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ABSTRAKT

Sonic hedgehog je jeden ze tii ¢lent rodiny Hedgehog, jejiz signalni draha hraje zasadni roli
pti fizeni vyvoje obratlovcl. Pravé Sonic hedgehog mé prevladajici tillohu pii organizaci
vyvojovych procesi vétSiny organovych systému. Je zajimavé, ze jeho pfima exprese Ci

prispevek populaci exprimujicich tuto signalni molekulu v myokardu nebyla nikdy popséna.

Cilem této prace bylo pokusit se detekovat buiiky, které exprimovaly Sonic hedgehog ptimo
v srde¢ni tkani se zamétenim na myokard. Tyto buiiky jsme sledovali od embryonalniho dne
10,5 do 16,5 a dale postnatalné. Rovnéz jsme hodnotili aktualni expresi Sonic hedgehog
v srdecni tkédni od embryonalniho dne 12,5 do embryonalniho dne 15,5. K detekci bunéénych
linii exprimujicich Sonic hedgehog jsme vyuzili CreLoxP systém, X-galové barveni,
fluorescencni a konfokalni mikroskopii. Pfitomnost buné€k, které exprimovaly Sonic
hedgehog v minulosti jsme ve vyvijejicim se srdci rovnéZz hodnotili s pomoci

imunohistochemie.

Dle nasich vysledkl byla v mySim myokardu prenatdlné i postnatalné prokazana ptitomnost
descendentni linie bunék v minulosti exprimujicich Sonic hedgehog. Z provedené analyzy
vyplyva, ze tyto bunky lze v srde¢ni tkéni detekovat od embryonalniho dne 10,5 az do
postnatalniho obdobi. Aktualni exprese Shi v srde¢ni tkdni v embryondlnich dnech 12,5 az

14,5 nalezena nebyla.

Tato studie pfinesla zdsadni nové poznatky v oblasti vyvoje srdce a mohla by v budoucnu
pomoci v boji proti srdeCnim vyvojovym vadam a také v hledani novych pfistupi pro

regeneraci srde¢ni tkan€ pomoci cilené genové terapie.

Kli¢ova slova: Sonic hedgehog, vyvoj srdce, mys, embryogeneze, myokard



ABSTRACT

Sonic hedgehog is one of three members of the Hedgehog family, whose signaling pathway
plays a crucial role in controlling the development of vertebrates. Sonic hedgehog has an
important role in organizing the developmental processes of majority of organ systems.
Interestingly, its direct expression or a contribution of cell lineages expressing this signaling

molecule in the myocardium has never been described.

The aim of this work was to try to detect the cells that expressed Sonic hedgehog directly in
the heart tissue with a focus on the myocardium. We monitored these cells from embryonic
day 10.5 to 16.5 and then postnatally. We also evaluated current Sonic hedgehog expression
in cardiac tissue from embryonic day 12.5 to embryonic day 15.5. We used the CreLoxP
system, X-gal staining, fluorescence and confocal microscopy to detect cell lines expressing
Sonic hedgehog. We also assessed the presence of cells that expressed Sonic hedgehog in

the developping heart in the past using immunohistochemistry.

According to our results, the presence of a descendant cell lineage expressing Sonic
hedgehog in the past was demonstrated prenatally and postnatally in the mouse myocardium.
The performed analysis shows that these cells can be detected in cardiac tissue from
embryonic day 10.5 till the postnatal period. No actual expression of Shi was found in

cardiac tissue at embryonic days 12.5 to 14.5.

This study has brought new significant knowledge in the heart development and it could help
in the future to prevent developmental heart defects as well as to find new approaches for

cardiac tissue regeneration using targeted gene therapy.

Keywords: Sonic hedgehog, heart development, mouse, embryogenesis, myocardium
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1. Uvod

Srdce je svalovy organ se ¢tyfmi dutinami, jehoz tkolem je kontinualni pumpovani krve,
kterou tak pohani cévami po celém téle. Krev nasledné umoziuje vyzivu a vyménu latek.
Srdce je ulozeno za sternem v perikardu. Hrot srdce sméfuje ventrolateralné doleva. Srdecni
sténa je tvofena tiemi vrstvami smérem od dutiny na povrch, a to endokardem, myokardem
a epikardem. V myokardu a subepikardidln¢ se nachdzeji koronarni arterie, které srdce
vyzivuji. Jednotlivé dutiny srdce jsou oddéleny srde¢nimi chlopnémi. Vnitini prostor srdce
se déli na pravou a levou predsin (atrium) a pravou a levou komoru (ventriculus). Srde¢ni

skelet tvoii oporu chlopnim, a dale také srdce funk¢né rozd€luje na oddil sini a oddil komor.

U ¢loveka se cévni systém zacind vyvijet tfeti tyden embryonalniho vyvoje, kdy uz je vyZiva
difuzi u embrya nedostacujici. Kardiogenni pole se nejprve nachazi v epiblastu, odkud
migruje pfes primitivni prouzek nejprve do kréni a nasledné hrudni oblasti. V dasledku
ohybani embrya se parové zaklady srdce spoji do jedné srde¢ni trubice. V této fazi, tedy
okolo 21. dne vyvoje, jiz zaina trubice pumpovat krev a dalsi zmény se déji za plného
chodu. 23. den vyvoje se trubice za¢ne ohybat a vznika srde¢ni klicka a od 28. dne vyvoje

je srdce zavinuté do své anatomické polohy a dale se jiZ jen prohlubuji komory a sin¢.

Signalni draha Hedgehog (HH) hraje zésadni roli pfi fizeni normalniho vyvoje obratlovci.
Jeden ze ¢lent rodiny Hedgehog je Sonic hedgehog (Shh). Shh protein je v raném vyvoji
produkovan ve tfech klicovych doménach, a to v neuroektodermu piedniho mozku,
ektodermu obli¢eje a faryngealnim endodermu (Xavier ef al., 2016). Samotné exprese Shh
v ranych stadiich ve vyvijejicim se srdci nebyla detekovéana, avSak, jak bylo zminéno, Shh
je exprimovan ve ventralni neurdlni trubici a ventralnim faryngealnim endodermu. Exprese
Shh v téchto oblastech mize pfimo ovlivnit vyvoj bunék, které se na vyvoji srdce podili

(Goddeeris et al., 2007).

Kardiovaskularni onemocnéni vykazuji jednu z nejvysSich imrtnosti na svété (Farhan et al.,
2019). Nektera z téchto onemocnéni jsou vrozena a jejich piivod mizeme vystopovat az do
embryonalniho vyvoje. Ne vSe v oblasti vyvoje srdce je vSak dostatecné probadano. Studium
fyziologického vyvoje srdce umoziuje vzniku vyvojovych vad 1épe porozumét, anebo jim
dokonce predejit. PIné pochopeni vyvojovych déjli v embryogenezi miizeme také vyuZit pii
terapeutickych opravach tkani jejich reaktivaci (Kusano ef al., 2005), coz mlze pomoci i pii

regeneraci srdecni tkané u jiz dospélého ¢loveka.



V ramci ptfedlozené prace bylo naSim cilem v riznych embryondlnich stadiich mapovat
bunécné populace, které exprimuji nebo v minulosti exprimovaly Shh, a analyzovat jejich

mozny puvod a tlohu ve vyvoji srdce u mysi.



2. Literarni prehled

Béhem evoluce obratlovci prosel kardiovaskuldrni systém vyraznymi anatomickymi i
funkénimi zménami. Casny vyvoj srdce zahrnuje vytvoreni srde¢ni trubice, vznik srde¢ni
klicky a vytvoreni komor a sini. Tyto procesy jsou velmi podobné u vSech obratlovcii, coz

naznacuje existenci evolu¢ni konzervace stavebniho planu srdce (Jensen et al., 2013).

cvwr

hemolymfa zde do pohybu uvadi jedind hibetni céva. U mékkysa jesté pozorujeme otevieny
krevni systém, ktery je ale uvadény do pohybu tepennym srdcem, kterym prochazi pouze
okysli¢ena krev. Toto srdce ma zpravidla jednu komoru i sin. Uzavienou cévni soustavu
muzeme pozorovat od Clenovcil. VSichni strunatci se jiz vyznacuji uzavienym krevnim
systémem rozdélenym na tepny a Zily. Srdce u strunatcti najdeme ve vSech fylogenetickych
stadiich od srdce trubicovitého po srdce &tyikomorové. Casny kardiovaskularni vyvoj, tedy
zakladni formace trubicového srdce a hlavnich plicnich a systémovych cév, je podobny u
vSech vyssich zivocichl. Nasledny vyvoj srdecnich komor a sini se vSak znaéné lisi
(Crossley et al., 2009). U paryb a ryb nachazime srdce vendzni, prochazi jim tedy pouze
odkysli¢end krev. Srdce ma v tuto chvili jednu sifi a jednu trabekularizovanou komoru (Obr.
1, ryba) a stale se jednd spiSe o mirn¢ zakfivenou trubici. Obojzivelnici maji ob¢h rozdélen
na plicni a télni, 1 srdce uz je tedy arteriovendzni. Srdce ma dvé sin€ a jednu komoru (Obr.
1, obojzivelnik) a dochazi tedy k miseni okysli¢ené krve s odkysli¢enou. Plazi maji stale
jesté jednu komoru (Obr. 1, jeStérka, had a zelva), kterd je uz ovSem rozdélena netiplnou
prepazkou a k miseni krve nedochazi v plném rozsahu. Ptaci a savci nezdvisle vyvinuli
endotermii od svych predkti podobnych plaziim a stejné tak savci i ptaci nezavisle vyvinuli
srdce s tplnou septaci komor a sini (Obr. 1, savec a ptak). Silna kompaktni sténa levé komory
jim nasledné umoznila znacné zvyseni systémového krevniho tlaku (Jensen et al., 2013).
Ptaci 1 savei maji tedy Ctyfdilné srdce skladajici se ze 2 sini a 2 komor, které pln€ oddéluji
plicni a télni obéh, a tedy i1 krev okyslicenou od odkysli¢ené. Srdce savci a ptakt se tedy
vyvijeji podle stejného stavebniho planu jako u ektotermnich obratlovct, jejich komory vSak
na rozdil od ostatnich tvofi tlusté kompaktni st€ény poc¢inaje embryondlnim dnem (ED) 12,5
u mysi, 6. tydnem embryonalniho vyvoje u ¢lovéka a ve stadiu Hamburger — Hamilton (H-
H) 32 u kufete (Jensen et al., 2013). V pochopeni bunéénych mechanismi pohanéjicich
tvorbu srde¢ni tkan¢ jsou v soucasnosti stale nezodpoveézené otazky, a to predevsim kvuli

strukturalni a funk¢ni slozitosti srdce (Sereti et al., 2018).
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Obrazek 1: Typy srdci u dospélych jedincii riiznych zdastupcii. Ryba: jedna sin (a) a jedna komora (v). ObojzZivelnik,
jesterka, had a Zelva: jedna nerozdélena komora (=), ale rozdélena sin na pravou (ra) a levou (la). Savec, ptik a krokodyl:
plné rozdeélenda komora (+) na pravou (rv) a levou (Iv) a plné rozdélena sin na pravou a levou. Endotermové jsou znaceni
Cervenou a ektotermové modrou. Krokodyl je jediny ektotermni zZivocich s plné rozdélenym srdcem na 4 dutiny (upraveno
podle Jensen et al., 2013).

2.1.  Vyvojsrdce
Srdce (Cor) vSech strunatcii se tvoii z embryondlniho disku, kde se lateralni kardiogenni
mezoderm spojuje ventralné v embryonalni sttedni ¢afe a vytvari srdecni trubici (Jensen et
al., 2013). Na rozdil od mysiho vyvoje ma lidskd kardiogeneze mnohem delSi zacatek

diverzifikace a expanze srde¢nich bun¢k (Lei et al., 2009).

Cévni systém se u Cloveka zacne vyvijet 3. tyden embryonalniho vyvoje, jelikoz difuze
zabezpecujici ptivod Zivin je v dané velikosti zarodku jiZz nedostacujici. Na zacatku 3. tydne
se ze 3 zarodec¢nych listl (ektoderm, mesoderm a entoderm) zacinaji tvofit specializované
tkan¢. Kardiogenni buriky se nachézi v epiblastu, lateralné od primitivniho prouzku a migruji

pfes n¢j, a to v presné¢ daném potadi. Prvni migruji bunky zakladajici levou komoru
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(Ventriculus sinister). Srdce se zaklddd v rostrdlni Casti embrya ptfed orofaryngovou
membranou. Endoderm faryngu, ulozeny pod zakladajicim se srdcem, indukuje diferenciaci
bunék v bunky myoblastu. Exprimovan je zde v tomto obdobi Sk4 (Dyer & Kirby, 2009) a
bylo zjisténo, Ze faryngovy endoderm si zachovava tuto expresi pro indukci srdce az do
vytvofeni tfetiho faryngealniho oblouku (Waldo ef al., 2001). V mesodermu se mezi
perikardovou dutinou a endodermem tvoii krevni ostriivky (angiogenni buiiky). Dehiscenci
téchto bun€k vzniknou $térbiny, jejichz propojeni da vzniknout dvéma netplné oddélenym
endotelovym trubicim. Mezenchym lezici mezi trubicemi a perikardovou dutinou

diferencuje ve srdecni svalovinu.

Do nedavna ale nebylo jasné, zda nové generované kardiomyocyty pochazeji ze srdecnich
kmenovych (progenitorovych) bunék nebo z jiz existujicich kardiomyocytd, které znovu
vstupuji do bunécného cyklu. Recentné bylo popsano, ze si progenitorové buiiky srdce
zachovavaji prolifera¢ni potencial a jsou hlavnim zdrojem kardiomyocyti béhem vyvoje
(Sereti et al., 2018). Nejnovejsi studie také ukazuji, ze epikardidlni bunky mohou také
fungovat jako progenitory kardiomyocyti (Rajagopal et al., 2008). Kardiomyocyty jsou
elektricky propojené a maji schopnost automacie, vyplyvajici z jejich vlastnosti samocinné,
bez vnéjsiho podnétu, generovat elektricky potencial, ktery spousti kontrakci. V disledku
toho buiika nebo skupina bun€k s nejvyssimi spontdnnimi depolariza¢nimi frekvencemi
bude urcovat tepovou frekvenci celého srdce a tyto builky jsou oznacovany jako
»pacemaker*. Jednotlivé kardiomyocyty spolu komunikuji ptes Gap-junctions (Jensen et al.,

2013).

Ale 1 buiiky kardiomyocytl se na Uplném zacatku vyvoje srdce déli, i kdyZz srdce dospé€lych
savcll je jiz dlouho povaZovano za neregenerativni organ a kardiomyocyty, stavebni
jednotky srdce, za terminalné diferencované bunky. Zejména geny kodujici bunéény cyklus,
diferenciaci srdecnich buné€k a bunéfnou migraci byly v postnatdlnich bunkach mysi
downregulovany, zatimco tyto stejné markery byly exprimovéany ve vysokych hladinach u
vétSiny kardiomyocytd embryi v ED 9,5 a ED 12,5. Naopak exprese geni kodujicich
strukturni proteiny a bunéény metabolismus byla v postnatalni populaci upregulovana, ale v

diivéjsich ¢asovych bodech byla exprimovana na nizkych urovnich (Sereti et al., 2018).

Ctytkomorové srdce se sklada z riznych typt bunék. Viechny tyto typy bunék piispivaji ke
strukturdlnim, biochemickym, mechanickym a elektrickym vlastnostem funkcniho srdce.

Sinové a komorové kardiomyocyty tvoii svalové stény srdce, tedy myokard. Endotelidlni
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bunky tvoii endokard, vnitini vystelku krevnich cév a srde¢nich chlopni. Epikard pfispiva k
vétSiné nemyokardidlnich bunék v dospélém srdei (Van Wijk et al., 2009), vznikaji z néj
prekurzory koronarnich tepen a srdecni fibroblasty, které tvoti vice nez 50 % bunék srdce.
Buiiky ptfevodniho systému srdecniho a Purkynova vlakna v pfevodnim systému jsou

specializované kardiomyocyty, které generuji a vedou elektrické impulsy (Xin et al., 2013).

2.1.1. Srdecni trubice
Tvorba a rtst primarni srdecni trubice u embryi probiha ve 20. az 25. dnu lidského vyvoje
(Sizarov et al., 2011). Budouci srde¢ni trubice s diferencujici se svalovinou se nazyva
kardiogenni pole, které obklopuje intra-embryonalni dutina. Kardiogenni pole se déli na dvé
skupiny bunék: primarni srde¢ni pole (FHF), umisténé vptedu, a laterdln¢ a sekundérni
srdecni pole (SHF), umisténé vzadu a medidlné. FHF se bude vyvijet hlavné do levé komory,
¢asti sini a atrioventrikuldrniho kanalu (Spéter et al., 2013). SHF ptispiva k tvorbé pravé
komory, ¢asti sini a vytokového traktu (Obr. 2) (Sirbu et al., 2020). Primarnim t¢elem FHF
je generovani srdecniho svalu a podpora kontraktilni aktivity primitivni srdecni trubice,
zatimco progenitory odvozené od SHF pfispivaji k diverzifikaci linie srdecnich bunck
(Spéter et al., 2013). SHF tedy nakonec pfispiva k riznym typim kardiovaskularnich bunék
prostfednictvim vytvofeni multipotentnich srde€nich progenitori, napiiklad v pravé sini

(Atrium dextrum) a vytokovém traktu (Lei et al., 2009).
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Srdedni trubice  Srdecni klicka ED 10,5
Kardiogenni pole ED8 ED 8,5
ED7,5 Vytokovy RA
RV
FME trakt

SHF i LA

Obrdzek 2: Schéma vzniku srdce u my$i od embryondlniho dne (ED) 7,5. Cervené je znacené primdrni srdecni pole (FHF)
a jeho derivaty. Modre je znaceno sekundarni srdecni pole (SHF) a jeho derivaty. RA — prava sin, RV — prava komora, LA
— leva sin, LV — leva komora (upraveno podle Xin et al., 2013).

Kardiogenni pole, pivodné vznikajici nad orofaryngovou membranou, se vlivem
kranidlniho ristu centrdlniho nervového systému dostane pod néj. Srdce a perikardova
dutina sestupuji tedy nejprve do oblasti kréni a nasledn€ hrudni. Tento pohyb, spolu s
ventrolateralnim ohybem embrya, vede k pfiblizovani obou endotelovych trubic, az dojde
k jejich splynuti. V ¢asnych vyvojovych stadiich se primitivni srde¢ni trubice sklada ze
srdecniho svalu (zaklad myokardu) vystlaného jedinou vrstvou endotelovych bunék (zéklad
endokardu) (Andrés-Delgado et al., 2016). Myokard se ztlustuje a produkuje srde¢ni rosol.
Vrstva myokardu tvofici srdecni trubici ma tloustku dvou bun€k. Srde¢ni rosol je acelularni
a oddéluje myokard od endotelidlnich bun€k endokardu vystylajicich uzké lumen (Sizarov
etal.,2011). Vzniké tedy mohutnd vrstva mezibunééné hmoty s vysokym obsahem kyseliny
hyaluronové. Kranidlni konec srde¢ni trubice diferencuje do arterii a dvou dorzalnich aort,
kaudalni konec trubice se méni ve vendzni a napojuje se na venae vitellinae (cévy

zloutkového vacku) a pozdé€ji venae umbilicales (vedouci k placent¢).

Z byvalych mezotelovych bunék, pokryvajicich perikardovou dutinu, se vytvari
proepikardovy organ a jeho naslednou bunécnou migraci po povrchu srdce vznika epikard.
Srdecni trubice ma v tuto chvili 3 vrstvy: endokard, myokard a epikard. Epikardialni bunky
se mohou diferencovat na endotelové buiiky, buniky hladkého svalstva cév, fibroblasty a

dokonce i kardiomyocyty (Zhou et al., 2008). Arteridlni konec srdce je ptes aortalni oblouky
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uchycen ve faryngovych obloucich, zatimco jeho vendzni konec je fixovan pies septum

transversum.

U kurat, které jsou Casto vyuzivanym modelem pro studie srdecniho vyvoje a mnozstvi
recentné znamych poznatkl bylo ziskano prave jejich studiem, je primarni srde¢ni trubice
endokardialni a je obklopena butikami myokardu, které se vyvijeji z bilateralnich primarnich
srdecnich poli, umisténych v mezodermu. Atrioventrikularni kanal, sin€ a superiorni konec
bulbus cordis jsou formovany sekundarné do primérni srdecni trubice, a to béhem vytvareni
klicky. Srdec¢ni trubice se béhem vzniku srde¢ni klicky prodluzuje a soubézné v ni nartsta
novy myokard. Atria jsou tvofena z kaudalnich priméarnich srde¢nich poli, zatimco myokard
a konec bulbus cordis je ze stiedniho sekundarniho srde¢niho pole. Pfidani sekundérniho
myokardu k primérni srdecni trubici pfedstavuje proces, v ramci né¢hoz mtze dojit k vzniku

patologii vyvoje srdce (Waldo ef al., 2001).

2.1.2. Srdecni klicka
Na konci 3. tydne, od 21. dne vyvoje, srdce jiz pulzuje a dalsi vyvoj se odehrava za jeho plné
¢innosti. 23. den se prodlouzena srdecni trubice zacind ohybat, tim vznika srde¢ni klicka
(Obr. 3). Doslo k regionalnimu rozsifeni srdec¢ni trubice a vrstva myokardu zesilila, ackoli
trabekuly se jesté nevytvoftily. Uvnitf je srdecni trubice stale vyplnéna acelularnim rosolem,
ktery oddéluje myokard a endokard. Epikard dosud nepokryvéa vnéjsi povrch srde¢ni klicky
(Sizarov et al., 2011).

Srdecni klicka d€li srdce na tii oddily (Obr. 3A a 3B). Kranialn€ se nachézi bulbus cordis
navazujici na komoru, dale se nachazi atrium. Pfechod mezi komorou a bulbos cordis je
zuzeny (Xavier et al., 2016). Komora je ptes uzky canalis atrioventricularis spojena
s atriem. Atrium déle pokracuje sinus venosus. Canalis atrioventricularis se po vytvoteni a
splynuti hlavnich endokardovych polstart rozd€li na kanal pravy a levy. Kandl lemuji
endokardové polstate postranni. Endokardové polstate se zpocatku jevi jako regiondlni
zesileni srdecniho rosolu, extraceluldrni matrix, kterd se nachazi mezi myokardem a

endokardem primitivni srdecni trubice (Eisenberg & Markwald, 1995).

Déle se dé¢li i celé spolecné atrium na dvé oddelené sing, a to pomoci septum primum, které
vyrlsta z kranialni oblasti atria smérem ke kaudalné€ polozenym endokardovym pol§taitim.

V tomto septu se nachazi doCasné foramen primum, které pozd¢ji srustd za vytvoreni
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foramen secundum v kranidlni Casti septum primum. Vpravo od septum primum zacne
vznikat septum secundum rovnéz s otvorem, tzv. foramen ovale. Ten ale zanika pfi zapojeni

plicniho ob¢hu pfi narozeni.

Kofen aorty

*._— Perikard

N

Bulbus

cordis

. Perikardova dutm’a =t

levé atrium

/

Komora

Atrium

Sinus venosus

B

Obrazek 3: Proces tvorby smycky p¥i vyvoji srdce. A: 22. den vyvoje zarodku, B: 23. den vyvoje, C: 24. den vyvoje
(upraveno podle Sadler, 2011).

Komory se v dospélém srdci nachazi rovnéz dve. Bulbus cordis vytvoii komoru pravou a
primitivni komora komoru levou (Obr. 4A). Obé& casti prechodné oddéluje septum
interventriculare primitivum a pozdé&ji septum interventriculare. Se vznikem srde¢ni klicky
dochazi k septaci i v oblasti atria, a tim vznikaji dvé sin¢ (Obr. 4B). K rozvoji dvou komor
pfispiva expanze dvou loZisek tvoticich levou a pravou komoru, které jsou od sebe oddéleny
oblasti s potlacenou expanzi a vznika tak prepazka (Jensen ef al., 2013). Expanze komor se
¢asove shoduje s tvorbou svalové ¢asti komorového septa (Anderson et al., 2014). Septum
se zaklada v hrotu srdecnim a roste smérem k endokardovym polstaiam. Pfi jeho tvorbé hraji
dalezitou roli jak endokardové polstare, tak myokard (Obr. 4C — 4F) (Zhang et al., 2006).

Rovnéz obsahuje otvor foramen interventriculare, ktery se pozde€ji uzavira tenkou pars

membranacea septi interventriculare.
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Obrazek 4: Vznik septa oddélujici komory a siné. A: srdecni trubice s pocinajicim rozdélenim na vytokovy trakt (OFT),
pravou komoru (RV) a levou komoru (LV). B: vznik srdecni klicky, a tedy i pravé siné (RA) a levé siné (LA). C: bunky ze
sten komor (fialové) zacinaji proliferovat a vytvari svalovou cast komorového septa (tmavé modre), zdaroven zacina tvorba
septa v oblasti sini. D: do formace septa se pripojuji trabekuly (riizove). E: svalova cast septa interaguje na molekularni
urovni s bunkami endokardovych polstarii (svétle modre) a ty zacinaji proliferovat. F: svalova cast septa z bunek komor se
spoji s membranozni ¢asti septa z endokardovych polstari. G: bunky endokardovych polstarii se meni na atrioventrikuldarni
chlopné (upraveno podle Wiegering et al., 2017).

Septum se nachdzi také mezi bulbus cordis a aortou, nazyva se septum aorticopulmonare.

Cely proces vytvareni srde¢ni kli¢ky je u lidi dokoncen 28. embryonalni den. Od 26. do 38.
embryonalniho dne se prohlubuji komory a sin€ v takzvané komorotvorné fazi. Po
dokonceni klicky se ve sténé levé komory tvoti drobné trabekuly, pokryté vyrazné tenci
vrstvou acelularniho rosolu nez na vnitinim zakiiveni s hladkymi sténami. O dva dny
pozdéji, kdy zacala septace srdce, se rozSifovani komor vyznamné zrychluje a trabekuly

v komorach expanduji (Sizarov et al., 2011).

Proliferace bunék v srdci se da zobrazit jako dvoufazovy model, pficemZz myokardidlni
trubice zpocatku vznikd z vysoce proliferacné¢ aktivnich bun¢k z ptilehlé coelomové stény a
poté, po fazi klidu, se reiniciaci proliferace a diferenciace bunck tvoii ¢tyfi oddily srdce

(Sizarov et al., 2011).
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2.1.3. R0st srdce
Aby srdce dostacovalo pozadavkiim rostouciho embrya, musi rast jak kapacitou, tak
intenzitou svého vykonu. To je zvlasté patrné béhem pozdni gestace, kdy srdce prochazi fazi
rychlého riistu, konsolidaci vedouci ke ztraté¢ komorovych trabekulaci a tvorbé kompaktni
z6ny myokardu. Vzhledem k hustoté a velikosti nové vytvofeného kompaktniho myokardu
kyslik jiz nemtze difundovat z komorového lumen, aby dosdhl celého myokardu, coz je
kompenzovano vyvojem specializované koronarni vaskulatury (Sirbu et al., 2020). Po
narozeni prochazeji kardiomyocyty dal§im kolem syntézy DNA bez cytokineze, coz
zpisobuje, ze vétSina z nich je dvoujaderna nebo i vice jaderna (Xin et al., 2013). V tomto
okamziku bunécné déleni ustdva a postnatidlniho srde¢niho rlstu je dosaZeno pfedevs§im

hypertrofii (zvétSenim) kardiomyocytil (Li ef al., 1996).

2.1.4. Vytokovy trakt
Vytokovy trakt srdce zacind vznikat jako kanal lemovany endotelidlnimi buitkami
obklopeny srde¢nim svalem a k jeho vzniku ptispivaji jak buiiky srde¢ni neuralni listy, tak i
buiky z ptfedniho srdecniho pole (Goddeeris et al., 2007). Sekundarni srdecni pole generuje
»sekundarni“ neboli definitivni odtokovy myokard, ktery je odlisny od myokardu primarni
srde¢ni trubice, kvlli svému odliSnému ptiivodu a dobé ptidani se do srde¢ni trubice, kdy
blizkost primarniho myokardu je nezbytna pro diferenciaci sekundarniho myokardu (Waldo
et al., 2001). Vytvoteni srdecniho odtokového traktu je zdsadni pro tvorbu aortdlnich a
plicnich tepen, do kterych vytokovy trakt vyustuje, a poruchy jeho vytvotfeni vedou
k tézkym vyvojovym vadam. Arterie oblouku aorty vznikaji jako kondenzace prekurzort
endotelidlnich bun¢k a postupné se vyvijeji v mezenchymu faryngalnich obloukl

(Washington Smoak et al., 2005).

U kufat je definitivni vytokovy myokard generovan kaudalné do primarniho vytokového
traktu, zatimco definitivni pfitokovy myokard se zda byt generovan z kaudalniho

pokrac¢ovani primarnich kardiogennich poli (Waldo ef al., 2001).

2.2. Specifika vyvoje srdce u mysi
Podobné jako u jinych organd, i u srdce bylo nezanedbatelné mnozstvi poznatkl o vyvoji a

jeho mechanismech ziskdno na mysi jako na savéim modelu srdecniho vyvoje. Tato data
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vSak tvoii velmi zésadni soucast soucasné¢ho stavu znalosti a jsou extrapolovana do obecné
roviny platné i pro ¢lovéka navzdory uritym specifikim vyvoje mysiho srdce ve srovnani
s Clovékem. Vyvoj srdce u mysi probiha na dné€ hluboce invaginovaného zloutkového vacku,
coz je v kontrastu s ranym vyvojem kufete a Cloveka, ktery probihd na témét plochém
zloutkovém vacku (de Boer et al., 2012). Specifikace srdce zacina v ranych az stfednich
fazich gastrulace a vede ke vzniku populace pfiblizné¢ 250 srde¢nich progenitort v prednim
primitivnim prouzku, které¢ ndsledné migruji ptedozadné a vytvareji strukturu podobnou
podkové pod zahyby hlavy (Samira ef al., 2016). Tato migrace se uskuteCiiuje
v embryondlnim dni 6,5 (Xin et al., 2013). U mysich zarodku je splanchnicky mezoderm
vysoce proliferacné aktivni a rychlost proliferace klesa az po migraci bun¢k do srde¢ni linie
v embryondlnim dni 7,75. Diferenciaci splanchnického mezodermu na myokard doprovazi
zpomaleni proliferace. Proliferace se nasledné zvySuje v mistech tvorby srde¢nich komor.
Analyza proliferace bun¢k ukazala na postupny pokles rychlosti proliferace bunék
komorovych stén a pokles rychlosti proliferace v trabekulach od zékladny k vrcholu (de Boer
et al., 2012). Na rozdil od vyvoje kufete a ¢loveka, kde 1ze jasné rozlisit faze ran¢ho vyvoje
srdce, se v casném vyvoji mysiho srdce faze tvorby trubice a vytvareni komor piekryvaji (de
Boer et al., 2012). Tvorba a rast primarni srde¢ni trubice u embryi mysi odpovidad vyvoji
v ED 8-9 (Obr. 5A) (Sizarov et al., 2011) a od stejného obdobi mizeme u mysi pozorovat
dne se pocet kardiomyocytl zvySuje ze 700 na 68 000. ED 8,5 se vyznacuje sriistem trubice
na dorzalni strang a jejim néaslednym stocenim (Obr. 5B a 5C). Vytokovy trakt se v ED 9,5
znacn¢ protdhne a vykazuje jiz charakteristicky ohyb. U levé komory vykazuje vytokovy
trakt silnou proliferaci bun¢k a tvorbu trabekul (de Boer et al., 2012). Od 9,5 do 12,5
embryonalniho dne se prohlubuji komory a sin¢ v takzvané komorotvorné fazi (Sizarov et

al., 2011).

Béhem ED 10,5 u myS$i miZeme jiz jasn€ vidét arterie vystupujici z aortdlniho oblouku
(Washington Smoak et al., 2005), zdrovenn miiZeme pozorovat prvni rysy tvorby primarniho
sitového septa. Tato svalova struktura v ED 11,5 roste smérem k endokardovym polStaiim
vytvofenym v atrioventrikularnim kanalu a nese na svém pfednim okraji mezenchym. Jeho
kranialni upon se rozpadne a vytvoii foramen secundum v dobé, kdy mezenchymova ¢ast
fuzuje s atrioventrikularnimi endokardovymi polstafi, pficemz touto fuzi zanikd foramen
primum. Poté primarni septum spolu s mezenchymalnim vybézkem na svém kaudalnim

konci muskularizuje a tvoii zaklad definitivniho sifiového septa a dna foramen ovale
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(Anderson et al., 2014). Foramen ovale definitivné obliteruje po narozeni podobné jako u

¢lovéka.

U mysi byl navrzeny model tvorby komorového septa, ktery predpoklada, Ze srde¢ni fasinky
reguluji proliferaci (detaily viz kapitola 2.2.1.). Komorové buniky maji na svém povrchu cilie
a tyto srde¢ni fasinky obsahuji soucasti signaliza¢ni drahy Shh. Nakonec zprosttedkovani
téchto signala srdecnimi fasinkami stimuluje bunky k proliferaci a tato proliferace vede k
tlaceni bun¢k do zékladny svalového komorového septa (Gerhardt et al., 2013). Svalova ¢ast
komorového septa je ale také tvofena pouhym zhutnovanim samotnych trabekul (Anderson
et al., 2014). Jak tlacené bunky, tak trabekularni formace, formuji tedy svalovou slozku
komorového septa, kterd na své stran¢ roste do urcitého bodu a pak molekularné interaguje
s endokardovymi polstafi. Endokardové polStafe zacnou tvarovat membranovou slozku
komorového septa, kterd pak roste smérem k svalovému septu. Kdyz se setkaji, splynou a

vyvoj je ukoncéen (Gerhardt et al., 2013).

V ED 12,5 jiz v embryu nachazime klasické ¢tyikomorové srdce (de Boer et al., 2012). Na
konci ED 12,5 se endokardové polstaire spoji, ¢imz rozdé€li dutinu pivodné spoleéného
atrioventrikularniho kanélu na samostatny pravy a levy atrioventrikularni otvor (Anderson
et al., 2014). Stejné¢ jako u lidi a kufat je proliferace v myokardu mysi vysoce
regionalizovand, s pomalejsi proliferaci v atrioventrikularnim kanalu a vytokovém traktu a
rychlou proliferaci ve formujicich se komorach. Pii komorové diferenciaci tvofi stény levé
a pravé komory trabekularizovany myokard na lumindlni strané, zatimco zbyvajici vnéj$i
vystelka se pozdé&ji diferencuje na kompaktni myokard (de Boer et al., 2012). Cely proces
vytvareni srde¢ni klicky je dokon€en u mysi 14,5. den (Obr 5D). Mezi ED 13,5 az 14,5 je

pak do své anatomické pozice umisténa i aorta (Anderson ef al., 2014).
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Obrazek 5: Vyvoj srdce u mysi. Endokard zelene, myokard cervené, epikard modre, chlopné Zluté, modré kulicky znaci
burtky proepikardu (PE). Cerné §ipky znaci tok krve a modré smér tocent klicky. Vytokovy trakt (VT), prava sii (PS), leva
sin (LS), atrioventrikularni kanal (AVK). A: Srdecni trubice v embryondlnim dni (E) 8. Zacinaji kontrakce myokardu. B:
Srdecni trubice v E 9-9,5. Pocatek vzniku srdecni klicky. Zacina se formovat prava komora (PK) a leva komora (LK). Buiiky
z proepikardu zacinaji osidlovat povrch srdce. C: Srdecni trubice v E 11-12,5. Komory se trabekularizuji a siné jsou jiz
vytvoreny. Formuji se chlopné a epikard jiz pokryva povrch srdce. D: Srdce v E 14,5 ma jiz 4 oddélené dutiny. Probiha

zavérecna separace (upraveno podle Andrés-Delgado et al., 2016).

Mechanismy, které jsou zakladem tvorby, ristu a diferenciace primarni srde¢ni trubice a
komor jsou vysoce konzervované, jelikoz se z vetsi ¢asti shoduji u lidi, mysi i kutat (Sizarov

etal.,2011).

2.2.1. Primarni fasinky ve vyvoji srdce mysi
Cilium je evoluén€ konzervovand struktura vy€nivajici z bunéfného povrchu, kterd

zabezpetuje nékteré zékladni role v riiznych bunéénych procesech (Li ef al.,2015). Rasinky
1ze klasifikovat jako primarni fasinky a klasické tasinky, ty se nachéazeji na tasinkovych
epitelech, jako je naptiklad pridusnice. Primarni fasinky jsou jediné fasinky, které se
nachazeji téméf na kazdé nedé€lici se burice, a jsou dilezitym mechanismem, kterym bunky

pfijimaji a prenaseji signdly z extracelularniho prostiedi (Davis et al., 2006).

Primarni fasinky jsou nepohyblivé a jsou to 1-15 um dlouhé vybézky na vétSiné bunék
obratlovell (Gerhardt ef al., 2013). Signalni drdha, kterd do znané miry zavisi na
zprostfedkovani signald primarnimi fasinkami a hraje dileZitou roli ve vyvoji mnoha organt
obratlovct, je signalni draha Hedgehog (Bangs et al., 2017). Dal§imi drahami signalizujicimi
pies fasinky jsou napiiklad Wingless/Int-1 (Wnt) a z desti¢ek odvozeny receptor riistového
faktoru (Pdgfra) (Davis et al., 2006). Primarni fasinky jsou také dulezité pti chemické a

mechanické komunikaci v mnoha tekutinou naplnénych organech, takze by mohly mit
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podobnou roli ve vyvoji srdce. Jedna z moznych dalSich funkci primarnich fasinek v srdci

je, ze mohou také slouzit jako mechanosenzor reagujici na prutok krve (Slough et al., 2008).

Primarni fasinky je v srdci mozné detekovat v riznych ¢astech sini a komor v ED 9,5-12,5
a jsou nezbytné pro rozvoj srdecni pravolevé asymetrie, a to prostiednictvim své funkce v
embryonalnim organizatoru (Slough et al., 2008). Bylo zjisténo ze zkraceni primarnich
fasinek piimo v srdci vede k snizené proliferaci v oblastech, kde se v sinich a komorach tyto
fasinky v ED 11,5 vyskytuji. V dtsledku toho se v téchto oblastech zmensuje tloustka
srde¢ni stény (Gerhardt ez al., 2013). U embryi mysi v ED 9,5 s Gpln¢€ chybéjicimi fasinkami
byl prokazén abnormalni vyvoj endokardovych polstarkti a kompaktniho myokardu (Slough

et al.,2008).

V ED 9,5 jsou fasinky detekovatelné v celém embryonalnim mysim srdci. V této fazi doslo
ke stodeni srde¢ni trubice. Rasinky vystylaji endotel jak pravé, tak levé primitivni sing.
Rasinky se také nachazeji v endokardu obklopujicim tvofici se komorové trabekuly. Méné
fasinek se nachédzi v raném kompaktnim myokardu. Zacinaji se tvofit endokardové polStare
a na endotelu na jejich sifiové strané¢ jsou fasinky pfitomny. Ty nalezneme i na
mezenchymalnich bunkach v endokardovych polstatich (Slough et al., 2008). Naproti tomu
primérni cilie nebyly v ED 10,5-12,5 detekovatelné na buiikach komorového septa, ani
nebyla prokazana piitomnost fasinek na téch komorovych bunkach, které jsou blizko
zakladny komorového septa. Rasinky se v srdci mysi vyskytuji na buiikdich myokardu a
endokardu, ale ne na srde€nich fibroblastech (Gerhardt et al., 2013). Zajimavé je, Ze v ED
12,5 se srdce zacina pokryvat epikardem, a i tato vrstva obsahuje velké mnozstvi fasinek

(Slough et al., 2008).

V embryonaélnich srdcich jsou fasinky nezbytné pro zprostiedkovani proliferacnich signald,
které jsou zodpovédné za proliferaci srde¢nich bunék. Rasinky v pozdé&jsi stadiich jiz ale
chybi. Proliferace buné&k v srdcich od ED14,5 je tedy jiZ fizena jinym zpUsobem (Gerhardt
etal., 2013).

Li et al. (2015) uvedli, ze velké mnozstvi vrozenych srdecnich vad u mysi je zpisobeno
mutacemi v genech kodujicich ciliarni proteiny (Li er al.,2015). Nejzavaznéjsi je uplna
absence fasinek, kterd mé zasadni vliv na vSechny aspekty srdecni morfogeneze. Pti Gplném
chybéni fasinek v srdci je zajimavé, Ze endokardové polStafe jsou tvofeny mensim poctem

bunek (Slough et al., 2008).
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Primarni fasinky byly nalezeny i v kufecich embryonalnich srdcich ve stadiich H-H 24-30,
kdy dochézi k sinové a komorové septaci a vyvoji atrioventrikularni chlopné (Van der

Heiden et al., 2006).

2.3.  Sonic hedgehog a vyvoj srdce
Signalni draha Hedgehog hraje zasadni roli pfi fizeni normalniho vyvoje obratlovct. HH je
rozhodujici pro vyvoj téméf kazdého organu u savci, stejné jako pro homeostazu a
regeneraci. Na rozdil od jinych hlavnich vyvojovych signélnich drah je HH signalizace

obratlovct zcela zavisld na vysoce specializované struktute, primarni fasince (Bangs et al.,

2017).

U savctl najdeme tfi ¢leny rodiny Hedgehog, a to Sonic hedgehog, Indian hedgehog (Ihh) a
Desert hedgehog (Dhh). Mezi nimi ma Shh pievladajici roli pfi organizovani vyvojovych
procest. Dtlezitost Shh ve vyvoji srdce doklada, ze na rozdil od SiA mutantnich mysi nebyly
dosud vrozené srde¢ni vady popsany ani u /x4 nebo Dhh mutantnich mysi (Wiegering et al.,

2017).

Shh vrané embryogenezi je produkovan ve tfech kliCovych doménach, a to v
neuroektodermu piredniho mozku, ektodermu obliceje a faryngealnim endodermu (Xavier et
al., 2016). Samotna exprese Shh v ranych stadiich ve vyvijejicim se srdci nebyla detekovéna,
avSak Shh je exprimovan ve ventralni neuralni trubici a ventralnim faryngealnim endodermu.
Exprese Shh v téchto oblastech mtze tedy pifimo ovlivnit vyvoj bunék, které se na vyvoji

srdce podili (Goddeeris ef al., 2007).

Bé&hem biosyntézy Shh proteinu se autokatalyzou vytvaii fragment, modifikovany lipid
s aminokoncem, ktery je zodpovédny za veSkerou znamou signalni aktivitu a ktery je
evoluéné vysoce konzervovany. Je velmi neobvyklé, Ze extracelularni protein, jako je Shh,
je palmitoylovan, a tato skutecnost tedy dale pfispiva ke komplexni povaze tohoto proteinu.
Shh se uvoliiuje z povrchu signalnich bun¢k jako dualni lipidovy protein modifikovany
pfidanim skupin cholesterolu a palmitatu v C-koncovych, respektive N-koncovych
oblastech. Predpoklada se, ze Shh piisobi jak jako induktor zavisly na kontaktu s kratkym
dosahem, ale také jako difuzni morfogen s dlouhym dosahem. V soucasné dob¢ neni jasné,

zda stejny molekularni druh Shh dokéze signalizovat obéma zplsoby. Modifikace
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cholesterolem a modifikace kyselinou palmitovou se ovSem nejspiSe vyvinula jako soucast

mechanismu pro regulaci signalizace kratkého a dlouhého dosahu (Pepinsky ef al., 1998).

2.3.1. Signalni draha Sonic hedgehog
Pro vSechny proteiny z rodiny Hedgehog existuje receptor Patched (Ptc), nachazejici se na

membran¢ primarni fasinky (Wiegering et al., 2017), ktery se vaze na protein Smoothened
(Smo), semitransmembranovy receptor. Ten pienasi signdl na transkripcni faktory
glioblastomu (Gli) (Gerhardt et al., 2013) a je receptorem Patched inhibovan v ptipad¢, ze
na n& neni Hedgehog navazan. V nepfitomnosti HH zlstdva Ptc na ciliarni (fasinkové)

membrané a Smo zlstavad mimo cilium (Wiegering et al., 2017).

2.3.2. Shh ve faryngovém endodermu
Shh je exprimovan ve faryngovém endodermu sousedicim s kardiogenni oblasti, kde je

exprimovan jeho receptor Patched2 (Ptc2) s nejsilnéjsi expresi v kaudalnim tseku. Vypnuti
Ptc2 u kufat vede ke snizené proliferaci v této oblasti, Shh tedy udrzuje proliferaci
v progenitorovych builkach kardiogenniho pole (Dyer & Kirby, 2009). Bylo zjisténo, ze
faryngovy endoderm si zachovava schopnost pro indukci srdce az do vytvofeni tfetiho
faryngedlniho oblouku (Waldo et al., 2001). Tepna tfetiho faryngeélniho oblouku je v mySim
embryu piitomna od 9,5 az 10 dne gestace (Hiruma ef al., 2002).

Pro pteziti faryngealniho endodermu je autokrinnim zplsobem vyZadovana endodermalni
signalizace Shh, ktera pravdépodobné produkuje sekundéarni signal potebny pro pietrvavani
pfedniho srde¢niho pole a pro prodlouzeni endokardovych polstari odtokového traktu. Shh
produkovany ve faryngealnim endodermu autokrinnim zptisobem mezi ED 9,5 a ED 10,5 je
nezbytny pro zachovani prednich srde¢nich poli a prodlouZeni vytokového traktu a je t€inny
1 pfi odstranéni receptoru Smo, 1 kdyZz bézné Shh ptes Smo ve faryngalnim endodermu
signalizuje. SpiSe se zd4, ze exprese Smoothened je nutna pro pozdéjsi tazi septace srdce

mezi ED 10,5 a ED 12,5 (Goddeeris et al., 2007).

2.3.3. Shh exprese v neurdlni listé a vyvoj srdce
Bunky neurdlni liSty jsou ekto-mezenchymadlni bunky, které migruji z oblasti spojeni

povrchového ektodermu a neuroektodermu podél dorzalni neurdlni trubice a osidli ¢etné
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struktury v celém embryu (Washington Smoak et al., 2005). Shh je vyzadovéan pro bunky
srdecni neuralni listy, aby ptezily a vytvofily endokardové polstate odtokového traktu. Shh
také zprostiedkovava signalizaci do bunék myokardu, odvozenych z pfedniho kardiogenniho
pole, k dokonCeni septace. Gerhardt et al. (2013) se domnivaji, Zze proliferace bunck
komorového septa je regulovana fasinkami. Regulaci zde zprosttedkovava Shh, které
signalizuje na Pdgfra, ktery je lokalizovan v tfasinkach. Primarni fasinky tedy fidi srdecni
proliferaci, kterd je nezbytné pro spravny vyvoj siového a komorového septa. Nebyl zjistén
zadny protein glioblastom3 (Gli3) v fasinkach endokardovych polstaiti, coz naznacuje, ze
tyto fasinky viibec netransdukuji signalizaci Shh (Gerhardt et al., 2013). Kromé toho vede v
embryich Shh —/— deficit tohoto genu k chybné lokalizaci bunéénych derivati z neurdlni
liSty, a tudiz je Shh nezbytny 1 pro korektni migraci téchto bunék (Washington Smoak et al.,
2005).

Ve vyvoji mysich bunék neurdlni listy byla prokdzana dulezitost Shh pii inhibici Smo
receptoru, jehoz odstranéni vedlo k vyvojovym vadam embryi zhruba od poloviny biezosti
mysi. Zasadni vliv Shh je patrny 1 u studii mySich embryi s fenotypem Shh -/-. Tato embrya
vykazuji vyvojové vady diive nez embrya s odstranénym receptorem Smo, coz naznacuje
diivejsi autonomni roli bunek Shh ve vyvoji bunék neuralni listy (Washington Smoak et al.,

2005).

Endodermalné¢ produkovany ligand Shh je z hlediska vyvoje srdce zdsadni, a to z n€kolika
divodi. Za prvé je Shh nutny k preziti bunék z neuralni listy a jejich migraci do polstait
odtokového traktu (Goddeeris et al., 2007). Za druhé Shh signalizuje bunkam myokardu
pochézejicim z ptrednich srdecnich poli, aby dokoncily septaci. A nakonec endodermalni
signalizace Shh autokrinnim zptisobem determinuje pieziti faryngealniho endodermu, ktery
pravdépodobné produkuje sekundarni signal potiebny pro pieziti prednich srde¢nich poli a

pro prodluZzovani odtokového traktu (Goddeeris et al., 2007).

2.4. Vyvojové vady srdce spojené s poruchami exprese Shh v raném vyvoji
Vyvojové vady srdce patii mezi nejcastéjsi vyvojové vady u Clovéka (Wyszynski et al.,
2010). Vyskytuji se asi u 1 % ziveé narozenych déti. Nelécend vyvojova vada srdce miize
vést az k srdeCnimu selhdni v prvnich dnech Zivota. Vrozené vyvojové vady jsou Siroce

kategorizovany jako strukturdlni, ovliviiujici tvar, nebo funkc¢ni, ovliviiujici funkénost
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organu nebo télesného systému, v tomto ptipadé srdce a krevniho obéhu. Vyvojové vady

srdce 1ze obecné dale rozdelit na vady vedouci k cyandze a vady, které k ni nevedou.

V této kapitole budou vzhledem k zaméteni této prace popsany vybrané vrozené vyvojové

vady srdce, u nichz byl zjistén vztah k draze HH.

2.4.1 Fallotova tetralogie
Jedna se o zdvaznou vrozenou multifaktoridlni srde¢ni vadu, ktera se vyskytuje priblizné u

1 z 3 500 porodi a piedstavuje az 10 % vsSech vrozenych srde¢nich malformaci (Villafafie

et al., 2013). Je charakterizovana ¢tyfmi anomaliemi:

1) Defekt komorového septa
2) Dextropozice aorty
3) Stenoza plicnice

4) Hypertrofie pravé komory

Dale maze byt pritomen i defekt septa sini. Diky v€asné chirurgické 1é¢bé a pooperacni péci
se témét vSichni 1idé narozeni s Fallotovou tetralogii v soucasné dobé doziji dospélosti
(Apitz et al., 2009), 1 kdyz 0,2 % pacientli ro¢né stale podléhd ndhlé smrti vlivem selhani
srdce (Villafafie ef al., 2013).

Jak bylo popsano vyse, jednou z vad, které jsou soucasti Fallotovy tetralogie, je defekt

komorového septa, ktery vSak miiZze vznikat i jako vada samostatna (viz niZe).

2.4.2. Defekt sitriového/komorového septa
Nejveétsi narist incidence v posledni dobé sledujeme u defektli septa sini a komor (Gaze,

2018). Sinové/komoroveé septum je otvor, ktery umozituje komunikaci mezi pravou a levou
sini nebo komorou. Neuplna septace komor v srdci obratlovce, kterd narusuje oddéleni

obsahu obou komor, se nazyvé defekt komorového septa (Wiegering et al., 2017).

Mutace v mnoha genech, jejichz produkty pozitivné kontroluji HH signalizaci, vedou k
rozvoji defektu komorového septa u mysi, coz ukazuje, ze HH signalizace je dualezita pro
spravny vyvoj komorového septa. Na vzniku komorového septa se kromé extrakardidlni HH
signalizace ve faryngealnim endodermu podili i1 intrakardialni zprostiedkovani primarnimi
fasinkami, ktera fidi proliferaci bunék myokardu v oblastech stén komor. Pokles HH

signalizace v dusledku dysfunkce fasinek v téchto oblastech ma za nasledek zhorSenou
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proliferaci myokardu, a nakonec vyskyt tencich komorovych stén u mysi. V této souvislosti
HH signalizace tidi rast svalové ¢asti komorového septa (Wiegering et al., 2017). Defekty
mohou existovat v kterékoli ¢asti svalového komorového septa a mohou byt 1 vicecetné.
Nejhorsi varianta mnohocetnych defekti je typicky popisovana jako pfepazka ,,swiss-
cheese (pfepazka typu Svycarského syra). To lze dobie vysvétlit neuplnym zhutnénim

trabekul, které tvoii apikalni slozku vyvijejiciho se septa (Anderson et al., 2014).

U sini se nejcastéji jedna o ostium secundum (Gaze, 2018). Jednd se o perzistenci

embryonalniho foramen ovale.

2.4.3. Otevreny ductus arteriosus
Ductus arteriosus je kratkd céva, kterd spojuje levou plicni tepnu se sestupnou aortou

distalné€ od levé podklickové tepny. V prenatalnim stadiu je to zakladni vaskularni struktura,
kterd umoziuje okysli¢ené krvi obejit plicni ob&h, protoze plice se v tomto stadiu nezapojuji
do okyslicovani krve. Pretrvavajici priachodnost arteridlniho vyvodu po 3 mésicich véku u
donosenych déti je béznou formou vrozené kardiovaskularni abnormality piedstavujici 5—

10 % vSech vrozenych srde¢nich vad (Gaze, 2018).

K vytvoteni vytokového traktu ptispiva SHF (Sirbu ef al., 2020) a bunky neuralni liSty
(Goddeeris et al., 2007). Pravé Shh je jednim z morfogent, ktery mé na reorganizaci neuralni

liSty znacny vliv (Gerhardt ef al., 2013).

2.4.4. Vyvojové vady srdce u mysi v souvislosti s Shh
Mysi embrya Shh -/- nejsou Zivotaschopnd, ale vykazuji defekty faryngealnich oblouki

(Goddeeris et al., 2007), které vedou k srde¢nim a kraniofacidlnim defektim. Defekty
pfipominaji té¢Zkou formu Fallotovy tetralogie, lidské vrozené vady s Uplnou atrézii plicni

tepny, a také syndrom u delece 22q11 (Washington Smoak et al., 2005).

V ranych fazich vyvoje embrya ma ztrata exprese Shhi dopad na pieziti bunék faryngealnich
obloukili a neurdlni liSty. U mutanti deficientnich pro Shh je zmenSena prava komora a
vytokovy trakt, coZ naznacuje piimé ucinky Shh na specifikaci, proliferaci a celkové
zapojeni SHF (Dunwoodie, 2007). U mysSi s narusenym vyvojem a prodlouzenim
vytokového traktu je zajimavé, Ze tento defekt se zacal projevovat jiz ve stadiu ED 9, a tedy

pted ptichodem buné¢k z neurdlni listy. V ED 10,5, kdy buiiky z neuralni listy do vytokového
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traktu migruji, byl nasledn¢ defekt jest¢ prohlouben a staval se mnohem vyraznéjSim

(Washington Smoak et al., 2005).

Mysi embrya Shh -/- ve vyvojovych stadiich ED 16,5-18,5 vykazovala abnormalni
kardiovaskularni vyvoj, ktery zahrnoval jedinou vytokovou tepnu vychazejici z pravé
komory namisto dvou cév, kde plicni kmen vychazi z pravé komory a aorta vychazi z levé
komory. Aortalni oblouk byl pravostranny namisto levostranny a vedl k vytvofeni jediné
sttedové kréni tepny s abnormalnimi podkliCkovymi tepnami. Nebyl pfitomen ductus
arteriosus. Celkove jsou srdce Shh deficientnich mys$i v této fazi vyvoje mensi, stejné jako
celd embrya. Koronarni tepny a epikard jsou ale pfitomny, a to zcela normalni (Washington

Smoak et al., 2005).

Srdce déle vykazovala defekty komorového i sifiového septa. Silové septum bylo ve vSech
svych stadiich natolik defektni, ze se srdce morfologicky jevilo jako jednosiiiové.
Atrioventrikularni chlopné byly pfitomny, ale vzdalenost mezi nimi byla velmi mala
(Washington Smoak et al., 2005), z ¢ehoz mlzeme usuzovat nizkou proliferaci bunck
v oblasti endokardovych polstari, tak jak popisuje Slough ef al. pti uplném chybéni fasinek
v srdci (Slough et al., 2008). S tim mize souviset i defekt membranové ¢asti komorového

septa, ktery byl také zaznamenan (Washington Smoak et al., 2005).

U mysi s deficienci Smo nachazime i v pozd¢jSich stadiich srdce v podob¢ linedrni trubice a
nedochazi u nich k jeho stoceni. Navic je u nich vyvoj srdce celkové opozdén (Zhang et al.,

2001).

2.5. Regenerace srdce

Vyvojové signalizaéni drahy organizuji interakce mezi endodermem, mesodermem, a
ektodermem, coZ ma za nasledek odliSnou tkdnovou stavbu, kterd umoznuje spravnou funkci
organt. Jakmile je vyvoj organti dokoncen, mnoho z téchto cest je potlaceno nebo omezeno
na tkanovée specifickou udrzbu kmenovych bunck. Nové se ale zjist'uje, Ze nekteré z téchto

drah mohou také reagovat na poranéni (Kugler et al., 2015).

Srde¢ni selhani zabiji v soucasné dobé vice lidi nez jakakoli jind nemoc. Obvykle je
disledkem nedostatku bun€k srdecniho svalu, kardiomyocytl, a terapie k regeneraci
ztracen¢ho myokardu by tedy mohla pomoci milionim pacientii kazdy rok. Kone¢nym cilem

vyzkumu je tedy nepochybné i regenerace myokardu po jeho uUbytku, aby se zabrénilo
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srdecnimu selhani. Regenerace srdce je dobfe zdokumentovana u obojzivelniki, ryb a u
vyvijejicich se savct (Laflamme & Murry, 2011). Navzdory tradi¢nimu ndzoru, ze savci
kardiomyocyty se po diferenciaci piestavaji d€lit, soucasné vyzkumy naznacuji, Ze lidské
kardiomyocyty se mohou po infarktu myokardu aktivné délit (Beltrami et al., 2001). A 1
kdyz postradaji pozoruhodnou regeneracni schopnost jako naptiklad srdce zebficky,
postnatalni srdce savct také podléhaji ur¢itému stupni obnovy kardiomyocytli béhem

starnuti a onemocnéni (Laflamme & Murry, 2011).

S regeneraci myokardu souvisi i regenerace koronarnich tepen, jejichz rozvoj zajistuje
v embryogenezi signdlni drdha Hedgehog (Washington Smoak et al., 2005). Shh byl navrzen
jako jedna z moznych molekul, které mohou podporovat proliferaci kardiomyoblastii a
angiogenezi behem regenerace mysiho srdce, jelikoz vyfazeni signdlni drahy Shh vedlo k
srde¢ni dysfunkci u my$i po infarktu myokardu. Sh/4 je aktivovan v procesu opravy po
ischemii a siln¢ indukuje expresi Patchedl (Ptcl), coz ukazuje na postnatalni aktivitu
Hedgehog signélni drahy. Pfenosem ,,naked“ DNA kddujici Shh do myokardu bylo zjisténo,
ze Hedgehog draha byla nasledné vice aktivni ve fibroblastech a kardiomyocytech. To vedlo
k zachovani funkce levé komory u akutni i chronické ischemie myokardu, a to pomoci
zvySené neovaskularizace a snizenim fibrozy a srdecni apoptdzy. Prenos genu Shh také
zvysil piispévek endotelidlnich progenitorovych bunék pochézejicich z kostni dfené k

neovaskularizaci myokardu (Kusano ef al., 2005).

V reakci na poSkozeni srdce se aktivuje mezotelidlni tkanova vrstva obklopujici srdce,
nazyvana epikard, k proliferaci a akumulaci v mist€ poranéni. Na rozdil od zebficek ale srdce
dospélych savcil tvofi v misté poranéni fibrotické jizvy (Xin et al., 2013). Transplantace
kulicek nasdklych Shh na badzi komory u zebficek stimuluje regeneraci epikardu po
odstranéni bulbus arteriosus, coz naznacuje, ze HH signalizace mtliZe nahradit vliv exprese
v oblasti vytokového traktu. Komorovy epikard ma tedy vyraznou regeneraéni kapacitu,
regulovanou sousednim srde¢nim vytokovym traktem a HH signalizaci. Vzhledem k tomu,
ze regenerace epikardu miize podporovat rist myokardu a rozvoj koronarnich tepen, mize
zacileni HH signalizace v epikardu ptfedstavovat novou strategii pro opravu a regeneraci

srdce (Wang et al., 2015).

U savct je plna postnatalni regenerace srde¢ni tkdn€ popsana pouze ve dnech kratce po
narozeni. Pfi amputaci srde¢ni komory u jednodennich mySich mlad’at miZze srdce

podstoupit plnou regeneraci bez tvorby jizev, podobné jako u dospélych zebticek. Sledovani
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linie kardiomyocyti ukézalo, Ze nové vytvorené kardiomyocyty pochazeji spise z proliferace
jiz existujicich kardiomyocytl nez z populace kmenovych bun¢k. Chirurgicka resekce apexu
komory 7 dni po narozeni, tedy v dobé¢, kdy se vétSina kardiomyocyt dostala do faze GO
bunécného cyklu, ma za nasledek ztratu regeneracni schopnosti v této oblasti (Xin et al.,

2013).

Jiz potvrzeny priikaz znovuaktivace Shh drahy pii poskozeni tkdni mame napiiklad z plic.
Tam se Shh draha aktivuje v plicni tkani u dospé€lych pfi plicnich onemocnéni, jako je plicni

fibroza, astma, chronické obstrukéni plicni nemoc a rakovina plic (Kugler et al., 2015).
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3. Cile prace
Shh byl popsan jako signalni molekula, ktera ovlivituje vyvoj srdce v nejranéjSich stadiich

embryogeneze. Exprese této molekuly vSak pfimo ve vyvijejicim se myokardu nebyla
popsana. Prelimindrni data z nasi laboratote ziskana na postnatadlnim srdci mysi ukazovala,
ze by se Shh exprimujici buiiky mohly na vyvoji srdce jako takového ptimo podilet (Obr. 6).
V ED 14,5 navic byla na jiz funk¢nim srdci mysiho zarodku detekovana, i kdyz ne detailnéji

popséna, exprese Shh s pomoci in situ hybridizace (Obr. 7).

Obrazek 6: Pritomnost descendentni linie bunék exprimujicich Shh v srdci postnatdlni mysi. Srdce bylo odebrano 8
postnatalni tyden a v mezikomorovém septu byly detekovani potomci bunék v minulosti exprimujicich Shh (RFP - cervena
fluorescence). Jadra bunék jsou znacena modre (Dapi), vizualizovano pomoci imunohistofluorescence (z archivu
laboratore, zvetseno 40x).
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Obrazek 7: Detekce exprese Shh na mySim embryu ED 14,5. A: sagitalni 7ez mysim embryem s vizualizaci bunék

exprimujicich Shh. B: detail srdce s vizualizaci bunék exprimujicich Shh (Sipka) (upraveno podle GenePaint, 2001).

Zajimavé je, Ze v ranych vyvojovych stadiich v srdci jesté¢ Zadné buiiky descendentni linie

bun¢k exprimujicich Shh pozorovatelné nejsou (Obr. 8).
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Obrazek 8: My§i embryo na ED 9,5. Vizualizovand descendentni linie bunék v minulosti exprimujicich Shh (RFP —
Cervené), tyto bunky Ize v tomto stadiu detekovat napriklad ve vyvijejicim se endodermu. Vyvijejici se srdecni oblast je RFP

negativni — nejsou pritomné linie bunék exprimujicich v minulosti Shh (Sipka) (z archivu laboratore).

Na zékladé vyse uvedeného jsme se rozhodli zjistit, zda bunky exprimujici Shh skutecné
v prubehu embryogeneze piimo piispivaji k vyvoji srdee, a od kterého vyvojového stadia je
v zékladu srdce lze pozorovat. S vyuzitim transgennich mySich kmenti umoziujicich
sledovani populaci bunék exprimujicich Shh jsme se tedy zaméfili na detailni analyzu
ptispévku téchto bunék v pribéhu prenatalniho vyvoje srdce jako takového. V neposledni
fad¢ jsme si za cil polozili provést longitudindlni analyzu samotné exprese Shh v prib&hu
vyvoje srdce mysi s cilem ovefit moznost aktualni exprese Shh ve vyvijejicim se zakladu

srdce v prilbé¢hu embryogeneze.
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Cile:

1. Longitudinélni analyza prenatalniho vyvoje mysiho myokardu od ED 10,5 do 16,5
se zam¢éfenim na sledovani populace exprimujici Sk od zacatku vyvoje s vyuzitim

Cre-loxP technologie, fluorescencni a konfokalni mikroskopie a imunohistochemie.

2. Analyza aktualni exprese Shh v myokardu od ED 12,5 do 14,5 s vyuzitim

fluorescencni a konfokalni mikroskopie a imunohistochemie.
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4. Metodika prace

4.1. Pouzity material

Jako experimentalni organismus byla vybrana myS (Mus musculus), diky své rychlé
embryogenezi (20 dni) a vysoké cetnosti potomstva ve vrhu. Diky tomu jsme schopni
analyzovat velké série vyvijejicich se embryi, coz ndm poskytuje dostatek materidlu k
zajisténi presnosti a jednotnosti pozorovanych zmén (Anderson et al., 2014). Byly vyuzity
transgenni kmeny mysSi umoziujici sledovani bunécnych populaci exprimujicich Shh
pomoci exprese fluorescencnich proteintl, v naSem ptipad¢ se jednalo o zeleny fluorescencni
protein pro sledovani aktudlni exprese Shh a Cerveny fluorescenéni protein pro sledovani
descendentnich bunéénych linii, které exprimovaly Sh4 v minulosti. Vzajemné kiizeni mysi
TdTomato  (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J) a  B6.129S-
Shhtm2(cre/ESR1)Cjt/J umoznilo sledovat i descendentni linie bunééné exprese v tamoxifen
inducibilnim Cre-loxP systému. Dale byla pouzita embrya mys$i nesoucich gen pro Beta-

galaktosidazu vlozeny do lokusu Gt(ROSA)26Sor (kmen B6.129S4-

Gt(ROSA)26SortMILacZSor )y nichz byla descendentni linie bunék exprimujicich Shh
znatena pomoci 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindolu, ktery je oxidovan na modrou
nerozpustnou slou¢eninu, ktera je vidét pouhym okem (blize viz nize). Zaméfili jsme se na
vyvojova stadia od ED 10,5 aZ po postnatalni jedince (P) staré 1 den, kdy je jiz zaklad srdce

vytvoren.

Pro sledovani aktualni exprese Shh v prenatalnim vyvoji myokardu byly vyuzity samice WT
(wild type), ptfesnéji kmen CDI1, které byly ptipoustény k samcim CD1 X B6.Cg-
Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J.

Vsechny experimenty probihaly v souladu se schvéalenym projektem pokusi (MSMT-
272/2020-3) a s vSeobecné platnymi pravidly pro chov a ustijeni laboratornich zvirat (¢.

39/2009 Sb.).

Mysi byly pfipoustény na zaklade€ tohoto piipoustéciho schématu:

CD1 X B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/)
Gen pro fuzni produkt EGFP/Cre je vlozen do lokusu Shh, coz mé za nasledek produkci

zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP) v bunikach, které normalné exprimuji Sh2 mRNA.
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Toto kiizeni nam u potomkli umoznilo detekci bunék exprimujicich Shh s pomoci
vizualizace zelené fluorescence. Embrya ziskana z tohoto kiizeni byla vyuzita pro sledovéni
aktualni exprese Shh pod fluorescencnim mikroskopem nebo po imunohistochemickém

zpracovani.

B6.12954-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/] X B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J
V tomto kiizeni vizualizujeme descendentni linie bunék exprimujicich Shh behem

embryonalniho vyvoje, a to od jeho pocatku. Jednd se o kmen, ktery nese gen pro Beta-
galaktosidazu (LacZ) vlozeny do lokusu Gt(ROSA)26Sor. Buiiky jsou vizualizovany s
vyuzitim detekce galaktosidazové aktivity barvenim X-gal. X-gal je organicka slou¢enina
sloZzend z galaktézy a indolu, kterd je Stépena galaktosiddzou (kédovanou genem LacZ).
Dochéazi ke vzniku galaktézy a 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindolu, ktery je oxidovan na
modrou nerozpustnou slouceninu, kterd je viditelnd pouhym okem. Tohoto kiizeni bylo

vyuzito pro prenatalni i postnatalni odbéry.

Pro vizualizaci descendentni linie bun¢k exprimujicich Sh4 béhem embryonalniho vyvoje
byl pouzit Cre/loxP systém. Cre/loxP systém je zalozen na kiizeni mysi se STOP sekvenci
mezi 2 LoxP misty a genem pro LacZ s mySmi nesoucimi gen pro cre rekombinazu. U
potomstva tohoto kiizeni dojde k vystépeni STOP sekvence a zapocne exprese LacZ ve
vSech buiikach, které transkribuji gen pro cre rekombindzu. V naSem piipad€ v buitkach

exprimujicich Shh.

B6,;12956-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/] X B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J
Z tohoto ktizeni byla embrya vyuzita pro sledovani aktualni exprese Shk pod fluorescenénim

mikroskopem. Buiky exprimujici Shh zde soucasné exprimuji GFP. Zaroven u tohoto
ktizeni miZzeme sledovat populace bunék, které exprimovaly Shh od zacatku vyvoje az do

momentu odbéru pomoci ¢ervené fluorescence (RFP).

Pro vizualizaci descendentni linie bun¢k exprimujicich Sh4 béhem embryonélniho vyvoje
byl pouzit Cre/loxP systém. Cre/loxP systém je zaloZen na kiiZzeni mysi se STOP sekvenci
mezi 2 LoxP misty a genem pro RFP s mySmi nesoucimi gen pro cre rekombindzu. U

potomstva tohoto kiizeni dojde k vystépeni STOP sekvence a zapo¢ne exprese RFP ve vSech
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bunkach, které transkribuji gen pro cre rekombindzu. V naSem pfipadé¢ v buikach
exprimujicich Shh.
B6,12956-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J X B6.129S-Shhtm2(cre/ESR1)Cjt/) —

tamoxifen inducibilni Cre-loxP systém
Pro vizualizaci descendentni linie bun€k exprimujicich Shh béhem embryonalniho vyvoje

v presné determinovanych stadiich byl pouzit tamoxifen inducibilni Cre/loxP systém. Tento
systém nam umoznil detekovat descendentni linie bunék exprimujicich Shh od aplikace
tamoxifenu do odbéru embryi. Opét byl pouzit Cre/loxP systém s vyuzitim detekce RFP.
Cre/loxP systém je zaloZen na kiizeni mysi se STOP sekvenci mezi 2 LoxP misty a genem
pro RFP s mySmi nesoucimi gen pro cre rekombinazu. U potomstva tohoto kiiZeni dojde k
vystépeni STOP sekvence a zapo¢ne exprese RFP ve vSech buiikéach, které transkribuji gen
pro cre rekombindzu od momentu aplikace tamoxifenu. V naSem pfipadé v buikach

exprimujicich Shh.

Samice jednotlivych potfebnych kment byly k samcliim relevantnich kmeni pfipoustény ve
vecernich hodinach. Bfezost byla u samic potvrzena detekci vaginalni zatky nasledujici rano.
Vaginalni zatka se u mysi tvofi po oplozeni, a tedy slouzi jako pomérn¢ spolehlivy indikator
zabfeznuti. Pilnoc pfed odectenim vaginalni zatky byla ur¢ena jako ED 0,0. Nasledné byl
sledovan pribézny rist t€lesné hmotnosti u mysi, coz potvrdilo probihajici biezost. Podle
data detekce vaginalni zatky byl spocitan pozadovany embryondlni den odbéru, tedy

prenatalni vyvojové stadium, ve kterém byla mys usmrcena.

4.2.  Embryonalni odber

Btezi samice byly usmrceny cervikalni dislokaci. Embrya byla po usmrceni samice vyjmuta
z délohy a zarodecnych oballi a zbavena piebytecné tekutiny. Vyvojové stddium bylo po
odbéru jesté potvrzeno zvazenim jednotlivych embryi, jelikoz télesna hmotnost reflektuje
vyvojove stadium zarodku Iépe nez pouze ED (Peterka et al., 2002). VSechna embrya, kromé
téch z kiizeni B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1LacZSor/J X B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J
byla pies noc fixovana ve 4% PFA v PBS pii 4°C a dale byla do zpracovani uchovéana v 1%
PFA rovnéz pti 4°C. Embrya LacZ/ShhGFP byla okamzit¢ po odbéru podrobena X-gal

barveni (viz nize).
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Celkovée bylo zabito 39 samic my$i a odebrano 237 embryi z riznych kiiZeni (viz tab. 1).

Tabulka 1: Pocet odebranych embryi z jednotlivych kiiZeni v riizném ED / P.

Odbér ED / P: 10,5 11,5 12,5 13,5 145 155 16,5 185 20 P1
CD1/ShhGFP 25 86 30

LacZ/ShhGFP 9 7 1 2 8 2 5
TdTomato/ShhGFP 6 8 9 7 8 3
TdTomato/ShhERCre 13 4 4

Matkdm embryi TdTomato/ShhERCre byl pied odbérem aplikovan tamoxifen, a to

v rozmezi jednoho az Etyt dnil pred usmrcenim.

Aktudlné nevyuzita embrya ¢i jejich ¢asti byly fixovany a uchovany pro pozdéjsi vyuziti.

Embrya byla vyuzita bud’ cela nebo pouze jejich srdce.

4.3.  Zjisténi pozitivity embryi
Pozitivita ¢i negativita embryi z kiiZeni CD1 X B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)C;jt/J, B6;129S6-
Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J X  B6.Cg-Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/]  a
B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm 14(CAG-tdTomato)Hze/J X B6.129S-
Shhtm?2(cre/ESR1)Cjt/J (tamoxifen inducibilni) byla uréovana pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Folikuly v obli¢ejové oblasti prokazatelné¢ exprimuji Shh (St-jacques et at.,
1998, Chiang et al., 1999) a stejné tak se exprese Shh nachédzi v zoné€ polarizacni aktivity
v koncetinovych pupenech (Obr. 9) (Galli ef al., 2010). A proto byly obé tyto struktury
pouzity na detekci pozitivity ¢i negativity exprese GFP nebo RFP v embryich. K vizualizaci
fluorescence byl pouzit fluorescenéni mikroskop AXIO Vert.A1 (Zeiss, Jena - Némecko) a

kamera Axiocam 202 mono (Zeiss, Jena - Némecko).
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Obrazek 9: Exprese RFP (Cervené) v koncetiné embrya ED 12,5 v bunécné populaci exprimujici v minulosti Shh v zoné
polarizacni aktivity v koncetinovém pupenu u embrya na ED 9,5.

4.4. Detekce RFP
Srdce nekterych embryi (12 embryi CD1/ShhGFP v rozmezi ED 12,5 az 14,5 a 4 embrya

TdTomato/ShhERCre v ED 12,5 a 15,5) byla promyta v PBS a nasledné¢ projasiiovana
v temnu pii 4 °C ve SCALE A2 (viz niZe) po dobu nezbytné nutnou pro jejich projasnéni
(doba projasiiovani se odviji od ED). Srdce byla nasledné focena na konfokélnim
mikroskopu Olympus BX61 (Tokyo — Japonsko) s lasery Olympus FLUOVIEW FV1000 a
kamerou Olympus U-CMAD INFINITY 3. Detekovana byla ¢ervena fluorescence znacici
descendentni linie Shh exprimujicich bunék nebo zelena fluorescence znacici aktudlni

expresi Shh proteinu.
SCALE A2:

- 240,24¢g Urea (CAS:57-13-6 — Carl Roth) rozpustime v 800ml destilované vody
- Pfiddme 1ml Triton X-100 (SIGMA-ALDRICH) a 100 ml glycerolu (CAS:56-81-5
— penta chemicals unlimited)

- Promichéme a dolijeme destilovanou vodou do objemu 1000ml

4.5. Detekce aktivity B-galaktosidazy
Pro sledovani bunécnych populaci exprimujicich Shi byl vyuzit Cre-LoxP systém, zalozeny

na expresi LacZ. Jedna se o detekci galaktosidazové aktivity pomoci X-gal barveni. X-gal
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je organickd sloucenina sloZzend z galaktéozy a indolu (5-bromo-4-chloro-indolyl-BD-
galactopyranosid), kterad je Stépena galaktosidazou (kdédovanou genem LacZ). Dochézi ke
vzniku galaktdozy a 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindolu, ktery je oxidovan na modrou
nerozpustnou slouceninu, 5,5°-dibromo-4,4‘-dichloro-indigo, ktera je vidét pouhym okem.
Toto ndm umoznilo sledovat vSechny buiiky u nichz doslo k transkripci Shh a nasledné i

jejich potomky, jelikoz buniky se po reakci modre zbarvily.

Vsechna odebrana LacZ pozitivni embrya (34), ptipadné jejich srdce, byla vlozena do
sodného fosfatového pufru, nasledné byly fixovany ve 4% PFA ve 4°C. Poté byly vzorky
opét promyty v sodném fosfatovém pufru a inkubovany v barvicim roztoku. Po zabarveni
byla embrya nebo jejich srdce promyta v PBS a dale fixovana v 4% PFA (viz tab. 2). Dalsi
den byly vzorky nafoceny a dale zpracovavany (viz kapitoly 4.6. a dale).

Tabulka 2: Protokol X-gal barveni.

X-gal barveni

4% PFA 20 minut
Fosfatovy pufr Proplach
Barvici roztok Individuélni
PBS 3x 10 minut

Sodny fosfatovy pufr je slozeny ze 115ml roztoku A a 385 ml roztoku B.
Roztok A: 6g NaH2PO4 . H20 v 500 ml destilované vody

Roztok B: 13,4 g Na2HPO4 v 500 ml destilované vody

Barvici roztok je sloZen z:

100 ml sodného fosfatového pufru

62,5 mg KCI 20,3 mg MgCl, . 6H>O

126 mg K4Fe(CN)s . 3H20

98,7 mg K3Fe(CN)s

Tésné pred pouzitim ptiddme na 10 ml barviciho roztoku 240 ul X-gal (50 mg/ml DMF).
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4.6.  Dokumentace vzorkd
Srdce nebo embrya LacZ/ShhGFP byla nejprve zdokumentovana vyfocenim na

stereomikroskopu Leica MZ16 (Pragolab) pomoci digitalni kamery Axiocam 208 color
(Zeiss).

4.7. Histologické zpracovani
Histologické analyze byla podrobena neprojasnéna fixovand embrya nebo vypreparovana

srdce, a embrya nebo vypreparovana srdce, ktera jiz prosla X-gal barvenim. Vzorky byly
nejprve zality do parafinu (viz kapitola 4.7.1.), nakrajeny na rota¢nim mikrotomu Leica
RM2245 na fezy o 7 mikrometrech a néasledné podrobeny imunohistochemickému barveni
(viz kapitoly 4.7.2. a 4.7.3.) nebo zabarveny piehlednou barvici metodou (viz kapitola

4.74).

4.7.1. Zalévani do parafinu
Vzorky pro tucely imunohistochemie nebo histologického barveni byly odvodnény

vzestupnou alkoholovou fadou a pfes toluen zality do parafinu dle standardniho protokolu

(srdce viz tab. 3 a embrya viz tab. 4).

Tabulka 3: Protokol zalévdani vypreparovanych srdci do parafinu.

Zalévani srdci do parafinu

70% etanol Ptes noc

80% etanol Ptes noc

96% etanol 3x vymeénit po 20 minutach
100% etanol 3x vyménit po 20 minutach
Toluen 1 Pouze namocit

Toluen 2 Pouze namocit

Parafin P1A 30 minut

Parafin P1B 30 minut

Parafin P2 45 minut

Parafin P3 45 minut

Formicka Pfes noc
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Tabulka 4: Protokol zalévani embryi do parafinu.

Zalévani embryi do parafinu

Embryondlni | ED 10a 11 ED[2al3 ED 14 ED15al6
stadium

70% etanol Ptes noc Ptes noc Pfes noc Pfes noc
80% etanol Ptes noc Ptes noc Ptes noc Ptes noc

96% etanol

3x vyménit po 1

hodiné

2x vymenit po 1

hodin¢ a po dalsi

2x vymenit po 1

hodiné a po dalsi

2x vymenit po 1

hodiné a po dalsi

vymeéné pres | vymeéneé pres noc | vymené pies noc

noc
100% etanol 3x vyménit po 20 | 2x vymeénit po | 2x vymeénit po | 3x vymeénit po 1

minutach 30 minutich a |45 minutach a | hodiné

po dalsi vyméné | po dal$i vyméné

pockat hodinu pockat hodinu
Toluen 1 5 minut 10 minut 14 minut 13 minut
Toluen 2 5 minut 10 minut 14 minut 15 minut
Parafin P1A 30 minut 1 hodina 1 hodina 1 hodina
Parafin P1B 30 minut 1 hodina 1 hodina 1 hodina
Parafin P2 45 minut 1,5 hodiny 1,5 hodiny Do vecera
Parafin P3 45 minut 1,5 hodiny 1,5 hodiny Pfes noc
Formicka Ptes noc Ptes noc Ptes noc 3 hodiny

Vzorky, které byly ponechany pies noc v parafinu, byly druhy den naorientovany a
ponechany pii pokojové teploté¢ do ztuhnuti parafinu. Nasledné byl vytvofen parafinovy

blocek a tkan byla sériové nakrdjena na mikrotomu Leica RM2245 na 7 mikrometrové fezy.

4.7.2.
Imunohistochemicka analyza (viz tab. 5) byla provaddéna na parafinovych fezech embryi,

anebo samotnych srdci (10 embryi CD1/ShhGFP v rozmezi ED 12,5 az 14,5, 4 embrya
TdTomato/ShhERCre v ED 12,5 a 15,5 a4 embrya TdTomato/ShhGFP v ED 16,5). Nejprve

Imunohistochemie fluorescencni
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byla tkan deparafinizovana za pomoci xylenu. Rezy byly nasledné& rehydratovany sestupnou

alkoholovu fadou.

Tabulka 5: Protokol fluorescenéni imunohistochemie.

Imunohistochemie fluorescenéni

Xylen 2x vyménit po 10 minutich
100% etanol 2x vyménit po 10 minutach
96% etanol 2x vyménit po 10 minutach
Promyti v PBS 2x vyménit po 5 minutach

Inkubace ve vodni lazni (93 °C) v roztoku | 25 minut

citratu sodného dihydratu

Chladnuti v roztoku citratu sodného | 15 minut

dihydratu pod tekouci vodou

Promyti v PBS 2x vyménit po 5 minutach
0,1% triton v PBS 15 minut
Blokovaci roztok 2 hodiny

Aplikace primarni protilatky v blokacnim | Pfes noc

roztoku (lednice 4 °C)

Promyti v PBS 3x vyménit po 10 minutach

Aplikace sekundarni protilatky v bloka¢nim | 1 hodina

roztoku

Promyti v PBS 2x vyménit po 10 minutach
Aplikace DAPi v bloka¢nim roztoku 10 minut

Promyti v PBS 2x vyménit po 10 minutach

Rezy byly nasledné zamontovany pod kryci sklo pomoci 80 % glycerolu a foceny na

fluorescen¢nim mikroskopu.
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Byly pouzity tyto primarni protilatky:

Protilatka Cislo Pomér

Anti-DsRed2 — Rabitt sc-101526, Santa Cruz 1:200

Anti-GFP — Rabbit A-11122, ThermoFisher 1:200
SCIENTIFIC

Anti-Cleaved Parp — Mouse 9548S 1:300

Mounting medium s DAPI ab104139, Abcam 1:3000

Byly pouzity tyto sekundérni protilatky:

Protilatka Cislo Pomér

Donkey anti-Rabbit IgG — A-21206, ThermoFisher 1:1000
Alexa 488 SCIENTIFIC

Donkey anti-Mouse IgG - A-21202, ThermoFisher 1:1000
Alexa 488 SCIENTIFIC

Wheat Germ Agglutinin — W11261, ThermoFisher 1:1000
Alexa 488 SCIENTIFIC

Goat anti-Rabbit — Alexa 568 | A-11036, ThermoFisher 1:1000
SCIENTIFIC

4.7.3. Imunohistochemie s DAB reakci
Imunohistochemicka analyza (viz tab. 6) byla provadéna na parafinovych fezech embryi,

anebo samotnych srdci (2 embrya CD1/ShhGFP v ED 12,5, 1 jedinec LacZ/ShhGFP P1 a 1
embryo TdTomato/ShhGFP v ED 18,5). Nejprve byla tkan deparafinizovdna za pomoci
xylenu. Rezy byly nasledné rehydratovany sestupnou alkoholovu fadou. Protilatka byla

vizualizovana pomoci DAB reakce a cely fez byl nasledné histologicky obarven.
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Tabulka 6: Protokol imunohistochemie s DAB reakci.

Imunohistochemie s DAB reakci

Xylen

2x vyménit po 10 minutach

100% etanol

2x vyménit po 10 minutich

96% etanol

2x vyménit po 10 minutach

Promyti v PBS

2x vymenit po 5 minutach

2% H»>O» v metanolu

45 minut

Promyti v PBS 2x vymenit po 5 minutach
Inkubace ve vodni lazni (93 °C) v roztoku | 23 minut

citratu sodného dihydratu

Chladnuti v roztoku citradtu sodného | 10 minut

dihydratu pod tekouci vodou

Promyti v PBS 2x vyménit po 5 minutach
0,1% triton v PBS 15 minut

Blokovaci roztok 1,5 hodiny

Aplikace primarni protilatky v bloka¢nim | Pfes noc

roztoku (lednice 4 °C)

Promyti v PBS 3x vymeénit po 10 minutach

Blokovaci roztok 1,5 hodiny

Aplikace sekundarni protilatky v bloka¢nim | 1 hodina

roztoku

Promyti v PBS 3x vymeénit po 15 minutach

Aplikace ABC kitu 30 minut

Promyti v PBS 3x vyménit po 15 minutach

DAB reakce Individuélni (sledovano pod mikroskopem)
Promyti v PBS 5 minut

Histologické barveni

Individuélni dle zvolené barvy

96% etanol

2x vyménit po 1 minuté

100% etanol

2x vyménit po 5 minutach

Xylen

2x vyménit po 5 minutach
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Rezy byly opét dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou a projasnény v xylenu.
Nasledné byly fezy zamontovany pod kryci sklo pomoci DPX Mountant for histology a

foceny na mikroskopu Leica DMLB s prochazejicim svétlem a kamerou Leica MC170 HD.

Byly pouzity tyto primarni protilatky:

Protilatka Cislo Pomér
Anti-SOX2 —Goat AF2018-SP, R&D 1:500
systems
Anti-GFP-Rabbit A-11122, ThermoFisher 1:300
SCIENTIFIC

Byly pouzity tyto sekundarni protilatky:

Protilatka Cislo Pomér

Rabbit anti-Goat IgG - BA-5000, Vector 1:200
Biotinylated laboratories

Goat anti-Rabbit IgG - BA-1000, Vector 1:200
Biotinylated laboratories

4.7.4. Klasicke barveni
Piehledné barvici metody byly vyuZity na dobarveni fezii po barveni X-gal anebo DAB

imunohistochemickou detekci protilatek, ptipadné pro obarveni histologickych fezl srdcem
na riznych stadiich pro morfologickou analyzu. Analyza (viz tab. 7) byla provadéna na
parafinovych fezech embryi, anebo samotnych srdci. Nejprve byla tkan deparafinizovana za
pomoci xylenu. Rezy byly nasledné rehydratovany sestupnou alkoholovu fadou. Rezy byly
barveny bud’to kombinaci barev hematoxylin (jadro) a eosin nebo pouze jadrovou cerveni.
Pti barveni jadrovou ¢erveni se vynechalo barveni eosinem a nasledné promyti destilovanou

vodou.
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Tabulka 7: Protokol klasického histologického barveni.

Barveni hematoxylin — eosin nebo jadrova cerven

Xylen

2x vyménit po 10 minutich

100% etanol

2x vyménit po 5 minutach

96% etanol

2x vymenit po 5 minutach

Hematoxylin / jadrova Cerven

Do 1 minuty (zavisi na typu tkang)

Promyti pod tekouci vodou v kyveté

12 minut

Promyti destilovanou vodou

5 minut

Eosin

5 az 50 sekund (zavisi na typu tkan¢)

Promyti destilovanou vodou

3x vymenit po 1,5 minutach

96% etanol

2x vymeénit po 5 minutach

100% etanol

2x vyménit po 5 minutach

Xylen

2x vyménit po 10 minutich

Po barveni se fezy opét dehydratovaly vzestupnou alkoholovou fadou a projasnily v xylenu.

Rezy byly nasledné zamontovany pod kryci sklo pomoci DPX Mountant for histology a

foceny na mikroskopu s prochazejicim svétlem.
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5. Vysledky

Hlavnim zadmérem nasi prace byla longitudinalni analyza pfitomnosti descendentni linie
bun¢k exprimujicich Shh v myokardu. Jedna se o bunky (pfipadné jejich potomky), které
v minulosti exprimovaly Shh. Nasledné jsme se pokusili zachytit moznou aktualni expresi

Shh v srde¢ni tkani s cilem detekovat mozny zdroj bunék descendentni linie bun¢k.

5.1.  Postnatdlni analyza pritomnosti Shh descendentnich bunécnych linii v srdci
V srdci LacZ/ShhGFP pozitivniho postnatalniho jedince starého 1 den jsme detekovali

oblasti, jejichZ bunky jsou descendentni linii téch, které Shi nékdy v minulosti exprimovaly
(Obr. 10A -10C). A to od pocatku vyvoje jedince. Tyto buniky byly vizualizovany pomoci
B-galactosidazy pti X-gal barveni. Jako pozitivni kontrola a kontrola spravnosti barveni naim
slouzila plicni tkan. U plic byla exprese Shh a jeho signifikantni role béhem vyvoje
prokéazana (Kugler ef al., 2015) a znaceni descendentni linie bun¢k je zde jasné viditelné.
Srdce negativni z P1 mysi bylo zpracovédno stejnou metodou, ale k obarveni bunck zde

nedoslo ani u srdce ani u plic (Obr. 10D).

Modie znacené buiiky se na postnatdlnim srdci nachazi ve shlucich, a to na hranici sini a

komor z ventralni i dorzalni strany srdce (Obr. 10).
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Obrazek 10: Bunécnda populace exprimujici v minulosti Shh v srdci prvni postnatadlni den. A: Descendentni linie bunék
exprimujicich Shh vizualizované pomoci detekce p-galactosiddazy X-gal znacenim (modre) viz modré sSipky. U plic (viz bila
Sipka) byla exprese Shh a jeho signifikantni role béhem vyvoje prokdzana a znaceni descendentni linie bunék je zde jasné
viditelné. B: Detail srdce. Sipka ukazuje linii bunék sestupujicim k hrotu srdce. C: Detail shluku modie znacenych bunék
na ventralni strané srdce. D: Srdce LacZ negativni postnatalni jeden den staré mysi vizualizované X-gal znacenim.
V plicich ani v srdci nejsou detekovatelné zadné X-gal pozitivni buriky.

Postnatélni srdce vykazuje ptitomnost descendentni linie buné€k, které exprimovaly Shh.

Ptitomnost téchto bunék evokuje otazku, zda v srdci v pritbéhu vyvoje byl exprimovan Shh,
pfipadné ve kterych stadiich a pokud ne, tak od kterého stddia lze v srdci detekovat
descendentni populace exprimujici Shh v minulosti, a kde je zdroj téchto descendentnich
bunécénych populaci. Sestavili jsme tedy longitudindlni fadu embryi LacZ/ShhGFP od ED

10,5 do ED 15,5, abychom mohli mapovat populaci v kazdém jednotlivém dni vyvoje.

5.2.  Prenatalni analyza pritomnosti Shh descendetnich bunécnych linii v srdci
V praci jsme se zaméfili na embryonalni stddia star§i ED 9,5. V ran¢jSich fazich neni

descendentni linie bun¢k exprimujicich Shh v srdci ptitomna (Obr. 8).
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5.2.1. Embryonalniden 10,5
Méné pokrocilé zarodky na ED 10,5 (Obr. 11) modfe znacenou descendentni linii bun¢k

exprimujicich Shh v zdkladu srdce nevykazuji (Obr. 11A). Tato embrya jsou vyvojoveé méne

pokrocild, a tedy vyvojove blize embryim z ED 9,5.

Naproti tomu vice pokrocilé zarodky na ED 10,5 vykazuji modie znacenou descendentni
linii bun¢k exprimujicich Shh jak v oblasti endodermu, tak i v oblasti srdce (Obr. 11B a
11C). V tomto embryonalnim dni vyvijejici se srdce obsahuje modie zna¢ené bunky, které
jsou u tohoto stadia viceméné rovnomérné rozptyleny v rdmci srde¢niho zékladu. Srdce se

v tuto chvili stale nachazi vné embrya.

Obrazek 11: Populace bunék v minulosti exprimujicich Shh v embryondlnim dni 10,5. A: Vyvojoveé mladsi embryo
s modre znacenou descendentni linii bunék exprimujicich v minulosti Shh v oblasti endodermu. B: Vyvojové starsi embryo
s modre znacenou descendentni linii bunék exprimujicich v minulosti Shh v oblasti endodermu, ale také v oblasti
vwijejiciho se srdce. C: Detail srdce s modie znacenou linii bunek exprimujicich v minulosti Shh. D: Negativni embryo, u
kterého k Zadnému obarveni bunék nedoslo.

Pomoci X-gal barveni jsme descendentni linii bun¢k exprimujicich Shh dale vizualizovali u
srdci embryi z ED 11,5 az ED 15,5 (Obr 12 a 13). U vSech srdci byly pfi preparaci zachovany
plice, jakozto pozitivni kontrola barveni. Descendentni linie bun¢k exprimujicich Shh se u
srdei nachazi na ventralni i dorzélni stran¢ srdce a v postupném vyvoji srdce zaujima stale

vétsi plochu. U embryi zED 11,5 a ED 13,5 jsme se navic rozhodli podrobit srdce
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histologickému barveni na parafinovych fezech, které ndm umoziuje lepsi vizualizaci bunék
descendentni linie exprimujicich Shh 1 uvniti srdecni tkané a 1épe tak popsat jejich

rozmisténi.

5.2.2. Embryonadlniden 11,5
Srdce z embryondlniho dne 11,5 se oproti srdci z ED 10,5 podstatné zvétsilo, avSak populace

bunck descendentni linie exprimujicich Shh se naopak nezvétsila a seskupila na ventralni a
dorzalni stranu srdce (Obr. 12). Srdce je v tuto chvili jiz vice vtazeno do hrudni dutiny
embrya, coz by mohlo limitovat plné obarveni vSech pozitivnich bunék. Rozhodli jsme se
proto srdce embryi od ED 12,5 hned po odbéru embryi pfed dalSim zpracovanim

vypreparovat.

500 pm

500 pm
—

Obrazek 12: Populace bunék v minulosti exprimujicich Shh v embryondlnim dni 11,5. A: Embryo s modrie znacenou
descendentni linii bunék exprimujicich v minulosti Shh v oblasti endodermu a vyvijejiciho se srdce. B: Negativni embryo,
u néhoz k obarveni descendentni linie bunék nedoslo. C: Detail srdce s modre znacenou linii bunék exprimujicich
v minulosti Shh (Sipka) z levé strany. D: Detail srdce s modre znacenou linii bunék exprimujicich v minulosti Shh (Sipka)
z pravé strany.

I kdyz se zmakroskopického pohledu u embrya zED 11,5 (Obr. 12) zdalo, ze se
descendentni linie bun¢k exprimujicich Shh nachazi pouze v malé koncentraci na ventralni

a dorzalni strané¢ komor, histologicka analyza odhalila, Ze se tyto buniky nachazi i ve spodni
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&asti srdce (Obr. 13 a 14) a hrotu (Obr. 15). Zadné modie zna¢ené buiiky nebyly u tohoto

stadia prokazany ve vznikajicich sinich (Obr. 13A).

Na fezech nachazejicich se blize ke stfedu srdce nachazime stdle mensi populace modie
znacenych buné€k, az nakonec tpln¢ vymizi a v oblasti medidlniho fezu srdce se zadné tyto

buiiky nenachézi. (Obr. 16).

Obrazek 13: Histologie srdce 7z embrya LacZ/ShhGFP+ na ED 11,5. Modre znacené buriky descendentni linie exprimujici
Shh a jadra bunék obarvend jadrovou cerveni. A: Rez srdcem. V oblasti vznikajici siné (Sipka) se zidné modrie znacené
bunky nevyskytuji. B: Detail kaudalné polozené oblasti srdce. C: Detail kranidlné polozené oblasti srdce. D: Blizsi detail
kaudalné polozené oblasti srdce. E: Blizsi detail kranialné polozené oblasti srdce.
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Obrazek 14: Histologie srdce 7 embrya LacZ/ShhGF P+ na ED 11,5. Modre znacené bunky descendentni linie exprimujici
Shh a jadra bunék obarvena jadrovou cerveni. A: Rez srdcem. B: Detail oblasti srdce. C: Blizsi detail kranidlné polozené
oblasti srdce.

Obrazek 15: Histologie srdce 7 embrya LacZ/ShhGFP+ na ED 11,5. Modre znacené bunky descendentni linie exprimujici
Shh a jadra bunék obarvend jadrovou cerveni. A: Rez srdcem. Sipka zndzornuje modre znacené buniky v hrotu srdce. B:
Detail hrotu srdce. C: Blizsi detail hrotu srdce.

Obrizek 16: Stiedovi oblast srdce 7 embrya LacZ/ShhGFP+ ED 11,5. Rez okolo medidlni roviny srdce, kde se modre
znacené bunky descendentni linie exprimujici Shh nevyskytuji.
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5.2.3. Embryonalnidny 12,5 az 15,5
U srdce embrya z ED 12,5 vidime opé€t znacny ptirdstek srdecni tkané. Modfe znacené

buiky zaujimaji u tohoto stadia vétsi plochu. Buniky miizeme pozorovat na ventralni (Obr.
17A, modré Sipka) v horni poloviné komor. Populace bunék descendentni linie exprimujici
Shh je vidét na ventralni stran€ jako jeden velky shluk bunék. Na dorzalni strané (Obr. 17B,
modra Sipka) se descendentni linie bun¢k vyskytuje naopak spise ve spodni poloviné komor

smérem k hrotu.

U ED 13,5 se srdce opét zvétsSilo co do velikosti, a 1 populace modie znacenych bunck se
zvétsila. Bunky se ale uz nezdaji tak koncentrované a zaujimaji vétsi plochu (Obr. 17C,

modra Sipka a 17D, modré Sipky).

U srdce z embryonalniho dne 14,5 vidime jiz pomérné vyvinuté sin€ a z makroskopického
pohledu se zda, ze descendentni linie bunék exprimujicich Shh se zde nenachazi (Obr. 17E,
bila Sipka). Zarovenn si mizeme vSimnout, Ze modfe znacené buniky se v komorach jiz
shlukuji do mensSich skupin, které jsou ale od sebe vice vzdéalené (Obr. 17E, modra Sipka).
Mala populace bun¢k descendentni linie exprimujici Shh se dokonce nachazi i o néco nize
na komorach srdce a ptresouva se tedy i do spodni poloviny komor (Obr. 17E, zluta Sipka),

kde jsme dosud zadné modrte znacené buiiky na ventralni strané nepozorovali.

Z4dné buiiky descendentni linie v sinich nevidime z makroskopického pohledu ani u srdce
z ED 15,5. Stale zde ovSem dobfe vidime modie znac¢ené buiiky v oblasti komor, a to v jejich

horni poloviné (Obr. 17F, bil4 Sipka).
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Obrazek 17: Srdce LacZ pozitivnich mys$i embryondlni den 12,5 af 15,5. A: Srdce mysi ED 12,5, vyvijejici se plice
s bunikami descendentni linie exprimujicich Shh a descendentni linie bunék exprimujicich Shh v samotném srdci (modra
Sipka) z ventrdlni strany. Bila Sipka oznacuje zarodek plic, ktery také obsahuje descendentni linii bunék exprimujicich Shh.
B: Srdce mysi ED 12,5, vyvijejici se plice s bunikami descendentni linie exprimujicich Shh a descendentni linie bunék
exprimujicich Shh v samotném srdci (modrd Sipka) z dorzdlni strany. Cernd Sipka oznacuje zdrodek plic, ktery také
obsahuje descendentni linii bunék exprimujicich Shh. C: Srdce mysi ED 13,5, vyvijejici se plice s buiitkami descendentnt
linie exprimujicich Shh a descendentni linie bunék exprimujicich Shh v samotném srdci (modra Sipka) z ventralni strany.
Bild Sipka oznacuje zarodek plic a cerna sipka oznacuje vyvodni dychaci cesty, které také obsahuje descendentni linii bunék
exprimujicich Shh. D: Srdce mysi ED 13,5, vyvijejici se plice s bunkami descendentni linie exprimujicich Shh a
descendentni linie bunék exprimujicich Shh v samotném srdci (modré Sipky) z levé strany. Bila Sipka oznacuje zarodek plic,
ktery také obsahuje descendentni linii bunék exprimujicich Shh. E: Srdce mysi ED 14,5, vyvijejici se plice s burnikami
descendentni linie exprimujicich Shh a descendentni linie bunék exprimujicich Shh v samotném srdci z ventralni strany,
modra Sipka znact linii v horni poloviné komor, zluta Sipka znaci linii presouvajici se do spodni poloviny komor. Bila Sipka
znadi sin, v ni se Zadnd descendentni linie bunék exprimujicich Shh neobjevuje. Cervend Sipka oznacuje zdrodek plic a
Cerna Sipka oznacuje vyvodni dychaci cesty, které také obsahuje descendentni linii bunék exprimujicich Shh. F: Srdce mysi
ED 15,5, vyvijejici se plice s bunikami descendentni linie exprimujicich Shh a descendentni linie bunék exprimujicich Shh
v samotném srdci (modie) z ventralni strany (bild Sipka). Cervend Sipka oznacuje plice a cernd Sipka oznacuje vyvodni
dychaci cesty, které také obsahuje descendentni linii bunek exprimujicich Shh. Dorzalni strana srdci ED 14,5 a ED 15, 5
neni zobrazena.
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Srdce z embrya z ED 13,5 bylo histologicky dobarvovano spolu s plicemi, kde jsme nalezli

modie znacené bunky descendentni linie exprimujicich Shh v epitelu (Obr. 18).

L)

200 pm | L 100 pm . d - .  50pm

Obrazek 18: Oblast plic 7 embrya LacZ/ShhGFP+ ED 13,5. A: Modre znacené bunky descendentni linie exprimujici Shh
v oblasti epitelu plic a jadra bunék obarvend jadrovou cerveni. B: Detail plic. C: Blizsi detail plic.

Modie obarvené bunky descendentni linie exprimujici Sh4 jsme u srdce embrya z ED 13,5
zachytili po celé délce komor v oblasti trabekul a buné€k z této linie se vice nachdzi smérem
k hrotu na spodni polovin¢ srdce nez u jeho baze (Obr. 19 a 20). Populace modie zna¢enych

bun¢k v horni tfetiné srdce jsou oproti spodni tietiné méné koncentrované.

I kdyZ to z makroskopického pohledu (Obr. 17C a 17D) nebylo patrné, nalezli jsme malou
populaci bun€k descendentni linie exprimujicich Sh4 1 vjedné ze sini (Obr. 21). Tato

populace byla vSak podstatné mensi nez ta, kterou jsme detekovali v oblasti komor.

Bylo potvrzeno, Ze descendentni linie buné€k exprimujicich Shh se nachazi spiSe na ventralni
a dorzalni strané srdce. Cim hloubé&ji jsme na fezech postupovali, tim bylo modie obarvenych
populaci bunék descendentni linie méné, v nejhlubSich oblastech nebyly tyto buiky

pfitomné (Obr. 22).
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Obrazek 19: Histologie srdce 7 embrya LacZ/ShhGFP+ na ED 13,5. Modre znacené bunky descendentni linie exprimujici
Shh a jadra bunék obarvend jadrovou cerveni. A: Rez srdcem. B: Detail hrotu srdce. C: Blizsi detail kranialné polozené
oblasti hrotu srdce. D: Blizsi detail kauddlné polozené oblasti hrotu srdce.
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Obrazek 20: Histologie srdce 7 embrya LacZ/ShhGFP+ na ED 13,5. A: Modre znacené bunky descendentni linie
exprimujici Shh (Sipky) a jadra bunék obarvena jadrovou cerveni. B: Detail oblasti srdce. C: Blizsi detail kaudalné
polozZené oblasti srdce. D: Blizsi detail kranialné polozené oblasti srdce.

Obrazek 21: Siii srdce z embrya LacZ/ShhGFP+ ED 13,5. A: Modre znacené buiiky descendentni linie exprimujici Shh
(Sipka) a jadra bunék obarvenda jadrovou cerveni. B: Detail oblasti siné. C: Blizsi detail oblasti siné srdce.
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Obrazek 22: Stiedovd oblast srdce 7 embrya LacZ/ShhGFP+ ED 13,5. Rez okolo medidlni roviny srdce, kde se modie
znacené buriky descendentni linie exprimujici Shh nevyskytuji.

5.2.4. Embryonalniden 16,5
Descendentni linii bun¢k exprimujicich Sih jsme se v srdecni tkani pokusili detekovat 1

s vyuzitim dal§iho Cre-loxP systému pro fluorescencni a konfokalni zobrazeni. Nasi
longitudinalni fadu jsme tedy rozsifili o srdce embrya TdTomato/ShhGFP z ED 16,5.
Cervena fluorescence byla opét zachycena v oblasti komor az smérem k hrotu srdce (Obr

23).

Descendentni linii bunék exprimujici Shh jsme tedy v myokardu zachytili pomoci dvou

ruznych vizualiza¢nich metod, a to pokazdé ve stejné oblasti.

Obrizek 23: Srdce embrya TdTomato/ShhGFP 7 ED 16,5. Cervend fluorescence vizualizuje buiiky descendentni linie
exprimujici Shh. A: Oblast komor a hrot srdce (Cervena Sipka) zobrazujici descendentni linii bunék exprimujicich Shh
(Cerna Sipka). B: Detail oblasti oznacené cernou Sipkou na snimku A.
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5.3.  Analyza aktudlni exprese Shh v srdecni tkani
Analyza aktualni exprese byla provadéna na embryich zki#izeni CD1 X B6.Cg-

Shhtm1(EGFP/cre)Cjt/J. Detekce signalu byla provadéna pomoci GFP na konfokélnim
mikroskopu. V ED 12,5 az ED 14,5 nebyla zadna aktualni exprese Shh detekovana. Pouzity
byly dvé metody, a to projasnéni srdce a jeho ptimé foceni na konfokalnim mikroskopu (Obr.
24) a dale fluorescen¢ni imunohistochemie a opét foceni na konfokalnim mikroskopu,

tentokrat fezl (data neukdzana).

A

Obrazek 24: Srdce embrya CD1/ShhGFP+ 7 ED 12,5 bez aktudlni Shh exprese. Zelend a modra fluorescence jsou ve
shodnych oblastech, jedna se tedy o autofluorescenci bunék. A: Modra autofluorescence bunék. B: Zelena autofluorescence
bunék. C: Slozeny snimek, kde dochazi k uplnému prekryvu obou fluorescenci.

Jako kontrolni zplisob pro ovéfeni negativni exprese Shh na ED12,5 — 14,5 ndm poslouzila
embrya zkiizeni B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J X B6.129S-
Shhtm2(cre/ESR1)Cjt/J — tamoxifen inducibilni Cre-loxP systém. Zde byla pouzita aplikace
tamoxifenu od ED11,5 do 15,5 a odbéry embryi byly provedeny od ED 12,5. I v tomto
ptipad¢ byly pouzZity dvé metody detekce, a to projasnéni embryondlnich tkani a jejich
nasledna vizualizace pomoci fluorescence na konfokdlnim mikroskopu a pomoci

fluorescen¢ni imunohistochemie na histologickych fezech.

U Zadného z odebranych embryi po aplikaci tamoxifenu nebyly zachyceny RFP pozitivni

buiiky, coz by znamenalo pfitomnost ShZ exprimujicich bunék v obdobi aplikace
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tamoxifenu. Lze tedy fict, ze v obdobi aplikace tamoxifenu nebyl gen Shh v srde¢ni tkani

exprimovan (data neukazana).
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6. Diskuse

Jiz né¢jakou dobu se v literatute spekuluje o vlivu Shh na embryonalni vyvoj srdce. Tento
vliv byl popisovan jako vliv vnéjsi, tedy z okolnich struktur. Byl popsén naptiklad vliv Shh
exprimovaného ve ventralni neurélni trubici a ventralnim faryngealnim endodermu, kdy
exprese Shh v téchto oblastech mlize pfimo ovlivnit vyvoj bun€k, které se na vyvoji srdce
nasledné podili (Goddeeris et al., 2007). Shh naptiklad udrzuje proliferaci v progenitorovych
bunkach kardiogenniho pole (Dyer & Kirby, 2009), dale je Shh vyzadovan pro bunky srde¢ni
neuralni listy, aby piezily a vytvofily endokardové polstate odtokového traktu, a také
v neposledni fadé zprostfedkovava signalizaci do bun¢k myokardu, odvozenych z piedniho

kardiogenniho pole, k dokonceni septace (Gerhardt ef al., 2013).

Nase vysledky vSak ukdzaly, Ze i1 srdecni tkéi jiz v pribéhu vyvoje srdce obsahuje butiky,
které nékdy béhem svého Zivota Shh aktivné exprimovaly, nebo potomky téchto bunék, a Ze

tyto buiiky souc¢asti myokardu zlstavaji i postnatalng.

6.1. Poloha a vyznam bunék exprimujicich Shh
K zac¢atku staceni srde¢ni trubice dochazi u mysich embryi mezi ED 8,5 az ED 9,5 (de Boer

et al., 2012). My jsme naSe pozorovani zapocali v ED 10,5, kdy je srdce jiZ mirn¢ sto¢ené,
ale stale se nachazi vné embrya (Obr. 11). V tomto stadiu jsme pozorovali prvni buiky
descendentni linie exprimujici Shh v srdci. V tomto obdobi byla v srdci popsana piitomnost
primarnich fasinek, které je mozné detekovat v riznych ¢astech sini a komor také v ED 10,5—
12,5 (Gerhardt et al., 2013). Zajimavé je, Ze prav€ primarni fasinky reaguji na expresi Shh a
jejich spravné fungovani je od Shh exprese piimo zavislé. Od 8. dne vyvoje do 11. dne se
pocet kardiomyocytl v srdci rapidné zvySuje, a to ze 700 na 68 000 (de Boer et al., 2012). 1
my pozorujeme jesté¢ mezi ED 10,5 a ED 11,5 rapidni zvétSeni srdce, které ovSem nevedlo

k podstatnému zvétSeni populace modie znacenych bunék (Obr. 12).

Srdce se v tomto obdobi rovnéz dostava z polohy vné embrya do dutiny hrudni, ¢imz by
mohlo dojit k nedostatecnému zabarveni buné¢nych linii pomoci X-galového barveni.
Fale$né negativité¢ n€kterych pozitivnich bunék z divodu nemoznosti ptistupu dostatku X-
galu k hlub§im tkanim uvnitf zvétSujiciho se zdrodku jsme se pii vysSich ED vyvarovali
preparaci srdci z té€lni hrudni dutiny jesté pred X-gal barvenim. Od ED 9,5 do ED 12,5 se u

mySich zarodkl také zacinaji prohlubovat komory a siné¢ v takzvané komorotvorné fazi
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(Sizarov et al., 2011). V ED 12,5 jiz v embryu nachdzime klasické ¢tyftkomorové srdce.
Proliferace v myokardu mysi je vtomto stadiu vysoce regionalizovana, s pomalejsi
proliferaci v atrioventrikuldarnim kanélu, vytokovém traktu a rychlou proliferaci ve
formujicich se komorach (de Boer et al., 2012). To je mozné vysvétleni, pro¢ doslo
k zvétSeni populace bun¢k descendentni linie exprimujicixh Shh v tomto stadiu (Obr. 17A a
17B) oproti ED 11,5. Znamenalo by to zaroven u descendentnich bunék schopnost mnozit
se, coz by bylo zajimavé do budoucna otestovat. Cely proces vytvareni srdecni klicky je
dokoncen u mysi 14,5. den embryonalniho vyvoje (Anderson et al., 2014), u tohoto stadia
jiz tedy vidime konecnou distribuci bunék descendentni linie exprimujicich Shi (Obr. 17E).

V porovnani se srdcem z ED 15,5 opravdu k vyraznym zménam nedoslo (Obr. 17F).

Descendentni linii bun¢k exprimujicich Shh jsme se v srde¢ni tkdni detekovali 1 pomoci
ervené fluorescence u srdce embrya TdTomato/ShhGFP z ED 16,5. Cervena fluorescence

byla zachycena v oblasti komor (Obr 23).

Jak jiz bylo fec¢eno, vyskyt primarnich fasinek v srdci byl pozorovan v obdobi ED 10,5-12,5.
Rasinky v pozd&jsi stadiich jiz ale popsany nebyly (Gerhardt ef al., 2013). Tento fakt byl
mohl vysvétlovat, ze od ED 12,5 nebyla v srdci mysi detekovana zadna aktualni exprese Shh
(Obr. 27,28 a 29). Pokud je srde¢ni tkai uzptsobena na ptimou expresi Shh, musi se tak dit
diive. Bylo by tedy v budoucnu pottebné podrobit detekci piimé exprese jesté srdce z ED
10,5 a ED 11,5 a tim pfimou expresi Shh v srde¢ni tkdni bud’'to potvrdit, anebo definitivné

vyvratit.

6.2. PUvod bunék exprimujicich Shh
Existuji tfi moZna vysvétleni plivodu descendentni linie bunék exprimujici Shh v srdecni
tkdni. Prvni mozné vysvétleni je, Zze tyto buiniky se v srdci nachazi od samého pocatku a
v kratkém obdobi okolo ED 10,5 a ED 11,5 exprimuji v srde¢ni tkani Shh. Bylo totiz
zjiSténo, Ze zejména geny kodujici bunéeény cyklus, diferenciaci srdecnich bunék a bunécnou
migraci byly v postnatalnich buiikdch mys$i downregulovéany, zatimco tyto stejné markery
byly exprimovany ve vysokych hladindch u vétSiny kardiomyocytii embryi v ED 9,5 a ED
12,5 (Sereti et al., 2018). Dal§i moznosti je, Ze buiikky exprimovaly Shh v jiné ¢asti embrya
a do srdecni tkané se dostaly pomoci migrace jako descendentni linie nékdy okolo ED 10,5.

Posledni moznosti je kombinace obou vyse zminénych dé&ju, tedy ¢astecnd migrace bunék
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do srdce vkombinaci s piimou expresi Shh v srdecni tkani, coZz je potieba rovnéz

v budoucnu ovéfit.

Bylo dokumentovano, ze na vyvoji vytokového traktu se ptimo podileji bunky neuralni listy
a dale ptedni srdecni pole (Goddeeris et al., 2007). Tyto buiikky zneuralni liSty do
vytokového traktu migruji v ED 10,5 (Washington Smoak et al., 2005). Jiz dfive byla
popsana i nezbytna role Shh pro vyvoj a prodlouzeni vytokového traktu, a jako zdroj Shhi byl
oznacen faryngealni endoderm mezi ED 9,5 a ED 10,5 (Goddeeris et al., 2007). Piesné
v tomto obdobi jsme zachytili descendentni linii bun¢k exprimujicich Shh i ptfimo v oblasti
myokardu. Je tedy mozné, ze butiky z neuralni li§ty nemigruji pouze do vytokového traktu,
ale do celého zarodku srdce. Tuto teorii podporuje takeé fakt, Ze srdce mySich embryi Shh -/-

jsou celkové mensi nez u kontrol (Washington Smoak et al., 2005).

Jednou z méné prozkoumanych oblasti je také fuze proepikardu se srdcem. To je klicovy
krok k zahdjeni tvorby koronérnich tepen (Ishii et al., 2010). Vyzkum Rajagopal et al.
odhalil, Ze n€které buiiky v epikardu v ED 10,5 az 11,5 se diferencuji na kardiomyocyty.
Kardiomyocyty odvozené od téchto bunck byly lokalizovany v myokardu vSech c&tyr
srdeCnich dutin, a i v interventrikularnim septu. Tyto bunky piedstavovaly 7 %—10 %
kardiomyocytl v komorach a 18 % v sinich (Rajagopal et al., 2008). Je zajimavé, Ze prave
okolo ED 10,5 jsme v oblasti myokardu zachytili buniky descendentni linie exprimujici Shh.
V tomto obdobi zde dochazi ke vzniku nové generace kardiomyocytl z epikardu (Rajagopal
et al., 2008). Je tedy mozné, Ze toto vyvojoveé stadium srdce se vyznacuje migraci bunck a
definitivnim osidlenim jeho tkan€. Souvislost bun€k epikardu a nasi bunécéné linie
v myokardu by rovnéz bylo potieba v budoucnu ovéfit. Buniky z proepikardu by mohli
dokonce slouzit jako kmenové buiky délici se pfi poranéni (Zhou et al., 2008), je tedy

pravdépodobné, ze Shh také kdysi exprimovaly a mohou jeho expresi znovu spustit.

V dychaci soustavé se nam podafilo lokalizovat descendentni linii bun€k exprimujici Shh
v epitelu, coz bylo dle naseho ocekdvani (Schittny, 2017). Zaroven jsme tyto bunky
kolokalizovali s markerem SOX2 (Obr. 29), ktery je pouzivan jako marker kmenovych
bunék (Sarkar a Hochedlinger, 2013). Lze tedy fict, Ze se jednd o kmenové bunky, které
v minulosti exprimovaly pravé Shh. Dal§im pokraCovanim nasi studie by tedy mélo byt
pokusit se zjistit, zda k expresi SOX2 dochdzi i u descendentni linie bun€k exprimujici Shh
nalezené v srdci. Pokud by 1 zde byla prokdzana kolokalizace, mohlo by se jednat o buiiky,

které jsou pii regeneraci zdrojem novych kardiomyocytl. Bylo popsano, Ze i v srdci
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dospélych jedinct ke vzniku novych kardiomyocytii v omezené mitfe dochdzi (Beltrami et

al., 2001, Laflamme & Murry, 2011).

Obrazek 29: Vizualizace kmenovych bunék v dychacich cestich. A: Vertikalni rez nekterym tisekem dychacich cest, na
povrchu se nachazi podkovovité chrupavky (Sipka), pod nimi najdeme epitel, ktery se sklada z descendentni linie bunék
exprimujicich v minulosti Shh (modre) s jadry, ve kterych byla zachycena exprese SOX2 (hnédé). B: Detail oblasti epitelu,
muZeme videt jadra bunék, které exprimuji SOX2 (hnéde) a jedna se tedy o burniky kmenové.

6.3.  VyuZiti v mediciné
Zivot viech Zivodichli je zavisly na spravné funkci jejich srdce. Srdce dospélého savce

nemuize pln¢ generovat nové bunky srde¢niho svalu v reakci na zranéni, a ackoli fada 1éka a
mechanickych zatizeni miize docasné zlepsit srdecni funkci, takové pfistupy nenahrazuji
ztraceny srdecni sval a jsou tedy prechodné. Je zde ovSem urcitd podobnost ve schopnosti
regenerace srdce mezi zebfickami a novorozenymi savci. Tento proces je fizen predevSim
dediferenciaci a proliferaci existujicich kardiomyocytt, a nikoli srde¢nimi progenitorovymi
buitkami. Bunééné procesy a regulacni mechanismy, které se podileji na riistu a vyvoji srdce,
lze tedy mozna vyuzit k opravé dospélého srdce prostiednictvim ,,znovuprobuzeni drah,
které jsou aktivni béhem embryogeneze, a rozsifit neonatalni regeneracni reakce na poranéni

(Xin et al., 2013).

V praci Xin et al. (2013) byl popsan mozny vliv Shh na vyvojové vady srdce a regeneraci
srdecni tkan€. Pro Uc¢innou léCbu srdce je tedy nezbytné nutné pochopit nejen jeho
embryonalni vyvoj, ale také molekularni déje, které tento vyvoj doprovazi. Jak bylo jiz
zminéno vyse, prenos DNA kodujici Shh do myokardu mysi vyvold obnoveni Hedgehog
drahy ve fibroblastech a kardiomyocytech. To vedlo k zachovéni funkce srdce pomoci

zvySené neovaskularizace (Kusano et al., 2005). Transplantace kuli¢ek nasaklych Shh na
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bazi komory u zebficek také stimuluje regeneraci, tentokrat pomoci epikardu (Wang et al.,
2015). Tato zjisténi spolu s lepSim pochopenim polohy bunék descendentni linie
exprimujicich Shh v srdeéni tkani v budoucnu nam pifinasi moznost vyzkumu cilené
genetické 1éCby v ramci genového inzenyrstvi. Zacileni na spravné buiiky je totiz klicové

pro spravnou genetickou 1écbu (Curiel et al., 2007).

Bylo zjisténo, Ze téméf 50 % kardiomyocytl je v srde¢ni tkani obménéno béhem normalni
délky zivota (Bergmann ef al., 2009). Nam se navic podaiilo zdokumentovat v myokardu
descendentni linii bunék exprimujici Shh, jejiz populace se béhem vyvoje srdce zvétsuje.
Bylo by tedy dobré zaméfit se v dal$im vyzkumu na schopnost proliferace u téchto bun¢k a
potvrdit, anebo vyvratit tak jejich schopnost se délit. Potvrzenim jejich proliferace a nasledné
1 zpétného zapojeni exprese Shh bychom mohli definitivné potvrdit regeneraci myokardu u
mysi.

Celkové tyto vysledky naznacuji, Ze srdce saveli ma schopnost obnovy, ktera je oviem
nedostate¢na pro regeneraci v reakci na zranéni, ale kterd by mohla byt zvySena terapii (Xin
et al., 2013). Takze pokud ma lidské srdce, byt’ jen malou vrozenou regeneracni odezvu,

méli bychom ji terapeuticky maximalné vyuzit ke zlepSeni funkce srdce.
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7. Zaveér
Vliv Shh na srdce je v literatuie diskutovan jak v souvislosti embryondlniho vyvoje, tak
v souvislosti regenerace postnatalnich srdei naptiklad po infarktu myokardu. Pivod Shh
proteinu pro vyvoj srdce jako takovy byl az dosud pfipisovan pouze difuzi z okolnich
struktur, jako neuralni trubice nebo faryngeéalni endoderm. Nyni jsme pfinesli diikkaz, ze 1
samotné bunky myokardu ve své minulosti Sh4 exprimuji, a tudiz mize byt srdce pii svém
fyziologickém vyvoji ovlivitovano jak z venku, tak i zevnitt. Tento poznatek s sebou pfinasi
spoustu novych otazek. Exprese Shh v srdecni tkani otvira moznost cilené genetické 1éCby,

a to jak prenatalni u vyvojovych vad, tak postnatalni u regenerace srdce.

1. Sestavili jsme longitudindlni fadu z embryi od ED 10,5 do ED 16,5, coz nam
umoznilo sledovat buniky descendentni linie exprimujicich S v myokardu. Prvni
pozitivni buiiky jsme zachytili na ED10,5. U bunc¢k jsme nésledné pozorovali
zvétseni plochy, kterou zaujimaji, v pribéhu nartistajiciho ED u odbéra. Buiiky jsme
detekovali jak na ventralni, tak na dorzalni strané srdce a toto rozlozeni si zachovaly
az do stadia P1.

2. Analyzou aktudlni exprese Shh v srdcich embryi od ED 12,5 do ED 14,5 jsme
prokazali, ze v téchto stadiich se zde aktudlni exprese Shh v rdmci vyvijejici se

srdecni tkdn€ nevyskytuje.

Na naSe zjisténi by mél navazat vyzkum, ktery bude podrobnéji studovat chovéani téchto
bunék v srdci, napiiklad jejich proliferaci, ¢i expresi dal§ich gend, které¢ by nam vice tekly
jak o ptvodu, tak o funkci a dal$im osudu téchto bunék. My navrhujeme napiiklad marker
SOX2, ktery by tyto bunky oznacil za kmenové, a Ki67, jehoZ exprese by potvrdila

schopnost proliferace téchto bunck.
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