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ABSTRAKT

Cielom tejto prace je skimanie vplyvu davkovania génu Nkx2.5 na
elektrofyziolégiu srdca mySi v prenatalnom obdobi vyvoja. Hlavnou ulohou je hl'adanie
rozdielov vo vedeni elektrického vzruchu v srdci mySich embryi v zavislosti na ich
genotype. Bola na to pouzita Specifickd metdda snimania prechodu elektrického vzruchu
myokardom, tzv. optické mapovanie. Vd'aka tejto metdde bolo moZné vytvorit obrazky
avidea zachytavajice prechod elektrického impulzu srdcom, s oznaCenim zacliatku
a smerovania jeho vedenia. Z vystupov tychto snimani, tzv. optickych map, su urcené

pripadné anomalie a vychylky v porovnani s normalnou funkciou srdca.

Praca sa zameriava na expresiu transkripéného faktoru Nkx2.5 asnim
suvisiacich regulacnych prvkov, ktoré sa podiel'aji na spravnom formovani a fyziol6gii
srdca do obdobia vyvoja priblizne 9,5 dni post coitum (d.p.c.). Jedinci v tomto vyvojovom
Stadiu boli opticky mapovani a porovnavani na zaklade ich genotypu - homozygotne
nemutantné, heterozygotné a homozygotne mutantné mysie embrya vykazovali urcité

podobné vlastnosti, kym v niektorych sa dramaticky lisili.

KedZe tato praca je jedna zmala, ktora detailne skima optické mapy
homozygotne mutantnych jedincov v géne Nkx2.5, vysledky z nej plyndce si mozZnym
zaCiatkom podrobného hl'adania abnormalit fenotypu sdvisiacim s tymto transkripénym
faktorom. Urcenie miesta tohto génu v regulacnej sieti vyvoja srdca moze dopoméct
k blizSiemu pochopeniu vrodenych srdcovych poruch, v ktorych hra poSkodenie tohto

génu ulohu.
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srdcové poruchy.



ABSTRACT

The objective of this thesis is to investigate the role of Nkx2.5 gene dosage on
electrophysiology of the mouse heart in prenatal stage of its development. The main goal
of this work is to search for differences in conduction of electric impulses through the
embryonic mouse hearts of different genotype. Special method of capturing the
conduction of electric impulse through myocardium, called optical mapping, was used to
visualize the electrical activity. Thanks to this method I was able to construct images and
videos capturing the spread of the impulse with identification of the beginning of the
activation and its direction in the heart. These outputs, or optical maps, help to define

anomalies and defects in mutants compared with a normal functioning heart.

The thesis focuses on the expression of the transcription factor Nkx2.5 and
regulatory components related with the correct formation and physiology of the heart
until 9.5 days post coitum. Embryos at this developmental stage were optically mapped
and analysed according to their genotype. While the wild type and heterozygote mouse
embryos exhibited high degree of similarity, the homozygous mutants were dramatically

different.

Considering this work as one of a few examining optical maps of Nkx2.5-null
embryos in detail, the results may be a beginning of an elaborated search for
abnormalities in phenotype correlating with gene dosage of this transcription factor.
Defining the place of this gene in the complex regulatory network may help to deepen

the understanding of congenital heart diseases, where the gene plays a significant role.

KEY WORDS

Nkx2.5, optical mapping, mouse, embryo, heart, heart electrophysiology, heart
development, cardiac conduction system, gene dosage, transcription factor, congenital

heart disease.
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uvoD

Srdce je prvym funkénym orgadnom vo vyvijajucich sa embryach, pretoZe prisun
kysliku a Zivin skrz obehovy systém je predpokladom pre spravny rast embrya a jeho
prezitie. Formovanie srdca zahfna detailne koordinovany proces bunkovej diferenciacie
aintegrovanej mnohobunkovej morfogenézy, pricom aj kratke naruSenie tychto
procesov moze viest k vyvoju vrodenych srdcovych poruch. Komplexna regulacna siet,
ktora ma pod kontrolou procesy vyvoja srdca, jeho formovanie a funkcie, ma viacero

faktorov zucastnujucich sa spravneho vyvoja.

Jednym ztychto hlavnych prvkov je evolu¢ne konzervovany homeoboxovy
transkripcny faktor Nkx2.5, ktory sa podiel'a na spravnom vyvoji srdca a jeho funkénych
Casti zodpovednych za spravny vyvoj Struktir prevodového systému. Zohrava kritickd
ulohu v kontrole srdcového vyvojového programu a v transkripénej regulacii pocas
kardiogenézy a adaptivneho procesu v dospelych srdciach. Tento transkripény faktor je
nevyhnutny pre normalny vyvoj srdca a mutacie vtomto géne su spajané s vrodenymi
srdcovymi poruchami (Akazawa et Komuro, 2005). Mutdcie moézZu tento gén bud
poskodit, ¢im sa exprimuje nespravny variant proteinu, alebo zmenit silu jeho expresie.
Nasledky moZu byt rézne, od umrtia pred narodenim aZ po vyvoj vrodenych srdcovych
poruch v priebehu Zivota. Niektoré mutdcie vSak nemusia mat Ziaden negativny
fenotypovy prejav (Reamon-Buettner et Borlak, 2010; Benson et al., 1999; Schott et al,,
1998). Dal$im faktorom v ramci srdcovych portch je davkovanie génu, ¢i uz ide o jeho
mutovany alebo neposkodeny variant. R6zne mutacie mézu prepuknut do fenotypu,

ktory ma rozne formy zavaznosti ako v embryonalnom vyvoiji, tak aj v dospelosti jedinca.

Vd'aka pokrocilym technikdm sledovania prenosu elektrického vzruchu je mozné
sledovat' fenotypové prejavy mutacii a davkovania génu Nkx2.5 v eSte Zijucich srdciach.
Tymto sposobom sa sleduju poruchy v elektrofyziol6gii a morfoldgii srdcového tkaniva,
ktoré mézu byt doévodom srdcovych poruch. Jednou ztychto pordch je absencia
trabekulovej siete (Tanaka, et al., 1999), morfologickej funk¢nej Struktury, ktora sa
podiel'a na spravnom prudeni krvi v embryu. Predpoklada sa, Ze je to hlavny dévod

zlyhania srdca v prenatalnych vyvojovych stadiach.



1. TEORETICKY UVOD

1.1. Kardiogenéza

Srdce je jednym zo Zivotne dolezitych organov Zivocichov. Zabezpecuje cirkulaciu
krvi v kardiovaskularnom systéme atak prisun kysliku a roznasanie Zivin po celom
organizme. Podiela sa na odvadzani metabolickych produktov organov a tkaniv tela
a tak prispieva k udrZiavaniu homeostazy. Vd'aka obsahu buniek a faktorov imunitného
systému v krvi je sucastou systému imunity. Ide o duty svalovy organ s niekol'kymi
privodnymi a odvodovymi cCastami ajeho dutd vnuatorna cast je ucicavcov avtakov

rozdelend priehradkami na Styri ¢asti - dve predsiene a dve komory (Crick et al., 1998).

Prava predsien je napojend na pravi komoru al'ava predsien na I'avi komoru.
Prava polovica srdca od¢erpava krv z tela cez plica do l'avej polovice, ktora pumpuje krv
do zvy$ku tela. Obe polovice mdzu tict’ iba v synchronizacii, prava polovica pumpujtica
pl'dcnu cirkulaciu alava polovica systémovi. Tento paralelne orientovany,
Stvorkomorovy systém srdca sa vyvija zo srdcovej trubice, ktora funguje ako

jednokomorova pumpa (Moorman & Christoffels, 2003).

Bunky urcCené kformovaniu srdca vznikaju z mezodermalneho tkaniva uZ
v procese gastrulacie, ktory nastava u mysi siedmi den po oplodneni. Prvotna srdcova
trubica sa zacina vyvijat u mysich embryi v $tadiu pred 6smym diiom vyvoja. Medzi 8.
a9. dilom je uz formovana spojenim myokardializovanych casti stien bilateralnych
intraembryonickych celémickych dutin. Okolo tohto obdobia zacinaju prvé kontrakcie,
ktoré su najskor ndhodné a neskor sa synchronizujd. Po tomto obdobi sa zacina srdcova
trubica ohybat, kym jej vnutorna Struktira obsahuje jedini dutinu. Po iplnom ohybe
trubice nasledne zacinaju srdcia vykazovat prvé znamky formovania predsieni a komoér
a bunkova vrstva myokardu za¢ina naberat na hribke. Nasledne medzi ditami 9,5 a 12,5
dochadza k exprimovaniu molekularnych markerov stvisiacich s formovanim srdcovych
dutin. Z vel'kého alebo vonkajsieho zaoblenia sa vytvaraju srdcové komory a predsiene.
Vnutorné zaoblenie je spojenim medzi prvotnym myokardom buducej predsiene,
atrioventrikularnym (AV) kanalom a vyvodovym traktom. Nasleduje vyvoj trabekulove;j

siete a septacia (Sizarov et al., 2011).



Po nasledujucich zahnutiach srdcovej trubice, urCeni l'avo-pravej symetrie,
prediZeni srdcovej trubice v oboch smeroch a odstraneni vntitorného srdcového rosolu
dosahuje srdce podobnosti dospelého srdca. Vtejto praci sa zameriavam na mysSie
embrya v obdobi 9,5 d.p.c., preto je tato teoreticka Cast kardiogenézy obmedzena na

vyvoj srdca do tohto obdobia.
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Obrdzok 1: a) V7,5 embryondlnom dni sa formuje srdcovy polmesiac z dvoch populacii srdcovych
progenitorovych buniek - ztzv. dvoch srdcovych poli. V6smom dni bunky zo srdcového polmesiaca
migruju do stredovej oblasti, kde vytvaraja linedrnu srdcovu trubicu. Nasledne sa predna a zadna Cast
srdcovej trubice roz$iri vd'aka migracii buniek z druhého srdcového pola, ¢im sa vytvaraju oblasti
zakladajuce zilové a tepnové poly. Nasleduje ohyb trubice smerom doprava, ¢o dopomaha k formovaniu
primitivnych komér a predsieni. Zilovy pél sa prestiva do prednej ¢asti, ¢o vedie k spravnemu umiestneniu
budtcich komér a ich spravnemu vyvoju v dni 10,5. Dospievanie srdca nastava vytvaranim priehradiek
v oblasti komor, predsieni a chlopni v 15. dni. Prvé srdcové pole napomaha k vyvoji l'avej predsiene
a oboch komor. Druhé srdcové pole podporuje vyvoj pravej predsiene, vyvodového systému a oboch
komér. b) Formovanie cicavcieho srdca je kontrolované regulacnou sietou faktorov v prvom a druhom
srdcovom poli. Regulacné udalosti a bunkové presuny, ktoré kontroluju kardiogenézu su regulované
Casovo a priestorovo komplexnou signalizacnou sietou. GATA4 a Nkx2.5 st hlavnymi transkripénymi
faktormi nachadzajtcimi sa v oboch srdcovych poliach. Dalsie hlavné molekuly zi¢astnené v regulacnej
sieti kardiogenézy aich vzajomna interakcia si zobrazené podla ich priestorovej expresie - v modrom
bloku sa nachadzaji prvky exprimované v druhom srdcovom poli, v Cervenom exprimované v prvom
srdcovom poli. Fialova oblast obsahujica GATA4 a Nkx2.5 oznaCuje priestorovi expresiu v oboch
srdcovych poliach (Xin et al., 2013).



1.2. Gén Nkx2.5

1.2.1. Uvod

Evolu¢ne konzervovany gén Nkx2.5 kédujuci homeoboxovy transkripény faktor je
vprvej linii vyskumu biolégie srdca. Pomdha odhal'ovat molekularne mechanizmy
vyvoja srdca a jeho poruch, je nevyhnutny pre spravny vyvoj srdca a mutacie tohto génu
sa spajaju s jeho vrodenymi poruchami (Akazawa et Komuro, 2005). M4 myogenicku
a morforegula¢nu ulohu vo vyvoji srdca (Biben et Harvey, 1997). Tento gén je esencialny
pre formovanie, dospievanie a udrZovanie prevodového systému srdca a tieZ reguluje
mnoZstvo buniek v prevodnom systéme srdca zavislych na davkovani génu (Jay et al.,
2004). Je jednym zprvych génov exprimovanych v srdcovej oblasti embrya aje
detekovatelny uz v siedmom dni embryonalneho vyvoja. Rovnako sa vtomto obdobi
aktivuju aj regulacné elementy v prednej cCasti srdcového polmesiaca, ¢o modze
naznacovat prvotnu aktivaciu vsrdcovych progenitoroch (Searcy et al, 1998).
V dospelom srdci hra tento gén dolezitu ulohu v ochrane myokardu pred cytotoxickym

poskodenim (Akazawa et Komuro, 2003).

Styri homeoboxové gény rodiny NK boli najskér identifikované u Drosophila,
s najznamejSim homologom l'udského Nkx2.5 nazyvaného tinman. Tato rodina génov je
rozdelena na dve podkategorie, NK1 (NKI a jeho homology) a NK2 (NK2, NK3, NK4 a ich
homology) (Harvey, 1996). Povodny nazov génu Csx (cardiac-specific homeobox)
ukazuje na jeho doéleZitu biologicku dlohu v myokardialnej bunkovej linii. Jeho sticasny
nazov pochadza ztaxonomického zaradenia ako piateho génu stavovcov, ktory bol
v rodine NK-2 homeoboxovych génov identifikovany (Lints et al., 1993). V stiCasnosti sa

pouziva viacero oznaceni, ako si Nkx2-5, Csx, Csx1, Nkx-2.5, Nkx2E a iné.
1.2.2. Chromozémové umiestnenie

Umiestnenie génu na jemu prisluSnom chromozéme bolo zistené na zaklade
fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH) na metafaznych chromozémoch ziskanych zo
samcich lymfocytov. Ludsky gén Nkx2.5 sa nachddza na piatom chromozéme v casti
5q34 na hranici s 5935 (Shiojima et al., 1995) a sklada sa z dvoch ex6nov (Gioli-Pereira
et al, 2010). U mysi sa nachadza na 17. chromozéme (Lyons et al., 1995). Testovanie

I'udskej cDNA kniznice srdcovej komory pomocou mySej Nkx2.5 proby odhalilo jediny
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transkript tohto génu do mRNA. Sekvencna analyza ukazala, Ze obsahuje jeden otvoreny
c¢itaci ramec so START kodénom, ktorému predchadza Kozakova sekvencia. Hybridizacia
I'udského genomického Southern blotu s prébami obsahujicimi cDNA, homeobox a NK2
box ukazuje, Ze Nkx2.5 by mohol mat vIudskom genéme jediny lokus, ale
pravdepodobne sa viiom nachadzaju dalSie gény, ktoré moéZu obsahovat podobnost

v homeoboxovej alebo NK2 doméne (Turbay et al., 1996).

chromosome 5

Obrdzok 2: Prvé oznacenie umiestnenia génu Nkx2.5 (vI'avo) a jeho priradenie v genetickej mape I'udského
piateho chromozému s vyznacenou oblastou umiestnenia (stred) (Shiojima et al., 1995). Sucasné
oznacenie umiestnenia tohto génu (vpravo). (ghr.nlm.nih.gov)

Hox gény je skupina pribuznych génov, ktoré sa podiel'aju na kontrole riadenia
vyvoja embrya v osi od hlavy k chvostu. Neskdr Hox proteiny urcuju, aka Struktira sa
v ktorom segmente tela bude vyvijat. Podielaji sa tak na urfovani umiestnenia
jednotlivych Struktur, nie vSak na ich samotnom vytvarani (Pearson et al., 2005). Ked'Ze
trieda génov Hox sa nachadza vo forme zhlukov na Styroch dalSich chromozémoch,
indikuje to nepribuznost Hox a génu Nkx2.5 vramci chromozomalneho umiestnenia.
Pritomnost génu Msx2 v rovnakej chromozémovej oblasti ako gén Nkx2.5 naznacuje
moznu spolo¢nu reguldciu tychto génov pri formovani l'udského srdca, pricom
obmedzenejsi vzorec expresie Msx2 v porovnani s Nkx2.5 méZe poukazovat na jeho
priamu ¢i nepriamu regulaciu tymto génom vo vyvijajicom sa srdci (Shiojima et al,,

1995).



1.2.3. Regulacia

Casopriestorova a kvantitativna reguldcia srdcovych transkripénych faktorov
musi prebiehat vsprdvnom poradi, aby zabezpecila spravnu regulaciu
downstreamovych ciel'ov. V prométoroch srdcovych transkripcnych faktorov existuju
regula¢né prvky, ktorych ucelom je aktivacia alebo represia tychto génov (Bruneau,

2002).
1.2.3.1. Regulacné oblasti

Blizka prométorova sekvencia v oblasti -959 bp od génu Nkx2.5 nie je dostato¢na
pre aktivaciu génov spojenych s kardiogenézou. Dalsie regulac¢né prvky medzi -3059
a -959 bp su kritické pre spravnu génovu expresiu. V oblasti medzi -3059 a -2554 je
niekol'ko vazbovych miest pre zndme regulatory expresie srdcovych génov, ako je GATA,
Hox a HMG. ZvysSnych 1,5 kbp obsahuje jedno miesto pre GATA, jedno pre Nkx
a kombinaciu pre NKE/GATA. Pritomnost zhlukov tychto vazbovych miest pre niekol'ko
vyvojovo doleZitych regulacnych faktorov medzi -3059 a -2554 predpoklada ddélezita
ulohu tejto oblasti pre rany srdcovy vyvoj. Ich naruSenie spdsobuje stratu génovej
aktivity v hltane, srdci a slezine. Zavislost Nkx2.5 na tychto vzdialenych prvkoch s GATA
vazbovymi miestami ukazuje na moznu reguldciu Nkx2.5 pomocou faktorov GATA

(Searcy et al., 1998).
1.2.3.2. Chromatinové modifikacie

Histonova acetylacia nedavno objavenych enhancerov Nkx2.5 je vyvojovo
regulovana a tkanivovo Specifickd. Vzory acetylacie koreluju s priestorovou a ¢asovou
aktivaciou tychto enhancerovych prvkov na chromozéme. Histénova acetylacia hra
ulohu v regulacii expresie Nkx2.5 cez modulaciu aktivacie jeho enhancerov (Chi et al,,
2005). Prave acetylacia a deacetylacia vyzera byt kl'ic¢ova v regulacii expresie Nkx2.5.
Hyperacetylacia H3 a H4 histénov sa rozlieha do okolného DNA, ¢o ma za nasledok

Siroké efekty, nie len ovplyvnenie samostatného Nkx2.5 (Liu et al., 2009).
1.2.3.3. Fosforylacia

PI-3 kinaza by mohla byt zodpovedana za regulaciu expresie Nkx2.5 pocas

diferenciacie kardiomyocytov cez BMP-Smad signaliza¢nu drahu a to takym spdsobom,



kde je tato kinaza aktivovana stimulaciou BMP a pozitivne reguluje BMP-Smad signalnu
drahu premiestnenim proteinu Smad do jadra bunky. Inhibitory PI-3 kinazy potlacuju
diferenciaciu buniek do kardiomyocytov cez Specificku inhibiciu kinazovej aktivity, co
znamena, Ze PI-3 kinaza hra dolezitd ulohu v tejto diferenciacii zmenou expresie
transkripénych faktorov GATA-4 a Nkx2.5. Aktivacia PI-3 kinazou je dolezita uz
v skorom S$tadiu vyvoja srdca, ato vobdobi prvych Styroch dni. Pokusy ukazali, Ze
samotné zablokovanie aktivacie PI-3 kinazy nesta¢i na zastavenie proliferacie
kardioblastov alebo na spustenie ich apoptézy v prvotnych Stadidach diferenciacie
kardiomyocytov in vitro (Naito et al, 2003). BMP signalizacia skrz Smad1/5/8
fosforylaciu je v mutantnom perikardidlnom mezoderme taktiez zvySena (Prall et al,,
2007). Tento typ signalizacie je zadsadny pre schopnost Nkx2.5 aktivovat srdcovy o-
aktin, GATA-4 aaj vlastni aktivaciu Nkx2.5 ustiacu do ich zvySenej expresie

a kardiomyogenézy (Jamali et al., 2001).
1.2.3.4. Post-transkripcné modifikacie

Vroku 2015 bola identifikovana G-kvadruplexova sekvencia na 5° UTR Nkx2-5
mRNA, ktora sa vyrazne Ucastni na vyvoji srdca. Zaroven bola potvrdena aktivita RHAU
v rozvoltiovani G-kvadruplexovej Struktury transkribovanej mRNA. Doélezitost tychto
Struktir v organogenéze bola ukazana prave na inhibicnom efekte G-kvadruplexov na
Nkx2-5 mRNA translacii. Post-transkrip¢na reguldcia stability Nkx2-5 proteinu mdéze
ukazovat na prerekvizitu jemného ladenia hladiny Nkx2-5 pocas vyvoja. 3° UTR je
zaroven dolezitou ¢astou pre stabilitu a rozpad mRNA - jeho Ucast na regulécii procesu

srdcového vyvoja pomocou HuR musi byt eSte preskimana (Nie et al., 2015).
1.2.4. Mutacie

Do roku 2004 bolo identifikovanych 35 mutacii typu SNP (single nucleotide
polymorphism). Niekol'ko dokazov naznacuje somaticky pévod mutacii v Nkx2.5, ktoré
vznikli pocas bunkového delenia a su dosledkom chyb sprevadzajucich tento dej. Je
napriklad nepravdepodobné, Ze by sa niekol'ko nesynonymickych mutacii (mutacie,
ktoré vedu kzmene aminokyselinovych zvySkov retazca proteinu) nachadzalo
u jedného pacienta ako vrodené chyby. Do roku 2010 bolo vydanych minimalne 28
stadii s analyzami Nkx2.5 mutacii v spojeni svrodenymi poruchami srdca. Do tohto

datumu sa naslo minimalne 41 nesynonymickych mutacii, z nich bolo 25 v rodinnych
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anamnézach, 14 nahodnych a 2 patriace do oboch tychto skupin (Reamon-Buettner &
Borlak, 2010). Vroku 2015 bolo uZ cez 80 SNP vrdéznych castiach génu Nkx2-5,
s prevaznou vacsSinou mutacii v HD z urCenych funkénych domén (Chung et Rajakumar,

2016).

Bolo opisané velké mnozZstvo mutacii Nkx2.5 acasom pribidaji nové.
Heterozygotné mutacie v géne Nkx2.5 maju za zavazny nasledok atrioventrikularny (AV)
prevodovy blok. Pacienti stymto defektom maju tieZ poruchy sienovej priehradky
(Schott et al., 1998). Pribuzni tychto pacientov maju vrodené srdcové deformacie
vratane poruchy komorovej priehrady a Fallotovej tetralogie. Niektoré poruchy
komorovej priehradky suvisia s dvojvytokovou pravou komorou a Ebsteinovou

anomaliou (Benson et al., 1999).

Niektoré muticie menia miesto vazby restriktného enzymu. Jedna missense
mutdcia (zaradenie odliSného aminokyselinového zvysSku do proteinu) predpoklada
zmenu Kkodénu v5° koncovej oblasti aniekol'ko dalSich missense mutacii
s predpokladanou zmenou kodénov v homeodoméne. Dve zmeny v jednom nukleotide
pravdepodobne tvoria nové STOP kodény v homeodoméne alebo v 3‘ koncovej oblasti.
Jedna mutacia zmenila prvy nukleotid intrénu. Mimo tieto mutacie bol najdeny jeden
polymorfizmus, pripadadne ticha mutacia, v 52 kontrolnych pripadoch. Tieto varianty
sekvencie Nkx2.5 si povazované za mutacie na zaklade ich stuvisu so srdcovo-cievnymi
ochoreniami, zavaZnej predpokladanej zmeny v proteinovej Struktire Nkx2.5 aich
nepritomnosti vo viac nez 100 chromozémoch zo zdravych pacientov (Benson et al,,

1999).

1.3. Protein Nkx2.5

1.3.1. Struktura proteinu

Nkx2.5 je transkripény regulator dolezity hlavne vobdobi ranného
embryondalneho vyvoja. Patri do rodiny NK homeoproteinov, ktoré hraju doleziti ulohu
v Specifikacii buniek do réznych tkaniv, zapaja sa do srdcového vyvoja a dospievania
buniek atkaniv (Genis et al, 2008). Ludsky protein Nkx2.5 ma dizku 324
aminokyselinovych zvyskov aobsahuje regulatné sekvencie na koncoch N aC. C-

koncova oblast nie je najdoleZitejSou pre schopnost Nkx2.5 indukovat kardiogenézu
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v bunkovych kultirach, kym N-koncova oblast spolo¢ne s homeodoménou st minimalne
oblasti potrebné pre spravnu aktivitu Nkx2.5 (Jamali et al., 2001). Oblast podstatna pre
transkripénu aktivitu, rozliehajuca sa pribliZzne medzi aminokyselinami 232-262, je
nezvy¢ajne bohata na vac¢$iu aromaticki aminokyselinu tyrozin (Elliot et al., 2006). Dalej
obsahuje konzervovani doménu HD (homeodoména), NK2 Specificki doménu (NK2-SD)
adoménu TN (Pradhan et al.,, 2012; Reamon-Buettner et Borlak, 2010). Na C-koncovej
Casti proteinu sa nachadza oblast bohata na tyroziny (YRD) (Elliot et al., 2006). TN sa
nachdadza v blizkosti amino konca proteinu a NK2-SD blizko karboxylového konca. Avsak
nie vSetky proteiny rodiny NK2 tieto domény obsahuju. Niektorym najjednoduchsim
organizmom, ako napriklad C. elegans, chybaju obe spominané domény. Predpoklada sa
tak, Ze poévodny gén NK v sebe tieto domény zakédované nemal (Harvey, 1996). Ich
funkcie vSak zatial' nie st zname, aj ked’ ich knock-out u mysi vedie k prenatalnej smrti
v 14,5 d.p.c. s niekol'’kymi srdcovo-cievnymi poruchami, ako poruchy priehradky medzi
komorami (AVSD), ak downregulécii niektorych komorovych markerov prevaZzne
v pravej srdcovej komore. Heterozygotne mutantné mysi prezivajd, ale postupom casu
sa im taktieZ vyvija mnoZstvo srdcovych poruch. To naznacuje, Ze NK2-SD doména hra
ulohu vo vyvoji srdca nezavisle na HD (McElhinney et al., 2003). Tieto sekvencie st
medzi l'udskym, mySim a Xenopus génom 100% identické, podobnost s ostatnymi
znamymi homeodoménami je vel'mi nizka (pod 50 %), mimo rodiny NK2 génov (Turbay
et al, 1996). Kym TN doména ma mald podobnost s peptidickymi oblastami inych
transkripénych faktorov, NK2-SD je vtejto triede proteinov jedinecna. Od HD je
oddelend 9 - 32 aminokyselinovymi zvySkami, kde niektoré z nich vykazuju istu formu
konzervovanosti medzi stavovcami. Tato doména je bohatd na prolin a izoleucin.
V stuicasnosti nie je jasné, ¢i sekvencné rozdiely v proteinoch triedy NK2 poukazuju na
rozdielnost vo funkénych vlastnostiach alebo ide jednoducho o idiosynkraticku cestu ich
evolucie (Harvey, 1996). Kym funkcéna doleZitost konzervovanych domén TN a NK-2 nie
je Uplne objasnena, ich existencia ukazuje d’alSiu moznost blizkej pribuznosti medzi

tymto génom v roznych druhoch Zivoc¢ichov (Turbay et al., 1996).

Sekvencia aminokyselinovych zvyskov I'udského Nkx2.5 proteinu je 100% a 67%
identicka s mySou a drozofilou sekvenciou. Tento protein ma minimdlne tri izoformy
tvorené alternativnym zostrihovym mechanizmom: typ a kéduje protein s velkostou
priblizne 35 kDa (polypeptid s 324 aminokyselinovymi zvyskami), ktory obsahuje HD,
kym dalSie typy, b ac, kdéduju skratenu verziu proteinu s velkostou priblizne 12 kDa

12



(zloZeny zo 112 zvyskov), ktoré su identické s typom a, ale HD im chyba. Amplifikacia
kazdej izoformy reverznou transkriptdzovou polymerazovou reakciou odhalila, Ze
vSetky tri verzie proteinu su exprimované vo fetadlnych a dospelych srdciach, ale Ze
forma Nkx2.5a je najrozsirenejSia. Relativna uroven expresie tychto troch izoforiem

Nkx2.5 sa vo vyvojovych stadiach nemeni (Shiojima et al., 1996).

MnoZstvo mRNA transkriptu génu Nkx2.5 sa v obdobi medzi 12. a 19. tyZdiiom
I'udského embryonalneho vyvoja zvysi az 5-nasobne (Turbay et al, 1996). Protein
taktieZ obsahuje negativne modulovacie domény, ¢o znamen4, Ze transkripcna aktivita
in vitro sa neprejavi, ale moze byt odhalend, ak su vSetky C-koncové aminokyseliny
odstranené, alebo ked je koexprimovany iny srdcovy transkriptny faktor priamo
interagujuci s Nkx2.5. Aktivita proteinu klesla na hladinu pozadia po odstraneni 30
a viac aminokyselinovych zvyskov z N-koncovej Casti proteinu. Nkx2.5 box doména a C-
koncova doména proteinu Nkx2.5, ktorych funkcia nie je uUplne objasnena, nemaju

takmer Ziadnu autonémnu transkrip¢nu aktivitu (Elliot et al., 2006).
1.3.1.1. Homeoboxova doména — HD

Skrz HD, vel'ku priblizne 60 aminokyselinovych zvysSkov, interaguje Nkx2.5 s DNA
pomocou helix-turn-helix DNA-vazbového motivu troch a-helixov, kde helix 3 urcuje
vazbovu Specifitu (Reamon-Buettner & Borlak, 2010). Konzervovana HD je umiestnena
centralne v pozicii 138-197 sekvencie aminokyselinovych zvySkov proteinu a ticastni sa
jadrového transportu a interakcidch sinymi transkripé¢nymi faktormi, rovnako ako
vazby s DNA (Pradhan et al,, 2012). Vysoko konzervovana HD sekvencia a jej obmedzena
expresia v srdci poukazuje na délezita ulohu vo vyvoji a diferenciacii I'udského srdca.
Predpokladaju sa dva rézne mechanizmy transkrip¢nej regulacie proteinu, jeden zavisly
na homeodoméne ajeden na nej nezavisly. HD proteinov rodiny NK2 ma tyrozin na
pozicii 54. Ide o jedint rodinu homeodoménovych proteinov s tyrozinom na tejto pozicii,
¢o zneho robi jeden z hlavnych identifikacnych prvkov NK2 triedy, ktory slazi aj ako
klasifika¢ny nastroj (Harvey, 1996).

HD proteinu Nkx2.5 je vysoko homologna s ostatnymi proteinmi triedy NK
(homolégia s Nkx2.3 (93 %), Nkx2.6 (82 %) a Nkx2.1 (82 %) (Chen & Schwartz, 1995))
a viaZe sa na konzervativnhy DNA motiv C/GAAG. Jednym zo znamych downstreamovych

cielov Nkx2.5 je -242 oblast promdtoru atridlneho natriuretického faktoru (ANF).
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Potencialnych vazbovych oblasti je viac, niektoré su vSak pravdepodobne funkcne
deaktivované pomocou represoru (Warren et al., 2011). Homeoboxova sekvencia je

100% identicka s mySou a 95% identicka so sekvenciou z Xenopus (Turbay et al., 1996).

Po krystalizacii samostatnej HD v komplexe so Specifickym DNA elementom,
v tomto pripade promoétorovou oblastou ANF, sa urcila krysStalograficka Struktira HD.
Vtomto pripade bolo kvoli silnej mozajkovosti proteinovych krystalov potrebné
vytvorit mutanta, ktory mal v HD vymeneny Cys56 (Pradhan et al., 2012), pripadne
Cys193 (schopné oxidacie) za Ser. Tym sa podarilo ziskat kvalitné krystaly,
pozostavajuce z Nkx2.5 HD (C193S) a 19-merného dvojvldkna DNA s tupymi koncami
oblasti -242 ANF (Genis et al., 2008). Pomocou chromatin-imunoprecipitacnych technik
bola pribliZnd promédtorova oblast, obsahujica aj ANF-242, potvrdena in vivo ako
vdzbové miesto pre Nkx2.5 protein (Warren et al, 2011). Ukazalo sa, Ze tato oblast
obsahuje dva Nkx2.5 vazbové palindromatické motivy, ktoré si oddelené piatimi
nukleotidmi (Durocher et al.,, 1997). Nejde vSak o jediné potencidlne vazbové miesto,
promdtor ANF obsahuje tri Specifické vazbové miesta pre transkripény faktor Nkx2.5: -
408, -242, -87. HD sa viaze na ANF -242 miesto s viac neZ 80-nasobne vysSou afinitou
nez na -87 (Kasahara et al., 2001). Mutacie samostatnych tyrozinov v HD zmenou na
alanin v oblasti medzi aminokyselinami 232 a 262 mali minimalny efekt na transkripciu
(najvacsia redukcia aktivity bola 29 %, jedna mutacia dokonca zvysila aktivitu o 52 %),
kym mutacia prvych siedmych z deviatich tyrozinov viedla k zniZeniu na 25 % povodnej
aktivity wild-type fenotypu. Pri mutacii vSetkych deviatich tyrozinov klesla aktivita este

viac (Elliot et al.,, 2006).

HD zaujima kanonicky tvar formovanim troch a-helixov a N-koncového ramena
(zvySky 1-9), umiestneného upstreamovo od helixu al. Dva N-koncové helixy, al
(zvySky 10-22) a a2 (zvySky 28-38) su vzajomne antiparalelné a umiestiiuju helix a3
(zvySky 42-58) do vel'kého Zliabku DNA. Spravne zloZenie HD proteinov rodiny NK2 je
pravdepodobne zaprifinené hydrofébnym jadrom, ktoré sa skada z Phe8 na N-konci,
Leul6 a Phe20 v al helixe, Leu26 v al-a2 slucke, Leu34 a Leu38 v a2 helixe, Leu40
v a2-a3 slucke, Val45, Trp48, Phe49 a Arg52 v a3 helixe (poradie aminokyselinovych
zvySkov 137-195 v proteine Nkx2.5 odpoveda ¢islovaniu 1-57 v HD)(Pradhan et al,
2012).
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Obrdzok 3: Celkova struktira komplexu Nkx2.5 HD s promoétorovou oblastou ANF na DNA. Svetlomodrou
farbou st vyznacené HD proteinov Nkx2.5 . (Pradhan et al., 2012)

Mutacia v homeodoméne Nkx2.5 nemusi byt jedind moZnost ako poskodit
funkciu exprimovaného proteinu. In vitro testy ukazali, Ze DNA vazbové vlastnosti
Nkx2.5 nie st potrebné pre asociaciu proteinu so serum response factor (SRF)
a koaktivaciu aktinového génu. K tomu je potrebna len N-koncova oblast HD Nkx2.5.
Preto, ak sa v mutantoch exprimuje skratenad verzia proteinu, stdle mdéze fungovat.
Cielené naruSenie HD vSak mdze spdsobit abnormalnu morfogenézu srdca pri 8,5 d.p.c.
anasledkom toho skori embryonicki smrt spdsobeni hemodynamickou
nedostato¢nostou (Harvey, 1996). V pokuse s aktivaciou reportérového génu Nkx2.5 HD
nestacila na aktivaciu, ¢o naznacuje, Ze aktivatné domény tohto proteinu sidlia mimo HD

(Chen & Schwartz, 1995).
1.3.1.2. Domeéna bohata na tyroziny — YRD

Usporiadanie tyrozinov v YRD sa liSilo od 4 do 10 v roznych proteinoch rodiny
NK2, aj ked sa udrziavala vSeobecna konzervativnost v rozmiestneni, hlavne medzi
ortolégmi Nkx2.5 a Nkx2.3. Medzi d’alSie pomerne dobre konzervované aminokyseliny
patri asparagin 15 v mySom Nkx2.5 a Nkx2.3 a valin na pozicii 7, asparagin 10, proliny
11, 18, 37 acystein 33. HlavonoZce maja YRD aj d'alSie tri konzervované domény C-
koncovej casti proteinu Nkx2.5, preto sa predpoklada koevolicia s homeodoménou eSte
pred rozdelenim stavovcov a bezstavovcov pred priblizne 550 miliénmi rokov. Oblasti
bohaté na tyrozin, pravdepodobne predchodcovia YRD, sd pritomné v C.elegans, u
komarov, medonosnych vciel, nezmarov a morskych sasaniek. Mutacie tyrozinov na
alaniny v YRD doméne in vitro modelu nevykazali zniZenie vazby proteinu Nkx2.5 na

DNA anenastala ani zmena v transaktivacnej aktivite na syntetickych prométoroch
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nesucich vazbové miesta pre Nkx2.5. Tato doména chyba d'alSim Nkx2.5 pribuznym
proteinom, ato Nkx2.1, Nkx2.2 a Nkx2.4, ktoré su exprimované v nervovej sustave

(Elliot et al., 2006).

Doména YRD sa ukazuje byt funkénou taktieZ v ohl'adoch dimerizacie proteinu
Nkx2-5. Ide oYRD dependentné interakcie, ktoré boli demonStrované ako
v kvasinkovych modeloch, tak aj vmodeloch cicavéich buniek. Nejde len
o heterodimerizaciu medzi nemutovanym proteinom a proteinom s odstranenou HD
doménov, ale aj o homodimér dvoch proteinov bez tychto domén. Predpoklada sa, Ze
spolotcne sHD sa navzdjom podporuju afunguji synergeticky v budovani

makromolekularnych TF (Bouveret et al., 2015).
1.3.2. Homodimerizacia

Predpoklada sa, Ze homo alebo heterodimerizacia transkripénych faktorov moze
regulovat ich transkriptni aktivitu. Kombinovatelnost limitovaného poctu
transkripénych faktorov umoziuje vacsiu regulaciu biologickych procesov, zvySujuc tak
nie len diverzituy, ale aj Specifitu kontrolnych mechanizmov. Homodimericka interakcia

Nkx2.5 je sprostredkovana cez C-koncovu regula¢nt oblast’ (Kasahara et al., 2001).

HD protein viaze DNA preferencne ako monomér pri nizkych proteinovych
koncentracidch adimerizuje pri vyssich koncentracidch. Napriek tomu, Ze HD aj
kompletny Nkx2.5 protein viazu monomerické vazbové miesto na DNA s podobnou
afinitou, kompletny protein preferencne formuje diméry pri koncentracii o priblizne 13
radov nizSich nez samotny HD. Ukazuje sa teda, Ze casti proteinu Nkx2.5 mimo HD,
hlavne koncova oblast COOH, mo6Zu podporovat medziproteinové interakcie zapojené
do dimerizacii na DNA. Aminokyselinové zvysky medzi 159 a 199 sd potrebné pre tito
dimerizaciu. Dva zakladné zvysSky, Lys193 a Arg194, su pre tento dej nevyhnutné.
Nkx2.5 mo6Ze tvorit homodiméry v roztoku rovnako ako v bunkach, takze vazba na DNA
nie je nutna pre tento typ medziproteinovej interakcie (Kasahara et al., 2000). Nedavne
Stadie podporuju predpoklad, Ze homodimerizacia je mozna aj bez HD (Bouveret et al.,

2015).
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1.3.3. Posttranslacné modifikacie

Nkx2.5 je vprirodzenom stave slaby transkripény faktor stakmer Ziadnou
meratelnou represivnou aktivitou. Predpokladd sa, Ze hydrofébne interakcie medzi
inhibi¢nymi a aktivatnymi doménami mézu branit’ pristupu k silne nabitym iniciatnym
transkrip¢nym faktorom. Je mozné, Ze v urcitych podmienkach dochadza ku

konformacnej zmene v Struktare proteinu Nkx2.5 (Chen & Schwartz, 1995).
1.3.3.1. Fosforylacia

Nkx2.5 je fosforylovany pocas translokacie do jadra, pricom tato modifikacia
zvySuje schopnost vdzby s DNA aje ddleZitd pre transkripcnu aktivaciu Nkx2.5. Ktoré
signalne drahy su riadiace v srdcovom vyvoji a méZzu ovplyvnit fosforylaciu Nkx2.5
zatial' nie je zname. Tieto mechanizmy vSak zabezpecuju citlivil regulaciu nezavisle na
hladinach expresie proteinov alebo ich umiestneni a pridavaju tak d’alSiu vrstvu v sieti

transkripcénych faktorov riadiacich vyvoj srdca (Bruneau, 2002).
1.3.3.2. Sumoylacia

Molekula SUMO (small ubiquitin-like modifier) m6ze menit funkcie svojho ciel'a
pomocou $kaly mechanizmov, ako st vazbovost DNA, stabilita proteinu a iné. Nkx2.5 je
modifikovany pomocou SUMO na jeho 51. aminokyseline - lyzine, ktory je konzervovany
vmnohych Zivo¢iSnych druhoch. Zmena tohto lyzinu na arginin (K51R) redukuje
schopnost’ proteinu Nkx2.5 vazby na DNA ajeho transkripénu aktivitu, ale nemeni
lokalizaciu do jadra (Costa et al., 2011). Tieto mutanty st vSak cielom ubikvitinacie. E3
ligdzové proteiny PIAS1, PIASx a PIASy podporuju vazbu SUMO-1 na Nkx2.5 na hlavhom
vazbovom mieste pre SUMO. Vazba SUMO-2 na Nkx2.5 je katalyzovana iba proteinom
PIASx. Sumoylacia stabilizuje vytvaranie komplexov obsahujucich Nkx2.5, ¢o ma za
nasledok robustnu transkripént aktivaciu. Tymto sposobom sumoyldcia pdsobi ako
pozitivny regulator transkrip¢nej aktivity Nkx2.5. SUMO-1 potencuje aktivitu Nkx2.5

v zavislosti na davkovani, aZ do 150nasobnej hladiny (Wang et al., 2008).

Sumoylacia nastava zvyCajne na aminokyselinovej sekvencii WKXE (W
predstavuje vacSiu hydrofébnu aminokyselinu, X akykolvek zvySok) sjednou
potencialnou cielovou sekvenciou: lyzin 51 umiestneny v aktivacnej doméne Nkx2.5

(Wang et al., 2008). Podobnym sp6sobom funguje aj mutacia lyzinu 309 na cystein, ktora
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narusi spravnu sumoylaciu, ¢o naznacuje regulacny charakter sumyolacie tychto oblasti.
S najvacSou pravdepodobnostou dochadza kzmene trojdimenzionalnej Struktury
proteinu Nkx2.5, vd'aka ¢omu sa znepristupnia dané oblasti. Niektoré mutacie v HD

taktieZ zniZujd schopnost sumoylacie (Kim et al., 2011).

SUMO-1 podporuje synergicka aktivitu medzi Nkx2.5 a SRF vd'aka podporovaniu
stability Nkx2.5/SRF obsahujicich komplexov. Sumoylovany protein Nkx2.5 si
zachovava schopnost’ dimerizacie s Nkx2.5 bez naviazaného SUMO proteinu. Je vsak
zrejme narusena jeho schopnost zakomponovavat sa do inych proteinovych komplexov
a tak pozmenena jeho funkcia (Wang et al., 2008). Rovnako je moZné, Ze sumoylacia
napomaha tvoreniu Nkx2.5 komplexov s ostatnymi proteinmi pomocou regulacie
medziproteinovych interakcii, ktoré ovplyviiuju stabilitu a aktivitu transkripénych

faktorov a chromatinovd modifikaciu (Costa et al., 2011).
1.3.3.3. Ubikvitinacia

Pritomnost’ lyzinu 51 pdsobi ako ochranny faktor Nkx2.5 pred ubikvitinaciou,
kedZe K51R bol oznacCeny polyubikvitinom, kym wild-type Nkx2.5 ostal neoznaceny.
Predpoklada sa teda mechanizmus antagonizmu medzi ubikvitindciou a sumoylaciou
Nkx2.5 (Wang et al., 2008). Napriek tomu bola objavena funkcia E3 ubikvitin ligazy
Fbx025, stucastou komplexu SCF, v ramci regulacie expresie Nkx2-5 a Tbx5. Regulacia
prebieha SCF-mediovanou proteinovou degradaciou. Tak je Fbxo25 doleZitou stcastou
vyvojového programu srdca, ked'Ze strata jej funkcie poskodzuje spravnu diferenciaciu

kardiomyocytov (Jeong et al., 2015).
1.3.4.Vazba na DNA

Proteiny bez HD nevykazuju schopnost viazat sa na vazbové sekvencie Nkx2.5
(Shiojima et al., 1996). Interakcia medzi DNA a HD je sprostredkovana zvyskami z troch
oblasti HD: N-koncového prediZenia, slu¢ky spajajicej al a a2 ahelix a3. Arg5, Val6
a Phe8 N-koncového prediZenia interaguju s DNA v malom Zliabku. Kostrové amidové
a karboxylové skupiny Val6 a Phe8 interaguju s fosfatovou kostrou DNA cez molekuly
vody, spolotne s Tyr25, Leu26 aArg31l. VacSina vazieb medzi HD aDNA je
sprostredkovand aminokyselinovymi zvySkami GIn44, Lys46, Ile47, GIn50, Asn51,
Arg53, Tyr54, Lys55 a Lys57 umiestnenymi na o3 helixe. Je to prave Tyr54, ktory je
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zodpovedny za NK2 Specifické rozpoznanie vazbovej DNA sekvencie (Pradhan et al,

2012).

Stiidia skimajica vazbové schopnosti proteinu Nkx2.5 na nahodnych
nukleotidoch dlhych 15bp dvojvlaknovej DNA poukazala na to, Ze vacSina vazbovych
miest obsahovala sekvencie bohaté na AT. Najvyssia afinita sa nachddzala na oblastiach
obsahujucich 5’-CAAGTG-3" alebo 5’-TAAGTG-3’ nukleotidové jadra, kym o nieco nizsia
afinita bola voci sekvencii 5’-TAAT-3’. Vtychto pripadoch sa nachadzali d’alSie A/T
afinita bola voci oblastiam s piatimi A/T, alebo viac nez 7-8 A/T. NajsilnejSiu vazbovu
afinitu vykazovala sekvencia, ktora bola podobna tyroidnému transkripénému faktoru 1
(Nkx2.1). Nahradenie konzervovaného asparaginu 52 glutaminom v helixe 3 proteinu
Nkx2.5 zablokovalo vazbu na DNA a aktivaciu reportérovych génov. Tym sa potvrdzuje

uloha HD vo vazbe proteinu na DNA (Chen & Schwartz, 1995).
1.3.5. Miesto expresie

Nkx2.5 je vrannom vyvojom S$taddiu srdca exprimovany v srdcovom polmesiaci,
ale v neskorSom embryonalnom obdobi je jeho expresia obmedzena na predsiene a Cast’
pravej komory. Neskdr sa nachadza iba v Casti vytokového traktu (Bruneau, 2002).
Nkx2.5 poskytuje jeden z najskorsich markerov indukcie srdcového mezodermu (Mohun

& Sparrow, 1997).

Vstadiu 9,5 d.p.c. je expresia MLC-2a a Nkx2.5 vmyokarde azZ po hranicu
celomického epitelu, ktory je sucastou ohranicenia perikario-peritonedlnych dutin,
vdorzalnom mezokarde. Stadia 10,5 a 11,5 d.p.c. ukazuju detekovatelnt expresiu
Nkx2.5 v myokarde komdr a predsieni, ktoré su taktieZ pozitivne na MLC-2a. Stadia 12,5
a 13,5 d.p.c. maju silnejsiu expresiu MLC-2a v myokarde predsieni a sinus venosus nez
v komorovom myokarde. Jeho expresia sa iplne neprekryva s expresiou Nkx2.5, ktora sa
nenachadza vpravom sinoatridlnom uzle, zadnom zhluku buniek medzi l'avou
kardiadlnou Zilou a plticnou Zilou, avstene pravej alavej kardinalnej Zily. Ciasto¢né
znacenie je viditené aj na pase myokardiadlnych svalovych buniek, ktory sa tiahne od

zakladne predsienovej priehradky aZ po AV uzol (Gittenberger-de Groot et al., 2007).
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Pri vyvoji prvotnej srdcovej trubice v case 8 d.p.c. je expresia Nkx2.5 obmedzena
do vrchnej casti trubice, ktora sa hned na to vyvija do vyvodového traktu a pravej
komory. Neskor je expresia vo vnutornej trabekularnej vrstve pravej komory
a moykardialnej vrstvy obklopujicej plicnej aaortalnej chlopne, aj ked nie je
detekovatelna priamo v tychto chlopniach alebo tepnach. V diferencovanom srdci je
expresia regulacnych elementov obmedzena do prednej casti vyvodného traktu
a pravych komorovych segmentov pocas embryonalneho vyvoja a v novorodencoch.
Rovnaké regulacné elementy aktivuju génovd expresiu vo vyvijajucom sa hltane
a slezine uz od prvotnych $tadii organogenézy. Regulacné prvky v oblasti -3059 aZ -2554
postaCuju na aktivaciu expresie v prednom srdci, hltane a slezine anukleotidova
sekvencia vzdialenych prvkov obsahuje vazbové miesta pre vyvojovo ddlezité regulacné
faktory. In vitro stddie ukazuji na schopnost GATA faktorov viazat sa Specificky na
vzdialené Nkx2.5 regulacné oblasti. Ich mutacia spdsobuje stratu expresie proteinu

Nkx2.5 v prisluSnych organoch (Searcy et al., 1998).
1.3.6. Interakcia s inymi génmi a proteinmi

V roku 2014 bol na zaklade porovnania profilu expresie Nkx2.5 knock-out mysich
embryi, heterozygotov a wild-type jedincov identifikovanych 46 génov s rozdielnou
exprimaciou v porovnani snemutantnymi mySami. Vytvorili interakéni mapu
s moznymi drahami, ktoré rézne davkovanie génu Nkx2.5 moze ovplyviiovat na zaklade
informacii o vazbe transkripénych faktorov na DNA. Medzi pravdepodobne zasiahnuté
drahy patria ribozémové drahy, glykolyza a glukoneogenéza, pyruvatovy metabolizmus,
kontrakcie srdcového svalu, metabolizmus porfyrinu, fruktézy, mandzy a hypertroficka
kardiomyopatia (Li et al.,, 2014). Regulacné siete transkripcnych faktorov a cielovych
proteinov, ktoré su tak zasiahnuté (napr. SP1, STAT6, GATA6, MAX) moZu vyvolavat
d'alSie kardiomyopatie suvisiace s vrodenymi poruchami srdca (Li et al.,, 2015). Pokus
s Nkx2.5 mutovanymi mySami, kedy sa pri sledovani jedného typu srdcovej poruchy
(komorovej poruchy priehradky) a udrZovanim stalej etiologie, ukazal na vel'ku zloZitost
vratane interakcii vel'kého mnoZzstva génov a vonkajSich podmienok na Nkx2.5 (Winston

etal., 2012).

Okrem homodimérickej interakcie sa Nkx2.5 ucastni spolo¢nych interakcii

s d'al$imi hlavnymi srdcovymi transkripénymi faktormi regulujicimi vyvoj srdca. Ked'Ze
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tieto medziproteinové interakcie sa liSia uroznych clenoch rodiny NK2, menej
konzervativne = aminokyselinové zvySky umiestnené na povrchu proteinu
pravdepodobne funguju ako miesta tychto interakcii. Ide hlavne o zvySky GIn10, Tyr14,
Lys21, GIn33, Val37 a Lys39 (Pradhan et al., 2012).

Protein Nkx2.5 sa viaze sNkx2.6 priblizne rovnakou afinitou ako
homodimerizuje, a nizSou afinitou k Nkx2.3. To poukaze na moZnost interakcie Nkx2.5
s dalSimi proteinmi rodiny NK2 srézne velkou afinitou v zavislosti na partnerovi

(Kasahara et al., 2001).

Kombinacia Nkx2.5, Tbx5 ald2 tvori jednu zkritickych transkripénych sieti
potrebnych pre diferencidciu komorovych myocytov do Specializovanych buniek
prevodového systému (Moskowitz et al, 2007). V Nkx2.5 mutantnych embryach
pretrvava expresia Isl1 v kardiomyocytoch srdcového polmesiaca a srdcovej trubice,
kym wild-type embrya mali transkripty vdruhom srdcovom poli, kym boli
nedetekovatelné v kardiomyocytoch v srdcovej trubici a polmesiaci uz v 6smom dni

vyvoja (Prall et al., 2007).
1.3.6.1. GATA-4

Specificka schopnost’ viazby GATA-4 na DNA sekvencie génu Nkx2.5 nachadzajtice
sa v oblasti -2795 aZ -2775 ajeho vplyv na génovu aktivaciu bol pozorovany v in vivo
transgennej analyze. KedZe Nkx2.5 a GATA su koexprimované v nediferencovanom
srdcovom primordiu, podiel'aju sa tak spolo¢ne na regulacnej sieti srdcovej diferenciacie

(Searcy et al., 1998).

Kym Nkx2.5 je exprimovany skrz mezoderm a endoderm, GATA-4 je exprimovany
iba v endoderme (Sepulveda et al., 2002). Nkx2.5 a GATA4 m6zu aktivovat' transkripciu
cez odhalenie aktivatnej domény na DNA naviazanom Nkx2.5, rovnako ako prildkanim
GATA4 pomocou Nkx2.5 do transkripéne aktivneho komplexu. Nie je jasné, Ci vSetky
proteiny, ktoré interaguju s DNA-vdazbovym miestom, tak robia v rovnaky cas, pretoZe sa
tam nachadzaju urcité fyzikalne obmedzenia. Napriklad Nkx2.5 moZe interagovat
s GATA4, Tbx5 a SRF v blizkosti alebo priamo na Nkx2.5 vdzbovom mieste na DNA.
V rovnakej oblasti moZe interagovat SRF s GATA4 a myokardinom a GATA4 s MEF-2
a FOG-2. Je vSak nepravdepodobné, aby vsetky tieto interakcie pozostavajice z pomerne

velkych proteinov, prebiehali simultdnne. Casova a priestorovd reguldcia tychto
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interakcii ma pravdepodobne doélezitd ulohu v riadeni roéznych citlivo regulovanych

transkripénych udalosti, ktoré vyustuju do formovania srdca (Bruneau, 2002).

Dve C-koncové oblasti proteinu Nkx2.5 st bud’ iba ¢iastocne redundantné, alebo
funk¢na interakcia medzi Nkx2.5 a GATA-4 vyzaduje prediZenie homeodomény v C-
koncovej oblasti. KedZe tato oblast nie je transkripcéne aktivujica (skor posobi ako
autorepresivna oblast ajej odstranenie vedie k superaktivacii), je mozné Ze GATA-4
fyzicky interaguje s Nkx2.5 aspoOsobuje jeho konformacné zmeny, ktoré odhal'uju
aktivacné domény (Durocher et al.,, 1997). Vys$Sia expresia GATA-4 v heterozygotnych
srdciach mézZe spbsobovat udrziavanie expresie Nkx2.5 nad minimdalnou hladinou
potrebnou pre normalny vyvoj srdca (Riazi et al., 2009). Lys193 v HD proteinu Nkx2.5
ma Kriticku ulohu v interakcii s transkripénym faktorom GATA4 (Kasahara et al., 2001).

Heterotypicka interakcia medzi GATA-4 a GATA-6 mdZe generovat transkripny
synergizmus, ktory mozZe byt dostato¢ny aby prekonal stratu GATA/Nkx2.5 interakcie,
respektive méze vyvolat povolanie GATA-6 do transkripcne aktivnejSieho GATA-
6/GATA-4/Nkx2.5 terciarneho komplexu (Durocher et Nemer, 1998).

Transkrip¢na kooperacia bola najdena u ¢lenov Antp rodiny ako Nkx2.5, TTF-1
a HoxB3, ale uZ nie pri Octl a Ptx1. Ukazuje to na doleZitd ilohu homeodomény typu

Antp v Specifite tychto synergickych interakcii (Durocher et al., 1997).
1.3.6.2. Mef2c

Strata aktivity Nkx2.5 je sprevadzand stratou endogénnej expresie
kardiomyoblastovych génov ako GATA-4 a Mef2c (Jamali et al., 2001). Oba tieto
transkripcné faktory sa podiel'aji na spravnej regulacii srdcového vyvoja. Selektivna
downregulacia transkripénych faktorov zucastnenych v bunkovej diferenciacii, ako su
prave N-myc, HAND1 a MEF2C predpoklada, Ze Nkx2.5 moZe kontrolovat neskoru
diferenciaciu srdcovych myocytov pomocou downstreamovych transkripcnych faktorov
(Tanaka et al,, 1999). Vzajomna regulacia medzi Nkx2.5 a Mef2c mo0Ze reprezentovat
hlboko konzervovany modul rannej srdcovej regulacie, hlavne vo vyvoji druhého

srdcového pola (Clark et al., 2013).

V pripade interakcie medzi Mef2c a Nkx2.5 dochadza k priamej interakcii medzi

tymito proteinmi, aj ked’ Mef2c nevykazuje stabilnu konformaciu pri heterodimerizacii.
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Jeho stabilnejSia forma sa nachadza pri vytvarani komplexov, ktoré d'alej ovplyviuju
formovanie homodimérov. Podl'a tohto modelu teda Mef2c podporuje formovanie
homodiméru Nkx2.5, ktory nasledne naruSuje dimér Mef2c. Mef2c monomeér sam o sebe

podporuje stabilitu Nkx2.5 diméru (Tanaka et al., 1999).
1.3.7. Vplyv Nkx2.5 na vyvoj srdca

Vstadii na bunkovych liniach bolo poukdzané na potrebu Nkx2.5 pre
kardiogenézu, pre vyvoj kostrovych svalov vSak nie je ddlezity (Jamali et al., 2001). Kym
vrstvy epikardu aendokardia sd tvorené jedinou bunec¢nou vrstvou, embryondlny
myokard pozostava z5 az 10 vrstiev vobdobi 11,5 d.p.c. UltraStruktirna analyza
transmisnou elektrénovou mikroskopiou (TEM) na rezoch ukazuje, Ze priblizne 90 %
oblasti myokardialnej vrstvy je zaplnenej bunkami ultrastruktirne odliSnych a vacsich
nez su Cervené Kkrvinky, intersticidlne bunky, neurdény, bunky endotelia a hladkého
svalstva. Vacsina tychto buniek sa da jasne rozdelit do dvoch skupin: priblizne 60 %
myokardidlnych buniek obsahuje rozne typy myofilamentarnych zvazkov
a sarkomérovych Struktir, ako aj organely ako mitochondrie, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum a sekretérne granuly obsahujice proANF; zvySnym bunkam
chybali myofilamenty alebo sekretorické granuly a obsahovali menej cytoplazmatickych
organel. Tieto nediferencované bunky sa casto nachaddzali v myokardidlnej vrstve
poprekladané bunkami so sarkomerickymi Struktdrami. Vel'kost jadier tychto buniek
bola v§ak omnoho vacsia ako vel'kost diferencovanych buniek a nasledne bolo zistené,
Ze su vnich exprimované rané srdcové markery, ako prave Nkx2.5. Tieto vysledky
poukazuju na vel'’ké mnoZstvo myokardialnych buniek exprimujucich tento transkripény
faktor, ktoré ostavaju nediferencované v myokardiu mysich embryi v obdobi 11,5 d.p.c.

(Bartlett et al., 2010).

Imunohistohemicka analyza ukazala pritomnost Nkx2.5 pozitivhych buniek vo
vrstve myokardu, ale nie v endokranialnych vrstvach. V8,5 d.p.c. sa expresia Nkx2.5
prekryva s expresiou Isl1, ¢o oznacuje progenitorové bunky druhého srdcového pola.
Expresia Nkx2.5 koreluje s expresiou MHC, ktory je ranym myokardidlnym markerom
prvého srdcového pola. V10,5 d.p.c. mald populdcia buniek zvyvodového traktu
a endokardialneho vankudsSa exprimuje taktieZ Nkx2.5 alsll. Expresia Isll je hlavne

v dorsomezokarde a neuralnej liSte v $tadiu 9,5 d.p.c. a nie je tam pritomny Nkx2.5, ¢o by
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sa dalo vysvetlit derivaciou z buniek prvého srdcového pola alebo zniZenim Isl1 na
zaklade prechodu k expresii Nkx2.5 v druhom srdcovom poli. Viac nezZ 87 % buniek
exprimujucich Nkx2.5 v Stadiu 9,5 d.p.c. sa vin vitro podmienkach diferencovalo do
kardiomyocytov  a buniek  prevodového systému, ¢o nasledne potvrdila
elektrofyziologicka analyza na jednobunkovej urovni. Niektoré z buniek diferencovali do

bijdacich kardiomyocytov a bunky hladkého svalu cievneho systému (Wu et al., 2006).

Tkanivovo obmedzeny transkripény faktor GATA-4 a Nkx2.5 homeoboxovy
protein su skoré markery prekardialnych buniek. Oba st zasadné pre vyvoj srdca, ale ani
jeden znich nedokaZe iniciovat kardiogenézu samostatne. Ich nadexpresia zvySuje
srdcovy vyvoj v prisluSnych prekurzoroch, ¢o naznacuje, Ze funguju ako srdcové
kofaktory. Ich koexpresia vyustuje v synergicki aktivaciu ANF, kde sa vyZaduje ich
vzajomna interakcia. C-koncovy zinc finger proteinu GATA-4 a C-koncova oblast’ Nkx2.5
su dolezité Casti pre interakciu tychto proteinov. V nesrdcovych bunkach transfekcia
génmi GATA-4 a Nkx2.5 spoOsobila synergicku aktivaciu ANF promotéru bez aktivacie
kontrolnych promotérov, ktorym chybali vazbové miesta pre tieto transkripéné faktory.
Len mala cast srdcovych génov je cielom oboch transkripénych faktorov, pri ktorych su
potrebné oba proteiny na spravnu aktivaciu. Tuto myslienku podporuju pokusy, pri
ktorych je v GATA-4 mutovany zinc finger zodpovedny za vazbu na DNA, atym je
naruSena schopnost synergie s Nkx2.5. Podobne Nkx2.5 kooperuje aj s GATA-5 pri
aktivacii expresie génu ANF (Durocher et al,, 1997). Nkx2.5 je potrebny pre spravny
ohyb srdca aexpresiu eHand na lavej strane srdca. Strata tohto génu v Nkx2.5
mutantnych srdciach je zrejme zodpovedna za problémy v ohybe srdcovej trubice. Je
moZzné Ze touto regulaciou je Nkx2.5 zapojeny do drahy urcujucej 'avo-pravu orientaciu

srdca (Biben et Harvey, 1997).

Vd'aka novym modelovym liniam mysi bolo zistené, Ze Nkx2-5 reguluje niekol'ko
najdolezitejSich srdcovych iontovych kanalov pocas embryonalneho vyvoja srdca,
vratane izoforiem merglb - Cacnalc a KcnhZ2. Tieto kanaly maja dolezitda ulohu vo

vzniku a prechode akéného potencialu v srdci (Furtado et al., 2015).
1.3.8. Progenitorova uloha

Oblastne Specifickd expresia bola sledovana udeviatich génov v srdcovych

progenitorovych bunkach, napriklad v prekardidlnom mezoderme a v skorom srdcovom
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polmesiaci. V Nkx2.5 homozygotne mutantnych embryach nie je vacSina
progenitorovych génov downregulovana v definitivnych srdcovych Struktarach -
napriklad v 8 - 8,5 d.p.c. pretrvala expresia Igfbp5 a Pdgfra pocas vyvoja srdcovej trubice
(Prall et al., 2007). VacSina markerov diferenciacie srdcového svalu su exprimované
v Nkx2.5 mutantoch normalne. Medzi vynimky patri napriklad MLC2C (Mohun &
Sparrow, 1997).

Trojfarebny fluorescencny reportérovy systém NEMEAD zamerany na znacenie
nediferencovanych komorovych buniek in vitro, s ozna¢enou transkrip¢nou aktivitou
Nkx2.5 a MLC2V promoétorov a expresiu reportéra umiestneného v bunkovom jadre,
ktorym bol oznaceny promoétor ANF, bol vyuzity na sledovanie diferencovanych
a nediferencovanych buniek spolu sich prekryvanim. Kontrola spravnosti expresie
tychto fluorescencnych farieb potvrdila spravnu expresiu endogénnych markerov -
priblizne 17 % buniek vykazovalo aktivitu promoétora iba génu Nkx2.5, 24 % buniek
ukdazalo aktivitu promoétorov pre Nkx2.5 a zarovein MLC2V a pribliZzne 50 % buniek bolo
pozitivnych vramci aktivity prométorov vsetkych troch génov. Ziadne bunky
nevykazovali vyluéna aktivitu génov MLC2V spolu sANF. MnoZstvo buniek
exprimujucich Nkx2.5 postupom casu (72 a 120 hodinové periddy) klesalo. Ukazuje to
na nepriamu korelaciu medzi relativnymi proporciami nediferencovanych
a diferencovanych buniek v réznych casoch kultivacie, atym sa poukazuje na moznu

progenitorovu ulohu v nediferencovanych bunkach (Bartlett et al., 2010).

Nkx2.5 je exprimovany v prvom a druhom srdcovom poli, ktoré si zdrojmi
srdcovych progenitorovych buniek réznych casti srdca. Expresia v progenitorovych
bunkach naznacuje déleZitejSiu ulohu tohto transkripéného faktoru v hierarchii
transkripénych regulatorov srdcového vyvoja (Reamon-Buettner et Borlak, 2010). Pocas
vyvoja srdca druhé srdcové pole poskytuje progenitorové bunky pre vacsinu
kardiomyocytov. Tieto bunky exprimuju transkri¢pny faktor Nkx2.5. Bolo ukazané, Ze
spatna represia Bmp2/Smadl signalizacie pomocou Nkx2.5 kriticky reguluje
proliferaciu druhého srdcového pola a morfologiu vyvodného traktu. Mutanti v Nkx2.5
mali upregulované gény zodpovedné za srdcovu Specifikaciu (vratane BmpZ2), Co viedlo
na zaciatku do priliSnej progenitorovej Specifikacie a nasledne do znizZenej proliferacie
druhého srdcového pola apoSkodenia vyvodného traktu. VacSina progenitorovych

génov ovplyvnenych stratou Nkx2.5 bola exprimovana v prvom aj druhom srdcovom
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poli. Ich expresia v prvom srdcovom poli bola extrémne prechodna, ¢o ukazuje ranu
diferenciaciu tychto progenitorov vsrdcovom polmesiaci. V Nkx2.5 mutantoch je
upregulacia progenitorovych znakov vdruhom srdcovom poli aabnormalne
pretrvavajuca expresia v diferencujucich myocytoch znakom dolezitej ulohy Nkx2.5
vmodulovani expresie génov spojenych so srdcovym  prevodovym systémom
a statusom progenitorovych buniek. VacSina progenitorovych génov ovplyvnenych
stratou Nkx2.5 bola exprimovana v prvom aj druhom srdcovom poli. Expresia v prvom
srdcovom poli bola extrémne prechodnd, c¢o odraza skord diferencidciu tychto

progenitoroch v srdcovom polmesiaci (Prall et al., 2007).

Vzorec expresie progenitorovych markerov definuje nové podpopulacie aich
spravanie. Vdruhom srdcovom poli, Tnc, Pdgfra aIgfbp5 boli najviac exprimované
v spodnej populacii buniek, kym expresia Pdgfra bola obmedzena na stredovu oblast
(dorsalny mezokard) a Tnc v najviac lateralnych oblastiach. Na rozdiel od vyvoja
kostrovych svalov, kde sa zmensSuje miera proliferacie ako nastupuje diferenciacia (¢im
su jasne rozliSitelné molekularne znaky progenitorov, myoblastov a myocytov), srdcové

bunky pokracuju v proliferacii pocas diferenciacie (Prall et al., 2007).
1.3.9. Fenotyp Nkx2.5 mutantov

Prenatalna strata funkcie Nkx2.5 vyustuje k prenatadlnej smrti, kym jej strata od
druhého tyZdna po narodeni nie. Jasny mutantny fenotyp vyvstava do Styroch dni, ak je
zruSena funkcia Nkx2.5 prenatalne, v pripade dva tyZdne starych mysi je tento fenotyp
prejaveny priblizne o sedem tyzdnov neskor (Takeda et al.,, 2009). Mutantné srdcia sa
zafinaja odliSovat od normalnych od priblizne 8 d.p.c. Vykazuji dramaticka poruchu
formovania srdca, kym ostatné Struktdry vyzeraju byt normadlne. Mutantné embrya
nedokazu zacat proces ohybu linedrnej srdcovej trubice. V9 d.p.c. zac¢ina vela embryi

vykazovat' vyvojovu retardaciu (Lyons et al., 1995).

Fenotyp Nkx2.5 mutantnych jedincov zacdina byt vSak viditelny uZz v skorych
$tadiach prenatalneho vyvoja, ako st napriklad Zitkové vaky. Tie st miestom prvej
hematopoiézy a hlavnym zdrojom ¢ervenych krviniek v mys$ich embryach. V Zitkovych
vakoch v 9,5 d.p.c. nebol viditel'ny Ziaden definovany cievny systém, iba rozSirené kanaly
s menSim mnoZstvom cervenych krviniek, kym u wild-type embryi boli v tomto obdobi

jasne formované Zzltkové cievy a siet mensSich ciev naplnenych ¢ervenymi krvinkami.

26



Mutantné embrya boli silne anemické. Niekol'ko endotelidlnych buniek sa nachadzalo
vnutri vaku, ale netvorili cievne kandly, o naznacluje, Ze nasledujuca vaskulogenéza
a angiogenéza v tychto vakoch neprebehla. Je vSak moZné Ze tento fenotypovy prejav je
sekundarnym nasledkom poskodenia obehovej sustavy (Tanaka et al, 1999), alebo
nasledkom vSeobecnej rastovej retardacie embrya.

Obrdzok 4: Na povrchu zitkového vaku knock-out my$ieho embrya pre gén

Nkx2.5 (C) sa nachddza velké mnoZstvo zdhybov achyba tam jasne
definovana cievna siet, ako je tomu u wild-type (B). (Tanaka et al., 1999)

Odstranenie expresie Nkx2.5 v mySom srdci sice spdsobuje

porusSenie spravneho formovania srdca, ale nezastavuje

prvotné formovanie srdcovej trubice ani expresiu d'alSich
markerov srdcovej diferenciacie (Lyons et al., 1995). To moze
ukazovat na pomerne neskoré zapojenie Nkx2.5

v kardiogenéze, o by vSak nevysvetl'ovalo rand exprimaciu

tohto proteinu. Eventudlne by sa mohlo jednat o funk¢nu

redundanciu medzi proteinmi v rodine NK2 génov (Mohun & Sparrow, 1997).

Heterozygotné mutantné mySi mali rovnaky postnatalny vyvoj a plodnost ako
wild-type. Z kriZenia heterozygotov sa nenarodili Ziadne homozygotne mutantné mysi,
¢o naznacuje embryondlnu letdlnost mutacie v homozygotnom stave. V 11,5 d.p.c. neboli
nijdené Ziadne homozygotne mutantné embryd; v 10,5 d.p.c. sa nasli homozyogtni
mutanti s vyraznou retardaciu rastu avelkym mnoZstvom tekutiny medzi srdcom
a perikardiom; v 9,5 d.p.c. mnoZstvo homozygotnych mutantov vykazovalo Mendelovsku
dedicnost mutantnej alely. Tieto pozorovania indikuji, Ze ksmrti homozygotnych
mutantov dochadza v obdobi medzi 9,5 a 11,5 d.p.c. Nepritomnost endokardialneho

vankusa je jeden z hlavnych fenotypov homozygotnych mutantov (Tanaka et al., 1999).

Proliferacia druhého srdcového pola je kriticky determinant jeho vyvoja, rovnako
ako pre velkost a morfologiu vyvodného traktu a pravej komory. Nkx2.5 hypomorfy
vykazovali zniZenie proliferacie vdruhom srdcovom poli, a velkost vyvodného traktu
vratane jeho morfologie boli ohrozené uz v 8,5 d.p.c, ¢o spdsobilo abnormalne
umiestnenie vyvodnych ciev na pravej strane, nasadajicu aortu a v niekol'kych vaznych
pripadoch dvojvytokovid pravi komoru. Niektoré ztychto deformacii bolo mozné

odstranit’ skorym vymazanim jednej alebo oboch alel génu Smad1 (Prall et al., 2007).
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Vobdobi od 9,5 d.p.c. umutantov dochadzalo kvytvoreniu sluCky srdcovej
trubice smerom doprava, ked'Ze vyvod srdcovej trubice bol umiestneny na pravej strane
a siefiova oblast sa nachadzala v zadnej l'avej Casti. TaktieZ bolo ukazané, Ze tento ohyb
mozZe byt preruSeny kvoli nedostatku trabekulacie azabraneniu tvorby
endokardialneho vankuSa (Harvey, 1996). Komorova cast je netypicky kratka
arozSirena, predsienova cCast nespravne organizovana. Fenotyp sieni je spojeny
s nadbytkom siefiovych kardiomyocytov, mnozstvo srdcovych buniek v komorach je
zniZené v neskorSom vyvoji, ked’ sa zac¢ina vyvoj srdcovych komér (Reamon-Buettner &
Borlak, 2010). AV kanal bol vtomto Case stale dost rozsireny ajedna komora bola
narychlo pripojena k este dostatoCne nevyvinutému vyvodnému traktu - v embryach
typu wild-type mal naproti tomu AV kandl Uzky prierez a budtca I'ava komora, bulbus
cordis (budica prava komora) avyvodny kandl uZ boli dostatotne vyvinuté.
V mutantnych srdiach bol taktiez dramaticky zhorSeny vyvoj trabekulového systému

a cievneho systému srdca (Tanaka et al., 1999).

Homozygotné mutacie neeliminovali liniu srdcovych buniek, ¢o naznacuje
vyrazny rozdiel medzi génom Nkx2.5 a tinman, ktory Specializuje prekardialny a brusny
mezoderm (Tanaka et al., 1999). Tento rozdiel v ilohe medzi Nkx2.5 a tinman moZe byt
ovplyvneny redundaciou inych génov, ktoré mozu byt dostatocné na zacatie vyvoja
srdca u stavovcov az do chvile, v ktorej vykazuji mutantné srdcia nefunkcnost (Harvey,

1996).
1.3.10. Vplyv na prevodovy systém

Vroéznych liniAdch mysSi sa mézZe pravdepodobnost abnormalit prevodového
systému dramaticky lisit. Tieto rozdiely mézu byt spdsobené genetickym pozadim alebo
vlastnostami danej nepopisanej mutacie. Efekty danej mutacie mo6Zu byt dramaticky

ovplyvnené uz spominanym genetickym pozadim (Rosenthal & Harvey, 1999).

Na zaklade sucasnych poznatkov vyvoja prevodového systému sa vykresl'uje
niekol'ko mechanizmov, podla ktorych viiom Nkx2.5 zohrava ddéleZita ulohu. KedZe
nedochddza kvyraznej proliferacii buniek po tom, ¢o si bunky regrutované do
prevodoveho systému, redukcia tychto buniek v Nkx2.5 mutantych zvieratach musi byt
sposobena bud zniZenim regrutovania alebo zvySenim straty buniek. ZniZenie

regrutovania myocytov inymi populaciami buniek nebolo potvrdené, avSak Nkx2.5 moze
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regulovat expresiu moznych induktivnych signalov, ktoré dalej povolavaju
pluripotentné myocyty. Vtomto pripade by bolo davkovanie tohto génu doleZité pre
vyvoj (Jay et al., 2004). TaktieZ bolo zistené Ze, sinoatrialny uzol (SAN), ktory sa poklada
za srdcovy pacemaker, je vyvojovo pod kontrolou Nkx2.5. Pre spravny vyvoj SAN je
dolezita represia Nkx2.5 v pociato¢nych vyvojovych Stadiach tejto Struktury (Kasahara
et al.,, 1998).

Anatomické abnormality v AV uzle pravdepodobne prispievajd do AV bloku
prvého stupiia so spojenim s eSte neznamymi faktormi suvisejicimi s maturaciou,
a hypoplazia Hisovho zvazku a Purkynovho systému moéze kompletne vysvetl'ovat
defekty spojené stymito Struktirami. Niektoré Stddie na heterozygotoch silne
naznacuju, Ze pre spravnu diferenciaciu Purkynovej siete je ddleZité aZ postnatalne
obdobie (Meysen et al, 2007). Nkx2.5 je doleZity pre vytvorenie AV uzlu.
U haploinsuficientnych mysi je AV uzol mensi a obsahuje menej buniek ako ma wild-
type. To ukazuje na priamu suvislost medzi davkovanim génu Nkx2.5 a bunkami tohto
uzlu. AV uzol taktieZ neobsahoval proximalnu Cast, ktora exprimovala Cx45 ale nie Cx40
(Jay et al., 2004). U homozygotnych mutantov je Cx45 nepritomné, ¢o sa da vysvetlit
jeho regulaciou pomocou Nkx2.5. Kym zakladna Struktira génu Cx45 je zndma,
mechanizmy zapojené do reguldcie jeho transkripcnej aktivity nie sd jasné. Vysledky
stadie (Dupays et al., 2005) ukazuji na mozZnost, Ze Cx45 je downstreamovy ciel’ Nkx2.5,
ale kvoli nedostatku d'alsich informacii zatial' nie je mozné urcit, ¢i Nkx2.5 priamo c¢i
nepriamo ovplyviiuje expresiu Cx45. Nedostatok Cx45 v myokarde Nkx2.5 mutantnych
embryi by mohlo byt jednou zhlavnych pric¢in letality vskorom S$tadiu vyvoja.
Downregulacia Cx40 v Nkx2.5 mutantoch bola povaZovana za potencidlnu pri¢inu poruch
prevodového systému, a to preto, Ze promotér Cx40 obsahuje viazbové miesta pre Nkx2.5
a transaktivacné eseje ukazuju na aktivaciu expresie Cx40 (Bruneau et al., 2001).
Napriek tomu, Ze Nkx2.5 haploinsuficientné bunky AV uzlu a Hisovho zvazku maji menej
buniek, tie vSak maji normdalnu expresiu Cx40 a Cx45 (Jay et al., 2004). Fluorescencne
znacend alela génu (x40 umoZiuje vizualizaciu centrdlneho prevodového systému
v Zivych preparatoch. Sieflové myokardium taktieZ exprimuje Cx40, ale oblast medzi

nim a centralnym prevodovym systémom exprimujicim GFP nie (Gazit et al., 2014).
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Sirenie tlkotu srdca cez prevodovy systém méze byt sledované povrchovym ECG.
Hypoplasticky centralny a okrajovy prevodovy systém v Nkx2.5 knock-out mySiach je
spojeny s fyziologickymi poruchami na viacerych urovniach. ECG ziskané z mysi od 3
tyZzdnov do 1 roku veku uhomozygotnych mutantov a heterozygotov vykazovalo
rovnaké abnormality prevodového systému a elektrofyziologické poruchy. Pri merani
signalu v Hisovom zvdzku mali Nkx2.5 haploinsuficientné mysi zanedbatelny alebo
uplne chybajuci signal. V porovnani s wild-type je tato zmena tak velka, Ze by sa na jej
zdklade mohlo dedukovat o aky genotyp Nkx2.5 mdzZe ist len na zaklade vySetrenia
signalu Hisovho zvazku (Jay et al., 2004). Nkx2.5 heterozygotne mutantné mysie embrya
majui abnormalne prediZzené PR a intervaly medzi siefiami a Hisovym zviazkom medzi 4
a 7 tyzdilami veku. Tito mutanti maju vyrazne prediZeny AH interval, ale stimulacia AV
uzla ukazala iba malé zvySenie tohto intervalu (Gazit et al., 2014). Postup prenosu
elektrického impulzu cez Hisov zvazok, ktory je detekovatelny u wild-type mysi, je maly
alebo uplne chyba umysi haploinsuficientnych v Nkx2.5. Rychlost prenosu tohto
impulzu v mutantnych mysSiach do Purkynovych vlakien bol normalny (Jay et al., 2004).
Tvorba SAN je pod reguldciou mnohych génov. Expresia Pitx2 vedie k inhibicii programu
Specializacie pravej strany srdca v jeho l'avej Casti, takZe absencia Pitx2 v pravej strane
vedie kaktivacii ShoxZ expresie, ktora reprimuje Nkx2.5. Tato represia dovoluje
aktivaciu diferencia¢ného programu v sinusovom uzle (Espinoza-Lewis et al., 2009).
Tieto tvrdenia podporuju nalezy Ye et al, ktori na modele ,hojdacky“ ukazuju
antagonisticky vztah medzi Nkx2-5 a Shox2. Transkrip¢ny vysledok je bud’ zaloZeny na
zvySenej expresii Nkx2-5, ¢o podporuje myokardidlny osud buniek, alebo zvySenej
expresie Shox2, pricom dochadza k urCeniu pacemakerovej dlohy buniek. Abnormalna

zmena tejto rovnovahy spésobi poruchu sinusového syndrému (Ye et al., 2015).
1.3.11. Mutacie Nkx2.5 a fenotyp prevodového systému

Srdcovy prevodovy systém sa vyvija postupnym prichodom multipotentnych
embryonalnych myocytov do uzlu alebo stboru vlakien. Nasledne tieto bunky opustaju
bunkovy cyklus. V mySom srdci sa Purkynové vlakna vyvijaju skrz subendokardialnu
distribuciu. Nkx2.5 je upregulovany pocas obdobia prichodu do centralneho
a okrajového prevodového systému srdca. Toto pozorovanie podporuje hypotézu, Ze
Nkx2.5 mutantny fenotyp prevodového systému moZe byt vysledkom embryonalneho

vyvoja (Jay et al., 2004).
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Nkx2.5 haploinsuficientné mySi mali vyvinuty mensi centralny prevodovy systém.
AV uzol je umiestneny na zadnej Casti nad interventrikularnou priehradkou. Hisov
zvazok sa rozpina dopredu z AV uzla okolo medzikomorvej priehradky (IVS). AV aj Hisov
zvazok exprimuju Cx40 a Cx45 a si menSie v porovnani s wild-type mySami (Jay et al,,
2004). Kompletna delécia génu Nkx2.5 spdsobuje nedostatocny vyvoj az kompletnu
absenciu trabekul. Nasledne je zniZenie expresie Cx43 u Nkx2.5 mutantnych embryi
sposobené na zaklade nespravne vyvinutého komorového trabekulového systému. Tieto

abnormality tieZ podporuju zniZenie expresie Cx40 (Dupays et al., 2005).

Je niekol'’ko pozorovani podporujtcich hypotézu, kde je Specifikacia komorového
srdcového prevodového systému zavisla na kombinovanej aktivite Nkx2.5 a Thxb5.
Heterozygotné mySi nemali normalne smerovanie elektrickych impulzov z AV uzla cez
komory, ktoré je potrebné pre fyziologicky spravnu komorova kontrakciu. Chybala
expresia molekuldrnych markerov srdcového prevodového systému, a bunky taktieZ
nevystupili z bunkového cyklu. To naznacuje, Ze uZ u haploinsuficientnych mysi
nedochadza k spravnej Specifikacii komorového prevodového systému (Moskowitz et

al.,, 2007).

Mutdacie v doménach zodpovednych za viazbu Nkx2.5 na DNA sposobuju poruchy
prevodového systému uludi. Tieto mutacie boli prvy krat objavené v rodinach
s dedi¢nymi poruchami septa predsieni a atrioventrikularneho prevodového systému
(Jay et al., 2004). Medzi dalSie poruchy patria poruchy priehradky komor (VSD),
porucha AV kandlu ¢i supraventrikularna tachykardia. NaSli sa u pacientov
s inzertovanymi nukleotidmi do c¢asti génu kdédujiuceho HD a naslednym vytvorenim

STOP kodoénu a translacii skratenej verzii proteinu (Sarkozy et al., 2005).

Rodiny s poruchami priehradky medzi predsienami (ASD) maju casto AV blok
roznych typov, defekty priehradok auludskych pacientov st v neskorSom veku
nasledkom toho nevyhnutné implantacie pacemakerov. Nasli sa mutacie vytvarajuce
skoré vytvorenie STOP koddnu ateda skratené verzie Nkx2.5 proteinu. Tento typ

mutdacie je pomerne vzacny (Gutierrez-Roelens et al., 2006).
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1.3.12. Regulacia inych génov

MnoZstvo downstreamovych srdcovych regulacnych génov, ktoré su zavislé na
Nkx2.5, umiestnili transkripény faktor Nkx2.5 na vrchol genetickej hierarchie

zodpovednej za vyvoj srdca u stavovcoch (Rosenthal & Harvey, 1999).

Expresia ANF bola vkomorach homozygotnych mutantov zruSena
a v predsienach zachovana, kym vo wild-type embryach je expresia v oboch oblastiach.
Mozgovy natriureticky peptid (BNP) bol v komorach takmer neexprimovany, kym
v predsieniach bola expresia porovnatel'na s tou vo wild-type. Tieto vysledky ukazuju, Ze
expresia tychto génov v komorach je regulovana génom Nkx2.5, kym v predsieniach je na
nom nezavisla (Tanaka et al., 1999). Transkripcna aktivacia ANF pomocou Nkx2.5 je
zavisla na jeho davkovani v heterogénnom systéme, ale aZ Uplny nedostatok Nkx2.5
sposobuje Ubytok expresie ANF in vivo (Nagel et al., 2003). Z toho vyplyva, Ze endogénna
reguldcia ANF je zavisla na davkovani Tbx5 a Nkx2.5 vtom ma doleZitl, ale menej
dramaticki ulohu. Plna aktivacia ANF je zavisla na interakcii oboch transkripcnych

faktoroch (Bruneau, 2002).

Strata aktivity Nkx2.5 je sprevadzana stratou endogénnej expresie
kardiomyoblastovych génov ako GATA-4 a MEF2C azarovenl sa vyrazne nezmenila
expresia génov kostrovych svalov pocas mezodermalnej indukcie. To ukazuje na
dolezitost Nkx2.5 pre vyvoj mezodermu do kardioblastov, ale nie do kostrovych svalov

(Jamali et al., 2001).

Msx2 je silne exprimované v mezenchyme hltanového obliuku a v myokarde AV
kanalu. Nizka dudroven expresie je taktieZz v castiach myokardu a perikardia.
V mutovanych embryach je vSak expresia tohto génu niZSia a priestorovo viac
rozptylena, hlavne v oblasti komor. To poukazuje na pravdepodobnost potlaCenia

expresie Msx2 génom Nkx2.5 (Tanaka et al., 1999).

TEF-1 bol exprimovany ako vo wild-type, tak aj v homozygotne mutantnych
embryach. N-myc transkripty neboli detekované v mutovanych srdciach, ale jeho
expresia v neuralnej trubici a mezenchyme hltanového obluku bola zachovana. Expresia
MEF2C bola vyrazne downregulovana v mutantnych srdciach. HAND1 nebol

v myokardiu mutantnych embryi exprimovany. Na druhej strane, expresia GATA-4
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a HANDZ2 nebola ovplyvnena v mutantnych srdciach. Selektivna downregulacia N-myc,
HAND1 a MEF2C predpoklada, Ze Nkx2.5 mdze kontrolovat neskoru diferenciaciu
srdcovych myocytov pomocou downstream transkripénych faktorov (Tanaka et al,

1999).

V homozygotne mutantnych embryach nebola vyznamne utlmend expresia a-
srdcového aktinu (Harvey, 1996), napriek tomu Ze sa ukazala synergistickd aktivacia
jeho promotora spolu so SRF (Chen et al., 1996). Rovnako bola detekovatel'na expresia
génu MLC2V v celom komorovom myokarde. Expresia a-myosin heavy chain a 3-myosin
heavy chain nebola ovplyvnena v mutantnych embryach (Tanaka et al., 1999), aj ked’ sa
na ich regulacii moze Nkx2.5 podiel'at downregulaciou CARP (cardiac muscle-enriched
ankyrin-repeat protein). Rovny myogenicky fenotyp, ktory vykazuju Nkx2.5 mutanty
moZe poukazovat na hypotézu redundancie, ale taktieZ mdze hrat ulohu ako regulator
génu MLC2V (Harvey, 1996). V homozygotnych mutantoch je mnoZstvo exprimovaného

génu dramaticky zniZené, u heterozygotov je zniZeny Ciasto¢ne (Lyons et al., 1995).

Nkx2.5/Tbx5 interakcia ma vyznamnu ulohu vo vrodenych poruchach srdca,
pretoZe poskytuje mechanizmus rozruSenie bezného srdcového fenotypu spésobeného
haploinsuficienciou jedného ztranskripnych faktorov: porusenie stechiometrie
Nkx2.5/Tbx5 interakcie zniZenim davkovanie jedného z danych proteinov méze viest
k podobnému efektu na ich transkripénych cieloch. Tbx5 aj Nkx2.5 interaguju so
Specifickym vdzbovym miestom na prométore (x40 aaktivujd ho priamo. Jeho
transkripty su citlivé na davkovanie Tbhx5, kde jeho polovi¢né zniZenie spdsobi takmer
uplna stratu transkripcie Cx40 in vivo v mySom srdci (Christoffels et al., 2000). To
naznacuje, Ze hlavhym mechanizmom regulacie génu Cx40 je obsadenie niekol'kych
miest na jeho promotore transkriptmi Tbx5 azniZenie jeho davkovania vyustuje
v nelinedrnu odpoved’ transkripéného aparatu na tomto lokuse. Kritickd hladina Tbx5
tak posobi v mechanizme génovej expresie vyvoji srdca v urCitych oblastiach systémom

vSetko alebo nic¢ (Bruneau, 2002).

Expresia ANP v myokarde je pod kontrolou Nkx2.5, kedZe jeho transkripty neboli
detekovatelne vsrdciach Nkx2.5 knock-outovych mysSiach. C-koncova oblast ANP
obsahuje oblasti pre Nkx2.5 a GATA-4 a ukazuje sa, Ze by zdkladna srdcova aktivita ANP

promoétora mohla byt mediovand prave tymito proteinmi. To podporuje aj pozorovanie,
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kedy odstranenie jedného alebo oboch tychto faktorov zniZuje aktivitu ANP (Durocher et

Nemer, 1998).

Nkx2.5 knock-out mysi majd abnormadlny proepikardidlny vyvoj a zniZenu
expresiu transkripcného faktoru Wt1, ktory sa v srdci zapdaja v proepikardiu a epikardiu

(Reamon-Buettner & Borlak, 2010).

Etsrp71 je nedavno objaveny transkripény faktor, ktory je exprimovany
v endokardiu a endoteliu vyvijajiceho sa embrya, priCom sa jeho expresia vytraca
v neskorsich vyvojovych fazach. Jeho odstranenie sposobuje letalitu embryi. Tento gén je
downstream cielom Nkx2.5 vsrdcovych progenitorovych bunkach (Ferdous et al,

2009).

Regula¢né sekvencie v oblasti od -3059 sd dostatoné na aktivaciu bunkovo
Specifickej génovej expresia v kritickych Staddidch urcenia bunkovej linie a udrZanie
expresie pocas organogenézy v tkanivach exprimujucich Nkx2.5 (Searcy et al.,, 1998).
TaktieZ modifikacia transkripénych faktorov z neaktivnych foriem do foriem aktivnych
a opacne pravdepodobne zohrava doélezitu ulohu v ramci regulacie transkrip¢nej aktivity

(Bruneau, 2002).
1.3.13. Poruchy srdca a jeho vyvoja

Srdcové abnormality st pripisované castejSie komplexnej interakcii medzi génmi
a prostredim neZ mendelevovskej dedi¢nosti jediného mutovaného génu. Tento pristup
vSak nemusi byt spravny, pretoZe vplyv mutdcii v jednej alele ajej vplyv na vrodené
poruchy moZe byt maskovany faktormi, ako si nepresnd kosegregacia mutacie
a Ciastond penetrancia, roznorodost zavaznosti poruchy atyp poruchy (¢iastocna
expresivita) a nesymptomaticky jedinci v danych rodinach (Benson et al, 1998).
ZhorSujuce sa elektrofyziologické abnormality u pacientov s normalnou Struktirou
srdca alebo po spontannej ¢i chirurgickej oprave ASD avysoka nahla umrtnost
u pacientov bez pacemakerov naznacuje, Ze normalne mnoZzstva Nkx2.5 su potrebné pre
spravnu fyziologicki funkciu atrioventrikularneho uzlu pocas zZivota (Schott et al,
1998). Na heterozygotnych a homozygotnych modeloch bolo ukazané, Ze v regulacnych
mechanizmoch si formy kompenzacie - kym Nppa a niekol'ko d'alSich iontovych kanalov

sa exprimuje spravne v mutantnych srdciach, tieto kompenzacné mechanizmy nie su
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dostato¢né napriklad na wudrzanie normalnej hladiny merglb., ¢im vznikaju

predispozicie pre elektrické poruchy srdca (Furtado et al.,, 2015).
1.3.13.1. Haploinsuficiencia

Abnormality sp6sobené mutaciami vo forme delécie jednej alely su pripisované
haploinsuficiencii, ¢o znamena dvojnasobné zniZenie expresie spdsobujuce danu
poruchu. Pre gény ako je Nkx2.5, ktoré kéduju transkripcné faktory, je haploinsuficiencia
zvyCajne definovand ako podpriemernd hladina proteinu produkovand =z jedinej
normalnej alely, ¢o vedie k patologicky nizkym trovniam expresie downstreamovych
cielov (Rosenthal & Harvey, 1999). Nkx2.5 heterozygotné mySi maju polovicné
mnozstvo Nkx2.5 mRNA v porovnani s wild-type (Jay et al., 2004). Preto maju napriklad
polovi¢ené mnoZstvo buniek primordia AV uzla, kym Nkx2.5 homozygotné knock-out
mySi ho nemaji (Reamon-Buettner & Borlak, 2010). Haploinsuficiencia génu Nkx2.5
vmysiach vedie ksrdcovym fenotypom Kktoré si omnoho menej zavazné ako
heterozygotné mutacie u I'udi: ASD sa objavuje u 1 % mutantnych mysi ale u viac nez 70
% l'udskych pacientov, poruchy prevodového systému, ktoré si u mysi zretel'né, ale nie
vel'mi zavazné, a nerozvijaju sa do druhého a tretieho stupna prevodového bloku ako
u I'udi, dysmorfogenéza sieniovej priehradky a ob¢asné poruchy aortalnej chlopne (Biben
et al., 2000). Niektoré pozorovania naznacujy, Ze poruchy v Purkynovom systéme nie st
sposobené poruchou trabekulacie alebo nedostatkom progenitorovych buniek.
Postnatalny nedostatok tychto buniek u heterozygotnych mutantov ukazuje, Ze kriticky
bod vo vyvovi tejto siete sa deje v obdobi narodenia (Meysen et al., 2007). V suicasnosti
chyba dostato¢ny zvieraci model, ktory by jasne odrazal vyvojové poruchy, ktoré

mutacia v tomto géne vyvolava na I'ud’'och (Elliot et al., 2006).

Zavazné fenotypy spojené s heterozygotnou mutaciou v Nkx2.5 su prekvapujtce,
ked'Ze tento typ mutacie pri modelovych organizmoch nemava tak dramatické nasledky.
Tieto rozdiely mézu odrazat skutoc¢nost, Ze tieto problémy su sledované u l'udi len vo
vaznych pripadoch. TaktieZ moéZu byt rozdielne formy vyvoja srdca, geneticka
redundancia u I'udi alebo eSte neodhalené fenotypové prejavy u heterozygotnych mysi
(Benson et al., 1999). Pociato¢na predstava o tom, Ze Nkx2.5 heterozygotné mutacie su
v ovplyvnenych mysSiach recesivne, bola zmenenda na zdklade nedavnych klinickych
stadii, ukazujucich na niekolko vrodenych srdcovych poruch sposobenych zdedenou
mutdciou iba v jednej alele l'udského Nkx2.5 génu (Schott et al., 1998).
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Sledovanie zavislosti rychlosti vedenia vzruchu na sile stimulacie ukazala, Ze sila
stimuldcie nema na prevodovy systém heterozygotne mutantnych ani wild-type srdci
Ziaden efekt. Aj ked’ Nkx2.5 haploinsuficiencia spdsobuje drobné zmeny v bunkach
exprimujucich Cx40 v dolnej casti AV uzla smerom k Purkynovému systému, vnutorna
funkcia buniek vyzerd byt normalna, bez zmien vo velkosti Ci elektrofyziologickych
vlastnostiach jednotlivych buniek Purkynového systému (Meysen et al.,, 2007). Absencia
skracovania Inf-H intervalu v heterozygotne mutantnych srdciach nesuvisi s absolitnou
neschopnostou skratenia PR intervalu. Adrenergnd stimuldcia zrychl'uje tepovu
frekvenciu srdca aAV prevod vzruchu (Gazit et al, 2014). KedZe sa
u haploinsuficientnych mysiach nevyvinul AV blok prvého stupnia do Stvrtého tyzdna,
hypoplazia ani nepritomnost’ proximalnej ¢asti AV uzla nie si dostatoc¢né, aby spo6sobili
poruchy v prevodovom systéme v mladych mysiach, aj ked sa mézu podielat na
patogenéze. Hisov zvazok v Nkx2.5 haploinsuficientnych mysSiach je tenky ajemny
v porovnani s wild-type. Hypoplasticky Hisov zvdzok moéZe priamo vysvetlit nizku
amplitidu depolarizatného signalu Hisovho zvazku nameraného v Nkx2.5 mutantnych

srdciach (Jay et al., 2004).

Upregulacia expresie Nkx2-5 desminom v srdcovych progenitorovych bunkach je
necakany objav vregulaCnej sieti kariomyogenézii srdcovych kménovych buniek.
Aktivuje transkripciu Nkx2-5 vbocnej populacii srdcovych kmenovych buniek
a CiastoCne tak mdze zvratit negativny vplyv haploinsuficiencie tohto génu. Je to vd'aka
chvilkovej pritomnosti desminu v jadrach diferencujicich srdcovych progenitorovych

buniek a jeho fyzickej interakcii s komplexmi TF (Fuch et al., 2016).
1.3.13.2. Knock-out

Sirenie srdcového impulzu akontrakcii je v Nkx2.5 knock-outovych mysich
embryach vymykajice sa normalu. V75 % embryi je tlkot srdca nizky (32 uderov za
mindtu oproti 60 vo wild-type), co mbZe poukazovat na nedostatocny vyvoj alebo
poruchu sinoatridlneho (SA) uzla. V25 % pripadoch sa stahy objavovali najprv
v komore, €o indikuje nefunkénost’ SA uzlu alebo jeho nahradenie inym pacemakerom,
ako je napriklad AV. Zrejme aj ndasledkom tychto portich maju srdcia Nkx2.5
homozygotne mutantnych embryi poruchy v hnani krvi zo srdca. Hemodynamicka
nedostatoc¢nost u Nkx2.5 knock-out mySi sa odraza vcievnom fenotype, ktory je
charakterizovany zizenim aorty (Dupays et al., 2005).
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1.3.13.3. Nadexpresia Nkx2.5

V stcasnosti nie si odhalené Ziadne choroby spésobené nadexpresiou alebo
konstitutivne aktivnymi mutdciami Nkx2.5. MySie modely tejto nadexpresie si spojené
s abnormalitami v prevodovom systéme srdca, pravdepodobne ciastocne modulované
downstreamovymi efektmi inhibicie konexinovych izoforiem. Tieto poruchy AV
prevodového systému pretrvavaji do dospelosti. V. modeloch nadexpresie Nkx2.5 neboli
identifikované Ziadne Struktirne poruchy stdc u mysi starych dva tyZdne, pri Siestich
tyzdiioch sa napriek Ziadnym morfologickym zmenam zacali objavovat krvné zrazeniny
v]avych predsienach. Tkaniva prevodového systému boli histologicky normalne
usporiadané aumiestnené, ale chybali niektoré markery prevodového systému.
Nadexpresia transkrip¢ne aktivneho génu Nkx2.5 odhalila postnatalne poruchy AV uzlu
so zachovanim prevodového systému sinusového uzlu, sieni avzdialenejSich casti
systému. Postnatdlna nadexpresia Nkx2.5 moézZe hrat déleziti ulohu v inhibicii
prevodového systému s downregulaciou Cx43 a Cx40. Ked'Ze su tieto gény exprimované
heterozygotne, zniZenie expresie tychto konexinovych génov je iba ¢iastocné (Wakimoto

et al., 2003).

Expresia Nkx2.5 je zvySena v hypertrofovanych srdciach. Hladina srdcovych
génov ako je ANP, BNP, CARP a MLCZ2V je v Nkx2.5 transgénnych mysSiach upregulovana.
Tym sa ukazuje, Ze samotné Nkx2.5 ajeho nadmerna expresia nie je dostatocné na
sposobenie hypertrofie srdca, ale Ze p6sobi skor ako kontrolny srdcovy geneticky
program v srdciach embryi aj dospelych mysiach. Nkx2.5 sa teda exprimuje v nadmernej
miere vodpovedi na hypertrofni stimuldciu a méze mat implikacie v transkripcnej
regulacii program srdcovych génov v hypertrofovanych srdciach (Akazawa et Komuro,

2003).
1.3.14. Vrodené poruchy u ludi

Nkx2.5 transkri¢pny faktor sa zapaja do vyvojovych roli vratane komorového,
siennového rozdelenia pomocou priehradky a AV prevodového systému. Mutacia v tomto
géne moZe spodsobit AV blok bez predoslych prejavov vrodenych srdcovych poruch
(Benson et al,, 1999). Vel'kost AV uzly, jeho elektrofyziologické charakteristiky, rovnako

ako velkost su ovplyvnené mutaciou ako uludi, tak aj vmySich modeloch. Je
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pravdepodobné, Ze niektoré zprevodovych abnormalit su spo6sobené morfologicky

atrofovanym AV uzlom (Chowdhury et al., 2015).

Pri genetickych screeningoch rodin s c¢lenmi trpiacimi vrodenymi srdecnymi
poruchami sa ukazalo, Ze sa mutacie omnoho CastejSie objavovali v rodinach, kde sa uz
tieto poruchy ukazali, v porovnani s pripadmi mimo rodiny. To poukazuje na moZnost’
hl'adania Nkx2-5 mutdcii pre zistovanie ASD u pacientov s podozrenim na zvysené riziko
kardiovaskularnych ochoreni, rovnako ako pre zistenie, ¢i méze ist' o nositel'ov tychto
mutdcii. Vtychto pripadoch by bolo vhodné zvazenie implantovania kardioverter
defibrilatora (Ellesge et al., 2015). Databaza oddelenia Kardiolégie v Bostonskej detskej
nemocnici obsahuje zaznamy 360tich pacientov skompletnym srdcovym blokom
a anatomickou poruchou, zobdobi medzi rokmi 1988 a 2002, znich bolo 13
potvrdenych ako vrodené vady. Bola u nich odhalena 1-tranzpozicia vel'kych tepien (1-
TGA) a heterotaxia s izomerizmom lavej predsiene. V pripade 1-TGA su prava alava
komora umiestnené opacne v relativnej pozicii, aby sa z nich stali systemické a pl'icne
pumpovacie komory. V heterotaxii je I'ava a prava asymetria predsieni, pl'ic, bruSnych
vnutornych organov nespravna. Pacienti s heterotaxiou maju predsiene, Struktury
a organy z jednej strany nachadzajtce sa na strane druhej, z ¢oho vyplyvaju nazvy l'avy
a pravy izomerizmus. Sprievodnym javom byvaju aj poruchy endokardidlneho vankusa,
ako su poruchy AV kandla. Nepritomnost srdcového bloku v pripadoch zvySnych
pacientov predpokladad Specificitu danych etiologii. Preto je mozné, Ze prevodové
poruchy v 1-TGA su zrejme spojené snespravnym ohybom srdcovej trubice a nie
s defektmi ako su komorova hypoplazia, VSD alebo valvularne abnormality. Ak moze
vyvoj prevodového systému spodsobit jeho postnatdlne poruchy, nepdjde o vzdy
pritomny alebo nepritomny fenotyp. Zac¢inajica vaznost poruchy prevodového systému
je roznoroda a mdZe sa ¢asom zhorSovat, moZe mat vSak aj vrodeny zaklad. Neskory
vyvoj bloku prvej triedy v mutantnych mysSiach pripomina vyvoj bloku vIludoch
s mutaciou v Nkx2.5 alebo vo vrodenych srdcovych poruchach ako 1-TGA a heterotaxia
(Jay et al., 2004). Rovnako maju tyto pacienti s heterozygotnou mutaciou v Nkx2.5 ¢asté
ASD a s moznym AV blokom. M6zZu sa objavit' taktieZ Fallotova tetralégia a porucha
septa komdr (Reamon-Buettner & Borlak, 2010). Stidia od Gioli-Pereira naznadila, ze
napriek neexistujicej priamej korelacie medzi genotypom a fenotypom maji mutacie
somatického povodu vo vazbovych doménach Nkx2.5 spojitost s AVSD a VSD na zaklade
straty funkcie proteinu (Gioli-Pereira et al., 2010).
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2. METODIKA PRACE

Stidium elektrickych a mechanickych vlastnosti srdca na zjednodusenych
modeloch in vitro tkanivovych kultir predstavuje urcité vyhody. Ak si myocyty
kultivované v spravnych podmienkach dostato¢ne dlha dobu, vytvoria vrstvu buniek -
funkéné syncytium spojené gap junctions, ¢im sa priestorova geometria myokardu
rozlozi do dvojrozmerného modelu. Na nom je mozné skiumat bunkové a molekularne
deje (Vostarek et al., 2014). V pripade tejto diplomovej prace by vSak tato metoda nebola
dostacujuca, kedZe vyvoj srdca ako taky je pod regulaciou mnohych transkripénych
faktorov, exprimovanych v roznych ¢asoch a na réznych miestach pocas vyvoja srdca, od
zdkladnej trubice azZ po komplexny komorovy organ. Preto som sa zameral na Zivy
transgénny mysi model, v ktorom je naruSena Struktdra proteinu Nkx2.5, a je nahradena
flurescenénym proteinom GFP. Tym sa nie len Ze ukaZe, v ktorych castiach srdca a tela je
tento gén exprimovany (u heterozygotnych mutantov s jednou nahradenou alelou), ale
fenotypizacia moZe prebiehat fluorescentnou mikroskopiou a hladani narusenych

Struktur.

Zakladnym cielom prace so srdcami mys$ich embryi v obdobi vyvoja 9,5 d.p.c. bola
¢o najrychlejsia a najpreciznejsia disekcia, z ktorej bolo potrebné ziskat bijice srdcia, ich
nasledné zafarbenie napatovo citlivymi farbami, inhibicia pohybov spo6sobenych
kontrakciami na zaklade eSte stdle prebiehajucich napatovych vzruchov asamotné
optické mapovanie pod intenzivnym diédovym zdrojom Ziarenia. Technickd naro¢nost

tohto postupu mala niekol'’ko vrstiev.
2.1. Konstrukcia Nkx2.5 alel

Na elektrofyziologické pokusy skumajuce aktivitu a prechod elektrického signalu
srdca som pouZzil my$i model s vloZenou sekvenciou pre GFP do Nkx2.5 na poziciu
odpovedajicu 35. aminokyselinovému zvySku proteinu podla (Biben, a ini, 2000).
P6vodne pouZivany model s alelami obsahujicimi kazetu s neomycinovou rezistenciou
(pgk-Neo) v sekvencii tretieho helixu homeodomény nebol pouZity, kedZe nie vzdy boli
tieto alely uplne nulové (Harvey, 1996). Aminokyselinové zvySky v poziciach 141 az 184,
ktoré reprezentuju N-koncovu ¢ast HD, boli taktiez cielenym vektorom odstranené, ¢im

bol spdsobeny posun citacieho ramca.
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K ziskavaniu potomstva sa pripustaju pary v koloniach 2 samcov a priblizne 10
samic, z coho vSetci maju heterozygotny genotyp. Po opakovanom pomnoZovani sa
samci kriZili s WT samicami, zktorych potomstva sa heterozygotni potomkovia
nechavali na d'alSie kriZenie. Po pripustani sa odpocitavaju vaginalne zatky a denne sa
samice vazia. V deviatom dni po pareni (polden po od¢itani zatky, paranie prebiehalo v
noci) by mali pribrat aspon 2 g, aby sa zvySila pravdepodobnost tehotenstva a nehubili

sa netehotné mysi.
2.2 Disekcia mysich embryi

Toto vyvojové Stddium mysSich embryi je na hranici zlyhania srdca a naslednej
smrti, ked'Ze na zaklade morfologickych poruch nie je schopné nespravne sformované
srdce pumpovania Krvi celym telom embrya. Preto bolo déleZité spravne nacasovanie
disekcie. Ked'Ze hlavnou népliiou tejto prace je zistit vplyv davkovania génu Nkx2.5 na
elektrofyziolégiu mysSieho srdca, potreboval som C¢o najvacSie mnoZstvo stfdc

z heterozygotnych a mutantne homozygotnych jedincov.

Po usmrteni tehotnej mysi cervikalnou dislokaciou som disekoval brusnu oblast,
z ktorej som vybral embryondlne vaky. Tie som udrziaval v Tyrodesovom roztoku
(zloZenie podl'a (Benes Jr. et al., 2014): NaCl 145 mmol/l, KCl 5,9 mmol/l, CaCl; 1,1
mmol/l, MgClz 1,2 mmol/], gluk6za 11mmol/l, HEPES 5 mmol/l; pH = 7,4) na
vychladenej podlozke. Otvaranie vakov prebiehalo jednotlivo, pricom vzhl'adom k vel'mi
malej vel'kosti embryi (2-5 mm) celd d’alsia disekcia prebiehala pod osvetlenou lupou.
Po vybrani embrya zvaku nasledovalo odstranenie embryonalnych obalov
a odstranenie hlavovej a chvostovej Casti. Nasledne som odstranil hrudnd stenu, vrchnu
membranu tvorend bunkami, ktoré delia okolité prostredie od samotného vyvijajiceho

sa srdca, aby sa farbiaca latka mohla dostat ku kardiomyocytom.
2.3. Farbenie

Existuje mnozstvo optickych metéd na Stddium prevodu elektrickej aktivacie
excitovatenymi tkanivami, fungujicimi na principe supravitalneho farbenia pomocou
napatovo citlivych farieb (Fujii et al, 1980; Kamino et al., 1981). Toto farbenie musi
poskytovat' dostato¢ny signal ukazujuci na zmenu napatia. Hlavnym problémom pri

optickom mapovani je nestabilita farieb, s ¢im suvisi tvorba cytotoxickych rozpadovych
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produktov. Kvoéli tomuto vedlajSiemu efektu pouZitej farby boli zafarbené srdcia

vystavované excitacnému zZiareniu po €o najkratsi potrebny cas.

Vtejto praci je pouZitd farbiaca latka di-4-ANEPPS (Calbiochem), ktord sa
inkorporuje do bunkovej membrany kardiomyocytov na zdklade svojej lipofilnej casti
molekuly. Zmena elektrického napatia je nepriamo imernda excitovanému Ziareniu tejto
farby, preto su tieto rozdiely snimané kamerou avyhodnocované ako prechod
elektrického vzruchu kardiomyocytmi (Hassner et al.,, 1983). Tato farbiaca latka bola

vybrana na zaklade komer¢nej dostupnosti a dobrych fluorescenc¢nych vlastnosti.

Dal$im problémom st artefakty spésobené samotnym pohybom srdca pocas
snimania obrazkov. Aby som zabranil nadmernému mnoZstvu pohybovych artefaktov vo
vyslednych optickych mapach, pouZil som pohybovy inhibitor blebbistatin. Blebbistatin
je inhibitor myozinu typu II (Straight, a inf, 2003) a aktin-myozinovych interakcii. Je to
silny inhibitor aktin-myozinovych interakcii. Kontrakcie stimulovaného papilarneho
svalu askracovanie izolovanych kardiomyocytov bolo zastavené blebbistatinom
v mikromolarnych koncentraciach (1,3 - 2,8 uM). Inhibi¢né konstanty st podobné ako
srdcovych myozinovych fragmentov, ¢o naznacuje, Ze blebbistatin funguje podobne
v ramci vlaknitého myozinu srdcového kontraktilného aparatu a izolovanych proteinov.
Inhibicia nie je spojena so zmenou ak¢nych potencialov alebo zniZenim prietoku v Ca%*
kanaloch. Potvrdzuju to pokusy na permeabilizovanom srdcovom svale, pretoZe
inhibicia nebola na zaklade zmeny citlivosti Ca?* kontraktilnych vlakien. 1 uM
koncentracia blebbistatinu nesposobila skratenie maximalnej kontraktilnej rychlosti

(Dou etal., 2007).

Srdcia boli farbené po dobu 5 mintut v jamkovej podloZke, v ktorej bol pripraveny
roztok z 0,5 ml Tyrodesovho roztoku, 25 pl farbiacej latky di-4-ANEPPS a 10 pl
blebbistatinu. Po uplynuti danej doby boli embrya s oddelenou hlavovou a chvostovou
castou sodhalenym srdcom priSpendlené do silikonom vystlanej misky, v ktorej
prebieha samotné mikroskopovanie. Nachadzal sa v nej roztok Tyrodesov roztok s 25 pl
blebbistatinu, aby sa kompletne zabranilo kontraktilnym pohybom eSte Zijuceho srdca.
Celd miska bola prekyslicovana bublanim kysliku, ktoré bolo prerusené len pocas
samotného snimania. Miska bola kontinualne vyhrievana na 37 °C, aby boli
napodobnené podmienky Zivého organizmu. Takto pripravené embrya boli pripravené

na optické mapovanie.
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2.4. Optické mapovanie

Pre mikroskopovanie vacsich objektov nez sui bunkové kultdry sa pouziva
osvetl'ujuce systémy vyuZzivajuce typicky Ziarivé diddy, v tomto pripade 150W xendnova
vybojka. Na rozdiel od inych technik optického mapovania, mnou pouZity spdsob
redukoval trojdimenzionalnu Struktiru srdca do rovinnej plochy. SploStenie
a natiahnutie srdca, ktoré sa pri tychto technikach niekedy pouZiva, by mohlo viest
k zmene prevodovych vlastnosti myokardu na zaklade ovplyvnenia mechanickych
iontovych kanalov, ktoré menia svoj stav na principe mechanického natahovania

bunec¢nej membrany (Dou et al., 2007), preto som tento sposob nepouZil.

Pouzity kamerovy senzor CMOS ma vysoku citlivost a rychlost do 10 000 fps
(obrazkov za sekundu) v spojeni s prislusSnymi systémami, ako je vysokorychlostna
Ultima L kamera (SciMedia Ltd., Japan). Snimky boli ziskané pri 1 kHz. Vzorky boli
ozarované zelenym svetlom (480-530 nm). ZniZenie intenzity emitovanej fluorescencie

koreluje so zmenou membranového potencialu kardiomyocytov (Sedmera et al., 2002).

Camera control
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Figure 1

Obrdzok 5: Princip optického mapovania: schématicky diagram mikroskopu (1), mikroskopickéa fotografia
embryondlneho srdca (2) ajeho aktivacnd mapa (3), opticky ,surovy“ zaznam signadlu a akéného
potencidlu (4), rovnaky signdl spracovany prisluSnym filtrovanim a prvou derivaciou (5). (Sedmera et al,,
2002)
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Po ziskani obrazkov boli torza odstranené z misky, vloZené do eppendorfovych
skimaviek s 4% paraformaldehydom a uloZené v chlade, pripravené na prejasiiovanie

za Ucelom konfokalnej mikroskopie.
2.5. Analyza dat

Na analyzu surovych dat bol pouZity software BV_Analyzer. Po digitalnom
filtrovani pomocou low pass filtru, ktory odstranuje vysokofrekvenény Sum
amedidnovym filtrom bola numericky vypocitana prva derivacia, a jej najvyssi vrchol
v kazdom pixely bol pouzity ako indikator ¢asu jeho aktivacie (Vostarek et al., 2014).
Nasledne boli vytvorené optické mapy koreSpondujtice s ¢iernobielymi fotografiami, kde
mnozstvo izochréon zodpoveda rychlosti vedenia vzruchu - kazda izochrona znaci
vzdialenost’ prevodu elektrického vzruchu za dand jednotku ¢asu (1 alebo 2 ms). Cim

viac izochroén, tym bol potrebny dlhsi ¢as na prechod danej oblasti.

Vzhl'adom k trojrozmernému srdcu boli srdcia smerované takym spdésobom, aby
sa optickym mapovanim dosiahla analyza plochy komor, ktoré sa uZz v tomto Stadiu

u wild-type mysi za¢inaju morfologicky diferencovat.
2.6. Prejasnovanie

Pre urcenie genotypu som zvolil jednoducht a presni metédu urcovania na
zaklade morfologie mySieho srdca spolu s expresiou GFP v mutantnych alelach. Pre
potreby konfokdlneho mikroskopovania je potrebné co najviac zabranit moZnosti
rozptylu svetla prechodom cez opticky nie Uplne priechodné materialy, medzi ktoré
patri aj organické bunkové tkanivo. Tomuto rozptylu je moZné zabranit tzv.
prejasiiovanim, ktoré zvySuje transparentnost tkaniva a zjednocuje refraktilny index

v roznych populaciach buniek.

Na prejasfiovanie som pouZil roztok s nazvom Scale, ktory spriehl'adnuje celé
mySie embrya a na rozdiel od organickych rozpustadiel typu BABB (Miller et al., 2005)
zachovava plnu fluorescenciu fluorescencnych proteinov. Tymto sposobom je mozné
snimat’ obrazky az do hibky niekol’kych milimetrov do tkaniva. Najlepsie aplikovatelny
roztok sa sklada z4 M mocoviny, 10% glycerolu a 0,1% Triton X-100 (Hama et al,,
2011).
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2.7. Konfokalna mikroskopia

Trojdimenzionalne ziskavanie obrazkov organickych tkaniv vyZaduje optické
,<rezanie“ po vertikalnej osi, aby sa dosiahla dostato¢na presnost obrazu. V sucasnosti sa
$tandardnd laserova skenovacia konfokalna mikroskopia dostane do hibky priblizne 150
um pod povrch tkaniva. Vdaka pouzitiu prejasiiovacieho roztoku Scale som sa pri
snimani obrazu dostal do hibky niekolkych milimetrov, ¢o na uréenie fenotypu bolo

postacujuce.

V mutantnych srdiach bol taktieZ dramaticky zhorSeny vyvoj trabekulového
systému a cievneho systému srdca (Tanaka et al, 1999). Tento fakt sa prejavoval uz
u mutantne heterozygétnych embryach, kde napriek dostatocne sformovanému
trabekulovému systému bolo vd'aka jednej mutantnej alele Nkx2.5 exprimované GFP
v Struktirach, kde sa bezne vyskytuje. Preto ako forma urcCenia fenotypu bola

fluorescencna konfokalna mikroskopia dostacujuica.

Na konfokalnu mikroskopiu som pouzival konfokdlny mikroskop Olympus
s rozliSenim 1024x1024, objektiv s 10-ndsobnym zvacsenim s NA0.4, excitacia 488 nm,
GFP emisia pri 546 nm a autofluorescenciu tkaniva pre kontrast tkaniv. Princip prace
spocival v urobeni niekol’kych desiatok hibkovych rezov a vybranie tych obrazkov, ktoré
najjednoznacnejsie urcuju, Ze srdce ma alebo nema trabekulovy systém a pripadne

exprimuje GFP.
2.8. Statisticka analyza

Pre urcenie, ¢i sa vysledky jednej skupiny (zvyCajne heterozygotov alebo knock-
outov) vyznamne liSia od druhej skupiny (wild-type), bol pouzity Studentov t-test.
V pripade vypocCtov vtejto praci sa jednalo o obojstrannu distribuciu, srovnakym,
dvojvyberovym rozptylom. Pre urcCenie rozdielnosti medzi predpokladanym
a skutotnym rozdelenim pomeru wild-type, heterozygotov a knock-outov bol pouzity

Pearsonov X’ test.
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3. VYSLEDKY

3.1. Urcovanie genotypu

Urcenie genotypu je ddleZité kvoli spravnemu definovaniu vplyvu davkovania
génu na prislusny fenotyp. V pripade mysi, ktoré boli na tieto pokusy pouZité, sa vich
alele pre gén Nkx2.5 nachadzala informdcia pre expresiu génu pre GFP (Biben et al,,
2000). Vdaka vloZeniu tohto génu do takto znefunktneného Nkx2.5 bolo GFP
exprimované na mieste a v ¢ase, kedy by bol vo wild-type embryu exprimovany funkény
traknskripény faktor Nkx2.5. Ide o srdcovy mezoderm, mezokard a Casti myokardu
(Gittenberger-de Groot et al., 2007; Bruneau, 2002). Disekované embrya boli najskor
vystavené fluorescencnému svetlu, vd'aka ktorému sa urcila prvotna genotypova
informacia - bud boli negativne na exprimované GFP anevykazovali Ziadnu
fluorescenciu v srdci alebo boli fluorescencne aktivne ateda mali asponl jednu alelu

tohto génu vloZenu do povodnej verzie Nkx2.5.

Druhé apotvrdzujice urcovanie mutantného genotypu bolo pouZitim
konfokalnehe mikroskopovania, kedy sa na jednotlivych rezoch prejasnenych embryi
hl'adal trabekulovy systém. Tento systém je u heterozygotov a wild-type homozygotov
zachovany v morfologickej podobe zdravych mysi, ale je dramaticky zredukovany az

uplne chybajici vembryach homozygotne mutantnych (Tanaka et al., 1999).

Vd'aka silnému prejasneniu embrya pomocou roztoku Scale mi bolo umoznené
vytvarat’ konfokalne rezi do vel'kej hibky, a tak pomocou mikroskopu ur¢it do akej miery
su vnatorné morfologické strukudry srdca naruSené alebo zachované. Bez tohto roztoku
by bolo urcovanie genotypu pomocou tejto techniky mikroskopovania narocnejsie
a s mensou mierou presnosti, preto prave jeho zavedenie do metodiky mi dovolilo
zjednodusit urCovanie davkovania génu na dvojkrokovy arychly proces, kym iné
genotypizacné techniky sd narocnejSie na cas, material aj energiu. Zaroven tak boli
ziskané doplnujice obrazy sfdc na vysokom rozliSeni oproti obrazkom

z vysokorychlostnej kamery, ktoré mali iba 100 x 100 pixlov.
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3.1.1. Wild-type

Wild-type mysi mali obe alely pre gén Nkx2.5 povodné, tzn. bez vloZeného GFP
génu. Tieto embrya si plne Zivotaschopné s nezmenenou funkénostou reprodukcie.
Expresia Nkx2.5 sa neda sledovat znaCenim GFP, kedZe ten je exprimovany iba
v heterozygotnych alebo homozygotne mutantnych embryach. UrcCenie genotypu je
priame, pretoZe ak nedochadza k expresii GFP, jednoznacne to poukazuje na to, Ze sa

v organizme nachadzaju obe alely génu Nkx2.5 v neporusSenej, wild-type verzii.

V pokusoch s disekciou eSte Zijucich embryi zohraval jednu z hlavnych uloh cas.
Bolo nevyhnutné ¢o najrychlejSie odobrat, pripravit a nafarbit embry4, aby sa zachovala
elektricka ¢innost srdca - ta bola ciel'om optického mapovania. Kvdli tejto skuto¢nosti
som pre porovnanie a kontrolu davkovania sledovaného génu zmapoval srdcia 42 wild-
type mysich embryi. Nasledne vSetky d'alSie pokusy prebiehali s pridanim d'alSieho
kroku do metodiky prace, ktorym bola kontrola fluorescencnej emisie v mikroskope,
v ktorom prebiehalo aj samotné optické mapovanie. Ked boli embrya negativne na
expresiu GFP, boli nasledne vylucené zpokusu za ucelom uSetrenia casu, pretoZe
homozygotne mutantné aj heterozygotné mutanty sa ukazali byt velmi citlivé na
dlhodobé udrZiavanie mimo tela matky, napriek fyziologickym podmienkam, v ktorych

som ich udrzoval.

Na konfokdlnom mikroskope tieto srdcia vykazovali morfologicka Struktiru
fenotypu typického pre wild-type mysSie modely pre dané vyvojové Stddium, ako bolo
opisané v stadii (Webb et al., 1998). Srdcova trubica bola spravne ohnutd a zacalo sa jej
roz¢lenovania do predsieni a komor, s ustupujicimi stranami trubice, neskor tvoriace
vtokové avytokové cievne systémy. Trabekulova siet v komorach tvorila Struktdary

podporujice spravnu morfoldgiu a fyzioldgiu srdca (obrazok 6; Tanaka et al., 1999).

Obrdzok 6: Rez wild-type srdcom vo vyvojom $tadiu E9,5. Sipky ukazujt
trabekulaciu, trojuholniky endokardidlny vankas. RA - prava predsien,
LA - l'ava predsien, RV - prava komora, LV - 'ava komora. (Tanaka et

al, 1999)

46



V tychto pripadoch urcenie genotypu na zaklade korelacie genotyp-fenotyp bolo
jednoznacné. V pripadoch nepritomnej expresie GFP morfologické urcenie na
konfokdlnom mikroskope vzdy potvrdilo fenotyp wild-type mySieho modelu. MySie
embrya mali velkost od 3 do 5 mm s dobre vyvijajucou sa morfologiou vSetkych casti

tela.

Obrdzok 7: Na obrazkoch su fotografie sfdc swild-type fenotypom zkonfokalneho mikroskopu,

vykazujuce typickeé Struktiry srdca - trabekulovt siet’ (TS). Oranzova farba - autofluorescencia.

3.1.2. Heterozygoti

Pri kontrole fluorescencnej emisie v mikroskope na optické mapovanie emitovali
heterozygotne a homozygotne mutantné embrya Ziarenie suhlasiace s GFP proteinom.
V pripade heterozygotov je mnoZstvo transkribovanej mRNA polovi¢né ako v pripade
wild-type (Jay et al, 2004), na tomto mikroskope vSak nebolo moZné urcit rozdiel
v Ziarivosti GFP a porovnat tak mnoZstva exprimovaného GFP, ¢im by sa podarilo urcit
davkovanie génu Nkx2.5 v kazdom GFP exprimujicom embryu. V pripade heterozygotov

je jedna alela narusena vloZenim GFP génu a druhd je pévodng, typu wild-type.

Pri disekcii bolo moZné pribliZzne rozpoznat heterozygotny fenotyp embryii na
zaklade morfoldgie takmer rovnakej s morfolégiou wild-type sfdc aj embryi. Srdcia boli
uz na pohlad pod lupou viditelne rozdelené na casti, z ktorych sa neskor vyvijaju
srdcové komory s vyvyjajlicou sa prepazkou medzi nimi. Jedinym rozdielom oproti wild-
type bola prave fluorescencia GFP vsrdci. Konfokdlne mikroskopovanie v tychto
pripadoch potvrdilo exprimovanie génu GFP na zaklade fluorescencie tkaniv, v ktorych

je Nkx2.5 exprimované.
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Morfolégia srdca bola takmer identicka s morfolégiou wild-type srdc,
svyvinutymi Struktirami ako su trabekulovy systém, fragmentacia a ohyb srdcovej
trubice so zaciatkom vyvoja komor, predsieni aj vytokovych casti cievneho systému
(Webb et al,, 1998). Tieto srdcia vo vacSine pripadov vykazovali kontrakénu aktivitu

pocas disekcie, ¢o potvrdzovalo ich zivotaschopnost.

V niektorych pripadoch bol svetelny signal zkonfokdlneho mikroskopu
nedostacujuci, a preto napriek prvotnému pozorovaniu fluorescencie GFP proteinu
pocas optického mapovania, som pre €o najvacsie vylucenie 'udskej chyby tieto embrya
nezaradil ani medzi wild-type ani medzi heterozygotov. Trabekulova siet’ a rozdelenie
srdca do kompartmentov urcila, Ze sa nejedna o knock-out fenotyp, ale jednoznacné
urcenie nebolo moZné. Tato nedostatoCnost fluorescenéného signalu bola
pravdepodobne sposobena casovym oddelenim medzi konfokalnou mikroskopiou
a optickym mapovanim, kedy €asové rozhranie medzi tymito dvomi tkonmi bolo aj
niekol'ko dni. Pocas nich mohlo dojst kvyZiareniu GFP na zaklade skladovania

v nespravnych podmienkach.

Obrdzok 8: Na obrazkoch sd snimky z konfokdlneho mikroskopu zobrazujice heterozygotny fenotyp.
Tento fenotyp sa vyznacuje pritomnostou trabekulovej siete a stcasne expresiou GFP proteinu
v tkanivach, kde je normalne exprimovany Nkx2.5. (LK - I'ava komora, PK - prava komora)

3.1.3. Knock-out

V embryach, kde sa obe alely Nkx2.5 naruSené vloZenim GFP génu, dochadza
k poruche expresie funkéného Nkx2.5 proteinu. Ked'Ze sa tento protein ucastni génovej
regulacnej kaskady diferenciacie kardiomyocytov, jej naruSenie mébze spoOsobovat
poruchy v morfogenéze a spravnej funkcii srdca. Tieto poruchy nasledne vedu k rastovej

retardacii celého embrya a naruseniu elektrofyzioldgie prevodového systému.
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Embrya uz na prvy pohlad neboli dostato¢ne vyvinuté, v prevaznej vacSine
pripadov boli mensSej vel’kosti (1,5-3,5 mm) s nespravne vyvinutou morfolégiou hlavovej
aj trupovej Casti tela. V niektorych pripadoch boli embrya deformované spoésobom, ktory
zabranoval d'alSim krokom pokusu, alebo uz zacali resorbovat, takZe samotna extrakcia
pri disekcii ich naruSila do Urovne nepouZitelnosti pre optické mapovanie. Napriek
desStrukcii tkaniv som sa snazil aspon priblizne urcit genotyp a vo vacSine pripadov aj
poskodené a neurcitel'né tkaniva vykazovali GFP fluorescenciu, takZe iSlo o aspon
CiastoCnu expresiu GFP namiesto funkéného Nkx2.5. To naznacuje, Ze heterozygotné

alebo homozygotné embrya mali tendenciu k prenatalnej smrti.

Srdcia knock-outovych embryi mali poruchy v ohybe srdcovej trubice, v ktorej
taktieZ neboli dostato¢ne vyvinuté stredové oblasti, z ktorych sa neskér zvacSenim
vyvijaja srdcové komory (Lyons et al., 1995). V niektorych pripadoch, kedy sa mi
podarilo disekovat homozygotne mutantné embrya v ¢ase, kym este vykazovali aktivitu,
bolo vidiet kontraktilné vinenie v srdcovej trubici. Podarilo sa mi teda odhadnut
spravne obdobie, po ktorom dochadza k odumieraniu embrya nasledkom dalSej
neschopnosti srdca spliiat svoje fyziologické funkcie nasledkom absencie
morfologickych Struktir ako sd trabekulova siet, ktoré sa podielaju na spravnom

fungovani organu (Tanaka et al., 1999).

Tieto embryd boli narofné na zachovanie v spravnych fyziologickych
podmienkach, aby sa zachovalo bijice srdce. Z viac nez 140 disekovanych embryi boli
fenotypu knock-out pribliZzne 30 jedincov. Z toho vacSia cast po farbeni nevykazovala
normalnu funk¢énu aktivitu. Bolo to sp6sobené bud’ cytotoxickym efektom blebbistatinu,
farbiacej latky di-4-ANEPPSu alebo produktmi ich degradacie nasledkom svetelnej
aktivacie, ¢i samotnym zakrokom, ktory napriek dodrZzanim ¢o najjemnejSieho
mechanického zaobchadzania mohlo sp6sobit’ poSkodenie prevodového systému srdca
(Dou et al, 2007). Pri mechanickom roztvorenim hrudnej steny aj pri jemnom
nespravnom uchopeni tejto bunkovej vrstvy na srdci dochadzalo ¢asto k poSkodeniu,
ktoré viedlo k poruSeniu kontrakcnej funkcie srdca. Preto bola jemnost a detailnost
prace jednym z najdolezitejSich faktorov a popri kratkosti c¢asu, ktory bol potrebny na
pripravu na optické mapovanie, jednym z najcastejsSich krokov, pri ktorych dochadzalo

k poSkodeniu.
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Konfokalne mikroskopovanie potvrdilo expresiu GFP v srdcovej cCasti torza.
Morfolégia mutantného srdca knock-outovych embryi odpovedala popisu fenotypu
s mutaciou naruSujicou obe alely vjednom organizme (Tanaka et al., 1999). Tymto
mutantom chybala takmer cela trabekulova siet, co moZe byt jedna z hlavnych pri¢in
skolabovania kontraktilnych a pumpovacich funkcii srdca. Tieto srdcia boli na
konfokalnych rezoch menSieho priemeru aneboli dostatoctne diferencované do
komorového systému v porovnani so srdciami heterozygotov alebo wild-type embryi.
V porovnani snormalnymi srdciami sd vnutorné Struktiry aj komorovy systém
deformované. Expresia GFP azavaZzné narusenie morfolégie srdca odhalené
konfokidlnym mikroskopom jednoznac¢ne urCuje homozygotne mutantny fenotyp

embrya.

Obrdzok 9: Na tychto obrazkoch si snimky homozygotne mutantnych sfdc, ktoré vykazuju exprimaciu GFP

a jasne ukazuju na chybajicu struktiru trabekulového systému. Hlavna Strukttra je 'ava komora (LK).

3.1.4. Mendelovska dediénost

V pripade génu Nkx2.5 pri porovnani pomeru homozygotov, heterozygotov
a wild-type ide o Uplnu dominanciu, pri ktorej ich pomer vychadzal priblizne na 1:2:1,
ale fenotypovy prejav je v Stiepnom pomere 3:1 (pri kriZeni heterozygotov). Je tak
potvrdené, Ze tento gén sa nachddza vo forme jednej alely v kaZdej chromozomalnej

sade.
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Obrdzok 10: Hodnoty a pomer rozloZenia genotypov zo vSetkych analyzovanych sfdc. WT - wild type, HET
- heterozygot, KO - knock out. n=130

Graf na obrazku 9 ukazuje ocakdvany pomer davkovania génu Nkx2-5
v porovnani s redlnym pomerom genotypu embryi. Napriek tomu, Ze tieto vysledky nie
su Statisticky vyznamné (analyza X2), je viditeInd jemna selekcia proti mutantnym

homozygotom a heterozygotom v porovnani s wild-type genotypom.
3.1.5. Zivotnost embryi

Zivotnost’ disekovanych embryi ovplyviiuje niekol'’ko faktorov - ¢as od usmrtenia
matky, dizZka samotnej disekcie, chemikalie pouZité na farbenie alebo ovplyvnenie
funkcie tkaniva (blebbistatin), dizka a intenzita oZiarenia pri mikroskopovani a.i. Ked
vSak porovndme embryd s réznym génovym davkovanim, ktoré boli mikroskopované za
priblizne rovnakych podmienok, rozdiel v ich Zivotnosti sa da prisudit prave muticii,

ktora sposobuje poruchy v jeho funkénosti.
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Obrdzok 11: Graf pomerov aktivnych a neaktivnych sfdc poc¢as mikroskopovania. WT - wild type (n=43),
HET - heterozygot (n=57), KO - knock-out (30).
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Zivotnost embryondlnych sfdc spracovanych metédou pripravy na optické
mapovanie vyrazne klesla pre embrya s mutovanou a polomutovanou genetickou sadou
génu Nkx2-5. Cast’ tychto sfdc bola aktivna e$te pri samotnej disekcii (pozorovatelné
kontrakcie tkaniva), ale d'alSia ¢ast nevykazovala Ziadne volnym okom pozorovatelné
kontrakcie srdcového svalu uZ pri odstraneni z plodového vaku, ako tomu bolo u wild-
type. To silne naznacuje, Ze v tomto vyvojovom Stadiu tesne pred kolapsom spravnej
funkcie srdca staci aj menSia vychylka od jeho in vivo homeostatického stavu, aby
prestalo fungovat, za ¢o s najvac¢Sou pravdepodobnostou médZe prave porucha tohto

génu alebo niektory z nasledkov jeho nespravneho fungovania.
3.2 Charakterizacia embryi

Jednotlivé dizky CRL boli zaznamenané pred samotnou pripravou embrya na
optické mapovanie, ktoré zahfnalo odstranenie hlavovej a dolnej casti embrya,
nechavajuc iba torznu cast. Suvislost medzi genotypom a CRL poukazuje na
pravdepodobnu ucast Nkx2-5 vregulacnej sieti vyvoja celého organizmu. Pri
heterozygotoch sa dizky prakticky neliili od wild-type, ¢o je dal$im znakom
dostatoc¢nosti haploického genotypu v tejto mutdacii pri vyvoji embrya. Jeden z prvotnych
znakov knock-outovych embryi bol mensi vzrast, ktory bol pozorovatelny uZz pocas
disekcie. KO embrya boli drobného vzrastu s menej diferencovanymi morfologickymi
prvkami, ¢o sa pravdepodobne podiel'a na letdlnosti homozygotnej mutacie tohto génu,

spolo¢ne s poruchami srdca.
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Obrdzok 12: Priemerna CRL (temennokostréna dizka) embryi v mm podla genotypu. WT - wild-type
(n=43), HET - heterozygoti (n=62), KO - knock-outi (n=27). * P<0,05

Dal$im charakteristickym znakom, ktory sprevadzal sledovant mutaciu, boli
rozdiely vsamotnej velkosti ateda ploche l'avej srdcovej komory (LK). KedZe pri
homozygotnych mutantoch tvorila srdce z prevaznej vacSiny prave LK, vo vysledkoch st

preto porovnavané plochy prave tejto Casti srdca.
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Obrdzok 13: Priemerné plochy LV podl'a genotypu. V pripade KO bolo brané do uvahy celé srdce, kedZe
vzhl'adom k deformacii takmer celi plochu srdca zabera budica LV. WT - wild-type (n=9), HET -
heterozygoti (n=12), KO - knock-outi (n=14). * P<0,05
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Porucha vo velkosti amorfolégii srdca je jednym zhlavnych atributov
prenatalnej letalnosti srdca sposobeného touto mutaciou. Ci uZ je to kvéli neschopnosti
ohybu srdcovej trubice a d'alSej morfogenézy nasledkom chybajtcej trabekulovej siete
(Harvey, 1996), poruche vyvoja cievneho systému srdca (Tanaka et al., 1999) alebo

vnutornej poruche v embryonalnom regula¢nom systéme (Xin et al., 2013).

Vyrazné zmenSenie vo velkosti srdca nasledkom knock-outu génu je v sulade so
znalostami o Nkx2-5. Rozpatie velkosti heterozygotnych sfdc je onieCo vacSie nez
vel'kosti wild-type embryii, aj ked tieto rozdiely nie su Statisticky vyznamné. Napriek
tomu je viditeIny posun k zmensSovaniu vel'kosti plochy l'avej komory, ktoré zrejme
nebude sp6sobené zmenami v trabekulovej sieti, ktoré v pripade heterozygotov nie su
zaznamenatelné. Dal$i vyskum zamerany na porovnanie morfologickych vplyvov, ktoré
sposobuje haploinsuficiencia génu Nkx2-5, pomdze vysvetlit rozdielny vplyv tohto génu

na rozne aspekty organogenézy srdca.
3.3. Optické mapovanie

Sirenie elektrického signalu zac¢ina aktivaciou komorového a AV kanala. Impulz
prechadza dorzalnou stenou srdca, nasledne sa $iri rychlo smerom k apexu, no zaroven
bocne cez cely dorzalny povrch komor abulbus cordis. Typ aktivacie ventralneho
povrchu zacdina blizko apexu a prechadza rychlo smerom k AV kandlu, nasledovany
Sirenim ventralnym povrchom komory a bulbus cordis. Preferencna aktivacia je medzi
oblastou AV kanalu a komory po dorzalnej stene (Rentschler et al., 2002). Sarikova et al.
sledovala dva typy aktivacie - prvy od primitivneho ('avého) komorového apexu, druhy
zaCinajuci z medzikomorovej (bulboventrikularnej) priehlbiny. Elektricky impulz je
generovany vo formujucom sa sinoatridlnom wuzle aprechddza bocne oboma
predsiefiami. Z AV kanala prechadza do komor po spojeni AV kanala a PIR. KedZe PIR
ma kruhovu Struktiru, impulz prechddza do komor jeho ventralnou alebo dorzalnou
¢astou Dorzalny aspekt usti do sledovatelnej aktivacie medzi vrchmi komér (Satikova et
al, 2012). Meranie zmien napatia v povrchovej vrstve sfdc prebiehalo ziskavanim
obrazkov farbenych sfdc pomocou vysokorychlostnej kamery asledovanim zmien
fluorescencie napatovo citlivej farby di-4-ANEPPS. V nasledujicej casti tejto prace su

ukazané priklady ziskanych optickych map k danym genotypom.
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3.3.1. Wild-type

-

Obrdzok 14: Lavy stipec predstavuje fotografie sfdc mys$ich embryi s fenotypom wild-type, pravy ich
optické mapy uz so spracovanymi datami. V hornej mape odpoveda jedna izochrona (jednofarebna oblast)
dizke tseku, ktory prejde elektricky vzruch za 2 ms. V dolej mape jedna farebna izochrona odpoveda
vzdialenosti prekonanej za 1 ms. (PK - prava komora, LK - 'ava komora)

Na obrazku 14 je viditelna oblast prvej aktivacie voblasti budticeho
interventrikularneho septa, ktora prechadza cez komorové casti do oboch stran smerom
k budicim predsiennam. Trvanie prechodu elektrického vzruchu komorou zachytené
optickym mapovanim odpovedd izochrondm strvanim pribliZzne 8-20 ms. Presun

elektrického signdlu prechddza zprstenca medzi budicimi komorami do stran.
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Tam sa srdce zaobluje akedZe optické mapovanie sleduje najlepSie zmeny vo
fluorescencii v plochom, dvojdimenzionalnom zobrazeni, okraje srdca na objektivne

meranie rychlosti neposkytuje dostatok relevantnych dat.

3.3.2. Heterozygoti

Obrdzok 15: Lavy stipec odpoveda fotografiam stdc poc¢as optického mapovania, pravy stipec si

spracované optické mapy. V hornej mape odpoveda jedna izochrona diZke tiseku, ktory prejde elektricky
vzruch za 2 ms. V dolnej mape jedna farebnd izochrona odpoveda vzdialenosti prekonanej za 1 ms. (PK -
prava komora, LK - I'ava komora)
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Optické mapy vytvorené z mikroskopovania heterozygotnych mutantov ukazuju
na rychlost Sirenia v heterozygotnych srdciach, ktoré su morfologicky casto
nerozliSitelné od tych wild-type. Tato rychlost napriek morfologickym podobnostiam
prebieha v takmer rovnakom rozpéti hodnét, a to medzi 5-26 ms od zaciatku vzruchu

v interventrikuldrnom prstenci po prechod do vytokovych casti.

Sposob aktivacie, rychlost Sirenia a smerovanie elektrického vzruchu je takmer
identické s homozygotnymi nemutovanymi embryami. Vyskytli sa dve varianty normy
v porovnani snormalnym sposobom prevodového systému. Jedna bola aktivacia
z budtcej 'avej komory, kde sa d'alej vzruch $iril do oboch stran aZ k apikalnym koncom
jednoduchého srdca. Druha varianta bola aktivacia prevodového systému zdvoch
bodov. Prvy bol interventrikularny prstenec, kde je aktivacia normalnym sp6sobom
zaciatku elektrického vzruchu, druhy bod sa nachadzal v l'avej komore. Dal$ie $irenie
prechadzalo normdalnym sp6sobom, a Cast' signalu sa stretne medzi interventrikularnym

prstencom a l'avou komorou.
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3.3.3. Knock-out

Obrdzok 16: Lavy stipec st fotografie sfdc pocas optického mapovania a pravy spracované optické mapy.
Jedna izochrona hornej mapy odpoveda useku, ktory prekona elektricky vzruch za 1 ms. Izochrony dolnej
mapy odpovedaju 2 ms. (LK - 'ava komora)

Morfolégia knock-outového embryonalneho srdca je dramaticky odliSna od
morfolégie wild-type aheterozygotov. Preto je porovnanie s normalnym Sirenim
vzruchu narocné. Vacsina map, ktoré v signali ukazovala istil formu periodicity vinenia,
po mnohych analyzach dopomohla oddelit artefakty od skuto¢ného elektrického
vzruchu. Signal amplitidy bol maly v porovnani s prenosom vzruchu v normalnom srdci
a Casto prehliadnutel'ny, ale opakované pustanie softwarom vygenerovanych videi jasne

ukazalo na opakovanu formu elektrického impulzu v oblasti srdca.
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Rychlost’ prechodu vzruchu bola v rozmedzi 9 a 30 ms, ¢o znamena prediZenie
casu prenosu elektrického signalu, ktory sa $iri srdcom. Tieto vilnenia maju dramaticky
iny priebeh a smer v porovnani s normalnym srdcom. Kym normalne fungujice srdcia
zaCinaju s aktivaciou prevazne medzikomorovym prstencom, v pripade homozygotnych

mutantov sa vzruch $iri z koncovej ¢asti srdcovej trubice.
3.4. Aktivacia srdca

Spbsob aktivacie komor v skimanom vyvojovom $tadiu predstavuje preferencnu
drahu spoloc¢ne s vyvojom interventrikularneho septa (tieZ zndme ako PIR - primary
interventricular ring), ktorou si komory pocas vyvoja aktivované, kym nie je srdce plne
vyvinuté. PIR sa proximalne napaja na atrioventrikularny kanal prstencovitého tvaru,
ktory funguje ako neskory generator, kym je diferencovany atrioventrikuldrny uzol

(Satikova et al,, 2012).

V tomto ranom vyvojom S$tadiu boli pomocou optického mapovania pozorované
dva aktivacné vzorce - prvy od l'avého komorového hrotu (left apical breakthrough),
druhy, Castejsi, zacinajici od formujicej sa medzikomorovej priehlbiny. Elektricky
impulz bol generovany na mieste formujiceho sa sinoatridlneho wuzla a Sireny
obojstranne do oboch predsieni. Vdaka kruhovému tvaru PIR smeroval impulz do

komor ventralne alebo dorzalne. Dorzalny aspekt vyvolava vzhl'ad komorovej aktivacie

zacinajucej medzi hrotmi komor.

Obrdzok 17: Priklady aktivacie komor a nasledného S$irenia komorami. Vlavo - aktivacia typu PIR
anasledné obojstranné Sirenie do oboch komor. Vpravo - aktivacia v lavej komore (LAB), s postupnym
Sirenim cez celt I'avi komoru a presun do pravej komory. WT - wild-type, HET - heterozygot, PK - prava
komora, I’K - 'ava komora.

Graf nizSie (obrazok 18) ukazuje percentualne rozdelenie tychto dvoch
aktivatnych typov na analyzovanych embryach. Ako referencia boli pouzité

heterozygotné embrya pre gén (x40, ktory kdéduje konexin, ktory je sucastou
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medzerovych spojov v rovnakom vyvojovom $tadiu embryi. Safikova et al. ukazala na
vyvojovy posun od PIR k LAB, RAB (right apical breakthrough) aich kombinacii od
E11,5 spostupnym opustanim PIR v§tadiu E13,5 (Satikova et al, 2012). RAB
a kombinacia LAB s RAB nebola v pripade embryi analyzovanych pre tito pracu

zaznamenana.

Cx40 HET* 6

LAB
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Obrdzok 18: Frekvencia komorovej aktivacie typu left apical breakthrough (LAB) a primary interventricular
ring (PIR) uheterozygotov ahomozygotov, porovnané s mutantnymi heterozygotmi pre gén (x40
v rovnakom vyvojovom Stadiu. Tito heterozygoti mali takmer rovnaké rozloZenie typu aktivacie ako wild-
type (Sankova et al., 2011). Cx40 HET* - Cx40 heterozygot v E9,5 (n=16), WT - wild type (n=11), HET -
heterozygot (n=14).

Komorova aktivacia u homozygotne mutantnych sfdc vykazovala typ base-to-
apex, Cize prenos impulzu od zdkladu morfologicky mutantného srdca po jeho
potencialny Spic vo formujdcej sa I'avej komore. VzhI'adom k absencii morfologickych
prvkov, ktoré su vtomto vyvojovom S$tadiu uZz definované (ako napriklad priehlben
medzi definujucimi sa komorami) pri analyzovanych srdciach chybali aktivacie typu LAB
aj PIR aprevladala pomald aktivacia base-to-apex (n=9). Tieto aktivacie moZu byt
zapri¢inené ako morfologickou abnormdalnou formaciou organu, tak aj prave
chybajicimi trabekulami, ktoré sa na prenose elektrického impulzu podielaju. Ich
rozpatie v komorach suhlasi s typmi prenosu impulzu, preto je mozné predpokladat
suvislost medzi ich absenciou v KO srdciach arozdielnostou prenosu impulzu

v porovnani s heterozygotnymi alebo wild-type srdcami.
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Obrdzok 19: Aktivacia u knock-outov. Sipky ukazujii na umiestnenie srdca v torze. K - 'ava komora.

3.5. Srdecna frekvencia

Na zaklade niekol'kosekundového zaznamu z optického mapovania bolo mozné
urcit’ srde¢nu frekvenciu ktorou bili jednotlivé srdcia. Tieto hodnoty boli vypocitané
pomocou snimok, kde je srdce snimané po dobu 2 alebo 4 sekind. Za tento ¢asovy usek
je srdce aktivované do kontrakcie a mnoZstvo tychto potencidlnych kontrakcii sa

zapocita do rozmedzia pauz medzi nimi. Vysledky st uvedené v grafe nizSie.
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Obrdzok 20: Hodnoty srdcovych frekvencii (mnoZstvo uUderov za mindtu) v embryach sréznym
davkovanim génu Nkx2-5. WT - wild type (n=13), HET - heterozygot (n=21), KO - knock-out (n=21).
*P<0,05

Rychlost’ tlkotu srdca u dospelych mysi je vintervale medzi 450 aZ 750 bpm
(www.merckvetmanual.com). Tato frekvencia je na zaciatku vyvoja menSia a postupne sa
kazdou d'alSou vyvojovou fazou mnozstvo uderov za minudtu zvacSuje (Srinivasan et al.,
1998), ato vmiere od 125 bpm v E10,5 aZ po 194 bpm v E14,5 (Keller et al., 1996).
V danych podmienkach pocas mikroskopovania bola priemernd srdecnd frekvencia
nemutantnych embryi vtomto vyvojovom Staddiu 112 tUderov za minutu. V pripade
heterozygotov bola tdto hodnota o nie¢o vyssia, avSak tento rozdiel nebol Statisticky
vyznamny. Vyznamnym bolo aZ porovnanie srdcovej frekvencie medzi homozygotnymi
mutantmi anemutantnymi embryami (P<0,05), alebo medzi heterozygotnymi

a mozoygotnymi mutantmi, (P<0,05), ktora bola 72 iderov za minutu.

Aj tento aspekt vykazoval funkéni zmenu, ktort mali srdcia homozygotnych
mutantov - srdce v tomto vyvojovom Stadiu uZ kolabovalo v spravnej funkcii
pumpovania krvi, zrejme nasledkom absencie trabekulovej siete. Trabekulova siet sa
podiela aj na fyzickej pomoci pri pumpovani srdca, preto je moZné Ze bez nej srdce sice
bilo viac, ale len kvdli snahe vypumpovat’ dostatocné mnoZzstvo Kkrvi, ¢o sa s najvacsou
pravdepodobnostou nedeje. Tomu odpoveda aj letalnost homozygotnej mutacie v tomto
géne. V nasledujucich statiach budu ukazané analyzy elektrofyziologickej funkcie tychto
stdc, Co pontkne jedno z moznych vysvetleni aj pre aspekt zniZenia srdecnej frekvencie

u mutantnych embryi.
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3.6. Aktivacné casy

35

25

20

ktivacie (ms)

15 T

¢as a

10

WT HET

Obrdzok 21: Graf priemernych aktivacnych casov podla genotypu. WT — wild-type (n=10), HET — heterozygoti
(n=11), KO — knock-out (n=14). * P<0,05

Na obrazku 13 st porovnané aktivacné casy embryondlnych srdc. Wild-type
a heterozygotne mutantné srdcia vykazuji velmi podobné dizky rychlosti $irenia
v pozorovatelnych castiach srdcia, zvycajne od interventrikuldrneho prstenca po
zacCiatky srdcovej trubice. Chybové tisecky ukazuji na minimalne a maximalne rozpatie,

ktoré sa pri mnozstve sfdc vyskytovalo.

Podobnost heterozygotnych sfdc a aktivacnych casov Sirenia elektrického
vzruchu jasne ukazuje, Ze napriek zmensenému mnoZstvu vlakien v Hisovom zvazku ako
jasny fenotyp (Jay et al.,, 2004) v neskorSich vyvojovych Stadiach, rychlost’ vzruchu
vtomto Stadiu nie je zmenena Ziadnym viditelnym spodsobom. Jedno z moZnych
vysvetleni je nedostato¢né vyvinutie tychto a dalSich Struktar, ktoré v buducich
vyvojovych Stddidch usmernuju a napomahajd spravnemu vedeniu impulzu v ramci

prevodového systému srdca.
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4. DISKUSIA

Cielené mutacie v géne Nkx2.5 napomdahaju bliZsiemu pochopeniu mechanizmov
vyvoja srdca ajeho elektrofyziologickych funkcii. R6zne formy mutacii maju rozne
prejavy a penetrancie. Skimaniu bodovych mutacii sa venuje vela Studii, hlavne ich
nasledkov na heterozygotné a homozygotné mutantné potomstvo (Reamon-Buettner et
Borlak, 2010; Benson et al,, 1999; Liu et al,, 2011; Dinesh et al., 2010; Peng et al,, 2010;
Liu et al, 2011; Ritchie et al., 2012; Xie et al., 2013; Yu et al,, 2014). Tieto vyskumy sa
orientuju na vrodené alebo postnatalne prejavujice sa poruchy, pretoZe ich skimanie sa
zakladd na porovnavani fenotypovo normalnych jedincov stymi, ktoré maji urcita
poruchu. V tychto pripadoch sa skiima viac vplyv poskodenia genetickej informécie a jej
translacie do proteinu transkripéného faktoru Nkx2.5, kym davkovanie génu je

sekundarne a niekedy sa na neho vobec nekladie doraz.

Tato praca bola zamerand na davkovanie génu Nkx2.5 ajeho vplyv na
elektrofyziologické defekty, ktoré sprevadzaju mysi stouto mutaciou. Cielom bolo
sledovat, akym spdsobom sa S$iri vzruch vsrdci bez trabekulovej siete. Prvotnym
predpokladom bolo, Ze elektricky vzruch sa bude Sirit komorou primitivhym sp6sobom.
Vzhl'adom k tomu, Ze okrem narusenej tvorby trabekulového systému je poruseny vyvoj
aj dalSich Struktur, spomalenie Sirenia vzruchu nebude jedinym problém. TaktieZ je
mozné, Ze sa v srdci nachadzaju aj ektopické pacemakery. Tato praca poskytuje prvy

priamy dokaz o ulohe trabekulovej siete v elektrickej aktivacii komor cicavCieho srdca.

Gén bol kompletne deaktivovany jeho rozruSsenim pomocou vloZenia génu GFP,
a jeho davkovanie bolo skimané na potomkoch z mnoZenia heterozygotov. Toto zavazné
poskodenie celej siete regulacie vyvoja srdca spdsobuje neschopnost mutantnych
homozygotov spravne sa vyvinuat, a preto prenatalne umieraju uz in utero. Toto vyrazne
zhorSuje moZnost skimania nasledkov davkovania génu pri haploinsuficiencii. Kym
heterozygoti prezivaji avurcitej forme sa unich prejavuju poruchy v prevodovom
systéme (Biben et al., 2000), pred¢asnd smrt homozygotov zabranuje dostatocnému

preskiimaniu tychto poruch.

Hlavny morfologicky fenotyp homozygotnych mutantov, ato nepritomnost
trabekul, je moZné skiumat aj na inych modelovych organizmoch. Medzi d’alSie sposoby

naruSenia vyvoja trabekulovej siete je napriklad naruSenie signalnej drahy neuregulinu,
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ktory je pravdepodobne zodpovedny za prvotny presun kardiomyocytov do lumenu
srdca spolocne s tokom krvi (Peshkovsky et al., 2011) a poSkodenie alebo odstranenie
neuregulinovych receptorov ErbB2 a ErbB4 (Zhao et al,, 1998; Meyer et Birchmeier,
1995).

NajvacSou vyzvou tejto prace bola prave technickd narocnost pripravy
audrzania tkaniv vzivom a funk¢nom stave. Snazil som sa o vystihnutie hrani¢ného
obdobia, priblizne v9,5 d.p.c, kedy uZ srdcia homozygotnych mutantov dosahuju
obdobia tesne pred skolabovanim fyziologicky funkcii. Vzhl'adom kjednozna¢nym
morfologickym defektom sa predpokladd, Ze je to hlavny dovod smrti spésobenej touto
mutaciou. Mutantné srdcia boli naro¢né na pripravu na optické mapovanie, vela z nich
pri disekcii vykazovalo kontraktilnu aktivitu, ale po farbeni optické mapy neniesli Ziadne
znamky elektrickej aktivity, ani pri réoznych rychlostiach snimania. Uprednostnenie GFP
exprimujucich sfdc pomohlo zniZit' ¢as potrebny pre pripravu srdca, ¢o dramaticky
zlepSilo mnoZstvo homozygotne mutantnych sfdc, ktoré mali aj po farbeni eSte
meratel'nd aktivitu. Ich citlivost na pripravu aj samotnd manipulaciu zrejme suvisi
s pribliZenim sa ¢asu umrtia embryi stymto fenotypom (Jay et al., 2004). MozZnosti
technik optického mapovania a metodiky, ktora dokaze udrzat srdcové tkanivo pri
Zivote dostatocne dlhy Cas, aby sa dalo nasnimat’ prisluSnym spésobom otvara moZzZnosti
skimania, ¢i nemoZe strata Nkx2.5 p6sobit abnormality v prevodovom systéme srdca
a tak negativne ovplyviiovat spravne elektrofyziologické funkcie srdca. To m6Ze mat za
nasledok zlyhanie srdca a smrt jedinca bud v kooperacii s disfunkciou spdsobenou
morfologickymi defektmi. Prave vdaka optickému mapovaniu je moZné preskumat
d'alSiu moZnost, a to Ze srdcia mutantov prestavaju fungovat v zavislosti na porusenej
schopnosti spravneho fungovania prevodového systému. Porovnanie s inymi skupinami,
ktoré pracovali s optickym mapovanim v obdobnych ¢asovych vyvojovych stadiach mysi,
poukazuje na normalizovand formu prenosu elektrického signalu. Toto sa moZe liSit
napriklad od merania tlkotu srdca neinvazivnymi metédami, hlavne kvéli naro¢nému
sposobu spracovania sfdc, ich vytiahnutim z podmienok in vivo do sice podobnych, ale
nie identickych podmienok ex vivo. Napriek naro¢nosti zdkroku pre tkaniva rozmedzie
ich funk¢nej elektrofyziolégie ukazuje na dobrd metodiku, kedy sa napriek technike

zakroku zachovavaju funkcie do meratel'nych a reprodukovatel'nych vysledkov.

65



Vo vyvoiji kostrovych svaloch transkrip¢ny faktor Nkx2.5 nie je dolezity (Jamali et
al., 2001). Namiesto toho je nevyhnutny pre spravnu diferenciaciu srdcovych buniek.
V obdobi mySich embryi dva dni po obdobi, ktoré bolo skiimané v tejto praci, sa stale
eSte nachadza pomerne vel'ké mnoZstvo prekurzorovych mezodermalnych buniek, ktoré
nie su diferencované a exprimuju mnozstvo Nkx2.5 (Bartlett et al., 2010). Prevazna
vacSina buniek exprimujucich Nkx2.5 v tomto Stadiu in vitro sa diferencuje prave do
srdcovych buniek abuniek prevodného systému (Wu et al., 2006). Tieto informacie
korelovali s vysledkami tejto prace. Exprimacia GFP na miestach, kde sa malo nachadzat’
Nkx2.5, stihlasi s umiestnenim kardiomyocytov alebo ich prekurzorov. To poukazuje na
spravny vyber konstruktov mutovanych alel pri stddiu davkovania tohto génu, ked'Ze
niektoré iné techniky konstrukcie mutantov nemusia byt dostatoCne ucinné a maju
chybovost v deaktivacii tohto génu (Harvey, 1996). Tento spdsob konStrukcie
mutantnych alel by sa dal pouzit aj na d’alSie gény potrebné pri kardiogenéze, ako su
d’alSie proteiny triedy NK2 (Kasahara et al., 2001), iné transkrip¢né faktory dolezité pre
diferenciaciu myocytov do Specializovanych buniek prevodového systému (Moskowitz
et al,, 2007), faktory tvoriace komplexy s Nkx2.5 ako su proteiny rodiny GATA (Durocher
et Nemer, 1998) adalSie kardiomyoblastové gény. Pomocou spravneho vloZenia
roznych fluorescenénych proteinov do réznych tychto génov je do istej miery mozné
skiimat ich umiestnenie a moZnu interakciu, alebo naruSenie interakcie, s Nkx2.5, ¢im je
mozné d’alej odhalit regulacné siete, ktorych je tento protein sucastou. Ich komplexnost
sa totiZ kazdym rokom ukazuje byt rozsiahlejSia a je mozné, Ze eSte neboli odhalené
vSetky proteiny a gény, s ktorymi tento gén interaguje. V pripade tejto prace sa tak GFP
vloZenie do tohto génu a jeho deaktivacia ukazala byt dostato¢ne funkcna, a raz ako je

linia mys$i s touto mutaciou ustalend, poskytuje dlhodobo reprodukovatel'né fenotypy.

Spbsob disekcie pouzity vtejto praci bol vhodny na ziskanie dostato¢ného
mnozstva dat. Napriek tomu existuju sposoby, ako sa v budicnosti moéZe dany sposob
vylepsit. Kym moZnost I'udskej chyby sposobovalo pri mikromanipulécii v niektorych
pripadoch poskodenie stdc, hlavne u knock-outoch, pouZitie jemnejsich nastrojov alebo
mikromanipula¢nych nastrojov by mohlo viest kzjemneniu prace o obmedzeniu
poskodenia, ktoré sa v niektorych pripadoch vyskytlo. Jemnost hrudnej steny u wild-
type aheterozygotov, ktoré bolo vtesnej blizkosti samotného srdca, spdsobovalo
komplikacie vjej roztvarani pre potreby pristupnosti myokardia farbiacim latkam.

V pripade knock-outov bolo perikardium od srdca oddelené tekutinou, tzv. perikardialny

66



vypotok alebo edém, ¢im bolo tieZ na prvy pohlad rozpoznateIné homozygotne
mutantné srdce od inych genotypov a zaroven bol znamkou srdcového zlyhania. Vd'aka
tomu bolo roztvorenie hrudnej steny s niZSou pravdepodobnostou poskodenia srdca, ¢o
v mnohych pripadoch dramaticky ovplyvnilo kvalitu ziskanych vzoriek. PriSpendlovanie
torz k silikonovému podkladu misky bolo vd'aka pouzitiu tenkych Spendlikov dostatocne

jemné.

Prekyslicovanie Tyrodesovho roztoku v mikroskopovacej miske spolu
s blebbistatinom  pomohlo udrZzat  dostato¢né oxidativne prostredie pre
elektrofyziologické fungovanie srdca napriek rozpraZeniu elektrického vzruchu od
kontraktilnych funkcii myokardu. Vzhl'adom k cytotoxicyte blebbistatinu je doleZité
pokracovat v hladani rozprahovacov, ktoré by nemenili silu bunkovej odpovede
amnozstvo Ca2* alebo mali menSie cytotoxické efekty. V porovnani s v minulosti
pouzivanymi rozprahova¢mi ako diltiazem (Nakajima et al., 1975), 2,3-butanedion
monoxime (BDM) (Gwathmey et al, 1991) alebo cytochalasin D ma pouzivanie
blebbistatinu vyhodu v nizSom efekte na moZnost odpovede a pristupnosti vapenatych
iontov v myokarde. Napriek tomu cytotoxicita tejto latky a jej rozpadovych produktov
zniZuje objektivitu v pozorovani optickym mapovanim, apreto je dalsi vyskum

vV

zvysi efektivitu a objektivnost zbierania dat.

Jednoznacny fenotyp homozygotnych mutantov vyvstavajuci v ranych vyvojovych
Stadiach (Takeda et al., 2009) spdsobuje naro¢nu uUlohu v hl'adani moZnosti napravy
u mutantnych jedincov, ¢i uz ide o modelové organizmy alebo l'udi, ktori sa rodia
s poruchami srdcovej ¢innosti na zaklade tejto mutacie. Zachranné techniky, ktoré by
bolo moZné pouzit' v pripadoch homozygotnych mutantov v ¢ase, kedy sa aktivacia génu
Nkx2.5 zacina zapajat do vyvoja srdca, by museli byt aktivované v ranych prenatalnych
stadiach. V pripade homozygotnych mutantov by zachrana aspon jednej mutovanej alely
viedla k prezitiu jedinca, ale s vedl'ajSimi poruchami sprevadzajicimi haploinsuficienciu
ako su bloky AV uzla, poruchy priehradky medzi predsienami a komorami alebo
Fallotovu tetralégiu (Jay et al, 2004; Reamon-Buettner et Borlak, 2010) V pripade
haploinsuficiencie by bolo vhodné zvazit moZnost utlmenia expresie poskodeného
proteinu azvySenie aZ nadexpresiu proteinu Nkx2.5 vtkanivach vyzadujucich tento

transkriptny faktor pre dostatotny vyvoj avytvorenie spravnych funkcii.
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Studie sledujiice nadexpresiu Nkx2.5 v hypertrofovanych srdciach ukazuje na zvy$ent
aktivaciu d'alsich génov spojenych v regulacnej sieti spolu s Nkx2.5 (Wakimoto et al,,
2003; Akazawa et Komuro, 2003). Umela nadexpresia tohto proteinu v heterozygotnych
mutantoch by vSak nemusela vyustit v nadexpresiu d’alSich génov, ak by bolo mnozstvo
exprimovaného Nkx2.5 v normalnych hodnotach v porovnani s wild-type fenotypom
(George et al,, 2015). MnoZstvo exprimovaného proteinu je mozné zmerat' a presne tak
urcit vplyv davkovania Nkx2.5 na d'alSie proteiny a fenotypy suvisiace s réznymi typmi
genotypov. Je to dalSi moZny smer hladania pri¢in asposobu napravy pordch
sposobenych poruchami v davkovani tohto génu. Napriklad Pashmforoush et al. pre
skimanie mechanizmov vytvorili mySi s knock-outom Nkx2.5 obmedzeného len na
komory, vdaka comu nenastali Ziadne Strukturalne defekty, ale po narodeni mali
hypoplasticky AV uzol, a postupne dochadzalo ku kompletnému srdcovému bloku. Tym
sa im podarilo identifikovat’ jedine¢ny stibor komorovych génov a génov prevodového
systému, rovnako ako ektopickej expresie BMP-10 v dospelom komorovom myokarde

(Pashmforoush et al., 2004).

Napriek Statisticky vyznamnym vysledkom, na ktoré data poukazuju, existuje
urcity rozsah vrychlostiach Sirenia elektrického vzruchu. Toto rozpitie mdéze byt
sposobené rozdielom v mechanickej separacii hrudnej steny od srdca, rovnako ako
poskodenim vnutorného prevodového systému blebbistatinom alebo di-4-ANEPPS
farbiacou latkou ¢&i ich rozpadovymi produktmi. Dizka pobytu ex vivo sfdc bude taktieZ
rozhodujucim faktorom, ked'Ze srdcia, ktoré boli v poradi prvé na optické mapovanie,
boli ¢astejsie s fungujicou pozorovatelnou kontrakciou srdca. Cim neskér bolo srdce

pripravené a nasnimané, tym sa zniZovala Sanca jeho normalnej funkcie.

Vd'aka optickému mapovaniu bolo mozné, napriek zastaveniu fyzickych
kontrakcii pomocou rozprahovaca, jednoznacne vypocitat srde¢nu frekvenciu, ktora
bola vysSia u wild-type a heterozygotov v porovnani s homozygotnymi mutantmi, za ¢o
moZe zrejme aj rastova retardacia. Tieto vysledky suhlasia sfenotypom ajeho
morfologickym nalezom, kde su voboch typoch sfdc (wild-type aheterozygoty)
dostato¢ne vyvinuté trabekulové siete, prenos elektrického vzruchu v ramci tkaniv je
podobny aZ rovnaky v oboch pripadoch a okrem zmenSeného poctu buniek v AV uzle
a Hisovom zvazku (Jay et al., 2004). Je to potvrdenie dostatocnosti Nkx2.5 na regulacné

funkcie tvorby morfologickych a elektrofyziologickych Struktur. NeskorSie mozné
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poruchy ako je AV blok sa teda napriek vrodenosti prejavuju postnatalne, o moze
znamenat, Ze potencial vzniku poruchy je dany vnutornou vyvojovou predizpoziciou,
ktora sa moZe prejavit len v niektorych pripadoch v zavislosti na podmienkach

prostredia.

Vyvoj SA uzla, ktory sluzi ako hlavny srdcovy pacemaker, sa zacina uz v skorych
vyvojovych Staddidch srdca. Terapia nadexpresiou tohto génu by mohla negativne
ovplyvnit prave formovanie tejto Struktdry, kedZe je to prave represia Nkx2.5, ktora
dopomaha spravnemu vyvoju SA uzla (Kasahara et al.,, 1998). Terapeutické narusenie
represorov alebo enhancerov tohto génu by mohlo narusit jemnu regula¢na Struktdru

aktivacie a represie, ktora sa podiel'a na ovplyviiovani vyvoja viacerych struktir v srdci.

Prejasiiovanie roztokom Scale podla (Hama et al, 2011) bola jedna
z najprinosnejsSich technik pouzitych v praci. Tento roztok ajeho prejasnovacie
schopnosti dopomohli k zisteniu dvoch informacii pomocou jednej techniky. Prvou bolo
genotypové urcenie srdca na zaklade porovnania expresie GFP v embryach s ré6znym
davkovanim génu Nkx2.5 vdaka expresii vroznych Struktirach, druhou bolo
jednoznacné potvrdenie nepritomnosti trabekulovej siete ako fenotyp mutantnych
homozygotov. Tento spdsob spolo¢ného pouzitia konfokdlnej mikroskopie
ajednoduchého avelmi ucinného prejasnovania moze dopomdct k detailnému
anatomickému skimaniu v si¢asnosti mozno eSte neurcitych abnormalit v srdci aj inych

tkanivach v modelovych organizmoch s poruchami v expresii Nkx2.5.

Aktivacny cCas vedenia vzruchu v knock-outovych srdciach sa v skimanom
vyvojovom Stadiu zvacSuje. Z toho vyplyva, Ze na prechod elektrického vzruchu mensim
srdcom je potrebné vicésie mnozstvo ¢&asu, takze pomer medzi dizkou ¢asu
a vzdialenostou prechodu tohto vzruchu je nepriamo umerny. Preto je na mieste
predpokladat, Ze transkripcny faktor Nkx2.5 sa okrem homeoboxovej tlohy vo vyvoji
srdca podiela tiezZ na spravnom vyvoji aspektov, ktoré suvisia so Sirenim elektrického
vzruchu myokardom este pred vytvorenim podpornych Struktur prevodového systému
srdca, ateda na jeho funkcii. Kratku dobu pred umrtim, eSte pred vyvojom tychto
Struktir v homozygotne mutovanych embryach kolabuje prevodova funkcia tychto stdc.
Ulohu vtom mbdZe zohravat aj absencia trabekulového systému, ktory nema len
morfologickl a kontraktilne fyziologicky funkéni ulohu stahovania komor pri

pumpovani krvi do krvného rieCiska, ale aj elektrofyziologickii ulohu v napomahani
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vedenia elektrického vzruchu komorami, ¢o bolo predpokladané uz v roku 1976 (Clerc
et al, 1976). Preto sa v heterozygotnych aknock-out srdciach cez komorové Ccasti
presuva vzruch vacSou rychlostou a spomaluje, ked' sa dostava na hranicu komér s
vytokovym traktom. Takéto morfologické hranice sa uknock-outovych sfdc
nenachadzaju a presun elektrického vzruchu je vtychto srdciach homogénnejSieho
charakteru. Rychlost je pomalSia v porovnani s normalnymi srdcami a vzruch prechadza
rovnomerne celou viditelnou plochou srdca. Spolo¢ne s chybajicou sietou trabekul sa
da vysvetlit rovnomerné plynutie elektrického vzruchu aj jeho zniZena rychlost dvoma
modelmi inicidcie elektrického vzruchu. Presun vzruchu je rovnomerny vdaka
nerozdelenej Struktire srdcového tkaniva a spomaleny vd'aka zniZenej expresii génov,
ktoré sa podiel'aju na spravnej bunkovej stavbe, ktora zabezpecuje spravny prechod

elektrického vzruchu a ktorym Nkx2.5 sluZi ako regulac¢ny faktor.

Expresia urcitych typov konexinov, ktoré sa s najvacSou pravdepodobnostou
podiel'aji na vedeni elektrického vzruchu myokardiom, je v mutantnych srdciach
zniZena (Jay et al., 2004; Dupays et al., 2005). To moZe byt d'als$im dovodom zniZenej
rychlosti vzruchu v plne mutantnych srdciach a teda nedostato¢ne vyvinuté prevodové
schopnosti samotnych buniek skladajicich vodivé tkanivo srdca. Ako pokracovanie
prace bude preto medzi inymi aj skimanie pretrvavajucej expresie HCN4, proteinu
draslikom/sodikom aktivovaného kanalu sdvisiaceho s autonémnou kontrolou srdec¢nej
frekvencie, ktory je exprimovany v pacemakerovej oblasti cicavtieho srdca (Baruscotti
et al, 2011) achybajucej expresie SCN5A, ktory je sucastou sodikovych kanalov
v srdcovom svale, a suvisi s niekol'’kymi arytmickymi syndrémami (Remme et al., 2008),

u knock-outov.

Jedna opakovane sa objavujica anomalia bola priehlbina vo vznikajicej l'avej
komore. Tato priehlbina bola viditelna ako na fotografiach pod mikroskopom, tak aj na
optickych mapach. V kontexte prenosu elektrického vzruchu srdcom nevykazovala tato
priehlben Ziadnu aktivitu. P6vodne som predpokladal mechanickd deformaciu srdca
pocas manipulacie s embryom v ramci pripravy na mikroskopovanie, ale tato anomalia
sa objavovala Casto uZ od zaciatku pokusov. Tento ukaz som naSiel aj v pripade malého
mnozstva wild-type embryi, ale vomnoho mensej miere. Aj pripustenie l'udskej chyby
poskodenia srdci poCas pripravy by nevysvetlovalo velky nepomer tejto deformacie

medzi heterozygotmi a nemutantnymi homozygotmi. Je tazko urcitel'né, ¢i nepritomnost
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dat z tejto oblasti v optickom mapovani je spdsobené umiestnenim priehlbne, ktora sa
vd'aka svojmu konvexnému tvaru dostala pod ploSnu uroven najjasnejSieho snimania
optickej mapy. AvSak ani pri zvySeni threshold hodnot, ktoré vd'aka softwaru zvyraznia
aj nezaostrené a jemné zmeny vo fluorescencii tkaniv, neodhalili aktivitu v tejto oblasti.
To podporuje hypotézu morfologickej deformacie, ktora ma odpovedajicu
elektrofyziologicku poruchu. Rezy na konfokalnom mikroskope neposkytli indiciu, ¢o
moZe stat za touto deformaciou. V pripade, Ze bude ktorakolvek ztychto moZnosti
pravdiva, poukazuje to na dalsi vyrazny rozdiel u haploinsuficientnych jedincov. To
moZe naznacovat d'al$i dovod, ktory sposobuje poruchy prevodového systému u takto

postihnutych jedincov a zasluZi si d'alSie skimanie.

VI'udskej populacii sa uzZ mutacia vjednom nukleotide v ddleZitej regulacnej
alebo Strukturnej Casti Nkx2.5 méZe prejavit zadvaznou poruchou v prevodovom systéme
v priebehu Zivota  (Schott et al., 1998; Balci et Akdemir, 2011; Belvis et al.,, 2009; Liu
et al., 2011). Vramci vrodenych pordch sa somatické mutacie v géne Nkx2.5 podiel'aju
taktieZ na ich vytvarani, avSak Studia sledujica tieto mutacie bola robena na srdciach,
ktoré boli Casto viac nez 20 rokov naloZené vo formaldehydovej fixacii. Sami autori
priznavaji moznost poskodenia DNA formaldehydom a teda zniZenu doveryhodnost ich
nalezov, avsSak vacsina tychto somatickych mutacii bola odhalena v Struktdrach, ktoré
boli deformované. V neposkodenych tkanivach tieto mutacie najdené neboli, ¢o na druhu
stranu poukazuje na skuto¢ny ndlez vplyvu somatickych funkcii na srdcové poruchy

(Draus Jr. et al., 2008; Reamon-Buettner et Borlak, 2004).

Jednonukleotidové mutacie, ¢i uZ somatické alebo gametické, sa v mnohych
vyskumoch objavujd v genetickych Studiach l'udi s vrodenymi poruchami srdca. Vo
vacsine z nich sa pri screeningu a hl'adani poSkodenej genetickej informacie génu Nkx2.5
naslo mensie percento jedincov, ktori skuto¢ne tito mutaciu mali (Liu et al., 2011; Liu et
al, 2009; Dinesh et al., 2010; Peng et al., 2010). Pre vela poruch, ako je napriklad
Fallotova tetralogia, ASD alebo syndréom nahleho srdcového umrtia (Perera et al., 2014)
neexistuju samostatné gény. Rovnako c¢lenovia rodiny dediaci rovnaky defekt v géne
moZzu vykazovat roézne fenotypy, ktoré nemusia byt presne definovatel'né klinickymi
ohraniCeniami. Je to prave fenomén heterogenity, zniZenej penetrancie a variabilnej
expresivity, na ktory sa musi brat v pripade I'udskych srdcovych poruch, ¢i uz dedicnych

alebo nie, dostatoCny zretel. Napriek tomu je mozné, Ze samostatna mutacia v Nkx2.5
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nemusi byt dostatocna na sposobenie prejavu celej choroby (Benson et Martin, 2010), aj

ked' je dolezité umiestnenie tejto mutdacie a jej charakter.

S vel'kou pravdepodobnostou suvisia rézne typy mutdcii, ¢i uz jednonukleotidové
zmeny, delécie alebo inzercie, s demografiou. Vela Studii sa orientuje na skimanie
mutacii v Nkx2.5 uurCitej populdcie l'udi alebo udanej ndarodnosti, pripadne
u uzatvorenych populacii vroznych oblastiach daného statu. Je niekolko studii
orientujucich sa na Cinsku populaciu (Zhang et al.,, 2009; Ding et al.,, 2009; Liu et al,,
2009; Peng et al., 2010; Wang et al,, 2011; Wang et al,, 2013; Liu et al,, 2015; Feng et al,,
2015), obyvatel'ov Indie (Dinesh et al., 2010), Talianska (Beffagna et al., 2013), Mexika
(Alcantara-Origoza et al., 2015; Aguayo-Gomez et al., 2015), Turecka (Akcaboy et al,,
2008) a Tuniska (Nouira et al., 2008). Napriek tomu v sdcasnosti nie su k dispozicii
Ziadne Studie, ktoré by sa zameriavali hlavne na rozdiel alebo opakované objavovanie sa
mutdcii, ktoré by jednoznacne suviseli s prostredim alebo s krajinou, v ktorej pacienti
svrodenymi srdcovymi poruchami Zili. Hl'adanie podobnosti mutacii v réznych
populacidch mysi odhalilo rozdielnost suvisiacu prave s urcitou liniou (Rosenthal &
Harvey, 1999) a napriek moznym rozdielom vo fenotypoch medzi tymto modelovym
organizmom a ¢lovekom by suvislosti s demografiou mohli dopoméct Specifikovat

rizika a najst’ terapiu aplikovatel'nu pre Specifické populacie I'udi.

Vedeckou aklinickou vyzvou vpripade kardiovaskularnej regenerativnej
mediciny je vytvorenie novych terapeutickych stratégii, ktoré podporia obnovu a opravu
srdcového svalu. Castej$ie pouZivanie kmetiovych buniek a regenerativnej biolégie je
smerovanie do bududcnosti, kde je inZinierstvo srdcového svalu a pouzivanie buniek
schopnych diferencovania do myokardiocytov vhodnym smerovanim d’'alSieho vyskumu.
Uspech tohto typu regenerativnej mediciny spoéiva v uréeni vhodného bunkového typu,
ktory by bol pouZiteIny na opravu srdca. Vtomto pripade je pouzitie autolégnych
srdcovych kmenovych buniek, ziskanych z diferencovaného dospelého srdcového svalu,
neinvazivnym sposobom terapie. VyuZitie embryonalnych buniek najdenych pomocou
urcenia kardiovaskularnych progenitorov ukazuje na mozny vhodny smer potencialnej
terapie (Yi et al.,, 2010). Pouzivanie spravnych reportérovych systémov pre zistovanie
expresie srdcovych progenitorov méze dopomoct krychlemu vyvoju technik na
vyhl'adavanie spravneho typu buniek vhodnych pre regenerativnu terapiu (Hsiao et al,,

2008). Nevyhodami pouzitia lI'udskych kmenovych buniek je nizka efektivita
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kardiomyogenickej diferenciacie, nizka uroven prezitia po transplantacii, tendencia
tvorby teratdmov a imunologické odmietnutie transplantatu (Segers & Lee, 2008). Prave
aj pouzitim metodiky opisanej vtejto praci by bolo mozné sledovat prijatie
a smerovanie transplantovanych buniek do Ziadanych casti srdca, ¢i uz do funkénych
Casti prevodového systému, ako su napriklad SA alebo AV uzol, alebo na vytvorenie

funk¢nych Struktir podporujucich spravne fungovanie elektrofyziologie srdca.

Ukazanie na problémy suvisiace s davkovanim Nkx2.5 vdaka tejto praci
poukazuju na potrebu dalSieho skimania doévodov srdcového zlyhania u tychto
mutantov. Metodicka priprava vzoriek v stadiu, kedy funkcie srdca mySieho embrya
prichadzaju ku kolapsu, je technicky naroc¢na a je potreba vel'kého mnoZstva vzoriek,
z ktorych je len menSia cast dostatoCne aktivna, aby vyniesla vysledky vhodné
k objektivnu pouZitiu do Statistického spracovania. Vd'aka tomuto obdobiu skimania je
vSak mozné najst abnormality v elekrofyzioldgii aj kontraktilnych ¢i morfologickych
vlastnostiach srdca, ktoré sa u mutantnych homozygotov postnatalne skimat nedaju,
ked'Ze sa jedna o letalnu mutaciu v takomto davkovani. Vd'aka datam ziskanych z knock-
outovych optickych map je moZné najst korelaciu medzi heterozygotnym fenotypom
a homozygotne mutantnym, ku ktorému by sa porovnavanim heterozygotov a wild-type

modelov nebolo moZné dopracovat.

73



5. ZAVER

Tato praca, zamerand na fenotypovy prejav rézneho davkovania génu Nkx2.5 na
elektrofyziologické vlastnosti embryonalneho mysieho srdca, bola zaloZena na technicky
naro¢nom sposobe skimania prenosu elektrického impulzu na Zivych srdciach. Optické
mapovanie slizilo ako hlavna technika ziskavania optickych map, ktoré jasne ukazuju
rychlost, smer a vzdialenost, ktoru prejde elektricky vzruch. Vd'aka tomu bolo moZné
urc¢it zakladné elektrofyziologické vlastnosti mutantnych mysSich sfdc vranom

embryonalnom vyvojom sStadiu.

Vela prac tohto typu sa neda dohladat, kedZe naroc¢nost techniky a nizka
vytaznost dat pomocou tejto metédy odradza vela vedeckych pracovnikov. Napriek
tomu je dolezité zamerat sa v hladani pri¢in vrodenych srdcovych poruch uludi aj
tymto smerom, pretoZze skimanim stdc tesne pred ich kolapsom a naslednym umrtim
jedinca v tejto praci pomohlo odhalit poruchy vo vedeni elektrického impulzu. To mozZe
dopomoct hlbSiemu pochopeniu vzniku srdcovych poruch, ktoré maju bud’ celoZivotné
prejavy alebo sa prejavia az v urCitom veku. KedZe tieto poruchy moZu byt pre l'udi
smrtel'né, je doleZité zamerat sa na hl'adanie pri¢in ich vzniku, pochopenie drah, ktoré
za ich vznikom stoja a nasledne skiimanie terapeutickych moZnosti ich napravy alebo

zmiernenia ich priznakov.

Smerovanie dalSieho vyskumu by malo byt sdstredené na c¢o najdetailnejsie
pochopenie komplexnych regulatnych drah, ktoré stoja za morfologickym
a fyziologickym vyvojom srdca na modelovych organizmoch blizkych ¢loveku aaj na
I'udskych prikladoch. Tato metéda ma potencial objavenia d’alSich anomalii vo fyziol6gii
srdca aje mozné, Ze prave skimanie homozygotného genotypu tohto génu a jeho
fenotypu, napriek jeho letalnosti, ukazuje na skuto¢nu silu a prejavy poskodenia tohto
génu a transkripc¢ného faktoru ktory koéduje. AZ silné pochopenie vzniku poruch a jasné
popisanie fenotypovych prejavov moZe badanie posunut smerom k zistovaniu moznosti

ich napravy u l'udskych pacientov.
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