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Abstrakt

Modelové organismy jako Danio rerio maji schopnost regenerovat srdecni tkan
v pribehu celého zZivota. Regeneracni schopnost u obojzivelnika se naproti tomu lisi. Zatimco
colek je schopny opravit své srdce po celou dobu Zivota, Xenopus leavis tuto schopnost ztraci
béhem metamorfézy. Rozdily ve schopnosti regenerace se nemusi liSit jen mezi Colky a
drépatkami. Oproti Xenopus leavis ma Xenopus tropicalis schopnost regenerovat i v dospélosti.
Savci namisto toho maji schopnost regenerace velmi omezenou. U mySsi 1 Clovéka byla
pozorovana pouze nékolik prvnich dnli po narozeni. V dospélosti dochazi k hojeni rany a
vzniku kolagenové jizvy. Z toho diivodu je velmi podstatné zkoumat molekularni mechanismy
u modelovych organismu, které si zachovavaji schopnost regenerace, pro mozné budouci

klinické uplatnéni na lidech.

Klicova slova: regenerace, srde¢ni svalovina, hojeni, zebficka pruhovana, savci, obojzivelnici,

vyvoj srdce, obratlovci

Abstrakt

The model organisms like for example the fish Danio rerio has the ability to regenerate
heart muscle during its whole lifespan. Compared to Danio rerio, the ability of heart
regeneration differs in amphibians. While the newt has the ability to regenerate its heart tissue
throughout its whole life, the Xenopus leavis loses its power when it goes through
metamorphosis. The regenerative ability does not only differ between salamanders and claws.
We can observe some differences between regeneration of Xenopus tropicalis and Xenopus
leavis too. Compared to Xenopus leavis, Xenopus tropicalis has the ability to regenerate its
heart tissue even in adulthood. Mammals have a very limited ability to regenerate their heart
muscle. We can observe the ability to reverse heart damage in mice and humans for a very
limited time of a few days after they are born. In adulhood they repair the heart muscle and the
rich collagen scar is formed. It is vital that signaling pathways in regeneration of model
organisms is researched further, so that the knowledge gained may help us in the treatment of

heart injuries in humans.

Key words: regeneration, heart muscle, repair, zebrafish, mammals, amphibians, heart

development, vertebrates



Seznam zkratek

AEC apical epithelial cap vrcholovy epitelialni uzaveér
ASC apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase recruitment
domain

speck-podobny protein spojeny s apoptézou obsahujici doménu naboru kaspazy

BMP bone morphogenetic protein kostni morfogeneticky protein
brgl brahma-related gene 1 gen | pfibuzny s brahma
CDK cyclin dependent kinase cyklin dependentni kindza
cdknlc cyclin dependent kinase inhibitor 1C

inhibitor cyklin dependentni kinazy Ic
CM cardiomyocyte kardiomyocyty
cmlc2 cardiac myosin light chain lehky srde¢ni fetézec myosinu

cxcll2a (SDF1) stromal cell-derived factor 1

faktor odvozeny ze stromalnich bun¢k 1

cxcrdb C-X-C chemokine receptor type 4
C-X-C chemokinového receptoru typu 4b
dn-vegfa dominant negative vegf dominantné negativniho vegfaa
Fgf fibroblast growth factor rustovy faktor fibroblastii
FGFR fibroblast growth factor receptor ~ receptor rustového faktoru fibroblastii
GFP green fluorescent protein zeleny fluorescencni protein
Igf inzulin like growth factor-1 inzulinu podobny rastovy faktor
IGF-IR insulin-like growth factor 1 receptor

receptor inzulinu podobného ristového faktoru

IL-1B interleukine 13 interleukin 13

M myocardial infarction infarkt myokardu

Jak1/stat3 Janus kinaza 1/stat 3 janus kinase 1/stat 3

lefty2 left-right determination factor 2 levo-pravy determinacni faktor 2
MMP matrix metalloproteinases metaloproteinazy

NF-«xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

jaderny transkrip¢ni faktor kappa B bunék
NLRP3 NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
protein obsahujici NOD-, LRR- a pyrinovou doménu 3



NRG-1-B1  neuregulin neuregulin
Nrp neuropilin neuropilin
Opn osteopontine osteopontin
p38a MAPK p38a mitogen-activated protein kinases
p38a mitogen-aktivovand protein kinasa
pdgf platelet derived growth factor rustovy faktor odvozeny od trombocytil
PDGFR platelet derived growth factor receptor

receptor rustového faktoru odvozeného od trombocytl

pH3 phospho-histone H3 fosfohiston H3

PI3K phosphatidylinositol-3-kinase fosfatidylinositol-3-kinaza
Plg plasminogen plasminogen

pRb retinoblastoma protein retinoblastomovy protein

RA retinoic acid kyselina retinova

raldh2 retinaldehyde dehydrogenase 2 retinaldehyd dehydrogenéza 2
sppl secreted phosphoprotein 1 fosfoprotein 1

TGF-B transforming growth factor 3 transformuyjici faktor 3

TH thyroid hormone thyroidni hormon

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase

tkanovy inhibitor metalloproteinas
tnfo tumor necrotic factor o faktor nekrozy nadort
u-PA urokinase-type plasminogen activator

aktivator plasminogenu urokinazového typu

Vegfa vascular endothelial growth factor  vaskularni endotelovy rtstovy faktor
wifl wnt inhibitory factor 1 inhibi¢ni faktor wnt 1
wnt wingless/Int-1 wingless/Int-1

Yap yes-associated protein protein asociovany s yes
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1. Uvod

Podle dat zroku 2012 jsou srde¢ni onemocnéni jednou z nejvice se vyskytujicich
nemoci s vysokou celosvétovou mortalitou (shrnuto v Laslett et al., 2012).

Vysoky pocet srdecnich onemocnéni mize byt zpisoben uritymi faktory, jako je
napftiklad cholesterol ¢i vysoky tlak. Ve studii z roku 1961 pozorovali vyssi vyskyt vaskularnich
poruch u lidi s vysokym cholesterolem (Kannel et al., 1961).

Dospéli savci nemaji schopnost regenerovat sva srdce po srdecnich onemocnénich.
Dochazi u nich k hypertrofii a vytvofeni jizvy, ktera nahradi poSkozenou tkan (shrnuto v Hesse
et al., 2018).

Kvili narlstajici incidenci kardiovaskularnich chorob a s tim spojené potieby
regenerace poskozené srdecni tkan€ probiha intenzivni vyzkum na poli regenerativni mediciny
a jsou zavadény i rizné zpusoby klinickych terapii. V soucasnost je zndmo hned nékolik testi
léceb zaloZenych na bunéénych kulturach. Napiiklad bunééné terapie zalozend na kosternich
myoblastech ¢i bunkach zkostni diené, kde je zatim nejucinnéjsi 1écba pomoci
mezenchymalnich bunék. DalS$imi buiikami, u kterych se zkouma, zda by mohly byt pouzivany
pro podporu regenerace, jsou embryondlni kmenové bunky, ¢i progenitorové bunky ze srdci
dospélych jedinct (shrnuto v Menasché, 2018).

Oproti tomu jsou zndmé modelové organismy jako zebficka, kterda ma schopnost
regenerovat ploutve (shrnuto v Gemberling et al., 2013) a obojzivelnici, kteti dokazi obnovit
své koncetiny (shrnuto v Brockes, 1997). U téchto dvou Zivoc¢ichi vime, ze maji schopnost 1
regenerace poskozenych srdci (Poss et al., 2002; Piatkowski et al., 2013).

Urceni molekul a signaliza¢nich drah, které jsou zodpoveédné za opravu poskozenych

tkani, by mohlo byt zadsadni pro budouci moznou 1é¢bu lidi.

V této praci je cilem nastinit regeneracni schopnost u zkoumanych organismt, z ryb
napiiklad u Danio rerio nebo obojzivelnikli. Spolecné s tim se prace snazi popsat molekularni
mechanismy, které jsou zodpovédné za regeneracni schopnost u Danio rerio, a dale signaliza¢ni

drahy u lidi, které regeneraci srdce naopak znemoziuji a zptisobuji zjizveni.



2. Vyvoj srdce u modelovych organismiu

Srde¢ni stény se skladaji ze tii casti, které mizeme rozliSit na epikard, myokard a
endokard. Epikard je zevni vrstva srdce, ktera obklopuje myokard a pochazi z mezodermu.
Prostfedni vrstva je myokard. Jedna se o samotnou srde¢ni svalovinu, ktera provadi srdecni
kontrakce. Endokard je vnitini vrstva, ktera se podili na vzniku chlopni srdce. Vrstva endokardu

vznikd z bungk epitelidlnich.

2.1. Zebricka pruhovana (Danio rerio)

Srdce zebticky pruhované se sklada se ¢ty ¢asti — komora, sifi, bulbus arteriosus a sinus
venosus, které se vytvareji jiz 48 hodin po fertilizaci embrya (Hu et al., 2000). Srdce je
vytvafeno z progenitorovych bunék. Progenitorové bunky, z kterych vznikd srdce, lezi v
blastule v lateralnich ¢astech embrya. Po pfibliZzeni progenitorovych bunék k ose téla dochéazi
k jejich déleni a nasledné sriistaji a vytvati dve trubicovitd primordia. Z trubicovitych primordii
postupné vznikaji srdecni trubice, které nakonec sristaji v jednu majici kuzelovy tvar.
Uprostied srde¢ni trubice se nachazi bunky endokardu. Tticet hodin od fertilizace embrya za¢ne
srde¢ni trubice vytvaret smycku (Stainier et al., 1993).

Osmnact hodin po oplozeni dochdzi v srdci k expresi genu lefty2 (levo-pravy
determinac¢ni faktor 2 — left-right determination factor 2), ktery je lokalizovany na levé strané
srdce. Béhem dal$ich Ctyt hodin se lefty2 pfemist'uje na dorzélni stranu srdce. Stejné tak dochazi
1 k pfesunu bunck levého myokardu smérem na dorzalni ¢ast. Dvacet devét hodin po oplozeni
se lefty2 vraci opét na levou stranu. Spolecné s pfemisténim exprese se dorzalni strana srdce
nataci na levou stranu a vznika tim zaktiveni (Baker et al., 2008). Sin a komora se poté ptiblizi
k sobé tak, Ze komora je umisténa na pravé ¢asti a sifi na levé €asti srdce. P&t dni po oplozeni
dochazi opét k otoceni. Sin se posune vice do hrudni dutiny. Komora naopak ziska stfedovou
polohu (Singleman and Holtzman, 2012).

Transkrip¢ni faktor gata$ je jeden z gend, které ovliviiuji spravny vyvoj srdce. Jeho vliv
je dulezity pro vznik spravného mnozstvi endodermu. Mutanti, kterym chybi exprese gataJ,
maji méné vyvinutou srdecni komoru. Nedostate¢né vyvinuti komory miize byt zpisobeno tim,
ze gata5 ma vliv na proliferaci prekurzori myokardu. V mutantech je proliferace snizena, a tim
padem se vyvine nedostate¢né mnozstvi srde¢ni tkané pro vznik komor. gata5 ma vliv i1 na

expresi dalSich srdeCnich gent, naptiklad nkx2.5, a genii, které plsobi na komponenty



sarkomery myokardu (Reiter et al., 1999). Mutanti bez schopnosti exprese genu bmp2b (kostni
morfogeneticky proteinu 2b — morphogenic protein 2b) ¢i Oep (one-eye pinhead) méli
snizenou schopnost exprese gata5 od stadia gastruly. Coz mélo vliv na snizenou expresi nkx2.5.
Mutantni srdce méla mensi schopnost diferenciace bunék myokardu (Reiter et al., 2001).

Za spravny vyvoj srdce je dale zodpovédna signalizace FGF (rlstovy faktor fibroblasth
— fibroblast growth factor). Tato rodina genti ma vliv od stadia gastruly az do pozdéjsiho vyvoje.
Jeji dulezitost mizeme pozorovat i po vzniku srdec¢ni trubice (Marques et al., 2008).
V mutantech, kterym chybéla funkéni alela genu fgf8 (Reifers et al., 1998), tak i v jedincich,
ktefi méli signalizaci pouze doCasn¢ inhibovanou, byla pozorovéna zmenSena srdce. Rozdil byl
pozorovatelny predevsim ve velikosti komor, které si zachovaly jen 1/3 normalni velikosti

(Marques et al., 2008).

2.2. Obojzivelnici

U drépatky vodni (Xenopa leavis) (Mohun et al., 2000) probiha vyvoj srdce podobné
jako u Danio rerio (Stainier et al., 1993; Baker et al., 2008; Singleman and Holtzman, 2012).
Rozdil mezi nimi je v poctu komor. Srdce Xenopa se sklada z jedné komory a dvou sini (Kolker
etal., 2000). Béhem vyvoje vznika srdecni trubice spojenim myokardu. I kdyz dojde ke spojeni,
tak na anteriorni stran¢ trubice nedojde k tplnému uzavieni a zlstava tam otvor. V anteriorni
¢asti nakonec z endokardu vznikne prvni aortalni oblouk. Posteriorni strana se pln¢ uzavie a
myokard obklopi sinus venosus. Srde¢ni trubice se v pribéhu vyvoje zacne otacet proti smeru
hodinovych rucicek. Srde¢ni komora poté lezi na levé stran€ a sin je umisténa vice medialné v
embryu. Nasleduje stlaceni trubice, pfi kterém dojde k posunu zadni ¢asti, tedy sin€ a sinus
venosus. Sifi se posune blize ke komote, presnéji k jeji dorzalni ¢asti. V této dobé dojde 1 k
odliSeni tloustky ¢asti srdce, sift ma silnéjsi stény nez komora. Nakonec dojde k rozdéleni sin¢
na dvé pomoci prepazky (Mohun et al., 2000).

Pti vyvoji srdce je dalezita molekula RA (kyselina retinova — retinoic acid). Pokud doslo
k znemozZnéni jeji exprese, nedoslo k vytvoreni srdecni trubice. Spole¢né s tim jeji inhibice
ovlivnila 1 expresi dalSich genti. GATA-4 a Nkx2.5 mély zmenSenou expresi pii inhibici RA
(Collop et al., 2006). Stejné jako u Danio rerio iu Xenopus leavis je GATA signalizace potiebna
ve vyvoji srdce (Reiter et al., 1999; Peterkin et al., 2003). V jedincich, ve kterych nebyla mozna
translace RNA genu Gata-6, nedoslo k vyvoji srdce. Tato zvifata méla nej€astéji na pivodnim

misté srdce stievo. Odstranéni Gata-6 mélo vliv 1 na dalsi molekuly pfitomné pii vyvoji srdce.



Piesnégji na protein BMP-4 a gen Nkx2.5, ktery je regulacni. Obé dvé tyto molekuly zacaly byt
normalné exprimovany, ale v srdcich bez Gata-6 si neudrzely svou expresi po celou dobu
vyvoje jako u kontrolnich srdci (Peterkin et al., 2003). Pro spravné vytvoreni srde¢ni kli¢ky pfi
vyvoji jedince je potfebnd BMP signalizace. Protein BMP-4 je nejdfive exprimovan po celé
délce srde¢ni trubice. Postupné se béhem vyvoje piesouva pouze na levou stranu a vytvari
pravolevou asymetrii. Po vytvoteni klicky se jeho exprese premistuje do dorzalni ¢asti srdce.
Pokud doslo k inhibici exprese BMP-4 pomoci molekuly noggin, nedoslo k vytvofeni srde¢ni
klicky. Srdce si zachovala trubicovity tvar, pouze doslo k rozriznéni ¢asti srdce pomoci sily

stén (Breckenridge et al., 2001).

2.3. Savci

I u mysi vznika béhem vyvoje srdce srde¢ni trubice, fizi z myokardu, ktery pochazi z
lateralni ¢asti embrya. Uvnitf srde¢ni trubice se nachazi endokard. Nésledné se srdecni trubice
zakitivuje, ¢imz se vytvoii srde¢ni smycka. Dochazi k prodluzovani pfedni ¢asti srde¢ni trubice
a ke vzniku vytokového traktu v anteriorni oblasti trubice. V misté ohybu srde¢ni trubice se
vytvoii leva komora. Tato komorova oblast zvétSuje svou vydut’ a spolecné s tim zvétSuje svij
objem do zadni ¢asti téla. V pfitokovém traktu se nachazi siftova oblast. Dojde k vytvofeni sini.
Nakonec se oddéli komory pomoci piepazky. Po tomto oddéleni se vytvaii prava komora, jejiz
misto je v ¢asti vytokového traktu. Timto zplisobem dochazi u mysi k vytvoreni levé a pravé
sin¢ a levé a pravé komory, tedy k srdci se ctyfmi ¢astmi (de Boer et al., 2012).

Transkrip¢ni faktory Gata4 a Gata6 maji vyznam ve vyvoji srdce i u mysi. V jedincich,
kterym chybély oba transkripéni faktory, srdce zcela chybélo. Odstranéni faktorti nemélo vliv
na vyvoj celého embrya, ale pouze na srde¢ni vyvoj. K vyvoji zbytku embrya dochazelo zcela
normalné. Vliv Gata4, Gatab6 se tykal predevSim progenitorovych bunék priméarniho srde¢niho
pole. Progenitorové bunky druhého srde¢niho pole se normélné tvorily, zatimco buiky
primarniho srde¢niho pole mély tvorbu omezenou. Spole¢né s tim byla inhibovana 1 jejich
schopnost diferenciovat na myocyty (Zhao et al., 2008).

Pro spravny vyvoj srdce je dulezitd exprese genu Fgf9. Jeho produkt se nachdzi
piedevsim v endokardu a epikardu vyvijejicich se mysich srdci. Fgf9 se vytvari hlavné v apexu
pravé komory, spole¢né s tim 1 v pravé a levé komote. Jedinci s knock out genu pro Fgf9 méli
mensi srdce nez kontrolni zvifata. Bylo to zpisobeno tim, ze buniky myokardu mély snizenou

proliferaci. FGFR 1c¢ (receptor ristového faktoru fibroblastl — fibroblast growth factor receptor)



a FGFR2c jsou receptory, pies néz protein FGF9 plsobi na myokard vyvijejiciho se srdce.
Pokud doslo ke knock out gentl pro oba receptory, byly vysledky stejné jako u knock out Fgf9.
Srdce méla opét snizenou proliferaci myokardu, stejné jako i narusenou mocnost srde¢nich
komor. FGF signalizace je ovliviiovana kyselinou retinovou (Lavine et al., 2005). Kyselina
retinovd ma béhem vyvoje velmi riznorodou expresi. Jako prvni je produkovana pouze v zadni
¢asti srdecni trubice, kde je lokalizovany sinus venosus. Poté, co se na srdci vytvori klicka, se
exprese rozroste 1 do sini. AZ nakonec je exprese kyseliny retinové lokalizovana v epikardu a

myokardu vyvijejiciho se srdce (Moss et al., 1998).

3. Typy regenerace

3.1. Epimorfni regenerace

Epimorfni regenerace je zaloZena na tvorb¢ regenerativniho blastému v misté poranéni.
Regenerativni blastem je sloZen bud’to z dediferencovanych bunék, bunék progenitorovych ¢i
bunék transdiferenciovanych (shrnuto v Londono et al., 2018). K dediferenciaci a opravé tkané
dochazi prave pii regenerace srdce u Danio rerio (Kikuchi et al., 2010; shrnuto v Londono et
al., 2018).

Jednim z ptiklad ZivocisSného druhu, u kterého dochdzi k epimorfni regeneraci pti
poskozeni ocasu, je Eublepharis macularius. Po upadnuti ocasu z diivodu autotomie dochazi
ke vzniku krevni srazeniny, kterd je tvofena mrtvymi erytrocyty. Postupné dochdzi k obaleni
srazeniny pomoci epidermis, ktera je v okoli. Epitelové buiiky zesiluji a obaluji nové vznikly
blastem. Spole¢né s tim dochazi i k osidlovani epitelidlnich bun¢k novymi krevnimi cévami a
do blastemu pronikaji nové vytvofené¢ nervy. Od osmého dne po poskozeni je mozné zalit
pozorovat vnikani myoblastii do blastemu a k jejimu rtstu. V dals§im obdobi dochazi k pomalé
diferenciaci bun¢k a ukladani extracelularni hmoty, ktera se sklada z glykosaminoglykanti. Tato
latka je obsazena v chrupavkach. Vznikaji chondrocyty a chondroblasty a epitelidlni bunky
keratinizuji. Nakonec dojde k uplné diferenciaci bunék a tim zaniku regenerativniho blastemu.
Ocas dortsta do ptivodni velikosti a ziskava ptivodni zbarveni (McLean and Vickaryous, 2011).

Pii epimorfni regeneraci vznikd velmi dilezita struktura s ndzvem AEC (vrcholovy
pitelidlni uzavér — apical epithelial cap) (shrnuto v Londono et al., 2018). Ten vznika
z prilehlych epitelidlnich bunék, které cestuji do mista rany, kterou néasledné ze zadni casti

obaluji. Na poranéné koncetiné v oblasti rany, kde se nachazi AEC, dochazi k zvyseni



proliferace bun€k blastemu (Thornton, 1960). AEC stimuluje buiiky blastemu k spravnému
prubéhu regenerace pomoci vyluCovanych latek, které napomahaji v nervové signalizaci nebo

maji vliv na vylu€ovani fibronectinu (shrnuto v Londono et al., 2018).
3.2. Morfallaxe

Dalsi moznym typem regenerace je morfallaxe. Tento typ regenerace probiha z jedné
poloviny podobnym zptusobem jako epimorfni regenerace. Nejdiive dochdzi k vytvoreni
blastemu v misté poranéni. Pivodni Cast téla, na které blastem vznika, ale cela projde
reorganizaci. Tedy pfesnéji urcitd ¢ast mezi poranénou ¢asti a nezranénou ¢asti téla zcela zméni
svou organizaci (shrnuto v Carlson, Bruce M., 2007).

Jeden priklad z Zivocicht, ktery je schopny morfallaxe je naptiklad cerv Sabella. U
tohoto Cerva je mozné pozorovat regeneraci, i pokud je jeho ¢ast roziezana na malé ¢asti. Pro
uspésnou regeneraci jsou potiebné alespon Ctyti ¢lanky z ptivodniho téla. Z téchto ¢lanka dojde

k regeneraci a vytvoreni nové hlavové i zadni Casti téla (shrnuto v Carlson, Bruce M., 2007).

3.3. Hypertrofie

Hypertrofie je dals$i z moznych zpiisobil regenerace. Dochazi k ni naptiklad u krys pfi
regeneraci jater (shrnuto v Carlson, Bruce M., 2007) ¢i prave pti regeneraci srdce mysi (shrnuto
v Hesse et al., 2018). Pfi tomto typu regenerace dochazi k zvétSeni velikosti bunck
nachazejicich se uvnitt poskozeného organu. V tomto ptipadé se jedné o reakci celoorganovou.
Pti hypertrofii dochézi k zvétSeni organu, ale nikoliv k obnoveni poskozené ¢asti tkan¢ (shrnuto

v Carlson, Bruce M., 2007).

4. Hojeni

Jiz Sest hodin po IM (infarktu myokardu — myocardial infarction) jsou v srdci
pozorovatelné nekrotické bunky. K nekréze dochdzi v misté poranéni, v této studii se to tyka
levé komory srdce. V neporanéné Casti srdce nebo v ¢asti komory, kterd nebyla infarktem
myokardu zasazena, dochdzi k smrti bun€k neboli apoptoze. Ve vétsi mite dochazi k apoptoze
bunék blize k mistu, kde doslo k poskozeni, mezi nekrotickou a zdravou tkani. Urcita ¢ast bunék
umiré i ve vetsi vzdalenosti od mista infarktu, kde komora neni poskozena (Cheng et al., 1996).

Po IM dochézi k infiltraci srdce imunitnimi bunikami. Vyskytuji se zde neutrofily, které
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dosahuji nejvyssi koncentrace tfeti den, dale pak leukocyty ¢i makrofagy. Makrofagy maji
v srdei dvoji podobu. Mohou se vyskytovat jako M1 makrofagy, které maji prozanétlivou
povahu a nachdzi se v srdci predevS§im prvni tfi dny po poranéni. Druhd varianta jsou M2

w1

dnech od poranéni. M1 makrofagy exprimuji prozanétlivé molekuly jakou jsou naptiklad
TLR4, TLR6, IL-6, zatimco M2 makrofagy vytvaieji protizanétlivé molekuly jako je naptiklad
IL-10 (Yan et al., 2013). Stejné€ jako dochazi k infiltraci dvou druhii makrofagii (Yan et al.,
2013), tak dochdzi i k mobilizaci i dvou druht monocyti. Monocyty, které se vyskytuji
v prvnich ¢&tyfech dnech po poranéni jsou Ly-6CM, od patého dne se vyskytuji Ly-6C°
monocyty. Ly-6C" monocyty maji prozanétlivou odpovéd’ na poranéni. Vytvareji TNF-o., coZ
je cytokin, ktery ma prozanétlivé vlastnosti. Zatimco Ly-6C"° ma spise protizanétlivou reakci.
Tyto odlisné monocyty maji i odlisny vliv na reakce v srdci. Prvni monocyty, neboli Ly-6C™,
vytvareji prostiedi, ve kterém dochézi k zanétu a odbourdvani mrtvych ¢asti tkani. Zatimco
druhy typ monocytii pak vyvolava ukladani kolagenu (Nahrendorf et al., 2007). V téchto dvou
odlisnych fazich dochazi 1 expresi IL-1R1 a IL-1R2. IL-1R1 je exprimovany jako prvni
v prvnich sedmi dnech po poranéni pii zanétlivé fazi. K produkci IL-1R2 dochazi az po sedmi
dnech od infarktu. Tyto molekuly jsou zodpovédné za ptilakani monocytti do mista zranéni.
Pokud totiz doslo k odstranéni IL-1 signalizace, byla rdna méné osidlovana monocyty. IL-1
signalizace sniZzuje schopnost TGF-f (transformujici faktor 3 — transforming growth factor)
(Saxena et al., 2013) preménovat fibroblasty na myofibroblasty (Desmouliére et al., 1993).
Fibroblasty stimulované IL-1 exprimuji MMP (metaloproteindzy — matrix metalloproteinases)
kolagenazy (Saxena et al., 2013).

Po infarktu myokardu dochazi ke vzniku inflamasomu NLRP3 (protein obsahujici
NOD-, LRR- a pyrinovou doménu 3 — NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3) a
expresi proteinu ASC (speck-podobny protein spojeny s apoptdzou obsahujici doménu naboru
kaspazy — Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase recruitment domain)
ve fibroblastech nachézejicich se v srdci. V srdcich, ve kterych tyto dvé molekuly chybély, tak
nedochazelo k expresi IL-1P tak, jak k tomu dochdzelo v kontrolnich srdcich. Inflamasom
NLRP3 ma v srdcich vliv na vznik poSkozeni po prodélani infarktu, ovliviiuje apoptézu bunék.
V srdcich NLRP3~~ dochazelo k umrti mensiho mnozstvi bunék oproti srdcim kontrolnim.
Stejné tak byla v NLRP3~~ srdcich pozorovana lepsi funkénost po IM, protoze dochazelo
k mensimu poskozeni (Sandanger et al., 2013). Podobny vliv byl pozorovan i u APC~~ srdci,

ve kterych také dochazelo k mensi velikosti poranéni. Zaroven byla tato srdce 1 méné



infiltrovana neutrofily a makrofagy a dochézelo k mensi expresi IL-6, IL-1B a TNF-a
(Kawaguchi et al., 2011).

Nasledné se v srdcich vytvaii tzv. granulacni tkan, kterd je viditelnd jeden tyden po
infarktu. Postupné dochazi k fagocytéze mrtvé tkdn¢ pomoci leukocytii (Virag and Murry,
2003). Nejdrive se vytvoti pouze provizorni jizva, kterd se sklada ptfedevs§im z fibrinu. Postupné
je fibrin nahrazovan kolagenem a tim dojde ke vzniku trvalé jizvy (Dobaczewski et al., 2006).
V srdcich se zvySuje exprese mRNA prokolagenu I a III. Bunky produkujici tuto mRNA se
svym fenotypem podobaji fibroblastiim ¢i myofibroblastim. K tvorbé t€chto dvou typti mRNA
prokolagenii dochdzi nejen v misté pfimého poskozeni tkdné, tedy v misté infarktu, ale i v
castech odlehlejsich od poskozené komory. Od sedmého dne od poranéni dochéazi k ukladani
kolagenu I a III v srdci. MnozZstvi uklddaného kolagenu se zvySuje, az nakonec 90 dni od
poskozeni dochazi k nahrazeni nekrotické tkan¢ prave témito dvéma proteiny (Cleutjens et al.,

1995a).

5. Regenerace srdce u sav¢ich a nesav€ich obratlovcii

5.1. Ryby

Zebticka pruhovana (Danio rerio), jakozto nesavei obratlovec, dokdze po poranéni
regenerovat své srdce. Ve zranéné srdeni komote nejdiive dojde k zastavé krvaceni pomoci
srazeniny a po dvou dnech od amputace je srazenina nahrazena fibrinem. Poss et al. (2002)
zjistili, ze zebticka dokaze plné regenerovat az dvacetiprocentni resekci komory do Sedesati
dnli od poranéni. Ve stejné studii pomoci inkorporace BrdU (bromodeoxyuridin -
bromodeoxyuridine) béhem mitdézy autofi prokdzali, Ze k regeneraci srdce dochéazi diky
hyperplazii, nikoliv hypertrofii (Poss et al., 2002).

Dalsi mozny zplisob zkoumani regenerace srdce u zebiicky je zranéni pomoci rychlého
zmrazeni médénym dratkem predem namocenym v kapalném dusiku. Pfi tomto poranéni
dochazi k apoptdze poranénych bunék a nekroze (Gonzalez-Rosa et al., 2011). Proto je toto
poranéni vice podobné infarktu myokardu u lidi, pfi kterém také dochazi k apoptdze (Saraste et
al., 1997; Gonzélez-Rosa et al., 2011). Jako prvni, jiz Sest hodin po poskozeni, se v misté
poranéni objevuji neutrofily, jako dalsi v fad¢ jsou pozorovatelné eozinofily, makrofagy a T-

v

bunky. Tii dny po poranéni (v dobé vzniku jizvy) byly nejhojnéj$im typem imunitnich bun¢k



pozorovanym v misté zranéni makrofagy, ptesnéji makrofagy mfa®. Ty jsou vyznamné
v ranych fazich zanétlivé reakce a jsou podstatné pro ukladani kolagenu typu I. V pozd¢jsi fazi
zanétlivé odpoveédi jsou naopak podstatné tnfa- makrofagy, které napomahaji resorpci jizvové
tkang. Za pfeménu fenotypu z makrofaga tnfa™ na ntfa- je zodpovédny gen spp! (sekretovany
fosfoprotein 1 — secreted phosphoprotein 1), ktery koduje protein Opn (osteopontin —
osteopontine). Pokud nebyl Opn protein pfitomny v ranych fazich zanétu, tak dochazelo
k niz§imu ukladani Kolagenu typu I., zatimco jeho nepfitomnost v pozdé¢jsich fazich zanétu
zpisobila jeho horsi odbouravani (Bevan et al., 2020).

Po poranéni v tzv. zanétlivé odpovéedi, dochdzi k zvysené expresi il-1b, tnf-a, il-8, ptgs-
2b (prostaglandin-endoperoxid syntdza 2b — prostaglandin-endoperoxide synthase 2b), mpx
(myeloperoxidaza — myeloperoxidase), coz jsou geny zanétlivych markert. Pokud byla srdce
vrané fazi regenerace oSetfena beclomethasonem, coz je glukokortikoid, ktery pusobi
zanétlivych markerti (Huang et al., 2013a). OSetieni probihalo tak, ze jedinci byli na jeden den
vlozeni do nadrze s vodou s beclomethasonnem ¢i ibuprofenem ( Mathew et al., 2007; Huang
etal.,2013a). Zaroven doslo i ke zmenseni poctu fagocytd, které byly pfitomny v misté zranéni.
Srdce, ktera byla oSetfena beclomethasonem, vykazovala sniZenou schopnost regenerace a
neschopnost redukce jizvy, ktera zlistala pfitomna i mesic po poranéni. Neschopnost regenerace
mohla byt zplisobena tim, ze po aplikaci beclomethasonu doslo k snizeni exprese vegfaa
(vaskularni endotelovy rustovy faktor — vascular endothelial growth factor) a tedy i snizeni
schopnosti revaskularizace, kterd v téchto srdcich byla pozorovéna jen z 3,46+0.37%. OSetteni
beclometasonem mélo stejny negativni vliv 1 na proliferaci kardiomyocyti, ktera byla snizena
0 73,08 %. Z toho se da usoudit, Ze netlumena zanétliva reakce je dilezity krok pro uspésnou
regeneraci (Huang et al., 2013a). Enzymy, které maji vliv v prvnim tydnu regenerace, tedy pfi
zanétlivé odpovédi, jsou metaloproteinazy. Ctyfi dny po poranéni doslo ke zvysené expresi
mmp9 a mmp13, coz jsou geny zodpovédné za vznik kolagendzy 3 a gelatinasy B. Kdyz doslo
k inhibici MMP, tak doSlo k hor§imu odbouravani jizvy nez v kontrolnich srdcich. Aktivita
MMP enzymu je dilezita pifi zanétlivé reakci. Zaroven pii inhibici exprese MMP byla rdna v
srdci v prvnich sedmi dnech od poranéni pomaleji osidlovana imunitnimi buitkami jako jsou
neutrofily a makrofagy, ¢imz dochéazelo k znemoznéni regenerace. V téchto srdcich byla i tiicet
dni po poranéni viditelnd jizva, kterd nebyla nahrazena funkénim svalem (Xu et al., 2018).

Dalsim faktorem dilezitym pro sprdvnou regeneraci a neovaskularizaci poskozené

tkan¢ srdce je aktivace epikardu. Receptory, které se vyskytuji v aktivovaném epikardu i



endokardu, jsou nrp (neuropilin — neuoropilin) (Lowe et al., 2019). Exprese neuropilinil za¢ina
JiZ jeden den po poranéni komory piedevSim v bunkach epikardu, ve kterém byly nalezeny
izoformy nrpla a nrp2a, zatimco v endokardu byla nalezena exprese izoformy nrplb. U srdci,
u nichZ doslo k mutaci v receptoru nrpla, byla pozorovana snizend aktivace epikardu. Tato
srdce vykazovala velmi nizkou schopnost revaskularizace poSkozené tkang. V téchto srdcich
byla pozorovana snizend schopnost regenerace a zachovani fibrinu i Sedesat dni po poranéni,
oproti srdcim kontrolnim, které¢ v této dobé uz byly uzdraveny (Lowe et al., 2019). Nrp
signalizace je podstatnd i ve vyvijejicim se zarodku, kde ma vliv na spravnou vaskularizaci.
Spole¢né s nrp signalizaci se na vaskularizaci embrya podili 1 vegf. Kdyz byla v embryich
inhibovana jedna z téchto dvou drah, zebticky vykazovali stejné problémy s vyvojem cév,
naptiklad intersegmentalnich cév (Lee et al., 2002). Stejné tak ma Vegf signalizace i vliv na
revaskularizaci pfi regeneraci, presnéji molekula vegfaa (Marin-Juez et al.,, 2016). Vegf
signalizace ma vliv na buniky endokardu cév a jejich proliferaci (Ferrara and Henzel, 1989).
Vliv vegfaa na regeneraci byl zkouman pomoci vegfaa”- mutanti (Rossi et al., 2015) a také
pomoci dn-vegfaa (dominantné negativni vegf — dominant negative vegf). Zatimco u vegfaa™
mutantd doSlo pouze ke zpozdéni revaskularizace, tak u zebfi¢ek exprimujicich dominantné
negativni vegfaa doSlo k uplné inhibici revaskularizace (Marin-Juez et al., 2016). Tento rozdil
je zplsobeny tim, Ze v srdcich s mutovanou vegfaa™ expresi doslo ke zvyseni exprese ostatnich
vegf gent, jako naptiklad vegfab, vegfc, které byly schopné kompenzovat chybéjici vegfaa. Ke
zvySeni ostatnich genil z Vegf signalizace u dn-vegfaa jedinci nedoslo ( Rossi et al., 2015;
Marin-Juez et al., 2016). dn-vegfaa srdce pak vykazovala Uplnou inhibici revaskularizace,
snizeni proliferace CM a ve finale doSlo k zjizveni tkdn€ a neschopnosti nahrazeni poskozeného
svalu (Marin-Juez et al., 2016). Stejn¢ jako vegf signalizace (Lee et al., 2002) 1 pdgf (rastovy
faktor odvozeny od trombocytl — platelet derived growth factor) je molekula, ktera se uplatiiuje
pii vzniku cév a ma vliv pii vyvoji zarodku na nalezity vznik intersegmentalnich cév (Wiens et
al., 2010). A stejn¢ tak ma 1 vliv na regeneraci srdce. Exprese pdgf po poranéni je nejvice patrna
v rané a v bunikach epikardu. PDGFR (receptor riistového faktoru odvozeného od trombocyta
— platelet derived growth factor receptor) signalizace spole¢né s PI3K (fosfatidylinositol-3-
kindza — phosphatidylinositol-3-kinase) maji vliv v buiikdch epikardu na jejich proliferaci a
syntézu DNA. Pfi inhibici PDGFR a PI3K signaliza¢ni drahy dojde ke snizeni proliferace bun¢k
epikardu o jednu tfetinu, z ptivodnich 45 % na 14 %. PDGFR signalizace byla také vyznamna
pfi revaskularizaci poskozenych tkdni srdce. V srdcich s normalni expresi byla pozorovana

inkorporace novych cév do poskozeného myokardu. V jedincich s inhibovanou PDGFR
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signaliza¢ni drahou byla tato schopnost inkorporace novych cév zastavena. V téchto srdcich
vubec nedochazelo ke vzniku novych cév (Kim et al., 2010).

Fang et al. (2013) pro zkoumani RNA, kter¢ se vyskytuji v regenerujicim srdci, vyuzili
TRAP technologii (translacni ribosomalni afinitni purifikace — translating ribosome affinity
purificatio). Pfesné&ji se zaméfili na RNA, které se sdruzuji s ribozomy. Jedna ze signaliza¢nich
drah, kterd mé¢la v poranéném srdci zménénou expresi, byla Jak1/Stat3 (janus kinaza 1/stat 3 —
janus kinase 1/stat 3). Jakl/Stat3 signaliza¢ni drdha ma zvysenou aktivitu Vv
myokardu poranéného srdce, stejné tak dochazi i k expresi vétsiho mnozstvi ligandl této drahy.
Jak1/Stat3 signaliza¢ni drdha ma vliv na proliferaci kardiomyocyti. Srdce, ve kterych doslo
k expresi dominantné negativni Jak1/Stat3 drahy, méla snizenou schopnost proliferace CM.
Tito jedinci poté nebyli schopni regenerace a vykazovali zjizveni tkan€. Sviij vliv na proliferaci
CM zprostiedkovavala Jak1/Stat3 draha pomoci molekuly Relaxin3a (Fang et al., 2013).

Bunky epikardu po poranéni komory zacinaji proliferovat. Béhem sedmi dni od
poranéni dochazi k obaleni poskozené komory proliferujicimi bunkami epikardu. Jiz nekolik
hodin po amputaci apexu komory, bunky epikardu exprimovaly raldh2 (retinaldehyd
dehydrogenaza 2 — retinaldehyde dehydrogenase 2). raldh2 mé vyznam pro syntézu kyseliny
retinové. Bunky epikardu, které obalily srdce, poté invadovaly do rany. Tyto bunky davaji
zéklad neovaskularizaci v misté poranéni. Epitelidlni bunky pro schopnost invaze a nasledné
neovaskularizace tkan¢ potrebuji signalizaci pomoci molekuly fgf (Lepilina et al., 2006). FGF
signalizace mé vliv i na spravny vyvoj srdce (Marques et al., 2008). V CM v mist¢ poranéni
dochazelo ke zvysené expresi Fgfl7b. Tti dny po poranéni doSlo ke zvysSené expresi fgfi2 a
fefr4 v bunkéch epikardu. Exprese fgfi2 a fgfr4 byla nejdiive lokalizovana jen v oblastech
vzdalenych od mista poranéni, ale postupem casu se lokalizace zacala piesouvat blize k ran¢ az
nakonec 14 dni po poranéni doslo k invazi téchto bunék do nové vytvoreného svalu v misté
amputace. Pokud tato signalizace byla inhibovéna expresi dominantné negativniho fgfi/,
nedochézelo k integraci bun€k epikardu do nové vzniklého svalu a neovaskularizaci. Buiiky
epikardu namisto toho ziistavaly pouze na povrchu srdce (Lepilina et al., 2006). Molekula
raldh2 je po poranéni syntetizovana i v bunikdch endokardu. Tato reakce probih4 nejdfive v
celém srdci, ale postupné se exprese raldh2 molekuly lokalizuje pouze do mista amputace.
Bunky endokardu vykazovaly diisledkem amputace zménu morfologie. Tyto burnky, které
vykazuji za normalnich podminek fenotyp dlouhych bun€k, jsou po poranéni spise zakulacené
a ztraci svou uspotadanost. Stejné jako lokalizace raldh2 1 zména podoby bun€k endokardu se
projevuje nejdiive v celé komote a pozd¢ji se lokalizuje na misto amputace. Pokud doslo
k inaktivaci raldh2 signalizace pomoci exprese dominantné negativni formy RAR-a (receptor
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kyseliny retinové a — retinoic acid receptor a), tak byla pozorovana sniZend exprese CM.
Narusend schopnost proliferace CM byla pozorovana i tehdy, kdyZz doslo k inhibici raldh?2
pomoci enzymu degradujici RA. Tyto poznatky naznacuji, ze raldh?2 signalizace v buiikach
endokardu ptispiva k regeneraci (Kikuchi et al., 2011).

Buniky, které proliferuji a nahrazuji amputovanou ¢ast srdce, nejsou buiky
progenitorové, ale jedna se o diferenciované kardiomyocyty, které se uz v srdci nachazeji. U
téchto diferencovanych kardiomyocytii dochazi k dediferenciaci, kterou mizeme pozorovat
zménou fenotypu jako naptiklad rozvolnéni sarkomerni struktury. To pfesnéji znamend, ze
vlakna aktinu a myozinu, ktera jsou za normalnich okolnosti v srdcich uspotfadana, se stavaji
neusporadanad a ztraceji strukturu z-line. (Jopling et al., 2010). Z-line struktura je potiebna pro
kontrakci svalu, protoze upeviiuje vlakna aktinu. Jejich poloha je na koncich sarkomer (Rowe,
1971). Tato hypotéza o dediferenciaci CM byla potvrzena ve studii Kikuchi et al., kde autofi
oznacili vétSinu CM nachdazejicich se v nezranéném srdci. CM byly identifikovany ozna¢enim
cmlc2 (kontraktilni gen srde¢niho lehkého fetézce myosinu — cardiac myosin light chain)
pomoci EGFP (zeleného fluorescencniho proteinu — enhanced green fluorescent protein). cmlc?2
je marker CM, takze doslo k oznaceni pouze kardiomyocytl a ne ostatni srdecnich bunék. Po
poranéni se srdce nechala regenerovat a poté bylo zjistovano, zda dochézi k regeneraci pomoci
jiz existujicich CM ¢i progenitorovych bunék. Po regeneraci bylo v srdcich pozorovano stejné
mnozstvi CM oznacenych pomoci EGFP jako pfed poranénim. Pozorovani indikuje, ze srdce
byla regenerovana pomoci déleni jiz existujicich CM namisto neoznacenych progenitorovych
buné¢k (Kikuchi et al., 2010). S timto tvrzenim ale nesouhlasila studie od Lepilina et al., 2006,
ve které urcili, ze srdce regeneruje z progenitorovych buné€k a nikoli z dediferenciovanych CM
(Lepilina et al., 2006).

Ve studii (Kikuchi et al., 2010) také pozorovali expresi transkripéniho faktoru gata4.
Jeho exprese v myokardu zacala az jako reakce na poranéni. GATA signalizace je vyznamna
pii spravném vyvoji srdce a pro spravnou velikost srde¢nich komor (Reiter et al., 1999). gata4
pozitivni buniky byly nejdifive pozorovany kolem komory, ale ¢trnact dni po poranéni zacaly
obsazovat ranu a pomahaly v regeneraci chybé&jici tkdn¢ (Kikuchi et al., 2010). Inhibice
signalizace genu gata4 pomoci exprese dominantné¢ negativni verze, vedla v poranénych
srdcich k zjizveni a neschopnosti regenerace (Gupta et al., 2013). Signalizace zodpovédna za
inkorporaci gata4 pozitivnich CM do rany je pravdépodobné fizena Igf (inzulinu podobny
rustovy faktor — inzulin like growth factor-1). Molekula /gfje velmi dulezita jiz pti vyvoji srdce

zebticky. Pfi jeji inhibici je proliferace velmi snizend. Ve studii byla /gf'signalizace inhibovana
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pomoci NVP-AEW541 (Huang et al., 2013b). Tato inhibice je zaloZena na tom, ze NVP-
AEW541 se navaze na IGF-IR (receptor inzulinu podobnému rastovému faktoru — insulin-like
growth factor 1 receptor), a tim dojde k inhibici jeho kinazové aktivity (Garcia-Echeverria et
al., 2004). Kdyz k takovéto inhibici doslo, tak gata4 pozitivni buiiky zlstavaly pouze na okraji
rany a nevstupovaly do ni. Zaroven byl v téchto buiikkdch pozorovan snizeny vznik DNA.
V srdcich inhibovanych NVP-AEW541 se namisto regenerace vytvortila jizva (Huang et al.,
2013Db).

Dalsi signalizace, ktera ovlivituje proliferaci gata4 pozitivnich kardiomyocitl, je
signalizace pomoci NF-kB (jaderny transkrip¢ni faktor kappa B bunék — nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells). V poranénych srdcich byla pozorovana zvySena
exprese transkripéniho faktoru NF-kBI oproti normalnim srdcim. Tato zvySend exprese se
nachdzela predevsim v kompaktnim svalu (Karra et al., 2015). Transkripcni faktory gata4 a
NF-kB se koexprimuji na stejném misté v poranénych srdcich (Kikuchi et al., 2010; Karra et
al., 2015). Bylo pozorovano, ze v srdcich inhibovanych pro NF-kB byla snizena exprese genu
gata4 v CM. Bylo to zplisobeno tim, ze transkripcni faktor NF-kB1 ma schopnost se vazat na
promotor genu gata4. Tento transkripéni faktor méa vliv i na dediferenciaci kardiomyocytu.
V srdcich, ve kterych byla jeho signalizace inhibovana, byla pozorovana neschopnost rozvolnit
sarkomerni strukturu. Spole¢né s tim dochazelo i k tplné neschopnosti poskozeného srdce
regenerovat a namisto toho dochazelo ke vzniku jizvy (Karra et al., 2015).

Dalsi z gend, ktery ma vliv na regeneraci u zebfticky je brgl (gen 1 piibuzny s brahma
— brahma-related gene 1) (Xiao et al., 2016). S brgl genem se ale miizeme potkat naptiklad i u
mysi, kde pomaha ve vyvoji embryonalnich srdci, protoze zabranuje predcasné maturaci bunék
a snizuje schopnost exprese a-MHC (tézky fetézec alfa-myozinu — alpha-myosin heavy chain)
molekuly, kterd se exprimuje v srdcich dospélych mys$i, namisto toho ma pozitivni vliv na
expresi embryonalni S-MHC molekuly (Hang et al., 2010). V regeneraci srdce u zebficky je
brgl gen dalsi molekulou, kterd ma vliv na expresi genu gata4. Pti inhibici Brgl signalizace
doslo ke sniZzeni poctu gata4 pozitivnich CM. V poranénych srdcich dochazi ke zvysené expresi
proteinu Brgl. Stejné tak jako ke sniZeni poctu gata4 pozitivnich CM doslo i ke snizeni jejich
proliferace, z 14 % proliferujicich CM v kontrolnich srdcich na 2,4 % v inhibovanych srdcich.
Namisto regenerace v téchto srdcich dochazelo ke zjizveni. Brgl podporuje proliferaci CM
v myokardu tim, Ze tvoii proteinovy komplex s Dnmt3ab (DNA (cytosine-5)-methyltransferaza
3ab - DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A), coz je methyltransferaza. Brgl a Dnmt3ab maji

schopnost vypnout cdknlc (cyklin dependentni kindza l¢ — cyclin dependent kinase inhibitor
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1¢). Cdknlic je CDK inhibitor, ktery je silné exprimovan v srdcich s inhibovanym Brgl, zatimco
v srdcich s normalni expresi Brgl je cdknlc inhibovan. To naznacuje, ze vlastnosti molekuly
Brgl je inhibice CDK inhibitoru, ktera umoziuje to, aby mohly buiky vstoupit do proliferace
(Xiao et al., 2016).

Wu et al. (2016) dokazali poranéné srdce, na zaklad¢é exprese rozdilnych molekul
v reakci na poranéni, rozdélit na tfi odlisné oblasti — oblast nejblize k poranéni, oblast nejdale
od poranéni a stfedni oblast nachazejici se mezi nimi. Ve stfedni oblasti byla pozorovana
zvysend exprese BMP signalizace. Signalizace BMP je diilezita pro dediferenciaci a proliferaci
CM. Pokud doslo k inhibici signalizace BMP pomoci molekuly noggin3, tak bylo pozorovano
snizené mnozstvi CM, které podstupuji dediferenciaci v reakci na poranéni (Wu et al., 2016).
noggin3 je inhibitor, ktery se navazuje na BMP4 a tim inhibuje signalizaci (Zimmerman et al.,
1996). Autoti sledovali hladinu genu my!7 (Iehkého fetézce myozinu 7 - myosin light chain 7),
ktery je markerem diferencovanych kardiomyocytd. Nizkd urovenl jeho exprese ukazala na
pfitomnost nediferencovanych bunck srde¢ni svaloviny. Stejné tak je i1 signalizace BMP
dualezita pro proliferaci CM. BMP signalizace ma vliv na opétovny vstup bun¢k do buné¢ného
cyklu. Pfi inhibici signalizace dochazelo u mensiho poc¢tu bunék k vstupu do mitozy
v porovnani se srdci s normalni expresi (Wu et al., 2016).

Raya et al. (2003) ve sv¢é studii tykajici se regenerace srde¢ni tkdn¢ pozoroval zvySenou
expresi molekuly notchlb. Jako dalsi se notch molekulou zabyval Zhao et al. (2014; 2019),
ktery vice prozkoumal podil transkriptii receptori notch na regeneraci srdce po poranéni. Po
poranéni komory doslo k vyznamnému zvyseni transkriptd receptorii notch. V endokardu byly
ptitomny receptory notchla, notchlb, notch2 a v epikardu to byly pfedevsim receptory notchla
a notch2. Pfi inhibici Notch signalizace doslo k znemoZznéni regenerace a ke vzniku jizvy.
Inhibice notch ale nijak neovlivnila builky epikardu a endokardu, ale naopak zabranila
proliferaci CM v myokardu. Notch signalizace byla dtlezita v casovém obdobi mezi Sestym a
sedmym dnem po amputaci ¢asti komory. Stejny disledek jako inhibice Notch signalizace ma
1jeji dvojndsobné zvysena exprese, ktera také zpiisobila zjizveni tkdn¢ a sniZeni proliferace CM
v myokardu (Zhao et al., 2014). Notch signalizace ptsobi pies wifI (inhibicni faktor molekuly
wntl — wnt inhibitory factor 1), coz je antagonista wnt (wingless/Int-1 — wingless/Int-1)
signalizace. wifl je za normalnich okolnosti siln¢ exprimovan v srdcich po poranéni.
Pti inhibici notch bylo snizeno wifl. Snizenim wifl doslo k neschopnosti srdce inhibovat wnt
drahu, ktera regeneraci nepodporuje, naopak ji inhibuje a snizuje proliferaci CM. To naznacuje,

ze Notch signalizace je velmi dilezita pro inhibici drahy wnt pomoci wifl (Zhao et al., 2019).
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V embryonalnich srdcich mysi je p38a MAPK (P38 mitogen-aktivovana protein kinasa
— p38a mitogen-activated protein kinases) nizce exprimovana, zatimco v buiikach dospélych
jedinct je jeji produkce vysoka. Jeji aktivita ma vliv na snizovani schopnosti bun¢k proliferovat
(Engel et al., 2005). Na zaklad¢ tohoto zjiSténi se Jopling et al. (2012) ve své studii zaméfil na
vliv p38a MAPK na regeneraci srdce u zebticky. Ve této studii zjistil, ze deaktivace p38 MAPK
je dalsi akce potiebna pro proliferaci CM pii obnovée srde¢ni tkané. Pokud doslo k aktivaci p38a
MAPK pfi vyvoji zebficky, byly pozorovany defekty srdce a snizena proliferace CM, coz
naznacuje, ze jeji aktivita musi byt pro spravny vyvoj srdce vypnuta. Pokud doslo k aktivaci
p38 MAPK, tak CM neproliferovaly a nedochazelo k regeneraci srdce ani po tficeti dnech od
poranéni oproti kontrolnimu srdci. Na druhou stranu p38a MAPK je za normalnich okolnosti
exprimovana v CM. Kdyz bunky vstupuji pti déleni do mitdzy, musi byt jeji aktivita vypnuta
(Jopling et al., 2012).

Pti regeneraci srdce je také velmi podstatna migrace kardiomyocytt. Po resekci komory
dojde u zebticky k expresi cxcll2a (zvany téz SDF1) (faktor odvozeny ze stromdlnich bun¢k —
stromal cell-derived factor 1) a cxcr4b (chemokinovy receptor typu 4b — C-X-C chemokine
receptor type 4). Cxcr4 je exprimovan v kardiomyocytech a cxc/l2a je exprimovan buitkami
epikardu (Itou et al., 2012). Komplex téchto dvou genti slouZzi pii vyvoji Danio rerio ke vzniku
spravné vaskulatury srdce (Harrison et al., 2015). Ve studii od Itou et al. (2012) inhibovali
receptor cxcr4. Po zablokovani funkce cxcr4 receptoru doslo k zastaveé regenerace. Proliferujici
kardiomyocyty byly jen z23,5 % nalezeny v blizkosti regenerujici oblasti srdce, oproti
normalnim 74,0 %. Celkova schopnost proliferace ale nebyla pozménéna, pouze umisténi
danych proliferujicich CM. Tato prace poukazuje na to, ze molekula cxcll2a a receptor cxcr4
maji vyznamnou roli pfi regeneraci. Pfesnéji v podpoie migrace proliferujicich CM do mista

poranéni (Itou et al., 2012).

5.2. Obojzivelnici

Srdce ¢olktli po poranéni jsou schopnd regenerace az 50% srdecni komory (Piatkowski
et al., 2013). U colkl, u kterych doslo k odstranéni pfiblizné 13% srde¢ni komory, byla
pozorovana reakce na poranéni. Nejdiive doslo k vytvoieni krevni srazeniny a spolecné€ s tim
doslo 1 k vytvoreni nekrotické tkang€. Postupem casu bylo mozné pozorovat osidleni srazeniny
makrofagy, lymfocyty a leukocyty. Od desatého dne po poranéni dochazelo v srdci k syntéze

DNA a mitéze. D¢lici se buniky se nachdzely pobliz rany. Jednalo se o dediferencované
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myocyty (Oberpriller and Oberpriller, 1974). Flink, 2002 ve své studii zjistil, Ze bunky, které
proliferuji v blizkosti krevni srazeniny, jsou pfedevsim CM a bunky epikardu.

Pro regeneraci srdce je potiebna pritomnost makrofagti. Kdyz v srdci salamandra s kryo
poranénim doslo k odebrani makrofagi, vytvofila se jizva. Oproti tomu kontrolni srdce byla
zcela regenerovand po devadesati dnech. Srdce s vyCerpanymi makrofdgy méla mensi expresi
oproti kontrolnim jedincim, v kterych byla jizva pouze docasna. Za diivéjsi zrani jizvy mohla
byt zodpoveédna zvySena exprese genti z rodiny Lox (lysyl oxiddza — lysil oxidase) (Godwin et
al., 2017).

Ti1 dny po poranéni komory doslo k ukladani komponent extracelularni hmoty. Jako
prvni se zacal exprimovat Tenascin-C, ktery se ukladal pfedev§im v myokardu v misté poranéni
a epikardu. Jeden tyden po poranéni doslo i k expresi dal§ich komponent z extracelularni hmoty,
kyseliny hyaluronové a dvacet jedna dni po amputaci doslo ke zvySené expresi fibronectinu. V
epikardu v misté, kde se ukladala extracelularni hmota, dochéazelo k inkorporovani
proliferujicich bunck, které¢ nahrazovaly poskozenou tkan. K proliferaci bun¢k dochazelo v
myokardu, ale postupem casu se piremistily do epikardu a apexu komory v misté poranéni.
Buriky po inkorporaci do epikardu zacaly exprimovat WT1 (Wilsomtv tumor 1 — Wilms Tumor
1). Jedna se o marker bun¢k epikardu. Komponenty extracelularni hmoty slouzily k navadéni
délicich se bunck a jejich spravné inkorporaci do mist poranéni (Mercer et al., 2013). V
poranénych srdci také dochazelo k zvySené expresi kolagenu III. K ukladani dochdzelo
ptedevsim v epikardu a myokardu (Piatkowski et al., 2013).

Pii regeneraci nejdifive prob&hla oprava poskozeného epikardu, ¢imz se zlepSila
funk¢nost srdce. Nasledné na to proliferovaly CM v myokardu pobliz mista poranéni. Spole¢né
s tim doslo 1 k proliferaci zbylych bunék myokardu, které nevykazovaly podobnost s CM. V
téchto srdcich byla pozorované zvySend exprese transkripcnich faktorti, predevs§im Gata4, a to
dvacet tfi dni po poranéni. Jejich exprese byla pozorovdana mezi CM, ale i mezi ostatnimi
bunikami srdce (Witman et al., 2011). Za jakych podminek dochézi k proliferaci v regenerujicim
srdci se snazili odhalit Bettencourt-Dias et al. (2003). Ve své studii zjistili, Ze zna¢na ¢ast bunék
je schopna vstoupit do S-faze bunécného cyklu. Po tomto zapocatém vstupu do bunééného
cyklu ale jen ¢ast buné€k, pfiblizné %4, pokracovala a dokonéila mitézu. U zbylych doslo k
zastaveni bunécného cyklu. Z bun€k schopnych déleni pak vznikaly jak bunky mononuklearni
tak vicejaderné, které pak mohly dat vznik dal§im buiikdm. Tato studie zastava nazor, Ze k
regeneraci dochdzi pouze za ucasti specifickych bunék, které dokézi dokoncit bunéény cyklus

a rozdélit se (Bettencourt-Dias et al., 2003).
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Pfi amputaci 10 % ze srdecni komory Xenopus tropicalis doslo u vétSiny srdci k celkové
regeneraci. U 1/3 jedinct ale doSlo k nedokonalé regeneraci, kdy se mezi ¢asti regenerované
tkan¢ a neporanénou ¢asti srdce vytvoril adhezni tsek. Ihned po poranéni doslo k infiltraci tkdné
imunitnimi zanétlivymi bunikami. Jeden den po poranéni se vytvofila srazenina. Po nékolika
dnech doslo k ukladani extracelularni hmoty, pfedevsim fibrinu a kolagenu. Nasledné byly
zanétlivé bunky nahrazeny délicimi se CM. D¢lici se CM byly pozorovany v misté poranéni a
v neporanéné ¢asti srdce pobliz rany. Tticet dni od poranéni uZ bylo mozné pozorovat srdce s
noveé regenerovanou tkani (Liao et al., 2017). Naopak Marshall et al., 2017 ve své studii
pozorovali po amputaci 4 % komory Xenopus laevis neschopnost regenerace. | v tomto srdci se
po zranéni vytvofila srazenina. DoSlo zde k zvySené expresi fibronectinu a buiiky srdce
podstupovaly hypertrofii. Po poranéni doslo ke zvysSené expresi fibronectinul a kolagenu 1 alfa
1, coz jsou markery fibrozy. Stejné tak i doSlo ke zvySené expresi markerd pro hypertrofii.
Oproti tomu nebyly pozorované zadné markery proliferujicich bunék. Nakonec doslo k
vytvoieni trvalé fibronectinové jizvy (Marshall et al., 2017).

V dalsi studii (Marshall et al., 2019) se po amputaci pfiblizn€ 10-15 % srde¢ni komory
u pulct Xenopus leavis srdce zcela regenerovala. Béhem prvnich 3 dni po amputaci dochazelo
k ukladani kolagenu a fibronectinu. Postupné¢ dochédzelo k vstiebavani obou komponent
mezibunééné hmoty a srdce nakonec regenerovala bez zjizveni. Oproti tomu, pokud doslo ke
stejné amputaci u juvenilnich zabek, tak byla pozorovana neschopnost regenerace a zjizveni
srdce i po jednom roku od poranéni (Marshall et al., 2019). Stejny vysledek je pozorovany i pro
regenerace dospélych jedinct od Xenopus leavis (Marshall et al., 2017). U pulcii byla
pozorovana vyssi schopnost proliferace CM po poruseni tkdné oproti juvenilnim Zabkdm. Vliv
metamorfozy, ktera je fizena pomoci exprese TH (thyroidni hormon — thyroid hormone), na
regeneraci byl poté zkoumén podanim T3 (trijodothreoninem — triitodothyronine) a perchloratu.
Koncentrace TH je nejvyssi ve fadzi metamorfozy. T3 zplsobil kratsi expresi TH, zatimco
perchlorat zcela odstranil expresi TH. V obou oSetfenych srdcich doSlo k neschopnosti
regenerovat. Obé latky ovlivnily ukladdni Tenscinu-C. Ani v jednom z oSetienych srdcich
nedosSlo k odbourani Tenascinu-C po 90 dnech od poranéni oproti kontrolnim srdcim. Spole¢né
s tim doslo k odliSené expresi genu col/lal (kolagen typu I, alfa-1 — collagen, type I, alpha 1) a

enzymil matrix metaloproteinas (Marshall et al., 2019).
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5.3. Savci

Drtive se myslelo, ze po narozeni nejsou kardiomyocyty schopné proliferace. Studie (Li
et al., 1996) poukazovala na to, Zze kardiomyocyty jsou schopné se délit pouze prvni tii dny v
ramci postnatalniho vyvoje. Béhem ¢tvrtého dne se rlst srdce zménil na hypertroficky a
dochazelo pouze k zmnoZzovani jader uvnitt bunék. Teprve pozdé&ji bylo zjisténo, Ze v srdcich
dochazi k mitotické aktivité i po tomto casovém intervalu (Bergmann et al., 2009; Mollova et
al., 2013). Ve studii Bergmann et al., 2009 urcovali stafi kardiomyocyti pomoci koncentrace
4C v DNA. V srdcich pozorovali rozdilné hladiny 'C podle let, ve kterych se jedinci narodili
(Bergmann et al., 2009), protoze k za¢lenéni *C do genomu buiiky doslo v momenté jejiho
narozeni. Koncentrace '*C v atmosféfe, ze které se zaclefiuje do DNA bunék, se v rozmezi let
zménila. Diky pozorovani koncentrace '“C v DNA bunék se tedy dalo urdit pfesné stafi bungk
v lidském téle (Spalding et al., 2005). Kardiomyocyty zkoumanych jedincii nemély stejnou
koncentraci '*C, ktera by odpovidala dobé jejich narozeni. Rozdilna koncentrace '“C naznacuje,
7ze CM vznikaly v rizném obdobi Zivota a tedy, ze béhem dospélosti dochdzi k jejich proliferaci
a obnove. Dosli k zavéru, ze srdce mladych lidi do dvaceti let zivota proliferuji vice, s obnovou
v rozmezi 1 % CM za rok, nez osoby starsi, u nichz je obnova v rozmezi 0,3 % (Bergmann et
al., 2009). Ve druhé studii, kterd potvrdila, Ze k proliferaci CM dochdazi i po narozeni, autofi
sledovali bunky prochazejici M-fazi a cytokinezi a nejvyssi poCty zjistili b&hem prvniho roku
zivota (Mollova et al., 2013). V studii Mollova et al., 2013 bylo ovSem pozorovano posledni
déleni kolem 20. roku Zivota, oproti studii Bergmann et al., 2009, kde pozorovali proliferaci i
75 let po narozeni. Senyo et al., 2013 odhalili, ze nové vytvorené CM pochdazi z ptivodnich CM
v srdci jiz diferencovanych, a ne z bunck progenitorovych.

U mysi byla schopnost regenerace srdce pomoci CM pozorovana do tydne po narozeni
(Porrello et al., 2011; Haubner et al., 2012). Den po narozeni bylo mysi odebrano 15 % srde¢ni
komory a jiz dalsi den byla rdna zacelena srazeninou. Poranéné srdce bylo regenerovano z jiz
existujicich CM, které podstoupily dediferenciaci, coz bylo podlozeno na zaklad¢ rozvolnéni
sarkomerni struktury (Porrello et al., 2011). Rozvolnéni sarkomerni struktury znamena, Ze
dojde ke ztrat¢ usporadanosti aktinovych a myozinovych vldken (Jopling et al., 2010). Spole¢né
s rozvolnénim doslo i1 ke zvySeni poctu CM, které byly pozitivni pro pH3 (fosfohiston H3 —
phospho-histone H3) a aurora B. ZvySené mnozstvi pozitivnich CM pro pH3 a autora B
znamend, Ze buniky prochdzely mit6zou a cytokinezi. Srdce jedinct, ktefi byly vice nez 7 dni

stafi, schopnost regenerace neméla a v misté poranéni tvofila vazivovou jizvu (Porrello et al.,
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2011). Stejné tak byla regenerace srdce pozorovana i u novorozené mysi, kterd byla poranéna
pomoci ligace levé predni sestupné tepny (Haubner et al., 2012). Srdce lidského novorozence
je také schopné regenerovat pifi prodélani infarktu myokardu v obdobi hned po narozeni
(Haubner et al., 2016). Obdobi schopné regenerace je mozné prodlouzit zabranénim exprese
Meisl. Meisl protein v komplexu s proteinem Pbx (transkripcni faktor pre-B bunééné leukémie
— pre-B cell leukaemia transcription factors) je zodpovédny za spravny vyvoj srdce, piesnéji
vytokového traktu (Stankunas et al., 2008). Kdyz u novorozenych mysi doslo k zvySeni exprese
Meis|, tak doSlo k zastaveni proliferace bun¢€k, spolecné s tim doslo k neschopnosti regenerovat
poskozenou tkan. Vysvétleni tkvi pravdépodobné v tom, Ze zvySend koncentrace Meis! zpisobi
zvySenou expresi inhibitori CDK (cyklin dependentni kindza — cyclin dependent kinase).
Inhibitory CDK maji naopak snizenou expresi v srdcich nesyntetizujicich Meis/ (Mahmoud et
al., 2013). Molekula, kterd ma vliv na snizeni exprese Meisl, je Tbx20. Tento gen je
zodpoveédny za spravny vyvoj srdce, hlavné je dilezity pro tvorbu komor. Srdce s LoxP (lokus
X-nad P1 — locus of X-over P1) knock out genu 7bx20 nebyla schopna vytvofit srdecni klicku
(Singh et al., 2005). Thx20 se dokaze navazat se na genovou sekvenci Meis!, kde funguje jako
transkripéni represor. Pokud doslo k zvySené expresi 7hx20, tak byla pozorovana zvysSena
proliferace, spolecné s expresi genli zodpovédnych za vstup do bunééného cyklu, naptiklad
cyklinti. Na druhou stranu doslo ke sniZené expresi inhibitori bunécného cyklu, naptiklad p21.
Proliferace CM byla pozorovana i u srdci, ktera podstoupila infarkt myokardu (IM). V téchto
srdcich byla pozorovand stejna exprese gentl regulujicich bunéény cyklus. V IM srdcich byl
navic exprimovan gen podporujici angiogenezi VEGF-A. Diky lepSimu prokrveni srdce po
poranéni byla pozorovana niz§i umrtnost v porovnani s kontrolnimi jedinci (Xiang et al., 2016).

Hsieh et al., 2007 zkoumali srdce dospélych jedincti po poranéni. CM znacili pomoci
GFP (zeleny fluorescen¢ni protein — green fluorescent protein). Po poranéni srdce sledovali
postupné snizovani mnozstvi CM znacenych GFP. Dosli k zavéru, ze po poranéni srdce by u
dospélych mohlo dochéazet ke vzniku CM spiSe z prekurzorovych bunék nez z jiz existujicich
CM (Hsieh et al., 2007). Toto tvrzeni ale nepotvrdila studie Senyo et al., 2013, ktefi pozorovali
vznik novych CM z ptvodnich jiz existujicich CM. Pocet délicich se CM byl ov§em nizky, jen
kolem 3,2 % (Senyo et al., 2013).

Po infarktu myokardu se v srdci zacaly akumulovat imunitni buiiky. Imunitnich bun¢k
bylo nékolik typi, leukocyty, neutrofily, makrofagy a zirné buiky. Prvni bunky, které bylo
mozné pozorovat v poranéném srdci, byly M| makrofagy, které maji prozanétlivé vlastnosti.

Tyto ¢asné makrofagy bylo mozno pozorovat v rozmezi prvnich tfi dnt po poranéni. Druhy typ
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makrofaglh M> (regenerativni) byl pfitomny aZ v obdobi po patém dni od poranéni. Dalsi rozdil
je také vtom, ze M, makrofagy sice exprimuji prozanéctlivé faktory, ale spolecné s tim
exprimuji i faktory pro opravu srdce (Yan et al., 2013).

Do sedmi dni po poranéni srdei u novorozenych mysi vznika akutni infekce, pfi které
dochazi k zvySeni exprese prozanétlivych markert. Pokud je imunitni reakce potlacena a tim 1
sniZzena exprese prozanctlivych markert, tak se ztraci schopnost regenerace a dojde k vytvoieni
jizvy (Han et al., 2015). Imunitni reakce na poranéni se 1i§i mezi novorozenymi a dospélymi
jedinci. Jednim zrozdila, ktery muze zpiisobovat rozdil mezi schopnosti a neschopnosti
regenerace, je rozdil v reakci monocytl a makrofagli na IM. U novorozenych mysi, kterym byl
zpusoben infarkt myokardu, pozorovali pfitomnost M; 1 M, makrofagli v podobném mnoZstvi.
Naproti tomu u dospélych ptevazovaly makrofagy typu M,. Rozdil byl pozorovany i
v rozmisténi makrofagl v reakci na poskozeni. U novorozenych jedincti jsou rozptylené rizné
po myokardu, zatimco v srdci dospélych jedinci se spise shlukuji na jedno misto. Pokud doslo
k jejich inhibici, tak srdce novorozenych jedincti nebyla schopné regenerace a misto toho u nich
dochazelo k zjizveni (Aurora et al., 2014) stejn¢ jako dochazi u poranéni srdce mysi starsi sedmi
dnt (Porrello et al., 2011).

Po infarktu myokardu se v srdci tvofi jizva. Nejdiive dochazi v misté poranéni k
ukladani fibrinu a fibrinogenu. Toto sloZeni je pouze doCasné a postupné dojde k jeho nahrazeni
fibrinonectinem. Nakonec u mysi dojde béhem Ctrnacti dni k vytvoteni kolagenni jizvy. U psii,
které byly v této studii také sledovani, doslo k vytvofeni kolagenové jizvy az po ctyfech
tydnech. Kolagenni jizva nahrazuje nekrotickou tkan, kterd po infarktu vznika (Dobaczewski
et al., 2006). V srdcich, kterd prodélala IM, bylo mozné pozorovat zvySenou expresi mRNA
prokolagenu typu I a typu III. Prokolagen typu I byl exprimovén od ¢tyt dnti od poranéni a jeho
exprese zustala pfitomna 1 devadesat dni po poranéni. mRNA prokolagenu typu IlI je pfitomna
jiz dva dny po poranéni, ale jeho exprese zacina klesat uz kolem dvacéatého prvniho dne.
Exprese kolagenu je opacna. Kolagen typu III je exprimovan i po devadesati dnech, zatimco
kolagen typu I méa sniZenou expresi jiz ¢trnact dni od IM. ZvySend exprese mRNA prokolagenu
nebyla pozorovana jen v poskozenych mistech srdce, ale i mimo n¢ (Cleutjens et al., 1995a).

V srdcich po IM byla pozorovana zvysena koncentrace mRNA matrix metalloproteinas
(MMP-1). mRNA MMP-1 se nachazela hlavné v mist¢ poranéni, v tomto piipadé v levé
komote, béhem sedmého dne po IM. Spole¢né¢ s MMP-1 doslo po IM i ke zvySené expresi
mRNA TIMP (tkanovy inhibitor metalloproteinas — tissue inhibitor of metalloproteinase).
TIMP byly ale exprimovany uz Sest hodin po IM a jejich exprese vydrzela delsi dobu. mRNA

MMP-1 a TIMP nebyly pozorovany v poranéném srdci mimo oblast zranéni. Spole¢né s tim
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doslo i1 ke zvySeni kolagenolytické aktivity MMP-1 a MMP-2 jiz dva dny po poranéni. Diky
vyvazené aktivit¢ mezi MMP a TIMP dochazi ke spravné regulaci pii remodelaci srdce po IM
a k vytvoreni funkéni jizvy. Buniky, které exprimuji mRNA MMP a TIMP jsou fibroblasty ¢i
myofibroblasty (Cleutjens et al., 1995b). Pokud byly vytvoteny mysi, které méli knock out genu
pro metalloproteinasu 9 (MMP-9) ¢i pro u-PA (aktivator plasminogenu urokinazového typu —
urokinase-type plasminogen aktivator), tak u nich byla pozorovana mensi infiltrace imunitnimi
buitkami, piesnéji leukocyty. Spolecné s tim u knock out u-PA mysi nedochéazelo ani k agregaci
fibroblastii do mista poranéni. Kontrolni mysi mély pozorovatelnou schopnost prokrveni jizvy
nové vzniklymi cévami. Mys$i bez u-PA tuto schopnost nemély. Zatimco u kontrolnich zvifat
dochazelo k postupnému zlepSovani a vznikadni jizvy, mysi bez u-PA nevykazovaly zadné
zlepSeni. Srdce, u nichz doslo ke knock out u-PA genu, méla snizeny vyskyt prasknuti srdce,
které bylo Casté v kontrolnich srdcich. Stejny vliv na ochranu srdce pfed prasknutim stény
komory mélo i podani inhibitori PAI-1 (inhibitor u-PA) a TIMP-1 (inhibibtor MMP-9)
(Heymans et al., 1999). Schopnost obrany pied prasknutim stény komory méla i srdce,
ve kterych doslo k uplnému odstranéni MMP-2. Mysi bez MMP-2 mély vyssi schopnost preziti
prvni tyden po IM (Hayashidani et al., 2003).

Dalsi molekula, kterd mé vliv na odbouravani mezibunééné hmoty, je Plg (plasminogen
— plasminogen). Jeho Cinnost je aktivovdna pomoci uPA. Plasminogen je poté schopny
aktivovat proteolytickou aktivitu pomoci aktivace MMPs. V srdcich, ve kterych je Plg
knockoutovany, dochazi k snizené expresi MMP-9 a MMP-2. V téchto srdcich dochazi také ke
snizené infiltraci nekrotické tkan¢ imunitnimi bunikami, pfesnéji makrofagy. Mala pfitomnost
makrofagli ma za disledek mnohem pomalejsi odbouravani nekrotické tkané a nedochazi ke
vzniku granulacni tkané jako u srdci kontrolnich. V srdcich bez Plg dochazi i k mnohem
mensimu ukladani kolagenu, nez v normalnich srdcich (Creemers et al., 2000).

Molekula, kterd ma vliv na vstup bunék do S faze, je E2F-1 (Johnson et al., 1993).
Urcity vliv ma 1 cyklin D v komplexu s molekulou cdk4. Tento komplex molekul
hyperfosforyluje pRb (retinoblastomovy protein — retinoblastoma protein), tim znemoziuje
jeho vazbu pravé k molekule E2F-1 (Kato et al., 1993) a bunky mohou zacit vstupovat do S-
faze bunécného cyklu (Johnson et al., 1993). Tamamori-Adachi et al. (2003) zkoumali expresi
cyklinu D v srdcich novorozenych mlad’at. Expresi cyklinu D nalezli v cytoplazmé¢ CM. V
bunkach s lokalizaci cyklinu D v cytoplazmé&, pozorovali i nizkou fosforylaci proteinu pRb,
ktery byl lokalizovan v jadfe. V bunkéach, do jejichz jader byl pomoci adenoviru vlozen typ

cyklinu D, DINLS, doslo ke zvyseni jaderné koncentrace CDK4. V téchto srdcich pak bylo
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pozorovano zvysSené mnozstvi fosforylovaného pRb, spole¢né s masivnéj$im vstupem bunék
do bunécného cyklu. V této studii prokazali 1 mozny efekt umisténi komplexu DINLS/CDK4
do jadra na vstup dospélych kardiomyocytt zpét do bunééného cyklu (Tamamori-Adachi et al.,
2003). V srdcich, u nichZ doslo k odstranéni transkripéniho faktoru Gata4, doSlo ke snizeni
exprese Cdk4. Protein GATA4 dokaze regulovat expresi Cdk4 vazbou na jeho promotor (Yu et
al., 2016). Kdyz byly poranéna srdce mys$i s normalni expresi cyklinu D a zaroven i
transgennich mysi, kterd méla jeho expresi zvySenou, tak se liSila reakci na poranéni. Srdce
s normalni expresi méla i po sto osmdesati dnech viditelnou jizvu a zaroven u nich nebylo
pozorovano zadné zlepSeni funkce. Oproti tomu transgenni srdce méla funkci vyrazné
zlepSenou a doslo u nich k nahrazeni ¢asti poranéného srdce nové vytvofenym funkénim
myokardem (Hassink et al., 2008). Dalsi studie, kterd zkoumala zvySenou expresi cyklini D
(D1, D2, D3) v jadfe u transgennich mysich, pozorovala vétsi mnozstvi bunék se zvysSenou
syntézou DNA. Po poranéni srdce byla syntéza DNA patrna jen u D2 transgennich mysich.
Spole¢né s tim sto padesat dni po poranéni dochézelo k cytokinezi kardiomyocytl a stejné tak
1 k zmenSeni jizvy (Pasumarthi et al., 2005).

Dalsi molekula, jejiz aktivita musi byt inhibovana v kardiomyocytech, aby doslo
k proliferaci, je MAP kinaza p38 (Engel et al., 2005). p38 MAP kinaza je v aktivnim stavu
zodpoveédna za diferenciaci bun¢k (Davidson and Morange, 2000). Inhibice p38 spolecné s
expresi FGF1 molekuly, ktera je zodpovédnd za zlepSené prokrveni srdce, diky Castecné
neovaskularizaci jizvy zpusobila lepsi funk¢nost srdce po poranéni. Bylo pozorované zvyseni
mitozy, proliferace bun€k, spolecné se zmensenim jizvy oproti mysim s neinhibovanou expresi
(Engel et al., 2006). ZvySena mitéza v CM byla pozorovéna i u srdci, u kterych namisto pouziti
FGF1, doslo ke stimulaci molekulou NRG-1-1 (neuregulin — neuregulin) (Engel et al., 2005).
Jedna se o ristovy faktor. Pro funkéni stimulaci expresi NRG1 je zapotiebi, aby byl v komplexu
se svym tyrosin kindzovym receptorem ErbB4. Tento komplex je schopny indukovat proliferaci
1 v dospélém srdci. V takto stimulovanych dospélych srdcich dochézi k proliferaci piivodnich
diferenciovanych CM, nikoli progenitorovych bunék. Po prodélani IM méla srdce s
NRGI1/ErbB4 komplexem lepsi funkcnost a zaroven 1 zmenSenou velikost jizvy, coz bylo
zpisobené nahrazenim poskozenych bunék novymi bunikami vzniklymi proliferaci z
diferencovanych bunck (Bersell et al., 2009). Dalsi studie objevila NRG1 a ERBB2 jako
komplex potfebny pro proliferaci. Kdyz doslo ke knock out ERBB2, doslo ke snizeni
proliferace. Zatimco, kdyz doslo ke zvysené expresi caERBB2 v srdcich, tak bunky castéji
vstupovaly do bunééného cyklu. Buiiky schopné proliferace nejdiive podstupuji dediferenciaci.

Za dediferenciaci a naslednou schopnost proliferace je zodpovédnd molekula caERBB2
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pusobici na ERK. Jak ve zdravych srdcich tak i v srdcich po IM byla pozorovana zvySena
dediferenciace a nasledné zmenseni velikosti jizvy v porovnanim s kontrolnimi srdci (D’Uva
et al., 2015).

Srdce novorozenych mysi s odstranénou schopnosti exprimovat Gata4 nebyla schopna
regenerace. M¢éla snizenou schopnost cytokineze. V téchto srdcich dochazelo i ke sniZzené
expresi Fgf16, ktery patii do skupiny angiogennich genti. Na druhém intronu Fgf76 se nachazi
specifickda doména pro protein GATA4. Diky tomu je GATA4 schopny regulovat expresi
Fgfl6. To mohlo mit vliv na snizené mnoZstvi malych tepen v mutantnich srdcich bez
ptitomnosti Gata4 (Yu et al., 2016).

Na spravny vyvoj srdce ma vliv molekula Hippo, jejiz signalizace je zodpovédna za
spravnou velikost srdce. Tato draha funguje tim zplisobem, Ze inhibuje expresi wnt molekuly a
tim snizuje proliferaci bunék (Heallen et al., 2011). Heallen et al pozd¢ji ve své studii z roku
2013 rozpracoval vliv Hippo signalizace na regeneraci v sav¢ich srdcich, kde zjistil, ze pokud
doslo k deleci jedné z dvou komponent Hippo signalizace, Salv nebo Lats, tak byla v srdcich
pozorovana vétsi syntéza DNA neZ v srdcich kontrolnich. V srdcich s inhibovanou drahou bylo
pozorovano i lepsi uzdraveni po IM. Srdce bez Hippo drahy vykazovala tfi tydny po poranéni
zlepsSeni funkce. V téchto srdcich doslo i ke zmenseni jizvy a castéjsi vstup bunék do bunécného
cyklu. Jedna z molekul, ktera je na poslednim misté v Hippo signaliza¢ni draze, je Yap (protein
asociovany s yes — yes-associated protein), jednd se o transkripéni koaktivator (Heallen et al.,
2013). Yap molekula je vyznamna pii vyvoji srdce v raném véku. Pokud byla molekula
inhibovana, srdce byla poSkozend a dochdzelo k velmi ¢astym imrtim. KdyZ doslo k deleci
Yap, tak srdce nebyla schopna regenerace a dochazelo k zjizveni. Naopak kdyz doslo k indukci
exprese Yap u postnatalnich jedinci, tak doslo k opétovnému zvySeni proliferace. Tito jedinci
vykazovali 1 mens$i miru zjizveni po IM a vyssi proliferaci neZ kontrolni srdce (Xin et al., 2013).
Kdyz doslo u mysi starSich sedmi dni k opétovné vyssi indukci Yap, tak bylo docileno
prodlouzeni obdobi, ve kterém jsou jedinci schopni regenerovat (Porrello et al., 2011; Xin et
al., 2013). Pro schopnost Yap vyvolat bunécné dé€leni je diillezitd molekula IGF, jejiz signalni
drdhu Yap aktivuje (Xin et al., 2011). V srdcich s indukovanou expresi isoformy mIGF-1 bylo
také pozorovano zmenSeni jizvy a zlepSeni srdec¢nich funkcich po poranéni, spolecné s
proliferaci CM. mIGF-1 ptsobi pies komplex PDK1/SGK1 (fosfohistone dependentni kinaza
1 — Phosphoinositide-dependent kinase-1/kindza regulovana sérem, glukokortikoidy 1 —
Serum/Glucocorticoid Regulated Kinase 1). Tato signalizacni drdha ma ochranou funkci po
poranéni. Srdce, které méla tuto drahu indukovanou. méla mnohem mensi pocet apoptickych

bun¢k (Santini et al., 2007).
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6. Evolucni pohled

Prvni podobnost, kterou mizeme u regenerace ryb (Bevan et al., 2020) a savcti (Yan et
al., 2013) pozorovat je existence dvou riiznych typti makrofagt, které¢ se méni v prubehu opravy
tkan¢. V obou dvou ZivociSich doSlo 1 k expresi stejnych prozanétlivych molekul, jako
napiiklad IL-1p (Huang et al., 2013a; Yan et al., 2013). U krys (Cleutjens et al., 1995a) a
obojzivelnikd (Piatkowski et al., 2013) zase mlizeme pozorovat, Ze jako reakce na poranéni
dochazi k ukladani kolagenu typu IIl. U krysy (Cleutjens et al., 1995a) nedochazi pouze
k ukladani kolagenu typu III, ale nachézi se u nich 1 kolagen typu I, ktery pro zménu mizeme
pozorovat i u Danio rerio (Bevan et al., 2020).

V poranénych srdcich savcti (Cleutjens et al., 1995b) i ryb (Xu et al., 2018) také mizeme
pozorovat zvysSenou expresi MMP enzymi. U obou dvou jedincti bylo mozné pozorovat
zvysenou expresi MMP-9 (Cleutjens et al., 1995b; Xu et al., 2018). V rybich srdcich byl druhy
aktivovany enzym MMP-13 (Xu et al., 2018), zatimco u saveit MMP-1 a MMP-2 (Cleutjens et
al., 1995b). Dalsi mozny rozdil v aktivité byl v dobé€, po kterou byly enzymy aktivni. V krysich
srdcich doslo ke sniZeni na stejné mnozstvi jako v kontrolnich srdcich jiz ¢trnact dni od
poranéni (Cleutjens et al., 1995b), zatimco u zebfiCky byla MMP aktivita pozorovana i tficet
dni od kryo poskozeni (Xu et al., 2018).

Ve vsech tiech pozorovanych zivocisich je pfi regeneraci pfitomny transkripcni faktor
gata4 (Kikuchi et al., 2010; Witman et al., 2011; Yu et al., 2016). Jak u Danio (Gupta et al.,
2013), tak u novorozenych savci (Yu et al., 2016) je mozno pozorovat dulezitost gata4 pti
regeneraci. V obou pozorovanych organismech byla regenerace srdce zastavena po inhibici
exprese gata4 (Gupta et al., 2013; Yu et al., 2016). GATA signalizace nema ale vliv jen na
regeneraci. Jeho pfitomnost je mozné nalézt i pfi vyvoji srdce u vSech tfech pozorovanych
jedinct (Reiter et al., 1999; Peterkin et al., 2003; Zhao et al., 2008).

Cyklin dependetni kindzy jsou v regenerujicich srdcich zebticky inhibovany molekulou
Brgl. Kdyz doslo k znemoznéni vypnuti cyklin dependentnich kinaz inhibici Brgl molekuly,
byla snizena proliferace CM (Xiao et al., 2016). V sav¢ich srdcich se cyklin D nachazi
v cytoplazmé, zatimco pRb (Tamamori-Adachi et al., 2003), kterou cyklin D v kompexu s CDK
hyperfosforyluji (Kato et al., 1993), se nachazi v jadie. Kdyz doslo k vlozeni cyklinu D do
jadra, doslo ke zvysené¢ fosforylaci pRb a byla pozorovana zvysena proliferace CM (Tamamori-

Adachi et al., 2003). Tyto tii poznatky (Kato et al., 1993; Tamamori-Adachi et al., 2003; Xiao
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et al., 2016) naznacuji, Ze lokalizace CDK v sav¢ich CM brani regeneraci srdci pravé
nechopnosti hyperfosforylace pRb.

Jak v sav€ich srdcich (Engel et al., 2005) tak v srdcich Danio rerio (Jopling et al., 2012)
je nutnd inhibice p38 MAPK k Gsp&$né regeneraci.

V poranénych srdcich zebticky je pozorovand exprese raldh2 molekuly jak v buiikdch
endokardu (Kikuchi et al., 2011) tak buiikach epikardu (Lepilina et al., 2006). Kdyz se
zkoumalo, zda dochazi k stejné expresi raldh?2 1 u sav€ich organismii, byly pozorovany znacné
rozdily. V sav¢ich srdcich nebyla pfitomnost raldh2 detekovana v bunkach endokardu.
V bunkach epikardu se nachdzelo pouze v malém mnozstvi, a to piedevSim v buikach
nachazejicich se pobliz rany. V dalSich typech bun¢k, ve kterych byla tato exprese pozorovana,
byly bunky, které mély podobnost se zanétlivymi ¢i fibrotickymi buitkami. Tato exprese byla
ale velmi sniZena jiz po sedmi dnech od poranéni. Naproti tomu syntéza v bunkach endokardu
u Danio rerio je vyznamna pro regeneraci. Kdyz doslo k inhibici syntézy, doslo i ke zmensené
proliferaci CM (Kikuchi et al., 2011).

Pii vyvoj srdce mlizeme pozorovat, ze jak Danio rerio (Lavine et al., 2005) tak mys$
(Reifers et al., 1998; Marques et al., 2008) maji aktivni FGF signalizaci. Pokud doslo k inhibici
FGF signalizace, byla u obou modelovych organismil pozorovana mensi srdce (Reifers et al.,
1998; Lavine et al., 2005; Marques et al., 2008). Tato signalizace ma 1 zdsadni vliv pfi
regeneraci srdce u zebticky, kde je FGF signalizace podstatna pro spravnou neovaskularizaci a

invazi bun€k epitelu do noveé vzniklé tkané (Lepilina et al., 2006).
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7. Z.avér

Cilem prace bylo nastinit zakladni mechanismy a rozdily v regeraci a hojeni poranénych
srdci.

PrestoZe ve vyvoji srdce, jak na molekularni tak v obecné roving, miizeme pozorovat
urcité podobnosti napfi¢ organismy, reakce na poranéni probiha u zastupct rozdiln€. NejveEtsi
pozorovatelny rozdil je, Ze n€které ryby a obojzivelnici maji schopnost nahradit poskozenou
tkan nove vzniklym svalem z jiz existujicich bunék, ve srovnani se savci, u kterych namisto
toho dochézi k nekrotizaci tkdn¢ a nasledné vymeén¢ za zralou kolageni jizvu.

Schopnost regenerace srdce miizeme pozorovat predevSim u ryby Danio rerio, ktera je
dlouholety a velmi dobfe prozkoumany modelovy organismus. Regenerace jsou schopni i
nektetfi obojzivelnici. PfedevSim colci, kteti si zachovavaji celoZivotni regenerani schopnost
v porovnani s zdbami, kde je regenerace v dospé€losti schopny Xenopus tropicalis, zatimco
Xenopus leavis nedokéze po metamorfoze regenerovat.

U zebfticky je viditelna reakce na poranéni odehravajici se v celém srdci. Po poranéni
dochazi k dediferenciaci ptivodnich kardiomyocyti nachazejicih se v srdci, které nasledné na
to proliferuji. Aktivuji se bunky epikardu a endokardu, aktivace je viditelna nejdiive v celém
srdci a v priabéhu regenerace se lokalizuji na poskozenou cast srdce. V endokardu a epikardu
jsou dulezité naptiklad molekuly raldh2, nrp ¢i fgf. Ze zjisténych informaci je patré, ze pro
regeneraci jsou dilezit¢ molekuly, které maji vliv na angiogenezi (vegf, pedgf). Stejné tak, ze
se na vzniku nové tkané podileji z velké ¢asti kardiomyocyty pozitivni pro transkripéni faktor
gata4, ktery je ovliviiovan velky mnozstvim jinych molekul, naptiklad igf, NF-kB, brgl, a bez
aktivace gata4 je regenerace znemoznéna.

I ptes dlouholeté ndzory, ze lidska srdce jsou neschopné regenerace z diivodu, Ze jsou
srde¢ni bunky postmitotické a neschopné déleni, se ukazuje, Ze to neni pravda a v lidskych
srdcich ke vzniku novych bun€k dochazi. Tento poznatek spolecné s odhalenim signaliza¢nich
drah, které¢ jsou zodpovédné za nemoznost regenerace, naptiklad (Meis!, cdk), a tvorbu jizvy,
by v budoucnu mohl vést ke vzniku klinické 1éCby, kterd by pomahala pacientiim po poranéni
srdce. Nad¢ji nam dava i poznatek o tom, Zze srdce novorozenych savcl jsou regenerace

schopna.
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