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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Autor: Adéla Pechancova
Nazev bakalarské prace: Detekce nestinu ve svalu za vyvoje i pfi poranéni s vyuZzitim in
vivo modelu léze kosterniho svalu

Vedouci prace: RNDr. lvana Némeckova, PhD.

Uvod a cil prace: Regenerace tkdni i organd je v soucasnosti velmi aktualni téma. Do

popredi se dostdvd obor regenerativni medicina, ktera je zamérena na reparaci tkani.
Intermediarni filamentum nestin, ktery je povaZovan za marker kmenovych a
progenitorovych bunék zejména v nervové tkani byl prokdzan i v nezralych elementech
svalové tkané. Cilem této prace bylo dokazat pomoci imunohistochemickych metod
expresi nestinu pfi vyvoji a pii poSkozeni kosterniho svalu po injekci kardiotoxinu a

nasledné regeneraci.

Metody: V experimentdlni ¢asti jsme detekovali nestin na parafinovych fezech
predevsim nepfimymi imunohistochemickymi metodami (LSAB, EnVision FLEX kit). U
parafinového fezu mysiho embrya bylo cilem zachyceni vyvoje kosterniho svalstva. U
parafinového fezu poranéného svalu bérce dospélé mysi pomoci injekce kardiotoxinu
nam Slo o zachyceni miry poSkozeni kosterniho svalu a jeho nasledna schopnost

regenerace v rlznych ¢asovych intervalech.

Vysledky a zdvér: Vysledky prace dokladaji, Ze nestin je dllezity ukazatel spravného

embryondlniho vyvoje, protoZe se nachazi ve tkdnich jen v urcity ¢asovy interval.
V pribéhu regenerace po poranéni kosterniho svalu injekci kardiotoxinu byl nestin

detekovan predevsim v myoblastech a v nové se tvoficich myotubach.

Klicova slova: kosterni sval, poranéni, nestin, imunohistochemie, vyvoj svalu,

regenerace, kardiotoxin



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Author: Adéla Pechancova
Title of bachelor’s thesis: Detection of nestin during development and injury with the
use of in vivo model of skeletal muscle lesion

Supervisor: RNDr. lvana Némeckova, PhD.

Introduction and the aim of the study: Regeneration of tissues and organs is recently

very actual topic. Regenerative medicine is coming to the foreground, it is a medical field
focused on reparation of tissues. Intermediate filament nestin, which is considered to
be a marker of stem cells and progenitor cells especially in nerve tissue, was also
detected in immature elements of muscle tissue. The aim of this study was to prove
expression of nestin during development and injury of skeletal muscle after injection of

cardiotoxin and it’s following regeneration using immunohistochemical methods.

Methods: In the experimental part we were detecting nestin on paraffin embedded
sections using mainly indirect immunohistochemical methods (LSAB, EnVision FLEX kit).
The goal for the paraffin embedded section of mouse embryo was to capture the
development of skeletal muscle. For the paraffin embedded section of leg muscle
injured by cardiotoxin, the goal was to capture the amount of damage of the skeletal

muscle and it’s following ability to regenerate during various time intervals.

Results and conclusion: Results of the study prove, that nestin is important marker of

the correct embryonal development, because it occurs in tissues only during specific
time interval. During regeneration after injury of the skeletal muscle caused by

cardiotoxin, nestin was detected mainly in myoblasts and newly forming myotubes.

Key words: skeletal muscle, injury, nestin, immunohistochemistry, muscle

development, regeneration, cardiotoxin
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1. UVOD

V poslednich letech je regenerativni medicina velmi aktudlnim tématem a dochazi
k jejimu znacnému rozvoji. Tento obor je relativné mladou lékarskou disciplinou a je
zaméfen na reparaci a ndhradu poskozenych tkani ¢i organu. Jednim z intenzivné
studovanych témat regenerativni mediciny jsou i kmenové burky a jejich vyuZiti
v terapii. Filamentarni protein nestin ze skupiny intermediarnich filament (IF) je
exprimovan kmenovymi burikami a je také pritomen pfi vyvoji mnoha tkani, jako je napf.

nervova tkan, srdecni svalovina ¢i kosterni svalovina.

Kosterni svalovina tvoti podstatnou ¢ast organismu, cca 30-40 % a mezi jeji funkce patfi
hlavné pohyb organismu ovladany vili. Kosterni svalova tkan vykazuje do jisté miry i
schopnost regenerace, a to hlavné diky satelitovym bunikam, coZ jsou v podstaté
kmenové buriky nachazejici se v kosterni svaloviné schopné produkovat nové myofibrily.
Vyzkum téchto bunék svymi poznatky pfrispiva k Iécbé onemocnéni kosternich sval(,

jako je napf. Duchennova svalova dystrofie.

Ustav histologie a embryologie Lékarské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy se
zabyva problematikou regenerace tkani a kmenovych bunék jiz desitky let. Nejprve se
jednalo o vyzkum regenerace nervové tkané, pozdéji prislo i téma regenerace kosterni

svaloviny.

Tato prace je zamérena na detekci nestinu v kosternim svalu mysi jak za jeho vyvoje, tak
pfi poranéni s vyuZitim modelu kosterni |éze indukované injekci kardiotoxinu (CTX), a

také na ndslednou regeneraci svalu.



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této bakaldfské prace je podat ucelenou informaci predevSiim o
imunohistochemické detekci nestinu pfi vyvoji kosterniho svalstva u mysiho embrya a
také pfi poranéni a regeneraci kosterniho svalu zadni koncetiny u dospélé mysi za pouziti

kardiotoxinu v riznych ¢asovych intervalech preziti.

Dulezitym ukolem této prace je zpracovat vysledky imunohistochemickych detekci a
popsat expresi nestinu, jak pti vyvoji kosterniho svalstva, tak pfi poranéni a nasledné

regeneraci kosterniho svalu.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Svalova tkan

Predstavuje jeden ze Ctyt zakladnich typa tkani, kromé svalové tkané sem zarazujeme
epitelovou tkan, pojivovou tkan a nervovou tkan. Zakladni charakteristikou této tkané je
schopnost kontrakce a relaxace a také vzruSivost. Svalova kontrakce je ve svalovych
bunkdach vyvinuta za pomoci aktinovych mikrofilament a k nim pridruzenych protein,
coz vede jak k pohybu v orgdnovych systémech, tak k pohybu téla jako celku. Vladkna
aktinu a myosinu vytvareji kontraktilni jednotky, které méni chemickou energii na
mechanickou prostfednictvim hydrolyzy adenosintrifosfatu (ATP). Tyto proteiny se
nenachazi pouze ve svalovych bunkach, ale v kazdé burice lidského organismu. Umoznuji
zde pohyb jednotlivych organel v rdmci bunky, fagocytdzu nebo aktivni pohyb bunék.
Svalové bunky jsou mezodermového plvodu a postupné se diferencuji prodluzovanim a

syntézou aktinu a myosinu. (Anthony L. Mescher, 2018; Hudak et al., 2017)
Podle morfologickych a funkcnich vlastnosti rozliSujeme tfi typy svalové tkané:

e Kosterni svalovina — sklada se ze svazkl dlouhych mnohojadernych vidken
s pricnym zihanim (Obrazek 1). Kontrakci je schopna provadét rychle a silng, je
ovladatelna vali.

e Srdecni svalovina — také zde se vyskytuje pricné Zihani, buriky jsou podlouhlé a
rozvétvené, vzdjemné propojené interkalarnimi disky, které jsou
charakteristickym znakem tohoto typu svaloviny (Obrazek Il). Kontrakci nelze
ovladat vali, je rytmicka a silna.

e Hladka svalovina — bunky jsou vietenovitého tvaru bez pti¢ného zihani
(Obrazek I1), kontrakce je pomald a vili neovladatelna. (Anthony L. Mescher,

2018)
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Obrdzek Il Podélny rez srdecni svalovinou, barveno HE, zvétseni 400x, foto: Ustav histologie a
embryologie, LFHK

Obrdzek Ill Podéiny fez hladkou svalovinou, barveno HE, zvétseni 400x, foto: Ustav histologie a
embryologie, LFHK
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3.1.1 Kosterni svalovina

Lidské télo je tvofeno z cca 40 % kosterni svalovinou, svaly umoznuji veskeré pohyby
potifebné k praci, mluveni, psani a mnoho dalSiho. Svalovd kontrakce je silnd a
ovladatelna vuli. Kosterni svalovina je inervovana zejména axony alfa-motoneuron.
Svaly se mohou nachazet samostatné nebo vytvaret skupiny. Povrch svall kryje fascie
tvorena hustym kolagennim vazivem. Jednotlivé svaly jsou sloZeny ze svalovych snopc,
ty obsahuiji svalova vlakna, coz jsou zdkladni stavebni jednotky svalu. Svalova vlakna jsou
dlouhd mnohojaderna syncytia (soubuni) cylindrického tvaru o priiméru 10-100 um,
obsahuji az nékolik set jader a tvarem pripominaji dlouhé valce. V pribéhu
embryondlniho vyvoje dochazi k fuzi rostoucich myoblasti mezenchymového plivodu
v myotuby. Myoblast je embryondlnim prekurzorem svalovych vldken, jednd se o
jednojaderné vretenovité burnky bez myofibril. Myotuby jsou mnohojaderné buriky
valcovitého tvaru, které ve své sarkoplazmé obsahuji myofibrily. Dale dochazi
k diferenciaci myotub ve vldkna kosternich svalll. VlIdkna maji protahla a oplosténa
tmava jadra nachazejici se na periferii pod sarkolemou (cytoplazmatickd membrana
svalovych bunék), coz je charakteristickym znakem kosterni svaloviny. Diferencované
svalové vlakno jiz nema schopnost déleni. K vétsiné vldken také pfriléhaji progenitorové
buriky, takzvané satelitové, které predstavuji rezervu pro regeneraci kosterni svaloviny.
Maji schopnost se rychle délit a vznikaji tak novd svalova vldkna podobné jako u
myoblast(. Tyto bunky jsou schopny regenerace kosterniho svalu, ovsem pouze pokud
nedojde k poSkozeni bazalni laminy. Pokud k poruseni dojde, tkan se hoji vazivovou
jizvou. Schopnost kontrakce je zkrdcena a sval v misté poranéni ztraci svou funkci.

(Anthony L. Mescher, 2018; Dylevsky, 2009; Hudak et al., 2017)

Na pficném tezu svalovinou (Obrazek IV) jsou patrné vietenovité protahlé burnky
s tmavymi jadry s kondenzovanym chromatinem, kterd jsou utlacovdna tésné pod
sarkolemu. Na podélném fezu (Obrazek IV) je viditelné pricné zihani charakteristické pro
toto usporadani vykazuje i srdecni svalovina, ale kvili mnohym odliSnostem je vyclenéna
jako samostatny typ vedle hladké a kosterni svaloviny. (Hudak et al., 2017; Maratova,

2013)
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Obrdzek IV Rez kosternim svalem, barveno HE, zvétseni 100x, foto: Smartzoom, LFHK

Svalové vlakno je na povrchu ohraniCeno sarkolemou, kterd se sklada ze tfi
vrstev - plazmatické membrany, bazalni laminy a jemné sité retikularnich vldken.
Invaginaci plazmatické membrany se vytvafi systém T-tubull, coZ jsou vzajemné
propojené sité kanalk( uvnitf sarkoplazmy. T-tubuly prevadi nervovy vzruch z povrchu
svalového vlakna na myofibrily a umozZiuji tak synchronizaci kontrakce. Tento systém
kanalkd se nachazi kolem jednotlivych myofibril a napojuje se na terminalni cisterny
sarkoplazmatického retikula (SR). Sarkoplazma neboli cytoplazma svalového vldkna
obsahuje nékolik specifickych struktur, organel a latek. Myofibrily vyplfiuji témér celou
sarkoplazmu. Uvnitf sarkoplazmy se také nachazi velké mnoZstvi mitochondrii neboli
sarkozomu, které maji za ukol zajistit energii pro kontrakci svalu. DlleZitou organelou
pro kontrakci je rovnéZz sarkoplazmatické retikulum. Déli se na hladké a drsné
sarkoplazmatické retikulum. Hladké SR skladuje vapenaté ionty potifebné pro spousténi
svalového stahu, L-cisterny uloZzené podélné a termindlni cisterny ulozené pricné. Drsné
SR m4d na starosti zejména proteosyntézu. Na jeho membrdné se nachazeji ribozomy,
které syntézu polypeptidového fetézce provadéji. Po prichodu do lumen drsného SR
dochazi ke glykosylaci protein(. K dalSim latkam, které sarkoplazma obsahuje, fadime
shluky glykogenu a tukové kapénky, které slouzi jako energeticka zasoba, kreatinfosfat
zasobujici bunku makroergnimi fosfatovymi skupinami, a také myoglobin slouzici jako
nouzova zasoba kysliku. Obsah myoglobinu ovliviiuje zabarveni svaloviny. (Hudak et al.,

2017; Slipka & Tonar, 2018)

13



3.1.1.1 Vyvoj kosterni svaloviny

VSechny kosterni svaly maji svij plvod v somitech nebo somitomerech, coz jsou
segmenty paraaxialniho mesodermu. Vyvojem somitli (Obrazek V) vznikda mimo jiné i
myotom, ze kterého vznikaji myogenni bunky. Vypadaji jako mezenchymalni kmenové
bunky, ze kterych se ddle muaze vyvinout mnoho rGznych typl bunék, ale myogenni
buriky prosly diferenciaci a mohou tak produkovat pouze svalové bunky. Takto
specializované myogenni buriky projdou nékolika mitézami a po dokonceni termindlniho

mitotického déleni se z nich stavaji postmitotické myoblasty. (Carlson, 2018)

Myogenni buriky podléhaji bunécnému déleni pod vlivem nékolika ristovych faktord,
jako na priklad fibroblastovy rlstovy faktor (FGF) a transformacni rlistovy faktor beta
(TGFB). Genovou expresi kontroluji myogenni regulacni faktory jejichz akumulaci dojde
v myogennich bunkach k up-regulaci syntézy proteinu p21 a bunécné déleni je nevratné
zastaveno. Poté, pod vlivem dalSich rlstovych faktor(, zacina v postmitotickych
myoblastech proces transkripce mRNA pro hlavni kontraktilni proteiny aktin a myosin.
Postmitotické myoblasty splyvaji dohromady a vznikaji tak myotuby. Myotuby
intenzivné syntetizuji jak mRNA, tak proteiny. Kromé syntézy aktinu a myosinu, dochazi
také k produkci dalSich proteinl, véetné proteint regulujicich svalovou kontrakci —
troponinu a tropomyosinu. VSechny tyto proteiny ddvaji vzniknout myofibrildm, cozZ jsou
zakladni kontraktilni jednotky svalovych bunék. Myotuby jsou postupné vyplfiovany
myofibrilami, které utlacuji jejich jadra az na periferii. V tomto stadiu jiz hovofime o
svalovych vlaknech, kterd se diferenciovala z myotub. Jedna se o zdvére¢né stadium

diferenciace bunék kosterni svaloviny. (Carlson, 2018)

) ) @
(SOAN Y o =
Somit Myogenni progenitorové Myoblasty - )
buriky Myotuba Svalové vldkno
Determinace Diferenciace Maturace

Obrdzek V Vyvoj svalu, prevzato a upraveno z: Carlson, 2018

Vyvoj svalovych vldken ale stdle neni kompletni. Jddra mnohojadernych svalovych

vldken jiz nejsou schopna déleni, ale svalové vldkno ddle roste za pomoci populace
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myogennich bunék, které nazyvame satelitni buriky. Nachazi se mezi svalovym vlaknem
a bazélni laminou, kterd obklopuje svalové vldakno. Satelitni buriky zajistuji schopnost

regenerace svalu, ta je ale znaéné omezena. (Carlson, 2018)

Svalovou tkan netvoti pouze svalova vldkna, ale také pojivova tkan, krevni cévy a nervy
(Obrazek V1). V priibéhu vyvoje svall dochazi k promiseni myoblastl a budouci pojivové

tkané. (Carlson, 2018)

Obrdzek VI Rez kosterni svalovinou, barveno HE, zvétseni 200x, foto: Smartzoom, LFHK; 1-svalovd tkdri,
2-nervy, 3-krevni cévy, 4-husté kolagenni vazivo (HKV)
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Pojivova tkan ovliviiuje vyslednou formu svalu vice nez samotné myoblasty. Myogenni
bunky jsou navzdjem zaménitelné, coz znamena, Ze buriky ze somitd, ze kterych by se
normalné tvofily svaly trupu se mohou ucastnit formace svall koncetin. Bunky pojivové
tkané tuto schopnost zamény nemaji. Kapilary prorlstaji do vyvijejiciho se svalu kratce

po zformovani prvnich myotub, stejné tak vlakna motorickych nervi. (Carlson, 2018)

3.1.1.2 Stavba kosterniho svalu

Kosterni sval se sklada z nékolika vrstev vaziva obklopujiciho kontraktilni elementy
(Obréazek VII). Kazdy svazek svalovych vilaken je obklopen vrstvou kolagenniho vaziva,
kterou nazyvame perimysium. Svazek svalovych vldken obklopeny perimysiem tvofi
funkéni jednotku svalu, kde vSechna vildkna pracuji spole¢né. Krevni zdsobeni a inervaci
zprostiedkovavaji nervy a cévy pro kazdy svazek a pronikaji skrz perimysium. Uvnitf
jednotlivych svazkd se nachazi endomysium, které obklopuje bazalni laminu svalovych
vldken. Endomysium je tvoreno velmi tenkou vrstvou retikularnich vldken a
roztrousenych fibroblastd. Nachazi se zde nejen nervova vlakna, ale i bohata sit kapilar
dodavajici kyslik svalovym vldknim. Na povrchu celého svalu se nachazi epimysium,
takzvané vnéjsi pouzdro. Je sloZzeno z hustého neusporadaného kolagenniho vaziva.
Z epimysia odstupuji jednotlivd septa, ktera privadéji do svalu vétsi nervy a cévy.

(Anthony L. Mescher, 2018; Jarkovska & Martinek, 1997)

Jednotliva svalova vldkna jen vyjimecné protinaji cely sval od jednoho konce k druhému.
K prenosu sil vyvijenych smrstujicimi se svalovymi vlakny slouzi kolagenni vldkna
v téchto vazivovych vrstvach. Spolu svazivem hluboké fascie, ktera se nachdzi na
povrchu epimysia, pfechdzeji tyto tfi vrstvy vaziva v husté kolagenni vazivo slachy. Misto
tohoto prechodu se nazyva myotendindzni spojeni. Zde se pfipojuje sval ke kosti, kzZi

nebo k dalSimu svalu. (Anthony L. Mescher, 2018; Jarkovska & Martinek, 1997)
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Endomysium

Svalova vlakna

Perimysium

Svalové
snopce

Obrdzek VIl Stavba kosterniho svalu, prevzato z: Uher, 2016

Myofibrily jsou dlouhé svazky filament cylindrického tvaru, které na sobé maji prouzky,
a to A-prouzky a I-prouzky. A-prouzky jsou tmavé, dobre barvitelné a anizotropni.
I-prouzky jsou svétlé, skladaji se z Casti tenkych filament, které nejsou v prekryvu se
silnymi filamenty. Jsou izotropni, coZ znamena, Ze nevykazuji dvojlom svétla. I-prouzky
jsou pFiéné protnuty tmavou linii, kterou nazyvame Z-linie. Usek mezi dvéma Z-liniemi
nazyvame sarkomera (Obrazek VIII), coz je funkéni a strukturdlni jednotka myofibril.

(Anthony L. Mescher, 2018.)

} sarkomera |

tenké filamentum  \_prouzek
= |

..........

.....

! T e 000000 :

e W o . 7 s i1+ Sl

E L titin tlusté filamentum .
' Z-linie ' ; Z-linie :
\— |-prouzek —; ——— A-prouzek | — |-prouzek —

Obrdzek VIl Sarkomera, prevzato z: Anthony L. Mescher, 2018

17



V kazdé myofibrile se nachazi myofilamenta slozena z myosinu a F-aktinu, kterd jsou
usporadana pravidelné a symetricky. To md za ndsledek stfidani A a I-prouzkd
v sarkomerdch. Myosinova filamenta, tzv. silnd vldkna, jsou Sirokd 15 nm a nachazi se
v A-prouzku ve stfedni ¢asti sarkomery. Vldkna myosinu vykazuji ATP-azovou aktivitu.
Myosinové hlavicky tvorené ctyfmi lehkymi fetézci myosinu tvori prechodné vazby mezi
myosinovym a aktinovym filamentem a jsou katalyzatorem rozstépeni makroergni vazby
ATP, ¢imz se uvolfiuje energie. Aktinova filamenta jsou Sirokd 8 nm, probihaji mezi
myosinovymi filamenty. Polymeraci globuldrniho G-aktinu vznika fibrildrni F-aktin, ktery
ma tvar dvojité Sroubovice. Kazdy G-aktin obsahuje vazebné misto pro myosin. Na tenka
filamenta jsou tésné pripojeny dva regulacni proteiny: tropomyosin a troponin.

(Anthony L. Mescher, 2018; Rayment, 1996)

Svalova vldkna maji své charakteristické usporadani, tzv. pricné Zihani, které mdzeme
pozorovat na podélném ftezu tkani. Toto usporadani je dano stfidanim svétlych a
tmavych pruhd. Na pficném fezu neni Zihani patrné, naopak zde mizZeme vidét svazky
myofibril, které jsou od sebe oddéleny sarkoplazmou. Tyto svazecky se nazyvaji
Conheimova policka. (Farlex Partner Medical Dictionary, b.r.), (Anthony L. Mescher,

2018.)

3.1.1.3 Mechanismus kontrakce kosterniho svalu

Kontrakce je navozena prestupem akéniho potencidlu pfes nervosvalovou ploténku na
terminalni cisterny sarkoplazmatického retikula. Potencidl je veden sarkolemou pres T-
tubuly, dlouhé invaginace membrany, které pronikaji hluboko do sarkoplazmy a
nachazeji se kolem kazdé myofibrily. Na jednotlivé T-tubuly pfiléhaji termindlni cisterny
sarkoplazmatického retikula a tvofi tridadu, coz je komplex dvou cisteren a jednoho
tubulu. Triddy umoznuji pfenos potencidlu z T-tubull na sarkoplazmatické retikulum,
coz vede k uvolnéni vdpenatych kationt(. Tyto ionty se vdzou na troponin, a tim uvolni
troponin-tropomyosinovy komplex z F-aktinu. Na F-aktinovych filamentech dojde
k odhaleni vazebnych mist pro myosin a mize dojit k vytvoreni vazby. Vazbou na aktin
se myosin ohne smérem k Z-linii a zméni konformaci, ¢imz vtahne aktinova filamenta
vice do A-prouzku. Energie potfebna pro ohnuti myosinu je ziskavana pomoci hydrolyzy

ATP navazaného na hlaviéce myosinu, ten poté vaze dalsi molekulu ATP a vazba
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s aktinem se prerusi. Dokud jsou pfitomny vdpenaté ionty a ATP, dochazi k opakovani
téchto krok(: vazba aktinu a myosinu, ohnuti hlavicky, uvolnéni vazby. Tento tfikrokovy
cyklus trva priblizné 50 milisekund, svalova kontrakce se sklada ze stovek takovych cykl{.
Jakmile odezni nervovy impuls a klesne koncentrace vapenatych iontl, dojde
k opétovnému zakryti vazebného mista pro myosin pomoci tropomyosinu. Filamenta se
pasivné vraci zpét a kontrakce sarkomer ustava. (Anthony L. Mescher, 2018; Brooks,

2003)

3.1.1.4 Regenerace kosterniho svalu

Pfi regeneraci se poskozena tkan nahrazuje funkéné i morfologicky rovnocennou tkani,
jedna se o komplexni proces. Regenerace muze byt fyziologicka, ta probiha v organismu
témér neustale, napf. regenerace klze, epitelu dutiny Ustni nebo kostni drené. Naproti
tomu pfi reparativni regeneraci dochazi k ndhradé odumftelych ¢i ztracenych tkani nové
vytvorenymi. Schopnost reparativni regenerace je u savcl omezena. Pfi regeneraci se
opakuiji urcité vyvojové faze z prenatalniho vyvoje dané tkané ¢i organu. Klicovymi prvky
regenerace pro novotvorbu bunék jsou kmenové buriky. (Cizkova, 2019; Srour et al.,

2015)

Populace kmenovych bunék vykazuje zcela odlisné vilastnosti oproti ostatnim burikam.
Kmenové bunky nejsou zralé ani diferencované a maji tudiz moZnost vyrazné proliferace
a jejich regenerace je témér neomezend. Kmenové bunky se déli asymetricky,
z matefské kmenové burnky vznikaji kromé diferencovanych bunék i dalsi naprosto
identické kmenové buriky. Kmenové buriky je mozné najit témér v kazdé tkani a organu,
svymi vlastnostmi se vSak od sebe v pribéhu vyvoje organismu odlisuji. Rozdélit je
mlzeme dle jejich moZnosti diferenciace vrizné typy tkani na kmenové burky
totipotentni, pluripotentni a tkanové specifické. Totipotentni kmenové buriky vznikaji ze
zygoty a jsou schopné diferencovat v jakykoli typ tkané. Pluripotentni bunky jsou burky
embryoblastu a maji schopnost diferenciace pouze v bunky tkani daného zarode¢ného
listu (ektoderm, endoderm, mezoderm). Z bunék zarodecnych listi se pak v pribéhu
vyvoje tvofi kmenové bunky jiz tkanové specifické, pravé tyto burky jsou kli¢ové pro

embryondlni a fetdlni vyvoj. Postnatdlné jsou stdle aktivni, zejména v détském
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organismu. V dospélosti jsou vklidovém stavu a aktivuji se pouze pfi potiebé

regenerace. (Cizkova, 2019)

Kmenové buriky v kosterni svaloviné se nazyvaji bunky satelitové (Obrazek IX), nachazeji
se mezi sarkolemou a bazalni laminou. Jsou schopny sebeobnovy a diferenciace
v myogenni progenitorové buriky. Za normadlnich podminek jsou v klidovém stavu,
aktivovany jsou pfi regeneraci kosterniho svalu. Dochdzi k jejich proliferaci a
diferenciaci. Ve zdravém organismu je mozné mnohokrat plné zregenerovat kosterni
sval, funkce satelitovych bunék ale mulze byt snizena vlivem degenerativnich
onemocnéni nebo napf. starnuti organismu. Satelitové buriky jsou nenahraditelnou
soucasti procesu regenerace pti poranéni svalu. Mezi satelitovymi burikami se vyskytuje
mirna heterogenita v rychlosti déleni a diferenciace, schopnosti vlastni regenerace a
jejich klonalni kapacité. Satelitové buriky se mohou lisit svymi vlastnostmi mezi rdznymi
svaly, ve kterych se nachdzeji, ale i v rdmci jednoho svalu. (Cizkovd, 2019; Wang et al.,

2022)

Pax7/

« o _
o® % Myi5(-gal
' 2 MLC3F-tg(B-gal) /MyoD

Obrdzek IX Satelitové buriky, prevzato z: (Zammit et al., 2006)

Regenerace ma 3 faze, které spolu Uzce souvisi a vzajemné se prolinaji: faze zanétliva,
faze aktivace a diferenciace satelitovych bunék a faze vyzravani. V prvni fazi infiltru;ji
leukocyty poskozenou tkan a odstrani nekrotické zbytky vldken. Jako prvni se do tkané
dostavaji neutrofilni granulocyty a poté monocyty, které se po vniknuti do tkané
diferencuji v makrofagy. Latky uvoliované monocyty a makrofagy rovnéz pfispivaji

k procesu regenerace svalové tkané. Ve druhé fazi jsou aktivovany satelitové buriky,
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proliferuji, diferencuji se. Za pomoci fuze formuji nova svalova vldkna, kterymi nahradi
poskozenou tkan, nebo se stavaji myogennimi progenitorovymi burikami. Ve tfeti fazi
dochazi k maturaci nové formovanych svalovych vldaken a remodelaci poSkozeného

svalu. (Cizkova, 2019; Vaittinen et al., 2001; Wang et al., 2022)

Regenerace je vysoce koordinovany proces, exprese genl ucastnicich se regenerace je
regulovdna vprostoru i Case. Regulaci zprostfedkovavaji signdly ze
specializovaného mikroprostfedi z bunéénych i nebunéénych slozek, tzv. niche
(francouzsky okénko, vyklenek), kde se nachazi satelitové buriky, a vnitrni signalni drahy,

které reguluji funkci satelitovych bunék. (Cizkova, 2019)

Pro studium procesu regenerace se vyuZivaji experimentalni modely poranéni
kosterniho svalu, nejcastéji u mysi a potkanl. Tyto modely umozZnuji provadét
kontrolované experimenty, jejichz vysledky jsou reprodukovatelné a vzajemné
porovnatelné. Mezi nejcastéji pouzivané modely v soucasnosti patfi myotoxické latky
(kardiotoxin, notexin), chemikalie (chlorid barnaty) a fyzikalni zpUsoby (zmrazeni,

rozdrceni, ozareni, transplantace aj.). (Hardy et al., 2016)

3.2 Kardiotoxin

Kardiotoxin je myotoxicka |atka obsazena v jedu kobry. Nejcastéji pouzivanymi druhy
pro vyzkum jsou kobra mosambicka (Naja mossambica) a kobra ¢inska/tchajwanska
(Naja atra). Obsah kardiotoxinu v kobfim jedu je 40-60 % dle druhu kobry a také dle
geografického vyskytu. (Cizkova, 2019; Hiu & Yap, 2022)

Svij nazev nese podle ucinkl na srdce, vede k rozvoji arytmii nebo az k srde¢ni zastavé.
Kardiotoxiny vykazuji relativné rozsahlé spektrum biologickych ucinkl, jako napf.
depolarizace a kontrakce svalovych element(, agregace krevnich desticek, lyza
erytrocytl, neurotoxicita nebo interakce s mitochondriemi vazbou na kardiolipin, kdy

dochazi k indukci apoptdzy. (Cizkova, 2019; Wang et al., 2022; Zhang et al., 2019)

Kardiotoxiny jsou malé (cca 60 aminokyselin) amfifilni bazické polypeptidy obsahujici
rigidni prostorovou strukturu tvofenou antiparalelnimi B-listy a tfemi prodlouzenymi
smyckami (Obrdzek X). Na kazdém konci smycek se nachazi kladné nabité zbytky

aminokyselin lysinu a argininu. Struktura kardiotoxinl se u kober mezidruhové nelisi,
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zGstava zachovana, zejména se jednd o centrdini hydrofobni jadro tvorené tremi
smyckami, které determinuji toxicitu kardiotoxinu. CTX klasifikujeme do dvou skupin
podle jejich aminokyselinového sloZeni, S-typ a P-typ. S-typ obsahuje serinové zbytky ve
smycce ll, P-typ v této smycce obsahuje zbytky prolinu. P-typ ma vice kladny naboj oproti
S-typu, je vice hydrofobni a je povazovan za vice cytotoxickou formu. (Dubovskii et al.,

2005; Hiu & Yap, 2022; Zhang et al., 2019)

B disulfidické mustky
B bazické skupiny

LYS46

Smycka |

Smycka lll

Smycka Il

Obrdzek X - Struktura kardiotoxinu, pfevzato a upraveno z: (Hiu & Yap, 2022)
Cytotoxicky efekt CTX je zpusoben jejich interakcemi slipidy a biologickymi
membranami, a to elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi, tvorbou izotropni faze
nebo oligomerizaci. Jako prvni dochazi pfi vazbé CTX na membranu k elektrostatickym
interakcim, zde jesté nedochazi k prlichodu CTX membranou (non-insertion mode).
Elektrostatické interakce prechdazi v hydrofobni, které jsou zprostfedkovany pouze
smyckami Il a lll. Ty jsou schopny proniknout lipidovou dvojvrstvou (insertion mode).
Jakmile je CTX inkorporovan do membrany, vznika izotropni faze a formuje se komplex
CTX a lipid(i s neutrdlnim ndbojem. Oligomery CTX vytvareji péry uvnitt fosfolipidovych
membran. Tyto interakce zpUsobuji strukturni defekty v lipidovych membranach, coz
vede k dalsim patologiim a cytotoxickym efektim. (Dubovskii et al., 2005; Hiu & Yap,
2022; Zhang et al., 2019)
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Pfesny mechanismus cytotoxicity neni plné objasnén. Zahrnuje nejen cytolytické kroky,
ale zasahuje i do signdlnich drah bunécné smrti. Kardiotoxin m(iZze aktivovat jak vnéjsi
drahu apoptdzy pres receptory smrti, tak vnitfni drdhu bud pomoci interakce
s kardiolipiny v membrané mitochondrii, kdy dojde k jejich fragmentaci, nebo fosforylaci
faktoru mitochondridlniho déleni. Dalsi moZnosti aktivace bunécné smrti je lyzozomy
zprostiedkovand nekréza a také nekroptdéza (nekréza s prvky regulace, indukce
specifickymi stimuly). Kromé aktivace bunééné smrti dochazi i k zastaveni bunééného

cyklu. (Dubovskii et al., 2005; Hiu & Yap, 2022; Zhang et al., 2019)

Kardiotoxin vykazuje antiproliferativni aktivitu vi¢i nddorovym burkdm a je proto

potencidlnim kandidatem v terapii rakoviny. (Zhang et al., 2019)

3.2.1 Model regenerace svalu - injekce kardiotoxinu

Pfi pouZiti modelu regenerace kosterniho svalu za pomoci injekce kardiotoxinu je
vyhodou selektivni plsobeni na svalova vlakna, aniz by byly vyrazné postizeny krevni
cévy, nervy nebo satelitové bunky, které jsou nepostradatelnou soucasti procesu
regenerace svalu. Tento model zaroven poskytuje jednotné poskozeni v celém svalu a
synchronizovanou regeneraci. DalSi nespornou vyhodou je relativné nizka uUjma
experimentdlnich zvifat v porovnani s jinymi nefyziologickymi modely, jako napft.

mechanické poranéni svalu. (Cizkova, 2019; Wang et al., 2022)

Kardiotoxin lyzuje plazmatické membrany myofibril, ty poté velice rychle od podani
injekce nekrotizuji, jiz po 30 minutdch. Po nékolika hodinach dochdzi k infiltraci
poskozené oblasti neutrofilnimi granulocyty, spolu s makrofagy fagocytuji do 24 hodin
zbytky nekrotizovanych myofibril. V prlibéhu druhého dne od podani injekce se zde
zacinaji objevovat myoblasty, nasledujici den se jiz zacinaji tvofit nové myotuby.
Myotuby vyzravaji ve svalova vldkna, dochazi k tzv. marginaci jader, coZ vede k jejich
migraci ze stfedu buniky na jeji periferii (Couteaux et al., 1988). Vtomto modelu
regenerace je zregenerovany sval morfologicky mirné odlisny od svého plvodniho
neposkozeného usporadani. Rozdily miZeme pozorovat v usporadani svazk( myofibril a
motorickych plotének. OdliSna organizace tkané je dana pretrvavanim bazalni laminy
svalovych vldken v Uvodnich fazich poskozeni svalu. Pivodni bazalni lamina nepodléha

lyze a pfi vyvoji novych svalovych bunék slouzi jako mechanicka opora, ve vysledku pak
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bazalni lamina obklopuje nékolik nové vytvorenych myotub, které ziskavaji vlastni
bazalni laminu az pozdéji. Pfi normalni myogenezi ma kazda vyvijejici se myofibrila svou

vlastni bazalni laminu. (Cizkovd, 2019; Wang et al., 2022)

3.3 Nestin

Cytoskelet se u eukaryotnich bunék sklada ze tfi zdkladnich typl filament: aktinova
mikrofilamenta, mikrotubuly a intermediarni filamenta. Nestin je filamentarni protein,
ktery je soucasti intermedidrnich filament. Existuje vice nez 50 typu IF, které se déli do
6 tfid, a to dle struktury genu — usporadani intron(i a exonll. Nestin se fadi do VI. skupiny
intermediarnich filament. Klasifikace IF se pribézné méni a dochazi tak k nejednotnosti
v soucasné literature (Tabulka 1). IF obklopuji jadro svou cytoplazmatickou siti, odtud
dosahuji az na periferii bunék a zde byvaji zakotvena do membrany. IF jsou nejodolnéjsi
ze vSech tfi typl filament, vykazuji vyraznou pevnost v tahu, ¢imz bunkam umoznuji
prekonat mechanicky stres pfi jejich natazeni. IF a jejich prekurzory jsou dynamickou

soucasti cytoskeletu. (Cooper, 2019; Cizkova, 2019; Tampaki et al., 2014)

Tabulka 1 - Klasifikace IF, upraveno dle: Cooper, 2019

Typ IF Protein Mr [kDa] | Charakteristicky vyskyt
I F}sleslil:jtr;tr:?)/ 40-60 Epitelové bunky
Neutrdlni  nebo  bazické
Il keratiny 50-70 Epitelové bunky
(~15 proteina)
Vimentin 54 fibroblasty, leukocyty, aj.
" Desmin 53 svalové bunky
GFAP 51 gliové bunky
Peripherin 57 periferni neurony
Neurofilamentarni proteiny:
NF-L 67
A NF-M 150 Neurony
NF-H 200
A-inetrnexin 66
\Y Jadrové laminy 60-75 ’adrf’ﬁ’a, IamlTa vsech
bunécnych typl
Vi Nestin 200 Kmenové bunky (zejm.
CNS)
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Nestin je sloZzen z vice nez 1600 aminokyselin, ma kratky N konec a dlouhy C konec
(Obrazek XI). Oba konce interaguji s ostatnimi intermediarnimi filamenty (zejm. s IF tfidy
Il a IV) a vznikaji tak heterodimery a smisené polymery. Neni vSak schopen formovat
homopolymery, tak jako ostatni filamentdrni proteiny patfici mezi intermediarni
filamenta, pravdépodobné kvili svému kratkému N-konci. Dlouhé C-konce nestinu
umoznuji propojeni IF, mikrofilament a mikrotubuld pomoci spojovaciho mlstku. Nestin
se také podili na pribéhu mitdzy spolu s vimentinem. (Cizkova, 2019; Tampaki et al.,

2014; Varejckova, 2012)

Monomer nestinu

P — # (v g / - e —
+ aJ .'t‘i'! x:‘ ‘ {1(
C-konec a-helix N-konec
~8 aminokyselin centralni doména >1400 aminokyselin

Obrdzek XI Struktura monomeru nestinu, prevzato a upraveno z: (Bernal & Arranz, 2018)

Poprvé byl nestin popsan v roce 1985 v kmenovych burkach centralniho nervového
systému, konkrétné v mozku, a to jak za vyvoje, tak u dospélych jedincli. Nazev nestin
pochazi z anglictiny, jedna se o akronym slov neuroepithelial stem cell protein (protein

neuroepitelialnich kmenovych bunék). (Cizkova, 2019; Tampaki et al., 2014)

Obecné je nestin povaziovan za marker kmenovych a také progenitorovych bunék,
zejména v CNS. V pribéhu vyvoje zde pfi diferenciaci na nervové a gliové burnky dochazi
k potlaceni exprese nestinu a postupné je nahrazovan neurofilamenty a gliovymi
fibrilarnimi kyselymi proteiny. Nestin hraje dllezitou roli pfi migraci a diferenciaci
kmenovych bunék. DalSimi burikami produkujicimi nestin jsou prekurzorové bunky
svalové tkané. Exprese nestinu byla rovnéZ pozorovana pfi vyvoji srde¢ni tkané, kostni
drené, varlat ¢i zubni tkané. Fyziologicky je nestin v bufikach pfitomen jen v urcitém
vyvojovém obdobi. V pribéhu embryogeneze je exprimovan pfi migraci a proliferaci
bunék a béhem diferenciace je nahrazen jinym IF. V dospélé tkani lze nestin pozorovat

pfi obméné tkani, regeneraci a hojeni, revaskularizaci anebo nadorovém bujeni. P¥i
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téchto procesech se opakuji vyvojové faze, co? vyvolava expresi nestinu. (Cizkova, 2019;

Hardy et al., 2016; Mokry et al., 2004; Tampaki et al., 2014)

Exprese nestinu je vysoce regulovany proces. Fyziologicky dochazi k up-regulaci exprese
pfi embryogenezi v rlznych tkanich, a naopak down-regulaci v pribéhu maturace.
Pokud dojde k poskozeni tkané, nestin je produkovan burikami, které maji vlastnosti
progenitord. Tyto buriky se chovaji jako rezervni tkan a ucastni se procesu reparace.
Expresi nestinu dochazi k aktivaci transformujiciho ristového faktoru beta, migraci

bunék a k naruseni cytoskeletu. (Tampaki et al., 2014; Vaittinen et al., 2001)

Roli hraje i pfi rozvoji rakoviny. Prispiva k agresivité nadorovych bunék a zaroven se
Ucastni angiogeneze tumorl a podporuje tak jejich rlst. Exprese nestinu byla
pozorovana u nékolika typl malignit, jako je osteosarkom, neuroblastom, gliom,
melanom, rakovina slinivky i prostaty a také nadory krevnich cév. Nestin je povazovan
za nadorovy biomarker, umoznuje charakterizovat invazivni fenotyp naddorovych bunék,
v nékterych pripadech mlzZe korelovat se stupném nadoru. Jeho zvySena exprese znaci
horsi prognézu onemocnéni. (Hardy et al.,, 2016; Tampaki et al., 2014) V soucasnosti
probiha intenzivni studium role nestinu jako markeru nadorovych kmenovych bunék.

(Neradil & Veselska, 2015)

3.4 Imunohistochemie

Jedna se o imunohistologickou metodu, ktera vyuZiva interakce antigenu a protilatky.
Kombinuje principy imunologie a histochemie. Antigen je cizorodd c¢dstice, kterou
protilatka rozpoznava a reaguje na néj. Nejc¢astéji se jednd o proteiny, glykoproteiny,
polysacharidy, nukleové kyseliny a lipoproteiny. Antigeny maji schopnost vyvolat tvorbu
protilatek a zaroven reaguji specificky, coZ znamend, Ze mohou reagovat pouze se
specifickou kompatibilni protilatkou. Protilatky jsou latky bilkovinné povahy, konkrétné
se jedna o imunoglobuliny, které fadime do nékolika tfid. Protilatky mohou byt
monoklonalni, nebo polyklondlni. Monoklonalni protilatky ziskdvame z jednoho klonu
plazmatickych B-bunék, vytvari se homogenni populace specifickych protilatek s presné
definovanymi a stejnymi vlastnostmi a specifickou vazbou na substrat. Polyklondlni
protilatky vznikaji zrlznych klond plazmatickych bunék. Dochazi k produkci
heterogennich protilatek proti ur¢itému antigenu, tyto protilatky interaguji s rdznymi
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epitopy na témze antigenu.(Anthony L. Mescher, 2018; lJilek, 2014; Mandkovd &

Seichertova, b.r.)

3.4.1 Imunohistochemické metody

Imunohistochemické metody se vyuzZivaji pro detekci antigenu ve tkanich, naslednd
pozitivita reakce je wvyznaCena barevnou reakci. Vlaboratorni praxi jsou
imunohistochemické metody stale velmi pouzivané. (Hajzlerova, 2014; Mandkova &

Seichertova, b.r.)

Pro znaceni protildtek se pouzivaji rGzné markery, coz umoznuje detekci v
biologickém materidlu. Z tohoto hlediska muizZeme imunohistochemii rozdélit na
enzymatickou a fluorescencni ¢ast. Enzymatickd imunohistochemie vyuzivd znaceni
pomoci enzymU. Nejznaméjsi enzym pro znaceni protilatek je kfenova peroxidaza (HRP,
horseradish peroxidase). Pfi pouziti enzymu pro oznaceni protilatek je tfeba reakci
lokalizovat substratem, aby mohla probéhnout barevnd zména, a to napf.

3,3’-diamonobenzidinem tetrachloridu (DAB). (Hajzlerova, 2014)

Pro fluorescencni imunohistochemii se vyuZiva znaceni pomoci fluorochroma (FITC,
Cyanin 3,2, Alexa Fluor). (Anthony L. Mescher, 2018; Hajzlerova, 2014; Manakova &

Seichertovad, b.r.)

Protilatky se mohou vazat bud pfimou, nebo nepfimou reakci z ¢ehoz vychazi metody
pfimé a neptfimé. Metody nepiimé se déli na dvojstupriové a trojstupnové. (Manakova

& Seichertova, b.r.)

3.4.2 LSAB metoda

LSAB (labeled streptavidin biotin) je zaloZena na interakci mezi streptavidinem a

biotinem. Radi se mezi nepfimé trojstupriové metody. (Hajzlerova, 2014; Key, 2006)

Biotin je vitamin B7 neboli vitamin H, patfi mezi ve vodé rozpustné vitaminy. V
lidském organismu ma mnoho biologickych funkci, jako napf. zapojeni do chromatinové
struktury, hraje roli i vregulaci genové exprese. Dale slouzi jako koenzym pro

karboxyldzy. (Hajzlerova, 2014; Zempleni et al., 2009)
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Streptavidin je protein izolovany z mikroorganismu Streptomyces avidini s vysokou
afinitou k biotinu. Obsahuje 4 vazebna mista pro biotin. Molekula biotinu je jednoduse
konjugovdana na protilatky a enzymy. Pouziti streptavidinu misto avidinu je vyhodou pfi
snaze o snizeni pozadi pfi barveni a amplifikaci signalu, oviem nevyhodou je mensi
stabilita komplexu a niZsi afinita k biotinu oproti avidinu. Pfesto je vSak streptavidin v

laboratofich hojné vyuzivan.(Hajzlerovd, 2014; Key, 2006)

Streptavidin mizZe byt oznacen kienovou peroxidazou, ktera se ziskava z korene kienu
selského (Armoracia rusticana). Kfenova peroxidaza vyuziva peroxid vodiku k oxidaci
chromogenu, ktery poté méni barvu a detekuje tak reakci. Dalsi moznosti je oznaceni
streptavidinu (avidinu) fluorescenénim barvivem Cy3. (Hajzlerovd, 2014; Hsu et al.,

1981)

V této metodé je vyuzito dvou protilatek. Neznacena primarni protilatka se navaze na
antigen ve tkani. Na primarni protilatku je v dalSim kroku navédzana biotinylovana
sekundarni protilatka. Na sekundarni protilatku se vaze komplex streptavidinu a
konjugovaného enzymatického markeru (Obrazek XlIlI) nebo fluorochromu. Diky
vysokému poméru enzymu ¢i fluorochromu a protilatek je vyrazné zvysena senzitivita
oproti pfimym metoddm. Pro zviditelnéni pozitivity reakce se vyuziva substrat, ktery
enzym preméni na barevna produkt. NejbéZnéjSim chromogenem je DAB, jehoz
vysledkem je hnédé zabarveni. Pfi poutZiti fluorescenéni detekce neni potfeba pouzivat

chromogenni substraty pro zvyraznéni reakce. (Hajzlerovd, 2014; Key, 2006)

Komplex
streptavidinu

x a enzymu

Biotinylovana
sekundarni protilatka

Primarni
protilatka / \
A A*— Tkanovy antigen

Obrazek XIl Schéma LSAB metody, upraveno dle: (Key, 2006)
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3.4.3 Metoda EnVision Flex kit

EnVision metoda se radi mezi metody vyuZivajici technologii na bazi polymer(
(dextranovy fretézec). Na dextranové patefi je navazdno mnoiZstvi sekunddrnich
protilatek proti primarnim krali¢im nebo mySim primarnim protilatkdm a molekul
enzymuU (Obrazek XIIl). Tato metoda je velmi citliva a v laboratofich ¢asto vyuzivana. Je
jednoduchd a rychld a eliminuje nespecifické vysledky barveni, jelikoZz neobsahuje
biologické molekuly sendogenni aktivitou. UmoZiuje detekci malého mnozstvi
antigenu. Nevyhodou metody je velikost dextranové molekuly, kterd nedokaze
proniknout skrz membrany a také sterické branéni, které omezuje vazbu na epitopy.
Tuto nevyhodu lze odstranit pouzitim pufru s obsahem detergentu (napf. Tween 20,

Triton X). (Hajzlerova, 2014; Key, 2006)

Jedna se o nepfimou imunohistochemickou metodu, ktera se sklada ze dvou kroku.
Nejprve je na antigen navazana nekonjugovana mysi nebo krali¢i primarni protilatka,
poté je pridan polymer se sekundarnimi protilatkami a enzymy. Chromogenem pro

detekci reakce je opét nejcastéji DAB. (Hajzlerova, 2014; Key, 2006)

0‘04— Enzymy

o
000
@

@

@ 9 Dextranova patef
%\o
Sekundarni @ ]

protilatka \

J
Jd
Primarni ‘oee
/ \‘_ protilatka / \ “e 0‘0
AN NN 299

Krok 1 Krok 2

Obrdzek Xlll Schéma metody EnVision, upraveno dle: (Key, 2006)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Ndvrh experimentu

V této bakalarské praci jsem se zaméfila na detekci nestinu pfi vyvoji kosterni svaloviny
za pouziti 14denniho mysiho embrya a na regeneraci kosterniho svalu pti poranéni
injekci kardiotoxinu za pouziti musculus tibialis cranialis u dospélé mysi. Kardiotoxin se
aplikoval injekci 75 pl roztoku (100 ul kardiotoxinu a 900 pl sterilniho fyziologického
roztoku) do svalu. Vzorky byly odebrany 2 dny, 4 dny a 8 dni po poranéni. Laboratorni

mysi byly geneticky upravené, jednalo se o NMRI mysi.

Béhem regenerace i vyvoje dochazi k tvorbé novych svalovych vldken, proto jsme
predpokladali, Ze zde bude dochazet k expresi nestinu, a to zejména v myotubach a

myoblastech.

Vysetfované vzorky tkani byly z laboratornich mysi odebrany, zpracovany a zality do
parafinovych blo¢kd pracovniky Ustavu Histologie a embryologie Lékarské fakulty
v Hradci Kralové. Sama jsem parafinové bloky krajela na mikrotomu a dale provadéla
detekci imunohistochemickymi metodami, zakladni barveni a montovani obarvenych

preparatd.

Pro zéakladni orientaci v kosterni svalové tkani u dospélé mysi i embrya bylo pouZito

histologické barveni hematoxylin-eosin (HE).

Pro imunohistochemickou detekci nestinu byla pouZita metoda LSAB, coZ je
trojstupniova nepfima metoda. Jako enzym pro znaceni streptavidinu byla pouzita
kfenova peroxiddza (HRP). Chromogenem pro detekci reakce byl DAB. U fluorescence

byl pouzit fluorochrom Cy3.

Jako druhou imunohistochemickou metodu jsme pouzili metodu EnVision Flex kit, coz je
nepfima dvojstupriova metoda na bazi polymeru. Enzymem navazanym na dextranové

patefi byla kfenova peroxidaza a chromogenem opét DAB.
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4.2 Priprava roztoki

Mayeriiv hematoxylin

1 g hematoxylinu (LOBA Feinchemie, Rakousko), 0,2 g NalOs, 50 g AIK (SOa4), (kamenec

draselny), 1 g kyseliny citronové, 50 g chloralhydratu, 1000 ml redestilované vody
Chloralhydrat a kyselina citronova se pfidavaji az po rozpusténi predchazejicich latek
PBS (phosphate buffered saline) pufr

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 7,16 g Na;HPOQ4, 0,2 g KH2PO4, 1000 ml redestilované vody
Citratovy pufr

9 ml roztoku kyseliny citronové (kyselina citronova 21,02 g, redestilovand voda 1000 ml),
41 ml roztoku citronanu sodného (citronan sodny 29,41 g, redestilovana voda 1000 ml),

450 ml redestilované vody
DAB (3,3 -diaminobenzidin)

10 mg praskového DAB (Merck, Némecko), 3-4 kapky N,N-Dimethylformamidu, 10 ml
PBS, 5 ul H202

Roztok pro utlumeni peroxiddzy
5 ml H,0;, 25 ml redestilované vody
Roztok pro permeabilizaci

2,5 ml Triton X (Merck, Némecko), 500 ml redestilované vody
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4.3 Hematoxylin-eosin

Pfed barvenim bylo provedeno odparafinovani fezl. K tomu byly pouzity misto etanolu
a xylenu pripravky Ottix Plus a Ottix Shaper (DiaPath, Italie), které nejsou pro pracovniky
toxické. Jedna se o smési alifatickych alkoholl a smés linedrnich nearomatickych

uhlovodikd.

Poté byly fezy obarveny Mayerovym hematoxylinem pro zvyraznéni jader, nasledné byly
oplachnuty pod tekouci vodou. Po oplachu byly fezy obarveny eosinem Y (1% roztok;
Carl Roth, Rakousko), pro zvyraznéni cytoplazmy. Ndsledoval dalsi oplach a provedlo se
odvodnéni opét pomoci Ottix Shaper a Ottix Plus. Nakonec byly fezy zamontovany do

montovaciho média DPX (Merck, Némecko).

Pracovni postup (LF HK, Ustav histologie a embryologie, 2023)

1. Odparafinovani — Ottix Plus 7 minut
2. Odparafinovani — Ottix Plus 7 minut
3. Odparafinovani — Ottix Shaper 3 minuty
4, Odparafinovani — Ottix Shaper 3 minuty
5. Oplach destilovanou vodou 3 minuty
6. Barveni jader — hematoxylin 5 minut
7. Oplach tekouci vodou 10 minut
8. Barveni cytoplazmy — vodny roztok eosinu 5 minut
9. Oplach destilovanou vodou 5 minut
10. Odvodnéni — Ottix Shaper 2 minuty
11. Odvodnéni — Ottix Shaper 1 minuta
12. Odvodnéni — Ottix Plus 5 minut
13. Odvodnéni — Ottix Plus 5 minut
14. Montovani fez(i do DPX
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4.4 Imunohistochemicka detekce
Pouzité primarni protilatky

Krali¢i monoklondlni protildtka anti-nestin (EPR22023); fedéni 1:1000; Abcam, Velka
Britanie
Potkani monoklondlni protilatka anti-nestin (7A3); fedéni 1:50, Santa Cruz

Biotechnology, USA
Pouzité sekunddrni protildatky

Osli sekundarni biotinylovana protilatka anti-krali¢i; fedéni 1:250; Jackson IR, USA

Osli sekundarni biotinylovana protilatka anti-potkani, fedéni 1:250; Jackson IR, USA
Antigen retrieval

Po fixaci 4% formaldehydem dochazi ke zméné konformace proteint a tim deformaci
epitopl antigenu. Pro renaturaci a obnovu schopnosti antigenu vazat protilatku se
pouzZiva metoda odmaskovani antigenu (antigen retrieval), coz vede ke zvyseni citlivosti

detekce.

Nejprve se provede odparafinovani a odvodnéni fezli pomoci Ottix shaper a Ottix plus.
Nasledné se fezy ponofi do citrdtového pufru a jsou vystaveny vysoké teploté a
mikrovinam v pfistroji KOS histomodule (Milestone medical, Itdlie), kde je po dobu 15
minut udrZovdna konstantni teplota 98 °C. Cely proces v pfistroji trvda 27 minut, kdy
prvnich 12 minut se pfistroj zahfiva. Rezy jsou ponechany v citratovém pufru, dokud

nevychladnou, poté se prechdzi k imunohistochemické detekci.

4.4.1 LSAB-HRP

Po revitalizaci epitopl se rezy oplachly destilovanou vodou, poté se pro usnadnéni
prostoupeni membran protildtkami provede permeabilizace. Rezy se proplachly 3%
H,0, pro utlumeni aktivity endogenni peroxiddzy. Nasledoval oplach v PBS a aplikace
osliho séra (Jackson IR, USA, fedéni 1:20), aby se zablokovala nespecificka vazebna
mista. Po 20 minutach byly aplikovany primarni protilatky, kazda zvlast na jiny fez, a

nechaly se inkubovat 60 minut. Poté se fezy oplachly v PBS a nasledovala aplikace
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biotinylovanych sekundarnich protilatek na 45 minut. Sekundarni anti-potkani protilatka
se aplikovala na primarni potkani protilatku a anti-krali¢i na kralici protilatku. Po oplachu
v PBS se aplikoval streptavidin oznaceny enzymem HRP (Agilent, USA). Po dalSim
oplachu v PBS se pro vizualizaci pouZil roztok DAB. Reakce HRP a DAB se sledovala pod
mikroskopem a byla zastavena ponorenim fez(i do destilované vody, aby nedoslo
k prebarveni preparatd. Poté byly fezy oplachnuty vroztoku modré skalice pro
odstranéni pozadi, a pro zvyraznéni jader byl pouzit Mayertv hematoxylin. Po modrani

pod tekouci vodou byly fezy odvodnény a zamontovany.

1. Odparafinovani a zavodnéni 10 minut
2. Antigen retrieval 27 minut
3. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
4. Permeabilizace 10 min
5. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
6. Utlumeni endogenni peroxidazy 3x10 minut
7. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
8. Oplach v PBS 3x5 minut
9. Oslisérum 20 minut
10. Primarni protilatky 60 minut
a. Krali¢i monoklonadlni protilatka anti-nestin
b. Potkani monoklondlni protilatka anti-nestin
11. Oplach v PBS 3x5 minut
12. Sekundarni biotinylované protilatky 45 minut
a. Osli sekundarni biotinylovana protildtka anti-kralici; fedéni 1:250
b. Osli sekundarni biotinylovana protilatka anti-potkani; fedéni 1:250
13. Oplach v PBS 3x5 minut
14. Streptavidin-HRP 45 minut
15. Oplach v PBS 3x5 minut
16. DAB 1-5 minut
17. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
18. Oplach v 2% CuSOa4 5 minut
19. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
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20. Mayerav hematoxylin 20 sekund

21. Oplach pod tekouci vodou 10 minut
22. Odvodnéni — Ottix shaper 2 minuty
23. Odvodnéni — Ottix shaper 5 minut
24. Odvodnéni — Ottix plus 5 minut
25. Odvodnéni — Ottix plus 5 minut

26. Montovani do DPX

4.4.2 LSAB - Cy3

Po odparafinovani a revitalizaci epitopt byla provedena permeabilizace a utlumeni
aktivity endogenni peroxidazy pomoci roztoku H0,. Nasledné bylo aplikovano osli
sérum a primarni kralici anti-nestin protilatka, ktera byla na rezech inkubovana pres noc
ve vihké komUrce. Poté se fezy oplachly v pufru a aplikovala se sekundarni osli anti-
krali¢i protilatka a po dalsim oplachu v pufru streptavidin znaceny fluorescen¢nim
barvivem Cy3 (Merck, Némecko). Rezy byly s fluorescenénimi barvivy uchovavéany ve
tmé, aby nedoslo k jejich vysviceni. Poté byl proveden oplach destilovanou vodou a pro
zvyraznéni jader bylo pouzito fluorescencni barvivo DAPI (diaminophenylindol) (Merck,
Némecko). Nakonec byly fezy zamontovdny do specidalniho média Fluorescence

mounting medium (Agilent, USA).

1. Odparafinovani a zavodnéni 10 minut
2. Antigen retrieval 27 minut
3. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
4. Permeabilizace 10 min

5. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
6. Utlumeni peroxidazy 3x10 minut
7. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
8. Oplach v PBS 3x5 minut
9. Oslisérum 20 minut
10. Krdli¢i monoklondlni protilatka anti-nestin pres noc
11. Oplach v PBS 3x5 minut
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12. Osli sekundarni biotinylovana protilatka anti-kralici 45 minut

13. Oplach v PBS 3x5 minut
14. Streptavidin-Cy3 (fedéni 1:300) 45 minut
15. Oplach destilovanou vodou 2 minuty
16. DAPI 5 minut
17. Oplach destilovanou vodou 2 minuty

18. Montovani do specidlniho média pro fluorescenci

4.4.3 EnVision Flex kit-HRP

Po revitalizaci epitopl se fezy oplachly destilovanou vodou, poté byla provedena
permeabilizace a fezy se oplachnou destilovanou vodou. Pro utlumeni endogenni
peroxidazy byly pouZity reagencie doddvané v kitu. Nasledoval oplach v destilované
vodé a pufru, ktery je rovnéz soucasti kitu, pred pouzitim se fedi 1:20 destilovanou
vodou. Inkubace s krali¢i monoklonalni protilatkou byla provedena pres noc. Poté byly
fezy opét promyty dodavanym pufrem a byl aplikovan detekéni roztok s polymerem
s navazanymi sekundarnimi protilatkami, ktery je oznacen enzymem HRP. Detekéni
roztok je také soucasti kitu. Pro vizualizaci reakce byl pouzit roztok DAB, proces byl opét
sledovan pod mikroskopem, aby nedoslo k pfebarveni. Nasledoval oplach v destilované
vodé a vmodré skalici, dobarveni jader Mayerovym hematoxylinem, modrani,

odvodnéni a montovani do DPX.

1. Odparafinovani a zavodnéni 10 minut

2. Antigen retrieval 27 minut

3. Oplach destilovanou vodou 2 minuty

4. Permeabilizace 10 min

5. Oplach destilovanou vodou 2 minuty

6. EnVision Flex peroxidase blocking reagent 3x10 minut
7. Oplach destilovanou vodou 2 minuty

8. Oplach v pufru (wash buffer, fedéni 1:20) 3x5 minut
9. Krali¢i monoklonalni protilatka anti-nestin pres noc
10. Wash buffer, fedéni 1:20 3x5 minut
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Detekéni roztok EnVision Flex polymer HRP

Wash buffer, fedéni 1:20
DAB

Oplach destilovanou vodou
Oplach CuSOq

Oplach destilovanou vodou
Mayerlv hematoxylin
Oplach pod tekouci vodou
Odvodnéni — Ottix shaper
Odvodnéni — Ottix shaper
Odvodnéni — Ottix plus
Odvodnéni — Ottix plus
Montovani do DPX
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5. VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni snimkii

5.1.1 Embryo

Ve 14dennim mysim embryu vykazovala silnou imunoreaktivitu na nestin veskera tvofici
se kosterni svalovina (Obrazek XIV, Obrazek XV). Expresi nestinu jsme zachytili
v hlubokych svalech, ve svalové tkani v podkozi — panniculus carnosus, a také ve svalové
tkani v okoli nervus opticus a oCi a v nervu samotném. Tvofici se kosterni svalovina se
v tomto stadiu vyvoje embrya sklddala predevsim z mytoub, jejichz cytoplazma je nestin-
pozitivni. Myotuby jsou prekurzorové bunky kosterni svaloviny, tudiz vykazuji silnou
imunopozitivitu. V myotubach se jadra nachdzela uprostied bunék, coz znaci, Zze bunky
kosterni svaloviny jesté neprosly zdvérecnou diferenciaci, kdy jsou jadra utla¢ena na

periferii myofibrilami. (Carlson, 2018)

Dalsi tkani pozitivni na nestin byly krevni cévy a nervova tkan, které do kosterni svaloviny

proruastaji kratce po vyvoji prvnich myotub. (Carlson, 2018)
Pro prikaz nestinu v embryonalni tkani jsme pouZili pouze metodu EnVision.

Rezy embrya jsme obarvili i metodou hematoxylin-eosin pro morfologicky popis svalové,

pojivové a nervové tkané a krevnich cév (Obrazek XIlI).
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Obrdzek XIIl Rez embryo, barveni HE, zvétseni 100x

’

V podkozi mizZeme nalézt svalovou tkan zvanou panniculus carnosus (a), ddle se zde

nachazi tvofrici se kost (b), cévy (c) a vytvarejici se kosterni svalovina (d).

Obrdzek XIV Rez embryo, metoda EnVision, zvétseni 200x

Nestin-pozitivni je svalova tkan panniculus carnosus (a) a také tvofici se kosterni

svalovina, kde mlzeme vidét myotuby (b).
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Obrdzek XV Rez embryo — myotuby, metoda EnVision, zvétseni 200x

Nestin-pozitivni cytoplazma myotub (Sipky) ve vyvijejicim se svalu.

5.1.2 Kosterni sval 2 dny po poranéni

2 dny po poranéni svalu injekci kardiotoxinu byl ve tkani pfitomen vyrazny zanét
(Obrazek XVI), coz je znamkou prvni faze regenerace. Tkan infiltruji neutrofilni
granulocyty a monocyty, které se ve tkani méni na makrofagy. Tyto bilé krvinky svymi

pUsobky stimuluji proliferaci a diferenciaci svalovych bunék. (Cizkova, 2019)

Rovnéz muzeme ve tkani pozorovat silné imunoreaktivni myoblasty (Obrazek XVII-XIX),
coz jsou prekurzorové burky kosterni svaloviny, které maji vietenovity tvar a jedno
jadro. Myoblasty vznikaji ve druhé fazi regenerace — tzv. fazi aktivace, kdy satelitové
bunky vstupuji do bunééného cyklu a migruji do poranéné tkané. Zde mohou fuzovat

s poranénymi svalovymi vldkny, nebo se z nich tvofi myoblasty. (Cizkova, 2019)

Nachdzi se zde velké mnozstvi rozpadlych svalovych vlaken, coz je disledek pUsobeni

kardiotoxinu (Obrazek XVIII-XIX).

Dochazi zde k tvorbé novych krevnich cév neboli k revaskularizaci tkané. Nové tvorené

krevni cévy jsou nestin-pozitivni.
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Obrdzek XVI Rez svalem 2 dny po poranéni, barveni HE, zvét§eni 200x

Svalova vlakna se po dvou dnech od poranéni injekci kardiotoxinu rozpadaji (a), ve tkani

se rozviji zanét (b).

Obrdzek XVII Rez svalem 2 dny po poranéni, metoda EnVision-HRP, zvétseni 200x
Kosterni svalovina se rozpadd (a) a do tkdné putuji myoblasty (b), které jsou silné nestin-
pozitivni. Probihd tvorba krevnich cév (c), které jsou rovnéz nestin-pozitivni. Ve tkani se

rozviji zanét (d).



C

Obrdzek XVIll Rez svalem 2 dny po poranéni, LSAB-HRP, krdli¢i protildtka, zvétseni 200x

Vldkna kosterni svaloviny se rozpadaji (a), do tkané putuji myoblasty (b), mUZzeme zde

vidét i nespecifickou reakci v oblasti degenerace svalovych vladken (c).

Obrdzek XIX Rez svalem 2 dny po poranéni, LSAB-HRP, potkani protildtka, zvétseni 200x

Na fezu vidime rozpadajici se svalovou tkan (a), myoblast (b) a probihajici zanét (c).

42



5.1.3 Kosterni sval 4 dny po poranéni

V kosterni svaloviné 4 dny po poranéni dochazi k fuzi myoblast(i za vzniku myotub a
vznikaji tak nova svalova vlakna, coz je znamkou treti faze procesu regenerace (Obrazek
XX-XXIII). Nachazi se zde i jiz zregenerovana svalova tkan, kterd nevykazuje pozitivitu na

nestin, jelikoz pfi vyzravani kosterni svaloviny je nestin nahrazen jinym IF.

Rez kosterni svaloviny v tomto stadiu regenerace byl jedinym reprezentativnim vzorkem
pro metodu LSAB-Cy3, kdy jsme provadéli imunofluorescencni detekci nestinu (Obrazek
XXIV). Podafilo se nam zachytit silné imunoreaktivni cytoplazmu myotub, kterd je
znazornéna cCervenym fluorescenénim barvivem Cy3. Jadra byla dobarvena
fluorescenénim barvivem DAPI a maji modrou barvu. Nestin-pozitivni tkadni je zde pouze
cytoplazma myotub, coZ znaci, Ze v pozdéjsich stadiich vyzravani kosterni svaloviny se jiz

nestin nevyskytuje.

Obrdzek XX Rez svalem 4 dny po poranéni, barveni HE, zvétseni 400x

4 dny po poranéni dochdzi ve svalu k vytvareni novych svalovych vldken, ktera vznikaji
z myotub (Sipka). Dale zde mUZeme vidét intaktni svalova vlakna, kterd maji jadra na

periferii a je zde viditelné pri¢né zihani (a).
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Obrdzek XXI Rez svalem 4 dny po poranéni, metoda EnVision-HRP, zvétseni 400x

Nestin-pozitivni myotuby (Sipka) formujici nova svalova vlakna.
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Obrdzek XXIl Rez svalem 4 dny po poranéni, LSAB-HRP, krdli¢i protildtka, zvétseni 100x

4 dny po poranéni miZeme pozorovat myotuby (Sipky), intaktni svalova vlakna (a), a

také poskozena svalova vldkna (b), kterd reaguji nespecificky, nestin se zde nenachazi.

Obrdzek XXIll Rez svalem 4 dny po poranéni, LSAB-HRP, potkani protildtka, zvétseni
200x

Zde mlzeme vidét myotuby (Sipka) a intaktni svalova vldkna (a), ktera nevykazuji
pozitivitu na nestin.
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Obrdzek XXIV Rez svalem 4 dny po poranéni, metoda LSAB-Cy3, zvétseni 200x

Na fezu mGZeme vidét velké mnozstvi myotub (3ipky). Cervenou barvou je zndzornéna
nestin-pozitivni tkdn, na kterou je navazano pomoci LSAB metody fluorescencni barvivo
Cy3. Jadra bunék jsou dobarvena fluorescen¢nim barvivem DAPI. Obrazek je vysledkem
prolozeni dvou samostatnych fotek s barvivem Cy3 a s barvivem DAPI pomoci programu

Adobe Photoshop.

5.1.4 Kosterni sval 8 dni po poranéni

Na fezech tkani 8 dni po poranéni nalezneme jak plné zregenerovana svalova vldkna
s jadry nachazejicimi se na periferii a viditelnym Zihanim, tak poSkozena svalova vldkna
(Obrazek XXV). To znaci, Ze poSkozeni kardiotoxinem a ndasledna regenerace neprobihaji

ve tkani rovhomérné.

Dale se zde nachazi myotuby a malé mnozstvi myoblastl. Néktera svalova vlakna jsou
tedy jiz pIné zregenerovand, nékterd se nachazi v rliznych fazich regenerace a nékterd

jsou stale jesté poskozend (Obrazek XXVI-XXVIII).

Ve tkdni dochazi k vyrazné revaskularizaci (Obrazek XXVII).
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Obrdzek XXV Rez svalem 8 dni po poranéni, barveni HE, zvétseni 200x

8 dni po poranéni mGZeme ve svalové tkani najit jak nové se tvorici svalova vldkna
z myotub (a), tak zregenerovana vlakna (b). Ddle se zde nachdzeji i rozpadla svalova

vldkna (c)

Obrdzek XXVI Rez svalem 8 dni po poranéni, metoda EnVision-HRP, zvétseni 200x
Zde mUZeme vidét vyzravajici svalova vldkna (a) s jadry uprostifed bunék migrujicimi
k periferii, a také zregenerovana zrala svalova vladkna s jadry na periferii (b). Pozitivita na

nestin jiz neni tak vyrazna.
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Obrdzek XXVII Rez svalem 8 dni po poranéni, LSAB-HRP, krdli¢i protildtka, zvétseni 200x

MuzZeme zde vidét vyzravajici svalova vldkna (a) s jadry, kterd se nachazi uprostied a

migruji na periferii bunék. Dale se zde nachdzi nové se tvorici cévni zasobeni svalu (b), a

také zrald svalova vlakna (c).

Obrdzek XXVIII Rez svalem 8 dni po poranéni, LSAB-HRP, potkani protildtka, zvétseni
200x

MuzZeme vidét poskozenou svalovou tkan (a), vyzrdvajici svalova vlakna (b), myotuby

(¢erna Sipka) a myoblasty (¢ervena Sipka).
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6. DISKUSE

Nestin je obecné povazovan za marker kmenovych a progenitorovych bunék, a to
zejména v CNS. Hraje dulezZitou roli pfi jejich migraci a diferenciaci. Nestin rovnéz
produkuji prekurzorové buriky svalové tkané. (Cizkova, 2019) V priibéhu embryogeneze
dochazi k jeho expresi pfi migraci a proliferaci bunék a postupné je nahrazen jinym
proteinem ze skupiny intermediarnich filament, ve svalové tkani je timto proteinem
desmin. (Varejckovd, 2012) Nestin Ize také detekovat pfi regeneraci a revaskularizaci
tkani, kdy dochazi k opakovani vyvojovych procesl, coZz vyvolava expresi nestinu

progenitorovymi burikami. (Cizkova, 2019; Hardy et al., 2016; Tampaki et al., 2014)

Vaittinen et al. studovali expresi nestinu spolu s dalSimi intermediarnimi filamenty
v prlbéhu regenerace kosterniho svalu. Dospéli k zavéru, Ze jejich exprese je dynamicka
a velmi specificka, prabéh exprese pripomina embryonalni vyvoj kosterni svaloviny.
Exprese nestinu je ve svalové tkani spojena se zahajenim reparace tkané a postupné

klesav pribéhu remodelace, kdy je nestin ve svalovych vliaknech nahrazovan desminem.

Z provedenych studii vyplyva, Ze nestin je exprimovan zejména v pribéhu
embryonalniho vyvoje svaloviny a v prvnich fazich regenerace v dospélé svalové tkani.
Objevuje se v mistech, kde dochazi k regeneraci, revaskularizaci a reinervaci. (Cizkova,
2019; Mokry et al., 2004) Nestin je idealnim markerem regenerace kosterniho svalu a
zaroven s jeho expresi souvisi i procesy revaskularizace a reinervace nové vytvorenych

svalovych vldken. (Cizkovd, 2019)

Pro experimentalni ¢ast jsme zvolili takové tkané, ve kterych jsme predpokladali
vyraznou expresi nestinu. Proto jsme vybrali mysi embryonalni tkan (stafi 14 dni) a mysi
svalovou tkan po poranéni kardiotoxinem, kterd byla odebrdna v riznych ¢asovych
intervalech pro sledovani procesu regenerace. Vysledky nasi prace jsou v souladu
s vysledky jinych autor( zabyvajicich se detekci nestinu v poskozené a regenerujici

svalové tkani. (Cizkova, 2019, Mokry et al, 2004)

Pro detekci nestinu jsme poutzili rGizné imunohistochemické metody, abychom docilili co

nejlepsi detekce a mohli porovnat intenzitu signalu mezi metodami, a také pfi pouziti
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rdznych protildtek. Vybrali jsme metody LSAB-HRP a EnVision Flex Kit-HRP, protozZe pro

detekci nestinu v kosterni svaloviné tyto dvé metody jeSté nikdo neporovnaval.

Z porovnani metod pouzitych pro imunohistochemickou detekci nestinu vychazi Iépe
metoda EnVision. Pozitivita na nestin byla ve tkanich vyraznéjsi oproti metodé LSAB a
zaroven zde nedochazelo k faleSné pozitivité jinych tkani. Zaroven je metoda EnVision i
jednodussi na provedeni a ¢asové méné narocna. Témér vSechny reagencie jsou jiz
pfipravené a soucasti kitu, tudiz je metoda uzivatelsky pfijemné;jsi, zarover zde odpadaji
kroky aplikace sekundrdrni protilatky a jeji inkubace a nasledné aplikace a inkubace
streptavidinu s HRP, jelikoZ sekundarni protilatka je navazédna na polymeru spolu s HRP,

ktery se aplikuje jednokrokoveé.

Metoda LSAB nevykazovala tak silnou pozitivitu na nestin, naproti tomu byly nékteré
tkané faleSné pozitivni. Pouzivali jsme dva typy primarnich anti-nestin protilatek —
potkani a kralici, 1épe ze srovnani vychazi krali¢i protilatka, kterd ma k nestinu vétsi
afinitu. Vyhodou metody LSAB byla moznost fluorescencni detekce, kdy jsme pouzili
streptavidin znaceny fluorescencnim barvivem Cy3. Pfi fluorescenéni detekci byl
reprezentativni pouze rez tkani 4 dny po poranéni, ostatni vykazovaly ¢etnou faleSnou

pozitivitu (napf. erytrocyty, ve kterych se nestin nenachazi).
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7. ZAVER

Pro detekci nestinu jsme pouZili dvé imunohistochemické metody —LSAB-HRP a EnVision
Flex Kit-HRP. Pfi porovnani téchto dvou metod jsme dospéli k zavéru, Ze metoda
EnVision poskytovala lepsi vysledky. V ramci metody LSAB jsme pouzivali dvé primarni
protilatky — krali¢i a potkani. Krali¢i protildtka ve srovnani s potkani poskytovala
intenzivnéjsi signal. Metodu LSAB jsme pouzili i k fluorescencni detekci nestinu pomoci

fluorescencniho barviva Cy3, kde byl prikazny pouze fez tkani 4 dny po poranéni.

V embryonadlni tkani jsme nestin detekovali ve veskeré vyvijejici se svalové tkani, kterd
se ve 14dennim embryu skladala zejména z myotub. Kromé kosterni svaloviny se nestin

nachazel i v nervové tkani a ve vyvijejicich se krevnich cévach.

Béhem regenerace po poranéni kosterniho svalu injekci kardiotoxinu jsme zachytili
expresi nestinu zejména v cytoplazmeé myoblastl a myotub. Ve zregenerované svaloviné

se nestin jiZz nenachazel vibec nebo jen v malém mnozstvi.

Nestin hraje dlleZitou roli v procesu regenerace poskozené kosterni svaloviny, a to
zejména ve druhé a treti fazi regenerace. Zaroven je nestin jednim z ukazatel(

spravného embryonalniho vyvoje.
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8. POUZITE ZKRATKY

CTX — kardiotoxin (angl. Cardiotoxin/cytotoxin)

DAB — 3,3’-diaminobenzidin

DAPI — diaminophenylindol

GFAP — gliovy fibrilarni kysely protein (angl. glial fibrillary acidic protein)
HE — hematoxylin-eosin

HKV — husté kolagenni vazivo

HRP — kifenova peroxidaza (angl. Horseradish peroxidase)

IF —intermediarni filamenta

ICH — imunochemicka

LSAB — labeled streptavidin biotin, imunohistochemicka metoda
PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

SR — sarkoplazmatické retikulum
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