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Abstrakt

Zaby rodu Xenopus predstavuji idedlni modelovy organismus pro studium regenera¢nich
procesil. U Zab lze kompletni regeneraci pozorovat ve stadiu pulce. V pozdéjsich stadiich
vyvoje je tato schopnost ztracena. V Laboratofi vyvojové biologie se podarilo zaloZit
bunécnou kulturu spolecnych progenitora Sertoliho a peritubularnich myoidnich bunék
(XtiSC) odvozenou z varlat samce X. tropicalis.

Tyto bunky vykazuji obdobné charakteristiky jako mesenchymalni kmenové buiiky,
jeZjsou v soucasné dobé predmétem zajmu mnoha védcl pro své imunomodulacéni
vlastnosti a multipotentni diferenciacni a regenera¢ni potencial. V této praci byl studovan
regeneracni a migracni potencial XtiSC po amputaci ocasu u pulcti X. tropicalis ve stadiu
47 - 50. Pro usnadnéni transplantacnich experimenti byla vytvorena transgenni linie
XtiSC exprimujici RFP. Pomoci transplantacnich experimentti pak byla potvrzena
preferencni migrace XtiSC do mista zranéni. S vyuzitim pulct X. laevis s vyiazenou funkci
NO syntaz eNOS a nNOS bylo rovnéz zjisténo, Ze migrace XtiSC do mista zranéni je
zprostfedkovana signalizaci oxidu dusnatého. Imunocytochemickym barvenim XtiSC
in vitro byla zjisténa pozitivni exprese iNOS, nNOS a Pax7. Imunohistochemické barveni
vibratomovych fezli ocasu pulcli s transplantovanymi XtiSC potvrdilo castecnou
kolokalizaci XtiSC barvenych proti RFP s iNOS, nNOS a Pax7. Dale byla testovana
schopnost XtiSC produkovat NO. In vitro jsme produkci NO nepotvrdili ani po stimulaci
riznymi faktory. Prostrednictvim fluorescencniho indikatoru NO DAF-2DA byla in vivo
prokazana produkce NO u XtiSC transplantovanych do pulci X. tropicalis. Genova
expresni analyza metodou RT-PCR prokazala u XtiSC pozitivni expresi markert ROC,
které jsou pro spravny pribéh regenerace klicové. Tyto vysledky naznacuji moZny

regeneracni potencial XtiSC.

Klicova slova: regenerace, Xenopus tropicalis, Sertoliho buiiky, amputace, ocas, kmenové

buiiky, oxid dusnaty, ROC, satelitni buniky



Abstract

African clawed frogs (Xenopus) represent an ideal model organism for study
of regeneration mechanisms. In frogs, complete regeneration occurs in the tadpole stage.
In later stages the regeneration capacity is lost. The Laboratory of Developmental biology
was successful in establishment of cell culture called Xenopus tropicalis immature Sertoli
cells (XtiSCs) derived from X. tropicalis testes. These cells are common progenitors
of Sertoli cells and peritubular myoid cells. XtiSCs show similar characteristics
as mesenchymal stem cells. MSCs hold interest of scientists for their immunomodulatory
properties and multipotent differential and regeneration potential.

In this thesis, we studied regeneration and migration potential of XtiSCs after X. tropicalis
tadpole’s tail amputation in developmental stage 47 - 50. Transgenic XtiSCs culture
expressing RFP was prepared to facilitate transplantation experiments.

Transplantation experiments showed preferential migration of XtiSCs into the site
of injury. XtiSCs transplantations in X. laevis tadpoles with downregulated NO synthases
eNOS and nNOS revealed their migratory dependence on nitric oxide signalization.
Imunocytochemical staining of XtiSCs in vitro showed positive iNOS, nNOS and Pax7
expression. Imunohistochemical staining of tadpole’s tail vibratome sections containing
transplanted XtiSCs confirmed partial colocalization of RFP positive XtiSCs and iNOS,
nNOS and Pax7.

Later on, we focused on NO production. NO production wasn’t observed in XtiSCs in vitro
even after stimulation. Nevertheless, fluorescent DAF-2DA NO indicator confirmed its
production in XtiSCs in vivo after their transplantation into X. tropicalis tadpoles. Gene
expression analysis using RT-PCR revealed positive expression of ROCs markers in XtiSCs.
ROCs are crucial for proper regeneration. Results gained in this study suggested possible

regeneration potential of XtiSCs.

Key words: regeneration, Xenopus tropicalis, Sertoli cells, amputation, tail, stem cells,

nitric oxide, ROC, satellite cells
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1. UOvod

Kmenové bunky jsou v poslednich desetiletich intenzivné sledovanym tématem.

Vzhledem ke svym vlastnostem predstavuji slibny nastroj pro pouZiti v oblasti
regenerativni mediciny. Kmenovych bunék existuje nékolik typt a ty se mezi sebou lisi
z hlediska diferencia¢niho potencidlu a sebeobnovovaci kapacity. NejSirSim
diferencia¢nim potencialem disponuji ESC, ty nicméné prinasi etické problémy s ohledem
na jejich ziskavandi.
DalSim atraktivnim typem kmenovych bunék jsou iPSC, které vznikly cilenou
reprogramaci. U téchto bunék se ale objevuje problém s jejich moZnou tumorogenicitou
a také imunitni reakci hostitele pri transplantaci iPSC, ktera maze vést k rejekci. Z téchto
divodi jsou slibné MSC, které sice ztraceji na diferenciacnim potencialu, ale lze je
snadnéji ziskat. Diky svym imunomodula¢nim a protizanétlivym vlastnostem a niZsim
rizikem rejekce by mohly byt idealni pro terapeutické vyuZiti.

V Laboratofi vyvojové biologie byla uUspésné zaloZena bunécna kultura XtiSC
neboli nezralych Sertoliho bunék X. tropicalis odvozenych z varlat juvenilniho samce.
Tyto buiiky jsou progenitory Sertoliho bunék a peritubularnich myoidnich bunék.
XtiSC vykazuji multipotentni diferenciacni potencial a migratorni schopnost. Mimo jiné
exprimuji nékolik pluripotentnich markeri a povrchové markery MSC. Predmétem
zajmu jsou i mozné imunomodulacni schopnosti XtiSC. Lze tedy tici, Ze XtiSC disponuji
podobnymi vlastnostmi jako MSC.

Cilem této diplomové prace bylo provérit regeneracni potencial XtiSC u pulcti
X. tropicalis. Ac¢koliv se pro studium kmenovych bunék castéji vyuzivaji savéi modelové
organismy, pouziti X. tropicalis poskytuje vyhody. Zaby rodu Xenopus maji vnéjsi
embryondlni vyvoj a prihlednd embrya, coZ znacné usnadiuje transplantacni
experimenty. Pulci xenopa disponuji znacnou regeneracni kapacitou, ktera je vyssi nez
u savcl. Na druhou stranu ale regenerace ocasu u pulct sdili podobné mechanismy
s regeneraci svalu u savci. Vysledky ziskané studiem regenerace ocasu pulci jsou tak

pomérneé snadno aplikovatelné i na savéim modelu.



2. Literarni prehled

2.1 Kmenové bunky

2.1.1 Charakteristika kmenovych bunék

Kmenové burnky lze definovat
jako nediferencované bunky, jez

disponuji neomezenou :
Oplozeni

sebeobnovovaci kapacitou a rovnéz _‘L
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Totipotentni kmenové burky
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potencialu, tedy dle schopnosti
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délime kmenové buriky E/( {Po%;—;\% o™
~— *o5% i
: / , ; e ;
na totipotentni, pluripotentni, S Krvinky Neurony Chondrocyty

multipotentni a unipotentni (viz. Obr. Obrdzek 1.: Schematické zndzornéni déleni
kmenovych bunék dle jejich diferenciacniho
potencidlu.

maji  schopnost diferencovat v jakykoliv typ bunék jedince vcetné bunék

1). Totipotentni kmenové burky

extraembryonalnich tkani. Tyto bunky se vyskytuji vembryu v priibéhu ¢asného vyvoje.

Piikladem pluripotentnich bunék jsou pak embryondlni kmenové burnky, ty
nalézame ve stadiu blastocysty a diferencuji v bunky vSech tii zarode¢nych listi.

Charakteristikou multipotentnich kmenovych bunék je schopnost prirozené
diferencovat do vice neZ jednoho bunécného typu, coz splnuji kupiikladu mezenchymalni
kmenové buriky (Pittenger a kol., 1999).

Nejvice omezené jsou pak unipotentni kmenové buiiky, které diferencuji pouze
v jeden bunécny typ, stale si vSak udrzuji schopnost sebeobnovy. Vyznamnym milnikem
byl objev indukovanych pluripotentnich bunék. Pripravuji se cilenou modifikaci jiz
diferencovanych bunék a vykazuji obdobné znaky jako embryonalni kmenové buiky

(Takahashi a Yamanaka, 2006).



2.1.2 Mezenchymalni kmenové bunky

MSC byly poprvé rozpoznany a popsany v kostni dfeni u mysi jako populace

adherentnich a fibroblasty pripominajicich bunék (Friedenstein a kol., 1976).
Dnes je definujeme jako nehematopoetické bunky, tedy samovolné neschopné
diferencovat v krevni bunky, které ale mohou dat vznik butikdm tkani mezodermalniho
ptivodu (tj. svaly, kosti, Slachy, chrupavky a tukova tkan). Jsou to tedy kmenové burky
s multipotentnim diferencia¢nim potencidlem (Pittenger a kol., 1999).

Objev MSC byl na poli védy senzaci, neni tedy divu, Ze vzbudil zajem mnoha
vyzkumnych tymt. S postupem casu byly objeveny nové zptisoby izolace MSC a védci
se nasledné rozchazeli i v jejich definovani. Za timto ucelem ustanovila spole¢nost
International Society for Cellular Therapy trojici kriterii, kterd charakteristiku

arozpoznavani lidskych MSCs usnadnuji (Horwitz a kol., 2005; Dominici a kol., 2006).
A sice:

e Adherence bunék k plastiku

e Exprese specifickych povrchovych antigenli - 95% populace musi exprimovat
CD105,CD73 a CD90, a zaroven postradat expresi CD45, CD34, CD14 nebo CD11b,
CD79a nebo CD19 a HLA tridy II.

e Multipotentni diferenciacni potencidl - schopnost diferencovat in vitro

v osteoblasty, adipocyty a chondroblasty.

Nicméné MSC

mohou po vhodné

’ Chondrocyty
A \ stimulaci diferencovat
enocyty

0) ido bunék jiného nez
Rel — S — O mezodermalniho

— ?——-l_” N ) Fibroblasty

: -.s - ptvodu. Ochotné

A
/ diferencuji napriklad
. | x

@
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vtenocyty, myocyty,
® p \L nervové a epitelidlni

@ ~(
buriky a dalsi (viz. Obr.

Adipocyty

Neurony

Myocyty 2; shrnuto v Gimble
Obrazek 2.: Multipotentni diferenciacni potencial MSC. akol., 2008).
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Po transplantaci nejen Ze migruji do mista vzniklého poranéni, ale rovnéz produkuji

solubilni faktory, které pisobi inhibi¢né na imunitni systém.

MSCs byly dlouho povaZovany za imunologicky privilegované kmenové bunky, minimalni

riziko rejekce po alogenni transplantaci predstavovalo obrovskou vyhodu pro jejich

pouziti (Le Blanc, 2003; 2006). Naproti tomu dnes je tato schopnost predmétem spori

(Ankrum a kol., 2014).

Z tohoto divodu je v dneSni dobé aktivné zkoumdan terapeuticky efekt MSC

na autoimunitni choroby jako je napriklad diabetes mellitus (Daneshmandi a kol., 2017).
MSC maji také prokazatelné pozitivni vliv na regeneraci mnoha typa tkani

od poskozeni myokardu (Du a kol., 2008) pi'es poranéni michy a kiize (Mansilla a kol,,

2005) az k defektiim jaterni tkané (Chang a kol., 2009).

MSC jsou tudiZ velkym ptislibem pro regenerativni medicinu.

2.1.3 Sertoliho bunky

Sertoliho bunlkky jsou podlouhlé somatické bunky, které nalézame

v semenotvornych
kanalcich varlat. y e { '

Zde se odehrava cely / e
proces spermatogeneze. f Y& .\; \ Sertoliho bufka
4 \\)\!/l [ e
; % / { )
Sertoliho buriky e/ | /,,_L\ @/
Spermatidy [/ . [ N }
v '3 , ’ N .// I\ \ // .
prisedaji k  bazalni B ./Z;‘;i \ ® ()
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laminé, jsou ohraniceny
vrstvou peritubularnich
myoidnich bunék
avycnivaji do stifedu

kanalku (viz. Obr. 3).

Peritubularni
myoidni bufiky

Jsou v primém Kkontaktu

s pohlavnimi bunkami,

Intersticidlnf prostor
(Leydigovy bunky)

pro jejichz vyvoj jsou
Obrdzek 3.: PriiFfez semenotvornym  kandlkem.
Semenotvorny kandlek je tvoren Sertoliho burikami, na bazdln{
strané je obklopuje vrstva peritubuldrnich myoidnich bunék
a Leydigovych bunék. Spermatogeneze postupuje ve sméru
od bazdlni laminy do stredu kandlku.

zcela nepostradatelné.



Vyvijejicim se spermiim poskytuji nezbytnou ochranu a vyZzivu, produkuji regula¢ni latky
a udrzuji mikroprostredi kanalku. Mimoto také fagocytuji nepotiebné zbytky.

V procesu spermatogeneze se ze spermatogonidlni kmenové burlky postupné
ve sméru od bazalni laminy ke stfedu kanalku vyviji spermaticka burika.
Dozravajici spermatické bunky maji na svém povrchu antigeny, které mohou byt
rozpoznavany imunitnim systémem, a zplisobovat tak imunitni odpovéd (Ryan
a Fitzpatrick, 1986).
Tomuto brani Sertoliho buriky, vzajemnym propojenim pomoci tésnych spoji vytvari
hemato-testikularni bariéru, jiZ projdou jen vybrané molekuly. V kandlku se tak
ustanovuje mikroprostredi podminujici vyvoj a dozravani spermatickych bunék (Dym
a Fawcett, 1970). Sertoliho buniky mimo jiné vykazuji schopnost pieZivat v organismu
poalogenni i xenogenni transplantaci, ale také =zvySuji prezivani bunék
pfi kotransplantacich (Bistoni a kol., 2012).
2.1.3.1 Nezralé Sertoliho buiiky X. tropicalis

Vlaboratofti skolitele se podaftilo
zalozit bunéc¢nou kulturu XtiSC neboli
nezralych Sertoliho bunék X. tropicalis
(drive také XtTSC) odvozenych z varlat
juvenilniho samce (viz. Obr. 4). U téchto
bunék byla prokazana exprese markert
nezralych Sertoliho bunék (Sox9,
vimentin, cytokeratin a [f-katenin), ale

i peritubuldrnich myoidnich bunék

G- —EZEEFEF Hg o ] (Sma a lif), ¢imZ byla potvrzena
[ XUTSCE | LIF- E BEP
3 E-= lowr | existence spoletného progenitoru pro
é o tyto bunécné typy u X tropicalis
= E Lo e (Tlapakova a kol., 2016; Nguyen a kol.,

Dty kultivace Intenzita fluore scence 20193, 2019b)
Obrdzek 4.: Charakteristika XtiSC. Naopak exprese markerﬁ Zérodeén}']ch
Dlouhodobou kultivaci  XtiSC  dochdzelo

k formovdni kolonii XtiSCc na podpiirné vrstvé
XtiSC (A, B). Pro usnadnéni in vivo experimentii
byla vytvorena transgenni linie XtiSC-RFP (C, D)
(Tlapdkova a kol,, 2016).

bunék (dazl, ddx4 a ddx25) byla u XtiSC

vyvracena, coz dokazuje jejich

somaticky ptlivod.



Je rovnéz dilezité zminit, ze XtiSC byly negativni na markery typické pro Leydigovy
buniky. Analyza genové exprese dale odhalila expresi nékolika gena pluripotence (kif4,
c- myc, tert), nicméné bunlky byly negativni v ostatnich klicovych genech pluripotence
(pouf5f3.1, pouf5f3.2, pouf5f3.3 a sox2), coz naznacuje, Ze nevykazuji pluripotentni
potencial. Expresi dal$iho dtlezitého markeru pluripotence, nanog, nelze prokazat, jelikoz
u Zaby rodu Xenopus dosud nebyl popsan jeho homolog (Silva a kol., 2009).

Nasledné byla potvrzena také pozitivni exprese markert charakteristickych pro MSC
(itgb-1-cd29, cd44 a thy1-cd90; viz. Obr. 5). Pro usnadnéni in vivo pokusu byla vytvorena
transgenni linie XtiSC-RFP exprimujici Katushka RFP pod CAG promotorem (viz. Obr. 4).
Genové expresni analyze byly podrobeny jak XtiSC a XtiSCc, tak i XtiSC-RFP a XtiSCc-RFP,
a byl tak prokazan podobny expresni profil téchto bunék (viz. Obr. 5; Tlapakova a kol.,
2016).

A B
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[-8

Zkratka
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genu

Varlata
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XtiSC-RF|

XtiSCc-RFP|
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Varlata
XtisC
XtiSC-RFP
XtiSCc-RFP
XtiSCc
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kif4 Kruppel-like factor 4 ENSXETT00000012646
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G5 | o no e 25 ENSXETT00000064463
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itgb1 includes MDF2) ENSXETT00000048743 s o
™
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roup) = o S 3 5
thy1 Thy-1 cell surface anfigen ENSXETT00000046686 lm ¥ 2 2 a 2
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sox9 ﬁg\r;sex determining region¥) -| £ o e r0000048344 |_|
vim  |vimeniin ENSXETT00000016267 |m

Kontrolni gen

ode1 |ornimme decarboxylase 1 | ENSXETT00000007603 |m

Obrazek 5.: Charakteristika XtiSC. Analyza genové exprese XtiSC, XtiSCc, XtiSC-
RFP, XtiSCc-RFP atkdné varlat X. tropicalis (A). qPCR heatmapa markert
zdrodecnych bunék a markert spojenych s varlaty (B) (Tlapdkovd a kol, 2016).



XtiSC rovnéz vykazuji znany migratorni i diferencia¢ni potencial, byly ochotny in vitro
diferencovat v chondrocyty, adipocyty a osteocyty (Strnadova, 2016).

Nguyen a kol. prokazali indukci EMT u XtiSC oSetfenych pomoci CHIR99021, coZ mélo
za nasledek rozsireni diferencia¢niho potencidlu. Takto stimulované buiilky mnohem
ochotnéji diferencovaly v buiiky mezenchymalni rady in vitro, a navic i v kardiomyocyty
in vivo. Rovnéz byla pozorovana upregulace pluripotentniho markeru sox2 a povrchovych
markeri MSCs cd44 a itgb-1-cd29. Dale byl naznacen jejich migratorni potencial in vivo,
kdy byla pozorovana migrace do mista zranéni, a in vitro pomoci migrace smérem
k rakovinnym bunikdm (Nguyen a kol., 2019a; 2019b).

Kratce po mikroinjekci do peritonedlni dutiny pulci X. tropicalis XtiSC migrovaly
do oblasti srdce, stfeva apronefros (Tlapakova a kol, 2016), coz jsou také hlavni
migratorni cile MSC injikovanych do krevniho obéhu mysi (shrnuto v Cornelissen a kol.,
2015).

Z prozatimnich vysledkt Ize tedy konstatovat, ze XtiSC vykazuji podobné charakteristiky
jako MSC.



2.2 Xenopus tropicalis jako modelovy organismus

Skupina africkych drapkatych Zab zahrnuje dva zcela vyjimec¢né zastupce, jimz

se na poli védy dostalo nebyvalé pozornosti - Xenopus laevis (Drapatka vodni) a blizce

pribuzny Xenopus tropicalis (Drapatka africka).

Zaby rodu Xenopus fadime fylogeneticky do tiidy Amphibia (Obojzivelnici), podtiidy

Ecaudata (Bezocasi), tadu Anura (Zaby), Celedi Pipidea a podceledi Xenoponidae (de Sa

a Hillis, 1990; Cannatella a de Sa, 1993). Rod Xenopus se nasledné déli do dvou vétvi,

z nichZ prvni (Xenopus) reprezentuje X. laevis, a druhou (Silurana) X. tropicalis (Evans

akol, 2004).

Dosavadni studium na Zabach Xenopus prispélo k objasnéni a pochopeni mnoha

procesi bunécné a vyvojové biologie. Podobné jako dalsi zastupci obojzivelnikd (mlok

X. tropicalis

Obrdzek 6.: Srovndni dospélcii a pulci X.
tropicalis a X. laevis. (A) Stddium ocasniho pupenu
- stddium 22 (B) Pulec se zacind pohybovat -
stddium 41 (C) Pulec zacind filtrovat potravu -
stddium 45 (shrnuto v Niewkoop a Faber, 1994;
upraveno dle Hellsten a kol., 2010)

I N N

vyuziti oocytli i embryi pro mikromanipulace.

acolek) je i Xenopus idedlnim
modelem pro studium
embryonalniho vyvoje i regenerace
jako takové. Nejvétsiho rozmachu
jako modelovy organismus vsak
dosahl v poloviné minulého stoleti
X. laevis, kdy byl vyuZivan jako
tehdy nejsnadnéjsi forma
téhotenskych testli  (Bellerby,
1934; Shapiro a Zwarenstein,
1934).

Jak u X. laevis, tak i u X
tropicalis 1ze navodit ovulaci
kdykoliv béhem roku
prostrednictvim  injekce = hCG
zavysledné produkce velkého
mnoZzstvi snadno dosazitelnych
embryi. Dostatecna velikost

a extrauterinni vyvoj umoZiiuje



Dnes jiz plné osekvenovany genom (Hellsten a kol., 2010) a moZnosti transgeneze
(Amaya a kol., 1998) dotvari obraz xenopa coby idealniho modelového organismu, ktery

snadno konkuruje i savéim modelim.
2.2.1 Srovnani Xenopus laevis a Xenopus tropicalis

X. tropicalis je stejné tak jako tradi¢né uZivany X. laevis vhodnym modelovym
organismem pro studium regenerace u obratlovci, a to jak jednobunécného hojeni
u oocytd, tak i mechanismu mnohobunécnych tkanovych a organovych oprav u pulci
i dospélcti (shrnuto v Li a kol., 2016). Ve srovnani s X. laevis ma znacnou vyhodu v mensi
velikosti genomu, oproti pseudo-tetraploidni X. laevis je X. tropicalis diploidni (viz. Tab.
1.), a tudiZ vhodnéjsi ke genetickym manipulacim (Amaya a kol., 1998).)

Mimo jiné ma X. tropicalis o poznani kratsi generacni dobu trvajici 4 - 6 mésicii, namisto
8 - 12 mésica u X. laevis (viz. Tab.1).

X. tropicalis se rovnéZ vyznacuje produkci vétSiho poctu oocytli o mensi velikosti,
i v dospélosti pak X. tropicalis dortista mensich rozméri nez X. laevis, coz nezanedbatelné
snizuje ndklady na chov (viz. Obr. 6). Blizkd pribuznost obou druhii ndm soucasné
umoznuje vyuZzit totozné molekularni ptistupy a techniky jako u X. laevis.

Zaby rodu Xenopus jsou jakoZzto vodni Zivo¢ichové chovany ve vodnich nadrzich,

aniz by potiebovaly Zivou stravu (shrnuto v Hirsch a kol., 2002a).

X. tropicalis X. laevis
Ploidie Diploid Pseudo-tetraploid
Velikost genomu 1,7 x 109 bp 3,1x109 bp
Velikost vajicka 0,7 - 0,8 mm 1-1,3 mm
Velikost dospélce 4-5cm 10 cm
Pocet vajicek 1000 - 5000 300 - 1000
Generacni doba 3 - 6 mésicl 8 - 12 mésict a vic

Tabulka 1.: Srovndni modelovych organismii X. tropicalis a X. laevis (Hirsch a kol 2002a).



2.2.3 Regenerace

Regenerace je proces, ktery lze chapat jako reaktivaci embryoalniho genomu
v dospélosti, pri niZ dochazi k obnové poskozené tkané. Zaklady experimentalniho studia
regenerace, jez vedly k pochopeni elementarnich mechanismi, polozili Abraham
Tremblay (modelovy organismus nezmar), René-Antoine Ferchault de Réaumur (korysi)
a Lazzaro Spallanzani (mlok).

Regenerace novych tkani probihd obecné tremi zplsoby - morfolaxi,
epimorf6zou a kompenzacni regeneraci.

V této kapitole kratce predstavim mechanismy, které jsou pro né priznacné.

2.2.3.1 Morfolaxe

Tento typ regenerace nalézame u nezmara (Hydra). Pokud rozieZeme télo
nezmara na nékolik ¢asti, je na zakladé gradientu morfogent kazda z téchto Casti schopna
vytvorit nového

Zivotaschopného

jedince (viz. Obr. 7).

Pri morfolaxi

™ dochazi k prestavbé
| stavajicich tkani,

/ aniz by probihala

masivni proliferace.

Obrazek 7.: Regenerace u nezmara po fragmentaci téla.
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2.2.3.2 Epimorfoza

Distalni amputace Proximalni amputace U mlOka pozoru]eme regeneraCI
amputovanych  koncetin  pomoci
epimorfézy vramci nékolika tydnt

(viz Obr. 8). Neékolik hodin po

L]
»

Plvodni kenéetina

Foamputac We® ' amputaci migruji epidermalni buiiky

do mista zranéni, kde vytvari

ektodermalni cepicku. V téchto

mistech pak dochazi

o

S

I
_I—

k bunécné dediferenciaci, tvori se

Po 25 dnech

regeneracni blastém, v némz bunky

Po 32 dnech

nasledné rediferencuji a nahrazuji
poskozené tkané. Nepostradatelnou
roli v tomto procesu hraji

metaloproteazy, coZ jsou enzymy

Po 70 dnech

Stépici ECM, ¢imz zprostiedkuji

Obrdzek 8.: Regenerace koncetin u mloka po Migraci diferencujicich bunék.
amputaci (upraveno dle Gilbert, 2000).

2.2.3.3 Kompenzacni regenerace

Savci, Clovéka nevyjimaje, jsou schopni tzv. fyziologické regenerace, ktera
prispivd k ndhradé opotirebovanych bunék a tkani a zahrnuje naprtiklad obnovu
cervenych krvinek a epitelidlni obnovu kiiZe, stfeva ¢i délozni sliznice pti menstrua¢nim
cyklu. Jejich regeneracni potencial je vSak znacné omezen.

Jednim z mala prikladi regenerace u savcli mizZe slouZit schopnost kardiomyocytl
nahrazovat poskozenou tkan myokardu (Hsieh a kol., 2007).

Ucebnicovym piikladem regenerace u savcii v dlsledku poruSeni tkané je
kompenzacni regenerace jater. Po jejich ¢astecné amputaci u savcli dochazi k ndhradé
chybéjicich tkani tim, Ze bunky tkani stavajicich znovu vstoupi do bunécného cyklu

a namnoZi se (Higgins a Anderson, 1931).
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2.2.4 Regenerace ocasu u Zab

Zaby rodu Xenopus jsou v priibéhu

Myotomy

larvalniho obdobi schopné regenerovat
ocas, koncetiny a Cocku, a rovnéz hojit
epidermalni poranéni bez jizvy jiZz
v embryonalnim stadiu Po metamorféze
xenopus tuto schopnost ztraci, coz z néj

¢ini ideadlni model pro studium

signalnich drah a mechanismd, Kkteré
Obrazek 9.: Stavba ocasu pulce (upraveno dle regenera¢ni potencial podmifiuji.
Chang a kol, 2017). Ocasni tkan pulct je tvofena michou,
chordou, vaskulaturou a segmenty myotomu, které jsou obklopeny pojivovou tkani.
Na povrchu je ocas pulce kryt pokoZkou a obalen dorzalni a ventralni ploutvi (viz. Obr 9).

Vsechny tyto tkané maji schopnost regenerovat a dat po amputaci vzniknout
novému plné funk¢énimu ocasu v rozmezi jednoho az dvou tydn.

Pro regeneraci a uspéSnou remodelaci tkani jsou zcela zasadni zmény v expresi
zakladnich vyvojovych signalnich drah jako Fgf, Wnt, Tgf-3, Notch, Bmp, Shh, stejné tak
jako mechanismy apoptézy, plsobeni reaktivnich forem kysliku a zmény
v membranovém potenciadlu (Beck a kol., 2003; Ho a kol., 2008; Lin a kol., 2008; Love
a kol, 2011; Taniguchi a kol., 2014).

Pribéh samotné regenerace lze rozdélit do tii fazi. Prvotni faze zahrnuje bezjizvé
epidermalni hojeni radny a zanétlivou reakci, dochazi kreorganizaci tkani, mistné
specifické apoptéze a k aktivaci ROS vramci 24 hpa. V dalsi fazi nasleduje tvorba
regeneracnitho pupenu a bunécnd proliferace, naceZ zahy navazuje pozdni faze
diferenciace a ristu pocinajici v rozmezi 48 - 72 hpa (viz. Obr. 10; Love a kol,, 2011;

Chang a kol., 2017).

2.2.4.1 Prvni faze regenerace ocasu

V této fazi dochazi k prvotnimu epidermalnimu hojeni rany, spousti se zanétliva
reakce (Love a kol, 2011) a reorganizuji se tkané, coZ zahrnuje upregulaci geni
dilezitych pro bunécny pohyb, komunikaci a procesy specifikace télnich os (Chang a kol.,

2017).
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Béhem prvni faze
- regenerace, tzn. v rozmezi

12 - 24 hpa dochazi

k apoptéze. V disledku

o e potlaceni apoptdzy skrze
Cely ocas 0 hpa 6 hpa 15hpa 24hpa 72hpa . . L
specifickou inhibici
kaspazy 3 je regenerace
ocasu nedspésna,

stejného efektu ale docili

M naopak i premira

Cely ocas O hpa 6 hpa 15 hpa 24 hpa 72 hpa ]
umirajicich  bunék po
Obrdzek 10.: Priibéh regenerace ocasni tkdné v rozmezi amputaci u pulct

72 hpa (upraveno dle Chang a kol., 2017).
pa (up g ) vrefraktorni fazi* (Beck

a kol,, 2003; Tseng a kol., 2007).
Bylo zjisténo, Ze apoptotické bunky u regenerujiciho nezmara produkuji ristové

faktory (Galliot a Chera, 2010), Ize se tedy domnivat, Ze apoptéza by mohla hrat

obdobnou roli i v regeneraci ocasu u pulce (Chen a kol., 2014).

Piisné regulovana apoptéza ovlivituje bunécnou proliferaci v reakci na amputaci ocasu,

a je tedy pro kompletni regeneraci zcela nepostradatelna (Tseng a kol., 2007).

V priibéhu nékolika hodin dochazi v misté amputace ke zvySeni hladiny ROS, které
hraji v procesu regenerace nepostradatelnou roli.
Funguji jako induktory dileZité signalni drahy Wnt/f3-
katenin, po sniZeni hladiny ROS dojde k datlumu buné¢né
proliferace, a regenerace je tudiZ neuspéSna. V misté
zranéni pak plisobi jako chemoatraktanty pro zanétlivé

bunky (Love a kol., 2013).

Dal$im podstatnym hracem v procesu regenerace

jsou nové objevené regeneration-organizing cells. Jedna Obrdzek 11.: Identifikace

ROC prostrednictvim
se o dosud nepopsany typ bunék, které nalézame u pulci jpgrkerii LEF1 a TP63 pod
pokoZkou ve Spi¢ce ocasu pulce
(prevzato z Aztekin a kol,
2019).

pod pokozkou po celé délce ocasu.

* Refraktorni faze je kratké obdobi dvou stadii v pribéhu vyvoje pulce, vnémzZ je regenerace ocasu
potlacena.
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V reakci na zranéni ROC migruji do mista amputace, kde slouzi jako signalni centrum
produkujici molekuly nezbytné pro regeneraci a proliferaci (Fgf8, Fgf9, Fgf10, Fgf20, Tgf-
B, Notchl, Wnt-3a, Wnt-5a, Bmp4, Bmp2, Delta-1, Msx1, Msx2). Tyto bunky lze
identifikovat pomoci markert Lefl a Tp63 (viz. Obr. 11; Aztekin a kol, 2019).
Za mobilizaci ROC v reakci na zranéni jsou zodpovédné myeloidni burky (Aztekin a kol,,

2020).
2.2.4.2 Druha faze regenerace ocasu

Faze pocinajici prvnim dnem po amputaci je charakterizovana rychlym nastupem
bunécné proliferace, ktera pretrvava az do pozdni faze regenerace (Chang a kol.,, 2017).

V misté amputace se dale formuje regeneracni pupen (viz. Obr. 12). Je to vysoce
dynamicka struktura tvorend smeési nediferencovanych bunék, zakoncenou chordou,
degenerujicimi svalovymi vlakny, neurdlni ampuli na konci michy a skupinou
prekurzorovych bunék, které proliferuji a nahradi tak poSkozenou chordu i michu.

Pupen ale na rozdil od Neuralni ampule
klasického regeneracniho
blastému neobsahuje smeésici
aktivné dediferencujicich bunék,
Pokozka

které by nasledné

rediferencovaly a  obnovily Zakonéena chorda

chybéjici tkané. Z tohoto divodu

je regenerace ocasu u pulcl Degenerujici svalova vlakna

zdaleka vice podobna Obrazek 12.: Stavba regeneracniho pupenu

(upraveno dle Gargioli a Slack, 2004).
mechanismim tkanové obnovy

usavcl neZ mechanismiim regenerace, kterou pozorujeme obecné u obojZivelnikl
(Gargioli a Slack, 2004).

Nezastupitelnou roli hraje v regeneraci ocasu i zména v membranovém
potencialu. Ocas pulce je vklidu polarizovany, kratce po amputaci dojde knahlé
depolarizaci a v pribéhu 24 hpa nasledné repolarizuje ¢innosti V-ATPazy.

Zména membranového potencidlu je v tomto procesu natolik dtlezita, Ze aktivace
protonovych pump sama o sobé staci k indukci regenerace i u pulcti v refraktornim

obdobi (Adams a kol., 2007).
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2.2.4.3. Treti faze regenerace ocasu

Ve treti neboli pozdni fazi regenerace, pocinaje 48 hpa, pretrvava proliferace
anastupuje bunécna diferenciace. Dochazi k prestavbé tkani a rlstu, nahrazuji
se chybéjici ¢asti chordy, michy, svaloviny a vaskulatury.

Micha regeneruje z bunék neuralni ampule, chorda obdobné zase
z prekurzorovych bunék své koncové casti, aniZ by zde dochazelo k rediferenciaci

(Gargioli a Slack., 2004).

Vyznamnym
milnikem ve studiu
regenerace byl objev

satelitnich bunék, poprvé
byly rozpozpoznany u Zzab,
a zahy na to se potvrdil jejich
vyskyt i u plazl, ptakd
a savcd.

Tyto quiescentni  burnky

Dystrophin

perzistuji vmezefené mezi
Obrdazek 13.: Nika satelitnich bunék na povrchu
svalovych vidken bunék u mysi. Pozorujeme zde Cervené
laminu a jsou schopny barveny Pax7 (A, C) zobrazujici jadra satelitnich bunék,
a zelené barveny caveolin 1 (A). Ddle bile barveny
dystrophin (C, D) vymezujici plazmalemu svalovych vidken
vlakna (viz. Obr. 13; Mauro, (upraveno dle Relaix a Zammit, 2012).

svalovid vldkna a bazalni

nahradit poskozena svalova

1961; Church, 1969; Chen

akol.,, 2006).

Quiescentni i pravé aktivované satelitni bunky lze snadno identifikovat diky expresi
proteinu Pax7.

Jedna se o jeden z transkripc¢nich faktori z rodiny Pax (paired box), jeZ hraji dlilezitou
roli v asném embryonalnim vyvoji a organogenezi (Basch a kol., 2006). Pax7 je zcela

nezbytny pro specifikaci populace satelitnich bunék (Seale a kol., 2000).
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Satelitni buriky asociované se svalovym viaknem V reakCi na poranenl se tytO

bunky aktivuji, znovu vstoupi

g > — — v v 7 . Ve
i adadiul do bunéc¢ného cyklu, proliferuji
-_
g = il e adiferencuji v myoblasty.
—_— T
L Aktivace satelitni bufiky VétSina téchto bunék pak fazuje,
Navrat do quiescentniho stavu

—_— tvofi myofibrily a nahradi tak
L broliferace poskozenou svalovinu (viz. Obr.
—_—— 14; Church, 1969; Bischoff, 1986).
—_—O—= = )
== Mengi Cast satelitnich bun&k je
J/ Diferenciace Zadriena v miSté pﬁVOdu, kde
— obnovi ptivodni populaci

qﬁ: q@:
=0 (shrnuto v Chargé a Rudnicki,

Obrdzek 14.: Satelitni buriky v ramci regenerace _
ocasu. Tyto buriky jsou asociované se svalovym 2004). Zavérem je nutno
vidknem a v reakci na zranéni se aktivuji a diferencuji

podotknout, Ze regenerace ocasu
v myoblasty.

u pulci je vmnoha smérech
unikatni. Pro regeneraci koncetin
u Colkll i u Zab je typicka tvorba regeneratniho blastému, kde buiiky dediferencuji
anasledné rediferencuji. Vregeneraci ocasu u pulci dediferenciaci a naslednou
rediferenciaci nepozorujeme, buiikky pouze degeneruji a tkdné se obnovuji z populaci
progenitorovych bunék. Tento zplisob regenerace je tak blizky savéimu modelu jen
s vy$s$i regeneracni kapacitou, coZ podiiecuje vyzkumné tymy k dal$imu studiu (Gargioli
a Slack, 2004; Chen a kol., 2006).
2.2.4.4 Klicové signalni molekuly
Pro uspéSnou regeneraci je mimo jiné zapotiebi aktivace jiZ zminovanych
signalnich drah, z nichZ vétSina je spojena i s embryonalnim vyvojem.
V procesu regenerace jiz byla popsana funkce zna¢ného mnozstvi molekul, stale vsak
neni presné znamo, jakym zplisobem jsou tyto mechanismy koordinovany.
V prvni fazi regenerace hraje podstatnou roli signalizace Tgf- (viz. Obr. 15).
Tato draha funguje prostrednictvim aktivace serin/threonin kinazovych receptori, které

fosforyluji cilové komponenty a ty se nasledné translokuji do jadra.
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Aktivace Tgf-B je

nezbytnd pro zaceleni

Ploutev
, i , , Micha
rany a epidermalni Chorda

Myotomy

hojeni ihned po amputaci

anasledné i pro

Po amputaci Tvorba regeneracniho pupenu

bunécnou proliferaci (Ho 2
v

]
: 7 @
a Whitman, 2008). | & | R
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Po  ustanoveni S P H’
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G
f.-’
regeneracniho pupenu je ° :
v, ’ . TGF-p

zapotrebi aktivace 5

= 7 4 \\@
signalnich drah @
3 dny

1den

kontrolujicich bunécnou
proliferaci a rist. Jednou

z Kklicovych signalnich

. PCP

molekul je Bmp (viz. Obr.

7 dni

15) patrici do nadrodiny
Tgf-B. Bmp signalizace je

zprostiredkovana Obrazek 15.: Signalizace vrdmci regenerace ocasu.
Regenerace ocasu je koordinovdna vzdjemné se ovliviiujicimi
signdInimi drahami jako Tgf-B, Wnt, Egf, Bmp, Notch, Shh,
receptord, které aktivuji Hippo, PCP atd. Na aktivaci téchto kaskdd se zdrover podili
naprt. ptsobeni ROS (upraveno dle Li a kol, 2016).

aktivaci povrchovych

cytoplazmatické
proteiny Smad, ty nasledné migruji do jadra a ovliviiuji cilové komponenty. Bmp je
v ocasni tkani exprimovan 24 hpa, a zejména v oblasti chordy a michy pak podminuje
bunécnou proliferaci, ktera je pti inhibici Bmp znac¢né utlumena (Beck a kol., 2006).
Zajimavé ale je, Ze aktivace Bmp signalizace u pulcli v refraktornim obdobi umoZni
po amputaci indukci regenerace u vSech tkani ocasu (Beck a kol., 2003).

Dalsi podstatnou soucasti je Notch signalizace (viz. Obr. 15), ktera je podobné jako
Bmp pro regeneraci esencidlni a je aktivovdna rovnéZ 24 hpa. Aktivace Notch
v refraktornim obdobi vyustuje v ¢astecné regenerujici ocas, ktery postrada svalovou
tkan a ploutve, coZ naznacuje, Ze Bmp signalizace predchazi Notch (Beck a Slack, 2002;

shrnuto v Slack a kol., 2008).
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Bmp dale ovliviiuje expresi transkripcniho faktoru Msx1 (viz.Obr. 15). Ten hraje

prokazatelnou roli v regeneraci nejen u Zab (Kumar a kol., 2004; Beck a kol., 2003).
Zda se, ze funkce Msx1 tkvi v inhibici bunéc¢né diferenciace. Diikazem, Ze Bmp funguje
v signalni kaskadé nad Msx1, je specificka inhibice Bmp, kdy dochaziik potlaceni exprese
Msx1. Na druhou stranu aktivace Msx1 u pulcii v refraktornim obdobi podnécuje plnou
regeneraci, coZ naznacuje, Ze Msx1 miize v riistu ocasu po amputaci zastoupit funkci Bmp
(Beck a kol.,, 2006).

Dalsi klicové komponenty regenerace ocasu jsou kanonicka draha Wnt/3-katenin
a Fgf (viz. Obr. 15). Inhibice obou téchto drah separatné vede k potlac¢eni regenerace.
Exprese Fgf je regulovana Wnt, zaroven jsou pak obé tyto signalni drahy ovliviiovany
Bmp (Lin a Slack., 2008).

V procesu regenerace ocasu byla rovnéz prokazana i role nekanonické Wnt/Jnk
drahy, kterd je indukovana Wnt-5a, pri¢emzZ studie naznacuji, Ze nekanonicka drdha Wnt
je kruciadlni pro prvotni zotaveni po zranéni. Tato draha mimo jiné aktivuje PCP
signalizaci (viz. Obr. 15), jeZ je dllezita pro bunécnou migraci a riist v ramci regenerace
(Sugiura a kol., 2009; Beane a kol., 2012). Podobnou tlohu ma i signalni draha Hippo (viz.
Obr. 15), ktera funguje v regulaci organového ristu, jeho tvaru a velikosti (Hayashi a kol.,
2014).

Neméné dilezita je i mistné specificka exprese Shh v oblasti chordy. Ta ma vliv
na proliferaci a diferenciaci v regenerujicim ocasu (Taniguchi a kol., 2017).

Kapitolu tykajici se signalnich molekul v regeneraci ocasu zavr$im zminkou
o oxidu dusnatém. NO je bezbarvy plyn s vyznamnou roli v mnoha biologickych
procesech savcii i obojzivelnikl. Pro regeneraci je zasadni a nepostradatelny predevSim
v procesu epidermalniho hojeni. V pocatecni fazi regenerace se podili na regulaci
angiogeneze a samotného zanétu (Schaffer a kol,, 1996; Tomankov3, 2019). Ve vysokych
koncentracich vSak NO piisobi naopak inhibi¢né (Franchini a Bertolotti, 2011).

NO je vorganismu produkovan preménou L-argininu na L-citrulin tfemi typy syntaz
oxidu dusnatého - jmenovité nNOS, eNOS a iNOS. Aktivace eNOS a nNOS je zavisla na Ca?*,
které zprostredkuji aktivaci kalmodulinu. iNOS je naproti tomu Ca?* independentni
a kalmodulin vaZe konstantné (shrnuto v Alderton a kol., 2001). Hlavnim producentem

NO v priibéhu prvni faze hojeni jsou makrofagy (Lee a kol., 2001).
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Nicméné u vSech tfi syntaz byla prokazana jejich exprese i v koZnich bunkach Zab a mysi,

a u my$i navic i jejich ucast v regeneraci (Frank a kol., 2002; Tomankova, 2019).

U Zab je v tomto sméru zapotiebi dalSich studii. Nicméné na zadkladé podobnosti zplisobu

hojeni poSkozeného ocasu u zab a regenerace u savcii lze predpokladat obdobnou funkci

vSech tfi syntaz i v hojeni Zabi pokozky.

Kontrakce

Bazilni lamina

= NO§

= N

Quiescentni  m-kadherin
satelitni buika

B

Aktivovani

\&@%

Obrazek 16.: Aktivace satelitnich  bunék
prostrednictvim nNOS. (A) Vklidovém stavu je
quiescentni satelitni burika vymezena m-kadherinem
a pulzujici tok NO na né nemd vliv. (B) V reakci na
zranéni je NO vypustén do okoli satelitnich bunék. (C)
Satelitni buriky jsou aktivovdny, dochdzi ke zméné
morfologie a adhezivity. Aktivuje se Hgf, ktery je ddle
schopen rekrutovat dalsi satelitni buriky i v intaktnich
svalovych vldknech. (D) Satelitni burika ziskavd motilitu
(upraveno dle Anderson, 2000).

nNOS i v pokozkovych bunikach Zabich embryii.
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Yamasaki a kol. (1998) a dalsi
prokazali vyznam funkce iNOS
v prubéhu epidermalniho hojeni
u mySi po poranéni. Tato NO
syntaza hraje hlavni roli. Mensi
vyznam Vv regeneraci je pak
pripisovan i eNOS (Stallmeyer
akol, 2002).

Co se tyce posledni syntazy
oxidu dusnatého, nNOS, jeji
exprese je ihned po zranéni
postupné

potlacena a poté

upregulovana \4 pribéhu
regenerace, coz ukazuje na jeji
vliv spiSe vramci bunécné
proliferace neZ hojeni (Boissel
a kol., 2004). StéZejni role nNOS
prokdzana v

byla regulaci

aktivace  satelitnich  bunék
prostrednictvim sniZeni jejich
adheze, zménou tvaru
a zvySenou proliferaci (viz. Obr.
16; Anderson, 2000; Buono
akol., 2012).

Tomankova a kol. (2017) pied

nedavnem potvrdili expresi



3. Cile prace

Jak jiz bylo zminéno, Sertoliho bunky disponuji imunomodula¢ni a signaliza¢ni
funkci i po alogennich i xenogennich transplantacich. V laboratofi Skolitele se podarilo
ustanovit bunécnou linii XtiSC odvozenou z varlat juvenilniho samce. Tyto burniky vykazuji
multipotentni diferenciac¢ni potencial a charakteristiky MSC.

Cilem mé prace bylo provérit, zda XtiSC maji regeneracni potencial v reakci na amputaci

ocasu u pulcti X. tropicalis. Za timto ticelem jsme stanovili dil¢i cile prace:

e Prokazat, zda u X tropicalis existuje refraktorni faze, kdy fyziologicky nedochazi
k regeneraci ocasu po amputaci podobné jako je tomu u pribuzného druhu X. laevis.

e Prokazat schopnost XtiSC preZivat v organismu po alogenni transplantaci

e Prokazat in vivo migratorni potencial XtiSC do mista poranéni po amputaci ocasu
u pulci X.tropicalis a X. laevis z pohledu role NO signalizace

e Prokazat, zda XtiSC maji prfimy ¢i nepiimy pozitivni vliv na pocet svalovych
satelitnich bunék z pohledu regenerace svalové hmoty po amputaci ocasu u pulci

X. tropicalis
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4. Material
4.1 Zivy material
4.1.1 Pokusna zvirata
Pro IVF byly pouZity Zaby X tropicalis kmene Nigerian Strain porizené
od spole¢nosti European Xenopus Resource Centre (Portsmouth). V transplantac¢nich

experimentech byli pouZiti pulci ve stadiu 47 - 50.

4.1.2 Bunécna kultura
V laboratori vyvojové biologie byla zaloZena bunécna kultura XtiSC z varlat

juvenilniho samce X. tropicalis kmene Ivory Coast staii 5 - 6 mésicu.

4.2 Média

Kultiva¢ni médium
L-15 Leibovitz (Sigma-Aldrich) 33,33% (150 ml)
RPMI 1640 HEPES mod. (82 mg/ml)(Sigma-Aldrich)  33,33% (30 ml)
FBS (Life Technologies) 10% (45 ml)
glutamin (2 mM) (Sigma-Aldrich) 1% (4,5 ml)
7,5% NaHCOs3 (Sigma-Aldrich) 0,13% (8 ml)
gentamycin (64 g/ml) 0,005% (360 pul)
pyruvat sodny (1 mM) (Sigma-Aldrich) 0,66% (3ml)
2-mercaptoetanol (0,1 mM) (Sigma-Aldrich) 0,26% (1,2 ml)
deionizovana H,0 46,20% (207,9 ml)
4.3 Roztoky

4.3.1 RoztoKky pro IVF a tranplantace
e 20x MMR (2M NaCl; 40 mMKCI; 20 mM MgClz; 40 mM CaClz; 100mM HEPES;
deionizovana H20; pH7,7 - 7,8)
0,05x MMR (2,5 ml 20x MMR; 997,5 ml deionizované H20; pH 7,7 - 7,8)
e 1x MMR + Gentamycin (5 ml 20x MMR; 95 ml deionizované H.0; 100 pl

Gentamycinu; pH 7,7 - 7,8)

e 0,05x MMR + Gentamycin (2,5 ml 20x MMR; 997,5 ml deionizované H;0; 1 ml
Gentamycinu; pH 7,7 - 7,8)

e 1% roztok agar6zy v 0,05x MMR
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2,2% roztok cysteinu (0,5 ml 20x MMR; 99,5 ml deionizované H:0; 2,2 g
L- cysteinu; pH 7,7 - 7,8)

0,2% MS-222 = uspavaci roztok (2 g MS-222; 0,2 g NaHCO3; 100 ml destilované
Hz0)

0,4% MS-222 = usmrcovaci roztok (2 g MS-222; 2 g NaHCO3; 500 ml destilované
Hz0)

4.3.2 Dalsi roztoky

CUBICI (175 ml H20; 125 g urea; 124 ml 4NTEA; 70 ml TritonX-100)

CUBICII (130 ml H20; 125 g urea; 44,5 ml TEA; 250 g sacharé6zy; 380 pl TritonX-
100)

Fixa¢ni roztok (800 pl PBS; 100 ul MEMFA; 100 pl 38% formaldehydu)
Griessova reakce - roztok A (0,5g sulfonylamidu; 1,5 ml H3zPO4; 48,5 ml H;0)
aroztok B (0,15 g N-1-naphtylendiamine dihydrochloride; 1,5 ml H3PO4; 48,5 ml
H20)

MEMFA (0,1 M MOPS; 2 mM EGTA; 1 mM MgS0s4; 3,7% formaldehyd)

PBS (136 mM NacCl; 1,5 mM KCI; 8,1 mM Na2HPO4; 2,25 mM KH2PO4; pH 7,35)
2/3 PBS (2 dily PBS : 1 dil H20)

TNB (3,63 g Tris baze; 2,63 g NaCl; 1,5 g Blocking Reagent; 300 ml H20; Ph 7,5)

4.4 Analyza DNA
4.4.1 1zolace RNA

RNeasy® Mini Kit (74104; Qiagen)
RNase-Free DNase Set (79254; Qiagen)

4.4.2 Priprava cDNA

RevertAid H Minus FirstStrand cDNA Synthesis Kit (K1632; Thermo Scientific)

4.4.3 RT-PCR

10x Taq pufr s KCl (Thermo Scientific)

25 mM MgCl; (Thermo Scientific)

10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

Taq DNA polymeraza 5 U/ul (EP0402, Thermo Fisher Scientific)
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ptedni primer Velikost
Gen produktu
zadni primer (pary bazi)
GCCGAGCAAACACCGTTAG
bmp2 188
GCTGCTGTCACCCTCAAATG
AGCGGAGGAGGAGGATGAA
bmp4 170
CTGGAATGCTGCTGAGGTTG
telta1 GCACCAACTCCTTCGTCGTA 200
elta AGCCTTCCCCGTAGTAGTGT
GTCATCTGCCTACAAGCCCA
faf8 322
GCGAACTCTGCTTCCAAACG
CGAAGGAGGCAGCTCTATTG 100
Jof? ACAGCTCCCCCTTTTCATTCA
GAAAGTCCAGGGTCCCGTTG
faf1o 329
GAGCTTCCTACTCCGCACG
ACAGGTAGGCTCCCACTTCT
faf2o 429
AGTACCGCCTTCCAGAGTCT
CCCAGTAGCAACAGTCACGA
left 481
TGTCATCTGGCCCACACTTC
GAAAGAGACCTGTCCAGCCC
msx1 388
GGTTGAGGGAGCTGGAGAAC
) CCAACAGAAAGCCCAGGACT 124
msx TGGGAAGGACTGGTCTGTGA
CGCCCCGACTTTATCTCCTC
notch1l 374
CCATTTCCTGCTTGTTGGCC
e GGTGCTGCATCTTTCCACTT L0z
9B TCCAGGACATCAGGAACACA
o3 CAGATTGCCAAAACCTGCCC 104
P GTGCTGTCGGAAACTTGCTG
CCTCTTTGGCACGTATTGACTT
vim 464
TCTCCTCCATTTCTCGCATTTG
3 TTGCCGTTACCAGATCCTGC .
wnt-3a CCCCGGGATTCTCGATGTTT
s GAACCTGCACAACAACGAGG 405
whtod CCGCTCAGTCTGTACCGTTT

Tabulka 2.: Seznam pouZitych primertii.
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4.5 Fluorescenc¢ni barveni

Antigen Hostitel Vyrobce Redéni
K167 Rabbit Developmental Studies 1:7
Hybridoma Bank
iNOS Mouse Thermo Fisher Scientific 1:1000
nNOS Mouse Enzo Life Sciences 1:150
Pax7 Rabbit Developmental Studies 1:30
Hybridoma Bank
RFP Rabbit Evrogen 1:5000
RFP Mouse Thermo Fisher Scientific 1:500
Rabbit IgG-
Alexa Fluor® Goat Thermo Fisher Scientific 1:500
594 conjugate
Rabbit IgG-
Alexa Fluor® Goat Thermo Fisher Scientific 1:500
488 conjugate
Mouse IgG-
Alexa Fluor® Goat Thermo Fisher Scientific 1:500
488 conjugate
Mouse IgG-
Alexa Fluor® Goat Thermo Fisher Scientific 1:500
594 conjugate

Tabulka 3.: Seznam pouZzitych primadrnich a sekunddrnich protilatek.

4.6 Chemikalie a ostatni material

e Agar6za 50004 (Lonza)

¢ Low melting agarose (Carl Roth)

e Bromfenolovad modr (50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12% BFM) (Sigma
Aldrich)

e C(Cystein C7352 (Sigma-Aldrich)

e DAF-2DA 85165 (Cayman chemicals)

e DAPIDES1000L (Intimex)

e 6x DNA Loading Dye R0611 (Fermentas)

e Interferon y (Peprotech)

e 38% Formaldehyd 30251 (Lach-Ner)
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e 2% Gelatin solution (G1393-100ML, Sigma-Aldrich)
e Gene Ruler DNA Ladder mix (SM0333, Fermentas)
e Gentamycin - Gentaveto - 5 (V.M.D.)
e Lidsky hCG C1063 (Sigma-Aldrich)
e Lipopolysacharid (Sigma-Aldrich)
e 15 mM NH4Cl
e Montovaci médium (Mowiol/DAPI)
e MS-222 (Sigma-Aldrich)
e N-1-naphtylendiamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich)
e Papain preparation (61,25 pg/ml) (L2223, Biochrom AG)
e Sitka pro barveni rezii 30 um (pluriSelect)
e Sklenéné kapilary typu 1-000-0500 (Drummond)
¢ Sulfonylamid (Sigma-Aldrich)
e Supernatant izolovany ze splenocytl (Laborator imunoregulaci, Pi'F UK)
e 0,5% TritonX-100v 2/3 PBS
e Trypan Blue stain 0,4% (T 10282, Life Technologies™)
e 0,1% Tween v PBS
4.7 Pouzité pristroje
e Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentrifugen)
e Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf)
e Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen)
e Flow box EM Box 120 (Schoeller Instruments)
e Fluorescenc¢ni mikroskop Olympus BX40F (Olympus Optical)
e Fluorescencni stereomikroskop Olympus SZX16 (Olympus Optical)
e Inverzni mikroskop Olympus IX 71 (Olympus Optical)
e Lightsheet mikroskop Z.1 (Zeiss)
e MCO-19 AIC Sterisonic® UVH Incubator (Panasonic)
e Mikroinjektor IM 400 se sacim modulem IM 400B (Narishige)
e Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop)
¢ Programmable Thermal Controller PTC - 100TM (Biotech)
e Spektrofotometr OpsysMR (Dynex)
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e Stereomikroskop Stemi 2000 (Zeiss)

e Trepacka Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)
e Vibratom (Leica 1200)

e Vodnilazen Techne TE 10D Tempette® (Techne)

e Vortex Ika Works Minishaker MS1 (Ika Works)

e Vyhtivany blok Eppendorf TermoStat Plus (Eppendorf)
e XP cycler (BIOER)

5. Metody

5.1 Kultivace a priprava XtiSC

V laboratofi Skolitele se podarilo zaloZit bunécnou kulturu XtiSC z varlat
juvenilniho samce X. tropicalis Ivory Coast staii 5 - 6 mésicu.
Pro usnadnéni transplantac¢nich experimentii byla nasledné pomoci nukleofekce
vytvorena transgenni linie XtiSC-RFP exprimujici Katushka RFP pod CAG promotorem.
Tyto buriky byly nasledné sortovany pomoci FACS za Gcelem ziskani populace s nejvyssi
intenzitou RFP signalu.
Vysledna bunécna linie XtiSC-RFP byla dale kultivovana v kultiva¢nim médiu v termostatu
pfi 29,5° a 5,5% atmosfére COz. Bunécna kultura byla pravidelné jednou do tydne
pasazovana. Po odsati média z lahve byl nanesen roztok papainu, po 10 minutach
inkubace byla bunécna suspenze pienesena do zkumavky s 5 ml kultivacniho média
anasledné zcentrifugovana (5 minut pfi 900 rpm). Po odliti supernatantu byla peleta
resuspendovana v 1 ml kultiva¢cniho média, z ¢ehoZ 200 pl se vratilo zpét do kultivacni
lahve spolu s 15 ml cerstvého média. Zbylé bunky v médiu bylo moZno pouzit
pro imunocytochemické barveni. Pro transplantacni experimenty byly bunky znovu
zcentrifugovany (5 minut pii 900 rpm) a resuspendovany v 1 ml 2/3 PBS.
Pro vSechny nasledujici experimenty v této diplomové praci byly pouzity XtiSC-RFP, dale

zKkracovany jako XtiSC.

26



5.2 RT-PCR

Pro izolaci RNA z bunék byl pouzit RNeasy® Mini Kit (74104; Qiagen) a RNase-
Free DNase Set (79254; Qiagen) dle priloZeného navodu. Koncentrace ziskané RNA byla
nasledné zmérena na Nanodropu® ND-1000 (NanoDrop) pri vilnové délce 260 nm.
Vysledna RNA pak byla pouZita pro tvorbu cDNA pomoci RevertAid H Minus FirstStrand
cDNA Synthesis Kit (K1632; ThermoScientific) dle priloZeného navodu, pfi¢emz vstupni
koncentrace ¢inila 200 ng. Pro kontrolu moZné kontaminace templatu byla vytvorena
cDNA bez pridani reverzni transkriptazy. Jako pozitivni kontrola pro PCR reakci byl
pouzit gen vim kédujici protein vimentin.

Sekvence danych geni byly ziskany z databazi Ensembl (www.ensembl.org)
a Xenbase (www.xenbase.org). Pro samotné navrzeni primert pak byl pouzit program
Primer3 (www.primer3.ut.ee) v kombinaci s programem Oligo Calculator
(www.biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) a FastPCR

(www.primerdigital.com/fastpcr.html).

SlozKky reak¢ni smési:

37,5 ul H20

e 5l 10x Taq pufru s KCI (Thermo Fisher Scientific)

e 3 ul 25 mM MgCl2 (Thermo Fisher Scientific)

e 1l 10 pM ptedniho primeru (F)

e 1l 10 pM zadniho primeru (R)

e 1l 10 mM dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific)

e 1 pltemplatu (ss cDNA)

e 0,5 ul Tag DNA polymerazy 5 U/ul (EP0402, Thermo Fisher Scientific)

~

Faze Teplota Cas Pocet cykli
Start reakce 94°C 1 min 1
Denaturace 94°C 30s
Nasedani primera 60°C 1 min 35
Syntéza 72°C 1 min30s
Konec¢na syntéza 72°C 5 min 1

Tabulka 4.: Podminky PCR reakce.
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PCR amplifikaty byly nasledné obarveny bromfenolovou modii (3 pl na 10 pl vzorku)
adetekovany na 1,5% agar6zovém gelu sobsahem ethidium bromidu pomoci

elektroforetické analyzy.

5.3 Imunocytochemické barveni

Pro imunocytochemické barveni byla kapka s obsahem zhruba 10 000 bunék (15

ul) prenesena na kryci sklicko do 1 ml kultiva¢niho média do 24-jamkové desticky.
Takto pripravené bunky byly pres noc inkubovany a druhého dne fixovany ve 2%
formaldehydu (20 minut). Nasledné bylo skli¢cko promyto PBS (3x 5 minut) a inkubovano
v 15mM NHA4C(I (5 minut).
Po promyti byly bunky permeabilizovany pomoci 0,5% roztoku Tritonu X-100
(2 minuty), opét promyty PBS (3x 5 minut) a nasledné inkubovany v TNB (30 minut).
Po aplikaci primarni protilatky redéné v TNB byly burniky inkubovany (1.5 hodiny pri RT).
Nasledné byly buriky promyty v PBS (5x 5 minut) a inkubovany v sekundarni protilatce
v TNB v temné komtrce (1.5 hodiny pti RT). Po opétovném promyti (5x 5 minut) byla
sklicka montovana na podloZni skla do kapky Mowiol/DAPI. Poté byly buiiky nasnimany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX40F (Olympus Optical).

5.4 Méreni produkce oxidu dusnatého

Pro méfeni produkce NO u XtiSC byly bunky preneseny v kultivacnim médiu

na 12-jamkovou desticku samostatné, s pridatkem IFN-y, lipopolysacharidu
a supernatantu izolovaného ze splenocyti. Po 48 hodinach inkubace byl supernatant
odebran a za pomoci Griessovy reakce byla stanovena koncentrace NO, pricemzZ
kultivacni médium slouZilo jako kontrola.
Jako standard byl pouZit roztok NaNO3z (Sigma-Aldrich). Do 96-jamkové desticky bylo
postupné naneseno 100 pl jednotlivych vzorki a standardii véetné kontroly, k nimZ bylo
ptridano 50 pl roztoku A a B. Po inkubaci (5 minut) byla zmérena koncentrace NO
na spektrofotometru (OpsysMR) pii vinové délce 570 nm.

Ke stanoveni produkce NO in vivo u pulcli X. tropicalis bylo pouZito DAF-2DA.
Pulclim ve stadiu 47 - 50 byla po mikroinjekci XtiSC pomoci skalpelu amputovana 1/3
ocasu. Jako kontrola pak byli barveni pulci bez amputace s mikroinjikovanymi burikami.

Intaktni pulci slouZili jako negativni kontrola.
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Produkce NO byla zaznamendana u pulcti v ¢ase Oh, 6h, 24h, 72h a 7 dni po mikroinjekci.
Zasobni roztok DAF-2DA (5mM v DMSO) byl naredén 1:150 v 0,05x MMR a pouZit
k inkubaci pulcii po dobu 15 minut. Poté byli pulci 30 minut fixovani ve fixacnim roztoku.
Nasledovalo promyti pulci v 1x PBS (3x 5 minut) a snimani pomoci fluorescen¢niho

stereomikroskopu.

5.5 Transplantace XtiSC do pulct X. tropicalis

Pro transplantaci XtiSC byli pouziti pulci ve stadiu 47 - 50. Pro tyto pokusy byli
pulci ziskavani pomoci IVF. Pro stimulaci ovulace bylo vecer predem ¢tyfem samicim
X. tropicalis injikovano 30 mezinarodnich jednotek (IU) hCG a 300 IU druhy den rano.
Po 4-6 hodinach byly samice piipraveny ke kladeni. Pro oplozeni vykladenych oocytt
byla samci X. tropicalis odebrana a nasledné homogenizovana varlatav 500 pl L-15 médiu
s 10% FBS. Oocyty byly v 1x MMR rozprostieny na Petriho misce do jedné vrstvy, na niz
byla aplikovdna smés homogenizovanych varlat (5 min).
Po vazbé spermii k oocytlim byl pridan 0,05x MMR (20 min). Po oplozeni nasledovala
inkubace oocytl v 2,2% roztoku cysteinu (5 min) a promyti v 0,05x MMR (4x). Dale byla
provedena opakovana selekce Zivotaschopnych embryi, ktera byla nasledné prenesena
do 0,05x MMR + Gentamycin na agar6zou pokryté Petriho misky.
Takto byla embrya kultivovana do tietiho dne, kdy byl aplikovan 0,05x MMR. Od ¢tvrtého
dne byli pulci kultivovani v tancich ve specidlné upravené vodé filtrované pres aktivni
uhli, aktivné provzdusnéné a s pridavkem morské soli na hladinu konduktivity 1000
uS/cm. Od tohoto okamziku byli pulci pravidelné krmeni.

Ve stadiu 47 - 50, tj. zhruba 10
- 21 dni po IVF byli pulci pouzivani
Kk transplantatnim  experimentim.
Pro samotnou transplantaci byla
pouzita suspenze XtiSC v 2/3 PBS
(viz. kapitola 5.1).V den experimentu
pulci nebyli krmeni a pro usnadnéni
manipulace byli na Petriho misce

uspani v 0,2% MS-222. Jednotlivi

pulci byli pridrZzovani holdingovou

Obrazek 17.: Mikroinjekce bunécné suspenze do . - -
dorzdlni Zily u X. tropicalis. kapilarou po bo¢ni strané téla.
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Po nasati bunécné suspenze do sklenéné kapilary bylo pomoci mikroinjektoru IM 400
(Narishige) mikroinjikovano 40 nL (zhruba 1000 bunék) do dorzalni Zily u korene ocasu
pulce (viz. Obr. 17). Tato ¢ast experimentu vyZadovala presnou a rychlou manipulaci
a Casté ménéni bunéfné suspenze, coZ zarucovalo prezivani bunék. Po transplantaci
aamputaci byli pulci kultivovani v tancich supravenou vodou a Gentamycinem

v koncentraci 50 pg/ml.

5.6 Studium migratorniho potencialu XtiSC po amputaci ocasu
Migratorni potencial XtiSC byl studovan in vivo za pouZiti fluorescentniho
stereomikroskopu Olympus SZX16 (Olympus Optical). Ihned po transplantaci XtiSC byli
pulci déleni do nékolika skupin.

Pro studium migrace XtiSC byly pouzity dvé skupiny pulct s transplantovanymi bunikami
- prvni, jimz byla skalpelem amputovana 1/3 ocasu, a druha skupina pulcti bez amputace.
Druhy den pfi pozorovani na fluorescen¢nim stereomikroskopu byl zaznamenavan pocet
pulct, u nichz byla pozorovana migrace XtiSC do mista zranéni, nebo naopak do konce

intaktniho ocasu. PoCty u obou skupin byly nasledné porovnany statistickou analyzou.

5.6.1 Studium migratorniho potencialu XtiSC v zavislosti na NO

Ve spolupraci s Laboratoii genové exprese (Biotechnologicky tstav AV CR) byl
dale studovan migratorni potencial XtiSC u pulcti X. laevis v zavislosti na produkci NO.
Za timto ucelem byli vyuZzivani pulci X. laevis ve stadiu 48 - 50 s vyrazenou funkci eNOS
anNOS pomoci morpholino oligonukleotidii. MO byly zakoupeny z Gene Tools, LLC
(Philomath, OR, USA) a mikroinjikovany do oplozenych oocyti ve stanovené koncentraci.

Tuto ¢ast experimentu proved] Mgr. Radek Sindelka, Ph.D.

Gen Sekvence MO Koncentrace
na oocyt
nNOS 5'-TGGCTAAAAGAACACAGGACATCAA-3’ 17 ng
eNOS 5'-AAAAGCCAAGCACTACTCACCGTTT-3' 34 ng

Tabulka 5.: Seznam pouZzitych morpholino oligonukleotidii (Tomdnkovd, 2019).

Takto pripravenym pulclim bylo transplantovino zhruba 1000 XtiSC v 2/3 PBS
do dorzalni Zily (viz. kapitola 5.5). Druhou skupinu pro transplantaci bunék tvorili pulci
snormdlni funkci NO syntdz. Pulcim obou skupin byla ihned po mikroinjekci

amputovana 1/3 ocasu pomoci skalpelu.
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Po 1 dni byly zaznamendny pocty pulci, unichz byla na fluorescen¢nim
stereomikroskopu pozorovana migrace XtiSC do mista amputace. Vysledky byly
vyhodnoceny statistickou analyzou.
5.6.2 Lightsheet mikroskopie

Pro zobrazeni XtiSC migrujicich v ocasu po amputaci byl pouzit Lightsheet
mikroskop Z.1 (Zeiss). Za timto uc¢elem byl pulec pres noc pri 4°C inkubovan ve fixacnim
roztoku. Nasledné byl promyt v PBS (3x po 5 min) a zalit do 1% Low melting agarozy.
Cely blok byl pak inkubovan v roztoku CUBIC I (3 dny) a CUBIC II (2 dny) pro projasnéni
tkané. Ocas v bloku agardzy byl pak sniman v roztoku CUBIC II (index lomu 1,465).
Vysledky byly vyhodnoceny ve spolupraci s Mgr. Zuzanou Burdikovou, Ph.D.

5.7 Imunohistologické barveni vibratomovych rezi

Po mikroinjekci a amputaci byli pulci ve trech skupinach (6hpa, 24hpa, 72 hpa)
pires noc inkubovani ve fixa¢nim roztoku pii 4°C. Nasledujici den byli promyti v PBS
(3x 5 min) a v methanolu (3x 5 minut), v némz byli poté zamraZeni (- 20°C). Takto byli
pulci skladovani nejméné 1 den, ale nejdéle 1 rok.

Pro tvorbu fezovych preparatli byl pulec rehydratovan v methanolové radé (90,
75,50, 25% methanol v PBS + 0,1% Tween) po dobu 5 minut. Poté byl pulci amputovan
ocas, ktery, peclivé osusSen, byl montovan do 1ékového blistru a zalit 4% Low melting
agarozou. Po 10 minutdch pri RT byl ocas vagarézovém bloku pfipraven na rezani,
nejpozdéji vSak do 2 dnil od zaliti (v takovém pripadé byl prechovavan v 0,02% azidu
v PBS).

Agaro6zovy blok s ocasem pulce byl nafezan na vibratomu na 20 um piicné fezy
ve zchlazeném a filtrovaném PBS. Rezy byly permeabilizovany pomoci 0,1% Tween v PBS
(1 hodinu), promyty ¢istym PBS (3x 5 minut) a blokovany v TNB (1 hodinu). Po 2 noci
byly fezy inkubovany v primarni protilatce fedéné v TNB ve 4°C. Nasledovalo promyti
PBS (3x 5 minut) a inkubace pies noc sekundarni protilatkou v TNB ve 4°C v temné
komiirce. Dalsi den byly rezy promyty v PBS (3x 5 minut) a montovany na podlozni sklo

do 4 kapek Molwio/DAPI.
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5.8 Statisticka analyza

VSechny pokusy byly zopakovany alespoinl 3x nezavisle za sebou. K vyhodnoceni
migratorniho potencialu XtiSC byl pouzit Fisheriiv exaktni test. Pro vyhodnoceni vlivu

XtiSC na pocet satelitnich bunék byl pouzit Studentav t-test.

32



6. Vysledky

6.1 Studium refraktorni faze u X. tropicalis

Refraktorni faze je kratké obdobi v priibéhu vyvoje pulce X. laevis (stadium 45 -
47), kdy pulec neni schopen plné zregenerovat ocas po jeho amputaci (Beck a kol. 2003).
Nicméné u X. tropicalis tato faze prozatim nebyla zaznamendna. Prvnim cilem
prace bylo provérit regeneracni kapacitu ocasu u X. tropicalis. Z tohoto divodu byla
pomoci skalpelu provedena amputace 1/3 ocasu u pulct ve stadiu 38 - 50 a v priibéhu
7 dni byla pozorovana jejich schopnost ocas zregenerovat. Ve stadiu 41,49 a 50 u 1 pulce

z celkového poctu 10 regenerace neprobéhla. Zbyli pulci ocas regenerovali standardné.

AMPUTACE (STADIUM 38 - 41)

7DPA (STADIUM 38 - 41)

AMPUTACE (STADIUM 42 - 45)

7DPA (STADIUM 42 - 45)

AMPUTACE (STADIUM 46 - 49)
- -
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7DPA (STADIUM 46 - 49)

[ 7dpall) 7dpaflk

AMPUTACE (STADIUM 50)|

Obrdzek 18.: Studium refraktorni fdaze u X. tropicalis.
V fddku pod ndzvem ,Amputace” se nalézaji pulci ve stddiu 38
- 50 po amputaci 1/3 ocasu (A - L).

V rddku ,,7dpa“ Ize vidét tytéZ pulce 7 dni po amputaci (A - L).

& U vSech pulcii byla pozorovdna standardni regenerace.
L Pouze u pulcti ve stadiu 41 (D), 49 (K) a 50 (L) doslo k netiplné
[ 7DPA(STADIUM50) | regeneraciu 1 pulce z 10.

Pro kaZdou skupinu bylo pouZito 10 pulcti. Pulci byli snimdni
pomoci stereomikroskopu.

7dpa

Tyto vysledky ukazuji, Ze X. tropicalis postrada refraktorni fazi a predstavuje tak
vhodnéjsi modelovy organismus pro studium regenerace po poranéni ¢i amputaci ocasu

nez standardné pouZzivany X. laevis (viz. Obr. 18).

6.2 Prezivani XtiSC po transplantaci

V pocatku transplantacnich experimentli bylo nutno provéfit, zdali jsou XtiSC
schopny proliferovat a preZivat v organismu po transplantaci in vivo. Za timto ucelem byly
pulctim X. tropicalis ve stadiu 47 - 50 mikroinjikovany XtiSC do dorzalni Zily a s pomoci
fluorescencniho stereomikroskopu byli tito pulci porovnani 6 hodin, 3 dny a7 dni po
transplantaci. Znatelné namnoZeni bunék bylo pozorovano jiZ 3. den po transplantaci,
a to jak u kontrol, tak i u pulcti po amputaci ocasu. Z obrazkd je patrné, Ze burniky ochotné

tvori niku, v niZ se mnozi (viz. Obr. 19).
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A L Kontrola 6h ‘ B ‘ 6hpa ‘ C‘ 6hpa

v _ v/

Obrdzek 19.: Prezivani XtiSC po alogenni transplantaci u X. tropicalis.

Pri porovndni pulcti 6h a 3 dny a 6h a 7 dni po transplantaci bylo patrné namnoZeni bunéek
Jiz po 3 dnech, a to jak u kontroly bez amputace ocasu (A), tak u pulce s amputaci ocasu (B).
ZmnoZeni bunék bylo pozorovdno i po 7 dnech od transplantace (C).

Pulci byli snimdni pomoci fluorescencniho stereomikroskopu.

6.3 Studium migratorniho potencialu XtiSC

6.3.1 Studium migratorniho potencialu XtiSC in vivo po amputaci

ocasu

Po transplantaci XtiSC do dorzalni zily pulct X. tropicalis a amputaci 1/3 ocasu
pomoci skalpelu byla s pomoci fluorescen¢niho mikroskopu pozorovana migrace bunék
z mista vpichu do mista zranéni. V priibéhu 1 dne po transplantaci buiiky domigrovaly
do mista zranéni, kde se béhem 3 dni namnoZily (viz. Obr. 20). Migrace XtiSC do mista
zranéni byla pozorovana u pulcti s amputaci ocasu (Uspésnost migrace do mista zranéni
byla 65,85%), zatimco u kontrol bez zranéni bunky preferencné ziistavaly v oblasti

vpichu (dspéSnost migrace do Spicky ocasu byla 7,41%; viz. Tab. 6 a Obr. 21).
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Kontrola 6hpa

B

6hpa

A

A
.

REP+.. S

‘ 3dpa

Obrdzek 20.: Migrace XtiSC in vivo u X. tropicalis. U pulcti s amputaci ocasu byla
pozorovdna pocinajici migrace po 6 hodindch, v pritbéhu 1 - 3 dni buriky akumulovaly
ve Spicce ocasu (B). U kontrol bez amputace ocasu ztistdvaly buriky preferencné v blizkosti

mista vpichu (A). Pulci byli snimdni pomoci fluorescencniho stereomikroskopu.

Pocet pulciti s Pocet pulcti bez Celkem
migraci migrace
+amputace 27 14 41
-amputace 2 25 27

Tabulka 6.: Migrace XtiSC in vivo u X. tropicalis. Porovndni migrace XtiSC do mista
zranéni u pulciti po amputaci 1/3 ocasu (+amputace). Jako kontrola byla pouZita skupina

pulcti s transplantovanymi XtiSC bez amputace ocasu (-amputace).
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Vliv amputace ocasu na migraci XtiSC do
mista poranéni u pulcu X. tropicalis

100+

] migrace +
80- ] migrace -

%

40+

20+

Q Q
n§° &

Obrdzek 21.: Migrace XtiSC in vivo u X. tropicalis. Byla pozorovdna preferencni migrace
XtiSC do mista zranéni u 65,85% pulcti po amputaci ocasu (amputace+). Jako kontrola byla
pouZita skupina pulcti s transplantovanymi XtiSC bez amputace ocasu (-amputace), u niz
byla zaznamendna migrace XtiSC do spicky ocasu u 7,41% pulcti. Pro analyzu dat byl pouZit
Fishertiv exaktni test s hodnotou statistické vyznamnosti P < 0,01.

6.3.2 Studium migratorniho potencialu XtiSC v zavislosti na NO in vivo
NO je bezbarvy plyn svyznamnou signalni roli v mnoha biologickych
procesech. Bylo prokazano, Ze NO mliZe mimo jiné ovliviiovat buné¢nou migraci (Fuseler
a Valarmathi, 2016; Zhan a kol.,, 2016). Z tohoto diivodu byl ve spolupraci s Laboratofi
genové exprese (Biotechnologicky tstav AV CR) dale studovan migratorni potencial XtiSC
u pulcti X. laevis v zavislosti na produkci NO. Za timto ucelem byli vyuzivani pulci X. laevis
ve stadiu 48 - 50 s vytrazenou funkci eNOS a nNOS pomoci morpholino oligonukleotidii
(eNOS+nNOS - MO). Jako kontrola byli pouziti pulci X. laevis s normalni funkci NO syntaz.
Ihned po mikroinjekci XtiSC byla pulctim obou skupin amputovana 1/3 ocasu.
Pulci X. laevis s vytazenou funkci NO syntaz jsou v Laboratoti genové exprese zavedenym
modelem pro studium NO signalizace, proto jsme v tomto pripadé upustili od pouziti

X. tropicalis.
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1 den po amputaci byla pomoci fluorescenéniho stereomikroskopu hodnocena migracni
schopnost XtiSC (viz. Obr. 22). Byla prokdzana zhor$ena migrace do mista zranéni u pulcti
s vyrazenou funkci NO syntaz (GspésSnost migrace 40,63%) oproti kontrolam (ispéSnost

migrace 65,79%; viz. Tab. 7 a Obr. 23).

A Kontrola 24hpa B eNOS+nNOS - MO 24hpa

x

Kontrola 7dpa eNOS+nNOS - MO 7dpa
Ei S

Obrdzek 22.: Vliv NO na migraci XtiSC in vivo u X. laevis. U eNOS+nNOS - MO (B) byla
prokdzdna zhorsend migrace do mista zranéni oproti WT pulctim s normdlni funkcni NO
syntdz (A). U obou skupin bylo moZné pozorovat pritomnost bunék v regenerdtu 7 dni po
amputaci, nicméné u skupiny eNOS+nNOS - MO ve sniZené miTe.

Pocet pulcti s Pocet pulcti bez
migraci migrace Celkem
eNOS+nNOS - 13 19 32
MO
WT 25 13 38

Tabulka 7.: Vliv NO na migraci XtiSC in vivo u X. laevis. Srovndni schopnosti migrace
transplantovanych XtiSC do mista zranéni u pulcti u skupiny eNOS+nNOS - MO a u WT
(normdlni funkce eNOS a iNOS). U obou skupin byla provedena amputace 1/3 ocasu ihned

po transplantaci bunék.
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Viiv eNOS+nNOS-MO na migraci XtiSC do mista
zranéni po amputaci ocasu pulcu X. laevis
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Obrdzek 23.: Vliv NO produkovaného eNOS a nNOS na in vivo migraci XtiSC u pulcti X.
laevis po amputaci ocasu. Migrace XtiSC byla pozorovdna u 40,63% pulcti s vyrazenou
funkci NO syntdz (eNOS+nNOS-MO). Migrace XtiSC u kontrol s normdini funkci NO syntdz

(wt) byla pozorovdna u 65,79% pulcti. Pro analyzu dat byl pouZit Fishertiv exaktni test
s hodnotou statistické vyznamnosti P < 0,01.

Po 7 dnech od transplantace bylo rovnéZ moZné pozorovat pritomnost bunék
ve zregenerovaném ocasu, a to zejména u pulct s normalni funkci NO syntaz (viz. Obr. 24
a 26). Pritomnost bunék v regeneratu u pulcii s vyfrazenou funkci NO syntaz tvorila
30,77% z celkového poctu, zatimco u kontrol 64% (viz. Tab. 8 a Obr. 25). Tyto vysledky

naznacuji, Ze NO miiZe pusobit jako chemoatraktant pro XtiSC migrujici do mista zranént.

Obrazek 24.: Imunohistochemické barveni Pax7 u X. laevis v regenerdtu. Vibratomové
rezy zregenerované cdsti ocasu po 7 dnech od amputace u pulce X. laevis s normdlni funkci
NO syntaz barvené proti Pax7 (zelené) a RFP (cervené) dokazuji pritomnost XtiSC
v regenerdtu. Jadra jsou barvena DAPI (modre). Lze pozorovat ¢dstecnou kolokalizaci Pax7

a RFP (D - bila Sipka) naznacujici diferenciaci nékterych XtiSC do svalovych satelitnich
bunék.
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Pocet pulcii Pocet pulcti
s buinkami v s absenci bunék v Celkem
regeneratu regeneratu
eNOS+nNOS - 4 9 13
MO
WT 16 9 25

Tabulka 8.: Vliv NO na pritomnost XtiSC v regenerdtu ocasu pulcti X. laevis 7 dni po
amputaci. Skupina eNOS+nNOS - MO zahrnuje pulce s vyrazenou funkci eNOS a iNOS,
skupina WT predstavuje pulce s normdlini funkci NO syntdz. U obou skupin byla provedena
amputace 1/3 ocasu ihned po transplantaci bunék.

Vliv eNOS+nNOS-MO na pritomnost XtiSC v regeneratu
po amputaci ocasu pulcu X. laevis
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Obrdzek 25.: Vliv NO na pritomnost XtiSC v regenerdtu ocasu pulcii X. laevis 7 dni po
amputaci. Pritomnost XtiSC v regenerdtu u skupiny eNOS+nNOS-MO tvorila 30,77% pulcti.
U kontrol s normdlnf{ funkci NO syntdz (wt) byly XtiSC pritomny v regenerdtu u 64% pulcti.
Pro analyzu dat byl pouZit Fishertiv exaktni test s hodnotou statistické vyznamnosti P < 0,01.

Pritomnost bunék ve zregenerované ¢asti ocasu pulce X. laevis byla zobrazena i pomoci

Lightsheet mikroskopie (viz. Obr. 23).
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Obradzek 26.: Migrace XtiSC po xenogenni transplantaci u X. laevis 7 dni po amputaci.
Lightsheet mikroskopie zobrazuje 3D strukturu XtiSC prortstajici zregenerovany ocas 7 dni
po amputaci. Lze pozorovat pritomnost bunéek i v regenerdtu. Bilé Sipky zobrazuji piivodni

misto amputace.
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6.4 Studium regeneracniho potencialu XtiSC

6.4.1 XtiSC a produkce NO

Jak jiz bylo receno, NO je vyznamna signalni molekula. Dilezitou roli hraje
zejména v regeneraci, kde se i€astni procesu epidermalniho hojeni (Schaffer a kol., 1996;
Tomankova, 2019).
Produkce NO je rizena tremi typy syntaz (iNOS, eNOS, nNOS), jejichZ exprese byla
potvrzena v koZnich bunkach Zab i mysi (Frank a kol., 2002; Tomankova, 2019).

Imunocytochemickym barvenim bylo zjiSténo, Ze XtiSC exprimuji iNOS (viz. Obr.
27) anNOS (viz. Obr. 28). Expresi eNOS jsme se v ramci této prace nevénovali, ale bude

pravdépodobné predmétem dalSich studii.

Obrdzek 27.: Imunocytochemické barveni XtiSC proti iNOS (B). Jddra jsou barvena DAPI
(A). Barveni bylo zopakovdno nejméné trikrdt nezdvisle na sobé.

Obrazek 28.: Imunocytochemické barveni XtiSC proti nNOS (B). Jddra jsou barvena DAPI
(A). Barveni bylo zopakovdno nejméné tiikrdt nezdvisle na sobé.

Po detekci exprese iNOS a nNOS byly XtiSC podrobeny méreni produkce NO
pomoci spektrofotometru pri vinové délce 570 nm. XtiSC byly indukovany pomoci
supernatantu izolovaného ze splenocytt, lipopolysacharidu, IFN-y a nasledné vSem
témto stimulatoriim najednou v uréeném pomeéru. Vysledky vSak byly negativni ve vSech

pripadech (viz. Tab. 9).
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Méreni produkce Hodnota
NO absorbance
Kontrolni médium 0,04
Bez stimulace -0,006
Supernatant 0,006
Lipopolysacharid 0,006
IFN-y -0,003
Supernatant + 0,004
lipopolysacharid +
[FN-y

Tabulka 9.: Méreni produkce NO u XtiSC. Buriky byly indukovdny pomoci supernatantu
ze splenocyti, lipopolysacharidu, IFN-y a poté vsSemi teémito stimuldtory najednou.
Jako kontrola bylo pouZito cisté kultivacni médium s namérenou hodnotou absorbance 0,04.

Syntadzam oxidu dusnatého jsme se dale vénovali v rdmci imunohistochemického
barveni vibratomovych tezli ocasu pulct. JizZ diive byla potvrzena exprese NO syntaz
v pokoZce embryi X. laevis v casnych vyvojovych stadiich (Tomankova, 2019).

Pro barveni rezli proti iNOS byli pulci ve stddiu 47 - 50 po transplantaci XtiSC
do dorzalni Zily a amputaci ocasu 1/3 ocasu zafixovani v ¢ase 6h a 24h. Pro barveni proti
nNOS byli fixovani pulci véase 24h a 3 dny. Casové rozmezi pro fixaci pulct bylo
stanoveno dle aktivity vybrané syntazy. iNOS je aktivni zejména v prvni fazi hojeni a poté
jeji aktivita klesa (Lee a kol, 2001). Naopak nNOS je aktivni ve fazi proliferace
aremodelace, kdy se mimo jiné podili na aktivaci satelitnich bunék (Anderson, 2000).
Zafixovanym pulclim byl narezan ocas na vibratomu na 20 um tenké pricné rezy, které
byly nasledné barveny. Pro barveni byli pouziti pulci s transplantovanymi XtiSC
a amputovanym ocasem a pulci s amputovanym ocasem bez transplantovanych bunék.
Jako kontrola byli nabarveni intaktni pulci bez amputace i transplantace. Barveni iNOS
anNOS na ocasnich fezech pulcl X. tropicalis potvrdilo pozitivni expresi obou syntaz
v pokozkovych buiikdch a v chordé u pokusnych i intaktnich pulcti. V nékolika ptripadech
byla rovnéZz pozorovana ¢astecna kolokalizace iNOS ¢i nNOS s XtiSC barvenymi proti RFP

(viz. Obr. 29 a 30).
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Obrazek 29.: Imunohistochemické barveni iNOS u X. tropicalis. Vibratomové r'ezy ocasu
pulce 6h (C) a 24h (E) po amputaci a transplantaci byly barveny proti iNOS (zelené) a RFP
(Cervené). Rezy pulcti 6h (B) a 24h (D) po amputaci bez transplantovanych bunék byly
barveny pouze proti iNOS (zelené). Jako kontrola slouZi intaktni pulec (A) barveny proti
INOS (zelené). Jddra jsou barvena DAPI (modre). Byla pozorovdna cdstecnd kolokalizace
iNOS a RFP (C, E - bilé sipky). Barveni kaZdé skupiny bylo provedeno nejméné na 3 pulcich.

44



A Kontrola

C ] 24hpa

D 3dpa

E 3dpa

Obrazek 30.: Imunohistochemické barveni nNOS u X. tropicalis. Vibratomové rezy ocasu
pulce 24h (C) a 3 dny (E) po amputaci a transplantaci byly barveny proti nNOS (zelené)
a RFP (&ervené). Rezy pulcii 24h (B) a 3 dny (D) po amputaci bez transplantovanych bunék
byly barveny pouze proti nNOS (zelené). Jako kontrola slouZi intaktni pulec (A) barveny proti
nNOS (zelené). Jddra jsou barvena DAPI (modrie). Byla pozorovdna cdstecnd kolokalizace
nNOS a RFP (C - bild Sipka). Barveni kaZdé skupiny bylo provedeno nejméné na 3 pulcich.
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JelikoZ se produkce NO u XtiSC in vitro nepotvrdila, zabyvali jsme se jejich
schopnosti produkovat NO in vivo po transplantaci do pulcti X. tropicalis ve stadiu 47 - 50.
Produkce NO byla zaznamenana u pulcti v ¢ase Oh, 6h, 24h, 72h a 7 dni po transplantaci
pomoci indikdtoru NO DAF-2DA. V prtibéhu 24h byla pozorovana kolokalizace DAF-2DA
a RFP, ktera byla postupné potlacena. Kolokalizace byla zaznamenana nejen u pulct
s amputovanym ocasem, ale i u kontrol bez amputace (viz. Obr. 31 - 35). Pomoci
Lightsheet mikroskopie a naslednou analyzou obrazu v Image] byla potvrzena témér 95%
kolokalizace DAF-2DA a RFP (viz. Obr. 36). Z téchto vysledkii 1ze konstatovat, Ze XtiSC jsou

schopny produkce NO in vivo.

Obrdzek 31.: Produkce NO u pulcti X. tropicalis in vivo v ¢ase 0h. Pulci byli inkubovdni
v DAF-2DA po dobu 15 min, ndsledné jim byla amputovdna 1/3 ocasu a byli zafixovdni
a snimdni pomoci fluorescencniho stereomikroskopu. U pulce s transplantovanymi burikami
a amputaci ocasu (C) Ize pozorovat kolokalizaci (bild Sipka) DAF-2DA (zelené) a RFP
(Cervené). Pulec bez transplantovanych bunék byl barven DAF-2DA (B). Jako kontrola slouZil
intaktni pulec barveny DAF-2DA (A).
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Obrdzek 32.: Produkce NO u pulcii X. tropicalis in vivo v ¢ase 6h. Pulci 6h po amputaci
a transplantaci bunék byli inkubovdni v DAF-Z2DA a zafixovdni asnimdni pomoci
fluorescencniho stereomikroskopu. U pulce po amputaci i transplantaci (B) Ize pozorovat
kolokalizaci (bild Sipka) DAF-2DA (zelené) a RFP (Cervené). Pulec po transplantaci bez
amputace kolokalizaci nevykazuje (C). Pulec bez transplantovanych bunék byl barven DAF-
2DA (A). Barveni pro kaZdou podminku byklo zopakovdno alespori trikrdt.

24h

DAF RFP+ + %

Obrdzek 33.: Produkce NO u pulcti X. tropicalis in vivo v ¢ase 24h. Pulci 24h po amputaci
a transplantaci bunék byli inkubovdni v DAF-Z2DA a zafixovdni asnimdni pomoci
fluorescencniho stereomikroskopu. U pulce po amputaci i transplantaci (B) i u pulce po
transplantaci bez amputace (C) Ize pozorovat kolokalizaci (bilé Sipky) DAF-2DA (zelené)
a RFP (Cervené). Pulec bez transplantovanych bunék byl barven DAF-2DA (A). Barveni pro
kaZdou podminku byklo zopakovdno alespori trikrdt.
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Obrdzek 34.: Produkce NO u pulcii X. tropicalis in vivo v ¢ase 3 dny. Pulci 3 dny po
amputaci a transplantaci bunék byli inkubovdni v DAF-2DA a zafixovdni a snimdni pomoci
fluorescencniho stereomikroskopu. Kolokalizace DAF-2DA (zelené) a RFP (Cervené) nebyla
pozorovdna u pulce po amputaci itransplantaci (B), ani u pulce po transplantaci bez
amputace (C). Pulec bez transplantovanych bunék byl barven DAF-2DA (A). Barveni pro
kazdou podminku byklo zopakovdno alespori trikrdt.

DAF RFP+

DAF RFP+

Obrdzek 35.: Produkce NO u pulcii X. tropicalis in vivo v ¢ase 7 dni. Pulci 7 dny po
amputaci a transplantaci bunék byli inkubovdni v DAF-2DA a zafixovdni a snimdni pomoci
fluorescencniho stereomikroskopu. Kolokalizace DAF-2DA (zelené) a RFP (Cervené) nebyla
pozorovdna u pulce po amputaci i transplantaci (B), ani u pulce po transplantaci bez
amputace (C). Pulec bez transplantovanych bunék byl barven DAF-2DA (A). Barveni pro
kaZdou podminku byklo zopakovdno alespori trikrdt.
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Obrazek 36.: Produkce NO u pulcii X. tropicalis in vivo. Lightsheet mikroskopie
a ndslednd analyza obrazu v Image] pomoci pluginu JaCoP prokdzala kolokalizaci (bilé
Sipky) RFP (Cervené) a DAF-2DA (zelené) u pulcti X. tropicalis Oh a 24h po amputaci ocasu.
Overlap Coefficient v ¢ase Oh Cinil r = 0,945, v ¢ase 24h pak r = 0,943. Absolutni kolokalizace
jer=1.

6.4.2 XtiSC a satelitni bunky

Satelitni buniky jsou pro regeneraci ocasu u pulcti zcela nezbytné. Nalézaji se mezi
svalovymi vldkny a vreakci na zranéni jsou aktivovany, zaCnou proliferovat
a diferencovat v myoblasty (Church, 1969; Bischoff, 1986). Quiescentni i pravé
aktivované satelitni buriky lze snadno identifikovat diky expresi proteinu Pax7 (Seale

akol, 2000). Imunocytochemickym barvenim XtiSC byla zjiSténa pozitivni exprese

tohoto transkrip¢niho faktoru (viz. Obr. 37).

Obrazek 37.: Imunocytochemické barveni XtiSC proti Pax7 (B). Jddra byla barvena DAPI
(A). Barveni bylo zopakovdno nejméné tiikrdt nezdvisle na sobé.
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Vramci studia regeneracniho potencialu XtiSC jsme se zabyvali jejich moZnym
vlivem na satelitni bunky. Za timto ucelem byly satelitni bunky barveny
na imunohistochemickych rezech. Pro barveni rezti proti Pax7 byli pulci ve stadiu 47 - 50
po transplantaci XtiSC do dorzalni Zily a amputaci ocasu 1/3 ocasu zafixovani v ¢ase 24h
a 3 dny. Casové rozmezi pro fixaci pulcii bylo stanoveno v zavislosti na aktivaci satelitnich
bunék, kterd nastupuje v pozdéjsi fazi regenerace (Chen a kol., 2006). Zafixovanym
pulciim byl narezan ocas na vibratomu na 20 um tenké pri¢né rezy, které byly nasledné
barveny. Pro barveni byli pouziti pulci s transplantovanymi XtiSC a amputovanym ocasem
a pulci s amputovanym ocasem bez transplantovanych bunék. Jako kontrola byli
nabarveni intaktni pulci bez amputace i transplantace.

Barveni Pax7 na ocasnich fezech pulci X tropicalis potvrdilo pritomnost
satelitnich bunék u pokusnych i intaktnich pulcii. V nékolika pripadech byla rovnéz

pozorovana c¢astecna kolokalizace Pax7 s XtiSC barvenymi proti RFP (viz. Obr. 38).
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Obrazek 38.: Imunohistochemické barveni Pax7. Vibratomové rezy ocasu pulce 24h (C)
a 3 dny (E) po amputaci a transplantaci byly barveny proti Pax7 (zelené) a RFP (Cervené).
Rezy pulcii 24h (B) a 3 dny (D) po amputaci bez transplantovanych bunék byly barveny
pouze proti Pax7 (zelené). Jako kontrola slouzi intaktni pulec (A) barveny proti Pax7
(zelené). Jddra jsou barvena DAPI (modre). Byla pozorovdna Cdstecnd kolokalizace Pax7
a RFP (C). Barveni kazdé skupiny bylo provedeno na 6 pulcich.



Pro posouzeni vlivu XtiSC na satelitni buniky v ramci regenerace byly porovnavany
pocty satelitnich bunék na 1 pulce mezi skupinou pulcli s transplantovanymi XtiSC
ku skupiné pulcii bez bunék, pricemz u obou skupin byla ihned po transplantaci
amputovana 1/3 ocasu v Case 24h a 3 dny. 1 den po amputaci nebyl v poCtu bunék mezi
skupinami zaznamenan rozdil, nicméné pocty bunék po 3 dnech byly u pulci
s transplantovanymi XtiSC statisticky vyznamné vyssi neZ u kontrol bez XtiSC (viz. Tab.
10 a Obr. 39). Tyto vysledky naznacuji mozny pozitivni vliv XtiSC na regeneraci svalové

hmoty ocasu u pulci.

1dpa 3 dpa
-XtiSC +XtiSC -XtiSC +XtiSC
1. pulec 20 26 16 28
2 pulec 24 22 18 25
3. pulec 25 25 21 29
4. pulec 23 24 20 27
5. pulec 27 17 23 26
6. pulec 17 20 19 24
Primér 235 22,33 19,5 26

Tabulka 10.: Vliv XtiSC na pocet satelitnich bunék v ocase pulcii X. tropicalis. Srovndni
poctu satelitnich bunék u jednotlivych pulcti po transplantaci XtiSC (+XtiSC) a kontroly bez
transplantovanych XtiSC (-XtiSC) 1. a 3. den po amputaci.
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Vliv XtiSC na pocet Pax7 satelitnich bunék
v ocase pulcu X.tropicalis
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Obrdzek 39.: Vliv XtiSC na pocet satelitnich bunék v ocase pulcii X. tropicalis. Rozdil
v poctu satelitnich bunék v ocase mezi kontrolni skupinou pulcii (1DPA-XtiSC) a skupinou
s transplantovanymi XtiSC (1DPA+XtiSC) prvni den po amputaci nenfi statisticky vyznamny
(P> 0,1). Treti den po amputaci doslo k signifikantnimu navyseni (P < 0,01) poctu satelitnich
bunék u skupiny pulcti s transplantovanymi XtiSC (3DPA+XtiSC) oproti kontrole (3DPA-
XtiSC). Pro vyhodnoceni dat byl pouZit Studentiiv t-test pro obé experimentdlni skupiny
(1den a 3 dny).

6.4.3 Porovnani genové exprese XtiSC a ROC

V ramci studia regeneracniho potencialu XtiSC jsme se rozhodli porovnat
genovou expresi XtiSC a ROC. ROC jsou recentné identifikované bunky s vyznamnou roli
v procesu regenerace. Nalezneme je v pulci pod pokoZkou, odkud v reakci na zranéni
migruji do mista poSkozeni, vytvori signadlni centrum a produkuji molekuly nezbytné pro
regeneraci a proliferaci (Fgf8, Fgf9, Fgf10, Fgf20, Tgf-$3, Notch1, Wnt-3a, Wnt-5a, Bmp4,
Bmp2, Delta-1, Msx1, Msx2). Mimo jiné exprimuji Lefl a Tp63, které slouzi jako
identifika¢ni markery (Aztekin a kol., 2019). Analyza genové exprese XtiSC pomoci
RT- PCR potvrdila pozitivni expresi vSech genti ROC bunék vyjma tp63 a wnt-3a (viz. Tab.
11). Tyto vysledky naznacuji mozny regeneracni potencial XtiSC skrze produkci vyse

zminénych faktord.
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Gen Pi‘edni primer Velikost Exprese
produktu u XtiSC
Zadni primer (pary
bazi)
bmp2 GCCGAGCAAACACCGTTAG 188
GCTGCTGTCACCCTCAAATG =
bmp4 AGCGGAGGAGGAGGATGAA 170 -
CTGGAATGCTGCTGAGGTTG
delta-1 GCACCAACTCCTTCGTCGTA 300 =
AGCCTTCCCCGTAGTAGTGT
faf8 GTCATCTGCCTACAAGCCCA 322 -
GCGAACTCTGCTTCCAAACG
faf9 CGAAGGAGGCAGCTCTATTG 190 -
ACAGCTCCCCCTTTTCATTCA
fagf10 GAAAGTCCAGGGTCCCGTTG 329 -
GAGCTTCCTACTCCGCACG
fgf20 ACAGGTAGGCTCCCACTTCT 429
AGTACCGCCTTCCAGAGTCT -
lef1 CCCAGTAGCAACAGTCACGA 481
TGTCATCTGGCCCACACTTC -
msx1 GAAAGAGACCTGTCCAGCCC 388
GGTTGAGGGAGCTGGAGAAC -
msx2 CCAACAGAAAGCCCAGGACT 324
TGGGAAGGACTGGTCTGTGA =
notch1 CGCCCCGACTTTATCTCCTC 374
CCATTTCCTGCTTGTTGGCC =
tgf-p1 GGTGCTGCATCTTTCCACTT 1026
TCCAGGACATCAGGAACACA =
tp63 CAGATTGCCAAAACCTGCCC 494
GTGCTGTCGGAAACTTGCTG
vim CCTCTTTGGCACGTATTGACTT 464 =
TCTCCTCCATTTCTCGCATTTG
wnt-3a TTGCCGTTACCAGATCCTGC 388
CCCCGGGATTCTCGATGTTT
wnt-5a GAACCTGCACAACAACGAGG 409 =
CCGCTCAGTCTGTACCGTTT

Tabulka 11.: Srovnadni genové exprese ROC a XtiSC. Pomoci RT-PCR bylo zjisténo, Ze XtiSC
exprimuji vSechny zndmé markery ROC vyjma tp63 a wnt-3a. Jako pozitivni kontrola byl
pouZit gen pro vimentin.
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7. Diskuze

U pulcti X. laevis se vyskytuje fenomén s nazvem refraktorni faze. Jedna se o kratké
obdobi stadia 45 - 47, kdy pulec neni schopen po amputaci regenerovat sviij ocas.
Vtomto obdobi je formovani regeneracniho pupenu netspésné, coz vede k selhani
regenerace ocasnich tkani. Nelze pozorovat Zadnou akumulaci dediferencovanych
progenitorovych bunék a misto amputace je zaceleno pokoZkou (Beck a kol., 2003).
V soucasné dobé jesté neni zcela zfejmé, jakymi mechanismy je tato faze podminéna.
Jedna z mnoha teorii poukazuje na metabolické zmény v ramci prechodu na primy typ
potravy, které by mohly vést k docasnému utlumeni energeticky naro¢nych
regeneracnich procest. Jiné spekulace hovori o vlivu rozvoje adaptivni imunity, ktera
v této fazi probiha a mohl by ovliviiovat regeneraci. Tuto teorii podporuje i skutecnost,
Ze regenerace ocasu v refraktorni fazi mize byt navozena imunosupresi. Velkou otazkou
rovnéz zistava, ¢im je podloZzeno znovunabyti regeneracni kapacity po refraktorni fazi
(Fukazawa a kol., 2009; shrnuto v Li a kol., 2016). Faktort podminujicich refraktorni fazi
je nékolik, jednim z nich jsou ROC. Tyto buriky za normalnich okolnosti migruji do mista
amputace, kde ustanovuji signalni centrum nezbytné pro regeneraci. U regenerativné-
inkompetentnich pulci vSak ROC nejsou schopny aktivace (Aztekin a kol., 2019).
Za mobilizaci ROC jsou zodpovédné myeloidni bunky. Tyto buiky jsou u pulce dvojiho
typu - zanétlivé a reparativni, jejich pomérné zastoupeni je v intaktnim pulci priblizné
stejné. U regeneracné-kompetentnich pulci po amputaci vSak dochazi k namnoZeni
reparativnich myeloidnich bunék, u regeneracné-inkompetentnich pulci naopak
prevazuji bunky zanétlivé. Predmétem dalSiho studia téchto myeloidnich bunék bude
jejich podobnost se savéimi makrofagy. Magrofagy se totiZ po aktivaci v organismu déli
také na dva typy - M1 (prozanétlivé) a M2 (protizanétlivé), ¢imz napadné pripominaji
subpopulaci myeloinich buniek u xenopa (Aztekin a kol., 2020).

Béhem studia refraktorni faze bylo zjisténo, Ze reaktivaci Bmp nebo Msx1, ktery
je v signdlni kaskadé pod vlivem Bmp, lze v pulci znovu navodit regeneracni schopnost
ive stddiu 45 - 47. Podobné reaktivace Notch signalizace v prlibéhu refraktorni faze
vyusti v ¢asteCnou regeneraci vSech tkani ocasu kromé svaloviny. Tato fakta poukazuji
na kli¢ovou roli Bmp signalizace v procesu regenerace, jelikoZ je nezbytna pro aktivaci

Notch i Msx1 (Beck a kol., 2003, 2006; shrnuto v Slack a kol. 2008).
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Neméné dilezity vliv na regeneraci ma membranovy potencial. Depolarizace v reakci
na zranéni a pozvolna repolarizace ocasu pulce zprostredkovana aktivaci V-ATPazy
navozuje regeneraci i v refraktorni fazi (Adams a kol., 2007).

V této praci bylo poprvé prokazano, Ze X. tropicalis refraktorni fazi aplné postrada,
nebo neprobiha tak markantné jako u X. laevis. VSichni pulci ve fazich 38 - 50 po amputaci
regenerovali ocas standardné béhem 7 dni vyjma 1 pulce z 10 ve fazich 41, 49 a 50 (viz.
Obr. 18). Tato skute¢nost naznacuje, Ze X. tropicalis by mohl byt idedlnim modelem pro
studium mechanism@ podminujicich refraktorni fazi pri porovnani s X. laevis.

Zjisténi, Ze pulci X tropicalis nevykazuji refraktorni fazi umoziuje jejich
neomezené pouziti v priibéhu embryonalniho vyvoje pro transplantacni experimenty.

Nicméné pro mikroinjekce do dorzalni Zily jsou nejvhodnéjsi pulci ve stadiu 47 - 50.

Laboratof vyvojové biologie PiF UK byla tispéSna v zaloZen{ kultury XtiSC neboli

nezralych Sertoliho bunék X. tropicalis. Tyto bunky byly jizZ dfive podrobeny analyze
genové exprese, ktera potvrdila pritomnost markert nezralych Sertoliho bunék (Sox9,
vimentin, cytokeratin a 3-katenin) a peritubularnich myoidnich bunék (Sma a lif). Lze tak
usoudit, Ze XtiSC jsou spole¢nym progenitorem pro tyto bunky.
Dalsi analyza prokazala expresi markert MSC (itgb-1-cd29, cd44 a thy1-cd90) a nékterych
pluripotentnich markerti. Naopak markery zarodec¢nych bunék (dazl, ddx4 a ddx25) byly
u XtiSC negativni, jedna se tedy nepochybné o buiiky somatického ptivodu. (viz. Obr. 5).
Nasledné byla vytvorena stabilni transgenni linie XtiSC-RFP exprimujici Katushka RFP
pod CAG promotorem, coz zna¢né usnadilo transplanta¢ni experimenty v této diplomové
praci (Tlapakova a kol., 2016; Nguyen a kol., 2019a; 2019b).

Samotné Sertoliho bunky jsou skvélym prostfedkem pro transplanta¢ni
experimenty. NejenZe samy pireZivaji po alogennich i xenogennich transplantacich,
ale jsou vyznamné i pii kotransplantacich. Diky svym imunomodula¢nim schopnostem
totiZ podporuji piezivani kotransplantatu (Bistoni a kol., 2012).

Mikroinjekce XtiSC do dorzalni Zily u pulci X. tropicalis ve stadiu 47 - 50 potvrdily
schopnost bunék prezivat a mnoZit se vorganismu po alogenni transplantaci.
Pozorovanim pulcti 6h, 3 dny a 7 dni po transplantaci bylo zjiSténo znacné namnoZeni
bunék jiz 3. den. Pozorovali jsme tendenci bunék vytvaret niku, v niZ se mnozily a z niz

nasledné i migrovaly (viz. Obr. 19).
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Posléze vyvstaly otazky tykajici se migratorniho potencialu XtiSC. Nguyen a kol.
(2019a, 2019b) provedli pilotni pokusy testujici migraci bunék do mista zranéni
a prokazali jejich migraci ve sméru k nddorovym HelLa bunikam in vitro. Pfi mikroinjekci
bunék do peritonealni dutiny pulct byla pozorovana migrace do srdce, stfeva a pronefros
(Tlapakova a kol., 2016). Podobné chovani lze pozorovat po injikaci MSC do krevniho
obéhu mysi (shrnuto v Cornelissen a kol., 2015).

Vramci této diplomové prace jsme se zabyvali migratornim potencidlem XtiSC
in vivo po amputaci ocasu u pulci X. tropicalis. Pozorovanim pulcli s amputaci ocasu
pomoci fluorescen¢niho stereomikroskopu 6h a 3 dny po transplantaci byla zjisténa
preferencni migrace do mista zranéni (viz. Obr. 20). V misté amputace bunky akumuluji
a po 7 dnech od amputace proristaji i do nové zregenerovaného ocasu (viz. Obr 22 a 24).
Na druhou stranu u pulci bez amputace ocasu byly buiiky i 3 dny po transplantaci
pozorovany pouze v blizkosti mista vpichu, migrace do $picky ocasu byla u téchto pulci

zanedbatelna (viz. Obr. 20).

Otazkou ale zlistava, jakymi mechanismy je tato migrace XtiSC do mista zranéni
zprostiredkovana. MSC obdobné jako XtiSC vykazuji schopnost migrovat ve sméru
k poranéné tkani. Usavcl dochdzi v misté zranéni ke znacné produkci zanétlivych
cytokinli (napf. TNF-a, IFN-y, IL-1), které na MSC pilisobi jako chemoatraktanty.
Plisobenim téchto faktorti dochazi na povrchu MSC ke zméné exprese adhezivnich
molekul, kterd vyudsti v bunécény pohyb. MSC mimoto disponuji imunomodula¢nimi
vlastnostmi. Po pfemisténi do oblasti zranéni plisobi prostrednictvim produkce faktort
(TGF-B, HGF, LIF, IL-1, IL-6, NO, IDO a dalsi) na imunitni reakci. Timto zptisobem MSC
inhibuji aktivitu M1 prozanétlivych makrofagli a podporuji jejich preménu v M2

Zplsob, jakym jsou do mista poranéni pritahovany XtiSC, vS§ak zatim neni znam.
Z tohoto dlivodu jsme v dalsi ¢asti této prace upieli pozornost na oxid dusnaty (NO), ktery
je jednou z molekul s vyznamnou roli v regeneraci a dalSich fyziologickych procesech.
Produkci NO ridi tFi typy syntdz, a sice iNOS, nNOS a eNOS, které katalyzuji preménu L-
argininu na L-citrulin za vzniku NO jako vedlejSiho produktu (shrnuto v Alderton a kol.,
2001). iNOS ma nejvyznamnéjsi funkci v prvni fazi regenerace pti epidermalnim hojeni,
kdy jsou hlavnimi producenty NO zejména makrofagy (Yamasaki a kol., 1998; Lee a kol,,
2001).

57



nNOS zase prebira ustredni roli v pozdéjSich fazich regenerace, kdy zprostredkuje
aktivaci satelitnich bunék, o nichZ bude rec v dalSi ¢asti diskuze (Anderson a kol., 2000).
NO miiZe pisobit skrze aktivaci ¢i inhibici velkého mnozstvi efektori. Nadto vyznamné
ovliviiuje i bunécnou migraci.
NO reguluje napriklad migraci neutrofild, monocytd a makrofagti v ramci zanétlivé reakce
(Dal Secco a kol., 2003; Zhou a kol., 2009). Mnoho studii uvadi aktivacni, ale také inhibi¢ni
vliv NO na buné¢nou migraci. Fuseler a Valarmathi (2016) prokazali inhibi¢ni ucinek NO
na migraci do oblasti zranéni u MSC odvozenych z kostni drené. Aktivacné ptisobi NO
prostrednictvim cGMP/PKG drahy na migraci keratinocytd, které jsou v pribéhu hojeni
dtlezité pro reepitalizaci. Skrze cGMP-Rho GTPazovou signalizaci NO podnécuje také
migraci epidermalnich kmenovych bunék (Zhan a kol., 2015, 2016).
V Laboratofi genové exprese (Biotechnologicky tistav AV CR) naznadili diileZitou roli NO
v migraci progenitort jiz zminovanych myeolidnich bunék u pulcti X. laevis v reakci
na zranéni. Po zablokovani funkce NO syntaz dochazelo k zna¢nému zpomaleni ¢i aZ iplné
inhibici migrace myeloidnich bunék do poranéné oblasti. Timto byla prokazana dtilezitost
NO signalizace pro normalni priibéh regenerace i migrac¢nich procesu, které ji provazeji
(Abaffy, 2020). Z dostupnych studii lze usuzovat, Ze NO zprostiedkovana migrace je
prisné regulovana a mechanismus jeho plisobeni jesSté dnes neni plné objasnén.

Za Ucelem zjisSténi vlivu NO na migraci XtiSC jsme pouZili pulce X. laevis ve stadiu
47 - 50 dodané z Laboratore genové exprese. Porovnavali jsme bunéc¢nou migraci
do mista zranéni po mikroinjekci do dorzalni Zily u pulcli s vyiazenou funkci eNOS a iNOS
pomoci morpholino oligonukleotidii oproti pulcim s normalni funkci NO syntaz.
U obou skupin pulci byla provedena amputace 1/3 ocasu. Prokazali jsme znacné
zhorSenou migraci XtiSC v pulcich s vyrazenou funkci NO syntaz ve srovnani s kontrolou.
7 dni po transplantaci jsme taktéZ pozorovali pritomnost bunék v regeneratu u pulct
obou skupin, nicméné u pulci eNOS+nNOS - MO ve sniZené mire (viz. Obr. 22). To jsme
prokazali jednak na imunohistochemicky barvenych rezech (viz. Obr. 24), ale také pomoci
Lightsheet mikroskopie (viz. Obr. 26). Zdosazenych vysledki vyplyva, Ze NO
produkovany po poranéni pravdépodobné pusobi jako chemoatraktant pro migrujici
XtiSC. Dalsim moZnym a dle mého dsudku pravdépodobnéjSim vysvétlenim je, Ze NO

funguje jako spoustéc dalSich signalnich drah podminujicich regeneraci.
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Néktery z téchto NO aktivovanych faktort ¢i kombinace vice takovych by se patrné mohl
podilet na atrakci XtiSC do mista zranéni. DalSi z moznosti je, Ze XtiSC by do mista zranéni
mohly byt pritahovany signalizaci myeloidnich bunék ¢i pomoci ROC signalniho centra.
Vytazeni NO syntaz by tak mohlo mit pfimy nebo nepfimy vliv na NO zavislou signalizaci,
¢i produkci chemoatraktivnich molekul ovliviiujicich migraci ROC nebo myeloidnich

bunék, coz by znacné narusilo regeneraci. K tomuto ale bude zapotiebi dalSich studii.

U NO jsme ztstali i v nasledujici ¢asti prace. Kontrolnim imunocytochemickym

barvenim byla prekvapivé zjiSténa pozitivni exprese iNOS a nNOS i primo u XtiSC (viz.
Obr. 27 a 28). Proto jsme se rozhodli provérit, jestli XtiSC také vykazuji schopnost NO
produkovat. K méfeni produkce NO v médiu, v némz byly XtiSC 48 hodin kultivovany, byla
pouZita Griessova reakce a nasledné méreni koncentrace na spektrofotometru.
Vysledek méreni byl ale negativni, proto jsme se v nasledujicich pokusech snazili XtiSC
prinutit k produkci NO pomoci stimulatort. Jedny z faktort aktivujicich MSC k migraci do
mista zranéni a nasledné produkci dalSich molekul (jako je napt. i NO) jsou TNF-q, IL-1
aIFN-y (shrnuto ve Volarevic a kol, 2017). Ztohoto divodu jsme ve spolupraci
s Laboratofi imunoregulaci (PfF UK) inkubovali XtiSC po dobu 48 hodin v médiu
s pridavkem supernatantu izolovaného ze splenocytii, ktery obsahoval smés téchto
stimulacnich latek. I toto méreni bylo negativni. Nasledné jsme zkouseli XtiSC inkubovat
s pridatkem lipopolysacharidu, ktery je (podobné jako IFN-y) zndmym stimuldtorem
produkce NO u makrofagi (Stich a kol., 1998). V neposledni fadé byly XtiSC inkubovany
vmédiu se samotnym IFN-y a konetné i skombinaci vSech zminénych faktori
v doporuc¢eném pomeéru. VSechna méreni koncentrace NO vSak byla negativni (viz. Tab.
9).

Pfed nedavnem byla potvrzena exprese NO syntdz v pokozkovych bunkach
casnych embryii X. laevis (Tomankova, 2019). Imunohistochemickym barvenim rezl
ocasu u pulcl jsme potvrdili expresi nNOS a iNOS v pokozkovych bunkach u pulct
X. tropicalis ve stadiu 47 - 50. Vzor exprese téchto syntaz nebyl vyznamné pozménén
po amputaci ocasu u téchto pulcli, ani po transplantaci XtiSC (viz. Obr 29 a 30).
To naznacuje, Ze v pribéhu zranéni se méni pouze aktivita téchto syntaz, nikoliv jejich
exprese. V nékolika pripadech jsme také pozorovali ¢astecnou kolokalizaci obou syntaz

a XtiSC barvenych proti RFP.
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JelikoZ se produkce NO u XtiSC in vitro neprokazala, a to ani po stimulaci, rozhodli
jsme se provérit jejich produkci NO in vivo po transplantaci do pulct X. tropicalis.
Za timto ucelem jsme XtiSC mikroinjikovali do dorzalnf{ Zily u pulcti ve stadiu 47 - 50.
Ujedné skupiny byla nasledné provedena amputace 1/3 ocasu, druha skupina bez
amputace slouZila jako kontrola. Poté jsme pomoci NO indikatoru DAF-2DA barvili pulce
v Case Oh, 6h, 24h, 72h a 7 dni po transplantaci a pozorovali je pomoci fluorescen¢niho
stereomikroskopu.

Z vysledki bylo patrné, Ze produkce NO v celém pulci se zveda v prvnich hodinach
a nasledné je utlumena. Dale jsme pozorovali kolokalizaci DAF-2DA a RFP znacenych
XtiSC, ktera nastupovala v prvnich hodinach po transplantaci, gradovala v pribéhu 24h
a poté byl DAF-2DA zeleny signal postupné potlacen (viz. Obr. 31 - 35). Zajimavé je,
zZe kolokalizace DAF-2DA a RFP byla zaznamenana i u kontrolnich pulcti bez amputace
ocasu. V tomto pripadé je ale nutné vzit v ivahu fakt, Ze zranéni, které by stimulovalo
XtiSC k produkci NO, mohlo byt zplisobeno uz samotnym vpichem Kkapilary pri
transplantaci bunék. Tyto vysledky prokazaly schopnost XtiSC produkovat NO v reakci
na zranéni in vivo. Fakt, Ze se ndm nepodarilo detekovat produkci NO pomoci Griessovy
reakce, nemusi byt na Skodu. Produkce NO pomoci XtiSC je ziejmé prisné regulovans,
a proto by mohla byt pro regeneraci napomocna. Velka koncentrace NO totizZ miZe pribéh

regenerace spiSe zhorSovat (Franchini a Bertolotti, 2011).

V ramci provéreni regenerativniho potencialu XtiSC jsme se zabyvali jejich vlivem
na satelitni bunky. Jedna se o kmenové buiiky, které nalézame u vSech obratlovct, a jsou
zcela nepostradatelné pro regeneraci svalstva.

V klidovém stavu jsou satelitni buniky uloZené mezi svalovymi vlakny a bazalni laminu
(Chen akol., 2006). Pii poranéni dojde k aktivaci téchto bunék, ¢imZ znovu spusti bunécny
cyklus, namnozi se a nasledné diferencuji v myoblasty. Ty poté zfuzuji za vzniku myofibril,
které nahradi poskozeny sval (Church, 1969; Bischoff, 1986). Aby byla zachovana
populace satelitnich bunék pripravenych pro dalsi opravy, dochazi u c¢asti bunék
k deaktivaci a navratu do quiescentniho stavu (shrnuto v Chargé a Rudnicki, 2004).

Pro identifikaci satelitnich bunék slouzi transkrip¢ni faktor Pax7. Tento protein je
exprimovan v quiescentnich i proliferujicich satelitnich bunkach a v pribéhu

diferenciace ve svalové buriky je jeho exprese utlumena.
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Proliferujici satelitni bunky lze identifikovat pomoci koexprese Pax7 a Myf5
a diferencujici bunky pak pomoci koexprese Myf5 a MyoD (Cornelison a kol., 1997; Seale
a kol,, 2000).

Na aktivaci satelitnich bunék se vyznamné podili NO produkovany nNOS. Ve spolupraci
s Hgf méni morfologii aadhezivitu satelitnich bunék, coZ vede kjejich aktivaci
a proliferaci (Anderson, 2000; Buono a kol., 2012).

Diky kontrolnimu barveni XtiSC jsme u téchto bunék potvrdili pozitivni expresi
Pax7 (viz. Obr. 37). Imunohistochemickym barvenim jsme rovnéZz dokazali ¢astecnou
kolokalizaci Pax7 a XtiSC barvenych proti RFP, a to jak u X. tropicalis (viz. Obr. 38),
tak u X. laevis (viz. Obr. 24). Toto zjiSténi nas vedlo ke spekulacim, zdali by XtiSC mohly
byt schopny diferencovat ve svalové prekurzory.

XtiSC disponuji multipotentnim diferenciacnim potencidlem, in vitro diferencuji
v chondrocyty, adipocyty a osteocyty a in vivo v kardiomyocyty (Strnadova, 2016; Nguyen
a kol,, 2019a). Pax7 je dllezitym faktorem s roli v embryonalnim vyvoji (Basch a kol.,,
2006). Mimoto ale také funguje jako specificky marker pro mysi subpopulaci
spermatogonii A (Aloisio a kol., 2014).

Nicméné XtiSC byly na expresi zarode¢nych markert negativni (dazl, ddx4 a ddx25), ¢imz
byl jiz drive potvrzen jejich somaticky plivod. Je potreba vzit v ivahu, Ze XtiSC jsou
progenitory nejen Sertoliho bunék, ale také peritubularnich myoidnich bunék (Tlapakova
a kol, 2016). Jedna se o bunky, které obklopuji semenotvorné kandlky varlat, jsou
kontraktilni a vykazuji znaky bunék hladkého svalstva (shrnuto v Maekawa a kol., 1996).
Ale jestli mohou XtiSC opravdu fungovat jako svalové progenitory, bude predmétem
dalSich studii.

Ve snaze zjistit, zda maji XtiSC néjaky vliv na satelitni burky, jsme porovnavali
jejich pocet na imunohistochemicky barvenych rezech pulcl X tropicalis ve stadiu
47 -50. Srovnavali jsme pocet satelitnich bunék na 1 pulce u skupiny
s transplantovanymi XtiSC a bez nich, pficemz obéma pulcim byla po transplantaci
amputovana 1/3 ocasu. U skupiny 1 den po amputaci nebyl prokazan vliv na satelitni
buiiky, ale u skupiny 3 dny po amputaci byl pocet satelitnich bunék u pulct
s transplantovanymi XtiSC signifikantné vyssi. Lze se tedy domnivat, Ze XtiSC mohou mit

pozitivni vliv na probihajici regeneraci.
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V posledni ¢asti prace jsme pozornost upreli na ROC. Jedna se o nové popsané
bunky, které perzistuji pod pokozkou pulce. Jsou snadno identifikovatelné pomoci
markert Lefl a Tp63. Pri poranéni jsou aktivovany plsobenim myeolidnich bunék
amigruji do mista zranéni. Zde ROC ustanovuji signalni centrum a produkuji faktory,
které se podili na regeneraci, bunécné proliferaci a diferenciaci. Mezi tyto faktory patii
Fgf8, Fgf9, Fgf10, Fgf20, Tgf-B, Notchl, Wnt-3a, Wnt-5a, Bmp4, Bmp2, Delta-1, Msx1
a Msx2. ROC jsou pro spravny priibéh regenerace zcela nepostradatelné, jejich ablace ma
za nasledek regeneracni inkompetenci (Aztekin a kol., 2019; 2020).

V prvotni fazi regenerace je vyznamna signalizace Tgf- (3, ktera napomaha zaceleni
rany a reguluje bunécnou proliferaci (Ho a Whitman, 2008). V pozdéjSich fazich
regenerace piebira klicovou roli Bmp signalizace, jiZ podléha Notch s ligandem Delta-1
a Msx (Beck a Slack, 2002; Beck a kol., 2003, 2006). Dalsim dtlezitym hracem je Fgfa Wnt
signalizace, které jsou ovliviiovany ptisobenim Bmp (Lin a Slack, 2008). Tyto faktory
spolecné reguluji bunécné chovani jako je migrace a proliferace vedouci k regeneraci.
Deaktivace kterékoliv z téchto molekul nevyhnutelné vede k zhorsSené ¢i aplné potlacené
regeneraci.

Pomoci analyzy genové exprese jsme u XtiSC zjistili pozitivni expresi vSech téchto
genll kromé wnt-3a a tp63 (viz. Tab. 11). Wnt-3a molekula je pro regeneraci podstatna
(Lin a Slack, 2008), nicméné Tp63 koexprimovan spolecné s Lefl funguje jako
identifikator pro ROC (Aztekin a kol., 2019). Pozitivni expresi tp63 jsme tedy u XtiSC
neocekavali. Timto jsme prokazali, Ze XtiSC by mohly v reakci na zranéni produkovat

faktory napomahajici regeneraci.

Z vysledki této diplomové prace lze predpokladat, Ze XtiSC by mohly mit pozitivni
vliv na pribéh regenerace. XtiSC exprimuji NO syntazy a jsou schopny produkce NO
in vivo. Dale exprimuji markery ROC, které jsou pro regeneraci klicové. Je tedy otazkou,
zdali by XtiSC mohly fungovat jako signalni centrum podobné jako ROC. Pravdépodobné
také mohou diferencovat v progenitory svalovych bunék, coZ bude predmétem dalsich
studii. Zajimavé by bylo zjistit, jestli mohou XtiSC ovliviiovat regeneraci u regeneracné-
inkompetentnich pulcl X. laevis v refraktorni fazi. Je zapottebi dalSich studii, aby byl
provéfen regeneracni potencial XtiSC a jejich pripadné budouci pouZiti v regeneracni

mediciné.
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8. Zaveér

e Byloprokazano, Ze X. tropicalis refraktorni fazi uplné postrada, nebo je u néj vyznamné
potlacena.

e Potvrdili jsme schopnost XtiSC preZivat po alogenni transplantaci do dorzalni Zily
u pulci X. tropicalis a po xenogenni transplantaci u pulci X. laevis.

e Mikroinjekci XtiSC do dorzalni zily byla u pulcG X. tropicalis po amputaci ocasu
potvrzena schopnost téchto bunék preferencné migrovat do mista zranéni.

e Svyuzitim morpholino oligonukleotidi byla prokazana zhorsSena schopnost migrovat
do mista zranéni u XtiSC transplantovanych do dorzalni zily u pulci X laevis
s vyrazenou funkci eNOS a nNOS. Timto byl potvrzen vliv oxidu dusnatého (NO)
na migraci XtiSC in vivo.

e Imunocytochemickym barvenim byla potvrzena pozitivni exprese nNOS, iNOS a Pax7
u XtiSC.

e Imunohistochemickym barvenim vibratomovych fezii byla potvrzena pozitivni
exprese nNOS aiNOS v pokozkovych buiikach pulcl X. tropicalis ve stadiu 47 - 50. Byla
pozorovana ¢astecna kolokalizace nNOS a iNOS s XtiSC barvenymi proti RFP.

e Pomoci Griessovy reakce bylo zjiSténo, Ze XtiSC nejsou schopny produkce NO in vitro
ani po stimulaci supernatantem ze splenocytti, IFN-y a lipopolysacharidem.

e Po transplantaci XtiSC do dorzalni Zily u pulcti X. tropicalis byla pomoci NO indikatoru
DAF-2DA potvrzena schopnost téchto bunék produkovat NO in vivo.

¢ Imunohistochemickym barvenim vibratomovych frezli a naslednou statistickou
analyzou byl prokazan pozitivni vliv transplantovanych XtiSC na pocet satelitnich
bunék 3. den po amputaci u pulch X. tropicalis. Zaroven byla potvrzena castecna
kolokalizace Pax7+satelitnich bunék s RFP* XtiSC.

e Analyzou genové exprese metodou RT-PCR byla u XtiSC potvrzena exprese markert

ROC, které jsou nepostradatelné pro regeneraci.
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