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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je literarni reSerSi shrnujici dosavadni poznatky o ultrastruktuie
myokardu, v celkovém kontextu vyvoje a anatomie srdce. Prvni cast prace je shrnutim
poznatkii anatomie srdce a jeho embryonalniho vyvoje s dirazem na morfologii
kardiomyocytu. Stav vnitini architektury buné€k pracovniho myokardu a kvalita jejich
vzajemného propojeni odrazi funk¢nost srdce. Lokalizace a kondice bunéénych
kompartmentti odrazi celkovy stav bunky. Nasledujici ¢ast prace je vénovana zakladnimu
rozboru mikroskopickych metod, vhodnych pro vyzkum ultrastruktury srde¢ni buiiky.
Vystupem této prace je uceleny piehled o uspofadani morfologicky a funkéné zajimavych
utvard kardiomyocytu, moznych proménach téchto struktur ve vztahu Kk fyziologickym
podminkdm a porovnani mikroskopickych metod s ohledem na jejich pouziti pfi vyzkumu

ultrastruktury kardiomyocytu.

Kli¢ova slova: myokard, morfologie, experimentalni metody

ABSTRACT

The thesis is a literary review summarizing current knowledge about the ultrastructure
of myocardium in the overall context of the development and anatomy of the heart. The first
part of the study is a summary of heart anatomy and its embryonic development, with
emphasis on the morphology of cardiomyocytes. The state of inner cytoarchitecture of
myocardial cells and the quality of inter-cellular connection reflects the functionality of the
heart. Location and condition of cell compartments reflect the overall condition of the cell.
The following part is devoted to the basic microscopic analysis methods suitable for research
ultrastructure of cardiac cells. The outcome of this work is a comprehensive overview of the
organization of remarkable morphological formations in cardiomyocyte, possible changes in
ultrastructure in context of physiological conditions and comparison of microscopic methods

with regard to their use in research of cardiomyocytes ultrastructure.

Key words: myocardium, morphology, experimental approaches
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fluorescence photoactivation localization microscopy
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left ventricle (leva komora)

optical atrophy gene/protein

photoactivation localization microscopy

plasma membrane calcium atpase
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right ventricle (prava komora)

ryanodinovy receptor v srde¢ni buiice
sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase
structured illumination microscopy
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stochastic optical reconstruction microscopy
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total internal reflection fluorescence microscopy

translocase of the outer membrane (translokaza vnéj$i membrany)
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1 UvoD

Srdce je nejdéle fungujicim organem v téle. Srde¢ni svalovina pracuje jiz od raného
embryonalniho vyvoje - cely zZivot, bez piestavky, idedlné pravidelné, v zavislosti na aktivité
organismu. Jeho uloha pumpy je zcela nezbytna. Kardiovaskularni onemocnéni jsou
celosvétoveé nejcastéjsi pricinou Gmrti, a proto je kardiovaskularni vyzkum zaméfen
na studium mechanismi vzniku a moznou prevenci chorob. Morfologické zmény ptimo
souvisi se zménami fyziologickych procesti na bunécné urovni, které¢ se 1isi Vv jednotlivych
anatomickych oblastech srdce. Je tedy nezbytné zabyvat se anatomickou strukturou srdce,
znat ji do nejmensiho detailu a poznavat morfologické promény Vv zavislosti na riznych
fyziologickych i patofyziologickych podminkach. Tato poznani jsou dilezita jak v zakladnim,
tak aplikovaném vyzkumu, protoZe ultrastruktura srde¢ni buiiky a komunikace jednotlivych
kompartmentii je klicovd pro spfazeni excitace a kontrakce, a tim padem funkci celého
srdecniho svalu jako celku. V rdmeci fyziologickych podminek miizeme rozpoznat obmény
v ultrastrukturalnim uspofadani, jako adapta¢ni reakci na rizné podminky, které mohou bud’
kompenzovat urcita pietizeni, nebo negativné ovlivnit funkci kardiomyocytu. Pokud dojde
K vyznamné reorganizaci struktury kardiomyocytu, jsou tyto neschopny efektivni kontrakce
a zpusobuji dysfunkci srdecni svaloviny.

Mikroskopie udé¢lala za poslednich 40 let obrovsky krok vpfed a stala se
nenahraditelnym ¢lankem vyzkumu nejen srde¢ni struktury a ultrastruktury. Z klasickych
optickych mikroskopti se vyvinuly fluorescenéni mikroskopy, elektronové mikroskopy
a dalsi. Pro spravnou metodiku prace je diilezité zvolit vhodnou zobrazovaci techniku, proto
je druha cast prace vénovana zékladnim mikroskopickym principim a technikdm, které lze

vyuzit pro vyzkum morfologickych zmén v srdci.



2 EMBRYONALNI VYVOIJ SRDCE

Srdce je prvni funkéni organ embrya, jesté nedovyvinuté zacina tepat asi v 6. tydnu
fetalniho vyvoje jedince. Vznika ze dvou mist splanchnického mezodermu, kdy po obou
stranach téla za interakce s okolni tkani vznikaji progenitorové burky srdce. Shlukuji se
po obou stranéch epiblastu do malych chomécki na pfedni strané embrya blizko primitivniho
prouzku. Tyto bunky nasledné migruji skrze primitivni prouzek a tvoti dvé skupiny bunék
mezodermu lateralni plotny (Tam and Behringer, 1997). V okamziku migrace bunék skrze
primitivni prouzek vznikd tzv. kardiogenni mezoderm. Progenitorové bunky migruji
a proliferuji tak, ze se jejich usporadani stane anterior — posteriorni osou srdecni trubice (HT),
jiz davaji vzniknout (Stalsberg and DeHaan, 1969). Z HT d&em zvanym loop (pfetoceni)
vznikne srde¢ni kli¢ka, nasledné srdce.

Progenitorové srdecni builkky vznikaji na zéklad€ plisobeni rozdilného gradientu
morfogent produkovanych pharyngealnim (anteriornim) entodermem a chordou. Dukazem
tohoto pusobeni je zastaveni vyvoje srdce po vyjmuti anteriorniho entodermu (Nascone and
Mercola, 1995). Pusobeni morfogentt BMPs (Bone morphogenetic protein), piedev§im BMP2
produkovaného z anteriorniho entodermu, zapficifiuje vznik srdce, ale i krve pii vhodném
poméru morfogend. Vyznamnou ulohu zde hraji inhibitory Wnt signalni kaskady, které
rozd€luji osud laterdlniho mezodermu na dvé vétve, prokardiogenni a hemangiogenni.
Mezi tyto inhibitory patii Dickkopf (DKK), Crescent, Cerberus (Schneider and Mercola,
2001). Bez ptitomnosti téchto inhibitort, jako je tomu v posteriorni oblasti embrya, by Wnt
proteiny produkované nervovou trubici daly signél ke vzniku krve a cévniho tecist¢. BMPs
navic indukuji expresi genil pro fibroblast ristovy faktor (Fgf8), jehoZ syntéza je kritickym
bodem nezbytnym ke vzniku srdec¢nich proteind (Alsan and Schultheiss, 2002). Inhibi¢ni
signaly jsou dulezité, aby srdce nevzniklo na nevhodném misté embrya. Pro lepsi piedstavu
poslouzi schéma (Obr. 1).

Jedny z nejranéji se exprimujicich gend pii pocatecnim formovani zarodku srdce jsou
Nkx2-5 a Mespl, regulované BMP (Alsan and Schultheiss, 2002), které jsou dulezité
pro spusSténi mnohocetné a zpétnovazebné genové regulace. Jednim z gend, této regulacni
kaskaddy je gen pro expresi regulacniho faktoru GATA4, ktery je prvné piitomny
v prekardialnich bunkach pfi jejich migraci skrze primitivni prouzek a je nezbytny pro expresi

mnoha gend typickych pro srdce, véetné exprese genu pro N-cadherin. N-cadherin



je adhezivni bilkovina dilezita pro splynuti dvou srde¢nich rudimenti v HT a vznik perikardu
(Linask, 1992).
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Obr. 1.  Zasadni proteinové interakce pii ureni vyvoje srdce a cév; (pfevzato z Gilbert, 2013; s. 452)

Kubanska embryolozka De La Cruz a kolektiv (1989) zjistili, ze kardiogenni mezoderm
obratlovct je mozno rozdélit na dvé oblasti ze kterych vznikaji dvé tzv. srdeéni pole (HFs -
heartfields). De La Cruz se domnivala, Ze se HF1l stava jakymsi leSenim
pro vznikajici srdce a dava vzniknout pouze levé komote (LV), jelikoz proliferacni schopnost
progenitorovych bungk, jez ji tvofi, je omezend. Za formaci LV je zodpovédny produkt genu
Thx5, ktery je aktivovan transkripénim faktorem Mespl (Koshiba-Takeuchi et al., 2009).
Kvili zjisténi, ze distribuce progenitorovych buné€k jednotlivych oddild srdce neni takova, jak
predpokladala De La Cruz, se zacaly pouzivat také pojmy primarniho a sekundarniho
srde¢niho pole. NejnovéEjsi poznatky totiz ukazuji, ze HF1 dava vzniknout i sinim (Xin et al.,
2013). Bunééni piedchidcei HF2 piispivaji k vyvoji obou stran HT. Diky pfitomnosti Mespl
a Nkx 2-5 vytvaii bunky HF2 produkt Foxhl genu. Tento gen je zodpovédny za to, ze se
z nich stane prava komora (RV) a srde¢ni vystupy (zaklad aorty a plicnich tepen), ale zaroven
I sin€ a srde¢ni vstupy (plicni zila a vstup duté zily) (von Both et al., 2004; van den Berg and
Moorman, 2011). Podle stavajiciho nazoru k tvorbé sini pfispivaji jak prekurzory HF1, tak
HF2. Antagonistou Tbx5, formujiciho levou komoru je Tbx20, exprimovany v RV.
Na rozhrani bun¢k LV exprimujicich Tbx5 a bunék RV exprimujicih Tbx20 se pti pretoceni
vytvaii septum interventriculare. VSechny ¢asti srdce, at’ uz myokard, endokard, chlopné,
Purkynova vldkna nebo epikard, jsou tvofeny z téchto srde¢nich poli a tedy piivodné jednoho

typu srdecni prabunky (Gourdie et al., 1999; van Wijk et al., 2009).



Smér pietoceni HT je zavisly na expresi gent Signalni kaskady Nodal (Franco and
Campione, 2003) a genu pro transkripéni faktor Pitx2. Pitx2 je exprimovan v levém
mesodermu lateralni ploténky a pozd¢ji vlevo v srde¢ni trubici (Campione et al., 2001). V HT
Nkx2-5 reguluje transkripéni faktory Hand1 a Hand2. Jakmile se zahaji pietoceni, Handl se
vyskytuje vyhradné v levé komoie a Hand2 v pravé (Biben and Harvey, 1997). Pro spravné
pietoceni srdce jsou velmi dilezité také proteiny cytoskeletu (Garita et al., 2011). Samotny
proces pietoceni je také ovliviiovan mechanotransdukci, napf. bilkovinou flektinem, jez se
podoba myosinu. Dulezité pro loop jsou transkripcnimi faktory Nkx2-5 a Mef2C aktivujici
Xin gen nebo specialni metaloproteinazy (Grosskurth et al., 2008; Lu et al., 2008). Ptetoceni

znazornéno nize (Obr. 2).
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Obr. 2. Vyvoj srdce. a) Formovani progenitorovych bunék srdce Vv pilmésic, vznik srdeéni trubice,
pietoceni srde¢ni trubice do srdeéni klicky, vznik srdce; b) Schéma embryonalni proteinové regulace

vzniku srdce; (pfevzato z Xin et al., 2013)



3 ANATOMIE SRDCE

Srdce je hlavnim motorem celé ob&hové soustavy. Muzeme ho rozdélit proximo-
distalné na bazalni ¢ast (basis cordis) s vystupem cév, se sinémi a apikalni ¢ast (apex cordis)
se srde¢nim hrotem. Dale z vnéjsiho pohledu rozliSujeme facies sternocostalis (anterior) coz
je predni vyklenuta plocha smérujici ke kosti hrudni a Zebrim a facies diaphragmatica
(inferior) strana smérem k branici, dale facies pulmonaris, nékdy také Cesky leva plocha
mifici k plici, margo acutus - pravy ostry okraj srdce a margo obtusus - levy obly okraj srdce
(Cihék et al., 2001). Dale mtizeme popsat pouhym okem viditelné koronarni cévy. Vyzivu a
okysliceni stén srdce zajist'uji aa. coronariae, jakozto prvni vétve aorty vychdzejici ze sinus
aortae dexter et sinister, probihajici a vétvici se po celém povrchu srdce, chranéné vazivem a
tukem. Jejich komplexnost se srdcem je zajisténa na né tésné naléhajicim epikardem. Svod
odkysli¢ené krve zpét do srdce je zajistén srdeénimi zilami, venae cordis. Ty usti bud’ do
sinus coronarius, rovnou do pravé sin€, nebo napiiklad malé zilky mohou ustit pfimo do dutin
srdce. Srde¢ni zily jsou nejcastéji bez chlopni.

Autonomii, automacii a rytmicitu zajistuje tzv. ptevodni systém srde¢ni (PSS) neboli
systém srdecni automacie, ktery je tvofen pozménénymi kardiomyocyty uzplsobenymi
Kk iniciaci a vedeni signalu po celém srdci. Vngjsi vliv na funkci srdce je mozny pouze na
urovni frekvence srdecnich stahli, pomoci sympatiku a parasympatiku. PSS je tvofen
sinoatrialnim uzlem, kde se akéni potencial vytvaii, a vede ptes internodalni siiové spoje do
atrioventrikularniho uzlu, odkud je veden Hisovym svazkem. Po rozdéleni Hisova svazku
vedvi se vzniklé vétve nazyvaji Tawarova raménka, prave a levé, ta jsou nasledné rozdélena
v Purkynova vlakna, ktera rozvadi vzruch na pracovni myokard komor (Trojan, 2003).

Pracovni myokard je uspotfddan do tfi vrstev. Povrchova vrstva obtaci v levoto€ivé
spirdle celé srdce, v apikalni ¢asti se noti snopce dovniti a tvoii svalovinu papilarnich svald.
V priibéhu obtaceni povrchové vrstvy se z ni oddé€luji snopce, které se zanotuji pod povrch
komor a tvofi druhou, stiedni, a tfeti, hlubokou, vrstvu myokardu. Stfedni vrstva je cirkularni,
vede kazdou komorou zvlast’ nebo osmickovité mezi komorami, ¢imz tvofi hluboké vrstvy
septa. Hluboké vrstva je pokraCovanim dvou piedeslych vrstev. Je spiSe longitudinalni, tvofi
papilarni svaly a trabeculae carneae (Cihak et al., 2001). Nutno p¥ipomenout, Ze viechny vyse

popsané struktury se mohou v ramci zdravé populace svym tvarem a umisténim mirné lisit.



4 BUNKA SRDECNIHO SVALU

Bunka srde¢niho svalu neboli kardiomyocyt je drazdiva burka, schopna piijimat,
pteposilat, zpracovavat elektrochemicky signal a kontrahovat se. Je zakladni jednotkou
myokardu. Na prvni pohled pifipomina v mikroskopu buiika srde¢niho svalu buiiku pii¢né
pruhovaného kosterniho svalstva. To znamena, ze muzeme rozliSit klasické struktury velmi
dobfe rozpoznatelné¢ diky pravidelnému uspotfddani aktinovych a myozinovych vlaken
(Obr. 3). Funkéné mohou buriky, diky svym vodivym vlastnostem, pfipominat syncytium.
Jednotlivé bunky jsou vSak na rozdil od kosterniho svalu oddéleny interkalarnimi disky, které
ale nejsou hermetickym oddélenim bunék, nybrz obsahuji mezibunééné spoje. Pii

dikladngj$im pozorovani Ize pozorovat i dalsi odlisnosti od svalové bunky kosterniho svalu.

Obr. 3. Podélny fez kontrahovanym kardiomocytem potkana, vnitini uspofadani buiky. NK — jadro,
IFM — interfibrilarni mitochondrie, PNM — perinuklearni mitochondrie, SSM — subsarkolemarni mitochondrie,
Mf — myofibrily tvofené sarkomerami, SL — sarkolema,V — lumen cévy; méfitko S5um (Autor: Dr. Barbara

Elsnicova)

4.1 Funkéni morfologie srde¢ni buiiky

Bunka srdec¢niho svalu je 100 — 150 pum dlouhd a 10 — 25 pm Sirokd. Velmi casto je

rozvétvend, diky ¢emuz je srde¢ni svalovina kompaktni a schopna ptenosu elektrického



impulzu. Sestava z bunééné membrany a cytosolu obsahujiciho buné¢né oddily specifické

pro kardiomyocyt. Jednotlivé morfologické celky budou popsany v nasledujicich kapitolach.

4.1.1 Sarkolema

Kardiomyocyt je ohrani¢en cytoplazmatickou membranou, tzv. sarkolemou. Sarkolema
je fosfolipidova dvojvrstva tvofena hydrofobnimi mastnymi kyselinami orientovanymi do
nitra bunky, polarnimi fosfatovymi zbytky vné a zapuSténymi proteinovymi komplexy.
Zvngjsi strany muze byt kryta glykokalyxovou vrstvou 20-60 nm silnou, piipojenou
k sarkolemé glykolipidy a glykoproteiny (McNutt, 1975). Hlavni slozkou fosfolipidi jsou
fosfatidylcholin (cca 45 %) a fosfatidyletanolamin (okolo 30 %) (Post et al., 1995).

Sarkolema utvati rizné tvarované funkéni struktury, jimiz jsou invaginace, tvofici oblé
pinocytozu piipominajici vchlipeniny, zvané kaveoly a t-tubularni systém savca. T-tubuly
tvoii spole¢né se sarkoplazmatickym retikulem funkéni spojeni zvand dyady, nezbytna pro
sprazeni excitace a kontrakce (ECC). Dalsi specializovanou strukturou sarkolemy je
interkalarni disk na rozhrani dvou bun¢k (McNutt, 1975).

T-systém se poprvé podafilo popsat pomoci elektronové mikroskopie Lindnerovi
(1957). Diky kolokalizaci t-tubulti a Z-linii na podélném fezu bylo odhadovano, ze tubuly
probihaji pfi¢né, transverzalné, tim dostaly svlij nazev. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze tubularni
systém muze vést i podél myofilament a ze systém pti¢nych tubull v srdci je velice druhoveé
specificky. Vyskytuje se pouze u savcil a utvaii se plné€ az po jejich narozeni a to predev§im
v srde¢nich komorach (Hiiser et al., 1996; Perni et al., 2012 podle Bossen et al., 1978).

Sitka t-tubulii je velice rozmanita jak mezidruhové, tak v ramci jedné buiiky. U potkana
se pohybuje v rozmezi 30-130 nm v zavislosti na poloze. Blize okraji buiky jsou t-tubuly
§irsi, ¢im bliz k nitru bunky, tim vice se zuzuji (Ayettey and Navaratnam, 1978).

Sarkolema slouzi buiice jako zprostfedkovatel pienosu informaci z jiné bunky
nebo extracelularniho prostiedi. V sarkolemé jsou pfitomny iontové kanaly pro ionty Ca*™,
K*, Na* a dal3i, vyméniky, receptory a jiné dalsi struktury, které udrzuji iontovou homeostazu
buiiky, umoziluji pfenos informaci skrze membranu v obou smérech, $iti akéni potencial atp.

Z vnitini strany se na sarkolemu upinaji aktinova filamenta pies dystrofin-
glykoproteinovy komplex (DGC). Jde o mechanické spojeni dulezité pro spravnou funkci
svalového aparatu. Pokud je napiiklad dystrofin, jako jeden z mnoha proteint této struktury

diky mutaci na X-chromozomu, nefunkéni, dochazi ke kardiomyopatii (Lapidos et al., 2004).



Velmi dobie rozpoznatelnou strukturou tvorenou sarkolemou je interkalarni disk, ktery
je funkénim spojenim mezi dvéma sousednimi kardiomyocyty. Nachazime v ném tii funkéné
vyznamné transmembranové proteinové komplexy - desmozomy, fascia adherens a gap
junctions. Desmozomy jsou typické pro bunécna spojeni ve tkanich, které jsou zatézovany
velkym tlakem (tahem) (Sheikh et al., 2009) a jsou tvofena transmembranovymi proteiny
desmogleinem a desmocollinem. Desmosomy nejsou mechanicky spojeny s aktinovymi
filamenty sarkomery, av§ak komunikuji S nimi pomoci desminu a dal$ich (Capetanaki, 2000).
Fascia adherens je také bunéénym spojenim, protoze obsahuje transmembranové proteiny
N-cadheriny, spojujici sarkolemy dvou bun¢k. Navic tento mezibunéény spoj pevné vaze
aktinova filamenta sarkomery k sarkolem¢. Gap junction, vodivé spojeni, je tvoieno Sesti
podjednotkami konexinu. Umoznuje dvéma sousednim buinkam metabolicky a elektricky
komunikovat pies extracelularni prostiedi (Severs et al., 2008). Mutace v genech kodujicich
proteiny interkalarniho disku maji za nasledek kardiomyopatie a vznik arytmii (Protonotarios

etal., 2001).

4.1.2 Jadro

V bunce srdeéniho svalu nachazime jedno az tii jadra (nucleus), jenz je nositelem
genetické informace. Muzeme v ném pozorovat klasické struktury heterochromatinu,
euchromatinu a jadérko. Nukleus je nejcastéji lokalizovan v centru kardiomyocytu (vlastni
pozorovani). Na obrazcich z elektronového mikroskopu jsou v jaderné membrané pory, které
slouzi k transportu skrze jadernou membranu. Jadro patrné na souhrnném snimku

z elektronového mikroskopu vyse (Obr. 3) a.
4.1.3 Kontraktilni aparat

Neptrehlédnutelnou strukturu piicné pruhované svaloviny tvoifi myofilamenta
uspotadana pii pohledu na podélny ez do pravidelnych Usektl, sarkomer, o délce zhruba 2,3
um (Obr. 4) (Keurs et al., 1980). Na pticném fezu maji ob¢é skupiny filament pravidelné
hexagonalni uspotfadani, které umoziuje vytvofit efektivni kontraktilni aparat.

V pribéhu sarkomer rozeznavame nasledujici struktury - Z-disky, které ohranicuji
sarkomeru a kotvi se v nich oboustranné aktinova vlakna ptes a-aktinin. Od Z-disku na obé
strany miiZzeme rozliSit tzv. I-pruh, ktery je tvofen pouze tenkymi aktinovymi filamenty

a v polarizovaném svétle se jevi izotropné. Anizotropni ¢ast sarkomery tvoii A-pruh, sloZzeny



z tenkych a tlustych myofilament. Jeho stfedem prochazi H-pruh tvofeny pouze myozinovymi
vlakny bez myozinovych hlav (tzv. myozinové ocasky). Uprostted H-pruhu vede M-linie
tvofena myomezinem, ktery udrzuje hexagonalni uspofadani myozinovych vlaken (Agarkova
and Perriard, 2005) M-linie sestava ze strukturné velmi podobnych M-proteini M1, M2-M9
a M2‘- M9‘, které jsou vzdjemné orientovany antiparalelné a pficné spojuji myozinova
vlédkna. Vytvaii tzv. M-mistky a nejsilnéjsi, a nejlépe pozorovatelné, jsou vSak centralni M1 a
parové, M4, M4, M6 a M6°. Jejich syntéza probihd v zavislosti na typu a zatizeni svalového
vlakna. Piikladem toho jsou jejich rGzna zastoupeni v myokardu u zivoc¢icht s rozdilnou
frekvenci kontrakce (Pask et al., 1994).

Tenka filamenta jsou tvofena vodiovou strukturou tropomyozinu na né&jz polymeruje G-
aktin v piitomnosti ATP a Mg"". Na kazdych 7 podjednotek G-aktinu ptipad4 jeden trimerni
troponinovy komplex, ktery reguluje kontrakci tak, ze v klidovém stavu brani nasednuti
myozinové hlavy na aktin. Zvysena koncentrace Ca’" v buiice zptisobi konformaéni zménu
tohoto komplexu a myozinova ATPéaza se aktivuje vazbou na aktinové filamentum. Mezi
dvéma Z-disky, skrze celou sarkomeru, vedou dva dlouhé fetézce titinu (téz konektin)
stykajici se v M-linii. Titin zajiStuje pevnost sarkomery (Maruyama et al., 1977) a ma téz
vyznamnou signalni funkci v synchronizaci metabolickych dé&ji s intenzitou kontrakce
(Agarkova and Perriard, 2005). Délku sarkomery zajistuje v kosternim pti¢né pruhovaném
svalu protein nebulin (McElhinny et al., 2003), nicmén¢ v srdeénim svalu nebyl nalezen. Jeho

funkci zde zastava jemu podobny protein nebulett (Moncman and Wang, 1995).

- -
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Obr. 4. Uspotadani myofilament na podélném fezu. Z — Z-disk; H — H-pruh; | - I-pruh; A - A-pruh, M —
M-linie; (ptevzato z http://www.uaz.edu.mx/histo/shisto/banuscal/micro94.gif, upraveno)



4.1.4 Mitochondrie

Dals$i vyraznou strukturu srde¢ni burniky tvoii mitochondrie. Semiautonomni organely,
vzniklé, dle soucasnych nazorti, endosymbiotickym souzitim. Mitochondrie mizeme rozd¢lit
na tfi populace dle lokalizace v bunce (Obr. 3 a 5). Subsarkolemalni mitochondrie jsou
lokalizované ptimo pod sarkolemou a jejich primarni funkci je pfima dodavka ATP pro
sarkolemalni ATPazy (Na'/K'ATPiaza a PMCA — plasma mambrane calcium atpase).
Interfibrilarni mitochondrie (IFM) jsou v tésném kontaktu s myofibrilami a dodavaji ATP pro
myozinovou ATPazu skrze kreatinkinazovy systém (Wallimann et al., 2011). V postnatalnim
vyvoji jsou mitochondrie podél myofibril uspofadany pln€ az ve 21. dni vyvoje potkana
(Piquereau et al., 2010). Perinuklearni mitochondrie vytvaii 2 konické utvary na pdlech jadra
paraleln¢ s myofibrilami (vlastni pozorovani). V dostupné literatuie je ohledné této oblasti
nedostatek informaci, ale pravdépodobné slouzi k energetické podpoie jaderného transportu

a transkripce.

Obr. 5. Kontrahovany kardiomyocyt potkana, pfi¢ny fez. Lze pozorovat vSechny populace mitochondrii,

zkraceni sarkomer a invaginace jaderné membrany; méfitko 2 pm (Autor: Dr. Barbara Elsnicova)
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Mitochondrie je tvofena vnéj$i a vnitini membranou, jez ji d€li na dva oddily. Jednim
oddilem je mitochondrialni matrix a druhym mezimembranovy prostor utvarejici invaginaci
kristy. Vné&jsi membrana je svou strukturou spise lipidicka a hojné skrze ni prochazeji TOM
B-barely. Velikost molekul, pro které je vnéj$i membrana propustna, se pohybuje okolo tisice
daltont. Naopak vnitini membrana je asi z 80 % tvofena bilkovinami, napf. z komplexu
respiracniho fetézce (Herrmann, 2011). Na vnitini membrané vznika gradient vodikovych
kationtd, diky kterému je pohanéna ATP-syntaza.
cyklu se na vnitfni mitochondrialni membrané oxiduji jednotlivé meziprodukty pomoci 4
enzymatickych komplexii. Pfenos elektronli ze substrati probihd pies elektron transportni
fetézec na NADH dehydrogendze (komplex I), sukcinat dehydrogendze (komplex II),
cytochrom bcl komplexu (komplex III) a cytochrom oxidaze (komplex IV). V oxida¢nim
fetézci dochéazi k transportu vodikovych kationti do intermembranového prostoru. Je
prokazéano, ze hromadéni vodikovych kationtii na konci krist je dilezité pro mistni zvySeni
koncentrace H' a tim spravnou funkci ATPsyntdz, které svym uspofadanim tvoii jakysi
hieben krist (Davies et al., 2011).

Je velmi piekvapivé, Ze jednotlivé populace mitochondrii, se lisi svym metabolismem
i v ramci jedné buiky. Vyzkum Palmera a jeho védeckého tymu (1977) ukazal, ze
subsarkolemalni mitochondrie oxiduji substrat 1,4 az 1,7 krat pomaleji, nez interfibrildrni
populace.

U kvasinek bylo prokazano, Ze mitochondrie jsou také funkéné spojeny
s endoplazmatickym retikulem pfes komplex MINOS v mitochondrii a ERMES
v endoplazmatickém retikulu. Lze pfedpokladat, Ze vzhledem k prokazatelnému toku Ca*"
iontl mezi témito dvéma organelami, existuje obdobné spojeni i v myokardu, jen mezi
mitochondrii a sarkoplazmatickym retikulem (van der Laan et al., 2012). Tato problematika je
Vv soucasné dob¢ intenzivn€ zkoumana.

Studie pted dvaceti lety prokazaly, Zze mitochondrie nejsou morfologicky neménné
(Bereiter-Hahn and V6th, 1994). Je naprosto bézné, ze se za fyziologickych podminek méni
uspofadani jejich vnitini membrany (Mannella, 2008), i ze dochazi ke splyvani a rozdélovani
samotnych mitochondrii, tedy vné&jSich membran procesem fusion/fission (Rizzuto et al.,
1996). Prestavby membranovych systému Kontroluji proteiny z rodiny dynamint. Vnitini

membrana je schopna fuzovat diky proteinovému komplexu MINOS (mitochondrial inner
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mambrane organizing system) nebo GTPaze koédované genem Opal. Pritomnost dvou
komplexi MINOS v tésné blizkosti zodpovida za stabilitu mitochondridlnich krist (Zerbes et
al., 2012). Mutace nebo delece Opal blokuje fzi mitochondrii a zvySuje pravdépodobnost
k fission (Olichon et al., 2003). Byly pozorovany i rozdily ve velikosti mitochondrii v ramci
jednoho kardiomyocytu po sniZeni syntézy Opal (optical atrophy protein) (Piquereau et al.,
2012). Pro splynuti vnéj$i membrany jsou nezbytné mitofusiny Mfnl a Mfn2. Knock-out
genli pro tyto dva mitofusiny byl pro organismus letalni jiz v embryonalnim vyvoji.
Pti vyzkumu na bunécnych liniich byly mitochondrie pfi absenci téchto protein neschopny
fazovat (Chen et al., 2003). Splynuti dvou vnéjSich membran je pievazné moderovano
komplexy umisténymi na vnitini mitochondrialni membrané (Olichon et al., 2003).

Pro oddéleni membrany je nezbytny produkt genu Drpl, ktery je stiale exprimovan
a jeho hladina je dana rychlosti jeho degradace. Proces fission tedy zavisi na dostupnosti
Drpl. V ptfipad€, ze potencidl na vnitini membran€ je sniZen, protedza Omal §tépi Opal
na kratké fragmenty a nedostatkem dlouhé varianty Opal je blokovana faze (Wikstrom et al.,
2014). Je ziejmé, ze na fusion/fission se podili mnoho dalsich proteinti (Meeusen et al., 2006;
Dorn et al., 2011), tyto jsou vSak nad ramec této prace.

Proménlivost mitochondridlnich membran v zavislosti na bunéénych potiebach je
jednim z dilezitych ukazatelti bunééného stresu srdecniho svalu. Pokud se se srde¢ni buiikou
déje néco neobvyklého, adaptuje se na zménu podminek nebo je poskozena. Prvnim
indikatorem byva pozménéna biogeneze mitochondrii a zména jejich lokalizace. Dochazi
k jejich nadmémému nebo nedostatecnému fusion/fission, vmezefeni drobngjSich
mitochondrii mezi myofilamenta, méni se mitochondrialni kristace, nebo jsou fizené

degradovany (Novotova M., Gstni sd€leni).
4.1.5 Sarkoplazmatické retikulum

Vyznamnou membranovou strukturu kardiomyocytu tvoii sarkoplazmatické retikulum
(SR). SR je specializované endoplazmatické retikulum buné€k srde¢niho svalu. Jeho hlavni
funkci je skladovédni, masivni vypousténi a nasledné vychytdvani bunééného vépniku
v zavislosti na cyklu kontrakce a relaxace.

SR tvofi komplikovanou sit’ tubulti a cisteren. SR se rozpina po celém bunééném
objemu. Tubuly SR se rozkladaji okolo myofibril a vychytdvaji pomoci SERCA2a Ca'"

uvolnény pfi svalové kontrakci (Periasamy and Kalyanasundaram, 2007), zatimco terminalni
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cisterny Ca’™ ionty predevsim uvoliiuji a jsou lokalizovany v t&sné blizkosti t-tubulfl, se
kterymi tvoii dyady (obr. 6). V terminalnich cisternach se vyskytuje kalsekvestrin, jenz
na sebe vaze ionty Ca™" a snizuje tak jejich volnou koncentraci uvnitt retikula. V membrané
terminalnich cisteren se nachazeji ryanodinové receptory typu 2 (RyR2). Aby jejich
rozmisténi mélo svlij funkéni vyznam pro ECC, je dilezité jejich parovani s napétoveé
ovladanymi dihydropyridinovymi receptory (DHPR) v membrané t-tubulu, coz znamena, ze
od sebe muzou byt vzdaleny maximalné 15 nm (Franzini-Armstrong et al., 1999). Membrany
t-tubulu a SR drzi pti sob¢ protein junctophilin 2 (Scriven et al., 2013).

Srdce muliZe byt zatéZovano mnoha faktory od objemového pretéZovani, pies hypoxii,
az po ruzné vrozené kardiomyopatie (Holmgren et al., 2003). Na zmény podminek reaguje
také membranovy systém bunky. Bézné dochazi k prestavbam t-tubuld, mohou se vétvit,
meénit prafez nebo zanikat. Reakci na stres muze byt i rozpad dyad. Jde o proces, kdy se
termindlni cisterna sarkoplazmatického retikula odchlipuje od t-tubulu kvili snizené syntéze
junctophilinu 2. To ma za nasledek oddaleni RyR2 receptort SR od DHPR sarkolemy

do vzdalenosti vEétsi nez 15 nm a tim se stava dyada nefunk¢ni (Zhang et al., 2013).

Obr. 6. Dyada na podélném fezu kardiomyocytem. Z — Z-disk, Mi — mitochondrie, SRtc — terminalni cisterna
sarkoplazmatického retikula, TT — lumen t-tubulu, Sipka ukazuje kalsekvestrin, trojuhelniky vné&jsi a vnitini

mitochondridlni membranu; méfitko 0,2um (Autor: Dr. Barbara Elsnicova)
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5 MIKROSKOPICKE METODY

Mikroskopy muzeme rozd¢lit, dle principt, na kterych stoji zobrazeni preparatu, na dva
typy — svételné a elektronové. Svételnou mikroskopii délime na klasickou a fluorescencni,
fluorescen¢ni dale na epifluorescen¢ni, konfokalni a superrezolu¢ni metody. Elektronova
mikroskopie je délena podle zplsobi detekce elektronti na transmisni elektronovou
mikroskopii a skenovaci elektronovou mikroskopii.

Podstatou mikroskopie je zvétSeni objektu rozméri, na které nesta¢i rozliSovaci
schopnost naseho oka, ktera je asi 0,25 mm. ZvétSeni je V piipadé svételné mikroskopie
mozno dosédhnout soustavou cocek okuldru a objektivu, Vv ptipadé elektronové mikroskopie
soustavou elektromagnetickych cocek. RozliSovaci schopnost mikroskopu je stanovena
Abbeho kriteriem a je definovana vzorcem, podle kterého je dosaZitelné rozliseni piimo
umérné vinové délce pouzitého svétla a nepiimo umérné numerické apertuie objektivu (Abbe,
1873).

R=061.A/n.sin6

R (zvétSeni)

A (vinova délka svétla)

n (index lomu)

0 (polovina vrcholového thlu kuzele paprskt vstupujicich do objektivu

Precizné setfizeny fluorescencni mikroskop s vysokou numerickou aperturou objektivu
dosahuje maximalné zvétSeni 2000x a rozliSeni kolem 250nm. Elektronovy mikroskop
dosahuje zvétseni az 10 000 000x a je schopen dosdhnout rozliSeni az 50pm. Dtivodem
vysoké rozliSovaci schopnosti je, ze elektronovy svazek ma vinovou délku fadove sto tisickrat

krat$i neZ paprsek viditelného svétla
5.1 Svételna (opticka) mikroskopie

Svételna mikroskopie vyuzivda k zobrazeni preparatu svazek svétla. Svételné
mikroskopy miizeme rozd¢€lit z mnoha hledisek, napt. dle typu zdroje svétla. Preparat miize
byt osvétlen, ¢i prosvétlen svétlem bilym, svétlem s energii v rozmezi definovanych vinovych
délek nebo laserem o jedné vinové délce. Teoretické zvétSeni je az 2000x, nicméné je

limitovano rozlisovaci schopnosti mikroskopu.
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5.1.1 Klasicka svételna mikroskopie

Klasicka svételna mikroskopie, piedstavuje nejpiivodnéjsi metodu studia morfologie
tkani. Tato metoda se vyuziva predev§im pii vyzkumu embryonalniho vyvoje nebo pfi
histologickych rozborech myokardu v medicinalnich védach. Pti klasické optické mikroskopii
se uplatiuji nejcastéji techniky barveni preparatu ¢tyfmi metodami - Hematoxylin-eosinem,
Weigert van Giesonem, trichromem a AZANem. Hematoxylin je bazicky a barvi bunécna
jadra modrofialovou barvou, eosin je kysely a barvi rizové cytoplasmu. Wegert van
Giesonova barva barvi jadra hnédocerné, vazivo Cervené a svalstvo zluté. Trichromova
barviva jsou tii. Zluté, zelené a modré a kazdé barvi struktury jinou barvou, jadra viak kazdé
Z nich vzdy tmavé modrou. AZAN barvi jadra Cervené a kolagenni vazivo modre.

Jakkoli jsou klasické histologické techniky stale spolehlivé v lékaiské diagnostice,
v oblasti zakladniho vyzkumu dnes zazivame obrovsky rozvoj vysoce sofistikovanych

mikroskopickych technik, které diivéjsi metody stavi do Gstrani.
5.1.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je v soucasnosti jednou ze zdkladnich metod zkoumani
mikrosvéta v experimentdlni biologii, pfedev§im, co se tyce vyzkumu lokalizace proteinil
(Chen et al., 2003).

Fluorescen¢ni mikroskopické techniky jsou zalozené na detekci fotoluminiscenénich
latek, tedy latek schopnych po excitaci na vySsi energetickou hodnotu vyzafit (emitovat)
absorbovanou energii ve formé fotoni. Tyto latky mohou byt zkoumanému objektu vlastni
nebo uméle dodané. Vlastni fluorescenci vykazuji napiiklad chloroplasty nebo lysosomy
obsahujici organické slou€eniny, jez jsou samy fluorochromem. Fluorescen¢ni techniky vSak
muizeme pouZit i pro studium struktur bez vlastni fluorescence. Hovotime pak bud o
metodach tzv. pfimé fluorescence, kdy se fluorochrom vaze ptimo do studované struktury,
nebo o metodach fluorescence nepiimé, kdy fluorochrom do studovanych struktur vazeme
pies specifickou sondu, ligand nebo protilatku. Ptikladem pfimé fluorescence jsou modie
emitujici DAPI, véazajici se pfimo na DNA nebo faloidin, jed muchomirky zelené, specificky
se vazajici na polymerovany aktin. Nejhojnéji vyuzivanou metodou nepiimé fluorescence je
pak immunoafinitni znaceni pomoci specifickych protilatek. Ty se s vysokou afinitou vazou
na studovanou strukturu a lze je fluorescencné detekovat. | zde rozliSujeme dvé zakladni

metody. Fluorochrom je bud pfimo navdzan na molekule protildtky (pfima
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imunofluorescence), nebo se na strukturu vaze specificka (primarni) protilatka bez znacky
a fluorochrom nese az protilatka sekundarni, nasedajici na primarni (nepiima
imunofluorescence). K pozorovani fluorescencné znacenych preparati se dnes nejcastéji

uziva bud’ epifluorescencnich mikroskopti nebo mikroskopt konfokalnich.
5.1.2.1 Epifluorescentni mikroskop

Pojem epifluorescence odkazuje na optickou cestu, kterou urazi svétlo pii prichodu
zobrazovaci soustavou (mikroskopem). V klasickém optickém mikroskopu jde od zdroje
svétla skrz kondenzor, preparat a objektiv do okuldru nebo kamery. Zdrojem svétla v
epifluorescencnim mikroskopu je halogenova vybojka, emitujici bilé svétlo o celém spektru
vlnovych délek, tzv. ,,wide-field“ mod. Ze zdrojového bilého svétla je nasledné tieba pomoci
soustavy filtri ziskat pouze uzké, tzv excitaéni spektrum vinovych délek, odpovidajici
pouzitému fluorochromu. V epifluorescenénim mikroskopu prochazi excitaéni zafeni od
zdroje shora objektivem na preparat, zde excituje fluorochrom a emitované sekundéarni zareni
(tj. fluorescence) prochazi opét objektivem do okularu (kamery). Aby se zabranilo miseni
excitacniho a emisniho zafeni, vklada se do optické cesty polopropustné (dichroické) zrcadlo,
které excitacni zareni (s krat$i vilnovou délkou) odrazi na preparat a emisni zaieni (s delsi
vlnovou délkou) propusti do objektivu (kamery). Excitaéni filtr, dichroické zrcadlo a emisni
filtr byvaji konstrukéné spojeny do tzv. fluorescenéni kostky, jejiz charakteristiky odpovidaji

vzdy konkrétnimu fluorochromu
5.1.2.2 Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskopy mohou také vyuzivat ,wide-field* modu, stejné jako
epifluorescencni mikroskopy, K pfimému pozorovani preparatu. Nicméné zpravidla pii ostrém
snimani obrazu, je preparat prosvécovan laserovym paprskem o specifické excitacni vinové
délce. Dnes je mozné vyuzivat komeréné dostupné akusto-optické laditelné filtry, které
umoziuji jemnou modulaci vlnové délky laserového svazku. Nejpodstatnéjsi vyhodou
konfokalniho mikroskopu je vSak schopnost skenovat pomoci laseru pouze jedinou rovinu
ostrosti, aniZ by do vysledného obrazu zasahoval signal z rovin mimo rovinu zaostieni. Tuto
schopnost zajiStuje specidlni clona tzv. ,pine hole”, kterd odcloni emitujici svétlo

z nezaostfenych rovin preparatu (Patel and McGhee, 2007). Konfokalni mikroskopy tak

16



dosahuji vyrazné vyssi ostrosti obrazu. Na obrazku (Obr. 7) Ize vidét rozdil mezi ostrosti

klasického a konfokalniho fluorescencniho mikroskopu.

Obr. 7. Tlustrace rozdilu mezi epifluorescenéni a konfokalni mikroskopii. Horni fada obrazkd z

epifluorescenéniho mikroskopu, spodni fada konfokalni mikroskopie. Modie jadra barvena DAPI, zelené
hexokindzal barvena anti HK1 + sekundarni protilatka Alexa 488, ¢ervené mitochondrie barvené Blue

native oxphos WB + Alexa 647; (Autor: Dr. Barbara Elsnicova)

5.1.2.3 Superrezolu¢ni metody

Jak bylo vySe popséano, rozliSeni ve svételné mikroskopii je omezeno vinovou délkou
svétla. V soucasné dobé€ jsou vSak k dispozici mikroskopické metody umoziujici nasnimani
obrazu s vyrazné vys$im rozlisenim, nez by odpovidalo difrakénimu limitu. Lze je rozlisit na

tzv. pravé a funkcni superrezoluéni metody (SRM).

Pravé superrezolucni metody

Pravé SRM zachycuji informaci obsazenou v evanescentnich vlnach, které vznikaji
na hranici prostfedi s riznym indexem lomu. Do prostiedi s niz§im indexem lomu svétlo
nepronikd, evanescentni vlna vSak ano. Toho principu se vyuzivd napfiklad pfi metodé
pozorovani fluorescence v totalni interni reflexi (TIRFM, total internal reflection fluorescence
microscopy). Excitacni paprsek se v tupém thlu odrazi od kryciho skla a excitaci preparatu
tak zajiSt'uje pouze evanescentni vina. Evanescentni vlna pronika pouze do omezené hloubky

preparatu, tato metoda je proto vhodna napt. ke studiu bunéénych membran (Axelrod, 1981).

17



Mezi pravé SRM muzeme také zaradit 4Pi mikroskopii, ktera vyuziva dvou stejnych
objektivli, kazdy na protilehlé stran¢ vzorku, zaostiené na stejné misto. Obrazy z nich se
skladaji a ve vysledku tak funguji jako jeden objektiv s dvojnasobnou numerickou aperturou,
coz vede ke zlepSeni rozliSeni (Schrader et al., 1998).

Dalsim typem pravych SRM je mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (SIM,
Structured ilumination microscopy), ktera vyuziva difrakce svétla na mfizce, ptes kterou je
vzorek snimdan. Interferenci s detaily vzorku vznikd ,moiré” efekt. Jeho naslednym
pocitacovym zpracovanim lze vyhodnotit, jak vypadaly struktury, jenz ho zplsobily, a ziskat

tak obrazek obsahujici jemné&jsi detaily s rozlisenim okolo 100 nm (Gustafsson, 2005).
Funk¢ni superrezolu¢ni metody

Funkéni SRM vyuzivaji k piekroCeni difrakéniho limitu bud’ specifické konstrukéni
prvky V zobrazovaci soustavé, nebo zvySuji rozliSeni softwarovou rekonstrukci jiz
nasnimaného obrazu. Naprosta vétSina SRM spada do této kategorie.

Jako zastupce funkcénich SRM je mozné uvést metodu vycCerpani stimulovanou emisi
(STED, Stimulated emission depletion). Fluorofor se osvétli excitanim zafenim a zaroven
také svétlem s delsi vinovou délkou. V misté plisobeni toho svétla je fluorescence preparatu
zhaSena. Paprsek laseru s vyssi vinovou délkou ma na prufezu tvar mezikruzi, takze ke
zhaseni fluorescence dochdzi pouze u okraje oblasti osvicené excitanim laserem.
Fluorescencni zareni tak vznika pouze v nezhaSené oblasti uvnitt mezikruzi, ¢imz dochazi ke
zlepSeni rozliSeni (Patterson, 2009). V pfipadé metody STED hovoiime také o
deterministickém typu SRM.

Dalsi skupinou funkénich SRM piedstavuji metody stochastické, do které muizeme
zatadit metody STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM
(PhotoActivation Localization Microscopy) a FPALM (Fluorescence PhotoActivation
Localization Microscopy). Tyto metody jsou zaloZeny na stejném principu. Fluorochromy pro
tyto techniky maji dva stavy, jeden schopny fluorescence a druhy fluorescence neschopny.
Tyto dva stavy se stochasticky piepinaji. Fluorochromti schopnych fluorescence je v daném
okamziku jen malé mnoZstvi. Jejich signal se nasnima, fluorochromy jsou béhem snimani
vybéleny a v dal§im okamziku jiz dochdzi ke sniméni dalsi skupiny aktivnich fluorochromt.
Tento postup se opakuje, dokud neni nasnimano dostate¢né mnozstvi fluorochromi. Fotony

nasnimané z jednoho fluorochromu jsou detekovany podle rozptylové funkce (PSF, point

18



spread function). Matematicky se ur¢i stted PSF a danému fluorochromu se pfifadi tato
spocitana soufadnice. Stochastickymi metodami SRM Ize dosahnout rozliSeni az v jednotkach
nm (Rust et al., 2006). Pro detailni popis i uvedenych metod vcetné ilustra¢nich snimka

vyhledejte review autora Huanga a jeho spoluautort (2009).

5.2 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie vyuziva jako zdroj zateni elektrony, které jsou vyslany proti vzorku
urychlovacim napétim. V zavislosti na zptsobu detekce elektronii mizeme rozlisit dva typy

elektronovych mikroskopt.
5.2.1 Rastrovaci elektronovy mikroskop

Rastrovaci elektronovy mikroskop se pouzivéa predevsim ke skenovani trojrozmérnych
povrchovych struktur. K zakladnim principim této metody patiéi potazeni vzorku vrstvou
zlata, ¢imz se dosahne vyborné odrazivosti elektrontl, potiebné pro zobrazeni 3D struktury.

Detekuji se bud’ sekundarni elektrony, nebo elektrony odrazené.
5.2.2 Transmisni elektronovy mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) na rozdil od rastrovaciho elektronového
mikroskopu funguje na béazi pfimého prichodu elektronti vzorkem, nikoliv na jejich
odrazivosti. V principu je velmi podobny mikroskoptim svételnym, s tim rozdilem, ze jeho
zvétSeni mizZe byt az milion nasobné. Ultrastrukturalni morfologie pozorovand na trovni
TEM umoziuje v soucasné dobé nejpodrobnéjsi pohled do nitra bun¢k (Piquereau et al.,
2010).

Specialni TEM techniky umoziuji také imunoafinitni znaceni, které vyuziva
nanometrové partikule koloidniho zlata a umoziuje sledovat lokalizaci jednotlivych proteinil,
piipadné kolokalizaci dvou proteint na ultrastrukturalni trovni (Hainfeld and Furuya, 1992).
Tato technika ma velmi specifické tskali. Pokud pouzivame k imunoafinitnimu znaceni
tzv. ,sendvi¢e* primarni a sekundarni protilatky, partikule koloidniho zlata se na
elektronmikroskopickém preparatu mize nachéazet kdekoli v poloméru 15-30nm od vlastniho

epitopu. Je tedy pomérné narocné urcit presnou lokalizaci sledovaného proteinu.
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Specialnimi technikami TEM, v posledni dobé stile castéji pouzivanymi, jsou
kryoelektronova mikroskopie a korelacni elektronova mikroskopie, ktera je kombinaci TEM a
konfokalni mikroskopie (Sartori et al., 2007). Ob¢ ptinaseji detailni znalosti o subcelularni
lokalizaci makromolekul a ptedstavuji absolutni Spicku vyvoje mikroskopickych technik.

Ptiprava preparati pro elektronovou respektive korelaéni mikroskopii je pomérné
slozitd. Zahrnuje precizni fixaci, odvodnéni preparatu, kontrastovani t€zkymi kovy, krajeni
velmi tenkych fezit od 10 do 70 nm. Pokrocilé techniky elektronové mikroskopie jako
imunoafinitni znaceni, kryoelektronova mikroskopie a korela¢ni elektronova mikroskopie
vyzaduji zcela specifické postupy piipravy praparatu. Slozitd ptiprava vzorkl proto odrazuje

mnoho badateli od masivnéjsiho vyuzivani elektronové mikroskopie.
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6 ZAVER

Ultrastruktura srdecni buiikky je dynamicka, méni se v zavislosti na stavu buiky
a odrazi na funkcnosti celého srdce. Poruchy metabolickych drah a neschopnost spravného
sestaveni bunécnych organel zplisobené genovymi mutacemi, ¢i vnitini pfestavby v ramci
adaptace na zménu fyziologickych podminek nebo naptiklad hypoxicky stres pii infarktu jsou
faktory puisobici na funkci kardiomyocytu. Buika je pomoci interni komunikace a zaroven
komunikace s extracelularnim prostfedim a sousednimi bunikami schopna rychle reagovat a
kompenzovat zmény prostfedi. Vizualizace morfologie myokardu je dualezitym doplitkem
vyzkumu postaveném na molekularnich analyzach a naopak. Je proto pfinosné orientovat se
v mikroskopickych metodach a znat jejich vyhody, nevyhody a omezeni. Nevhodny vybér
zobrazovaci techniky miiZze pfi obrazové analyze znehodnotit nebo vyrazné prodlouzit cely

vyzkum, pokud ma uzity mikroskop malé rozliSeni nebo je naopak zbyte¢né predimenzovany.
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