UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Piirodovédecka fakulta
Studijni program: Biologie
Studijni obor: Biologie

Kristyna Skuhrova

Mechanismus riistu pievodniho systému srde¢niho

Mechanisms of growth of the cardiac conduction system

Bakalafska prace

Skolitel: Prof. MUDr. David Sedmera, D.Sc

Praha, 2015



Chtéla bych podékovar Prof. MUDr. Davidovi Sedmerovi, D.Sc. za odborné vedeni, vécné
pripominky a trpélivost pri konzultaci a vypracovani bakalarské prace. Mé podekovani patri téz
Mgr. Martiné Gregorovicové za spolupraci pri vyhledavani zdrojii a korekturu prace. Na zaver bych

chtela podekovat i rodiné a prateliim za podporu a trpélivost.

Prohlasuji, zZe jsem tuto bakaldrskou praci vypracovala sama z uvedené literatury a na zdkladé
konzultaci se svym Skolitelem. Tato prdce ani jeji podstatna cast nebyla predlozena k ziskani jiného

nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 14. 05. 2015



Abstrakt

Nezavislost na nervové soustavé a schopnost pravidelného rytmu jsou vlastnosti, které srdci
zajistuje prevodni systém srdecni. Pfevodni systém se skladd ze sinoatridlniho uzlu, internodalnich
spoji, atrioventrikularniho uzlu, atrioventrikularniho (Hisova) svazku, pravého a levého Tawarova
raménka a terminalni sit¢ Purkyiovych vlaken. Tento systém je vSak Castym zdrojem poruch
srdeéniho rytmu neboli arytmii. Okolo pfevodniho systému stale zstava mnoho nezodpovézeno i
pfes to, Ze jeho rist izce souvisi se vznikem celého srdce. Béhem vyvoje srdce dochazi k vyraznym
zménam, kdy se linearni trubice vyvine v dospély ctyfdutinovy organ. Staceni a vytvareni srdecnich
dutin ovliviluje pfesun prvotniho pacemakeru z kaudalniho konce linearniho srdce do oblasti pravé
sin¢. Prenatalni rast srdce je zajistén bunéfnou proliferaci neboli hyperplazii. Brzy po narozeni
dochazi k prudkému zastaveni bunécného déleni a bunky rostou ve svém objemu, tj. hypertrofii.
U nékterych druhd se mohou bunky rozSifovat vyhradné hypertrofii nebo hyperplazii v brzkém
postnatalnim obdobi. Pravé mys je jednim z organizmi, jehoZ rust je zajistén kombinaci proliferace a
hypertrofie. Ve vétsiné dospélych kardiomyocytt jsou obsazeny dvé jadra, dvoujadernost bunék je
vsak dosazena az n¢kolik dni po narozeni. U mysi mize byt indukce Purkynovych bunck zajisténa

transkripénimi faktory, jako je naptiklad endotelin ¢i neuregulin.
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Abstract

The ability to produce regular rhythm and independence of nervous system and are some of the
features of the cardiac conduction system. The conduction system comprises the sinoatrial node,
internodal tracts, the atrioventricular node, the atrioventricular (His) bundle, its right and left branches,
and the terminal network of Purkinje fibers. However, this system is frequently the cause of the
cardiac rhythm disorders, i.e., arrhythmias. There are many unanswered questions about the
conduction system, even though its development is closely connected to the growth of the whole heart.
The heart undergoes many dramatic changes during its development, such as modification of linear
heart tube into the mature four-chamber organ. Looping and forming chambers cause change of
localization first “pacemaker” from the caudal end of the heart tube to the area of the right atrium.
Prenatal growth of the heart is based upon cell proliferation or hyperplasia. The cell divisions are
rapidly stopped soon after birth and the cells start to grow by increase in volume, i.e., hypertrophy.
The cells of some species can expand hyperplasia or hypertrophy in early postnatal period. The mouse
is one of the organisms with the cell expansion provided by combination of proliferation and
hypertrophy. Most of the adult cardiomyocytes contain two nuclei; however, the binucleation of the
cells is achieved a few days after the birth. The induction of Purkinje cells of the mouse can be

provided by the transcription factors, e.g., endothelin and neuregulin.
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Seznam zkratek

AVK - atrioventrikularni kanal
AVS — atrioventrikularni septum
AVU - atrioventrikularni uzel
ED — embryonalni den

ET-1 - endotelin-1

HS — Histv svazek

IAS — septum interatriale

IVS - septum interventriculare
NRG-1 — neuregulin-1

PD — postnatalni den

PS — ptevodni Systém

PV — Purkynova vlakna

SAU — sinoatrialni uzel
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1 Uvod

Prevodni systém srdecni je tvoren siti specializovanych myokardialnich bunék, vytvaii pravidelny
srdeéni rytmus a zajistuje koordinovanou propagaci elektrického impulsu ke kontrakci srde¢ni
svaloviny. V sinoatridlnim uzlu vznika elektricky signal, dostava se internodalnimi spoji
do atriventrikularniho uzlu, kde dochazi ke zpomaleni vedeni. Poté pokracuje do Hisova svazku, ktery
se rozdéluje na dvé Tawarova raménka. Tato raménka se déale vétvi na Purkynova vlakna, ktera
zabihaji do srde¢ni svaloviny a pfedavaji ji impuls ke kontrakci. Jednim z nej€ast&jSich pficin umrti
u lidi jsou onemocnéni srdce a cévni soustavy. Poruchy srde¢niho rytmu (arytmie, dysrytmie) mohou
byt zpisobené pravé pievodnim systémem. Vice jak sto let je znama struktura funkce a vyznam
prevodniho sytému, piesto ohledné jeho vzniku a vyvoje ziistava stdle mnoho otaznikd. Prozkoumani
téchto nejasnosti by mohlo byt piinosné k objevu novych zpisobii diagnostiky nebo 1é¢ebnych metod
téchto nemoci.

V této praci byl vybran jako model pozorovani mys. Svou velikosti srdce se od lidi velice 1isi, ale
anatomii se srdce se velmi podobaji a napiiklad se shoduji i Vv nepfitomnosti intramuralnich
Purkynovych vlaken. Béhem vyvoje dochazi k radikalni pfeméné diky riznym posuniim a zménam,
kdy se zlinearni trubice vyvine étyfdutinové srdce. Pii staCeni linearni trubice a vytvafeni dutin
dochazi i k pfeménam v prevodnim systému. Zprvu je signal vysilan z kaudalniho konce linearniho
srdce, poté stoCenim srdce se zdroj vzruchti pfesouva na bazi srdce, kde pietrva az do dospélosti.
Pracovni myokard a prevodni systém srdecni maji shodnou bunécnou linii vzniku, proto je dulezité
zaméfit se na jeho rdst a vyvoj béhem kardiogeneze. Zajimavou soucasti stény myokardu jsou
trabekuly, tram¢ité vybézky myokardu smétujici do stiedu komory. Svou pozoruhodnou strukturou
prispivaji k pfenosu elektrického impulsu do srdec¢ni svaloviny. Béhem embryonalniho vyvoje
nahrazuji koronarni cévy v zasobovani srdce kyslikem a zivinami.

Predpoklada se, ze v prenatalni fazi rostou buniky pievazné proliferaci ¢i bunéénym délenim nebo
hyperplazii. Po narozeni nebo v brzkém postnatalnim zivoté mize dale pokracovat hyperplazie. Nebo
také muZe nastat obrovska zmeéna, kdy dochazi k raznému zastaveni bunécné proliferace. Riist organu
vSak stale pokracuje, jenom buiky nabyvaji na svém objemu, rostou hypertrofii. Zpusoby
postnatalniho rastu se u jednotlivych organismi velmi li§i. EXistuji organismy, které pfevazné rostou
hypertrofii a nékteré z vétsi casti hyperplazii. A pak jsou zde i takové, které rostou kombinaci
hyperplazie a hypertrofie, coz je velmi obvyklé u vétSiny zvifecich druhd. Mys je pravé jeden z téch
organismil, U kterych jde o kombinaci dvou zpasobii ristu. Uzce s timto se sleduje podet jader
Vv burice, dospélé kardiomyocyty vét§inou obsahuji dvé jadra. Obvykle zména jednojadernych bunék
vbuiiky se dvéma jadry <casové koresponduje s piechodem z hyperplazie do hypertrofie.
Dvoujadernosti buniky dosahuji nékolik dni po narozeni.

Terminalni ¢ast prevodniho systému - Purkyfiova vldkna se skladaji z Purkynovych bunék. Jde

0 specialni myocyty zabihajici do srde¢ni svaloviny. Jejich velikost a struktura je pomé&rné proménliva



u jednotlivych druhd zvitat. Transkripéni faktory endotelin (ET-1) a neuregulin (NRG-1) mohou

indukovat rist Purkynovych bunék z bun¢k srdecni svaloviny u mysi a kufat.



2 Anatomie srdce savcu

Srdce patii mezi zivotné dilezité organy. Jeho hlavni funkci je zajistit cirkulaci krve
v kardiovaskularnim sytému. Krev umoziuje roznos dychacich plynd, zivin nezbytnych pro vétSinu
organt. Dohromady s odvodem odpadnich latek a produkti metabolické premény ptispiva k udrzovani
homeostazy. Vyznamnou funkci je obranyschopnost vnitiniho prostfedi téla proti nebezpe¢nym
cizorodym nebo vlastnim latkam, kterou zajist'uji krevni bunky imunitniho systému. Srdce, jako
takové je duty svalovy organ, jez je U vSech savct a ptakd rozdéleno na Ctyfi ¢asti — dveé predsing a dve
komory (Crick et al., 1998).

Mezi zZivo¢isnymi druhy jsou Casto obrovské anatomické rozdily ve stavbé srdce, ale nékdy jsou
velice nepatrné. Je obvyklé, ze tyto odliSnosti maji svou funkci pro dany druh. Nasledujici text bude
zaméfen na odchylky mezi srdcem mysi a lidi. Prvnim ptikladem rozdilu je srde¢ni frekvence. Srdce
u mysi dokaze udefit 500-700 krat za minutu, zato u lidi se srde¢ni frekvence pohybuje okolo 60-70
tept za minutu (Wessels and Sedmera, 2003). Hmotnost mysiho srdce je okolo 0,2 g a lidské maze mit
v rozmezi 250 — 300 g. Jak znaci velky hmotnostni rozdil, bude se liSit i samotna velikost srdce.
S velikosti tizce souvisi tvar srdce. Rozsah protazeni a vybouleni na srdci je dan tvarem hrudni dutiny
(Crick et al., 1998; Wessels and Sedmera, 2003). Lidské srdce oproti my$imu ma vice pyramidovy
tvar a plochou dorsalni stranu (viz Obrazek 1), coz je zpusobeno tim, Ze srdce je poloZeno na branici.
Naopak srdce mysSi ma v hrudni dutiné mnohem vice prostoru a miize se pohybovat volngji a diky
¢emuz ma vice elipsoidni tvar (Wessels and Sedmera, 2003).

Celkov¢ jsou si obé srdce anatomicky velmi podobna, maji ¢tyfi dutiny — dvé piedsiné a dvé
komory oddélené srde¢nimi pfepazkami (septum interatriale - 1AS a septum intervetriculare — IVS)
(Cihak, 1997). Mezi obéma septy se nachazi drobny septalni segment nazvany atrioventrikularni
septum — AVS. U mysi je AVS na rozdil od lidského pomérné tenké a mé vazivovou strukturu. Lidské
AVS je vyrazné¢ muskularizované a velmi silné (Wessels and Sedmera, 2003). Na srdci je mozné
rozlisit bazi a hrot (apex) srdce. Baze je kranialni $irsi ¢ast s predsinémi, kudy vstupuji nebo vystupuji
velké zily a hlavni tepny. Hrot se vyskytuje v dolni ¢asti komorové oblasti srdce, u lidi ma zaobleny
tvar (Cihak, 1997), kdezto u mysi je apex protazen vice do $pi¢ky (viz Obrazek 1)(Savolainen et al.,
2009). Lidské srdce ma velmi Sirokou bazi, zatimco u mysi neni tak vyrazny rozdil v Sifce mezi bazi a
apexem (Wessels and Sedmera, 2003).

Srdecni sval je ulozen v pevném vazivovém obalu - osrde¢niku (pericardium) se serézni dutinou,
sklada se ze dvou listti lamina visceralis a lamina parietalis (Cihak, 1997). Stérbinovy prostor mezi
listy osrde¢niku obsahuje malé mnozstvi serdzni tekutiny, ktera umoziiuje Klouzavy pohyb stén
pii srde¢nim stahu (Cihak, 1997). Srde¢ni sténa je tvofena dal$imi dvéma vrstvami: endokard a
myokard. Endokard je sloZen z jedné vrstvy endotelovych bunék podloZzené vazivem. Tato vrstva tvori
slabou lesklou blanu, ktera vystyla vnitiek srde¢ni dutiny (Cihak, 1997; Stejfa, 2007). Nejsilngjsi ¢ast

srde¢ni stény zabira vrstva myokardu. Zakladni stavebni jednotkou myokardu je kardiomyocyt, neboli



srdeéni bunka pii¢né pruhované svaloviny srdeéni a specializované bunky ptevodniho systému

srde¢niho (Stejfa, 2007).
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Obrazek 1 - Porovnani anatomie lidského (A) a mySiho srdce (B). (Wessels and Sedmera, 2003)

Krev postupné protéka srde¢nimi dutinami, ze systémovych zil vstupuje do pravé predsing (atrium
dextrum), ktera ma v porovnani se sténami ostatnich dutin nejtenéi vrstvu myokardu. Na pravou
predsiii navazuje prava komora (ventriculus dexter) (Cihak, 1997). U obou komor je dutina rozdélena
na dve casti: vtokovou a vytokovou cast. Vtokova ¢ast pokracuje od atrioventrikularniho usti smérem
Kk srde¢nimu hrotu. Postaveni vtokové casti k vytokové je v ur€itém thlu, aby byl umoznén
asymetricky proud krve. Pokracuje po obvodu a nikoli piimo do stfedu dutiny (Stejfa, 2007).
Vytokova ¢ast zacina v apexu srdce a Usti v cévé vystupujici ze srdce (Simdes-Costa et al., 2005).
Krev vracejici se z plic vtéka plicnimi zilami do levé piedsiné (atrium sinistrum), zde je svalovina
0 par milimetrd silnéj$i nez v pravé predsini. Krev dale pokracuje do levé komory (ventriculus
sinister), ktera se mize chlubit svou vyraznou tloustkou srde¢ni stény, jez je nezbytna pro tvorbu
silného srde¢niho stahu a krevniho tlaku. Vnitini sténa komor ve vtokové casti obsahuje trabekuly
(trabeculae carnea), coz jsou vystouplé svalové tramce, vytvaiejici vzhled sitoviny a jejich obdobou
jsou musculi pectinati — svalové trame¢ky v ouscich sini (Cihak, 1997). U lidi je charakteristicky
rozdil v morfologii trabekul obou komor, vlevé komofe jsou oproti pravé mnohem tenci. Mezi
komorami mysi neni rozdil tak znatelny (Webb et al., 1996).

Srdce je zpevnéno srdecnim skeletem, jenz vyztuzuje prstence chlopni. Skelet je uchycen
v myokardu, diky ¢emuz dokaze elektricky oddélovat myokard sini a komor. Jedinym elektricky
vodivym spojenim je Histiv svazek (His, 1893). Skelet je sloZen z hustého fibrozniho vaziva a ma ¢tyfi
Casti — prstence (anuli fibrosi). Pfepazku mezi predsini a komorou tvoii srde¢ni chlopné, které zajist'uji

jednostranny pritok krve srdcem a které nejsou inervované ani cévné zasobované (Stejfa, 2007).



V srdci jsou chlopné piipojeny ke ¢tyfem fibréznim prstencim srde¢niho skeletu. RozliSujeme dvé
chlopné cipaté: trikuspidalni chlopen (valva atrioventricularis dextra seu tricuspidalis), mitralni
chlopen (valva atrioventricularis sinistra seu bicuspidalis seu mitralis), dvé polomési¢ité neboli
pulmonalni chlopné (valva trunci pulmonalis) a aortalni chlopeii (valva aortae) (Cihak, 1997).
Uspotadani chlopni u lidi a my3i je obdobné (Webb et al., 1996). Slasinky dvoucipé a trojcipé chlopné
jsou u lidi dlouh¢ a je jich mnoho. Na rozdil u mysi, kde $lasinky nejsou tak vyrazné protazené a je

jich méné (Wessels and Sedmera, 2003).



3 Embryogeneze srdce se zamérenim na vyvoj myokardu

3.1 Embryogeneze srdce

Srdce je prvnim organem, ktery se vyviji a zacina byt funkéni jiz v embryonalni fazi. Vyvojovy
proces ma slozity a je nezbytné, aby srdce svou funkei zahajilo na pocatku vyvoje. U mysi vyvoj srdce
zacina jiz v poloviné osmého embryonalniho dne (ED) (Savolainen et al., 2009). Morfologie a funkce
se ovliviuji vzajemné. Tento fakt vytvaii mezi velmi odlisnymi organismy vyvojovou spojku, podle
které se vyvojovy plan srdce z prosté trubice do pln¢ vyvinutého ctyfdutinového srdce téméi shoduje
u vsech obratloveu (Savolainen et al.,, 2009; Sedmera, 2011). Celkovy tvar je casto diktovan
pozadavky Zivotniho stylu (Sedmera, 2011).

Béhem vyvoje se formuji tii zarode¢né listy: ektoderm, endoderm a mesoderm. Buiky uréené
k formaci srdce vznikaji Z mesodermalni tkané jiz v procesu gastrulace, ktera u mysi nastava jiz sedmy
den po oplodnéni. Nejprve se objevuje srpek suzlem na kranidlni strané embrya, buiiky z vrchni
vrstvy srpku postupné migruji (Challice and Viragh, 1973a). V tomto obdobi se srdce sklada
z promyokardialnich bunék smichanych se svazkem endotelialnich vlaken v budouci perikardové
duting, ktera se objevuje jako prostor v mesodermu (Moorman et al., 2003).

V kranialni Casti embrya se zaCina vytvafet primarni endokardialni trubice. Centralni nervova
soustava za¢ina masivné narustat, orofaryngova membrana se dostava dopiedu a srdce s perikardovou
dutinou se postupné sunou do oblasti krku. Pozd&ji se posouvaji do oblasti hrudni dutiny a nové
vznika srde¢ni trubice, ktera prochazi embryem (Moorman et al., 2003; Savolainen et al., 2009).
Kazda ¢ast trubicovitého srdce se sklada z vnitiniho endotelu obklopeného silngjsi vrstvou myokardu,

Vznikajici srdce je umisténo ve stfedu embrya, tvarem pfipomina obracené pismeno ypsilon a je
bilateralné soumérné (Moorman et al.,, 2003). Ramena davaji zaklad budoucim ptedsinim a
z protazeného konce se stane leva komora (de la Cruz et al., 1991). Z ramen se vytvaii kromé piedsini
i atrioventrikularni kanal (AVK) (Moorman et al., 2003). Postupné se za¢ina rozvijet vrstva myokardu,
tubularni sténa srdce se stavd homogenni. Prostor mezi dvéma vrstvami srde¢ni trubice vypliuje
extracelularnim matrix — srde¢ni rosol (De Haan, 1965).

Kolem osmého ED u mys$i vznika prvni kontrakce v pribéhu rozSifovani srde¢ni stény. Z pocatku
jsou kontrakce nepravidelné a Zenou krev riznymi sméry od sinus venosus, nejkaudalngjsi cast
trubicového srdce, kranialnim smérem k vytokové oblasti. Brzy se vSak kontrakce synchronizuji a
krev zaéne cirkulovat rovnomérné embryem. Kromé pacemakerovych bun€k neni pfevodni systém
srdecni jesté vyvinuty (Mikawa, 1999). Koronarni cévy, které zajist'uji cévni zasobeni srdce, bunky
pojivoveé tkané a autonomni nervy se objevuji az v pozdejsich fazich (Manasek, 1968).

Srdecni trubice se postupné prodluzuje v kaudalnim i kranidlnim sméru. Brzy po prvnim srde¢nim

uderu za¢ina obdobi, kdy se srde¢ni trubice staéi a pfechazi v esovité stocenou trubici (De Haan,



1965). Tento proces je velmi dynamicky a jde o prvni asymetrii v embryu a vétSinou nekonéi pouze
jedinym zahnutim. Zato¢eni mize byt zpisobené akumulaci bunék, odlisnou bunéénou velikosti nebo
I pfitomnosti bunécnych piivéskl na jedné strané, coz zplsobi ohnuti v jednom sméru (Mjaatvedt et
al., 1999). U mysi tato faze trva piiblizné od osmého do jedenactého ED (Savolainen et al., 2009).
Prvni projev levo — pravé asymetrie v embryu se objevuje jako zakfiveni tubularniho srdce smérem
doprava a pii pohledu zeptedu ma tvar pismene C. U vSech organismt se srde¢ni trubice staci stejné
(Yost, 1995). Tato asymetrie je nezbytna pro vhodnou orientaci srde¢nich dutin a nasledné napojeni
cév. V tomto obdobi maji sin¢ a komory vyhranéné oblasti, kde se pozdéji zacnou vytvaret. Po staceni
se objevuje naznak rozdeleni piedsini od komor, oddéleni je ur¢eno AVK podél docasné vyrazné
protazeného vytokového traktu (Moorman et al., 2003). Kranialni ¢ast vytokové oblasti se posouva
doprava a pozdgji se stane pravou komorou. Kaudalni ¢ast trubice se sune doleva a z ni se stane
v budoucnu leva komora (viz Obrazek 2). Toto se shoduje s konceptem druhého srde¢niho pole, ktery

byl uréen diky klonalni analyze (Lescroart et al., 2010).

Obrazek 2 - Formace srde¢nich
dutin 37. ED u lidi. (Moorman et al.,
1998)

ED=embryonalni den
OFT=vytokovy trakt
AVC=atrioventrikularni kanal
IFT=vtokovy trakt
ERA=embryonalni prava sii

ELA=embryonalni leva sin

Trubicové srdce ma kontrakci podobnou peristaltickym pohyblim, nyni se postupné zacind ménit a
funkéné piipomina dospélé srdce. Signal vzruchu je vysilan z pravé ¢asti myokardu — vtokova oblast
srdce, kde se rozprostira anteriornim smérem pies cely myokard (Mjaatvedt et al., 1999). Rychlost
vzruchu je vSak stale jest¢ pomald a krev se posunuje peristaltickym pohybem. Stoc¢ené srdce jiz
nedosahuje stejnych hodnot vypuzovaci frakce jako srdce trubicové, ale srde¢ni objem a sila
vypuzovaci frakce je vétsi (Sedmera, 2011).

Zmény v myokardu se objevuji po staceni srde¢ni trubice, naptiklad se odstranuje srde¢ni rosol
z predsini a komor. Odlisnym ristem stén a kroucenim srde¢ni trubice dochazi k formovani srde¢nich
dutin (Moorman et al., 2010; Moorman et al., 2003). Budouci pifedsiné se objevuji jako ovoidni
segmenty s distalni ¢asti ze dvou primordii, které jesté nevznikly jako samostatné dutiny. Oddéleni
predsini od komor nastava jedenacty ED (Savolainen et al., 2009). K aplnému vyvoji levé piedsiné je

nezbytné, aby embryo mélo jiz formované plice a plicni zasobeni (Moorman et al., 2003).



Bunky komor jsou dopravovany z protazeného konce vytvofeného v trubicovém srdci. V této dobg jiz
krev musi prochdzet dvéma castmi trubicového srdce a pomalu dosahuje vytokového traktu, jak se
trubice ohyba. Po staceni srdecni trubice vznika vnitini a vnéjsi zakiiveni. Apikalni ¢ast dvou komor
se vybouli z vné&jsiho ohnuti a vytokova ¢ast dava zaklad apikalni ¢asti pravé komory (Moorman et al.,
2003; Sedmera, 2011). Zacatek vytvareni apikalni ¢asti levé komory se ukazuje uz pied staenim
srdecni trubice. Hlavnim krokem je odd€leni komor od pfedsini, které se projevuje vyboulenim
sekundarniho myokardu z vnéj$iho ohybu srde¢ni trubice (Moorman et al., 2003). Kompletni oddéleni
vytokového traktu a srde¢nich komor probihd béhem tfinactého ED, septace pifedsini nastava az
nasledujici den (viz Obrazek 3). Koronarni cévni zasobeni se zacind vytvafet od patnactého

do osmnactého ED (Savolainen et al., 2009).
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Obrazek 3 - Sagitalni fezy my$im srdcem b&hem embryonalniho vyvoje. (Savolainen et al., 2009)

Myokard komor se rozsifuje a zacina se rozprostirat do lumen dutiny srde¢ni (Challice and Viragh,
1973a). Kardiomyocyty se specializuji do trabekul od desatého do étrnactého ED vyvoje u mysSi
(Savolainen et al., 2009). Komorové trabekuly zabiraji vétSinu tloustky komory a zprvu se objevuji
jako houbovita sit’ dobfe diferenciovaného svalu (viz Obrazek 3). Umoziuji tak difuzi kysliku a zivin
v myokardu, ktery jesté v tuto dobu neni opatien cévnim zasobenim koronarnich tepen ; Mjaatvedt et
al., 1999). Sit’ trabekul v komorové sténé¢ ma velky vyznam pro pievodni systém srde¢ni (de Jong et
al., 1992) a u mysi vznikaji desaty ED (Sedmera and McQuinn, 2008) a ukazuje morfologickou
diferenciaci mezi pravou a levou komorou (Moorman et al., 2003).

Pfevodni systém srde¢ni po formovani srde¢nich dutin postupné dozrava. Mezi vedenim
v predsinich a komorach se objevuje zpozdéni, které je zpisobené pomalym vedenim vzrucht skrz
AVK (Sedmera, 2011; Sedmera et al., 2000). V této fazi, vybouleni dutin, je stupefi bunécné
proliferace nejvyssi, poté se jiz jen snizuje (van den Berg et al., 2009). Trabekulované srdce je
V podstaté srovnatelné se srdcem dospélym, dojde jiz jen k drobnym modifikacim (Sedmera, 2011,
Sedmera et al., 2000).



3.2 Vyvoj myokardu

Myokard, pfi¢né pruhovana svalovina srdecni, ve stén¢ srdecni zabird nejvétsi prostor. Z jedné
strany ho obklopuje vnitini endokard a z druhé vazivovy obal srdce — epikard (Cihak, 1997). Sklada se
ze srde¢nich bun€k — kardiomyocytu a specializovanych bunék pievodniho systému. Svalovina komor
ma tfi vrstvy: zevni, stfedni a vnitini. Myokard je déle rozdélen na pracovni myokard a pfevodni
systém srdec¢ni. Srde¢ni skelet funguje jako elektricka izolace mezi myokardem sini a komor.
O ptivodu myokardu se dfive velmi spekulovalo, ale dnes je jiz znamo, ze pochazi ze splachnického
epitelu neboli splachnopleury. Kubické splachnické buniky formuji zhusténou vrstvu splachnického
mesodermu (Challice and Viragh, 1973b). S timto souhlasi studie, ve které byly zkoumané bunky
myokardu a bun€k hladkého svalstva urCeny geneticky zna¢eny NKky2.5. Dohromady s embryonalni
transplanta¢ni studii podporuji pfistup, ktery uréuje vznik ze spole¢ného bunééného prekurzoru (Wu et
al., 2006).

Diive jsme se domnivali, Ze myokard vznika pouze z jednoho zdroje myokardialnich prekurzort.
Nyni je jisté, ze vznika ze dvou odlisnych srde¢nych poli myokardu. Rozliseni mezi dvéma typy
srde¢nich poli je upevnéno diky studii bunéénych linii v mySich. Toto zkoumani je zaloZeno
na znaceni B-galaktosidazy v retrospektivni klonalni analyze (Meilhac et al., 2004). V poloviné
devatého ED se objevuji dvé kategorie klona s odlisnym umisténim v trubicovém srdci (Buckingham
et al., 2005; Meilhac et al., 2004). Prvni linie obsahuje obé& komory, AVK a obé siné. Pod druhou linii
spada vytokovy trakt a vSechny ostatni srde¢ni oblasti bez levé komory. Ob¢ linie jsou tedy pfitomny
v pravé komoie, AVK a v obou piedsinich. Vytokovy trakt vznikd pouze z druhé linie a leva komora
se vytvafti jen z prvni srdeéni linie. Myokardialni pfispévek prvni a druhé srde¢ni linie se shoduje
hypotézou vzniku myokardu ze dvou srdeénich poli (Buckingham et al., 2005).

Poté co se v bunkach projevi prvotni kontrakce, nejsou buiiky jesté plné specializované a maji stale
malo rozliSené intracelularni struktury (Challice and Viragh, 1973b). Vznik myokardu zacina
do devatého ED v dorsalnim mesokardiu, soucasné¢ se myocyty dostavaji do AVK a vytokového
traktu. Existuji dva zplisoby myokardové formace: myokardizace a diferenciace. Prvni Se projevuje
rustem kardiomyocytd do mesenchymu a druhy zplsob je pfevod nesvalovych bunék na srde¢ni
svalové bunky. Vétsina kardiomyocytti vznika z jiz vytvorenych myokardialnich bun¢k (Kruithof et
al., 2003).

Preména kardiomyocytl z piivodnich nesvalovych bun€k se vyskytuje pouze v nékterych ¢astech
srdce. Naptiklad dorsalni strana sinus venosus vznika Cisté ze splachnického epitelu. Naopak
ve ventralni ploSe a kaudalni ¢asti se objevuji rozptylené shluky bunék z mesemchymu, postupné se
v nich zac¢inaji vyvijet myofilamenty a jsou propojeny s vyvinutou epitelialni vnéjsi vrstvou. V této
fazi neni rozeznatelny rozdil ve tvaru a struktufe mezi rozprostienymi shluky bunék a epitelialnim

mesenchymem (Challice and Viragh, 1973b).



Daéle srde¢ni buniky doprovazi dalsi specializace, které je odlisi od ostatnich epitelidlnich bunék.
Prvnim procesem je fibrilogeneze, kde je mechanismus velmi podobny jako u kosterni svaloviny.
Spojeni aktinu a myosinu se u mysi objevuje uz od sedmého do osmého ED, ale samotna burika je
zatim velmi malo diferenciovana. PocateCni embryonalni svalova buiikka ma jednodussi bunécnou
membranu, cytoplazma je tvofena pouze amorfnim materidlem s filamentovym podkladem (Challice
and Viragh, 1973b).

Architektura myokardu prochazi béhem vyvoje né€kolika kroky. Nejdfive ma myokard epitelidlni
charakter uspotfadany do dvou vrstev. V dal§i ¢asti vyvoje se zalinaji tvofit trabekuly, srdecni
tramcina, ktera zasahuje do lumen srdce (Sedmera, 2011). Nasledujicim krokem je zpevnéni basalniho
podkladu trabekul, které se obdobim shoduje s vyvojem koronarniho cévniho systému z epikardu.
Posledni fazi je vyvoj vicevrstevnatého spiralniho systému komor (Sedmera et al., 2000).
V tubularnim srdci existuji pouze minimalni regionalni rozdily ve struktufe stény, jez je slozena

Z jedné nebo dvou vrstev bun¢k, srde¢niho rosolu a endokardu (Sedmera and McQuinn, 2008).

(A) Transverzalni fez komorami 11 embryonalni den. (B) Transverzalni fez komorami 14
embryondlni den, jiz je vyvinutd prepazka mezi komorami a neni velky rozdil v mnoZzstvi

Obrazek 4 - Pocatecni (A) a sekundarni (B) trabekuly v obou komorach mysi. (Sedmera et al., 2000)

Trabekuly se tvofi na vnitini vrstvé srde¢ni stény a zacinaji byt viditelné v blizkosti nejvétsiho
stoCeni srde¢ni trubice v oblasti primitivni komory (Challice and Viragh, 1973a). Rostou od apexu
dorzoventralné¢ a postupné dosahuji stiedu komory, poté se listy primitivnich trabekul méni
ve fenestrované lamely. Rozdil mezi pravou a levou komorou je dobie viditelny (viz Obrazek 4).
Na rozdil od ptakid neni stale tak vyrazny, trabekuly mysiho srdce jsou v levé komote robustnéjsi a
plossi nez v pravé komote, kde jsou mnohem jemnéjsi a kratsi. Po skonCeni septace komor dostavaji
trabekuly apiko-basalni orientaci a ovliviiuji definitivnimu tvar komor - cylindricky tvar levé komory
a tvar vlastovciho hnizda u pravé komory (Sedmera et al., 2000).

Predsinové hiebenité svaly, obdoba trabekul v komorach, se zacinaji vyvijet v budoucich ouscich
predsini poté, co se zahaji odd€lovani predsini. Vedeni vzruchu se objevuje soucasné s vyvojem
ptedsing, prenasi impuls rychle z pravostranného sinoatrialniho uzlu (SAU) do levé predsing. Pozdéjsi
zrychleni impulsu vznika podél listy (crista terminalis) vytvoreného z hiebenitych svald, které se vétvi

z koncového vrcholu smérem K sifiokomorovému Zzlabku. Tyto svaly maji dvé hlavni funkce: zpevnéni
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pomérné tenké sifiové stény a vytvoreni morfologického podkladu hlavnich cest pfevodniho systému
(PS). Tyto cesty PS se zde vyskytuji, aby zajistily synchronni aktivaci a kontrakci ptedsini a zaroven
rychly pfevod impulsu od sifioatridlniho uzlu k atrioventrikularnimu uzlu (Sedmera and McQuinn,
2008).

Trabekuly v komorach jsou velmi husté rozvétvené, vizualné vypadaji jako vostinovita struktura. Je
zajimavé, Ze V pravé komote se objevuje bohatsi apikalni trabekulace nez v levé komote. Trabekuly
nabyvaji to¢ité konfigurace a obraceji se levotoCivé, jak bézi od apexu k bazi (viz Obrazek 4)
(Sedmera et al., 2000). Dalsi zménou ve fetalnim obdobi je kompaktizace myokardu kompaktni
vrstvou. VétSinu Sife komorové stény tvotri komorové trabekuly, chybi jim vSak cévni zasobeni.
Dutinu ohrazuji vné&j§i myokardovou vrstvou, ale k samotné kontraktilni aktivit¢ moc nepfispivaji.
Kompaktni vrstva je ptitomna v srdcich vSech savcu, ale obvykle se u jednotlivych druhti vyskytuje
s pozménénou strukturou (Sedmera and McQuinn, 2008; Sedmera et al., 2000). Existence kompaktni
vrstvy se objevuje soubézné se vznikem srdce. Vrstva zprvu roste pomérné pomalu, rychlost rlstu
zavisi hlavné na bunééné proliferaci. Rust srdce je dan piibyvanim bunék na okraji, buiiky ve vnitini
strané se posouvaji do trabekul, kde pokracuji s proliferaci v pomalejsim méfitku (Sedmera et al.,
2000).
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4  Prevodni systém srdecni

Buriky pievodniho systému srde¢niho jsou specializované buniky schopné vytvaret vzruchy. Vedou
je rychle celym srdcem, a tim dokazou aktivovat burniky pracovniho myokardu ke koordinované
kontrakci srdce (Cihak, 1997). Jednotlivé &asti PS jsou od pracovniho myokardu izolovany pojivovou
tkani az na termindlni ¢ast PS, Purkynova vldkna. Systém vynika tfemi hlavnimi vlastnostmi —
autonomie, automacie a rytmicita. Autonomie zajistuje srdci ¢asteCnou nezavislost, coz je velmi
odlisné od ostatnich svalovych organt. Kontrakce v srdci vznikaji nezavisle na centralni nervové
soustavé a humoralnich mechanismech, vegetativni nervovy systém ovliviiuje pouze frekvenci a silu
srdeénich stahti. Automacie srdce je schopnost samostatné si vytvaiet opakujici se impulsy k jeho
vlastni kontrakci. Posledni vlastnost — rytmicita zajiStuje, Ze ke vzruchim dochézi s urcitou

pravidelnosti (Moorman et al., 1998; Trojan, 2003).

4.1 Usporadani prevodniho systému srdecniho

Cely systtm se skladd znckolika Ccasti:

sinoatrialni uzel (SAU), internodalni sinové
spoje, atrioventrikularni uzel (AVU), Hisuv
svazek (HS), Tawarova raménka a Purkynova
vlakna (PV) (viz Obrazek 5). Propojeni Hisova
svazku a Purkynovych vldken do jediného
sytému bylo poprvé popsédno Sunao Tawarou
vroce 1906 (Tawara, 1906). Vzruch se vytvari
Vv oblasti sinoatrialniho uzlu (Keith-Flackiv uzel),

ktery je bran jako hlavni pacemaker (zdroj

vzruchil) srdce, je lokalizovany v pravé predsini

AVN AVB

subendokardidln¢ u vstupu horni  duté ley SAN=sinoatrialni uzel; AVN=atrioventrikularni uzel;

(Davies 1942). Ovalné protazeny SAU J e uloZen AVB=atrioventrikularni svazek; rBB=pravé Tawarovo
' raménko; RA=prava sin; RV=prava komora

napric ve stene prave Sinc a Obklopen pracovnim Obrizek 5 - Schematické uspofadani dospé&lého

myokardem (éihék 1997- Sedmera and Gourdie prevodniho systému srdeéniho u lidi. (Netter, 2010)

2014). Zde se objevuji tfi typy buné€k. Prvnim typem jsou nodalni myocyty. Oproti bunikam
pracovniho myokardu jsou bledé, maji méné organel a ¢asto velmi proménlivy tvar, povazujeme je
za zdroj rytmicity. Dals§im druhem jsou myocyty pifevodniho typu, oproti nodalnim myocytim jsou
mensi a kratsi. Jsou na hranici mezi nodalnimi myocyty a bunkami pracovniho myokardu, strukturu
maji velmi variabilni. Pfebiraji vzruch od nodalnich myocyti, samy ho vedou pomalu a piedavaji
bunkam typu Purkynovych vlaken, coz je posledni typ bunék. Tyto myocyty jsou o trochu kratsi a Sirsi
nez nodalni, nemaji mnoho fibril, ale maji mnoho mitochondrii, glykogenu a dobfe vyvinuty tubularni

systém. Ve srovnani s ostatnimi kardiomyocyty vedou impuls rychle (Cihak, 1997).
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Z SAU se vlna depolarizace $ifi internodalnimi sifiovymi spoji neboli preferenénimi drahami
pracovniho myokardu pravé predsing, kterymi jsou Wenckebachtiv svazek, Jamesuv svazek a
Thoreltv svazek (Cihak, 1997). Zde vedou impuls rychleji nez oby&ejny pracovni myokard predsiné a
vzruch se dostava do atrioventrikularniho uzlu (Aschoff-Tawartv uzel). Nepravidelné ovalny AVU se
nachazi sagitalné polozeny na piepazce predsini a komor pod endotelem (Davies, 1942). Zde se
vyskytuji pouze dva typy myocytd, hloub¢ji ulozené nodalni myocyty a na periferii uzlu bunky typu
Purkyiiovych vlaken (Cihak, 1997). Hlavni funkci AVU je zpomalit rychlost vedeni signalu do komor,
¢imz vznika zpozdéni mezi aktivaci sini a komor (Bakker et al., 2010). Toto zpomaleni umoziuje
nejen naplnéni komor krvi, ale také tim brani vzniku komorovych tachyarytmii (Sedmera and Gourdie,
2014). V ptipad¢ poskozeni SAU jako primarniho pacemakeru, mize AVU prebrat funkci hlavniho
udavace rytmu (Bakker et al., 2010).

Na AV uzel navazuje Histv svazek (HS) neboli atrioventrikularni svazek, ktery tvofi ptevodni
cestu mezi sini a komorou. Obklopuje ho vrstva vaziva, jez brani signalim, aby se §ifily jinou cestou
nebo aby nezanikly (Sedmera and Gourdie, 2014). Sklada se z myocyti pievodniho typu a bunck
podobnych Purkyiiovym vlaknim. Kaudalnim smérem bunék typu Purkyiovych vldken ptibyva
(Cihak, 1997). Histiv svazek se vétvi na dvé raménka: pravé a levé Tawarovo raménko. Ob& raménka
a HS sdili podobnou charakteristiku: rychly pfevod signalu a fibr6zni izolace od pracovniho myokardu
(Sedmera and Gourdie, 2014). Mezi obéma raménky je prokazatelna asymetrie. U my$i ma pravé
raménko uzkou strukturu a smérem k apexu srdce se jen malo vétvi. Naopak levé raménko se sklada
z jemnych svazki a cestou k hrotu se hojné vétvi. Rozdil se objevuje i v mnozstvi fascikul anebo
v aktivaci raménka vzruchem. Pravé raménko se prokazovalo vzdy vyssi rychlosti vedeni nez levé

raménko (Miquerol et al., 2004).

Taf VI

Koncovou ¢asti jsou Purkynova vlakna (PV), ktera
vznikaji vétvenim Tawarovych ramének a rozprostiraji
se do pracovniho myokardu (viz Obrazek 6). Timto
zpusobem ziskavaji signal ke kontrakci komor ve sméru
od apexu k bazi srdce. Jednotliva vlakna jsou slozena
pouze z velkych bunék s typem Purkynovych vlaken
(Cihak, 1997). Sit PV se sklada ze dvou druhi:

subendokardidlni  vlakna, které maji  propojeni

S raménky a zajist'uji aktivaci komor od hrotu k bazi a

Obrazek 6 - Rozkresleni Purkynovych vlaken
ve stén¢ pravé komory u lidi dle Tawary v roce

PV. Subendokardialni vlakna se 1i§i svou morfologii u | 1906 (Tawara, 1906)

druhym typem je proménliva vnitini (intramuralni) sit’

jednotlivych druhti. Oproti tomu vnitini sit’ Purkynovych vlaken se u nékterych druhti vyskytuje a
u jinych chybi. Mezi ty druhé patii naptiklad mys a ¢loveék (Sedmera and Gourdie, 2014).
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4.2 Vznik a Sifeni akéniho potencidlu srde¢nim svalem

Buriky PS jsou schopny samovolné tvofit vzruch, ten si postupné predavaji, az tim aktivuji buniky
pracovniho myokardu, ktery dok4dze vyvolat kontrakci. Srde¢ni sval oznacujeme jako vzrusivou tkan,
kterd umi pii dostatecném podrazdéni vyvolat elektrickou odpovéd’, nazyvanou akéni potencial
(Sedmera and Gourdie, 2014). VzruSiva tkan ma schopnost zménit svij akéni potencial. Jde
0 depolarizaci nebo repolarizaci membrany. V srdci ma akéni potencial vyrazné delsi trvani nez
V jinych vzrusivych tkanich. Klidova polarizace (klidovy akéni potencidl) je vlastnost vSech bunck
Vtéle, jde o rozdil mezi vngj§i a wvnitini stranou buiky. Vnitini strana membrany je negativni,
pohybuje se v rozmezi -50 a -90 mV a lisi se podle toho, zda jde o buiiku pracovniho myokardu nebo
buriku PS (Trojan, 2003).

Klidovy membranovy potencial SA uzlu se pohybuje okolo -50 mV. Prah ke spusténi depolarizace
je asi okolo - 45 mV, faze depolarizace je rychla. Akéni potencial se pfi ni dostava az na kladné

hodnoty. Divodem této zmény je otevieni sodikovych kanald a tok iontl do buiiky. Pivodni napéti

membrany se nevraci ihned, ale setrvava ve fazi A

J\/ — SAnode

platd, ktera je typicka pro srde¢ni bunky a lisi se
délkou podle jejiho typu. Fazi plato udrzuji Ca®* J\__ - A"‘“"‘\
kanaly, které umoZni tok iontd do buiky. M. — Avnode
Napomahaji k tomu i oteviené Na* kandly s tokem J\\ ——

iontd dovnitt. Dale nastdva faze repolarizace,kdy _
r "\ — Purkinje fiber

uzaviraji se kanaly Ca** a membrana zvysi svou
— Ventricle — N
= »

propustnost pro ionty K*, které proudi ven

Z buiikky. Béhem repolarizace nelze srde¢ni buiku _
Obrazek 7 - Schéma funkéni organizace a

polarizovat. Tuto fazi nazyvame absolutni | elektrofyziologicky projev jednotlivych &asti pfevodniho
systému srde¢niho. (Mikawa and Hurtado, 2007)

refrakterni  perioda.  Opakované podrazdéni

milzeme vyvolat pouze nadprahovym podnétem, a pokud klesne nap€ti membrany na -40 mV a. Toto
je obdobi relativni refraktivni faze, jez nastava po absolutni refraktivni fazi. Toto uspotradani tak brani
vzniku arytmii zamezenim rychle opakované aktivace. Pracovni myokard se 1isi od bunék PS
klidovym membranovym napétim okolo -90 mV a ¢asto miva konstantni hodnotu. Ma rychlejsi
depolarizaci, po niz nastava kratka faze repolarizace a az poté je faze platd. Nizsi hodnoty klidového
potencialu, pomala depolarizace a absence Caste¢né repolarizace je typicka pro SAU a AVU (viz

Obrazek 7) (Trojan, 2003).

4.3 Vznik a vyvoj PS

Dtive probihalo mnoho debat ohledn¢ puvodu PS. Otazkou bylo, zda je neurogenniho ¢i
myogenniho pivodu. V roce 1998 se Moorman a kol. (Moorman et al., 1998) domnivali, ze PS roste
z populace myogennich a neurogennich prekurzorti, pfiCemz vychazeli z pfitomnosti neuralnich

proteint. Nepodali vSak Zadné dtikazy, ze by PS byl extrakardialniho ptivodu. K neurogennimu
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puvodu se priklanéli hlavné diky faktu, ze svalové buiiky pfevodniho systému obsahuji proteiny, které
se téméf shoduji s neurofilamenty (Gorza et al., 1988; Vitadello et al., 1998). Nejasnosti o ptivodu PS
urovnaly retrovirové a adenovirové studie bunéénych linii (Cheng et al., 1999; Mjaatvedt et al., 1999).
Tyto vyzkumy tvrdi, Ze vSechny srdecni buiiky vychazi ze tfi embryonalnich piivodd, které se od sebe
velmi 1isi (Mjaatvedt et al., 1999). PS vznika z kardiomyocytli a zadny jiny typ srde¢ni buiiky nemuize
podnitit vznik bunék PS (Cheng et al., 1999; Gourdie et al., 1995). Coz potvrzuje i dikaz, ze
samostatny prekurzor myocytu produkuje sérii dcefinych myocytt, ktefi proliferuji spiSe svisle nez
Hurtado, 2007).

Myogenni piivod terminalni ¢asti PS je znam jiz delsi dobu. Vychazi se z jejich schopnosti ménit se
Vv kontraktilni myocyty, které jsou jiz pfitomny v embryonalnim tubularnim srdci. Nebyl vsak
prokazan myogenni pivod pro centralni PS. Bunécna populace spojend s formaci krevnich cév
indukuje vznik kontraktilnich myocytd, u kterych za¢ne dochazet ke zméné na pievodni typ tkané (viz
Obrazek 12) (Gourdie et al., 1995). Spekulovalo se, zda stupen proliferace staéi na mnozstvi
prekurzori centralniho PS, a proto musi byt dopliiovany zfad sousednich myocyti (Cheng et al.,
1999). Ale jiz je stanoveno, ze stupeni proliferace je dostate¢ny K formovani myocyt v pfevodni ose
PS (Aanhaanen et al., 2010).

Utvafeni PS ma vice hypotéz, které se snazi modelovat vznik PS. Prvnim je mnohondsobny
prstencovy model, ktery predpoklada, ze prstence tkan¢ PS jsou pfitomny uz v tubuldrnim srdci pred
vytvafenim dutin srdce (Wenink, 1976). Tato zuZeni byla pfifazena uzlovité tkani neboli tkani PS a
prekurzoram PS. Rizné metody mapovani ptuvodu a analyzy molekularni linie ukazaly, Ze linearni
srdce se sklada prevazné z prekurzori levé komory a ostatni ¢asti jsou ptidany pozdéji (Bakker et al.,
2010; Buckingham et al., 2005). Na zakladé tohoto zjisténi tento model nemuize byt pfijat
pro formovani celého srdce (Bakker et al., 2010). Dalsim modelem je ,,verbovani sousednich bunék*,
casti PS vznikaji induktivnim pfevodem multipotentnich kardiomyocytti do pocatecni sité bunék PS,
byl navrzen hlavné pro vyvoj bunék PV (Cheng et al., 1999; Gourdie et al., 2003; Gourdie et al.,
1995). Tato predstava je zaloZena na tfech objevech: struktura genové exprese, jako napiiklad Msx2,
jez znaci pritomnost specifickych bun¢k PS v brzce embryonalnim srdci. Druhym jsou pracovni
myocyty a buiiky PS vznikajici ze sdileného prekurzoru. Poslednim divodem je, Ze budouci
embryonalni buniky PS velmi brzy zastavuji sviij bunéény cyklus (Bakker et al., 2010; Thompson et
al., 1990). Pro AVU byla tato piedstava vyvracena pomoci liniové a proliferacni analyzy. AVK dava
vznik AVU, prolifera¢ni aktivita AVK je nizsi nez terminalnich ¢asti PS, ale dostate¢na pro vytvoreni
vSech ¢asti AV prevodni osy (Aanhaanen et al., 2010). U bunék AVK se objevuje model rychlé
specifikace a ristu (Bakker et al., 2010; Christoffels et al., 2010).

Myogenni pivod PS je bran jako jednoznacny, ale stale nebylo vysvétleno, jak se formuje PS
Vv celistvou sit’ v pritbéhu vyvoje srdce. Byly navrzeny dva modely, které se snazi simulovat rist PS

(Mikawa and Hurtado, 2007). Prvni model “out-growth® byl navrzen kvuli velmi nizkému nebo
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nulovému stupni DNA — syntézy, ktera se objevuje v buiikach vyvijejiciho se PS (Cheng et al., 1999).
Buniky diferenciované do PS se objevuji uvniti individualnich klinG rostoucich myocyti, rist jde
od proximalniho sméru k distalnimu konci, kde jsou pfevazné PV. Dalsi model je nazvan “in-growth®,
ve kterém jsou bunky PS rekrutovany uvnitt klonalnich oblasti a spojeny dohromady se zékladem sité
PV. Tento model se sklada z propojeni subendokardidlnich a periarterialnich PV (Mikawa and
Hurtado, 2007). Druhy model je podpofen studiemi predvadéjici nezavisly vznik Hisova svazku a
Tawarovych ramének a jejich pozdéjsi propojeni ve vyvoji (Chuck and Watanabe, 1997; Mikawa and
Hurtado, 2007).

Pied prvnim uderem srdce PS zdaleka neni dotvofen a vSechny myocyty jesté nejsou elektricky

aktivni (Mikawa and Hurtado, 2007). U obrazku 8 je vidét, Zze jako prvni funkéni ¢ast PS vznika

i

B
—

Looping

Pacemaker AV-delay and Base-to-Apex Apex-to-Base
Differentiation Ventricular Fast Conduction Propagation Propagation
> =
Unidirectional Bidirectional

(A) Primitivni pacemaker zacina vytvaiet akéni potencial v kaudalni oblasti trubicovitého srdce
(p, Zluta oblast), smér toku jde kranidlnim smérem. (B) Po stofeni posun pacemakeru
do kranialni oblasti, dochazi k atrioventrikularnimu zpozdéni a v komorach je vedeni rychlé. (C)
Jednosmérné $ifeni impulsu od baze k apexu béhem oddelovani komor. (D) Dvousmérné vedeni
signalu od apexu k bazi, nastava po oddéleni srdecnich dutin.

Obrazek 8 - Vyvoj ptfevodniho systému srde¢niho béhem staceni srdce a oddélovani srde¢nich dutin u kufete
(zaloZeno na elektrofyziologické a mapovaci studii). (Mikawa and Hurtado, 2007)

pacemaker ve vtokové oblasti v distalni ¢asti trubicovitého srdce (my$ ED 7,5). Vedeni vzruchu je
pomalé a EKG se projevuje sinusoidou (de Jong et al., 1992; Mikawa and Hurtado, 2007). Pfesun
iniciace vzruchu z prvotniho pacemakeru do SA uzlu je pfisuzovan morfologickému dotvoieni SA
uzlu, coz je u mysi dvanacty ED (Viragh and Challice, 1983). U linie mys$i s knock-in Cx40 byla
zkoumana jeho role v sinovém PS a byly objeveno, Ze vzruch je vedeny z SA uzlu jiZ po jedenactém
ED (Benes et al., 2014; Sankova et al., 2012). Akéni potencial prochazi podél bunék trubicového srdce
velmi pomalu. Béhem procesu zaktiveni se pievodni rychlost zvétsuje a vznika pomalu vedouci AVK,
ktery separuje rychlej$i vedeni v komorach a piedsinich (de Jong et al., 1992). Zpozdéni v AVK je
uUmysi prokazatelné jiz devaty ED (Rentschler et al., 2001). AV zpozdéni neni jen funkci
membranovych kanald. Akéni potencial se z bunky na bunku §ifi kanaly, nazvanymi gap junction, jez
vytvaii propojeni mezi myocyty (Lo, 2000). Rychly PS komor je posledni ¢asti, ktera se vytvari
v pritbéhu vyvoje PS. Nedospély zplsob vedeni vzruchu od baze k hrotu se méni ve vedeni od apexu
k bazi. Nevyzrala forma se objevuje v obdobi staceni tubularniho srdce a v dospélou formu prechazi

soucasné s kompletnim oddélenim komor u vétsiny savct (Gourdie et al., 2003). Piekvapivé u mysi
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tato zména (ED 10,5) ¢asové vyrazné piedchazi definitivni septaci komor (ED 14) (Rentschler et al.,
2001; Sankova et al., 2012)

Pavod pievodnich bun€k nas vede k modelu, ve kterém buiky PS vznikaji ze srdeénich myocytd.
Zde je implikovano nékolik signalnich a transkripénich kaskad v pocatcich, vyzravani a v dotvafeni
struktury PS (Pennisi et al., 2002). Mezi signalni molekuly patii Notch (Milan et al., 2006), endotelin
nebo neuregulin (Gourdie et al., 2003) a Wnt (Bond et al., 2003). Transkripéni faktory jsou naptiklad
Hop (Ismat et al., 2005), Tbx a GATA genetické rodiny (Christoffels et al., 2004), Msx (Chan-Thomas
etal., 1993) a Nkx (Jay et al., 2004).

SAU je prvni ¢asti z dozralého PS, ktera vznika ve vyvijejicim se embryu (viz Obrazek 9). Okolo
jeho vyvoje a funkce je stale jeS§t€¢ mnoho otazek. Malo se vi o mechanismu vzniku a diferenciaci
prvotniho pacemakeru, ktery plynule piejde v plné funkéni SAU (Mikawa and Hurtado, 2007). Uzel
ma velmi heterogenni strukturu, v jejimZ stfedu pfevazuji specialni pacemakerové bufiky vhodné
k iniciaci impulsu. Tyto specialni myocyty jsou obalené ¢asteéné odliSnymi bufikami na hranici mezi
burikami SA uzlu a pracovniho myokardu (Verheijck et al., 2001). Okrajova ¢ast funguje jako izolace
od sinového myokardu, aby nedochazelo k aktivaci SA uzlu vzruchem ze sifiového myokardu
(Christoffels et al., 2010). Existuji dvé moznosti, jak mize byt popsan vznik bunééné heterogenity
v SAU. Prvnim je klasicky nebo gradientni model, pti kterém dochazi k postupné zméné v uzlovité
buiiky od periferni ¢asti uzlu do sttedu. Mozaikovy model navrhuje namixované buiiky z SAU a
ze siné, které se usporadaji od okraje do stfedu. Stale neni znamo, kterou metodou je dosazeno
heterogenity tohoto uzlu (Mikawa and Hurtado, 2007). SAU se objevuje v oblasti sinus venosus jako
primordium SAU v ED 10,5 u mysi a za¢ina se vytvaiet z mezenchymalnich bunék perikardialni stény
o den pozdgji (Viragh and Challice, 1983). Rust primordia SA uzlu se odehrava pomalou proliferaci
(Christoffels et al., 2010).

AV uzlovité primordium se objevuje jako skupinka malych svalovych buné€k, které proliferuji
v nezpevnéné tkani z mesenchymu (Viragh and Challice, 1983). Stejné jako SAU jde 0 heterogenni
tkan, jez se sklada z mnoha ¢asti a odliSnych bunéénych typti. Myocyty z oblasti AVU se rozprostiraji
od AVU az k trojcipé chlopni a mitralni chlopni (viz Obrazek 9). Bunky AVU maji funkéni fenotyp
témgf stejny jako jiné asti PS, napiiklad exprese specialnich membranovych kanald, receptorii a Ca?*
regulujicich proteint, ale stale si zanechavaji jistou podobu s primarnimi myocyty (Mikawa and
Hurtado, 2007). O piavodu AVU se dfive velmi diskutovalo, ale nyni je dokazano, ze AVK obsahuje
prekurzory AVU. AVK a AVU sdili spole¢né misto, funkei i projev, které dokazuji navaznost AVU
na AVK (Eichna and DeHaan, 1961). Pocate¢ni srde¢ni trubice se pievazné sklada z prekurzori levé
komory a AVK (Buckingham et al., 2005). Casny AVK je vytvofen ze srde¢niho srpku, ktery je
z primarniho srde¢niho pole. Elektricky impuls piechazi myokardem AVK ze siné do komory (de
Jong et al., 1992). Studie na lokalizaci konexinu v AVU u hlodavci prokazala, ze formace AVU musi

vvvvvv

predpokladano (Mikawa and Hurtado, 2007).
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Histv svazek je vytvaren ze srpku vyvijejiciho se komorového septa, pravého a levého Tawarova
raménka a jeho vétve se vznikaji ze subendokardialnich myocytt podél komorového septa (Viragh and
Challice, 1983). V srdci se vyskytuji dva typy PV: subendokardidlni a intramuralni. Subendokardialni
jsou nezavislé na druhu a naopak intramuralni jsou velmi variabilni u jednotlivych druht (Moorman et
al., 1998). Subendokardialni PV vznikaji pfeménou individualnich kloni myocytta (Gourdie et al.,
1995). Histv svazek a sit’ PV nemaji stejny puvod jako AV kanal, dle sledovani jejich prekurzord jsou
od sebe oddéleny brzy ve vyvoji (Christoffels et al., 2010). Do Sestnactého ED je zah4jen vyrovnany
rist postupujici od Hisova svazku do vétvicich se PV a jejich splynuti s pracovnim myokardem

(Viragh and Challice, 1983).

8 ED

10,5-12,5ED dospélé srdce

avk=atrioventrikularni kanal, avu=atrioventrikularni uzel; ek=embryonalni
komora; Hs=Histuv svazek; lk=leva komora; Is=leva siii; ITr=levé Tawarovo
raménko; pk=prava komora; ps=prava sifi; pTr=pravé Tawarovo raménko;
Pv=Purkynova vlékna; Sau=sinoatrialni uzel; s=sin; VtT=vtokovy trakt;
VyT=vytokovy trakt

Obrazek 9 — Pribéh vyvoje srdce a pfevodniho systému srde¢niho (mys). (Christoffels et al.,
2010)

O vyvijejici se tkani PS u kufat se traduje, Zze ma vyrazné nizsi proliferaci, nez ma okolni tkan
pracovniho myokardu (Cheng et al., 1999). U mysi byla prokazana podobna situace. Byly nalezeny
oblasti s nizsi proliferaci v mistech sin¢ i komory, kde studie zna¢eni DNA odlisila nové vznikajici
Histv svazek a PV od pracovniho myokardu. Tato informace znaéi, Ze spojeni oblasti pomalé
proliferace s PS mize mit unikatni postaveni ve vyvoji vy$Sich obratlovct (Sedmera et al., 2003).

Avsak tato predstava byla upravena vysledky klondlni analyzy kardiomyocytt u transgenni mysi, kde
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autofi prokazali proliferani historii bunék v odlisnych Eastech srdce. Zaroven s timto popsali i
dvoufazovy vznik komorového PS, ve kterém bunky PS zacinaji vznikat ze spole¢ného predka
S pracovnim myokardem a jsou nasledovany omezenym proliferaénim ristem (outgrowth) (Miquerol
et al., 2010). Dvoufazovy model byl podpofen nenulovou proliferacni aktivitou bunék, které se piidaji
k linii PS (Moorman et al., 2010)

Doposud bylo vse feené zaméfeno pouze na prenatalni vyvoj, ale rist a vyvoj bunék pokracuje
dale i v postnatalni fazi zivota. Proliferace a rist bunééného objemu jsou dva mozné zplsoby
bunécného rustu (Li et al., 1996). Rist béhem prenatalniho obdobi je pfevazné zajistén bunécnou
proliferaci nebo jinak nazyvanou hyperplazii. Alternativou k hyperplazii je hypertrofie, ktera se
projevuje rastem buné¢ného objemu (Leu et al., 2001). Po narozeni u vétSiny sledovanych Zivo¢icht
dochazi ke zméné zptisobu ristu bunek, proliferacni rist bunék se vymeéni za hypertroficky rast. Tento
prechod se vétSinou objevi na pocatku novorozeneckého obdobi (Leu et al., 2001; Li et al., 1996).
Obvykle je zpisoben ztratou schopnosti bunky proliferovat. Kdy piesné dochazi k zastaveni
proliferace, se zkouma jiz mnoho let a u vyssich obratlovci se, zpravidla velmi lisi (Li et al., 1996).

V tomto vyzkumu byly pouzity metody inspirované skupinou Prof. Gerdese. Myocyty byly
enzymaticky izolovany z novorozenych srdci potkani pomoci Langendoffovy aparatury pro zpétnou
cévni perfuzi. Srdce bylo rozdéleno na drobné kousky a z nich byly enzymaticky oddéleny jednotlivé
myocyty, které byly poté zafixovany. Bunéény objem byl ziskan diky Coulter Channelyzer (Gerdes et
al., 1986), jenz méfi zmény elektrického odporu v buiice prochazejici otvorem piistroje (Li et al.,
1996). Délka buiiky byla ur¢ena klasicky z pfimého méfeni v mikroskopu a z téchto dvou udajt pak
byly vypocitany ostatni parametry. Pro uréeni poéti jednojadernych a dvoujadernych bunék se pouzilo
barveni DAPI, které se vaze v jadfe. Primérny pocet myocytl v komoie byl spoéitan z vysledki
bunééného objemu a objemu tkané komory (Gerdes et al., 1983).

Postnatalni rist myocytti u potkanti je mozné rozdélit do tii fazi dle vyzkumu Clubba a Bishopa
zroku 1984. Od narozeni do ¢étvrtého postnatalniho dne (PD) ptevazuje faze hyperplazie. Srde¢ni
bunky stale pokracuji v syntéze DNA a vétSina bunék je pouze jednojaderna. Od Sestého do ¢trnactého
PD je prokazatelna jak hyperplazie, tak i hypertrofie. Jadra myocytd se dale déli, ale celkovy pocet
bun€k neni vy$$i nez v ptedchozi fazi, vétSina bunék ma dvé jadra stejné jako myocyty dospé€lého
srdce. Béhem posledni faze od ¢trnactého do dvacatého prvniho PD (posledni zkoumany den) se
objevuje hlavné hypetroficky riist. Srdce nadale nabyva na vaze, syntéza DNA je velice nizka a
mnozstvi dvoujadernych bunék je podobné druhé fazi postnatalniho rastu (Clubb and Bishop, 1984).
Rozvrzeni do tii fazi bylo podpofeno dalsimi studiemi a ve vyzkumu Li a kol. byl uren ostiejsi
ptrechod z hyperplazie do hypertrofie, ktery se objevuje mezi tfetim a ¢tvrtym PD. Bylo to i podpoteno
faktem, kdy mezi prvnim a tfetim PD dojde k nartistu po¢tu bunék o 68% a poté pocet bunék vyrazné
nepiibyva. Béhem prvnich tii dnd se velikost bunécného objemu neméni, ale od ¢tvrtého dne bunky

zaCinaji nabyvat na objemu, jejich objem se zdvojnéasobi do desat¢ho PD. Do tfettho PD mnozstvi
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dvoujadernych buné€k neptesdhne 4%, ctvrty PD je pocet okolo 17% a dvanacty PD pocet bunck
se dvéma jadry vzroste na 90% u potkant Sprague-Dawley (Li et al., 1996).

Diive se uvazovalo o tiech moznostech vzniku dvoujadernych myocytd: splynuti jednojadernych
bunék (Przybylski and Chlebowski, 1972), karyokineze bez cytokineze (Katzberg et al., 1977) a
amitotické jaderné déleni (Grimm et al., 1970). Pfi splynuti bun¢k by mélo dojit k zdvojnasobeni
poctu zrn v jadre, ale mnozstvi zrn dvoujadernych bungk bylo stale stejné jako pied binukleaci. Coz
vyvraci hypotézu, ze by dvoujaderné buiiky mohly vznikat timto zptisobem, ale podporuje dalsi dve
moznosti puvodu dvoujadernosti bunék (Clubb and Bishop, 1984). Amitotické rozdéleni
polyploidniho jadra se objevuje u nékterych bunék organismu. Kdyby tento zptisob mél podnitit vznik
dvoujadernosti bunék, musela by byt prokazana polyploidie béhem prvnich ¢trnacti PD (Clubb and
Bishop, 1984). V tomto obdobi dochazi pouze k ptechodu bunék s jednim jadrem k dvoujadernym
myocytim, do desatétho PD je 80% bun€k dvoujadernych (Li et al., 1996). Jde tedy
0 nepravdépodobny zplsob vzniku binukleace. Karyokineze bez cytokineze se jevi jako
pravdépodobny zpusob vzniku dvoujadernych myocyti u potkanti (Clubb and Bishop, 1984). Bylo to
podpoieno i dalSimi vyzkumy, které potvrzuji nartst poctu dvoujadernych bunék béhem prvnich
¢trnacti dntt po narozeni. Kdyz probéhne DNA syntéza a jaderné déleni bez nasledujici cytokineze,
pocet bun¢k zlistane nezménény (Li et al., 1996).

Existuji i rizné vyzkumy u potkanu, které se zaméfuji na rozdily ve véku, v riznych rychlostech
rustu nebo mezi pohlavimi. Redukce novorozenecké vyzivy zptisobuje prokazatelné zmény v srdecnim
rustu, nedostate¢né ziveni potkani byly prokazatelné¢ mensiho vzrustu a jejich srdce vazilo o 100 mg
méné v dvacatém prvnim PD nez srdce normalné ziveného potkana (Bai et al., 1990). Tyto rozdily
byly prokazatelné u samct, ale ne u samic. Soucasné $patné ziveni potkani méli o 21% mén¢ myocytl
nez velmi dobfe ziveni potkani v dvacatém prvnim PD a rozdil ptetrval do dospélosti. Rozdily
v pohlavi do jednadvacatého PD nebyly znatelné ve velikosti jednotlivych myocytd ani v mnoZzstvi
bun¢k. U dospélych potkanti samci vaha celého téla a vaha srdce byla prokazatelné vétsi. S timto
souvisel objem bunék zkoumany v komorach a IVS, ktery byl znateln¢ vét§i u samcich potkand.
V délce samostatnych myocytt nebyl jiz tak rapidni rozdil, ale delsi buiiky se nachazely u samct. Zato
pocet bunék u obou pohlavi byl téméi shodny v dvacatém prvnim PD i v dospélosti (Bai et al., 1990).

Podobné jako u potkant byl pfechod mezi hypertrofii a hyperplazii zkoumén u novorozenych selat.
V tomto vyzkumu byla pouzita upravena izola¢ni metoda dle Kozlovskis a kol. (Kozlovskis et al.,
1991), ktera vyuziva cévni zpétné perfuze obdobné jako u potkant (Gerdes et al., 1986). V této
metodé byl tvar bunék vyjmutych a fixovanych prevazné tyckovity. Pro urceni poctu jader v buiice
bylo vyuzito upravené Wrightovo barveni. Objem bunék byl uréen dvéma zpisoby. V prvnim ptipadé
byla délka a Sitka bun€k zméfena zobrazovacim systémem, vzniklé tdaje umoznily spocitat bunécny
objem. Druhou moznosti K urceni bunééného objemu je Coulter Channelyzer (Beinlich et al., 1995),
podobné jako u potkand a kutrat. PoCet myocytd vV komorové tkani byl vypocitan shodnym zptisobem

jako u predeslé studie (Gerdes et al., 1986). Bylo zjisténo, ze rychly rist béhem prvnich ¢trnacti dnt
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PD je zpusoben pievazné hypertrofii. Myokard levé komory vzrostl témét pétinasobné a myokard
pravé komory se zvétsil skoro dvakrat. Zaroven kardiomyocyty nabyly na objemu z 1075 um?® na 3688
um? u levé komory a v pravé komote se zvétsily z 1511um? na 2454 um?3. Béhem tohoto obdobi se
pocet myocytll v pravé komote skoro nezmenil, ale levé komote vzrostl o 28%. Myocyty obou komor
byly do 4-5 PD z 90% jednojaderné, do ¢trnactého PD bylo 67% bunék vicejadernych u levé komory a
53% v pravé komote (Beinlich et al., 1995).

Rust kufeciho srdce po vylihnuti se rovnéz odehrava kombinaci hypertrofie a hyperplazie. Zde byl
pouzit stejny zpusob izolace kardiomyocyti pomoci Langendoffovy aparatury, zjisténi jadernosti
ptes DAPI barveni a uréeni po¢tu myocytt ve tkani jako u potkant (Gerdes et al., 1983; Gerdes et al.,
1986). Bunécna délka a dalsi bunétné rozméry byly ziskany méfenim v mikroskopu a obrazovou
analyzou (Gerdes et al., 1986). Kardiomyocyty u kufat maji schopnost replikovat se az do ¢tyficatého
druhého PD, coz je posledni den provadéné studie. Buiiky srde¢niho svalu pokracuji pravdépodobné
s proliferaci, dokud kufe nedosahne stabilni télesné vahy. Pocet bunék stale piibyva a myocyty jsou
schopny proliferovat az Sest tydni. Tato schopnost se velmi odliSuje od sav¢ich kardiomyocytt, coz
rapidné méni predstavu, Ze myocyty savcl a ptakid ztraci schopnost déleni brzy po narozeni nebo
vylihnuti (Li et al., 1997).

U mysich srdci nemohla byt pouzita obvykla izolaéni metoda méfeni objemu kardiomyocytt
pouZivajici zpétnou perfizi kolagenazou a Langendorffovu aparaturu (Li et al., 1996). Tato metoda je
Spatné aplikovatelna na malé srdce mysi a nelze ji pouzit u novorozeného srdce. Proto byla vyuzita
metoda pouzivajici se pro izolaci hladkych svalovych bunék (Draeger et al., 1989). Pomoci této
metody je umoznéno mefit rastové parametry v brzkém postnatalnim vyvoji a mizeme rozlisit
kardiomyocyty pravé a levé komory. Casti stény levé a pravé komory byly vyfiznuty a rozdéleny
na malé kusy. Drobné ¢asti byly natazeny a piivazany na plastové desti¢ce bavinénou niti, data byla
ziskana pomoci imunofluorescenéniho barveni a konfokalniho mikroskopu. Diky této metodé zustaly
kardiomyocyty stejné tvarované jako v srdci, coz souhlasilo se srovnanim z rekonstrukce sériovych
fezll novorozeného mysiho srdce. Tuto metodu je mozno aplikovat na pozde€jsi postnatalni obdobi
vyvoje a dospélé srdce (Leu et al., 2001).

V Grafu 1 je velmi dobie vidét konstantni rist objemu bunék v pribéhu prvnich ctyt dnti, nicméné
vadha srdce neustdle pozvolné nardstd. Lze tedy usuzovat, Ze jde o rust hyperplazii, bunétnou
proliferaci. Poté dochazi k rapidnimu ristu objemu jednotlivych bunék, ktery pokracuje po dobu deseti
dni. Zde nastava rychly pfechod od hyperplazie k hypertrofickému rustu (Leu et al., 2001). Zaroven je
ziejmé, Ze narist objemu bunék se shoduje i s pozitivnim zlomem riistu v hmotnosti srdce. Usudek
ohledn¢ rdstu hypertrofii je podpofen analyzou postnatalniho déleni kardiomyocytt, béhem prvniho
tydne ubyl znacny pocet bunék oznacenych Bromo-deoxyuridinem (BrdU). Kdyby pokracovala
bunééna proliferace dal, poéet oznacenych bunék BrdU by byl vétsi nez ptvodni (Machida et al.,
1997). Pieskok od hyperplazie k hypertrofii a celkovy styl ristu se velmi podoba zplsobu rastu

u potkanu (Li et al., 1996) a zase se velmi li§i po¢ate¢nim zpusobem rastu u kufat, jejichZz buiiky jsou

21



schopny proliferovat az do Sestého tydne (Li et al., 1997). Po 14 PD rychly rist objemu ustava a
zpomaluje se. Objem buné¢k narista srovnatelné jak pravé, tak i v levé komote. Na konci méfeni jsou

myocyty levé komory o nepatrny rozdil vétsi (Leu et al., 2001).
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Graf 1 Srovnani nartstu objemu bunék a piirastku hmotnosti srdce béhem prvnich 14
PD, rist objemu bunék do 32 PD. LK= objem bungk levé komory; PK= objem bunék
pravé komory. (podle Leu et al., 2001)

Rist objemu myocytl je srovnatelny v obou komorach, ale je zajimavé, jakym zplisobem bylo
dosazeno tohoto zvétSeni objemu. Pribéh ristu bunek v délce, Sifce a tloust'ce je obdobny u pravé a
levé komory béhem vyvoje od narozeni do pul roku, coz je mozno vidét v grafu 2 a 3. Na grafu 2 je
zietelné, Ze béhem prvniho mésice bunky rostou ve své délce zvolna. Po druhém mésici od narozeni se
dostavaji na dvojnasobnou délku bunék ve srovnani s délkou bun€¢k v den narozeni. V ptl roce zZivota
se objevuje prokazatelny rozdil v délce mezi myocyty pravé a levé komory, kde myocyty levé komory
dosahuji délky 128+33,6 um a v pravé komote maji myocyty 85,2+11,7 um (Leu et al., 2001).

V jiné studii zamétené na mysi s dilata¢ni kardiomyopatii (Milner et al., 2000) mély izolované
myocyty pramérnou délku 142,6 um. Tyto mysi byly porovnavany s kontrolami mysi, jejichz hodnoty
byly v priméru 139,7 um. Dle pfedchozich tidaju jsou buniky zkoumané Leu a kol. prokazatelné kratsi.
Jednou z moznosti, pro¢ je rozdil mezi myocyty tak vyrazny, je ¢astecnad kontrakce b&hem fixace,
ktera vede k vétSimu rozsifeni kardiomyocytl, ale neméni velikost objemu bun¢k. Rtizné odchylky
mohou byt zplsobeny odlisSnymi fixaCnimi roztoky, rGznymi fixacnimi technikami anebo jinym
zptsobem urceni objemu. V metodé pouzité Leu a kol. byly hodnoty ¢asti srdce Cerstvé narozenych
mys$i srovnatelné s kontrolou zamrazenych casti srdce dospé€lych zvirat. Tato metoda pravdépodobné

umoznila ziskat velmi riznoroda data z odlisnych ¢asti obou komor, proto jsou hodnoty nizsi.
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Graf 2 Narist bunééné délky od narozeni do Graf 3 Nabyvani velikosti bunék v §ifce a tlousce
Sesttho mésice. LK=leva komora; PK=prava bchem 0 — 205 PD. LK=leva komora; PK=prava
komora. (podle Leu et al., 2001) komora. (podle Leu et al., 2001)

Dle Grafu 3 je vidét po¢ate¢ni pozvolny rust v Sifce butiky, v obdobi od prvniho mésice aZz do pul roku
se myocyty rozsiti vice jak dvojnasobné. Naméfené hodnoty bunééné S$ifky jsou 28,7+7,8 um
pro levou komoru a 35,8+4,2 um pro pravou komoru (Leu et al., 2001). Vysledky jsou podobné
naméfenym hodnotam u mysi s dilataéni kardiomyopatii, ve které mély tyto hodnoty 29,7 um a 29,9
um pro kontrolni mysi (Milner et al., 2000). Z prib&hu grafu rustu tloustky bunék je viditelné, ze se
zde neobjevuji zadné dynamické zmény v rustu (Leu et al., 2001).

Obrazek 10 zobrazuje kardiomyocyty Cerstvé izolované v den narozeni, ¢tvrty, Sesty, Ctrnacty a

Sedesaty prvni PD u mysiho srdce. Bunky vyjmuté prvni dny po narozeni maji vietenovity tvar a

pouze jedno jadro. Mezi ¢tvrtym a Sestym PD se bunky
zaCinaji prodluzovat a maji tyCovity tvar. Objevuje se
jaderné déleni a nekteré myocyty mohou mit dvé jadra
(Leu et al., 2001). Dvoujaderné kardiomyocyty jsou
pro hlodavce typické v dospélém srdci (Li et al., 1996).
Myocyty ve ¢trnactém PD jsou jiz vyrazné protazené a
sarkomery jsou dopliiovany pfevazné v podélném
sméru. Dvoumési¢ni myocyty maji plné¢ dotvotené

pruhovani a vykazuji morfologii dospélych bunck, maji

tedy podlouhly tvar a dvé jadra. Tvar Ccerstveé

Obrazek 10 - Cerstvé izolované myocyty

izolovanych bun&k se velmi podoba redlnému tvaru | Vriznjch dnech po narozeni (PD 0, 4, 6, 14,
61). (Leu et al., 2001)

kardiomyocytii ve tkani srdce novorozenych a

dospélych mysi (Leu et al., 2001).
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4.4 Purkynovy buniky

Cesky védec Jan Evangelista Purkyné byl prvni, kdo objevil buiiky PS. V roce 1845 je popsal jako
sit’ Sedych plochych Zelatinovych vldken schovanych pod membranou ve vnitini srde¢ni sténé ovce.
Podobna vlakna nasel i u kravy a prasete, ale u lidi, psa nebo kralika je neobjevil. Purkyné vSak jesté
nevédél, k ¢emu jsou v srdei uzite¢né. Pouze spekuloval, zda nejde o buniky z embryonalniho obdobi
¢i patologické buriky nebo buiiky pomahajici k srdeéni aktivité (Suma, 2001). Proti t€émto nazoram byl
Tawara, ktery je urcil jako terminalni ¢ast PS a odhalil tak i jejich funkci (Tawara, 1906).

Bunky PS se od buné€k pracovniho myokardu odlisuji anatomickou strukturou (viz Obrazek 11),
biochemickym obsahem a fyziologii. Buiiky PS na histologickém fezu jsou popisovany ve srovnani

S pracovnim myokardem jako sitovina svétlejsich bunék s kulatymi jadry. Maji kulovity nebo ovalny

tvar a ¢asto Se vyskytuji ve skupinach nebo provazcich
(viz Obrazek 12). Strukturni nedokonalosti casto
pfipominaji spiSe embryondlni bunky, bunééné
organely maji nepravideln¢ roztrousené v burce.
\

Obsahuji malo myofibril rizn¢ smeérovanych oproti

Pﬂfklhje
Lok buitkdm pracovniho myokardu, které jsou bohaté

na mnozstvi myofibril organizovanych paralelné

(Eichna and DeHaan, 1961; James, 1967). Myocyty PS

Obrazek 11 - Sit Purkynovych vlaken je
formovana 1-3 buiikami protaZzenymi v jejich
délce oproti buinkdm pracovniho myokardu,

lzl(s)%zf)édéni v levé komofe mysi. (Miquerol etal., | na glykolytickém metabolismu. Jsou rozdily ve vedeni

obsahuji mnoho glykogenu a jsou zavislé

elektrického signalu. V Purkyiiovych buiikach je signal
veden rychlosti az 2-3 m/s a srde¢ni myocyty akéni potencial vedou okolo 0,5-0,6 m/s (Eichna and
DeHaan, 1961).

Pomoci svételné a elekronové mikroskopie byly zkoumany morfologické rozdily v Purkynovych
vldknech u odlisSnych skupin zvifat a lidi. Byly vytvofeny tfi skupiny. Prvni skupina zahrnovala
kopytniky (vzorek: ovce, koza), do dalsiho oddilu patfily masozravci a vSezravei (vzorek: Elovek,
makak, pes, tulen, delfin a velryba) a do posledni skupiny spadaly hlodavci (vzorek: potkan) (Ono et
al., 2009). Byly srovnavany rozdily v délce bun€k pracovniho myokardu komor a Purkynovych bunék.
U potkanti Purkynovy bunky (8-10 pm) byly prokazatelné kratsi nez myocyty komor (18-20 um).
Autofi této studie se domnivaji, Ze u mysi jsou poméry velikosti bun¢k a odliSnosti mezi bunkami
obdobné vysledkim u potkani a jsou tedy zahrnuty do skupiny hlodavct. U vétSiny ostatnich
organizmi, aZ na makaky, byly vysledky ptfesné opaéné, Purkynovy buiiky byly mnohem vét$i nez
komorové myocyty. Je jiZ stanoveno, ze pievodni rychlost je umérna velikosti svalové buiiky, jejich
typu a distribuci gap junction, coz je zptsob spojeni dvou bunék. Vétsi Purkynovy buiiky nebo buniky
S vétSim poctem gap junction budou mit lepsi schopnost vedeni signalu. Dale se liSilo upotadani sité

Purkynovych vlaken podle druhu zvitete. Purkynovy buiiky u potkan mély cylindricky tvar a bézely

24



rovnobézné ve svalovych trabekulach. U potkanti se Purkynovy buiiky s kardiomyocyty spojovaly
v endokardu, ob¢as vytvarely boéni propojeni se sousedicimi bunikami. U ostatnich zkoumanych zvitat
nebylo toto spojeni obvyklé, buiiky se spojovaly pies interkalarni disky na jejich konci.

Bylo zjisténo, ze endotelin (ET-1) jako signalni molekula muze indukovat pfeménu pracovnich
myocytd do PV u kufat (viz Obrazek 12) (Gourdie et al., 1998). U transgennich mysi byla objevena
obdobna vlastnost s neuregulinem (NRG-1), ktery je schopen zajistit pierod pracovnich myocytt
do PV (Rentschler et al., 2002). NRG-1 byl bran jako nejdulezitejsi ¢ast ve formaci PS u mysi.

Zaroven je nyni jiz prokazano, ze jak
NRG-1, tak i ET-1 dokazou
indukovat expresi markri pro PS
umysi (Patel and Kos, 2005). Oba

reguluji mnoho faktord, které jsou

2. Hemodynamic Force

!

D D Cap. G _3. ECE-1 expression
Ry
bigET * * 4. Inductive signal (ET)

LR
_ETR- "I’. ‘?

"
Ovliviiuji ~ expresi  transkripéniho =< Y Y 9
faktoru Nkx2.5, kterd je nezbytna

pro expresi Cx 40 vgap junctions

__PPET-__

1. Heartbeat 5. Differrentiation 6. Transmission of

pacemaker impulse|

Nezbytné v pocatecni kardiogenezi.

Obrazek 12 - Model biofyzické a molekularni kaskady pievodu
(Komuro and Izumo, 1993; Patel and embryonalnich myocytt v Purkyiovy vlakna. (Mikawa and Hurtado,

Kos, 2005). Stejné jako Nkx2.5 i tyto 2000

dvé signalni molekuly pozitivné reguluji GATA4, coz je dalsi dikaz podporujici dilezitost téchto
dvou transkripénich faktord béhem pocateéniho vyvoje PS. Zda se, ze alespon ¢ast transkripéniho
genetického programu PS se shoduje s vyvojem béznych komorovych kardiomyocytd. Je vSak stale
nejasné, zda exprese téchto gent je odpovédna za diferenciaci PS nebo jestli vznikaji nové interakce
mezi témito ¢i dal§imi faktory nezbytnymi k zah4jeni tohoto procesu (Patel and Kos, 2005). Pouziti
ET-1 v embryonalnich myocytech izolovanych ze stacejiciho se tubularniho srdce vede k regulaci
exprese Wnt7 a Wntl1. Tyto Wnt prokazuji odlisnou strukturu exprese v embryonalnim srdci, ktera
zahrnuje i komponenty vyvijejiciho se PS. Wnt signalizace muZze mit i roli v nasledujici srde¢ni

morfogenezi, ale podstata téchto roli ziistava nejasna (Bond et al., 2003).
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S5 Zavér

Mys je oblibeny geneticky model ve studiu lidskych kardiovaskularnich onemocnéni, a piesto
soucasna literatura v oblasti srdecniho vyvoje byla nedostacujici. Je az piekvapivé, jak malo je studii
zaméfenych na prevodni systém srde¢ni. O jeho vyvoji je pouze jasné, kdy jsou jeho casti
morfologicky detekovatelné a ptipadné, kdy zacnou byt plnohodnotné funkéni. Jak vzniké nebo jak se
propojuje tato sit’ dikladné naplanovanych vlaken, neni znamé. Ptfitom rozsifeni znalosti souvisejicich
s prevodnim systémem, ktery stoji asto za vznikem srdec¢nich arytmii, by mohlo byt velmi piinosné.
S Purkynovymi buiikami je to obdobné. Neexistuji vyzkumy, které by se zabyvaly velikosti, pfesnou
strukturou, vzhledem ¢i kdy dochazi k indukci v buiiky ptevodniho systému V jednotlivych ¢astech
pfevodniho sytému nebo jak generuji elektricky signal. Je zajimavé, ze u lidi a u mysi chybi
intramuralni Purkynova vlakna, ale u vétSiny ostatnich druhii zvitat se vyskytuji. Nemiize je tento
deficit lisit ve zptisobu vedeni elektrického signalu nebo nemiize zpisobovat Casté arytmie u lidi?
Anebo mohou také mit jinou strukturu ¢i se velice podobat okolnim bufikam? Proto bych se rada
V navazujicim studiu zaméfila na pievodni systém. Vyzkum by se zabyval mechanismem ristu
prevodniho systému v prenatalni i postnatalni fazi, mnozstvim jader v buiice, charakteristikou tvaru

téchto bunék a porovnanim velikosti Purkynovych bunék s béznymi kardiomyocyty.
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