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Abstrakt

Pochopeni vyvoje sympatického srde¢niho systému a identifikace gend, které ho reguluji, je naprosto
zésadnim krokem pro vyvoj terapeutickych a diagnostickych metod. Sympatikus vznikd z bunék
neuralni listy, které jsou pisobenim NRP1/SEMA3A a neuregulin/ERBB signalizaci navadény
k dorsalni aorté. Dorsélni aorta iniciuje jejich diferenciaci smérem k sympatickému fenotypu. Tento
proces je regulovan transkripcnimi faktory, mezi které patii ASCL1, PHOX2A/B, GATA3, HAND2,
HIF1A a ISL1. Sympatické neurony, navadény BDNF/TRKB signalizaci, nasledné migruji do svého
kone¢ného paravertebralniho umisténi, odkud jejich axony rostou smérem k srdci. Riist axonl je
regulovan NGF/TRKA a NRP1/SEMA3A signalizaci. Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatk
(pfedevsim z mysiho modelu), které se tykaji regulace vyvoje sympatickych neuronti a sympatického
srde¢niho systému s dirazem na transkripéni faktory. Tyto informace pomohou pochopit rozvoj
nékterych kardiovaskularnich onemocnéni, ktera jsou spojovana s dysfunkci sympatického systému
a ktera jsou celosvétove stdle dominantni pti¢inou Umrti. Mezi tato onemocnéni patfi napf. arytmie,

kongestivni srde¢ni selhani ¢i infarkt myokardu.

Kli¢ova slova: mysi model, neurony, signalni drahy, srdce, sympatikus, transkripéni faktory

Abstract

To improve modern therapeutic and diagnostic methods, it is crucial to understand the development of
the cardiac sympathetic system and to identify the genes involved in its regulation. Neural crest cells
give rise to the sympathetic precursors that migrate towards the dorsal aorta. This migration is regulated
by the NRP1/SEMA3A and neuregulin/ERBB signaling. The differentiation towards the sympathetic
phenotype is regulated by transcriptional factor networks, including ASCL1, PHOX2A/B, GATA3,
HAND?2, HIF1A and ISL1. Next, neurons migrate to the final paravertebral position, which is regulated
by the BDNF/TRKB signaling. The final step in the development of cardiac sympathetic neurons is the
axon growth and guidance towards the heart. This is regulated by the NGF/TRKA and NRP1/SEMA3A
signaling. This thesis aims to map current knowledge of different regulation pathways involved in the
cardiac sympathetic development (especially in the mouse model) with emphasis on transcriptional
factors. This type of information should help us better understand the pathophysiology of some
cardiovascular diseases associated with the dysfunctional sympathetic system, such as arrhythmias,

congestive heart failure or myocardial infarction, which remain to be main causes of death worldwide.

Key words: heart, mouse model, neurons, signaling pathways, sympathetic system, transcriptional

factors
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1 Uvod

Sympaticky nervovy systém zodpovida spole¢né s parasympatickym za inervaci srdce a jeho fyziologickou
funkci. Vznikne-1i mezi sympatikem a parasympatikem nerovnovaha nebo je narusen jejich vyvoj, dochazi
k rozvoji fatdlnich onemocnéni. Mezi né patii napi. arytmie, hypertenze, kongestivni srdec¢ni selhani ¢i
infarkt myokardu, které mohou vést k ndhlému srdecnimu umrti. Kardiovaskularnimi chorobami
celosvétove trpi 523 miliond lidi a v dusledku kardiovaskularnich onemocnéni umird kazdy rok 18,6
miliont lidi. Prevalence téchto onemocnéni a ztracena léta zivota v disledku nemoci neptestavaji rust.
Nejcastéjsi kardiovaskularni chorobou je ischemicka choroba srdecni, kterd mtze vést k rozvoji infarktu
myokardu ¢i riznych typl arytmii, mezi néz patii napf. chvéni sini a atrialni fibrilace. T&mito
onemocnénimi trpi celosvétove 59,7 miliont lidi a tento pocet se neustale zvysuje (Roth et al., 2020; Pius-

Sadowska and Machalinski, 2021).

Pro pochopeni vzniku patologii srde¢ni inervace v dospélosti je naprosto zasadni porozumét embryonalnimu
vyvoji srde¢niho sympatického systému. Molekularni a bunééné mechanismy, které za vyvojem srde¢niho
sympatiku stoji, mohou dat zaklad diagnostickym i terapeutickym metodam. Jako v ptipadé mnoha jinych
patologii by totiz i u vzniku a 1é¢by kardiovaskularnich onemocnéni mohlo jit alespon ¢aste¢né o plisobeni
podobnych mechanismt jako v embryonalnim vyvoji. Poznatky o vyvoji sympatiku by mohly byt uzite¢né
predevsim ve vyvoji 1écby arytmii, které vznikaji bud’ béhem vyvoje nebo pozdé&ji v Zivote napft. po infarktu
myokardu. Tyto stavy mohou nejen snizovat kvalitu zivota jedince, ale mohou vést k ndhlému srde¢nimu
umrti. V 1é¢b¢ téchto onemocnéni se uplatnuji pristupy farmakologické (napt. beta blokatory), inovativni
molekularni terapie ¢i neuromodulace. Zajimavym uplatnénim poznatkli o vyvoji tohoto komplexniho
systému je i reinervace srdce po transplantaci, ktera hraje zasadni roli ve funkcnosti transplantovaného
srdce, a ma tedy velky vliv na kvalitu zivota pacienta. V této praci jsou shrnuty funkce transkripcnich (napf.
ASCL1, PHOX2B, GATA3, HAND?2, HIF1A, ISLAT1) a trofickych faktorit (NGF, SEMA3A), které hraji

roli ve vyvoji srde¢niho sympatiku, a vztahy mezi nimi.



2 Anatomie srde¢niho sympatiku

2.1 Obecna anatomie sympatiku

Autonomni nervovy systém (dale jen
ANS) zajiStuje inervaci vnitinich
organt a tkani. Sestava ze dvou Casti
—  sympatiku  a parasympatiku
(Obrazek 1). Rozdil mezi obéma
Castmi je dan  anatomickymi
odliSnostmi, jinym zastoupenim
neurotransmiterd a antagonistickym
ucinkem na cilové organy. Zahrnuje
jak neurony centralniho nervového
systému (tj. mozku a michy), tak
neurony periferni. ANS
zprostiedkovava kontrolu nad fadou
organti atkani (hladkd a srdecni
svalovina, zladzy) scilem udrzet
homeostazi vtéle. ANS sestava
z aferentnich (dosttedivych)
a eferentnich (odstfedivych) neuronii

a z interneurontl. Aferentni neurony
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Obrazek 1. Autonomni nervovy systém ANS se skladd ze systému
sympatiku a parasympatiku, jez maji antagonistickou funkci. Oba
systémy zajist'uji kontrolu nad organy a tkdnémi za Gcelem zachovani

homeostaze. Upraveno podle (Klabunde, 2018).

vedou impulsy od visceralnich receptort (receptory vnitinich organd a tkani) a pfenasi je do centralniho

nervového systému. Zde jsou impulsy zpracovany prostfednictvim interneurond. Impuls je z centralni

nervové soustavy veden eferentnimi neurony k cilovym organtim (Snell, 2010). NiZe popisovana anatomie

plati pro ¢loveka, nebyly vSak prokazany vyznamné rozdily mezi zékladni anatomii sympatiku ¢lovéka

a mysi. Pokud neni zminéno jinak, dle dosavadnich zdroju je zde popisovana anatomie platna pro oba druhy

(Jobling, 2012; Laflamme et al., 2012).

Sympatikus, stejné jako parasympatikus, za¢ina v centralni nervové soustave, neinervuje vSak cilové organy

a tkané ptimo. Sympatické neurony vystupuji z centralni nervové soustavy jako neurony preganglionické,

v gangliich tvofi synapse s postganglionickymi neurony (Obrazek 2), které zajiStuji inervaci cilovych

organti (Cihak, 2004b). Téla preganglionickych neuronii se nachazeji v postrannich rozich $edé kiiry misni.



V ptipadé sympatiku u ¢loveéka je to od hrudniho obratle 1, po bederni obratel 3 (pfipadné 2).
Preganglionicka vlakna opoustéji michu spole¢né s prednimi kofeny mis$nimi jakozto eferentni neurony.
Poté prochazi skrze rami communicantes albi do paravertebralnich ganglii sympatického kmene (Obrazek
3). Zde tvoti synapse s postganglionickymi neurony, které se bud’ se vraci jako rami communicantes grisei
do misnich nervii a podél jejich vétvi mifi do efektorového mista (hladka svalovina klize a cév a potni zlazy)
nebo odstupuji piimo ze sympatického kmene a inervuji cilové organy (Cihak, 2004b). Sympaticky kmen
je parovy provazec ganglii, ktery vede po obou stranach patefe. Béhem vyvoje odpovida pocet obratl poctu
paravertebralnich ganglii, néktera jiz béhem zarodecného vyvoje vSak splyvaji, jejich kone¢ny pocet se tak
snizuje (Cihak, 2004b; Snell, 2010).
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Obriazek 2. Anatomie sympatiku v miSe a prilehlych oblastech Téla preganglionickych neuront (PGN) lezi
v lateralnich rozich Sedé klry miSni. Jejich neurony vystupuji z michy jako soucast ventralnich provazci (MN),
oddéluji se od nich avytvateji ramus communicans albus, skrze néjz vstupuji do paravertebralnich sympatickych
ganglii (SG). Zde tvoii synapse s neurony postganglionickymi, pfipadné inervuji efektorovy organ piimo
(chromafinni bunky v dfeni nadledvin). Postganglionické neurony opousti paravertebralni ganglia jako ramus
communicans grisei a inervuji cilové organy. Upraveno podle (Kasemeier-Kulesa et al., 2015; Wehrwein et al.,

2016). DRG = dorsalni ganglium, T = hrudni obratle



2.2 Preganglionické neurony srde¢niho sympatiku

Srde¢ni sympatické preganglionické neurony lezi u ¢lovéka v paravertebralni oblasti mezi prvnim a Sestym
hrudnim obratlem. Nejzasadnéjsi je oblast prvniho hrudniho obratle a déle pak s klesajicim vlivem az po
paty hrudni obratel. Neurony z této oblasti se vyznamné podileji na sympatické kontrole srdecni aktivity
(Randall and McNally, 1960). Jejich axony vedou do hvézdicového ganglia (ganglion stellatum), z né¢hoz
vystupuji sympatické neurony inervujici srdce. Toto ganglium lezi pobliz pficného vybézku sedmého
kréniho obratle na rozhrani kréni a hrudni oblasti patete a na inervaci srdce se podili s dalsimi ganglii z kr¢ni
oblasti (Cihak, 2004a). Preganglionické neurony do n&j vstupuji ze 7. a 8. kréniho mi$niho nervu

az 1. a2, hrudniho mi$niho nervu, v mensi mife ze 3. (Kawashima, 2005). V ptipadé mysiho modelu se

jedna spiSe o nervy ze stiedni oblast hrudni michy (Obrazek 3A) (Jobling, 2012).
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Obrazek 3. Inervace srdce Srdce je inervovano autonomnim nervovym systémem. A) Naprostda vétSina
postganglionickcyh neuronti vychazi z hrudnich obratlt (T), hlavné hvézdicového ganglia, ¢ast ale i z ganglii krénich.
B) Postganglionické neurony sympatiku se podileji na inervaci sinoatridlniho (SA) uzlu, v mensi mife inervuji
I atrioventrikuldrni (AV) uzel. Parasympatickd inervace je z velké Casti zajisténa skrze nervus vagus. Aferentni
neurony ptivadi informace z pravé i levé komory (PK a LK), stejné jako z pravé a levé sin€ (PS a LS). Impulsy mohou

prichézet i z baroreceptort, které se nachazi na aorté. Upraveno podle (Coote and Chauhan, 2016; Végh et al., 2016).
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2.3 Postganglionické neurony srde¢niho sympatiku

Postganglionické neurony, vyznamné se podilejici na inervaci srdce, ktera je znazornéna na Obrazku 3B,

vystupuji z hvézdicového ganglia jako nervus cardiacus cervicalis inferior do oblasti plexus cardiacus, coz

je nervova pleten obsahujici jak sympatické, tak parasympatické neurony. Do této oblasti vstupuji i nervy

z horniho kréniho ganglia (ganglion cervicale superius) a sttedniho kréniho ganglia (ganglion cervicale

medium), v mensi mife i z hrudnich ganglii. Poté prochazi skrze plexus cardiacus do sinoatrialniho

a atrioventrikuldrniho uzlu, myokardu a koronarnich tepen. Vzniklé synapse zprostiedkovavaji kontrakce

myokardu a dilataci koronarnich tepen (Schiinke et al., 2006).

2.4 Pievodni systém srde¢ni

Pfevodni systém srdecni je specializovand skupina
kardiomyocytl, ktera je schopna vytvaret a vést
nervovy vzruch. Tento systém zajiStuje autonomii
srdce a je inervovan skrze ANS sympatikem
i parasympatikem. Inervace autonomnim systémem je
nerovnomérnd — jeji hustota klesa od sinoatridlniho
uzlu smérem k apexu srdce. Inervace je proménliva i
v ¢ase — zatimco po narozeni dominuje sympatikus,
v dospélosti se pridava zastoupeni parasympatiku. Na
potkanim modelu bylo dokdzano, Ze inervace obéma
systtmy ve staifi klesa (Chow et al., 2001).

Sympaticka zakonCeni inervuji vrstvu zvanou
subepikard. Jedna se o nejspodnéjsi cast epikardu,
vyvojové nejmladsi srdecni vrstvy, ktera pokryva
myokard tvofeny kardiomyocyty. Pod myokardem se
nachazi endokard tvofeny bunkami endotelu, jejich
vyvoj je uzce propojen a zacina jiZ v raném
2003;

embryonalnim staddiu (Kawano et al.,

Savolainen et al., 2009).

levy zadni
fascikulus

; T~ [ levs pfedni
%‘grnuo ' fascikulus

ramenko

Obrazek 4. Pievodni systém srdecni Autonomie

srdce  je zprostfedkovana specializovanymi
kardiomyocyty, které utvareji prevodni systém srdecni.
Roli primarniho pacemakeru zajistuje SA uzel. Vzruch
je poté prenaSen k AV uzlu, zné je potom veden
smérem k apexu srdce pomoci Hisova svazku, ktery se
déli na Tawarova raménka. Z nich vychazi Purkynova
vlakna zajist'ujici vedeni vzruchu do komor. Upraveno

podle (Icewalker, 2010).

Sinoatrialni uzel (SAN) je u Cloveéka 1-2 cm velky svazek kardiomyocytl tvaru srpku, ktery se nachazi

v subepikardialni oblasti posteriorni ¢asti pravé komory (Obrazek 4). Udava rytmus stahiim myokardu

komor (tzv. primarni pacemaker). Jsou to impulsy o frekvenci 60-70 stahii/min. Inervace SAN je z celého



prevodniho systému srdecniho nejhustsi (Schiinke et al., 2006; Murphy and Lazzara, 2016). V ptipadé mysi

lezi SAN nad stykem pravé komory s horni dutou Zilou spise nez pifimo v komoie (Doevendans et al., 1998).

Atrioventrikularni uzel (AVN) lezi v piepézce, kterd oddé€luje siné. Velikost AVN se u ¢lovéka pohybuje
kolem 5 mm. Jeho hlavni uloha spocivéa ve zpomaleni vedeni nervového impulsu do sini. Stejné jako SAN
ma schopnost generovat nervové impulsy, avSak s niz$i frekvenci, neslouzi tedy jiz jako primarni pacemaker

(Schiinke et al., 2006).

Hisuv svazek, jehoz délka Cini u ¢lovéka 2 cm, lezi v subendokardidlni oblasti v pravé sini, odkud vstupuje
do ptepéazky, ktera oddeluje komory. Zde se rozdéluje na pravé a levé Tawarovo raménko. Levé Tawarovo
raménko se z Hisova svazku odpojuje smérem vlevo, kde se dale rozd€luje na tii hlavni svazky. Pravé
Tawarovo raménko pokracuje skrze srdecni ptepazku az k apexu srdce. V tomto misté se rozptyluje podél
stény komor za vzniku Purkyrniovych vidken, ktera se sta¢i a mifi zpét k sinim (Schiinke et al., 2006).
V ptipadé mysi jsou tyto struktury anatomicky méng jasné definované (Laflamme et al., 2012).

Prevodni systém srde¢ni je zodpovédny za vedeni
QRs

nervového vzruchu srdcem a jeho depolarizaci, tedy Wil
i jeho stah. Tento proces se nazyva srde¢ni revoluce. R
Vedeni zaina v primarnim ,,pacemakeru®, tedy
v SAN, a §ifi se do pravé i levé sin€. Tehdy jsou sing
v relaxovaném  stavu — diastole. Kompletni
depolarizace sini vyvolana elektrickym vzruchem, je ST

PR segment T

na elektrokardiogramu (EKG) znazornéna jako P vina P fecomen

(Obrazek 5). Vlna postupuje pres AVN, kde je vedeni —NV

zpomaleno adava tak c¢as sinim k mechanickému ok interval Q

stahu — systole. Na EKG je toto znazornéno jako PR S

interval. Poté dochazi k depolarizaci septa a vlna Qf interval

prochazi Hisovym svazkem a Purkyfiovymi vlakny.

Tim dochazi k depolarizaci komor, kterd je velmi i . - )
Obrazek 5. Srdecni revoluce na EKG Srdecni revoluci

rychla a na EKG odpovida QRS segmentu, nasledné

lze zobrazit na elektrokardiogramu. P vlna odpovida
dochazi k jejich systole. Na konci jednoho cyklu jsou depolarizaci sini, PR segment odpovida jejich systole.
sin¢ i komory v diastole adochazi krepolarizaci QRS komplex piedstavuje depolarizaci komor, po které
celého srdce. Vzniknou-li anomalie v srdeéni nésleduje jejich systola a v zdvéru diastola. Diastola sini
revoluci, muze dojit k rozvoji arytmii a poruch je piekryta QRS komplexem (Atkielski, 2009).

srde¢niho rytmu (Kaye et al., 2010).



3 Katecholaminy — jejich syntéza a role ve vyvoji sympatiku

Katecholaminy (napf. epinefrin ¢i norepinefrin) jsou biomolekuly, které jsou syntetizovany predevsim
ve dieni nadledvin a v mensi mife i v nervovych zakoncenich (Obrazek 6). V postganglionickych neuronech
sympatiku funguji jako hlavni neurotransmitery, zatimco v preganglionickych neuronech je hlavnim
neurotransmiterem acetylcholin (Snell, 2010). Sympatické neurony jsou rozdéleny na subpopulace podle
toho, ktery neurotransmiter majoritn€ syntetizuji. V klasickém pojeti se sympatickym neurontim ptisuzuje
jako typicky neurotransmiter norepinefrin, nové experimenty ale ukazuji, Ze sympatické neurony lze délit
do sedmi podtypt podle toho, jaké biomolekuly (neurotransmitery, pfenaSece) syntetizuji. P&t z nich
syntetizuje norepinefrin, zbylé dva syntetizuji acetylcholin (Furlan et al., 2016). Kdyz dojde k vyliti
norepinefrinu do synaptické Sterbiny, je ulohou norepinefrinového pfenasece preCerpat ho zpét
do presynaptického neuronu. Tim dojde k ukonceni nervového pienosu. V srdci je toto hlavni zpisob

odbouravani norepinefrinu (Goldstein et al., 1988).

Obrazek 6. Syntéza katecholamini Syntéza

H
@CI-CH-NHE Fenylalnin epinefrinu i norepinefrinu  je regulovana
| . o .
3 katecholamin syntetizujicimi enzymy. Syntéza
COOH PAH
katecholaminli zacina konverzi fenylalaninu za
'i‘ v Gi¢asti fenylalanin hydroxylazy (PAH) na L-tyrosin.
HO E_CT_NHI L-Tyrosin Zéasadni enzym tyrosin hydroxylaza (TH)
COOH pfeménuje L-tyrosin na L-dopamin. Pisobenim
TH
HO I dekarboxylazy  aromatickych  L-aminokyselin
I A - . . Lo
HO C =CH=NH, L-Dopa (AAAD) dochazi k syntéze dopaminu, jenz je
||_| | pomoci dopamin B-hydroxylazy ~ (DBH)
COOH L .
AAAD konvertovan na norepinefrin. Adici metylové
H v skupiny zprostiedkovava fenyletanolamin N-
HO C CH=NH, Dopamin metyltransferaza (PNMT). Vznikda epinefrin.
H Upraveno podle (Végh et al., 2016).
DBH
H 4
HO C CH=NH, Norepinefrin
H
PNMT
H
H A 4
HO‘@'C —=CH—~ N\. Epinefrin



3.1 Receptory katecholaminii

Katecholaminy jsou hlavni moduléatory srdecni aktivity. Jejich ucinek je zprostfedkovan predevsim beta,
a betaradrenergnimireceptory, které patii do nadrodiny receptort spfazenych s G-proteiny. Tyto receptory
jsou citlivé predev§im na epinefrin, v mensi mife i na norepinefrin. Pro vyvoj adrenergnich receptori v srdci
je dulezita vrstva epikardu, kterd exprimuje neuronalni marker fetézovy beta-3 tubulin (,,tubulin beta-3
chain“, TUBB3) v obdobi od E10,5 (embryonalni den 10,5) do E13,5 embryonalniho vyvoje mysi. Je-li
inhibovan rist epikardu, dochazi k naruseni odpovédi na epinefrin. V obdobi E11,5 je totiz v epikardu
v oblasti atrioventrikularniho a interventrikularnitho zlabku exprimovan TUBB3 spolecné s beta,
adrenergnimi receptory. Zarovenn az do obdobi E12,5 nebyla detekovana exprese beta; adrenergnich
receptorti, coZ naznacuje, Ze beta, receptory se vyvijeji diive (Kelder et al., 2015). Beta; adrenergni
receptory jsou dominantni v dospélosti, béhem embryonalniho vyvoje vSak hraji nezastupitelnou roli

v reakci na hypoxii — zvySuji srdecni tep (Chandra et al., 2006).
3.2 Katecholaminy syntetizujici enzymy a jejich uloha v embryonalnim vyvoji

Funkce a syntéza katecholamini je naprosto nezbytna pro srde¢ni vyvoj, jak bylo ukazano na mysich
modelech. My$i embrya s globalni deleci v obou alelach pro tyrosin hydroxyldzu (TH) neptezivaji z divoda
naru$ené syntézy L-dopaminu. 90 % T/ deleénich mutant(i umira b&hem embryondlniho vyvoje v rozmezi
E11,5 az E15,5 (nejvétsi mortalita je v E13,5); pravdépodobné v disledku selhani kardiovaskularniho
systému. Norepinefrin je totiz do E15 jedinym vyznamnym neurotransmiterem a béhem raného vyvoje jsou
jeho hlavnim zdrojem pravé sympatické neurony, chromafinni buiikky nadledvin se totiz vyviji az pozd&ji
(Thomas et al., 1995). Obdobna situace nastava i pii globalni deleci genu pro dopamin beta-hydroxylazu
(DBH). V tomto ptipadé dochazi k naruSeni syntézy norepinefrinu a hromadéni dopaminu. Embrya jsou
na norepinefrinu zavisla ve véku od E9,5 do E13,5; u Dbh™"deleénich mutantii naprosta vétsina embryi umira
v tomto véku, vice nez polovina z nich vsak jiz v E11,5 (zda je jejich vyvoj na katecholaminech zavisly
i pozd&ji je nutné ovéfit daldimi experimenty). Uloha norepinefrinu spo¢iva pravdépodobné v aktivaci
adrenergnich receptord. Pokud je draha syntézy katecholaminti funk¢ni, v obdobi E13,5 vyznamné stoupa
syntéza epinefrinu. Naruseni jeho syntézy pomoci delece genu pro fenyletanolamin N-metyltransferazu
(PNMT) nema zadny vliv na fenotyp ani letalitu embryi (Thomas et al., 1995; Zhou et al., 1995; Ebert et
al., 2004). Z téchto dat Ize vyvodit, Zze embryo je zavislé na norepinefrinu, ktery je zifejmé schopen
kompenzovat nedostatek epinefrinu. Vzhledem k histologickym zméndm v srdci Th”" a Dbh”" deleénich
mySich mutantd je mozno usoudit, Ze za letalitou té€chto embryi stoji srde¢ni selhani (Thomas et al., 1995;

Zhou et al., 1995).



3.3 Syntéza katecholamini v preinervaénim obdobi a srdci vlastni adrenergni

bunky

Vyse zminéné pokusy ukazuji, ze v srdci dochazi k produkci katecholaminii jesté¢ pred vyvojem
sympatickych neuronti a chromafinnich bunék ve deni nadledvin. PNMT zacind byt exprimovana v mySim
srdci jiz ve veéku E8,5 (Ebert et al., 2008), jest¢ pred tim nez buiiky neuralni listy, které davaji vzniknout
srdeCnim sympatickym neuroniim, domigruji k srdci v E9,5 (Serbedzija et al., 1990). Toto ukazuje na
pfitomnost bunék, které zfejmée nepatii do sympatoadrendlni linie, ale jsou pfesto schopny syntetizovat
katecholaminy. Jednd se o srdci vlastni adrenergni bunky (,,intrinsic cardiac adrenergic cells, ICA).
Nejhojnéji se vyskytuji ve svalové vrstveé stén komor a sini. ICA jsou zdsadni pro vyvoj a funkci pfevodniho
systému srdecniho, jelikoz zvySend produkce katecholamini témito bunikami koreluje ¢asem i umisténim
s vyvojem jednotlivych jeho slozek (Ebert and Thompson, 2001). Rozmisténi téchto bun¢k se vSak viibec
nepodobd distribuci bune€k neurdlni liSty a vzhledem k tomu, Ze jejich pfitomnost v srdci nekoreluje
s vyskytem buné€k neuralni listy ani ¢asové, neni pravdépodobné, ze by byly jejimi bunéénymi derivaty

(Ebert et al., 2008).
4 Obecny vyvoj srdecniho sympatiku

V ranych vyvojovych stadiich v tzv. preinervacni fazi jsou kontrakce srdce a proudéni krve zajistény
peristaltickymi pohyby srdce. K prvnim kontrakcim dochazi v E8,0 u mysi. Tento pohyb je nejdiive
nesynchronizovany, spontanni — prava a leva polovina srdce se stahuji v jiném tempu, poté piechazi
do pohybu peristaltického. V obdobi E9,25 je tento pohyb nahrazen vysoce koordinovanym, jednosmérnym
pohybem. Je velmi pravdépodobné, ze k této zméné dochazi v souvislosti s vyvojem prevodniho systému
srde¢niho (Nishii and Shibata, 2006). Poté za¢ina vyvoj sympatické inervace srdce, ktery je detailné popsan

v nasledujicich kapitolach.
4.1 Neuralni liSta a sympatoadrenalni linie

Neuralni liSta je specializovana oblast neuroektodermu, ktera se béhem uzavirani nervové trubice odstépuje
a tvofi unikatni multipotentni bunécnou populaci. Tyto bunky jsou schopné migrace a tvorby riznych
struktur (pfedev§im neurontl, gliovych bunék, melanocytli, chromafinnich bunék a vybranych struktur
srdce). Neuralni liSta se dé€li na cast kaudalni a ¢ast spjatou s oblasti trupu. Kaudalni neuralni lista dava
vzniknout mesenchymu hlavy, parasympatickym strukturdm a mesenchymu srdce. Neuralni lista v oblasti
trupu je zdrojem progenitorovych bunék sympatoadrenalniho systému, ktery se sklada z bunék sympatiku

a chromafinnich bunék nadledvin (Ishii et al., 2012; Baggiolini et al., 2015).



4.1.1 Migrace bunék budouciho sympatiku

Hlavni trasy migrace bunék neurélni liSty v oblasti trupu jsou dvé — dorsolateralni a ventralni, jez je stézejni

pro formaci sympatickych ganglii a dfené¢ nadledvin. Ventrdlni migrace, kterd vede skrze rostralni ¢ast

somitu, je rozdélena do dvou vin. Béhem prvni viny, kterd nastavd pted E9 a trvad do E9.,5, dochazi

k oddéleni populace bunék od neuralni ploténky a ventralni migraci skrze rostralni sklerotom smérem

k mistu vzniku sympatickych ganglii a dorsélni aorté. V druhé viné mezi E9,5 a E10,5 dochazi k migraci

populace bunék podél nervové trubice, z nichz vznikaji dorsalni ganglia. V rané ¢asti této viny vSak migruji

i buniky budouciho sympatiku. Ur¢itd ¢ast bunck, jejichz dradha také kopiruje nervovou trubici, ukoncuje

migraci v pupenech koncetin a vznikaji z nich zfejmé Schwannovy buiiky (Serbedzija et al., 1990; Schwarz

et al., 2009).

4.1.2 Specifikace bunék

sympatoadrenalniho systému

Naprosta vét§ina premigratornich i migrujicich
bun¢k neurdlni liSty je multipotentni
(Baggiolini et al., 2015). Identita bunck
neuralni liSty je prvotn¢ urCena jiz behem
delaminace prostfednictvim vnéjsi signalizace
a vlastnim stavem bunky. Béhem migrace
bunky prochazi fadou ,,uzlt“, v nichz dochazi
k rozdvojeni jejich osudu (Obrazek 7).
Vpritbéhu premigratorni faze je koaktivovano
vice programu genové exprese Casnych gentl.
Ve chvili, kdy bunka vstupuje do prvniho uzlu,
je zadany program ,up-regulovan®, naopak
druhy program je potlacen. V pozd¢jsich fazich
specifikace vSak ke koaktivaci nedochazi.
Buiika je jiz predeterminovana k jednomu
z bunécnych osudi, je tedy aktivovan pouze
zadany program genové exprese. To je funkce
prave transkripénich faktord, které reguluji
vznik sympatoadrenalni linie a vedou k jeji

plné diferenciaci.

Pre-EMT

Delaminace/EMT

Migrace
determinovanych
progenitoru

Specifikace
bunéénych linii

Senzoricka linie

: ;oo
Autonomni Ilme‘ . Mesenchym Neurony gGlie

V= SN al

GI. - L
Neurony e

Obrazek 7. Specifikace NCC Bunky neuralni liSty nejprve
projdou epitelidlné-mesenchymalni tranzici (EMT). Nasleduje
delaminace, béhem které¢ je determinovana piislusnost ke
konkrétni bunééné linii. Prvnim, pro sympatikus zasadnim,
uzlem, je odd€leni bipotentni autonomné-mesenchymalni linie
od linie senzorické. V dalsim kroku se odsStépuje vétev
autonomni od vétve mesenchymalni. Upraveno podle

(Soldatov et al., 2019).
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Bunky neuralni listy jsou ke svému osudu determinovany podle své rostro-kaudalni polohy (Obrazek 7).
Zatimco buiiky situované kaudalné maji ekto-mesenchymalni potencial, bunky v oblasti trupu déavaji
vzniknout neuronalni linii. V prvnim uzlu dochazi k odd¢€leni senzorické linie od spolecného progenitoru
pro autonomni a mesenchymdlni linii. V druhém uzlu dochdzi k oddéleni mesenchymadlni linie
od autonomni (Soldatov et al., 2019). Autonomni linie prochéazi dalsi specifikaci sméfujici k oddéleni

sympatoadrenalni a parasympatické bunécné linie.

5 Molekularni podstata diferenciace sympatickych neuronii a role

transkrip¢nich faktoru

Vyvoj srdecniho sympatického nervového systému je fizen regulacnimi drahami, které jsou nejcastéji
zkoumany na mys$im a kufecim modelu. Pro pfehlednost a nejspolehlivéjsi extrapolaci na lidsky vyvoj jsou
v této préaci uvadény piedevsim vysledky z vyzkumt na mySich modelech, v pfipad€¢ nedostatku dat i na

bunécnych kulturach.

Srde¢ni sympatikus vznikd z bun€k neurdlni listy, které za ucasti trofickych faktorG migruji smérem
k dorsalni aorté, kde se shlukuji a je zahajena jejich diferenciace pomoci signalni drahy kostniho
morfogenetického proteinu (,,bone morphogenic protein®, BMP). Tyto buiiky jsou pied dosazenim aorty
predeterminovany jako bunky zarodecné linie, Cast téchto bunék tedy prochazi odlisnou diferenciaci
a vznikaji z nich chromafinni bunky nadledvin. Exprese gent potfebnych pro propagaci sympatického
fenotypu je regulovana transkriptnimi faktory, mezi které patii transkripcni faktory s parovou
homeoboxovou doménou 2a a 2b (,,paired-like homeobox 2a and 2b“, PHOX2A, PHOX2B), homolog
komplexu ,,achaete-scute” u drozofily (,,achaete-scute homolog 1*“, ASCL1, také pouZzivan ndzev MASHI1
¢ili mammalian achaete-scute homolog 1), GATA vazebny faktor 3 (,, GATA-binding factor 3%, GATA3).
Vznikaji tak sympatickd primarni ganglia, kterda poté migruji do jejich cilové oblasti,
a pomoci chemorepelenti a chemoatraktantii prodluzuji své axony smérem k srdci, které inervuji (shrnuto

v (Végh et al., 2016)).
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Obrazek 8. Role trofickych a transkripénich faktori ve vyvoji sympatického nervového systému

A) migrace bunék sympatiku probiha v transverzalni roviné embrya. B) Sympatikus vznika z bunék neuralni
listy, které za ucasti trofickych faktori migruji do mista uréeni. V piipadé prekurzort sympatickych ganglii
dochézi k migraci ventralnim smérem (cca od E9) k dorsdlni aort¢ (DA) pomoci neuropilin-1/SEMA3
signalizace a nasledné neuregulin/ErbB signalizace. C) U dorsalni aorty dochazi k navazani BMP na
BMPRI1A (ALK3) receptor a spusténi kaskady zavislé ¢i nezavislé na SMAD4, které aktivuji ASCLI,
respektive PHOX2B. PHOX2B je zasadni molekulou ve vyvoji sympatiku, kterd piimo reguluje PHOX2A,
GATA3 (GATA2 u kuiat) a HAND?2 a hraje roli v udrzeni exprese ASCL1. Kombinace aktivit téchto faktorti
vede kaktivaci TH a DBH, enzymi stézejnich pro ustanoveni noradrenergniho fenotypu a syntézu
norepinefrinu. Upraveno podle (Bhatt et al., 2013). NT = nervova trubice, no = notochord, DRG = dorsélni

ganglia, SG = sympaticka ganglia, DA = dorsalni aorta
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5.1 Role trofickych faktori v migraci bunék neuralni listy

Navadéni buné€k neurdlni listy do findlniho mista uréeni je velmi komplikovany proces, v némz hraji
usttedni roli trofické faktory, které plisobi na buiiky bud’ jako atraktanty, nebo jako repelenty. Migrace je
zalozena na expresi konkrétniho receptoru danou bunécnou linii neuralni listy, jehoz ligandem je pravé dany
troficky faktor. V této kapitole jsou prezentovany principy migrace predev§im na mysim modelu (Obrazek

8), pokud neni uvedeno jinak.

Migrace bunék zarodecné listy z hrudni oblasti, které davaji vzniknout sympatiku, probiha ve dvou vinach
— Casné a stfedni. Bunky v ¢asné viné migruji podél intersomitického a perisomitického krevniho fecisté
k dorsalni aorté, takto putuje vSak pouze malé mnozstvi bunék. Tyto buiky exprimuji p75 neurotrofinovy
receptor. Zasadn¢j$i je prostfedni vlna, ve které migruje vétSina bunék budouciho sympatiku spolu
s budoucimi senzorickymi neurony. Dochazi k odklonu od trasy bun€k prvni viny a buiiky prochazi skrze
anteriorni sklerotom. V této viné€ je migrace bunék spravnou trasou zaloZena na neuropilin-1/semaforin 3
(NRP1/SEMA3A) signalizaci. Migrujici buniky budouciho sympatiku exprimuji receptor NRP1 a SEMA3,
které maji odpuzujici ucinky a jsou komplementirné exprimovany posteriornim sklerotomem
a dermomyotomem. Jak bylo dokdzano u Sema3A4” a Nrpl” embryi s podminénou deleci v buitkach
zarodecné listy pod kontrolou Wnt (zkratka vznikla z anglického ,,Wingless/Int1*) promotoru, dojde-li
k naruSeni NRP1/SEMA3A signalizace, jsou builky neurdlni listy ektopicky umistény, tudiz dochazi
k chybnému usporadani sympatickych ganglii jak v anterioposteriorni, tak v dorsoventralni ose. NRP1
zajistuje migraci prekurzori sympatiku, je vSak spolecné s NRP2 exprimovan i prekurzory senzorickych
neurontl. To naznacuje, Ze neuropiliny hraji roli ve specifikaci obou téchto linii (Schwarz et al., 2009; Lumb

etal., 2014).

Na pozd¢jsi fazi migrace se podili signalizace neuregulinu a receptoru epidermalniho ristového faktoru
(,,epithelial growth like factor*, ERBB), v niz figuruji tyrosin kinazové receptory ERBB3 a ERBB?2 a jejich
ligand neuregulin-1. Jedna se o chemoatraktanty a funkce této signalizace spociva v udrzeni mobility
migrujicich bunék neurélni listy a jejich orientaci smérem k dorsalni aorté. Uzka oblast mesenchymu
obklopujiciho dorsalni aortu produkuje neuregulin-1 v E9, naopak bunky determinované
k sympatoadrenalnimu osudu produkuji receptory ERBB2 a ERBB3, coz umoziiuje cilenou migraci téchto
bungk. V piipad¢ delece téchto receptort ¢i ligandd dochazi kvili snizené pohyblivosti ke kumulaci bunék
na dorsalni stran¢ embrya pobliz dorsalnich ganglii. Bunky budouciho sympatiku jsou zadrzeny

v ektopickém umisténi a dochazi k redukci velikosti sympatickych ganglii (Britsch et al., 1998).
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5.2 Kostni morfogeneticky protein (,,bone morphogenetic protein*“, BMP)

V diferenciaci sympatickych neuroni hraji zasadni roli ristové faktory z nadrodiny TGF-3 (transformujici
rustovy faktor beta) proteini — BMP. Jedna se o proteiny, které maji ulohu v regulaci proliferace,
diferenciace a apoptozy béhem ontogenetického vyvoje. Jejich receptorem je receptorova serin/threonin
kinaza. Signalizace je zprostfedkovana ¢lenem rodiny SMAD proteind 4 (akronym pro nazev genu SMA
u had’atka a MAD u drozofily), ktery je translokovan do jadra, kde plisobi jako transkripéni faktor (Ross
and Hill, 2008).

U mysiho modelu bylo prokazano, Ze vyvoj sympatoadrenalni linie je zavisly na BMP-2 a BMP-4, které
jsou produkovany dorsalni aortou. Kanonicka signalni transdukce probiha pies heteromericky komplex
BMP receptort L. a 1. typu. V in vitro tkanovych kulturach bylo ukazano, ze v ptipad€ vyvoje sympatiku je
stézejni receptor I. typu — aktivinovému receptoru podobna kinaza 3 (,activin-like kinase 3, ALK3).
Po navazani ligandu (tedy BMP-2, BMP-4) receptor II. typu fosforyluje receptor 1. typu ALK3. Ten
zajistuje prenos signalu pomoci fosforylace SMAD proteini (R-SMAD), které formuji homomerické
komplexy mezi sebou a heteromerické komplexy se SMAD4 (,,common mediator*). Tento heteromericky
komplex je poté translokovan do jadra, kde funguje jako regulator transkripce. Signalizace nemusi probihat
pouze kanonickou cestou ptes SMADA4, existuji i drahy nekanonické (Shah et al., 1996; Ross and Hill, 2008;
Morikawa et al., 2009).

BMP signalizace ma hned né€kolik zisadnich funkci ve vyvoji sympatiku. Jednou z nich je formace
sympatickych ganglii. Bylo dokazano, ze u mysi s podminénou deleci 4/k3 v buiikach neuralni listy pod
kontrolou Wnt promotoru sice dochazi k migraci bunék neuralni listy k dorsalni aorté¢ v E9,5; tedy stejne
jako u ,,wild type“ (tj. nemutantnich) mySich embryi, nedochazi vsak k jejich agregaci v E10. Ve véku E10,5
se v oblasti, kde u ,,wild type* embryi dochazi ke vzniku sympatickych ganglii, u A/k3 mutantd nenachazi
zadné bunky. To dokazuje, ze BMP signalizace hraje vyznamnou roli v pfezivani sympatickych prekurzort.
K ubytku téchto bunék dochazi v disledku apoptické smrti. V prezivani sympatickych prekurzori ma
dilezitou roli také transkripcni faktor PHOX2B, ktery je regulovan pravé BMP signalizaci. V pfedchozich
mechanismech se také uplatituje nekanonicka BMP signalizace bez G¢asti SMAD4 (Morikawa et al., 2009).
Dodnes nebyl popsan mechanismus nekanonické signalni drahy zodpovédné za formaci sympatickych

ganglii.

V proliferaci sympatickych prekurzorii se vSak uplatiluje pravé kanonickda BMP signalizace za ucasti
SMADA4. V ptipadé inaktivace genu pro Smad4 v buiikdch neuralni ity dochézi ke snizené proliferaci na

vSech urovnich vyvoje. Kanonickda BMP signalizace reguluje i noradrenergni diferenciaci bunék neuralni
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listy. Bunky embryi s podminénou deleci genu pro Smad4 v buiikdch zarodecné listy pod kontrolou
Whtpromotoru vykazovaly o 50 % niz8i produkci TH nez buiiky ,,wild type* embryi. Kanonickd BMP draha
ma tedy vliv na produkci embryondlniho norepinefrinu. Na regulaci noradrenergni diferenciace se podileji
i transkripcni faktory GATA3, a protein exprimovany srdcem a derivaty neuralni listy 2 (,,heart and neural-
crest expressed derivatives protein 2, HAND2), PHOX2A, PHOX2B, jez jsou ale regulovany
nekanonickou BMP signalizaci (Morikawa et al., 2009).

Kanonickd BMP draha se podili i na regulaci exprese transkripcniho faktoru ASCLI, ktery urychluje vyvoj
sympatickych ganglii. V obdobi E10,5 je Ascll exprimovan jak u kontrolnich embryi, tak i u embryi
s podminéné deletovanym genem pro Smad4. Od véku E11,5 vSak dochéazi k vyznamnému poklesu
produkce Ascll u Smad4” dele¢nich mutant(i. Fenotyp je velmi podobny jako v piipadé AsclI” deleénich
mutantl, kdy dochazi ke zmenseni velikosti sympatickych ganglii (Pattyn et al., 2006; Morikawa et al.,
2009).

5.3 HMG-box pribuzny s pohlavi urcujici oblasti 10 (,,SRY-related HMG-box 10%,
SOX10)

Pted migraci k dorsalni aorté se bunky
budouciho sympatiku udrzuji

v multipotentnim stavu a probihd u nich

E10.5

bunéény cyklus. Za udrZzeni bunék

vbunééném cyklu je zodpovédny

transkripéni ~ faktor SOX10, jehoz

| |

koncentrace postupné klesa (cca od E9,5)
se vzrustajici  koncentraci  neuralnich

,markert“ (Kim et al., 2003). V E10,5

Ell.5

buiiky v hvézdicovém gangliu, které je

stéZejni pro inervaci srdce, s postupujici o
Obrazek 9. Koexprese SoxI0 a Phox2b Migrujici bunky

diferenciaci z bunécného cyklu vystupuji . e .
y ystupw exprimuji Sox10, ktery zajistuje jejich udrzeni v multipotentnim

a exprese Sox/0 vyznamné klesd. O den stavu. V raném vyvoji je Sox/0 koexprimovan spolu s Phox2b,

pozdg&ji vsak bunky znovu  zahajuji postupné se vSak jeho exprese ztraci (Callahan et al). NT =
proliferaci. Toto je umneuroni velice nervovéa trubice, DA= dorsalni aorta, N = notochord, DRG =
neobvyklé, vyskytuje se to pouze  dorsalni ganglia

u sympatickych neurond, které tedy proliferuji nejen jako prekurzory, ale i jako Caste¢né diferencované

neurony (Gonsalvez et al., 2013). Zptisob, jakym je exprese transkripniho faktoru SOX10 regulovana neni
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dosud pIng objasnén. Zhruba do véku E10,5 je Sox10 exprimovan spolu s Phox2b a Ascll (Obrazek 9), pak
jeho hladina u naprosté vétSiny vyvijejicich se neuronti vyznamné klesd. Je tedy vhodné uvazit jeho regulaci
pravé témito transkripénimi faktory. In vitro pokusy nicméné ukazuji, ze ackoliv by za touto regulaci stat
mohly, nebudou jeji hlavni komponentou (Kim et al., 2003; Callahan et al., 2008; Gonsalvez et al., 2013).
Vzhledem k ojedinélosti tohoto fenoménu, kdy jsou neurony schopny vstoupit znovu do bunééného cyklu,
je dulezité ziskat znalosti o roli SOX10 v diferenciaci sympatickych neuronti, jeho ,,downregulaci (snizené

expresi) a vztahu k PHOX2B a ASCL1.

5.4 Homolog komplexu ,,achaete-scute* u drozofily 1 (,,achaete-scute homolog 1,

ASCL1)

ASCLI1 je transkripéni faktor, ktery patii do rodiny bazickych proteini se strukturou Sroubovice-smycka-
Sroubovice areguluje neuralni vyvoj. Tento protein je aktivovan BMP2 v oblasti dorsalni aorty
prostfednictvim kanonické BMP signalni transdukce (Shah et al., 1996; Morikawa et al., 2009). In vitro
experimenty poukézaly na nezbytnou lohu ASCL1 v diferenciaci sympatickych neurontl i v expresi pan-
neuralnich markerti (Sommer et al., 1995), v in vivo experimentech toto vSak bylo vyvraceno. ASCL1 ma
funkeci v ristu sympatickych ganglii a jeho ztrata vede k jejich hypoplazii v disledku snizené proliferace,
coz ukazuje Obrazek 10, neni ale nezbytny pro neuralni ani noradrenergni diferenciaci (Morikawa et al.,

2009).

Exprese Ascll je omezena pouze na prekursory nervového systému. 4Ascll za¢ina byt v mySich embryich
transkribovan jiz ve véku E8,5 v miSe, pro vyvoj sympatiku je ale vyznamny vék E9,5; kdy je RNA tohoto
genu detekovatelna v oblasti dorsalni aorty, kde pozdé&ji vznikaji sympaticka ganglia (Guillemot and Joyner,
1993). Exprese v sympatiku je ukoncena v E13,5 (Tsarovina et al., 2010). V E10 dochazi k agregaci bunék
neurdlni lidty v oblasti dorsalni aorty u kontrolnich i Asc/I”" embryi s podminénou deleci v buiikach
zarodecné listy pod Wnt promotorem. Problémy s migraci pii ztrat€¢ genu tedy nenastavaji. Ve stadiu E10,5
se utvari kompaktni Gtvary, z nichZ vznikaji sympaticka ganglia (Morikawa et al., 2009). V piipadé mutantt
vsak vznika vice disperzni utvar (Pattyn et al., 2006). Do E11,5 jsou velikost i tvar ganglii stejné u kontrol
i Ascl” dele¢nich mutanti. B&hem pozdégjsiho vyvoje je ale riist zbrzdén a v E16,5 je patrna znaéné
redukovana velikost ganglii u dele¢nich mutantd oproti kontrolam. Bylo ukazéano, Ze tento rozdil vznika
v dasledku sniZeni proliferace (nikoliv v disledku apoptozy), ke kterému dochdzi prave v E11,5; coz
dokazuje, ze ASCLI je stézejni pro proliferaci sympatickych neuronil, nikoliv pro jejich viabilitu
(Morikawa et al., 2009). Diferenciace sympatickych neuronti neni naruSena, ale je oddalena oproti
kontroldm. Zatimco u kontrolnich embryi v E10,5 Ize detekovat neuralni ,markery* specifické¢ pro

sympatikus (Phox2a, dHAND, Gata3, Dbh) i markery pan-neuralni (TUBB3, ,,superior cervical ganglion
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10), u Ascll” globalng dele¢nich mutanti je plny sympatoadrenalni fenotyp patrny az v E12,5. Opozdény
vznik sympatického fenotypu naznacuje ptitomnost jiného faktoru ze stejné rodiny, k jehoz expresi dochazi
pozdéji ve vyvoji a je schopen absenci exprese Ascll Castecné kompenzovat. ASCLI1 stoji spoleéné

s PHOX2B ,,upstream‘ vii¢ci PHOX2A (Pattyn et al., 2006).
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Obrazek 10. Hypoplazicka sympaticka ganglia ASL1 je transkripéni faktor majici tlohu v proliferaci a ristu
sympatickych ganglii. Ve véku E11,5 jsou velikosti sympatickych ganglii kontrol (A) a dele¢nich 4sc// mutantt (B)
srovnatelné. V E16,5 (D) jsou ganglia atrofovana v porovnani s ganglii kontrol (C). K atrofii dochazi v dusledku

snizeni urovné proliferace (E) (Morikawa et al., 2009). da = dorsalni aorta, dpc = days post coitum

5.5 Transkripéni faktory s parovou homeoboxovou doménou 2a/b (,,paired-like

homeobox 2a/b“, PHOX2A/B)

PHOX?2 transkripéni faktory jsou kli€ové pro vyvoj a specifikaci noradrenergniho fenotypu sympatickych
neurontl a v této souvislosti byla jejich funkce popsana jako prvni. Jsou exprimovany vyhradné v nervovych
bunkach. V oblasti sympatickych primordii je jejich exprese detekovana v E10,5 (Tiveron et al., 1996).
Prvotni detekce ve spojitosti s budoucim sympatikem je vSak patrnd uz v E9,5 ventralnim smérem vaci
dorsalni aorté (Pattyn et al., 1997). Funguji jako transkripcni faktory, které se vazi na promotor Dbh
a na promotor genu pro adhezni molekulu neuralnich bunek (Valarché et al., 1993; Yang et al., 1998). Podili
se na vyvoji celého autonomniho systému a ¢asteéné i na vyvoji centralni nervové soustavy. Jedna se

o transkripéni faktory s homeodoménou. PHOX2B je zasadni pro udrzeni exprese Asc/l a indukci exprese
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genl pro enzymy ucastnici se syntézy katecholaminti (konkrétné DBH a TH) a genu pro podjednotku
neurotrofického faktoru gliovych buné€k, coz je receptorova kindza. Experimenty poukazuji na naprosto
klicovou roli PHOX2B v ustanoveni noradrenergniho fenotypu. U Phox2b”" mutantii s globalni deleci
nedochazi k expresi TH a DBH v sympatickych neuronech, ani v hlavnim noradrenergnim centru centralni
nervové soustavy locus coeruleus (Pattyn et al., 2000). Phox2b” mutanti s globalni deleci umiraji b&hem
embryondlniho vyvoje (nedozivaji se E18,5) v disledku porusené syntézy norepinefrinu. Pfiddnim agonist
norepinefrinu do vody, kterou piji jejich matky (toto je bézna praxe pro prokazani letality v disledku
naru$eni syntézy norepinefrinu), je mozné tyto mutanty zachranit (Pattyn et al., 2000). I vitro bylo ukézano,
ze zatimco syntéza TH je aktivovana skrze dal$i transkripcni faktory, které jsou regulovany pomoci
PHOX2B, syntéza DBH mtiZe byt aktivovana piimo pomoci vazby PHOX2B do promotorové oblasti Dbh
(Yang et al.,, 1998; Adachi et al., 2000). In vitro byl také prokazan vliv PHOX2B na expresi
norepinefrinového transporteru, ackoliv zptisob plsobeni neni znam (Fan et al., 2009). PHOX2B stoji
Hupstream® vici transkripénim faktorim PHOX2A, GATA3 a HAND2, které reguluji specifikaci sympatiku
(Pattyn et al., 1999; Pattyn et al., 2000; Tsarovina et al., 2004; Morikawa et al., 2009). Exprese A4scll je
u mutantnich embryi zahajena normalné, ale jiz brzy béhem vyvoje je vyznamné ,,downregulovana“ (Pattyn

et al., 1999).

Phox2a je gen, ktery je ziejmé regulovan ASCL1a PHOX2B. Vyzkumy ukazuji, ze exprese Phox2a je
pravdépodobné aktivovana ptimo vazbou PHOX2B do jeho promotorové oblasti, pro ASCL1 vsak pfima
interakce prokazana zatim nebyla. Diivodem mohou byt in vitro podminky, ve kterych chybi uréity kofaktor
(Hong et al., 2001). Transkripéni faktor PHOX2A je strukturné¢ velmi podobny transkripénimu faktoru
PHOX2B. Jedna se o paralogické geny. Jejich homeodoména, ktera zprostfedkovava vazbu DNA je zcela
identicka, u N-terminalni domény byla prokazana 57% podobnost. Tato doména je diilezita pro transaktivaci
genu Dbh transkripénim faktorem PHOX2A, podobnou roli tedy nejspi§ hraje i u aktivace pomoci
transkripéniho faktoru PHOX2B. Zésadni odliSnosti byly nalezeny u C-koncové domény (Pattyn et al.,
1997; Adachi et al., 2000). Phox2a exprese je u Ascl” globalné dele¢nich embryi opozdéna — normélné je
gen exprimovan v E10,5, zatimco u téchto dele¢nich mutantt je jeho exprese detekovéana az v E11,5; a to
pouze velmi slabé. To naznacuje ¢aste¢nou zavislost indukce exprese tohoto genu na ASCL1 (Hirsch et al.,
1998; Pattyn et al., 2006). Ztrata funkCnosti genu Phox2a nevede k naruseni syntézy katecholamint,
nicméngé v in vitro kulturach lidskych bunék byla ukazano, ze PHOX2A je schopen se vazat do oblasti DNA,
kterd vaze homeodoménu (,,HD-binding site*) aindukovat expresi Dbk v DBH” buiikich a tim
casteéné kompenzovat PHOX2B. Tato oblast se nachazi v promotoru Dbk a jedna se o cis element stézejni
pro noradrenergni diferenciaci (Yang et al., 1998). U Phox2a™ globalné dele¢nich mutantii dochazi pouze

k drobnym morfologickym zménam vybranych sympatickych ganglii, které jsou zptisobeny nedostateénou
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migraci rostralnim smérem. Tento transkripcni faktor tedy neni esencialni pro propagaci noradrenergniho
fenotypu, pokusy ale ukazuji, Ze je zcela nezbytny pro vyvoj noradrenergniho centra mozku locus coreuleus.

Homozygotni mutanti umiraji pti porodu (Morin et al., 1997).

Oba transkrip¢ni faktory nejsou potiebné pouze v ranych vyvojovych stadiich pro zahajeni specifikace, ale
na mys$im modelu bylo ukazano, ze jsou dilezité i pozdé&ji pro udrzeni noradrenergniho fenotypu. Jsou-li
predcasné umléeny, dochazi k ,,downregulaci mnoha geni, véetné genti kodujicich transkripcni faktory
hrajici lohu ve vyvoji sympatiku, které lezi ,,downstream® vaci Phox2, a to Gata3 a Hand2. Snizena
exprese byla i,markeri” noradrenergniho fenotypu, exprese Th a Dbh byla téméi nedetekovatelna.
Zajimavé je, ze pfi umlceni genu Phox2b v E10,5 je exprese Phox2a v E13,5 na normalni Grovni, coz
ukazuje, Zze v pozdéjsich vyvojovych stadiich mlze byt Phox2a exprimovén nezavisle na PHOX2B

(Coppola et al., 2010).

PHOX2A je schopen alespont ¢aste¢né¢ kompenzovat PHOX2B (Obrazek 11), jehoZ gen je podminéné
deletovan v bunikach sympatiku (pod kontrolou Is/]). V obou piipadech dochézi k atrofii hvézdicového
ganglia, ale pokud je exprimovan Phox2a neni atrofie natolik vyrazna (Coppola et al., 2010). Vzhledem
k tomu, Ze PHOX2A neni schopen zajistit noradrenergni specifikaci, alesponi Castecnd zaménitelnost

PHOX2A a PHOX2B je tedy mozné pouze v pozdé&j$im vyvoji (Coppola et al., 2005).

Bl Tubulin

Obrazek 11. Atrofické hvézdicové ganglium Ganglium bylo detekovano pomoci in situ hybridizace s beta-3
tubulinem v E16,5. V piipadé Phox2b™"-CKO dochazi ke zmenseni plochy ganglii na 37 %, v pifpad& Phox2a/b’'e-CK0
na 25 %. PHOX2A je tedy ¢astecné schopen kompenzovat ztratu PHOX2B béhem pozdéjsiho vyvoje (Coppola et al.,
2010).
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5.6 GATA vazebné faktor 3 (,, GATA binding factor 3“, GATA3)

GATA jsou transkripéni faktory s vazebnou doménou v podobé¢ zinkovych prsti. GATA3 transaktivuje
transkripci Th 1 Dbh a jsou dulezité pro udrzeni noradrenergniho fenotypu sympatickych neuronti u mysi.
Stoji na konci BMP signalni kaskady a je regulovéna transkripénim faktorem PHOX2B. Jeji tloha vSak
zdaleka neni limitovana pouze na vyvoj sympatiku, GATA3 byla detekovana napii¢ celym nervovym
systétmem (Tsarovina et al., 2004). GATA3 ma ulohu i ve vyvoji imunitniho systému, konkrétné

v diferenciaci lymfoidnich bunék (Zhong et al., 2020).

Pokusy na mysich modelech ukazuji, ze GATA3 je zasadni pro expresi 7/ i Dbh. U mutantd s Gata3
podminénou deleci v noradrenergnich (pod kontrolou Dbh) bunkach dochazi k naruseni syntézy
katecholamind a porucham ve vyvoji srdce, coz spolecné vede ke smrti embrya. Zmény jsou detekovany
ina ledvinach, které jsou hypoplazické, nicméné jejich postizeni neni divodem embryonalni letality.
U téchto mutanti je také narusen vyvoj ucha, piistitnych télisek, brzliku a Celisti a je sniZzen pocet
chromafinnich bun¢k nadledvin (Lim et al., 2000; Moriguchi et al., 2006). V E11,5 dochazi k vyraznému
zmenSeni sympatickych ganglii v rostralni ¢asti embrya (ktera je didlezita pro inervaci srdce), v kaudalni
¢asti jsou ganglia redukovana méné. Vyznamna redukce je tedy patrnd u hvézdicového ganglia i horniho
kréniho ganglia, tedy u obou ganglii z4sadnich pro sympatickou inervaci srdce. K redukci dochazi

v disledku apoptdzy a snizené proliferace (Tsarovina et al., 2004; Tsarovina et al., 2010).

U Gata3” globalné dele¢nich embryi je exprese Th téméf nedetekovatelnd jiz na pocatku specifikace
v E10,5; exprese Dbh je vyrazn€ snizena (Tsarovina et al., 2004). To znamend, ze GATA3 tyto geny
reguluje. V in vitro pokusech bylo ukazano, ze v ptipad€ Th regulace se jedna o protein-proteinové interakce
GATA3 s cAMP responsivnim elementem (CREB) (Hong et al., 2006), in vivo toto vSak potvrzeno nebylo.
Pii pouziti mysiho modelu nedoslo u mutantti s podminénou deleci CREB v noradrenergnich buiikach
ke snizeni exprese sympatickych markeri ani ke zmenseni celkové plochy ganglii (podobné jako u globalni
delece), pouze k mirnému poruseni migrace rostralnim smérem (Parlato et al., 2007; Riidiger et al., 2009).
Ackoliv role CREB ve vyvoji sympatiku je nesporna, tlohu CREB v regulaci za ucasti GATA3 je tieba
podrobit dalsimu zkoumani. GATA3 pomoci interakci s dal§imi transkripcnimi faktory reguluje i promotor

Dbh, jak bylo ukazano v in vitro experimentech, in vivo data zatim nejsou k dispozici (Hong et al., 2008a).

Z Casového usporadani exprese gend Phox2b, Ascll a Hand?2 vyplyva, ze Gata3 je v regulaci ,,downstream*
od téchto transkripénich faktort, jak bylo ukazano na Phox2bh” mutantech (Tsarovina et al., 2004), pozdgjsi
experimenty predesilaji, Ze je soucasti zpétnovazebné smycky a ovlivituje ,,upstream* lezici geny. V piipadé

Gata3” embryi s podminénou deleci v sympatoadrenalni linii (pod kontrolou Dbh) dochazi v E13,5
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k dramatickému sniZeni exprese Phox2b ve vét§ing neuronti hrudnich sympatickych ganglii, coz naznacuje,
7ze GATA3 je schopna regulovat expresi Phox2b. Dalsi vyzkumy ukdzaly, Ze obdobné klesa hladina dalSich
transkripCnich faktort — ASCL1 a HAND?2. Je tedy otdzka, zda ke sniZeni exprese dochazi kviili zpétnému
ovlivnéni ,,upstream® stojicich faktorti, ¢i kvili sniZzeni poctu neurond v nepiitomnosti GATA3. GATA3
neni nutnd pro prvotni faze diferenciace, nicméné je dilezita pro udrZeni exprese noradrenergnich markert
v embryonalnim vyvoji a k pfezivani sympatickych neuronii od raného embryondlniho vyvoje az

do dospélosti (Moriguchi et al., 2006; Tsarovina et al., 2010).

5.7 Protein exprimovany srdcem a derivaty neuralni liSty 2 (,,heart and neural crest

derivatives-expressed protein 2¢, HAND?2)

HAND?2 patii do rodiny bazickych proteind se strukturou Sroubovice-smycka-Sroubovice a je nezbytny
k neurogenezi a udrzeni noradrenergniho fenotypu sympatickych neuronti. Jeho role ve vyvoji je vSak
mnohem $irsi. Zasadné se podili na vyvoji riznych komponent srdce, napi. kardiomyocytt a odtokového
traktu. Ma zasadni vliv na udrZeni syntézy norepinefrinu chromafinnimi buitkami v pozdéjsich vyvojovych
stadiich (Morikawa and Cserjesi, 2008). Jeho exprese za¢ina v E10 kratce po zahajeni exprese Phox2b.
Kromé ¢asového uspotadani poukazuji i pokusy s Phox2b™ globalnimi mutanty na ,,downstream* pozici
Hand?2 vaci Phox2b, jelikoz u téchto mutantti je syntéza HAND?2 zcela pterusena. In vitro pokusy poukazuji
1 na moZnost zpétné regulace exprese Phox2b. Hand? je ziejmé ,,upstream® vici genim Phox2a a Gata3,
ackoliv star$i vyzkumy toto nepotvrdily (Liu et al., 2005; Morikawa et al., 2005; Hendershot et al., 2008).
In vivo pokusy ukazuji, Ze exprese Hand2 neni zavisld na ASCLI a neplati ani opacny vztah, akoliv in vitro
pokusy predesilaji schopnost HAND?2 aktivovat expresi Asc/l pomoci histon acetyltransferazy a indukovat
tak program vedouci ke vzniku autonomnich neuronti (Morikawa et al., 2005; Hendershot et al., 2008;
Hashimoto et al., 2011). /n vitro experimenty ukazaly potfebu koexprese Hand2 s Phox2a pro aktivaci
exprese Dbh (Xu et al., 2003; Liu et al., 2005). Je nutné, aby vysledky in vitro studii byly potvrzeny i in vivo,
protoze tato data stavi HAND2 do unikatni centralni pozice v regulaci vyvoje sympatického nervového

systému, a tedy i jeho patologii.

HAND?2 se podili na neurogenezi i na udrZeni noradrenergniho fenotypu. U mutantd s podminénou deleci
Hand?2 v derivatech bunék zarode¢né listy dochazi k redukci poctu proliferujicich prekurzorovych Sox10*
bunék, ze kterych vznikaji sympaticka primordia. Je vyznamné snizena hladina DBH i TH, diferenciace ale
narusena neni. Nehraje tedy roli v prvotni noradrenergni diferenciaci. Ackoliv exprese Hand?2 pretrvava az
do dospélosti, ukazuje se, Ze jiZz neni nutna pro expresi jak pan-neuralnich, tak noradrenergnich markert.

Pravdépodobné se podili na regulaci exprese receptorii pro norepinefrin, ma tedy vliv na propagaci

21



funkéniho noradrenergniho fenotypu, ale jinym zptisobem nez béhem vyvoje (Hendershot et al., 2008;

Stanzel et al., 2016).
6 Dalsi transkrip¢ni faktory a moZnosti regulace vyvoje sympatiku

6.1 Protein spojeny s nadorem beta bunék pankreatu 1 (,,insulinoma-associated

protein 1%, INSM1)

INSMI je transkripcni faktor s doménou zinkovych prsti, jenz je detekovan v neuronech napfic celym
nervovym systémem. Jedna se o transkripéni faktor, ktery v signalizaci stoji ,,downstream* vi¢i ASCLI
i PHOX2B a ,,upstream* vii¢i GATA3 a HAND2. Mutanti s Asc/l a Insml globalni deleci maji velmi
podobny fenotyp, coz naznacuje, ze INSMI1 funguje jako mediator efektu ASCLI. U obou dochazi
k vyraznému zmenseni velikosti rostrdlné polozenych ganglii. Je opozdéna exprese noradrenergnich
markerd a dalSich ,,downstream® lezicich genii, pozdé€ji béhem vyvoje je vSak obnovena a neurony

diferencuji normalné (Wildner et al., 2008).
6.2 Zesilovac genu pro insulin 1 (,,insuline gene enhancer protein 1%, ISL1)

ISL1 je transkripéni faktor s LIM-homeodoménou, ktery ma dulezitou funkci ve vyvoji nervového systému
i dal$ich organovych soustav. U mutantti s podminénou deleci Is// v derivatech bunék zarodecné listy (pod
kontrolou Wnt promotoru) je jiz od E11,5 patrné zmenseni velikosti sympatickych ganglii v dasledku
snizené proliferace, a naopak zvysené apoptozy u téchto mutantl. Ke snizené proliferaci pravdépodobné
dochazi v disledku ,,downregulace” exprese gent, jejichz produkty jsou nutné pro spravné fungovani
bunécného cyklu a sympatického vyvoje. Naopak dochazi ke zvySeni exprese genti spojenych s neuralni
liStou a vyvojem gliovych bun€k, ISL1 ma tedy zfejmé funkci v ,,upregualci téchto genti. V obdobi mezi
E14,5 a E17,5 u Is/] mutantii s podminénou deleci témét zcela chybi sympatickd inervace srdce nejen
v disledku snizeného poctu neuronti v sympatickych ganglii, ale i kvili naruSené morfogenezi neuront.
ISL1 ma také dilezitou ulohu v syntéze neurotransmitéri a v oddé€leni cholinergnich a adrenergnich
subpopulaci neuronti sympatiku. U mutantG s deleci Is// je také preruSena exprese tropomyosinoveé
receptorové kinazy A (,,tropomyosine receptor kinase A*“, TRKA), coz m4 vliv na pfezivani neurond pomoci
NGF signalizace. ISL1 funguje ,,downstream* viici PHOX2B, ale ,,upstream* viici GATA3 a INSM1, a stoji
paralelné viici HAND2 (Huber et al., 2013; Zhang et al., 2018). ISL1 je jednozna¢n¢ vhodnym kandidatem
na dal$i zkoumani, jelikoZ jeho uloha ve vyvoji srde¢niho sympatiku je velmi komplexni a zda se, ze

naprosto zasadni.
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6.2.1 Hypoxii indukovany faktor 1alfa (,,hypoxia-inducible factor 1alfa*, HIF1-a)

HIF1-a je transkripéni faktor, ktery ma klicovou roli ve fyziologické odpovédi organismu na hypoxii
amimo jiné reguluje sympatickou inervaci a funkci srdce. Mysi s globalni deleci Hifla umiraji béhem
vyvoje v disledku srde¢nich i nervovych vyvojovych defekti. U mysi s podminénou deleci Hifla (pod
kontrolou Is/1) dochazi k vyraznému zmenSeni sekundarnich sympatickych ganglii. Konkrétné u tohoto
mutanta se jedna o zmenseni v disledku zvysené apoptozy preganglionickych neuronti a snizené proliferace
prekurzorii sympatickych ganglii (Obrazek 12). Svazky axont vychazejici ze sympatickych ganglii mutantt
jsou také tenci nez u kontrol. V E14,5 byla detekovéana snizena exprese Th v srdci pravdépodobné kvuli
snizené inervaci sympatikem, kterd byla u mutantti detekovana poprvé ve véku E14,5; nejspise kvili
»downregulaci“ nervového rtustového faktoru (,,nerve growth factor”, NGF), ktery je nutny pro inervaci
cilovych ¢asti srdce. V E16,5; kdy bylo zjisténo vyznamné snizeni hustoty inervace srdce u Hifla mutantu,
byla také oproti kontrolam vyrazn€ mén¢ husté a organizovan¢ inervovana oblast kolem SAN, coz by mohlo
mit za nasledek vznik arytmii. U mutanti byla zménéna kontraktilita levé sin¢€ oproti kontrolam, coz mtze

téz vést ke vzniku arytmii ¢i nahlému srde¢nimu selhéni (Bohuslavova et al., 2019).

Cor

Hif1aCKO

Obrazek 12. SniZeni inervace sympatickych neuroni HIF 1-a je transkripéni faktor, ktery reguluje sympatickou
inervaci srdce. Pokud je Hifla deletovan, dochdzi k vyrazné redukci sympatické inervace, jiz ve véku E14,5. Ani
v pozdéjsich vyvojovych stadiich neni inervace mutantt (horni panel) a kontrol (dolni panel) vyrovnana. TH byla

obarvena imunohistochemicky a na fotografiich je znazornéna posteriorni ¢ast srdce (Bohuslavova et al., 2019).
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6.3 DICERI1

Dicerl je endoribonukleaza, ktera ma funkci ve zpracovavani mikro-RNA. Nejedna se tedy o transkripéni
faktor. Mikro-RNA se vazi do 3° nepiekladané oblasti mediatorové ribonukleové kyseliny (,,messenger
ribonucleic acid“, mRNA), ptipadné zpiisobuji nestabilitu mRNA a znemoziiuji ¢i pozméiuji tak jeji expresi
(Zehir et al., 2010). DICER1 ma funkci v rozdé€leni sympatoadrenalni linie na neurony a chromafinni buiiky.
Je-li gen pro DICERI1 podminéné deletovan v bunkach neuralni liSty a noradrenergnich neuroblastech,
dochazi k vyraznému zmensovani sympatickych ganglii zhruba od véku E16,5 az do dospélosti. DICER1
neni sté€zejni pro prvotni diferenciaci sympatickych neuront, ale je potfebny v jejich pozdéjsi diferenciaci
do rznych subtypt. Pokud je deletovan, dochazi ke zvyseni exprese cholinergnich marker a navysSeni
poctu cholinergnich neurond na ukor neurontl noradrenergnich. Pravdépodobné k tomu alespon ¢aste¢né
v pozd¢jsim veéku dochazi v diisledku naruseni signalnich drah, do kterych je zapojena TRKA, receptor pro
NGF. Tato signalizace hraje naprosto kli¢ovou roli v pfezivani sympatickych neuronti (Zehir et al., 2010;

Stubbusch et al., 2015).
6.4 Aktivacéni protein 2b (,,activator protein 2b*, AP2B)

AP2B patii do rodiny bazickych transkripénich faktort se strukturou Sroubovice-oblouk-Sroubovice. Je
exprimovan v migrujicich buiikach neuralni listy a zistava aktivni i v pozd€j$im vyvoji noradrenergnich
neuronll centralni nervové soustavy, tedy v locus coeruleus, 1 v periferni nervové soustavé v neuronech
sympatiku. V embryich s Ap2b globalni deleci dochazi uz v E10,5 k vyznamnému paralelnimu snizeni
exprese Dbh, Th, GATA3, Phox2b i Phox2a v hvézdicovém gangliu oproti kontrolam, nejspis v disledku
redukce velikosti sympatickych ganglii. K redukci dochazi kvuli zvySené apoptdéze u migrujicich bunek
neuralni listy, ale v premigratornich buiikach a bunkach primarnich ganglii apoptoéza zvys$ena neni. U Casti
(cca 60 %) bunécné populace lze nahradit funkci AP2B funkci AP2A. Oba transkripni faktory jsou

potfebné i pro prezivani neuronti pozdé&ji ve vyvoji (Hong et al., 2008b; Schmidt et al., 2011).
7 Migrace sympatickych ganglii a navadéni axoni k srdci

Poté, co bunky neuralni listy docestuji k ventralni ¢asti dorsalni aorty, vznikaji v diisledku BMP signalizace
a aktivity transkripcnich faktorti v této oblasti primarni ganglia a prekurzory chromafinnich buné€k. Ty poté
migruji do finalni destinace, tj. sekundarnich ganglii, ze kterych inervuji cilové organy, resp. smérem
k nadledvinam, kde davaji vzniknout chromafinnim buikam (Kasemeier-Kulesa et al., 2015; Lumb et al.,

2018).
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7.1 Migrace primarnich ganglii

O migraci neurond primarnich sympatickych ganglii a o slouc¢eninéch, které za timto procesem stoji, neni
pfili§ mnoho zndmo. Vyznamného pokroku bylo prozatim dosazeno pouze na kufecim modelu. Vzhledem
k dtlezitosti tohoto fenoménu je v této kapitole vyjimecné uvedena studie provadéna na tomto modelovém
organismu. Nejprve dochazi k elongaci nekolika malo axond primarnich sympatickych ganglii ventralné od
dorsalni aorty smérem k prednim kofentim misnim. Ostatni neurony prodluzuji své vybézky neorganizované
vSemi smeéry, ale pozdg€ji dochazi ke shodné elongaci axonti vS§ech neuronti opét smérem k piednim kofeniim
mi$nim. Nasledn¢ velmi volné€ spojené neurony koordinované migruji do kone¢nych cilovych oblasti.
Po tom, co bunky docestuji do cilovych pozic, dochazi ke zmén¢ tvaru i rozmisténi jednotlivych bunék, coz
vede k vytvoreni pevnéjSiho a kompaktnéjsiho shluku. Pro finalni umisténi ganglii je zasadni i interakce
mezi primarnimi ganglii a axony preganglionickych neuront. Z primarnich sympatickych ganglii se tak
stavaji sekundarni sympaticka ganglia, ktera inervuji cilové organy. Molekularni migrace spociva
v produkci mozkového nervového faktoru (,,brain-derived nerve factor”, BDNF), ktery je produkovan
hlavné pfednimi kofeny miSnimi, v nichz lezi preganglionické neurony sympatiku, a ventralni ¢asti neurdlni
trubice. Primarni ganglia produkuji tropomyosinovou receptorovou kindzu B (TRKB), jejimz ligandem je
pravé BDNF a funguje jako chemoatraktant (Kasemeier-Kulesa et al., 2015). Zda se podobny mechanismus
uplatituje i u mysi, potazmo u ¢loveka, stale neni jasné. StarSi vyzkumy ukazuji, Ze v ptipad€ delece Bdnf
dochazi k chybnému formovéani synapsi mezi preganglionickymi a postganglionickymi neurony.
Mechanismus neni dosud znam, ackoliv by se nabizelo podobné vysvétleni jako u kufeciho modelu. BDNF
je vsak podle tohoto vyzkumu exprimovan primarnimi ganglii a TRKB naopak preganglionickymi neurony
(Causing et al., 1997). U clovéka bylo navic ukazéno, Ze na ustanoveni findlni pozice sekundarnich
sympatickych ganglii se mimo vySe zminéné faktory podili i regionalni rozdily v rychlosti rtstu obratl

(Kruepunga et al., 2021).
7.2 Navadéni axont k srdci

Poté, co sekundarni ganglia dosdhnou svych kone¢nych pozic, za¢inaji se jejich axony prodluzovat smérem
k srdci. Trasa je urena krevnim fecistém a slouceninami, které jsou produkovany hladkou svalovinou zil
a tepen. Srde¢ni sympatikus je specificky tim, Ze jeho neurony se k srdci dostavaji podél zil, nikoliv podél
tepen, jak je typické pro sympatikus ve zbytku celého téla. Hlavnim zdrojem axonti v srdci jsou hvézdicova
ganglia, ¢astecné vSak i horni kréni ganglia. Obé¢ ganglia jsou parova a lateralné symetricka (podél patete),
inervace srdce ale symetrickd neni — pravé a levé hvézdicové ganglium inervuji oblasti s riznou funkci.
Srdce je velmi husté inervovano na dorsalni stran€, ventralni strana je inervovana vyrazné méné.

Z pravého hvézdicového ganglia v E14 sestupuji axony dorsélnim smérem podél pravé horni duté Zily (vena
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brachiocephalica sinistra) a sinus venosus. V misté, kde se horni duta Zila napojuje na sinus venosus,
dochazi k rozvétveni svazku; prvni vétev elonguje smérem k SAN a k pravé komoie a sini. Druha vétev
inervuje hlavné levou komoru. Levé hvézdicové ganglium zajiStuje predevsim inervaci dorsalni strany
komor. Konecna podoba inervace je ustanovena v E17,5. Na molekularni urovni za navadéni axont
zodpovidaji endotelin 1 (,,endothelin 1, EDN1) a jeho receptor A (,,endothelin receptor A“, EDNRA).
EDNI1 je exprimovan v E14,5 endotelem pravé ilevé horni Zily, sinus venosus a okolnim kapilarnim
reCiStém, dale pak epikardem a myocyty. EDNRA je naopak exprimovan axony hvézdicového ganglia.
U myS$i s podminénou deleci Ednl ve vaskularnim endotelu (pod kontrolou genu pro receptor angiopoietin)
a u mutantd s podminénou deleci Endra v sympatickych neuronech (pod kontrolou 74) byla detekovana
neorganizovanost axontl, jejichz svazky byly zaroven vyrazné tenc¢i nez u kontrol. MnoZzstvi axontli
inervujicich dorsalni stranu srdce bylo vyznamné eliminovano. /n vitro bylo ukazano, ze EDN1 piedstavuje
signal potiebny k ristu axonl hvézdicového ganglia. U dospélych jedinct se stejnou podmin€nou deleci
genu Ednra nebo Ednl sympatickd dysfunkce pretrvava iv dospélosti, neni zde tedy uplatnén zadny
pozdéjsi kompenzacni mechanismus (Manousiouthakis et al., 2014; Poltavski et al., 2019). Nasledujici
vyzkumy ukazaly, Ze v pfipadé obou typti mutantii axony elonguji podél tepen misto Zil a inervuji ektopické
cile. Kromé¢ toho, Ze chybi signalizace regulovana ENDI1, dochazi k pieruseni exprese dalsiho receptoru,
ktery slouzi k navadéni axontl, plexinu A4 (PLXNA4). Jeho exprese je zahdjena zesilovacem specifickym
pro myocyty (,,myocyte-specific enhancer 2¢“, MEF2C), ktery je aktivovany EDNI1. Jeho ligandem je
SEMA3, ktery je produkovan tepnami a na axony ma repulzivni efekt. Jako koreceptor slouzi
pravdépodobné NRP1, je tedy zajimavé, Ze v navadéni axond se uplatiiuje stejna signalizace jako u migrace

bunek neuralni listy (Poltavski et al., 2019).
7.3 Ustanoveni srdecni inervace a prezivani neuroni

7.3.1 Nervovy ristovy faktoru (,,nerve growth factor*, NGF) a neurotrofin 3 (,,neurotrophin 3¢,

NT3)

Po ustanoveni pfiblizného umisténi neurontl, jez inervuji srdce, ve véku E13 zacinaji sympatické axony
inervovat subepikard, ve kterém se vyvijeji velké koronarni zily. Axony jsou navadény pomoci trofického
faktoru NGF, ktery je produkovan butikami vaskularni hladké svaloviny (VSCM) ve sténach koronarnich
zil, které v tomto obdobi prochazeji remodelaci. Nasledné v E16,5 navadéci roli prebiraji koronarni tepny,
které se vyviji v myokardu (Obrazek 13), a dochazi k findlni inervaci srdce (Nam et al., 2013). Na rustu
axonu se podili ineurotrofin 3 (NT3), ktery je produkovan VSCM koronarnich zil. NT3 signalizace
umoziuje rist axont podél daného cile, nespousti vSak signaly vedouci k pfezivani neuronti. Naopak

retrogradni signalizace NGF zacind v axonu a je, stejné jako ptisobeni NT3, zprostfedkovana receptorem
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TRKA, ktery je nasledné internalizovan v endozomu do téla neuronu, kde podporuje jeho piezivani
kanonickou signalni kaskddou receptorové tyrosin kindzy. Zaroven piisobenim NGF signalizace dochazi
k retrogradni ,,upregulaci* p75, receptoru neurotrofinil, coz naopak vede ke snizeni NT3 signalizace. Tato
signalizace zaru€uje, ze neurony, jejichz axony nedorostou az do finalni destinace, zemtou v disledku
absence NGF signalizace. Zaroven axony, které jiz inervuji svij cil, by se diky vypnuti NT3 signalizace
nemély byt schopny dale prodluzovat. Dilezitost p75 v inervaci srdce dokazuje i fakt, Ze pti globalni deleci
p75 je mysi srdce v E16,5 inervovano vyrazné méné€ nez u kontrol. Tento pomérné slozity zptisob regulace

zajist'uje velmi specifickou inervaci cilového organu, tzv. ,,system matching® (Kuruvilla et al., 2004).

NGF, TRKA a p75 receptor jsou také dulezité pro prezivani neuronil. Cilovy organ produkuje NGF, ktery
v inervujicim axonu zvySuje produkci TRKA. Je tedy spusténa signalizace, ktera zajiStuje piezivani
neuronu. Soucasn¢ diky ptisobeni NGF dochazi k aktivaci exprese BDNF a neurotrofinu 4 (,,neurotrophin
4, NT4). V piipad¢, Ze je signalizace NGF/TRKA na nizké urovni, dochazi naopak k aktivaci vnitini
apoptické drahy zprostiedkované p75 receptorem (,,mitochondrialni* apopticka draha), jehoz ligandy jsou
pravé NGF a TRKA. Tento systém zajistuje, Ze cilova tkan nebude hyperinervovana — pieziji pouze
neurony, v nichz je vysoka koncentrace TRKA, naopak neurony s nizkou koncentraci umiraji (Deppmann
et al., 2008). Zajimavou roli v regulaci ptezivani sympatickych neuroni hraje i zpusob, jakym je NGF
produkovan. In vitro pokusy ukazuji, ze je syntetizovan ve formé proneurotrofinu pro-NGF a poté je
extracelularné $tépen metaloproteinazami do maturované formy NGF. Pro-NGF ma vyssi afinitu k p75 nez
k TRKA, coz vede ke spusténi signalni kaskady vedouci ke smrti neuronu. Pfezivani neurond tedy zavisi na

poméru pro-NGF a NGF (Lee et al., 2001).
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Obrazek 13. Role NGF v inervaci srdce NGF je nejprve produkovan buiikami vaskularni hladké svaloviny (VSCM).
Axony sympatickych neuronti se na cesté k srdci nejprve orientuji podél zil, které prochdzeji remodelaci. Zhruba
od véku E16,5 za¢ina byt NGF produkovan VSCM tepen, naopak v zilach jeho exprese klesa. Upraveno podle (Nam
etal., 2013).
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7.3.2 Semaforin 3a (,,semaphorin 3a*, SEMA3A)

SEMA3A je neuronalni chemorepelent, ktery je zodpovédny za vytvoreni nervového gradientu v srdci —
nejhustéji je inervovana baze (tj. SAN, AVN a Hisiiv svazek), naopak nejméné je inervovan apex (tj.
Purkyniova vldkna). Zaroven by mohl byt zodpoveédny za transmuralni gradient, kdy je nejhustéji inervovan
subepikard, nejméné pak subendokard. Oba gradienty jsou nutné pro spravnou repolarizaci a jejich naruSeni
muze vést k arytmiim. Receptorem SEMA3A je NRP1. Exprese Sema3a je inverzni vici sympatické
inervaci. Inervace srdce je tedy zavisla na rozmisténi a rovnovaze mezi NGF, jenz funguje jako
chemoatraktant, a SEMA3A. U Sema3a”” mutantt s podminénou deleci v kardiomyocytech (pod kontrolou
Wnt) dochézi k chybné agregaci sympatickych neuronti, ganglia jsou navic dislokovdna a axony z ganglii
vystupuji netypicky do stfedové oblasti mezi obéma sympatickymi provazci. Tento stav pietrvava az do
dospélosti, neexistuje tedy pravdépodobné zadny jiny ligand, ktery by ztratu Sema3a vykompenzoval.
K chybné agregaci a ektopickému umisténi sekundarnich ganglii pravdépodobné dochazi v dasledku
narusené migrace bun¢k neuralni listy. K atypickym projekcim axont nejspise dochazi az béhem migrace
neurond primarnich ganglii. U Sema3a” mutant s globalni deleci byla zjisténa sinusova bradykardie,
u mutantll se zvysenou expresi Sema3a” také dochazi ke vzniku komorovych arytmii, jedna se tedy
o medicinsky vyznamny gen. Stejny fenotyp jako u mutanti se Sema3a deleci je detekovan i v piipadé
podminéné delece Nrpl v bunkach zarode¢né listy (Ieda et al., 2007; Maden et al., 2012). Nedavno bylo
navic ukazano, ze u¢inek SEMA3A muze byt taktéz proapoptoticky. K apoptoéze dochazi ziejme v disledku
retrogradni SEMA3A/NRP-1-plexin 3 signalizace, ktera aktivuje kaspazy, a je tedy odli$na od signalizace
za ucasti plexinu 4, ktera zodpovida ze repulzivni efekt. Dalsi vyzkum musi objasnit vztah biomolekul

SEMA3A a NGF v apoptoze (Wehner et al., 2016).
8 Patologie sympatického nervového systému

V disledku narusené rovnovahy mezi srdecnim sympatikem a parasympatikem mtze dochazet k rozvoji
ruznych typl dysautonomii, které se projevuji napft. arytmii, hypertenzi, kongestivnim srde¢nim selhanim,
a nakonec i ndhlym srde¢nim umrtim. Zmapovani a pochopeni regulacnich drah uplatiiujicich se ve vyvoji
sympatické srdeni inervace mize byt cennym nastrojem pro vyvoj metod 1écby vysSe zminénych

onemocnéni (Cao et al., 2000).

Se zménou sympatické inervace se nejcastcji spojuje ventrikularni tachykardie a atrialni fibrilace. Jedna
se o onemocnéni ze skupiny arytmii, kdy dochazi ke zméndm v srdecnim cyklu. Vyznamnym
onemocnénim, pii kterém dochazi ke zmé€nam v sympatické inervaci, je infarkt myokardu. Pokusy na psech

ukazuji, ze se zfejmé nejedna pouze o zmény inervace v ramci srdce, ale 1 v rimci hvézdicového ganglia
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samotného (Han et al., 2012). Jeho velmi castou komplikaci jsou pravé riizné typy arytmii, které¢ vznikaji
v diisledku zmén hustoty inervace srdce. V misté poranéni po infarktu dochazi k lokalni ,,up-regulaci® NGF,
ktery je produkovan predev$im makrofdgy. Ty jsou aktivované norepinefrinem, ktery je produkovéan
nervovymi zakoncenimi sympatickych neurontl, skrze jejich beta; adrenergni receptory (Lyu et al., 2020).
Uloha NGF v srdci po infarktu je reinervace ischemickych oblasti, obvykle viak dochazi k hyperinervaci.
Ta mé zfejmé zajistit dostatecnou kontraktilitu komor, bohuzel ale ¢asto vede ke vzniku arytmii a ndhlému
srde¢nimu umrti. Vzhledem k tomu, Ze NGF vzniké z pro-NGF, jehoz signalizace vede k apoptoze, miizou
naopak vzniknout denervované oblasti, coz v n¢kterych ptipadech vede ke kongestivnimu (méstnavému)
srde¢nimu selhani. Nicméné role NGF v infarktu myokardu neni pouze negativni, ma i protektivni uc¢inky
napf. proti oxidativnimu stresu a pfi regeneraci myokardu (Pius-Sadowska and Machalinski, 2021). NGF je
tedy adeptem na molekularni terapeutikum po infarktu myokardu, jelikoz by mohl zabranit naslednym
komplikacim. Na potkanim modelu byla aplikovana terapie pomoci malé interferujici RNA, ktera sice
uspésné snizila hustotu sympatické inervace srdce, nicméné vzhledem k pleiotropnimu u¢inku NGF snizila
ucinnost dalsich regenerac¢nich zmén po infarktu. Tato problematika tedy vyzaduje dalsi vyzkum (Hu et al.,
2014). Potkani model ukazuje, ze dal§im proteinem, ktery by mohl pfedstavovat potencialni cil 1éCby, je
SEMAJ3A. Vzhledem k tomu, Ze jeho uc¢inek je opacny nez u NGF (jedna se o chemorepelent), po infarktu
dochazi k rozvoji ventrikularni tachykardie pti nizkych koncentracich toho proteinu. Vyzkum ukazal, ze
exogenni zdroj SEMA3A zpuisobil snizeni hustoty sympatické inervace i vyskyt ventrikularnich arytmii.
Ostatni srde¢ni funkce zustaly nezménéné. SEMA3A by tedy mohla byt vhodnéj§im proteinem v 1é¢bé

komplikaci pfi infarktu nez NGF (Hu et al., 2016).
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9 Zavér

Vyvoj srde¢niho sympatiku je slozity proces, ktery se sklada ze ¢ty hlavnich fazi. Ackoliv bylo objeveno
pomérné velké mnozstvi regulacnich faktort, které se ucastni diferenciace i migrace bunék tohoto systému,
vztahy mezi nimi nejsou zcela objasnény. Obzvlasté migrace primarnich sympatickych ganglii a inervace
cilovych organti, v tomto pfipadé srdce, vyzaduje provedeni dalSich experimentil na sav€ich modelech, které
by mohly pomoci pochopit podstatu vzniku kardiovaskularnich chorob a dysautonomii u ¢lovéka. Zarovei
by dalsi vyzkum mohl sméfovat k urceni vhodnych proteind pro 1écby arytmii, nahlych srde¢nich selhani ¢i

pro zmirnéni nésledki infarktu myokardu.

V prvni ¢asti vyvoje sympatiku dochazi k migraci bunék neurélni liSty k dorsalni aorté. Migrace je
koordinovana pomoci NRP1/SEMA3A signalizace. NRP1 je exprimovan migrujicimi buiikami. Naopak
SEMA3 jsou komplementarné exprimovany posteriornim sklerotomem a dermomyotomem a migrujici
bunky tak odpuzuji, jelikoz SEMA3 funguje jako chemorepelent. Pozdé€ji navadéci ulohu piebira
neuregulin/ERBB signalizace, kterda ma za kol udrzeni bun¢k v migratornim stavu a jejich navedeni

k dorsalni aorté.

Po tom, co bunky neuralni listy domigruji k dorsalni aort€, je zahajena druha faze jejich vyvoje —
diferenciace. Dorsalni aorta produkuje BMP-2 a BMP-4, které patii do nadrodiny TGF-3 proteind a spousti
bud’ nekanonickou signalizaci, nebo kanonickou signalizaci pires transkripéni faktor SMAD. BMP
signalizace reguluje expresi transkripcnich faktort PHOX2B a ASCLI. Oba transkripcni faktory jsou
koexprimovany v raném vyvoji spolecné se Sox/0, jehoz uloha spociva v udrzeni bun¢k neuralni liSty
v nediferencovaném stavu. Exprese SOX10 je postupné snizovéna, a naopak exprese PHOX2B a ASCL1
se navySuje. ASCL1 nemé vyznamnou ulohu v neurondlni ¢i noradrenergni diferenciaci, jeho funkce je
proproliferacni. PHOX2B, patfici do rodiny transkripénich faktorti s homeodoménou, je naopak ,,master
gen®, ktery je naprosto esencialni pro vyvoj sympatiku. Jeho role spociva v udrzeni exprese ASCLI,
a predevsim v indukci exprese genil nezbytnych pro syntézu katecholamind, tj. Dbk a Th. K tomu dochazi
skrze dalsi geny, které lezi vaci Phox2b ,,downstream®. Jedna se napt. o Phox2a, Gata3 a Hand2. PHOX2A
neni zasadni pro propagaci noradrenergniho fenotypu, je ale schopen ¢astecné kompenzovat ztratu ¢i
naruseni PHOX2B. GATA3 podporuje jak proliferaci, tak i pfezivani neurontl. Zarover jsou nezbytné pro
ustanoveni noradrenergniho fenotypu, reguluji expresi 74 i Dbh. Navic jsou pravdépodobné soucasti
zpétnovazebné smycky a ovliviiuji tak expresi ,,upstream‘ stojicich gend. HAND2 ma funkci v pfezivani
proliferujicich prekurzorovych SOX10" bunék, ze kterych vznikaji sympaticka primordia. V dospélosti

se podili na regulaci exprese receptoru pro norepinefrin. Mezi dalsi transkripéni faktory, které ovliviuji
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vyvoj sympatiku, patii napt. INSM1, ISL1, HIF1A, ¢i AP2B. Pokud je jakakoliv komponenta této regulacni

drédhy naru$ena, mtize dochézet k vyvojovym vadam sympatiku a v disledku toho k chybné inervaci srdce.

Ve treti t4zi vyvoje dochdzi k migraci primarnich sympatickych ganglii od dorsalni aorty smérem k patefi,
do paravertebralniho umisténi. Tento proces neni u savct piili§ prozkouman, da se ale piredpokladat, ze
podobné jako u kufeciho modelu by proces mohl byt regulovan BDNF/TRKB signalizaci. Nasledné,
ve ¢tvrté fazi, dochazi k prodluzovani axonti z hvézdicového a horniho cervikalniho ganglia smérem k srdci.
To je regulovano EDN1, ktery je produkovan endotelem horni duté zily, axony komplementarné exprimuji
jeho receptor EDNRA. V srdci navadéci funkcei ptebird NT-3, NGF a jejich receptor TRKA. Zatimco NT-3
zajistuje elongaci axonl podél koronarnich zil, NGF reguluje finalni inervaci myokardu. Spolu s p75
receptorem a ligandy BDNF a NT-4 se podili na slozitém systému, ktery zajiStuje pfezivani pouze
vybranych neurond. Pokusy nicmén¢ ukazuji, Ze toto nejsou zdaleka jediné proteiny, které reguluji navadéni
a prezivani neurond. D4 se tedy ocekavat, Ze vyzkum této problematiky bude v pfistich letech tomuto oboru

dominovat.
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