případě delece ErbB4, ErbB3 nebo ErbB2 dochází k významné deficienci ventrikulární 

trabekularizace a formace AV polštářků, z kterých následně vznikají AV chlopně (Garratt, 2006; 
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Gassmann et al., 1995; Xu et al., 2010). Poškození končí úmrtím embryí během stádií střední 

embryogenese, což se potvrdilo i u rybího modelu Dario rerio (Rupert and Coulombe, 2015). 

Naopak Nrg2 deficientní myši na srdeční defekty netrpěly (Britto et al., 2004). 

Neuregulinová aktivita je nejen důležitá pro vývoj srdce, ale i pro kontrolu jeho funkce 

u dospělých. Potvrdila se i účinnost Nrg-1 při léčbě srdečního selhání jak u zvířecích modelů 

s chronickým selháním, tak i u lidských pacientů. Výsledkem je zlepšení kontraktility myokardu 

pro pumpování krve (pumping function), zabránění komorové dilatace a podpora reparace 

kardiomyocytů. Léčba rakoviny prsu, při které byla použita monoklonální anti-ErbB2 protilátka 

v léku Trastuzumab byla provázena nežádoucími účinky spojených se srdečním selháním 

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

4.1.7.1 Signalizace 

Navázáním ligandu Nrg1 na ErbB4 (nebo ErbB3) dochází ke konformační změně 

receptoru a k dimerizaci s ErbB2, která vede k fosforylaci C-terminální domény. ErbBs se skládají 

z extracelulární domény, kde je vazebné místo pro ligand, transmembránové domény 

a intracelulární s tyrosin kinázovou aktivitou. Fosforylace způsobí aktivaci řady signalizačních 

drah, mezi které patří aktivace protein kinázy B (Akt)/PI3K, Ras/MEK/ERK1/2, Src/focal adhesion 

kinase (FAK) a NOS. Ras/MEK/ERK1/2 signalizace řídí organizaci sarkomer a myofibrilogenezi. 

Src/FAK signalizace podporuje aktinovou polymerizaci, organizaci myofilament a expresi 

β-myosinových těžkých řetězců, buněčné přežití a interakci kardiomyocytů (Garratt, 2006; 

Mendes-Ferreira et al., 2013; Rupert and Coulombe, 2015; Xu et al., 2010, 2010). Neureguliny 

produkované endotelem zároveň chrání kardiomyocyty před peroxidy, antracykliny a 

beta-adrenergními receptory.  

Nrg-1 může také indukovat angiogenesi v rakovinových buňkách prsu prostřednictví 

zvýšené exprese VEGF a Ang1 a indukovat tvorbu buněk hladké svaloviny cév (Bagheri-Yarmand 

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

4.1.8 PDGF 
Platelet-derived growth factor je skupina růstových hormonů tvořena třemi dimerními 

ligandy PDGF AA, PDGF BB a PDGF-AB (viz obr. 11), které se váží na patřičné receptory (PDGFR). 

PDGFR-α interaguje s A nebo B řetězcem PDGF, zatímco PDGFR-β pouze s B řetězcem (Levéen 

et al., 1994).   

Dle in vitro studie Edelberg et al.,1998 endotel malých koronárních cév exprimuje PDGF-

A formu, (výsledkem homodimer -AA) ale nikoliv PDGF-B. Pokud jsou ke kultuře přidány buňky 

kardiomyocytů, endotelové buňky začnou exprimovat i PDGF-B variantu, což vede ke vzniku 

heterodimeru PDGF-AB. PDGF-AB se váže na receptor PDGFR-α na přilehlé buňky endotelu, 

který projde dimerizací. Tento heterodimer indukuje endotelovou transkripci von Willebrand 
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faktoru (vWF), Flk-1 a VEGF. PDGF se tak účastní kontroly angiogenese (Edelberg et al., 1998). 

Dále existují i formy PDGF-C a PDGF-D (Fredriksson et al., 2004).   

 

Obr. 11 Schéma PDGF-PDGFR interakcí.  

Upraveno podle (Evrova and Buschmann, 2017).  

 

Homozygotní delece jednoho z účastníků kaskády vede k letalitě embryí se značnými 

vaskulárními abnormalitami. PDGF-B a PDGFR-β deficientní myši umírají perinatálně 

s mikrovaskulární dysfunkcí, s dilatací srdce a velkých artérií (Bjarnegård et al., 2004; Levéen 

et al., 1994). PDGF-A a PDGFR-α myši ošetřené neutralizujícími protilátkami se vyznačovaly 

kromě mikrovaskulárními poruchami i myokardiální hypertrofii a epikardiálními a 

endokardiálními abnormality (Schatteman et al., 1996).  

U neonatálních potkanů byla prokázána pozitivní účinnost PDGF-BB na kontraktilitu a 

antiapoptický účinek kardiomyocytů. PDGF-BB indukuje Akt fosforylaci a předchází apoptóze 

signalizací PI3K/Akt zprostředkovanou PDGF-BB/PDGFR-β.  Je prokázáno, že PDGF podporuje 

neovaskularizaci v postinfarktní tkáni (Edelberg et al., 1998; Hsieh et al., 2006). Regeneraci, 

systolickou funkci a postinfarktovou proliferaci potvrdila i studie (Yue et al., 2019). Zvýšená 

hodnota PDGF byla naměřena v odpovědi na infarkt myokardu (Ogawa et al., 1992). Lze tedy 

uvažovat o možném terapeutickém významu PDGF. 

4.1.8.1 Signalizace 

PDGF receptory patří do rodiny tyrosin kináz a jejich aktivací následuje autofosforylace 

tyrosinových zbytků intracelulární domény (Kelly et al., 1991). Pro alfa, beta i heterodimerovou 

variantu receptoru je typická řada signalizačních drah, které byly zmíněné i u předchozích 

faktorů. Signalizační dráhy jsou zakresleny na obr. 12. 

Fosforylace receptoru vede k začlenění PLCγ do plazmatické membrány a k fosforylaci 

samotné PLCγ. To vede k mobilizaci vápenatých iontů a k aktivaci PKC. Výsledkem je buněčná 
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proliferaci a zvýšená motilita (Kundra et al., 1994). Podobně jako u fosfolipázy dochází k aktivaci 

PI3K. PI3K má řadu efektorových molekul, mezi které v PDGF signalizaci patří např. Rac (člen Rho 

rodiny malých GTPáz) důležitý pro reorganizaci aktinu, chemotaxi a k formaci lamelipodií. PI3K 

aktivuje i serin/threoninovou kinázu Akt/PKB pro antiapoptický efekt. Akt aktivuje IĸB kinázu 

(IKKα), způsobující degradaci NF-ĸB, což napomáhá buněčnému přežívání. Dále aktivuje Ras 

systém, který zprostředkovává dráhu Raf (proto-oncogene serine/threonine protein 

kinase)/MEK/ERK. Tato dráha podněcuje fosforylaci transkripčních faktorů a podněcuje expresi 

řady genů. Další účastníkem z Rho rodiny je RhoA (Ras homolog family member A), která 

prostřednictvím ROCK (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase) fosforyluje MLC 

a ovlivňuje tak formaci stresových vláken (stress fibres) (Du and Montminy, 1998; Gutjahr et al., 

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

 

 

Obr. 12 Schéma základních signalizačních kaskád PDGF.  

Schéma vytvořené pro reveu (Neffeová et al., 2021, accepted) v programu BioRender. Přeloženo do 

českého jazyka.  
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5 Závěr 

Původ endotelu koronárních cév je i v dnešní době předmětem diskusí. Mimo klasického 

modelu migrace endotelových cév z proepikardiálního orgánu se v posledních deseti letech 

ukazuje, že část koronárních cév pochází i ze sinus venosus a také z endokardu srdečních komor.  

Nejen původ, ale i molekulární mechanismy vývoje koronárních cév patří mezi důležité otázky 

základního výzkumu srdce. Informace získané z normálního embryonálního vývoje, jakými 

mechanismy komunikují buňky cév s okolním myokardem, prohloubí naše znalosti a umožní 

porozumět i postnatální reaktivaci těchto mechanismů při patologických situacích a tím 

i napomohou léčbě kardiovaskulárních onemocnění.  

V této práci jsou shrnuty nejen molekulární mechanismy jednotlivých faktorů, ale i jejich 

vzájemná komunikace. Dále je shrnuta i jejich celková úloha v komunikaci kardiomyocytů 

a endotelových buněk a tím i ve vývoji srdce.  

Výsledky této rešeršní práce jsou reprezentovány v pěti schématech, které jsem vytvořila 

v grafickém programu BioRender. Rešerše a schémata signalizačních mechanismů jsou jednak 

podkladem této bakalařské práce a také budou publikovány jako review: Development 

and pathologies of coronary microvasculature and its crosstalk with cardiomyocytes, WIRESs 

Mechanisms of Disease, IF 4,28. 

 

V diplomové práci bych ráda navázala na problematiku embryonálního vývoje 

a embryonální regeneraci myokardu se zaměřením na neovaskularizaci myokardu pomocí 

koronárních cév. V Laboratoři molekulární embryologie prof. Sedmery na Anatomickém ústavu 

1. LF UK na modelu japonské křepelky (Coturnix japonica) testujeme metodu „Cryoinjury“, kdy 

lokálním zmražením tkáně tekutým dusíkem u raných embryonálních stádiích vytvoříme nekrózu 

myokardu. Následně budeme studovat mechanismy, které se při embryonální regeneraci 

myokardu aktivovaly, a které napomohou pochopení mechanismů reparace myokardu 

po infarktu v dospělosti. Znalosti těchto signalizačních mechanismů získané v průběhu přípravy 

této bakalářské práce budou základem dalšího výzkumu v mojí diplomové práci.  
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