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Seznam pouzitych zkratek

AF  atridlni fibrilace

AV  atrioventrikularni uzel

DM diabetes mellitus

ECM extraceluldrni matrix

FS fibrilace sini

HE hematoxylin eosin

HIF-1a hypoxii-indukovatelny faktor 1o (hypoxia-inducible factor 1a)
ICHS ischemicka choroba srde¢ni

IM  infarkt myokardu

LK levéa komora

LS levasin

MPD hustota kapildr (microvessel density)

MPI pokryti cév pericyty (microvessel pericyte coverage index)
NSS nahlé srde¢ni smrt

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffer solution)

PZ  pli¢ni zila

SA  sinoatridlni uzel

SR sinusovy rytmus

TSH thyrotropni hormon

VEGEF vaskularni ristovy faktor endotelovych bun¢k (vascular endothelial growth factor)



Abstrakt

Tato disertacni prace byla zaméfena na morfologické a funkéni zmény kapilarniho fecisté a
endomysia v lidském atridlnim myokardu pfti fibrilaci sini. Fibrilace sini (FS) je jednou z
nejcastéjSich arytmii, se kterou se setkavame v klinické praxi, je spojena se zvySenym rizikem
umrtnosti a siln€ souvisi se stafim. Jeji patogeneze stale neni dostatecné prozkoumana. Jeden
ze znamych faktorti pfispivajicich kudrzeni FS je strukturdlni piestavba myokardu.
Strukturalni remodelace se projevuje jednak zménami samotnych sinovych kardiomyocyti, ale
také zménami v endomysiu.

Studovali jsme sifové biopsie ziskané od pacienti kteti podstoupili aorto-koronarni bypass
nebo operaci mitralni chlopné. Pacienti méli pravidelny sinusovy rytmus nebo fibrilaci sini.
Imunohistochemie byla pouzita k vizualizaci kolagenu I, kolagenu II1, elastinu, desminu, aktinu
hladkého svalstva a VEGF ve vzorcich sini. Pro detekci kapilar byl pouzit UEA-lektin. Pro
detekci rtiznych typli imunitnich bunék byly imunohistochemicky detekovany nasledujici
markery: CD45 jako marker panleukocyti, CD3 pro T-lymfocyty, CD68 pro
monocyty/makrofagy, tryptdza z zirnych bun¢k pro zirné¢ bunky a DC-SIGN pro nezralé
dendritické bunky.

Nase vysledky dokumentuji, ze u pacientii podstupujicich operaci na otevieném srdci 1ze nalézt
variabilni hladinu ECM proteind, ale mnozstvi kolagenu I, kolagenu III a elastinu se nelisi,
kdyz je skupina pacientl rozdélena na zaklad¢ ptitomnosti fibrilace sini nebo sinusového rytmu.
Objemova frakce elastinu je vySsi v pravé sini ve srovnani s levou, coz muze odrazet odliSnou
biomechaniku nebo embryondlni piivod. VEGF je pfitomen v myokardu pacientti, ale jeho
mnozstvi neni zavislé na srdecnim rytmu. VétSina sifiovych kapilar je spojena s pericyty, ale
podobné¢ jako u mikrovaskularni hustoty jsme nepozorovali zmény béhem fibrilace sini nebo
pii porovnavani levé a pravé sin€. CD45+ buiiky jsou heterogenni bunécna populace v sinovém
myokardu u pacientli podstupujicich otevienou operaci srdce a tyto builky mohou byt
detekovany bez ohledu na srde¢ni rytmus. Vyssi frekvence CD45+ leukocytl s prodlouzenymi

vybézky ve vzorcich AF naznacuje aktivaci zanétlivych bun¢k pii této arytmii.

Klicova slova: fibrilace sini, myokard, endomysium, kolagen, fibroza



Abstract

This doctorial thesis was focused on morphological and functional changes in microvasculature
and endomysium in human atrial myocardium with atrial fibrillation. Atrial fibrillation (AF) is
one of the most common arrhythmias in the clinical practice and it is associated with an increase
in mortality risk that is strongly related with old age. Its pathogenesis is still not sufficiently
explored. One of the generally recognized factors contributing to the initiation and maintenance
of atrial fibrillation is structural remodeling of the myocardium. Structural remodeling is
reflected by changes that affect both atrial cardiomyocytes as well as endomysium.

We analyzed atrial biopsies obtained from patients undergoing bypass or mitral valve surgery.
The patients had a regular sinus rhythm or were suffering from AF. Immunohistochemistry was
used to visualize collagen I, collagen III, elastin, desmin, smooth muscle actin and VEGF in the
atrial samples.To detect capillaries UEA-lectin was used. For detection of different types of
immune cells the following markers were detected immunohistochemically: CD45 as a pan-
leukocyte marker, CD3 for T-lymphocytes, CD68 for monocyte/macrophages, mast cell
tryptase for mast cells and DC-SIGN for immature dendritic cells.

Our results document that in patients undergoing open heart surgery variable level of ECM
proteins can be found but the amount of collagen I, colagen III and elastin do not differ when
the patient group is divided based on the presence of atrial fibrillation or sinus rhythm. Elastin
volume fraction is higher in the right atrium compared to the left possibly reflecting different
biomechanics or embryonic origin. VEGF is present in myocardia of patients but its amount is
not dependent on the heart rhythm. Most of atrial capillaries are associated with pericytes but
similar to microvascular density we did not observe changes during atrial fibrillation or when
left and right atrium was compared. CD45+ cells are a heterogeneous cell population in atrial
myocardium from patients undergoing open heart surgery and these cells can be detected
regardless of the heart rhythm. The finding of higher frequency of CD45+ leukocytes with
elongated processes in the AF samples suggests the activation of inflammatory cells in this

arrhythmia.

Key words: atrial fibrillation, myocardium, endomysium, collagen, fibrosis



1.UVOD

1.1.Histologicka stavba myokardu

Z morfologického hlediska se srdecni sténa skladéa ze tfi vrstev — endokardu, myokardu a
epikardu. Myokard je hlavni a nejmohutnéj$i vrstvou srdecni stény. Je tvofeny piicné
pruhovanou svalovinou — kardiomyocyty a extracelularni matrix (ECM), ve které probihaji
krevni a lymfatické cévy a nervy. Kardiomyocyty jsou buiiky cylindrického tvaru. Na koncich
jsou rozvétvené a méti okolo 100 pm na délku, pficemz v priméru maji 10-15 pm.
Kardiomyocyty maji ovalné, protéhle jadro, ulozené uprostied buiiky. Kardiomyocyty obsahuji
pfi¢né pruhované myofibrily, které se skladaji z kontraktilnich proteinti myofilament. Povrch
bun¢k je ohrani¢en sarkolemou. V extrafibrilarni sarkoplazmé buniky jsou obsazeny hojné
mitochondrie, Golgiho aparat, kapénky lipidu, ¢astice glykogenu a pigment lipofuscin. Buiiky
jsou navzdjem spojeny pomoci interkalarnich diskd, které jsou tvorené komplexem
specializovanych mezibunécnych kontaktl a skladaji se z fascie adherentes, desmosomtl a nexii
(Mescher 2018; Steiner 2010). Nexy zprostiedkovavaji elektrickou vazbu kardiomyocyti.
Mezibunééné kandly skladajici se z connexinu umoziuji iontovou vyménu mezi sousednimi
butkami. V srdci je hlavnim proteinem nexl je CX43 spojeny s fizenim mezibunécné
komunikace (Qiu, Zhou, and Liu 2016).

Kardiomyocyty sini jsou mensi nez komorové a obsahuji sekrecni granula. Myocyty
pfevodniho systému jsou mensi nez buitky myokardu kontraktilniho (Steiner 2010).  Vrstva
myokardu je vyrazné tenci ve sténach a v septu predsini nez ve sténdch a v septu komor.
Mezibunééné hmoty je vice mezi pruhy svaloviny pfedsini nez mezi pruhy svaloviny komor.
Svalovina stén levé komory je tiikrat mohutngjsi nez svalovina stén pravé komory (Cichak

2016) .
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Kardiomyocyty jsou obklopeny intersticialni siti ECM, tvofenou ptevazné fibrilarnimi
kolageny (Bowers, Banerjee, and Baudino 2010). Srde¢ni ECM slouzi nejen jako mechanické
leseni, ale je také dilezita pro pienos kontraktilni sily. Mezi hlavni srde¢ni intersticialni
kolageny patii kolageny I, III, IV a V (Jirmar and Pelouch 1993). Prevladaji typy I a III, které
jsou nezbytné pro strukturdlni a funkcni integritu myokardu. Jejich zmény v poméru exprese
jsou povazovany za dulezité pro pruznost a tuhost srdce a mohou zvysit nachylnost k
reentrantnim arytmiim (Jugdutt 2003; Weber et al. 1992). Srde¢ni ECM obsahuje také elastiny,
glykosoaminoglykany, multiadhezni molekuly (fibronektin, laminin, nidogen), antiadhezni
proteiny (tenascin, trombospondin, osteopontin) a enzymy (metaloproteinazy), které mohou byt
po poranéni rychle aktivovany a stimuluji opravu (Jugdutt 2003).

Vétsina proteinit ECM se tvofi v srdecnich fibroblastech. Srde¢ni fibroblasty, hlavni buiiky
produkujici ECM, tvofi jednu z nejvétSich bunéénych populaci a hraji dulezitou
homeostatickou roli. Fibroblasty lze odliSit od jinych intersticidlnich bunék myokardu na
zéklad¢ exprese receptoru 2 obsahujiciho diskoidinovou doménu, PDGFR-a, a transkripcniho
faktoru Tcf21. Identifikace a charakterizace populaci fibroblastl je dale komplikovana jejich
dynamickymi fenotypovymi zménami v poskozenych tkanich (Tallquist 2020). V srdci po
infarktu myokradu nebo srde¢nim stresu, podl€haji fibroblasty pfeméné na myofibroblasty,
bunky, které vykazuji vyrazné endoplazmatické retikulum (indikujici synteticky aktivni
fenotyp) a expresi kontraktilnich proteind, jako je aktin hladkého svalstva (a-SMA) (Hinz 2007,
2010).

Fibroblasty a myofibroblasty jsou heterogenni populace, ktera se sklada z n¢kolika podskupin
s odlisSnymi transkriptomickymi profily (Farbehi et al. 2019). Rezidentni srdecni fibroblasty
slouzi k udrZeni strukturalni integrity ECM site, (Eghbali et al. 1989) reguluji obrat kolagenu,
coz je proces, ktery vyZaduje neustalou syntézu a degradaci proteintt ECM (Brown et al. 2005;

Spinale 2007). Myokardialni kolageny zajiStuji strukturdlni integritu a geometrii myokardu,

11



umoziuji reagovat na zkracovani myocytu a prevadéji zmény sarkomery na celkovou Cerpaci
funkci levé komory. Jsou nezbytné pro udrzeni organizace celé osy: kolagen-integriny-
cytoskelet-myofibrilarni struktury (Li et al. 2020; Lindsey et al. 2005; Pauschinger et al. 2002).
V intersticidlni ECM je zapojeno a vzajemné komunikuje n€kolik riznych typti bunék. Cévni
endotelové bunky odrazi bohatou mikrovaskularni slozku myokardu. V normalnim srde¢nim
intersticiu se také nachdzeji mensi populace imunitnich bun€k a cévnich bunék (bunky hladkého
svalstva a pericyty) (Bajpai et al. 2018; Epelman et al. 2014; Lee et al. 2018). Nejvétsi populaci
imunitnich bun¢k tvoiti CD68-KP1+ bunky linie monocytti/makrofagti odpovidajici pfevazné
makrofagiim a dendritickym bunikam, které byly imunoreaktivni viici DC-SIGN (Afanasyeva,
Georgakopoulos, and Rose 2004). Uloha téchto bunék je stile pfedmétem probihajiciho
vyzkumu a tyto buiiky mohou mit jak pfiznivé, tak Skodlivé u€inky na srdce na zaklad¢ riznych

patofyziologickych okolnosti (Marty and Eriksson 2006; Pistulli et al. 2013).

1.2.Charakteristika pravé a levé siné

Srdce se skladd ze ctyf oddila: levé siné, levé komory, pravé komory a pravé siné.
Pravostranné oddily pumpuji krev do malého (plicniho) ob¢hu, levostranné srde¢ni oddily
vypuzuji krev do velkého (syst¢tmového) ob¢hu. Srdecni sin€é hraji vyznamnou roli ve
fyziologie srdce. Shromazd’uji krev béhem systoly a moduluji plnéni komor béhem diastoly.
Prava sin lezi nad a za pravou komorou a pied levou sini. Sténa pravé sin€¢ obsahuje inicidlni
¢ast ptfevodniho systému srde¢niho — sinoatrialni (SA) a atrioventrikuldrni (AV) uzly, které
tvofi vzruchy pro pravidelné stahy srdce. Z pravé sin€ krev protéka ptes trikuspidalni chlopen,
a pak pfes komoru vtokovou ¢asti proteCe trabeculou carnae slozenou z myokardu, dale

pokracuje do vytokové casti conus arteriosus. Pulmonalni chlopni protéka do plicni tepny a
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jejimi vétvemi do plic, kde dochazi k vyméné krevnich plynit (Cihdk, Haman, and Taborsky
2016).

Leva sift ma sféricky tvar s objemem podle echokardiografickych metod méfeni 22 + 6 ml/m?.
Sténa levé sin€ (3—5 mm) zajistuje dobrou pruznost, slouzi jako rezervoar béhem komorové
systoly, a pak po otevieni mitralni chlopné presouva krev do levé komory (Kittnar O. 2011;
Skioufil and Fiala 2013). Béhem prvni faze diastoly leva sini pfevadi krev pasivné z plicnich
zil do levé komory. Naplnéni levé komory je nasledné zajisténo systolou levé sing€, ktera
diastolickou fazi komor ukoncuje. Béhem kontrakce levé sin€ se srdecni tepovy objem zvysSuje
0 10 az 30 % (Appleton, Hatle, and Popp 1988; Mitchell and Shapiro 1969). Leva sii je dobie
vybavena nékolika vrstvami svalovych vldken. Subepikardialni svalova vldkna jsou
orientovana predevSim cirkularn€é a obkruzuji levou sini lateralné¢ od septa, v némz jsou
zakotvena ve svalovém valu kolem fossa ovalis. Cirkularni vldkna jsou nejvyraznéjsi nad
mitralnim prstencem, a pak k této vrstvé vlaken smérem k endokardu ptidavaji vlakna podélna
a Sikmda. Podélna vldkna sméiuji od stropu levé siné a kon¢i v mitralnim prstenci, jehoz
vazivové struktury kompletné odd¢€luji svalovinu sini a komor. Svalova vlakna méni smér a
jednotlivé vrstvy se vzajemné proplétaji, ¢imz vznikaji podminky pro velmi rozmanité vedeni
elektrickych vzruchti. Svalova vldkna rovnéz ptechézeji na Gsti plicni Zily, v nichz tvofi svalové
rukavy zasahujici hloubé&ji do vlastni zily. Proximaln¢ jsou tato svalova vlakna solidni a zcela
obkruzujici usti plicnich zil, distalnéji se nepravidelné rozvétvuji a postupné vytraceji (Ho,

Anderson, and Sanchez-Quintana 2002).

1.3.Pfevodni systém a SiFeni vzruchu

Srdce je vybaveno specialnim systémem bunék, které maji minimalni nebo zadné kontrakcni

schopnosti, ale které jsou schopny vytvaret v srdci elektrické vzruchy a rozvadét je presné
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naprogramovanou rychlosti po kontraktilnim myokardu. Ak¢ni potencidl myokardu ma vyrazné
delsi trvani a 1i$i se svym pribéhem v riiznych ¢astech srdce, predevsim podle funkce (pracovni
myokard nebo prevodni systém srdecni), ale také podle lokalizace myokardialnich bun¢k
(Kittnar O. 2011).

Pfevodni systém srdecni je soustava specializovanych svalovych bunék v srdci, generujici
elektrické impulzy a umoziujici koordinované a efektivné rozvadét elektrické vzruchy nutné
ke kontrakci srdce (Sedmera and Vostarek 2017). Srdec¢ni sval se elektricky aktivuje od hrotu
smérem k bazi srdce, od endokardu pres myokard az k epikardu. Fyziologicky vznika vzruch
v sinoatridlnim uzlu (SA) umisténém pod epikardem ve sténé pravé predsiné blizko usti horni
duté zily. Odtud se pak S$ifi po celém pracovnim myokardu ptfedsini. SA uzel je hlavnim
srdecnim pacemakerem a udava frekvenci vzruchi, kterd u zdravého srdce piedstavuje
frekvenci srde¢nich stahti 60—100/min (Kittnar O. 2011). Pfitomnost iontovych kanala — HCN
(zejména HCN4) umoznuje tento proces. Tyto kanaly jsou aktivovany béhem hyperpolarizace
membrany. Kandly se oteviraji a zptisobuji pomalou depolarizaci, jez prekro¢enim prahového
potencialu vyusti rychlou depolarizaci v akéni potencial a cely cyklus se poté opakuje
(DiFrancesco 1993; Sedmera and Vostarek 2017; Pauschinger et al. 2002). SA uzel tvofi tzv.
pacemakerové bunky, které se vyznacuji pravé expresi HCN4, coz je vSeobecné uznavany
pacemakerovy marker (DiFrancesco 2010; Mommersteeg, Brown, et al. 2007; Mommersteeg,
Hoogaars, et al. 2007).

Pod endokardem na spodin€¢ pravé predsiné blizko usti sinus coronarius se nachazi
atrioventrikularni uzel (AV) s pomalym vedenim akéniho potencialu (0,02-0,05 m/s), coz
vyrazné zdrzuje postup vzruchu z ptedsini na komory (Kittnar O. 2011). Na jeho dolni ¢ast je
navazan Histiv svazek, ktery pronika membranovym septem mezi sinémi a komorami. Déle v
mezikomorovém septu navazuji pravé a levé Tawarovo raménko, kterd jsou elektricky

odizolovana od pracovniho myokardu (Sedmera and Vostarek 2017; Suma 2001). Pievodni

14



systém komor se vétvi na Purkynova vldkna, ktera vytvareji subendokardovou sit’, uloZzenou na
urovni obou komor.

Srdce v sobé zahrnuje vlastnosti elektrické, pti které vznika a Siti se elektrické podrazdéni a
mechanické ve formé kontrakce srdecni svaloviny. Rlizné typy bunc¢k maji odlisné elektrické
vlastnosti membran ovlivnéné rozliSnym zastoupeni iontovych kanali a nacasovanim jejich
otevirani, zavirani, poptipadé¢ jejich inaktivaci v membrané téchto bun¢k (Novakova and CSc
2007).

Buiiky sinového a komorového myokardu jsou propojeny do podoby syncytia pomoci
specidlnich bilkovinnych struktur v jejich membrénach. V klidu jsou membrany vSech bunék
polarizované diky pfitomnosti sodiko-draslikové pumpy (draslikovy potencidlem -90 mV a
sodikovy potencidl +60 mV). Draslikové kanaly v klidu jsou vice otevieny a uvnitt bunky
prevlada potencial -70 mV.

Pti podrazdéni pracovniho myokardu vznika ak¢ni napéti bunék, sodikové kanaly se oteviraji a
do buriky vstupuje Na". Napéti se bude blizit k hodnoté sodikového koncentraéniho ¢lanku +30
mV. Dale pii otevirani draslikovych kanali dojde k navratu zmény polarity membrany ke
klidovym hodnotam — repolarizace, opét v n€¢kolika fazich: faze 1 — casna rychla repolarizace
(+30 az +5 mV), faze 3 — zadvérecna rychlé repolarizace (0 az -70 mV).

Vépnikovy proud ICa zpomaluje pribéh repolarizace, prodluzuje usek a vytvareji tzv. platod
ve fazi 2, kolem 0 mV. Spontanni depolarizace membran bunék prevodniho systému v SA a
AV uzlu je zahajena proudénim Ca?* pouze s malym p¥ispévkem Na*.

SA uzel mé nejkrat$i spontdnni depolarizaci. Jestli SA uzel bude vyloucen za néjakych
okolnosti z ¢innosti, jeho roli pfebira AV uzel, Histiv svazek nebo Tawarova raménka a
postupné se budou snizovat frekvence vygenerovanych vzruchii (Novakova and CSc 2007;

Silbernagl et al. 2016).
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1.4.Cévni zasobeni myokardu

Srdce je zasobeno vétvemi dvou koronarnich (véncitych) tepen, které se déleni na pravou a
levou korondrni tepnu a srde¢ni sval je taktovyzivovan okyslicenou krvi. Mezi lidmi existuji
pomémne velké individualni rozdily v vétveni koronarnich tepen. Kazda z véncitych tepen
zéasobuje urCitou ¢ast myokardu. Tepny odstupuji z kofene aorty a leva korondrni tepna se
kratce po odstupu dé€li na ramus interventricularis anterior (RIA) a ramus cirkumflexus (RC).
Leva koronarni tepna pomoci RIA zéasobuje prevdznou cCast levé komory a piedni ¢ast
mezikomorového septa, RC zéasobuji levou sin a bo¢ni a horni ¢ast levé komory. Prava
koronarni tepna sméfuje doli po pravé strané srdce v blizkosti ouska a zasobuje kyslikem
vétsinu pravé komory, horni zadni ¢ast komorového septa a pravou siii. Odkyslic¢enou krev ze
stén myokardu odvadi venae cordis. Sinus coronarius ulozeny na zadni sténé pravé siné je
hlavnim sb&mym kmenem Zilniho odtoku ze srde¢nich (Cichak 2016; Stangk 2020).

Mikrocirkulace myokardu je heterogenni cévni kompartment sestavajici z cév o pruméru <500
um, tj. malych tepen, arteriol, kapilar a postkapilarnich zilek, které jsou zodpovédné za
distribuci krve a prenos vody a rozpusténych latek k pracujicim kardiomyocyttim (Hearse et al.
1993). Endotelové buiiky produkuji celou $kalu mediatord, které se dostanou do krevniho obéhu
a lokaln¢ difunduji do sousednich hladkych svalovych bun¢k a kardiomyocyt. Oxid dusnaty
indukuje vazorelaxaci a hraje dalsi dulezité role: zhaSi superoxidové radikaly, zmirfuje
adherenci a aktivaci krevnich desticek, moduluje mikrovaskularni permeabilitu, inhibuje funkci
leukocytt, a reguluje kontraktilni funkci myokardu (Kelly, Balligand, and Smith 1996; Kurose

et al. 1993; Moncada 1999).
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1.5.Fibrilace sini

1.5.1 Definice

Fibrilace sini (FS) je supraventrikuldrni arytmie, charakterizovana rychlou, nekoordinovanou
akci sini. Na elektrokardiografickém zaznamu nejsou patrny jasné viny P, nékdy lze rozpoznat
rychl¢é fibrilacni vinky o frekvenci > 300/min ¢i vinéni izoelektrické linie. Vinky se mohou
misty do urcité miry zpravidelnit a zvétSit. Frekvence prace komor zalezi na tonu sympatiku a
vagu, ptfevodnich vlastnostech AV uzlu a také vlivu medikace. Nékdy je akce komor relativné
vyrovnand a kolisd v malém rozmezi, jindy je zcela nevyrovnana. Pii vySSim pievodu
na komory mohou byt né¢které nebo vSechny komplexy QRS aberované. Pravidelna akce komor
je typickd pro atrioventrikularni blokadu a ndhradni junkéni ¢i komorovy rytmus, aktivni
nahradni rytmus a ptechod fibrilace sini v jinou arytmii. Fibrilaci sini mize maskovat také
pravidelny stimulovany rytmus. Jako fibrilace sini se oznacuji epizody trvajici minimalné 30
sekund (Cihék et al. 2012; Smid and Rokyta 2017).

Fibrilace sini se mlze vyskytovat samostatné ¢i byt spojena s jinymi supraventrikularnimi

arytmiemi. Pomérn¢ Casty je spoleny vyskyt s flutterem sini, kdy se mohou ob¢ arytmie u
téhoz nemocného stfidat ¢i prechazet jedna v druhou. FS muze byt spojena se sifovymi
tachykardiemi, s AV nodalni a AV reentry tachykardii: tyto tachykardie ji dokonce mohou
spoustet. Velmi Casto 1ze u pacientli s paroxysmalni fibrilaci sini pfi EKG monitoraci zachytit
etné supraventrikularni extrasystoly nebo jejich salvy, které fibrilace sini spoustgji (Cihak et

al. 2012).
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1.5.2 Klasifikace

Fibrilaci sini mizeme klasifikovat podle nékolika kritérii. V soucasnosti se nejcasteji

doporucuji klasifikace fibrilace sini, ktera je zalozena na délce trvani FS (Camm et al. 2010;

Levy et al. 2003). Pouzivaji se déleni na fibrilaci sini jako prvni dokumentovanou ataku,

paroxysmalni, perzistujici, dlouhodobé perzistujici a permanentni fibrilaci sini.

Poprvé diagnostikovana

FS nediagnostikovana diive bez ohledu na trvani a ptfitomnost/zdvaznost

ptiznakt

Paroxysmalni FS ukoncend spontann€¢ nebo pomoci intervence do 7 dnl od svého
vzniku

Perzistujici FS trvajici nepfetrzité >7 dnd, véetné epizod ukoncenych kardioverzi po

7 dnech

Perzistujici dlouhodobé

FS trvajici nepfetizit¢ >12 mésicl, jestlize je rozhodnuto o strategii
kontroly rytmu

Permanentni

FS pfijata pacientem nebo lékafem a nejsou podnikany dalsi pokusy o
obnovu/udrzovani sinusového rytmu. Permanentni FS reprezentuje
pristup pacienta a Iékafe a nikoli patofyziologické vlastnosti FS. Pti
rozhodnuti o kontrole rytmu se arytmie pteklasifikuje jako (dlouhodobd)
perzistentni FS.

Tab.1 Typy fibrilace sini

Poprvé diagnostikovana fibrilace sini mize byt symptomatickd i asymptomatickd, spontanné

koncicii pietrvavajici. Epizoda mlize byt jedna nebo v budoucnu muZze dojit k opakovéani. Za

recidivujici fibrilaci sini jsou oznacovany piipady dokumentované dvakrat. Paroxysmalni

fibrilace sini spoc¢iva v recidivach FS, které konci spontanné a trvaji alespont 30 sekund, i kdyz

za urcitych okolnosti maji vyznam i epizody kratsi. Perzistujici fibrilace sini pfetrvava déle nez

sedm dni a epizody ve vétSin¢ piipadu konc¢i az po uzivani léku nebo po provedené

elektrokardioverzi. U jednoho pacienta se mohou soucasné vyskytovat kratSi paroxysmy

fibrilace sini 1 epizody perzistujici formy. Dlouhodob¢ perzistujici fibrilace sini trva déle nez
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rok. Permanentni fibrilace sini vétSinou pietrvava nebo casné recidivuje 1 po kardioverzich a
povazuje se za trvaly srdeCni rytmus pacienta.

Pti posuzovani FS u individualniho nemocného vSak musime ptihlédnout k fadé jinych faktort,
jako je symptomatologie, hemodynamicky vliv, trvani FS ¢i frekvence atak, v€ék pacienta,
pritomnost a zdvaznost kardidlniho onemocnéni a dalSich pfidruzenych chorob (Taborsky

2013).

1.5.3 Epidemiologie, prevalence a mortalita (pri¢iny a rizikové faktory)

Atrialni fibrilace (AF) je jedna z nejcastéjSich arytmii, jejiz patogeneze je stale pouze
nedostateCné prozkoumana. Mortalita pacientll s fibrilaci sini je pfiblizné 2x vysSi nez u
pacientl se sinusovym rytmem. V evropské populacni studii (Rotterdam study) byla celkova
incidence fibrilace sini 9,9 pfipadu na 1000 obyvatel za rok. Faktory zvySujici riziko vzniku

fibrilace sini je v€k, pohlavi a pfitomnost kardiovaskularniho onemocnéni Obr.1.
Zeny Muzi

B Koufeni

M Diabetes mellitus

I Hypertrofie levé komory
M Nezndmé

M Infarkt myokardu

M Hypertenze

I Srdecni selhdni

B Chlopenni onemocnéni

Obr.1 Rizikové faktory fibrilace sini (Taborsky 2013)

U vétSiny pacientd fibrilace sini vznikd jako dasledek soubézné pusobicich mnohocetnych
faktori. U dals$i skupiny pacienti je mozné zaznamenat genetickou predispozici,

19



kardiochirurgicky vykon, obezitu, uzivani alkoholu, spankovou apnoe a diabetes mellitus (DM)
Obr.2.

Jednou z castych pfi¢in FS je porucha funkce S§titné zlazy. Tak naptiklad, subklinicka
hyperthyreoza s nizkou koncentraci thyrotropinu (TSH) vyrazné (3-5x) zvySuje riziko FS.
Existuje nékolik vyzkumnych praci hodnoticich souvislost mezi DM a AF, které zjistily, ze DM
je vyznamnym nezavislym rizikovym faktorem pro fibrilaci sini (Feinberg et al. 1995; Ostgren
et al. 2004; Psaty et al. 1997). Mechanismus, jakym onemocnéni DM ovliviiuje vznik a progresi
AF neni dosud znam. UvaZuje se o poruchach koronarniho mikrovaskuldrniho fecisté a
metabolické dysfunkci sinového myokardu (Heather and Clarke 2011; Movahed,
Hashemzadeh, and Jamal 2005). U diabetickych potkanii byla pozorovana fibréza siiového
myokardu, kterou bylo mozné omezit pii potlaceni tvorby advanced glycation end-products
(Kato et al. 2008). Navic je DM spojen s fadou systémovych onemocnéni jako je napiiklad
infekce a selhani ledvin spojené s poruchami homeostazy elektrolyt, které by mohly ovlivnit

atrium a stat se spoustécem AF (Movahed, Hashemzadeh, and Jamal 2005) .

Genetické faktory Epigenetické

- primarni geny a proteomické
- modifikujici geny faktory

Zevnivlivy Strukturdlni abnormality
- diabetes srdce

- hypertenze - 2anét
- obezita - metabolické zmény
- alkohol - hypertrofie

- spankovd apnoe - remodelace

Flbnlace
sml

Obr. 2 Etiopatogeneze fibrilace sini (Taborsky 2013).

Nové poznatky o genetické predispozici ke vzniku fibrilace sini ptinaSi celogenomové

asociacni studie (GWAS) (Burstein and Nattel 2008). Framingham Heart Study pozorovali u
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pacientl s alespon jednim z rodict s diagnézou fibrilace sini 1,8% vyssi riziko rozvoje tohoto
onemocnéni nez u téch, ktetfi méli negativni rodinnou anamnézu (Fox et al. 2004). Vice nez
30 % pacientil ma prvostupnové piibuzné s fibrilaci sini (Ellinor et al. 2005; Marcus et al. 2008).
U nefamiliarni fibrilace sini bylo popsano nékolik genetickych variant, které zvySuji riziko
vzniku fibrilace sini. Tyto varianty jsou v populaci bézné, ptispivaji malym rizikem ke vzniku
fibrilace sini. Molekularni defekty, které zpiisobuji familidrni FS, nejsou zatim pfili§ jasné.
Gudbjartsson et al. popsal né¢kolik chromozomalnich aberaci, studie identifikovali lokus na
chromozomu 4q25 asociovany s fibrilaci sini u subjekti vSech vékovych kategorii
(Gudbjartsson et al. 2007). Byly nalezeny dv¢ rizikové alely pro fibrilaci sini, a to rs2200733 a
rs10033464 v signifikantni asociaci s ischemickou cévni mozkovou piihodou a jako silné riziko
kardioemboliza¢ni cévni mozkové piihody (Gretarsdottir et al. 2008; Taborsky 2013).

Rostouci vek je ze vSech rizikovych faktori spojen nejsilnéji s rostoucim vyskytem fibrilace
sini (Wakili et al. 2011). Jeji prevalence je okolo 1% u mladSich osob a u osob starSich 75 let
dosahuje 9% (Heeringa et al. 2006). Podle veéku se 1i8i 1 manifestace AF: u mladSich pacientl
jsou spise ojedin€lé paroxysmy AF, s rostoucim vékem Cetnost atak stoupa €i arytmie prechazi
v permanentni (Go et al. 2001; Kannel et al. 1982; Psaty et al. 1997). Existuje n¢kolik studii,
které zaznamenaly vyS$i vyskyt atridlni fibrozy se stoupajicim vékem (Annoni et al. 1998;
Goette et al. 2002). Gramley et al. ukdzal, ze v biopsiich pravé sin€ ziskané u starSich pacienti
podstupujicich operaci na otevieném srdci je vysSsi vyskyt fibrozy a nizs§i exprese markert
hypoxie a angiogeneze (Gramley et al. 2009). Stoupajici vék muze byt spojen s nékterymi
strukturdlnimi zménami v myokardu, tyto zmény budou udrzovat elektricko-anatomicky
podklad nezbytny pro vznik a udrzeni FS. S pfibyvajicim veékem se zvySuje izolace
kardiomyocytt v disledku snizené exprese connexinil a zvySené tvorb¢ fibrozni tkané mezi
kardiomyocyty sini (Spach et al. 2007). Ve Framinghamské studii, ktera sledovala 8725

pacientil po dobu 30 let, se fibrilace sini rozvinula u 10,7 % jedinct, celoZivotni riziko rozvoje
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FS pro osoby ve véku 40-95 let bylo 26 % pro muze a 23 % pro zeny (Lloyd-Jones et al. 2004).
Za poslednich 20 let prevalence atridlni fibrilace u mizu vzrostla vice nez dvojnasobné (z
puvodnich 1,4% na 3,3%), u Zen prevalence spiSe klesd nebo pfinejmensim stagnuje (Friberg
et al. 2003).

Atridlni fibrilace u déti je neobvykla, pokud je pfitomna, mlze byt spojena se zdvaznymi
strukturdlnimi onemocnénimi srdce nebo vznika po kardiochirurgickych operacich.

Cast pacientt s AF je sou¢asné postizena dal§imi srde¢nimi poruchami - nejéastéjsi hypertenzi,
ischemickou chorobou srdecni, kardiomyopatii, chlopennimi vadami (zejména mitralni
stenozou) a perikarditidami.

Arterialni hypertenze ve Framinghamské studii byla u 14% jedinct s FS a byla identifikovana
jako nejvétsi rizikovy faktor pro vznik FS (Lloyd-Jones et al. 2004). Hypertenze také zvySuje
riziko rozvoje mozkové piihody nebo intrakranidlniho krvaceni. Ischemicka choroba srdecni
je pozorovéna u 20% pacientt s FS. Po infarktu myokardu mize u 6-9% postizenych nastat FS
v disledku ischémie a prepéti pii srdeCnim selhani. Pfitomnost AF nezavisle zvySuje morbiditu
a mortalitu pacientii, predevSim v duasledku tromboembolickych komplikaci a srdec¢niho
selhani.

Chlopenni vady zvySuji riziko rozvoje atridlni fibrilace. FS byvéa Casto prvni manifestaci
mitralni sten6zy nebo regurgitace a vyskytuje se také v pozdé¢jSich stadiich aortalni stendzy.

VétsSina pacientl, ktefi podstoupili operativni vymeénu chlopni méli AF.
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1.5.4 Patogeneze, patofyziologie a mechanismus vzniku fibrilace sini

Patogeneze FS nebyla dosud plné objasnéna. U pacientu s fibrilaci sini byly nalezeny
strukturdlni zmény v myokardu sini, které byly charakterizované ztratou masy svalové tkané
spolu s fibrotickymi zménami souvisejicimi s dilataci sini. Tyto zmény ve struktufe stény sini
pak udrzuji FS a FS pfechazi do permanentni formy (Lukl 2009).

Mechanismus vzniku FS je multifaktoridlni a komplexni. Vyvolavajicim faktorem FS jsou
loziska ektopické aktivity vedouci ke vzniku reentery okruhu. Vznik, vyvoj 1 vlastnosti
spoustéciho zdroje a substratu ovliviiuji ¢etné faktory (Chen et al. 2006).

Lozisko muze byt jedno ¢i n€kolik, jejich aktivita se miize stiidat a nejCastéji se objevuji v usti
plicnich Zil (Cihak et al. 2012; Eckstein et al. 2008), ale mohou byt piitomna také kdekoli v
srdecnich sinich (Ho et al. 1999). Vznik ektopickych lozisek mtze byt podminén pokracovanim
svaloviny ze sini do usti plicnich zil (Taborsky 2013). Pod vlivem neustalych ektopickych
impulzii dochazi k remodelaci sini, a to na elektrické¢, kontraktilni i strukturdlni urovni
(Allessie, Ausma, and Schotten 2002). Pti elektrické remodelaci probihaji zmény v intervalu
minut a pii strukturdlni remodelaci - dny a mésice. Strukturalni a elektrofyziologické vlastnosti
kardiomyocytli se navic méni s rostoucim vékem a pfi riiznych kardiovaskularnich i jinych
onemocnénich.

Patologickou zménou, ktera nejCastéji provazi vznik atridlni fibrilace, je fibrotizace sini a ztrata
kontraktilni svaloviny. Vazivo odd¢€lujici kardiomyocyty vede k nehomogennimu vedeni
vzruchu v sinich. Zmény postihuji také sinusovy a atrioventrikuldrni uzel a mohou vést k
syndromu chorého sinu a AV blokddam. Zmény sinového uzlu dale zhorSuji FS a potlacuji jeho

aktivitu (Taborsky 2013).
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Napéti stén sini (stretch) aktivuje systém renin-angiotenzin-aldosteron. ZvySené mnozstvi
angiotensinu II a ristového faktoru beta-1(TGF-betal) vede k produkei riistového faktoru
vazivové tkan¢ ( connective tissue growth factor, CTGF).

Krom¢ fibrotizace myokardu dochazi i ke zménam v duasledkti poruch Sifeni impulzi mezi
kardiomyocyty, a také k castecnému bloku mezibunééného spojeni umoziujiciho vznik a
udrzeni AF. ZvySovani mnozstvi vaziva pii AF neni primarni, ale je aktivovano zvétSovanim
sini. Dale, rychla frekvence sini vede k ischémii, ktera dale prohlubuje zmény kardiomyocyt
(Allessie, Ausma, and Schotten 2002). Remodelace srde¢ni tkané muze byt disledkem syntézy
kvalitativné a kvantitativné odliSnych kolagennich a nekolagennich proteinti (Jugdutt 2003).
Remodelace struktury sini a elektrickd remodelace jsou dva diilezité rysy AF, které mohou vést
ke vzniku a perzistenci AF. AF zase muze zhorsit strukturalni ptestavbu sini a elektrickou
piestavbu (Reilly et al. 2016). Studie ukazuji, Ze sifiovd fibroza hrala klicovou roli pfi
strukturdlni remodelaci a Ze gap junction proteiny (GJPs) hraly dulezitou funkci pii elektrické
remodelaci sini (Igarashi et al. 2012).

Pti trvajici fibrilaci se v sinich odehravaji adapta¢ni zmény, pfi¢emz nékteré zmeény mohou byt
reverzibilni, nicmén¢ reverzibilita strukturalnich zmén a fibrézy nemusi byt Gplna. Aktivace
fibroblastli, zvySena depozice slozek pojivové tkan¢ a fibroza jsou hlavnimi rysy tohoto
procesu. Strukturalni remodelace ma za nésledek elektrickou disociaci mezi svalovymi snopci
a lokdlni heterogenity vedeni vzruchu podporuji reentry mechanismy a udrzovani arytmie.
Mechanismus fokélni aktivity mize zahrnovat jak spousténou aktivitu, tak lokalizované
reentry. U pacientli s paroxysmalni AF byla dokumentovana hierarchicka organizace AF s
oblastmi rychlé aktivace, které tfidi/udrzuji arytmii; u pacientl s perzistujici AF je tento jev
méné vyrazny. Fibrilace sini miize byt udrzovana kontinudlnim vedenim nékolika nezavislych
vin propagujicich se siiovou svalovinou zdanlivé zcela chaoticky. Dokud pocet vin neklesne

pod kritickou mez, dokézi tyto viny arytmii udrzovat.
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Dominantnim srde¢nim oddilem pro vznik fibrilace je leva sin, ucast pravé siné je méné
vyznamna. Strukturalni zmeény sini vznikaji v dasledku primérnich kardiovaskularnich
onemocnéni a stavli a soucasné jsou navozovany a zhorSovany vlastni fibrilaci. Tato tzv.
arytmii indukovana remodelace se déje Casné na elektrické urovni a pozd¢ji 1 na strukturalni
a mechanické urovni (Ausma et al. 1997; Goette et al. 2000). Vyvoj remodelace sini pti vzniku
arytmie umoznuje Castéjsi ataky FS, jejich delsi trvani ¢i pfechod do chronicity: ,,FS tak
vyvolava dalsi FS*. Naopak potlateni remodelace zvySuje pravdépodobnost udrzeni
sinusového rytmu.

V pocatecnich stadiich paroxyzmalni FS pievlada vyznam spoustéci ektopie a fibrilace bude
udrzovana setrvalou aktivaci reentry okruhu, pficemz pocet bude zéaviset na vodivych
vlastnostech a velikosti sin€. Pro udrzeni setrvalejSich forem FS je predpokladana ptitomnost
urcitych nepravidelnosti ve svaloviné srde¢ni sini (Taborsky 2013). Nové katetrizacni studie
ukazuji, ze u pacienti se SR a makroskopicky normalnimi sinémi mohou byt pfitomny drobné
histologické zmény (Cihak, Haman, and Taborsky 2016) .

Nekteré studie popisuji fadu rizikovych faktort spojenych s FS, mezi které 1ze naptiklad zatadit
uzivani alkoholu (Maki et al. 1998), obstrukéni spankovou apnoe (Gami et al. 2007),
hyperfunkci stitné Zlazy (Taborsky 2013) a sportovni aktivity (Mont et al. 2002). Z kardialnich
piicin je nejCastéj$i hypertenze (Lloyd-Jones et al. 2004), ischemicka choroba srde¢ni
(Goldberg et al. 2002), kardiomyopatie (Robinson et al. 1990), chlopenni vady (zejména
mitralni sten6za) (Diker et al. 1996)a perikarditidy. Vyskyt FS ovliviiuje 1 zvySeny tonus vagu
a u ¢asti pacientu FS byla spojena s vy$sim tonem sympatiku (Taborsky 2013).

Vékem podminéna remodelace myokardu postihuje dvé zakladni komponenty myokardu:
bunécnou slozku (ptfedevSim srdeéni myocyty) a extracelularni matrix. Podle soucasnych
znalosti se v prubéhu véku uplatiuje fada procest, které vedou k porusSe funkce kardiomyocyti.

Mezi nimi maji vyznamnou roli: oxidativni stres (zvySena produkce kyslikovych radikali),
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perzistence zanétu o nizké intenzité a snizena funkce mitochondrii. Mezi ostatni procesy patii
poruchy funkce sarkoplazmatického retikula, dale zkracovani telomer, buné¢na senescence,
nestabilita genomu, epigenetické zmény, snizend odolnost na pilisobeni zevnich stresord,
porucha tvorby a reparace sarkolemalnich proteinti a poruchy regulace energetickych procest
myocyti. Rada abnormalit funkce srde¢nich myocytil zvySuje jejich senzitivitu pro paisobeni
zevnich patogenetickych Cinitell (hypoxie, kyslikové radikaly aj.), coz vede k indukci
apoptotickych procesit v myokardu (Pudil 2020).

V pribéhu véku dochazi také k vyznamnym zméndm extraceluldrni matrix, které zahrnuji
zménu struktury kolagennich vldken (pokles zastoupeni kolagenu III a zvySené zastoupeni
kolagenu I), zvySenou tvorbu pficnych spojeni (cross-linking) mezi vlakny kolagenu. Ke
zvysené tvorb¢ pricnych mustka ptispiva také zvySena koncentrace konecnych produkti
pokrocilé glykace (advanced glycation end products, AGEs), které vedou ke zvysSené tvorbé
vazeb mezi riznymi slozkami extraceluldrni matrix (kolagenem, lamininem a elastinem)
(Lindsey et al. 2005; Pudil 2020). Nasledkem je zvySeni tuhosti stény myokardu.

S v€kem dochazi k poruse funkce fady metaloproteinaz (napi. MMP 9, 12, 28) a jejich
tkanovych inhibitort (TIMP-1, 2, 3) (Pudil 2020; Triposkiadis et al. 2022). Vék ovliviiuje také
funkci srde¢nich fibroblasti, které produkuji jednotlivé typy kolagenu, fibronektinu a dalSich
molekul vcetné nékterych metaloproteindz a jejich tkdnovych inhibitorii. V pribéhu starnuti
dochazi také ke zméné¢ funkce makrofagu, které jsou pifitomny v myokardu a maji fadu
regulacnich funkci (lokalni produkce cytokint, ovlivnéni funkce matrixovych metaloproteinaz

a podobng¢) (Li et al. 2020; Pudil 2020).

26



1.5.5 Dalsi mechanismy vzniku fibrilace sini.

S vékem dochazi také ke zvySenému ukladani amyloidu do myokardu (tzv. ,,wild-type*
transthyretinova amyloidéza, ATTRwt, dfive oznaCovana jako senilni amyloiddza). Ke
zvySenému ukladéani tohoto typu amyloidu dochazi u nékterych pacientti po 60. roce, podle
sek¢nich nalezil je mozné nalézt tento typ amyloidozy az u 25 % pacientl ve véku nad 80 let
(Gonzalez-Lopez et al. 2015; Pudil 2020).

V pribéhu starnuti miize také dochazet k fad¢ patogenetickych procestu podilejicich se na
zméné funkce myokardu v souvislosti s cévnimi zménami (Vaclavik 2020). Tento stav bude
spojen se snadn¢j$im ukladanim lipidovych Castic do cévni stény, coz se bude projevovat
dysfunkci endotelu a poruchami v mikrocirkulaci. Tyto zmény pfispivaji k poklesu funkce
myokardu.

Mezi komorbidity, které velmi vyznamné ovliviuji funkci myokardu ve vysSim véku, patii
piedevsim: arteridlni hypertenze, ischemicka choroba srde¢ni, hypercholesterolemie, diabetes
mellitus, onemocnéni ledvin, chronicka anémie a fada dalSich.

Ischemicka choroba srde¢ni a hyperlipidemie miize vést k fad¢ vaskularnich zmén v myokardu
(dysfunkce endotelu, progrese aterosklerotickych zmén s postizenim vétSiny typli cév).
Nasledkem je porucha mikrocirkulace v myokardu a snizeni kontraktility. Jindy dochéazi piimo
k vyfazeni vyznamné ¢asti myokardu (infarkt myokardu). V téchto situacich pak vyznamné
zavisi na aktudlnim funkénim stavu myokardu v dobé& vzniku akutni 1éze (Pudil 2020;

Triposkiadis, Xanthopoulos, and Butler 2019).
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1.6 Mechanismy srdecni fibrozy

Aktivované fibroblasty a myofibroblasty jsou centralni bunécné efektory v srdecni fibroze,
které slouzi jako hlavni zdroj matrixovych proteind. Imunitni buiiky, cévni bunky a
kardiomyocyty mohou také ziskat fibrogenni fenotyp za podminek stresu, ktery aktivuje
fibroblastové populace. Fibrogenni riistové faktory (jako jsou transformacni rastovy faktor-b a
rustové faktory odvozené z krevnich destic¢ek), cytokiny [vCetné tumor nekrotizujiciho faktoru-
a, interleukinu (IL)-1, IL-6, IL-10 a IL-4] a neurohumoralni drahy spousté;i fibrogenni signalni
kaskady vazbou na povrchové receptory a aktivuji navazujici signalni kaskady. Srdecni
fibroblasty mohou také vnimat mechanické namahani prostfednictvim mechanosenzitivnich
receptort, iontovych kanall a integrint, které aktivuji intracelularni fibrogenni kaskady, které
prispivaji k fibroéze v reakci na tlakové pretizeni (Frangogiannis 2021).

Aktivované fibroblasty jsou centralni bunécné efektory fibrozy myokardu, které slouzi jako
hlavni buiikky produkujici ECM. Pfeména fibroblasth na sekre¢ni, matrix produkujici a
kontraktilni bunky, nazyvané myofibroblasty, je kli¢ovou bunéfnou udalosti u mnoha
fibrotickych stavli. Aktivované myofibroblasty jsou hlavnim zdrojem strukturnich ECM
proteinil ve fibrotickych srdcich, (Cleutjens, Verluyten, et al. 1995) produkuji velké mnozstvi
matricelularnich proteinti, (Ashizawa et al. 1996; Komatsubara et al. 2003) a mohou také
piispivat k regulaci remodelace ECM produkci protedz, jako jsou matrixové metaloproteinazy
(MMP) a jejich inhibitory (Cleutjens, Kandala, et al. 1995). Expanze a aktivace fibroblastii pfi
remodelaci srdce miize zahrnovat pfimé ucinky fibrogennich medidtor, nebo stimulovat jiné
typy bunék, vCetné¢ imunitnich bunck, cévnich bunék a kardiomyocytl. Imunitni buiky
(makrofagy, lymfocyty, zirné builky a eozinofily) mohou podporovat aktivaci fibroblastt

vylu¢ovanim cytokini, ristovych faktorti a matricelularnich proteini.
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Cévni endotelové bunky a pericyty mohou také vyluCovat medidtory aktivujici fibroblasty a
bylo zjisténo, ze podporuji jejich pfeménu na myofibroblasty. Poskozené kardiomyocyty jsou
také schopny produkovat fibrogenni medidtory v reakci na stres, coz piispiva k aktivaci
fibroblastti. Navic u IM vede smrt kardiomyocyti a dalSich bunék myokardu k uvolnéni
molekularnich vzorcti spojenych s poSkozenim, které aktivuji zanét, coz nakonec vede k
fibroze. Relativni role riznych typii bunék ve fibrotické odpovédi zavisi na typu poskozeni
myokardu. Zanétlivé cytokiny, chemokiny a ristové faktory se podileji na patogenezi srdecni
fibrozy prostfednictvim piimych ucinki na fibroblasty, stimulaci néboru a aktivace
fibrogennich makrofagl a lymfocytii a spusténim fibrogenniho programu v cévnich bunkach a
kardiomyocytech. Navic, prodlouzeny chronicky zanét miize zpiisobit nekrézu kardiomyocytt,
coz vyvolava reparativni formu fibrozy (Frangogiannis 2021).

TGF-b je nejlépe charakterizovany fibrogenni rastovy faktor (Lodyga and Hinz 2020;
Frangogiannis 2022, 2020). Ruzné typy bunék (v€etné makrofagi, fibroblastii, kardiomyocyta
a krevnich desti¢ek) maji schopnost produkovat de novo velké mnozstvi TGF-b v poSkozeném
srdci, pticemz signalizace TGF-b v poskozenych tkanich je pfevdzné regulovana aktivaci.
Poskozeni bude mit za nésledek rychlou aktivaci TGF-b, coz poskytuje mechanismus pro
vhodnou prostorové omezenou stimulaci reparativni odpoveédi TGF-b.

Pericelularni aktivace TGF-b v mistech poranéni zahrnuje nékolik riznych molekularnich
signalli, véetné protedz, (Annes, Munger, and Rifkin 2003) matricelularnich proteinti, (Xia et
al. 2011), a integrinli. (Asano et al. 2006) Nadmérna exprese TGF-bl v myokardu a
konstitutivni exprese aktivovaného mutované¢ho proteinu TGF-b spousti komorovou fibrézu,
spojenou s de novo depozici strukturnich proteint ECM a aktivaci programu zachovavajiciho
matrix (Accornero et al. 2015).

PDGF (PDGF-AA, -BB, AB, CC a DD) jsou homo- nebo heterodimerni riistové faktory, které

signalizuji prostfednictvim dvou riznych receptort: PDGFR-a a PDGFR-b. Cetné dikazy
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naznacuji, ze izoformy PDGF hraji roli pifi aktivaci fibrotické odpovédi po poskozeni
myokardu. PDGF-A, PDGF-C a PDGF-D maji silné¢ fibrogenni ucinky na myokard,
zprostiedkované ptimymi ucinky a alespon ¢aste¢né up-regulaci TGF-b (Tuuminen et al. 2009).
Studie poukazujici na souvislost mezi zanétem a AF byly provedeny na zvitatech (Liao et al.
2010; Verheule et al. 2003) 1 u lidi (Frustaci et al. 1997; Chen et al. 2008; Nakamura et al. 2003;
Yamashita et al. 2010). Jin¢ studie ukazaly korelaci mezi hladinou fibrézy a infiltraci sinového
myokardu zanétlivymi butikami (Platonov et al. 2011). Neni zndmo, jestli jsou zanétlivé bunky
markerem lokalni reakce na poskozeni tkané zptisobené faktory vedoucimi k AF nebo zda se
aktivné podileji na udrzovani AF v disledku piimych cytotoxickych ¢i profibrotickych ucinkt
(Rudolph et al. 2010) nebo nepiimo v diisledku uvolnénych cytokind, které mohou podporovat

arytmogenezi (Liao et al. 2010).

1.7 Vztah atrialni fibrilace a srde¢niho selhani

Fibrilace sini a srde¢ni selhdni u mnoha pacientii spolu koexistuji, at’ jiz jako pfi¢ina, nebo
nasledek zakladniho strukturdlniho onemocnéni myokardu. Pfitomnost FS je spojena s horSim
klinickym prabéhem srdecniho selhani. U pacientli se srdeCnim selhdnim a zejména téch se
snizenou ejekcni frakcei levé komory existuje vyssi riziko vyskytu NSS (Reinier et al. 2014) a
malignich arytmii v€etné fibrilacni zastavy obéhu. Prevalence FS nartsté s klinickou zavaznosti
srde¢niho selhani, ve funkéni tfidé NYHA IV je fibrilace sini pfitomna téméf u 50 % pacientil
(Savelieva and John Camm 2004). Srdecni selhani a FS se mohou vzajemné vyvoldvat a
potencovat prostfednictvim mechanismil, mezi n€z patii strukturalni remodelace srdce, aktivace
neurohormonalnich mechanisma a naruSeni funkce levé komory (LK) souvisejici se srdecni
frekvenci. Pacienti s FS a se soubéznym vyskytem srde¢niho selhani, at’ uz se zachovanou (>

50 %) ejekeni frakei levé komory (EFLK), nebo se sniZzenou ejekéni frakei (EFLK 40 %), maji
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hor$i progndzu i vy$si mortalitu (Cihak, Haman, and Taborsky 2016). Analyza velkych studii
prokézala vyssi vyskyt NSS u pacientt s FS za pfitomnosti srdecniho selhani. Analyza dat RE-
LY ukazala ze srdeCni selhani u pacientu s FS bylo hlavnim prediktorem NSS. Studie
ROCKET-AF (17 171 tcastnikll) ukdzala vyskyt amrti u 1 214 (8,6 %) nemocnych.
Kardiovaskularni pfi¢iny umrti mélo 72 %, z toho 32 % ptedstavovalo nahlé iimrti ¢i beze
svedku, 15 % nasledovano umrtim z divodu srdecniho selhani. Embolizace nebo ischemicka
CMP byla ptic¢inou umrti u 6 % sledovanych. Ze vSech pfi¢in srdecni selhani souviselo s vy$§im
rizikem umrti a bylo hlavni pfi¢inou NSS. (Marijon et al. 2013; Pokorney et al. 2016; Smid and
Rokyta 2017). Studie poukazuji na vyznamné vyssi ohroZeni akutnim infarktem myokardu
pacientil s FS oproti pacientim bez FS (Soliman et al. 2015; Soliman et al. 2014). U 6-7 %
pacientu s IM fibrilace sini nastava v disledku ischemie sini a siniového piepéti pii srdeCnim
selhani (Goldberg et al. 2002). Diastolickd dysfunkce pifi asymptomatické a samotné
subklinické ICHS se projevuje ischemii komor, pfetézuje srdecni sin€ a zpusobuje atrialni
remodelaci a tim zvySuje vyskyt FS. Zmény se projevuji v pfevodnim systému srdecnim,
sympato-adrendlnim systému, a pti vyvoji mozné dysfunkce LK i zvySenou fibrozni aktivaci.
Rizikovymi faktory mohou byt endotelova dysfunkce a embolizace (Seccia et al. 2016; Soliman

et al. 2015; Soliman et al. 2014; Vermond et al. 2015; Smid and Rokyta 2017).
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CILE DISERTACNIi PRACE

Cilem préace bylo zjisténi moznych morfologickych a funkénich zmén endomysia (intersticia)
lidského atrialniho myokardu typickych pro atridlni fibrilaci. Zv1astni pozornost byla vénovana
mnozstvi a sloZeni mezibunééné hmoty silového endomysia a vyskytu riznych typt imunitnich
bun¢k. Déle byl sledovan stav kapilarniho fecisté, novotvorba kapilar a zrani jejich stény. Pii
porovndni riznych faktordi jsme také brali v potazv€k pacientli, soucCasné
onemocnéni diabetem II. typu a ischemickou chorobou srde¢ni.

Material byl shroméazdén ve spolupraci s Institutem klinické a experimentalni mediciny a
histologické ndlezy jsme v ramci této spoluprace vztahovali ke klinickym a biochemickym
parametrim. Histologicky materidl zahrnoval biopsie z pravych a levych ptedsini (pravé ousko,
levé ouSko a volna sténa levé sin€) pacientll se sinusovym rytmem a atrialni fibrilaci, kteti
predstavovali skupinu pacientd se spise mirn&j§im stupném srde¢niho onemocnéni (Cést IT). K
tomu jsme se dale zaméfili na pacienty s pokroc¢ilym srdecnim selhdnim, kde jsme provedli
analyzu explantovaného myokardu ziskaného pii srdeéni transplantaci (Cast I). Cilem bylo
zjistit, v jaké fazi srde€niho onemocnéni Ize ptipadné morfologické zmény typické pro atridlni
fibrilaci detekovat. Kvantitativni parametry endomysia zahrnujici bunécné struktury a
mezibunécnou hmotu jsme porovnavali s expresi riznych ristovych faktort.

Rozhodli jsme se vyuzit pfedevsim histologické metody - s uzitim obrazové analyzy jsme
zjistovali zastoupeni vldknité slozky mezibunééné hmoty pomoci specidlniho histologického
barveni. Kvantifikovany byly také jednotlivé slozky endomysia (kolagen I, kolagen III,
elastin). Imunohistochmické metody jsme zvolili i pro analyzu imunitnich bun¢k myokardu sini

a hodnoceni exprese rtstovych faktort.
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Prvni ¢ast nasi prace byla zaméfena na zjisténi souvislosti mezi charakteristikami tkané
myokardu a pfitomnosti fibrilace sini u pacientt s pokroc¢ilym srde¢nim selhanim. Vzhledem
ke zndmym souvislostem mezi témito srdeCnimi patologiemi nés zajimala predev§im mira
fibrozy myokardu vyjadiena objemovou frakci kolagenu (CVF). Sou€asné jsme se zaméftili na
expresi profibrotickych rastovych faktort - transformujiciho rastového faktoru beta (TGF-p) a
rustového faktoru pojivové tkané (CTGF) u pacientli se srde¢nim selhanim s AF a bez ni.
Vstupni hypotéza piedpokladala vyssi fibrozu a vyssi expresi profibrotickych ristovych faktora

v myokardu pacientl s atridlni fibrilaci.

Cast IT

Cilem druhé c¢asti prace bylo hodnoceni endomysia atridlniho myokardu u pacientt s atrialni
fibrilaci (AF) a sinusovym rytmem (SR), ktefi podstoupili operaci na otevieném srdci. Material
pochézel z vice lokalizaci, protoze jsme chtéli postihnout pfipadné anatomické rozdily v mite
postizeni Peroperacni bioptické vzorky levé a pravé sin¢ byly vySetfeny a hodnoceny pomoci
imunohistochemie pro vizualizaci a kvantifikaci kolagenu I, kolagenu III, elastinu, desminu,
hladkého svalového aktinu a vaskularniho endotelového ristového faktoru (VEGF). Dale byly
charakterizované a kvantifikované morfologické a funkéni populace zanétlivych bunék
pozitivni na CD45-, CD3-, CD68-KP1 v sitlovém myokardu pacientii s AF ve srovnani se
sinusem rytmem (SR). Vstupni hypotéza ptedpokladala vyssi fibrozu, nizsi mikrovaskuldrni
denzitu a vyssi expresi VEGF v myokardech pacientt s atrialni fibrilaci. Dale jsme o¢ekavali

vyS$$i zastoupeni imunitnich bunék — zejména T-lymfocyti a makrofagii - v myokardech
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pacientl s atrialni fibrilaci. Rozdily mezi pacienty s atridlni fibrilaci a se sinusovym rytmem
jsme ocekavali predevsim v levé sini.
(Pozn.: Déleni prace na Cast I a Cast II je chronologické. Ve vysledcich viak nejprve prezentuji

vysledky Casti II, protoZe se opird o stéZejni prvoautorské publikace.)
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MATERIALY A METODY

3.1 Pacienti

V prvnim projektu studovana skupina se skladala z pacientt s trvalou fibrilaci sini (n = 10),
ktefi byli v€kové podobni s kontrolni skupinou se sinusovym rytmem (n = 11). Vzorky
myokardu ptedni volné stény pravé sin¢ a levé komory byly ziskény pfi transplantaci srdce ze
vSech explantovanych srdci téchto 21 pacientii (ve véku 51,6 + 8,9 let) s pokrocilym HF, kteti
podstoupili operaci v Institutu klinické a experimentalni mediciny IKEM. Zakladni etiologie
HF byla ischemicka choroba srdecni (10 pacient1), dilatacni kardiomyopatie (9 pacienti), tézka
chlopenni dysfunkce (1 pacient) a restriktivni kardiomyopatie (1 pacient) (Tabulka 2).
Echokardiografie byla provedena u vSech pacientl pied transplantaci. Rozméry pravé komory
(RV)aleveé komory (LV), velikost LA, tloustka stény mezikomorové piepazky a ejekéni frakce
LV byly méfeny standardnimi technikami. Hemodynamické meéfeni bylo ziskano pied
transplantaci srdce. Napéti stény levé sin€¢ (WS) bylo vypocteno podle vzorce: WS = 0,334 *
P(LAD)WT(1+WT/LAD), kde P = tlak levé sin&, ktery byl ziskan pti srdecni katetrizaci, LAD
= rozmér levé siné a WT = tloustka stény. Na zakladé¢ ptedchozich anatomickych a
zobrazovacich studii byla tloustka stény pouzitd u téchto vzorkii vSech pacientii odhadnuta na

2 mm.
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SR AF P hodnota

Vék, y 513+£93 51.9+£8.8 0.8
BMI, kg/m? 269+5.9 26.8+3.9 1.0
Ziakladni etiologie srde¢niho selhani:

ICHS, n 6 4

DKM, n 5 4

Onemocnéni chlopni, n 0 1

RKM, n 0 1
Trvani srde¢niho selhani, y 20+1.6 50+£29 0.008

Median (IQR) 1(2) 5(5)

Komorbidity:

Diabetes, n 2 4

Hypertenze, n 1 2
Léky:

Furosemid, n 11 10

Spironolakton, n 10 9

ACE inhibitor, n 10 8

Beta blokatory, n 7 8
BNP, pg/ml 2119.3 £ 1624.6 1969.5 £ 971.8 0.8

Tabulka 2 Charakteristika transplantovanych pacientii se SR a AF

ICHS — ischemicka choroba srde¢ni; DKM — dilata¢ni kardiomyopatie, RKM — restriktivni

kardiomyopatie, BNP — brain natriuretic peptide
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Ve druhém projektu se studované skupiny skladaly ze 46 pacient (19 s dlouhodobé perzistujici
AF a 27 v SR). Pacienti podstoupili kardiochirurgické zakroky v Institutu klinické a
experimentalni mediciny v Praze. Ve skupinach AF i SR byli pacienti, kteti podstoupili operaci

bypassu koronarni arterie nebo operaci chlopné (Tabulka 3).

Characteristic Total AF SR P value

(n=46) (n=19) (n=27)

Age (years) 65+9 69+7 62+9 .01
Sex (m/f) 25/21 13/6 12/15 n.s.
Height (cm) 169£10 170+10 169+10 n.s.
Weight (kg) 84+19 84+21 8315 ns.
Atrial fibnillation duration (years) -- 8.3%11.1 --- ---
Obesity 19(41.3%) 7(36.8%) 12(44.4%) ns.
Diabetes mellitus 10(21.7%) 4(21.1%) 6(22.2%) n.s.
Arterial hypertension 37(80.4%) 16(84.2%) 21(77.8%) n.s.
2.324+0.59 2.31+0.54 2.33+0.64 n.s.
CHADS?2 score 1.57£137 1.41+0.93 1.79+1.08 n.s.
CHA2DS2-VASc score 3.35£1.86 3.30+1.30 3.42+1.50 8.
Coronary artery disease 32(69.6%) 8(42.1%) 24(88.9%) .001
Mitral regurgitation grade (0-4) 2.18+1.03 2.91£1.02 1.72+0.74 .0001
Tricuspid valve regurgitation grade (0-4) 1.74£0.82 2.40£0.87 1.34+0.45 <.0001
Aortic valve stenosis grade (0-4) 1.21+1.61 1.06t1.42 1.32+1.74 n.s.
LV diameter (mm) 54.0£7.0 55.4+£8.0 53.0+6.1 n.s.
LV EF (%) 51.6£10.4 49.5+11.7 53.1£9.3 n.s.
LA volume (ml) 93.4+51.4 121.3+£62.5 73.0+£28.5 .001
RA volume (ml) 71.0£33.0 84.2+39.5 61.3+23.8 .05

Tabulka 3 Charakteristika pacienti s AS a SR

LV, leva komora; EF, ejekéni frakce; LA, leva siii; RA, prava sini; CABG, bypass koronarni
arterie; CHADS?2 (srde¢ni selhani, Hypertenze, Vék >75, Diabetes mellitus, Cévni mozkova
piihoda), CHA2DS2-VASc (srdec¢ni selhani, Hypertenze, V&k >75, Diabetes mellitus, Cévni
mozkova ptihoda, Cévni onemocnéni, Vék 65-74 let, pohlavi) Hodnoceni rizika cévni mozkové

piihody u fibrilace sini; Pozn.: n.s.=Neni vyznamné. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér +SD.
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Protokoly studii byly schvaleny etickou komisi Institutu klinické a experimentalni mediciny v
Praze a studie odpovidala zasaddm uvedenym v Helsinské deklaraci. VSichni pacienti zafazeni
do studie podepsali pisemny informovany souhlas s transplantatnim postupem a pouzitim

explantovaného srdce, resp. biopsii pro vyzkumné ucely.

3.2 Odbér vzorki tkané

Vzorky tkané byly ziskany béhem operace na otevieném srdci nebo pii transplantaci. Kousek
sinové ¢1 komorové tkané byl vytiznut jako pticny fez z pravého ouska, levé volné sinové stény
, levého ouska a levé komory. V disledku odbéru vzorkl tkané se nevyskytly zadné
komplikace. Odebrané vzorky myokardu byly fixovany paraformaldehydem, zality do parafinu
a nakrajeny na tkanové fezy o tloustce 7 um. Rezy byly nasledné odparafinovany a

rehydratovany.

3.3 Histologické barveni
Deparafinizované tkanové fezy byly histologicky vySetfeny pomoci rutinniho barveni
hematoxylinem a eosinem. Pro kvantifikaci objemové frakce kolagenu (CVF) v myokardu

explantovanych srdci byly fezy obarveny barvenim picrosirius.

3.4 Imunohistochemické metody

Exprese CTGF a TGF-beta byla hodnocena imunohistochemicky v prvnim projektu. Na
parafinovych fezech byla provedena tfistupiiova detekce imunoperoxiddzy. Po revitalizaci
antigenu citratovym pufrem (pH = 6,0) byla blokovéana aktivita endogenni peroxidazy a
vazebna mista nespecifickych protilatek. Dale byly fezy inkubovany s primarni mysi

monoklonalni protilatkou anti-human CTGF/CCN2 C (MAB660; R&D system) 1:50 nebo mysi
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monoklonalni protilatkou anti-TGF-beta (MAB1032; Chemicon Int.) 1:500 po dobu 60 minut
pii pokojové teploté. Vizualizace vazby protilatek byla provedena pomoci soupravy LSAB+
peroxidaza (Dako). Vynechani primarni protilatky, stejné€ jako aplikace izotypovée odpovidajici
kontrolni protilatky ve stejné koncentraci jako specifické protilatky, vedly k negativnimu
znaceni.

Imunohistochemie byla také pouzita ve druhem projektu k vizualizaci kolagenu I, kolagenu I1I,

elastinu, desminu, aktinu hladkého svalstva a VEGF v téchto vzorcich (Tabulka 4).

Antibody Abbreviation Catalog ID/Lot  Dilution Retrieval Clonel/lsotype Produced by
ID
Monoclonal Mouse Anti-Human SMA M0851 1:100 Tris buffer +EDTA 1A4 1gG2a DakoCytomation,
Smooth Muscle Actin Glostrup, Denmark
Monoclonal Mouse Anti-Human VEGF M7273 1:100 Citrate buffer VG1 IgG1 DakoCytomation,
Vascular Endothelial Growth Glostrup, Denmark
Factor
Monoclonal Mouse Anti-Human ELAST E4013/019K4828  1:250 TRYPSIN BA-4 1gG1 Sigma-Aldrich, USA
Elastin
Monoclonal Mouse Anti-Human DESM IR606 1:100 Tris buffer +EDTA D33 IgG1 DakoCytomation,
Desmin Glostrup, Denmark
Collagen | Col | ab34710/GR3358 5-3 1:1000 Citrate buffer Abcam,
CambridgeScience,
(Rabbit Anti-Human polyclonal) Cambridge UK
Collagen Il Col Ill LS-B693/36517 1:1000 Citrate buffer LifeSpan BioSciences,

USA
(Rabbit Anti-Human polyclonal)

Tabulka 4 Charakterizace protilatek pouzitych ve studii

Ttistupiiova imunoperoxidazova detekce byla provedena také na parafinovych fezech. Po
revitalizaci antigenu citratovym pufrem (pH = 6,0) nebo TRIS + EDTA pufrem (pH = 9,0) byla
blokovéana aktivita endogenni peroxidazy a nespecifickd vazebnd mista protilatek byla
blokovana 5% prase¢im nebo kozim sérem v PBS. Poté byly fezy inkubovany s primarni
protilatkou pfes noc pfi teploté 4°C nebo po dobu 60 minut pii laboratorni teploté. Vizualizace
vazby protilatek byla provedena pomoci detekéniho kitu LSAB+ peroxidazya (Dako, Glostrup,
Dansko).

K detekei kapilar v sifiové tkani jsme pouZili biotinylovany Ulex europaeus aglutinin I (Vector

Laboratories, USA), ktery byl aplikovan (1:200) ptes noc pii teploté 4 °C. Vizualizace
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lektinové vazby byla provedena pomoci Standard Vectastain Elite ABC kit - peroxidase (Vector
Laboratories, USA).

Imunohistochemie byla dale pouzita k vizualizaci CD45, CD3, CD68-KP1, DC-SIGN (dc-
specificky ICAM-3 grabbing nonintegrin), tryptazy zirnych buné¢k a CD20 v téchto vzorcich
(Tabulka 5). Vizualizace vazby protilatek byla provedena pomoci detekéniho kitu LSAB+
peroxidaza (Dako, Glostrup, Dansko). Pro vSechny imunohistochemické detekce byly pouzity

negativni kontroly s vynechanim primarni protilatky.

Antibody Abbreviation Catalog ID/Lot _ Dilution Retrieval Clonellsotype Produced by
ID
Monoclonal Mouse Anti-Human CD45 M0701 1:100 Tris buffer + EDTA  1A4 1gG2a DakoCytomation,
CD45 Leucocyte Common Antigen Glostrup, Denmark
Polyclonal Rabbit Anti —-HumanCD3  ¢p3 A0452 1:8000  Trisbuffer + EDTA DakoCytomation,

Glostrup, Denmark

Monoclonal Mouse Anti-Human CD68 M0814 1:200 Tris buffer + EDTA KP11gG1 DakoCytomation,
CD68 Glostrup, Denmark
Monoclonal Mouse Anti-Human MCT M7052 1:6000 Tris buffer + EDTA D33 IgG1 DakoCytomation,
Mast cell Tryptase Glostrup, Denmark
DC-SIGN DC-SIGN LS-B479 1:6000  Trisbuffer + EDTA LifeSpan BioSciences,
(Rabbit Anti-Human polyclonal) USA

Monoclonal Mouse Anti-Human cD20 MO0755 1-400 Trisbuffer + EDTA | 26 1gG2a, kappa DakoCytomation,
CD20 Glostrup, Denmark

Tabulka S Charakterizace protilatek pouzitych ve studii

35 Imunofluorescenéni znaceni

Pro posouzeni exprese desminu v pericytech a dalSich bunkdch jsme pouzili
imunofluorescencni znaceni s pouzitim primarni monoklonalni mysi protilatky proti lidskému
desminu 1:100 (viz tabulka 2) v 1% kozim séru v PBS a sekundarniho anti-mysSiho Alexa
Fluor 532 (Invitrogen, Life Technologies) 1:500 v 5% kozim séru v PBS protilatkach.
K detekei pericyt pro hodnoceni indexu pokryti pericyta kapilar jsme pouzili monoklonalni
mysi anti-lidské aktinové protilatky proti hladkému svalstvu (viz Tabulka 3) a biotinylovany
Ulex europaeus aglutinin I (Vector Laboratories, USA) zfedény 1:200 v 1% kozim séru v PBS.

Streptavidin Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Life Technologies) 1:100 a anti-mouse Alexa Fluor
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532 (Invitrogen, Life Technologies) 1:500 v 5% kozi sérum v PBS byly pouzity v dal$im kroku.

Jadra byla obarvena DAPI 1:1000.

3.6 Histomorfometrie

Pro kvantifikaci kolagenu I, kolagenu III a objemové frakce elastinu jsme pouzili program
Image J 1.44p (National Institutes of Health, USA). Snimky pro kvantifikaci byly ziskany
systematickym nahodnym vybérem pomoci 40x suchého objektivu mikroskopu Leica DMLB
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Némecko). Z kazdého vzorku sitového myokardu bylo
zaznamenano 10 snimka z jednoho fezu. Jednotlivé snimky byly od sebe oddéleny jednim
vynechanym zornym polem o velikosti obrazového ramecku. Obrazky byly pfevedeny do
8bitového formatu stupnice Sedi a prah byl nastaven nad intenzitu barveni pozadi.
Imunoreaktivni oblasti byly automaticky detekovany a frakce znacené plochy byla vypoctena
pro kolagen I, kolagen III a elastin. V této analyze byla kvantifikovana pouze endomysialni
kolagenova a elastinova vlakna. Perimysidlni vazivova tkan odd¢€lujici listy kardiomyocytt byla
vyloucena z kvantifikace, stejn¢ jako epikardidlni a endokardialni vazivova tkan.
Pro kvantifikaci mikrovaskularni denzity bylo pouzito barveni Ulex europaeus aglutininin 1.
Meéfeni bylo provedeno pomoci programu Image J 1.44p (National Institutes of Health, USA).
Snimky pro kvantifikaci byly sbirany, jak je popsano vyse, a mikrovaskularni hustota byla
vypoétena jako pocet kapilar na jednotku plochy (mm?).
Exprese VEGF byla analyzovana semikvantitativn¢. Mikrofotografie a vzorkovani obrazu byly
provedeny tak, jak je popsano vysSe. Hodnotili jsme intenzitu pozitivnich kardiomyocyta,
adipocytl, mezotelovych bun¢k a kapilar. Skore intenzity se skladalo ze Ctyt stupna (0-3),
pricemz 0 predstavuje zadné znaceni a 3 oznacuje maximalni intenzitu znacent.
Pro kvantifikaci indexu pericytového pokryti kapilar jsme pouzili imunofluorescencni znaceni

sinového myokardu. Pericyty byly identifikovany jako buiiky imunoreaktivni pro aktin
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hladkého svalstva a charakterizovany jako protahle buiiky obklopujici kapilary. Kapilary byly
imunoreaktivni na Ulex europaeus aglutinin I. Ndhodné oblasti byly vyfotografovany pomoci
konfokalniho laserového skenovaciho biologického mikroskopu Fluoview FV1000 Spectral
Type (Olympus) vybavené¢ho 40x olejovym imerznim objektivem a analyzovany softwarem
Olympus Fluoview 10-ASW 3.1. Bylo spoc¢itano procento kapilar s pericytovym pokrytim.
Pro kvantifikaci CD45+buné¢k, CD3+bunék, CD68-KP1+bunék a zirnych bunck jsme pouzili
program Image J 1.44p (National Institutes of Health, USA). Imunoreaktivni buiiky v myokardu
byly pocitany ru¢né a oznaceny v programu pro analyzu obrazu, aby se zajistilo, Ze Zadna bunka
neni poc¢itana dvakrat. Frekvence buné¢k byla vyjadiena jako pocet bunék na milimetr ctverecni.
Snimky pro kvantifikaci byly ziskédny systematickym jednotnym nahodnym vybérem vzorka
tkanovych tezli pomoci 40x suchého objektivu mikroskopu Leica DMLB (Leica
Microsystems). VSechny morfometrické parametry pro prvni ¢ast projektu byly ziskany pomoci
interaktivniho softwaru pro analyzu obrazu (LeicaQWin, Leica Microsystems). CVF bylo
kvantifikovano jako plosnad frakce tkdné myokardu obsahujici kolagenovéa vldkna znacena
barvenim Sirius Red. Kvantifikovdna byla pouze endomysidlni kolagenova vlakna, zatimco
perimysialni vazivova tkan byla vynechana. Imunohistochemické barveni (DAB-hnéda barva)
pro CTGF a TGF-beta bylo kvantifikovano nasledovné. Obrazky byly pifevedeny do 8bitového
formatu ve stupnich Sedi a nad intenzitou barveni pozadi byla nastavena prahova hodnota.
Primérnd opticka intenzita nad touto prahovou urovni byla méfena na stupnici 0-255 (0=bila

barva, 255=Cerna barva) (A.U.- zvolena jednotka optické hustoty).

3.7 Statisticka analyza
Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér+SD (smérodatna odchylka). Uvadén je také rozsah
hodnot. Statistické testovani morfometrické analyzy porovnavajici hodnoty ze skupin AF a SR

v riznych anatomickych lokalitaich bylo provedeno pomoci neparametrického testu - Mann-
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Whitney U testu. Statisticka vyznamnost rozdilii mezi skupinami pacientG v riznych
charakteristikach pacienti byla testovana pomoci Studentova t-testu, Fisherova exaktniho testu
nebo chi-kvadrat testu, jak bylo pro konkrétni data vhodné. Pro tyto analyzy byly pouzity
statistické programy Microsoft Office Excel, InStat a Statistica. Hodnota P < 0,05 byla

povazovana za vyznamnou.
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4. VYSLEDKY

4.1 Kolagen I a kolagen III v sitovém myokardu

Pro porovnani urovné fibrozy ve vzorcich srde¢nich sini pacienti se SR a AF jsme se nejprve
zamg¢fili na kolagen I v sitovém endomyziu pomoci imunohistochemické detekce. Variabilni
mnozstvi kolagenu I bylo nalezeno ve vzorcich z obou skupin pacienti (obr. 3A - 3D). Ve
vzorcich s nizkym mnozstvim kolagenu I byla imunoreaktivita rovnomérné rozlozena v tenké
endomysialni vrstvé, obklopujici jednotlivé kardiomyocyty (obr. 3 B, D). V jinych vzorcich
byly identifikovany silngj$i vrstvy kolagenu I, obklopujici jednotlivé kardiomyocyty nebo
skupiny kardiomyocytl izolovanych silnou vrstvou kolagen-I pozitivni ECM (obr. 3 A, C).
Objemovy podil kolagenu I byl podobny pii porovnavani vzorka ze skupiny AF a SR. Dale
jsme porovnali objemovou frakei kolagenu I ve vzorcich z riznych anatomickych oddila srdce
a zjistili jsme, Ze v pravém ousku byla vyznamné vyssi objemova frakce kolagenu I ve srovnani
s levym ouskem, stejn¢ jako ve srovnani se smésnymi vzorky z levé volné stény sini a levého
ouska (obr. 3E). Distribuce imunoreaktivity kolagenu III byla podobna jako u kolagenu I (obr.
4A - 4D). Objemova frakce kolagenu III byla také podobnd pii porovnavani vzorkl ve
skupinach pacientu s AF a SR. V pravé ousku byla vyznamné vyssi objemova frakce kolagenu
IIT ve srovnani s levym a také ve srovnani se smiSenymi vzorky z levé sinové stény a levého

ouska (obr. 4E).
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Obr. 3. Kolagen I v sifiovém myokardu.

A-D: Imunohistochemické detekce ukazuje kolagen I v endomyziélni extracelularni matrix. V
sinich obou skupin pacientii (SR v A, B a AF v C, D) bylo detekovano vyssi (A, C) i nizsi (B,
D) mnozstvi kolagen I-pozitivni ECM. Imunoperoxiddzova reakce s DAB jako substratem
(hnéda srazenina). Jadra bun¢k nebyla dobarvena. Pro vSechny obrazky plati métitko = 50pm.
(E) Graf znazoriiujici vysledek kvantifikace objemové frakce kolagenu I (CIVF) ve vzorcich
sinového myokardu. Porovnani rtznych anatomickych oddilii: pravé ouSko—RA (n =37), levé

ousko —LA (n = 18), leva sin—LAt (n = 8), LA+LAt (n = 26).
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Obr. 4. Kolagen III v sitovém myokardu. A-D: Imunohistochemicka reakce ukazuje kolagen
III v endomyziélni a Caste¢né také perimysialni extraceluldrni matrix. V sinich obou skupin
pacientii (SR v A, B a AF v C, D) je mozné detekovat vyssi (A, C) 1 nizsi (B, D) mnozstvi
kolagenu III. Imunoperoxidazova reakce s DAB jako substritem (hnédd sraZenina). Pro
vSechny obrazky plati métitko = 50um. (E) Graf zndzornujici vysledek kvantifikace objemové
frakce kolagenu III (CIIVF) ve vzorcich siového myokardu. Porovnani rtznych
anatomickych oddilii: pravé ousko—RA (n =37), levé ousko—LA (n = 19), leva sin—-LAt (n=9),

LA+LAt (n = 28).
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4.2 Elastin v sinovém myokardu

Elastin byl detekovan ve vzorcich lidskych sini ve variabilnim mnozstvi (obr. 5). Nékteré
vzorky obsahovaly nizké mnozstvi elastinu (obr. 5A, 5C), zatimco jiné byly bohaté na elastin
(obr. 5B, 5D). Kvantitativni morfometricka analyza objemov¢ frakce elastinu neodhalila zddné
vyznamné rozdily mezi vzorky od pacienti s AF a SR. Objemova frakce elastinu vSak byla
obecné niz§i nez objemova frakce kolagenu I a objemova frakce kolagenu III. Ve srovnani s
obsahem kolagenu (objemova frakce kolagenu I a III) byly zjiStény podobné, ale vyraznéjsi
rozdily v objemové frakci elastinu mezi tiemi anatomickymi lokalizacemi (srovnejte obr. 3E a
obr. 4E s obr. 5E). Vyrazné vyssi obsah elastinu byl zjistén v pravém ousku ve srovnéni s levym,

levou sinovou sténou nebo smésnymi vzorky z levé sinové stény a levého ousku (obr. 5E).
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Obr. 5. Elastin v siniovém myokardu. Imunohistochemicka detekce elastinu ve vzorcich
sinového myokardu pacientii se sinusovym rytmem (A, B) a ve vzorcich sitlového myokardu
pacientu s fibrilaci sini (C, D). EVF (objemova frakce elastinu) je procento elastickych vlaken
v morfometricky hodnocené oblasti myokardu. Reprezentativni snimky myokardu levého
ouska s nizkym EVF (A, C) a snimky z pravého ouska ukazuji vysokou EVF (B, D)
imunoperoxidazovou reakci s DAB substraitem (hnéda srazenina). Jadra bunc¢k nebyla
dobarvena. M¢ftitko v A-D = 100um. E: Graf znazornujici sitové EVF vSech pacientl se
sinusovym rytmem a fibrilaci sini v zavislosti na lokalizaci. RA—pravé ousko (n=26), LA-levé

ousko (n=12), LAt-leva siit (n =4), LA + LAt (n = 16).

4.3 VEGF v sinovém myokardu

Imunoreaktivita VEGF byla detekovéana ve vSech vzorcich sinové tkané, které byly zkoumany.
Zam¢iili jsme se nejen na myokard, ale také na endokardovou a epikardovou vrstvu. V epikardu
byla imunoreaktivita VEGF zjisténa v mezotelovych bunkéach a adipocytech, jakoz 1 v
kardiomyocytech a cévach, zejména kapilarach (obr. 6A-6D). Exprese VEGF byla variabilni.
Semikvantitativni analyza exprese VEGF odhalila nejvyssi expresi v epikardidlnim mezotelu.
Uroveti imunoreaktivity VEGF byla podobna u pacienttl s AF a SR. Srovnani exprese VEGF
kardiomyocytli na zéklad¢ anatomického ptiivodu vzorkli od vSech pacientii odhalilo vyssi
expresi VEGF v pravém ousku ve srovnani s levym (obr. 6E). Rozdil oproti pravému sitiovému

ousku byl zjistén také u vzorkt z levého ouska a levé sinové stény (obr.6E).
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Obr. 6. Exprese VEGF v sifiovém myokardu u pacienti se sinusovym rytmem (SR) a
fibrilaci sini (AF). A, B: Siflové vzorky od pacientl se SR. (A) Silnd imunoreaktivita VEGF
je patrna v kapilarach, kardiomyocyty vykazuji pomérmné nizkou troven exprese VEGF. (B)
Vysoké uroven imunoreaktivity VEGF v mezotelovych buiikach a v adipocytech epikardu. C,
D: Vzorky sini od pacientt s AF. (C) Silnd imunoreaktivita VEGF je lokalizovana v mezotelu.
V siiovém myokardu jsou VEGF-pozitivni kapilary a stfedné pozitivni kardiomyocyty. (D)
Silna imunoreaktivita VEGF v myokardu (zejména kardiomyocytech) a v mezotelovych
bunkach. Métitko v A-D = 50um. (E) Graf znazornujici vysledek semikvantitativni analyzy
imunoreaktivity VEGF ve vzorcich sini od vSech pacienti, jak je popsdno v metodach (skore
0-3). Je ukdzano srovnani rtiznych struktur z riznych anatomickych oddilti srdce: RA—pravé

ousko, LA-levé ousko, LAt-leva si.
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4.4 Mikrovaskularni denzita v sihovém myokardu

Mikrovaskularni denzita byla analyzovana ve vzorcich tkané ve stejnych skupindch pacientd.
Pomoci UEA-lektinu byl vizualizovan endotel cév v siovém myokardu (obr. 7A, 7B);
mikrovaskularni hustota byla kvantifikovana ve vzorcich sini ve skupinéach pacientti s AF i SR.
Nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v irovni mikrovaskularni denzity u pacientu s
AF as SR. Mikrovaskularni denzita v pravém ousku byla vyznamné& nizsi ve srovnani s levym

ouskem a volnou sténou levé siné (obr. 7C).
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Obr.7 Kvantifikace mikrovaskulirni denzity Histochemické vizualizace mikrovaskularni
denzity pomoci vazby UEA-lektinu v sinovém myokardu u pacientti se sinusovym rytmem (SR)
(A) a fibrilaci sini (AF) (B). Peroxiddzova reakce s DAB substratem (hnéda srazenina). Jadra

bun¢k nebyla dobarvena. Méfitko v A-B = 50um. (C) Graf zndzornujici vysledky kvantifikace
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mikrovaskularni denzity (MVD) ve vzorcich sini vSech pacientt, jak je popsano v metodach.

RA-—pravé ousko (n =24), LA-levé ousko (n = 12), LAt-leva siii (n = 10), LA + LAt (n = 22).

4.5 Pericytové pokryti sinovych kapilar.

Pro vyhodnoceni moznych rozdilii v aktivité angiogenniho procesu v siovém myokardu
pacientll s AF a SR bylo analyzovano pokryti kapilar pericyty ve vzorcich siflové tkan¢. Byla
hodnocena exprese dvou nejcastéji pouzivanych markerti: desminu a hladkosvalového aktinu.
Zatimco desmin byl predevsim detekovan v kardiomyocytech, kapilary postradaly desminovy
signal (obr. 8A, 8B). Na druhé¢ stran¢ jsme mohli detekovat aktin-pozitivni pericyty hladkého
svalstva obklopujici kapilary i imunoreaktivni buniky hladkého svalstva ve sténé arteriol,
malych tepen a zil v sitovém myokardu (obr. 8C, 8D). Kvantitativni analyza indexu pokryti
kapilar pericyty ukéazala, ze mezi skupinami pacientti s AF a SR nebyl zadny vyznamny rozdil.
Srovnani indexu pokryti kapilar pericyty ve vzorcich z riznych anatomickych mist ukdzalo, ze

podobné pokryti pericyty je v levém a pravém siiovém myokardu (obr. 8E).
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Obr. 8 Pericytové pokryti kapilar v sinich pacientii se sinusovym rytmem (SR) a fibrilaci
sini (AF). (A) Imunodetekce desminu (zelend) ukazuje jeho expresi v kardiomyocytech.
Kapilary oznacené UEA-lektinem (Cervena) postrddaji imunoreaktivitu desminu (Sipky).
Me¢ftitko = 50um. (B) Desmin je pfitomen v kardiomyocytech, zatimco SMA-pozitivni pericyt
(sipka) nevykazuje desminovy signal. Méfitko = 10um. (C) Reprezentativni ¢ast myokardu
pouzivand pro kvantitativni analyzu indexu pokryti kapilar pericyty. Endotel krevnich cév je
oznacen lektinem UEA (Cerveny) a pericyty jsou vizualizovany pomoci anti-SMA protilatky
(zelené). Métitko = 100um. (D) Snimek s vysokym zvétSenim ukazuje SMA-pozitivni bunky

hladkého svalstva obklopujici malou arteriolu a také SMA-pozitivni pericyty ve spojeni s
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kapilarami (Sipky). M¢étitko = 25um. (A, B, D) Jadra jsou obarvena DAPI (modrd). (E) Graf
znazornujici vysledky kvantifikace indexu pokryti kapilar pericyty (MPI) ve vzorcich sini vSech
pacienttl, jak je popsano v metodach. RA—pravé ousko (n = 8), LA-levé ousko (n =9), LAt

leva sin (n=7), LA+ LAt (n=16).

4.6 Detekce a kvantifikace CD45+ bunék v siniovém myokardu

Pro vizualizaci zanétlivych bunék jsme pouzili protilatku proti panleukocytarnimu markeru
CD45. Tento marker je bézny pro bunky hematopoetického piivodu. Imunoperoxidazova
reakce odhalila CD45+ buiniky ve vSech vzorcich analyzovanych ze SR a AF skupiny.
Imunoreaktivni buniky byly nalezeny v celé tloust'ce siniové stény bez ohledu na anatomické
umisténi (obr. 9 A-D). V epikardu CD45+ buiky Casto tvofily vétsi shluky (obr. 9 A). V
endokardu byly tyto buiiky rozptyleny v celé tloust'ce této vrstvy (obr. 9 B), obcas také ptilnuly
k endotelu z luminélni strany (neni zobrazeno). Builky imunoreaktivni pro CD45+ byly
nalezeny v intersticidlnim kompartmentu myokardu jak v perimysiu, tak v endomysiu.
Morfologicky se bunécna populace CD45+ jevila jako heterogenni s bunkami, které mély
obecné¢ bud’ zaoblend nebo protahla bunécna téla (obr. 9 D). CD45+ buiky umisténé v
myokardu byly kvantifikovany v tkanovych fezech levého a pravého ouska a volné stény levé
sing. Pti porovnavani vzorkl ze skupiny SR a skupiny AF byla tendence k vyssi frekvenci
CD45+ bun¢k ve skupiné AF, aniz by vSak bylo dosazeno statistické vyznamnosti (obr. 9 E).
V pravém ousku byl primérny pocet CD45+ bunék na 1 mm? 42,4+25,5 (rozmezi 12,2-103,8)
ve skupiné SR a 58,4+31,3 (rozmezi 12,6-118,5) ve skupin¢ AF. V levém ousku byl pramérny
pocet CD45+ bun&k na 1 mm? 36,1+16,7 (rozmezi 14,4-61,7) ve skupiné SR a 54,2+52.2
(rozmezi 17,8-186,2) ve skupiné AF. Ve volné sténé levé sin¢ byl primérny pocet CD45+
bunék na 1 mm? 36,2+14,2 (rozmezi 20,6-59,3) ve skupiné SR a 39,0+23,7 (rozmezi 11,9-95,5)

ve skupiné AF. Ve sdruzenych vzorcich z celé levé siné byl primérny pocet CD45+ bunck na
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1 mm? 36,1£15,9 (rozmezi 14,3-61,7) ve skupiné SR a 46,6+41,2 (rozmezi 11,9-186,2) ve

skupiné AF.
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Obr. 9. CD45-pozitivni buiiky v sitiovém myokardu. Casti stény sini pacientil se sinusovym
rytmem (A, B, D) a fibrilaci sini (C) po provedeni imunoperoxiddzové reakce na CD45. A)
Epikardové a myokardova vrstva siiové stény obsahuje rozptylené i nahloucené (Sipka) CD45-
pozitivni bunky. Métitko = 100um. B) Endokardova vrstva s CD45-pozitivnhimi butikami
(8ipka) vedle sifiového lumen (L). Mé&fFitko = 20pum. C) Rez trabekularni ¢asti sifiové stény s
CDA45 pozitivnimi butikami v myokardu (M) a endokardu (E). Méfitko = 50 um. D) Detailni
pohled na sifiovy myokard s CD45-pozitivnimi butikami, které maji spise zaobleny (Sipka) nebo

protahly (Sipka) tvar bunky. M¢fitko 50 = um. E) Frekvence CD45+ bunck v sifiovém
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myokardu pacientt s fibrilaci sini (AF) a sinusovym rytmem (SR). Pramérny pocet CD45+
bunék na ¢tvereCni mm prifezu sitového myokardu je dan spolu se smérodatnou odchylkou.
Pravé ousko — SR (n=22), AF (n=15); Levé ousko - SR (n = 8), AF (n = 8); Leva siflova volna

sténa - SR (n =4), AF (n=8); Leva sifiova volna sténa + levé ousko - SR (n=12), AF (n=16).

4.7 CD3-pozitivni T-lymfocyty v sinovém myokardu

Dalsim cilem bylo charakterizovat populaci zanétlivych bun€k a provést analyzu raznych
subpopulaci CD45+ bunék. Jako dalsi krok byly tedy T-lymfocyty imunohistochemicky
detekovany ve vzorcich sini pomoci protilatky proti markeru CD3. Stejné jako CD45+ buniky,
T-lymfocyty byly nalezeny ve vSech vzorcich ze skupin pacientti s SR i AF a byly lokalizovany
v celé sinové sténé veetné myokardu (obr. 10), nicméné byly mnohem méné pocetné nez
CD45+ bunky. Zaoblenda morfologie CD3+ bunck, které byly nalezeny rozptylené v
endomyzidlnim a perimysialnim intersticialnim prostoru, odpovidala morfologii lymfocytt
(obr. 10 A). Kvantifikace CD3+ T-lymfocyta odhalila jejich signifikantné vyssi frekvenci v
levé sini pacientli s AF. Kdyz byly seskupeny vzorky levého ouska a levé sinové volné stény,
rozdil mezi AF a SR skupinou byl statisticky vyznamny (obr. 10 C). V pravém ousku byl
primérny pocet CD3+ bunék na 1 mm? 6,5+6,0 (rozmezi 1,08-26,8) ve skupiné SR a 5,3+4,2
(rozmezi 1,2-15,3) ve skupiné AF. V levém ousku byl primérmy pocet CD3+ bunék na 1 mm?
3,5+2,3 (rozmezi 1,1-8,4) ve skupin¢ SR a 8,6+10,1 (rozmezi 1,7-36,2) ve skupiné¢ AF. V
sdruzenych vzorcich z celé levé sing byl primérny pocet CD3+ bunék na 1 mm? 3,5+2,2

(rozmezi 1,1-8,4) ve skupiné SR a 9,8+10,0 (rozmezi 1,7-36,2) ve skupiné AF.

4.8 CD68-KP1-pozitivni buriky v sihovém myokardu
Zanétlivé bunky vcéetné monocytli/makrofagti a dendritickych bun¢k lze detekovat pomoci

markeru CD68-KP1. Imunoreaktivni buiiky pro CD68-KP1 byly velmi ¢asté ve vSech vzorcich
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sinové tkan¢ ze skupiny AF i SR. Byly pravidelné detekovany v myokardu a mély prevazné
protahly tvar bun¢k (obr. 10 B). Kvantitativni analyza ukézala, ze bunécna populace CD68-
KP1+ byla nejhojné;jsi populaci zanétlivych bunék a byla ¢astéjsi ve vzorcich od pacientti s AF
(obr. 10 D). U pacientti s AF byl vyznamn¢ vyssi pocet CD68-KP1+ bunék v levém ousku a v
poolovanych vzorcich levého ouska a levé sinové stény ve srovnani s pacienty se SR (obr. 10
D). V pravém sifiovém ousku byl priimérny poéet bunék CD68-KP1+ na 1 mm? 44,3+19,3
(rozmezi 7,7-76,7) ve skupin¢ SR a 52,0+27,0 (rozmezi 14,0-109,0) ve skupiné¢ AF. V levém
ousku byl primérny pocet CD68-KP1+ bungk na 1 mm? 40,8+24,4 (rozmezi 9,9-96,3) ve
skupiné SR a 67,2+25,0 (rozmezi 41,6-122,4) ve skupiné¢ AF. Ve sdruzenych vzorcich z celé
levé sing byl primérny pocet bunék CD68-KP1+ na 1 mm? 38,5+23,7 (rozmezi 9,9-96,3) ve

skupiné SR a 60,2+28,4 (rozmezi 18,0-122,4) ve skupiné AF.
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Obr. 10. CD3-pozitivni T-lymfocyty a CD68-KP1-pozitivni buiiky v sihiovém myokardu.
Sekce sinového myokardu u pacientt s fibrilaci sini vykazujici vysledek imunoperoxidazoveé
reakce pro CD3 a CD68-KP1. A) CD3-pozitivni T-lymfocyty lokalizované¢ mezi sifiovymi

kardiomyocyty a v intersticialnich prostorech (Sipky). Métitko = 50 pum. B) CD68-KP1-
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pozitivni bunky se nachazeji v intersticiu a maji hlavné protahlou morfologii (Sipky). Méfitko
=50 um. C) Frekvence CD3-pozitivnich T-lymfocytl v sitovém myokardu pacientt s fibrilaci
sini (AF) a sinusovym rytmem (SR). Primérny pocet CD3-pozitivnich bun¢k T-lymfocytl na
¢tvereéni mm prurezu sinového myokardu je dan spolu se smérodatnou odchylkou. Pravé ousko
— SR (n=17), AF (n=11); Levé ousko - SR (n = 8), AF (n = 10); Volna sténa levé sin¢ + levé
ousko- SR (n = 9), AF (n = 16). * p<0,05 D) Frekvence CD68-KP1-pozitivnich bun¢k v
sinovém myokardu pacientt s fibrilaci sini (AF) a sinusovym rytmem (SR). Primérny pocet
CD68-KP1-pozitivnich bun¢k na ¢tverecni mm prafezu sinového myokardu je dan spolu se
smérodatnou odchylkou. Pravé ousko — SR (n=22), AF (n=9); Levé ousko - SR (n=11), AF (n

=9); Volna sténa levé sin¢ + levé ousko - SR (n = 13), AF (n=19). * p<0,05

4.9 DC-SIGN- pozitivni dendritické burky, Zirné buiiky a B-lymfocyty v sinovém
myokardu

Dendritické bunky patii mezi bunky imunoreaktivni pro CD68-KP1+. Pro potvrzeni jejich
pritomnosti v sinovém myokardu pacienti podstupujicich operaci na otevieném srdce jsme
provedli imunohistochemickou detekci markeru DC-SIGN, oznacujiciho nezralé dendritické
buniky. DC-SIGN+ bunky byly ¢asto nalezeny ve vzorcich siniového myokardu ze skupin AF 1
SR. M¢ly stejnou morfologii jako buiiky dfive imunoreaktivni pro antigen CD68-KP1 (obr. 11
A). Zirné buiiky byly detekovany pomoci protilatky proti tryptaze Zirnych bunék.

Zirné buiiky byly v sifiovém myokardu pomémné vzacné a byly nalezeny rozptylené jako
jednotlivé buiiky v endomyzidlnim kompartmentu nebo v malych skupinach v perimysialnich
prostorech obklopujicich vétsi cévy (obr. 11 B). V sinovém myokardu byla podobné frekvence
zirnych bun¢k u pacientt ze skupin AF a SR. B-lymfocyty byly detekovany pomoci protilatky

proti markeru CD20 v sinovém myokardu pacientil ve skupiné AF a SR. CD20+ bunky byly
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prilezitostn€ nalezeny jako malé shluky v epikardové vrstvé (obr. 11 C). V myokardu byly tyto

buniky velmi vzacné (obr. 11 D).
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Obr. 11. DC-SIGN- pozitivni dendritické buiiky, Zirné buiiky a B-lymfocyty v sifiovém
myokardu. A) Cast sifiového myokardu pacienta s fibrilaci sini vykazujici vysledek
imunoperoxidazové reakce na DC-SIGN. DC-SIGN - pozitivni buiiky maji hlavné protahlou
morfologii (Sipky). Méfitko = 50 um. B) Cast sifiového myokardu pacienta se sinusovym
rytmem. Zirné bunky detekované pomoci protilatek proti tryptaze proti zirnym buiikam jsou
rozptyleny v sifiovém myokardu. Méfitko = 50 pm. (C-D) Casti sifiové stény pacienta se
sinusovym rytmem. C) Shluk CD20-pozitivnich B-lymfocytl v epikardidlni vrstvé (Sipka).
Meétitko = 100 pm. D) Detail sinového myokardu s izolovanym CD20-pozitivnhim B-

lymfocytem. Méfitko =50 um.
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4.10 Kvanitifikace fibrozy v atrialnim myokardu pacienti s AF a SR

Urcité mnozstvi silové fibrozy vyjadiené jako objemova frakce kolagenu - collagen volume
fraction (CVF) bylo zjisténo ve vSech vzorcich myokardu nezavisle na srdeCnim rytmu.
Reprezentativni snimky sifniového myokardu obarveného pomoci Sirius Red pro znézornéni
kolagenu v pravé sini jsou uvedeny na obrazku 13A a 13B. V CVF nebyl zadny vyznamny
rozdil mezi skupinami AF a SR (obr. 12). CVF v pravé sini skupiny pacientli s AF vSak
korelovala (r=0,8, p=0,006) s trvanim AF (obr. 14). V myokardu levé komory nebyl vyznamny

rozdil v expresi CVF mezi skupinami SR a AF (11,0£9,9 vs. 18,3+8,3; p=0,1) (obr. 12).
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Obrazek 12. Frakce kolagenu (CVF), transformujici rustovy faktor-beta (TGF-beta) a
ristovy faktor pojivové tkané (CTGF) v pravé sini a levé komore explantovanych srdci
pacientii s AF a SR (A, C, D). Pii naméhani diastolickym stresem pravé sin¢ a levé komory

pacientl s pokroc¢ilym srdecnim selhdnim s a bez AF (B). Imunoreaktivita CTGF a TGF-f je



vyjadiena pramérnymi libovolnymi jednotkami optické hustoty (A.U.). Diastolické napéti

stény je vyjadieno kdynes/m2

4.11 Imunohistochemicka analyza exprese TGF-p a CTGF

Imunohistochemicka detekce neodhalila Zadné vyznamné rozdily v expresi CTGF mezi vzorky
myokardu sini/komor u pacienti s AF a SR (obr. 12). Nicmén¢ exprese CTGF ve
ventrikuldarnim myokardu byla vyznamné nizsi (117,3+17,9 vs. 126+15,0, p=0,003) ve skupiné
SR 1 AF ve srovnani s odpovidajicimi sinémi (obr. 12). Reprezentativni snimky exprese CTGF
v prave sini jsou na obrazku 13. CTGF byl exprimovan v kardiomyocytech sinového myokardu
obou skupin (obr. 13C, 13D). Uroveir CTGF imunoreaktivity u jednotlivych kardiomyocytt v
ramci jednoho vzorku byla velmi podobna. V endokardu vsak byla variabilni exprese CTGF
(v€etné endotelu endokardu). V nékterych vzorcich bylo mozné detekovat CTGF ve
vaskularnim endotelu a buiikach hladkého svalstva cévni stény. To vSak bylo bézné pro tkan
myokardu bez ohledu na srde¢ni rytmus. TGF-3 byl detekovan na velmi nizké Grovni v obou
skupinach a nebyl mezi nimi zadny rozdil (obr. 12, obr. 13E, 13F). Ve vétSin¢ ptipada byl TGF-
B exprimovan pouze vaskularnim endotelem. V subendokardovych oblastech sifiové stény byly
také imunoreaktivni kardiomyocyty spolu s endotelovymi buiikami. Na rozdil od exprese
CTGF se uroveint imunoreaktivity TGF-B u jednotlivych kardiomyocyti lisila (obr. 13E, 13F).

Exprese TGF- nepfimo korelovala s trvanim AF (obr. 13).
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Obrazek 13 Morfologicka analyza sifiové tkané u pacientu s fibrilaci sini (A, C, E) a
sinusovym rytmem (B, D, F). (A, B) Barveni sifiového myokardu pomoci Sirius Red
znazoriuje kolagenni vlakna v endomysiu (Cervena barva). (C, D) Imunohistochemické detekce
CTGF imunoperoxiddzovou metodou (DAB-hnéda srazenina). (C) Vzorek od pacienta s AF
zachycujici myokard a endokard. Imunoreaktivita CTGF je viditelna v kardiomyocytech,
bunikach hladkého svalstva endokardu (Sipka) a endokardovém endotelu.

Jadra jsou obarvena hematoxylinem. (D) Vzorek od pacienta s SR zachycujici myokard a
endokard. Imunoreaktivita CTGF je viditelnd u kardiomyocytt, zatimco endokard jen jen slabé
imunoreaktivni. (E, F) Imunohistochemickd detekce TGF-f imunoperoxidazovou metodou
(DAB-hnéda srazenina). (E) Vzorek od pacienta s AF zachycujici tkan myokardu blizkou
endokardu. Imunoreaktivita TGF-B je lokalizovana ve vaskularnim endotelu a proménlivé

mnozstvi reakéniho produktu se nachazi také v kardiomyocytech. (F) Vzorek od pacienta se SR
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zachycujici tkan myokardu blizkou endokardu. Kapilarni endotel vykazuje nejvyssi troven
imunoreaktivity TGF-f v této oblasti ve srovnani s pomérné mirnou nebo nizkou expresi v

kardiomyocytech. Métitko v A-F, 100 um
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Obrazek 14 Levy graf: korelace mezi trvanim AF a fibrézou sini vyjadienou jako CVF.

Pravy graf: korelace mezi dobou trvani AF a expresi TGF-f.
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Nase prace ukézala, Ze pacienti s HF a SR maji pokrocilou atridlni fibrozu, jak ukézala
kvantifikace CVF. Ve srovnani s jinymi pracemi jsme pozorovali 2x-3x vice fibrozy u téchto
pacientil se SR nez v pravych sinich pacientl bez HF, ktefi podstoupili operaci na otevieném
srdci (Goette et al. 2002; Gramley et al. 2010). V jiné studii bylo ukazano, ze pacienti s HF, ale
bez atridlni tachyarytmie maji v atridlnim myokardu vyznamné elektrofyziologické
abnormality (Sanders et al. 2003). V atriich téchto pacienti byly nalezeny oblasti
s prodlouZzenym vedenim vzruchu, snizenim napétim a prodlouZenou refrakterni fazi. Nase
nalezy potvrzuji pfitomnost rozséhlé fibrozy u takovychto pacienti. Domnivame se, Ze tato
rozsahla fibroza mize byt disledkem neurohumordlni aktivace, coz dokazuje skutecnost, ze
nékolik pro-fibrotickych faktori je ve zvySené mife exprimovano pti HF, jak dokladaji nckteré
prace (Everett and Olgin 2007; Koitabashi et al. 2007; Li et al. 2001).

V podobné studii na pacientech stermindlnim srde¢nim selhanim byla zjiSténa zvySena
objemova frakce kolagenu I v levé sini pacientli s AF ve srovnani s pacienty s SR (Xu et al.
2004). Tento nesoulad s naSimi vysledky miize byt zptisoben dvéma hlavnimi pfi¢inami.
Zaprvé, zde mohou byt rozdily v charakteristikach pacientli mezi sledovanymi skupinami, jako
je zastoupeni rizné etiologie HF, jeho zdvaznost a trvani. Toto vysvétleni mé svou oporu v praci
zamé&fené na pacienty s HF a zachovalou ejekéni frakei, kde samotnd AF nebyla asociovana
s atrialni fibrozou, ale misto toho byla zjiSténa souvislost s pfitomnym strukturdlnim postizenim
srdce (Anne et al. 2005). Zadruhé, tyto rozdily mohou byt ovlivnény mistem odbéru vzorkd,
nebot’ je znamo, ze atridlni fibr6za neni v myokardu rozSifena rovnomérné. Proménlivé
prostorové rozlozeni a celkovy charakter fibrozy mohou vést k pozorovanym rozdilim.
Zaroven je tfeba zminit, Ze v praci Xu et al. nebyly ziskdny vzorky pravych sini od kontrolni

skupiny se SR (Xu et al. 2004).
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V nasi praci jsme pozorovali korelaci mezi trvanim AF a mirou fibrézy vyjadfenou pomoci
CVF, coZ naznacuje, Ze persistentni AF podporuje vznik fibrézy v AF. Podobna souvislost byla
publikovana v praci analyzujici levé sin€ ziskané post mortem od osob bez HF(Platonov et al.
2011). Dale byla tato skutecnost zaznamendna v pravych sinich u pacientd bez HF, ktefi
podstoupili by-pass (Gramley et al. 2009).

Profibroticky cytokin TGF-beta je zapojen do fibrotickych procesti v mnoha tkanich a organech
(Frangogiannis 2020). V kardiovaskularnim systému hraje TGF-beta dtlezitou ulohu pii vzniku
jizvy po infarktu myokardu, pfi stabilizaci aterosklerotického platu a pii jizveni sini pii HF
vénovala expresi TGF-beta u vétsi skupiny pacientdt (n=163), ktefi podstoupili
kardiochirurgicky vykon (Gramley et al. 2010). Bylo zjiSténo, ze obsah kolagenu a exprese
TGF-beta byla vyssi u pacientl s chronickou AF ve srovnani s pacienty s paroxysmalni AF
nebo SR. Autofi prace déle ukazali, Ze exprese TGF-beta pfimo tmémne rostla s dobou trvani
AF. Na druhou stranu, exprese dalSich slozek signalni drahy TGF-beta, jako jsou TGFBR a
SMAD?2 byla sniZzena spolu se zvétSujici se zat€zi sini, coz naznacuje, ze efekt TGF-beta je
s narustajici dobou trvani AF omezen¢jsi.

Zvysena tkanova exprese TGF-beta byla dana do souvislosti s rozvojem atrialni fibrozy u
experimentalniho modelu HF navozeného u psti pomoci zrychleni srdecni frekvence (Hanna et
al. 2004). V nasi studii jsme zaznamenali, ze exprese TGF-beta v sinich a komorach je u
pacientll s AF a se SR podobnd. Dale naSe vysledky ukézaly sice hranicn¢ signifikantni, ale
patrnou negativni korelaci mezi expresi TGF-beta a trvanim AF. Zda se tedy, ze exprese TGF-
beta zfejmé hraje roli pfi casné odpovédi sini na hemodynamické pietizeni a v Casné fazi atrialni
remodelace. Nicmén¢, tloha tohoto faktoru pii pokrocilé atrialni fibréze je pravdépodobné
méné vyznamnd. To je v souladu se zavéry prace Gramley et al., ktefi popsali bifazickou

povahu exprese TGF-beta v pribehu AF(Gramley et al. 2010).
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CTGeF je protein, ktery je zapojen do fizeni hojeni ran a tkanové reparace(Chen et al. 2020).
Zvysena a protrahovana exprese CTGF je davana do souvislosti s tkdfilovou fibrozou (Sonnylal
et al. 2010). Do doby zah4jeni naseho projektu nebyla k dispozici relevantni data ohledné role
CTGF pii AF asociované s HF. U pacientli bez HF, ktefi podstoupili operaci srdce, méla
skupina s AF signifikantn¢ zvySenou expresi CTGF v pravém atridlnim ouSku ve srovnani se
skupinou se SR (Ko et al. 2011). U pacientt v naSem projektu jsme nezaznamenali signifikantni
rozdily v expresi CTGF pfi srovnani skupin s AF a SR. V jiné studii zamétené na pacienty bez
HF, kteti podstoupili operaci chlopné, byla zaznamenana zvySena exprese CTGF a TGF-beta
v sinich pacientii s AF oproti skupiné¢ se SR (Li et al. 2013). Zda se tedy, ze se tyto faktory
podminéné srde¢nim rytmem vytraci, coz byla zifejmé situace u nasi skupiny s pokrocilym
srdecnim selhanim. JelikoZ jsme pracovali pouze s pravou sini, neni mozné vztah mezi expresi

CTGF v srde¢nich sinich a AF pii HF zcela vyloucit.

Cast I1

V této casti dizertace jsme prinesli vysledky, které dokladaji dilataci obou atrii u pacienti s AF,
piicemz nebyly zaznamenany rozdily u parametr levé komory, coz je také znamo ze studii
provedenych s podobnymi skupinami pacientti(de Oliveira et al. 2013; Ogi et al. 2010). Pacienti
s HF maji zvySené riziko AF(Hindricks et al. 2021; Darby and Dimarco 2012). Nicméng,
pacienti ze skupiny s AF a SR zafazeni do nasi studie neméli signifikantni rozdily ve funkci
levé komory a ve tfidé NYHA. NaSe prace naznacuje, ze intersticialni fibroza a dalsi
morfologické zmény souvisi spiSe se strukturdlnim srdecnim onemocnénim nez s AF jako
takovou. Tento pohled je v protikladu k obecné pfijimané predstavé o strukturalni remodelaci

atridlniho myokardu se vztahem k AF. Vysvétlenim miize byt mozna tloha jinych faktori, které
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maji tlohu v etiopatogenezi AF, jako je pritomnost spoustécii nebo ovlivnéni autonomnim
nervovym systémem, zanétem apod.

Déle je tfeba zminit, ze diivéjsi prace, které ukazaly vyznamné rozdily v morfologickych
parametrech sini u pacienti s AF, vyuzivaly odliSnou metodiku pro detekci a kvantifikaci
kolagenu (Boldt et al. 2004; Kostin et al. 2002; Polyakova et al. 2008). V této Casti projektu
jsme zabyvali komplexni charakteristikou atridlniho intersticia a pfedevsim jeho endomysialni
slozky. Jednotlivé typy vldken tvofené kolagenem I, kolagenem III a elastinem jsme
kvantifikovaly zvlast. Prekvapivé a oproti pfedchozim udajim, jsme nalezli srovnatelné
zastoupeni téchto vlaken vyjadiené jako objemova frakce atridlni tkané u pacienti
podstupujicich operaci na otevieném srdci nezavisle na tom, jestli tito pacienti méli SR nebo
AF. Nase vysledky jsou podporovany neddvno publikovanou podrobnou morfologickou
analyzou vzorkii lidského atridlniho myokardu, které¢ byly ziskdny pii autopsii, pfi¢emz tato
prace zahrnovala histomorfometrii rutinné obarvenych fezli(de Oliveira et al. 2013). Kdyz tito
autofi porovnavali pacienty s AF a se SR, bylo zjiSténo, ze tyto dvé skupiny maji podobny
rozsah fibrozy. Autopticky materidl byl v této studii sbiran zlevé 1 pravé siné. Vyznam
anatomické lokalizace odebiranych vzorkti miize byt patrny 1 z vysledkli podobné studie, ktera
porovnavala morfologii pravych a levych atridlnich ousek v biopsiich pacientti s patologickou
mitralni chlopni (Anne et al. 2005). Zde byla vyssi mira fibrozy zaznamenana u pacient s AF
pouze v pravém ousku a ponc¢kud pirekvapiveé nebyl zjistén rozdil mezi mirou fibrézy v levém
ousku pfi porovnani pacientli s AF a SR. V této souvislosti je tfeba zminit, ze vyznamné
morfologické zmény byly dfive popisovany zejména na volné sténé levé siné (Corradi et al.
2005; Corradi et al. 2004; Corradi et al. 2008; Corradi et al. 2012). Tato ¢ast sinového myokardu
vSak ve zminéné praci studovana nebyla. Na druhou stranu vzorky v naSem projektu zahrnovaly

vvvvv

data publikovana dfive jinymi vyzkumnymi skupinami, zejména s ohledem na nasi analyzu
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zastoupeni elastinu v sitlovém myokardu pacientii s AF a SR. S ohledem na zminéné
anatomické rozdily se v této souvislosti jevi jako vyznamny nas nalez nékolikanasobné vyssiho
zastoupeni elastinu v pravém siniovém myokardu ve srovnani s levym sifiovym myokardem,
pricemz vzorky z levé sin€ zahrnovaly ousko i volnou sténu. Podobné, nikoliv vSak stejné velké
rozdily jsme nalezli v pfipadé objemové frakce kolagenu I a kolagenu III. Tyto regiondlni
rozdily v zastoupeni hlavnich slozek vldknité komponenty atridlniho endomysia povazujeme
za nalez vyzadujici dalsi vysvétleni, které mohou ptinést navazujici prace. Rozdil mize byt
naptiklad dana rozdilnou biomechanickou stimulaci fibroblastli nebo mtize spocivat v odliSném
puvodu buné¢k endomysia vzhledem ke slozitému vyvoji srdce (Porter and Turner 2009). Je
tfeba poznamenat, ze uloha elastinu neni v myokardu jesté uspokojivé vysvétlena (Fomovsky,
Thomopoulos, and Holmes 2010) .

Nase data dale ukazuji, ze VEGF mitize byt bézné¢ detekovan ve vzorcich atrii pacientd
podstupujicich operaci na otevieném srdci nezavisle na jejich srde¢nim rytmu. Pii porovnani
exprese VEGF, kterou jsme detekovali imunohistochemickou metodou, jsme nezaznamenali
vyznamné rozdily pii porovnani pacientli se SR a AF. V této souvislosti povazujeme ptitomnost
VEGF za moZznou znamku aktivni angiogeneze nebo za nutnou podminku pro udrzeni
funk¢éniho mikrovaskularniho fecisté v myokardu pacientl s riiznymi srde¢nimi chorobami,
ktefi také tvofili ndmi sledovanou skupinu. Jedna studie provedena na biopsiich z pravého
atridlniho ouska pfinesla vysledky ukazujici vyssi expresi VEGF u pacientt s AF (Gramley et
al. 2010). Ackoliv autofi ve své praci také zvolili imunohistochemickou detekci, nezminuji
bunky, které byly v jejich vzorcich imunoreaktivni na VEGF. V jiné praci, rovnéz postavené
na bioptickém materialu z pravych sinovych ousek, autofi zjistili zvySenou expresi VEGF na
urovni mRNA a proteinu detekovaného pomoci Western blottingu v celém rozsahu atridlni
stény (Ogi et al. 2010). V této praci autofi také provedli imunofluorescencni detekci VEGF a

detekovali ho ve struktute, kterou sami popsali jako sténu arterii zdsobujicich sin¢, nicméné na
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piiloZzenych snimcich se zfejmé jedna o vrstvu endokardu a pftilehlé bunky myokardu. Tyto
nalezy jsou v kontrastu s ndmi pozorovanou expresi VEGF v kapilarach, kardiomyocytech a
v epikardu.

V souladu s podobnou expresi VEGF ve skupinach pacientli se SR a s AF, jsme zjistili
srovnatelnou mikrovaskuldrni denzitu v atrialnim myokardu obou skupin pacientii. Podobna
data pfinesla 1 jedna jiz zminéna studie. V této praci autofi nepozorovali rozdil
v mikrovaskularni denzité v biopsiich pravého atridlniho ouska u pacientii podstupujicich
operaci na otevieném srdci se SR a s AF (Gramley et al. 2010). Analyza kapilarni hustoty byla
také provedena v studii pracuyjici s autoptickym materidlem zlevé siné a atridlniho septa,
piicemz autofi rovnéz nepozorovali rozdil mezi skupinou pacient se SR a s AF (Platonov et
al. 2011).

V nasi praci jsme v piipadé exprese VEGF opét pozorovali rozdily mezi anatomickymi
lokalizacemi odebiranych vzorkt stény srde¢nich sini. Vyssi exprese VEGF v kardiomyocytech
ve stén¢ pravé sin€é muize znamenat zvysenou potiebu angiogenni stimulace kardiomyocytt,
které jsou obklopeny v pravé sini vétSim mnozstvim endomysialni mezibunééné hmoty bohaté
na vlaknitou slozku, pfi¢emz takto remodelované endomysium bylo zaroven chudsi na kapilary.
V nasi praci jsme nedetekovali hypoxické faktory, nicméné jejich exprese by v tomto kontextu
byla také zajimava (Babapoor-Farrokhran et al. 2021). Dalsi moznosti jak charakterizovat
mikrocirkulaci v atridlnim myokardu je stanoveni indexu pericytového pokryti kapilar.
Pericyty, jakozto typické perivaskularni buiiky, jsou totiz asociovany s kapildrami v rizné mite
a pripadné rozdily mohou ukazovat na piestavbu mikrovaskularniho fecist¢ (Armulik, Genové,
and Betsholtz 2011; Kucera et al. 2010; Longden et al. 2023; Sims 2000). V ptipadé¢ nami
analyzovanych vzorku atrialniho myokardu jsme zjistili podobné hodnoty indexu pericytového
pokryti kapilar nezavislé na srde¢nim rytmu. Nezaznamenali jsme ani zadné rozdily v tomto

parametru mezi levou a pravou sini. Index pericytového pokryti kapilar sitového myokardu
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pochézejiciho z nasi sledované skupiny pacientl odpovidd hodnotam nalezenym v atridlnim
myokardu zdravych potkan, kde ¢inil ptiblizné 84% (Tilton, Kilo, and Williamson 1979).

Vysledky casti dizertace vénované strukturalni remodelaci silového myokardu u pacienti
podstupujicich operaci na otevieném srdci s AF a SR mohou byt do urcité¢ miry ovlivnény
velikosti nasi skupiny pacientl. Vzorky mohly byt ziskany jen zurcitych anatomickych
lokalizaci, coz bylo ovlivnéno chirurgickym ptistupem. Na zdklad¢ nékterych studii je ziejmé,
ze architektura svalové tkané sini je zna¢né variabilni (Zhao et al. 2012). Systemati¢téjsi pristup
pii sbéru vzorkt by byl mozny z autoptického materidlu, nicméné v téchto piipadech Ize
ocekavat pokrocilé stadium srde¢niho onemocnéni a zmény zptisobené komplikovanou historii
kardiovaskularniho onemocnéni a dalSich komorbidit, podobné¢ jako jsme vid€li v Casti
dizertace, kde prob¢hla analyza sini z explantovanych srdci pacientii s terminalnim HF. V nasi
skupiné pacientli s AF byl vyznamné vyssi podil osob podstupujicich operaci na chlopnich.
Vyssi mira fibrézy detekovana u téchto pacientt by byla mozna vysvétlitelna touto diagnézou.

Nicméné 1 u nékterych téchto pacientli byl pfi vyssi mife fibrozy stale zachovan SR.

Cast I

N¢kolik diive publikovanych praci ukazalo zvySeny pocet zanétlivych bunék v srde¢nich sinich
pacientt trpicich AF(Frustaci et al. 1997; Nguyen et al. 2009; Nakamura et al. 2003; Platonov
et al. 2011; Yamashita et al. 2010; Chen et al. 2008; Yamashita et al. 2015; Begieneman et al.
2015). Ve srovnani s nasi studii se v jinych projektech autotfi zaméftili na vzorky pouze z levé
¢i prave sin¢ (Nakamura et al. 2003; Yamashita et al. 2010; Yamashita et al. 2015; Begieneman
et al. 2015), piipadné byla analyza provedena na nekroptickém materidlu (Platonov et al. 2011).
Vysledky nasi prace v zasad¢ odpovidaji naleziim u¢inénym ve vySe zminénych studiich, které
byly provedeny na rtzné charakterizovanych skupinach pacienti. Hlavnim poznatkem, ke

kterému jsme dospéli, je skutecnost, Ze vyznamné vyssi infiltrace imunitnimi bunkami u
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pacientll s AF byla pouze v levé sini. Jednim z moznych vysvétleni pro tento ndlez muze byt
vyS$$i hustota mikrovaskularniho fecisté, které je vstupni branou pro zanétlivé buiky do
myokardu sini. Ta byla zjiSténa v levé sini a tento anatomicky rozdil mezi levou a pravou sini
jsme v nasi praci zaznamenali na téméi identickych vzorcich. Jak bylo opakované zjisténo,
nejvyrazng€jsi strukturalni morfologické zmény, které jsou ptipisovany AF, se nasSly na zadni
volné sténé levé siné (Corradi et al. 2004). Jelikoz vétSina vzorkl levé sing€, které jsme
analyzovali v nasi praci, pochazela z levého ouska a pouze mensi mnozstvi z volné stény levé
sing, nebylo mozné tyto oddily siné charakterizovat zvlast. Nicméné¢, rozdil v poctu CD3+ a
CD68+ bunék mezi levou a pravou sini dosahl statistické vyznamnosti vzdy, kdyz byla data
z obou oblasti levé sin€ spojena dohromady.

Krom¢ CD3+ (T-lymfocyti) a CD 68+ bunék (makrofagii/dendritickych bunck) jsme
experimentalni studie poukdzala na dtlezitou roli zirnych bunék pii vzniku AF (Liao et al.
2010). Zirné buiiky jsou zapojeny do mnoha patologickych procest v lidském organismu
(Krystel-Whittemore, Dileepan, and Wood 2015). Srde¢ni zirné bunky byly po biochemické
strance charakterizovany jiz pfed nékolika desitiletimi (Sperr et al. 1994). V ramci
kardiovaskularniho systému je zndmo jejich rozmanité ptlisobeni piedevSim v procesu
aterosklerozy (Kovanen and Bot 2017; Varricchi and Marone 2020). Nedavno publikované
vysledky z nasi skupiny ukazaly vys$si zastoupeni zirnych bunék v epikardidlni tukové tkani
pacientll s ischemickou chorobou srde¢ni (Rozsivalova et al. 2020). V atridlnim myokardu
pacientll podstupujicich operaci na otevieném srdci, ktefi byli analyzovéni v rdmci této casti
dizertacni prace, jsme v myokardu sini pozorovali jen malé mnozstvi Zirnych buné€k, prevazné
lokalizovanych perivaskularné a perimysidlné, a zadné statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinou pacientt se SR a AF jsme nezjistili.
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Nase data ukazuji spiSe mirngjsi zvySeni poctu imunitnich bun¢k v myokardu levé sin€ u
pacientll podstupujicich operaci na otevieném srdci, ktefi méli AF ve srovnani s pacienty se
SR. Vpfipadé¢ CD3+ T-lymfocyti jsme pozorovali spiSe difuzni infiltraci tvofenou
izolovanymi bunikami. Je pozoruhodné, Ze oproti diive publikované studii (Frustaci et al. 1997),
nebyly v neddvno publikované praci analyzujici sitiovy myokard pacientl s tzv.idiopatickou
AF pozorovany zadné zéanétlivé infiltraty (Corradi et al. 2014). Z pohledu soucasné definice
myokarditidy, ndmi zjiS§téné zastoupeni imunitnich bun¢k nespliuje definici této patologické
jednotky (Caforio et al. 2013; Maisch et al. 2005). Je pravdépodobné, Zze nami pozorovany
zvysSeny pocet imunitnich bun¢k zastoupenych ptedevsim populaci CD3+ a CD68+ odrazi
zvysSenou uroven zanétlivé odpoveédi myokardu jako reakci na mechanicky stres pusobeny
atridlni dilataci (De Jong et al. 2011). V nedavno publikované praci autofi porovnavali
zastoupeni imunitnich bunék reprezentovanych populaci CD45+ a CD3+ bunék v levé sini
v zavislosti na typu AF, nicméné nenalezli zaddnou korelaci (Wu et al. 2020). AvSak v ramci
skupiny pacienti s dlouhodobou perzistentni nebo permanentni AF, pocet CD45+ bun¢k v
myokardu pozitivné koreloval s vékem pacientd. Tato skupina CD45+ nebyla dale
charakterizovana, ale je mozné se domnivat, Ze se jednalo o makrofagy, které¢ i v naSem
materidlu byly nejpocetnéjsi skupinou CD45+ bun¢k.

Exprese zanétlivych cytokinli je jeden z dalSich parametrti lokdlniho zanétlivého procesu
(Boos, Anderson, and Lip 2006; Guo, Lip, and Apostolakis 2012; Matloch et al. 2018; Mazurek
et al. 2003; Thara et al. 2020). Jedna studie provedena na pacientech s onemocnénim chlopni
zjistila zvySenou expresi TNF-alfa a IL-6 v pravych sinich pacienti s AF (Qu et al. 2009).
Nov¢jsi prace ukazala vyssi expresi zanétlivé adhesivni molekuly VCAMI v kapilarach
myokardu v levého ouska u pacienti s AF ve srovnani s nekroptickym materidlem ziskanym
z osob se SR (Begieneman et al. 2015). Je zajimavé, Ze obé¢ studie se liSily v rozsahu fibrozy

pozorované v materidlu od pacientii s AF vs. SR. Starsi studie ukazala vétsi mnozstvi fibrozy
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(Qu et al. 2009), naopak v nov¢jsi praci nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinou s AF a kontrolni skupinou se SR (Begieneman et al. 2015), coz je v shodé s nasimi
vysledky (Smorodinova et al. 2015). Jak jiz bylo zminéno v této Casti dizertace zamétené na
imunitni bunky v myokardu jsme jako nejpocetnéjsi bunécnou populaci identifikovali CD68+
bunky, které méli vétSinou tvar téla tvofeny télem s jaddrem a delSimi cytoplazmatickymi
vybézky, které byly nataZzeny v prostoru endomysia, mezi kapilarami a tély kardiomyocyta.
Velké mnozstvi bunék s touto morfologii bylo také imunoreaktivnich na marker DC-SIGN,
ktery byva nékdy oznacovan, jako marker bun€k dendritickych (van Kooyk 2008). Otazka, jaka
frakce CD68+ bunék je tvorena praveé dendritickymi buiikami, a jestli jsou tyto DC-SIGN+
bunky rozdiln¢ zastoupeny v sitovém myokardu pacienti s AF oproti osobam se SR by mohla
byt vyfesena dalsi charakterizaci této bunééné populace. Uloha dendritickych bunék v patologii
srdecnich onemocnéni je popsana stale jen nedostatecné (Afanasyeva, Georgakopoulos, and
Rose 2004). Vramci dizertace jsme také nepfistoupili k dal$i charakterizaci populace
makrofagii, pficemz v posledni dobé je stale vice patrné, Ze se jedna o rozmanitou populaci
imunitnich bunék, kterd se miize z hlediska svého charakteru ménit v zavislosti na vyvoji i jako
reakce na riizné patologické stavy (Frodermann and Nahrendorf 2018; Pierzynova et al. 2019;
Nicolas-Avila, Hidalgo, and Ballesteros 2018; Hou et al. 2019). K této piesnéjsi charakteristice
chronického zanétlivého infiltratu by jist¢ mohly pfispét kromé imunohistochemie také nové
molekularné biologické piistupy (Litvinukova et al. 2020; Xue et al. 2014). Jedna prace
z nedavné doby pfinesla vysledky, ukazujici na korelaci mezi chronickou zanétlivou infiltraci
sini a myokarditidou v srdecnich komorach (Begieneman et al. 2016). V nasi studii, ktera je
podkladem této dizertace, jsme provedli detekci imunitnich bun€k pouze v sinich, protoze jsme
nemé¢li moznost sbirat biopticky material z jinych oddila srdce a tudiz jsme vztah mezi zanétem
sini a komor nemohli ovéfit. Ackoliv jsme imunitni bunky detekovali také v endokardu a

epikardu, nebyly tyto vrstvy atridlni stény zahrnuty do kvantifikace a z tohoto diivodu se také
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nemuzeme vyjadrit ke vztahu mezi chronickym zanétem epikardialni tukové tkan¢ a remodelaci
pacientll s AF opakované (Begieneman et al. 2016; Wu et al. 2020). Postupné pribyva i dalSich
dokladl o tésném vztahu mezi chronickym zanétem epikardidlniho tuku a dalSimi srdecnimi
patologiemi (Rozsivalova et al. 2020; Pierzynova et al. 2019; Mraz et al. 2019; lacobellis 2022;

Malavazos et al. 2022).
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ZAVER

Komplexni analyza bioptickych vzorkl sifiové tkané u pacientu podstupujicich operaci na
otevieném srdce ukdzala, Ze interstitium ma variabilni morfologii, zejména pokud jde o
mnozstvi a slozeni ECM. Nemohli jsme vSak potvrdit vyssi troven fibrozy specifické pro AF.
Toto zjisténi naznacuje, Ze intersticialni fibroza a dalsi morfologické zmény v sinové tkani jsou
spiSe spojeny se strukturdlnim srdecnim onemocnénim nez s AF jako takovym. Zda se u
takového pacienta rozvine AF, zdvisi s nejvét§i pravdépodobnosti na dal§i piitomnosti
spoustécit a modulacnich faktorti. Vyrazné rozdily v mnozstvi kolagenu I, III a elastinu u
pacientii s SR a AF nebyli nalezeny. Ob¢ skupiny pacientu nemély zadné rozdily v exprese
VEGF a mikrovaskularni denzit€. Mnozstvi kolagenu LIII a elastinu v pravé sin¢ myokardu
bylo vyrazné vyssi, nez ve vzorcich ziskanych z levé sin€. VEGF exprese kardiomyocyti byla
vyrazné vyssi oproti levé sini. Mikrovaskularni denzita byla vyssi v levé sini myokardu ve
srovnani s pravou sini.

Dale jsme ukazali, Ze rozdily ve stupni strukturdlni remodelace mezi levou a pravou sini mohou
hustoté a expresi VEGF zaslouzi dalsi zkoumani.

Imunohistochemicka analyza vzorki tkan€ u pacientll prokdzala mirny a mistné specificky
nartist zanétlivych bunék v sinovém myokardu pacientd s FS ve srovndni s pacienty se SR.
Nejvice zastoupenou populaci imunitnich bun¢k byly CD3+ T-lymfocyty a CD68-KP1+
subpopulace monocytt/makrofagti, coz odpovidalo pievazné dendritickym buiikam. Zirné
buniky a B-lymfocyty byly mén¢ ¢asté. Pouze CD3+ a CD68-KP1+ buniky byly zvySeny v levé
sini pacientl s FS, zatimco v sitovém myokardu nebyla zjisténa zadna zanétliva loziska. Toto

lokalni zvySeni nékterych populaci CD45+ bunék mize odrazet progresi AF.
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