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Abstrakt  

PŚed t®mŊŚ 50 lety bylo uk§z§no, ģe vlivem hypotermn² inkubace u kuŚat doch§z² 

k celkov®mu zmenġen² embry² a z§roveŔ zvŊtġen² srdce, jeģ bylo pŚipisov§no hypertrofii 

(zvŊtġen®mu objemu bunŊk). Oplozen§ kuŚec² vejce byla inkubov§na v normotermii (37,5ÁC) a 

hypotermii (33,5ÁC) od jeden§ct®ho embryon§ln²ho dne. Sedmn§ctĨ den byla embrya zv§ģena a 

pot® byla zv§ģena i jejich srdce. V souladu s pŚedchoz²mi vĨsledky byla hypotermn² embrya o 29% 

menġ² a mŊla srdce o 18% vŊtġ². PomŊr hmotnost² srdce a tŊla byl u hypotermn² skupiny o 67% 

vyġġ². NamŊŚen§ velikost bunŊk byla v c²lovĨch oblastech velmi vyrovnan§ a to i mezi obŊma 

skupinami. TlouġŠka stŊny lev® komory byla dvojn§sobn§ oproti prav® komoŚe a u hypotermn²ho 

modelu byla nesignifikantnŊ vyġġ². Termin§ln² ļ§st pŚevodn²ho syst®mu, PurkyŔova vl§kna, byla 

menġ² neģ pracovn² kardiomyocyty. U hypotermie byla PurkyŔova vl§kna m²rnŊ zvŊtġena. 

Proliferaļn² aktivita byla mŊŚena pomoc² imunohistochemick®ho znaļen² anti-phoshohiston H3. 

U experiment§ln² skupiny byla znatelnŊ vyġġ² proliferace, v prav® komoŚe dos§hla statistick® 

vĨznamnosti. V mechanismu rŢstu embryon§ln²ho srdce pŚi hypotermn² inkubaci pŚevaģuje tedy 

hyperplazie (zvŊtġen§ proliferace bunŊk) nad hypertrofi². 

 

Kl²ļov§ slova: kuŚec² embryo, hypotermie, inkubace, hypertrofie, hyperplazie, kardiomyocyty, 

pŚevodn² syst®m srdeļn² 
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Abstract 

It was shown almost 50 years ago that hypothermic incubation of chicken embryos results in a 

reduction in the size of embryos and an increase in the heart weight, presumably by hypertrophy 

(increase in cell volume). The chicken embryos were incubated in normothermia (37.5 Á C) and 

hypothermia (33.5 Á C) from the eleventh embryonic day. On the 17th day, the embryos were 

weighed and then their hearts were weighed. In agreement with the previous results, hypothermic 

embryos were 29% smaller and their hearts 18% heavier. The heart-to-body weight ratio was 67% 

higher in the hypothermic group. The measured cell size was very similar in the target areas and it 

was also between the two groups. The left ventricle width was twofold that the right one and the 

difference was not significantly higher in the hypothermia model. Purkinje fibers, the terminal part 

of the conduction system, were smaller than the working cardiomyocytes. Purkinje fibers were 

slightly enlarged after hypothermic incubation. The proliferation rate was measured 

by immunohistochemical labeling of anti-phospho histone H3. The experimental group showed 

much higher proliferation rate; it reached statistical significance in the right ventricle. Thus, 

hypothermic incubation resulted in increased growth of embryonic heart based on hyperplasia 

(increase in cell proliferation) rather than hypertrophy. 

 

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

cardiac conduction system 
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Seznam zkratek 

Bmp - kostn² morfogenetickĨ protein 

(bone morphogenetic protein) 

BSA - hovŊz² s®rovĨ albumin 

(bovine serum albumin) 

CASQ2 ï kalsekvestrin srdeļn²ho svalu 

Cx ï konexin 

ED ï embryon§ln² den 

EtOH  - etanol 

Fgf ï rŢstovĨ faktor fibroblastu 

(fibroblast growth factor) 

HCN ï vĨmŊn²k, kterĨ se otev²r§ bŊhem 

hyperpolarizace ļi cyklickĨmi 

nukleotidy 

HH  ï Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdŊlen² 

vĨvoje kuŚec²ho embrya na 46 st§di² 

HRT2 ï transkripļn² faktor, tlum² transkripļn² 

faktory komor  

IgG ï imunoglobin G 

IgM  ï imunoglobin M 

INF-ɔ ï interferon ɔ 

IL -1 ï interleukin-1 

IL -6 ï interleukin-6 

Ils ï transkripļn² faktor srdeļn²ho vĨvoje 

Irx  ï gen ovlivŔuj²c² formaci embrya  

(Iroquois homeobox) 

LV circ  ï cirkul§rn² vrstva lev® komory 

LV mp  ï papil§rn² svaly v lev® komoŚe 

Mhc ï tŊģkĨ myozinovĨ ŚetŊzec 

(myosin heavy chain) 

MW ï mikrovlnn§ trouba  

NGS ï norm§ln² koz² s®rum 

(normal goat serum) 

Nkx ï vĨvojovĨ transkripļn² faktor (homebox) 

PBS ï fosf§tovĨ pufr  

PBT ï fosf§tovĨ pufr s Tweenem  

pHIS3 ïfosforylovanĨ histon H3 

RV circ ï cirkul§rn² vrstva prav® komory 

RYR2 ï ryanidovĨ receptor 2 v srdeļn²m 

svalu 

SCN5A ï membr§novĨ sod²kovĨ kan§l 

Tbx ï transkripļn² faktor zapojenĨ do vĨvoje 

srdce 

TNF ï Ŭ ï faktor n§dorov® nekr·zy Ŭ  

WGA ï lektin z pġeniļnĨch kl²ļkŢ v§zaj²c² se 

na bunŊļnou membr§nu 

(wheat germ aglutimin) 

Wnt  ï protein souļ§st² signalizaļn² dr§hy 
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1 Đvod 

Srdce je kl²ļovĨm org§nem v tŊle, kterĨ svou vytrvalou pracovitost² zajiġŠuje naġe hlavn² 

ģivotn² funkce. Svou plnou funkci pŚeb²r§ jiģ v poļ§tku embryon§ln²ho vĨvoje, i kdyģ v t®to f§zi 

jeġtŊ nen² strukturnŊ dovyvinuto. V souļasn® dobŊ je vġak zn§mo jiģ mnoho nemoc² ļi defektŢ 

obdivuhodn®ho org§nu, kter® se objevuj² ļ²m d§l ļastŊji vzhledem k zvyġuj²c²mu se vŊku populace. 

SouļasnŊ s tŊmito objevy je zde st§le nezodpovŊzeno mnoho vŊc². Mechanismus odpovŊdnĨ 

za programov§n² kardiovaskul§rn²ch onemocnŊn² je velmi m§lo zn§m. NaruġenĨ intrautern² rŢst je 

spojen s n§rŢstem rizika kardiovaskul§rn²ch nemoc². Hypertrofie srdeļn² tk§nŊ je ukazatelem 

morbidity a mortality, mŢģe vġak vych§zet jiģ z vĨvojov®ho obdob².  

Kardiovaskul§rn² syst®m je charakteristickĨ svou vĨraznou plasticitou ke zmŊn§m prostŚed², 

kter® se mŊnily nebo se zmŊn² bŊhem vĨvoje. U nŊkterĨch ģivoļichŢ st§le nen² vysvŊtleno mnoho 

mechanismŢ adaptace, ale u zv²Śat jako jsou obratlovci (Vertebrata), je prokazateln§ reakce 

na narŢstaj²c² z§tŊģ. Srdce um² upravit i svou strukturu a to hlavnŊ pomoc² hyperplazie, hypertrofie, 

ale tak® d²ky apopt·ze. 

PŚedmŊtem t®to pr§ce je charakterizace adaptace srdce na hypotermick® podm²nky bŊhem 

inkubace. Jako pokusnĨ model bylo vybr§no kuŚe (Gallus gallus f. domestica), u kter®ho je moģn® 

aplikovat hypotermii bŊhem embryon§ln²ho obdob² snadno. Z§roveŔ srdce kuŚete m§ podobnĨ 

vĨvoj jako srdce lidsk® nebo jinĨch savcŢ (Mammalia). Inspirac² pro tuto pr§ci byla publikace 

z roku 1970, kde autor uv§d², ģe zbytnŊn² srdce bylo zpŢsobeno hypertrofickĨm rŢstem bunŊk.  
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2 PŚehled literatury 

2.1 Funkļn² anatomie srdce 

Jedn²m z nejdŢleģitŊjġ²ch org§nŢ v tŊle obratlovcŢ je srdce. Tento dutĨ svalovĨ org§n 

se skl§d§ ze ļtyŚ dutin (dvŊ s²nŊ, dvŊ komory) u savcŢ a pt§kŢ (Aves). Jeho hlavn² funkc² je 

pumpov§n² krve do cel®ho tŊla. ZajiġŠuje obŊh krve ve dvou syst®mech, kterĨmi jsou tŊln² a plicn² 

obŊh. Funkc² krve je pŚenos dĨchac²ch plynŢ, ģivin, odpadn²ch l§tek a tak® produktŢ metabolismu. 

D§le transportuje v tŊle hormony a miner§ly a napom§h§ k udrģen² homeost§zy. EfektivnŊ mŢģe 

fungovat jen tehdy, pokud je dobŚe synchronizov§no a doch§z²-li  k pravideln®mu stŚ²d§n² systoly a 

diastoly u s²n² a komor. Tuto funkci zajiġŠuje pŚevodn² syst®m srdeļn². StŊna srdce se skl§d§ z v²ce 

vrstev: tenk® vnitŚn² vrstvy endokardu a velmi siln®ho myokardu ï srdeļn² svaloviny. Srdce zcela 

obaluje pevnĨ obal z vaziva ï perikard. 

2.2 PŚevodn² syst®m srdeļn²  

Jde o specializovanĨ syst®m bunŊk a tk§n², kterĨ vytv§Ś² akļn² potenci§l. Sign§l je pot® veden 

do cel®ho srdce pŚevodn²m syst®mem. BuŔky pŚevodn²ho syst®mu pŚed§vaj² tento sign§l pracovn²m 

myocytŢm, ty podle toho pracuj² pravidelnŊ a synchronizovanŊ. D²ky t®to funkci se srdce stahuje 

jako jeden celek a vypuzen² krve ze srdce je efektivn²m procesem. Jednotliv® ļ§sti pŚevodn²ho 

syst®mu jsou izolov§ny od kardiomyocytŢ pojivovou tk§n² aģ na koneļnou ļ§st pŚevodn²ho syst®mu 

ï PurkyŔova vl§kna. ObecnŊ m§ tento syst®m tŚi z§sadn² vlastnosti: rytmicitu, autonomii a 

automacii. Pt§ci a savci jsou jedni z m§la druhŢ, u kterĨch se pŚevodn² syst®m vyskytuje, u jinĨch 

druhŢ obratlovcŢ ļi bezobratlĨch (Invertebrata) bĨv§ vz§cnĨ (Jensen et al. 2013, Ġolc 2007). 

PŚ²kladem poikilotermn²ho obratlovce, kterĨ m§ pŚevodn² syst®m srdeļn², je vodn² ģ§ba Dr§patka 

vodn² (Xenopus laevis) nebo drobn§ rybka Danio pruhovan® (Danio renio). U tŊchto dvou druhŢ 

byla nalezena aktivace apex-b§ze, jak je tomu pr§vŊ u savcŢ a pt§kŢ. Tento fakt mŢģe potvrdit 

pŚ²tomnost speci§ln² pŚevodn² dr§hy vyuģ²van® pro propagaci impulsu v srdci u poikilotermn²ch 

obratlovcŢ (Sedmera et al. 2003a).  

VĨvoj pŚevodn²ho syst®mu je spojov§n s rozvojem regulace tŊlesn® teploty. Homeotermov® 

maj² obecnŊ vytvoŚen pŚevodn² syst®m. Naopak poikilotermov® ho bŊģnŊ nem²vaj², zat²m nen² jist®, 

proļ tomu tak je (Ġolc 2007). U pt§kŢ je struktura pŚevodn²ho syst®mŢ shodn§ od embryon§ln² f§ze 

do dospŊlosti. U savcŢ doch§z² ke zmŊn§m bŊhem vĨvoje (Sanders et al. 1986). PŚevodn² syst®m 

n§m i ostatn²m druhŢm nab²z² nov® moģnost², napŚ. zrychlen² ģivotn²ho stylu. Tento syst®m s sebou 

nese jist® riziko, kterĨm je napŚ. srdeļn² arytmie. Srdeļn² arytmie patŚ² mezi jednu ze z§vaģnĨch 

pŚ²ļin mortality v r§mci chorob kardiovaskul§rn²ho syst®mu. Arytmie neboli poruchy rytmu 
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zpŢsoben® nespr§vnou funkc² pŚevodn²ho syst®mu mohou vznikat z mnoha pŚ²ļin, jako jsou 

napŚ²klad: z§nŊty, porucha renin-angiotenzin-aldosteron syst®mu, poġkozen² kardiomyocytŢ, 

vrozen® defekty, poġkozen² zpŢsoben® ischemiemi ļi n§sledek farmakologick® l®ļby (Bose et al. 

2015, Bonow et al. 2012). 

2.2.1 UspoŚ§d§n² pŚevodn²ho syst®mu srdeļn²ho 

CelĨ syst®m se skl§d§ z nŊkolika ļ§st²: sinoatri§ln² uzel, atrioventrikul§rn² uzel, HisŢv svazek, 

Tawarova ram®nka a PurkyŔova vl§kna (Obr. 1). Prvn² zm²nka o PurkyŔovĨch vl§knech byla jiģ 

v roce 1845, kdy je objevil Jan Evangelista PurkynŊ. Popsal je jako s²Š plochĨch ģelatinovĨch 

vl§ken tŊsnŊ pod membr§nou ve vnitŚn² stŊnŊ srdeļn² u ovc² (Ovis). Podobn® buŔky naġel i u jinĨch 

zv²Śec²ch druhŢ napŚ. prasete (Sus) a kr§vy (Bos), ale u lid², kr§l²ka (Oryctolagus) a psa (Canis) se 

mu objevit nepodaŚily. V t® dobŊ dokonce ani neznal jejich funkci, jen spekuloval, zda jde 

o patologii ļi pouze pozŢstatek z embryon§ln²ho obdob² (Suma 2001). Aģ o pades§t let pozdŊji 

dok§zal Sunao Tawara popsat spr§vnŊ jejich funkci a propojit jednotliv® ļ§sti pŚevodn²ho syst®mu 

dohromady (Tawara 1906). 

 

Sinoatri§ln² uzel obsahuje tŚi typy bunŊk: nod§ln² myocyty, myocyty pŚevodn²ho typu a 

PurkyŔova vl§kna. Prvn²m druhem jsou nod§ln² myocyty, kter® jsou br§ny za zdroj spont§nn² 

rytmicity. Jsou velmi tvarovŊ promŊnliv®, jsou bled® a obsahuj² m§lo bunŊļnĨch organel. D§le se 

Obr§zek 1: Organizace pŚevodn²ho syst®mu srdeļn²ho. 

Je sloģen z postupnŊ na sebe navazuj²c²ch ļ§st². PŚevodn² syst®m srdeļn² je sloģen z: sinoatri§ln²ho uzlu, 

atrioventrikul§rn²ho uzlu, Hisova svazku, prav®ho a lev®ho Tawarova ram®nka a PurkyŔovĨch vl§ken. 

(upraveno dle www.netterimages.com). 
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tam vyskytuj² myocyty pŚevodn²ho typu, ty jsou na pomez² mezi nod§ln²mi myocyty a 

PurkyŔovĨmi vl§kny. PŚed§vaj² si vzruch mezi sebou, ale tyto buŔky vedou akļn² potenci§l velmi 

pomalu na rozd²l od ostatn²ch dvou typŢ bunŊk. Ve srovn§n² s pŚedchoz²m typem bunŊk jsou o nŊco 

m§lo menġ² a kratġ². Posledn² typ ï PurkyŔova vl§kna um² v®st impuls nejrychleji z kardiomyocytŢ. 

Jsou tak® o nŊco drobnŊjġ² neģ nod§ln² myocyty, neobsahuj² mnoho myofibril, zato maj² hodnŊ 

glykogenu a mitochondri² s dobŚe vyvinutĨm tubul§rn²m syst®mem. Atrioventrikul§rn² uzel a HisŢv 

svazek obsahuj² pouze dva typy bunŊk, hluboko uloģen® nod§ln² myocyty a perifern² PurkyŔova 

vl§kna. PostupnŊ kaud§ln²m smŊrem zaļ²naj² pŚevaģovat PurkyŔova vl§kna v²ce neģ ostatn² typy 

kardiomyocytŢ (Ļih§k 1997). 

Prvotn² impuls pŚevodn²ho syst®mu vznik§ v oblasti sinoatri§ln²ho uzlu (Keith ï FlackŢv 

uzel). Z toho dŢvodu je tedy ļasto nazĨv§n udavaļ rytmu neboli hlavn² pacemaker. Ve stŊnŊ je 

um²stŊn subendokardi§lnŊ v prav® s²ni pŚ²mo u vstupu horn² dut® ģ²ly (Ļih§k 1997, Sedmera and 

Gourdie 2014, Davies 1942). M§ protaģenĨ ov§lnĨ tvar a je obklopen myokardem. Anatomicky je 

na nŊm moģn® popsat hlavu a ocas (Anderson et al. 1981). Tento zdroj srdeļn² automacie je 

umoģnŊn d²ky speci§ln²m iontovĨm kan§lŢm, kter® se aktivuj² bŊhem hyperpolarizace nebo d§le 

cyklickĨmi nukleotidy (DiFrancesco 1993, DiFrancesco 2010). 

Ze sinoatri§ln²ho uzlu sign§l pokraļuje internodi§ln²mi spoji ļi preferenļn²mi drahami 

do myokardu s²nŊ. Mezi tyto dr§hy patŚ² JamesŢv svazek, ThorelŢv svazek a WenckebachŢv svazek 

(Ļih§k 1997). Vzruch se dost§v§ do atrioventrikul§rn²ho uzlu (Aschoff ï TawarŢv uzel) poloģen®ho 

sagit§lnŊ na pŚep§ģce mezi s²nŊmi tŊsnŊ pod endokardem (Davies 1942). V tomto m²stŊ doch§z² 

ke zpomalen² rychlosti pŚenosu sign§lu ze s²n² do komor, coģ br§n² nejen pŚenosu s²ŔovĨch 

tachykardi² na komory (Sedmera and Gourdie 2014), ale tak® to umoģŔuje naplnŊn² komor krv² 

(Ļih§k 1997, Trojan 2003). PŚi poġkozen² sinoatri§ln²ho uzlu pŚeb²r§ atrioventrikul§rn² uzel funkci 

hlavn²ho pacemakeru (Bakker et al. 2010). 

D§le se vlna depolarizace ġ²Ś² do atrioventrikul§rn²ho svazku, zn§m®ho sp²ġe jako HisŢv 

svazek. HisŢv svazek je obalen vrstvou vaziva, aby nedoch§zelo k z§niku ļi ztlumen² s²ly sign§lu 

(Sedmera and Gourdie 2014). D§le je rozdŊlen na dvŊ ram®nka: prav® a lev® Tawarovo ram®nko 

(Ļih§k 1997). V mnoha ohledech jsou ram®nka velmi podobn§ Hisovu svazku, hlavnŊ v rychlosti 

veden² sign§lu a v izolaci od okoln²ch kardiomyocytŢ. U myġ² (Mus) a u lid² byla prok§z§na 

asymetrie mezi ram®nky, prav® Tawarovo ram®nko je velmi ¼zk® a smŊrem k apexu se jen velmi 

m§lo vŊtv². Oproti tomu lev® Tawarovo ram®nko se vŊtv² hojnŊ a je sloģeno z jemnĨch vŊtv². 

U prav®ho Tawarova ram®nka byla dokonce prok§z§na vyġġ² rychlost veden² neģ v lev®m TawarovŊ 

ram®nku (Miquerol et al. 2004, Tawara 1906). 

Z vŊtven² TawarovĨch ram®nek vzruch pokraļuje do PurkyŔovĨch vl§ken. Tato vl§kna 

zab²haj² do myokardu, kde pŚed§vaj² sign§l pracovn²m myocytŢm k synchronizovan® kontrakci. 
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Zde se jiģ vyskytuje pouze jeden typ bunŊk, kterĨmi jsou PurkyŔova vl§kna (Ļih§k 1997). Existuj² 

dva typy PurkyŔovĨch vl§ken ï subendokardi§ln² a intramur§ln² (vnitŚn², transmur§ln² ļi 

perivaskul§rn²). U nŊkterĨch druhŢ jsou morfologicky odliġn® subendokardi§ln² PurkyŔova vl§kna 

od intramur§ln²ch. Tento druh vl§ken vede sign§l uģ od TawarovĨch ram®nek, maj² na starost 

aktivaci komor od hrotu k b§zi. DruhĨ typ intramur§ln²ch vl§ken se napojuje na subendokardi§ln². 

PŚekvapivŊ se tento typ nevyskytuje u vġech druhŢ. Lid® a myġi patŚ² mezi druhy, kter® tato vl§kna 

postr§daj². Na druhou stranu je mŢģeme zajist® naj²t u kopytn²kŢ (Ungulata) a kuŚat (Sedmera and 

Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Odliġnosti mezi tŊmito typy vl§ken popisuje jedna ned§vn§ 

studie. Autor zde zmiŔuje, ģe mezi typy vl§ken nejsou ģ§dn® vŊtġ² odliġnosti, stejnŊ tak i 

v architektuŚe, morfologii, velikosti a ani struktuŚe exprese konexinu 40 (Garcia Bustos et al. 2017). 

2.2.2 PurkyŔova vl§kna 

PurkyŔova vl§kna se obecnŊ od bunŊk pracovn²ho myokardu velmi liġ². Svou strukturn² 

jednoduchost² sp²ġe pŚipom²naj² embryon§ln² buŔky. Tvar maj² obvykle vŚetenovitĨ, ļasto 

dohromady tvoŚ² provazce nebo shluky bunŊk. Tyto buŔky obsahuj² m§lo myofibril, ale zato mnoho 

glykogenu a jsou tedy z§visl® na glykolytick®m metabolismu (James 1967, Eichna and Dehaan 

1961). Linie myofibril jsou propojen® s tubuly sarkoplazmatick®ho retikula. Ve vŊtġinŊ studi² bylo 

mnoģstv² myofibril rovnomŊrnŊ rozloģen®. Zaj²mavost² je, ģe u koz a ovc² byl poļet PurkyŔovĨch 

vl§ken niģġ² a byly lokalizov§ny pŚev§ģnŊ perifernŊ (Sommer and Johnson 1968). Obvykle maj² tato 

vl§kna m®nŊ mitochondri² proti pracovn²m myocytŢm. Vynikaj² svou schopnost² v®st sign§l velmi 

rychle a to aģ rychlost² 2-3 m/s (Eichna and Dehaan 1961). PodobnŊ jako diferenciovan® 

kardiomyocyty maj² jedno nebo dvŊ j§dra, jad®rko maj² vŊtġ² a chromatin nen² tolik kondenzovanĨ 

(Garcia Bustos et al. 2017). 

Tyto bled® buŔky pŚevodn²ho syst®mu formuj² pŚesnŊ definovanou tk§Ŕ. Jsou oddŊlen® 

funkļnŊ, ale tak® anatomicky fibr·zn² vrstvou tk§nŊ, kter® br§n² sn²ģen² impulsu mezi PurkyŔovĨmi 

vl§kny. Je vġak zaj²mav®, ģe s²Š PurkyŔovĨch vl§ken je asymetrick§ v obou komor§ch (Sedmera 

and Gourdie 2014). Odliġuj² se i v celkov® struktuŚe, v expresi iontovĨch kan§lŢ, kvalitŊ izolace, 

lokalizace vŊtven², cytoarchitektuŚe a ultrastruktuŚe bunŊk, a to jak individu§lnŊ, tak i mezidruhovŊ 

(Garcia Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014, Ono et al. 2009, Sommer and Johnson 

1968). Odliġnost PurkyŔovĨch vl§ken a komorovĨch myocytŢ nicm®nŊ nen² tak vĨrazn§ u kr§l²kŢ, 

morļat (Cavia) a koļek (Felis). Naopak u koz (Capra), ovc² a psŢ nen² tak zŚetelnĨ rozd²l mezi 

obŊma typy srdeļn²ch bunŊk. PurkyŔova vl§kna se odliġuj² menġ²m poļtem myofibril, um²stŊnĨch 

sp²ġe na periferii, rozptĨlenĨm sarkoplazmatickĨm retikulem a celkovŊ menġ² velikost² buŔky 

(Sommer and Johnson 1968). U nŊkterĨch druhŢ jsou buŔky hustŊ nahromadŊn®, jako napŚ²klad 
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u kozy a ovce. VolnŊji se vyskytuj² u koļky, morļete a kr§l²ka, vlastnŊ trochu i u psa (Sommer and 

Johnson 1968). 

Charakterizace PurkyŔovĨch vl§ken nen² v literatuŚe vģdy ¼plnŊ jednotn§. Jsou navrģeny 

odliġn® verze rozdŊlen² PurkyŔovĨch vl§ken do skupin, ale ļasto se rozch§z² uģ ve srovn§n² 

velikosti (Garcia Bustos et al. 2017). Byly zkoum§ny morfologick® rozd²ly v PurkyŔovĨch 

vl§knech pomoc² svŊteln® a elektronov® mikroskopie a ty byly pot® rozdŊleny do skupin. 

PurkyŔova vl§kna u potkanŢ, jako jedn® z reprezentaļn²ch skupin, byla znatelnŊ kratġ², neģ je tomu 

u komorovĨch myocytŢ. ObdobnŊ tomu bylo i u makakŢ (Macaca). Situace u ostatn²ch skupin 

kopytn²kŢ, koz a ovc², a d§le ġelem, lid², velryb, tuleŔŢ (Phocidae) byla pŚesnŊ opaļn§. Lze se 

domn²vat, ģe situace u myġ² bude podobn§ jako potkanŢ (Rattus), ģe tedy PurkyŔova vl§kna budou 

menġ² neģ komorov® myocyty (Ono et al. 2009). 

V jinĨch studi²ch doch§z² k jin® kategorizaci skupin zkoumanĨch zv²Śat. Zde jde o rozdŊlen² 

podle architektury PurkyŔovĨch vl§ken. Znovu se jedn§ o tŚi skupiny savcŢ: prvn² jsou hlodavci 

(Rodentia), do druh® patŚ² opice (Simiiformes), lid®, koļky, psi a tŚet² jsou kopytn²ci a velryby 

(Balaenidae). BuŔky kopytn²kŢ a velryb jsou zde charakterizov§ny jako velk® a ov§ln®. Z§roveŔ 

u tŊchto druhŢ tvoŚ² shluky v pruz²ch po 2-8 buŔk§ch, kter® jsou velmi rozptĨlen® a maj² rychl® 

pŚevodn² vlastnosti. Skupina hlodavcŢ se vykazuje vĨraznou podobnost² mezi PurkyŔovĨmi vl§kny 

a kardiomyocyty, maj² bohatou s²Šovitou strukturu a PurkyŔova vl§kna jsou vŊtġ² neģ komorov® 

myocyty. U opic, psŢ a koļek je popisov§n vŚetenovitĨ tvar bunŊk PurkyŔovĨch vl§ken 

rozm²stŊnĨch hlavnŊ pod®l endokardu. Pouze u lid² maj² PurkyŔova vl§kna v²ce cylindrickĨ tvar a 

jsou vŊtġ² neģ pracovn² kardiomyocyty (Garcia Bustos et al. 2017, Canale et al. 2012). Ve studii 

na praseļ²ch myocytech bylo zjiġtŊno, ģe nejtenļ² svazky se nach§z² v anteriorn² oblasti, pot® jsou 

sept§ln², posteriorn² a na konec later§ln² oblast srdce (Garcia Bustos et al. 2017). 

U prasat jsou PurkyŔova vl§kna znaļnŊ vŊtġ² neģ bŊģn® myocyty, transvers§ln² prŢŚez 

dosahuje 90 Õm, zat²mco kardiomyocyty nepŚesahuj² 20 Õm. BledĨ vzhled pŚi barven² 

hematoxylinem a eozinem ļi MasonovĨm trichromem je d§n vysokĨm mnoģstv²m glykogenu 

v cytoplazmŊ a malĨm mnoģstv²m myofibril, kter® se objevuj² sp²ġe v periferii a ne pŚ²liġ 

organizovan® (Garcia Bustos et al. 2017). 

2.2.2.1 Intramur§ln² a subendokardi§ln² PurkyŔova vl§kna 

Jak jsem jiģ zmiŔovala v pŚedeġl® kapitole, m§me dva z§kladn² typy PurkyŔovĨch vl§ken ï 

subendokardi§ln² a intramur§ln² ļi transmur§ln². Svazky vl§ken jsou distribuov§ny homogennŊ 

v subendokardi§ln² oblasti, nŊkdy i v perivaskul§rn² jak bylo pops§no u pt§kŢ (Gourdie et al. 

1993b). Subendokardi§ln² PurkyŔova vl§kna se obvykle propojuj² pŚes kontaktn² neboli pŚechodn® 

buŔky. Tyto pŚechodn® buŔky jsou v kontaktu s prvn² vrstvou pracovn²ch myocytŢ, ale mohou je 



16 

doprov§zet i do dalġ²ch vrstev (Garcia Bustos et al. 2017). Intramur§ln² PurkyŔova vl§kna 

postr§daj² lid® a myġi, naopak jsou velmi hojn§ u kopytn²kŢ (Garcia Bustos et al. 2017, Sedmera 

and Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Je zde velmi siln® propojen² mezi myocyty a 

PurkyŔovĨmi vl§kny a dokonce mŢģe doj²t k Ă¼pravŊñ architektury pracovn²ch myocytŢ 

(Garcia Bustos et al. 2017). Dle jedn® studie na prasatech doch§z² t®mŊŚ k okamģit® aktivaci srdce 

(Meijborg et al. 2014), coģ mŢģe bĨt velmi dŢleģit® v ġ²Śen² sign§lu (Sedmera and Gourdie 2014, 

Ono et al. 2009). CelkovŊ vl§kna tvoŚ² velmi hustou s²Š, kter§ se objevuje skrz celou stŊnu komory. 

Intramur§ln² vl§kna navazuj² na vl§kna subendokardi§ln² a obecnŊ jsou termin§ln² vl§kna velmi 

roztrouġen§ (Garcia Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014). Byla demonstrov§na 

pŚ²tomnost siln® kolagenov® vrstvy obklopuj²c² PurkyŔova vl§kna. Na pokusnĨch zv²Śatech byl 

nalezen tlustĨ fibr·zn² list. Funkļn² vĨznam tohoto listu je elektrick§ izolace PurkyŔovĨch vl§ken 

od komorov®ho svalu (Atkinson et al. 2011, Sedmera and Gourdie 2014). Funguje jako prevence 

pŚed ztr§tou a ¼bytkem pŚevodn² rychlosti na delġ² vzd§lenosti (Ansari et al. 1999). 

Hustota PurkyŔovĨch vl§ken se liġ² smŊrem od b§ze k apexu hlavnŊ v sept§ln²m a anteriorn²m 

rozloģen². ElektrickĨ impuls se ġ²Ś² skrz subendokardium, kde je hustota mnohem vŊtġ², neģ je 

u intramur§ln²ch vl§ken. Nicm®nŊ rozd²ly v region§ln²ch odliġnostech mezi zkoumanĨmi zv²Śaty 

byly minim§ln². Tenļ² vl§kna byla nalezena hlavnŊ v later§ln² oblasti aģ na posteriorn² ļ§st 

srdeļn²ho apexu, kde je oblast dist§ln²ch termin§ln²ch svazkŢ TawarovĨch ram®nek. 

Subendokardi§ln² PurkyŔova vl§kna jsou zcela izolov§na v apexu, u prasat jsou srdeļn² svazky 

obvykle pokryta vrstvou pojivov® tk§nŊ. Stoupaj²c² intramur§ln² PurkyŔova vl§kna se vŊtv² 

a v termin§ln² ļ§sti maj² odkryt§ tato vl§kna, coģ umoģŔuje rychlejġ² typickou aktivaci komor 

(Garcia Bustos et al. 2017). 

2.3 Akļn² potenci§l ï vznik a ġ²Śen² srdeļn²m svalem 

Schopnost nez§visle tvoŚit vzruch, kter§ je umoģnŊna souhrou iontovĨch kan§lŢ na membr§nŊ 

bunŊk, je d§na vlastnost² bunŊk hlavnŊ v sinoatri§ln²m uzlu. TŊmito specifickĨmi kan§ly jsou 

kalciovĨ kan§l CASQ2 a RYR2, ale tak® sod²kovĨ kan§l SCN5A (Park and Fishman 2011). 

OtevŚen²m sod²kovĨch kan§lŢ doch§z² k pomal® depolarizaci membr§ny a v podstatŊ t®mŊŚ 

okamģit® repolarizaci, coģ ovġem plat² pouze pro sinoatri§ln² a atrioventrikul§rn² uzel. Pro ostatn² 

ļ§sti pŚevodn²ho syst®mu a pracovn² myokard je typick§ f§ze plat·, kterou udrģuj² v§pn²kov® 

kan§ly s pomoc² sod²kovĨch kan§lŢ. Depolarizace membr§ny je vġak mnohem rychlejġ² a pr§h je 

vŊtġ². Za pravideln® opakov§n² rytmu neboli automacii, je zodpovŊdnĨ specifickĨ kan§l HCN4 

(Accili et al. 2002, DiFrancesco 2010), coģ je vĨmŊn²k Na
+
/K

+
. Otev²r§ se neobvykle jiģ bŊhem 

hyperpolarizace a t²m dok§ģe opŊtovnŊ vyvolat depolarizaci membr§ny. 
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2.4 VĨvoj pŚevodn²ho syst®mu 

2.4.1 Kardiogeneze 

Srdce je unik§tn² org§n s neuvŊŚitelnou rychlost² vĨvoje, kdy je jiģ z§hy po sv®m vzniku 

schopno vykon§vat svou funkci. Jiģ kolem dvaadvac§t®ho embryon§ln²ho dne u lidsk®ho z§rodku je 

srdce schopno se rytmicky stahovat a bŊhem dalġ²ch dnŢ jiģ pumpuje krev. U myġ² k tomu doch§z² 

jeġtŊ mnohem dŚ²ve a to kolem osm®ho dne embryogeneze - srdce je totiģ prvn²m funkļn²m 

org§nem v z§rodku (Mikawa 1999, Larsen et al. 2009). Srdeļn² progenitorov® buŔky jsou 

dopraveny z intraembryon§ln²ho mesodermu z krani§ln² ļ§sti primitivn²ho prouģku bŊhem 

gastrulace a vytv§Śej² srdeļn² srpek (Larsen et al. 2009, Challice and Viragh 1973). PostupnĨm 

ohĨb§n²m a splĨv§n²m se vytv§Ś² endokardi§ln² trubice (Savolainen et al. 2009). Primitivn² trubice 

se skl§d§ z vnitŚn²ho endokardu a silnŊjġ² vrstvy myokardu (Manasek 1968), m§ tvar obr§cen®ho 

p²smene ypsilon um²stŊn®ho ve stŚedu embrya (Moorman et al. 2003). 

S²ŔovĨ myozinovĨ tŊģkĨ ŚetŊzec - Mhc1a je selektivnŊ exprimov§n buŔkami s²nŊ u kuŚec²ho 

embrya. Exprese Mhc1a je omezen§ pouze na oblast primitivn² s²nŊ. Oproti tomu Mhc1v, komorovĨ 

myozinovĨ tŊģkĨ ŚetŊzec 1, je exprimov§n vġemi buŔkami srdeļn²ho mesodermu. Ale tato exprese 

se objevuje jen v budouc²ch komor§ch. Regionalizace je u srdce pravdŊpodobnŊ vĨsledkem dvou 

oddŊlenĨch oblast² srdce v r§mci prim§rn²ho srdeļn²ho pole. Irx4, Iroquois homoprotein, je 

exprimov§n vĨhradnŊ v krani§ln² ļ§sti srpku, pozdŊji se objevuje jen v komorovĨch buŔk§ch. Tento 

homoprotein je stimulov§n expres² Mhc1v a je potlaļov§n expres² Mhc1a. Irx4 je zodpovŊdnĨ 

za kranio-kaud§ln² urļen² srdce. Ztr§ta Irx4 u myġ² m§ za n§sledek ektopickou expresi s²ŔovĨch 

markerŢ v komoŚe. Transkripļn² faktor Tbx5 je naopak spojov§n s determinac² s²Ŕov® linie a 

souļasnŊ potlaļuje vznik komorovĨch bunŊk v s²ni. Na poļ§tku je exprimov§n u vstupu srdeļn²ho 

srpku, ale je omezen na sinus venosus, s²nŊ a nŊkter® oblasti komory (Obr. 2). Absence Tbx5 u myġ² 

se projevuje tŊģkou hypoplazi² dutin. Oproti tomu nucen§ exprese tohoto transkripļn²ho faktoru m§ 

za n§sledek ztr§tu komorovŊ specifickĨch genŢ. Mutace v Tbx5 u lid² je podkladem Holt-Oramova 

syndromu, jehoģ projevem je malformace srdeļn²ch dutin (Larsen et al. 2009). 

PŚi rozġiŚov§n² srdeļn² stŊny myokardu vznikaj² prvn² kontrakce (Mikawa 1999). Po prvotn² 

kontrakci vŊtġina bunŊk v srdci jeġtŊ nen² pŚ²liġ diferenciovan§ a vnitŚn² struktury jsou m§lo 

rozliġen® (Challice and Viragh 1973). Pot® se srdeļn² trubice postupnŊ prodluģuje a zaļ²n§ se st§ļet 

(DeHaan 1965), zpŢsob st§ļen² srdeļn² trubice je u vġech savcŢ stejnĨ (Yost 1995). SvĨm st§ļen²m 

vytv§Ś² strukturu, kter§ pŚipom²n§ tvar p²smene C. VnŊjġ² zakŚiven² vytv§Ś² pravou stranu a vnitŚn² 

je tvoŚena levou stranou tohoto p²smene. PostupnĨm kroucen²m a st§ļen²m se objevuje srdeļn² 

kliļka. V t®to struktuŚe se budouc² komora sune doleva, primitivn² s²nŊ jdou v²ce krani§lnŊ 

a dors§lnŊ. Po tomto prodlouģen² srdce doch§z² k ¼prav§m a zmŊn§m, kter® vedou k tvorbŊ 
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budouc²ch dutin (Larsen et al. 2009). PozdŊji zaļ²n§ proces rozdŊlen² s²n² a komor (Moorman et al. 

2003). Brzy na to navazuje i pozvolnĨ vĨvoj koron§rn²ho c®vn²ho z§soben² srdce. SouļasnŊ se 

zaļ²naj² tvoŚit trabekuly v komor§ch, svou strukturou pŚipom²naj² hustou houbovitou s²Š 

(Savolainen et al. 2009). Komorov® trabekuly maj² na starost c®vn² z§soben² myokardu v dobŊ, kdy 

koron§rn² c®vy nejsou jeġtŊ plnŊ vyvinut® (Mjaatvedt et al. 1999). Trabekuly jsou d§le kl²ļov® 

pro vĨvoj pŚevodn²ho syst®mu (De Jong et al. 1992). Pl§n vĨvoje plnohodnotn®ho srdce z prost® 

trubice se shoduje u vŊtġiny obratlovcŢ (Savolainen et al. 2009, Sedmera 2011). Po dotvoŚen² 

mezikomorov®ho septa uģ nedoch§z² k vĨraznĨm zmŊn§m ve funkci, struktuŚe ļi lokalizaci 

pŚevodn²ho syst®mu (Reckova et al. 2003). 

Struktura myokardu se bŊhem embryogeneze mŊn² a z§roveŔ doch§z² ke zpevnŊn² baz§ln²ho 

podkladu trabekul (Sedmera 2011, Sedmera et al. 2000). Ve struktuŚe trabekul se zaļ²naj² objevovat 

rozd²ly stran, u myġ² tento rozd²l nen² nijak vĨraznĨ, u pt§kŢ je mnohem vĨraznŊjġ² (Sedmera et al. 

2000). Po vzniku trabekul doch§z² k urychlen² veden² a je to dŢleģitĨ z§klad pro His ï PurkyŔŢv 

syst®m (Reckova et al. 2003, Sedmera et al. 1998). VnitŚn² trabekulace roste pomaleji neģ okoln² 

vnŊjġ² kompaktn² myokard a u kuŚat zaļ²n§ vĨraznŊ narŢstat aģ v druh® polovinŊ inkubace. VĨvoj 

trabekul u kuŚat proch§z² tŚemi st§dii, kter§ jsou podobn§ i u myġ² a lid² (Vuillemin and Pexieder 

1989). 

2.4.2 Poļ§teļn² vĨvoj kuŚec²ho srdce 

Srdce kuŚec²ch embry² vznik§ v mnoha kroc²ch velmi podobnŊ jako srdce savcŢ ļi jinĨch 

obratlovcŢ. Je zde ale nŊkolik ļasovĨch odliġnost², napŚ²klad srdce kuŚat je uģ do 36 hodin 

po oplozen² schopno zaļ²t plnit svou funkci (Kirby 2007). Nejprve se vytvoŚ² jednoduch§ srdeļn² 

Obr§zek 2: SchematickĨ popis exprese transkripļn²ch faktorŢ Irx4 a Tbx5 bŊhem poļ§teļn² 

srdeļn² specifikace dutin. 

Irx4 je transkripļn² faktor Ś²d²c² Mhc1v a tlum² Mhc1a expresi. Objevuje se vĨhradnŊ v oblasti, kde se 

vyskytuj² komorov® buŔky. Zat²mco Tbx5 je spojov§n sp²ġe s fenotypem s²n², pozdŊji je vĨhradnŊ 

v s²n²ch a sinus venosus (upraveno dle Larsen et al. 2009). 
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trubice, kter§ se u kuŚec²ch embry² objev² ve st§diu 8 dle Hamburgera a Hamiltona (st§dium HH8), 

coģ odpov²d§ 26-29 hodin§m vĨvoje. Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdŊlen² vĨvoje kuŚec²ho 

embrya je na 46 stadi² (Hamburger and Hamilton 1951). N§znak budouc²ch komor se zaļ²n§ 

objevovat jeġtŊ pŚed prvn²mi srdeļn²mi stahy. Vznik srdeļn² kliļky a stoļen² srdeļn² trubice 

doprava se objevuje ve st§diu HH11 (40-45 hodin). PostupnŊ se mŊn² rychlost veden² akļn²ho 

potenci§lu k vyġġ²m hodnot§m ve st§diu HH15 (50-55 hodin) (De Jong et al. 1992, Wittig and 

M¿nsterberg 2016). Ve st§diu HH16 (51-56 hodin) se mezi s²nŊmi a komorou vytv§Ś² 

atrioventrikul§rn² kan§l, kterĨ m§ dŢleģitou ¼lohu v embryon§ln²m srdci (Patten et al. 1948). 

Od tohoto obdob² se tak® vytv§Ś² trabekuly. PozdŊji se formuje mezikomorov® septum a je jasn® 

rozdŊlen² mezi komorami (Sedmera et al. 2004) (Obr. 3). N§slednŊ se vytv§Ś² endokardi§ln² 

polġt§Śky, kter® se pozdŊji pod²lej² na vzniku chlopn² (Oosthoek et al. 1998). Ve st§diu HH23 (ED4) 

m§ srdce jiģ jasnŊ definovan® srdeļn² segmenty, srdeļn² stŊna m§ tŚi vrstvy. Od dalġ²ho st§dia 

HH24 funguje v²cem®nŊ plnohodnotnŊ, i kdyģ nen² jeġtŊ plnŊ septov§no (Kirby 2007, Wittig and 

M¿nsterberg 2016). 

 

2.4.3 Role srdeļn²ch pol² v srdci 

DŚ²vŊjġ² klasickĨ pohled na kardiogenezi byl pŚed v²ce jak deseti lety pozmŊnŊn. PŢvodnŊ se 

pŚedpokl§dalo, ģe myokard vych§z² jen z jednoho zdroje prekurzorŢ. Bylo zjiġtŊno, ģe oznaļen® 

Obr§zek 3: Morfologie komor v obraze rastrovac²ho elektronov®ho mikroskopu. 

Pohled ze zadn² ļ§sti srdce kuŚec²ch embry² ve st§diu HH17 a HH25. LA = lev® s²Ŕ, RA = prav§ s²Ŕ, 

OT = vĨtokovĨ trakt, LV = lev§ komora, RV = prav§ komora a *  je naznaļeno vznikaj²c² 

interventrikul§rn² septum. (Sedmera et al. 2004) 
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Obr§zek 4: RozdŊlen² dvou z§kladn²ch srdeļn²ch 

pol². 

Do prim§rn²ho srdeļn²ho pole (rŢģovŊ) patŚ² prav§ a 

lev§ s²Ŕ, lev§ komora. Druh® srdeļn² pole (modŚe) 

zahrnuje pravou komoru a vĨtokovĨ trakt. Nejsou 

pŚesnŊ definovan® hranice mezi dutinou ļi segmentem 

(upraveno dle Kelly et al. 2014). 

buŔky v srdeļn² trubici kuŚete nemŊly spoleļn®ho pŚedka (Garcia-Martinez and Schoenwolf 1993). 

Srdce tedy vznik§ ze dvou odliġnĨch prekurzorŢ, coģ s sebou pŚin§ġ² koncept srdeļn²ch pol² 

(Buckingham et al. 2005) neboli myokardi§ln² linii (Meilhac et al. 2004a). V jin® studii Brande a 

kol. zjistili, ģe u obojģiveln²kŢ existuje pouze jedna srdeļn² prekurzorov§ linie. Tato linie je vġak 

heterogenn² a obsahuje pŚekrĨvaj²c² se populaci Isl 1 a Nkx 2.5 prekurzorŢ (Brade et al. 2007). 

BuŔky prim§rn²ho a sekund§rn²ho pole jsou oddŊleny ze spoleļn®ho z§kladu jeġtŊ pŚed 

vznikem srdeļn²ho srpku bŊhem ļasn® gastrulace. Studie sleduj²c² osudy tŊchto lini² vyuģila 

retrospektivn² klon§ln² analĨzu se znaļen²m ɓ ï galaktosid§zy v linii myġ² (Buckingham et al. 

2005). Ve st§diu srdeļn²ho srpku buŔky exprimuj² Fgf10 a Isl1, coģ jsou indik§tory sekund§rn²ho 

srdeļn²ho pole. Sekund§rn² srdeļn² pole leģ² medi§lnŊ k srdeļn²mu srpku. Je ovlivnŊno expres² 

proteinŢ rodin Bmp a Fgf z farynge§ln²ho endodermu a aktivuje srdeļn² transkripļn² faktory. 

Nicm®nŊ srdeļn² srpek poch§z² z prim§rn²ho srdeļn²ho pole (Larsen et al. 2009, Meilhac et al. 

2004b). Specializace linie sekund§rn²ho pole je u bunŊk opoģdŊna d²ky faktorŢm Wnt a Chordin. 

Sekund§rn² pole m§ vliv na buŔky aģ ve st§diu poļ§teļn² primitivn² srdeļn² trubice (Larsen et al. 

2009). Do druh®ho srdeļn²ho pole patŚ² prav§ komora a vĨtokovĨ trakt. Prim§rn² srdeļn² pole 

zahrnuje pravou a levou s²Ŕ, levou komoru (viz. Obr. 4). Linie rozdŊluj²c² srdeļn² pole nen² pŚesnŊ 

d§na hranic² dutin ļi srdeļn²ch segmentŢ (Kelly et al. 2014, Meilhac et al. 2004b). V dalġ² studii se 

spekuluje o tŚet²m srdeļn²m poli, kter® zajiġŠuje formaci sinoatri§ln²ho uzlu (Bressan et al. 2013). 

2.4.4 VĨvoj pŚevodn²ho syst®mu - srovn§n² kuŚec²ho a myġ²ho modelu 

PŚevodn² syst®m se u obou druhŢ plnŊ vyv²j² po formaci jednotlivĨch srdeļn²ch dutin. Jde 

o obdob² nejvyġġ² bunŊļn® proliferace, kter§ pot® zase zvolna kles§ (van den Berg et al. 2009). 

Prvotn² pacemaker se vġak vytv§Ś² uģ v trubicov®m srdci, kde se nach§z² ve vtokov® oblasti. Veden² 

vzruchu je jeġtŊ velmi pomal® (Mikawa and Hurtado 2007). Brzy pot® se pŚi pŚevodu ze s²n² 

do komor objevuje typick® zpoģdŊn², coģ je zpŢsoben® pr§vŊ pomalĨm veden²m pŚes 

atrioventrikul§rn² kan§l (Sedmera et al. 2000, Sedmera 2011, Paff et al. 1964). PŚesun hlavn²ho 
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pacemakeru do sinoatri§ln²ho uzlu ¼zce souvis² s dozr§n²m tohoto uzlu (Viragh and Challice 1983). 

U myġ² nast§v§ jiģ 11. embryon§ln² den (Benes et al. 2014, Sankova et al. 2012). U kuŚat je to 

podobn®, jen zah§jen² impulsu se objevuje uģ na 29-31 st§diu HH (6. -7. embryon§ln² den) 

(Reckova et al. 2003). Nen² mnoho studi² zamŊŚenĨch na mechanismus diferenciace a vzniku 

sinoatri§ln²ho uzlu a na to, jak doch§z² k pŚevzet² jeho hlavn² funkce - pacemakeru (Mikawa and 

Hurtado 2007). BuŔky pŚevodn²ho syst®mu jsou vġak pomŊrnŊ jasnŊ morfologicky rozeznateln® 

od bŊģnĨch myocytŢ. Dokonce jsou jeġtŊ nav²c obalen® speci§ln²mi buŔkami, kter® je izoluj² 

od myokardu (Verheijck et al. 2001, Christoffels et al. 2010). PodobnŊ jsou na tom kuŚata i myġi 

s poļ§tkem funkce lev®ho ram®nka, u myġ² nast§v§ 12. embryon§ln² den a u kuŚat v 35 st§diu HH 

(8. ï 9. embryon§ln² den). Doba inkubace nebo bŚezosti u obou druhŢ je 20-21 dnŢ (Reckova et al. 

2003), nicm®nŊ je velkĨ rozd²l ve stupni rozvoje mezi druhy. Jsou dvŊ hypot®zy vzniku bunŊļn® 

heterogenity tohoto uzlu, nen² ovġem jeġtŊ st§le jasn®, kter§ je ta prav§. Gradientn² model vych§z² 

z pŚedpokladu, ģe doch§z² k postupn® pŚemŊnŊ od periferie k okraji. MozaikovĨ model navrhuje, ģe 

se buŔky uspoŚ§daj² od okraje ke stŚedu (Mikawa and Hurtado 2007). 

ObdobnŊ jako sinoatri§ln² uzel i atrioventrikul§rn² uzel se skl§d§ z heterogenn² tk§nŊ. 

FunkļnŊ jsou vġak podobn® jako ostatn² ļ§sti pŚevodn²ho syst®mu, tak® u nich zŢst§v§ jist§ 

podobnost primitivn²ch myocytŢ (Mikawa and Hurtado 2007). PŢvod atrioventrikul§rn²ho uzlu je 

d²ky spoleļnĨm prekurzorŢm pŚisuzov§n atrioventrikul§rn²mu kan§lu. Maj² stejnou funkci i projev 

a lokalizace je tak® obdobn§ (Eichna and Dehaan 1961). V podstatŊ cel§ primitivn² srdeļn² trubice 

se skl§d§ jen z prekurzorŢ atrioventrikul§rn²ho kan§lu a lev® komory (Buckingham et al. 2005). 

Vznik definitivn²ho atrioventrikul§rn²ho uzlu bude asi mnohem sloģitŊjġ², neģ je zat²m 

pŚedstavov§no. PŚedpokl§d§ se, ģe zde bude doch§zet k v²cestupŔov®mu mechanismu vĨvoje 

(Mikawa and Hurtado 2007). 

Ve vrcholov® ļ§sti komorov®ho septa se vyv²j² HisŢv svazek (Viragh and Challice 1983). 

HisŢv svazek a s²Š vl§ken m§ jinĨ pŢvod neģ atrioventrikul§rn² kan§l, odġtŊpuje se brzy na zaļ§tku 

vĨvoje (Christoffels et al. 2010). Prav® a lev® Tawarovo ram®nko vznik§ ze subendokardi§ln²ch 

myocytŢ pod®l komorov®ho septa (Viragh and Challice 1983). PŚemŊnou jednotlivĨch klonŢ 

myocytŢ vznikaj² subendokardi§ln² PurkyŔova vl§kna (Gourdie et al. 1995). N§rŢst komorov®ho 

tlaku vede k rychlejġ² maturaci pŚevodn²ho syst®mu (Reckova et al. 2003). Oproti tomu sn²ģen² 

mechanick® z§tŊģe zpŢsobuje hypoplazii  lev® komory, dozr§n² pŚevodn²ho syst®mu je v lev® 

komoŚe pomalejġ². Tyto zmŊny jsou doprov§zeny regulac² diferenciaļn²ho markeru pŚevodn²ho 

syst®mu Cx40 (Hall et al. 2004). 

O pŢvodu pŚevodn²ho syst®mu se vedlo mnoho spekulac². Dlouho se rozhodovalo, zda je 

pŚevodn² syst®m sp²ġe myogenn²ho ļi neurogenn²ho pŢvodu. Z§sadn² indici² pro neurogenn² pŢvod 

byla podobnost proteinŢ pŚevodn²ho syst®mu a neurofilament (Gorza et al. 1988, Vitadello et al. 
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1998). Bylo vġak prok§z§no, ģe pŚevodn² syst®m vnik§ pouze z kardiomyocytŢ a jinĨ zdroj nemŢģe 

v®st ke vniku tŊchto speci§ln²ch bunŊk (Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Jde o pomŊrnŊ 

speci§ln² schopnost se diferencovat z kontraktiln²ch bunŊk (Gourdie et al. 1995). Tato diferenciace 

z myocytŢ se odehr§v§ vĨhradnŊ pod®l endokardu a pod®l vŊtven² vyv²jej²c²ch koron§rn²ch arteri² 

(Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Tato hemodynamick§ aktivace je u pt§kŢ iniciov§na 

sign§ln² molekulou endotelin. Ten dok§ģe u kuŚat indukovat diferenciaci PurkyŔovĨch vl§ken 

z bŊģnĨch myocytŢ (Gourdie et al. 1998). U nich je totiģ perivaskul§rn² s²Š vytvoŚena velmi 

hluboko aģ do tlouġŠky svaloviny komor, zat²mco u lid² a myġ² se PurkyŔova vl§kna vyskytuj² 

pouze v subendokardi§ln² vrstvŊ (Gourdie et al. 1995, Miquerol et al. 2003). 

Nen² vġak jist®, jestli tento model vĨvoje je pouģitelnĨ i pro savce (Miquerol et al. 2010). 

U savcŢ je vĨvoj pŚevodn²ho syst®mu m®nŊ z§vislĨ na myokardu (Gourdie et al. 1995, Gourdie et 

al. 1998, Moorman et al. 2003). U myġ² m§ signalizaļn² funkci obdobnou endotelinu ve formov§n² 

pŚevodn²ho syst®mu neuregulin (Rentschler et al. 2002). Tyto dvŊ sign§ln² molekuly jsou 

nepostradateln® v poļ§teļn² kardiogenezi a reguluj² mnoho dalġ²ch faktorŢ. Jedn²m z regul§torŢ 

genov®ho programu diferenciace pŚevodn²ho syst®mu u savcŢ je transkripļn² faktor Nkx 2.5 

(Komuro and Izumo 1993, Patel and Kos 2005). St§le nen² jist®, zda tyto geny jsou jedinĨmi, kter® 

odpov²daj² za diferenciaci pŚevodn²ho syst®mu, ļi zda vznik pŚevodn²ho syst®mu nen² zajiġtŊn 

interakcemi mezi tŊmito a dalġ²mi faktory (Patel and Kos 2005). 

Nkx2.5 je gen kl²ļovĨ pro kardiogenezi. Je nezbytnĨ pro formov§n², diferenciaci a udrģov§n² 

pŚevodn²ho syst®mu v srdci (Jay et al. 2004). Jde o jeden z prvn²ch detekovatelnĨch genŢ v srdci a 

mŢģe m²t na svŊdom² aktivaci srdeļn²ch progenitorŢ (Searcy et al. 1998). Urļuje specifikaci bunŊk 

do jednotlivĨch tk§n², je zapojen do vyzr§n² bunŊk ļi tk§n² srdce (Genis et al. 2008) a je nutnĨ 

pro expresi Cx 40 (Komuro and Izumo 1993). U lid² se nach§z² na p§t®m chromozomu se dvŊma 

exony (Shiojima et al. 1999) a u myġ² se vyskytuje na sedmn§ct®m chromozomu (Lyons et al. 

1995). BŊhem ģivota je tento gen kl²ļovĨ v ochranŊ pŚed cytotoxickĨmi l§tkami v dospŊl®m srdci 

(Akazawa and Komuro 2003). PodobnĨ Nkx2.5 je hometickĨ gen, neboli Hox gen. M§ kl²ļovou roli 

bŊhem embryon§ln²ho vĨvoje mnohobunŊļnĨch ģivoļichŢ. Jeho funkc² je kontrolovat celkovĨ 

vĨvoj embrya. A ovlivŔuje, co se v jak® ļ§sti tŊla bude vyv²jet (Pearson et al. 2005). 

2.4.4.1 Postnat§ln² vĨvoj pŚevodn²ho syst®mu 

VŊtġina prenat§ln²ho rŢstu srdce je zaloģen§ na hyperplazii, tedy zajiġtŊn§ bunŊļnou 

proliferac² bunŊk (Clark and Hu 1982, Sedmera and Thompson 2011, Vostarek et al. 2014). RŢst a 

pokraļov§n² vĨvoje nekonļ² s narozen²m ļi vyl²hnut²m, ļasto pŚetrv§ jeġtŊ do poļ§teļn²ho 

postnat§ln²ho obdob². Obvykle z§hy doch§z² k pŚepnut² z hyperplazie na hypertrofii - rŢst zajiġtŊnĨ 

zvŊtġov§n²m bunŊļn®ho objemu, ale nemus² tomu tak bĨt u vġech druhŢ. Tento pŚechod ļasto 
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nast§v§ v prvn²ch dnech po vyl²hnut² ļi narozen² (Li et al. 1996). U myġ² trv§ hyperplastickĨ rŢst 

bunŊk aģ do ļtvrt®ho dne po narozen², zat²mco objem bunŊk zŢst§v§ t®mŊŚ konstantn². Pot® nast§v§ 

zlom a doch§z² k prudk®mu n§rŢstu bunŊļn®ho objemu (Leu et al. 2001). ZpŢsob rŢstu se velmi 

podob§ rŢstu bunŊk u potkanŢ (Li et al. 1996). 

U kuŚat je postnat§ln² rŢst zajiġtŊn kombinac² hyperplazie a hypertrofie (Gerdes et al. 1983). 

KuŚec² kardiomyocyty maj² schopnost bunŊļn® proliferace postnat§lnŊ velmi dlouho, dle vĨġe 

zm²nŊn® studie aģ 6 tĨdnŢ, d®le vġak sledov§n² nebylo provedeno. MŊn² to pŚedstavu o moģn®m 

ukonļen² proliferace s narozen²m ļi vyl²hnut²m a velmi je odchyluje od podobnosti rŢstu u savcŢ 

(Li et al. 1996). U novorozenĨch selat je rŢst zajiġtŊn hlavnŊ hypertrofi² a to aģ do ļtrn§ct®ho 

postnat§ln²ho dne (Beinlich et al. 1995). SouļasnŊ s t²mto bĨv§ ļasto sledov§na jadernost bunŊk, 

pro hlodavce je obvykl§ dvoujadernost v dospŊlĨch srdc²ch (Li et al. 1996). U potkanŢ bylo 

zjiġtŊno, ģe do ļtvrt®ho postnat§ln²ho dne byla vŊtġina bunŊk jednojadern§. Pot®, co skonļ² obdob² 

kombinace hypertrofie a hyperplazie, m§ vŊtġina bunŊk dvŊ j§dra, obdobnŊ jako je tomu 

u dospŊlĨch. V obdob² hypertrofie je mnoģstv² dvoujadernĨch bunŊk shodn® s pŚedchoz² f§z² 

(Clubb and Bishop 1984). Ģ§dn§ studie nebyla vġak zamŊŚena na rozd²ly v jadernosti nebo styl 

rŢstu mezi kardiomyocyty a PurkyŔovĨmi vl§kny. 

Prenat§ln² vĨvoj srdeļn²ch bunŊk u lid² je v rozmez² 14. aģ 25. tĨdne charakterizov§n velmi 

hojnou proliferac². Posledn²ch deset tĨdnŢ se buŔky st§le dŊl², ale mnohem pomaleji. Z§roveŔ se 

objevuje rapidn² rŢst velikosti bunŊk. PŚi narozen² maj² kardiomyocyty poloviļn² velikost dospŊlĨch 

srdeļn²ch bunŊk. Poļet srdeļn²ch bunŊk pŚi narozen² odpov²d§ pouze 20% mnoģstv² kardiomyocytŢ 

u dospŊlĨch jedincŢ (Widdowson et al. 1972). Jin® studie ukazuj², ģe pŚibliģnŊ 25% kardiomyocytŢ 

je dvoujadernĨch pŚi narozen² a tento poļet zŢst§v§ i bŊhem ģivota (Olivetti et al. 1996). D§le bylo 

navrģeno, ģe obmŊna kardiomycytŢ je moģn§ do vŊku pŊti let (Beltrami et al. 2001). Tento 

pŚedpoklad byl zavrģen, ukonļen² proliferace v postnat§ln²m obdob² je variabiln² mezi jednotlivci a 

kles§ bŊhem ģivota. Pokles za jeden rok ģivota se odhaduje na 0,5%. Nen² uģ jasn®, zda tento 

klesaj²c² trend je zde jiģ od narozen² nebo nastane bŊhem dŊtstv² (Bergmann et al. 2009). 

2.5 Propojen² srdeļn²ch bunŊk 

BunŊļn§ spojen² zajiġŠuj² komunikaci mezi buŔkami. PurkyŔova vl§kna a komorov® myocyty 

bĨvaj² propojeny pŚ²mo nebo pŚes pŚechodn® buŔky. Mezi bunŊļn® spoje patŚ² napŚ.: zonula 

occludens, zonula adherens, macula adherens. Nejv²ce dominuje macula adherens, projevuje se jako 

bodov® splynut² membr§n, zejm®na u koz a ovc². Spojen² typu zonula occludens je m®nŊ ļast® a je 

o nŊco kratġ² neģ v jinĨch buŔk§ch. Interkal§rn² disky m²vaj² konstantn² tlouġŠku 20-30 Õm, nŊkdy i 

silnŊjġ² (Sommer and Johnson 1968). D§le mohou bĨt PurkyŔova vl§kna a pracovn² myocyty 

propojeny pŚechodnĨmi ļi kontaktn²mi buŔkami (Tranum-Jensen et al. 1991). Studie propojen² 
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pracovn²ch myocytŢ a PurkyŔovĨch vl§ken odhalila silnĨ ¼bytkovĨ trend smŊrem k b§zi. To 

vysvŊtluje brzkou apik§ln² aktivaci. PŚ²m® propojen² mezi PurkyŔovĨmi vl§kny a kardiomyocyty je 

zde signifikantnŊ rostouc² od b§ze smŊrem k apexu, kde je dokonce pŚes 70% spojen² 

(Garcia Bustos et al. 2017). 

Mezi jednotlivĨmi druhy se vyskytuj² vĨrazn® rozd²ly, nŊkter® druhy jako napŚ²klad myġi 

maj² t®mŊŚ vġechna PurkyŔova vl§kna a pracovn² myocyty propojen® na povrchu, ale potkani maj² i 

intramur§ln² PurkyŔova vl§kna. U pt§kŢ a u nŊkterĨch kopytn²kŢ existuj² PurkyŔova vl§kna, kter§ 

zasahuj² do myokardu. Pracovn² myocyty jsou s PurkyŔovĨmi vl§kny propojeny pod®lnŊ (Vigmond 

and Stuyvers 2016). Naproti tomu u prasat se propojen² objevuje na dist§ln²m konci PurkyŔovĨch 

vl§ken, coģ zajiġŠuje okamģitou aktivaci (Meijborg et al. 2014). 

2.5.1 Gap junction 

Dalġ²m typem bunŊļn®ho propojen² je propojen² typu gap juction tvoŚen® konexiny. NŊkdy 

mŢģe bĨt nazĨv§n i nexus, mezerovĨ spoj nebo komunikaļn² spoj. V tomto spoji jsou cytosoly dvou 

sousedn²ch bunŊk propojen® metabolicky a elektricky pomoc² p·rŢ v membr§nŊ. D²ky nim je 

moģnĨ plynulĨ pŚestup iontŢ, druhĨch poslŢ, malĨch metabolitŢ a dalġ²ch molekul (do velikosti 

1 kDa) mezi buŔkami. Je pro nŊ typick®, ģe maj² n²zkou specificitu, ale zato jimi  proch§z² velk§ 

ġk§la molekul (S§ez et al. 2003). Vyskytuj² se ve vġech tk§n²ch aģ na diferenciovan® kostern² svaly, 

ļerven® krvinky a dospŊl® spermatick® buŔky (Nielsen et al. 2012). 

Z§kladem tŊchto kan§lŢ jsou konexiny, transmembr§nov® proteiny. Jsou tvoŚeny ļtyŚmi 

transmembr§novĨmi Ŭ-ġroubovicemi, dvŊma extracelul§rn²mi kliļkami, jednou intracelul§rn² 

kliļkou a dvŊma konci (Jalife et al. 1999). Jednotliv® druhy konexinŢ se rozliġuj² podle d®lky C-

konce (Unger et al. 1999). C - konec a N ï konec maj² vģdy intracelul§rnŊ. Obsahuj² 

cytoplazmatickĨ oc§sek, kterĨ mŢģe zabr§nit prŢchodu dalġ²ch molekul skrz kan§l. Na tento oc§sek 

je moģn® navŊsit aequorin nebo green flourescent protein (GFP) a vyuģ²t pro znaļen² fluorescenļn² 

mikroskopie. Tyto molekuly pozdŊji ovlivn² rychlost uzav²r§n² kan§lu (Bukauskas et al. 2001). 

Konexiny se vģdy skl§daj² do hexamerŢ a t²m vytv§Ś² polokan§l ï konexon. Gap junction 

mŢģe bĨt homomerickĨ, ve kter®m jsou vġechny konexinov® proteiny identick®, nebo 

heteromerickĨ, kde se vyskytuj² dva a v²ce typŢ konexinŢ. D§le je moģno rozdŊlit na homotypickĨ 

kan§l, kdy jsou obŊ ļ§sti v kaģd® buŔce shodn® ļi heterotypickĨ, pokud se polokan§ly liġ² (Kanno 

and Saffitz 2001) (viz obr§zek 5). Tyto moģn® variace nab²zej² obrovskou diverzitu ve sloģen² a 

funkci 
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kan§lu (Nielsen et al. 2012). Bylo objeveno 21 konexinovĨch genŢ v lidsk®m genomu a 20 genŢ 

v myġ²m genomu (Sºhl and Willecke 2004), coģ pŚin§ġ² velk® mnoģstv² kombinac², avġak ne 

vġechny konexiny jsou spoleļnŊ kompatibiln² (Nielsen et al. 2012). Typy konexinovĨch proteinŢ 

rozhoduj² o tom, kter® l§tky budou proch§zet kan§lem (Goldberg et al. 1999). N§sledkem toho jsou 

specifick® rozd²ly ve vlastnostech konexinŢ. Sloģen² a mnoģstv² gap junction bude rozd²ln® dle typu 

buŔky (Nielsen et al. 2012). 

Po propojen² konexonŢ vznik§ kan§l mezi dvŊma buŔkami s prŢmŊrem 1,5 - 2 nm (10 ï 15 

anstr®mŢ). BuŔky jsou od sebe vzd§len® 2 ï 4 nm. SamotnĨ vznik kan§lu z monomerŢ konexinu je 

pomŊrnŊ sloģitĨ proces (Musil and Goodenough 1991, Musil and Goodenough 1993). Transkripce 

je Ś²zena transkripļn²mi faktory konexinovĨch genŢ. N§slednŊ jsou kotranslaļnŊ vloģeny 

do endoplazmatick®ho retikula. V endoplazmatick®m retikulu doch§z² k maturaci a spr§vn®mu 

sbalen² konexinŢ, pot® pokraļuj² do Golgiho apar§tu. Odtud je jiģ oligomerizovanĨ konexon 

(polokan§l) dopraven na plazmatickou membr§nu za spolupr§ce s cytoskeletem (Nielsen et al. 

2012). Na membr§nŊ doch§z² k propojen² s polokan§lem protilehl® buŔky. KromŊ pŚ²m® regulace 

transkripļn²mi faktory mŢģe bĨt jejich vznik ovlivnŊn i epigenetickou regulac² (acetylace histonu, 

metylace DNA ļi mikro RNA) nebo dalġ²mi faktory (fosforylac², pH nebo napŊt²m) (Nielsen et al. 

2012, S§ez et al. 2003). 

Propustnost kan§lŢ je ovlivnŊna moģnost² se otev²rat a zav²rat. Maj² vlastn² vr§tka a nŊkter® se 

zav²raj² rychle, jin® kan§ly naopak pomalu. Aktivita kan§lŢ je regulov§na zmŊnou v napŊt², 

koncentrac² v§pn²ku, pH, fosforylac² a proteinovou interakc². ZmŊna napŊt² mŢģe bĨt v rozd²lu mezi 

spoji, tedy mezi-spojov® napŊt². Dalġ²m typem je transmembr§nov® napŊt², kter® vznik§ pod®l p·ru 

v membr§nŊ mimo buŔku. Tento typ se objevuje u inexinŢ, coģ je analog konexinŢ u hmyzu 

(Bukauskas and Verselis 2004). VŊtġina konexinŢ poģaduje napŊt² ke sv®mu zavŚen², nŊkter® to 

Obr§zek 5: ZpŢsoby propojen² konexonŢ s moģnost² variabiln²ch konexinŢ. 

(upraveno dle Kanno and Saffitz 2001). 
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maj² zase pŚesnŊ naopak. ZavŚen² zmŊnou chemick®ho sloģen² je vŊtġinou zpŢsoben® koncentrac² 

v§pn²ku nebo pH, ale mŢģe bĨt tak® zpŢsoben® exogenn² chemik§li² ļi farmakologickĨm ļinidlem. 

Nastaven§ hodnota pH je velmi variabiln² pro kaģdĨ konexin. PrudkĨ n§rŢst koncentrace v§pn²ku 

vede k rozpojen² dvou polokan§lŢ od sebe ve vŊtġinŊ tk§n². Je to povaģov§no za ochrannĨ 

mechanismus pŚed poġkozen²m od sousedn² um²raj²c² buŔky ļi zpŢsobenou jinou patologi² (Nielsen 

et al. 2012). 

2.5.1.1 Srdeļn² gap junctions 

V kardiomyocytech jsou exprimov§ny pŚev§ģnŊ tyto konexiny Cx40, Cx43 a Cx45 (Severs et 

al. 2004). Jejich funkce je zde kl²ļov§ pro pŚenos elektrick®ho proudu mezi buŔkami myokardu. 

Rychlost pŚevodu sign§lu z§vis² na mnoģstv² spojŢ gap junction, d§le je dŢleģitĨ typ a velikost 

buŔky ļi rozloģen² tŊchto spojŢ. BuŔky jsou pomoc² gap junction propojen® hlavnŊ v oblasti zvan® 

interkal§rn² disk na konci myocytu u vŊtġiny zkoumanĨch zv²Śat (Ono et al. 2009, Severs 1990), ale 

napŚ²klad u potkanŢ pŚevl§d§ boļn² propojen² mezi myocyty v subendokardu (Ono et al. 2009).  

Jednotliv® typy gap junctions se v srdci liġ² v lokalizaci. Cx43 se vyskytuje hlavnŊ 

v pracovn²ch myocytech komor (Severs et al. 2004), zato s²Ŕov® myocyty exprimuj² kombinaci 

Cx40, Cx43 a Cx45 (Nielsen et al. 2012, Davis et al. 1995). V pŚevodn²m syst®mu se vyskytuje 

pŚev§ģnŊ Cx40, kterĨ se vyznaļuje velkou vodivost², ale v menġ²m poļtu se objevuje i Cx43 

(Severs et al. 2004). Cx43 je kl²ļovĨ bŊhem vĨvoje srdce (Nielsen et al. 2012) (Obr. 6). Dle studi² 

u myġ² je dalġ²m konexinem srdce Cx31.9 (myġ² Cx30.2), kterĨ m§ velmi malou rychlost veden². 

PravdŊpodobnŊ hraje velmi dŢleģitou roli v pomal® propagaci sign§lu skrz atrioventrikul§rn² uzel, 

u lid² to vġak nebylo potvrzeno 

(Kreuzberg et al. 2006). Cx40 je 

exprimov§n v brzk®m embryon§ln²m 

vĨvoji a jeho zmizen² z komory nastane 

p§r dnŢ pot® (Delorme et al. 1997). 

Jeho exprese je Ś²zena transkripļn²mi 

faktory Tbx5 (Bruneau et al. 2001) a 

GATA4 (Linhares et al. 2004), ¼tlum 

v komor§ch je pravdŊpodobnŊ 

zpŢsoben HRT2, kterĨ funguje jako 

represor jeho transkripļn²ch faktorŢ 

(Koibuchi and Chin 2007). 

Mezi z§kladn² srdeļn² konexiny u kuŚat patŚ² Cx42, Cx43 a Cx45. Exprese Cx42 a Cx43 se 

objevuje bŊhem cel®ho vĨvoje srdce a i v dospŊlosti u kuŚete (Beyer 1990). Tento fakt byl potvrzen 

Obr§zek 6: Shrnut² typick®ho rozloģen² 

konexinovĨch kan§lŢ v dospŊl®m srdci savcŢ. 

(upraveno dle Severs et al. 2008). 
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mnohem dŚ²ve, kde prezentovali pŚ²tomnost konexinov® struktury ve vġech st§di²ch vĨvoje 

(Manasek 1968). Cx42 se obvykle objevuje v komorov® ļ§sti srdce, kter§ zahrnuje HisŢv svazek, 

Tawarova ram®nka a PurkyŔova vl§kna. Tento konexin se vġak neobjevuje v pracovn²ch myocytech 

ļi jin® ļ§sti pŚevodn²ho syst®mu (Gourdie et al. 1993a). Cx43 se naopak vyskytuje v cel®m 

kardiovaskul§rn²m syst®mu a hlavnŊ v pracovn²ch myocytech (Larson et al. 1990, Gourdie 1995). 

Z§roveŔ oba dva byly nalezeny velmi hojnŊ v hladk®m svalstvu koron§rn²ch c®v (Gourdie et al. 

1993a). PŚesn® rozġ²Śen² jednotlivĨch typŢ konexinŢ u pt§kŢ nen² zn§mo. CelkovŊ se ptaļ² konexiny 

mezi sebou velmi liġ² ve vodivosti a regulaļn²ch vlastnostech (Veenstra et al. 1992). Ptaļ² konexiny 

se ¼plnŊ neshoduj² v sloģen² aminokyselin se savļ²mi gap junctions (Beyer et al. 1989). Ps² Cx40 

m§ 70 % shodu v aminokyselinov®m sloģen² s kuŚec²m Cx42. Cx45 u psŢ je shodnĨ se svĨm ptaļ²m 

homologem v 85 % (Beyer 1990). Ps² Cx43 je t®mŊŚ identickĨ (97 %) s kuŚec²m Cx43 (Gourdie et 

al. 1993a). 

Gap junctions jsou tak® spojov§ny se srdeļn²mi nemocemi, jejich porucha vede k srdeļn²m 

arytmi²m nebo n§hl® srdeļn² smrti (Severs et al. 2008). Probl®m bĨv§ ve sn²ģen² poļtu nebo 

heterogenitŊ exprese konexinŢ, coģ vede ke zpomalen² pŚevodu a zes²len² diskontinuity (Jansen et 

al. 2010). U lid² s ischemickou chorobou srdeļn², selh§n²m srdce ļi hypertrofickou kardiomyopati² 

byly nalezeny zmŊny v distribuci a geometrii tŊchto kan§lŢ. Proto se v minulĨch letech zaļaly 

zkoumat interakce konexinŢ s rŢznĨmi molekulami buŔky (Giepmans 2004). 

2.6 Hypotermie 

Dalġ² kapitolou pŚehledu literatury bude hypotermie, protoģe zmŊna teploty velmi ovlivŔuje 

fyziologickou odpovŊŅ organismu. Savci a pt§ci patŚ² do skupiny homotermŢ, jejichģ organismus je 

schopen udrģovat konstantn² teplotu a to i navzdory zmŊnŊ teplotn²ch podm²nek v okol². 

Fyziologick§ odpovŊŅ na zmŊnu teploty br§n² velk® ztr§tŊ tepla organismu ļi pŚehŚ§t² organismu. 

Hypotermie je definov§na jako teplota niģġ² o dva stupnŊ neģ je norm§ln² teplota j§dra (Pozos and 

Wittmers 1983, Pozos and Danzl 2001, Segers et al. 1998). Opakem k hypotermii je hypertermie, 

kter§ je urļena navĨġen²m teploty o nŊkolik stupŔŢ. Norm§ln² teplota j§dra pro dospŊl®ho ļlovŊka 

se pohybuje kolem 37ÁC pro mozek, srdce a ledviny. Poļ§teļn² hodnota hypotermie je od 35ÁC, ale 

za urļitĨch podm²nek je moģn®, ģe pŚ²znaky hypotermie budou vykazov§ny i pŚi teplotŊ 36ÁC 

(Pozos and Danzl 2001).  

Hypotermie mŢģe m²t v²ce pŚ²ļin. Prim§rn² pŚ²ļina hypotermie je d§na neefektivn² reakc² 

organismu na zmŊnu prostŚed². Sekund§rn² je zpŢsoben§ poġkozenou termoregulac² jako n§sledek 

nemoci, ¼navy ļi zranŊn². Zde je tŊlu dovoleno tolerovat mnohem vŊtġ² chlad neģ je norm§ln², i 

kdyģ to ohroģuje integritu organismu. Posledn²m dŢvodem hypotermie je klinicky vyvolan§ 

hypotermie (Pozos and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004, Segers et al. 1998). N§stup hypotermie 
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a jej² pŚ²padn® zhorġen² velmi z§vis² na nŊkolika faktorech, jako napŚ²klad na velikosti tŊla, stupni 

metabolismu, mnoģstv² tuku, vĨģivŊ, hydrataci nebo u lid² mnoģstv² a kvalitŊ obleļen² (Pozos and 

Danzl 2001, Hervey 1973). Hypotermie mŢģe bĨt rozdŊlena na tŚi f§ze: m²rn§, stŚedn² a siln§ (Pozos 

and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004). Nejniģġ² teplota zchlazen² lidsk®ho organismu a jeho 

opŊtovn® ohŚ§t² byla 15ÁC (DaVee and Reineberg 1980). Hodnoty nejniģġ²ch teplot jsou velmi 

odliġn® u jednotlivĨch druhŢ, u psa to je teplota v rozmez² 18-20ÁC a u potkana 13-15ÁC (Hervey 

1973). 

Hypotermie mŢģe m²t i pŚ²nosnĨ efekt. PŚ²kladem je prodlouģen² ģivotnosti org§nu a prevence 

pŚed hypoxi² org§nu nebo zaļ§tku z§nŊtliv® odpovŊdi. V dneġn² dobŊ je moģn® vyuģit² indukovan® 

hypotermie hlavnŊ pŚi operativn²ch z§kroc²ch, kterĨmi jsou napŚ. transplantace: kardiochirurgie 

nebo neurochirurgie. PŚi niģġ² teplotŊ tŊla jsou i niģġ² poģadavky tk§n² na kysl²k. To dovoluje 

vylouļen² org§nu z cirkulace pŚi operac²ch na mnohem delġ² dobu (Bigelow et al. 1950). Dokonce 

jiģ 3500 pŚ. n. l., v nejstarġ²m textu Edwin Smith Papyrus, je hypotermn² efekt pouģ²v§n 

terapeuticky. Pouģ²valy se lok§ln² studen® aplikace na r§ny hlavy a na infikovan§ nebo vŚedovit§ 

prsa (Breasted 1930). PozdŊji pŚ²zniv®ho efektu hypotermie pouģ²vali i v HippokratovŊ ġkole 

pŚi podvrtnut², otoku, zlomeninŊ nebo i pŚi kŚeļovĨch stavech (Adams 1849). PozdŊji bylo 

zchlazen² organismu vyuģito jako zpŢsob anestezie, chladov§ nark·za se objevuje pŚi teplotŊ 28ÁC 

(Bigelow et al. 1950). 

Nejlepġ² by bylo mŊŚit rovnou teplotu j§dra, ale zaŚ²zen² pro mŊŚen² teploty j§dra nejsou 

snadno dostupn§. Proto se teplota j§dra urļuje mŊŚen²m v ¼stech, rekt§lnŊ, v podpaģ², tympanicky a 

v j²cnu (zde je teplota bŊģnŊ o 1ÁC niģġ² neģ teplota j§dra). Teplotu periferie nen² moģn® vyuģ²t 

k urļen² teploty j§dra. Obvykle je teplota j§dra porovn§v§na vzhledem ke zmŊn§m v periferii. Toto 

srovn§n² perifern² a teploty j§dra prob²h§ v hypotalamu. Udrģen² a kontrola teploty j§dra z§vis² 

na teplotn² citlivosti perifern²ho syst®mu (Pozos and Danzl 2001). 

Informaci o zmŊnŊ teploty v okol² organismu zjiġŠuj² teplov® a chladov® receptory v periferii. 

Z§vis² na rozd²lech mezi j§drem a periferi², podle toho pŚen§ġ² zpr§vu o teplotŊ do centr§ln² nervov® 

soustavy. Teplov® i chladov® receptory maj² po aktivaci tonick® vzplanut². Chladov® budou 

reagovat na chladovĨ stimul s doļasnou excitac², pot® zŢstanou jejich frekvence sign§lŢ konstantn², 

zato budou inhibov§ny vysokou teplotou. Existuj² dva typy chladovĨch receptorŢ, jsou uloģeny 

hluboko v kŢģi nebo povrchovŊ, vŊtġina se vġak vyskytuje v periferii. PŚenos informace 

z chladovĨch receptorŢ zajiġŠuj² m§lo myelizovan§ vl§kna nebo C vl§kna. Vyp§l² pŚi teplotŊ 25 ï 

33ÁC a rychle se adaptuj² do nov®ho statick®ho rozpoloģen² (Trojan 2003, Silbernagl and 

Despopoulos 2004, Ganong 2005). 

Sign§ly z odliġnĨch aferentn²ch vl§ken vstupuj² do m²chy ve dvou stupn²ch. Prvn² je 

trigemin§ln², tedy vych§zej²c² z obliļeje, a druhĨ ze zbytku tŊla (Dawson et al. 1981). Pokraļuj² 
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spinotalamickou dr§hou a jsou prom²tnuty pŚ²mo v thalamu, d§le se dost§vaj² do hypotalamickĨch 

jader, kde je informace zpracov§na. Dle potŚeby dojde k aktivaci centr§ln²ho a autonomn²ho 

nervov®ho syst®mu, kter® d§le mobilizuj² ostatn² syst®my: dĨchac², vyluļovac², kardiovaskul§rn², 

endokrinologickĨ, svaly a tak® chov§n². Prvn² a hlavn² fyziologickou odpovŊd² na chlad je perifern² 

vazokonstrikce c®v, kter§ br§n² dalġ²m ztr§t§m tepla. Je Ś²zena autonomn²m nervovĨm syst®mem a 

m§ za ¼kol vyvolat pocit chladu (Trojan 2003, Silbernagl and Despopoulos 2004, Ganong 2005). 

2.6.1 Vliv hypotermie na organismus 

KaģdĨ fyziologickĨ syst®m m§ vlastn² odpovŊŅ na pokles teploty j§dra, kter§ dohromady 

d§v§ pŚ²znaky hypotermie (Obr. 7). PorozumŊn² kaģd®mu syst®mu je nezbytn®, neboŠ kaģdĨ syst®m 

komunikuje s ostatn²mi. Jak jiģ bylo zm²nŊno vĨġe, prvn² reakc² na chlad je perifern² 

vazokonstrikce, obvykle se tĨkaj²c² prstŢ rukou ļi nohou, nebo dalġ²ch perifern²ch ļ§st² tŊla (uġi, 

nos, brada) (Hervey 1973, Pozos and Danzl 2001). Tato vazokonstrikce mŢģe bĨt n§sledov§na 

vazodilatac², kter§ br§n² poġkozen² tk§nŊ pŚed ischemi² (Hervey 1973). Keatinge uk§zal, ģe 

vazodilatace je zpŢsoben§ paralyzuj²c²m efektem chladu na arterioly. Bude to podobnŊ platit i 

pro hloubŊji uloģen® c®vy, pokud klesne teplota opravdu hodnŊ (Keatinge and Evans 1961, 

Hayward and Keatinge 1979). Pod teplotou 34ÁC je n§rŢst mortality signifikantn² (Hildebrand et al. 

2004) a pod teplotou 32ÁC je vystaven² organismu jiģ spojeno se 100% ¼mrtnost². 

 

Z§kladn² fyziologick§ termoregulace zahrnuje u ļlovŊka tŚi faktory: pocen², vazomotoriku a 

tŚes (Hervey 1973). Hypotermie vyvol§v§ tŚes v kostern²m svalstvu, c²lem tŚesu je udrģen² norm§ln² 

tŊln² teploty. Tento tŚes pŚetrv§v§, dokud teplota j§dra neklesne na teplotu 29-31ÁC. Jde o tŚes 

nedobrovolnĨ a rytmickĨ, frekvence z§vis² na typu svalu (Hemingway 1963). Nejprve 

Obr§zek 7: Schematick® zn§zornŊn² poklesu teploty tŊlesn®ho j§dra a jeho z§kladn² reakce na 

organismus. 

Hypotermie je zde rozdŊlena m²rnou (bez vĨplnŊ), stŚedn² (ļtvercov® ġrafov§n²) a silnou (boļn² 

ġrafov§n²) (upraveno dle Pozos and Danzl 2001). 



30 

metabolismus roste d²ky tŚesu, ale po zastaven² tŚesov® reakce metabolismus kles§ aģ do vyļerp§n² 

organismu (Hervey 1973). Dalġ²m ¼ļinkem hypotermie je napŚ²klad: zmŊna ve funkci iontovĨch 

kan§lŢ, zvĨġen§ membr§nov§ lipidov§ stabilita, zmŊna ve vyplaven² a vychyt§v§n² 

neurotransmiterŢ, vĨlev rŢznĨch substanc² s ochrannĨm efektem na funkci bunŊļn® membr§ny, 

zachov§n² hematoencefalitick® bari®ry a sn²ģenĨ metabolismus (Pozos and Danzl 2001). 

Prvotn² reakc² na chlad u dĨchac²ho syst®mu je zvĨġen² frekvence n§dechŢ, hyperventilace 

(Keatinge and Evans 1961). Brzy vġak n§sleduje hypoventilace, neboli pokles mnoģstv² n§dechŢ 

za minutu (Bigelow et al. 1950). PŚi teplotŊ 30ÁC je sn²ģen² aģ ke ļtyŚem n§dechŢm za minutu, coģ 

vede k zadrģov§n² oxidu uhliļit®ho ve tk§n²ch. Velk® mnoģstv² oxidu uhliļit®ho zpŢsob² acid·zu. 

D§le se objevuje sn²ģen² pohyblivosti Śasinek a bronchi§ln²ho sekretu, pokles plicn² kompliance, 

n§rŢst anatomick®ho i fyziologick®ho plicn²ho mrtv®ho prostoru, vyġġ² potenci§l pro otok plic, 

kontraktiln² funkce br§nice a interkost§ln²ch svalŢ se mŊn² (Pozos and Danzl 2001, Morris et al. 

1985). 

Ve vyluļovac² soustavŊ pocit chladu pŚin§ġ² zprvu zvĨġenou potŚebu vyluļov§n² moļi, neboli 

diur®zu a to jeġtŊ pŚed poklesem teploty j§dra (Hervey 1973, Paton 2001). Jde o reakci 

na hypervolemii po vazokonstrikci (Hervey 1973) k udrģen² norm§ln²ho tlaku na stŊnu c®v. ObecnŊ 

je funkce ledvin bŊhem hypotermie sn²ģena d²ky poklesu syst®mov®ho krevn²ho tlaku. Velmi je 

redukovan§ i spotŚeba kysl²ku, ale podobnŊ tomu bude i u jinĨch org§nŢ jako jsou j§tra, mozek, 

srdce, kŢģe a kostern² svalstvo. Regulace koncentrace iontŢ drasl²ku mŢģe bĨt poġkozena 

pŚi hypotermii (Pozos and Danzl 2001). 

V zaģ²vac²m syst®mu doch§z² ke sn²ģen² motility s poklesem teploty j§dra, coģ d§le vede 

k akutn² dilataci ģaludku a tlust®ho stŚeva. Po sn²ģen² srdeļn²ho vĨdeje vlivem chladu buŔky jater 

budou st§le schopn® metabolizovat, ale nezvl§daj² zpracov§vat gluk·zu (Pozos and Danzl 2001). 

CelkovŊ maj² j§tra sn²ģenou funkci s klesaj²c² teplotou. Z toho dŢvodu bude zhorġena i schopnost 

jater metabolizovat, coģ povede k vŊtġ² acid·ze v tŊle (Britt et al. 1991). 

Chlad nebo hypotermie vyvol§v§ ġirokou hormon§ln² odpovŊŅ na stresovou reakci a hlavn² je 

vyplaven² katecholaminŢ. Tyto hormony dŚenŊ nadledvin stimuluj² termogenezi (Therminarias and 

Pellerei 1987). Koncentrace inzul²nu se u hypotermn²ch pacientŢ liġ², ale pod 31ÁC nen² moģn§ 

usnadnŊn§ difuze gluk·zy do bunŊk. NŊkteŚ² pacienti bĨvaj² hyperglykemiļt², ale koncentrace 

gluk·zy z§vis² na metabolick®m stavu pacienta a ne na stupni hypotermie (Pozos and Danzl 2001). 

Proto hyperglyk®mie mŢģe bĨt zpŢsobena poklesem inzul²nov® aktivity, n§rŢstem katecholaminem 

indukovan® glykogenolĨzy, zvĨġen²m sekrece katecholaminŢ, poklesem jatern² funkce nebo 

resorpc² gluk·zy ledvinami (Pozos and Danzl 2001). 

Pokles teploty j§dra obecnŊ inhibuje funkci imunitn²ho syst®mu. Byly provedeny studie, 

ve kterĨch byli lid® vystaveni m²rn® hypotermii, a v n§sleduj²c²ch tŚech tĨdnech nikdo 
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neonemocnŊl. Chlad br§n² infiltraci imunitn²ch bunŊk, kter§ vede k vyplaven² inflamatorn²ch 

cytokinŢ (IL-1, IL-6, TNF-Ŭ, INF-ɔ). Hojen² ran je pŚi hypotermn²ch podm²nk§ch zhorġen®, coģ je 

pravdŊpodobnŊ d§no vazokonstrikc² sniģuj²c² parci§ln² tlak kysl²ku v tk§ni (Sessler et al. 1988, 

Swan et al. 1953). Jedn²m vysvŊtlen² pro chladovŊ indukovanou imunosupresi je specifick§ inhibice 

imunitn²ch bunŊk. Bylo zdokumentov§no, ģe zvĨġenĨ vĨlev kortikosteroidŢ pŚi chladov®m stresu 

m§ tak® imunosupresivn² efekt (Pozos and Danzl 2001). 

Mezi prvotn² pŚ²znaky hypotermie patŚ² ġpatn® vyslovov§n², poġkozen² kr§tkodob® pamŊti a 

zhorġen² stavu vŊdom² v centr§ln²m nervov®m syst®mu. S dalġ²m poklesem teploty v j§dŚe se 

zaļ²naj² objevovat vizu§ln² a sluchov® halucinace. ĻlovŊk se st§v§ m®nŊ spoleļenskĨm, objevuj² se 

zmŊny v chov§n², je obecnŊ pomalejġ², pŚi chŢzi klopĨt§ ļi pad§ (Hervey 1973). Ztr§ta vŊdom² 

obvykle nast§v§ pŚi teplotŊ 28-30ÁC. Doch§z² i k poklesu rychlosti veden² akļn²ho potenci§lu z 30 

m/s pŚi 35ÁC na 12 m/s pŚi 21ÁC (Pozos and Danzl 2001). Sn²ģen² teploty zapŚ²ļin² pokles 

metabolismu mozku. Elektrick§ aktivita mozku byla sledov§na na teplotu 34ÁC, coģ byla teplota, 

kdy jeġtŊ mozek vykazoval aktivitu (Lanier et al. 1992).  

2.6.2 Hypotermie v kardiovaskul§rn²m syst®mu 

ObdobnŊ jako v jinĨch syst®mech hypotermie silnŊ ovlivn² funkce v kardiovaskul§rn²m 

syst®mu (Bigelow et al. 1950). ChladovĨ stres vyvol§v§ vazokonstrikci perifern²ch c®v 

zprostŚedkovanou sympatikem, v tomto pŚ²padŊ vĨlevem katecholaminŢ. Vazokonstrikce zpŢsob² 

srdeļn² pŚet²ģen² a dohromady se zvĨġenou myokardi§ln² spotŚebou kysl²ku vyvol§ poļ§teļn² 

srdeļn² tachykardii. S klesaj²c² teplotou se objevuje naopak bradykardie a sn²ģen² funkce myokardu, 

coģ zpŢsob² niģġ² srdeļn² vĨdej a hypotenzi. Otev²r§n² a zav²r§n² sod²kov®ho kan§lu je niģġ² a taky 

prŢchod sod²ku je sn²ģen. Tento pokles zapŚ²ļin² prodlouģen² PR a QT intervalu a celkov® rozġ²Śen² 

QRS komplexu (Pozos and Danzl 2001). 

Variabilita cirkadi§ln² tepov® frekvence je mnohem rŢznorodŊjġ² u m²rn® hypotermie 

neģ u norm§ln² teploty, coģ je pravdŊpodobnŊ d§no nerovnov§hou mezi sympatikem a 

parasympatikem (MacKenzie et al. 1991). BŊģn§ je sniģuj²c² se tepov§ frekvence s depres² teploty, 

kter§ je n§sledkem sn²ģen² spont§nn² depolarizace bunŊk pacemakeru (Black et al. 1976, Bigelow et 

al. 1950). Zpomalen² je tak® zapŚ²ļinŊno prodlouģen²m systoly a uchov§n²m d®lky diastoly (Hervey 

1973). Kontraktilita myokardu nekles§, pokud se teplota j§dra nesn²ģ² na 28ÁC (Morris et al. 1985). 

Srdeļn² zastaven² se objevuje aģ pŚi teplotŊ 21ÁC (Hildebrand et al. 2004). 

Vztah mezi tepovou frekvenc² a teplotou se liġ² u jednotlivĨch druhŢ (Clark 1920). VŊtġ² srdce 

bude po sn²ģen² teploty hŢŚe organizovan® neģ srdce menġ² (Hervey 1973). Doch§z² k pomalejġ² 

aktivaci a inaktivaci membr§nov®ho napŊt², je ovlivnŊna i repolarizace srdeļn²ho akļn²ho 

potenci§lu. Sn²ģen² o 1ÁC v srdci prot§hne cyklus srdeļn²ho akļn²ho potenci§lu a refraktern² 
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periodu o 15-20 milisekund (Pozos and Danzl 2001). Vliv hypotermie se liġ² v s²n²ch a v komor§ch, 

s²nŊ maj² vyġġ² rychlost pŚevodu, ale um² si udrģet norm§ln² synchronn² svalovou kontrakci i 

pŚi niģġ²ch teplot§ch. Na chlad jsou tedy mnohem citlivŊjġ² komory, coģ se mŢģe projevit inhibic² 

nebo nepravidelnost² (Pozos and Danzl 2001).  

PŚi teplotŊ pod 32ÁC se objevuj² s²Ŕov® i komorov® arytmie, u s²n² na to navazuje rozġ²Śen² 

s²n² a u komor vznik§ prim§rnŊ fibrilace (Nesemann et al. 1983). Nicm®nŊ arytmie vyvolan§ 

hypotermi² nen² potvrzen§ (Janse and Wit 1989, Wong 1983). Defekty vznikl® pŚi generov§n² 

elektrick®ho impulsu se objevuj² mnohem ļastŊji u hypertermie a naopak u hypotermie jsou vz§cn®. 

Na druhou stranu chybn§ propagace impulsu se mŢģe objevit jak u hypotermie, tak i u hypertermie. 

Tyto defekty vedou ke vzniku arytmi² (Vostarek et al. 2016). Hyperkalemie mŢģe bĨt jednou 

z pŚ²ļin srdeļn² arytmie, coģ je obvykle osudnĨ znak tk§Ŕov® hypoxie (Spurr and Barlow 1959). 

Vlivem sn²ģen® teploty se objevuje i s²Ŕov§ fibrilace, kter§ mŢģe bĨt vyvol§na zpomalen²m 

s²Ŕov®ho a komorov®ho stahu, rozġ²Śen²m QRS komplexu pŚi pomal®m komorov®m stahu, urļitĨ 

zpŢsob zablokov§n² pŚevodn²ho syst®mu, ļi posun pacemakeru do dalġ²ch ļ§st² pŚevodn²ho syst®mu 

(Somerville 1960). 

S hypotermi² kles§ i funkce bunŊk. Vlivem zpomalen®ho krevn²ho obŊhu vznik§ hypoxie, ta 

zpŢsob² pŚepnut² na anaerobn² metabolismus a vŊtġ² zakyselen² organismu. Kdyģ teplota j§dra 

dos§hne 25ÁC, tekutina zaļne pŚestupovat ven z c®vn²ho prostoru a hematokrit naroste o 150% 

(Haddix et al. 1996), coģ zhorġuje srdeļn² vĨdej. Z§roveŔ pŚi t®to teplotŊ 25ÁC je vŊtġ² rozpustnost 

o 33% kysl²ku a oxidu uhliļit®ho (Pozos and Danzl 2001). S kaģdĨm klesnut²m o 1ÁC doch§z² 

k n§rŢstu o 2% v krevn² viskozitŊ (Prakash et al. 1978). N²zk§ teplota m§ za n§sledek poġkozenou 

koagulaci, kter§ je zpŢsoben§ inhibic² enzymovĨch reakc² v koagulaļn² kask§dŊ (Michelson et al. 

1994). 

2.6.2.1 Vliv hypotermie na rŢst srdce 

Mnoho fyziologickĨch procesŢ srdce je velmi ovlivnŊno teplotou, ve kter® se srdce nach§z². 

Pt§ci, potomci poikilotermŢ, se d²ky svĨm pŚedkŢm um² vyl²hnout i za zmŊnŊnĨch teplotn²ch 

podm²nek. Warbanow a kol. zjistili, ģe kuŚata inkubov§na v subnorm§ln² teplotŊ 32-36ÁC maj² 

sn²ģenou tŊlesnou hmotnost spojenou s kardiomegali² a nejv²ce se to projev² pŚi teplotŊ 33,5ÁC 

(Warbanow 1971, Warbanow 1970). PŚi hypotermii doch§z² sn²ģen² tepov® frekvence, coģ vede 

k poklesu srdeļn²ho vĨdeje. Tento deficit je kompenzov§n n§rŢstem srdeļn²ho objemu (Benson Jr 

et al. 1989), a to m§ za n§sledek ono zvŊtġen² srdce. Kardiomegalie mŢģe bĨt zpŢsobena buŅ vyġġ² 

bunŊļnou proliferac², nebo vŊtġ² velikost² bunŊk. SouļasnŊ velikost tŊla byla vĨraznŊ menġ² 

u hypotermick® inkubace embry² (Warbanow 1971, Warbanow 1970). PŚi porovn§v§n²m velikosti 
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srdce k tŊlu, byla hypotermn² srdce dvakr§t vŊtġ² vzhledem ke kontrol§m. Kontraktilita 

hypotermn²ho srdce byla tak® dvakr§t vŊtġ² in vitro, ale in vivo hodnoty vyġly pŚesnŊ naopak. 

Bradykardie a sn²ģen® proudŊn² krve pŚi systole ve st§diu HH 17 bylo potvrzeno i v jin® studii 

(Lee et al. 2011). NapŚ²klad v jin® studii se vŊnovali hypotermii v ļasnĨch embryon§ln²ch stadi² HH 

18-24 pŚi sn²ģen® teplotŊ na 31,1ÁC. U kuŚat klesla srdeļn² frekvence o 25%, sn²ģil se krevn² tlak, 

prŢtok krve a zvĨġila se vaskul§rn² rezistence (Nakazawa et al. 1986) (Obr. 8). 

 

Podobn§ zjiġtŊn² byla prezentov§na v pr§ci Merkow a Leightor. KuŚata byla rozdŊlena na tŚi 

skupiny, ve kterĨch byla inkubov§na 90ÁF, 100ÁF a 108ÁF (32ÁC, 37,7ÁC a 42,2ÁC). HypotermnŊ 

inkubovan§ kuŚata (90ÁF) mŊla znatelnŊ menġ² velikost i v§hu tŊla a srdce bylo naopak zvŊtġen® a 

tŊģġ². Byl zde znatelnĨ projev retardace oļ² a dalġ²ch pŚ²vŊskŢ (peŚ²) oproti norm§lnŊ inkubovanĨm 

(100ÁF) ļi hypertermn²m kuŚatŢm (108ÁF). Hypertermie zpŢsobila zmenġenĨ rŢst tŊla i srdce, ale 

jinak byla morfologicky stejn§ jako normotermick§ embrya. Elektrokardiogram byl velmi podobnĨ 

u normotermn²ch a hypertermn²ch kuŚat, zato u hypotermn²ch bylo nespecifick® rozġ²Śen² QRS 

komplexu. To bylo podle autorŢ zpŢsobeno hypertrofickĨm rŢstem a navrhuj², ģe to mŢģe bĨt 

vyuģito jako model srdeļn² hypertrofie. Hypertrofie mŢģe bĨt kompenzac² pŚi poklesu efektivity 

k udrģen² srdeļn²ho vĨdeje. Mnoģstv² DNA na srdce bylo shodn® u hypotermn²ch i normotermn²ch 

embry², jen u hypertermn²ch byly hodnoty niģġ². Tepov§ frekvence byla poloviļn² u hypotermn²ch 

ve srovn§n² s normotermn² a hypertermn² frekvenc² srdce. Myokard u kuŚat inkubovanĨch v 90ÁF 

byl velmi podobnĨ ostatn²m skupin§m. V mezibunŊļnĨch oblastech se vyskytovalo vŊtġ² mnoģstv² 

vloļkovit®ho ļi vl§knit®ho materi§lu, u kter®ho pŚedpokl§daj², ģe jde o glykogen. (Merkow and 

Leighton 1967, Merkow and Leighton 1966). 

  

Obr§zek 8. Elektrokardiogram u experiment§ln²ch skupin kuŚat inkubovanĨch v odliġn® teplotŊ.  

Normotermn² skupina (100ÁF, 37,7ÁC), hypotermn² skupina (90ÁF, 32ÁC) a hypertermn² skupina 

(108ÁF, 42,2ÁC)(Merkow and Leighton 1967).  
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3 C²l pr§ce 

RŢst v embryon§ln²m obdob² je pŚev§ģnŊ zajiġtŊn proliferac². PŚi experiment§ln²ch 

podm²nk§ch se sn²ģen²m teploty inkubace se zmenġuje velikost tŊla a zvŊtġuje velikost srdce. 

 

Hlavn²m c²lem t®to pr§ce bylo odpovŊdŊt na tyto ot§zky: 

ü Ovlivn² niģġ² inkubaļn² teplota velikost tŊla a srdce? 

ü Pokud dojde k pŚedpokl§dan®mu zvŊtġen² srdce, ļ²m je tato zmŊna zpŢsobena na bunŊļn® 

¼rovni: hypertrofi² nebo hyperplazi²? 

ü Objev² se rozd²ly v tlouġŠce stŊny u obou komor? 

ü Bude prokazatelnĨ rozd²l mezi PurkyŔovĨmi vl§kny a pracovn²mi myocyty? 

ü ZmŊn² se velikost PurkyŔovĨch vl§ken po hypotermn² inkubaci? 
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4 Experiment§ln² ļ§st 

4.1 Metodika 

4.1.1 PokusnĨ model 

V experimentech byla pouģita vejce b²l® Leghornky (Đstav molekul§rn² genetiky AV ĻR, 

Koleļ, Ļesk§ Republika). Vejce byla nejprve dŢkladnŊ omyta vodou a drobn® pozŢstatky ġp²ny 

byly oļiġtŊny kart§ļkem, pot® byla jeġtŊ omyta alkoholem (70% EtOH). PŚed zah§jen²m 

experimentu byla vejce uskladnŊna ve vinot®ce (Hyundai Vin18). Zde byla vejce uskladnŊna tŚi dny 

pŚi teplotŊ 16ÁC. Byla pravidelnŊ kontrolov§na teplota a stav vajec. Pot® byla pŚem²stŊna 

do inkub§toru (Brinsea, Oya-Easy 380 Advance Series II Cabinet Incubator). V inkub§toru byla 

pŚedem nastavena vhodn§ teplota pro inkubaci vajec na 37,5 Ñ 0,5 ÁC a vlhkost 40%. V tomto 

inkub§toru byla vejce inkubov§na ļtyŚi dny ve tmŊ. PravidelnŊ byl monitorov§n stav vajec a tak® 

byla kontrolov§na teplota a vlhkost inkub§toru. ĻtvrtĨ den byla vejce rozdŊlena na dvŊ skupiny: 

hypotermn² model (12 vajec) a kontroly (7 vajec). PŚi rozdŊlen² do skupin bylo st§Ś² embry² 

jeden§ct dnŢ. Kontroln² skupina byla pŚem²stŊna do jin®ho inkub§toru (Forma Scientific 3546 

Water Jacketed CO2 Incubaror With C/hp Lab Oven). V inkub§toru pro kontroln² skupinu byla 

pŚedem nastavena teplota 37,5 Ñ 0,5ÁC a vlhkost 40%. Druh® skupinŊ v pŢvodn²m inkub§toru byla 

sn²ģena teplota na 33,5ÁC a vlhkost 40%. ObŊ skupiny byly drģeny v tŊchto podm²nk§ch aģ do doby 

odbŊru na sedmn§ct®m embryon§ln²m dnu (REF Warbanov 1970). Byla prov§dŊna kontrola teploty 

a vlhkosti dvakr§t dennŊ. 

4.1.2 OdbŊr embry² 

Sedmn§ctĨ embryon§ln² den byla vejce obou skupin vyjmuta z inkub§toru. Kaģd® vejce bylo 

postupnŊ otevŚeno vystŚiģen²m kulat®ho otvoru v m²stŊ vzduchov® komŢrky. Byla odstranŊna 

pap²rov§ blanka (membrana testa). Embryo bylo vytaģeno h§ļkem za krļek. Pot® bylo kaģd® 

embryo osuġeno na pap²rov®m ruļn²ku a zv§ģeno na v§h§ch (Denver Instrument SI-603). Embryo 

bylo usmrceno ustŚiģen²m hlaviļky. D§le byl kaģd®mu embryu otevŚen hrudn² koġ a bylo vyjmuto 

srdce. Srdce bylo opatrnŊ osuġeno a zv§ģeno na analytickĨch v§h§ch (Mettler, Toledo, USA). Pot® 

byla srdce po dobu 48 h fixov§na v 4% roztoku paraformaldehydu ve fosf§tov®m pufru (PBS) 

pŚi teplotŊ 4 ÁC. N§slednŊ byla srdce tŚikr§t vypr§na v PBS po dobu 10 minut. Pot® byla odvodnŊna 

ve vzestupn® alkoholov® ŚadŊ (viz Tabulka) 
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odvodnŊn² doba odvodnŊn² doba odvodnŊn² doba 

30% EtOH*  20 minut 80 % EtOH 20 minut 96% EtOH 15 minut 

50% EtOH 20 minut 90% EtOH 20 minut 100% EtOH 15 minut 

70% EtOH 20 minut 96% EtOH 15 minut 100% EtOH 15 minut 

*EtOH = alkohol 

Po odvodnŊn² byla srdce projasnŊna v benzenu (tŚikr§t 10 minut). D§le byla srdce prosycena 

paraplastem I do rozpuġtŊn² (pŚibliģnŊ na 30 minut), paraplastem II na 60 minut a na z§vŊr 

paraplastem III tak® na 60 minut. Pot® byla srdce zalita do kovovĨch zal®vac²ch komŢrek, oznaļena 

a uloģena v lednici. Hodnoty v§ģen² byly zaznamen§ny do tabulky. 

4.1.3 Kr§jen² bloļkŢ 

Kontroly i hypotermn² srdce byly po skupin§ch zality v pŚ²sluġnĨch bloļc²ch. Pot® byly 

bloļky kr§jeny na rotaļn²m mikrotomu (Leica RH 2135). Jednotliv® Śezy o tlouġŠce 8 Õm byly 

pŚeneseny ġtŊtcem na pŚedem pŚipraven® sklo s kapkou vody. řezy byly napnuty pŚ²mo na vodn² 

kapce d²ky vyhŚ§t² plot®nky, na n²ģ byla skla um²stŊna, na teplotu 42ÁC. Po dostateļn®m napnut² 

ŚezŢ byla skla z plot®nky sejmuta a po zchlazen² osuġena. Pot® byla skla na plot®nku vr§cena a dalġ² 

3 hodiny byla ponech§na k dŢkladn®mu vyschnut². PŚes noc byla skla uloģena do inkub§toru 

(Biological Thermostat BT 120) o teplotŊ 51ÁC k ¼pln®mu dosuġen². 

4.1.4 Histologick® znaļen² 

Jako z§kladn² zpŢsob barven² bylo vybr§no standardn² histologick® barven² hemaxylinem a 

eosinem. Hematoxylin je modrofialov® bazofiln² barvivo, kter® se v§ģe v j§dŚe buŔky. Eosin barv² 

cytoplazmu rŢģovŊ a je naopak acidofiln². PŚipraven§ skla byla nejprve odparafinov§na v Bioclearu 

1, 2, 3 a 4. Do k§dinky s Bioclearem byla skla pŚem²stŊna vģdy na 5 minut. PŚi pŚesunu mezi 

k§dinkami Biocleru byla skla lehce osuġena. Pot® byla skla vloģena do sestupn® alkoholov® Śady 

(100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vģdy na 2,5 minuty. D§le byla promyta v destilovan® vodŊ 

po dobu 5 minut. N§sledovalo barven² hematoxylinem, skla byla ponoŚena do barviva pŚibliģnŊ 

na 1 minutu. Pot® byla skla pr§na pod tekouc² kohoutkovou vodou asi 5 minut a dvakr§t opl§chnuta 

destilovanou vodou. Barven² skel eosinem bylo aplikov§no velmi kr§tce, pŚibliģnŊ 10 sekund. Pot® 

byla skla omyta v destilovan® vodŊ a odvodnŊna ve vzestupn® alkoholov® ŚadŊ (70%, 80%, 90%, 

96%, 100%, 100% EtOH). Potom byla skla projasnŊna v pŊtiminutovĨch intervalech karboxylenem, 

xylenem 1 a 2. N§slednŊ byly Śezy zamontov§ny pomoc² permanentn²ho m®dia (Depex) a kryc²ho 

skl²ļka. Zamontovan§ skla byla do druh®ho dne ponech§na ve tmŊ v digestoŚi pro zaschnut² 

montovac²ho m®dia. 
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4.1.5 Imunohistochemick§ znaļen² 

1) Znaļen² anti-actin (Ŭ-sarcomeric), Rhodamine (TRITC), Wheat Germ Aglutinin a Hoechst 

Dalġ²m zpŢsobem bylo imunohistochemick® znaļen² anti-actin (Ŭ-sarcomeric) a wheat germ 

aglutinin (WGA). Monoklon§ln² myġ² IgM anti-actin (Ŭ-sarcomeric) protil§tka je pouģ²v§na 

pro studium svalov® diferenciace. Je specifick§ pro kostern² a srdeļn² isoformu aktinu (Ŭ-SA). 

WGA Alexa Fluor 488 conjugate je univers§ln² znaļen² pro detekci glykokonjug§tŢ 

v histochemickĨch aplikac². V§ģe se pŚev§ģnŊ na vl§knitou sloģku mimobunŊļn® hmoty, ļ²mģ barv² 

mimo jin® bas§ln² membr§nu. 

Nejprve byla skla odparafinov§na v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 vģdy po 5 minut§ch. Pot® byla 

vloģena do sestupn® alkoholov® Śady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vģdy na 2,5 minuty. 

Skla byla d§le promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakr§t v PBS s 0,5% Tweenem (0,5% PBT) tak® 

5 minut a na konec jeġtŊ znovu dvakr§t na 5 minut v PBS. Pot® byla na skla aplikov§na 

pŚedinkubace v norm§ln²m koz²m s®ru (normal goat serum, NGS) minim§lnŊ na 30 minut. NGS 

bylo ŚedŊno 1:10 v roztoku 1% hovŊz²ho s®rov®ho albuminu (bovine serum albumin, BSA) a 0,1% 

Tween v PBS (0,1% PBT). Pot® byla na skla aplikov§na prim§rn² protil§tka Ŭ-SA (Sigma-Aldrich 

A2172) ŚedŊna 1:800 v roztoku NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10). Prim§rn² protil§tka Ŭ-SA byla 

inkubov§na na sklech pŚes noc pŚi 4ÁC. Pot® bylo nezbytn® skla dŢkladnŊ tŚikr§t promĨt v PBS 

po 10 minut§ch. Pot® byla aplikov§na sekund§rn² koz² protil§tka znaļen§ rhodaminem nam²Śen§ 

proti myġ²m globulinŢm (Rhodamine (TRITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG+IgM, 

Jackson Immuno Research Laboratories, 115-025-068). Sekund§rn² protil§tka byla ŚedŊna v roztoku 

NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10) v pomŊru 1:200. Na sklech byla sekund§rn² protil§tka 

inkubov§na ve tmŊ 60 minut za pokojov® teploty (21-22ÁC). V dalġ²m kroku bylo ve tmŊ 

pŚi pokojov® teplotŊ provedeno znaļen² WGA (Invitrogen 115-025-146) na 60 minut. WGA byl 

ŚedŊn 1:50 v roztoku 0,2% Tritonu v PBS. Pot® byla skla tŚikr§t pr§na na 10 minut v PBS a jednou 

10 minut v destilovan® vodŊ. D§le byla j§dra dobarvena barvivem Hoechst (Sigma 861405). 

Hoechst byl ŚedŊn v pomŊru 1:100 000 v roztoku 0,1% Tritonu v destilovan® vodŊ. Hoechst byl 

aplikov§n na 10 minut ve tmŊ pŚi pokojov® teplotŊ. Skla potom byla dŢkladnŊ omyta destilovanou 

vodou. Pot® byla odvodnŊna vzestupn® alkoholov® ŚadŊ (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% 

EtOH). D§le byly prepar§ty projasnŊny v  xylenu 1 a 2 vģdy 5 minut. řezy byly n§slednŊ 

zamontov§ny pomoc² permanentn²ho m®dia (Depex) a kryc²ho skl²ļka. Tato skla byla do druh®ho 

dne ponech§na ve tmŊ v digestoŚi pro dŢkladn® zaschnut² montovac²ho m®dia. 

 

2) Znaļen² Anti-phospho-Histone H3, Cy3 a DRAQ 5 

DruhĨm zpŢsobem imunohistochemick®ho znaļen² bylo barven² protil§tkou anti-phospho-

Histone H3 (pHIS 3) a DRAQ 5. Anti-phospho-Histone H3 je kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka. 
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Je schopn§ detekovat histon H3 fosforylovanĨ na Serinu 10 v chromatinu eukaryotickĨch bunŊk. 

Ten se vyskytuje v j§dŚe bunŊk nach§zej²c²ch se v M-f§zi bunŊļn®ho cyklu, a je tedy markerem 

mit·zy. DRAQ 5 je nespecifick® barvivo v§zaj²c² se na DNA ģivĨch nebo fixovanĨch bunŊk. 

Prvn² krokem bylo odparafinov§n² skel v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 na 5 minut. Pot® byla skla 

postupnŊ ponoŚena do sestupn® alkoholov® Śady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vģdy 

na 2,5 minuty. D§le byla skla promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakr§t v PBS s 0,5% Tweenem 

(0,5% PBT) tak® 5 minut a na konec znovu dvakr§t na 5 minut v PBS. Pro odmaskov§n² antigenu 

bylo nutn® skla povaŚit v 10mM citr§tov®m pufru s pH 6,00 v mikrovlnn® troubŊ (MW 750 W) 

dvakr§t 5 minut. Pro vychlazen² a omyt² byla skla ponoŚena do PBS s 0,1% Tritonem na 10 minut, a 

pak jeġtŊ jednou na 10 minut. Pot® byla skla jeġtŊ promyta v PBS tŚikr§t 5 minut. řezy na skle byly 

ponoŚeny do roztoku NGS ŚedŊn® 1:10 s 0,1% PBT na 90 minut pŚi pokojov® teplotŊ. D§le byla 

na skla aplikov§na prim§rn² protil§tka pHIS3 (Millipore 06-570) ŚedŊn® v NGS s 0,1% PBT a 

inkubov§na pŚes noc v lednici (+4ÁC). DruhĨ den byla skla tŚikr§t promyta v PBS na 10 minut. Pot® 

byla aplikov§na sekund§rn² protil§tka Cy3 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (JIRL 111-165-003) 

na 90 minut za pokojov® teploty a ve tmŊ. Sekund§rn² protil§tka byla ŚedŊna 1:200 v roztoku NGS 

s 0,1% PBT (1:10). D§le byla skla promyta tŚikr§t v PBS 5 minut a jednou v destilovan® vodŊ tak® 

5 minut. Posledn²m barv²c²m krokem byla aplikace DRAQ 5 (LI-COR 928-40022) naŚedŊnĨ 1:1000 

v 0,1% PBT. DRAQ 5 byl inkubov§n 60 minut ve tmŊ za pokojov® teploty. Pot® byla skla pr§na 

v PBS dvakr§t 5 minut a jednou 5 minut v destilovan® vodŊ. D§le byla odvodnŊna vzestupn® 

alkoholov® ŚadŊ (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% EtOH). Skla byla projasnŊna v xylenu 1 a 2 

vģdy 5 minut. řezy byly n§slednŊ zamontov§ny pomoc² permanentn²ho m®dia (Depex) a kryc²ho 

skl²ļka. Zamontovan§ skla byla do druh®ho dne ponech§na pro zaschnut² montovac²ho m®dia 

ve tmŊ v digestoŚi. 

4.1.6 Mikroskopick® metody 

Pro zobrazen² ŚezŢ barvenĨch hematoxylinem a eosinem byla pouģita svŊteln§ mikroskopie. 

Byl pouģit svŊtelnĨ mikroskop Olympus BX51 s pŚipojenĨm modulem pro digit§ln² fotografov§n². 

Pro sn²m§n² fotografi² a jejich ¼pravy byl pouģit poļ²taļovĨ program Cell^P. Nejprve byla 

nastavena intenzita svŊtla a bylo zkontrolov§no vyuģit² filtrŢ. Prepar§t na podloģn²m skle byl 

nejprve zaostŚen pŚi zvŊtġen² 10x a byla vybr§na vhodn§ oblast. Vģdy byla vyb²r§na dvŊ m²sta 

v cirkul§rn² oblasti lev® komory (LV circ), prav® komory (RV circ) a dvŊ oblasti v papil§rn²ch 

svalech lev® komory (LV mp). Sn²mky byly sb²r§ny pŚi zvŊtġen² 20x. Postup byl zopakov§n u vġech 

pl§novanĨch oblast² stejnŊ. Na z§vŊr byla jeġtŊ vyfocena kalibrace pro dalġ² potŚeby analĨzy 

sn²mkŢ. D§le zde byly nasb²r§ny sn²mky stŊny prav® a lev® komory se zvŊtġen²m 2x. Znovu byl 

postup zopakov§n u vġech oblast² vġech ŚezŢ kontroln²ch i hypotermn²ch srdc². 
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PurkyŔova vl§kna byla tak® sn²m§na na mikroskopu BX51 se zapnutĨm modulem 

fluorescence. Pro tvorbu obrazŢ byl pouģit znovu program Cell^P. Po nastaven² mikroskopu byla 

vybr§na vhodn§ oblast v lev® komoŚe pŚi zvŊtġen² 4x. V kaģd® komoŚe byla vybr§na tŚi m²sta 

bohat§ na tato vl§kna. PurkyŔova vl§kna se v kuŚec²m srdci obvykle vyskytuj² tŊsnŊ 

pod endokardem (Obr§zek 9). Vyskytuj² se samostatnŊ nebo ve skupinŊ s malĨm poļtem. Maj² 

protaģenĨ vŚetenovitĨ tvar, v naġem pŚ²padŊ jde o transverz§ln² Śezy PurkyŔovĨmi vl§kny. Sn²mky 

byly sb²r§ny se zvŊtġen²m 40x. Postup byl opakov§n u vġech ŚezŢ obou skupin. 

 

Fotografie imunohistochemick®ho znaļen² byly sn²m§ny na konfok§ln²m fluorescenļn²m 

mikroskopu Olympus BX61, konfok§ln² modul FluoView1000. V naġem experimentu byl vyuģit 

sekund§rn² fluorochrom formou imunohistochemick®ho znaļen² (prim§rn² a sekund§rn² protil§tka). 

Sn²mek byl zaostŚen se zvŊtġen²m 10x a pot® byla vybr§na c²lov§ oblast, kam byla aplikov§na 

kapka imerzn²ho oleje. C²lov® oblasti byly stejn® jako u svŊteln®ho mikroskopu (LV circ, LV mp a 

RV circ). Dva sn²mky z kaģd® oblasti byly fotografov§ny se zvŊtġen²m 40x. PŚi zapnut®m laseru 

byla pŚi autofluorescenci nastavena hloubka sn²man® oblasti (6 Õm, 4 optick® Śezy s z-krokem 

1,5 Õm), intenzita laseru, pŚibl²ģen² a pomŊr obrazu. U kaģd®ho typu laserov®ho z§Śen² byla pot® 

upravena jeho intenzita. Tento postup byl zopakov§n u vġech oblast². 

Obr§zek 9: Uk§zka pro metodick® zobrazen² urļov§n² PurkyŔovĨch vl§ken. 

Sn²mek lev® komory v oblasti papil§rn²ch svalŢ byl vytvoŚen flourescenļn²m mikroskopem. Jde 

o fotografii hypotermn²ho srdce. ZvŊtġen² bylo 40x, mŊŚ²tko je 50 Õm. 
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4.1.7 AnalĨza sn²mkŢ 

Nasn²man® obr§zky ze svŊteln®ho a fluorescenļn²ho mikroskopu BX51 byly vyhodnoceny 

v programu ImageJ - win64 (FIJI). D²ky tomuto programu byla mŊŚena tlouġŠka kardiomyocytŢ 

pŚes j§dro v pixelech. V kaģd®m sn²mku bylo zmŊŚeno maximum bunŊk s j§drem a jasnŊ 

definovanou bunŊļnou membr§nou. Hodnoty namŊŚen® na jednom sn²mku byly pŚeneseny 

do tabulky v Excelu Microsoft Office. Tento postup byl zopakov§n u vġech poŚ²zenĨch fotografi². 

MŊŚen² ġ²Śky stŊn komor byl velmi obdobnĨ. StŊny byly mŊŚeny pomoc² programu ImageJ - win64 

(FIJI) v pixelech. Byly vybr§ny tŚi oblasti v kaģd® stŊnŊ prav® a lev® komory u kaģd®ho srdce. Pot® 

byly hodnoty vloģeny do tabulky Excel Microsoft Office. BuŔky pŚevodn²ho syst®mu ï PurkyŔova 

vl§kna byla tak® mŊŚena v pixelech v programu ImageJ - win64 (FIJI). Na kaģd®m sn²mku byl 

zmŊŚen maxim§ln² poļet jasnŊ definovatelnĨch PurkyŔovĨch vl§ken. NamŊŚen® hodnoty byly 

pŚesunuty do tabulky Excel Microsoft Office. Vġechny z²skan® hodnoty byly pŚevedeny z pixelŢ 

na Õm. 

Fotografie se znaļen²m Ŭ-SA a WGA byly tak® vyhodnoceny v programu ImageJ ï win64 

(FIJI). C²lem bylo tak® zmŊŚen² tlouġŠky kardiomyocytŢ pŚes j§dro. Opakov§n² tohoto postupu bylo 

d§no v nŊkterĨch pŚ²padech nejasnŊ definovanou plazmatickou membr§nou po barven² 

hematoxylinem a eosinem. Znovu bylo v kaģd®m sn²mku zmŊŚeno maximum bunŊk s jasnĨm 

j§drem a bunŊļnou membr§nou. Hodnoty byly uloģeny do tabulky v Excelu Microsoft Office. OpŊt 

tento postup byl zopakov§n u vġech sn²mkŢ. Pot® byly hodnoty pŚevedeny na Õm. 

Nasb²ran® fotografie se znaļen²m pHIS 3 a DRAQ 5 byly analyzov§ny v programech Adobe 

Photoshop 7.0 a ImageJ ï win64 (FIJI). Nejprve byla v programu Photoshop oznaļena pozitivn² 

j§dra (tj. proliferuj²c² buŔky). Pot® byla zkontrolov§na pozitivita vyskytuj²c² se v m²stŊ j§dra 

pŚepnut²m jednotlivĨch kan§lŢ. Poļet pozitivn²ch jader byl pŚenesen do ImageJ, kde byla spoļ²t§na. 

Hodnota byla uloģena do tabulky Excel Microsoft Office. D§le byl vytvoŚen obraz plochy 

ve Photoshopu a pot® byl pŚenesen do ImageJ. Zde byla plocha zmŊŚena a uloģena do tabulky 

v Excelu. StejnĨ postup byl zopakov§n u vġech nasn²manĨch fotografi². 

4.1.8 Statistick® vyhodnocen² 

Nasb²ran§ data byla rozdŊlena na dvŊ skupiny podle typu inkubace. NormotermnŊ 

inkubovanĨch embry² bylo 7 a do hypotermn² skupiny bylo zapojeno 12 embry². Hodnoty jsou 

prezentov§ny ve vĨsledc²ch jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ smŊrodatn§ odchylka. PomŊr hmotnosti 

srdce a tŊla byl poļ²t§n HW/BW x 100 (HW = hmotnost srdce [g], BW = hmotnost tŊla[g]). 

Signifikantnost vĨsledkŢ byla kontrolov§na pomoc² Studentova t-testu a hodnoty statisticky 

vĨznamn® byly oznaļeny hvŊzdiļkou s vysvŊtlen²m v legendŊ (*  P < 0,05, **  P < 0,01, 

***  P < 0,001). Korelaļn² koeficient byl proveden vynesen²m grafu s line§rn² spojnic² trendu, 
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rovnice regrese a hodnotou spolehlivosti R. Tuto hodnotu spolehlivosti hodnot²me jako malou 

(R = 0,1), stŚedn² (R = 0,3) a velkou (R = 0,5). 

4.2 VĨsledky 

VĨsledky byly organizov§ny do skupin dle sb²r§n² dat a jejich n§sledn® analĨzy: 

4.2.1 Hodnoty hmotnosti tŊla a srdce, pomŊr v§hy srdce a tŊla 

4.2.2 Ġ²Śe bunŊk po znaļen² hematoxylinem a eosinem a Ŭ-sarkomerickĨm aktinem 

4.2.3 Ġ²Śe stŊny lev® a prav® komory 

4.2.4 Hodnoty pŚ²ļn®ho prŢmŊru PurkyŔovĨch vl§ken 

4.2.5 Mnoģstv² proliferuj²c²ch kardiomyocytŢ v 1 mm
3
 tk§nŊ 

4.2.1 Hmotnost tŊla a srdce 

Prvn² skupina (n=7) s kuŚec²mi embryi byla inkubov§na za standardn²ch podm²nek ï 

normotermie (37,5 ÁC). V druh® skupinŊ (n=12) byla vejce s embryi kuŚete ponech§na 

v hypotermn² teplotŊ (33,5 ÁC). Hypotermn² embrya byla po vytaģen² z vejce viditelnŊ menġ²ho 

vzrŢstu neģ kontroly. Tomuto faktu odpov²dala i hmotnost tŊla po zv§ģen² vġech embry² (Graf 1). 

PrŢmŊrn§ v§ha normotermn²ch embry² byla 16,88 Ñ 1,86 g, u hypotermn²ho modelu byla hmotnost 

11,98 Ñ 1,26 g. Hmotnost u normotermn²ch embry² byla vŊtġ² o 29% neģ u hypotermn²ch. 

Dle Studentova T-testu byla hodnota tohoto rozd²lu velmi statisticky vĨznamn§ (P < 0,001).  

 

Po vyjmut² srdc² jsme pozorovali rozd²l mezi skupinami a srdce hypotermn²ch embry² byla 

znatelnŊ vŊtġ². Toto pozorov§n² bylo potvrzeno i zv§ģen²m srdc² u obou skupin (Graf 2). Hmotnost 

srdce u normotermn²ch embry² byla 154,14 Ñ 21,17 mg a oproti tomu prŢmŊrn§ v§ha srdce 
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Graf 1: PrŢmŊrn§ hmotnost tŊla kuŚec²ch embry² u kontroln² skupiny (ļervenŊ) a 

u experiment§ln² skupiny (modŚe) s inkubac² v hypotermn²ch podm²nk§ch. 

Kontroln² skupina byla v prŢmŊru vŊtġ² o 29% neģ hypotermn². (StudentŢv t-test (P < 0,001) 
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hypotermn²ho modelu byla 182,10 Ñ 24,70 mg. Zde se hmotnost srdc² liġila o 18% a podle 

Studentova T-testu je vĨsledek signifikantn² (P < 0,05). 

 

Na obr§zku 10 je viditelnĨ m²rnĨ rozd²l ve velikosti srdce, kterĨ ukazuje vŊtġ² velikost srdce 

u hypotermn²ch embry² ve srovn§n² s kontrolami. 

 

D§le jsme srovn§vali pomŊr v§hy srdce (g) k hmotnosti tŊla (g). U kontroln² skupiny byl 9,13 

Ñ 0,07 a u experiment§ln² skupiny byl 1,525 Ñ 0,17. Tento pomŊr byl vĨznamnŊ vŊtġ² (o 67%) 

u hypotermn²ch embry² (P < 0,001). 

 

  

Obr§zek 10: Transverz§ln² Śez srdcem u kontrol (vlevo) a experiment§ln²ho modelu 

(vpravo). 

Vlivem hypotermie doch§z² k zbytnŊn² srdce (mŊŚ²tko 1 mm), znaļen² hematoxylin a eosin. 

 

Graf 3: �•�‰�Œ�½�u�"�Œ�}�À���v� ���Z�}���v�}�š�Ç���u�"�Ž���v�_���“�_�Ž�������µ�v�"�l���µ���l�}�v�š�Œ�}�o���������Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�_���•�l�µ�‰�]�v�Ç���‰�} �����Œ�À���v�_��
hematoxylinem a eosinem.Obr§zek??: Transverz§ln² Śez srdcem u kontrol (vlevo) a 

experiment§ln²ho modelu (vpravo). Vlivem hypotermie doch§z² k zbytnŊn² srdce (mŊŚ²tko 1 mm), 

znaļen² hematoxylin a eosin. 

Graf 2: PrŢmŊrn§ v§ha srdce embry² u normotermn² skupiny (ļervenŊ) a u hypotermn² 

skupiny (modŚe).  

Hmotnost byla o 18% vŊtġ² u hypotermn²ho modelu neģ u kontrol. (StudentŢv t-test, *P < 0,05). 
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