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Abstrakt

Mezi obratlovci je napiic¢ taxony nerovnomeérné rozlozena schopnost regenerovat razné télni
struktury, od bunécné trovné az po komplexni organy ¢i celé Casti téla jako jsou koncetiny
¢i ocas. Regenerace je chapana jako obnova poskozenych ¢i uplné ztracenych tkani, kdy je
obnovena struktura vice ¢i mén¢ podobna nebo dokonce identicka se strukturou pivodni. Ve
volné piirodé regeneraci Casto piedchazi setkani s predatorem, kdy je jedinec piimo zranén
nebo muze dojit k autotomii, tedy dobrovolnému odvrzeni ¢asti téla. Autotomie i regenerace
maji spoustu vyhod i nevyhod, které se mezi sebou casto prolinaji a nasledné jedince
ovliviiyji. Za pteborniky v regeneraci jsou povazovani predevsim ocasati obojzivelnici, ktefi
jsou schopni dokonale zregenerovat rizné télni struktury (napf. ocni ¢ocku, koncetinu ¢i
ocas) a tato schopnost jim pfetrvava po cely zivot, na rozdil od zab, u kterych schopnost
regenerace po metamorfoze vyrazné klesa. Oproti obojzivelnikiim je regeneracni schopnost
u ptakli a savel znacné limitovana. Cilem této prace je pfiblizit schopnost regenerace a
mechanismy, kterymi regenerace probihd. Proces regenerace bude popsan na vybranych (z
riznych hledisek zajimavych a Siroce zkoumanych) strukturach, které se u obratlovcl
regeneruji. Cilem je také poukazat na podobnosti ¢i rozdily pfi procesu regenerace u riznych

skupin Zivo€ichil a poskytnout jakysi pfehled o regenera¢ni kapacité mezi obratlovci.

Kli¢ova slova: blastém, obojzivelnici, obratlovci, regenerace, tkan



Abstract

Among vertebrates the ability to regenerate various body structure, from the cellular level to
diverse internal organs or even the complex body structures (such as limb or tail), is
unequally distributed across animal taxa. Regeneration is understood as the restoration of
damaged or completely lost tissues, while the restored structure is more or less similar or
even identical to the original structure. Regeneration is naturally often preceded by an
encounter with a predator, when the animal is directly injured by the predator or an autotomy
may occur as an anti-predator mechanism, which means that the animal voluntarily releases
an appendage. Autotomy and following regeneration have many advantages but there can
also appear some costs associated with these events which may have various consequences
Masters in regeneration are considered to be mainly urodele amphibians who are able to
perfectly regenerate various body structures (such as eye lens, limb or tail) and this ability
persists throughout their lives, unlike anuran amphibians, in which the ability to regenerate
after metamorphosis decreases significantly. In contrast to amphibians, the ability to
regenerate among mammals or birds is severely limited. The aim of this work is to approach
the ability of regeneration and the mechanisms by which regeneration occurres. The process
of regeneration will be described on selected (from various points of view interesting and
widely researched) structures that are being regenerated in vertebrates. The aim is also to
point out the similarities or differences in the regeneration process in different groups of

animals and to provide some overview of the regeneration capacity among vertebrates.

Key words: amphibians, blastema, regeneration, tissue, vertebrates
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1 Uvod

V nasledujicich kapitolach budou probrany nékteré konkrétni priklady regenerace na
riznych urovnich komplexity, se kterymi se mezi obratlovci mizeme setkat. Vybrany
seznam regenerujicich organti a komplexnégjSich struktur neni zcela vycCerpéavajici. Zabér této
prace je regenerace od urovné vnitinich orgdna vyse, tedy nezamétuji se na regeneraci na
urovni jednotlivych buné¢k ¢i tkéani, ale na organy a komplexnéjsi struktury jako jsou télni
vybézky (Obr. 1) a to zejména na priklady, které jsou zajimavé predevsim z biomedicinského
hlediska a které jsou za timto ucelem také intenzivné zkoumdny. Cilem této prace je
poskytnout piehled o rozSifeni schopnosti regenerace mezi obratlovei, pfiblizit
mechanismus, kterym regenerace konkrétnich struktur probiha a shrnout, kteti Zivoc¢ichové

tuto schopnost ovladaji.

1.1 Regenerace

Regeneraci rozumime obnovu ztracené ¢i néjakym zptsobem poskozené €asti téla. Mezi
zivoCichy probihd na mnoha urovnich, od regenerace na bunééné urovni pies regeneraci
vnitinich orgdnii az po regeneraci celych komplexnich struktur jako jsou koncetiny ¢i ocas
nebo dokonce na trovni celého téla (Bely & Nyberg, 2010; Obr. 1). Mezi obratlovci nebyla
nikdy pozorovana schopnost zregenerovat celé télo, avSak regenerace alespon nckteré
télesné struktury je Casta a vyskytuje se u vétSiny skupin Zivocichil (Bely & Nyberg, 2010;
Daponte et al., 2021; Tabulka ¢.1). Za pteborniky v regeneraci komplexnich struktur jsou
mezi obratlovci povazovani zejména ocasati obojzivelnici, kde mezi nejzkoumané;jsi druhy
patii Colek ohnobtichy (Cynops pyrrhogaster) a axolotl mexicky (Ambystoma mexicanum)
(Tsonis, 2000; Slack et al., 2005). Naopak u ptakd a savcll se tato schopnost regenerovat
komplexni struktury nevyskytuje. Savcijsou vSak schopni regenerovat jatra (Stanger, 2015)
a nekteti regeneruji i k0zi (Seifert et al. 2012b); $pic¢ky prstd (Simkin et al., 2015) nebo tifeba
usni tkan (Williams- Boyce & Daniel, 1986; Gawriluk et al., 2016).
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Obrazek €. 1: V zivocisné 1isi je regenerace pozorovana na riznych trovnich. Toto schéma
zobrazuje urovn¢ regenerace i s konkrétnimi ptiklady. Cervena pierusovana ¢ara naznacuje
rovinu amputace, plna Cervend ¢ara povrch rany a modra vyplii zobrazuje zregenerovanou

¢ast. Prevzato a upraveno z Bely & Nyberg, 2010.

Proces regenerace zahrnuje prvotni rozpoznani ztrdty nebo poSkozeni tkané a
nasledné mechanismy, které ptispivaji k obnové dané struktury. Regeneracni odpovéd je
iniciovana pravé ztratou tkané ¢i jejim lokalnim poskozenim (Brockes & Kumar, 2008). K
regeneraci dochazi prostiednictvim riznych vyvojovych mechanismi a vytvaii se struktury,
které jsou identické nebo do zna¢né miry podobné jako ty pivodni (Bely & Nyberg, 2010).
Stupen obnovy a dokonalost regenerace tkani a struktur se mezi obratlovci a také u rtiznych
typl tkani 1i$i. RozliSujeme dva typy regenerace, a to morfalaxi a epimorfézu (Bely &
Nyberg, 2010; Seifert & Muneoka, 2018). Zakladnim rozdilem mezi témito dvéma typy je,
ze oproti morfalaxi dochazi béhem epimorfozy k bunééné proliferaci a casto i1 k formaci
blastému (viz Obr. 2). Piikladem epimorfni regenerace, kdy se blastém tvoii, je regenerace
koncetiny u nékterych ocasatych obojzivelniki (Sanchez Alvarado, 2000) nebo regenerace
ocasu u plazi (Cox, 1969; McLean, & Vickaryous,2011). Blast¢tmem rozumime jakési
uskupeni nediferenciovanych bunék, které se nasledné diferenciuji do riiznych bunéénych
typl a tvoii tak novou strukturu. Bylo zji§téno, ze kazda tkan, kterd pfi regeneraci piispiva
do blastému, produkuje progenitorové buiiky s omezenym potencidlem. Proto je blastém

heterogenni uskupeni omezenych progenitorovych bunék (Kragl et al., 2009). Blastém mtize
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byt tvofen primarné kmenovymi buiikami, buiikami, které prosly procesem dediferenciace
¢i kombinaci obou téchto typi bunck (Sanchez Alvarado, 2000; Bely & Nyberg, 2010).
Ptikladem epimorfni regenerace bez tvorby blastému je regenerace zalozena na
dediferenciaci bun¢k. Konkrétné se jedna o to, Ze terminalné diferencované buiiky opétovné
vstupuji do bunécného cyklu a ztraceji své charakteristické vlastnosti a funkce, stavaji se
z nich progenitorové bunky a ty se nasledn¢ mohou transdiferencovat, respektive zménit se
v jiny bunéény typ (Tsonis, 2000). Tento mechanismus je uplatiiovan pfi regeneraci ¢ocky
u ¢olkl, kdy dochazi k transdiferenciaci pigmentovych bun¢k dorzalni duhovky do bunck
¢ocky (Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003; Call et al., 2005). Pfi morfalaxi vychdzi regenerace
z remodelace existujici tkané a nezahrnuje zadnou, pfipadné velmi omezenou bunéénou
proliferaci. S timto typem regenerace se mtizeme setkat u nékterych bezobratlych zivocichd,

napiiklad u nezmart (rod Hydra) (Bely & Nyberg, 2010; Pellettieri, 2019).
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Obrazek €. 2: Schéma zobrazujici zakladni kroky pii epimorfni regneneraci a tvorbé

blastému. Pievzato a upraveno z Alvarado & Tsonis, 2006.



| taxon organ/struktura konkrétni druh vyvojové stidium zdroj
Bichifi parové ploutve  Polvprerus senegalus  pouze larva Nikiforova &
Golichenkov, 2011
Kostnati ocasni ploutev Danio rerio Uemoto et al., 2020
parove ploutve Carassius auratus Darnet et al., 2019
kize Danio rerio Richardson et al.,2013
srdce Danio rerio Poss et al., 2002
elektricky organ  Sternopygus macrurus Unguez, 2013
Dvojdysni  parové ploutve Lepidosiren paradoxa Nogueira et al., 2016
ocas Protopterus annectens Conant, 1973
Zaby konéetina Xenopus laevis pouze larva Slack et al., 2004
ocas Xenopus laevis pouze larva Mochii et al., 2007
ktze Xenopus laevis larva, juvenil Bertolotti et al., 2013
ofni éofka Xenopus laevis pouze larva Filoni, 1997
Ocasati kiiZe Ambystoma mexicanum Levesque et al., 2010
ocas Ambystoma mexicanum Echevern & Tanaka, 2002
konéetina Ambystoma mexicanum Kragl et al., 2009
Notophthalmus viridescens Iten & Bryant, 1973
ofni éofka Cynops pyrrhogaster Eguchi et al., 2011
srdce Ambystoma mexicanum Cano- Martinez et al.,2010
Notophthalmus viridescens Bettencourt- Dias, et al.,2003
Plazi ocas Eublepharis macularius McLean &Vickaryous, 2011
kize Eublepharis macularius Peacock et al., 2015
Ailuronyx tachyscopaeus
Savci kiize Acomys cahirinus. Matias Santos et al., 2016
A. kempi, A percivali
usni tkaf Chryetolagus cuniculus Gawriluk et al., 2016
Acomys cahivinus,
A. kempi, A. percivali
Spicky prsth Mus musculus Simkin et al., 2015

Tabulka €.1: V této tabulce je vypsana vétSina organti/ komplexnich struktur, s jejichz

regeneraci se miizeme mezi obratlovci setkat. U kazdé struktury je uveden jako ptiklad

konkrétni druh, na kterém byla regenerace zkouméana, pfi¢emz regeneracni schopnosti

nékterych skupin Zivoc¢ichl jsou omezeny pouze na larvalni stadia (bichifi a Zaby).

Inspirovana v Jacyniak et al., 2017.



1.2 Co predchazi regeneraci

V piirod¢€ vede k regeneraci nejcastéji setkani s predatorem, kdy je zivocich predatorem bud’
pfimo zranén nebo dojde k tzv. autotomii. Mezi zivoc¢ichy se vyvinula fada strategii, jak se
vyhnout predatoriim a mezi nimi pravé i autotomie (Labanick, 1984; Kelehear & Webb,
2006). Autotomii rozumime reflexni odvrhnuti, respektive dobrovolné zbaveni se
postradatelné ¢asti téla (napf. ocasu, koncetiny). Jedna se o antipredacni ¢i obecné obrannou
strategii Uniku proti nebezpeci (Clause & Capaldi, 2006; Emberts et al.,2019). U obratlovca
je nejéastéjsi formou kaudalni autotomie, tedy odvrhnuti ocasu, ktera je obzvlasté rozsifena
mezi plazy (Higham et al., 2013; Gillis & Higham, 2016), ale mizeme se setkat také
s autotomii ocasu u nekterych obojzivelnikll (u mlocikit Plethodontidae) (Smits & Brodie,
1995; Labanick 1984) nebo s autotomii klize u nékterych africkych bodlinatych mysi rodu
Acomys (Seifert et al., 2012b).

Tato schopnost slouzi ve prospéch zivocicha nékolika zpisoby. Piikladem muze byt
moznost se odvrzenim Casti téla dostat z uchopeni predatora. Dal§im ptikladem je, Ze jiz
autotomizovany ocas je €asto schopen vlastniho prudkého pohybu a svijeni se (po dobu
nckolika sekund az minut po odvrhnuti), kdy odvede predatorovu pozornost a poskytuje
jedinci Cas na uték do bezpeci (Clause & Capaldi, 2006). Navzdory okamzité vyhod¢ preziti
muze mit vSak autotomie i nevyhody a vyznamné diisledky v mnoha oblastech. Napiiklad
absence autotomizovaného ocasu ovliviiuje rovnovéhu a stabilitu spolu s vykonem fady
pohybovych aktivit (Maginnis, 2006). To miize mit dopad na ¢innosti, které jsou nezbytné
pro pieziti a reprodukci, véetné Uniku predatoriim, ziskani potravy ¢i hledani partnert
(Higham et al., 2013). Tato zména v morfologii mtize mit i dalsi dasledky, jako je zména
Higham, 2016). Pokud dojde k odvrZzenim ocasu, muze dojit ke ztraté praveé téchto zasob,
které mayji plazi asto v ocase uloZzeny ve formée tukti a mohou tvofit aZ polovinu z celkovych
energetickych zéasob jedince (Pichova, 2019). Oproti tomu u nékterych obojzivelniku,
konkrétn€ napt. u mlocika Oedipina uniformis, si jedinci v ocase tukové zdsoby nehromadi,
ocas je pomérn¢ svalnaty, a tak bude mit autotomie vliv zejména pifi dal§im setkani
s predatorem, kdy jedinec nebude schopen predatora napi. ocasem rozptylit (Smits & Brodie,
1995). JelikoZ mlocici Plethodontidae nemaji vyvinuté plice a dychaji zeyména kiizi, ztraceji
pfi autotomii ocasu relativné velky povrch pro dychéni. Byl tedy zkouman vliv autotomie
na proces dychani a vysledky naznacuji, Ze naklady autotomie spojené s dychdnim jsou

zanedbatelné (Smits & Brodie, 1995).



Organismy, které pouzivaji tento mechanismus tniku pied predatorem, jsou casto
schopné regenerovat ztracenou ¢ast (Clause & Capaldi, 2006). Regenerace je totiz zptsob,
kterym ZzivoCichové zmirnuji nekteré naklady spojené se ztratou casti téla. Stejné jako
autotomie muze mit vSak regenerace struktury diilezité disledky pro razné aspekty jejich

zivota, které¢ budou zminény podrobnéji nize (Maginnis, 2006).

1.3 Vyhody a nevyhody regenerace

Schopnost regenerovat ztracené ¢i poSkozené Casti téla predstavuje spoustu vyhod a nese
s sebou mnoho benefit, které jsou na prvni pohled zifejmé. Regenerace mize zejména
kompenzovat nckteré ndklady spojené s autotomii, kdyz se autotomizovanad cast tcla
zregeneruje (Maginnis, 2006; Gillis & Higham, 2016). Regenerace mize vSak mit i negativni
dopady, které uz tak ziejmé nejsou. Miize mit diilezité disledky v riznych aspektech a miize
negativné ovlivilovat napf. somaticky rist nebo reprodukci daného Zivocicha ¢i jeho
celkovou energetiku (Pichova, 2019). Opétovny riist struktury totiz vyzaduje alokaci zdrojt,
které by jinak §ly pravé na somaticky rast nebo reprodukci (Vitt, et al., 1977; Maginnis,
2006). Ve spojeni s regeneraci télniho vybézku u plazii a obojzivelniki byl zaznamenan
negativni vliv na plodnost, ktery se miize projevit na celkovém poctu vajec, velikosti ¢i
hmotnosti jednotlivych vajec nebo napt. na celkové hmotnosti plodu (Maiorana, 1977;
Maginnis, 2006). Negativni vliv regenerace se mlze objevit jiz béhem samotného procesu
regenerace, kdy struktura, kterd je casten¢, ale dosud ne pln€ regenerovdna, muze v
nékterych piipadech branit funkci organismu vice nez absence struktury. DalSim piiklad
negativniho dopadu je pfipad, kdy je regenerovana struktura nedokonalou kopii originalu,
coz se tyka zejména regenerace t&lniho vybézku u obojzivelniki a plazi. Zivogich pak
v tomto pfipadé muze nést trvalé nasledky, kdy regenerat mize byt trvale mensi, jiného
tvaru, méné ohebny nebo mohou chybét urcité struktury ¢i tkané, které se nepovedlo
zregenerovat. Oproti originalu miiZe byt naruSena i jeho funk¢nost. V téchto ptipadech se
muzu objevit zhorSend schopnost ziskavat potravu a jedinci mohou mit tak celkové nizsi
Sance na preziti (Maginnis 2006; Bely & Nyberg, 2010). Omezeny rast ocasu u plazi ¢i
obojzivelniki mize také ovlivnit rist téla zivocicha. Pokud dojde k poSkozeni napt. ocasu u
nedospélych jedincil, davaji neéktefi prednost regeneraci pred somatickym riistem, a to mize
nasledné ovlivnit kondici Zivoc¢icha v Gisp&Snosti pafeni (Pichova, 2019). SniZena rychlost

rustu by také mohla prodlouzit celkovy ¢as potfebny pro dosazeni dospélosti a reprodukéni



aktivity (Clause a Capaldi, 2006; Maginnis 2006). Vyhody regenerace by vSak mély

pfevazovat nad negativnimi vlivy a nad ndklady regenerace.

2 Regenerace srdce

Vyzkumu regenerace srdce je veénovana velka pozornost, a to zejména z hlediska
biomedicinského. Hlavnim diivodem zdjmu o porozumeéni této schopnosti je, Ze srdce savcl
neni schopné z makroskopického hlediska regenerovat. Pfi jeho poskozeni se uplatiuji
fibroblasty, buiiky vazivové tkané, které vylucuji kolagen a tvofi tak jizvy. Tato fibroticka
tkan sice zachovava integritu srde¢ni stény, ale zplisobuje ztuhnuti srde¢ni komory a srde¢ni
sténa pak neni schopna kontrakce a ptenosu elektrického impulsu (stimulu), protoze
produkuje izola¢ni vrstvu kolagenu (Gonzalez-Rosa et al., 2017; Chablais et al. 2011).
Kardiovaskularni onemocnéni, kterd cCasto vyusti infarktem myokardu, jsou jednou
z hlavnich pfi¢in umrti lidi po celém svéte (Price et al., 2019). Infarkt myokardu nastava pii
nahlém ucpéani ¢i vyrazném z0zeni jedné z véncitych tepen. Nasledkem toho dochazi
k preruseni krevniho zasobeni ¢asti srdce, tedy k nedostate¢nému okysli¢ovani svalové tkané
a nasledné odumteni ¢asti srdeniho svalu, které byva nevratné. Tkan mrtvého myokardu je
nahrazena jizvou bohatou na kolagen, coZ ma za nésledek rtizné patologie, mj. tieba dalsi
infarkt myokardu. Navic se zbyvajici kardiomycyty zvétsuji, aby kompenzovaly ztratu tkané
a to mé na funkci srdce také negativni vliv. Neschopnost dospélych kardiomyocyti znovu
vstoupit do bunétného cyklu je povazovana za hlavni limitaci a divod Spatného
regeneracniho potencialu srdce u savel (Beffagna et al., 2019).

V Zivocisné 1isi se vSak miizeme setkat s pozoruhodnou schopnosti poskozené srdce
zregenerovat, a to konkrétné u nékterych kostnatych ryb ¢i u ocasatych obojzivelniki (Poss
et al., 2002; Bettencourt-Dias et al., 2003; Cano-Martinez et al., 2010). Modelovym
organismem, u kterého je tento proces zkouman nejcastéji, je danio pruhované (Danio rerio)
(Price et al., 2019; Jazwinska & Blanchoud, 2020). Srdce dospélcti dania je skvélym
modelem obratlovch pro studium reakce na infakrt myokardu, protoze je schopno Uplné a
bez jizev zregenerovat myokard po infarktu pfi postizeni az 25 % komory (Chablais et al.,

2011; Gonzalez-Rosa et al., 2011).



2.1 Mechanismus regenerace srdce u dana pruhovaného

Srdce dania pruhovaného ma jednu komoru a jednu sin, je tedy oproti savéimu srdci
jednodussi a rozmérové mensi, z histologického hlediska je vSak srovnatelné¢ se srdcem
savcll 1 jinych obratlovet (Beffagna, 2019). Srde¢ni sténa se sklada ze tii vrstev, a to
nejsvrchnej$iho epikardu, myokardu a vnitini vrstvy vystylajici srde¢ni dutinu, endokardu.
Myokard je nejmohutné;jsi Casti, jedna se srdecni svalovinu, ktera zajistuje pravidelné stahy.

Nejvhodnéjsi metodou pro zkoumani procesu regenerace srdce u dania se jevi metoda
kryokauterizace, kdy se jedna o lokalizované poskozeni az 25 % srde¢ni komory. V tomto
ptipad¢ se kovové vlakno prfedem ochladi v tekutém dusiku a poté se aplikuje na povrch
komory, aby se jeho ¢ast zmrazila. Rychlé zmrazeni a rozmrazeni bunék vede k tkanové
nekroze nasledované apoptdzou bunck obklopujicich nekrotickou oblast (Chablais et al.,
2011; Gonzalez-Rosa et al., 2017). Tento zpiisob se nejvice piiblizuje k poskozeni srdce pii
infarktu myokardu u savci, ktery je také mj. spojen s masivni bunécnou smrti, zdnétem a
nutnosti odstranit nekrotické bunécné zbytky (Chablais et al., 2011). V tom tkvi zasadni
rozdil oproti regeneraci, kterd nasleduje po metod¢ amputace (resekce) Casti srdce, kterd
kryokauterizaci pfi vyzkumu predchazela a pti které se neuplatiiuje ve velké mife bunécéna
apoptdza vyvolana ischemii a neni potfeba odstranovat nekrotické bunécné zbytky (Poss et
al., 2002; Price, 2019).

Cely proces regenerace srdce u dania mizeme rozdélit do 3 fazi, které se vzajemné
prekryvaji. V prvni fazi, béhem nékolika hodin po poskozeni, dochazi kromé zjevné nekrdzy
také k rozsahlé bunééné apoptdze kardiomyocytl, zejména v poskozené oblasti a blizké
koronarni vaskulatufe (Chablais et al.,, 2011). Bunéfnou smrt provazi také tvorba
prozanétlivého prostfedi, kdy je aktivovan imunitni systém a makrofagové pomoci
fagocytdzy Cisti poskozenou oblast, odstranuji odumfielé a nekrotické bunky a vytvafi
ptiznivé prostiedi pro obnovu tkan¢é (De Preux Charles et al., 2016). Tyto imunitni buiiky
jsou nezbytné pro zajiSténi opctovného vstupu srdecnich bunék do bunécného cyklu a
naslednou efektivni regeneraci. Bez nich by bunééné zbytky a fibrin nebyly ucinné
odstranény. Pretrvavajici poskozena tkan by pravdépodobné zhorsila remodelaci tkané, ktera
by pfimo nebo nepiimo blokovala proliferaci a migraci srde¢nich bunék (De Preux Charles
et al., 2016). Odpovéd’ na zranéni ovliviiuje srdce v Sir§Sim métitku (Jopling et al., 2010).
Dochézi totiz také k aktivaci endokardu a epikardu, kdy je pro druhou fazi typicka jejich
aktivace, kterd pfedchazi samotné regeneraci myokardu. Tyto nesvalové buiiky hraji zasadni

roli pii tvorbé prostiedi, které usnadnuje proliferaci myokardu (Chablais et al., 2011). V této



fazi se také tvori fibrinova vrstva (jiz po Ctyfech dnech), ktera utésiiuje ranu a dochézi
k akumulaci fibroblastl produkujicich kolagen, ktery mé zejména podptirnou funkci. Vrstva
fibrinu obklopuje vnéjsi hranici po infarktu a uvniti rany se nachazi sit’ kolagenu. Ve tieti
fazi, kterd je nejvice pozoruhodna a oproti predchozim déjtim je specificka pro regenerujici
srdce u dania (chybi napf. u srdce savcl), dochdzi k samotné regeneraci. Jiz diferenciované
kardiomyocyty vstupuji do bunécného cyklu. Bunétna proliferace ve vysoké mife trva
pfiblizné 30 dni, poté se tato mira snizuje a po 60 dnech jiz zesilena proliferace téchto bunék
neni pozorovana, coz naznacuje konec regeneracniho procesu (Chablais et al., 2011).
Dochazi také k degradaci fibrinu a pozdéji 1 kolagenu. Po jejich odbourani jsou opétovné
zaClenovany regenerované kardiomyocyty (Poss et al., 2002). Zda se, Ze regenerovany
srde¢ni sval pochazi z vétSiny nebo plné z proliferace jiz existujicich a diferencovanych
kardiomyocytl a ze kmenové ¢i progenitorové buiiky nejsou do obnovy tkdné vyznamné
zapojeny (Jopling et al., 2010).

Cely proces regenerace je provazen zvysenou expresi nékolika gent, které jsou
kardiomyocyty exprimovany. Nékteré z téchto genii jsou upregulovany v okoli poskozené
signaly pro regeneraci (Lien et al., 2006). Pro proliferaci kardiomyocytl je nutna signalizace
PDGEF a roli béhem regenerace hraje také signalizace FGF, kdy je upregulovan napt. riistovy
faktor IGF2 (Lien et al., 2006). Béhem regenerace srdce dochéazi ke zvySené expresi genu
PLKI1, ktery souvisi s progresi bunécného cyklu a je nezbytny pro postup regenerace
(Jopling et al., 2010). Fibroblasty exprimuji protein vimentin (VIM) a jsou upregulovany 1
dalsi extracelularni proteiny jako je napft. tenascin- C (TNC) ¢i fibronektin FN (Lien et al.,
2006; Chablais et al.,2011).

Béhem regenerace je vSak patrnd zhorSena srdecni funkce (prodlouZeny
ventrikularni akéni potencial a zesilend komorova sténa), kterd se vSak normalizuje jiz
behem jednoho mésice po poranéni (Chablais et al., 2011). Po dvou mésicich po navozeném
infarktu se da fici, ze byla rozsahla kolagenni a fibroticka vrstva (jizva) pln¢€ resorbovana (a
eliminovana bunécnou apoptdzou) a nahrazena nové regenerovanym myokardem, ktery byl
Casto nerozeznatelny od neposkozeného myokardu (Jopling et al., 2010). Bunééné apoptoza
se zda byt spojena s eliminaci nekardialni tkdn¢ béhem remodelace po poSkozeni. Nahrada
Jizvy novou srde¢ni tkdni zahrnuje odstranéni této tkan¢ a zaclenéni novych kardiomyocyt
(Chablais et al., 2011). Rekonstrukce srde¢niho svalu vede ke vzniku nového funkcéné 1
strukturalné dokonale zregenerovaného myokardu bez jizev (Poss et al., 2002; Chablais et

al., 2011; Gonzalez-Rosa et al., 2011). Stejn¢ jako u savcl prochazi tedy srdce dania po
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poskozeni masivni fibr6zou, ale na rozdil od savcli umi jizvu eliminovat a ztraceny myokard
regenerovat. Zda se tedy, ze tvorba jizev je kompatibilni s regeneraci myokardu (Gonzalez-

Rosa et al., 2011; Price et al., 2019).

3 Regenerace ocni CoCky

Mezi obratlovci se schopnost regenerovat ocni Cocku vyskytuje pouze u nékterych
obojzivelnikd, konkrétné u colkll (zkouméano zejména u colka zelenavého ¢i colka
ohnobftichého) a u larvélnich stadii zab (Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003). Mechanismus
regenerace ocni ¢ocky vSak neni u téchto skupin zivoc€icht shodny, 1 kdyz je proces u obou
skupin zajiStovan transdiferenciaci bunck. Jednim z nejzésadnéjsich rozdila je, ze u zab
dochazi k regeneraci prostiednictvim transdiferenciace bunék vnitini vrstvy rohovky do
bun¢k cocky (Freeman, 1963; Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003), kdezto u ¢olkti dochazi k
regeneraci ¢ocky procesem transdiferenciace, pigmentovych bunék dorzalni duhovky (Call
et al., 2005). Dal§im rozdilem je, Ze Zaby (konkrétné rod Xenopus (Reeve & Wild, 1978;

Natalia Vergara et al., 2018)) jsou této regenerace schopny jen v larvalnich stadiich. Tato
schopnost regenerovat novou cocku z vnéjsi ¢asti rohovky se s postupujicim vyvojem

snizuje. Béhem metamorfozy je témét zanedbatelna a po ni mizi Gplné (Filoni et al., 1997).

3.1 Mechanismus regenerace ¢oc¢ky u ocasatych obojzivelniki

Jak jiZ bylo feceno vySe, u Colkli dochdzi k regeneraci ¢ocky procesem transdiferenciace
pigmentovych bunék dorzalni duhovky do bun¢k ¢ocky (Call et al., 2005). Tyto pigmentové
buiiky dorzalni duhovky se nejprve dediferenciuji, to mj. znamena, Ze ztraci charakteristické
vlastnosti, které jsou pro tyto buiiky typické, napt. dochazi ke ztraté pigmentace (Eguchi,
1963). Depigmentace bun¢k duhovky 1ze dosdhnout dvéma mechanismy — ameboidni bunky
(makrofagové), které jsou rekrutovany do mista regenerace, pomdhaji tento proces
zprostiedkovat, pfimo pinocytuji jejich pigmentové granule anebo jsou tyto granule
uvoliiovany do lumenu pry¢ z bunék (Eguchi, 1963). Jakmile dojde po odstranéni ¢ocky
k dediferenciaci pigmentovych bun€k dorzélni ¢asti duhovky, dochazi k opétovnému vstupu
téchto bunék do bunécné cyklu a zacind bunécnd proliferace (Call et al., 2005).
Depigmentované buiiky zna¢né proliferuji a ptiblizné 10 dni po odstranéni ¢ocky se vytvaii
cockovy vacek. Mezi 12. a 16. dnem zacind syntéza krystalinti a buniky vnitini vrstvy vacku

se zacinaji prodluZovat a diferencovat do bun¢k primarnich ¢ockovych vlaken. Kolem 15.
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az 20. dne za¢ina bunécna proliferace a depigmentace zpomalovat a na okraji vn¢jSich vrstev
se objevuji nedélici se sekundarni vlakna ¢ocky. Po 25 az 30 dnech je zformovana kompletni
¢ocka (Eguchi, 1963,1964; Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003; Call et al., 2005).

Colci jsou schopni regenerovat ¢oéku opakovang. Dlouho viak nebylo jasné, jestli se
schopnost regenerovat co¢ku meéni srostoucim vékem jedincl a zda mé na kvalitu
regenerace vliv pocet opakovani tohoto procesu. Z toho divodu Eguchi spolu se svymi
kolegy provedl experiment, ktery tyto vlivy zkoumal. Experiment trval 16 let a béhem téchto
16 let byla cocka odstranéna 18krat opakované u stejnych jedincii. Zkoumanym jedinciim
colka ohnobtichého (Cynops pyrrhogaster) bylo ke konci experimentu minimalné 30 let.
Eguchi se svymi kolegy dospé€l na zaklad¢ experimentu k zavéru, ze opakovani procesu
regenerace a ani vék zkoumanych jedincti neovliviiuje regeneracni schopnosti colkl a
nikterak neméni a nesniZuje kvalitu regenerované ¢ocky. Experimentalni Cocky (regeneraty)
a kontrolni ¢ocky byly v porovnani stejné velikosti a prithlednosti (viz Obr. 3) a 1 genova
exprese byla velmi podobna. Regenerovana ¢ocka dosahla normalni velikosti v priméru do

5 mésicii po odstranéni Cocky ve vSech 18 experimentech (Eguchi et al., 2011).

Kontrola £.17 Experiment £.17
Kontrola £.18 & Experiment £.18 A

Kontrola £.18 B

Experiment .18 B

Obrazek €. 3: Porovnani velikosti experimentalni a kontrolni ¢ocky po 17. a 18. odstranéni

cocCky. Jako kontrola byla pouzita ¢ocka jedinct, ktefi nikdy neprosli regeneraci ¢ocky.
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Obrazek obsahuje pravitko jako Skalu k zobrazeni podobnosti ve velikosti zregenerované a

kontrolni cocky. Pievzato a upraveno z Eguchi et al., 2011.

Za regeneraci ¢ocky jsou zodpovédné pigmentové epitelidlni buiiky dorzalni ¢asti
duhovky, buiiky ventralni ¢asti se regenerace neucastni (Eguchi & Shingai, 1971). Byl vSak
proveden experiment, ve kterém se pozorovaly rozdily v netknuté duhovce a duhovce béhem
regenerace a na zakladé pozorované genové exprese se zjistilo, ze ventralni duhovka neni
pasivni tkani. Ventralni duhovka prochéazi podobnymi procesy jako ta dorzalni, bunky také
opétovné vstupuji do bunécného cyklu (v nizsi mife) a regulacni geny (napi. SIX3, BMP,
PAXG6), které se podileji na indukci regenerace ¢ocky, jsou exprimovany i zde (Makarev et
al., 2007). Srovnani ventralni a dorzalni duhovky ukézala mozné regulatory regenerace
cocky, jsou jimi SIX3, retinova kyselina a BMP75. SIX3 je transkrip¢ni faktor, respektive
regulator vyvoje Cocky a oka, ktery pracuje ve zpétné vazbe s genem PAXG6 specifickym pro
oko (Alvarado & Tsonis, 2006). Zda se, ze také FGF a jejich receptory hraji dulezitou roli,
konkrétn¢ pfi transdiferenciaci pigmentovanych bun¢k epitelu na builkky coc¢ky (Hyuga &
Eguchi, 1993). Mezi dalsi dilezité faktory, které se podileji na regeneraci cocek, patii napt.
komponenty komplementu, Wnt, hedgehog, HOX geny, PROX1 a BMP (Henry et al., 2013;
Natalia Vergara et al., 2018)

Zda se, Ze v procesu regenerace hraje dilezitou roli také trombin, ktery se aktivuje
po 20 minutach po odstranéné ¢ocky na okraji dorzalni ¢asti duhovky (ve ventralni ¢asti tuto
aktivaci nevidime) z prekurzoru protrombinu (Imokawa & Brockes, 2003). Jedna se tedy o
jednu z prvotnich reakci béhem regenerace CocCky. Za aktivaci trombinové cesty je
zodpovédny tkanovy faktor (F3) (Imokawa & Brockes, 2003). Vytvati se fibrinova
sraZenina, fibrin pak rekrutuje makrofagy a FGF k zah4jeni procesu bunécné dediferenciace
a opétovného vstupu do S-fdze bunécného cyklu (Imokawa & Brockes, 2003; Natalia

Vergara et al., 2018).

3.2 Mechanismus regenerace u larvalnich stadii Zab

Jak jiz bylo feceno, u zab dochazi k regeneraci prostfednictvim transdiferenciace bunék
vnitini vrstvy rohovky do bunék ¢ocky (Freeman, 1963; Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003).
Pokud doslo k poranéni vnéjsi rohovky u ptlct, regenerace ¢ocky nebyla viibec zahijena
(Reeve & Wild, 1978). Tato transdiferenciace je vicestupiiovy proces, ktery vyzaduje

pfitomnost rtiznych faktort, dokud neni dosazeno stadia diferenciace vlaken Cocky. Tyto
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faktory odpovédné za transdiferenciaci rohovky do ¢ocky jsou produkovany nervovou sitnici
a hromadi se ve sklivci. Faktor sitnice podporuje proliferaci bunék rohovky a specifikuje a
udrzuje fenotyp cocky (Filoni, 2009). V normalnim oku tyto faktory nemohou dosahnout
vnéjsi Casti rohovky, protoze vici nim cocka a vnitini rohovka ptsobi jako mechanické
bariéry (Filoni et al.,1997; Filoni, 2009). Pfi odstranéni CoCky se vSak faktory stavaji
pfistupnymi. Toto zjisténi bylo prokazano v experimentech, kdy kousek vnéjsi rohovky mohl
transdiferencovat na ¢ocku, kdyz byl umistén do komory sklivce, dokonce i1 v pfitomnosti
dalsi ¢ocky (Reeve & Wild, 1978, Del Rio-Tsonis & Tsonis, 2003).

Ukazalo se, ze divodem snizujici se schopnosti regenerovat ¢oCku je Caste¢né
potlacena transdiferenciace Cocky vnéjsi rohovky. Zda se, Ze je za toto potlaceni zodpovédna
zejména zminéna mechanickd inhibice vnitini rohovky (Filoni et al., 1997). Pokles je
zpisoben hlavné zpomalovanim transdiferenciace vnéjsi rohovky a stale rychlejsim hojenim
vnitini rohovky vedoucim ke stale rychlejSimu vytvéafeni mechanické bariéry proti Sifeni
faktoru sitnice smérem k vnéj$i ¢asti rohovky (Filoni et al., 1997; Filoni, 2009).

Transdiferenciace rohovky je vyvoldna jedinou interakci zahrnujici faktory
produkované sitnici (retindlni faktory). Bylo zjisténo, Ze n€které geny (napf. PAX6, OTX2,
SOX3 nebo PROXI1) jsou exprimovany jak béhem embryogeneze, tak i1 b&hem
transdiferenciace bun€k Cocky do bun€k rohovky (Schaefer et al., 1999). I kdyz ptesné
slozeni retinalnich faktort je zatim stadle nezndme, podstatnou slozkou by mohl byt FGF1,

Vv

(Filoni, 2009).

4 Regenerace kiize

Kuze tvofi primdrni rozhrani mezi vnéj$im prostfedim a samotnym organismem, udrzuje
jeho integritu a slouzi jako strukturni bariéra pfi prevenci ztraty vody, brani vstupu patogentl,
hraje také dtilezitou roli v termoregulaci a je soucdsti senzorického nervového systému.
Jakékoliv poruSeni kiize mize tyto funkce vaZné narusit, a proto je vyZadovana rychla
regeneracni odpoved’, kterd je dulezita pro udrzeni integrity a homeostazy (Peacock et al.,
2015). Poskozeni kiize se miiZze zhojit dvéma zplsoby, bud’ za tvorby jizvy nebo téméf
dokonale obnovenou kizi. U savci kozni oprava obvykle zahrnuje fibrozu, abnormalni
ukladani kolagenu a vznik jizev. Jizva sice obnovuje mechanickou bariéru, nejde vSak o

plnohodnotnou funkéni ndhradu. U savc€ich koznich jizev jsou po regeneraci postradany
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vlasové folikuly a potni Zlazy, a proto neni klize schopna ptispivat napiiklad k termoregulaci
(Driskell et al. 2013; Peacock et al., 2015). Mezi savci vSak byla dokumentovana vyjimka u
africkych ostnatych mysi rodu Acomys (Seifert et al., 2012b; Matias Santos et al., 2016). K
témet dokonalé regeneraci kize dochazi u nékterych obojzivelnikii a plazii, zejména
v souvislosti s regeneraci ocasu (Seifert et al., 2012a; Peacock et al., 2015). U axolotla je
prokdzana dokonala regenerace kiize bez tvorby jizvy, kdy dochdzi k rychlé reepitelizaci
rany (Levesque et al., 2010). V oblasti rany neni patrna pfitomnost neutrofilli, coz naznacuje
nizkou nebo dokonce zadnou zanétlivou reakci. Exprese proteinti béhem hojeni ran se zda
oproti savcum rozdilna (Levesque et al., 2010). S regeneraci kize se mizeme setkat i u
nékterych kostnatych ryb, kdy se tvofi jizva pouze minimalné (zkoumano napt. u dania

pruhovaného) (Richardson et al., 2013).

4.1 Mechanismus regenerace kiiZe u savci

Jak jiz bylo zminéno vySe, i mezi savci se najdou vyjimky a miZze dochdzet k regeneraci bez
jizev. U africkych ostnatych myS$i rodu Acomys byla zjiSténa schopnost autotomie klize a jeji
naslednd regenerace bez jizev, kdy se regeneruji i vlasové folikuly (Seifert et al., 2012b;
Jiang et al., 2019; Obr.4). Tyto drobné druhy hlodavct jsou na hibeté opatteny chlupy
podobnymi bodlindm, které jsou taktéz regenerovany (Gawriluk et al., 2016). Pozoruhodné
také je, ze jsou schopni autotomie, tedy vyuZzivaji odvrzeni kliZze jako Unikovou strategii
v nebezpeci (Seifert et al., 2012b). Kize u rodu Acomys je anatomicky srovnatelna s kiizi u
rodu Mus 1 s kizi jinych hlodavct, ktefi nejsou takovéto regenerace schopni a u nichz se
tvoii jizva. Kiize u Acomys mé vsak nékolik rozdilnych vlastnosti. V hypodermis napiiklad
obsahuje velkou ¢ast tukové tkané (Jiang et al., 2019), ma také vétsi vlasové folikuly a méné
pojivové tkané (Seifert et al.,, 2012b). KiiZze je tedy slaba, malo elastickd a kiehka, je
nachylnéjsi k natrZeni a pf1 manipulaci se lehko odlupuje. RoztrZeni kiize mize vyustit do
velkych otevienych ran, rychle vSak dochazi k hojeni ran pokozky a opétovnému ristu

ostnatych chloupkd, které zcela pokryji ranu (Seifert et al., 2012b; Jiang et al., 2019).
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Obrazek ¢. 4: (a) Acomys kempi, (b) A. kempi po autotomii dorzalni ¢asti kiize, (c) 4. kempi
po 3 dnech od poranéni, (d) 4. kempi po 30 dnech od poranéni. Pfevzato a upraveno z Seifert

et al., 2012b.

Dalsi schopnost, kterd byla pozorovana u africkych ostnatych mysi a kraliki, se tyka
regenerace uSnich tkani (Goss & Grimes, 1972; Gawriluk et al., 2016). Tito jedinci dokazi
zregenerovat diru v uchu, a tak se zd4a, Ze regeneracni kapacita savcti mize byt vyssi, nez se
myslelo (Seifert et al., 2012b; Gawriluk et al., 2016; Jiang et al., 2019). Usni tkan obsahuje
chrupavku, tukovou tkan, sval, dermis a epidermis s bohatymi vlasovymi folikuly a
mazovymi zlazami. Zastupci rodu Acomys jsou schopni vSechny tyto tkané zregenerovat,
vcetné nervovych vldken a cévniho zasobeni (Matias Santos et al., 2016). Béhem procesu
regenerace je pozorovan prstenec vysoce proliferativni tkdné po obvodu rany, ktery roste
smérem dovnitf a zcela uzavird rdnu béhem 2 mésicii (Matias Santos et al., 2016). Pii
pozorovani regenerace usni tkané bylo u A. cahirus potvrzeno, Ze se jednd o epimorfni
regeneraci a poranéni indukuje tvorbu blastému (Gawriluk et al., 2016). S tvorbou blastému

se mizeme setkat i pfi regeneraci ocasu ¢i koncetiny (viz dale).
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Proces tvorby jizev u vétSiny savcii se od dokonalé regenerace kize v nékolika
aspektech lisi. Tkan jizvy se li§i usporadanim dermalniho kolagenu, kterého je nadbytek a
také absenci elastinu. Lisi se 1 proces hojeni téchto ran. U jedinci, u kterych se tvofi jizva,
dochazi nejprve k zanétlivé reakci, fagocytdze bakterii a odstranéni tkanovych zbytka a ke
srazeni krve. Dale je vytvofena granulacni tkan z makrofagh, fibroblastl, kolagenu a
kyseliny hyaluronové. Tkan obsahuje také fibronektin, je dobfe prokrvend a je
charakterizovana infiltraci velkého poctu neutrofila a také expresi prozanétlivych cytokini.
Dochazi k reepitelizaci, kdy je tkan kryta novou epidermis rany. Dale je fibronektin
eliminovan a kolagen typu I je naopak akumulovan. Tento proces vede k hladké jizvé bez
srsti (Richardson et al., 2013; Brant et al., 2015; Brant et al., 2016). Naproti tomu u
regenerace kiize dochézi k rychlejSimu uzavieni epitelu rany (rychlé kontrakci), zpomaleni
vyvoje krevnich elementil, kolagen se v lizku rany ukladd v mens$i mife a je zde sniZend

tvorba granulacni tkané€. Zanétliva faze zde zahrnuje pouze omezeny pocet neutrofild, nizsi

-----

al. 2008; Seifert et al., 2012b; Brant et al., 2015; Peacock et al., 2015). Nasledn¢ dochazi
také k regeneraci vlasovych folikulil (Seifert et al., 2012b).

Dalsi rozdily pii regeneraci poranéni kiize u Mus a Acomys bychom nasli v genové
expresi (Brant et al., 2015; Brant et al., 2016). Lozisko rany u Acomys je charakterizovano
nizkou expresi myofibroblastil, coz je ostry kontrast k normalni odezveé u Mus (Jiang et al.,
2019). Pfi regeneraci ucha je u Acomys pozorovana vysoka hladina nékterych proteint
extracelularni matrix, napf. vimentinu, FN a TNC, ptevazujici kolagen III a naopak nizka
hladina kolagenu 1. Jsou také aktivovany Wnt a BMP signdlni drahy (Seifert et al., 2012b;
Gawriluk et al., 2016; Yoon et al., 2020). U Acomys je detekovana také vysokd hladina
enzymu podilejicich se na remodelaci extracelularni matrix MMP9 a MMP13, které dale
zabranuji agregaci kolagenu. Naproti tomu u Mus je pozorovana vysoké hladina napt. IL6,
TIMPI1 a naopak nizkd hladina FN1, MMP9, MMP13 a je zde vysoky podil kolagen typu I
(Brant et al., 2016; Jiang et al., 2019). U Acomys je také pozorovano nékolik enzymu
spojenych s ubkvitinem, napt. UBA a UBC, které jsou vysoce aktivovany a to ma mj. za
nasledek smérovani cilového proteinu do proteazomil, kde je degradovan. Tyto degradované
proteiny aktivuji dalSi proteiny, které pfispivaji k bunéénému cyklu (Yoon et al., 2020).
Imunitni reakce obou druhii jsou také pomérné odlisné. Oproti imunitni reakci u Mus je u
Acomys imunitni odpovéd’ oslabena a chybi M1 makrofagy (Yoon et al., 2020). Mus
exprimuje vysoké hladiny IL, CXCL, MCP a CSF, zatimco cytokinové reakce u Acomysis
jsou obecné nizké, jedinou vyjimkou jsou IL1 a MIP1 (Jiang et al. 2019).
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To, Ze u Acomys mnoho prozanétlivych cytokini bud’ chybi, nebo jsou ve velmi
nizkych hladinich, mtize byt alespon ¢asteéné zodpoveédné za jejich vynikajici regeneracni
vlastnosti kize. Tyto vysledky naznacuji, Ze v rdn€ Acomys je neptitomnost mnoha cytokinti
vedouci k nedostatku makrofaghi zodpovédna za selhani zvysSené regulace fibrotickych
kolagentl, coz je situace, ktera upiednostiiuje spise regeneracni reakci v kizi nez tvorbu jizev
(Brant et al., 2016). V regenerujici usni tkdni byla vSak zjisténa vyssi koncentrace T- bunék
a také lokalni zvySeni cytokini asociovanych s T-buiitkami b&hem prolifera¢ni faze
regenerace. Zda se tedy, Ze silnd adaptivni imunitni reakce neni antagonisticka vici
regeneraci (Gawriluk et al., 2020) a ze zanétlivé bunky hraji zésadni roli pii regulaci

regeneracni reakce (Simkin et al., 2017).

S Regenerace ocasu

Ocas hraje u Zivo€ichli dileZitou roli v pohybu, rovnovaze, socidlnich a sexualnich
interakcich, termoregulaci a také ve skladovani energie (Clause & Capaldi, 2006; Ferretti,
2011). Stava se vSak Casti téla, na kterou predatoii utoci a také ptisobi jako rozptyleni, napf.
pfi autotomii, kterd u plazii ¢asto regeneraci predchazi (Gilbert et al., 2016).

Regenerace ocasu byla pozorovdna pouze u zivo€ichd, u kterych je micha soucasti
ocasu (Ferretti, 2011), tedy u obojZivelnikl (zkoumano napf. u axolotla mexického (Schnapp
et al., 2005), larvalnich stadii Zab (zkoumano u drépatky vodni) (Mochii et al.,2007), plazd,
(zkoumano naptiklad u gekon¢ika noéniho) (McLean & Vickaryous, 2011), ale 1 kostnatych
ryb (zkoumano u dénia) (Uemoto et al., 2020) ¢i dvojdySnych (Conant, 1973). U zabich
pulct je vyzadovéna i pfitomnost notochordu (Ferretti, 2011). Mechanismus regenerace
ocasu je u téchto skupin velice podobny, ale najde se né€kolik rozdila. Jednim z nich je doba
trvani procesu hojeni ran, kterd u ocasatych obojzivelnikli trva jen n€kolik hodin, u plazi
v8ak az n¢kolik dni. Dal§imi rozdily jsou napftiklad, ze ocasati obojzivelnici jsou oproti
plaztim schopni obnovit i michu a kostni tkan (tedy obratle) a pulci jsou jako jedini schopni
zregenerovat 1 notochord (Gargioli & Slack, 2004; Mochi et al., 2007; McLean, &
Vickaryous, 2011).

Stejné jako u regenerace jinych struktur se jedna o vysoce organizovany proces
vyuzivajici po¢atecni vyvojové programy, ale také mechanismy specifické pro regeneraci,
které produkuji spravné typy a vzorce bunék potiebné k dostatecné obnové struktury a

funkce obétovaného ocasu (Clause & Capaldi, 2006). Podobné jako u koncetiny, se jednd o
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regeneraci komplexni struktury, slozené z nékolika typt tkani, véetné michy, chrupavky a
svali (Schnapp et al., 2005). Regenerace vyzaduje koordinovany rast a patterning
regenerujicich tkani (Schnapp et al., 2005). Soucasti regenerace ocasu je i poskozeni a
nasledna regenerace kiize, ktera byva ve spojitosti s regeneraci ocasu témet dokonala a bez

jizev (zkoumano napi. u gekonc¢ika no¢niho) (Peacock et al., 2015).

5.1 Mechanismus regenerace ocasu u plazi

Ocas je slozeny z ruznych typa tkani, vcetné kiize, kosterniho svalu, cévniho zdsobeni,
tukové tkan€, pojivoveé tkang, patefe a michy. U gekont je navic zajimavé, Ze si po cely zivot
udrzuji také notochord, ktery prochdzi meziobratlovymi ploténkami celé patete (McLean, &
Vickaryous, 2011; Gilbert et al., 2013).

Regenerace ocasu u plazii nasleduje béznou sekvenci morfologickych a
histologickych regeneracnich procesii, v€etné hojeni ran, tvorby blastému, epitelu rany,
apikalni epitelialni ¢epicky a diferenciace, které jsou srovnatelné s jevy pozorovanymi v
jinych modelech regenerace obratloved (McLean, & Vickaryous, 2011). Cely proces
regenerace ocasu lze rozdélit do 7 fazi, kdy v prvni fazi (ihned po amputaci) za¢ina proces
hojeni rany. Po autotomii/ amputaci ocasu dojde k obnazeni nckolika tkdni, vcetné
kosterniho svalstva, tukové tkané, ¢asti obratle a michy. Diky rychlé kontrakci arteridlniho
svérace kaudalni tepny (jedna z adaptaci pro autotomii) a také diky kontrakci okolni
epidermis dojde jen k malé ztraté krve. Objevuje se maly unik krve z midni cévy, ze které se
zacne tvorit sraZzenina. Po vytvofeni srazeniny se micha stdhne z povrchu rany zpét do
nervového kanalku a tato sraZenina poté uzavie praskly konec michy. V této fazi se zmensuje
plocha oteviené rany, pomalu se uzavird, cemuz mj. pomaha vznikla sraZenina slozena
z tkanové tekutiny, krve a tkdnovych zbytkl. Ve druhé fazi se zatdhnou mékke tkané a ¢ast
epitelu rany. V nasledujici fazi je typickd degradace této sraZeniny a také vycnivajiciho
zbytku obratle, ¢emuZz napomahaji osteoklasty a chondroklasty, které spusti resorpci kosti a
chrupavek spojenych s timto obratlem. Dale dochdzi k dokonceni epitelu rany, kdy buiky
tohoto epitelu proliferuji a vzniké apikalni epitelidlni ¢epicka. Ve Etvrté fazi, kterd nastava
pfiblizné mezi 10.-15. dnem po odvrhnuti ocasu, zacina epitel keratinizovat a stava se
siln€j§im. Bunky vyrazné€ proliferuji a dochazi k rastu blastému. Za¢ina byt patrny proces
myogeneze, kdy je nejprve pozorovana agregace monobunéénych buné€k myoblasti. Faze

téchto myoblastii vede ke vzniku myotubi a je spojena s vyvojem myosept. Jak regenerace
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pokracuje, dochazi k diferenciaci na segmentovana svalova vldkna. Tkané jsou bez
pigmentace, tvoii se bohata sit’ kapilar a zacin4d se regenerovat i nervova tkan, vcetné
ependymalnich bun¢k a perifernich axontl. Tyto axony vstupuji do blastému a postupné se
spojuji s diferencujicimi se svaly, pojivovymi tkanémi a kazi. Ependymalni bunky aktivné
proliferuji a vznikajici ependymalni trubice se rozSifuje smérem k apikalni epitelidlni
¢epi¢ce V nasledujici fazi blastém stale roste, bunky proliferuji, epitel je ¢im dal vice
keratinizovany a zacinaji se vytvaret Supiny. Dochazi k regeneraci ¢ésti kaudalni tepny, ktera
je spojend s kaudalni tepnou piivodni Casti ocasu. Na rozdil od plivodni tepny vsSak
regenerovand tepna nevyvijeji svérace, coz naznacuje, ze novy ocas bude haf prizpisoben
pro nasledné amputace. V této fazi také dochéazi k chondrogenezi. V Sesté fazi se regeneruje
dermis a epitel rany je jiz k nerozeznéani od ptivodni epidermis. V posledni fazi, ktera nastava
ptiblizné po 3 tydnech od amputace ¢i autotomie, jsou jiz vSechny tkédné diferencované a
jsou pfitomny i melanocyty, coz znaci zacatek pigmentace tkdni. Regenerovana kostra se
skladd z dutého chrupavéitého kuzele, ktery se napojuje pfimo na puvodni obratel.
Regenerovany kosterni systém, respektive chrupavcity kuzel, uzavird ependymalni trubici.
Po Uplné regeneraci mohou vnéjsi a nejvnitinéjsi vrstvy chrupavcitého kuzele kalcifikovat,
ale kost nevznika (Alibardi, 2010; McLean, & Vickaryous, 2011; Delorme et al., 2012).

Vznikly regenerat se podoba originalu, neni vSak jeho dokonalou kopii. Muze se liSit
naptiklad v tkanové organizaci nebo struktutfe axialniho skeletu a centralniho nervového
systému. Pivodni kostra ocasu se sklada ze série kostnich obratli a notochordu, zatimco v
regenerovaném ocasu jsou tyto struktury nahrazeny dutym chrupavcitym kuZelem.
Nedochazi zde ani k regeneraci hibetnich kofenovych ganglii ¢i Sedé¢ hmoty michy. Misto
toho je vregeneratu ependymalni trubicem, ktera se vyviji jako kaudalni prodlouzeni
epitelidlnich bun¢k obklopujicich centralni kanal michy (McLean, & Vickaryous, 2011;
Higham et al., 2013; Gilbert et al., 2016). Pivodni ocas a regenerat se také muze lisit ve
tvaru, délce, pigmentaci ¢i strukturou Supin (Pichova, 2019).

Zjistilo se, Ze bunky chrupavky pfispivaji k regeneraci i kosterniho svalstva, zatimco
zUstavaji v subapikalnim prostoru jako mozny rezervoar pro tyto tkdné pfi rliistu regeneratu
a maji schopnost se béhem regeneracniho procesu mobilizovat i mimo blastém. Stejné tak
diferencované svalové bunky ptispivaji jak k regeneraci tkani chrupavky, tak i k regeneraci
kosternich svalii (Londono, 2017).

Regenerace ocasu zavisi na stimulaci ristovych faktorti, v€etné fibroblastovych
rustovych faktorti (FGF). Pro tspéSnou regeneraci je nutnd piitomnost FGF v epidermis

rany, které se pravdépodobné uvoliiuji do blastému (Alibardi, 2012). Dal$imi proteiny, které
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jsou spojovany s hojenim ran a regeneraci, jsou napi. PCNA, C3, TGF-B3, aSMA, WES6,
SOX9 a MMP9 (Delorme et al., 2012; Gilbert et al., 2013).

6 Regenerace koncetiny a parovych ploutvi s endoskeletem

Schopnost regenerovat parové télni vybézky po amputaci (koncetiny ¢i ploutve) vcetné
endoskeletu je mezi zivocCichy vice rozsifena, nez se zdalo (viz Obr. 5; Darnet et al., 2019).
Se schopnosti zregenerovat koncetinu se mizeme setkat u obojzivelnikli, zejména u téch
ocasatych (nejvice zkouméano u Colka zelenavého, colka ohinobtichého ¢i axolotla
mexického) a v omezené mife 1 u Zab (nejvice zkouméno u drépatky vodni (Iten & Bryant,
1973; Mescher, 1996; Slack et al., 2004; Kragl et al., 2009; Simon & Tanaka, 2013).
Regenerace kompletnich parovych ploutvi véetné endoskeletu jsou schopni naptiklad bichiii
a bahnici, ale i ne€které kostnaté ryby (Darnet et al., 2019). Dvojdysni (bahnici) jsou
sesterskou skupinou tetrapodi, coz z nich dé€la idealni modelové organismy pro vyzkum
regenerace koncetin. Zatimco paprsky (dermadlni skelet) ploutvi nemaji pfimou homologii
v koncetin¢ tetrapodii, endoskelet koncetiny a endoskeletalni prvky parovych ploutvi u ryb
obsahuji homologické struktury (Schneider & Shubin, 2013; Darnet et al., 2019).

U zab se vSak mlZzeme setkat s regeneraci koncetiny pouze v larvalnich stadiich,
s probihajici metamorfézou se totiZ schopnost regenerovat koncetinu postupné ztraci. Po
metamorfoze dokdze zéba vytvofit pouze jakysi vyrastek, strukturu podobnou hrotu, bez
prstl a patterningu (Endo et al., 2000; Simon & Tanaka, 2013). U metamorfovanych zab je
koncetina regenerovana podél proximodistalni osy, ale chybi iniciace tvorby tkdni podél osy
anteroposteriorni. Toto by mohlo byt pfi¢inou sniZené regenerac¢ni kapacity u dospélcii Zab.
Zda se vsak, zZe epidermis rany spousti tvorbu blastému i po metamorfoze (Endo et al., 2000).
Naproti tomu ocasati obojzivelnici maji schopnost pln¢€ regenerovat koncetiny po amputaci
kdykoli béhem svého Zivotniho cyklu (Han et al., 2005; Vinarsky et al., 2005; Simon &
Tanaka, 2013).
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Obrazek €. 5: Schéma zobrazujici rozSifeni schopnosti regenerovat koncetiny a parové
ploutve po amputaci endoskeletu mezi obratlovci. Regeneraéné nekompetentni linie jsou
zobrazeny oranzové, linie s jednim nebo vice regenerace schopnymi druhy jsou zobrazeny

modre. Pfevzato a upraveno z Darnet et al., 2019.

Komplexnim sledovanim tkéni ozna¢enych GFP proteinem u axolotla se ukazalo, ze
buiiky se béhem regenerace koncetiny nestavaji pluripotentni a zachovavaji si silnou pamét’
své tkané, svou polohovou identitu nebo embryonalni pivod (Kragl et al., 2009). Ukézalo
se také, Ze blastémové buniky koncetin se nepfeménuji mezi jednotlivymi embryonalnimi
zarodeénymi vrstvami a vétSina typi bunék je pii regeneraci koncetin do znaéné miry
omezena na svou vlastni tkanovou identitu. Dermis se jevi jako nejflexibilné;si tkan, tvofi 1
chrupavky a Slachy. To miiZe byt pravdépodobné vysvétleno spole€nym plivodem dermis a
chrupavky z lateralniho pldtu mezodermu. Timto experimentem se dale zjistilo, Ze sval
zUstava omezeny primarn€ nebo vyhradné na svalovou linii; Schwannovy buiiky jsou jasné
omezeny na nervoveé ustroji a chrupavka pravdépodobné pochézi z fibroblasti pojivoveé
tkan¢. VSechny tyto tkan¢ spole¢né ptispivaji k tvorbé blastému (Kragl et al., 2009). V
prvotni fazi je blastém bez inervace a bez cévniho zastoupeni, pozdéji zacne dochdzet

k diferenciaci bunék, morfogenezi, kontrolovanému ristu tkané a k revaskularizaci a
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opétovné inervaci. Rediferenciace byva iniciovana od proximalniho k distalnimu a od
anteriorniho k posteriornimu konci (Stocum, 2017). Blastemové bunky maji dva typy
bunécné paméti. Prvni z nich je pamét’ specifickd pro fenotyp koncetin a rodi¢ovskych
bungk, tzn. ze svali vznikaji svaly, ze Schwanovych bun¢k Schwannovy bunky apod. (Kragl
et al., 2009). Druhym typem paméti je pozi¢ni identita, pamét’ polohy piivodu blastemovych

bun¢k ve vztahu k buiikdm sousednim (Stocum, 2017).
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Obrazek €. 6: Schéma zobrazujici pribeh regenerace koncetiny u ocasatych obojzivelniki.

Ptevzato a upraveno z Joven et al., 2019.

6.1 Mechanismus regenerace koncetiny u ocasatych obojZivelnikii

Tento typ regenerace je zajimavy svou komplexitou. Jedna se o slozitou strukturu s riznymi
typy tkéni, kdy se regeneruje hned n€kolik tkdni, od chrupavky, ptes sval, dermélni a svalové
fibroblasty az po Schwannovy buiiky (Nye et al., 2013). Regenerace koncetiny je definovana
jako jev, pii1 kterém amputace koncetiny (kdekoli podél proximalni az distalni osy) vede
k vytvoteni nové funkéni koncetiny. Tento proces zahrnuje mj. zaclenéni ptislusnych
segmentl koncetiny podél proximalni - distalni, anteriorni - posteriorni a dorzalni - ventralni

osy (Simon & Tanaka, 2013).
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Regenerace koncetiny u obojzivelnikl se déje mechanismem epimorfozy za tvorby
blastému (McCusker et al., 2015). Tento proces zac¢ina v momenté, kdy dojde k rozpoznani
tkanového poranéni. VSechno zacind tvorbou srazeniny, aktivuje se imunitni systém a
dochazi k bunécné apoptoze (Tanaka, 2016). Regeneraci koncetiny lze rozdé€lit do tii
hlavnich fazi a to 1) faze hojeni ran a dediferenciace tkani pahylu, 2) akumulace a rist
blastému a 3) diferenciace a morfogeneze regeneratu (viz Obr. 6). Prvni faze zacina ihned
po amputaci a trva piiblizné 11 dni. Jiz béhem prvnich 24 hodin dochazi k migraci
keratinocytl a k pokryvu rany tenkou prtthlednou vrstvou epidermis (Iten & Bryant, 1973).
Prvotni reakce organismu na poranéni odliSuje mechanismy vedouci k regeneraci u
obojzivelniku od mechanismli vedoucich k hojeni ran a tvorbé¢ jizev u savcli. Mezi prvotni
reakce patii prave tvorba epidermis, ktera je schopna uzaviit amputa¢ni ranu béhem nékolika
hodin. To se dramaticky li$i ve srovnani s ranami savci, jejichz uzavieni trva nékolik dni
(Han et al., 2005).

Tento epitel pokryvajici ranu postupné diky migraci a proliferaci kerationcyti a také
diky ptisobeni neurotrofnich faktorti na epitel rany na svém vrcholu houstne a tvoti apikalni
epitelidlni ¢epicku (Mescher, 1996; Monaghan et al., 2012). Tato ¢epicka hraje stézejni roli
v regeneraci koncetiny, mj. je distdlnim signalizaCnim centrem pro podporu mitdzy
blastémovych bunék (Stocum, 2017; Makanae & Satoh, 2012). Cepi¢ka a nervy vytvateji
specifické prostiedi, které inhibuje hojeni ran a indukuje regeneraci prostrednictvim tvorby
blastému. Pfedpoklada se, ze signalizace FGF (fibroblastovych riistovych faktoril) a aktivita
matrixovych metaloproteinaz se podili na vytvafeni regenerativniho prostfedi. Uvadi se, Ze
fokalni adhezni kinaza tidi migraci fibroblastii v regeneraci koncetiny axolotla (Makanae &
Satoh, 2012).

Po 6-8 dnech po amputaci za¢ina byt patrnd dediferenciace tkani, zejména kosti a
svalll a pod apikalni epidermis se zacinaji objevovat prvni buiiky blastému. V epidermis,
ktera pokryva ranu, jsou v této fazi vidét obCasné¢ melanocyty. Ve druhé fazi, ke které
dochazi mezi 10.-20. dnem po amputaci, stale dochazi k rozsdhle dediferenciaci tkdni a
bunck v blastému ptibyva. Mezi regenerovanou pokozkou a bunikami blastému je casto
pfitomen maly puchytkovity prostor s tkdnovym odpadem, postupné se zmenSuje a
tkanového odpadu ubyva. Mezi 14.-20. dnem jsou pii podsviceni poprvé vidét malé cévni
kanalky s proudici krvi a v blastému Ize vidét mnoho kapilar. Tteti faze nastupuje ptiblizné
po 18 dnech od amputace a trva do 40. dne. V této fazi je patrna sit’ kapilar skrz cely
regenerat a jiz nedochézi k dediferenciaci tkani. Kromé melanocytl v regenerované pokozce

jsou v blastému patrné i rozptylené dermalni melanofory. V této fazi je poprvé pozorovana
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chondrogeneze a kolem 22. dne po amputaci lze pozorovat i prvni znamky myogeneze.
Vétsina regeneratu se jevi jako chrupavka, sval nebo pojivova tkan. Mezi 24.-30. dnem po
amputaci se zacinaji vytvaret prsty, které jsou odd€lovany ¢im dal ostieji (Iten & Bryant,
1973). Vznikla chrupavka postupné prochazi procesem osifikace, kdy se timto zptisobem
objevuje v regeneratu kost (Mescher, 1996).

Béhem ranych fazi regenerace 1ze misto amputace snadno rozeznat kvili rozdilim v
pigmentaci mezi pahylem a regeneratem, ale tato hranice se stane nerozeznatelnou tfetim

nebo ¢tvrtym tydnem regenerace (Iten & Bryant, 1973).

6.2 Regenerace parovych ploutvi s endoskeletem

Regenerace ploutvi probihd stejné jako v pfipadé koncetin u ocasatych obojzivelnikli za
tvorby blastému (Nikiforova & Golichenkov, 2011; Nogueira et al., 2016). Na morfologické,
molekularni a bunééné Grovni je regenerace ploutvi u bahnikli velmi podobna regeneraci
koncetin u ocasatych obojzivelniki, 1 v genové expresi byla nalezena vysoka podobnost,
napf. silné snizena regulace genti kddujicich svalové proteiny nebo naopak zvysena regulace
genu kodujici matrixové metaloproteindzy, dale zvysena regulace onkogent, vyvojovych
gent, TGFB1 a FN1 (Nogueira et al., 2016; Darnet et al., 2019). Morfologické kroky vedouci
k tvorbé blastému jsou ndpadné podobné a zahrnuji rozsahlou histolyzu, tvorbu apikdlni
Cepicky a blastém bez bazalni membrany (Nogueira et al., 2016).

U juvenilnich bichirovitych (konkrétné u bichirka Uhotovitého (Erpetoichthys
calabaricus) a bichira senegalského (Polypterus Senegalus)) se zkoumaly prsni, bfisni a
ocasni ploutve. Zkoumaly se vSechny tyto typy za ucelem, aby se zjistily obecné&jsi
regeneracni schopnosti u téchto télnich vybézkl. Ploutev se regeneruje za tvorby blastému,
ze kterého ploutev vznika de novo. Po tfech tydnech od amputace se mezi obéma castmi
ploutve objevi vyrazna hranice a v distalnim laloku se vytvoii kostni paprsky. Uplna
regenerace prsnich ploutvi trva v priméru 2,5 mésice. Analyza regenerovanych parovych
ploutvi ukazuje, Ze strukturélni slozitost a charakteristické anatomické rysy endoskeletu jsou
v regenerovanych ploutvich zachovany, av§ak ploutve se mohou vice ¢i mén¢ od ptiivodnich
lisit. LiSit se mohou naptiklad po¢tem konkrétnich kosternich ¢asti v regenerovanych prsnich
a panevnich ploutvich, kterych je ¢astokrat mén€ nez v piivodni ploutvi a pti opakovanych
regeneracich se zvysSuji redukéni trendy (Nikiforova & Golichenkov, 2011).

Navic se ukazalo, ze krom téchto zminénych se po amputaci parové ploutve objevila

regenerace 1 u dalSich dvou zastupci bazalnich skupiny paprskoploutvych ryb a to u
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veslonosa amerického (Polyodon spathula) a kostlina skvrnité¢ho (Lepisosteus oculatus)
(Darnet et al., 2019). Piekvapivé se zjistilo, ze i mezi kostnatymi rybami jsou druhy, které
jsou schopny zregenerovat parovou ploutev i po amputaci véetné¢ endoskeletu. Byly
zkoumany 4 druhy, z toho u 3 se regenerace objevila, jednéd se o kancika piicnopruhého
(Amatitlania nigrofasciata), vrubozubce paviho (Astronotus ocellatus) a karase zlatého
(Carassius auratus) (Darnet et al., 2019). Druh, u kterého se regenerece neobjevila ani po
90 dnech byl ¢ichavec Sedy (Trichopodus trichopterus). Nedostatek regeneracni kapacity
muze byt mezi kostnatymi rybami rozsifen. Regenerace ploutvi po amputaci endoskeletu se
da vnimat jako slozita vlastnost predku, kterd byla nasledné zachovana u nékterych druha,
jako jsou ty, u kterych se prokazala schopnost regenerace Nabizeji se dvé moznosti: 1) Jedna
se o sekundarni ztratu regeneracni kapacity u urcitych druhi kostnatych ryb, kterym tato
regeneracni kapacita ploutvi chybi, 2) Pfitomnost regenerace u n¢kterych druhii kostnatych

ryb miize vyplyvat z opétovného ziskéani této regeneracni kapacity (Darnet et al., 2019).

7 Zavér

Regenerace je chapana jako obnova poskozenych ¢i Gplné ztracenych tkéani, kdy proces
zahrnuje obnovu tkanové struktury i funkce. Ve vétSiné ptipadl regenerace se na tvorb& noveé
tkané podileji zejména jiz diferencované bunky, které znovu vstupuji do bunééného cyklu,
proliferuji a davaji vzniku nové tkani. Tento proces provazi ve vetSing piipadll zanét a
imunitni reakce, jejichz intenzita se u riznych skupin zivoc¢ichti lisi a hraje zfejmé dulezitou
roli v iniciaci regenerace. DalSimi kli¢ovymi kroky b&hem rané regenerace je reepitelizace
proces také zahrnuje aktivaci riznych signalnich drah, z nichz nékteré byvaji aktivované jiz
beéhem embryogeneze a znovu se aktivuji béhem regenerace, zatimco nekteré jsou specifické
pro regeneraci a aktivuji se specificky béhem ni. Dochazi ke zvysené ¢i naopak snizené
regulaci genli kodujici proteiny, které maji rtizné funkce. Regenerace obratlovci Casto
probiha mechanismem epimorfni regenerace za tvorby blastému. Béhem epimorfni
regenerace zprostfedkované blastémem se dediferenciaci ziskdvané progenitorové bunky
mnozi a vytvaieji heterogenni uskupeni bun€k. Ty nésledné podléhaji diferenciaci, aby
regenerovaly chybéjici struktury. Za pteborniky v regeneraci jsou povaZovani zejména

ocasati obojZivelnici, ktefi jsou schopni rozsahlé regenerace po cely zivot. Naopak schopnost
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obnovy tkani a struktur u ptaki ¢i savct je relativné omezena. Avsak regeneracni kapacita
savcll miize byt vyssi, nez se dlouhou dobu zdalo.

Otazka, pro¢ maji savci oproti vét§ingé zivoCichl nizSi regeneracni schopnosti,
zustava stale nezodpovézena. Nabizi se vSak n¢kolik moznych pficin. Omezena schopnost
regenerace by mohla napftiklad plynout z neschopnosti nékterych bunék opétovné vstoupit
do bunécného cyklu nebo také z nedostatecné proliferace. Dale se zd4, ze by mohla byt
ptekazkou zvySena exprese prozanétlivych cytokini, silnd imunitni odpovéd’ a rozsahla
zanétliva reakce. V neposledni fadé ziejme hraje roli nedostate¢nd/chybéjici aktivace

nekterych signalnich drah ¢i naopak aktivace drah, které nejsou pro regeneraci zadouci.
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