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Skolitelsky posudek na diplomovou praci Bc. Anety Wréblové na téma: “Studium
regeneracniho potencialu progenitorti Sertoliho bunék u pulct Xenopus tropicalis po

amputaci ocasu”

Aneta Wroblova vypracovala svou diplomovou praci v laboratofi Vyvojové biologie na katedfe
Bunécéné biologie. Cilem prace bylo studium migraéniho a regeneraéniho potencialu
progenitorovych bunék Sertoliho a myoidni peritubularni fady (XtiSC), které byly v nasi laboratofi
derivovany z varlat juvenilnich samcu zaby Drapatky tropické (Xenopus tropicalis). XtiSC vykazuiji
celou fadu zajimavych vlastnosti pro potencialni vyuziti v regenerativnhi mediciné v pfipadé jejich
odvozeni z lidskych tkani. Expresnim profilem se silné podobaji mesenchymalnim kmenovym
bunkam, v xenogennim modelu (po intravendzni injekci do dospélé mysSi) maji imunomodulacni
schopnosti smérem k protizanétlivé reakci a v neposledni fadé diferencuji do osteocytq,
chondrocyt(, adipocytt a kardiomyocytt po oSetfeni inhibitorem Wnt signalni drahy (CHIR99021).

Modelem pro regeneraci v ramci diplomové prace byl ocas pulct X. tropicalis, resp. obnova
svalové tkané po jeho amputaci. Drapatka tropicka patfi na rozdil od pfibuzné Drapatky vodni
(Xenopus laevis) mezi diploidni organismy, a je tak vice vhodna pro genetické a funkéné genové
studie. Na druhou stranu neni zavedenym modelem pro regeneraci jako X. laevis. Zajimavym
fenoménem u Drapatky vodni je tzv. refraktorni faze po amputaci ocasu, ktera postihuje pulce ve
stadiu 45-47. Pokud je ocas amputovan v tomto vyvojovém obdobi nedojde k jeho kompletni
regeneraci. U Drapatky tropické nebyl tento fenomén studovan a bylo nutné zjistit, zda i u tohoto
modelového organismu existuje refraktorni faze, ¢i nikoliv. Aneta sledovala regeneracni proces
po amputaci ocasu u pulcl od stadia 38 do stadia 50. Vysledkem bylo zjisténi, ze X. tropicalis
refraktorni fazi postrada a je tak vhodnéjSim regeneraénim modelem nez dosud pouzivana
Drapatka vodni.

Jak jsem uvedl vySe, hlavnim cilem diplomové prace bylo studium regeneracniho
potencialu progenitorovych bunék XtiSC po jejich mikroinjekci do dorzaini cévy pulce X. tropicalis
s naslednou amputaci cca 1/3 ocasu. Na tomto misté bych rad vyzdvihl velkou trpélivost a
manualni zruénost Anety s jakou byla schopna v kratkém €ase uspé&dné mikroinjikovat buriky do
obé&hového systému pulce s primérem hlavnich cév kolem 30 um, a to pod stereomikroskopem.
Vysledem téchto experimentll bylo zjisténi, ze XtiSC bez problému prezivaji po alogenni

mikroinjekci a Ze cilen& migruji do mista amputace. Tento fakt potvrdil schopnost XtiSC reagovat
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na signalni molekuly produkované z poranéné tkané. Otazkou tedy bylo jaké signaly by to mohly
byt a zda XtiSC ovliviuji regenerac¢ni proces v amputované oblasti.

Jako primarni signalni molekula byl zvolen oxid dusnaty (NO) a Aneta studovala jak jeho
vliv na atrakci XtiSC do mista poranéni, tak jeho produkci XtiSC v&etné exprese prislusnych syntaz
oxidu dusnatého (INOS, nNOS a eNOS). Imunocytochemické a imunohistochemické barveni
potvrdilo pfitomnost INOS a nNOS v XtiSC a na vibratomovych fezech z okoli amputované tkané.
Dale pak Aneta potvrdila produkci oxidu dusnatého XtiSC po jejich transplantaci do pulct s
naslednou amputaci ocasu. Prokazala tak, ze XtiSC mohou sami fungovat jako atraktanty pro
dalSi bunécéné typy, které se potencialné podileji na regeneraénim procesu. Schopnost XtiSC byt
naopak pfitahovany NO produkovanym poranénou tkani Aneta studovala ve spolupraci s
laboratofi Dr. Sindelky z Biocevu na xenogennim modelu pulcd Drapatky vodni. Do
jednobunéénych embryi mikroinjikovala morpholino oligonukleotidy namifené proti neuralni a
endotelidlni syntaze oxidu dusnatého. Do takto modifikovanych pulct poté mikroinjikovala XtiSC
a provedla amputaci 1/3 ocasu. Ve srovnani s kontrolnimi pulci doslo k signifikantné nizsi
schopnosti progenitorovych bunék migrovat do mista poranéni. Aneta ve své diplomové praci
vyuZivala i pokrocilé mikroskopické techniky jako light sheet mikroskopii pro studium produkce
oxidu dusnatého v pulcich jak na modelu X. tropicalis tak X. laevis.

Poslednim cilem diplomové prace bylo zjistit, zda mikroinjikované XtiSC maji vliv na pocty
satelitnich bunék, které podobné jako u savcu hraji dllezitou roli pfi regeneraci svalové tkané po
poranéni. Aneta potvrdila, ze tfeti den po poranéni dochazi na rozdil od kontroly k signifikantnimu
zvySeni satelitnich (Pax7 pozitivnich) bunék coz je velice zajimavy vysledek z pohledu jejich
mozneho vyuZiti napf. pfi regeneraci poskozeného svalu po uUraze &i v ramci svalové dystrofie u
lidi.

Aneta pfistupovala k praci vzdy se zajmem a pracovala velmi svédomité a cilevédomé. To
se odrazi jak na enormnim mnozstvi vysledkd, kterych dosahla, tak také na vysoké kvalité
zpracovaneé diplomové prace. Znacnou ¢ast obrazku pfipravovala zcela sama a z literarni reSerse
je jasné vidét, Ze studované problematice velmi dobfe porozuméla a byla schopna sepsat kvalitni
praci, ktera bude slouZzit jako cenny podklad pro dalsi studie na této problematice. Velmi rad

hodnotim tuto praci jako vybornou.

Doc. RNDr. Ing. Vladimir Krylov, Ph.D.
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