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Abstrakt

Pred témeér 50 lety bylo ukazano, ze vlivem hypotermni inkubace u kufat dochazi
k celkovému zmenSeni embryi a zaroven zvétSeni srdce, jez bylo pfipisovano hypertrofii
(zvétsenému objemu bungk). Oplozena kufeci vejce byla inkubovana v normotermii (37,5°C) a
hypotermii (33,5°C) od jedenactého embryonalniho dne. Sedmnacty den byla embrya zvazena a
poté byla zvéazena i jejich srdce. V souladu s ptedchozimi vysledky byla hypotermni embrya o 29%
mensi a méla srdce o 18% vétsi. Pomér hmotnosti srdce a téla byl u hypotermni skupiny o 67%
vys$i. Namétena velikost bunc¢k byla v cilovych oblastech velmi vyrovnana a to i mezi obéma
skupinami. Tloustka stény levé komory byla dvojnasobna oproti pravé komoie a u hypotermniho
modelu byla nesignifikantné vyssi. Terminalni ¢ast pfevodniho systému, Purkyiiova vldkna, byla
menSi neZ pracovni kardiomyocyty. U hypotermie byla Purkynova vldkna mirn€ zvétSena.
Prolifera¢ni aktivita byla méfena pomoci imunohistochemického znaceni anti-phoshohiston H3.
U experimentalni skupiny byla znatelné vys$i proliferace, v pravé komote dosédhla statistické
vyznamnosti. V mechanismu rstu embryonélniho srdce pfi hypotermni inkubaci ptevazuje tedy

hyperplazie (zvétsena proliferace bunék) nad hypertrofii.

Klicova slova: kufeci embryo, hypotermie, inkubace, hypertrofie, hyperplazie, kardiomyocyty,

ptevodni systém srdecni



Abstract

It was shown almost 50 years ago that hypothermic incubation of chicken embryos results in a
reduction in the size of embryos and an increase in the heart weight, presumably by hypertrophy
(increase in cell volume). The chicken embryos were incubated in normothermia (37.5 °© C) and
hypothermia (33.5 ° C) from the eleventh embryonic day. On the 17th day, the embryos were
weighed and then their hearts were weighed. In agreement with the previous results, hypothermic
embryos were 29% smaller and their hearts 18% heavier. The heart-to-body weight ratio was 67%
higher in the hypothermic group. The measured cell size was very similar in the target areas and it
was also between the two groups. The left ventricle width was twofold that the right one and the
difference was not significantly higher in the hypothermia model. Purkinje fibers, the terminal part
of the conduction system, were smaller than the working cardiomyocytes. Purkinje fibers were
slightly enlarged after hypothermic incubation. The proliferation rate was measured
by immunohistochemical labeling of anti-phospho histone H3. The experimental group showed
much higher proliferation rate; it reached statistical significance in the right ventricle. Thus,
hypothermic incubation resulted in increased growth of embryonic heart based on hyperplasia

(increase in cell proliferation) rather than hypertrophy.

Key words: chick embryo, hypothermia, incubation, hypertrophy, hyperplasia, cardiomyocytes,

cardiac conduction system
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Seznam zkratek

Bmp - kostni morfogeneticky protein
(bone morphogenetic protein)

BSA - hovézi sérovy albumin
(bovine serum albumin)

CASQ?2 — kalsekvestrin srde¢niho svalu

Cx — konexin

ED — embryondlni den

EtOH - etanol

Fgf — rastovy faktor fibroblastu
(fibroblast growth factor)

HCN — vyménik, ktery se otevird béhem
hyperpolarizace ¢i cyklickymi
nukleotidy

HH — Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdéleni
vyvoje kufeciho embrya na 46 stadii

HRT2 — transkrip¢ni faktor, tlumi transkripcni
faktory komor

1gG — imunoglobin G

IgM — imunoglobin M

INF-y — interferon y

IL-1 — interleukin-1

IL-6 — interleukin-6

Ils — transkrip¢ni faktor srde¢niho vyvoje

Irx — gen ovlivilyjici formaci embrya
(Iroquois homeobox)

LV circ — cirkularni vrstva levé komory

LV mp — papilarni svaly v levé komote

Mhc — tézky myozinovy fetézec
(myosin heavy chain)

MW — mikrovlnna trouba

NGS — normalni kozi sérum
(normal goat serum)

NKkx — vyvojovy transkripéni faktor (homebox)

PBS — fosfatovy pufr

PBT — fostatovy pufr s Tweenem

pHIS3 —fosforylovany histon H3

RV circ — cirkularni vrstva pravé komory

RYR2 — ryanidovy receptor 2 v srde¢nim
svalu

SCNSA — membranovy sodikovy kanal

Tbx — transkripéni faktor zapojeny do vyvoje
srdce

TNF — a — faktor nadorové nekrézy a

WGA — lektin z pseni¢nych klicka vazajici se
na bunéénou membranu
(wheat germ aglutimin)

Wnt — protein soucasti signaliza¢ni drahy


https://en.wikipedia.org/wiki/Iroquois_homeobox_factor

1 Uvod

Srdce je klicovym organem v téle, ktery svou vytrvalou pracovitosti zajist'uje nase hlavni
zivotni funkce. Svou plnou funkci ptebira jiz v pocatku embryonalniho vyvoje, 1 kdyz v této fazi
jesté neni strukturné dovyvinuto. V soucasné dobé je vSak znamo jiz mnoho nemoci ¢i defektt
obdivuhodného organu, které se objevuji ¢im dal ¢astéji vzhledem k zvySujicimu se véku populace.
Soucasné s témito objevy je zde stile nezodpovézeno mnoho véci. Mechanismus odpovédny
za programovani kardiovaskularnich onemocnéni je velmi malo znam. NaruSeny intrauterni rast je
spojen s narastem rizika kardiovaskularnich nemoci. Hypertrofie srde¢ni tkané je ukazatelem
morbidity a mortality, mtize vSak vychazet jiz z vyvojového obdobi.

Kardiovaskularni systém je charakteristicky svou vyraznou plasticitou ke zménam prostiedi,
které se ménily nebo se zméni béhem vyvoje. U nékterych Zivocichi stale neni vysvétleno mnoho
mechanismi adaptace, ale u zvifat jako jsou obratlovci (Vertebrata), je prokazatelna reakce
na nardstajici zatéz. Srdce umi upravit i svou strukturu a to hlavné pomoci hyperplazie, hypertrofie,
ale také diky apoptoze.

Piedmétem této prace je charakterizace adaptace srdce na hypotermické podminky b&hem
inkubace. Jako pokusny model bylo vybrano kuie (Gallus gallus f. domestica), u kterého je mozné
aplikovat hypotermii béhem embryonalniho obdobi snadno. Zaroven srdce kufete ma podobny
vyvoj jako srdce lidské nebo jinych savet (Mammalia). Inspiraci pro tuto praci byla publikace

z roku 1970, kde autor uvadi, Ze zbytnéni srdce bylo zpisobeno hypertrofickym ristem bunck.
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2 Prehled literatury

2.1 Funkéni anatomie srdce

vvvvvv

se sklada ze ¢tyf dutin (dvé sin€, dvé komory) u savci a ptakt (Aves). Jeho hlavni funkci je
pumpovani krve do celého téla. Zajistuje obéh krve ve dvou systémech, kterymi jsou télni a plicni
ob¢h. Funkci krve je pienos dychacich plynt, zivin, odpadnich latek a také produktt metabolismu.
Déle transportuje v t€le hormony a mineraly a napoméaha k udrzeni homeostazy. Efektivné muze
fungovat jen tehdy, pokud je dobie synchronizovano a dochazi-li k pravidelnému stfidani systoly a
diastoly u sini a komor. Tuto funkci zajistuje pievodni systém srde¢ni. Sténa srdce se sklada z vice
vrstev: tenké vnitini vrstvy endokardu a velmi silného myokardu — srde¢ni svaloviny. Srdce zcela

obaluje pevny obal z vaziva — perikard.

2.2 Prevodni systém srdecni

Jde o specializovany systém bunék a tkani, ktery vytvaii akéni potencial. Signal je poté veden
do celého srdce ptevodnim systémem. Buiiky pievodniho systému piedavaji tento signal pracovnim
myocytim, ty podle toho pracuji pravideln¢ a synchronizované. Diky této funkci se srdce stahuje
jako jeden celek a vypuzeni krve ze srdce je efektivnim procesem. Jednotlivé ¢asti prevodniho
systému jsou izolovany od kardiomyocytl pojivovou tkdni az na kone¢nou ¢ast ptevodniho systému
— Purkynova vldkna. Obecné ma tento systém tfi zdsadni vlastnosti: rytmicitu, autonomii a
automacii. Ptaci a savci jsou jedni z mala druht, u kterych se pfevodni systém vyskytuje, u jinych
druhti obratlovc &i bezobratlych (Invertebrata) byva vzacny (Jensen et al. 2013, Solc 2007).
Piikladem poikilotermniho obratlovce, ktery ma ptfevodni systém srdecni, je vodni zaba Drapatka
vodni (Xenopus laevis) nebo drobna rybka Danio pruhované (Danio renio). U téchto dvou druht
byla nalezena aktivace apex-baze, jak je tomu pravé u savcl a ptakl. Tento fakt mize potvrdit
pritomnost specialni pievodni drahy vyuzivané pro propagaci impulsu v srdci u poikilotermnich
obratlovcu (Sedmera et al. 2003a).

Vyvoj ptevodniho systému je spojovan s rozvojem regulace télesné teploty. Homeotermové
maji obecné vytvoien pfevodni systém. Naopak poikilotermové ho bézné nemivaji, zatim neni jisté,
pro¢ tomu tak je (Solc 2007). U ptaki je struktura pievodniho systémii shodna od embryonalni fize
do dospélosti. U savct dochazi ke zménam béhem vyvoje (Sanders et al. 1986). Pfevodni systém
nam i ostatnim druhdm nabizi nové moznosti, napt. zrychleni zivotniho stylu. Tento systém s sebou
nese jisté riziko, kterym je napt. srdecni arytmie. SrdeCni arytmie patii mezi jednu ze zavaznych

pri¢in mortality v ramci chorob kardiovaskularniho systému. Arytmie neboli poruchy rytmu
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zpusobené nespravnou funkci pievodniho systému mohou vznikat z mnoha pii¢in, jako jsou
napiiklad: zanéty, porucha renin-angiotenzin-aldosteron systému, posSkozeni kardiomyocytu,
vrozené defekty, poskozeni zplsobené ischemiemi ¢i nasledek farmakologické 1écby (Bose et al.

2015, Bonow et al. 2012).

2.2.1 Usporadani pievodniho systému srde¢niho

Cely systém se sklada z nékolika ¢asti: sinoatridlni uzel, atrioventrikularni uzel, Histv svazek,
Tawarova raménka a Purkyfiova vlakna (Obr. 1). Prvni zminka o Purkynovych vlaknech byla jiz
vroce 1845, kdy je objevil Jan Evangelista Purkyné. Popsal je jako sit’ plochych zelatinovych
vlaken tésn¢ pod membranou ve vnitini sténé srdecni u ovei (Ovis). Podobné buriky nasel i u jinych
zvifecich druhti napf. prasete (Sus) a kravy (Bos), ale u lidi, kralika (Oryctolagus) a psa (Canis) se
mu objevit nepodafily. V té dobé dokonce ani neznal jejich funkci, jen spekuloval, zda jde
0 patologii ¢i pouze pozistatek z embryonalniho obdobi (Suma 2001). Az o padesat let pozdé&ji
dokazal Sunao Tawara popsat spravné jejich funkci a propojit jednotlivé casti pfevodniho systému
dohromady (Tawara 1906).

sinoatrialni uzel

myokard sini

atrioventrikularni uzel

Histliv svazek

Tawarovaraménka

Purkynova viakna

myokard komor

Obrazek 1: Organizace pirevodniho systému srdec¢niho.

Je slozen z postupné na sebe navazujicich casti. Prevodni systém srdecni je slozen z: sinoatrialniho uzlu,
atrioventrikularniho uzlu, Hisova svazku, pravého a levého Tawarova raménka a Purkyrniovych vidken.
(upraveno dle www.netterimages.com).

Sinoatridlni uzel obsahuje tii typy bunék: noddlni myocyty, myocyty prevodniho typu a
Purkyfiova vlakna. Prvnim druhem jsou nodalni myocyty, které jsou brany za zdroj spontanni

rytmicity. Jsou velmi tvarové proménlivé, jsou bledé a obsahuji malo bunéénych organel. Dale se
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tam vyskytuji myocyty pfevodniho typu, ty jsou na pomezi mezi noddlnimi myocyty a
Purkynovymi vlakny. Piedavaji si vzruch mezi sebou, ale tyto bunky vedou ak¢ni potencial velmi
pomalu na rozdil od ostatnich dvou typd bunék. Ve srovnani s pfedchozim typem bunék jsou o néco
malo mensi a kratsi. Posledni typ — Purkyniova vlakna umi vést impuls nejrychleji z kardiomyocytu.
Jsou také o néco drobnéjsi nez nodalni myocyty, neobsahuji mnoho myofibril, zato maji hodn¢
glykogenu a mitochondrii s dobfe vyvinutym tubuldrnim systémem. Atrioventrikuldrni uzel a Histv
svazek obsahuji pouze dva typy bunék, hluboko uloZené nodalni myocyty a periferni Purkyiiova
vlakna. Postupné kaudalnim smérem zacinaji pfevazovat Purkynova vlakna vice nez ostatni typy
kardiomyocyttl (Cihak 1997).

Prvotni impuls pfevodniho systému vznika v oblasti sinoatrialniho uzlu (Keith — Flackiv
uzel). Z toho duvodu je tedy Casto nazyvan udava¢ rytmu neboli hlavni pacemaker. Ve sténé je
umistén subendokardidlné v pravé sini pfimo u vstupu horni duté Zily (Cihak 1997, Sedmera and
Gourdie 2014, Davies 1942). Ma protazeny ovalny tvar a je obklopen myokardem. Anatomicky je
na ném mozné popsat hlavu a ocas (Anderson et al. 1981). Tento zdroj srde¢ni automacie je
umoznén diky specidlnim iontovym kanaliim, které se aktivuji béhem hyperpolarizace nebo dale
cyklickymi nukleotidy (DiFrancesco 1993, DiFrancesco 2010).

Ze sinoatrialniho uzlu signal pokracuje internodialnimi spoji ¢i preferenénimi drahami
do myokardu sin€. Mezi tyto drahy patfi Jamestv svazek, Thorelliv svazek a Wenckebachtiv svazek
(Cihak 1997). Vzruch se dostavé do atrioventrikularniho uzlu (Aschoff — Tawariv uzel) polozeného
sagitalné na prepazce mezi sinémi tésn¢ pod endokardem (Davies 1942). V tomto misté dochazi
ke zpomaleni rychlosti pfenosu signalu ze sini do komor, coz brani nejen pfenosu siovych
tachykardii na komory (Sedmera and Gourdie 2014), ale také to umoziuje naplnéni komor krvi
(Cihdk 1997, Trojan 2003). Pii poskozeni sinoatrialniho uzlu piebira atrioventrikularni uzel funkci
hlavniho pacemakeru (Bakker et al. 2010).

Dale se vina depolarizace sifi do atrioventrikularniho svazku, znamého spiSe jako Hisiv
svazek. Hisliv svazek je obalen vrstvou vaziva, aby nedochéazelo k zéniku ¢i ztlumeni sily signélu
(Sedmera and Gourdie 2014). Dale je rozdélen na dvé raménka: pravé a levé Tawarovo raménko
(Cihak 1997). V mnoha ohledech jsou raménka velmi podobna Hisovu svazku, hlavné v rychlosti
vedeni signalu a v izolaci od okolnich kardiomyocyti. U mysi (Mus) a u lidi byla prokazana
asymetrie mezi raménky, pravé Tawarovo raménko je velmi uzké a smérem k apexu se jen velmi
malo vétvi. Oproti tomu levé Tawarovo raménko se vétvi hojn€ a je slozeno z jemnych vétvi.
U pravého Tawarova raménka byla dokonce prokazana vyssi rychlost vedeni nez v levém Tawaroveé
raménku (Miquerol et al. 2004, Tawara 1906).

Z vétveni Tawarovych ramének vzruch pokracuje do Purkyiovych vlaken. Tato vlakna

zabihaji do myokardu, kde piedavaji signal pracovnim myocytim k synchronizované kontrakci.
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Zde se jiz vyskytuje pouze jeden typ bunék, kterymi jsou Purkyiiova vldkna (Cihak 1997). Existuji
dva typy Purkynovych vldken — subendokardidlni a intramurdlni (vnitfni, transmuralni Cci
perivaskularni). U nékterych druhti jsou morfologicky odlisné subendokardialni Purkynova vlakna
od intramuralnich. Tento druh vlaken vede signal uz od Tawarovych ramének, maji na starost
aktivaci komor od hrotu k bazi. Druhy typ intramuralnich vlaken se napojuje na subendokardialni.
Prekvapivé se tento typ nevyskytuje u vSech druhd. Lidé a mysi patii mezi druhy, které tato vldkna
postradaji. Na druhou stranu je mizeme zajisté najit u kopytniki (Ungulata) a kutat (Sedmera and
Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Odlisnosti mezi témito typy vlaken popisuje jedna nedavna
studie. Autor zde zminuje, ze mezi typy vlaken nejsou zadné vétsi odliSnosti, stejné tak i

v architektufe, morfologii, velikosti a ani struktute exprese konexinu 40 (Garcia-Bustos et al. 2017).

2.2.2 Purkyiova vlakna

Purkynova vldkna se obecné¢ od bunck pracovniho myokardu velmi lisi. Svou strukturni
jednoduchosti spiSe pfipominaji embryonalni bunky. Tvar maji obvykle vfetenovity, c¢asto
dohromady tvoii provazce nebo shluky bunék. Tyto buriky obsahuji malo myofibril, ale zato mnoho
glykogenu a jsou tedy zavislé na glykolytickém metabolismu (James 1967, Eichna and Dehaan
1961). Linie myofibril jsou propojené s tubuly sarkoplazmatického retikula. Ve vétsin€ studii bylo
MnoZzstvi myofibril rovhomérné rozlozené. Zajimavosti je, Ze u koz a ovci byl pocet Purkynovych
vlaken nizsi a byly lokalizovany pievazné periferné (Sommer and Johnson 1968). Obvykle maji tato
vlakna méné mitochondrii proti pracovnim myocytim. Vynikaji svou schopnosti vést signal velmi
rychle a to aZz rychlosti 2-3 m/s (Eichna and Dehaan 1961). Podobné jako diferenciované
kardiomyocyty maji jedno nebo dv¢ jadra, jadérko maji vétSi a chromatin neni tolik kondenzovany
(Garcia-Bustos et al. 2017).

Tyto bledé buiiky prevodniho systému formuji presné definovanou tkan. Jsou oddélené
funk¢né, ale také anatomicky fibrozni vrstvou tkané, které brani snizeni impulsu mezi Purkynovymi
vlakny. Je vSak zajimavé, ze sit’ Purkynovych vlaken je asymetricka v obou komorach (Sedmera
and Gourdie 2014). Odlisuji se i v celkové struktufe, v expresi iontovych kanald, kvalité izolace,
lokalizace vétveni, cytoarchitektufe a ultrastrukture bunék, a to jak individualné, tak i mezidruhové
(Garcia-Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014, Ono et al. 2009, Sommer and Johnson
1968). Odlisnost Purkynovych vlaken a komorovych myocyti nicmén¢ neni tak vyrazna u kralikd,
morcat (Cavia) a kocek (Felis). Naopak u koz (Capra), ovci a pst neni tak zietelny rozdil mezi
obéma typy srdecnich bun€k. Purkynova vldkna se odliSuji men§im poctem myofibril, umisténych
spiSe na periferii, rozptylenym sarkoplazmatickym retikulem a celkové mensi velikosti buiky

(Sommer and Johnson 1968). U nékterych druhd jsou bunky husté nahromadéné, jako naptiklad
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u kozy a ovce. Volnéji se vyskytuji u koc¢ky, morcete a kralika, vlastné trochu i u psa (Sommer and
Johnson 1968).

Charakterizace Purkynovych vlaken neni v literatufe vzdy uplné jednotna. Jsou navrzeny
odlisné verze rozd€leni Purkynovych vlaken do skupin, ale Casto se rozchazi uz ve srovnani
velikosti (Garcia-Bustos et al. 2017). Byly zkoumany morfologické rozdily v Purkynovych
vlaknech pomoci svételné a elektronové mikroskopie a ty byly poté rozdéleny do skupin.
Purkynova vlakna u potkantl, jako jedné z reprezentacnich skupin, byla znatelné kratsi, nez je tomu
u komorovych myocyti. Obdobné tomu bylo i u makaki (Macaca). Situace u ostatnich skupin
kopytnikd, koz a ovci, a dale Selem, lidi, velryb, tulent (Phocidae) byla pfesn¢ opacna. Lze se
domnivat, ze situace u mysi bude podobna jako potkanu (Rattus), Ze tedy Purkynova vlakna budou
mensi nez komorové myocyty (Ono et al. 2009).

V jinych studiich dochazi k jiné kategorizaci skupin zkoumanych zvifat. Zde jde 0 rozdéleni
podle architektury Purkynovych vldken. Znovu se jedna o tii skupiny savct: prvni jsou hlodavci
(Rodentia), do druhé patii opice (Simiiformes), lidé, kocky, psi a tfeti jsou kopytnici a velryby
(Balaenidae). Buiiky kopytnikd a velryb jsou zde charakterizovany jako velké a ovalné. Zaroven
u téchto druhi tvofi shluky v pruzich po 2-8 buikach, které jsou velmi rozptylené a maji rychlé
prevodni vlastnosti. Skupina hlodavct se vykazuje vyraznou podobnosti mezi Purkynovymi vlakny
a kardiomyocyty, maji bohatou sitovitou strukturu a Purkynova vlakna jsou vétsi nez komorové
myocyty. U opic, psit a kocek je popisovan vietenovity tvar bunc¢k Purkynovych vldken
rozmisténych hlavné podél endokardu. Pouze u lidi maji Purkynova vlakna vice cylindricky tvar a
jsou vétsi nez pracovni kardiomyocyty (Garcia-Bustos et al. 2017, Canale et al. 2012). Ve studii
na prasecich myocytech bylo zjiSténo, Ze nejtenci svazky se nachdzi v anteriorni oblasti, poté jsou
septalni, posteriorni a na konec lateralni oblast srdce (Garcia-Bustos et al. 2017).

U prasat jsou Purkynova vldkna znac¢né vétsi neZz bézné myocyty, transversalni prifez
dosahuje 90 um, zatimco kardiomyocyty neptfesahuji 20 pum. Bledy vzhled pii barveni
hematoxylinem a eozinem ¢i Masonovym trichromem je dan vysokym mnozstvim glykogenu
V cytoplazmé a malym mnoZstvim myofibril, které se objevuji spiSe v periferii a ne pfili$

organizované (Garcia-Bustos et al. 2017).

2.2.2.1 Intramurilni a subendokardidlni Purkynova vlidkna

Jak jsem jiz zmiflovala v pfedeslé kapitole, mame dva zékladni typy Purkynovych vldken —
subendokardialni a intramurdlni ¢i transmuralni. Svazky vlédken jsou distribuovany homogenné
v subendokardialni oblasti, n€kdy i v perivaskularni jak bylo popsano u ptakt (Gourdie et al.
1993Db). Subendokardialni Purkynova vlakna se obvykle propojuji pies kontaktni neboli prechodné

bunky. Tyto pfechodné burky jsou v kontaktu s prvni vrstvou pracovnich myocytd, ale mohou je
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doprovazet 1 do dalSich vrstev (Garcia-Bustos et al. 2017). Intramuralni Purkyiiova vldkna
postradaji lidé a mysi, naopak jsou velmi hojna u kopytnikti (Garcia-Bustos et al. 2017, Sedmera
and Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Je zde velmi silné propojeni mezi myocyty a
Purkynovymi vldkny a dokonce muze dojit k,upraveé“ architektury pracovnich myocytt
(Garcia-Bustos et al. 2017). Dle jedné studie na prasatech dochazi témét k okamzité aktivaci srdce
(Meijborg et al. 2014), coz muze byt velmi dulezité v Sifeni signalu (Sedmera and Gourdie 2014,
Ono et al. 2009). Celkové vlakna tvofi velmi hustou sit’, ktera se objevuje skrz celou sténu komory.
Intramuralni vldkna navazuji na vlakna subendokardidlni a obecné jsou terminalni vlakna velmi
roztrousend (Garcia-Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014). Byla demonstrovéana
pritomnost silné kolagenové vrstvy obklopujici Purkynova vldkna. Na pokusnych zviratech byl
nalezen tlusty fibrozni list. Funkéni vyznam tohoto listu je elektrickd izolace Purkynovych vlaken
od komorového svalu (Atkinson et al. 2011, Sedmera and Gourdie 2014). Funguje jako prevence
pted ztratou a ibytkem pievodni rychlosti na delsi vzdalenosti (Ansari et al. 1999).

Hustota Purkynovych vlaken se lisi smérem od baze K apexu hlavné v septalnim a anteriornim
rozlozeni. Elektricky impuls se §iti skrz subendokardium, kde je hustota mnohem vétsi, nez je
U intramurdlnich vlaken. Nicméné rozdily Vv regiondlnich odliSnostech mezi zkoumanymi zvitaty
byly minimalni. Ten¢i vldkna byla nalezena hlavné v lateralni oblasti az na posteriorni ast
srdecniho apexu, kde je oblast distdlnich termindlnich svazki Tawarovych ramének.
Subendokardialni Purkynova vldkna jsou zcela izolovana Vv apexu, u prasat jsou srde¢ni svazky
obvykle pokryta vrstvou pojivové tkané. Stoupajici intramuralni Purkynova vlakna se vétvi
aV terminalni Casti maji odkrytd tato vlakna, coz umoziuje rychlejsi typickou aktivaci komor

(Garcia-Bustos et al. 2017).

2.3 Akcni potencial — vznik a Sifeni srdeénim svalem

Schopnost nezavisle tvofit vzruch, ktera je umoznéna souhrou iontovych kanali na membrané
bunék, je dana vlastnosti bun¢k hlavné v sinoatridlnim uzlu. Témito specifickymi kanaly jsou
kalciovy kanal CASQ2 a RYR2, ale také sodikovy kanal SCN5SA (Park and Fishman 2011).
Otevienim sodikovych kanali dochazi k pomalé depolarizaci membrany a V podstaté témet
okamzité repolarizaci, coz ovSem plati pouze pro sinoatridlni a atrioventrikularni uzel. Pro ostatni
Casti prevodniho systému a pracovni myokard je typickd faze platod, kterou udrzuji vapnikové
kanaly s pomoci sodikovych kanald. Depolarizace membrany je v§ak mnohem rychlejsi a préah je
veétsi. Za pravidelné opakovani rytmu neboli automacii, je zodpovédny specificky kanal HCN4
(Accili et al. 2002, DiFrancesco 2010), coz je vyménik Na'/K*. Otevira se neobvykle jiz béhem

hyperpolarizace a tim dokaze opétovné vyvolat depolarizaci membrany.
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2.4 Vyvoj prevodniho systému

2.4.1 Kardiogeneze

Srdce je unikatni organ s neuvéfitelnou rychlosti vyvoje, kdy je jiz zadhy po svém vzniku
schopno vykonavat svou funkci. Jiz kolem dvaadvacatého embryonalniho dne u lidského zarodku je
srdce schopno se rytmicky stahovat a béhem dalSich dnd jiz pumpuje krev. U mysi K tomu dochazi
jesté mnohem drive a to kolem osmého dne embryogeneze - srdce je totiz prvnim funkénim
organem V zarodku (Mikawa 1999, Larsen et al. 2009). Srde¢ni progenitorové buiky jsou
dopraveny z intraembryonalniho mesodermu z kranialni ¢asti primitivniho prouzku b&hem
gastrulace a vytvareji srde¢ni srpek (Larsen et al. 2009, Challice and Viragh 1973). Postupnym
ohybanim a splyvanim se vytvaii endokardialni trubice (Savolainen et al. 2009). Primitivni trubice
se sklada z vnitiniho endokardu a silngjsi vrstvy myokardu (Manasek 1968), ma tvar obraceného
pismene ypsilon umisténého ve stfedu embrya (Moorman et al. 2003).

Sinovy myozinovy tézky fetézec - Mhcla je selektivné exprimovan bunikami sin¢ u kufeciho
embrya. Exprese Mhcla je omezena pouze na oblast primitivni sin€. Oproti tomu Mhclv, komorovy
myozinovy tézky fetézec 1, je exprimovan vSemi buitkami srde¢niho mesodermu. Ale tato exprese
se objevuje jen v budoucich komorach. Regionalizace je u srdce pravdépodobné vysledkem dvou
oddélenych oblasti srdce v ramci primarniho srdeéniho pole. Irx4, lroquois homoprotein, je
exprimovan vyhradné v kranialni ¢asti srpku, pozdéji se objevuje jen v komorovych buiikach. Tento
homoprotein je stimulovan expresi Mhclv a je potlacovan expresi Mhcla. Irx4 je zodpovédny
za kranio-kaudalni urceni srdce. Ztrata Irx4 u mysSi ma za nasledek ektopickou expresi sinovych
markerii v komote. Transkripéni faktor Tbx5 je naopak spojovan s determinaci siiové linie a
soucasné potlacuje vznik komorovych bunék v sini. Na pocatku je exprimovan u vstupu srde¢niho
srpku, ale je omezen na sinus venosus, sin¢ a nékteré¢ oblasti komory (Obr. 2). Absence Tbx5 u mysi
se projevuje tézkou hypoplazii dutin. Oproti tomu nucena exprese tohoto transkripéniho faktoru ma
za nasledek ztratu komoroveé specifickych genti. Mutace v Thx5 u lidi je podkladem Holt-Oramova
syndromu, jehoz projevem je malformace srdecnich dutin (Larsen et al. 2009).

Pfi rozsifovani srdeéni stény myokardu vznikaji prvni kontrakce (Mikawa 1999). Po prvotni
kontrakci vétSina bunc¢k v srdci jeSté neni pfili§ diferenciovana a vnitini struktury jsou malo
rozlisené (Challice and Viragh 1973). Poté se srde¢ni trubice postupné prodluzuje a zacina se stacet
(DeHaan 1965), zptsob staceni srde¢ni trubice je u vSech savci stejny (Yost 1995). Svym stacenim
vytvaii strukturu, ktera pfipomina tvar pismene C. Vnéjsi zakfiveni vytvari pravou stranu a vnitini
je tvotfena levou stranou tohoto pismene. Postupnym kroucenim a std¢enim se objevuje srdecni
klicka. V této struktuie se budouci komora sune doleva, primitivni siné¢ jdou vice kranidlné

a dorsdln€é. Potomto prodlouzeni srdce dochédzi k Gpravam a zménam, které vedou k tvorbé
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Obrazek 2: Schematicky popis exprese transkripénich faktori Irx4 a Tbx5 béhem pocatecni
srdecni specifikace dutin.

Irx4 je transkripcni faktor ridici Mhclv a tlumi Mhcla expresi. Objevuje se vyhradné v oblasti, kde se

vyskytuji komorové buniky. Zatimco Tbx5 je spojovin spiSe s fenotypem sini, pozdéji je vyhradné

V sinich a sinus venosus (upraveno dle Larsen et al. 2009).
budoucich dutin (Larsen et al. 2009). Pozdé&ji za¢ina proces rozdéleni sini a komor (Moorman et al.
2003). Brzy nato navazuje i pozvolny vyvoj koronarniho cévniho zasobeni srdce. Soucasné se
zacinaji tvofit trabekuly v komorach, svou strukturou piipominaji hustou houbovitou sit
(Savolainen et al. 2009). Komorové trabekuly maji na starost cévni zasobeni myokardu v dob¢, kdy
koronarni cévy nejsou jesté plné vyvinuté (Mjaatvedt et al. 1999). Trabekuly jsou dale klicové
pro vyvoj prevodniho systému (De Jong et al. 1992). Plan vyvoje plnohodnotného srdce z prosté
trubice se shoduje u vétSiny obratloveu (Savolainen et al. 2009, Sedmera 2011). Po dotvofeni
mezikomorového septa uz nedochazi k vyraznym zménam ve funkci, struktuie ¢i lokalizaci
ptevodniho systému (Reckova et al. 2003).

Struktura myokardu se béhem embryogeneze méni a zarovent dochazi ke zpevnéni bazalniho
podkladu trabekul (Sedmera 2011, Sedmera et al. 2000). Ve struktuie trabekul se zacinaji objevovat
rozdily stran, u mysi tento rozdil neni nijak vyrazny, u ptaki je mnohem vyraznéjsi (Sedmera et al.
2000). Po vzniku trabekul dochazi k urychleni vedeni a je to dtlezity zaklad pro His — Purkyntv
systém (Reckova et al. 2003, Sedmera et al. 1998). Vnitini trabekulace roste pomaleji nez okolni
vnéj$i kompaktni myokard a u kutat zacind vyrazné nartstat az v druhé poloviné inkubace. Vyvoj
trabekul u kufat prochazi tremi stadii, ktera jsou podobna i u mysi a lidi (Muillemin and Pexieder
1989).

2.4.2 Pocatecni vyvoj kureciho srdce
Srdce kufecich embryi vznikd v mnoha krocich velmi podobné jako srdce savct ¢i jinych
obratlovct. Je zde ale n€kolik Casovych odliSnosti, naptiklad srdce kutat je uz do 36 hodin

po oplozeni schopno zacit plnit svou funkci (Kirby 2007). Nejprve se vytvoii jednoduché srdecni
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trubice, kterd se u kutfecich embryi objevi ve stadiu 8 dle Hamburgera a Hamiltona (stadium HHS),
coz odpovida 26-29 hodinam vyvoje. Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdéleni vyvoje kuteciho
embrya je na 46 stadii (Hamburger and Hamilton 1951). Naznak budoucich komor se za¢ina
objevovat jesté pred prvnimi srde¢nimi stahy. Vznik srde¢ni klicky a stoCeni srdeéni trubice
doprava se objevuje ve stadiu HH11 (40-45 hodin). Postupné se méni rychlost vedeni akéniho
potencialu k vy$sim hodnotam ve stadiu HH15 (50-55 hodin) (De Jong et al. 1992, Wittig and
Miinsterberg 2016). Ve stadiu HH16 (51-56 hodin) se mezi sinémi a komorou vytvari
atrioventrikularni kanal, ktery ma dulezitou Glohu v embryonalnim srdci (Patten et al. 1948).
Od tohoto obdobi se také vytvaii trabekuly. Pozdéji se formuje mezikomorové septum a je jasné
rozdéleni mezi komorami (Sedmera et al. 2004) (Obr. 3). Nasledné se vytvaii endokardialni
polstaiky, které se pozdéji podileji na vzniku chlopni (Oosthoek et al. 1998). Ve stadiu HH23 (ED4)
ma srdce jiZ jasn¢ definované srde¢ni segmenty, srde¢ni sténa ma tii vrstvy. Od dal$iho stadia
HH24 funguje viceméné plnohodnotné, i kdyz neni jesté plné septovano (Kirby 2007, Wittig and
Miinsterberg 2016).

HH17

Obrazek 3: Morfologie komor v obraze rastrovaciho elektronového mikroskopu.

Pohled ze zadni casti srdce kurecich embryi ve stadiu HHI7 a HH25. LA = levé siii, RA = prava sin,
OT = wtokovy trakt, LV = leva komora, RV = prava komora a * je naznaceno vzmikajict
interventrikuldarni septum. (Sedmera et al. 2004)

2.4.3 Role srdecnich poli v srdci

predpokladalo, ze myokard vychazi jen z jednoho zdroje prekurzori. Bylo zjisténo, Ze 0znacené
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bunky v srde¢ni trubici kutete nemély spoleéného piedka (Garcia-Martinez and Schoenwolf 1993).
Srdce tedy vznika ze dvou odlisnych prekurzort, coz S sebou piinasi koncept srdecnich poli
(Buckingham et al. 2005) neboli myokardialni linii (Meilhac et al. 2004a). V jiné studii Brande a
kol. zjistili, Zze u obojzivelnikd existuje pouze jedna srde¢ni prekurzorova linie. Tato linie je vSak
heterogenni a obsahuje piekryvajici se populaci Isl 1 a Nkx 2.5 prekurzort (Brade et al. 2007).
Bunky primarniho a sekundarniho pole jsou odd€leny ze spoleéného zdkladu jesté pied
vznikem srde¢niho srpku béhem casné gastrulace. Studie sledujici osudy téchto linii vyuzila
retrospektivni klonalni analyzu se znaCenim [ — galaktosidazy v linii mySi (Buckingham et al.

2005). Ve stadiu srde¢niho srpku buriky exprimuji Fgf10 a Isl1, coz jsou indikatory sekundarniho

Obrazek 4: Rozdéleni dvou zakladnich srde¢nich
poli.

Do primarniho srdecniho pole (riizove) patii prava a
leva sin, leva komora. Druhé srdecni pole (modre)
zahrnuje pravou komoru a vytokovy trakt. Nejsou
presné definované hranice mezi dutinou ¢i segmentem
(upraveno dle Kelly et al. 2014).

prava leva
komora komora

srdecniho pole. Sekundarni srde¢ni pole lezi medialné k srde¢nimu srpku. Je ovlivnéno expresi
proteinii rodin Bmp a Fgf z faryngealniho endodermu a aktivuje srdeéni transkripéni faktory.
Nicméné srde¢ni srpek pochazi z primarniho srdeéniho pole (Larsen et al. 2009, Meilhac et al.
2004b). Specializace linie sekundarniho pole je u bun¢k opozdéna diky faktortm Wnt a Chordin.
Sekundarni pole ma vliv na buiiky az ve stadiu pocate¢ni primitivni srdecni trubice (Larsen et al.
2009). Do druhého srde¢niho pole patii prava komora a vytokovy trakt. Primarni srde¢ni pole
zahrnuje pravou a levou sin, levou komoru (viz. Obr. 4). Linie rozdélujici srde¢ni pole neni piesné
dana hranici dutin ¢i srde¢nich segmentt (Kelly et al. 2014, Meilhac et al. 2004b). V dalsi studii se

spekuluje o tfetim srde¢nim poli, které zajistuje formaci sinoatridlniho uzlu (Bressan et al. 2013).

2.4.4 Vyvoj prevodniho systému - srovnani kureciho a mySiho modelu

Pievodni systém se u obou druhii plné vyviji po formaci jednotlivych srde¢nich dutin. Jde
0 obdobi nejvyssi bunééné proliferace, ktera poté zase zvolna klesa (van den Berg et al. 2009).
Prvotni pacemaker se vSak vytvari uz v trubicovém srdci, kde se nachazi ve vtokové oblasti. Vedeni
vzruchu je jest¢ velmi pomalé (Mikawa and Hurtado 2007). Brzy poté se pii prevodu ze sini
do komor objevuje typické zpozdéni, coz je zpusobené pravé pomalym vedenim pfes
atrioventrikularni kanal (Sedmera et al. 2000, Sedmera 2011, Paff et al. 1964). Piesun hlavniho
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pacemakeru do sinoatrialniho uzlu tizce souvisi s dozranim tohoto uzlu (Viragh and Challice 1983).
U mysi nastava jiz 11. embryonalni den (Benes et al. 2014, Sankova et al. 2012). U kufat je to
podobné, jen zahajeni impulsu se objevuje uz na 29-31 stadiu HH (6. -7. embryonalni den)
(Reckova et al. 2003). Neni mnoho studii zaméfenych na mechanismus diferenciace a vzniku
sinoatrialniho uzlu a na to, jak dochazi k ptevzeti jeho hlavni funkce - pacemakeru (Mikawa and
Hurtado 2007). Bunky pifevodniho systému jsou vSak pomérné jasné¢ morfologicky rozeznatelné
od béznych myocyti. Dokonce jsou jest¢ navic obalené specialnimi bunkami, které je izoluji
od myokardu (Verheijck et al. 2001, Christoffels et al. 2010). Podobné jsou na tom kufata i mysi
s pocatkem funkce levého raménka, u mysi nastava 12. embryonalni den a u kufat v 35 stadiu HH
(8. — 9. embryonalni den). Doba inkubace nebo biezosti u obou druhti je 20-21 dnti (Reckova et al.
2003), nicméné je velky rozdil ve stupni rozvoje mezi druhy. Jsou dvé hypotézy vzniku bunééné
heterogenity tohoto uzlu, neni ovSem jesté stale jasné, ktera je ta prava. Gradientni model vychazi
z ptedpokladu, ze dochazi k postupné pfeméné od periferie k okraji. Mozaikovy model navrhuje, Ze
se bunky uspofadaji od okraje ke stfedu (Mikawa and Hurtado 2007).

Obdobné jako sinoatrialni uzel i atrioventrikularni uzel se sklada z heterogenni tkang.
Funkéné jsou vSak podobné jako ostatni ¢asti pfevodniho systému, také u nich zistava jista
podobnost primitivnich myocytd (Mikawa and Hurtado 2007). Pavod atrioventrikularniho uzlu je
diky spole¢nym prekurzoriim pfisuzovan atrioventrikularnimu kanalu. Maji stejnou funkci i projev
a lokalizace je také obdobna (Eichna and Dehaan 1961). V podstaté cela primitivni srde¢ni trubice
se sklada jen z prekurzoru atrioventrikularniho kanalu a levé komory (Buckingham et al. 2005).
predstavovano. Piedpokladd se, Ze zde bude dochazet k vicestupiovému mechanismu vyvoje
(Mikawa and Hurtado 2007).

Ve vrcholové ¢asti komorového septa se vyviji Hisiv svazek (Viragh and Challice 1983).
Histiv svazek a sit’ vlaken ma jiny ptivod neZ atrioventrikuldrni kanal, odStépuje se brzy na zacatku
vyvoje (Christoffels et al. 2010). Pravé a levé Tawarovo raménko vznika ze subendokardialnich
myocytd podél komorového septa (Viragh and Challice 1983). Pfeménou jednotlivych klont
myocyti vznikaji subendokardialni Purkynova vlakna (Gourdie et al. 1995). Nartst komorového
tlaku vede k rychlejsi maturaci pfevodniho systému (Reckova et al. 2003). Oproti tomu snizeni
mechanické zatéze zpusobuje hypoplazii levé komory, dozrani ptfevodniho systému je v levé
komote pomalejsi. Tyto zmény jsou doprovazeny regulaci diferencia¢niho markeru pievodniho
systému Cx40 (Hall et al. 2004).

O ptvodu pievodniho systému se vedlo mnoho spekulaci. Dlouho se rozhodovalo, zda je
pievodni systém spise myogenniho ¢i neurogenniho piivodu. Zasadni indicii pro neurogenni ptivod

byla podobnost proteini pievodniho systému a neurofilament (Gorza et al. 1988, Vitadello et al.
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1998). Bylo vsak prokazano, ze pfevodni systém vnika pouze z kardiomyocytt a jiny zdroj nemuze
vést ke vniku téchto specialnich bun¢k (Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Jde 0 pomérné
specialni schopnost se diferencovat z kontraktilnich bunék (Gourdie et al. 1995). Tato diferenciace
Z myocytt se odehrava vyhradné podél endokardu a podél vétveni vyvijejicich koronarnich arterii
(Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Tato hemodynamicka aktivace je u ptakt iniciovana
signalni molekulou endotelin. Ten dokaze u kufat indukovat diferenciaci Purkynovych vlaken
z béznych myocyti (Gourdie et al. 1998). U nich je totiz perivaskularni sit’ vytvorena velmi
hluboko az do tloustky svaloviny komor, zatimco u lidi a mysi se Purkynova vlakna vyskytuji
pouze v subendokardialni vrstvé (Gourdie et al. 1995, Miquerol et al. 2003).

Neni vsak jisté, jestli tento model vyvoje je pouzitelny i pro savce (Miquerol et al. 2010).
U savcu je vyvoj pfevodniho systému méné zavisly na myokardu (Gourdie et al. 1995, Gourdie et
al. 1998, Moorman et al. 2003). U mysi ma signaliza¢ni funkci obdobnou endotelinu ve formovani
prevodniho systému neuregulin (Rentschler et al. 2002). Tyto dvé signalni molekuly jsou
nepostradatelné v pocatecni kardiogenezi a reguluji mnoho dalSich faktorti. Jednim z regulatort
genového programu diferenciace pievodniho systému u saveu je transkripéni faktor Nkx 2.5
(Komuro and lzumo 1993, Patel and Kos 2005). Stale neni jisté, zda tyto geny jsou jedinymi, které
odpovidaji za diferenciaci ptrevodniho systému, ¢i zda vznik pfevodniho systému neni zajiStén
interakcemi mezi t€émito a dal§imi faktory (Patel and Kos 2005).

Nkx2.5 je gen klicovy pro kardiogenezi. Je nezbytny pro formovani, diferenciaci a udrzovani
ptevodniho systému v srdci (Jay et al. 2004). Jde o jeden z prvnich detekovatelnych genti v srdci a
muZe mit na svédomi aktivaci srdeénich progenitori (Searcy et al. 1998). Urcuje specifikaci bunék
do jednotlivych tkani, je zapojen do vyzrani bunék ¢i tkani srdce (Genis et al. 2008) a je nutny
pro expresi Cx 40 (Komuro and Izumo 1993). U lidi se nachazi na patém chromozomu se dvéma
exony (Shiojima et al. 1999) a u mysi se vyskytuje na sedmnactém chromozomu (Lyons et al.
1995). Béhem zivota je tento gen klicovy v ochrané pted cytotoxickymi latkami v dospélém srdci
(Akazawa and Komuro 2003). Podobny Nkx2.5 je hometicky gen, neboli Hox gen. Ma klicovou roli
béhem embryonalniho vyvoje mnohobunéénych Zzivocichi. Jeho funkci je kontrolovat celkovy

vyvoj embrya. A ovliviiuje, €O Se V jaké Casti t€la bude vyvijet (Pearson et al. 2005).

2.4.4.1 Postnatalni vyvoj prevodniho systému

Vétsina prenatalniho ristu srdce je zalozend na hyperplazii, tedy zajisténa bunécnou
proliferaci bunék (Clark and Hu 1982, Sedmera and Thompson 2011, Vostarek et al. 2014). Rist a
pokracovani vyvoje nekon¢i snarozenim ¢i vylihnutim, Casto pretrva jest€é do pocatecniho
postnatalniho obdobi. Obvykle zdhy dochdzi k ptepnuti z hyperplazie na hypertrofii - rist zajistény

zvétsovanim bunécného objemu, ale nemusi tomu tak byt u vSech druhli. Tento piechod casto
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nastava v prvnich dnech po vylihnuti ¢i narozeni (Li et al. 1996). U mysi trva hyperplasticky rast
bun¢k az do ¢tvrtého dne po narozeni, zatimco objem bunék zistava témét konstantni. Poté nastava
zlom a dochazi k prudkému naristu bunécného objemu (Leu et al. 2001). Zpisob ristu se velmi
podoba ristu bunék u potkanu (Li et al. 1996).

U kufat je postnatalni rist zajiStén kombinaci hyperplazie a hypertrofie (Gerdes et al. 1983).
Kufeci kardiomyocyty maji schopnost bunécné proliferace postnatalné velmi dlouho, dle vyse
zminéné studie az 6 tydnt, déle vSak sledovani nebylo provedeno. Méni to pfedstavu o mozném
ukonceni proliferace s narozenim ¢i vylihnutim a velmi je odchyluje od podobnosti rastu u savct
(Li et al. 1996). U novorozenych selat je rast zajistén hlavné hypertrofii a to az do ¢trnactého
postnatalniho dne (Beinlich et al. 1995). Soucasn¢é s timto byva Casto sledovana jadernost bungk,
pro hlodavce je obvykla dvoujadernost v dospélych srdcich (Li et al. 1996). U potkant bylo
zjisténo, Ze do Ctvrtého postnatalniho dne byla vétSina bunck jednojadernd. Poté, co skonci obdobi
kombinace hypertrofie a hyperplazie, ma vétSina bun€k dvé jadra, obdobné jako je tomu
u dospé€lych. V obdobi hypertrofie je mnozstvi dvoujadernych buné€k shodné s ptedchozi fazi
(Clubb and Bishop 1984). Zadna studie nebyla vsak zaméfena na rozdily v jadernosti nebo styl
rastu mezi kardiomyocyty a Purkyfiovymi vlakny.

Prenatalni vyvoj srde¢nich bunék u lidi je v rozmezi 14. az 25. tydne charakterizovan velmi
hojnou proliferaci. Poslednich deset tydnii se bunky stale d¢li, ale mnohem pomaleji. Zaroven se
objevuje rapidni rist velikosti bunék. Pfi narozeni maji kardiomyocyty polovi¢ni velikost dospélych
srdecnich bun¢k. Pocet srde¢nich bun¢k pfi narozeni odpovida pouze 20% mnozZstvi kardiomyocyti
u dospélych jedinct (Widdowson et al. 1972). Jiné studie ukazuji, ze piiblizné 25% kardiomyocytd
je dvoujadernych pfi narozeni a tento pocet zistava i béhem zivota (Olivetti et al. 1996). Dale bylo
navrzeno, ze obména kardiomycytli je mozna do veéku péti let (Beltrami et al. 2001). Tento
ptedpoklad byl zavrzen, ukonceni proliferace v postnatalnim obdobi je variabilni mezi jednotlivci a
klesa béhem zivota. Pokles za jeden rok Zivota se odhaduje na 0,5%. Neni uz jasné, zda tento

klesajici trend je zde jiz od narozeni nebo nastane béhem détstvi (Bergmann et al. 2009).

2.5 Propojeni srdec¢nich bunék

Bunécna spojeni zajist'uji komunikaci mezi bunkami. Purkynova vldkna a komorové myocyty
byvaji propojeny piimo nebo pies prechodné bunky. Mezi bunééné spoje patii napf.: zonula
occludens, zonula adherens, macula adherens. Nejvice dominuje macula adherens, projevuje se jako
bodové splynuti membran, zejména u koz a ovcei. Spojeni typu zonula occludens je méné Casté a je
o néco kratsi nez v jinych bunikach. Interkalarni disky mivaji konstantni tloustku 20-30 um, nékdy i
siln€jsi (Sommer and Johnson 1968). Dale mohou byt Purkynova vlakna a pracovni myocyty

propojeny piechodnymi ¢i kontaktnimi bunkami (Tranum-Jensen et al. 1991). Studie propojeni
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pracovnich myocyti a Purkynovych vlaken odhalila silny tbytkovy trend smérem k bazi. To
vysvétluje brzkou apikalni aktivaci. Pfimé propojeni mezi Purkynovymi vlakny a kardiomyocyty je
zde signifikantn¢ rostouci od baze smérem k apexu, kde je dokonce pifes 70% spojeni
(Garcia-Bustos et al. 2017).

Mezi jednotlivymi druhy se vyskytuji vyrazné rozdily, nékteré druhy jako naptiklad mysi
maji témét vSechna Purkynova vlakna a pracovni myocyty propojené na povrchu, ale potkani maji i
intramuralni Purkynova vlakna. U ptakl a u nékterych kopytnika existuji Purkynova vlakna, kterd
zasahuji do myokardu. Pracovni myocyty jsou s Purkyiovymi vlakny propojeny podélné (Vigmond
and Stuyvers 2016). Naproti tomu u prasat se propojeni objevuje na distalnim konci Purkynovych

vlaken, coz zajist'uje okamzitou aktivaci (Meijborg et al. 2014).

2.5.1 Gap junction

Dalsim typem bunécného propojeni je propojeni typu gap juction tvoiené konexiny. Nékdy
muze byt nazyvan i nexus, mezerovy Spoj nebo komunikacni spoj. V tomto spoji jsou cytosoly dvou
sousednich bun€k propojené metabolicky a elektricky pomoci pori v membrané. Diky nim je
mozny plynuly piestup iontt, druhych posli, malych metaboliti a dalsich molekul (do velikosti
1 kDa) mezi buikami. Je pro né typické, ze maji nizkou specificitu, ale zato jimi prochazi velka
Skala molekul (Saez et al. 2003). Vyskytuji se ve vSech tkanich az na diferenciované kosterni svaly,
¢ervené krvinky a dospélé spermatické bunky (Nielsen et al. 2012).

Zakladem téchto kanali jsou konexiny, transmembranové proteiny. Jsou tvofeny Ctyimi
transmembranovymi o-Sroubovicemi, dvéma extracelularnimi kli¢kami, jednou intraceluldrni
klickou a dvéma konci (Jalife et al. 1999). Jednotlivé druhy konexint se rozlisuji podle délky C-
konce (Unger et al. 1999). C - konec a N — konec maji vzdy intracelularné. Obsahuji
cytoplazmaticky ocasek, ktery mliZze zabranit prichodu dalSich molekul skrz kanal. Na tento ocasek
je mozné navésit aequorin nebo green flourescent protein (GFP) a vyuzit pro znaceni fluorescen¢ni
mikroskopie. Tyto molekuly pozdé&ji ovlivni rychlost uzavirani kanalu (Bukauskas et al. 2001).

Konexiny se vzdy skladaji do hexamert a tim vytvafi polokanal — konexon. Gap junction
muze byt homomericky, ve kterém jsou vSechny konexinové proteiny identické, nebo
heteromericky, kde se vyskytuji dva a vice typt konexind. Dale je mozno rozd¢lit na homotypicky
kanal, kdy jsou obé Casti v kazdé bunce shodné ¢i heterotypicky, pokud se polokanaly 1isi (Kanno
and Saffitz 2001) (viz obrazek 5). Tyto mozné variace nabizeji obrovskou diverzitu ve slozeni a

funkci
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Obrazek 5: Zpusoby propojeni konexoni s moZnosti variabilnich konexinu.
(upraveno dle Kanno and Saffitz 2001).

kanalu (Nielsen et al. 2012). Bylo objeveno 21 konexinovych gent v lidském genomu a 20 gent
v mySim genomu (Sohl and Willecke 2004), coz piindsi velké mnozstvi kombinaci, avSak ne
vSechny konexiny jsou spole¢né kompatibilni (Nielsen et al. 2012). Typy konexinovych proteinti
rozhoduji o tom, které latky budou prochazet kanalem (Goldberg et al. 1999). Nasledkem toho jsou
specifické rozdily ve vlastnostech konexind. SloZeni a mnoZstvi gap junction bude rozdilné dle typu
buriky (Nielsen et al. 2012).

Po propojeni konexonti vznika kanal mezi dvéma bunikami s primérem 1,5 - 2 nm (10 — 15
anstrémi). Buriky jsou od sebe vzdalené 2 — 4 nm. Samotny vznik kanalu z monomert konexinu je
pomérn¢ slozity proces (Musil and Goodenough 1991, Musil and Goodenough 1993). Transkripce
je ftizena transkripénimi faktory konexinovych genii. Nasledné jsou kotranslaéné vloZeny
do endoplazmatického retikula. V endoplazmatickém retikulu dochéazi k maturaci a Spravnému
sbaleni konexind, poté pokracuji do Golgiho aparatu. Odtud je jiz oligomerizovany konexon
(polokanal) dopraven na plazmatickou membranu za spoluprace s cytoskeletem (Nielsen et al.
2012). Na membran¢ dochazi k propojeni s polokanalem protilehlé bunky. Kromé piimé regulace
transkripénimi faktory muze byt jejich vznik ovlivnén i epigenetickou regulaci (acetylace histonu,
metylace DNA ¢i mikro RNA) nebo dalsimi faktory (fosforylaci, pH nebo napétim) (Nielsen et al.
2012, Saez et al. 2003).

Propustnost kanali je ovlivnéna moZznosti se otevirat a zavirat. Maji vlastni vratka a n¢které se
zaviraji rychle, jiné kanaly naopak pomalu. Aktivita kanali je regulovana zménou v napéti,
koncentraci vapniku, pH, fosforylaci a proteinovou interakci. Zména napéti maze byt v rozdilu mezi
spoji, tedy mezi-spojové napéti. Dal§im typem je transmembranové napéti, které vznika podél poru
V membrané¢ mimo buniku. Tento typ se objevuje u inexinl, coz je analog konexinii u hmyzu

(Bukauskas and Verselis 2004). VétSina konexini pozaduje napéti ke svému zavieni, nékteré to
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maji zase presn¢ naopak. Zavieni zménou chemického slozeni je vétSinou zplsobené koncentraci
vapniku nebo pH, ale mize byt také zplisobené exogenni chemikalii ¢i farmakologickym ¢inidlem.
Nastavena hodnota pH je velmi variabilni pro kazdy konexin. Prudky narist koncentrace vapniku
vede krozpojeni dvou polokanali od sebe ve vétSin¢ tkani. Je to povazovano za ochranny
mechanismus pied poSkozenim od sousedni umirajici buniky ¢i zpusobenou jinou patologii (Nielsen

et al. 2012).

25.1.1 Srdeéni gap junctions
V kardiomyocytech jsou exprimovany pievazné tyto konexiny Cx40, Cx43 a Cx45 (Severs et
al. 2004). Jejich funkce je zde kli¢ova pro pienos elektrického proudu mezi buiikami myokardu.
Rychlost pfevodu signalu zavisi na mnozstvi spoji gap junction, dale je dulezity typ a velikost
buiiky ¢i rozloZeni téchto spojii. Buniky jsou pomoci gap junction propojené hlavné v oblasti zvané
interkalarni disk na konci myocytu u vétsiny zkoumanych zvitat (Ono et al. 2009, Severs 1990), ale
napfiiklad u potkant ptevlada bo¢ni propojeni mezi myocyty v subendokardu (Ono et al. 2009).
Jednotlivé typy gap junctions se v srdci lisi v lokalizaci. Cx43 se vyskytuje hlavné
v pracovnich myocytech komor (Severs et al. 2004), zato sinové myocyty exprimuji kombinaci
Cx40, Cx43 a Cx45 (Nielsen et al. 2012, Davis et al. 1995). V pfevodnim systému se vyskytuje
pfevazné Cx40, ktery se vyznacuje velkou vodivosti, ale v men$im poctu se objevuje i Cx43
(Severs et al. 2004). Cx43 je klicovy béhem vyvoje srdce (Nielsen et al. 2012) (Obr. 6). Dle studii
u mysi je dalsim konexinem srdce Cx31.9 (mysi Cx30.2), ktery ma velmi malou rychlost vedeni.
Pravdépodobné hraje velmi dulezitou roli v pomalé propagaci signalu skrz atrioventrikularni uzel,
ulidi to vSak nebylo potvrzeno

e (Kreuzberg et al. 2006). Cx40 je
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Obrazek 6: Shrnuti typického rozloZeni

konexinovych kanali v dospélém srdci savci.

(upraveno dle Severs et al. 2008). represor jeho transkripcnich faktort
(Koibuchi and Chin 2007).

zpusoben HRT2, ktery funguje jako

Mezi zékladni srde¢ni konexiny u kutat patii Cx42, Cx43 a Cx45. Exprese Cx42 a Cx43 se

objevuje béhem celého vyvoje srdce a i v dospélosti u kuiete (Beyer 1990). Tento fakt byl potvrzen
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mnohem dfive, kde prezentovali piitomnost konexinové struktury ve vSech stadiich vyvoje
(Manasek 1968). Cx42 se obvykle objevuje v komorové ¢asti srdce, ktera zahrnuje Histv svazek,
Tawarova raménka a Purkynova vlakna. Tento konexin se vsak neobjevuje v pracovnich myocytech
¢i jiné casti pievodniho systému (Gourdie et al. 1993a). Cx43 se naopak vyskytuje v celém
kardiovaskularnim systému a hlavné v pracovnich myocytech (Larson et al. 1990, Gourdie 1995).
Zaroven oba dva byly nalezeny velmi hojné v hladkém svalstvu koronarnich cév (Gourdie et al.
1993a). Presné rozsifeni jednotlivych typt konexind u ptakti neni znamo. Celkove se ptaci konexiny
mezi sebou velmi lisi ve vodivosti a regulacnich vlastnostech (Veenstra et al. 1992). Pta¢i konexiny
se uplné neshoduji v sloZeni aminokyselin se savéimi gap junctions (Beyer et al. 1989). Psi Cx40
ma 70 % shodu v aminokyselinovém slozeni s kufecim Cx42. Cx45 u pst je shodny se svym ptacim
homologem v 85 % (Beyer 1990). Psi Cx43 je téméf identicky (97 %) s kutecim Cx43 (Gourdie et
al. 1993a).

Gap junctions jsou také spojovany se srdeCnimi nemocemi, jejich porucha vede k srde¢nim
arytmiim nebo nahlé srde¢ni smrti (Severs et al. 2008). Problém byva ve snizeni poctu nebo
heterogenité exprese konexint, coz vede ke zpomaleni pfevodu a zesileni diskontinuity (Jansen et
al. 2010). U lidi s ischemickou chorobou srde¢ni, selhanim srdce ¢i hypertrofickou kardiomyopatii
byly nalezeny zmény v distribuci a geometrii téchto kanalt. Proto se v minulych letech zacaly

zkoumat interakce konexint s riiznymi molekulami bunky (Giepmans 2004).

2.6 Hypotermie

Dalsi kapitolou ptehledu literatury bude hypotermie, protoze zména teploty velmi ovliviiuje
fyziologickou odpoveéd’ organismu. Savci a ptaci patii do skupiny homotermu, jejichz organismus je
schopen udrzovat konstantni teplotu a to i navzdory zméné teplotnich podminek v okoli.
Fyziologicka odpovéd na zménu teploty brani velké ztraté tepla organismu ¢i prehfati organismu.
Hypotermie je definovana jako teplota niz$i o dva stupné€ nezZ je normalni teplota jadra (Pozos and
Wittmers 1983, Pozos and Danzl 2001, Segers et al. 1998). Opakem k hypotermii je hypertermie,
kterd je urcena navySenim teploty o nékolik stupiiti. Normalni teplota jadra pro dospélého cloveka
se pohybuje kolem 37°C pro mozek, srdce a ledviny. Pocatecni hodnota hypotermie je od 35°C, ale
za urCitych podminek je mozné, ze piiznaky hypotermie budou vykazovany i pii teploté 36°C
(Pozos and Danzl 2001).

Hypotermie miize mit vice pfi¢in. Primarni pfi¢ina hypotermie je dana neefektivni reakci
organismu na zménu prostfedi. Sekundarni je zpiisobend poSkozenou termoregulaci jako nasledek
nemoci, Unavy ¢i zranéni. Zde je télu dovoleno tolerovat mnohem vétsi chlad nez je normalni, 1
kdyz to ohrozuje integritu organismu. Poslednim diivodem hypotermie je klinicky vyvolana

hypotermie (Pozos and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004, Segers et al. 1998). Nastup hypotermie
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a jeji pripadné zhorSeni velmi zavisi na nékolika faktorech, jako napfiklad na velikosti téla, stupni
metabolismu, mnozstvi tuku, vyziveé, hydrataci nebo u lidi mnozstvi a kvalité obleceni (Pozos and
Danzl 2001, Hervey 1973). Hypotermie mutize byt rozdélena na tii faze: mirna, sttedni a silna (P0zos
and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004). Nejnizsi teplota zchlazeni lidského organismu a jeho
opétovné ohtati byla 15°C (DaVee and Reineberg 1980). Hodnoty nejnizSich teplot jsou velmi
odli$né u jednotlivych druht, u psa to je teplota v rozmezi 18-20°C a u potkana 13-15°C (Hervey
1973).

Hypotermie miize mit i pfinosny efekt. Pikladem je prodlouzeni Zivotnosti organu a prevence
pred hypoxii organu nebo zacatku zanétlivé odpovédi. V dnesni dobé je mozné vyuziti indukované
hypotermie hlavné pii operativnich zakrocich, kterymi jsou napf. transplantace: kardiochirurgie
nebo neurochirurgie. Pii nizsi teploté téla jsou i nizsi pozadavky tkani na kyslik. To dovoluje
vylou¢eni organu z cirkulace pii operacich na mnohem delsi dobu (Bigelow et al. 1950). Dokonce
jiz 3500 pi. n. 1, vnejstarSim textu Edwin Smith Papyrus, je hypotermni efekt pouzivan
terapeuticky. Pouzivaly se lokalni studené aplikace na rany hlavy a na infikovanad nebo viedovita
prsa (Breasted 1930). Pozd¢ji piiznivého efektu hypotermie pouzivali i v Hippokratové skole
pfi podvrtnuti, otoku, zlomeniné nebo i pii kieCovych stavech (Adams 1849). Pozd&ji bylo
zchlazeni organismu vyuZito jako zplsob anestezie, chladova narkdza se objevuje pii teploté 28°C
(Bigelow et al. 1950).

Nejlepsi by bylo méfit rovnou teplotu jadra, ale zafizeni pro meéteni teploty jadra nejsou
snadno dostupna. Proto se teplota jadra ur€uje méfenim v ustech, rektalné, v podpaZzi, tympanicky a
V jicnu (zde je teplota bézné o 1°C niz8i nez teplota jadra). Teplotu periferie neni mozné vyuzit
k urCeni teploty jadra. Obvykle je teplota jadra porovnavana vzhledem ke zménam v periferii. Toto
srovnani periferni a teploty jadra probiha v hypotalamu. Udrzeni a kontrola teploty jadra zavisi
na teplotni citlivosti periferniho systému (Pozos and Danzl 2001).

Informaci o zméné¢ teploty v okoli organismu zjist'uji teplové a chladové receptory v periferii.
Zavisi na rozdilech mezi jadrem a periferii, podle toho pfendsi zpravu o teploté do centralni nervové
soustavy. Teplové 1 chladové receptory maji po aktivaci tonické vzplanuti. Chladové budou
reagovat na chladovy stimul s do¢asnou excitaci, poté ztustanou jejich frekvence signali konstantni,
zato budou inhibovany vysokou teplotou. Existuji dva typy chladovych receptori, jsou ulozeny
hluboko v kuzi nebo povrchoveé, vétSina se vSak vyskytuje v periferii. Pfenos informace
z chladovych receptort zajistuji malo myelizovana vlakna nebo C vlakna. Vypali pii teploté 25 —
33°C a rychle se adaptuji do nového statického rozpolozeni (Trojan 2003, Silbernagl and
Despopoulos 2004, Ganong 2005).

Signaly z odliSnych aferentnich vlaken vstupuji do michy ve dvou stupnich. Prvni je

trigeminalni, tedy vychazejici z obli¢eje, a druhy ze zbytku téla (Dawson et al. 1981). Pokracuji
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spinotalamickou drahou a jsou promitnuty pfimo v thalamu, dale se dostavaji do hypotalamickych
jader, kde je informace zpracovana. Dle potieby dojde k aktivaci centralniho a autonomniho
nervového systému, které dale mobilizuji ostatni systémy: dychaci, vylucovaci, kardiovaskularni,
endokrinologicky, svaly a také chovani. Prvni a hlavni fyziologickou odpovédi na chlad je periferni
vazokonstrikce cév, kterd brani dalsim ztratdm tepla. Je fizena autonomnim nervovym systémem a

ma za kol vyvolat pocit chladu (Trojan 2003, Silbernagl and Despopoulos 2004, Ganong 2005).

2.6.1 VIiv hypotermie na organismus

Kazdy fyziologicky systém ma vlastni odpovéd’ na pokles teploty jadra, ktera dohromady
dava ptiznaky hypotermie (Obr. 7). Porozuméni kazdému systému je nezbytné, nebot’ kazdy systém
komunikuje s ostatnimi. Jak jiz bylo zminéno vySe, prvni reakci na chlad je periferni
vazokonstrikce, obvykle se tykajici prsti rukou ¢i nohou, nebo dalsich perifernich ¢asti téla (usi,
nos, brada) (Hervey 1973, Pozos and Danzl 2001). Tato vazokonstrikce mize byt nasledovana
vazodilataci, ktera brani poskozeni tkan¢ pied ischemii (Hervey 1973). Keatinge ukazal, zZe
vazodilatace je zpisobend paralyzujicim efektem chladu na arterioly. Bude to podobné platit i
pro hloubé&ji ulozené cévy, pokud klesne teplota opravdu hodn¢ (Keatinge and Evans 1961,
Hayward and Keatinge 1979). Pod teplotou 34°C je narast mortality signifikantni (Hildebrand et al.
2004) a pod teplotou 32°C je vystaveni organismu jiz spojeno se 100% tmrtnosti.
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Obrazek 7: Schematické znazornéni poklesu teploty télesného jadra a jeho zikladni reakce na
organismus.

Hypotermie je zde rozdélena mirnou (bez vyplné), stredni (Ctvercové Srafovani) a silnou (bocni
Srafovani) (upraveno dle Pozos and Danzl 2001).

Zakladni fyziologicka termoregulace zahrnuje u ¢lovéka tfi faktory: poceni, vazomotoriku a
ties (Hervey 1973). Hypotermie vyvolava tfes v kosternim svalstvu, cilem tfesu je udrZzeni normalni
télni teploty. Tento tfes pietrvava, dokud teplota jadra neklesne na teplotu 29-31°C. Jde o tfes

nedobrovolny a rytmicky, frekvence zavisi na typu svalu (Hemingway 1963). Nejprve
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metabolismus roste diky tfesu, ale po zastaveni tfesové reakce metabolismus klesa az do vycerpani
organismu (Hervey 1973). Dalsim ucinkem hypotermie je napiiklad: zména ve funkci iontovych
kanalt, zvySend membranova lipidova stabilita, zména ve vyplaveni a vychytavani
neurotransmiterti, vylev riznych substanci s ochrannym efektem na funkci bunécné membrany,
zachovani hematoencefalitické bariéry a snizeny metabolismus (Pozos and Danzl 2001).

Prvotni reakci na chlad u dychaciho systému je zvySeni frekvence nadechi, hyperventilace
(Keatinge and Evans 1961). Brzy vsak nasleduje hypoventilace, neboli pokles mnozstvi nadechi
za minutu (Bigelow et al. 1950). Pfi teploté 30°C je snizeni aZ ke ¢tyfem nadechim za minutu, coz
vede k zadrzovani oxidu uhli¢itého ve tkanich. Velké mnozstvi oxidu uhli¢itého zpusobi acidozu.
Dale se objevuje snizeni pohyblivosti fasinek a bronchidlniho sekretu, pokles plicni kompliance,
nartist anatomického i fyziologického plicniho mrtvého prostoru, vyssi potencial pro otok plic,
kontraktilni funkce branice a interkostalnich svali se méni (Pozos and Danzl 2001, Morris et al.
1985).

Ve vyluCovaci soustavé pocit chladu piinasi zprvu zvySenou potiebu vylu¢ovani moci, neboli
diurézu a to jeSté pred poklesem teploty jadra (Hervey 1973, Paton 2001). Jde o reakci
na hypervolemii po vazokonstrikci (Hervey 1973) k udrzeni normalniho tlaku na sténu cév. Obecné
je funkce ledvin béhem hypotermie snizena diky poklesu systémového krevniho tlaku. Velmi je
redukovana i spotfeba kysliku, ale podobné tomu bude i u jinych organd jako jsou jatra, mozek,
srdce, kize a kosterni svalstvo. Regulace koncentrace iontli drasliku miize byt poskozena
pti hypotermii (Pozos and Danzl 2001).

V zazivacim systému dochazi ke snizeni motility s poklesem teploty jadra, coz dale vede
k akutni dilataci Zaludku a tlustého stfeva. Po snizeni srde¢niho vydeje vlivem chladu bunky jater
budou stale schopné metabolizovat, ale nezvladaji zpracovavat glukoézu (Pozos and Danzl 2001).
Celkové maji jatra snizenou funkci s klesajici teplotou. Z toho divodu bude zhorSena i schopnost
jater metabolizovat, coz povede k vétsi acidoze v tele (Britt et al. 1991).

Chlad nebo hypotermie vyvolava Sirokou hormonalni odpovéd’ na stresovou reakci a hlavni je
vyplaveni katecholamind. Tyto hormony diené nadledvin stimuluji termogenezi (Therminarias and
Pellerei 1987). Koncentrace inzulinu se u hypotermnich pacientd lisi, ale pod 31°C neni mozna
usnadnéna difuze glukozy do bunék. Neéktefi pacienti byvaji hyperglykemicti, ale koncentrace
glukozy zavisi na metabolickém stavu pacienta a ne na stupni hypotermie (Pozos and Danzl 2001).
Proto hyperglykémie mlzZe byt zplisobena poklesem inzulinové aktivity, naristem katecholaminem
indukované glykogenolyzy, zvySenim sekrece katecholamini, poklesem jaterni funkce nebo
resorpci glukozy ledvinami (Pozos and Danzl 2001).

Pokles teploty jadra obecné inhibuje funkci imunitniho systému. Byly provedeny studie,

ve kterych byli 1lidé vystaveni mirné hypotermii, a Vv nasledujicich tfech tydnech nikdo
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neonemocnél. Chlad brani infiltraci imunitnich bunék, ktera vede k vyplaveni inflamatornich
cytokinii (IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y). Hojeni ran je pii hypotermnich podminkach zhorSené, coz je
pravdépodobné dano vazokonstrikci snizujici parcialni tlak kysliku v tkani (Sessler et al. 1988,
Swan et al. 1953). Jednim vysvétleni pro chladové indukovanou imunosupresi je specificka inhibice
imunitnich bunék. Bylo zdokumentovano, Ze zvySeny vylev kortikosteroidi pii chladovém stresu
ma také imunosupresivni efekt (Pozos and Danzl 2001).

Mezi prvotni pfiznaky hypotermie patii Spatné vyslovovani, poSkozeni kratkodobé paméti a
zhorSeni stavu védomi V centralnim nervovém systému. S dal§im poklesem teploty v jadie se
za¢inaji objevovat vizualni a sluchové halucinace. Clovék se stiva méné spoletenskym, objevuji se
zmény v chovani, je obecné pomalejsi, pii chizi klopyta ¢i pada (Hervey 1973). Ztrata védomi
obvykle nastava pfi teploté 28-30°C. Dochazi i k poklesu rychlosti vedeni akéniho potencidlu z 30
metabolismu mozku. Elektricka aktivita mozku byla sledovana na teplotu 34°C, coz byla teplota,

kdy jesté¢ mozek vykazoval aktivitu (Lanier et al. 1992).

2.6.2 Hypotermie v kardiovaskularnim systému

Obdobn¢ jako v jinych systémech hypotermie silné ovlivni funkce v kardiovaskularnim
systtmu (Bigelow et al. 1950). Chladovy stres vyvolava vazokonstrikci perifernich cév
zprostfedkovanou sympatikem, v tomto pfipadé vylevem katecholaminl. Vazokonstrikce zpisobi
srdecni pretizeni a dohromady se zvySenou myokardidlni spotfebou kysliku vyvold pocatecni
srde¢ni tachykardii. S klesajici teplotou se objevuje naopak bradykardie a sniZzeni funkce myokardu,
coz zpusobi nizsi srde¢ni vydej a hypotenzi. Otevirani a zavirani sodikového kanalu je nizsi a taky
prichod sodiku je snizen. Tento pokles zapticini prodlouzeni PR a QT intervalu a celkové rozsifeni
QRS komplexu (Pozos and Danzl 2001).

Variabilita cirkadialni tepové frekvence je mnohem rlznorod€jsi u mirné hypotermie
nez Unormalni teploty, coz je pravdépodobné dano nerovnovahou mezi sympatikem a
parasympatikem (MacKenzie et al. 1991). Bézna je snizujici se tepova frekvence s depresi teploty,
ktera je nasledkem snizeni spontanni depolarizace bunék pacemakeru (Black et al. 1976, Bigelow et
1973). Kontraktilita myokardu neklesa, pokud se teplota jadra nesnizi na 28°C (Morris et al. 1985).
Srdec¢ni zastaveni se objevuje az pii teploté 21°C (Hildebrand et al. 2004).

Vztah mezi tepovou frekvenci a teplotou se 1isi u jednotlivych druhii (Clark 1920). Vétsi srdce
bude po snizeni teploty hife organizované nez srdce mensi (Hervey 1973). Dochazi k pomalejsi
aktivaci a inaktivaci membranového napéti, je ovlivnéna 1 repolarizace srdecniho akéniho

potencialu. Snizeni o 1°C v srdci protahne cyklus srde¢niho akéniho potencialu a refrakterni
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periodu 0 15-20 milisekund (Pozos and Danzl 2001). Vliv hypotermie se lisi v sinich a v komorach,
siné¢ maji vyssi rychlost pievodu, ale umi si udrzet normalni synchronni svalovou kontrakci i
pfi nizsich teplotach. Na chlad jsou tedy mnohem citlivéj$i komory, coz se miize projevit inhibici
nebo nepravidelnosti (Pozos and Danzl 2001).

Pti teploté pod 32°C se objevuji siiové 1 komorové arytmie, u sini na to navazuje rozsifeni
sini a u komor vznika primarn¢ fibrilace (Nesemann et al. 1983). Nicmén¢ arytmie vyvolana
hypotermii neni potvrzena (Janse and Wit 1989, Wong 1983). Defekty vzniklé pii generovani
elektrického impulsu se objevuji mnohem ¢astéji u hypertermie a naopak u hypotermie jsou vzacné.
Na druhou stranu chybna propagace impulsu se miize objevit jak u hypotermie, tak i u hypertermie.
Tyto defekty vedou ke vzniku arytmii (Vostarek et al. 2016). Hyperkalemie mtze byt jednou
z pfi¢in srde¢ni arytmie, coz je obvykle osudny znak tkanové hypoxie (Spurr and Barlow 1959).
Vlivem sniZené teploty se objevuje 1 siflova fibrilace, ktera mlZe byt vyvolana zpomalenim
sitového a komorového stahu, rozsitenim QRS komplexu pfi pomalém komorovém stahu, urcity
zpusob zablokovani ptevodniho systému, ¢i posun pacemakeru do dalSich ¢asti prevodniho systému
(Somerville 1960).

S hypotermii klesa i1 funkce bunék. Vlivem zpomaleného krevniho ob&hu vznika hypoxie, ta
Zpisobi pfepnuti na anaerobni metabolismus a vét§i zakyseleni organismu. Kdyz teplota jadra
dosahne 25°C, tekutina zacne piestupovat ven z cévniho prostoru a hematokrit naroste o 150%
(Haddix et al. 1996), coz zhorSuje srde¢ni vydej. Zaroven pii této teploté 25°C je vétsi rozpustnost
0 33% kysliku a oxidu uhli¢itého (Pozos and Danzl 2001). S kazdym klesnutim o 1°C dochazi
k nartstu o 2% v krevni viskozité (Prakash et al. 1978). Nizka teplota ma za nasledek poskozenou
koagulaci, ktera je zpasobena inhibici enzymovych reakci v koagulaéni kaskadé (Michelson et al.

1994).

2.6.2.1 VlIiv hypotermie na rist srdce

Mnoho fyziologickych procest srdce je velmi ovlivnéno teplotou, ve které se srdce nachazi.
Ptaci, potomci poikilotermi, se diky svym pfedkim umi vylihnout i za zménénych teplotnich
podminek. Warbanow a kol. zjistili, ze kufata inkubovéna Vv subnormalni teploté¢ 32-36°C maji
snizenou télesnou hmotnost spojenou s kardiomegalii a nejvice se t0 projevi pii teploté 33,5°C
(Warbanow 1971, Warbanow 1970). Pfi hypotermii dochazi SniZeni tepové frekvence, coz vede
k poklesu srde¢niho vydeje. Tento deficit je kompenzovan nariistem srdecniho objemu (Benson Jr
et al. 1989), a to ma za nasledek ono zvétseni srdce. Kardiomegalie mize byt zpisobena bud’ vyssi
bunétnou proliferaci, nebo vétsi velikosti bunc¢k. Soucasné velikost té€la byla vyrazné mensi

U hypotermické inkubace embryi (Warbanow 1971, Warbanow 1970). Pii porovnavanim velikosti

32



srdce k télu, byla hypotermni srdce dvakrat vétsi vzhledem ke kontrolam. Kontraktilita
hypotermniho srdce byla také dvakrat vétsi in vitro, ale in vivo hodnoty vysly piesné naopak.
Bradykardie a snizené proudéni krve pfi systole ve stadiu HH 17 bylo potvrzeno i v jiné studii
(Lee et al. 2011). Naptiklad v jiné studii Se v€novali hypotermii v ¢asnych embryonalnich stadii HH
18-24 pti snizené teploté na 31,1°C. U kufat klesla srde¢ni frekvence o 25%, snizil se krevni tlak,

prutok krve a zvysila se vaskularni rezistence (Nakazawa et al. 1986) (Obr. 8).

Obrazek 8. Elektrokardiogram u experimentalnich skupin kuiat inkubovanych v odlisné teploté.
Normotermni skupina (100°F, 37,7°C), hypotermni skupina (90°F, 32°C) a hypertermni skupina

(108°F, 42,2°C)(Merkow and Leighton 1967).

Podobna zjisténi byla prezentovana v praci Merkow a Leightor. Kufata byla rozd¢lena na tii
skupiny, ve kterych byla inkubovana 90°F, 100°F a 108°F (32°C, 37,7°C a 42,2°C). Hypotermn¢
inkubovana kufata (90°F) méla znatelné mensi velikost i vahu téla a srdce bylo naopak zvétSené a
téz81. Byl zde znatelny projev retardace oci a dalSich piivéska (peti) oproti normalné inkubovanym
(100°F) ¢i hypertermnim kufatim (108°F). Hypertermie zpusobila zmenSeny rist téla i srdce, ale
jinak byla morfologicky stejna jako normotermicka embrya. Elektrokardiogram byl velmi podobny
u normotermnich a hypertermnich kufat, zato u hypotermnich bylo nespecifické rozsiteni QRS
komplexu. To bylo podle autorti zptisobeno hypertrofickym riistem a navrhuji, Ze to mize byt
vyuzito jako model srde¢ni hypertrofie. Hypertrofie mize byt kompenzaci pii poklesu efektivity
k udrzeni srde¢niho vydeje. Mnozstvi DNA na srdce bylo shodné u hypotermnich i normotermnich
embryi, jen u hypertermnich byly hodnoty nizsi. Tepové frekvence byla polovi¢ni u hypotermnich
ve srovnani s normotermni a hypertermni frekvenci srdce. Myokard u kufat inkubovanych v 90°F
byl velmi podobny ostatnim skupinam. V mezibuné¢nych oblastech se vyskytovalo vEétsi mnozstvi
vlo¢kovitého ¢i vlaknitého materialu, u kterého piedpokladaji, Ze jde o glykogen. (Merkow and
Leighton 1967, Merkow and Leighton 1966).
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3 Cil prace

Rast v embryondlnim obdobi je pfevazné zajistén proliferaci. Pfi experimentéalnich

podminkach se snizenim teploty inkubace se zmenSuje velikost téla a zvétsSuje velikost srdce.

Hlavnim cilem této prace bylo odpovédét na tyto otazky:

>
>

cvwvr

Pokud dojde k ptedpokladanému zvétSeni srdce, ¢im je tato zména zpusobena na bunéc¢né
urovni: hypertrofii nebo hyperplazii?

Objevi se rozdily v tloust’ce st€ny u obou komor?

Bude prokazatelny rozdil mezi Purkynovymi vlakny a pracovnimi myocyty?

Zmeéni se velikost Purkynovych vldken po hypotermni inkubaci?

34



4 Experimentalni ¢ast

4.1 Metodika

4.1.1 Pokusny model

V experimentech byla pouzita vejce bilé Leghornky (Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
Kole¢, Ceska Republika). Vejce byla nejprve diikladné omyta vodou a drobné pozistatky $piny
byly ocistény kartackem, poté byla jeSt€é omyta alkoholem (70% EtOH). Pfed zahdjenim
experimentu byla vejce uskladnéna ve vinotéce (Hyundai Vinl8). Zde byla vejce uskladnéna tii dny
pii teplot¢ 16°C. Byla pravidelné¢ kontrolovana teplota a stav vajec. Poté byla pfemisténa
do inkubatoru (Brinsea, Oya-Easy 380 Advance Series Il Cabinet Incubator). V inkubatoru byla
pfedem nastavena vhodna teplota pro inkubaci vajec na 37,5 £ 0,5 °C a vlhkost 40%. V tomto
inkubdtoru byla vejce inkubovéna ¢tyfi dny ve tmé. Pravidelné byl monitorovan stav vajec a také
byla kontrolovana teplota a vlhkost inkubatoru. Ctvrty den byla vejce rozdélena na dvé skupiny:
hypotermni model (12 vajec) a kontroly (7 vajec). Pii rozdéleni do skupin bylo staii embryi
jedenact dni. Kontrolni skupina byla pfemisténa do jiného inkubatoru (Forma Scientific 3546
Water Jacketed CO, Incubaror With C/hp Lab Oven). V inkubatoru pro kontrolni skupinu byla
pfedem nastavena teplota 37,5 + 0,5°C a vlhkost 40%. Druhé skupiné v pivodnim inkubatoru byla
sniZena teplota na 33,5°C a vlhkost 40%. Ob¢ skupiny byly drZzeny v téchto podminkach az do doby
odbéru na sedmnactém embryonalnim dnu (REF Warbanov 1970). Byla provadéna kontrola teploty
a vlhkosti dvakrat denné.

4.1.2 Odbér embryi

Sedmnécty embryonalni den byla vejce obou skupin vyjmuta z inkubétoru. Kazdé vejce bylo
postupné otevieno vystfizenim kulatého otvoru v misté vzduchové komirky. Byla odstranéna
papirova blanka (membrana testa). Embryo bylo vytazeno hackem za kréek. Poté bylo kazdé
embryo osuSeno na papirovém rucniku a zvazeno na vahach (Denver Instrument SI-603). Embryo
bylo usmrceno ustfizenim hlavicky. Déle byl kazdému embryu otevien hrudni ko§ a bylo vyjmuto
srdce. Srdce bylo opatrn€ osuseno a zvazeno na analytickych vahach (Mettler, Toledo, USA). Poté
byla srdce po dobu 48 h fixovana v 4% roztoku paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PBS)
pii teploté 4 °C. Nasledné byla srdce tfikrat vyprana v PBS po dobu 10 minut. Poté byla odvodnéna

ve vzestupné alkoholové fad¢ (viz Tabulka)
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odvodnéni doba odvodnéni doba odvodnéni

30% EtOH* | 20 minut | 80 % EtOH 20 minut 96% EtOH 15 minut
50% EtOH 20 minut | 90% EtOH 20 minut | 100% EtOH | 15 minut
70% EtOH 20 minut | 96% EtOH 15 minut | 100% EtOH | 15 minut

*EtOH = alkohol

Po odvodnéni byla srdce projasnéna v benzenu (tiikrat 10 minut). Dale byla srdce prosycena
paraplastem I do rozpusténi (piiblizn€¢ na 30 minut), paraplastem II na 60 minut a na zavér
paraplastem III také na 60 minut. Poté byla srdce zalita do kovovych zalévacich komurek, oznacena

a ulozena v lednici. Hodnoty véazeni byly zaznamenany do tabulky.

4.1.3 Krajeni blocku

Kontroly i hypotermni srdce byly po skupindch zality v pfislusnych bloccich. Poté byly
blo¢ky krajeny na rota¢nim mikrotomu (Leica RH 2135). Jednotlivé fezy o tloustce 8 um byly
pfeneseny $tétcem na predem piipravené sklo s kapkou vody. Rezy byly napnuty pfimo na vodni
kapce diky vyhtati ploténky, na niZ byla skla umisténa, na teplotu 42°C. Po dostatecném napnuti
fezi byla skla z ploténky sejmuta a po zchlazeni osuSena. Poté byla skla na ploténku vracena a dalsi
3 hodiny byla ponechana k dikladnému vyschnuti. Pfes noc byla skla ulozena do inkubatoru

(Biological Thermostat BT 120) o teploté 51°C k tplnému dosuseni.

4.1.4 Histologické znaceni

Jako zékladni zpisob barveni bylo vybrano standardni histologické barveni hemaxylinem a
eosinem. Hematoxylin je modrofialové bazofilni barvivo, které se vaze v jadfe bunky. Eosin barvi
cytoplazmu ruzové a je naopak acidofilni. Pfipravena skla byla nejprve odparafinovana v Bioclearu
1, 2, 3 a 4. Do kadinky s Bioclearem byla skla pfemisténa vzdy na 5 minut. Pfi pfesunu mezi
kadinkami Biocleru byla skla lehce osusena. Poté byla skla vlozena do sestupné alkoholové fady
(100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vzdy na 2,5 minuty. Dale byla promyta v destilované vodé
po dobu 5 minut. Nésledovalo barveni hematoxylinem, skla byla ponotfena do barviva ptiblizné
na 1 minutu. Poté byla skla prana pod tekouci kohoutkovou vodou asi 5 minut a dvakrat oplachnuta
destilovanou vodou. Barveni skel eosinem bylo aplikovano velmi kratce, ptiblizné¢ 10 sekund. Poté
byla skla omyta v destilované vod¢ a odvodnéna ve vzestupné alkoholové fadé (70%, 80%, 90%,
96%, 100%, 100% EtOH). Potom byla skla projasnéna v pétiminutovych intervalech karboxylenem,
xylenem 1 a 2. Nasledn¢ byly fezy zamontovany pomoci permanentniho média (Depex) a kryciho
sklicka. Zamontovana skla byla do druhého dne ponechana ve tm¢ v digestofi pro zaschnuti

montovaciho média.
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4.1.5 Imunohistochemicka znaceni
1)  Znadeni anti-actin (a-sarcomeric), Rhodamine (TRITC), Wheat Germ Aglutinin a Hoechst

Dalsim zptsobem bylo imunohistochemické znaéeni anti-actin (a-Sarcomeric) a wheat germ
aglutinin (WGA). Monoklondlni mysi IgM anti-actin (a-sarcomeric) protildtka je pouzivana
pro studium svalové diferenciace. Je specificka pro kosterni a srdec¢ni isoformu aktinu (a-SA).
WGA Alexa Fluor 488 conjugate je universalni znaceni pro detekci glykokonjugati
V histochemickych aplikaci. Vaze se pfevazné na vlaknitou slozku mimobunécné hmoty, ¢imz barvi
mimo jiné basalni membranu.

Nejprve byla skla odparafinovana v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 vzdy po 5 minutach. Poté byla
vlozena do sestupné alkoholové fady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vZdy na 2,5 minuty.
Skla byla dale promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakrat v PBS s 0,5% Tweenem (0,5% PBT) také
5 minut a na konec jest¢ znovu dvakrat na 5 minut v PBS. Poté byla na skla aplikovana
predinkubace v normalnim kozim séru (normal goat serum, NGS) minimaln€¢ na 30 minut. NGS
bylo fedéno 1:10 v roztoku 1% hovéziho sérového albuminu (bovine serum albumin, BSA) a 0,1%
Tween v PBS (0,1% PBT). Poté byla na skla aplikovana primarni protilatka a-SA (Sigma-Aldrich
A2172) fedéna 1:800 v roztoku NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10). Primarni protilatka a-SA byla
inkubovéna na sklech pfes noc pii 4°C. Poté bylo nezbytné skla dikladné tfikrat promyt v PBS
po 10 minutach. Poté byla aplikovdna sekundarni kozi protilatka znacena rhodaminem namifena
proti mys$im globulinim (Rhodamine (TRITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG+IgM,
Jackson Immuno Research Laboratories, 115-025-068). Sekundarni protilatka byla fedéna v roztoku
NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10) v poméru 1:200. Na sklech byla sekundarni protilatka
inkubovdna ve tm¢ 60 minut za pokojové teploty (21-22°C). V dalSim kroku bylo ve tmé
pii pokojové teploté provedeno znaeni WGA (Invitrogen 115-025-146) na 60 minut. WGA byl
fedén 1:50 v roztoku 0,2% Tritonu v PBS. Pot¢é byla skla tfikrat prana na 10 minut v PBS a jednou
10 minut v destilované vodé. Dale byla jadra dobarvena barvivem Hoechst (Sigma 861405).
Hoechst byl fedén v poméru 1:100 000 v roztoku 0,1% Tritonu v destilované vodé. Hoechst byl
aplikovan na 10 minut ve tmé pii pokojové teploté. Skla potom byla ditkkladné omyta destilovanou
vodou. Poté byla odvodnéna vzestupné alkoholové tadé (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100%
EtOH). Dale byly preparaty projasnény v xylenu 1 a 2 vzdy 5 minut. Rezy byly néasledné
zamontovany pomoci permanentniho média (Depex) a kryciho skli¢ka. Tato skla byla do druhého

dne ponechana ve tmé v digestofi pro dikladné zaschnuti montovaciho média.

2)  Znaceni Anti-phospho-Histone H3, Cy3 a DRAQ 5
Druhym zptsobem imunohistochemického znaceni bylo barveni protilatkou anti-phospho-

Histone H3 (pHIS 3) a DRAQ 5. Anti-phospho-Histone H3 je krali¢i polyklonalni protilatka.
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Je schopna detekovat histon H3 fosforylovany na Serinu 10 v chromatinu eukaryotickych bunék.
Ten se vyskytuje v jadie bunék nachazejicich se v M-fazi bunééného cyklu, a je tedy markerem
mitézy. DRAQ 5 je nespecifické barvivo véazajici se na DNA zivych nebo fixovanych bunék.

Prvni krokem bylo odparafinovani skel v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 na 5 minut. Poté byla skla
postupné ponotena do sestupné alkoholové tfady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vzdy
na 2,5 minuty. Déle byla skla promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakrat v PBS s 0,5% Tweenem
(0,5% PBT) také 5 minut a na konec znovu dvakrat na 5 minut v PBS. Pro odmaskovani antigenu
bylo nutné skla povafit v 10mM citratovém pufru s pH 6,00 v mikrovinné troubé (MW 750 W)
dvakrat 5 minut. Pro vychlazeni a omyti byla skla ponofena do PBS s 0,1% Tritonem na 10 minut, a
pak jesté jednou na 10 minut. Poté byla skla jesté promyta v PBS tiikrat 5 minut. Rezy na skle byly
ponoieny do roztoku NGS fedéné 1:10 s 0,1% PBT na 90 minut pii pokojové teploté. Dale byla
na skla aplikovana primarni protildtka pHIS3 (Millipore 06-570) fedéné v NGS s 0,1% PBT a
inkubovéna pies noc V lednici (+4°C). Druhy den byla skla tfikrat promyta v PBS na 10 minut. Poté
byla aplikovana sekundarni protilatka Cy3 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (JIRL 111-165-003)
na 90 minut za pokojové teploty a ve tmé. Sekundarni protilatka byla fedéna 1:200 v roztoku NGS
5 0,1% PBT (1:10). Dale byla skla promyta tfikrat v PBS 5 minut a jednou v destilované vod¢ také
5 minut. Poslednim barvicim krokem byla aplikace DRAQ 5 (LI-COR 928-40022) nafedény 1:1000
v 0,1% PBT. DRAQ 5 byl inkubovdn 60 minut ve tmé& za pokojové teploty. Poté byla skla prana
v PBS dvakrat 5 minut a jednou 5 minut v destilované vod¢. Dale byla odvodnéna vzestupné
alkoholové tadé (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% EtOH). Skla byla projasnéna v xylenu 1 a 2
vzdy 5 minut. Rezy byly nasledn& zamontovany pomoci permanentniho média (Depex) a kryciho
sklicka. Zamontovana skla byla do druhého dne ponechana pro zaschnuti montovaciho média

ve tme v digestofi.

4.1.6 Mikroskopické metody

Pro zobrazeni fezii barvenych hematoxylinem a eosinem byla pouzita svételna mikroskopie.
Byl pouzit svételny mikroskop Olympus BX51 s ptipojenym modulem pro digitalni fotografovani.
Pro snimani fotografii a jejich Gpravy byl pouzit pocitacovy program Cell*P. Nejprve byla
nastavena intenzita svétla a bylo zkontrolovano vyuziti filtrG. Preparat na podloznim skle byl
nejprve zaostfen pii zvétSeni 10x a byla vybrana vhodna oblast. Vzdy byla vybirana dvé mista
v cirkularni oblasti levé komory (LV circ), pravé komory (RV circ) a dvé oblasti v papilarnich
svalech levé komory (LV mp). Snimky byly sbirany pfi zvétSeni 20x. Postup byl zopakovan u vSech
planovanych oblasti stejné. Na zavér byla jesté vyfocena kalibrace pro dalSi potfeby analyzy
snimkd. Dale zde byly nasbirany snimky stény pravé a levé komory se zvétSenim 2X. Znovu byl

postup zopakovan u vSech oblasti vSech ezl kontrolnich i hypotermnich srdci.
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Purkynova vldkna byla také snimdna na mikroskopu BXS51 se zapnutym modulem
fluorescence. Pro tvorbu obrazli byl pouzit znovu program Cell"P. Po nastaveni mikroskopu byla
vybrana vhodna oblast v levé komoie pfizvétSeni 4x. V kazdé komoie byla vybrdna tfi mista
bohatd na tato vlakna. Purkynova vldkna se v kufecim srdci obvykle vyskytuji tésné
pod endokardem (Obrazek 9). Vyskytuji se samostatné nebo ve skupin¢ s malym pocétem. Maji
protazeny vietenovity tvar, V nasSem piipadé jde o transverzalni fezy Purkynovymi vldkny. Snimky

byly sbirany se zvétSenim 40x. Postup byl opakovan u vSech fezii obou skupin.

Obrazek 9: Ukazka pro metodické zobrazeni uréovani Purkyiovych vlaken.
Snimek levé komory V oblasti papilarnich svaliu byl vytvoren flourescenénim mikroskopem. Jde
o fotografii hypotermniho srdce. Zvétseni bylo 40x, méritko je 50 um.

Fotografie imunohistochemického znaceni byly sniméany na konfokalnim fluorescen¢nim
mikroskopu Olympus BX61, konfokalni modul FluoView1000. V nasem experimentu byl vyuZzit
sekundarni fluorochrom formou imunohistochemického znaceni (primérni a sekundéarni protilatka).
Snimek byl zaostfen se zvétSenim 10x a poté byla vybrana cilova oblast, kam byla aplikovana
kapka imerzniho oleje. Cilové oblasti byly stejné jako u svételného mikroskopu (LV circ, LV mp a
RV circ). Dva snimky z kazdé oblasti byly fotografovany se zvétSenim 40x. Pii zapnutém laseru
byla pii autofluorescenci nastavena hloubka snimané oblasti (6 um, 4 optické fezy s z-krokem
1,5 um), intenzita laseru, ptiblizeni a pomér obrazu. U kazdého typu laserového zafeni byla poté

upravena jeho intenzita. Tento postup byl zopakovan u vSech oblasti.
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4.1.7 Analyza snimki

Nasnimané obrazky ze svételného a fluorescencniho mikroskopu BX51 byly vyhodnoceny
v programu ImageJ - win64 (FIJI). Diky tomuto programu byla méfena tloustka kardiomyocytt
pfes jadro v pixelech. V kazdém snimku bylo zméfeno maximum bunck s jddrem a jasné
definovanou bunécnou membranou. Hodnoty naméfené na jednom snimku byly pieneseny
do tabulky v Excelu Microsoft Office. Tento postup byl zopakovan u vSech potfizenych fotografii.
Mg¢feni Sitky stén komor byl velmi obdobny. Stény byly méfeny pomoci programu ImageJ - win64
(FIJI) v pixelech. Byly vybrany tfi oblasti v kazdé sténé pravé a levé komory u kazdého srdce. Poté
byly hodnoty vlozeny do tabulky Excel Microsoft Office. Bunky ptfevodniho systému — Purkynova
vlakna byla také méfena v pixelech v programu ImageJ - win64 (FIJI). Na kazdém snimku byl
zméfen maximalni pocet jasné definovatelnych Purkyiovych vlaken. Naméfené hodnoty byly
presunuty do tabulky Excel Microsoft Office. VSechny ziskané hodnoty byly pfevedeny z pixeli
na pum.

Fotografie se znacenim a-SA a WGA byly také vyhodnoceny v programu ImageJ — win64
(FI3N). Cilem bylo také zméfeni tloustky kardiomyocytl pies jadro. Opakovani tohoto postupu bylo
dano v n¢kterych ptipadech nejasné definovanou plazmatickou membranou po barveni
hematoxylinem a eosinem. Znovu bylo v kazdém snimku zméfeno maximum bunék s jasnym
jadrem a buné¢nou membranou. Hodnoty byly uloZeny do tabulky v Excelu Microsoft Office. Opét
tento postup byl zopakovan u vsech snimku. Poté byly hodnoty pievedeny na pm.

Nasbirané fotografie se zna¢enim pHIS 3 a DRAQ 5 byly analyzovany v programech Adobe
Photoshop 7.0 a ImageJ — win64 (FIJI). Nejprve byla v programu Photoshop oznacena pozitivni
jadra (tj. proliferujici bunky). Poté byla zkontrolovdna pozitivita vyskytujici se v misté jadra
pfepnutim jednotlivych kanall. Pocet pozitivnich jader byl pfenesen do Imagel, kde byla spocitana.
Hodnota byla ulozena do tabulky Excel Microsoft Office. Dale byl vytvoren obraz plochy
ve Photoshopu a poté byl pienesen do Imagel. Zde byla plocha zmétena a ulozena do tabulky

v Excelu. Stejny postup byl zopakovan u vSech nasnimanych fotografii.

4.1.8 Statistické vyhodnoceni

Nasbirand data byla rozdélena na dvé skupiny podle typu inkubace. Normotermné
inkubovanych embryi bylo 7 a do hypotermni skupiny bylo zapojeno 12 embryi. Hodnoty jsou
prezentovany ve vysledcich jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka. Pomér hmotnosti
srdce a t€la byl poc¢itan HW/BW x 100 (HW = hmotnost srdce [g], BW = hmotnost téla[g]).
Signifikantnost vysledkti byla kontrolovana pomoci Studentova t-testu a hodnoty statisticky
vyznamné byly oznaCeny hvézdickou s vysvétlenim v legendé¢ (* P < 0,05, ** P < 0,01,

*** P <(0,001). Korela¢ni koeficient byl proveden vynesenim grafu s linearni spojnici trendu,
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rovnice regrese a hodnotou spolehlivosti R. Tuto hodnotu spolehlivosti hodnotime jako malou
(R =0,1), stiedni (R =0,3) a velkou (R =0,5).

4.2 Vysledky

Vysledky byly organizovany do skupin dle sbirani dat a jejich nasledné analyzy:

421 Hodnoty hmotnosti téla a srdce, pomér vahy srdce a téla
422 Site bunék po znaéeni hematoxylinem a eosinem a a-sarkomerickym aktinem
4.2.3 Sife stény levé a pravé komory

4.2.4 Hodnoty pti¢ného priméru Purkynovych vldken

4.2.5 Mnozstvi proliferujicich kardiomyocytt v 1 mm? tkang

4.2.1 Hmotnost téla a srdce

Prvni skupina (n=7) skufecimi embryi byla inkubovana za standardnich podminek -
normotermie (37,5 °C). V druhé skupiné¢ (n=12) byla vejce s embryi kufete ponechana
V hypotermni teploté (33,5 °C). Hypotermni embrya byla po vytazeni z vejce viditelné mensiho
vzrustu nez kontroly. Tomuto faktu odpovidala i hmotnost téla po zvazeni vSech embryi (Graf 1).
Primérné vaha normotermnich embryi byla 16,88 + 1,86 g, u hypotermniho modelu byla hmotnost
11,98 + 1,26 g. Hmotnost u normotermnich embryi byla vét§i o 29% neZ u hypotermnich.

Dle Studentova T-testu byla hodnota tohoto rozdilu velmi statisticky vyznamna (P < 0,001).
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normotermie hypotermie

Graf 1: Prumérna hmotnost téla kufecich embryi u kontrolni skupiny (¢ervené) a
U experimentalni skupiny (modie) s inkubaci v hypotermnich podminkach.

Kontrolni skupina byla v prioméru vetsi o 29% nez hypotermni. (Studentiv t-test (P < 0,001)

Po vyjmuti srdci jsme pozorovali rozdil mezi skupinami a srdce hypotermnich embryi byla
znatelng vétsi. Toto pozorovani bylo potvrzeno i zvazenim srdci u obou skupin (Graf 2). Hmotnost

srdce u normotermnich embryi byla 154,14 + 21,17 mg a oproti tomu primérna vaha srdce
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hypotermniho modelu byla 182,10 + 24,70 mg. Zde se hmotnost srdci lisila o 18% a podle
Studentova T-testu je vysledek signifikantni (P < 0,05).

250
200

150 -
[mal 100

4

normotermie  hypotermie

Graf 2: Prumérna vaha srdce embryi u normotermni skupiny (¢ervené) a u hypotermni
skupiny (modfte).

Hmotnost byla o 18% vétsi u hypotermniho modelu nez u kontrol. (Studentitv t-test, *P < 0,05).

Na obrazku 10 je viditelny mirny rozdil ve velikosti srdce, ktery ukazuje vétsi velikost srdce

U hypotermnich embryi ve srovnani s kontrolami.

Obrazek 10: Transverzalni ez srdcem u kontrol (vlevo) a experimentalniho modelu
(vpravo).
Viivem hypotermie dochazi k zbytnéni srdce (méeritko 1 mm), znaceni hematoxylin a eosin.

Dale jsme srovnavali pomé&r vahy srdce (g) k hmotnosti téla (g). U kontrolni skupiny byl 9,13
+ 0,07 a u experimentalni skupiny byl 1,525 + 0,17. Tento pomér byl vyznamné vétsi (0 67%)
U hypotermnich embryi (P <0,001).
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4.2.2 Site kardiomyocyti ve vybranych oblastech

Po barveni hematoxylinem a eosinem vysly hodnoty mezi jednotlivymi oblastmi velmi
podobné (Graf 3). Vybranymi oblastmi byly stfedni cirkularni vrstva v levé a pravé komote a
papilarni svaly v levé komote. Tento zptisob méfeni nebyl aplikovatelny u vSech oblasti, proto byl
tento krok opakovan s imunohistochemickym znacenim. Ve vétSin¢ piipadi bylo velmi obtizné
piesné definovat sténu bunék. Nékteré oblasti nebyly zméteny viibec, zde je uveden pouze primér

ze ziskanych zon.
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Graf 3: Zprimérované hodnoty méieni Sife bunék u kontrol a experimentalni skupiny
po barveni hematoxylinem a eosinem.

Hodnoty jsou zde velmi vyrovnané u obou skupin v ramci skupin. Méreni nebylo ziskano u vSech
puvodné vybranych oblasti.

Po imuhistochemickém znaceni a-sarkomerickym aktinem a WGA bylo mnohem snadnéjsi
urcit pfesné hranice buriky (Obrazek 11). Mezi oblasti naSeho zajmu opét patiila cirkularni oblast

levé a pravé komory, papilarni svaly levé komory.
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Obrazek 11: Priklady obrazkiu z konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu po znaceni a-SA
aWGA.

Nahore je obrdazek s normotermickymi kardiomyocyty v papildrnich svalech levé komory a
na obrdzku dole je stejnd oblast z hypotermniho modelu. Mezi velikosti bunék, jak u normotermie
tak i u hypotermie, nejsou velké rozdily. Méritko je 50 um.
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Hodnoty po tomto zpiisobu znaceni byly opét v podstaté srovnatelné (Graf 4). Obecné byla
naméiena relativné nejvetsi Sife bunék v cirkularni oblasti pravé komory u obou skupin. Naopak
pomérné nejmensi bunky byly naméteny v zoné papilarnich svald levé komory opét u obou skupin.
Nicméné rozdily mezi papilarnimi svaly a cirkuldrni oblasti v levé komoie byly sice minimalni, ale
vice vyrazné u hypotermniho modelu. U hypotermnich embryi byl vétSi rozptyl hodnot Siie
kardiomyocyt, ¢emuz odpovida 1 vys$S§i hodnota smérodatné odchylky. Primérna hodnota
smérodatné odchylky se u hypotermnich embryi rovnd jedné Ctvrtiné namétenych hodnot Siie
bunék. Tyto vysledky nas vedly k hypotéze, Ze zvétSena velikost srdce indukovana hypotermii neni

pravdépodobné zplisobena pouze hypertrofickym ristem bunék, byt ur¢itou tlohu mit bude.

LV circ
LV mp
RV circ
LV circ
LV mp
RV circ

[hm]

O =N Wbk OO N 0 O
1

normotermie hypotermie

Graf 4: Naméiené hodnoty Sife bunék u normotermicky a hypotermicky inkubované skupiny
po imunohistochemickém znaceni.

Priumeérné hodnoty jsou u obou skupin srovmnatelné. Vétsi rozptyl byl pozorovan u hypotermni
skupiny, coz naznacuje vétsi smerodatna odchylka.

Tento ptedpoklad potvrzuji i nasledujici grafy (Graf 5). Grafy vétSinou vykazuji pozitivni
korelaci mezi naméfenymi hodnotami pifi¢ného priméru bun€k vzdy u dvou zvolenych oblasti.
Potvrzuje to hypotézu, Ze pokud jsou buniky v jedné oblasti vétsi, budou vétsi i v jiné oblasti. To

znamena, Ze jisty podil na zvétSeni srdce bude mit hypertroficky rist.
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Graf 5: Koeficient korelace mezi jednotlivymi oblastmi.

A) Vievo nahore je srovnani cirkuldrni oblast proti papildrnim svalium v levé komore u kontrol.
B) Vpravo nahore je porovndni cirkuldrni oblasti a papildrnich svali levé komory

U experimentalnich embryi. C) Korelace mezi cirkuldarni oblasti levé a pravé komory

u normotermie. D) Srovndni cirkuldrni oblasti levé a pravé komory u hypotermie.

Podobné vysly grafy, kde je srovnavéana cilova oblast proti hmotnosti srdce. Vzdy byla
vynesena korelace mezi papilarnimi svaly levé komory a cirkulérni vrstvou u pravé i levé komory
obou skupin vii¢i hmotnosti. Ve vétsin€ grafii byl pozitivni trend naznacujici hypertrofii jako mozny
mechanismus zvétSeni srdce. Tato tendence ukazuje, Ze vétSi builkky se budou spiSe vyskytovat
ve vahoveé vEétSim srdci. Nepiima zavislost se objevuje ve dvou ptipadech: papilarni svaly kontrol
Vv levé komote a cirkularni oblast hypotermniho modelu pravé komory. Tento fakt znaci nezavislost
mezi velikosti pficného priméru bunck a vahou srdce. Témét ve vSech ptipadech je vyznamnost
efektu mala. V jednom piipadé u kontrol, cirkularni oblast pravé komory proti vaze srdce, byl efekt

veliky a to bylo dano jednou vy¢nivajici hodnotou korelace.
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Graf 6: Srovnani jednotlivych oblasti via¢i hmotnosti srdce.

Obecné pozitivni trend naznacujici podil hypertrofie. A) Cirkuldrni oblast levé komory proti
hmotnosti srdce u kontrol. B) Levd komora v cirkuldrni zéné viici vdze srdce u experimentdlniho
modelu. C) Papilarni svaly levé komory proti hmotnosti srdce u normotermie. D) Papildrni svaly
V levé komore viici vdze srdce u hypotermie. E) Prava komora v cirkuldrni oblasti viici hmotnosti
srdce u normotermicky inkubovanych kurat. F) Cirkuldrni zéna v pravé komore proti vdze srdce
U hypotermnich embryi.
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4.2.3 Site stény komor

M¢feni stény levé a pravé komory ukazalo opét obdobné vysledky mezi skupinami (Graf 7).
Tloustka stény levé komory byla piiblizné dvakrat vétsi nez v pravé komote u obou skupin
(Studentuv t-test, P < 0,001) U levé i pravé hypotermni komory jsou hodnoty lehce byt statisticky
nevyznamné zvySené oproti kontroldm, coz jen potvrzuje kardiomegalii po hypotermni inkubaci.
Hodnoty smérodatné odchylky u hypotermie jsou ponékud vyssi. Toto odpovida vétSimu rozptylu

naméienych hodnot.
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400 - -

200 - | Oprava komora
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normotermie hypotermie

Graf 7: Naméiené hodnoty tloust’ky stény levé a pravé komory u normotermie a
hypotermie.

Levad komora je u obou skupin prokazatelné témer dvakrdt vétsi (Studentiv t-test, *** P < 0,001).
Nameérena velikost stén u kurat inkubovanych v hypotermii je lehce vys$si nez u kontrol.

Korelace mezi velikosti bun¢k a Sitkou stény komor méla ve véts$iné ptipadl pozitivni trend.
Tento trend opé€t naznacuje jistou miru hypertrofie, v SirSi stén€ budou i1 vétsi bunky. Nepiima
zavislost se objevila v jednom piipad¢ — ptiény prumér bunék cirkularni oblast pravé komory proti
§ifi pravé komory u hypotermickych srdci. Ve vSech ptipadech vsak byla hodnota spolehlivosti

korela¢niho koeficientu mala.
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Graf 8: Srovnani velikosti bunék proti $ii‘ce stény komor.

Hodnota spolehlivosti R je ve vSech pripadech mald. A) Cirkularni oblast levé komory proti SiFi
levé komory u normotermie. B) Cirkuldrni vrstva levé komory wici tloustce levé komory
u hypotermie. C) Cirkuldrni zéna levé komory proti Sifce pravé komory. D) Cirkuldrni oblast
prave komory vici Siri pravé komory.
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4.2.4 Priény primér Purkynovych vliken

Hodnoty méfeni pficného pruméru Purkynovych vladken v subendokardiu levé komory byly
u obou skupin velmi podobné (Obrazek 12). Velikost Purkynovych vlaken u kontrol byla 4,93 +
0,49 um a u hypotermnich embryi byla primérnd hodnota 5,11 + 0,51 um (Graf' 9). Hodnota Sitky
hypotermnich Purkynovych vldken byla lehce vét$i nez u normotermni skupiny, nicméné rozdil
nebyl signifikantni. Ve srovnani s pracovnimi kardiomyocyty stejné oblasti byla Purkyfiova vlakna
mensi u obou skupin. V pfipadé¢ normotermie byl rozdil ve velikosti signifikantni (parovy

Studenttv t-test, * P < 0,05).

Obrazek 12: Ukazka Purkyniovych vliken v fezu.

Obrazek vlevo je z normotermniho rezu, vilevo je videt snimek rezu hypotermického modelu.
Meé¥itko je 50 um.
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Graf 9: Srovnani priumérné velikosti pricného priméru Purkynovych vliken a
kardiomyocyti u normotermie a hypotermie.

Purkyriova viakna jsou mensi nez kardiomyocyty, u normotermie je rozdil signifikantni (Studentitv

t-test, * P < 0,05)
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4.2.5 Proliferace v kardiomyocytech

Podil hyperplazie na zvétSeni srdce u hypotermnich embryi proti kontroldam byl kontrolovan
pomoci imunohistochemického znaceni pHIS3. Tento jaderny marker se vaze jen na fosforylovany
histon 3 pfi bunécném déleni (mitdéze). V kazdém snimku byl zjistén pocet pozitivnich bunck a
plocha, kterd byla pfepocitina na objem. Hodnoty uvedené v této sekci jsou podily poctu
proliferujicich jader a objemu spocitaného z plochy snimku. Podle vysledkl byla vyrazné vétsi
proliferace v hypotermnich kardiomyocytech nez v buiikdch po normotermni inkubaci (Graf 10).
V papilarnich svalech levé komory a cirkularni vrstvy pravé komory byly hodnoty dokonce
dvojnasobné v experimentadlnim modelu. V pravé komote cirkularni oblasti byly hodnoty statisticky
v cirkularni z6éné pravé komory. Velikost smérodatné odchylky je zde vyrazna, coz je déano
pfepoctem plochy a poté i objemu. Oblast s proliferujicimi buiitkami byla cilené vybirdna
na konfokalnim fluorescen¢nim mikroskopu a pocet téchto bunék vramci snimku byl vzdy
podobny vzhledem k typu inkubace. Primérna €etnost napocitanych pozitivnich bunék na snimek
byla u kontrol 9 = 5 a u hypotermie 17 + 10 kardiomyocytl (Obrazek 13). Vzdy se velmi liSila
plocha a s tim také objem.
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Graf 10: Porovnani mnoZstvi proliferujicich bunék v 1mm?® tkané u normotermie a
u hypotermie.

V papilarnich svalech levé komory a cirkularni zoné pravé komory jsou hodnoty zdvojndsobené
u hypotermie, v oblasti pravé komory je vysledek signifikantni (* P < 0,05, Studentiiv t-test).
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Obrazek 13: Priklad snimki z konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu po znaceni pHIS 3.

Obrazek nahore je normotermni rez z levé komory v cirkuldrni vrstve. Spodni obrdzek je také
Z cirkularni vrstvy levé komory u hypotermniho modelu. Na tomto prikladu je prokazatelné vice
proliferujicich myocytit u hypotermniho srdce. MéFitko je 50 um.
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Vztah linedrni zavislosti proliferace mezi oblastmi byl proveden korelacnim koeficientem.
Cilovymi oblastmi byly cirkularni vrstvy levé komory proti papilarnim svalim levé komory a
cirkuldrni oblasti levé komory vici stejné oblasti v pravé komoie. Ve vSech piipadech byl pozitivni
vztah. U normotermickych dat je hodnota spolehlivosti R velka. U hypotermie je efekt mezi
cirkularni vrstvou a papilarnimi svaly levé komory stfedni a v druhém piipadé¢ je hodnota
spolehlivosti mald. Tento vysledek ukazuje, Ze velky podil na zbytnéni srdce po hypotermické

inkubaci ma s velkou pravdépodobnosti hyperplazie.
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Graf 11: Korelace proliferace mezi jednotlivymi oblastmi v srdci.

A) Cirkularni oblast levé komory proti papilarnim svalum levé komory u normotermie. B)
Cirkuldarni oblast levé komory proti papildrnim svaliim levé komory u hypotermie. C) Cirkuldrni
vrstvy levé komory viici cirkuldarni oblasti pravé komory u normotermie. D) Cirkuldrni vistvy levé
komory wviici cirkuldrni oblasti pravé komory u hypotermie.

Korelace mezi primérnym poctem proliferujicich bunék v ur¢itém objemu a vahy srdce méla
V obou pfipadech pozitivni charakter. Trend u normotermie neni piili§ vyrazny, ale dle hodnoty
spolehlivosti R je vysledek statisticky vyznamny (P < 0,01). U hypotermie se objevuje velmi
pozitivni pfimé zavislost mezi hodnotami, kterd znamena, Ze vétsi srdce maji vice proliferujicich
bunék neZ srdce mensi. PfiproloZeni jednotlivych oblasti vzhledem poctu proliferujicich bunék

na objem a hmotnost srdce vysly téméi obdobné grafy (viz Ptiloha).
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Graf 12: Vztah mezi poétem proliferujicich bunék v 1 mm?® tkané a vahou srdce.

Hodmoty spolehlivosti R jsou vsude malé. A) Priumeérné hodnoty cilovych oblasti viici hmotnosti
srdce u normotermie. B) Prizmérné hodnoty cilovych oblasti proti vdze srdce u hypotermie.

Srovnéani vztahu mezi proliferaci a tloustkou stény vyslo obdobné v ramci oblasti u obou
testovanych skupin. Tloustka stény levé komory proti proliferaci levé komory v cirkularni zoné
m¢éla pozitivni trend u obou typl inkubace. Toto by znamenalo zavislost, kdy v silng&jSich sténach
bude vyssi proliferace. Sila tohoto vztahu je vSak dle hodnoty spolehlivosti R? mala. Na druhou
stranu pii korelaci proliferace pravé komory a §ife stény komory vysla negativni zavislost v obou
ptipadech. To znamend, ze v Sir$i stén¢ nebude vyssi proliferace. Tato nasbiranad data maji hodnotu

spolehlivosti R? rovn&z malou.
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Graf 13: Korelace mezi proliferaci cirkularni vrstvy komory a tloust’kou stény komory

Ve vsech piipadech byla hodnota spolehlivosti R nevyznamnd. A) Sire levé komory proti
proliferaci vlevé komore cirkuldarni zéna u normotermie. B) Tloustka levé komory proti
proliferaci cirkuldrni oblasti v levé komore u hypotermie. C) Sife pravé stény proti proliferaci
cirkularni oblasti pravé komory u normotermie. D) Tloustka pravé komory proti proliferaci
Vv pravé komore cirkuldarni zoné u hypotermie.
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5 Diskuze

5.1 Hypotermicky kureci model

Vzor pro tuto diplomovou praci vychazi z publikace o hypotermii indukované hypertrofii
u kufeciho modelu od autora Warbanow zroku 1970. Ztohoto divodu nejprve vysvétlim
metodicky postup této prace. Dle doporuceni autora byla vejce (n = 12) drzena od 11 ED do 17 ED
Vv subnormalnich podminkéch, coz byla teplota 33,5°C. Soubézné Stimto probihala inkubace 1
za standardnich podminek 37°C s kontrolni skupinou vajec (n = 7). Autor zmifluje nejvyraznéjsi
kardiomegalii pravé pti teploté 33,5°C. Pii vysSich teplotach nedochazelo k vyznamnému poklesu
velikosti a hmotnosti téla a soucasné¢ ani ke znatelnému nartistu srdce. Naopak u niz$i teploty
ptezilo pouze 10-15% embryi a tato embrya méla velmi kratkou dobu pieziti (1-2 dny). Embrya
také byla morfologicky opozdéna o jeden az ¢tyfi dny od kontrol. Zvolenou teplotu 33,5°C autor
hodnoti jako minimalni pro zivotaschopnost embrya béhem hypotermni inkubace a po vytazeni
Z vejce. Zaroven s timto byla embrya na prvni pohled nerozeznatelna od normalné inkubovanych
embryi, rozdil se objevoval jen ve velikosti. Proto byla tato teplota zvolena jako vhodna pro nas
experiment (Warbanow 1971, Warbanow 1970).

NaSe vysledky ukazuji ptfedpoklady ptedchoziho odstavce. Velikost téla byla u hypotermné
inkubovanych embryi zmensend a hmotnost srdce byla vétsi ve srovnani s embryi inkubovanymi
za normalnich podminek. V obou pfipadech byla data statisticky vyznamna a potvrzuji je i vysledky
Z jinych studii hypotermni inkubace (Merkow and Leighton 1967, Merkow and Leighton 1966,
Nakazawa et al. 1986, Lee et al. 2011). Divod ke vzniku této kardiomegalie je zpisoben nizkou
okolni teplotou. Pokles okolni teploty snizi srde¢ni frekvenci, srdce vykazuje bradykardii. SniZzena
tepova frekvence nezvladd pokryt pozadavky organismu. Jako kompenzacni mechanismus se zde
objevuje zvétSeni srdeéniho vydeje jednim tderem (stroke volume) (Benson Jr et al. 1989). Nartst
objemu srde¢ni tkané vlivem vétsi srdeCni prace je zptsoben zvétSenim délky a Sifky bunék
do ur¢it¢ hmotnosti srdce (Linzbach 1960, Oparil et al. 1984). Vyuziva Frank — Starlingova
mechanismu, kde je energie potiebna ke kontrakci piimo umérna délce srdecnich vlaken.
Pti protaZzeni srdecnich vlaken dochézi ke zvétSeni sily stahu. Po dlouhotrvajicim potiebé silngjSiho
stahu dochazi ke zbytnéni stény komor. ZvySené zatiZeni srdce je spojeno s ristem srde¢ni vahy
(Oparil et al. 1984). U hypotermicky inkubovanych embryi byla pozorovana lepsi schopnost
kontraktility, hodnoty byly vétSinou az dvojnasobné (Warbanow 1971).

V publikaci Warbanow (1970) vysvétluje, ze kardiomegalie je zapti¢inéna hypertrofii. Autor
vychazi ze snimkt ze svételného mikroskopu po znaCeni hematoxylin a eosin. V publikaci

dokazuje, Ze je znatelny rozdil ve velikosti u hypotermnich bunék. Jako ptiklad jsou uvedeny dva

56



piikladné snimky, ov§em na malém zvétSeni (viz na§ Obrazek 10). Dle naseho méfeni po znaceni
hemaxylinem a eosinem vysly hodnoty velmi podobné a to ve vSech cilovych oblastech. Data se
vSak nepodatilo nasbirat ze vSech oblasti ani po opakovani znaceni. Celkové méteni jednotlivych
bunék bylo velmi orientacni, protoze nebyla snadno urcitelnd membréana bunék. Z tohoto divodu
jsme zhodnotili tento zplsob jako nevhodny pro kvantitativni urceni pfi¢ného priméru bunék a
pouzili jsme jiny zpliisob znaceni.

Druhy zpiisob imunohistochemickym znacenim vyvraci teorii Warbanowa o hypertrofii
indukované hypotermii jako vyhradnim mechanismu pro zvétSeni tkané srdce. Vysledky po tomto
znaceni vySly opét velmi podobné mezi obéma zplisoby inkubace a zaroven ve vSech vybranych
oblastech pracovniho myokardu. To znamend, Zze po hypotermii nedochdzi ke kardiomegalii
zpusobené pouze hypertrofii. Predpokladem pro méfeni piicného priméru bunék byl
harmonizovany rist obou parametrli. Pokud se vldkna zvétSuji, pomér mezi délkou a Sitkou je stale
stejny (Linzbach 1960). Nicméné jini autofi ve svych publikacich zminuji, Ze pfi zménénych
podminkach buinika rovnomérné neroste. Dochdzi k vyraznéjSimu rastu v délce proti Sifce
po objemovém zatizeni ¢i dilataci komor (Astorri et al. 1977, Oparil et al. 1984, Gerdes et al. 1983).
Me¢fteni délky kardiomyocytii v této praci nebylo provedeno z divodu komplikovaného protokolu.
Tvar kardiomyocytil je vietenovity, proto je obtizné zachytit na fezu buiiku celou. Druhou moznosti
je izolace jednotlivych kardiomyocytli a nasledné méfeni. Tento protokol je vSak pomérné¢ Casové

komplikovany a pocet ziskanych myocytt je nizky.

5.2 Korelace mezi velikosti bunék, hmotnosti srdce a téla

Pomér hmotnosti srdce a téla (vaha srdce/vaha téla x 100) se velmi li$i mezidruhové. V nasem
ptipadé byl vysledek u hypotermni skupiny o téméf 70% vyssi nez u kontrolni skupiny. Po pfesunu
z vody na sou$ doslo v nékterych piipadech az ke ztrojnasobeni velikosti srdce obratlovet (Poupa
1993). Relativné nejvetsi hmotnost srdce se objevuje pravé u ptakt, poté jsou savci a nakonec
poikilotermové (Ostadal 2013). Srde¢ni nartist je zplsoben vétsimi energetickymi pozadavky
na udrzeni stalé teploty a zaroven naro¢ny antigravitacni let ptakti (Poupa and Ostadal 1969, Else
and Hulbert 1983). Velikost srdce je rovnéz vyrazné ovlivnéna Zivotnim stylem daného druhu,
naptiklad u ryb se objevuji mnohem vétsi srdce u druhii s vyssi pohybovou aktivitou. Podobné
pozorovani bylo i u jinych skupin obratlovct, jako jsou plazi a hlavné obojZivelnici. V nékterych
ptipadech se objevuji vyjimky, ve kterych i méné aktivni druhy maji vzhledem k hmotnosti téla
velka srdce (Ostadal 2013). Napiiklad nejvyssi hodnota poméru v hmotnostech srdce a téla nastava
¢tvrty az paty den u potkana, poté hodnota klesa (Clubb and Bishop 1984).

Zavislost mezi velikosti bunék a hmotnosti srdce je mozna piekvapivé ve vetSiné pripada

kladna. Tato pozitivni korelace znaci, Ze ve vét§im srdci se budou objevovat vetsi buiikky. Nicméné
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u normotermie byly hodnoty velmi podobné a tvofily jednotnou skupinu. Obecné pievladala mala
hodnota spolehlivosti. Jen v jednom ptipad¢ byla hodnota spolehlivosti pomérné velika, coz bylo
pravdépodobné dano pritomnosti jedné odlehlé hodnoty. U hypotermie byly hodnoty mnohem
variabilné&jsi nez u kontrol, coz je dano vét§im poctem embryi a zaroven vétsim rozptylem prakticky
vSech parametrii. Opét pievladala pozitivni korelace mezi velikosti srdce a bun€k, pouze v pravé
komote byla negativni zavislost. To je pravdépodobné zptuisobeno velkou variabilitou naméfenych
hodnot ¢i odlehlymi hodnotami. Tento vysledek nevylucuje hypertrofii jako mozny podil na ristu

srde¢ni tkané.

5.3 Regionalni rozdily Vv srde¢nich oddilech

Srovnavali jsme cirkularni oblast a papilarni svaly levé komory a cirkularni vrstvu levé a
pravé komory. Korela¢ni koeficienty mezi cilovymi oblastmi u normotermicky inkubovanych
tvotily pomérné jednotnou skupinu. V piipadé¢ porovnani oblasti z levé komory mezi hodnotami
nebyla zdvislost a v druhém ptipad€ srovnani levé a pravé komory byla mezi hodnotami zavislost.
U obou korelaénich koeficienti byla hodnota spolehlivosti mald. Neptitomnost pfili§ odlehlych
hodnot mtize byt zptisobena nizkym poctem normotermicky inkubovanych embryi. U hypotermie
nam vysla zavislost mezi oblastmi vV obou pfipadech pozitivn€ a hodnota spolehlivosti byla stfedni
az velka. Tyto pozitivni koeficienty znaci, Ze jde o vyrovnanou velikost bun€k v rdmci oblasti.
Pokud jsou kardiomyocyty v jedné oblasti velké, budou velké i v oblasti jiné. Zaporna korelace
U normotermie muze byt zptisobena relativné malym pocet kontrol. V jedné studii je vSak navrzeno,
ze vlakna levé komory jsou oproti pravé tlustéjsi u dospélého jedince (Linzbach 1960). Coz
odpovida vyss§i zatézi v postnatdlnim Zivoté u levé komory. V prenatalni fazi jsou velikosti vice
vyrovnané, protoze na buiiky obou komor je kladen vyrovnany tlak. Naptiklad u embrya potkana se
1i$i rychlost rlstu a diferenciace v jednotlivych srde¢nich segmentech. Vyssi rlst v urcité oblasti
srdce je zajistén hyperplazii kardiomyocytti (Knaapen et al. 1996).

Sife stény levé komory byla praimérné dvojnasobné vétsi neZ u pravé komory. Hodnoty jsou
pfi normotermii i hypotermii signifikantni. Nejednota mezi levou a pravou komorou muize byt dana
mensim poctem vrstev v pravé komote (Linzbach 1960). Mnozstvi kardiomyocytd je nizsi v pravé
komote a jejich celkova hustota je nizsi. Nevyrovnanost mezi komorami je zptisobena remodelaci
brzy po narozeni (Smolich et al. 1989, Kajstura et al. 1995, Burrell et al. 2003). Bunky v pravé
komote maji schopnost se délit déle nez v levé komote. Je to pravdépodobné zplisobené veétsi
hemodynamickou zatézi v levé komote. Po narozeni jsou na ni kladeny mnohem vétsi naroky, coz
urychli maturaci levé komory (Stacy et al. 2009). Jesté pti narozeni je vSak pocet kardiomyocytl
v obou komorach podobny (Anversa et al. 1980). Apoptoza je nevyraznéjsi prvni postnatalni den a

poté klesa (Fernandez et al. 2001) a je mnohem znatelng&jsi v pravé komote (Porrello et al. 2008).
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Findlni pocet kardiomyocytl je uréen primarné velikosti srdce, ktera se vztahuje k fetdlnimu a brzce
postnatalnimu rastu. Je pfimo zavisly na télni vaze a hmotnosti srdce (Stacy et al. 2009). Dle nasich
vysledki zavislost mezi velikosti bun¢k a Sitkou stény komory nebyla potvrzena, u obou zpisobi
inkubace byla jeden vysledek negativni a druhy pozitivni. Navic byla data malo vyznamna dle
hodnoty spolehlivosti

Prokazateln¢ vétsi leva komora a jeji sténa se u ptaki objevuje bézné. Tento fakt je u nich dan
velkymi naroky na dodavku krve pro 1étaci svaly (King and McLelland 1984). Vétsi komorova
dutina bude mit néroky na siln€j$i sténu komory, aby bylo mozné velky objem z dutiny vytlacit
silou stahu. Dospéla pta¢i kompaktni vrstva v levé komoie je dokonce pétkrat $ir§i nez prava. U
savcu je tento pomér 3:1 pro levou komoru (Sedmera et al. 1997). Pii méteni plochy nebyl objeven
vyrazny rozdil mezi levou a pravou komorou za standardnich podminek ve stadiu HH 27 (Tobita
and Keller 2000). Tento fakt mtize byt zpusoben silnéjsi vrstvou trabekul pravé komory, které je pro
ni postnatalné typické. Nase méteni bylo zacileno pouze na kompaktni vrstvu bez trabekul, jejichz
podil na celkové hmoté myokardu byl na nami analyzovaném stadiu jiz minoritni (Sedmera et al.,

1997).

5.4 Reakce embryonalniho srdce na zmény hemodynamiky

Pti experimentalnim podvazu vytokové ¢€asti srdce se hodnoty zmétené plochy prifezu liSily
dle zpusobu zatéze (Tobita and Keller 2000). To odpovida pfedpokladu, ze sténa komor se
pfizptisobuje zméndm hemodynamickych podminek pro potieby organismu. V Casném
embryonalnim obdobi je pfizplsobeni stény vyraznéjs$i v trabekulach, které jsou kliCové
pro kontraktilni funkci v tomto obdobi (Tobita and Keller 2000, Sedmera et al. 1997, Clark et al.
1984). Embryonalni architektura myokardu je zcela odlisna od dospé€lé kufeci komory i
v kompaktni vrstvé (Tobita and Keller 2000). Obecné je mnohem tenci u embryi nez vV pozdnim
fetalnim obdobi nebo udosp€lcti. VéEétSinu stény zajistuji trabekuly pravé Vv pocatecnim
embryonalnim obdobi pied zapojenim koronarni cirkulace (Ben-Schachar et al. 1985, Sedmera et
al. 1997).

Proliferace myocytii je v naSich vysledcich témét dvojndsobné zvySena po hypotermni
inkubaci. Statisticky vyznamné je toto zvétSeni proliferace pouze v pravé komote. Vztah
proliferacniho potencidlu mezi oblastmi vySel pozitivné ve vSech piipadech a u normotermie byla
hodnota spolehlivosti velika. Prekvapive k nasim vysledkim vysly hodnoty v publikaci Warbanow
(1970) nesouhlasng. To vysvétluje jeho dedukci o riistu zajisSténém pouze hypertrofii po hypotermni
inkubaci. Uvadi, Ze mnozstvi jader bylo u kardiomegalie niz§i neZ u normotermie. Zaroven byla
redukovand hodnota hydroxyprolinu na mg suSiny srde¢ni tkané. O rok pozdéji vSak autor pise

0 kontraktilnich vlastnostech hypotermicky inkubovaného srdce. Zminuje zde, Ze kardiomegalie
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byla zajisténa kombinaci rdstu hypertrofii a hyperplazii (Warbanow 1971). Korelace mezi
proliferaci a hmotnosti srdce nam vysla kladné, ale hodnota spolehlivosti byla mala.

Hyperplazie mtize byt kompenza¢ni mechanismus dlouhodobého srdecniho zvétseni. Je zde
hypotéza, Ze pii pomalém tlakovém pietizeni v pravé komote dojde k hyperplastickému rtstu
myocytl 0 41% a zvétSeni primérného objemu na jadro bylo o 28%. Hyperplazie a hypertrofie se
tak mohou podilet na zbytnéni myokardu paraleln€. Napiiklad u lidského srdce je navrzena kriticka
hmotnost 5009, nad kterou bude dalsi rlst zajistén hlavné hyperplasticky (Linzbach 1960, Olivetti
et al. 1987). Obdobné vysledky byly dokumentovany i jiné studii, kde je ur¢ena kriticka hodnota
100g pravé komory pro lidské srdce. Pod touto hmotnosti je rast hypertroficky a nad touto
hodnotou je zajistén kombinaci hyperplazie a pozdéji hypertrofie (Astorri et al. 1971). U levé
komory byla stanovena kriticka hmotnost 250 g u lidského srdce. Pfi této kritické hmotnosti byl
progresivni rust velikosti bungk, ale byl niz$i nez rust stény (Astorri et al. 1977).

Ve vétsiné vyraznych prenatalnich patologickych podminek je kompenzaéni rlst zajiStén
hyperplazii (Sedmera and Thompson 2011, Sedmera et al. 2003b). DNA syntéza byla objevena
V hypertrofované levé komote (Morkin and Ashford 1968, Meerson et al. 1968, Nair et al. 1968).
Tento jev byl také pozorovan v experimentech s podvazem aorty u potkant (Wegner and Molbert
1966) ¢i infarktem zasazené srdeéni tkané (Shafiq et al. 1968). Po experimentalni stendze aorty se
nejprve objevuje hyperplazie a teprve poté hypertrofie (Wegner and Mdélbert 1966). Tyto vysledky
z riznych studii nam ukazuji, ze pfizpusobeni srde¢ni tkané hemodynamické zatézi u dospélct
obvykle nastava hypertrofickym riistem nebo kombinaci hyperplazie a hypertrofie.

Bunééné déleni se uplatituje hlavné béhem embryonalniho obdobi, kratce po narozeni ¢i
vylihnuti srde¢ni sval ztraci svou schopnost délit se (Shafiq et al. 1968, Manasek 1968). V dalsich
fazich je postnatalni rust zajistén hlavné hypertrofii (Li et al. 1997, Oparil et al. 1984). Piepnuti
Z hyperplazie na hypertrofii je druhové specifické (Wills et al. 2008). Spoustéc tohoto piepnuti je
nicméné stale neznamy (Jung et al. 2011). Po ptepnuti dochazi k zvétSeni objemu bunék
u nékterych druhtt 30-40x (Oparil et al. 1984). Obvykle byva pravidlem, Ze kontraktilni,
jednojaderné a nediferenciované buniky se mohou dale délit (Manasek 1968). Obecné mnozstvi
déleni bunék klesa s ptibyvajicim veékem jiz od narozeni (Overy and Priest 1966, Enesco and
LeBlond 1962). Piekvapujici je poté fakt, ze pocet jader je v dospe€lém srdci dvakrat vétsi nez
pii narozeni. Piedpokladd se, ze to zplsobeno rozdéleni jadra kardiomyocytu bez nasledné
cytokineze (Grove et al. 1969).

Pro podpofeni této hypotézy vétSina bunck je v dospélosti dvoujadernych (Petersen and
Baserga 1965, Katzberg et al. 1977). Tato dvoujadernost je limitujicim faktorem pro dalsi déleni
bunék. V tomto stadii dvoujadernosti jsou bunky jiz plné diferenciované (Jung et al. 2011, Oparil et

al. 1984). U ¢loveéka se objevuje dvoujadernost mnohem vzacnéji neZ u ostatnich zvitrat, naopak ma
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mnohem vice polyploidnich myocytii. Pocet diferencovanych a s tim vicejadernost bun¢k piibyva
beéhem zivota kazdého jedince (Sandritter and Scomazzoni 1964). Dle studie délané u lidi bylo vSak
prokazano, Ze polovina myocytd je nahrazena béhem zivota (Bergmann et al. 2009). Podle dalsi
studie jepocet myocytl pii narozeni mensi nez v dospélosti, hyperplazie probiha i v postnatalnim
obdobi (Korecky and Rakusan 1978). S velkou pravdépodobnosti se hyperplazie v srdeénim svalu
nezastavi definitivné brzy po narozeni, velmi také zalezi, o jaky typ buinky pujde. Intenzita

proliferace po narozeni se jiz dale nezvysuje.

5.5 Zmény v prevodnim systému

Purkyniova vldkna jsou po hypotermni inkubaci lehce vétsi nez kontroly. VéEtsi velikost vSak
neni signifikantni. Drobné zvétSeni po hypotermii mlze naznacovat hypertroficky zpiisob rlstu.
Zde nebyla provedena kontrola prolifera¢niho rustu, protoze ziskani dostatecného poctu pozitivnich
jader by bylo vzhledem k celkovému objemu Purkynovych bunék mizivé. UrCeni a nasledna
analyza Purkynovych vldken obvykle byva dle jejich lokalizace v myokardu, coz je podél
subendokardu nebo v blizkosti arterii (Davies 1930, Gourdie et al. 1995). Tento zpusob jejich
detekce jsme tedy pouzili i v této studii Dal§i moznosti ur€eni je znaceni pomoci protilatky proti
Cx40, hlavniho konexinu v pievodnim systému (Miquerol et al. 2004), jak bylo ukazano na mysim
modelu. U kufeciho modelu jsme tento protokol vsak jesté nezkoouseli.

Zaroven jsou Purkynova vldkna mens$i neZ pracovni kardiomyocyty, u normotermni skupiny
je vysledek statisticky vyznamny. V jinych studii se srovnanim velikosti Purkynovych vlaken se
tato velikost velmi liSila u jednotlivych druhti. U potkanti, mysi a makaki je jejich velikost mensi
nez u pracovnich myocytti. Zato u jinych druht, jako jsou napftiklad Selmy, lidé, kopytnici, jsou tyto
vlakna pfevodniho systému vétsi (Ono et al. 2009). Srovnani velikosti u kufeciho modelu a
soucasn¢ v embryondlnim obdobi nebylo v aktudlni literatufe nalezeno. Mensi velikost mize byt
zaptiCinéna opozdénym rastem oproti kardiomyocytiim, protoze Purkynova vlakna jsou v tomto

obdobi strukturné méné diferencovana. Nicmén¢ tento fakt nebyl nikde srovnavan.
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6 Zavér

Nase vysledky c¢astecné potvrdily predpoklad ze 70. let minulého stoleti. Vlivem nizsi
inkubacni teploty dochazi k signifikantnimu zmensSeni velikosti téla a zvétSeni srdce u
experimentalni skupiny kufecich embryi. ZvétSeni srdecni tkané¢ nemohlo byt ale zajisténo pouze
hypertrofickym rastem bunék. Pfiéné priméry bun¢k ndm vysly v cilovych oblastech velmi
podobné u hypotermni i kontrolni skupiny po imunohistochemickém znaceni i po znaceni
hematoxylin a eosin. Hypotermni bunky vykazovaly mnohem vétSi variabilitu ve velikosti.
Nicmén¢ korelaéni analyza ve vétSiné piipadii nasvédCovala vyrovnany rdst mezi vybranymi
oblastmi ¢i srovnani velikosti bun¢k k hmotnosti srdce. Leva kompaktni vrstva komory byla oproti
pravé komoie dvojnasobnd. Tento rozdil se béhem dospélosti jeSté mnohem zvét§i pro potieby
organismu. Lehky narGst v $ifi stény, ktery odpovida zbytnéni srdce, se objevil uhypotermni
skupiny. Purkynova vlakna, terminalni ¢ast pfevodniho systému srde¢niho, byla lehce mensi nez
bézné pracovni kardiomyocyty. Tato vlakna se obvykle velmi 1i§i mezi druhy a v literatufe se jejich
popis dost rozchazi. U hypotermie byla Purkynova vlakna nesignifikantné zvétSena. Rozdil nebyl
nijak vyrazny a nelze fict, Ze §lo o hypertrofiky rust téchto vlaken. Proliferaéni index byl urcen po
imunohistochemické znaceni pHIS 3 a nasledné vyjadieno mnozstvi pozitivnich jader na objem.
Hodnoty proliferace byly u hypotermického modelu az dvojnasobné s vyjimkou levé komory
v cirkularni zo6né. U pravé komory byl vysledek statisticky vyznamny. Korelace mezi jednotlivymi
oblastmi potvrzovala vyrovnanou proliferaci v celém srdci a to vyraznéji u hypotermniho modelu.
Dle naSich vysledkt lze na zavér fict, Ze po hypotermni inkubaci dochazi ke kardiomegalii

zpusobené hyperplazii a S drobnym podilem bunécéné hypertrofie.
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Graf 14: Korelace mezi jednotlivymi oblastmi a hmotnosti srdce.

A)Cirkularni vrstva v levé komore proti hmotnosti srdce u normotermie. B) Cirkularni zéna

Vv levé komore proti hmotnosti u hypotermie. C) Papilarni svaly levé komory proti hmotnosti
srdce u normotermie. D) Papildrni svaly levé komory wici hmotnosti srdce u hypotermie. E)
Cirkularni vrstva pravé komory proti vaze srdce u normotermie. F) Cirkularni oblast pravé
komory proti hmotnosti srdce u hypotermie.
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10.

11.

12.

13.

14.

Znaceni aSA + WGA + Hoechst

Odparafinovani

Rehydratace

Prani 1x PBS 5 minut
2x  PBS —Tween 20 (0,5%) 2x5 minut
2x PBS 2x5 minut

Pfedinkubace NGS 1:10/ 1% BSA /0,1% PBT RT 20-60 minut

Inkubace s 1. AB: +4°C ON

e aSA (Sigma A2172) 1:800
fedit v NGS 1:10/ 1% BSA/0,1% PBT

Prani 3x PBS 3x10 minut

Inkubace s 2. AB: RT 90 minut-4 hodiny
¢ Goat anti Mouse — TRITC (JIRL 115-025-068) 1:200
fedit v NGS 1:10/ 1% BSA/0,1% PBT

Prani 3x PBS 3x10 minut

Aplikace lektinu: RT 60 minut
e WGA - Alexa 488 (Invitrogen W11261) 1:50
feditv 1% BSA/0,1% PBT

Prani 3x PBS 3x5 minut
1x destil. H,O 1x5 minut
HOECHST (Sigma 861405) 1:100 000 RT 10 minut
fedit v 0,1% Triton / destil. H,O
Prani 2x destil. H,O 2x5 minut
Odvodnéni

Montaz do Depexu
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Anatomicky ustav
1. |ékarska fakulta
Univerzita Karlova
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Znaceni phospho-Histone H3 (pHIS 3) + DRAQ 5

15. Odparafinovani

16. Rehydratace

17. Prani 1x PBS 5 minut
2x  PBS —Tween 20 (0,5%) 2x5 minut
2x PBS 2x5 minut

18. Restaurace antigenu v 10mM citratovém pufru pH 6,00 (MW 750 W) 2x5 minut

19. Chladnuti v PBS - Triton 0,1% 10 minut
20. Prani 2x PBS 2x5 minut
21. Predinkubace NGS 1:10/0,1% PBT RT 20-60 minut
22. Inkubaces 1. AB: +4°C ON

e pHIS 3 (Millipore 06-570) 1:100
fedit v NGS 1:10/0,1% PBT

23. Prani 3x PBS 3x10 minut

24. Inkubace s 2. AB: RT 90 minut-4 hodiny
¢ Goat anti Rabbit—Alexa 488 (ab150097) 1:200
fedit v NGS 1:10/0,1% PBT

25. Prani 3x PBS 3x5 minut

1x destil. H,O 1x5 minut

26. DRAQ 5 (LI-COR 928-40022) 1:1000 RT 60 minut
fedit v 0,1% PBT

27. Prani 2x PBS 2x5 minut

1x destil. H,O 1x5 minut

28. Odvodnéni

29. Montaz do Depexu

Laboratof molekularni embryologie prof. Sedmery
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