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Abstrakt

Regeneracia koncatin je predmetom Stidia vedeckych pracovnikov uz po desatrocia.
Mlokotvaré zivocichy ovladaji dokonali regeneraciu koncatin. Tuto schopnost’ si uchovavaju
po cely svoj zivot. Nie su vSak jediné, ktoré disponuju touto schopnostou. Druhou skupinou
su zabotvaré zivoCichy, avSak regeneracia koncatin prebieha u nich len v larvalnom Stadiu.
Ich spolocnym znakom je, Ze st to obojzivelniky a regeneracia koncatin sa u nich uskutociuje
procesom, ktory sa nazyva epimorféza. Primdrnym dejom epimorfézy je formovanie
blastému. Blastém je masa heterogénnych dediferencovanych buniek, ktoré su unipotentné,
ateda mozu spitne diferencovat’ len na jediny bunkovy typ. Ddlezitym faktorom pre
regeneraciu koncatin je regulécia prostrednictvom réznych molekuldrnych mechanizmov, aby
mohol byt dosiahnuty dokonaly tvar konc¢atiny bez vzniku neziaducich nadorov. Mechanizmy

umoznujuce regeneraciu koncatin u nizs§ich stavovcov moézu byt v buducnosti aplikované

prostrednictvom regenerativnej mediciny aj u vysSich stavovcov.

KTIacové slova: regeneracia, koncatina, epimorfoza, dediferencidcia, stavovce



Abstract

Limb regeneration fascinates innumerable scientists for decades. Urodele amphibians
can regenerate their limbs perfectly. This ability is preserved for a whole lifetime. However,
they are not the only ones who regenerate their limbs. Second species are anuran amphibians,
but their ability to promote limb regeneration take place only throughout a larval stage. Both
groups belong to amphibians. Limbs are regeneated by the process called epimorphosis. The
primary process is formation of blastema, mass of heterogeneous dedifferetiated cells, which
are unipotent with the capacity to redifferentiate into only one cell type. Essential factor is the
regulation of limb regeneration by numerous molecular mechanisms in order to achieve the
perfect limb shape, without unwanted tumors. Mechanisms allowing limb regeneration
in lower vertebrates would be applied via regenerative medicine in higher vertebrates in the

future.
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Zoznam skratiek

AEC Apical epithelial cap, apikalno-epitelialna ¢iapocka

ALM Accessory limb model, model stupnovitej regeneracie koncatiny
AmPrx-1 Ambystoma mexicanum paired related homebox 1

AmTbx-5 Ambystoma mexicanum T-box transcription factor 5

BMP Bone morphogenic protein, kostny morfogénovy protein

BrdU Bromodeoxyuridine, bromodeoxyuridin

ECM Extracellular matrix, extracelularna matrix

FGF Fibroblast growth factor, fibroblastovy rastovy faktor

Hoxa-13 Homebox A cluster 13, Homebox A klaster 13

HSPG Heparan sulfate proteoglycans, heparan sulfatové proteoglykany
hsp70 Heat shock protein 70, protein teplotného Soku 70

KGF Keratinocyte growth factor, keratinocytovy rastovy faktor

Mmp-9 Matrix metalloproteinase-9, matrix metalloproteinaza-9

Msx Muscle specific homebox, Svalovo-$pecificky homebox

nAG Newt anterior gradient

Sp9 Specifity protein 9 transcription factor, Specificky transkripény faktor 9
TGFpB Transforming growth factor beta, transformujuici rastovy faktor beta
3H thymidine Tritiated thymidine, tritiovany tymidin
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1.Uvod

Kompletna oprava strateného tkaniva alebo organu plne vyvinutého organizmu
¢i bunkova diferenciacia boli zahady zivota a fascinovali velku Cast’ vedeckej komunity po
staroCia. Proces regeneracie mozeme rozdelit’ na tri zdkladné druhy: epimorf6za, morfolaxia

a kompenzacna regeneracia.

Epimorfézu moézeme pozorovat’ u obojzivelnikov mlokotvarych (axolotl, mlok, atd’.),
kde prebieha regeneracia po cely Zivot jedinca a Zabotvarych (Zaby), u ktorych tato schopnost’
pretrvava iba v larvalnom S§tadiu. Pri epimorféze, ako pri jedinom procese regeneracie
dochadza v mieste amputédcie koncCatiny ¢i chvosta k dediferenciacii plno diferencovanych
buniek a tvorbe blastému. Blastém je tvoreny masou progenitorovych buniek pochadzajucich
z miesta amputacie koncatiny. Pre vytvorenie spravnej Struktiry a funkcie koncatiny,
progenitorové bunky spitne diferencuji. Prvotne sa predpokladalo, ze blastém je homogénna
Struktara tvorend multipotentnymi bunkami, z ktorych pri regeneracii vznikne cela koncatina.
Dnesné stidie na druhu stranu dokazuju, Ze blastém sa skladé z heterogénnych unipotentnych
buniek, ktoré st Specifické pre povod buniek a st schopné spétne diferencovat’ len na jeden
bunkovy typ. Dediferencované tzv. progenitorové bunky pre dokoncenie regeneracie
podstupuju spatnt diferencidciu na prislusné bunkové typy a dochadza ku kompletnej obnove

poskodene;j casti tela.

Druhym typom regeneracie je morfolaxia. Typickym zastupcom, u ktorého prebieha
tento druh regeneracie je nezmar. Na rozdiel od epimorf6zy sa pri morfolaxii netvori blastém.
Telo nezmara je tvorené ektodermom a endodermom (absentuje tu mezoderm). V hlavove;j
Casti sa nachadza chobot - hypostom a v noznej Casti sa nachddza bazélny disk. Polaritu tela
urcuje posobenie aktiva¢nych a inhibi¢nych gradientov morfogénov pre tvorbu a regeneraciu
hlavy a rovnako aj pre bazalnu Cast’ tela. Maximalna hladina aktivacnych morfogénov pre
hlavovu Cast’ sa nachadza na apikdlnom konci a naopak na bazdlnom konci sa nachadza jej
minimum. S klesajucou hladinou aktivaéného hlavového morfogénu stipa hladina
aktivaénych morfogénov noznej Casti, ktord dosahuje svoje maximum v oblasti bazalneho
disku. Kazd4 cast’ tela nezmara je vdaka rozdielnym hladindm gradientov morfogénov
v apikéalno-bazélnej ose schopnd priestorovej orientacie a podl'a miesta amputécie sa vytvori
hlava alebo noha nezmara. Inhibicné gradienty zodpovedaji za vytvorenie jednej hlavy

ajednej nohy. V kompletnom tele nezmara st hladiny tychto gradientov v rovnovéhe.



Amputaciou sa rovnovaha narusi a podl'a miesta zranenia a hladiny morfogénov dorastie

odpovedajuci kus hlavy alebo nohy a morfogény sa vratia do stavu rovnovahy.

Regeneracia peCene alebo kompenzacna regeneracia moéze byt definovana aj ako
kompenzacnd hyperpléazia, kde zvy$né tkanivo pecene expanduje, aby doplnilo metabolické
potreby organizmu. Na rozdiel od epimorfézy pocas kompenzacnej regeneracie nedochadza
k uplne dokonalej anatomickej reparacii poSkodenej Struktiry. Pri poskodeni casti peCene
u cicaveov dochadza k opdtovnému spusteniu bunkového cyklu a proliferacii neposkodenych
hepatocytov. Pri tomto procese nedochadza k dediferenciacii, takze ich nemoZeme

charakterizovat’ ani ako kmenové bunky a zatial’ nebola pozorovand ani tvorba blastému.

Cielom tejto prace je zhrnit' a porovnat poznatky molekularnych mechanizmov
regeneracie koncatin u nizSich a vysSich stavovcov. Demonstrovat’ regulaéné mechanizmy pri
epimorfoze, ktoré zabezpecuju priebeh regeneracie koncatin. Nasledne, na zdklade ziskanych

poznatkov, pojednavat’ o moznostiach pouzitia regenerativnej mediciny v tomto odbore.



2. Epimorfoza

2.1 Vyvoj experimentilneho poznania v regeneracii koncatin

Regeneraciou koncatin sa z vedeckého hl'adiska zacal zaoberat’ Lazzaro Spallanzani
v 18. storo¢i, kedy pozoroval tento proces u Zubrienky a salamandry Skvrnitej (Tsonis
and Fox, 2009). Systematické Stadie regeneracie koncCatin zacali az v druhej polovici
19. storocia, skumal ich Thomas Hunt Morgan (Sunderland, 2010). Pocas prvej polovice
20. storocCia sa zacala velka Cast’ vedeckej komunity z experimentalnej vyvojovej bioldgie
zaoberat’® regeneraciou koncCatin  u obojzivelnikov. Prvé pozorovania vychadzali
z anatomickych, histologickych a morfologickych §tadii. Daliie experimenty uz zahfiiali
autoradiografické znacenie buniek a transplantacné pokusy, aby objasnili interakcie medzi
tkanivami a samotnymi bunkami. V priebehu 21. storocia sa vytvorili podmienky dovolujiuce
rozvoj imunologie a molekuldrnej bioldgie v oblasti regeneracie koncatin (Carlson, 2007; Hay

and Fischman, 1961; Thornton, 1960).

2.2 Dediferenciacia bunky a formovanie blastému u epimorfozy

Regeneracia koncatiny je iniciovand poranenim, ktoré vedie k hojeniu. V priebehu
prvého dia sa miesto amputdcie uzavrie migraciou epiderméalnych buniek z okrajov
poranenia, tym sa miesto izoluje od vonkajSiecho prostredia. Tieto bunky stratili
medzibunkové spoje a prerusil sa kontakt medzi hemidesmozomom a bazalnou laminou. Tato
vrstva buniek obsahuje 3-8 buniek na hriibku. Migrujlice epidermélne bunky sa nedelia (Hay
and Fischman, 1961). Zdroj novych migrujicich buniek zabezpeCuje zoéna neustéle
sa deliacich buniek proximalne od miesta amputéacie (Repesh and Oberpriller, 1980). V tomto
Stadiu su stale vnutorné tkaniva v kontakte s krycou pokozkou a nie st pozorovatelné Ziadne
morfologické zmeny. Na druht stranu, ako odpoved’ na amputiciu, za¢nt byt stimulované
progenitorové mezenchymalne bunky, pretoze sa zvySuje inkorporacia bromodeoxyuridinu
(BrdU) do jadier buniek vnutornych tkaniv (BrdU sluzi na detekciu proliferadcie a tmrtnosti
buniek) (Suzuki et al., 2005). Pod epidermou v mieste zranenia za¢ne proces histolyzy, ktora
nastava 2-3 dni po amputécii v larvadlnom $tddiu a 4-5 dni u dospelého jedinca (Hay
and Fischman, 1961), ale mnoZstvo buniek s inkorporovanym BrdU stupne (Suzuki et al.,
2005). Degradaciu extracelularnej matrix (ECM) uskuto¢iiuji kyslé hydrolazy a matrixové
metaloproteindzy, ktoré degraduja ECM kosti, svalov, nervové a dermalne tkanivd (Yang

et al., 1999). Epitelidlne bunky kryjuce ranu zosilnia a néasledne vytvoria apikalno-epitelidlnu
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ciapocku (AEC), ktora usmernuje rast a formovanie blast¢tmu pod nou (Thornton, 1960),
ale mnozstvo epitelidlnych buniek s inkorporovanym BrdU poklesne. Po 7 diioch regeneracie
tieto bunky za¢nli znovu aktivne proliferovat’ (Suzuki et al., 2005). Nésledne sa uvolnia
kmenové bunky, jednojadrové fragmenty myofibril, chondrocyty, fibroblasty a Schwannové
bunky, ktoré podstupia proces dediferenciacie (Brockes a Kumar, 2008). Pocas 4 dia po
amputdcii sa tieto dediferencované bunky znac¢ené BrdU zacnt akumulovat’ pod epitel kryjaci
ranu a zaéni formovat’ blastém (Suzuki et al., 2005). Po vytvoreni blastému pokracuje rast
distdlne aktivnou proliferaciou mezenchymalnych buniek, ktory je zabezpeCeny
komunikaciou medzi mezenchymom a AEC prostrednictvom niekol’ko rastovych faktorov
(Ohuchi et al., 1997). Tieto experimenty objasnili, ze chronologické udalosti prebiehajuce
v rannych Stadiach regeneracie, ktoré nasleduju po amputacii, st analogické pre zabotvaré

a mlokotvaré jedince (Iten and Bryant, 1973).

2.2.1 Regulacia matrix metalloproteinazy-9

Jeden z prvych dejov pri regeneracii koncatin je degradacia a remodelacia ECM. Ako
reakcia na amputaciu sa po 2 hodinach spusti expresia génu matrix metalloproteinazy-9
(Mmp-9) v epitely kryjicom ranu (obr. 1A). Po 5 hodinach sa zvysi hladina a plocha expresie
(obr. 1B) s vrcholom pri 14 hodinach v oblasti epitelu kryjiiceho ranu (obr. 1C). Nésledne po
18 hodinach hladina aj plocha expresie klesaju (obr. 1D). Po uplynuti 2 dni po amputacii je
expresia Mmp-9 lokalizovana len v oblasti vrcholu AEC (obr. 1E) (Yang et al., 1999).

A B

Obr. 1. Génova expresia Mmp-9 pri regeneracii kon¢atiny axolotla (vyhodnotenie in situ hybridizacie).
2 hodiny po amputacii (A), 5 hodin po amputacii (B), 14 hodin po amputacii (C), 18 hodin po amputécii (D),
2 dni po amputacii (E) (prevzaté a upravené z Yang et al., 1999).
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Expresia tohto génu je spustena v kazdom poraneni, ¢i uz je v oblasti zranenia nervové
zakoncenie alebo nie. Indukcia expresie Mmp-9 nie je zavisla na inervacii (Satoh et al., 2008).
Mmp-9 vykazuje spomalenie reformacie bazalnej laminy epidermy, ¢o ma za ndsledok
zlepsenie interakcii medzi epidermalnymi a mezenchymalnymi bunkami atym zvySuje
kvalitu regeneracie. Tato skora faza trva prvé 2 az 3 dni po amputacii v epitely kryjicom
ranu, potom uz expresia v epiderme neprebiecha. Druha faza génovej expresie Mmp-9 je
lokalizovana v mezenchymalnych bunkéch v okoli amputovanej kosti, pri formovani skorého
blastému. Pocas tejto fazy prebieha histolyza poskodeného tkaniva atrva az do zaciatku

dediferenciacie (Yang et al., 1999).

2.2.2 Regulacia Wnt/f-catenin

Wnt sa viaze na ,,Frizzled” receptory, su to transmembranové receptory spojené s G-
proteinom, ktoré prechadzaji sedemkrit membranou s extracelularnou N-terminalnou
doménou s cysteinom. Po naviazani Wnt na receptor prebehne signalizacna kaskada
az k fosforylovanému B-cateninu, ktory néasledne prestane byt fosforylovany a vstupuje do
jadra, kde ovplyviuje transkripciu génov (Bhanot et al., 1996). Kawakami et al. (2006)
preukazali dolezité zastlipenie Wnt pri regeneracii koncatin u Xenopus, ked’ mikroinjikovali
adenovirus (Ad-CA- B-catenin) obsahujuci neustdle aktivovany B-catenin do amputovanych
noh vo faze 53-54. V tomto Stadiu hladina regenerécie klesa. Boli pozorované odchylky od
normalneho vyvoja koncatin, ale indukcia regenerdcie nastala. AvSak ak sa uskutocnila
rovnakéd procedura na amputovanych koncatinach, ktoré stratili schopnost’ regeneracie, tak
regeneracia nenastala. Wnt signalizécia, sa teda zda byt’ veI'mi doleZita v indukcii regeneracie

koncatin.

2.2.3 Notch signalizacia

Aktivacia Notch signalizacie nastane pri epimorféze po dvoch diioch od amputacie
plutiev Danio rerio (Munch et al., 2013). Satelitné bunky, prekurzory svalovych buniek
spustaju expresiu rovnako dva dni po zraneni. Ked'Ze expresia nie je aktivovana ihned po
poraneni, nepodiela sa na uzatvarani poranenia. Jeho expresiou sa aktivuje proliferacia
progenitorovych buniek, ktoré s aj vd’aka Notch stale udrziavané v dediferencovanom stave.
Jeho antagonistom je Numb, ktory inhibuje expresiu Notch a vedie k diferencovanému stavu
progenitorovych buniek do bunkového typu myoblastov. Ukazalo sa, ze pri bunkovom deleni
st oba asymetricky lokalizované v materskej bunke a pri deleni st rozdelené do kazdej bunky
v rozdielnych hladinach. Toto ma za nasledok vznik dvoch rozdielnych dcérskych buniek
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pricom jedna je v dediferencovanom stave a pokracuje v proliferacii, druhd sa diferencuje na
myoblast a za¢ina tvorit’ buduce svalové vldkno. Rozdielne hladiny expresie Notch a Numb
urc¢uju vo vysledku bunkovii homeostazu pri regeneracii svalov (Conboy and Rando, 2002).
Na druht stranu, Notch signalizacia a schopnost’ proliferacie buniek slabne postupnym
starnutim, a teda aj kvalita regeneracie svalovych vldkien. Avsak pri nutenej aktivacii Notch
pomocou protilatky sa spustila regeneracia starSich svalovych vldkien (Conboy et al., 2003).
Poukazuje to na skutocnost, ze Notch signalizacia je ddlezitym faktorom pri regeneracii

svalov.

2.3 Neurotropna regulacia a zavislost’ epimorfozy na inervacii

Proces regeneracie epimorfézou sa zacina formovanim blastému z nediferencovanych
buniek v bezprostrednej blizkosti miesta amputacie. Pre dokladnt tvorbu a rast blastému je
potrebny dostatok nervovych zakonceni v mieste amputécie. AvSak namiesto potreby urcitého
typu nervu (napr. motorického) je nevyhnutné¢ kvantitativne mnozstvo nervovych zakonceni
pre spravnu regeneraciu, aby bol prekroCeny prah signalizacie nervami (Singer, 1974). Pre
formovanie blastému je dolezitd komunikdcia medzi senzorickymi nervami a epidermou
zranenia AEC. Tento fenomén bol potvrdeny pri vyskume regeneracie koncatin na larvach
a dospelych jedincov obojzivelnikov, ako s salamandra a mlok. Tieto zivocichy regeneruju
svoje koncatiny po amputécii a ich Struktura a funkcia dokonale odpovedd stratenej Casti
koncatiny. Regeneracia koncatin u tychto zivocichov sa da porovnat’ s opakovanim procesu
vyvoja koncatin v embryogenéze (Singer, 1952). Na druht stranu, skord regenerac¢na faza
(uzatvaranie poranenia) nevyzaduje inervaciu, ale v neskorSom $tadiu je inervacia potrebna

pre tvorbu a udrzanie regenerujuceho blastému (Filoni and Paglialunga, 1990).

Axony v koncCatine u mlokotvarych, ktoré ustia z miechy azadnych miechovych
koreniov, vylu¢uju neurotropné faktory dolezité pre formovanie a stimulaciu rastu blastému
(Maden, 1978). Ibaze ak st nervové zakoncenia koncatiny odstrdnené alebo vznikne
poskodenie regenerujliicej koncatiny, ¢i uz chirurgickym zdkrokom, alebo nahodne, bud’
v pociato¢nom Stadiu, pri procese tvorby blastému alebo v priebehu regenerécie, prerusi sa
sekrécia neurotropnych faktorov do blastému. Tym saregenerdcia zastavi, blastém je

vstrebany a vytvori sa jazva (Singer, 1974).
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2.3.1 Neurotropné faktory

Dediferenciacia je reaktivacia rannych embryondlnych signalizacii a zahfia
epigenetické modifikacie (McCusker and Gardiner, 2013). Nasledne boli tiez preskimané

neurotropné faktory ako si FGF, nAG, KGF, BMP a dalsie.

2.3.2 FGF

Fibroblastové rastové faktory (FGF) st rodina rastovych faktorov, ktoré hraju dolezita
ulohu pri normalnom vyvoji, neurotropnej signalizacii, angiogenézii a hojeni poraneni
(Greenhalgh et al., 1990). Tieto rastové faktory sa viazu na tyrozin kindzové receptory
s vysokou afinitou a do heparan sulfat proteoglykanovych (HSPG) vdzbovych miest s nizkou
afinitou, lokalizované na povrchu bunky a v ECM (Zenjari et al., 1996). Ak bola koncatina
denervovana anasledne oSetrend injekciou in vivo srastovym faktorom FGF, nastala
stimulacia regeneracie a rast blastému. Tieto vysledky poukazovali na moznost’, ze prave FGF
je neurotropny faktor (Mescher and Gospodarowicz, 1979). Dalsie imunochemické
experimenty a pokusy, ktoré pouzivali chromatografiu s heparin-sefar6zou poukazali na
pritomnost’ FGF v regenerujicom blastéme (Boilly et al., 1991). Tieto experimenty ale stale
nepotvrdzuju jasny dokaz, ze FGF je zodpovedny za samotni regeneraciu. Na druhej strane,
urcite sa da povedat, ze bunky blastému st citlivé na FGF. PouZitim chemikalii, ktoré sa
mozu naviazat' na FGF a tym ich inhibovat’, sa preukazala skuto¢nost’, Ze FGF zabezpecuje
rast blastému. V tejto Stadii boli pouzité sulfatované polysacharidy, ktoré sa viazu do heparin
viazbove] domény rastového faktoru FGF, tym sa zablokuje vdzbové miesto pre receptor
aupadne rychlost’ proliferacie buniek blastému. OSetrenim neutralizujucimi latkami proti
FGF1, taktiez klesla inkorporacia *H thymidinu a mitotickd aktivita buniek blastému.
Pouzitim komplexu FGF-saporin, ktory sa viaze na FGF receptory, boli bunky s tymto
receptorom zabité a proliferdicia mezenchymalnych buniek klesla. OSetrenie samotnym

saporinom nevykazovalo ziadnu zmenu v proliferacii buniek blastému (Zenjari et al., 1996).

Uskutocnili sa experimenty, kde boli aplikované gulicky napustené FGF2 do
denervovanej koncatiny v $tadiu, kedy je nutnd inervacia, pretoZze nervy boli typickym
zdrojom FGF2. Tymto zakrokom sa spustila regeneracia a FGF2 bol charakterizovany ako

neurotropny faktor pri regeneracii koncatin (Mullen et al., 1996).

Yokoyama et al. (2000) sa zaoberali miestom expresie FGF8 a FGF10 aich

posobenim na regeneraciu koncatin. Vysledky ukazali, Zze expresia oboch génov koreluje
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s rozdielnymi regeneraCnymi schopnostami uziab pred apo metamorféoze a tiezich
zastupenie v signalizacii medzi mezenchymom a epidermou. Boli vykonané pokusy, kedy sa
mlady mezenchym schopny regeneracie u ziab pred metamorfézou (zubrienok) prekryl
neregenerujucou epidermou od ziab po metamorfoze a nédsledne bola indukovana expresia
FGF10 a FGF8 v blastéme. Mezenchymalne tkanivo u tychto Zubrienok dokazalo kompletne
zregenerovat po amputdcii a prebiehala v iom re-expresia génu FGF10. Nasledne dokazalo
indukovat’ re-expresiu FGF8 v prekryvajucej epiderme, ktord nebola schopnéd regeneracie
a ani expresie FGF8. Tieto vysledky podporuju skuto¢nost’, ze kapacita regeneracie koncatin
je stanovena priméarne expresiou FGF10 v mezenchyme. Dalsie $tudie ukazali, ze expresia
FGF8 pocas tvorby blastému neprebicha len v epiderme a AEC, ale je lokalizovand aj
v distalnej Casti mezenchymu a je zodpovedna za proliferaciu buniek. Prislusné experimenty
potvrdili, Ze interakcia medzi FGF10 a FGF8 je nutnid pre spravny priebeh regeneracie

koncatin (Han et al., 2001).

2.3.3 BMP

Bone morphogenic proteins (BMP) su neurotropné rastové faktory, ktoré patria do
Htransforming growth factor B* (TGFP) rodiny (Chen et al., 2004). Cielom BMP pri
regeneracii koncatin je Msx-1. Msx-1 je transkripény represor, ktory v interakcii s d’alSimi
faktormi inhibuje génovu expresiu zodpovednu za diferencidciu buniek, a teda jeho expresia
v regeneracii koncatin je nevyhnutnd, aby boli bunky blastému udrzané v dediferencovane;j
forme (Lee et al., 2004). Silna expresia Msx-1 prebieha pocas embryonalneho vyvoja
koncatin v anteriornej oblasti (Koshiba et al., 1998). Pocas regeneracie nastane re-expresia
v blastéme 2-3 dni po amputécii, tym sa ukazalo, Ze signalizacia BMP v prvych dvoch dioch
regeneracie nie je potrebna. BMP signalizacia je dolezita pre proximalno-distalne interakcie

pri regeneracii konc¢atin 3 dni od amputécie (Beck et al., 2006).

Dospely jedinec Xenopus laevis straca kvalitu regeneracie koncatin, ale ak sa oSetria
gulickami napustenymi BMP4, tak sa regenerdcia obnovi a vytvori sa chrupavkovy hrot,
charakteristicky pre epimorfézu v tomto Stadiu (Satoh et al., 2005). Beck et al. (2006) pouzili
stabilny transgénny kmen Xenopus laevis, kde expresia solubilného BMP inhibitoru (noggin)
je kontrolovana promotorom ,.,heat shock protein 70 (hsp70), ktory je indukovany teplotnym
Sokom. Vysledky ukdazali, Ze po teplotnom Soku nastdva uzatvaranie miesta amputicie,
migraciou epidermalnych buniek, ktoré nie je ovplyvnené expresiou inhibitoru. Na druht

stranu je inhibovana tvorba blastému a rast hrbol'u koncatiny.
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Pocas novsich stadii nastala kombinacia BMP a FGF, ktora taktiez vyvolava indukciu
regeneracie. Toto Stadium potvrdilo, ze tieto dva faktory su uvolflované zo zadnych

miechovych koreniov ako neurotropné faktory (Makanae et al., 2014).

2.3.4 nAG

Newt anterior gradient (nAG) patri do skupiny Anterior Gradient proteinov. nAG sa
viaze ako ligand na receptor Prod 1 a posobi ako rastovy faktor pre bunky blastému (Kumar
et al., 2007). Toto tvrdenie bolo potvrdené pokusom, kde bol protilatkou proti receptoru Prod1
inhibovany bunkovy cyklus (vstup do S faze), ktory je za normalnych podmienok regeneracie
iniciovany na zaklade posobenia nAG (Grassme et al., 2016). Prodl sa nachddza na povrchu
buniek a do membrany je ukotveny GPI kotvou. Tento protein urcuje proximalno-distalnu
identitu buniek pri regeneracii koncatin (Da Silva et al., 2002). Po amputacii koncatiny
dochadza ksilnej expresii nAG vo Schwannovych bunkach anésledne v epiderme
prekryvajiicej] miesto poranenia. Na druhll stranu, ak je miesto amputicie denervované,
expresia nAG neprebicha. Avsak Kumar et al. (2007) vniesli do takejto koncatiny
prostrednictvom elektroporacie nAG plazmid a dokdzali tym indukovat proliferaciu

blastémovych buniek. Podl'a tychto zisteni je nAG déleZitym neurotropnym faktorom.

2.3.5 Expresia Sp9

Interakcie pri formovani blastému a hojenie zranenia bez jazvy zahriiuju zmeny
v regulécii expresii génov. Sp9 je transkripény faktor, podliehajuci regulacii FGF10, ktorého
expresia je lokalizovand v mezenchyme. Sp9 nésledne spusta expresiu FGF8 v AEC
vyvijajuceho sa zarodku koncatiny v regeneracii (Kawakami, 2004). Pocas prvych dni
regenerdcie koncatin dochddza znovu k vysokej expresii Sp9 v keratinocytoch, ktoré sa
nachadzaju v epitely kryjicom ranu. Pri formovani blastému je expresia nepretrZita
a lokalizovana v AEC bazalnych keratinocytoch. Avsak pri jednoduchom hojeni bez jazvy,
kde neprebiecha regeneracia koncatiny, je nestdla. Nasledné sa ukéazalo, Ze FGF10 nie je
jedingm neurotropnym faktorom schopnym spustit expresiu Sp9. Dalsimi faktormi st
keratinocytovy rastovy faktor (KGF) a FGF2. Translacia KGF prebieha uz v zadnych
miechovych korefioch a nésledne je dopraveny priamo do blastému prostrednictvom nervov.
Sp9 je charakteristicky embryonalny gén pri vyvoji koncatin ajeho vysokd hladina re-
expresie v epimorfoze, ktora zabezpecCuje nervova signalizacia, ukazuje, Ze je nevyhnutnou
sucastou pri dediferenciacii  a udrzani keratinocytov epitelu kryjiceho ranu

v nediferencovanom stave (Satoh et al., 2008).
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2.4 Ektopicka koncatina

Proces regeneracie moézeme rozdelit’ na skort a neskort fazu. Skora faza sa vyznacuje
svojimi unikdtnymi mechanizmami, ktoré su charakteristické len pre regeneraciu. Na druht
stranu, neskora faza zdiela spolocné znaky spolu s embryondlnym vyvojom koncatiny

(Bryant et al., 2002) .

V rannych fazach vyskumu bolo publikované, ze k vyvoji ektopickej koncatiny
dochadza nésledkom rozsiahlej traumy a privedenim nervu do oblasti poranenia (C. W.
Bodemer, 1958, 1959). Ale nasledné stadia poukazali na skuto¢nost’, ze na indukciu rastu
ektopickej koncatiny su dostacujuce transplanta¢né Stepy pokozky z opacénej strany koncatiny
(napriklad z posteriérnej strany na anteridrnu) a zavedenie prerusené¢ho nervu do oblasti
poranenia. Pozi¢na informacia medzi bunkami sa narusi, za¢nu proliferovat’ a ustali sa nova
pozi¢nd informécia (French et al., 1976). Na druht stranu, ak nervové zakoncenie nie je
privedené do oblasti transplantovanej pokozky, tak nedochédza k indukcii rastu ektopicke;j

koncatiny a koza zregeneruje (Reynolds et al., 1983).

Ektopicka kondatina sa viak nevyvija spravne pozdiz proximalno - distalnej osi (obr.
2), nie je napojend na kostrovy systém hostitel'skej koncatiny (obr. 2D). Humerus sa nevyvija.
Avsak ani svalové vlakna ektopickej koncatiny nie st napojené na hostitel’ski koncatinu (obr.

2E) (Maden & Holder, 1984).
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Obr. 2 Rast ektopickej koncatiny
17 den vyvoja ektopickej koncatiny (A), 28 den vyvoja ektopickej koncatiny (B), nasledne pri 54 dni je uz

mozné pozorovat’ vyvinuti ektopicki konc¢atinu (C). Na obrazku D (5 mesiacov po indukcii) mézeme vidiet
preparat kosti hostovskej a ektopickej koncatiny (oznacena Sipkou), kde nie je pozorovatelné napojenie medzi
tymito dvoma koncatinami v ramci kostrovej sustavy (ofarbené Victoria Blue). Histologicky preparat prie¢neho
rezu ektopickej koncatiny s oznacenymi tkanivami: hm- sval hostovskej koncatiny, em- sval ektopickej
koncatiny, ec- ektopicka chrupavka (E). Mierka je 200 um (A,B a E) a 500 um (C a D) (prevzaté z Endo et al.,
2004)

Rast ektopickej koncatiny vyzaduje dva iniciaéné signaly. Prvy signal zabezpecuje
vytvorenie blastému ektopickej koncatiny (hrbol'u) a je indukovany privedenym preruSenym
nervom. Druhy signdl zabezpecuju fibroblasty kozného Stepu s naruSenou pozicnou
informaciou. Tento signal poskytne stimul na pokracovanie rastu a premeny ektopického
blast¢ému na ektopicki koncatinu (Endo et al., 2004). Na ziklade tychto poznatkov bol
rozpracovany model stupiiovitej regenerdcie koncatiny alebo ,,Accessory limb model*
(ALM). Model umoziiuje nezéavislu analyzu kazdého kroku komplexného vyvoja regeneracie

koncatiny (obr. 3) (Endo et al., 2004).
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Obr. 3 Model stupiiovitej regeneracie koncatiny

Vytvoreny model umoziiuje postupnu a nezavisli analyzu jednotlivych krokov pocas regeneracie koncatin. Na
logaritmickej Skale si znazornené dni v priebehu regeneracie koncatin, zacinajucej od 0, kedy je prevedené
poranenie/amputacia. Na vertikalnej Skale si vyobrazené tri mozné vyvojové linie (regeneracia pokozky,
vytvorenie hrbol'u, vytvorenie kompletne funkénej koncatiny), ktoré sa vyvijaji pocas regeneracie na zaklade
pozitivnych alebo negativnych signalov od nervov a fibroblastov ( prevzaté z Endo et al., 2004).

ALM demonstruje, Ze kozné Stepy a privedenie odkloneného nervu st dostacujuce pre
tvorbu koncatin. Vzhladom na to, Ze nedochadza k poskodeniu mékkych tkaniv pod
pokozkou, procesy prebiehajuce pri tvorbe ektopickej koncatiny moézu byt Studované
separatne. Nasledne moézu byt odobrané vzorky dermélnych buniek, epitelu kryjuceho ranu
a nervov. Pomocou ALM je mozné identifikovat' jednotlivé kroky od hojenie poranenia,
formovanie blastému, regeneracie aZ do ustanovenia Struktiry novej koncatiny (Endo et al.,

2004).

Ako bolo spomenuté vysSie, regeneracia koncCatiny a rast ektopickej koncatiny su
zavislé na inervdcii, ak sl nervy odstranené v rannom Stadiu, nastane regresia regeneracie.
Naproti tomu neskoré¢ Staddium u oboch procesoch je postupom Casu menej zavislé na
inervacii. Dal§im spoloénym znakom pre oba typy blastému je migracia dermalnych

fibroblastov z okrajov zranenia. (Endo et al., 2004).

Podobnost medzi blasttmom ektopickej koncatiny a blastémom amputovanej
koncatiny vykazuje skutoCnost’, Ze oboje maji schopnost’ vytvorit’ komplexné Struktary, ak
maju dostatok pozi¢nych interakcii medzi bunkami, ale zlyhaju, ak interakcie chybaju (French
etal., 1976).
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Na =zaklade tychto vysledkov sa predpokladala podobnost molekuldrnych
mechanizmov vyvoja ektopického blastému a regeneracie indukovanej amputdciou. Pomocou
analyzy génovej expresie bolo identifikovanych 5 génov. Tieto gény su Mmp-9, Msx-2,
Hoxa-13, A. mexicanum Prx-1 (AmPrx-1), A. mexicanum Tbx-5 (AmTbx-5), ktoré zaistuju
dediferenciaciu, formovanie blastému a tvorbu koncatiny v oboch procesoch (Satoh et al.,

2007).

2.4.1 AmPrx-1 a AmTbx-5

Expresia tychto génov (obr. 4) je charakteristickd pre skory rast hrbol'u ektopickej
koncatiny, ale pretrvdava aj po€as vyvoja koncatiny. Ani jeden z dvojice génov nie je
exprimovany v epidermélnych bunkach. Vysledky ukazuji na skuto¢nost, ze AmPrx-1
a AmTbx-5 su gény vyskytujice sa v mezenchymalnych bunkach vyvijajucej sa ektopicke;j
koncatiny. Regenerdcia indukovana amputaciou sa vyznaCuje rovnakou lokalizaciou aj
casovou postupnost’ou expresie tychto génov. Amputacia vyvold zvySenie expresie AmPrx-1

a AmTbx-5 v mezenchymalnych bunkach a nie je indukovana de novo (Satoh et al., 2007).

AmPrx-1 ‘ AmTbx-5 \

Obr.4  Génova expresia AmPrx-1
a AmTbx-5 vo vyvijajucej sa ektopickej
koncatine axolotla.

Tieto dva gény boli na zaciatku
exprimované na bocCnej casti hlavnej
koncatiny (A a E). Ich expresia prebicha
v skorom §tadiu vyvoja koncatiny (B a F)
s maximalnou hladinou az v neskorSich
stadiach v proximalnej oblasti (C, D, G
a H). Na obrazkoch C, D, G, H je mozné
pozorovat’, Ze expresia AmPrx-1 a AmTbx-
5 neprebieha v epiderme. Hrbole koncatiny
su orientované, tak ze distadlny koniec
smeruje na lava stranu. Mierka je 200 pm
(prevzaté zo Satoh et al., 2007).
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2.5 Modelové organizmy pre vyskum regeneracie koncatin

2.5.1 Zabotvaré

Jeden z modelovych organizmov vo vyskume regeneracie koncatin je obojzivelnik
Pazarnatka vodnd (Xenopus laevis). Tento zivoCich vykazuje kompletni schopnost
regeneracie koncatin vo faze zubrienky, az pokial’ nedosiahne Stadium metamorfozy. Mladé
zivoCichy v stadiu 51-52 vyvoja, dokézu po amputacii dokonale regenerovat’ zadné koncatiny.
V tomto obdobi zadné konéatiny podstipili len malé mnozstvo diferencicie. Dalgie $tadia
vykazuju klesajicu schopnost’ tvorby dokonalého tvaru koncatiny. Xenopus laevis ma pri
normalnom vyvoji prednej a zadnej koncatiny 4 a 5 prstov, ale ak zlyhd formovanie tvaru
koncatiny a regenerdcia nie je kompletnd, vytvoria sa koncatiny s niz§im poctom prstov od
4 az po 1. Pri $tadiu 60 je pozorovatelna pokrocild metamorféza, koncatiny su diferencované,
kosti a svaly usporiadané a regenerdciou koncatiny sa vytvori heteromorfny nerozvetveny

chrupavkovy hrot (Dent, 1962).

Schopnost’ regeneracie u Xenopus leavies bola skiimand pomocou odberania rézneho
mnozstva tkaniva v autopddiu, kde sa pouzili tri r6zne metddy chirurgického odstranenia:
jednoduchéd amputicia autopddia, klinové odstranenie 1 prstu a klinové odstranenie 3 prstov
(obr. 5). Vysledky ukéazali koreldciu medzi mnozstvom odstranené¢ho tkaniva a silou
odpovede regenerdcie. Jednoducha amputacia autopddia a klinové odstranenie 3 prstov
vykazovali signifikantne silnejSiu odpoved’ regeneracie ako klinové odstranenie 1 prstu

(Muneoka et al., 1986).
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Obr. 5 Tri rozne chirurgické odstranenia tkaniva autopodialneho tkaniva.
Jednoducha amputacia autopddia (A), klinové odstranenie jedného prstu (B), klinové odstranenie troch prstov
(C) (prevzaté z Muneoka et al., 1986).

Dalsie experimenty sa zaoberali transplantaciou tkaniva medzi vyvijajiicou sa zadnou
konc¢atinou Zubrienky Xenopus laevis v S§tadiu 52-53 na predné koncatiny Ziab po
metamorfoze (obr. 6). Tieto experimenty objasnili, ze schopnost’ regenerdcie u tychto
zivoCichov je podmienena vyvojovym S$tadiom buniek pritomnych v blastéme anie je
ovplyvnena faktormi prostredia zivoc€icha. Pri transplantacii vyvijajucej sa zadnej koncatiny
zubrienky na predni konfatinu Zaby po metamorféoze sa transplantat inervoval
a vaskularizoval. Nasledne bola prevedend amputacia. Vo vysledku regeneracia prebehla bud’
s normalnym poctom prstov alebo menej, ako je typické pre zadnt koncatinu Zubrienky. Ked’
boli transplantacie prevedené opacne tak, Ze bol transplantovany blastém z prednej koncatiny
zaby po metamorféze na zadni koncatinu Zubrienky, regeneraciou nevznikla spravne
tvarovand koncatina, ale chrupavkovy hrot typicky pre regeneraciu u Ziab po metamorfoze.
Vysledky tychto experimentov poukazuji na to, ze pokles v schopnosti regeneracie
kompletnej koncatiny zaleZzi na vnutornych vlastnostiach buniek koncatiny anie na
vonkajsich podmienkach ako st neurotropné faktory, alebo rastové hormény. Tieto poznatky

naznacuju, ze medzi bunkami zubrienky a zaby po metamorféze u Xenopus laevis st znacné
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a dolezit¢ rozdiely a vlastnosti mladych buniek Zzubrienky sa stracaji pocas ontogenézy

(Sessions and Bryant, 1988).

Obr. 6 Transplanta¢né experimenty u Xenopus laevis

Transplantacia tkaniva medzi vyvijajucou sa zadnou koncatinou zubrienky Xenopus laevis v stadiu 52-53 na
amputované predné koncatiny Ziab po metamorfoze. Po prijati ¢asti koncatiny donora bola prevedend amputacia
v distalnej casti od miesta prepojenia medzi transplantitom a prijemcom (prevzaté a upravené z Sessions
& Bryant, 1988).

V minulosti sa viedli debaty o tom, ¢i regenerdcia Xenops laevis prebieha u ziab po
metamorféze mechanizmom jednoduchej regeneracie tkaniva bez tvorby blastému alebo
procesom epimorfozy. Nésledne boli prevedené experimenty, ktorych vysledky viedli
k domnienke, Ze v regeneracii koncatin sa netvoria dediferencované mezenchymalne bunky,
ateda sa netvori ani blastém a prebieha len jednoduchd regenericia. Tieto poznatky vSak
vychédzali len z histologickych §tudii. Predpokladalo sa, Ze po amputécii nastava proliferacia
plno diferencovanych buniek chondrocytov, fibroblastov, kosti a spojivového tkaniva.
Dokazy, Ze regeneracia koncatin u Xenopus laevis prebieha procesom epimorfézy poskytli
experimenty, kde boli amputované predné koncatiny u ziab po metamorfoéze proximalne od

zéapéstia. Nasledne bola odstranend pokozka a koncatiny vlozené do brusnej dutiny. Vo
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vysledku sa ukazalo, ze blastém sa nevyvinul aepimorféza zlyhala, ale vytvorila sa
chrupavkova Ciapocka. Poukazuje to na skuto¢nost, Ze regeneracia a tvorba chrupavkového
hrotu u ziab Xenopus laevis po metamorfoéze vyzaduje epitel kryjici ranu a blastém. Oboje sa

vyskytuje len pri epimorfoze (Goss and Holt, 1992).

2.5.2 Mlokotvaré

Tieto zivocichy vykazuju schopnost’ regeneracie koncatin po cely zivot, ako v obdobi
larvy, tak aj u dospelého jedinca. Na rozdiel od Ziab, ktoré maju tuto schopnost’ len pocas
larvalneho §tadia. Zda sa, ze schopnost’ regeneracie koncatin koreluje s vyvojom imunitného
systétmu (zhrnuté v Godwin and Rosenthal, 2014). Imunitny systém ziab sa d4 porovnat
s vyvinutym imunitnym systémom u cicavcov, kde prebieha celistvad neSpecifickd odpoved
a Specificka odpoved’ sa vyvija podla mnozstva predoslych patogénov, s ktorymi sa
organizmus stretol. NeSpecificky imunitny systému u mlokotvarych (salamandra, axolotl) je
dobre vyvinuty a jeho odpoved’ je dostatocne silna. Na druhu stranu, Specificka odpoved’ je
nedostatocnd (Chen and Robert, 2011) a pomald (60 dni). Adaptivna schopnost’ je nizka, aj
ked sa vyznaCuji velkym mnozstvom T-buniek a B-buniek, ale len sjedinym

imunoglobulinom IgM (Tournefier et al., 1998).

Dokonalost” adaptivnej odpovedi imunitného systému Ziab je moZné demonstrovat ich
vysokou rezistenciou proti virusovym infekciam, ktoré dokazu €asto prekonat’. Naproti tomu
rovnaky kmen a infek¢na davka, je pre mloka letalna. Mlokotvaré Zivoc¢ichy nedokdzu pri
virusovej infekcii indukovat’ proliferaciu T-buniek v slezine. Na druhu stranu Zaby st schopné

indukovat’ proliferaciu T-buniek v slezine a s ich pomocou zabit’ virus (Cotter et al., 2008).

Ako bolo spomenuté vyssie, Zaby pred metamorfézou (Zubrienky) maji schopnost’
regeneracie koncatin. AvSak po metamorféze regeneracnti schopnost’ stracaju. Tato faza sa
vyznauje  vyvojom apremenou primitivneho imunitného systému. Pouzitim
imunosupresivnej latky ako napriklad Celastrol, ktory prechadza cez bunkovt stenu a inhibuje
IxB kinazu (enzymovy komplex, podiel’ajuci sa na bunkovej odpovedi na zapal) (Pinna et al.,
2004) , sa obnovi schopnost’ regeneracie u ziab (Fukazawa et al., 2009). Ako sa obnovi
regenerdcia u ziab po metamorfoze, tak vznikni regulacné T-bunky potlacujice funkciu
ostatnych imunitnych buniek. Na zdklade tejto regulacie sa predpoklada funkéna spojitost’
medzi regula¢nymi T-bunkami a schopnost'ou obnovenia regeneracie u Ziab po metamorfoze
(Fukazawa et al., 2009). Transplantacné experimenty, ktoré porovnavali odmietnutie

transplantatu medzi salamandrou a zabou, poukazali tak isto na slaby imunitny systém
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u salamandier. U ziab prebehlo odmietnutie ,,allograftu uz v 20 dni od transplantacie
a u salamandry az po 60 diioch. Bolo zistené, Ze odmietnutie nezahfiia roz§irenie T-buniek

(Kinefuchi et al., 2013).

Ak su v amputovanej koncatine odstranené makrofagy z distalnej oblasti, tak
regeneracia zlyha a vytvori sa chrupavkovity pahyl. Na druht stranu, uzatvaranie zranenia nie
je ovplyvnené, ale nastane ukladanie kolagénu. Zastavi sa aj expresia Sp9 a Msx-2, génov
zodpovednych za dediferenciaciu buniek. Rovnako je potlacend aj expresia Mmp-9. Avsak ak
sa prevedie re-amputacia avlozia sa naspit endogénne makrofagy, tak sa regeneracia
kon&atiny obnovi (Godwin et al., 2013). Stidie odhalili, Ze pre spravnu kvalitu regeneracie je
potrebny balans medzi zapalovymi a proti-zédpalovymi signalizdciami, pretoZze ani jedna
neprebicha pri regeneracii samostatne (King et al., 2012). Pri odstraneni makrofagov
dochdadza k zmenam v ECM. Expresia kolagénu 1 prebieha za normalnych okolnosti
v epidermalnych bunkéich aj v mezenchyme. Kolagén 2 sa zafina exprimovat’ pri prvom
objaveni chondrocytov. Pri¢om ich najvyssia hladina expresie nastava 2 tyzdne po amputacii
(Asahina et al., 1999). ZvySena hladina regulacie nastala dva dni po amputacii u kolagénu 13
aod prvého do Stvrtého dna bola zvysSena u kolagénu 5 (Rao et al., 2009). Pri odstraneni
makrofagov z koncatiny nastane aktivicia myofibroblastov a preruSenie expresie kolagénu
(Godwin et al., 2013). Myofibroblasty sa takmer nevyskytuju v koncatinach mlokotvarych
zivocichov pokial nemaju naruSentl regeneraciu (Seifert et al., 2012). AvSak pri ich
pritomnosti prebieha tvorba jazvy (Hinz, 2007). Poukazuje to na ddleziti ulohu makrofagov
mladého imunitného systému v regenerdcii koncatin a moZzné dalSie pouzitie v regeneracii

u cicavcov (Godwin et al., 2013).
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3. Regeneracia a tvorba jazvy

Dospelé cicavce maji  obmedzenu schopnost regenerdcie koncCatin a oprava
poskodeného tkaniva vedie k formovaniu jazvy. Embryondlne §tddium na druht stranu, ako
odpoved’ na poranenie koncatiny a pokozky, dokaze dokonale zregenerovat’ tieto poranené
Casti atvorba jazvy je redukovand na minimum (Whitby and Ferguson, 1991a). Jazva
nahradza v mieste poranenia normalne tkanivo aje tvorend nadmernym mnozstvom ECM
z kolagénu 1 , kolagénu 3 a fibronektinu. Jazva obmedzuje silu, pohyblivost’, rast a v§eobecne
normalnu funkciu tkaniva (zhrnuté vo Ferguson and O’Kane, 2004). Jeden z rozdielov, ktory
je zodpovedny za regeneraciu pokozky u embrya a tvorby jazvy u dospelého jedinca je vo
vyvojovom S§taddiu imunitného systému. LiSia sa v zdpalovej odpovedi na poranenie.
Embryondlny imunitny systém je stdle vo vyvine a odpoved’ na poranenie je ina ako
u dospelého jedinca. V oblasti poranenia je pritomnost’ a poc¢et buniek imunitného systému
(makrofagov, neutrofilov, monocytov a lymfocytov) embrya vel'mi obmedzend (Cowin et al.,
1998). Dalsi rozdiel je v tom, Ze embryonalna pokozka podstupuje rychlu expanziu na rozdiel
od dospelého jedinca a obsahuje vysoké hladiny morfogénov. Tieto faktory si zodpovedné za
morfogenézu, rast a pri poraneni za remodelaciu poskodeného tkaniva. Experimenty potvrdili
odli$né hladiny expresie typov TGFf v oboch §tadiach. Dospelé jedince v mieste poranenia
syntetizujt TGFB1 a TGFB2, ktoré pochadzaji od buniek vyvinutého imunitného systému,
ako su makrofagy a monocyty. Na druht stranu, embryo v mieste poranenia spista expresiu
TGFP3, ktory je exprimovany fibroblastami a keratinocytmi. TGFB3 je zodpovedny za
morfogenézu pokozky. TGFB1 a TGFB2 st zodpovedné za nadmerné ukladanie kolagénu 1,
kolagénu 3 a tvorbu jazvy (Whitby and Ferguson, 1991b). Aplikécia protilatok proti TGFB1
a TGFB2 v dospelych jedincoch hlodavcov vyrazne znizila silu zapalovej odpovede
a nasledne aj objemné ukladanie kolagénu a fibronektinu. Protilatky zabezpecili regeneraciu
bez jazvy a ustalili stavbu poranenej pokozky. Ale, ak bola protilatka proti TGFB1 podana
samostatne, tak znizila zipalovi odpoved, aj ukladanie kolagénu a fibronektinu, ale
nezabranila vytvoreniu jazvy. OSetrenie, len protilatkou proti TGFB2 neovplyvnilo priebeh
odpovedi imunitného systému, ani formovanie jazvy. Hojenie poranenia prebehlo normélnou
cestou ako udospelého jedinca. Na druht stranu, injikovanie proteinu TGFB3 prispelo
k zlepSeniu architektiry neodermis, zvySeniu vaskularizacie, znizenému ukladaniu kolagénu
1, kolagénu 3 a fibronektinu. V neposlednom rade doslo k znizenej akumuléacii makrofagov

a monocytov dospelého imunitného systému v mieste poranenia, ateda slabSej zapalovej
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odpovedi, ¢o malo za nasledok redukciu tvorby jazvy. Aplikovanie TGFB3 do poranenej
oblasti dospelych hlodavcov vo vysledku zabezpecilo regeneraciu pokozky (Shah et al.,

1995).

Axolotl pri regeneracii koncatin nevykazuje nikdy tvorbu jazvy. Po poraneni vykazuje
rychle uzavretie poranenia epidermalnymi bunkami. Histologické pozorovania vylucili
pritomnost’ fibrézy pri hojeni. Rovnako nebola detegovand ani pritomnost’ neutrofilov
v oblasti poranenia (obr.7) (Levesque et al., 2010). Na druht stranu u cicavcov je prva
imunitnd odpoved na poranenie akumuldcia neutrofilov v tej oblasti, ktord sa podiel'a na
zépale (Martin, 1997). Pouzitim bleomycinu na koZzné zranenie axolotla, bola indukovana
tvorba jazvy zloZena z fibronektinu, ale neobsahovala takmer Ziadny typ kolagénu. Rovnako
bola spomalend aj tvorba bazalnej membrany. Tento experiment ukézal, ze axolotl moze
indukovat’ fibrozu pri posobeni bleomycinu, aj ked’ pri normalnej regeneracii nikdy netvori
jazvu. Toto jasne demonstruje, Ze axolotl ma vSetky molekularne mechanizmy na formovanie
jazvy, ale pri amputécii koncatiny a poraneni koze nedochddza k ich aktivacii (Levesque

et al., 2010).
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A 30min B 4h C 8h

Obr.7 Pritomnost’ neutrofilov v priebehu hojenia koZného poranenia u axolotla.

Pocas prvého dna po koznom poraneni sa v tejto oblasti nevyskytuju ziadne neutrofily (A,B,C a D). Po 48
hodinéach sa objavil maly pocet neutrofilov (E, F- ruzové bunky oznacené zelenymi Sipkami). Po uplynuti 4 dni
neboli detegované znovu Ziadne neutrofily v oblasti poranenia (G). Rovnako nenastdva akumulécia neutrofilov
ani pri regeneracii koncatiny axolotla v mieste amputacie, 48 hodin po amputacii (H) (prevzaté a upravené
z Levesque et al., 2010).
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4. Regenerativna medicina

Regenerativna medicina je vel'mi mlady obor s vel'kym potencidlom do budicnosti. Za
svoj ciel’ si pokladé identifikaciu kmenovych a progenitorovych buniek, ktoré by po vlozeni
do poskodeného organu &i Gasti tela dokazali spustit’ regeneraciu. Dal§ou moznostou, ako
nastartovat’ schopnost’ regeneracie cicavcov a Specificky u I'udi je najdenie molekuly, ktora
bude mat za ciel stimulovat progenitorové bunky organizmu a nasledne spustenie
regeneracie, takmer bez vac¢sieho vonkajSieho zasahu. VSeobecny pohlad na regeneraciu je
taky, ze u niz$ich zivocichov prebieha regenerécia lepSie a kvalitnejSie ako u vyssich. Avsak
v skutocnosti je pravda uplne ind aaj unizSich zivofichov sa vyskytujii neregenerujuci

pribuzny (Cristi L. Stoick-Cooper et al., 2007a).

Takmer vsetky diferencované bunky stavovcov obsahuju retinoblastomovy protein
(pRB), vyznamny tumor supresor. Tento protein posobi v regulécii transkripcie a zabraiuje
bunkam vstup do bunkového cyklu. Inhibuje expresiu génov potrebnych pre bunkové delenie.
Na druhu stranu, mo6ze dochddzat’ aj k deaktivicii pRb prostrednictvom fosforylacie
v bunkach, ktoré sa musia delit. Ak st inhibované kinazy, fosforylujice pRB, tak
diferencované svalové bunky nereaguju ani na vonkajSie stimuly podporujice delenie (sérum
v kulture). Ale, svalové bunky mloka ako odpoved na sérum v kultire spustia bunkovy
cyklus, takZe unich dochddza k inhibicii pRB. Regulacia fosoryldcie pRb moéZe byt

vysvetlenim regenerativnej kapacity u diferencovanych buniek mloka (Tanaka et al., 1997).

Diferencované mysie svalové bunky, pdsobenim rastovych faktorov a Msx-1 stratili
diferencovani formu arozpadli sa na jednojadrové bunky. Tieto dediferencované bunky
mozu byt znovu stimulované k spétnej diferenciacii na bunkové typy ako su chondrocyty,
adipocyty, myocyty a osteocyty (Odelberg et al., 2000). Tieto vysledky poukazuju na
moznost pouzit faktory, ktoré ovladaji molekuldrne mechanizmy regeneracie u nizsich

stavovcov, pre skvalitnenie regeneracie u l'udi.

Dalsou moznostou sa zaoberali Yokoyama et al.(2001), kedy aplikovali FGF 10 do
amputovanej koncatiny neregenerujuceho Stadia Xenopus laevis. Nasledne sa spustila expresia
génov potrebnych pre regeneraciu a vytvorila sa normalne tvarovana koncatina. Rovnako ako
aj u ziab po metamorfoze chyba schopnost’ regeneracie u vyssich stavovcov (Muller et al.,

1999), o znovu naznacuje moznost’ pouzitia tejto metddy u cicavcov.
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Signalizacia Wnt/B-catenin je pritomna pri regenerdcii koncatin u salamandry,
Xenopusa, ale aj pri regeneracii plutiev u Danio rerio (Kawakami et al., 2006; C. L. Stoick-
Cooper et al., 2007b). Pri oSetreni amputovanej koncatiny, neustale aktivovanym p-cateninom
u Xenopusa v $tadiu, kedy uz regeneracia takmer neprebieha, doslo k opédtovnej indukcii
regeneracie a tvorbe funkénej koncatiny. Rovnakym spdsobom aplikéacie na neregenerujucich
jedincoch sa uz nepodarilo aktivovat' regeneraciu. Nadmernd expresia stile aktivneho
B-cateninu dokazala spustit’ regeneraciu plutiev u mutantného kmena Danio rerio, ktory ma
defekt v regeneracie plutiev (Kawakami et al., 2006). Experimenty na heterozygotnom Danio
rerio, s mutaciou (deléciou) v axinl, zodpovednou za inhibiciu Wnt/B-catenin drahy ukézali,
ze nastane ovela rychlejSia regeneracia plutiev, ako unormdalnych jedincoch. ZvysSena
expresia Wnt8 zase akcelerovala proliferaciu progenitorovych buniek v plutvach schopnych

regeneracie (C. L. Stoick-Cooper et al., 2007b).

Draha Wnt/B-catenin, ako aj vySSie spomenuté spdsoby manipuldcie s regeneraciou
koncCatin, by mohli byt vyuzité v regenerativnej medicine. Na druhu stranu, s touto
moznost'ou prichadza aj nebezpeCensto a vedlajSie efekty, ako je nekontrolovatel'né delenie
buniek a vznik nadorov. Zivoé&ichy nesuce si schopnost’ regeneracie po celii dobu evolucie st
na molekuldrne abunkové mechanizmy prisposobené adokézu ich regulovat. Cielom
regenerativne] mediciny s ohladom na tuto skuto¢nost’ nie je len ndjst molekuly, ktoré
dokédzu indukovat’ regeneraciu koncatin, ale dokdzu aj kontrolovat’ bunkové delenie a tym
zabranit’ neziaducim vedl'ajSim uc¢inkom u cicavcov. C.L. Stoick-Cooper et al. (2007b) pri
Studiu drahy Wnt/ B-catenin nenasli len Wnt8, ale aj inhibitor tejto signalizacie Wnt5. Wnt5 je
regulovany Wnt/B-catenin signalizéciou, ¢ize ak by doslo k nadmernej expresii a bunkovému
deleniu, tak Wnt5 wustali hladinu Wnt/ p-catenin signalizicie aneddjde k nadmernej

proliferacii buniek.

Myostatin je negativny regulator rastu svalov. Fenotyp mysi, ktora ma ,,knockout*
v géne pre myostatin sa vyznacuje zvac¢Senymi svalmi (Kambadur et al., 1997). Mys s takouto
mutaciou bola pouzitd v experimente, kde doSlo k jej poraneniu a schopnost’ regeneracie
svalovych buniek bola dokonalejSia ako u kontrol (McCroskery, 2005). Myostatin by mohol
byt v regenerativnej medicine pouzity v kombinacii s Wnt5 a d’al§imi reguldtormi bunkove;j
proliféracie a v buducnosti moéze byt docieleny nevidany uspech v regenerdcii koncatin

u cicavcov.
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5. Zaver

Proces regeneracie koncatin je v dneSnej dobe velmi diskutovanou problematikou.
V préaci som pojedndval o problematike schopnosti regeneracie koncatiny prostrednictvom
epimorfézy, ktorou disponuju mlokotvaré obojzivelniky a pretrvava u nich po cely zivot.
Dal§im druhom s obdobnou schopnostou st Zabotvaré obojzivelniky, ktoré su schopne
regenerovat’ amputované koncatiny tiez, ale len v larvalnom $tadiu. Tieto organizmy sluzia aj

ako modelové organizmy pre vyskum regeneracie koncatin.

Prvym mechanizmom po amputacii je uzatvorenie zranenej oblasti, rychlou migraciou
epidermdlnych buniek. Nésledne dojde k aktivacii enzymov ako Mmp-9 a d’alSich, ktoré
zabezpeCuju degradaciu ECM. Dgjde k aktivacii drah, ktoré zabezpecuju dediferenciaciu
buniek aich kumulovanie pod epitelom kryjicim ranu. Tym sa za¢ne hromadit masa
heterogénnych dediferencovanych buniek, tvoriacich blastém. Bunky blastému sa vyznacuju
svojou unipotenciou, ¢o znamend, ze pri ich diferenciacii z nich méze vzniknut’ len jedna
bunkova linia. Kontrolovanou signalizaciou Wnt/B-catenin, Notch dochadza k indukcii

proliferacie buniek blastému.

Pri regenerécii koncatin je dolezitd aj nervova signalizacia. Podstatna je predovsetkym
pritomnost’ dostatocného poc¢tu nervovych zakonceni v blastéme. Inervovanim je zabezpecena
aj neurotropna signalizacia, pomocou neurotropnych faktorov ako su FGF, BMP, KGF
a nAG. Vysledkom ich signalizacie je dediferenciécia, proliferacia a mitoticka aktivita buniek
blastému. Signalizdcia FGF 10 preukazala spustenie expresie Sp9 v AEC. Sp9 hra dodlezitt

ulohu pri dediferenciacii keratinocytov blastému.

V praci st tieZ objasnené molekularne a bunkové mechanizmy pri regenerécii
koncatin, kde skumanie ulah¢ila ektopicka koncatina, na zaklade ktorej bol vypracovany
model stupniovitej regenerdcie. Tento model umozituje nezavislu analyzu jednotlivych krokov
pri regeneracii koncatin. Nasledne bolo preukdzané, Ze regenerdcia koncatin indukovana
amputaciou, zdiela rovnaké molekuldrne mechanizmy ako vyvoj ektopickej koncatiny.

Preukazala to aj zhodna expresia AmPrx-1 a AmTbx-5 v mieste aj Case pocas regeneracie.

Je pravdepodobné, Ze mechanizmy veduce k uspesnej regeneracii koncatin u nizsich
stavovcov otvaraju nové moznosti v oblasti regenerativnej mediciny. Tato oblast’ smeruje
k liecbe kmetiovymi bunkami, kedy st bunky pestované in vitro a nasledne je spustend ich

diferenciacia na potrebné bunkové typy vhodné na vlozenie do pacienta. Druhou
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a vzdialenejSou moznostou je vyvoj novych technologii, ktoré umoznia rast celych organov
in vitro anaslednt transplantidciu do pacienta. Tieto technologie budi musiet’ zajst' az do
oblasti nanotechnolégii, kde si vyvijané tzv. ,,scaffolds”, ¢o su trojdimenzionalne Struktury
zlozené z polymérnych vlakien vel'kosti nanometrov. Dovodom st bunky, ktoré v kultare nie
st schopné rast’” do trojdimenzionalneho priestoru, ale len v 2D priestore. ,,Scaffolds* st
dostato¢nou oporou pre bunky a vd’aka tomu dokazu tvorit’ aj 3D Struktiry. Nanotechnologie
modzu byt teda rovnako sl'ubnou cestou pre regenerativnu medicinu. V neposlednom rade,
d’alSou moZnost'ou je spustenie molekularnych mechanizmov regeneracie koncatin, ktoré boli
pravdepodobne u vySSich stavovcov stratené v priebehu evolacie, pre uprednostnenie
imunitného systému. Tieto moznosti sa zdaju byt sl'ubné a mozno v blizkej budtcnosti
budeme svedkami prvych uspesnych pokusov o indukciu regeneracie konc¢atin u 'udi. Vsetky
tieto moZnosti, musia byt najskor ale otestované na modelovych organizmoch a az nasledne

aplikované do klinickej praxe.
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