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1. UVOD

Problematika kmenovych buné¢k a regenerace tkani a organt ptedstavuje velmi aktualni
a intenzivné se rozvijejici vyzkumné téma. Nové poznatky jsou kli¢ové pro vyvoj regenerativni
mediciny, moderniho a nadéjného Iékarského oboru, jenz je zaméfeny na reparaci poskozenych
tkani a organti, casto s pomoci kmenovych bunék, ve snaze nahradit poskozené a staré bunky
produkci novych elementli. Kosterni svalova tkan tvoti zhruba 30 az 40 % télesné hmotnosti
a zastava v organismu mnoho funkeci, napt. vili ovladany pohyb, dychani a posturu neboli
udrzovani polohy téla v prostoru. Vykazuje pozoruhodnou schopnost regenerace, kterd je
zprostiedkovana kmenovymi bunkami kosterni svaloviny, oznaCovanymi jako satelitové
bunky. Vysledky vyzkumu kmenovych buné¢k a regenerace kosterni svaloviny piispivaji
k vyvoji bunécné terapie onemocnéni kosternich svalt.

Pracoviité Ustavu histologie a embryologie Lékaiské fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy se problematikou kmenovych bun¢k a regenerace tkani zabyva dlouhodobé.
Jiz desitky let zde probihd vyzkum kmenovych bunék a regenerace nervové tkané. Téma
kmenovych bunék a regenerace kosterniho svalu nds oslovilo pocatkem tohoto stoleti
pti spolupraci s RNDr. Toméasem Soukupem, CSc., z Fyziologického tstavu Akademie véd
Ceské republiky, ktery byl v této oblasti mezindrodné uznavanym odbornikem a poskytl nam
model regenerace kosterniho svalu zadni koncCetiny potkana nazvany heterochronni
isotransplantace. Poté se mi podafilo zavést a charakterizovat model regenerace kosterniho
svalu myS$i indukované intramuskuldrni injekci kardiotoxinu. Problematiku regenerace
kosterniho svalu s vyuzitim téchto modela jsme feSili v rdmci grantovych projekti Grantové
agentury Ceské republiky ¢. 304/08/0329 “Studium faktortt mikroprostedi ovliviiujicich proces
reparace kosterni svaloviny“ v letech 2008 az 2010 a ¢. 15-09161S , Remodelace svalu na
podklad¢ extracelularni matrix osédzené funkéné charakterizovanymi buitkami v letech 2015
az 2017 a dale v ramci projektu financované¢ho Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
Ceské republiky: Vyzkumny zamér & MSMO0021620820 , Vyuziti experimentalnich
a klinickych modelti metabolickych procest, vyzivy a farmakoterapie pro rozvoj poznani,
klinickou praxi a ke zlepSeni kvality zivota® (2005 — 2011), a projektii financovanych
Univerzitou Karlovou: PRVOUK ¢. P37/06 ,,Nové postupy v diagnostice a terapii civilizacnich
chorob a onemocnéni spojenych se starnutim populace® (2012 — 2016) a Progres ¢. Q40/06
,INové postupy ve vyzkumu, diagnostice a terapii civilizacnich chorob a onemocnéni spojenych

se starnutim populace™ (2017 — 2021). Studiem intermedidrniho filamenta nestinu se prof.



MUDr. Jaroslav Mokry, Ph.D., spolu s prof. MUDr. Stanislavem Némeckem, DrSc. zabyvali
jiz od pocatku 90. let minulého stoleti, kdy byla tato slozka cytoskeletu poprvé popsana prof.
Lendahlem v neurdlnich progenitorovych buikach. Diky primarni protildtce proti nestinu
darované prof. Lendahlem publikovali fadu prvotnich nalezii, napf. expresi nestinu
v novotvoienych endotelovych buinikach krevnich cév béhem neovaskularizace nebo
revaskularizace.

Jiz béhem svého studia na Lékaiské fakult¢ v Hradci Kralové jsem inklinovala
k morfologickym oborim. V letech 1999 - 2000 jsem pracovala jako pomocna védecka sila
na Fingerlandové ustavu patologie, kde jsem spolupracovala pii tvorbé Interaktivniho
mikroskopického atlasu (CD ROM, ISBN 80-7262-052-5). Po promoci v r. 2001 jsem zacala
studovat doktorsky studijni program anatomie, histologie a embryologie na Lékatské fakulté
v Hradci Kralové na Ustavu histologie a embryologie pod vedenim $kolitele Prof. MUDr.
Jaroslava Mokrého, Ph.D. Béhem studia jsem si osvojila metody kultivace fetalnich bunék
in vitro, metodiku imunohistochemickych detekci 1 zdklady transmisni elektronové
mikroskopie. V r. 2005 jsem obhajila dizertacni préci s ndzvem ,,Fenotypizace bun¢k jaterni
tkadné in situ ain vitro®, ve které jsem se vénovala problematice fenotypizace buné¢k jater
potkaniho a lidského fétu a dospélého jedince in situ se zaméfenim na transportéry zodpovédné
za mnohocetnou lékovou rezistenci MRP2/Mrp2 a MDRI1/Mdrl (P-glykoprotein)
a intermedidrni filamentum nestin a fenotypizace jaternich bunék linie WRL 68 b&hem jejich
kratkodobé 1 dlouhodobé kultivace in vitro a sledovani zmén fenotypu téchto elementd
vyvolanych vlivem rozdilnych kultivaénich podminek. Od r. 2005 pracuji na Ustavu histologie
a embryologie Lékaiské fakulty v Hradci Kralové jako odborna asistentka, vénuji se vyuce
a vyzkumu regenerace kosterniho svalu, jehoz vysledky jsou obsazeny v této praci. Dobrou
kvalitu mé védecké prace dokladaji ziskana ocenéni, kterych si velmi vazim. Za ¢lanek
snazvem “Expression of nestin, desmin and vimentin in intact and regenerating muscle
spindles of rat hind limb skeletal muscles. autorii Cizkova, D., Soukup, T., Mokry, J.
publikovany v ¢asopisu Histochemistry and Cell Biology (2009, ro¢. 131, €. 2, s. 197-206) jsem
ziskala v roce 2009 Vyroéni cenu Ceské anatomické spole¢nosti a fy. OLYMPUS C&S, spol.
s 1.0. za nejlepsi pivodni védeckou publikaci z anatomie, histologie, embryologie a bunécné
biologie a za ¢lanek ,,Role of transplanted bone marrow cells in response to skeletal muscle
injury.“ autorti Cizkova, D., Vavrova, J., Mi¢uda, S., Filip, S., Brcakova, E., Brackova, L.,
Mokry, J. publikovany v ¢asopisu Folia Biologica (Praha) (2011, ro€. 57, €. 6, s. 232-41) v roce
2012 Vyroéni cenu Ceské spoleénosti histo- a cytochemické a firmy Nikon, s.r.o. za nejlepsi

puvodni védeckou publikaci v oboru histochemie, imunohistochemie a cytochemie.



Hlavnimi tématy této habilitatni prace vénované problematice experimentalni
regenerace kosterniho svalu jsou exprese intermedidrnich filament nestinu, desminu
a vimentinu v intaktnim a regenerujicim kosternim svalu zadni koncetiny potkana a také
v intaktnich a regenerujicich nervosvalovych vieténkach t€hoz svalu, tiloha transplantovanych
bun¢k kostni dien¢ darce pfi reakci kosterniho svalu piijemcti na poranéni a identifikace
bunécnych typi pochdzejicich z bunék kostni dien¢ vyskytujicich se v niche satelitovych bunék

intaktniho a regenerujiciho kosternim svalu.



2. SOUCASNY STAV SLEDOVANE PROBLEMATIKY

2.1. Regenerace kosterniho svalu

Regenerace predstavuje komplexni proces, pii kterém dochdzi k obnové tkani a orgdnti
v organismu. Jako fyziologickou regeneraci Ize oznacit obvyklou obnovu tkdni a organi,
zatimco reparativni regenerace znamena nahrazeni ztracenych nebo odumfelych soucasti tkani
a organd novymi. Pfi regeneraci dochazi k opakovani urcitych fazi vyvoje dané tkané nebo
organu. Pro novotvorbu bun¢k tkani a organi v pribehu fyziologické i1 reparativni regenerace

jsou klicové kmenové bunky.

Kmenové bunky predstavuji jedineCnou populaci, kterd se svymi vlastnostmi zcela
odliSuje od vSech ostatnich bunék v tkéni. Jsou to elementy nezral¢, nediferencované,
s moznosti vysoké proliferacni aktivity a stéméf neomezenou schopnosti sebeobnovy.
Neomezena schopnost sebeobnovy a produkce diferencovanych elementll jsou urcujici
vlastnosti, na zakladé kterych lze bunku oznacit jako kmenovou. Souvisi s asymetrickym
délenim, pii kterém z mateiské kmenové buiiky vznikaji nejen diferencované elementy, ale
1 builky sni naprosto identické. Kmenové bunky se nachdzeji témét ve vSech tkanich
a organech po cely Zivot, ale v riznych obdobich vyvoje organismu se svymi vlastnostmi lisi.
Organismus se vyviji z jediné buniky — zygoty, ktera vznika splynutim sam¢i a samici gamety.
Ptestoze se zygota nepovazuje za kmenovou buiiku, protoze pii jejim dé€leni se netvoii buiky
s ni identické, tzn. neni schopna sebeobnovy, dava vznik buiikkam, které jiz kmenové jsou. Tyto
prvni kmenové buniky se oznacuji jako totipotentni. Jsou prakticky identické a schopné
diferencovat se v jakykoli bunécny fenotyp. V pribéhu gastrulace se tvoti buniky embryoblastu,
jehoz kmenové buiiky se chovaji jako pluripotentni, pfedurcené k tvorbé tkani vyvijejicich se
z daného zarode¢ného listu. V pocatcich organogeneze se z bun¢k zarodecnych vrstev odvozuji
kmenové bunky tkanoveé a organove specifické. Jsou to klicové elementy pro tvorbu tkani
a organtl pfi embryonalnim a fetalnim vyvoji. Béhem zivota vykazuji riznou miru proliferacni
aktivity a schopnosti sebeobnovy. Velmi aktivni jsou v rostoucim détském organismu.
V dospélych tkanich se chovaji jako relativné klidové. Do bunécného cyklu vstupuji jen tehdy,
je-li potfeba doplnit pocet bunék v tkdni na normalni hodnotu. Jsou to tedy klicové elementy
pro udrzeni tkanové homeostazy a regeneraci tkani. Nejlépe patrna je jejich Cinnost ve tkanich
s vystupniovanou fyziologickou obménou jako napt. v epidermis, vlasovych folikulech, tenkém

sttevé a hematopoetickém systému (Filip et al., 2006).



2.1.1. Kmenové buiiky kosterniho svalu

V kosternim svalu maji vlastnosti dospélych kmenovych bunék satelitové buiiky. Jsou
to malé elementy nachazejici se mezi cytoplazmatickou membranou svalového vladkna a bazalni
membranou. Poprvé byly popsany u zaby v roce 1961 Alexandrem Maurem, ktery je podle
jejich charakteristického umisténi rovnéz pojmenoval. Maji schopnost sebeobnovy, diky které
se ve zdravé tkani udrzuje jejich staly pocet a davaji vznik diferencovanym myogennim
progenitorovym bunkam ptispivajicim k regeneraci svalovych vlaken po poranéni (Sacco et al.,
2008; Schmidt et al., 2019). Tyto charakteristiky urcuji, Ze jsou satelitové builky svalovymi
kmenovymi bunikami, jak byvaji v soucasné dobé¢ jiz bézné oznacovany. Za homeostatickych
podminek jsou klidové, avsak béhem regenerace kosterniho svalu jsou aktivovany, proliferu;ji
a diferencuji se. Kosterni sval zdravé mysi i clovéka mize pln¢ regenerovat mnohokrat, avSak
funkce satelitovych bun¢k se snizuje v pribéhu riiznych degenerativnich onemocnéni nebo
stavil, pii kterych dochdzi ke snizeni schopnosti regenerace, jako je napf. starnuti. SniZena
funkce satelitovych bunék mutze byt zplsobena zmeénou slozeni mezibunécné hmoty,
nevyvazenou mezibunéénou interakci s ostatnimi bunkami ve svalové tkani nebo zménami
systémovych faktorti (Chakkalakal et al., 2012; Bentzinger et al., 2013; Sousa-Victor et al.,
2014; Lukjanenko et al., 2016; Rozo et al., 2016; Schworer et al., 2016; Evano and Tajbakhsh,
2018; Mashinchian et al., 2018; Schmidt et al., 2019). Bylo prokazano, ze satelitové bunky jsou
pro regeneraci kosterniho svalu po poranéni nepostradatelné. Jiné bunécné populace nejsou
schopné jejich funkci nahradit (Relaix a Zammit, 2012; Yin et al., 2013; Mashinchian et al.,
2018; Schmidt et al., 2019).

V dospélém svalu jsou klidové satelitové bunky charakteristické expresi transkripéniho
faktoru Pax7, ktery je esencidlni pro jejich funkci (Seale et al., 2000; von Maltzahn et al., 2013;
Schmidt et al., 2019). Je také povazovan za kanonicky marker téchto bunék, protoze se
vyskytuje u mnoha Zivoc¢isnych druhti véetné ¢lovéka, opice, mysi, prasete, kuiete, mloka, Zaby
a ryby (Yin et al., 2012). Mezi dalSi markery umoznujici jejich identifikaci a izolaci se fadi
integriny a7 a B1, M-cadherin, receptor pro kalcitonin (CALCR, calcitonin-receptor) nebo
syndecan 4 (Yin et al., 2012; Bentzinger et al., 2013; Wang et al., 2014; Schmidt et al., 2019).
Je nezbytné zminit, ze pribyvajici poznatky o satelitovych bunkach potvrzuji jejich mirnou
funk¢ni heterogenitu. Mohou se liSit v rychlosti proliferace a diferenciace, klonogenni kapacité
a schopnosti sebeobnovy. Rozdilné vlastnosti mohou mit satelitové buiky lokalizované

v riznych svalech, ale 1 uvnitt jednoho svalu (Relaix a Zammit, 2012; Schmidt et al., 2019).



2.1.2. Faze a regulace regenerace kosterniho svalu

Dospély savei kosterni sval predstavuje stabilni tkan s pouze malou obménou jader.
Mensi léze zpusobené kazdodenni béznou zatézi vyvolaji jen velmi pomalou obménu svalovych
vlaken. Odhadem ne vice nez 1 — 2 % jader svalovych vldken jsou nahrazena kazdy tyden
v pfipad€ normalniho dospélého kosterniho svalu potkana (Schmalbruch a Lewis, 2000; Charge
a Rudnicki, 2004). Nicméné¢ po tézSim poranéni je savCi kosterni sval schopny rychle
a intenzivné regenerovat. Bez ohledu na pfic¢inu poranéni lze proces regenerace kosterniho
svalu rozdélit do nékolika fazi: zanétliva faze, faze aktivace a nasledné diferenciace
satelitovych bun¢k v myoblasty, které fuzuji za vzniku myotub, a faze vyzravani, kdy dochéazi
k tvorbé novych zralych svalovych vlaken (Charge a Rudnicki, 2004; Schmidt et al., 2019).
Poranéni svalu vyvola nekrozu poskozenych svalovych vlaken, ktera spousti prvotni zanétlivou
fazi. Prvni buiiky zénétlivého infiltratu, které se objevuji v oblasti poranéni, jsou neutrofilni
granulocyty (Tidball et al., 2005; Yin et al., 2013; Schmidt et al., 2019). Nasleduji je monocyty,
u ktery lze rozligit dvé odli§né populace. Casné oblast infiltruji prozanétlivé Ly6C* monocyty

tvotici prozanétlivé faktory jako TNFa a IL-1B, jez podporuji proliferaci myogennich bun¢k

-----

-----

diferenciaci svalovych bun¢k. Jakmile monocyty proniknou do tkané, diferencuji se
v makrofagy. Analogicky jako u monocyti muze byt klasifikace makrofagh v pribchu
regenerace kosterniho svalu zjednodu$ena na ivodni vinu prozanétlivych M1 (CD68/CD163")
makrofagli se schopnosti fagocytézy, kterd je postupné nasledovdna druhou vinou
protizanétlivych M2 (CD68/CD163") makrofagh. Podobné jako prozanétlivé Ly6C" monocyty
vylucuji M1 makrofagy IL-1p, TNFa a také IL-6, ¢imZ indukuji proliferaci myogennich bung¢k,
zatimco M2 makrofagy uvoliuji IL-4 a IGF-1, které podporuji diferenciaci svalovych elementt

(Arnold et al., 2007; Bentzinger et al., 2013; Saclier et al., 2013; Schmidt et al., 2019).

Béhem druhé faze regenerace dochazi k aktivaci a diferenciaci satelitovych bunék.
Po poranéni svalu dosud klidové satelitové bunky vstupuji do bunééného cyklu, zacnou
exprimovat transkripéni faktor MyoD, migruji do oblasti poranéni, kde bud fuzuji
s poranénymi svalovymi vlakny nebo se z nich stavaji myogenni progenitorové bunky (Schmidt
et al., 2019). Migrace satelitovych bun¢k je kontrolovéana signaly ze svalovych vldken, napf.
signalni drdhou Ephrin a Wnt7a (Stark et al., 2011; Bentzinger et al., 2014; Schmidt et al.,
2019). Myogenni progenitorové bunky proliferuji, charakteristicky exprimuji transkripéni

faktory MyoD a Myf5 a jsou obvykle oznaCovany jako myoblasty (Schmidt et al., 2019).
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MyoD, Myf5 a déle také myogenin a MRF4 pfedstavuji myogenni regulacni faktory, které
podporuji myogenni diferenciaci (Hernandez-Hernandez et al., 2017; Schmidt et al., 2019).
Myoblasty se morfologicky méni v protahlé myocyty, které fizuji za vzniku mnohojadernych
myotub postupné vyzravajicich ve svalova vldkna. Novotvofend svalova vlakna maji jadra
umisténa centrdlné¢ a exprimuji vyvojovou formu MHC (devMHC). Vyzravani svalovych
vlaken, kterd jsou zdkladnimi kontraktilnimi elementy kosterniho svalu, piedstavuje tieti,

posledni, fazi regenerace (Yin et al., 2013; Schmidt et al., 2019).

Regenerace kosterniho svalu je precizné regulovana vnéj$imi signaly pochdzejicimi
z komponent mikroprostiedi, tzv. niche, ve kterém se satelitové buitkky nachazeji, a vnitinimi
signalnimi drdhami kontrolujicimi funkci satelitovych bunék. Signalni draha Wnt je jednou
z klicovych uplatiujicich se pfi svalové regeneraci, pricemz konktrétné Wnt7 aktivuje nekolik
dalSich signalnich drah v satelitovych buiikéch a svalovych vldknech, ¢imz se stava slibnym
kandidatem pro zlepSeni [é€by onemocnéni kosterniho svalu, jako jsou dystrofie (von Maltzahn
et al., 2012; Lacour et al., 2017; Schmidt et al., 2019). Signélni draha Notch je vyznamna pro
udrzeni poctu satelitovych buné€k, coz doklada studie, ve které mysSi postradajici Notchl
a Notch2 v satelitovych buiikach nejsou schopné udrzet klidovy stav téchto kmenovych bunék.
Nasledkem je predcasny vstup satelitovych bunék do bunééného cyklu, ktery vede
k jejich uplné ztraté (Bjornson et al., 2012; Mourikis et al., 2012; Fujimaki et al., 2018; Evano
and Tajbakhsh, 2018; Schmidt et al., 2019). Piikladem jemné rovnovahy mezi signalnimi
drahami a jejich pfesnou aktivaci béhem regenerace je zména drahy Notch na Wnt, pfic¢emz
kanonicka draha Wnt antagonizuje efekt drahy Notch, a tak umoziuje pifechod k myogenni
diferenciaci (Schmidt et al., 2019). Také miRNA kontroluji mnohé signalni drahy
v satelitovych buiikach. Napft. posttranskripcné reguluji udrzeni satelitovych bunék v klidovém
stavu i jejich aktivaci a diferenciaci (Mok et al., 2017; Wang et al., 2018; Schmidt et al., 2019).
Cheung et al., (2012) srovnali expresi miRNA v klidovych a aktivovanych satelitovych
bunikach a zjistili rozdily v expresi asi 351 miRNA, ¢imz dolozili vyznamnost miRNA
pii aktivaci satelitovych bunék. Nékteré miRNA jsou exprimovany vSudypfitomné, zatimco
jiné jsou specifické jen pro urcité tkdné¢ nebo orgdny. miRNA exprimujici se pouze
ve svalovych elementech jsou oznacovany jako myomiR, napf. miR-1, miR-133 a miR-206
jsou specifické pro sval a jsou siln¢ indukovany béhem diferenciace, pfiCemz je jejich exprese
piimo regulovana myogennimi regulacnimi faktory, jako je Myf5, MyoD a myogenin

(Sweetman et al., 2008; Siracusa et al., 2018; Schmidt et al., 2019).



2.2. Experimentalni modely regenerace kosterniho svalu

Pro studium kmenovych bunék a regenerace kosterniho svalu jsou nezbytné
reprodukovatelné a kontrolovatelné experimentdlni modely poranéni svalu u experimentalnich
zvitat, obvykle u potkani a mys$i. V soucasné dobé se nejcastéji pro modely k navozeni
poranéni svalu a jeho naslednou obnovu pouzivaji myotoxické latky jako kardiotoxin a notexin,
chemické latky, napt. chlorid barnaty BaCly, a fyzikélni zpisoby, mezi které patii zmrazeni,
ozareni, rozdrceni, denervace nebo transplantace (Hardy et al., 2016). Obecné tyto modely
poranéni svalu zacinaji nekrozou tkané€, ktera je nasledovéana regeneraci a nakonec obnovou
tkadné€ ad integrum. Nicméné jednotlivé modely poranéni svalu se do urcité miry lisi. Hardy et
al. (2016) srovnali ¢tyfi nejpouzivanéjsi modely: zmrazeni, aplikaci notexinu, kardiotoxinu
a chloridu barnatého. Jako nejvice poskozujici vyhodnotili zmrazeni, pficemz az 96 %
satelitovych bunék bylo zni¢eno vcetné jejich bazalnich lamin a cévniho zasobeni. Dvacet osm
dnii po poranéni byl proces regenerace dokoncen u vSech ¢tyfech modelii, pouze u zmrazeni
dosSlo k rozvoji fibrézy. Pocet bunck zanétlivého infiltratu se snizil na pivodni hodnoty
u aplikace kardiotoxinu a chloridu barnatého, zatimco u zmrazeni a aplikace notexinu zlstaval
buné¢k se vratil k pivodnim hodnotdm po jednom meésici po poranéni jen uzmrazeni.

U ostatnich tii modelt se satelitové buiiky stale dé€lily az po dobu 3 mésicti po poranéni svalu.

2.2.1. Model regenerace kosterniho svalu — poranéni svalu injekci kardiotoxinu

Model regenerace kosterniho svalu vyuzivajici aplikaci kardiotoxinu popsali v roce
1988 Couteaux et al. Kardiotoxin je obsazen v jedu kobry, pficemZ nejCastéji se pouziva
kardiotoxin z kobry mosambické (Naja mossambica mossambica) nebo zkobry Ccinské
(Tchajwanské, Naja naja atra) (Couteaux et al., 1988; Ownby et al., 1993). Kardiotoxiny
vykazuji vice riznych biologickych aktivit, napt. depolarizuji a kontrahuji svalové elementy,
zabranuji agregaci trombocytll nebo zpiisobuji 1yzu erytrocytt (Harvey, 1985; Kumar et al.,
1997). Pivodné byly nazvany podle svého ucinku na srdce in vivo, ktery vede k srde¢nim
arytmiim (Condrea, 1974). Vyhodou pouziti kardiotoxinu pro model regenerace kosterniho
svalu je jeho selektivni piisobeni pii obvykle pouzivané koncentraci (10° M v 0,9% roztoku
NacCl), kdy indukuje degeneraci svalovych vlaken, ale ve vétSi mife nepostihne krevni cévy,
inervaci a predevSim satelitové buniky, jejichz pfeziti je nezbytné pro regeneraci (Couteaux

et al.,, 1988). Kardiotoxin zplsobuje lyzu plazmatickym membran svalovych vldken, ktera



nasledné podléhaji nekrdze, a to velmi ¢asné, jen 30 min. po intramuskularni injekci (Ownby
et al.,, 1993). Né&kolik hodin poté infiltruji oblast s degenerovanymi svalovymi vlakny
neutrofilni granulocyty. Do 24 h jsou neutrofilni granulocyty a také makrofagy velmi pocetné
a aktivné fagocytuji zbytky nekrotickych svalovych vldken. Béhem druhého dne po injekci
kardiotoxinu se v misté poranéni objevuji jednojaderné vietenovité bunky, myoblasty. Nové
myotuby se tvofi jiz od nasledujiciho dne a postupné se transformuji ve svalova vlakna, pficemz
dochazi k tzv. marginaci jader, kdy jadra migruji ze sttedu k periferii (Couteaux et al., 1988).
Elektronova mikroskopie potvrdila, ze v tomto modelu v Gvodnich fazich pii degeneraci
svalovych vldken jejich bazalni laminy perzistuji a slouzi jako ,,leSeni* pro vyvoj novych
svalovych elementii. Bazalni lamina obklopujici piivodné jedno svalové vladkno pak casto
obsahuje nékolik novotvoienych myotub, které¢ az v pozd¢jSich fazich ziskavaji své vlastni
bazalni laminy. Toto je vyznamny rozdil od normalni myogeneze, kdy jedna bazalni lamina
obklopuje vzdy jedno vyvijejici se svalové vldkno. Disledkem je, Zze kosterni sval
zregenerovany po injekci kardiotoxinu vykazuje mirné odlisSnosti od svalu intaktniho, a to
v organizaci svazkl svalovych vlaken a také v uspotfddani motorickych plotének (Couteaux

et al., 1988).

2.2.2. Model regenerace kosterniho svalu — heterochronni isotransplantace

Standardni svalova transplantace pfedstavuje model degenerace a nasledné regenerace
kosterniho svalu pouzivany jiz od 80. let 20. stoleti (Carlson a Gutmann, 1975; Carlson 1976).
Kosterni sval je upln¢ vyjmut ze svého ltzka, pficemz dochazi k pretéti jeho Slachy, krevnich
cév a nervil. Sval je poté do svého lizka vracen a pfiiSit ke své §lase. Po této transplantaci
svalova vlakna Stépu degeneruji z ditvodu pfechodné ztraty krevniho zasobeni a jsou odstranéna
makrofagy béhem prvnich 5 dnt (Carlson, 1976; Jirmanova a Soukup, 2001). Regenerace
zaCind po revaskularizaci a postupuje od povrchu transplantovaného svalu smérem dovnitt
(Hansen-Smith et al., 1980; Jirmanova a Soukup, 2001). Piezivajici satelitové buiky jsou
aktivovany, d¢li se, diferencuji se v myoblasty, které fuzuji za vzniku myotub uvniti ptivodnich
bazalnich lamin. Nova svalova vlakna jsou vytvoiena 7 az 9 dni po transplantaci (Carlson
a Gutmann, 1975; Jirmanova a Soukup, 2001). Svalovd vlakna v povrchové vrstvé
transplantovaného svalu obvykle zlistavaji intaktni. Pokud je Zaddouci degenerace vSech vlaken
a uplna regenerace celého svalu, transplantét 1ze pted jeho reimplantaci proplachnout v roztoku

myotoxické latky, napt. bupivakainu (Hall-Craggs, 1974; Carlson, 1976; Jirmanova a Soukup,



2001). Jirmanovd a Soukup (1995) zavedli model tzv. heterochronni isotransplantace.
Pojmenovani ,,heterochronni* znamend, ze darce a piijemce jsou rozdilného staii a pojem
»isotransplantace® znaci, ze darce a prijemce jsou inbredni zvifata. Po transplantaci ¢asnych
postnatalnich svali 2 az 15tidennich potkanti dospélym jedincim je fagocytéza nekrotické
sarkoplazmy dokoncena do 2 dni u periferné lokalizovanych svalovych vldken a do 5 dnil
u svalovych vléken ve stiedu svalu. Bazalni laminy svalovych vldken a také satelitové buiky
zustavaji neposkozené. Do 8 dnti jsou vyvinuta nova svalova vldkna, kterd maji jadra vétSinou
v centralni oblasti. Od 13. dne se zvétSuje primér novotvorenych svalovych vldken a jejich
jadra se presouvaji do subsarkolemalni pozice. Po 8. dni se mezi svalovymi vldkny zacinaji
objevovat nemyelinizované a myelinizované axony (Jirmanova a Soukup, 1995; Jirmanova
a Soukup, 2001). Model heterochronni isotransplantace je vhodny nejen ke studiu regenerace
extrafuzalnich svalovych vladken, ale také jako model degenerace a nasledné regenerace
nervosvalovych vietének (Jirmanovd a Soukup, 1995; Soukup a Thornell, 1997; Soukup

a Novotova, 2000; Jirmanova a Soukup, 2001).

2.3. Regenerace nervosvalovych vietének

Nervosvalova vieténka jsou specializované proprioreceptory informujici o protazeni
kosternich svali a zprostfedkujici vinimani koncetin a osy téla (Boyd 1980; Zelena, 1994; Banks
a Barker, 2004; Barret et al., 2019). Nachazeji se mezi extrafuzalnimi svalovymi vlakny
a dosahuji délky 2 — 10 mm a tloustky 0,5 mm. Skladaji se z variabilniho poctu intrafuzélnich
svalovych vldken o malém priméru orientovanych longitudindlné, kterd jsou spolu
s inervujicimi senzorickymi a motorickymi axony obklopena vicevrstevnym pouzdrem.
Pouzdro vieténka je ptfipojeno na jednom konci ke SlaSe svalu nebo ke strandm extrafuzalnich
vlaken (Barret et al., 2019). U sav¢ich nervosvalovych vietének existuji 2 typy intrafuzalnich
svalovych vldken. Prvni typ obsahuje mnoho jader v rozSifené centralni casti, a proto se
oznacuje jako ,,nuclear bag* vlakno. Obvykle jsou tato vlakna ve vieténku dvé, jedno vlakno
typu ,,nuclear bagi“ snizkou aktivitou myosinové ATPazy a jedno typu ,nuclear bag*“
vykazujici vysokou aktivitu myosinové ATPéazy. Druhy typ predstavuje vlakno tenci a kratsi,
jehoz jadra jsou usporadana do longitudindlné orientovaného fetézce ve sttedu vlakna, a proto
je nazyvano ,nuclear chain“ vlakno (Barret et al., 2019). Koncové césti intrafuzalnich
svalovych vlaken jsou kontraktilni, zatimco centralni oblasti pravdépodobné nejsou (Barret et

al., 2019). V kazdém nervosvalovém vieténku jsou 2 systémy senzitivnich nervovych
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zakonCeni. Jako anulospirdlni nebo primarni se oznacuji zakonceni rychle vedoucich
aferentnich nervovych vlaken typu Ia, ktera obtaceji ekvatorialni segmenty vSech intrafuzalnich
vlaken. Vétvickovitd nebo sekundarni zakonceni jsou pouze u vlédken typu ,,nuclear chain*
a predstavuji zakoncCeni aferentnich nervovych vldken typu II. Na polarnich segmentech
intrafuzalnich vldken kon¢i motorickymi ploténkami eferentni motoricka vlakna
vy motoneuront michy. Vicevrstevné pouzdro vieténka se sklada z vnéjsiho pouzdra tvotreného
lamelovité usporddanymi oplosténymi bunkami, které jsou pokraCovanim perineuria nervu
vieténka, a z vnitfnich kapsularnich bunck, coz jsou fibroblasty obklopujici jednotliva
intrafuzalni vlakna. Pouzdro vieténka se ve stfedni Casti rozSifuje, ¢imz se vytvaii kolem
intrafuzalnich vldken a nervovych vldken periaxiadlni prostor, ktery je vyplnén vysoce
viskoznim gelem tvofenym ptedevsim kyselinou hyaluronovou. Mezi buiikami vnéjSiho
pouzdra jsou spojeni typu tight junction, ktera tvoti bariéru pro difuzi latek do periaxidlniho

prostoru podobné jako perineurium v perifernim nervu (Banks a Barker, 2004).

Intrafuzalni svalovd vlakna nervosvalovych vietének maji stejné jako extrafuzalni
vlakna pfi pouziti vhodného modelu schopnost regenerovat (Milburn, 1976; Rogers a Carlson,
1981; Rogers, 1982; Diwan a Milburn, 1986; Jirmanova a Soukup, 1995). Je nezbytné zminit,
ze nervosvalova vieténka jsou schopné regenerovat pouze tehdy, kdyz neni poskozeno jejich
pouzdro. Pii rozdrceni svalu jsou piivodni pouzdra vietének znicena a v regenerovaném svalu
nejsou poté zadna vieténka nachézena (Zelena a Sobotkova, 1971). Po svalové heterochronni
isotransplantaci intrafuzalni vldkna a jejich inervace podlehnou nekréze zaroven
s extrafuzalnimi, avSak jejich pouzdro perzistuje. V zachovalém pouzdru a uvnitf piivodnich
bazalnich lamin tvoficich leSeni intrafuzalni svalova vldkna regeneruji z intrafuzalnich
satelitovych bungk, jez byly aktivovany béhem degenerace. Aktivované intrafuzalni satelitové
bunky se déli a vznikajici myoblasty vyplituji perzistujici bazalni laminy, fuzuji za vzniku
myotub, které poté vyzravaji v intrafuzalni svalova vlakna (Jirmanova a Soukup, 1995, 2001).
Podobn¢ jako u extrafuzélnich svalovych vldken regenerace intrafuzalnich zacina na periferii
transplantovaného svalu a postupuje dovnitt, spolecné s revaskularizaci (Jirmanova a Soukup,
1995, 2001). Regenerovana nervosvalova vieténka se od intaktnich lisi v nékolika vlastnostech.
Dosahuji jen pfiblizné polovicni délky a jejich periaxialni prostor je redukovany. Jirmanova
a Soukup (1995) popsali pfitomnost kapilar uvniti regenerovanych vietének, zatimco
v normalnich receptorech se kapilary v periaxidlnim prostoru nevyskytuji. Intrafuzalni vlakna
regenerovanych vietének maji ¢asto podobny primér a obsahuji jednotliva, periferné nebo

centraln¢ lokalizovand mald jadra. Velka a kulata jadra charakteristickd pro vlakna typu
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»huclear bag* nejsou obvykle pfitomna (Jirmanova a Soukup, 1995). Intrafuzélni vldkna Stépt
totiZ nejsou schopna diferencovat se ve specifické typy s charakteristickymi morfologickymi,
histochemickymi a imunocytochemickymi znaky. Dlivodem je chybéjici inervace senzorickymi
axony, protoze intrafuzdlni vldkna regenerovanych vietének jsou inervovana pouze
motorickymi axony podobné jako vldkna extrafuzalni (Jirmanova a Soukup, 1995, 2001,
Soukup 1976, 1988; Soukup et al., 1990; Soukup a Thornell 1997; Soukup a Novotova 2000).
Regenerovana nervosvalovd vieténka ve Stépech po svalové transplantaci, pii niZ nebyla
poskozena inervace (tzv. ,nerve-intact grafting®), obsahuji intrafuzalni vldkna inervovana
senzorickymi i motorickymi axony vykazujici shodné charakteristiky jako intrafuzalni vlakna
v intaktnich receptorech (Walro et al., 1989, 1991). V podstaté¢ shodna situace je u modelu
regenerace kosterniho svalu navozené injekci myotoxické latky, napt. bupivakainu, kdy
inervace zistava taktéZ intaktni (Milburn, 1976). Po heterochronni isotransplantaci az 93 %
vlaken v regenerovanych nervosvalovych vieténkach odpovida podle svych histochemickych a
imunocytochemickych charakteristik extrafuzdlnim vlaknim typu 2B nebo 2A (Soukup
a Thornell 1997). Intrafuzalni satelitové buiiky, bez ohledu na to, zda pochazeji z vldken typu
shuclear bag® nebo ,nuclear chain“, jsou tedy schopné diferencovat se ve vlakna
s extrafuzalnim fenotypem (Soukup a Novotova 2000). Intrafuzalni satelitové buiiky podobné
jako extrafuzélni exprimuji transkripéni faktor Pax7, ale vyskytuji se ve vyssi frekvenci nez
extrafuzalni (Kirkpatrick et al., 2008). Je to pravdépodobné dano tim, ze jsou relativné méné
vyzralé, o ¢emz svédci také vysSi Cetnost intrafuzalnich satelitovych bunck exprimujicich
transkripcni faktor Pax3, ktery se u extrafuzalnich detekuje jen béhem vyvoje a postnatalné
pouze u jedné vzacné podskupiny (Kirkpatrick et al., 2008, 2010). Regulace regenerace
intrafuzalnich vldken v nervosvalovych vieténkach je tedy pravdépodobné do urcité miry
odlisna od regulace regenerace extrafuzalnich vlaken, ale bohuzel ji neni v posledni dobé¢
vénovana velka pozornost. Nervosvalova vieténka jsou v soucasnosti nejvice studovana
z pohledu patofyziologického a neurologického (Kroger, 2018). Zajimavé aktualni vysledky se

tykaji moznosti jejich senzorické reinervace (Asano et al., 2019).

2.4. Intermediarni filamentum nestin

Intermediarni filamenta tvoii spolu s mikrotubuly a mikrofilamenty hlavni slozky

cytoskeletu buiiky. Posledni dvé jmenované cytoskeletdrni soucdsti se vyskytuji téméf

vvvvvv
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bylo charakterizovano vice nez 50 typil intermediarnich filament, jeZ se rozd¢luji do 6 tiid podle
homologie sekvenci a struktury genu. Cytokeratiny vyskytujici se pfedev§im v epitelovych
bunkach tvofi tfidu I a II; desmin, vimentin, GFAP (glial fibrillary acidic protein) a peripherin
se fadi do tridy III; tfida IV zahrnuje neurofilamenta, a-internexin, syncoilin, synemin
a paranemin a tfida V obsahuje nuklearni laminy. Nestin representuje tfidu VI a patii ke stejné
vyvojové vétvi jako neurofilamenta a a-internexin (Goldman et al., 1999; Helfand et al., 2004).
Podle aktualnich poznatkti dochazi v této zavedené klasifikaci postupné k ur€itym zméndm.
Syncoilin je pfefazen do tiidy III a nestin je povazovan za intermediarni filamentum tfidy IV.
Ttida VI zahrnuje phakinin a filensin, proteiny vyskytujici se v o¢ni ¢occe (Hermann a Aebi,
2016; Cheng a Eriksson, 2017). Pribézné zmény v klasifikaci intermedidrni filament bohuzel
zaptic¢inuji jeji nejednotnost v souCasné literatuie. Intermedidrni filamenta obvykle tvofi
cytoplazmatickou sit’ obklopujici jadro, odkud dosahuji az k periferii buniky, kde jsou casto
zakotvena do plazmatické membrany v mistech mezibunéénych spojli, napi. typu desmozomu.
Intermediarni filamenta jsou velmi pevnd v tahu a tim umoznuji bunkdm vydrzet mechanicky
stres, k némuz dochdzi pii jejich natazeni. Jsou taktéz nejodolnéjSi ze vSech tii typl
cytoskeletarnich soucasti, pficemz prakticky jako jediné cytoskeletarni struktury ptezivaji
pusobeni koncentrovanych roztoki soli a silnych neiontovych detergentti (Alberts et al., 2015;
Mescher a Junqueira, 2018). V soucasné dobé se jiz opustil nazor, ze jsou intermedidrni
filamenta statickou souc¢asti bunécného cytoskeletu. Mnoho studii vyuZzivajicich rizné typy
zivych bunék prokazuje, Ze intermedidrni filamenta a jejich prekurzory jsou znacné dynamické
a vykazuji Sirokou Skalu pohybovych aktivit souvisejicich s jejich subceluldrni organizaci

(Goldman et al., 1999; Helfand et al., 2004; Hermann a Aebi, 2016; Cheng a Eriksson, 2017).

Protein nestin piedstavuje svymi vlastnostmi unikatni intermediarni filamentum. Poprvé
byl popsan roku 1985 v neuroepitelovych kmenovych bunikach, pficemz jeho ndzev vznikl jako
akronymum od NEuroepithelial STem cell proteIN (Hockfield and McKay, 1985; Lendahl
et al., 1990). Nestin se obecn¢ povazuje za marker kmenovych nebo progenitorovych bunék
izolovanych napf. z mozku, kostni diené, kize nebo stieva, nicméné se neexprimuje ve vsech
kmenovych nebo progenitorovych buiikach a detekuje se také v dalSich nezralych elementech
napft. nervové nebo svalové tkané€. Za fyziologickych podminek je nestin ptitomny v nékterych
typech buné¢k jen v ¢asové omezeném obdobi béhem vyvoje. Pfi embryogenezi se tento protein
exprimuje v migrujicich a proliferujicich bunikach. Pozdé€ji béhem bunétné diferenciace je
nahrazen jinym tkanoveé nebo organové specifickym intermediarnim filamentem. V dospélych

tkanich a organech ho Ize identifikovat v situacich, kdy dochazi k opakovani vyvojovych fazi,
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jako je naptf. fyziologickd obména nékterych typt bunck, tkdnova regenerace a hojeni,
revaskularizace, produkce nediferencovanych elementt v nddorech vznikajicich z bunék, které
exprimovaly nestin béhem svého vyvoje. Nestin neni sdm schopen tvofit filamenta
pravdépodobné kvili velmi kratkému N-konci, ktery je k tomu nezbytny. Pfitomnost jiného
intermediarniho filamenta, zv1asté ze tfidy III a IV, je tedy nutnd ke vzniku heterodimerti nebo
smiSenych polymert (Marvin et al., 1998; Eliasson et al., 1999; Steinert et al., 1999; Wiese
etal.,, 2004). Funkce nestinu nebyla dosud pfesn¢ urcena a je stdle intenzivné studovéna
(Michalchyk a Ziman, 2005; Lindqvist et al., 2016; Bernal a Arranz, 2018). Spolu s dalsimi
strukturalnimi proteiny hraje pravdépodobné komplexni roli pii morfologickych zménach
provazejicich bunééné déleni a migraci, kdy se strukturalni slozky potiebuji rozlozit a znovu
sestavit pfesn¢ prostoroveé 1 Casoveé regulovanym zptusobem. Funkce nestinu pii remodelaci
bunky se fidi jeho fosforylaci, pfi¢emz nizké hladiny fosforylace jsou spjaty se sestavovanim
intermediarnich filament (Ku et al., 1996; Sahlgren et al., 2001, 2003). Déle nestin mtze hrat
roli pii propojeni tfi slozek cytoskeletu — mikrotubulii, mikrofilament a intermediarnich
filament (Herrmann and Aebi, 2016) a jeho exprese souvisi se zvySenym cytoplazmatickym
transportem béhem bunécného déleni, kdy se slozky cytoskeletu a dalSich bunécnych organel
musi asymetricky rozdé¢lit do dcefinych bunék (Frederiksen and McKay, 1988; Chou et al.,
2003). Funkci nestinu 1ze studovat na mysich modelech s cilen¢ inaktivovanym (,,knock out*)
genem pro nestin. Deficit nestinu vedl u modelu vytvofeného Park et al. (2010) k embryonalni
letalit¢ po embryondlnim dni 8,5 zplGsobené masivni apoptdézou bunck neurdlni trubice
a experimenty in vitro potvrdily klicovou roli nestinu v pfezivani a sebeobnové neuralnich
kmenovych bunék. Piekvapivé autofi nenasli Zadné zjevné abnormality v tkanich a organech,
kde se nestin také vyskytuje, ani zmény v integrité cytoskeletu neuralnich kmenovych buné¢k
(Park et al., 2010; Bernal a Arranz, 2018). U jiného modelu zavedeného Mohseni et al., (2011)
jsou Nestin”~ mysi viabilni a vykazuji normalni vyvoj centralniho nervového systému, ale
zhorSenou motorickou koordinaci, jez je zpiisobena abnormalitami v rozptyleni klastrti
receptord pro acetylcholin v motorickych ploténkach (Bernal a Arranz, 2018). Nicméné tyto
prace se nezabyvaly funkci nestinu v dalSich tkanich a orgénech, kde se tento protein také
vyskytuje. Béhem embryondlniho a fetdlniho vyvoje byla jeho piitomnost potvrzena
v nervovém systému kromé vyse zminénych neuralnich kmenovych bun¢k v buiikach neuralni
listy, v radidlnich gliich ave Schwannovych bunkach (Hockfield and McKay, 1985;
Frederiksen a McKay, 1988; Friedman et al. 1990). Dale se nestin nachézi v presomitickém
mezodermu (Zimmerman et al., 1994), mesonefrickém mezenchymu (Fréjdman et al. 1997),

vyvijejicich se kardiomyocytech (Kachinski et al., 1995), endotelu vyvijejicich se krevnich cév
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(Mokry a Némecek, 1998a; Mokry et al., 2004), ve vyzravajicich zubech (Terling et al., 1995),
bunkach cocky bcéhem vyvoje oka (Mokry a Neémecek, 1998b; Yang et al., 2000)
a diferencujicich se podocytech ledviny (Bertelli et al., 2007) atd. V dospélych tkanich se nestin
exprimuje napt. v satelitovych buinkach ganglii miSnich dorzalnich kotfen (Hockfield and
McKay, 1985), ve Schwannovych buiikach (Hockfield and McKay, 1985; Friedman et al.
1990), v nékolika definovanych bunécénych typech v mozku (Wiese et al., 2004), v sitnici
(Mayer et al., 2003), v progenitorovych bunkéach vlasovych folikula (Li et al., 2003),
v odontoblastech (Terling et al., 1995), v podocytech ledviny (Bertelli et al., 2007). Nestin se
exprimuje také v buiikdch mnoha malignich nadori pfedev§im neurogenniho ptvodu, napft.
v meduloblastomech, gliomech nebo glioblastomech, ale i v buiikach nadort mezenchymového
ptivodu jako jsou rabdomyosarkomy nebo osteosarkomy, nebo ptekvapivé i v bunikach nadora
epitelového ptavodu napt. v karcinomech ovarii nebo prsu (Neradil a Veselska, 2015).
U nékterych typt nadori jeho zvySena exprese koreluje se stupném nadoru, indikuje invazivni
fenotyp transformovanych bunék, a tudiz horsi prognozu pacienta (Kolat et al., 2007; Neradil
a Veselska, 2015). V soucasné¢ dob¢ se intenzivné studuje role nestinu jakozto markeru

nadorovych kmenovych bunék (Neradil a Veselska, 2015).

2.4.1. Intermediarni filamentum nestin v kosternim svalu

Poprvé byl nestin detekovan v elementech svalové tkané Hockfieldem a McKayem
(1985) a Sejersenem a Lendahlem (1993), a to v mnohojadernych myotubach potkanich svalt
v 13. a 15. dni embryonélniho vyvoje a ve 2. tydnu postnatadlné. Vyskytem nestinu béhem
vyvoje se zabyvali Kachinski et al. (1994). Tento protein identifikovali jiz v ranych vyvojovych
stadiich, a to v builkdich myotomi mysich somitii a také v kultivovanych embryondlnich,
fetalnich a neonatalnich mySich myoblastech. V myoblastech nestin kopolymerizuje
s vimentinem, intermediarnim filamentem typickym pro mezenchymovou tkan (Franke et al.,
1978), pricemz béhem nasledné diferenciace vimentin postupné Uplné vymizi (Fiirst et al.,
1989; Barbet et al., 1991; Sejersen a Lendahl, 1993). Ve vyzravajicich myotubach nestin tvoii
filamenta spolu s desminem, hlavnim intermediarnim filamentem dospélych kosternich
svalovych vlaken (Sejersen a Lendahl, 1993). Ve zralych svalovych vlaknech je nestin piitomny
v omezeném mnozstvi jen v sarkoplazmé motorickych plotének a myotendindznich spojeni

(Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al., 1999). Nestin se analogicky vyskytuje v myoblastech
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a myotubach bchem regenerace dospélého kosterniho svalu, kde spoluvytvaii filamenta

s vimentinem a pozdéji s desminem (Vaittinen et al., 2001).

Pallari et al. (2011) dolozili participaci nestinu na regulaci diferenciace myogennich
progenitorovych bunék, myoblastl, pficemz jeho ,,downregulace* v téchto buitkach zvySovala
miru jejich diferenciace pres ovlivnéni cyklin-dependentni kinazy 5 (CdkS5). Studie vyuzivajici
mysi s inaktivovanym genem pro nestin potvrdily diilezitou roli nestinu pfi vyvoji a udrzovani
morfologicky 1 funkéné normalnich motorickych plotének, a to opét pres regulaci CdkS5
(Mohseni et al., 2011; Lindquist et al., 2017). Linqvist et al. (2017) vyuzili tento model Nestin
 mysi ke studiu funkci nestinu v priibéhu regenerace kosterniho svalu. Zajimavé vysledky
vzesly jiz z charakterizace kosternich svald téchto mysi. Nestin”™ mysi vykazovaly signifikantné
snizené mnozstvi svalové hmoty oproti kontrolnim geneticky nemodifikovanym mysim,
pricemz jednotlivé svaly, napt. m. extensor digitorum longus a m. tibialis anterior, byly
vyznamné leh¢i oproti svaltim kontrolnich mysi. Pii histologické analyze bylo zjisténo, Ze pocet
svalovych vlaken s centrdlné¢ ulozenymi jadry, jez se povazuji za standartni marker
regenerujicich svali, byl vy$§i u Nestin”~ mysi oproti kontrolnim. Z tohoto nalezu vyplyva, Ze
u téchto mysi postradajicich funkéni gen pro nestin dochazi ke spontanni regeneraci kosternich
svalli. Po navozeni poranéni kosterniho svalu Nestin” mysi jeho nafiznutim regenerace
probéhla, ale se signifikantnim zpozdénim. Satelitové buiiky zacaly proliferovat pozdéji, coz je

pravdépodobné spjato s deregulaci Cdk5 (Linqvist et al. 2017).

Nestin byl také identifikovan v buiikach a vldknech kosterni svaloviny u nékterych
patologickych stavii. Sjoberg et al., (1994) popsali imunopozitivitu nestinu v bazofilnich
svalovych vladknech o malém priméru s jadry ulozenymi centraln¢ ve svalech pacientl
s Duchenneovou/Beckerovou svalovou dystrofii a s myositidou, kde prikaz tohoto proteinu
dolozil proces regenerace postizenych svalti. Frohlich et al. (2016) zavedli prase¢i model
Duchenneovy svalové dytrofie a u 3mési¢nich zvifat zaznamenali zvySenou hladinu nestinu
oproti zdravym kontrolnim prasatim. Jak bylo zminéno vySe, nestin se exprimuje také

v bunikach rabdomyosarkomt (Kobayashi et al., 1998).

2.5. Kostni dren a jeji vztah k regeneraci kosterniho svalu

Kostni dient pfedstavuje jedinecnou heterogenni bunécnou populaci zahrnujici mnoho
typli bun¢k v riznych stadiich vyvoje vcetné hematopoetickych kmenovych buné¢k (HKB)
ajejich potomstva, multipotentnich mezenchymovych stromélnich bunék (MMSB; také
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oznacovanych jako mezenchymové kmenové bunky nebo stromdlni kmenové buiky kostni
dfené) a endotelovych progenitord. Od HKB jsou odvozené spolecné lymfoidni progenitory
diferencujici se vB a T lymfocyty a spolecné myeloidni progenitory, z nichz vznikaji
granulocyty, monocyty, erytrocyty a megakaryocyty rozpadajici se v trombocyty. Tyto bunky
cirkuluji v krvi, ale lymfocyty, granulocyty a monocyty jsou schopné migrovat do vazivové
tkan¢, kde plni dilezit¢ funkce imunitniho systému, napi. B lymfocyty se diferencuji
v plazmatické bunky produkujici protilatky a monocyty se méni v makrofagy schopné
fagocytozy, sekrece cytokinti a prezentace antigenti dalSim imunitnim buiikam. Zajimavé je, Ze
zirné bunky, osteoklasty a dendritické buiiky také pochédzeji z HKB. Zminéné buniky imunitniho
systétmu odvozené¢ od HKB jsou dilezitymi bunéénymi komponentami niche satelitovych
bunék kosterniho svalu. Za klidovych podminek se zde nejcastéji vyskytuji zirné bunky
a makrofagy, ale po poranéni svalu jsou v ¢asnych fazich nejpocetnéjsi granulocyty, ptedevsim
neutrofily (Chazaud et al., 2003; Dumont a Frenette, 2010; Bentzinger et al., 2013). HKB
a buiiky od nich odvozené pfispivaji k regeneraci kosterniho svalu. Poprvé tento zajimavy
fenomén popsali Ferrari et al. (1998) na mySim modelu regenerace kosterniho svalu navozené
injekci kardiotoxinu. Po subletalnim celotélovém ozatfeni piijemcti jim byly intravendzné
transplantovany lacZ" BKD a po 5 tydnech indukovano poranéni kosterniho svalu. B-gal” jadra
pochazejici z transplantovanych lacZ" BKD identifikovali v novotvofenych nezralych vlaknech
s centraln¢ ulozenymi jadry, ve vice zralych svalovych vlaknech s jadry v subsarkolemalni
pozici a v jednojadernych bunikach infiltrujicich oblast poranéni. Tyto vysledky byly inspiraci
pro mnoho védeckych tymu, které se tomuto fenoménu zacaly intenzivné vénovat. Gussoni
et al. (1999) intraven6zné transplantovali neseparované BKD letdlné¢ ozafenym mdx mysSim,
které¢ predstavuji model Duchenneovy svalové dystrofie, a zaznamenali inkorporaci jader
pochazejicich od darce do svalu a ptekvapivé také casteCné obnoveni exprese dystrofinu
v postizenych svalech. Obnoveni nebo zvySeni exprese dystrofinu po transplantaci BKD nebo
HKB u mdx mysi nebo u psiho modelu Duchenneovy svalové dystrofie se vSak nepodafilo
v pozdégjsich studiich potvrdit (Ferrari et al., 2001; Kuhr et al., 2007). Po transplantaci dokonce
jediné HKB bylo jeji potomstvo detekovano ve svalovych vlaknech po regeneraci (Camargo
et al., 2003; Corbel et al, 2003). Camargo et al. (2003) prokazali, ze cirkulujici myeloidni buniky
odvozené od CD45" HKB prispivaji do svalu tak, ze béhem regenerace fizuji s novotvorenymi
svalovymi vlakny. Doyonnas et al. (2004) potvrdili, Ze tato schopnost se tyka vyluéné c-kit"
nezralych myelomonocytarnich prekurzort, které transplantovali intramuskularni injekci. Zralé
potomstvo myelomonocytarnich prekurzori predstavujici CD11b" makrofagy tuto schopnost

nevykazovalo, prestoze tyto buiiky ptirozené fizuji. Abedi et al., (2005, 2007) popsali vztahy
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mezi davkou ozéfeni, davkou a typem transplantovanych bunc¢k a nacasovanim indukce
regenerace kosterniho svalu. VSechny tyto faktory ovliviiuji vysledky experimentli zaméfenych
na studium ucasti BKD na svalové regeneraci, ¢imz je vysvétlena mirnd nejednotnost zaveéri
publikovanych praci vénujicich se této problematice. Také jednotlivé kosterni svaly se
ve schopnosti inkorporovat buitkky odvozené od BKD lisi (Brazelton et al., 2003). Podil bun¢k
pochazejicich z HKB na regeneraci kosterniho svalu se zvySuje pii poranéni svalu, nicméné je
zaznamenan 1 pii fyziologické odpovédi na stres. Palermo et al. (2005) pouzili k identifikaci
BKD metodu tzv. parabioticky spojenych parii geneticky znacenych a neznacenych mysi, diky
které dolozili, Ze transplantace BKD spojend s ozafenim, injekci BKD do cirkulace
a imunologickou reakci neni nezbytnd pro schopnost bunék odvozenych od BKD pftispét
k regeneraci svalovych vlaknech, kterou indukovali intenzivnim fyzickym cvi¢enim. Piestoze
Sacco et al. (2005) prokazali pti in vitro experimentech, ze IGF-1 zvysuje az ¢tytikrat schopnost
myelomonocytarnich prekurzorti fizovat se svalovymi myotubami, mnozstvi novotvoienych
svalovych vlaken, u kterych byl prokdzan podil bun¢k odvozenych od HKB pii jejich vzniku
in vivo, je stale velmi nizké, pohybuje se v fadek desetin procenta, a pravdépodobné ani
Spickovym tymim se nedafi ho zvysit. Dokladem je minimalni mnozstvi praci publikovanych

v poslednich letech tykajicich se ucasti HKB na regeneraci kosterniho svalu.

Multipotentni mezenchymové stromalni buiiky (MMSB) jsou multipotentni dospélé
kmenové buiiky ptivodné izolované z kostni diené¢ (Friedenstein et al., 1966; Tavassoli
a Friedenstein, 1983; Caplan, 1991), ale mohou byt ziskany také z dalSich tkani jako je tukova
tkan nebo pupecnik (Bianco a Gehron Robey, 2000; Ankrum et al., 2014). Jsou schopné
diferencovat se in vitro v osteoblasty, adipocyty a chondroblasty, coz se povazuje za minimalni
kritérium pro jejich definici (Dominici et al., 2006), ale také v dalsi buitky mezenchymového
puvodu, napt. fibroblasty (Bianco a Gehron Robey, 2000; Ankrum et al., 2014). Wakitani et al.,
(1995) indukovali in vitro pomoci 5-azacytidinu diferenciaci potkanich mezenchymovych
kmenovych bunék odvozenych z BKD v mnohojaderné myotuby exprimujici myosin
charakteristicky pro kosterni sval. MMSB jsou intenzivné studovany in vitro, ale jejich
vlastnosti charakteristické pro kmenové buitky museji byt v zivych organismech in vivo jesté
potvrzeny. Dezawa et al., (2005) zavedli metodu indukce myogennich bunék z adherovanych
MMSB in vitro, které se po transplantaci diferencovaly ve svalova vldkna v degenerovanych
svalech nebo ve svalech mdx mysi. Nicméné podle soucasnych znalosti nebyla schopnost
MMSB se za normalnich podminek v dospélém organismu piimo diferencovat v myoblasty

dosud zdokumentovana (Galli et al., 2014).
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Endotelové progenitory predstavuji skupinu raznych bunéénych typa, které ptispivaji
k tvorbé endotelovych bunék in vitro a k postnatalni neovaskularizaci in vivo, poprvé izolované
z dospélé periferni krve (Asahara et al., 1997). HKB a jejich potomstvo, MMSB i vaskularni

buniky z kostni dfené¢ mohou byt zdrojem endotelovych progenitorti (Chao a Hirschi, 2010).

V kostni dfeni se také nachdzeji buiniky souvisejici s cévnim systémem, napfi. pericyty
nebo mesangioblasty, jejichz potencial podilet se na regeneraci kosterni svaloviny se intenzivné

studuje (Yin et al., 2013; Mangialardi et al., 2016; Rotini et al., 2018; Gautam et al., 2019).

2.6. Niche satelitovych bunék v kosternim svalu

Termin niche (z francouzstiny vyklenek, okénko) znamend specializované lokalni
mikroprostiedi tvofené bunéénymi a nebunéénymi slozkami, ve kterém se nachazeji kmenové
bunky. Hraje kli¢ovou roli pii udrzovani kmenovych bunék v nediferencovaném stavu, jejich
sebeobnové¢ a produkci diferencovaného potomstva, tj. pii urcujicich vlastnostech kmenovych
bun¢k. SloZeni niche se dynamicky méni béhem rtiznych procesti jako jsou vyvoj, regenerace,
starnuti, tumorigeneze a dalSi patologické okolnosti a je ovliviiovano exogennimi faktory
(Ohlstein et al., 2004). V rtiznych tkénich a orgdnech maji niche odlisn¢é slozeni a vlastnosti.
Niche je charakterizovano napt. v kostni dfeni (Wilson a Trumpp, 2006; Beerman et al., 2017),
v mozku (Ma et al., 2009) v jatrech (Zhang et al., 2008; Chen et al., 2017), ve stievé, srdci, bilé
tukové tkani a kiizi (Yin et al., 2013).

Dospé€lé kmenové buiiky kosterniho svalu, satelitové buiiky, se nachéazeji na povrchu
svalovych vlaken, mezi plazmatickou membranou a bazalni laminou (Mauro, 1961). Svalova
vlakna jsou obklopena fidkym kolagennim vazivem zvanym endomysium, které¢ je tvofené
fibroblasty, fibrocyty, bunnkami imunitniho systému schopnymi vystoupit z krevniho fecisté
do tkéné€, kolagennimi vlakny a slozkami zakladni amorfni hmoty a obsahuje krevni
a lymfatické cévy a periferni nervy. Bunééné komponenty unikatniho niche satelitovych
bun¢k zahrnuji myogenni elementy v riiznych vyvojovych fazich, buiiky imunitniho systému,
vazivové tkané¢ a vaskularniho systému. Mezi extracelularni komponenty, kterym je
v soucasné literatufe vénovana nejvEtsi pozornost patifi fibronektin, laminin a kolagen
(Bentzinger et al., 2013; Yin et al., 2013; Mashinchian et al., 2018). Slozeni a vlastnosti niche
satelitovych bun¢k se lisi v riznych obdobich zivota a pii riznych procesech a souvisi
s funkénim stavem satelitovych bunék. Po narozeni, kdy kosterni svaly intenzivné rostou, lze

definovat niche perinatalni. Satelitové buniky v tomto obdobi proliferuji a tvoifi az 30 %
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sublaminarnich jader. Syntetizuji velké mnozZstvi kolagenu IV, ¢imz se odliSuji
od satelitovych bunc¢k aktivovanych v uvodnich fazich regenerace, které tento protein
do svého niche neukladaji. Fibronektin tvofi jak perinatalné, tak ve fazi aktivace, ale velmi
malo v klidové fazi. Z bunénych komponent jsou v perinatalnim niche pfitomny napt. PW 1+
intersticialni buniky exprimujici Sca-1, fibroblasty a butiky tvofici krevni cévy, tj. endotelové
buiiky a jejich progenitory, buiiky hladké svaloviny a pericyty (Yin et al., 2013; Mashinchian
et al.,, 2018). V dospélosti se satelitové buiikky nachéazeji v klidovém stavu, ktery je
charakteristicky jejich nizkou metabolickou aktivitou a mitotickou inaktivitou. Jejich pocet
je stabilni, ptfi¢emz ptedstavuji zhruba 5 — 10 % sublaminarnich jader (Relaix a Zammit,
2012). Klidové niche zahrnuje komponenty bazalni laminy, kterd satelitové bunky
bezprostfedn¢ obklopuje, napi. laminin a kolagen IV. Plazmatickd membréna svalovych
vldken predstavuje dalsi klicovou slozku niche, sniz satelitové builky komunikuji
prostiednictvim M-cadherinu. Soucasti niche udrzuji satelitové buitkky dospelého kosterniho
svalu v klidovém stavu, pficemz se vyznamné uplatituji kromé intaktnich svalovych vlaken
také bunky tvofici krevni cévy (Yin et al., 2013; Mashinchian et al., 2018). V prubchu
regenerace kosterni svaloviny se slozeni a vlastnosti regenera¢niho niche satelitovych bunék
velmi dynamicky méni, pfi¢emz vSechny komponenty se spolecné podileji na regulaci
aktivace, proliferace, sebeobnovy, diferenciace a znovunabyti klidového stavu satelitovych
bun¢k, coz je v souCasné dob¢ extenzivné studovano. Podle faze regenerace lze rozlisSit
nékolik odlisnych niche. Zanétlivé niche, kde hraji kliCovou roli buiikky imunitniho systému,
vznikd velmi ¢asn€ po poranéni svalu. Pro mitogenni niche je charakteristickd proliferace
satelitovych bunék a z nich vznikajicich myoblastt, ale i dalSich podplrnych bunék, napft.
fibroblastii nebo fibroadipogennich progenitorti. Je také zvySena produkce proteinti
extracelularni hmoty, pifedevsim fibronektinu a kolagenu IV. Béhem existence
diferencia¢niho niche dochazi fizi myoblastii k tvorbé novych mnohojadernych svalovych
vldken a satelitové buiiky, které jsou ureny pro udrzeni poolu téchto kmenovych bun¢k,
prechazeji zpét do klidového stavu. Analogicky k mechanismu, ktery podporuje prechod
satelitovych bunék do klidového stavu béhem postnatalniho vyvoje, aktivace receptoru Tie2
na satelitovych bunkach angiotensinem 1 produkovanym pericyty navodi ukonceni jejich
bunééného cyklu (Yin et al., 2013; Mashinchian et al., 2018). Starnuti a degenerativni
onemocnéni kosternich svali predstavuji vysoce komplexni procesy, které¢ vedou
k multifaktoridlnim defektim v niche satelitovych buné¢k. Naopak mirnd, avSak konstantni
fyzicka aktivita ma velmi pozitivni vliv. Diillezitym mechanismem je ovlivnéni vaskulatury,

protoze pii cviceni dochazi k uvolnéni oxidu dusnatého a proangiogennich faktort jako je
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VEGF, ktery pfimo reguluje funkci satelitovych bunék. Bylo také prokazano, ze fyzicka
aktivita koreluje se snizenou urovni proinflamatornich markert, stabilizuje ve svalu redoxni
systém a indukuje remodelaci extracelularni matrix ve smyslu zachovani elasticity svalu,

ktera kriticky ovliviiuje funkci satelitovych bun€k (Mashinchian et al., 2018).
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3. CILE

Tato prace zaméfena na studium experimentalni regenerace kosterniho svalu sleduje
nekolik cilti. Prvni souhrnny cil spociva v zavedeni nékolika novych metod. Jedna se o metody
v ramci prace s laboratornimi zvifaty, a to metodu indukce regenerace kosterniho svalu mysi
poranénim intramuskularni injekci kardiotoxinu a metodu odbéru mysich bunck kostni diené
od darcu, ptipravu suspenze téchto bunck a jeji intravenozni transplantaci celotélove letalné
ozafenym piijemciim. Déle jde o metodu imunohistochemickou v ramci transmisni elektronové
mikroskope, a to imunohistochemickou detekci antigend na ultratenkych tkanovych fezech
a s tim souvisejici metodu zalévani tkani do akrylatové pryskyfice LR White. Nezbytna je také
optimalizace jiz zavedenych metod histologického zpracovani tkani a imunohistochemickych

pro konkrétni potieby provadénych studii.
Cile vlastni experimentalni prace sestavaly z n¢kolika dil¢ich:

e imunohistochemicky detekovat unikatni intermediarni filamentum nestin a snim
kopolymerujici intermediarni filamenta desmin a vimentin v intaktnim a regenerujicim
kosternim svalu zadni koncetiny potkana a ziskané vysledky vyhodnotit komplexné,
tzn. popsat expresi nestinu, desminu a vimentinu nejen ve svalovych builkéch
a vlaknech, ale také v dalSich komponentdch svalové tkan¢ jako jsou krevni cévy,
periferni nervy a endomysium, s cilem posoudit, zda Ize nestin povazovat za marker
regenerace kosterniho svalu

e imunohistochemicky detekovat intermediarni filamenta nestin, desmin a vimentin
v intaktnich a regenerujicich nervosvalovych vieténkach kosterniho svalu zadni
koncetiny potkana a ziskané vysledky vyhodnotit opét z komplexniho pohledu, tzn.
popsat expresi nestinu, desminu a vimentinu nejen v intrafuzalnich svalovych buiikach
a vlaknech, ale také v dalSich soucastech téchto receptort jako jsou pouzdra a inervace,
s cilem posoudit, zda nestin predstavuje také marker regenerace nervosvalovych
vietének

e intravendzné transplantovat mysi lacZ" neseparované BKD celotélové letalné ozafenym
imunokompetentnim mysim 7 hodin po poranéni kosterniho svalu m. tibialis ant.
prijemct injekci kardiotoxinu s cilem zhodnotit ulohu transplantovanych BKD

pii reakci kosterniho svalu pfijemcii na poranéni
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intravendzné transplantovat mysi GFP" neseparované BKD celotélové letalné ozafenym
imunokompetentnim mysim 4 tydny pfed poranénim kosterniho svalu m. tibialis ant.
pfijemct injekci kardiotoxinu s cilem pomoci piimé fluorescence GFP
a imunohistochemické detekce proteinu GFP na odparafinovanych ftezech
a na ultratenkych fezech pro transmisni elektronovou mikroskopii identifikovat
bunécné typy pochdzejici z BKD vyskytujici se v niche satelitovych bunék intaktniho

a regenerujiciho kosternim svalu
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Roztoky, pufry a fixativa

PBS pufr (fyziologicky roztok pufrovany fosfaty), pH 7,4

8 g NaCl, 7,164 g Na,HPO4.12 H>0, 0,2 g KH>PO4 a 0,2 g KCl je rozpusténo v 1000 ml

destilované nebo deionizované vody.

0,1 M PB pufr (fosfatovy pufr, Serensentv), pH 7,4

Rozpusténim 71,64 g Na,HPO4. 12 H,O v 1 000 ml destilované nebo deionizované vody
ptipravime 0,2 M roztok. Rozpusténim 31,21 g NaH>PO4. 2 H20 v 1 000 ml destilované nebo
deionizované vody piipravime 0,2 M roztok. Smichanim 36 ml 0,2 M Na,HPOsa 14 ml 0,2 M
NaH>PO4 a doplnénim do 100 ml destilované nebo deionizované vody ziskame 0,1 M fosfatovy

pufr o pH 7.4.

10% formalin

100 ml 36% - 38% formaldehydu se doplni do 1 000 ml pramenitou vodou a naleje do lahve

na vrstvu plavené kiidy.

4% paraformaldehyd v PBS pufru

4 g paraformaldehydu jsou rozpustény ve 100 ml PBS pufru zahtat¢ho na 60 °C. Roztok se
projasni ptidanim n¢kolika kapek 1 M NaOH a prefiltruje.

4% paraformaldehyd v 0,1 M PB pufru

4 g paraformaldehydu je rozpusténo v 50 ml destilované nebo deionizované vody zahraté
na 60 °C. Roztok se projasni pfidanim nékolika kapek 1M NaOH a pfefiltruje. Po vychladnuti
4% paraformaldehydu pfidame stejné mnozstvi, tj. 50 ml, 0,2 M PB pufru.
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3% paraformaldehyd a 0,05% glutaraldehyd v 0,1 M PB (Serensenové) pufru

3 g paraformaldehydu je rozpusténo v 50 ml destilované nebo deionizované vody zahtaté
na 60 °C. Roztok se projasni piidanim nékolika kapek 1M NaOH a prefiltruje. Po vychladnuti
3% paraformaldehydu piidame 200 pl 25% glutaraldehydu. Ke vzniklému roztoku pfiddme
stejné mnozstvi, tj. 50 ml, 0,2 M PB pufru.

4.2. Laboratorni zvirata

K experimentim provadénym v ramci studia intermediarniho filamenta nestinu jsme
pouzili samice laboratorniho potkana kmene Lewis dodavané autorizovanou laboratofi
pro inbredni chov vivaria Fyziologického tstavu Akademie véd Ceské republiky (AV CR), kde
byly pokusy také uskute¢nény po schvaleni Etickou komisi Fyziologického tistavu AV CR.

K transplantacnim experimentim jsme pouzili jako darce mySi kmene B6;129S-
Gt(ROSA)26Sor a jako piijemce mysi kmene B6;129SF2/J (F2 hybridy) zakoupené od firmy
Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). Pozdé&ji jako darci slouzily mys$i kmene C57B16-
Tg(CAG-EGFP)C14-YO01-FM131-Osb zakoupené od firmy Riken Laboratories (Saitama,
Japonsko) a jako kompatibilni ptijemci mysi kmene C57BIl/6 zakoupené od vivaria Masarykova
Univerzity (Brno, Ceské republika). Transplantatni experimenty byly provedeny ve vivariu
Lékarské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy po schvaleni tamni Odbornou komisi

pro zajistovani dobrych zZivotnich podminek pokusnych zvitat.

Potkani 1 mysi byli béhem experimentli chovani v mistnostech s kontrolovanou
teplotou, vlhkosti a 12tihodinovym cyklem svétla a tmy v klecich po 2 az 6 zvifatech s volnym
pristupem k potravé i tekutinam. Potkani byli utraceni pfedavkovanim anestetiky a mysi

inhalaci CO> a naslednym vykrvacenim.

4.3. Chirurgické techniky

4.3.1. Heterochronni isotransplantace kosterniho svalu

Pti heterochronni isotransplantaci jsme transplantovali bud’ m. extensor digitorum
longus nebo m. soleus 15tidennich potkant do m. extensor digitorum longus 2 az 3mésicnich

inbrednich jedinct. Zvifatim byla navozena celkové anestézie pomoci intraperitonealni injekce
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Nembutalu (sodium pentobarbital 40 mg/kg i.p.; Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA)
a operace byla provedena za aseptickych podminek. Vyjmuty sval byl proplachovan 15 az
20 min. v 0,5% roztoku Marcainu (AstraZeneca, Velka Britanie). Poté byla proximalni Slacha
transplantovaného svalu podvazana hedvabnym vlaknem spojenym s jemnou atraumatickou
jehlou a zatdhnuta distoproximalné pies odhaleny m. extensor digitorum longus piijemce.
Ligovany konec transplantovaného svalu, ktery se objevil na povrchu m. extensor digitorum
longus ptijemce, byl piisit ke svalové tkani na proximalnim konci svalu piijemce a distalni
Slacha transplantatu byla pfipevnéna ke svalové tkani na distdlnim konci svalu piijemce.
Po transplantaci byla ptetatd Slacha m. tibialis ant. ptijemce pfisita do mista svého uponu

a klize ptijemce také zasita.

4.3.2. Experimentalni poranéni kosterniho svalu

Experimentalni poranéni kosterniho svalu bylo provedeno u mysi pfijemcti v ramci
transplantaci bun¢k kostni diené. Poranéni bylo indukovéno injekei 75 pl roztoku kardiotoxinu
(z kobry Naja mossambica mossambica; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; fedéni 0,06 pg/ul
v 0,9% roztoku NaCl) do pravého m. tibialis ant. v celkové anestézii navozené intraperitonealni
injekci ketaminu (100 mg/kg; Narkamon 5%, Spofa, Praha, Ceska republika) a xylazinu
(10 mg/kg; Rometar 2%; Spofa, Praha, Ceska republika). Kratky fez ktize nad m. tibialis ant.
umoznil pfesnou aplikaci roztoku kardiotoxinu podél longitudinalni osy svalu od kotniku
ke kolenu pomoci jehly (Sterican® 0,40 x 20 mm, B/Braun, Melsungen, Némecko)
a 1 mililitrové stiikacky (Omnifix®-F, B/Braun, Melsungen, Némecko). Po intramuskularni
injekci byl fez kiize sesit sterilnim vldknem Premilene nebo Dafilon® (B/Braun, Tuttlingen,

Némecko). VSechny chirurgické postupy byly provedeny za aseptickych podminek.

4.4. Transplantace bunék kostni diené

Kostni dfent byla odebrana od 8 az 10titydennich mysi darci kmene B6;129S-
Gt(ROSA)26Sor (ROSA 26) nebo kmene C57Bl6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-FM131-Osb.
Jednobunécnd suspense byla pfipravena z kostni diené¢ femuri v PBS pufru obsahujicim
2 % fetalniho teleciho séra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Mysi piijemci, 8 az
10titydenni mySi kmene B6;129SF2/J (F2 hybridy) nebo C57Bl1/6 byli vystaveni y zéfeni

odivce 9 Gy z *°Co zafi¢e (Chisotron, Chirana, Ceska republika). Po 3 hodinach
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po celotélovém ozareni byla pfijemctim intravenézné do ocasni Zily transplantovana suspenze

neseparovanych &erstvé izolovanych bun&k kostni diené o davce 5 x 10° bunék/mys.

4.5. Histologické zpracovani tkani pro svételnou mikroskopii

4.5.1. Zhotoveni parafinovych rezi

Fixace tkani byla provedena nejprve perfuzi 10% neutralnim formalinem u potkant
nebo 4% paraformaldehydem v 0,1M PB pufru (pted histochemickou detekci B galaktosidazy)
nebo 4% paraformaldehydem v PBS pufru u mysi. Po odbéru regenerujicich a kontralateralnich
intaktnich kosternich svali nésledovalo dofixovani imerzi v 10% formalinu 72 h nebo
v 4% paraformaldehydu v PBS pufru 48 h pii pokojové teplote. Tkan byla poté dehydratovana
vzestupnou alkoholovou fadou, pfevedena do xylenu a zalita do parafinu. Z parafinovych
blo¢kd byly nakrajeny sériové fezy o tloustce 5 — 7 um. Rezy se k podloznimu sklu lepily
pomoci kamencové Zelatiny. Kazdy 10. sériovy ez byl po odparafinovéani a zavodnéni rutinné
obarveny hematoxylinem a eozinem. Na ostatnich fezech byly provedeny imunohistochemické
detekce. Obarvené fezy byly opét dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou a montovany

do DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.5.2. Zhotoveni kryorezi

Mysi svaly, které byly urené pro zhotoveni kryotezil, byly fixovany perfizi a poté
imerzi v 4% paraformaldehydu v PBS pufru 24 h pti 4°C. Po oplachu néasledovalo vlozeni tkané
do 10% sachar6zy v PBS pufruna 4 h a potom do 30% sachar6ézy v PBS pufru ptes noc pii 4 °C.
Svaly prosycené sachardzou byly zality do zalévaciho media OCT (Tissue-Tek, Sakura Finetek,
Radnor, PA, USA) a rychle zmrazeny ponofenim do isopentanu vychlazené¢ho kapalnym
dusikem. Ze zmrazenych bloc¢ki byly na kryostatu (Leica Biosystems, Nussloch, Némecko)
krajeny kryotezy o tloust’ce 10 um, které se nanaSely na podlozni skla StarFrost® (Waldemar
Knittel, Braunschweig, Némecko) nebo SuperFrost® Plus (Gerhard Menzel GmbH,

Braunschweig, Némecko).
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4.5.3. Zhotoveni rezii tkani zalitych do pryskyrice glykolmetakrylat (GMA)

Do pryskytice glykolmethakrylat byly zalévany mysi svaly fixované perfuzi a imerzi
4% paraformaldehydem v 0,1M PB pufru po histochemické detekci  galaktosidazy (viz nize).
Tkané€ byly odvodnény absolutnim acetonem a zality do pryskyfice glykolmethakrylat, ktera
polymerizovala pies noc pii 4 °C. Rezy silné 1 —2 um se krajely na ultramikrotomu Ultrotome

Nova (LKB, Broma, Svédsko) a piischlé na podloznim skle se dobarvily jadrovou Gerveni.

4.6. Histologické zpracovani tkani pro transmisni elektronovou mikroskopii

K fixaci svall, které byly urcené k vySetfeni jejich ultrastruktury v transmisnim
elektronovém mikroskopu, byl pouzit 3% paraformaldehyd a 0,05% glutaraldehyd v 0,1 M
fostatovém Serensenové pufru (pH 7,2 — 7,4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nejprve
byla provedena perfuze fixativem a po excizi pravého poranéného a levého intaktniho m. tibialis
ant. a jejich prikrojeni na malé tkanové blocky nasledovala imerze ve stejném fixa¢nim roztoku
po dobu 4 h pii pokojové teploté. Po oplachu v 0,1 M fosfatovém Serensenové pufru byly
tkanové blocky odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou (30%, 50%, 70%, 90%, 96%)
pii 4 °C a zality do pryskytice LR White (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Polymerizace
pryskyfice probéhla béhem 1 dne pii 50 °C. Polosilné fezy o tloustce 1 az 2 um byly obarveny
hematoxylinem a eozinem a slouzily pro vybér oblasti fezu vhodné pro vysetieni ultrastruktury
v transmisnim elektronovém mikroskopu. Ultratenké tezy o tloust’ce 50 az 60 nm byly krajeny
na ultramikrotomu Ultrotome Nova (LKB, Broma, Svédsko) a shromazdény na niklové sitky

s formvarovou blankou naprasené uhlikem (Agar Scientific, Essex, Velka Britanie).

4.7. Histologicka barveni na prikaz vapniku
4.7.1. Metoda podle von Kossy

Roztoky

3% dusicnan stiibrny (AgNO3)

5% thiosiran sodny (Na2S203. 5 H20)
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Postup

Parafinové fezy se rutinn¢ odparafinuji, pfevedou do vody a poté se provede reakce na dennim
svétle 3% roztokem dusi¢nanu stiibrného po dobu 30 minut. Po vyprani fezii v destilované nebo
deionizované vodé nasleduje ustdleni reakce 5% roztokem thiosiranu sodného po dobu 1 min.
Po peclivém oplachu v destilované nebo deionizované vodé se jadra dobarvi jddrovou Cerveni.

Poté se fezy rutinn¢ odvodni a zamontuji do DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Vysledek

Vysledna depozita vapenatych soli jsou zbarvena ¢erné, jadra bunék cervené.

4.7.2. Alizarinova ¢erven (metoda Dahlova)
Roztoky
a) Alizarinova ¢erven (pH 6,3 — 6,5)
0,5 g alizarinu
45 ml destilované vody
5 ml fedéného amoniaku (28% amoniak fedény 1:100), pfidavat za stdlého michéani
b) Okyseleny alkohol
na 100 ml 96% alkoholu ptidame 0,01 ml HCI
Postup

Parafinové fezy se rutinné odparafinuji a pfevedou do vody. Nasleduje barveni roztokem
alizarinové Cervené¢ po dobu 2 az 5 minut. Poté se fezy promyji v destilované vodé (5 az
10 sekund) a oplachnou okyselenym alkoholem po dobu 15 sekund. Obarvené fezy se rutinné

odvodni a zamontuji do DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Vysledek

Vysledna depozita vapenatych soli jsou zbarvena oranzové Cerveng.
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4.8. Histochemie a imunohistochemie

4.8.1. Histochemicka detekce p galaktosidazy

Histochemicka detekce B galaktosidazy v /lacZ® butikdch (my$i ROSA26) byla
provedena metodou pre-embedding, tzn. po fixaci pied zalitim do parafinu nebo pryskytice
glykolmethakrylat. Po perfuzi 4% paraformaldehydem v 0,1M PB pufru (pH 7,4) byly odebrané
mysi svaly prikrojeny na mensi bloc¢ky a dofixovany imerzi ve stejném fixacnim roztoku 1h
pii 4°C. Po oplachu byly blocky inkubovany v roztoku X-gal (pH 7,6; substrat pro enzym
B galaktosidazu) 24 h pii 37°C. Poté byly tkan¢ dehydratovany a zality do parafinu nebo
do pryskyfice glykolmethakrylat.

4.8.2. Imunohistochemické detekce na parafinovanych rezech

Imunohistochemické detekce na parafinovych fezech byly provedeny nepiimou
tiistupiovou metodou (metodou labelled streptavidin-biotin; LSAB). Parafinové fezy byly
odparafinovany a hydratovany sestupnou alkoholovou fadou. Odmaskovani antigent (antigen
retrieval) bylo provedeno bud’ v mikrovinné troubé (pfi vykonu 700 W; Siemens, Berlin,
Némecko) po zahtati v citratovém pufru (pH 6,0) po dobu 3krat 5 min. (Shi et al., 1991) nebo
pomoci mikrovinného procesoru (HistoStation, Milestone, Sorisole, Italie). Po vychladnuti fezl
a oplachu v PBS pufru byly pfevedeny na 3krat 10 min. do roztoku 5% H20> ve vodé& pro
utlumeni aktivity ,.,endogenni peroxiddzy*. Po oplachu v PBS pufru se na fezy nakapalo 5%
normalni osli sérum (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) v PBS
pufru pro potlaceni nespecifické vazby protilatek. Po 20 min bylo sérum odséato a fezy se
inkubovaly s primarni protilatkou fedénou v PBS pufru nebo vroztoku DAKO Diluent
(DAKO, Santa Clara, CA, USA) obvykle ptes noc ve vlhké komirce pfi teploté 2 az 8 °C.
Po peclivém oplachu v PBS pufru se fezy inkubovaly sosli sekundarni biotinylovanou
protilatkou (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) po dobu 45 min.
pii pokojové teploté. Po peclivém oplachu v PBS pufru nésledovala inkubace fezli v roztoku
streptavidinu znaceném kienovou peroxidazou (DAKO, Santa Clara, CA, USA) po dobu
45 min pifi pokojové teploté. Vlastni misto vazby peroxidazy bylo detekovano
tetrahydrochloridem diaminobenzidinu (DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 20 mg
rozpusténého v n¢kolika kapkéach dimetylformamidu, doplnéno 20 ml PBS a 5 pl 30% H»0»).
Vyslednd srazenina hnédé barvy je nerozpustna ve vod¢ a umoziuje vizualizaci mista vazby

protilatek na antigen na urovni svételné mikroskopie. Takto zpracované fezy byly dobarveny
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Mayerovym nebo Gillovym hematoxylinem nebo jadrovou Ccerveni, dehydratovany
a zamontovany do DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). K vylouceni fale$né pozitivity

byly kontrolni fezy tkané inkubovany ve stejnych mediich s vylou¢enim primarni protilatky.

4.8.3. Imunofluorescenéni detekce na kryorezech

Imunofluorescencni detekce na kryotezech byly provedeny neptimou dvoustupiiovou
metodou. Po rozmrazeni kryotezl (30 min. pfi pokojové teploté) byly antigeny odmaskovany
stejnym zpusobem jako pfi imunohistochemickych detekcich na parafinovych fezech. Poté
po 20timinutovém plsobeni 5% normalniho osliho séra (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, USA) v PBS pufru pro potlaceni nespecifické vazby protilatek
se fezy inkubovaly s primarni protilatkou fedénou v PBS pufru nebo v roztoku DAKO Diluent
(DAKO, Santa Clara, CA, USA) obvykle 1h ve vlhké komirce pii pokojové teplote.
Po peclivém oplachu v PBS pufru nésledovala inkubace fezl s osli sekundéarni protilatkou
konjugovanou s fluorochromem Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, USA) po dobu 45 min. pii pokojové teploté. Rezy byly dobarveny DAPI (4,6-diamidino-
2-phenylindol; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a zamontovany pomoci DAKO
Fluorescence =~ Mounting Medium (DAKO, Santa Clara, CA, USA). Také
u imunofluorescencnich detekci na kryofezech byla faleSnd pozitivita vyloucena diky

kontrolnim feztim inkubovanym ve stejnych roztocich s vylou¢enim primarni protilatky.

Rezy  obarvené  histologickymi barvenimi a po histochemickych,
imunohistochemickych a imunofluorescen¢nich detekcich antigeni byly vySetfeny
a nasnimany ve svételném mikroskopu BX51 vybaveném epifluorescenci a kamerou DP71

(Olympus Corporation, Tokyo, Japonsko).

4.8.4. Imunohistochemické detekce na ultratenkych rezech pro transmisni elektronovou

mikroskopii

Imunohistochemické detekce na ultratenkych ftezech byly provedeny neptimou
dvoustupiiovou metodou. Nespecifickd vazba protilatek byla potlacena inkubaci ez v 5%
normalnim kozim séru (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA).

Nasledovala inkubace s primarni protilatkou, kterd byla 10x koncentrovanéj$i nez pii
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imunohistochemickych detekcich na parafinovych fezech, po dobu 3,5 h pti pokojové teploté.
Po peclivém oplachu byla na fezy nakapana kozi sekundarni protilatka konjugovana s 18 nm
casticemi koloidniho zlata (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA),
ktera ptisobila po dobu 2 h pti pokojové teploté. Po peclivém oplachu byly fezy kontrastovany

acetatem uranylu a citratem olova.

Ultratenké fezy byly vySetfeny a nasnimany v transmisnich elektronovych
mikroskopech Tesla BS500 (pii 90 kV, Tesla, Brno, Ceské republika) vybaveném digitalni
kamerou Megaview G2 a iTEM sofwarem (oboje Olympus Corporation, Tokyo, Japonsko)
a JEOL JEM-1400Plus (pti 120kV; JEOL, Tokyo, Japonsko) vybaveném integrovanou 8Mpix
CCD kamerou a piislusnym softwarem (JEOL, Tokyo, Japonsko).

4.8.5. Seznam pouzitych primarnich protilatek

o my$i monoklondlni protilatka proti nestinu, klon Rat-401 (DSHB, Iowa, USA)

o myS$i monoklonalni protilatka proti desminu, klon D33 (BioGenex, San Ramon, CA,
USA; GeneTex, Irvine, CA, USA)

o mys$i monoklonalni protilatka proti vimentinu, klon V9 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA; DakoCytomation, Glostrup, Dansko)

o krali¢i monoklonélni protilatka proti desminu, klon Y66 (Abcam, Cambridge, Velka
Britanie)

o krali¢i monoklondlni protildtka proti GFP, klon D5.1 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA)

4.9. Analyza obsahu DNA genu /acZ pomoci kvantitativni PCR

Celkem 18 piijemcti po transplantaci bunék kostni dfené od lacZ" mysich darcti (kmene
B6;129S-Gt(ROSA)26Sor) bylo ur¢eno pro analyzu obsahu DNA genu lacZ pomoci metody
kvantitativni PCR. Sedm dni (N = 6), 14 dni (N = 6) a 33 dni (N = 6) po transplantaci byly
piijemci utraceni inhalaci CO; a naslednym vykrvacenim. Jejich pravé poranéné a levé intaktni
svaly m. tibialis ant. byly po vyjmuti zmrazeny v kapalném dusiku a skladovany pfti -80 °C.
Od 3 transplantovanych piijemct z kazdé skupiny (celkem od 9 mysi) byla také odebrana
proplachnutim diefiovych dutin femurt a tibii PBS pufrem kostni dien, kterd byla zmrazena

v kapalném dusiku a uchovavana pii -80 °C.
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DNA byla ze vzorkl kosternich svalii a kostnich dfeni izolovana pomoci kitu DNeasy
Tissue Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). Kvantitativni PCR byla provedena v triplikatech
s 20 ng DNA pomoci TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, USA) a predem navrZzenych genovych eseji pro bakterialni gen lacZ (ecolLacZ QI;
GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralové, CR), and mysi referenéni (,,housekeeping®) gen
polr2a (mPolr2a_G1; GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralové, CR). Cyklické podminky
(pro oba produkty lacZ and polr2a) byly 10 min. pii 95 °C, nasledovalo 40 cykla pii 95 °C
po dobu 15 s a pti 60 °C po dobu 1 min. Relativni pomér exprese byl poté vypocitan z hodnot

ACttarget @ ACthousekeeping, jak bylo popsano v praci Fuksa et al. 2010.

V ramci statistické analyzy vysledki metody kvantitativni PCR jsou vSechny hodnoty
v grafech vyjadfeny jako aritmeticky primér =+ stfedni chyba aritmetického primeéru.
K porovnani experimentéalnich dat byl pouzit neparovy, dvouvybérovy t-test. Pro nase testovani
jsme zvolili hladinu vyznamnosti a = 0,05. Byl pouzit statisticky software Graphpad Prism 5.0

software (Graphpad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

33



5. VYSLEDKY

5.1. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v intaktnim a regenerujicim

kosternim svalu zadni kon¢etiny potkana

5.1.1. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v intaktnim kosternim svalu zadni konéetiny

potkana

Nestin jsme v intaktnich kosternich svalech piijemct detekovali ve svalovych vlaknech
pouze ojedinéle. Nejintenzivnéjs$i imunoreaktivita nestinu se vzdy nachazela ve fokalnim
vyklenuti sarkoplazmy. Pod timto vyklenutim subsarkolemalné byl signal nestinu také velmi
vyrazny a zeslaboval se smérem k opacné stran¢ vldkna (obr. 1). Tento jev naznacoval oblast
motorické ploténky. Nestin jsme déale zaznamenali ve Schwannovych bunkach perifernich
nervi intaktnich svalli pfijemct. Endotelové i ostatni bunky krevnich cév byly v intaktnich

svalech pfijemct nestin negativni.

Desmin jsme imunohistochemicky prokazali ve vSech svalovych vldknech intaktnich
kosternich svalti piijemct. Jednotliva svalova vldkna se intenzitou signalu tohoto
intermediarniho filamenta mirné liSila. Desmin jsme dale detekovali v buitkdch hladké

svaloviny stény krevnich cév, predevsim arteriol.

Vimentin nebyl ve svalovych vlaknech intaktnich kosternich svalt ptijemct detekovan.
V krevnich cévach byl vimentin identifikovan v endotelovych buiikédch a v bunikach hladké

svaloviny. Imunopozitivitu tohoto proteinu jsme pozorovali také v butikdch endomysia.

5.1.2. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v regenerujicim kosternim svalu zadni

koncetiny potkana

5.1.2.1. Sedm dni po heterochronni isotransplantaci

Sedm dni po transplantaci se v oblasti §t€pu nachazely novotvofené myotuby a svalova
vldkna s centraln¢ uloZenymi jadry. Endomysium obsahovalo jen malé¢ mnozstvi krevnich
kapilar. Témét vSechny novotvorené myotuby a svalova vldkna vykazovala pozitivitu nestinu,
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Obr. 1. Detekce nestinu ve zralych svalovych vlaknech pFijemcii. Maximalni intenzita imunoreaktivity nestinu
se nachazi ve fokalnim vyklenuti sarkoplazmy, pficemz signal byl nejvyrazngjsi subsarkolemalné pod vyklenutim
a zeslaboval se smérem k opacné strané svalového vlakna. Tento jev znaci pfitomnost motorické ploténky (Sipky).

A piicny fez, B podélny fez. Mé&fitko obou obrazka je 25 pm.

avSak srozdilnou intenzitou a lokalizaci. Néktera byla homogenné pozitivni, u jinych se
nejsilngjsi signal vyskytoval jen v jedné poloviné nebo v urcité oblasti na periferii a jeho
intenzita klesala smérem k opa¢né stran¢ svalového vlakna (obr. 2 A, B). V oblasti transplantatu
jsme nestin detekovali také v endotelovych bunikach vrustajicich krevnich cév (obr. 2 C).
V bezprostiedni blizkosti $tépu byl v tkani ptijemce nestin prokdzan v nekterych svalovych
vldknech (ojedinéle méla jadra ulozend centrdln¢), v endotelovych buiikkdch krevnich cév
a v perifernich nervech. Vyzravajici myotuby a svalova vlakna vykazovala pozitivitu desminu
a slabéji také vimentinu. Silnou imunoreaktivitu vimentinu a rovnéz desminu jsme pozorovali

ve sténé krevnich cév. Vimentin pozitivni byly dle o¢ekavani fibroblasty endomysia.
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Obr. 2. Detekce nestinu v regenerujicim kosternim svalu 7 dni po heterochronni isotransplantaci. Nestin se

vyskytuje ve $tépu v téméf vSech novotvofenych myotubach a svalovych vldknech, ktera maji kulata a zhruba
centralné ulozend jadra. Hvézdicka znadi §lachu $t€pu, ve které jsou vrostlé krevni cévy s nestin® vyzravajicimi

endotelovymi bunikami (A). Novotvoiené myotuby a svalova vlakna §tépu se lisi imunoreaktivitou nestinu; néktera

oy

jsou homogenng pozitivni, zatimco jina maji nejsilnéjsi signal v jedné oblasti na periferii a ve zbyvajicich oblastech
se jeho intenzita snizuje (Sipky; B). Nestin je také detekovan v nezralych endotelovych bunkach krevnich cév

ve §tépu (Sipky; C). Métitko obrazku A je 200 um a obrazkt B a C 100 pm.

5.1.2.2. Sestndct dni po heterochronni isotransplantaci

Stépy vysetfované 16 dni po transplantaci obsahovaly nezrala svalova vlakna protkana
vrastajicimi krevnimi cévami a regenerujicimi perifernimi nervy. Novotvoiena svalova vlakna
méla mensi primér nez tytéz svalové elementy ve tkani piijemce a ojedin€le méla centralné
ulozena vlakna. Ve $tépu uz vétsina svalovych vldken nevykazovala imunopozitivitu nestinu,
avsak toto intermediarni filamentum bylo siln¢ detekovano v elementech o malém priméru
nachazejicich se na periferii nestin negativnich svalovych vlaken (obr. 3 A, B). Nestin jsme
prokézali v regenerujicich nervech (obr. 3 C) a v endotelovych buiikach né€kolika vristajicich

krevnich cév. Ve svalech pfijemcti jsme nestin detekovali v oblastech motorickych plotének
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ana longitudinalnich fezech také v mistech myotendinéznich spojeni. VSechny svalové
elementy véetn¢ bunck hladké svaloviny ve sténach krevnich cév ve tkani Sté€pu i pfijemce
vykazovaly imunopozitivitu desminu. Vimentin byl detekovan ve sténach krevnich cév

a v bunikach endomysia.

Obr. 3. Detekce nestinu v regenerujicim kosternim svalu 16 dni po heterochronni isotransplantaci. Ve stépu

(vyznacen teckovanou ¢arou) jen maly pocet novotvorenych svalovych vlaken vykazuje pozitivitu nestinu. Tato

MIM M

nestin* svalova vlakna svym nahlou¢enim vytvareji pruh napfi¢ $t€pem (A). Malé buiiky nachazejici se na periferii
nestin negativnich svalovych vlaken §tépu jsou silné nestin pozitivni. VEtsi elementy predstavuji vznikajici
myotuby, zatimco malé bunky zjevné odpovidaji myoblastim (Sipky, B). Ve S§tépu je nestin detekovan také
v regenerujicich nervech jako mald loziska signalu vyskytujici se uvnitf nervu. Méfitko obrazku A je 200 pum,

obrazku B 25 pm a obrazku C 50 pm.

5.1.2.3. Dvacet jedna a 29 dni po heterochronni isotransplantaci

Dvacet jedna a 29 dni po heterochronni isotransplantaci §tépy sestavaly z vyzravajicich
svalovych vlaken s jadry pfesouvajicimi se k periferii, jejichz priméry vSak dosud nedosahly
priméru zralych svalovych vldken pfijemce. Transplantaty byly jiz bohaté vaskularizované

a inervované. Ve Stépech vySetfovanych 21 dni po transplantaci jsme nestin detekovali jen
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ziidka ve vyvijejicich se svalovych vldknech a v malych elementech na periferii nestin
negativnich vyzravajicich svalovych vlaken (obr. 4 A). V transplantatech svali odebranych
29 dni po transplantaci novotvofena svalova vlakna nevykazovala zadnou imunopozitivitu
nestinu, tento protein byl prokazan jen v malych periferné ulozenych svalovych elementech
(obr. 4 C). Ve tkani piijemct jsme signdl nestinu zaznamenali jen v oblastech motorickych
plotének a myotendin6znich spojeni. Endotelové buniky krevnich cév byly nestin pozitivni jen
ve Stépech a jejich bezprostiednim okoli. Naproti tomu bylo toto intermedidrni filamentum
jednoznacné detekovano v perifernich nervech jak transplantati, tak intaktnich tkani ptijemca.
Imunoreaktivitu desminu jsme pozorovali v dospélych i vyzravajicich svalovych vlaknech

a ve sténach krevnich cév. Vimentin jsme prokazali ve sténdch krevnich cév a v builkach

endomysia.

Obr. 4. Detekce nestinu v regenerujicich kosternich svalech 21 a 29 dni po heterochronni isotransplantaci.
Ve stépu vysetfovaném 21 dni po transplantaci je nestin detekovan jen zfidka ve vyzravajicich svalovych vlaknech
a vmalych bunkach (Sipky) na periferii nestin negativnich vlaken (A). Ve Stépech hodnocenych 29 dni
po transplantaci novotvofend svalova vlakna nevykazuji zadnou imunoreaktivitu nestinu. Tento protein se

vyskytuje jen velmi vzacné v malych periferné ulozenych bunkach (Sipky, B). Métitko obrazki A i B je 50 pm.
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5.2. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v intaktnich a regenerujicich

nervosvalovych vieténkach kosterniho svalu zadni koncetiny potkana

5.2.1. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v intaktnich nervosvalovych vieténkach

kosterniho svalu zadni koncetiny potkana

Analyzovali jsme 20 intaktnich nervosvalovych vietének jednoznac¢né uréenych na
zékladé sériovych fezli obarvenych hematoxylinem a eozinem a imunohistochemickych detekci
vcetné detekce proteinu S-100, ktery jakozto marker Schwannovych buné¢k umoznil rozlisit
nervosvalova vieténka od shluku extrafuzalnich svalovych vlaken obalenych endomysiem.
V kosternich svalech pifijemcii byla v intaktnich vieténkach obvykle ¢tyii intrafuzalni svalova

vlakna: jedno ,,nuclear bag;*, jedno ,,nuclear bag>* a dv¢ ,,nuclear chain* (obr. 5).

Obr. 5. Intaktni nervosvalova vieténka v m. extensor digitorum longus p¥ijemci. V intaktnich vieténkach

v kosternich svalech zadni konc¢etiny potkana jsou obvykle ¢tyfi intrafuzalni svalova vlakna: jedno ,,nuclear bag;“
(B1), jedno ,nuclear bag>“ (B2) a dvé ,nuclear chain“ (C). Vieténko je obaleno pouzdrem. Mezi intrafuzalnimi
svalovymi vlikny a pouzdrem se nachdzi periaxialni prostor (hvézditka). A piiény fez, B podélny fez. Rezy

obarveny hematoxylinem a eozinem. Mé&fitko obrazku A je 50 pm, obrazku B je 200 pm.

Nestin jsme detekovali v intaktnich nervosvalovych vieténkdch piijemci jen ziidka
obvykle v centralni ekvatoridlni zon€ jako drobné slabsi imunopozitivity znacici pfitomnost
Schwannovych bunék (obr. 6 A). V polarnich zonéch, které postradaji senzitivni inervaci, jsme

imunoreaktivitu nestinu nezaznamenali (obr. 6 B).
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Obr. 6. Detekce nestinu (A, B), desminu (C) a vimentinu (D) v intaktnich nervosvalovych vieténkach v m.

extensor digitorum longus prijemci. Nestin vykazuje slabou imunoreaktivitu ve Schwannovych buikach
tvoficich obaly senzitivnich axont (,,prazdna“ $ipka) v ekvatorialni zoné vieténka a ve Schwannovych buinkach
perifernich nerva (Sipka) v blizkosti vieténka (A). Dobfe rozpoznatelny je na obrazku A periaxialni prostor
(hvézdicka) a nahromadéna jadra v nejvetsim intrafuzalnim svalovém vlaknu typu ,,nuclear bag,* (B2). V polarni
zoné vieténka, kde nejsou zakonceni senzitivnich nervovych vlaken, nestin neni detekovan (B). Krevni céva
nachazejici se v sousedstvi vieténka je také nestin negativni (Sipka). Nervosvalové vieténko na obrazku B ma
typické slozeni intrafuzalnich svalovych vlaken: jedno velké vlakno typu ,,nuclear bag,* (B>), jedno stiedné velké
vlakno typu ,,nuclear bag;* (B,) a dvé mala vlakna typu ,,nuclear chain* (C). Periaxialni prostor je redukovany,
coz je charakteristické pro polarni zéonu. Desmin je detekovan s rozlisnou intenzitou ve vSech intrafuzalnich
svalovych vlaknech vieténka (C). Imunoreaktivita desminu je silnéjsi ve vlaknech typu ,,nuclear chain“ (C) nez
ve vétsich vlaknech typt ,,nuclear bag®. Okolni extrafuzalni svalova vlakna vykazuji srovnatelnou imunopozitivitu
desminu. Signal vimentinu se vyskytuje v buitkach zevniho pouzdra a jako drobné imunopozitivity také v buikach
vnitfniho pouzdra (D). V blizké krevni céveé se vimentin detekuje v endotelovych buikach a v buiikach hladké
svaloviny jeji stény (Sipka). Tento protein se také vyskytuje ve fibroblastech endomysia. Métitko obrazku A je 50
pm a obrazki B, C a D je 25 pm.
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V jednom svalu odebraném 7 dni po transplantaci jsme identifikovali nervosvalové
vieténko, které se nachdzelo na hranici mezi svalem ptijemce a transplantatem. Tato oblast byla
charakteristicka ptfitomnosti nestinu v mnoha svalovych vlaknech ptijemce, zatimco ve vSech
ostatnich svalovych vldknech pfijemce se tento protein nevyskytoval, s vyjimkou oblasti
motorickych plotének. Intrafuzalni svalova vldkna tohoto receptoru byla také nestin pozitivni,
coz sveédcilo o probihajici regeneraci a predstavovalo zajimavy nalez. Jednotliva intrafuzalni
vlakna tohoto vieténka se liSila intenzitou imunoreaktivity nestinu, pticemz néktera vykazovala

silny signal, jin4 jen slaby (obr. 7 A).

Obr. 7. Detekce nestinu (A) a desminu (B) v nervosvalovém vieténku vyskytujicim se v poranéné tkani

prijemce v tésné blizkosti $tépu — 7 dni po transplantaci. Nestin detekujeme s rozlisnou intenzitou ve vsech
intrafuzalnich svalovych vlaknech tohoto receptoru i ve vSech extrafuzalnich vlaknech svalu pfijemce
nachazejicich se v blizkosti §tépu (vpravo nahote) a také v endotelovych bunkach krevni cévy (Sipka; A).
Imunopozitivita nestinu je viditelna ve Schwannovych buiikach perifernich nervl provazejicich vieténko. Desmin
je detekovan v rozliSnou intenzitou ve vSech intrafuzalni i extrafuzalnich svalovych vlaknech a také v buitkdch
hladké svaloviny krevni cévy (Sipka, B). Zajimava je opacna imunoreaktivita nestinu a desminu ve velkém
a stfedné velkém intafuzalnim svalovém vlaknu (Sipky), kterd naznacuje casove rozdilny priibéh jejich regenerace.

Obrazky A a B jsou sériové fezy. Métitko obou obrazki je 25 um.

V intaktnich nervosvalovych vieténkach svalii piijemcii byla vSechna intrafuzalni
svalova vldkna desmin pozitivni. Silnd nebo stfedné silnd imunopozitivita desminu byla
obvykle pozorovana ve vlaknech o malé primeéru, kterd jsou charakteristickd fetézem neboli
jednou tadou jader ve stiedni ¢asti vlakna, a proto oznacovéna jako ,,nuclear chain* vldkna.
Slabsi imunoreaktivitu desminu jsme zaznamenali ve vlaknech o vétSim praméru, ktera

odpovidaji ,,nuclear bag* vlakniim s typickym nahromadénim jader ve stiedni ¢asti vlakna (obr.

6 C). Vnervosvalovém vieténku nachdzejicim se na hranici mezi svalem piijemce
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a transplantatem vykazujicim imunoreaktivitu nestinu v intrafuzdlnich vlaknech byl desmin

piekvapive identifikovan také v nékterych bunikach zevniho pouzdra (obr. 7 B).
Imunoreaktivitu vimentinu jsme zaznamenali v nervosvalovych vieténkach piijemct

v bunikach zevniho pouzdra a jako drobné slabsi fokalni pozitivity odhalujici buiiky vnitiniho

pouzdra (obr. 6 D).

5.2.2. Detekce nestinu, desminu a vimentinu v regenerujicich nervosvalovych vieténkach

kosterniho svalu zadni konéetiny potkana

Nervosvalova vieténka byla ve tkani $t€pu (n = 3) rozpoznatelna, ale svoji morfologii
se od intaktnich receptor ve tkani prijemce liSila. Pouzdro regenerovanych nervosvalovych
vietének bylo ten¢i a jejich periaxialni prostor byl vyznamné redukovany. Regenerujici
intrafuzalni svalova vlakna méla obvykle podobny primér a postradala typické uspotradani
jader bud’ v podobé fetézce ve stfedu vldkna v piipadé ,nuclear chain“ vldken nebo
nahromadéni v centralni oblasti vlakna u ,,nuclear bag* vlaken. Misto toho byla jejich jadra
malé a lokalizovana periferné nebo centralné, ¢imz pfipominala extrafuzalni svalova vlakna
o malém primeéru. Nervosvalova vieténka v oblasti §tépu také Casto obsahovala kapilary mezi
vrstvami zevniho pouzdra nebo ve vnitinim prostoru, ¢imz se liSila od intaktnich receptort,
uvnitf nichz se kapilary nevyskytuji. V regenerujicich nervosvalovych vieténkach Stépa
vysetifovanych 7 dni po transplantaci se svalové elementy nachazely podle své lokalizace
v transplantatu bud’ ve stadiu myoblastii, diferencujicich se myotub nebo svalovych vldken
s centralné¢ uloZzenymi jadry. V myoblastech a myotubach jsme detekovali nestin, zatimco
desmin jsme zaznamenali ve svalovych elementech ve vSech vyvojovych stadiich (obr. 8 A, C).
Podobné jako v intaktnich nervosvalovych vieténkach se intenzita imunoreaktivity desminu
mezi jednotlivymi svalovymi elementy mirn€ liila. Vimentin byl prokazan v buiikéch zevniho
pouzdra a jako drobné imunopozitivity uvnitf vieténka svédcici pro pritomnost bunék vnitiniho
pouzdra. Slabsi imunoreaktivitu vimentinu jsme pozorovali také v myoblastech a myotubach

regenerujicich nervosvalovych vietének svalii odebranych 7 dni po transplantaci.

V regenerujicich nervosvalovych vieténkach svalli odebranych 16 dni po transplantaci
(n=4) se svalové elementy nachéazely ve stadiu nezralych svalovych vldken stale vykazujicich
imunopozitivitu nestinu avSak sriznou intenzitou (obr. 8 B). Desmin byl detekovan
ve svalovych vldknech a vimentin v builkdch zevniho 1 vnitfniho pouzdra vSech

nervosvalovych vietének (obr. 8 D).
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Regenerovana nervosvalova vieténka ve tkani $t€pi vySetfovanych 21 dni (n = 3) a 29
dni (n = 2) po transplantaci nevykazovala zddnou nebo jen fokalni slabou imunopozitivitu
nestinu podobné jako receptory v intaktnich tkanich pfijemct. Vysledky detekce desminu
a vimentinu v regenerovanych nervosvalovych vieténkach také odpovidaly vysledkim
ziskanym detekei téchto intermediarnich filament v intaktnich receptorech. Desmin pozitivni
byly vSechny intrafuzélni svalové elementy a vimentin pozitivni byly buniky zevniho

a vnitiniho pouzdra.

Obr. 8. Detekce nestinu (A, B), desminu (C) a vimentinu (D) v regenerujicich nervosvalovych vireténkach

vySetiovanych 7 dni (A, C) a 16 dni (B, D) po transplantaci. Nestin detekujeme ve vyvijejicich se buiikach
nervosvalovych vietének ve stadiu myoblasti nebo myotub a také v okolnich regenerujicich extrafuzalnich
svalovych vlaknech §tépu a v endotelovych burikach krevnich cév vrustajicich do $t€pu v prubéhu revaskularizace
(8ipka, A). Vyzravajici intrafuzalni svalova vlakna vieténka stale vykazuji imunopozitivitu nestinu, avsak s riiznou
intenzitou (B). Vldkna o malém primeéru jsou silné pozitivni, zatimco vlakna o velkém primeéru jsou slabé
pozitivni. Signal nestinu je také viditelny v novotvofenych endotelovych buikach krevni cév (Sipka), avsak
sousedici extrafuzalni svalova vlakna S§tépu imunoreaktivitu nestinu uz nevykazuji. Desmin je

imunohistochemicky prokazan ve vsech regenerujicich intrafuzalnich svalovych elementech, stejné jako ve vsech

43



vyzravajicich extrafuzalnich myotubéach a svalovych vlaknech $t€pu a v buitkdch hladké svaloviny krevni cévy
(Sipka, C). Vimentin je detekovan pouze v buiikdch zevniho pouzdra a jako drobné imunopozitivity také v buiikach
vnitfniho pouzdra vieténka (D). Intrafuzalni svalova vlakna jiz imunoreaktivitu vimentinu nevykazuji podobné
jako vlakna extrafuzalni. Signal vimentinu je viditelny v endotelovych bunikéach a buikach hladké svaloviny

krevné cévy (Sipka). Méfitko obrazku A je 50 um, obrazkd B, C a D je 25 um.
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5.3. Detekce bunék pochazejicich z kostni difené v priibéhu odpovédi na

poranéni kosterniho svalu mysi

V této studii byly mysi piijemci celotélove letalné ozareni 4 h po poranéni kosterniho
svalu m. tibialis ant. kardiotoxinen a 3 h po ozafeni jim byly intravendzné transplantovany

neseparované BKD cerstvé izolované z darct exprimujicich lacZ mys$i ROSA26.

5.3.1. Histologicka stavba poranénych a kontralateralnich kosternich svali ozarenych

a transplantovanych mysi

Sedm dni po poranéni svalu, celotélovém ozafeni a transplantaci BKD byla svalova
vldkna v misté poranéni nekroticka. Oblasti s degenerovanymi svalovymi vldkny byly
infiltrované buikami imunitniho systému, ptfedevsim neutrofily, ale zanétlivé infiltraty nebyly
pocetné. Impregnace podle von Kossy a barveni alizarinovou cerveni odhalily kalcifikace
v nekrotickych svalovych vldknech (obr. 9 A). Neidentifikovali jsme Zadné X-gal” buiiky
v mistech poranéni ani ve zbyvajicich intaktnich oblastech m. tibialis ant. Desmin jsme
detekovali pouze v neporanénych svalovych vldknech a imunoreaktivita nestinu byla
zaznamenana jen v oblastech motorickych plotének a myotendindznich spojeni intaktnich

svalovych vldken.

Nekroticka kalcifikovand sarkoplazma degenerovanych svalovych vldken pretrvala
a byla pozorovdna v poranénych svalech odebranych od transplantovanych mysi 14 dni
po injekci toxinu (obr. 9 B). V blizkosti degenerovanych svalovych vldken v oblastech poranéni
jsme identifikovali velké mnohojaderné X-gal” bufiky. VétSina z nich byla v tésném kontaktu
s nekrotickymi svalovymi vlakny a co je zajimavé, nékteré je dokonce obklopovaly. Tyto X-
gal” buriky mély nepravidelny tvar a jejich ovalna nebo nepravidelnd jadra nebyla nijak
uspofadana nebo vzacnéji byla nahromadéna ve tvaru ptilmésice na periferii buniky (obr. 9 C,
D, E, F, obr. 10 A, B, C). Podle své morfologie tyto velké mnohojaderné X-gal® butiky
pripominaly obrovské buiiky cizich téles, které vznikaji fuzi aktivovanych makrofagt a znaci
probihajici chronicky zanét. Ojedinéle byly ve stejné oblasti jako tyto X-gal” bufiky pFitomny
také velké mnohojaderné avSak X-gal” buniky. X-gal pozitivita byla dale zaznamenana
v nékterych buitkkach endomysia, vazivové tkan¢ poranénych svalt. Buiiky vietenovitého tvaru

s protahlym nebo ovalnym jadrem a tenkymi vybézky pravdépodobné piedstavovaly X-gal®
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Obr. 9. Histochemicka detekce p galaktosidazy (v X-gal” buiikach odvozenych od BKD darce), prikaz

kalcifikace (A, B) a imunohistochemické detekce nestinu (C, D) a desminu (E, F) v poranénych kosternich
svalech transplantovanych mysi. Nekroticka sarkoplazma degenerovanych svalovych vldken v poranénych
svalech je v obou ¢asovych intervalech, 7 (D7) i 28 dni (D28) po injekci kardiotoxinu, kalcifikovana, jak je
prokazano impregnaci podle von Kossy (A, soli kalcia jsou tmavé hnédé az ¢erné) a barvenim alizarinovou
¢erveni (B, kalcium se barvi ervené, pii tomto barveni se modra barva X-gal* bunék zméni v zelenou). Nestin
neni v X-gal* (modrych) velkych mnohojadernych butikich detekovan (C, D, Sipky). ,,Prazdné* Sipky v obrazku
C ukazuji X-gal* fibroblasty endomysia. Vyfez vpravo nahote v obrazku D zachycuje detekci nestinu v oblasti

motorické ploténky intaktniho svalového vlakna na tomtéz fezu slouzici jako pozitivni kontrola této detekce. X-

gal” velké mnohojaderné buiiky nejsou desmin pozitivni, zatimco prezivsi svalova vlakna vykazuji silnou
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imunoreaktivitu tohoto proteinu (E, F, §ipky). Rezy na obrazcich A, C, D, E, F jsou dobarveny jadrovou &erveni.

Metitko obrazku A je 400 pm, obrazku B je 200 um, obrazku C je 100 pm a obrazka D, E a F je 50 um.

Obr. 10. Histologicka stavba poranéného svalu a histochemicka detekce p galaktosidazy (v X-gal" buitkach
odvozenych od BKD darce) 14 dni (D14; A, B, C, D) a 33 dni (D33; E, F) po injekci kardiotoxinu. X-gal* velké
mnohojaderné burnky jsou pfitomné v oblastech poranéni 14 i 33 dni po injekci kardiotoxinu ($ipky). Vyskytuji se
v blizkosti nekrotickych svalovych vlaken, nicméné nemaji morfologii typickou pro myotuby. Pfipominaji

obrovské buiiky cizich téles vznikajici fuzi makrofagi. V endomysiu se nachazeji X-gal™ buiiky zanétlivého
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infiltratu (,,prazdné* sipky, D). Na obrazcich jsou GMA fezy o tloustce 1 — 2 um, dobarvené jadrovou Cerveni.

Metitko obrazku A je 200 um, obrazku B je 100 um, obrazkd C a D je 50 um a obrazkt E a F je 100 pm.

fibroblasty, nicméné jejich nalez byl sporadicky (obr. 9 C). Naopak X-gal® buiiky zanétlivého
infiltratu byly velmi pocetné. V okoli degenerovanych svalovych vldken byly stale pfitomné
skupiny X-gal” neutrofildi a zacalo se objevovat mnoho X-gal® makrofagi (obr. 10 D).
V poranéném svalu 14 dni po injekci toxinu nestin nebyl detekovan v zadném typu X-gal®
bunék vcetn¢ velkych mnohojadernych bunék nepravidelného tvaru (obr. 9 C, D). V mistech
poranéni na rozdil od nekrotickych svalovych vldken svalova vldkna s normalni morfologii

vykazovala imunoreaktivitu desminu (obr. 9 E, F).

Tticet tfi dni po injekci toxinu byla mista poranéni tvofena nekrotickymi
kalcifikovanym svalovym vlakny obklopenymi X-gal® velkymi mnohojadernymi bufikami
nepravidelného tvaru (obr. 10 E, F) a endomysiem obsahujicim vzacné X-gal® fibroblasty
a makrofagy. Ve srovnani s histologickou stavbou poranéného svalu vysetfovaného 14 dni
po injekci toxinu pocet X-gal” velkych mnohojadernych bunék a bunék zanétlivého infiltratu
mirné klesl, zatimco mnozstvi vazivové tkan¢ vcetné fibroblasti mirné stouplo.
Imunohistochemicky priikaz nestinu potvrdil, ze X-gal® velké mnohojaderné buriky
nepravidelného tvaru toto intermediarni filamentum neobsahuji. Detekce desminu umoznila
odhalit viabilni svalova vlakna nachazejici se v misté¢ poranéni mezi nekrotickymi svalovymi

vlakny.

U vSech mysi této skupiny byla histologicka stavba levych intaktnich svalt m. tibialis

ant. vyhodnocena jako normalni a nebyly zaznamenany zadné X-gal” bufiky.
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5.3.2. Histologicka stavba poranénych kosternich svalii ozafenych mysi bez transplantace
BKD

U skupiny kontrolnich mysi, které byly celotélové letdln€é ozaiené 4 h po injekci
kardiotoxinu, byly poranéné svaly m. tibialis ant. vySetfeny 7 a 14 dni po navozeni poranéni.
Delsi interval pfeziti jsme z etickych divodli nestudovali, zabranili jsme tak mySim trpét
priznaky letalniho ozafeni konciciho smrti. Sedm 1 14 dni po injekci toxinu byla v mistech
poranéni degenerovana svalova vlakna nekroticka a v endomysiu se objevil zanétlivy infiltrat.

Nezaznamenali jsme zadné X-gal” buiiky nebo znamky regenerace (obr. 11 A).

5.3.3. Histologicka stavba poranénych kosternich svalii mysi bez ozafeni a transplantace

BKD

U mysi kontrolni skupiny, které nebyly ani celotélové letalné ozareny, ani jim nebyly
transplantovany BKD, poranéné svaly m. tibialis ant. pln€ zregenerovaly. Sedm dni po injekci
toxinu byly v mistech poranéni vytvofeny nové myoblasty, myotuby a svalova vlakna s jadry
uloZzenymi centralné (obr. 11 B). Po dalSich sedmi dnech se jadra novotvofenych svalovych
vlaken posouvala k periferii a 33 dni po injekci toxinu byla mista poranéni Spatné rozlisitelna,
protoze regenerace svalu byla iplna. V téchto kontrolnich svalech jsme neidentifikovali zadné

X-gal® bunky.

Obr. 11. Histologicka stavba poranénych svali a histochemicka detekce B galaktosidazy (v X-gal” buiikach

odvozenych od BKD darce) u mysi kontrolnich skupin. U mysi kontrolni skupiny, které byly celotélove letalné
ozafené 4 h po poranéni svalu, ale nebyla u nich provedena transplantace BKD, nepozorujeme v poranénych

svalech zadné X-gal” buiiky ani zndmky regenerace (A). U druhé kontrolni skupiny, ve které bylo mys$im navozeno
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poranéni svalu bez nasledného ozafeni a transplantace BKD, jsou 7 dni po injekci kardiotoxinu v oblasti poranéni
svaldi vytvofeny nové myoblasty, myotuby a svalova vlikna s centralné ulozenymi jadry (B). Rez na obrazku A je
dobarven jadrovou Cerveni, fez na obrazku B je obarven hematoxylinem a eozinem. Méfitko obrazku A je 200 pm

a obrazku B je 50 pm.

5.3.4. Analyza obsahu DNA genu lacZ ve svalech m. tibialis ant. a v kostnich dienich

transplantovanych mysi

Analyza obsahu DNA bakteridlniho genu /acZ pomoci metody kvantitativni PCR
potvrdila, Ze jadra bunék odvozenych od darce byla ptitomna v poranénych svalech ptijemct
ve vSech Casovych intervalech, tj. 7, 14 a 33 dni po transplantaci BKD (graf 1). Pozorovali jsme
progresivni zvySeni obsahu DNA bun¢k darce v poranénych svalech v pritbé¢hu ¢asu. Nejvyssi
primérnd hodnota doséhla 23 9% obsahu DNA genu lacZ déarce, mySi ROSA26, a to
v poranénych svalech studovanych 33 dni po transplantaci. Statisticky vyznamny nértst byl
u poranénych svalll mezi 7. a 14. dnem po transplantaci (P < 0,05). Zajimavym nalezem bylo
zvyseni obsahu DNA genu /lacZ v pribéhu Casu v intaktnich kontralateralnich svalech pfijemcti,
pri¢emz statisticky vyznamny byl mezi 7. a 33. dnem a mezi 14. a 33. dnem po transplantaci (P
< 0,05). Celkove¢ byl obsah DNA genu lacZ mnohokrat vyssi v poranénych svalech nez
v intaktnich kontralateralni svalech piijemct. Statisticky vyznamny rozdil byl prokazan mezi
poranénymi a intaktnimi svaly ve vSech ¢asovych intervalech, tj. 7, 14 a 33 dni po transplantaci

(P <0,001).

Obsah DNA bakteridlniho genu lacZ jsme pomoci metody kvantitativni PCR
analyzovali také v kostni dfeni tfi transplantovanych mysi z kazdé skupiny (graf 2). Vysledky
potvrdily, ze bunky odvozené od BKD darce po transplantaci osidlily pfijemce a nahradily
endogenni BKD zni¢ené letdlnim celotélovym ozéfenim. Statistickou analyzu téchto vysledka
jsme neprovedli kvili malému poctu mysi v kazdé skupin€. Nicméné je naprosto ziejmé, Ze
hodnoty obsahu DNA bunc¢k darce v kostnich dfenich ptijemct se blizily 100 % obsahu DNA
genu lacZ v kostnich dfenich darcii, mysi ROSA26. Vysledky tudiz prokazaly efektivnost

transplantaci BKD provedenych v naSich experimentech.
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Graf 1. Analyza obsahu DNA genu /acZ metodou kvantitativni PCR v poranénych svalech (bilé sloupce)
a v intaktnich kontralateralnich svalech (Sedé sloupce) transplantovanych mysi 7, 14 a 33 dni po injekci
kardiotoxinu. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky prumér + stfedni chyba aritmetického priméru. VSechny
hodnoty v grafu jsou statisticky vyznamné odlisné (P < 0,001) od hodnot obsahu DNA genu lacZ v intaktnich
svalech darcti, mysi ROSA26, ktery ptedstavuje 100 %. * P <0,05; ***P < 0,001
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Graf 2. Analyza obsahu DNA genu /acZ metodou kvantitativni PCR v kostnich dfenich transplantovanych mysi
7, 14 a 33 dni po injekci kardiotoxinu. Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér + stfedni chyba
aritmetického priméru. Obsah DNA genu lacZ v kostnich dfenich dérct, mySi ROSA26, predstavuje 100 %.

Statisticka analyza nebyla provedena z diivodi malého poc¢tu mysi v kazdé skuping (N = 3).
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5.4. Detekce bunék pochazejicich z kostni diené v intaktnim a regenerujicim

kosterniho svalu mysi

V této studii jsme intravendzné transplantovali mysi GFP' neseparované &erstvé
izolované BKD celotélové letalné ozafenym imunokompetentnim mySim 4 tydny

pred poranénim kosterniho svalu m. tibialis ant. ptijemct injekci kardiotoxinu.

5.4.1. Histologicka stavba a ultrastruktura poranénych a kontralateralnich kosternich

svalu ozaienych a transplantovanych mysi

Sedm dni po intramuskuldarni injekci toxinu celotélové letdlné¢ ozafenym
a transplantovanym mysim byly v oblasti regenerace svalu pfitomné novotvorené myoblasty,
myotuby a nezrala svalova vlakna s jadry centrdlné ulozenymi spole¢né s Cetnymi bunikami
zanétlivého infiltratu. Pozitivitu GFP jsme pozorovali v hojnych buiikdch imunitniho systému,
pfedevs§im v neutrofilech a makrofazich (obr. 12 A, B, D hrot Sipky), coz jsme potvrdili
imunohistochemickou detekci proteinu GFP na odparafinovanych (obr. 12 E, F hrot Sipky)
a také ultratenkych fezech (obr. 13 A, Al). Mnoho bun¢k nachézejicich se ve vazivové tkéani
endomysia vykazovalo fluorescenci GFP (obr. 12 1 A, B, D ,,prazdné* Sipky). Prestoze mély
vietenovity tvar, svalovy marker desmin u nich nebyl detekovan, a tudiz nenalezely k myogenni
linii a nepfestavovaly myoblasty (obr. 12 D ,,prazdné* Sipky). Tyto GFP* bufiky endomysia
jsme identifikovali na odparafinovanych fezech (obr. 12 E, F ,prazdné¢*“ Sipky) ataké
na ultratenkych fezech. Jejich protahlé télo sjednim jadrem bylo uloZeno paralelné
s neporanénymi svalovymi vldkny a obsahovalo jen malo organel (obr. 13 B, B1). Detekce
desminu na kryotfezech (obr. 12 C, D) a na ultratenkych fezech (obr. 13 C, CI) odhalila
pritomnost vietenovitych myoblasti v oblasti regenerace. Co je vSak dilezité, pozitivita GFP
a desminu se u vietenovitych bun€k nikdy nepiekryvala. Znamena to tedy, Ze v naSich
experimentech myoblasty nebyly odvozeny z transplantovanych BKD. Desmin byl
imunohistochemicky prokazan také v myotubach a vyzravajicich svalovych vlaknech, pficemz
velmi vzacné jeho pozitivita kolokalizovala se slabym signalem GFP. Pfi malych zvétSenich
jsme zaznamenali GFP" struktury pfipominajici svalova vlakna (obr. 12 C Sipka). Nicméné pfi
vétsich zvétsenich bylo zfejmé, ze se jedna o degenerovana svalova vldkna vyplnéna GFP*
makrofagy fagocytujicimi nekrotickou sarkoplazmu. Piekvapivym nalezem byly ¢etné GFP"

fibroblasty Slachy poranéného svalu ozna¢ované jako tendinocyty. Pozitivita GFP byla zfidka
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zaznamenana ve sténé krevnich cév, pfedev§sim v endotelovych bunkach (obr. 12 E, F
hvézdicka), ale velmi vzacné také v nékterych jinych typech bunck vyskytujicich se v hlubsich

vrstvach.

_GFP + DAPI J “'GFP + DAPI

Obr. 12. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v poranénych svalech pfijemct pomoci
fluorescence GFP (zelené; A, B, C, D) a metodou imunohistochemické detekce GFP (hnédé¢; E a F).
V regenerujicich svalech 7 dni po poranéni je pozitivita GFP pozorovana v pocetnych buiikach imunitniho

systému, predevsim v makrofazich (A, B, D, E, F hrot Sipky), v nékterych buinikach vietenovitého tvaru
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vyskytujicich se v endomysiu (A, B, D, E, F ,prazdné Sipky*) a vzacné v endotelovych bunkach krevnich cév
(E, F hvézdicky). Sipka v obrazku C ukazuje na degenerované desmin* svalové vldkno naplnéné GFP* makrofagy
fagocytujicimi nekrotickou sarkoplazmu. Vytez v obrazku E zachycuje negativni kontrolu k imunohistochemické
detekci GFP, kdy byla vynechana inkubace s primarni protilatkou. Rezy na obrazcich A, B, C a D jsou dobarveny
DAPI, na obrazcich E a F hematoxylinem. Méfitko obrazkt A, B, E, a F je 200 um, obrazku C je 400 um a obrazku
D je 50 pm.

o

Obr. 13. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v poranénych svalech piijemci metodou

imunohistochemické detekce GFP v transmisni elektronové mikroskopii (A, B) — 7 dni po injekci
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kardiotoxinu. Obdélnikové oblasti v obrazcich A, B a C jsou zvétSeny v obrazcich Al, B1 a C1, kde jsou viditelné
18 nm partikule zlata konjugované se sekundarni protilatkou. Obrazek A zachycuje GFP' makrofag (Mac).
Protahlé bunky v blizkosti svalového vlakna (MF) oznacené hvézdickou také vykazuji imunopozitivitu GFP.
Podobné GFP* protahlé buniky vyskytujici se hned vedle svalového vldkna v endomysiu jsou nasnimany
na obrazku B. Obrazek C ukazuje imunohistochemickou detekci desminu. Protahlé bunky v sousedstvi svalového
vlakna jsou desmin pozitivni. Ve vyfezu v obrazku Cl1 je viditelna imunopozitivita desminu v intaktnim svalovém

vlaknu. M¢étitko obrazki A, B a C je 3 um a obrazkt A1, Bl aCl je 1 um.

Dvacet osm dni po injekci toxinu byly poranéné svaly celotélové letalné ozarenych
a transplantovanych mysi pln¢ zregenerované. Oblast poranéni jsme odhadovali podle mensich
primért regenerovanych svalovych vlaken, nicméné jejich jadra se jiz nachazela na periferii
podobné jako u intaktnich svalovych vlaken. Poget GFP' bun&k imunitniho systému vyrazné
klesl ve srovnani s jejich mnozstvim v regenerujicich svalech vySetfovanych 7 dni po injekci
toxinu (obr. 14 A, B, hroty Sipek, obr. 15 C, C1). Vietenovité buiikky endomysia piedstavovaly
populaci, kterd vykazovala pozitivitu GFP nejcastéji (obr. 14 A, B, C, D, F ,,prazdné* Sipky).
Na kryofezech i na odparafinovanych fezech se nam podafilo nalézt GFP* svalova vlékna,
jejichz Cetnost vyskytu po transplantaci BKD byla popsdna jako velmi nizka (obr. 14 A, E
Sipky). Pozitivitu GFP jsme zaznamenali v n¢kolika tendinocytech ve Slase (obr. 15 B, B1)
a vzacné v endotelovych buiikach krevnich cév (obr. 15 A, A1) podobné jako u regenerujicich

svali hodnocenych 7 dni po navozeni poranéni.
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GFP + DAPI .GFP + DAPI

GFP + DAPI + anti-DESMIN GFP + DAPI + anti-DESMIN

Obr. 14. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v poranénych svalech pfijemct pomoci
fluorescence GFP (zelené; A, B, C, D) a metodou imunohistochemické detekce GFP (hnéd¢; E a F).
V regenerovanych svalech 28 dni po poranéni jsou GFP* bufiky imunitniho systému (A a B hrot Sipky) a GFP*
vietenovité buiiky endomysia (A, B, C, D a F ,,prazdné Sipky*) méné pocetné nez v poranénych svalech 7 dni
po injekci kardiotoxinu, zatimco vzacné GFP* endotelové buiiky (Obr. 15 A) jsou stale detekované. Na obrazcich
A a E jsou zachycena GFP" svalova vlakna (8ipky) dokladajici zajimavy fenomén participace BKD na regeneraci
kosterniho svalu. Rezy na obrazcich A, B, C a D jsou dobarveny DAPI, na obrazcich E a F hematoxylinem.

Meéfitko obrazkti A, B a E je 200 um, obrazku C je 400 um a obrazkti D a F je 50 um.
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Obr. 15. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v poranénych svalech p¥ijemci metodou

imunohistochemické detekce GFP v transmisni elektronové mikroskopii (A, B, C) — 28 dni po injekci
kardiotoxinu. Obdélnikové oblasti v obrazcich A, B a C jsou zvétSeny v obrazcich A1, B1 a C1, kde jsou viditelné
18 nm partikule zlata konjugované se sekundarni protilatkou. Obrazek A ukazuje GFP* endotelovou buitku krevni
cévy (End) vyskytujici se mezi svalovym vlaknem (MF) a svazkem kolagennich vlaken (Col). Slacha svalu
obsahuje fibroblasty, tzv. tendinocyty (B; Fib), z nichz nékteré vykazuji imunopozitivitu GFP. Obrazek C
zachycuje GFP* makrofig nachazejici se v oblasti §lachy svalu. Mékitko obrazki A, B a C je 3 pm a obrazki Al,
BlaCljel pm.
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V kontralateralnich kosternich svalech celotélove letalné ozatenych
a transplantovanych mysi jsme pozitivitu GFP pozorovali v necetnych buiikach imunitniho
systému, hlavné v makrofazich a v obCasnych vietenovitych bunikdch endomysia v obou
studovanych ¢asovych intervalech, tj. 7 1 28 dni po navozeni poranéni svalu (obr. 16, 17).
Ve vzorcich ziskanych z nasich experimentl jsme GFP nedetekovali ve svalovych vlaknech ani

v krevnich cévach.

GFP + DAPI GFP + DAPI

Obr. 16. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v kontralateralnich (neporanénych) svalech
prijemci pomoci fluorescence GFP (zelené, A, B) a metodou imunohistochemické detekce GFP v transmisni
elektronové mikroskopii (C) — 7 dni po injekci kardiotoxinu. V kontralaterdlnich svalech transplantovanych
my$i je pozitivita GFP pozorovana vziacné v bunikach imunitniho systému a také ve vietenovitych buitkdch
endomysia (A a B ,,prazdné Sipky*). Obdélnikova oblast v obrazku C je zvétSena v obrazku C1, kde jsou viditelné
18 nm partikule zlata konjugované se sekundarni protilatkou (zvyraznény cervenym krouzkem). Na obrazku C
bunky vyskytujici se v endomysiu mezi svalovymi vlakny (MF) oznacené hvézdickou vykazuji imunopozitivitu
GFP. Rezy na obréazcich A a B jsou dobarveny DAPI. Méfitko obrazku A je 200 um, obrazku B je 50 pm, obrazku
Cje 5 um a obrazku C1 je 500 nm.
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GFP + DAPI GFP + DAPI

Obr. 17. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v kontralateralnich (neporanénych) svalech
prijemct pomoci fluorescence GFP (zelené, A, B) a metodou imunohistochemické detekce GFP v transmisni
elektronové mikroskopii (C) — 28 dni po injekci kardiotoxinu. Stejné jako v kontralateralnich svalech
transplantovanych mysi vysetfenych 7 dni po injekci kardiotoxinu jsou v kontralateralnich svalech hodnocenych
28 dni po navozeni poranéni jako GFP" identifikovany neetné bufiky imunitniho systému a vietenovité butiky
endomysia (A a B ,,prazdné Sipky*). Obdélnikova oblast v obrazku C je zvétSena v obrazku C1, kde jsou viditelné
18 nm partikule zlata konjugované se sekundarni protildtkou (zvyraznény ¢ervenym krouzkem). Na obrazku C je
zachycena buiika v endomysiu vykazujici imunopozitivitu GFP. Rezy na obrazcich A a B jsou dobarveny DAPI.

Metitko obrazku A je 200 pum, obrazku B je 50 pm, obrazku C je 2 um a obrazku C1 je 500 nm.

5.4.2. Histologicka stavba Kkosternich svalii bez navozeného poranéni ozarenych

a transplantovanych mysi

Intaktni kosterni svaly mysi této kontrolni skupiny byly vyjmuty ve stejnych ¢asovych
intervalech jako poranéné kosterni svaly, tj. 5 a 8 tydni po celotélovém letdlnim ozateni

a transplantaci BKD (obr. 18). GFP protein jsme v intaktnich svalech detekovali v obou
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casovych intervalech jen v necetnych vietenovitych bunikdch endomysia a zfidka v buiikach
imunitniho systému, hlavné v makrofazich. V naSich vzorcich jsme nezaznamenali pozitivitu

GFP ve svalovych vlaknech ani v krevnich cévach.

GFP + DAPI GFP + DAPI

Obr. 18. Identifikace GFP* bunék odvozenych od BKD darci v intaktnich svalech pfijemci kontrolni
skupiny, u které nebylo navozeno poranéni svalu, pomoci fluorescence GFP (zelend) — 5 tydnii (A) a 8 tydnii
(B) po transplantaci. V intaktnich svalech pfijemct této kontrolni skupiny je GFP identifikovan vzacné ve
vietenovitych bunkach nachazejicich se v endomysiu (A a B ,,prazdné Sipky*) a v bunikdch imunitniho systému.

Rezy na obrazcich A a B jsou dobarveny DAPI. Méfitko obou obrazki je 50 um.

5.4.3. Histologicka stavba poranénych kosternich svali mysi bez ozafeni a transplantace

BKD

Histologicka stavba poranénych svalii mysi kontrolni skupiny, které nebyly celotélové
ozafeny ani transplantovany, odpovidala stavbé poranénych svalii shodné kontrolni skupiny
popsané v ramci piedchozi studie v kapitole 5.3.3. V poranénych svalech této kontrolni skupiny
jsme v obou casovych intervalech, tj. 7 a 28 dni po injekci toxinu, nezaznamenali Zadnou

pozitivitu GFP.
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6. DISKUSE

6.1. Nestin, desmin a vimentin v intaktnim a regenerujicim kosternim svalu

zadni koncetiny potkana

V této studii jsme pouzili model regenerace kosterniho svalu heterochronni
isotransplantaci zavedenou Jirmanovou a Soukupem (1995), pii které je proces regenerace
iniciovan po uplné nekroze St€pu zpiisobené prechodnou ztratou jeho krevniho zasobeni.
Podobné jako pii jinych pfi¢inadch ischemické nekrozy svalova vldkna degeneruji, pricemz
jejich bazalni laminy obvykle pfetrvaji a slouzi jako jakési leSeni pro regeneraci. Satelitové
bunky, které zlstavaji intaktni a viabilni, jsou aktivovany béhem degenerace svalovych vlaken.
Nekroticka sarkoplazma degenerovanych svalovych vlaken je odstranéna makrofagy, které se
také podileni na aktivaci satelitovych buné¢k sekreci riistovych faktori (Lescaudron et al.,
1999). Po revaskularizaci §tépu proces regenerace rekapituluje vyvojové faze. Satelitové bunky
proliferuji, diferencuji se v myoblasty, které fuzuji za vzniku myotub postupné vyzravajicich
ve svalova vlakna. Stép je reinervovan z okolniho svalu b&hem druhého tydne po transplantaci
(Soukup a Novotova, 2000). Regenerace postupuje podle urcitého gradientu, zacina na periferii
transplantovaného svalu a pokracuje dovnitf spolecné s pribéhem revaskularizace. Tento
gradient je pfi¢inou vzniku zo6n, které se liSi vyzralosti regenerujicich svalovych elementt.
Proto miZeme pozorovat novotvoiené myoblasty 1 vyzrala svalova vlakna ve stejném ¢asovém
intervalu po transplantaci. Transplantované svaly jsou dobie rozliSitelné diky jejich
zachovalému epimyziu a menSimu priméru regenerovanych svalovych vldken. Presné

ohraniceni oblasti regenerace povazujeme za velkou vyhodu tohoto modelu.

Nase vysledky jsou v souladu s vyse citovanymi studiemi popisujicimi heterochronni
isotransplantaci (Jirmanova a Soukup, 1995; Soukup a Novotova, 2000). Sedm dni
po transplantaci byl §tép bohaté vaskularizovan a sestaval se z novotvofenych myotub nebo
svalovych vlaken s centralnd ulozenymi jadry, ale postradal inervaci. Sestnict dni
po transplantaci byly regenerované nervy jiz pfitomné a u mnoha novotvorenych svalovych
vlaken se jejich jadra ptresouvala k periferii. Vyzravajici svalova vldkna ve Sté€pech
vySetiovanych 21 a 29 dni po transplantaci se liSila od dospélych intaktnich jen svym menSim

prumérem.
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Intermediérni filamentum nestin bylo poprvé identifikovano Hockfieldem a McKayem
(1985), kteti vytvorili primarni monoklonalni mysi protilatku proti nestinu, klon Rat-401, ktera
se diky své spolehlivosti dosud pouziva. Imunopozitivitu nestinu zaznamenali v neuralni trubici
v 11. dni embryondlniho vyvoje potkana, zatimco v pozdéjSich vyvojovych fazich pouze
v radidlnich gliich. Zajimavym nélezem byla imunoreaktivita nestinu ve Schwannovych
buiikdch perifernich nervli a také v builkdch myotomt v 11. dni embryonélniho vyvoje
a v myoblastech a myotubach vyvijejicich se svali. Podle Lendahla et al., (1990) stopy mRNA
nestinu ve vyvijejicim se kosternim svalu ptfedstavovaly jedinou expresi pozorovanou vné
vyzravajiciho centralniho nervového systému. Pozdéji diky zlepSujicim se detekénim metoddm
byla exprese nestinu popsana v mnoha dalSich embryonélnich a fetdlnich tkdnich, napft.
v presomitickém mezodermu (Zimmerman et al., 1994), mesonefrickém mezenchymu
(Frojdman et al. 1997), vyvijejicich se kardiomyocytech (Kachinski et al., 1995), endotelu
vyvijejicich se krevnich cév (Mokry a Némecek, 1998a; Mokry et al., 2004), ve vyzravajicich
zubech (Terling et al., 1995), buiikdch cocky béhem vyvoje oka (Mokry a Némecek, 1998b;
Yang et al., 2000) a diferencujicich se podocytech ledviny (Bertelli et al., 2007) atd. Jednou
z nejcharakteristictéjSich vlastnosti nestinu je jeho reexprese v situacich, kdy dochazi
k reprodukci vyvojovych fazi. Proto lze nestin identifikovat v riiznych dospélych tkéanich
za fyziologickych i patologickych podminek (Wiese et al., 2004; Michalchyk a Ziman, 2005;
Lindqvist et al., 2016; Bernal a Arranz, 2018).

6.1.1. Nestin ve svalovych buiikach a vliknech

Satelitové buiiky jsou myogennimi prekurzory in vivo. Maji schopnost tvofit jak nova
svalova vlakna, tak 1 nové satelitové bunky. Spliluji tedy zakladni definici kmenovych bunék,
protoze produkuji diferencované potomstvo a udrzuji svoje mnozstvi sebeobnovou (Zammit
et al., 2006; Sacco et al., 2008; Yin et al., 2013; Bentzinger et al., 2013; von Maltzahn et al.,
2013; Mashinchian et al., 2018; Schmidt et al., 2019). Satelitové bunky lze jednoznacné
identifikovat v transmisnim elektronovém mikroskopu podle jejich umisténi mezi
plazmatickou membréanou svalového vlakna a bazalni laminou (Mauro et al., 1961). Ptestoze
vykazuji dal§i morfologické znaky, napt. zvySeny pomér velikosti jadra k mnoZzstvi
cytoplazmy, redukované mnozstvi organel, jadro, ve kterém je kondenzovany interfazicky

chromatin, jejich identifikace ve svételné mikroskopii na fezech obarvenych hematoxylinem
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aeozinem je relativné problematickd (Yin et al.,, 2013). Nicméné dosud nestin nebyl

v satelitovych buiikéach prokézan na tirovni svételné ani elektronové mikroskopie.

Nestin jsme detekovali v diferencujicich se myotubach a v nezralych svalovych
vlaknech 7 dni po transplantaci. V pribéhu regenerace se jeho vyskyt snizoval, pficemz 16
a 21 dni po transplantaci jsme tento protein prokazali jen ziidka v novotvotrenych svalovych
vlaknech. Nase vysledky tedy ilustruji ,,downregulaci® nestinu béhem diferenciace svalovych
elementl, jez byla popsand jako charakteristicky znak tohoto intermedidrniho filamenta
pfi normalnim vyvoji (Sejersen a Lendahl, 1993; Carlsson et al., 1999; Pallari et al. 2011) a pii
regeneraci (Vaittinen et al., 2001; Aarimaa et al., 2004; Cizkova et al., 2009a; Lindqvist et al.,
2017). Expresi nestinu béhem regenerace kosterniho svalu po experimentalnim navozeni
poranéni poprvé popsali Vaittinen et al. (2001). Vyskyt nestinu v myogennich prekurzorech
zaznamenali jiZ 6 hodin po indukci poranéni intramuskularni injekci notexinu i protétim svalu.
Maximalni expresi tohoto proteinu zjistili 3. az 5. den po poranéni, kdy myoblasty fuzovaly
ve §tihlé mnohojaderné myotuby. Od 7. dne se exprese nestinu postupné snizovala. Po 28. dni
se vratila k hodnotach srovnatelnym s kontrolnimi intaktnimi svaly a imunohistochemicky byla
prokéazana jen v oblastech motorickych plotének a myotendin6znich spojeni. Imunoreaktivitu
nestinu v intaktnich svalovych vldknech jsme v oblastech motorickych plotének také
zaznamenali. Nase vysledky jsou tudiz v souladu se studii Vaittinen et al. (2001) 1 dalSich

(Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al., 1999; Kang et al., 2007).

Silnou imunoreaktivitu nestinu jsme pozorovali v malych bunkach situovanych
na periferii vyzravajicich nestin negativnich svalovych vlaken ve §tépech vySetfovanych 16, 21
a29 dni po transplantaci. Podle velikosti a umisténi pfedstavovaly tyto bunky myoblasty
vytvotené po pozd¢jsi aktivaci satelitovych bunék nachazejicich se na povrchu novotvorenych
primarnich myotub nebo svalovych vldken. Tyto myoblasty posléze fhzuji s primarnimi

strukturami (Soukup et al., 1993; Zelena a Soukup, 1993; Soukup a Thornell, 1997).

Imunopozitivita nestinu v novotvorenych myotubach ve Stépech vySetfenych 7 dni
po transplantaci nebyla uniformni. Nékteré myotuby byly homogenné pozitivni, zatimco jiné
mély nejsilnéjsi signal v jednom misté na periferii a jeho intenzita se snizovala smérem
k opacné stran¢ vldkna. Fenomén této ,lateralizace” pozorovany v diferencujicich se
myotubach a svalovych vlaknech pravdépodobné ptredstavuje mechanismus, jakym se nestin
eliminuje z vyzravajicich svalovych vldken. B&hem vyvoje kosterniho svalu je nestin

,downregulovan® a v dospélych svalovych vlaknech se vyskytuje jen v oblastech motorickych
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plotének a myotendindznich spojenich (Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al., 1999; Nazarian
et al., 2005; Kang et al., 2007; Cizkova et al., 2009a; Mohseni et al., 2011). Ve zralych
svalovych vldknech pfijemci jsme také zaznamenali oblasti odpovidajici motorickym
ploténkam, které vykazovaly silny signal nestinu ve fokalnim vyklenuti sarkoplazmy.
Imunoelektronova mikroskopie odhalila, Ze se nestin nachazi mezi postjunkénimi zahyby
a subneuralnim jadrem a mezi timto jaddrem a myofibrilami pod nim (Carlsson et al., 1999).
Intenzita a distribuce vyskytu nestinu v oblastech motorickych plotének je zjevné regulovana
inervaci (Vaittinen et al., 1999; Kang et al., 2007). Po denervaci se v nestin pozitivnich
segmenech svalovych vldken v blizkosti motorickych plotének zane zvySovat exprese nestinu
a normalni distribuce tohoto proteinu je obnovend po reinervaci (Vaittinen et al., 1999).
Zajimavé je, ze v dospélém svalu se mRNA nestinu syntetizuje selektivné v subsynaptickych
jadrech svalovych vldken (Kang et al., 2007). Mohseni et al., (2011) prokazali, Ze nestin je
nezbytny pro normdlni stavbu a funkci motorickych plotének, nebot mysi s funkéné
inaktivovanym genem pro nestin jsou sice viabilni a vykazuji normélni vyvoj centralniho
nervového systému, ale zhorSenou motorickou koordinaci, jez je zpiisobena abnormalitami
v rozptyleni klastrii receptori pro acetylcholin v motorickych ploténkach (Bernal a Arranz,
2018). Domnivame se tedy, ze fenomén ,lateralizace™ nestinu ve vyvijejicich se svalovych
elementech naznacuje zménu distribuce tohoto proteinu v priabéhu diferenciace — z celé
sarkoplazmy v myoblastech do oblasti motorickych plotének v dospelych svalovych vlaknech.
Tuto nasi domnénku ¢astecné potvrdili Yang et al. (2011), ktefi zaznamenali podobny fenomén
ve vyvijejicich se svalovych vldknech kosterniho svalu koncetiny mysi v 18. dni embryonélniho
vyvoje a ve své studii potvrdili, Ze nestin je potfebny pii vyvoji motorickych plotének
ke spravnému rozptyleni  klastri receptori pro acetylcholin, které je indukované
acetylcholinem a zavislé na kindze CdkS5. Nestin jsme také detekovali v myotendindznich
spojenich na koncich svalovych vlaken, kde byla jeho exprese rovnéz popsana (Carlsson et al.,
1999; Vaittinen et al., 1999). Ve vyzravajicich svalovych vldknech s§tépi i v oblastech
myotendindznich spojenich a motorickych plotének, zvlast€¢ pod subneurdlnimi jadry,
dospélého svalu vykazoval nestin pfi¢né pruhovani, coz bylo v souladu s praci Carlsson et al.

(1999), kteti zdokumentovali lokalizaci nestinu na irovni Z prouzkii myofibril.

V kosternich svalech pfijemcii jsme nestin detekovali v mnoha svalovych vldknech
v bezprostiednim okoli $tépti vySetiovanych 7 dni po transplantaci, pficemz n¢ktera z nich méla
jadra uloZend centralné. V blizkosti $t€pt hodnocenych 16, 21 a 29 dni po transplantaci svalova

vldkna pfijemcii imunopozitivitu nestinu nevykazovala. V souladu s Vaittinen et al. (2001)
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pfedpokladame, ze pii transplantaci doSlo k mechanickému poranéni svalovych vldken
piijemcii v sousedstvi §tépli nebo jejich inervace a tim ke stimulaci jejich regenerace. DalSim
vysvétlenim vyskytu nestinu ve svalovych vldknech pfijemci je moznost difuze ristovych
faktort, které spousti regeneraci, do okoli §tépt, kde indukuji zmény specifické pro regeneraci

véetné modifikace distribuce intermediarnich filament.

6.1.2. Desmin a vimentin ve svalovych burikiach a vlaknech

Vyzravajici myotuby a svalova vlakna $tépi vySetfovanych 7 dni po transplantaci
vykazovaly imunopozitivitu desminu a slabéji také vimentinu, zatimco svalové elementy
ve $tépech odebranych 16, 21 a 29 dni po transplantaci byly jen desmin pozitivni. Tyto nalezy
jsou ve shodé se studiemi demonstrujicimi ,,downregulaci® vimentinu a ,,upregulaci® desminu
béhem vyvoje kosterniho svalu (Gard a Lazarides, 1980; Sejersen a Lendahl, 1993)

a pii regeneraci (Bornemann a Schmalbruch, 1992; Vaittinen et al., 2001).

Desmin ptedstavuje hlavni intermediarni filamentum vyskytujici se v buikach
a vlaknech kosterni svaloviny, v kardiomyocytech 1 v hladkych svalovych burikach, a proto je
vyuzivan jako marker myogennich elementl. V pfi¢né pruhovanych svalovinach, ve vlaknech
kosterniho svalu a v kardiomycytech, obklopuje a propojuje myofibrily a pfipojuje periferni
myofibrily k sarkolemé& (Carlsson a Thornell, 2001). V hladkych svalovych bunkach se
vyskytuje mezi denznimi télisky (Mesher a Junqueira, 2018). Desmin je prvni protein
specificky pro sval, ktery se objevuje pfi vyvoji, a to béhem diferenciace myotomu (Bignami
a Dahl, 1984). Posléze se exprimuje v ¢asnych myoblastech, které také obsahuji vimentin. Dalsi
myogenni specifické proteiny jako je aktin, myosin, titin a myomesin se objevuji az
v postmitotickych myoblastech (Fiirst et al., 1989). Presto ptekvapivé jeho absence u mysi
s funkéné inaktivovanym (,knockout”) genem pro desmin neovliviluje myogenezi ani
myofibrilogenezi (Carlsson a Thornell, 2001). Nicmén¢ postnatalné vede jeho neptitomnost
k multisystémovym porucham v kosterni, srde¢ni 1 hladké svaloviné. V kosternich svalovych
vladknech vznikaji strukturdlni abnormality jako poruchy v usporddani myofibril nebo fokalni
degenerativni zmény (Li et al. 1997). Po injekci kardiotoxinu je indukovana regenerace
kosterniho svalu opozdéna oproti kontrolnim geneticky nemodifikovanym mysim a v oblasti
poranéni dochazi k akumulaci adipocyti a perzistenci svalovych vlaken o malém praméru,

ktera exprimuji vyvojové izoformy myosinu (Agbulut et al., 2001). Poruchy tykajici se
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intermediarniho filamenta desminu se vyskytuji 1 u clovéka a oznacuji se jako desminopatie

(Carlsson a Thornell, 2001; Hnia et al., 2015).

Vimentin je intermedidrni filamentum charakteristické pro bunky mezenchymového
puvodu, které poprvé identifikovali Franke et al. (1978). Exprimuje se jiz v oblastech budoucich
myotomi v somitech, ve kterych dosud nejsou Zadné myogenni specifické proteiny.
V myoblastech je pfitomny spole¢né s desminem, ale postupné mizi z myotub (Barbet et al.,
1991; Fiirst et al., 1989; Giittsches et al., 2015). Vaittinen et al. (2001) detekovali vimentin
spolu s nestinem v myogennich prekurzorech jiz 6 hodin a v myoblastech 12 hodin po indukci
poranéni intramuskularni injekei notexinu i protétim svalu. Podobn¢ jako nestin, vimentin se
maximalné exprimoval 3. az 5. den po poranéni a poté se jeho exprese postupné snizovala.
V dospélych svalovych vlaknech se vimentin nevyskytuje (Fiirst et al., 1989; Barbet et al.,
1991; Sejersen and Lendahl, 1993), ale je detekovan ve fibroblastech vazivové tkané tvorici
obaly endomysium, perimysium a epimysium a ve sténé krevnich cév, jmenovité
v endotelovych buiikach a ve vaskularni hladkych svalovych buiikach (Franke et al., 1978;
Gabbiani et al., 1981). Vimentin se také exprimuje ve Schwannovych buiikach perifernich
nervi (Autilio-Gambetti et al., 1982; Chiu et al., 1988). Funkce vimentinu béhem vyvoje
a regenerace kosterniho svalu nejsou dosud objasnény. Prestoze mysi s funkéné inaktivovanym
genem pro vimentin vykazuji normalni myogenezi a vyvoj a rozmnozuji se bez zjevného
patologického fenotypu, vimentin se pravdépodobné podili na organizaci mnoha klicovych
proteint souvisejicich s bunécnou adhezi, migraci a signalizaci (Colucci-Guyon et al., 1994;

Ivaska et al., 2007; Battaglia et al., 2018).

6.1.3. Nestin v krevnich cévach

Revaskularizace stépu predstavuje kli¢ovy krok v prubéhu regenerace kosterniho svalu. Nestin
jsme detekovali v endotelovych buiikach kapilar nebo mensich krevnich cév vristajicich
do $tépii a v blizkosti $tépti vySetrovanych 7 dni po transplantaci, zatimco 16, 21 a 29 dni po
transplantaci nestin pozitivni endotelové buniky byly nachézeny jen ztidka. Imunoreaktivita
nestinu byla tedy omezena na nezralé endotelové bunky cév tvorenych béhem procesu
revaskularizace. V endotelovych buiikéch cév ve Stépech v pokrocilejSich stadiich byl nestin
jednoznaéné ,,downregulovan® nebo tplné€ vymizel jako v intaktnim dospélém kosternim svalu.
Exprese nestinu v endotelovych buiikkach byla poprvé zaznamendna v krevnich cévach

zasobujicich centralni nervovy systém (Tohyama et al., 1992; Frisen et al., 1995), nadory
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(Tohyama et al., 1992; Dahlstrand et al., 1992; Kim et al., 2002; Sugawara et al. 2002)
a vyvijejici se koncetinovy pupen mysi (Wroblewski et al., 1997). Mokry a Némecek (1998a,
1998b, 1999) popsali expresi nestinu v endotelovych buinikach novotvotfenych krevnich cév
v mnoha potkanich intraembryonélnich tkanich a orgénech, v extraembryonalnich tkanich jako
je placenta a také pii neovaskularizaci potkaniho dospélého mozku po neurdlni transplantaci.
Pozdé&ji Mokry et al. (2004) potvrdili, Ze nestin 1ze povaZovat za marker nezralych endotelovych
bunék krevnich cév tvorenych pii neovaskularizaci nebo revaskularizaci dospélych lidskych
tkdni a organti. Pfitomnost tohoto proteinu imunohistochemicky prokazali v cévnim fecisti
mnoha lidskych fetdlnich tkdni a organd, corpus luteum dospélého lidského ovaria, jez
predstavuje docasnou endokrinni zldzu vznikajici spolu se svym cévnim zasobenim v odpovéedi
na fyziologickou hormondlni stimulaci, a mnoha nadorG pacienti, napi. glioblastomu
a melanomu (Mokry et al. 2004). V oblasti infarktu myokardu, kde dochazi na hranici
nekrotické a nepostizené tkdné k regeneraci, zaznamenali v endotelovych bunkach cév
vrustajicich do nekrotické tkané soucasnou expresi nestinu a proliferacniho markeru PCNA
dokléadajici nezraly fenotyp téchto buné¢k (Mokry et al., 2004, 2008). V kosternim svalu byla
exprese nestinu v nezralych endotelovych buitkach popsana béhem vyvoje (Sejersen a Lendahl,
1993; Wroblewski et al., 1997; Carlsson et al., 1999) a v rabdomyosarkomech (Kobayashi et
al., 1998). NaSe nalezy tudiz demonstruji, ze se nestin vyskytuje v diferencujicich se
endotelovych builkach krevnich cév také béhem regenerace potkaniho kosterniho svalu.
Ptestoze je v posledni dob¢ publikovana fada praci vyuzivajicich nestin jako spolehlivy marker
endotelovych bun¢k novotvoienych krevnich cév v riznych tkanich a organech v riznych
situacich indukujicich neovaskularizaci nebo revaskularizaci, Dusart et al. (2018) dosli
piekvapivé k zavéru, ze se nestin exprimuje ve vSech dospélych lidskych endotelovych
bunkach krevnich cév nezavisle na jejich proliferaci. Nicméng¢, nelze si nepovSimnout, Ze autofi
tohoto ¢lanku pro imunohistochemickou analyzu lidskych tkanich nepouzili Zadnou
ze zavedenych monoklonalnich protilatek proti nestinu od vérohodného dodavatele, ale

polyklonalni protilatku od lokalniho vyrobce.

6.1.4. Nestin v perifernich nervech

Po transplantaci periferni nervy ve §tépech degeneruji, zatimco Schwannovy bunky

preziji docasnou ischemii, proliferuji a podporuji rist axont pii reinervaci (Soukup a Novotova,

2000). Pti detekci proteinu S-100, markeru Schwannovych bunck, jsme ve Stépech
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vySetiovanych 7 dni po transplantaci nepozorovali zddnou imunoreaktivitu, ale ve St€pech
odebranych 16, 21 a 29 dni po transplantaci byly nervy jasné identifikovatelné. Nase nalezy
tedy podporuji vysledky z elektronové mikroskopie Soukupa a Novotové (2000), ktefi
demonstrovali reinervaci §tépt béhem druhého tydne po heterochronni isotransplantaci.
V perifernich nervech ve §té€pech i ve tkanich piijemcti jsme pozorovali imunoreaktivitu nestinu
ve formé& pocetnych malych pozitivit uvnitf nervli, zjevné odpovidajicich Schwannovym
bunikam obklopujicim jednotlivé axony. Friedman et al. (1990) popsal pfitomnost nestinu ve
Schwannovych buiikach vyvijejicich se 1 dosp€lych perifernich nervii potkana. Krom¢ toho
byla exprese nestinu zdokumentovéana také v bunikach schwannomu (Sarlomo-Rikala et al.,
2002; Shimada et al., 2007). Imunopozitivita nestinu tudiz odhaluje pfitomnost Schwannovych
bunék v nervech. Signdl nestinu byl silnéj$i a jeho mala loziska byla pocetnéjsi v nervech
nachazejicich se ve Stépech ve srovnani s nervy v intaktnich tkdnich pfijemcti. Muzeme
spekulovat, zda je nestin ,,upregulovan® v proliferujicich Schwannovych bunkéch nebo zda se
muze vyskytovat v rostoucich axonech, ve kterych se cytoskelet dynamicky reorganizuje
a nestin by mohl v tomto procesu hrat roli. Kromé toho se nestin exprimuje v ¢asnych fazich
vyvoje neuroni a mohl by se reexprimovat béhem remodelace téchto bunék. Touto
problematikou se zabyval Alibardi (2015), ktery detekoval na trovni ultrastruktury bunck
nestin v rostoucich axonech regenerujiciho ocasu jeStérky. Dalsi studie jsou nezbytné
k objasnéni, zda je nestin pfitomny pouze ve Schwannovych buiikach nebo i v rostoucich

axonech také u hlodavci nebo ¢loveéka.

6.2. Nestin, desmin a vimentin v intaktnich a regenerujicich nervosvalovych

vieténkach

V této studii jsme detekovali nestin ve Schwannovych buinkach motorickych
1 senzorickych nervii  vintaktnich 1 regeneruyjicich nervosvalovych  vieténkach
a v novotvorenych svalovych elementech v regenerujicich vieténkach. Zrald intrafuzalni
svalovd vldkna intaktnich i regenerovanych vietének nestin postradala. Imunoreaktivitu
desminu jsme pozorovali ve svalovych elementech ve vSech vyvojovych stadiich, vcetné
dospélych intrafuzélnich svalovych vlaken, v intaktnich i1 regenerovanych vieténkach.
Vimentin jsme prokazali v bunikach zevniho a vnitiniho pouzdra v intaktnich i regenerujicich

vieténkach a dale také v novotvotenych myoblastech a myotubéch regenerujicich vietének.
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Sav¢i nervosvalova vieténka obsahuji specializovana intrafuzalni svalova vlakna, ktera
jsou oznacovana jako ,,nuclear bag* nebo ,,nuclear chain“ podle usporadani jader v ekvatorialni
oblasti. V kosternich svalech zadni koncetiny potkana jsou v intaktnich vieténkach obvykle
Ctyfi intrafuzalni svalova vldkna: jedno ,,nuclear bagi*, jedno ,,nuclear bag>* a dv¢ ,,nuclear
chain® (Soukup, 1976, 1988; Zelena, 1994, Soukup et al., 1995). Senzoricka myelinizovana
nervova vlakna patfici do skupiny Ia a II inervuji nervosvalova vieténka tak, ze obkruzuji
sttedni ¢asti vSech intrafuzalnich vldken. Polarni regiony intrafuzéalnich vlaken se kontrahuji
na podnét z malych gama motoneuronit (Boyd, 1980; Zelena, 1994; Banks a Barker, 2004).
Vlastnosti mnohovrstevného pouzdra, které obklopuje nervosvalové vieténko, nejsou jesté
zcela popsany. Buniky v nejzevnéjs$i vrstvé vykazuji perineuridlni fenotyp a buiky tvofici
vnitini vrstvy zevniho pouzdra jsou endoneuridlni fibroblasty (Zelena et al., 1994;

Triantafyllou, 2007).

V modelu heterochronni isotransplanace intrafuzalni svalové vlakna degeneruji béhem
2 dnl po transplantaci. Satelitové bunky, Schwannovy bunky, bunky vnitiniho a zevniho
pouzdra a bazalni laminy pfetrvaji doCasnou ischemii a piisobeni bupivakainu (Jirmanova
a Soukup, 2001). Ctvrty den po transplantaci, kdy se objevuje revaskularizace, jsou bazalni
laminy regenerujicich vlaken vyplnény fadami nebo svazky myoblastl vznikajicich délenim
aktivovanych satelitovych bun¢k. Paty az sedmy den po transplantaci jsou jiz vytvofeny
myotuby nebo svalova vlakna, ale zarovent mohou byt pozorovany také pfidruzené myoblasty.
Regenerovana intrafuzalni svalova vlakna rostou v obvodu a nakonec vSechna dosahnou
podobného priméru (Jirmanova a Soukup, 1995, 2001). Pocet ptetrvavajicich pouzder a tudiz
pocet regenerujicich nervosvalovych vietének se liSi v zédvislosti na véku darce. Bylo
prokézéano, ze Stépy svall z 10ti a 15tidennich potkani obsahuji v priméru jen 5 az 8
regenerovanych vietének kvili malé odolnosti pouzder nezralych receptorti vic¢i ischemii
(Jirmanova a Soukup, 1995). Tato okolnost vysvétluje maly pocet vietének analyzovanych

na sériovych fezech v nasi studii, ve které byly transplantovany svaly 15tidennich potkant.

6.2.1. Nestin v intaktnich a regenerujicich nervosvalovych vireténkach

Drobné imunopozitivity nestinu v intaktnich nervosvalovych vieténkach naznacovaly
vyskyt Schwannovych bunék, které obaluji motorické 1 senzorické axony uvniti vietének
1v jejich blizkém okoli. Obaly tvofené Schwannovymi bunikami jsou velmi tenké, a piestoze

regenerujici vieténka Casto obsahuji Biingnerovy pruhy tvofené mnohocetnymi Schwannovymi
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bunikami nachazejici se v mistech degenerovanych senzorickych axoni (Jirmanova a Soukup,

2001), imunoreaktivita nestinu nebyla zfetelnd ve vSech nervosvalovych vieténkach.

V dospélych extrafuzalnich svalovych vlaknech se nestin exprimuje v oblastech
motorickych plotének a myotendindznich spojenich (Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al.,
1999; Cizkova et al., 2009a). Miizeme spekulovat, zda se nestin neexprimuje také v oblasti
motorickych plotének intrafuzalnich svalovych vlaken nervosvalovych vietének. BohuZzel
intrafuzalni svalova vlakna jsou pomérné tenkd a motorické ploténky fusimotorickych
zakonceni v poldrnim regionu vieténka jsou drobnd a malo pocetnd (Zelend, 1994; Banks
a Barker, 2004). Také v regenerovanych nervosvalovych vieténkach reinervovanych velkymi
alfa motoneurony jsou nervosvalova spojeni zfidkava a nejsou nahromadénd do dobie
organizovanych motorickych plotének jako u motorické inervace extrafuzalnich svalovych
vlaken (Soukup a Novotova, 2000). S pouzitim svételné mikroskopie a peroxidazové
imunohistochemie jsme bohuzel nebyli schopni pfesné¢ urcit, zda se nestin vyskytuje
v motorickych ploténkach intrafuzalnich svalovych vladken. Metoda imunoelektronové

mikroskopie by mohla objasnit tuto zajimavou otazku.

Detekce nestinu v intrafuzalnich vladknech nervosvalového vieténka nachazejiciho se
hned vedle S§tépu vySetfovaného 7 dni po transplantaci piedstavovala pozoruhodny nalez.
V blizkosti tohoto receptoru mnoho extrafuzalnich svalovych vlaken ptijemct vykazovalo také
imunopozitivitu nestinu. Nékterd z nich méla dokonce jaddra umisténd centraln€, coz znaci
proces regenerace. Za pri¢inu objeveni se nestinu v intrafuzalnich svalovych vladknech tohoto
receptoru povazujeme stejné okolnosti, které mohly vést k imunopozitivité nestinu
v extrafuzalnich svalovych vladknech tkan¢ pfijemce bezprostiedné sousedici se $t€pem, a to
mechanické poranéni pfi transplantaci nebo difuzi rastovych faktort, pfi¢emz oboji iniciuje
regeneraci. Rozdily v intenzité imunoreaktivity nestinu v jednotlivych intrafuzalnich svalovych
vlaknech lze vysvétlit rozdilnou mirou pfeziti a regenerace. Vyzralejsi svalova vldkna vykazuji
slabsi imunopozitivitu nestinu, zatimco méné vyvinuta siln€jsi, podobné jako u regenerujicich

extrafuzélnich svalovych vlaken.

V regenerujicich nervosvalovych vieténkach jsme nestin detekovali ve Schwannovych
bunkach, tak jako v intaktnich receptorech. Ve Stépech vySetfovanych 7 dni po transplantaci
nervosvalova vieténka obsahovala novotvofené myoblasty a myotuby vykazujici
imunopozitivitu nestinu. Ve vyzravajicich intrafuzalnich svalovych vldknech v receptorech

Stépt odebranych 16 dni po transplantaci jsme nestin také prokazali, ale s rozdilnou intenzitou
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signalu. Vieténka $tépt hodnocenych 21 a 29 dni po transplantaci nevykazovala zddnou nebo
jen fokdlni slabou imunopozitivitu nestinu podobné jako receptory v intaktnich tkanich
prijemct. Intenzita imunohistochemického signdlu nestinu se tudiz béhem diferenciace
novotvorenych svalovych elementii v regenerujicich vieténkach snizuje a zrald intrafuzalni
svalova vlakna signal zcela postradaji (Cizova et al., 2009b). Tyto nélezy jsou v souladu se
studiemi prokazujicimi ,,downregulaci“ nestinu v pribéhu diferenciace extrafuzalnich
svalovych vldken (Sejersen a Lendahl, 1993; Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al. 2001,
Aarimaa et al., 2004; Cizkova et al., 2009a; Lindqvist et al., 2017). Ve vyvijejicich se
nervosvalovych vieténkach se jednotliva intrafuzalni svalova vldkna netvofti soucasné. Vldkna
»huclear bag® se vyvijeji prvni a jsou nasledovana vlakny ,,nuclear chain“ (Zelena, 1994).
Podobny jev jsme pozorovali také béhem regenerace nervosvalovych vietének. Intrafuzalni
svalova vldkna o velkém priméru pravdépodobné vznikajici ze satelitovych bunék ptavodnich
»huclear bag® vldken vykazovala slabou imunoreaktivitu nestinu. Byla tudiz vice vyvinut4 nez
vldkna o malém priiméru odpovidajici pivodnim ,,nuclear chain® vlakniim se silnym signalem

nestinu.

6.2.2. Desmin a vimentin v intaktnich a regenerujicich nervosvalovych vieténkach

Desmin byl detekovan ve vSech intrafuzalnich svalovych vldknech intaktnich
nervosvalovych vietének i v myoblastech, myotubach a vyzravajicich svalovych vladknech
regenerujicich receptorti. Tyto nalezy potvrdily nase ocekavani, protoze jak bylo zminéno vyse,
desmin je pritomny ve vSech typech svalovych elementli a nenachdzime divod pro to, aby
intrafuzalni svalové bunky a vldkna byla vyjimkou. Béhem vyvoje i regenerace kosterniho
svalu je ,,upregulace desminu trvald na rozdil od piechodné ,,upregulace® nestinu (Sejersen
a Lendahl, 1993; Vaittinen et al., 2001; Aarimaa et al., 2004; Cizkova et al., 2009a; Lindqvist
etal., 2017). Intrafuzalni svalové elementy vykazujici silnou imunoreaktivitu desminu by proto
mély byt vice vyzralé nez elementy se slabou imunoreaktivitou. Nicméné diavod, pro¢ se
intenzita signdlu desminu 1i§i mezi jednotlivymi dospélymi intrafuzalnim vldkny intaktnich

vietének, zlstdva neobjasnen.

Detekce desminu v nékterych bunkach pouzdra regenerovanych nervosvalovych
vietének a receptoru nachézejiciho se v bezprostfedni blizkosti Stépu vySetfovaného 7 dni
po transplantaci predstavovala ojedin€ly a prekvapujici nalez. Podle soucasnych znalosti je

pouzdro tvofené¢ho lamelovité uspofadanymi oplosténymi buikami, které jsou pokracovanim
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perineuria nervu vieténka, a vnitinimi kapsuldrnimi buiikami, coz jsou fibroblasty obklopujici
jednotliva intrafuzalni vldkna (Banks a Barker, 2004; Triantafyllou, 2007). Dosud vSak neni
znamo, Ze by bunky perineuria exprimovaly desmin a otazka exprese desminu ve fibroblastech
neni jednoznaéné¢ dofeSend. Nervosvalové vieténko vyskytujici se v t€sném sousedstvi §tépu je
unikatni svoji polohou v oblasti, kde byla tkan vysoce pravdépodobné piimo poranéna pii
intramuskularni transplantaci. Po poranéni se jizva hojila, coz mohlo byt doprovazeno vznikem
myofibroblasti. Nicméné¢ exprese desminu v myofibroblastech neni dosud jednoznacné
potvrzena. Déle mizeme imunopozitivitu desminu v zevnim pouzdru vysvétlit tak, ze
denervace nebo de-eferentace a rovnéz i regenerace navozend intramuskuldrni transplantaci
vede ke vzniku mnoha malych myotub nebo svalovych vlaken mezi vrstvami zevniho pouzdra,
ziejmé pochazejicich z migrujicich myoblasti po aktivaci satelitovych bunék. Tento jev byl
zaznamenan na urovni svételné i elektronové mikroskopie (Jirmanova a Soukup, 1995, 2001;

Novotova a Soukup, 1995; Soukup a Thornell, 1997; Soukup a Novotova, 2000).

Vimentin byl detekovan v bunikdch zevniho pouzdra a ve vnitinich kapsuldrnich
bunkach intaktnich i regenerujicich nervosvalovych vietének. Buiiky tvofici vnitini kapsularni
vrstvu jsou fibroblasty, tedy bunky obsahujici vimentin jako hlavni komponentu
intermediarnich filament. Buiiky nejzevnéjsi vrstvy pouzdra vykazuji perineurialni fenotyp.
Exprese vimentinu v buiikach perineuria nebyla dosud v literature dikladné popséna, nicméné
Peltonen et al. (1987) pozorovali expresi vimentinu v téchto bunikach kultivovanych in vitro
a Hirose et al. (1998) zdokumentovali imunopozitivitu vimentinu a imunonegativitu desminu
v buiikdch perineuridlniho maligniho nadoru oballi perifernich nervii. Vimentin byl detekovan
také v buiikach arachnoidey (Kida et al., 1988; Yamashima et al., 1989), jez jsou analogické
k bunkdm perineuria. Mzeme tudiz predpokladat, Ze se vimentin vyskytuje v mnoha, ne-li

ve vSech buiikach tvoficich vnitini a zevni pouzdro nervosvalovych vietének.

Slaba imunopozitivita vimentinu pozorovand ve svalovych buiikdch regenerujicich
vietének ve Stépech vysSettovanych 7 dni po transplantaci odpovida nalezim v extrafuzalnich
svalovych buiikdch. Béhem myogeneze a regenerace kosterniho svalu se vimentin exprimuje
v extrafuzdlnich myoblastech a vyvijejicich se myotubach spolu s nestinem, zatimco ve
vyzravajicich a dospélych svalovych vldknech se tento protein nevyskytuje (Sejersen

a Lendahl, 1993; Vaittinen et al., 2001).
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6.3. Role transplantovanych bunék kostni diené pri reakci na poranéni

kosterniho svalu

V této studii byly mysi piijemci celotélove letalné ozareni 4 h po poranéni kosterniho
svalu m. tibialis ant. kardiotoxinen a 3 h po ozéfeni jim byly intravendzné transplantovany BKD
cerstve izolované z darct exprimujicich /acZ mysi ROSA26. Cilem téchto experimentl bylo

studovat roli transplantovanych BKD pfi reakci kosternich svall pfijemcti na poranéni.

Injekce kardiotoxinu do kosterniho svalu zpiisobi degeneraci svalovych vlaken, ale
nepostihne satelitové bunky, krevni cévy ani inervaci svalu (Couteaux et al., 1988). Nekroza
svalovych vlaken navozena toxinem se objevi velmi rychle, jiz 30 min. po injekci (Ownby et al.,
1993). Nekroza spousti lokélni akutni imunitni reakci a buiikky imunitniho systému okamzité
infiltruji oblast poranéni. Nekrotickd degenerovand svalova vlakna jsou odstranéna makrofagy,
které se také ticastni aktivace satelitovych bunék sekreci ristovych faktorii (Lescaudron et al.,
1999). Aktivované satelitové bunky proliferuji, diferencuji se v myoblasty, které béhem tretiho
dne po poranéni svalu fuzuji, ¢imz se tvoii myotuby postupné vyzravajici ve svalova vlakna
(Couteaux et al., 1988). V nasSich experimentech byly mysi pfijemci celotélové letalné ozareni
velmi Casné, 4 h po injekci kardiotoxinu, aby doSlo k inhibici rychlé spontdnni regenerace
poranénych svalli a tak byla imitovdna situace lidskych pacientii s vyznamné redukovanou
schopnosti regenerace kosterniho svalu. Predpoklddame, ze ozatfeni postihlo aktivované
a proliferujici satelitové bunky a zplisobilo jejich smrt. Absence zndmek regenerace
v poranénych kosternich svalech kontrolnich mysi, které byly celotélové letdlné ozatené 4 h
po injekci kardiotoxinu a nalez uplné regenerace poranénych svalt kontrolnich mysi, u kterych
byl jen poranén sval, potvrzuji nase predpoklady. Celotélové letdlni ozafeni také suprimuje
hematopoézu. V naSich experimentech byla transplantace BKD uspésna a bylo dosazeno
vysokého stupné mikrochimerismu, coz dokldd4 analyza obsahu DNA déarcovskych bunék

v kostnich dfenich mySich pfijemcti stanovana metodou kvantitativni PCR.

Pozitivita histochemické detekce pomoci substratu X-gal znamenajici piivod v bunikach
darce byla identifikovana v poranénych kosternich svalech pfijemci ve velkych
mnohojadernych buiikach nepravidelného tvaru vyskytujicich se v tésné blizkosti nekrotickych
degenerovanych svalovych vldken, v infiltrujicich neutrofilech a makrofazich a vzacné&ji
ve fibroblastech endomysia, a to v ¢asovych intervalech 14 a 33 dni po poranéni svalu. Tyto
vysledky histochemické detekce byly v souladu s vysledky analyzy obsahu DNA genu lacZ

ziskanymi metodou kvantitativni PCR. Sedm dni po injekci toxinu nebyly v poranénych
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svalech zaznamenany zadné X-gal” buiky, avsak stfedni hodnota obsahu DNA genu lacZ
v téchto poranénych svalech daného ¢asového intervalu dosahla 11,1 % obsahu DNA genu lacZ
v intaktnich shodnych svalech déarcti, mysi ROSA26. Podobna diskrepance se objevila mezi
vysledky histochemické detekce X-gal™ bunék a analyzy obsahu DNA bun&k darce pomoci
kvantitativni PCR v intaktnich kontralateralnich svalech pfijemcii. Analyza obsahu DNA genu
lacZ provedena pomoci kvantitativni PCR poskytuje velmi pfesnou informaci o vyskytu bunck
odvozenych od darce exprimujicich /lacZ, ale neumoziuje urcit fenotyp téchto bunék. Naopak
histochemie je vhodna pro studium morfologie X-gal® bunék a jejich distribuce ve tkanich.
Nevyhodou této metody je, ze X-gal pozitivita je detekovana pouze v buiikach, které obsahuji
aktivni formu enzymu [-galaktosidazy kddovaného genem lacZ. Buiiky pochézejici od darce,
které nesyntetizuji aktivni formu enzymu [-galaktosidazy, se mohou v tkanich piijemct
nalézat, ale nejsou detekovany histochemicky pomoci substratu X-gal. Tato skutecnost podle
naseho néazoru vysvétluje diskrepanci mezi vysledky =ziskanymi kvantitativni PCR
a histochemickou detekci. Nicméné soubézné provedeni téchto dvou metod povazujeme za

vyhodné, protoZe se navzajem dopliuji.

Ctrnact a 33 dni po injekci toxinu, celotélovém ozafeni a transplantaci BKD byly
v oblasti poranéni identifikovany X-gal" velké mnohojaderné buiiky nepravidelného tvaru.
V téchto bunkach nebyl detekovan desmin, spolehlivy svalovy marker (Bignami a Dahl, 1984;
Fiirst et al., 1989; Sejersen a Lendahl, 1993; Li et al. 1997; Carlsson a Thornell, 2001), ani
nestin, jenz byl zaznamenan ve vyvijejicich se myoblastech, myotubach a nezralych svalovych
vlaknech (Sejersen a Lendahl, 1993; Carlsson et al., 1999; Vaittinen et al. 2001; Aarimaa et al.,
2004; Cizkova et al., 2009a, 2009b; Lindqvist et al., 2017). NenaleZeji tedy k myogenni linii,
piestoze vykazuji nékteré znaky novotvorenych svalovych vlaken, jako jsou mnohocetna jadra
a umisténi v té€sné blizkosti nekrotické sarkoplazmy degenerovanych svalovych vlaken. Podle
stavby tyto X-gal” velké mnohojaderné bunky ptipominaly obrovské buiky cizich téles, které
vznikaji fuzi aktivovanych makrofaglh. Jeden nebo dva dny po néstupu akutniho zanétu
cirkulujici monocyty migruji do mista poranéni a po vstupu do vazivové tkané se transformuji
v makrofagy s vysokou schopnosti fagocytdzy. Po aktivaci napt. mrtvymi buitkami nebo
mikroorganismy makrofagy vylucuji rizné biologicky aktivni latky, coz je charakteristické
pro chronicky zanét. Pokud je pfi¢inou relativné inertni cizi téleso, vznika tzv. granulom
z cizich téles. Akumulace makrofagh a jejich fize v obrovské bunky cizich téles jsou

charakteristické pro tento typ chronického zanétu (Anderson, 2000; Brooks et al., 2019).
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Zhao et al., (2009) vyhodnotili poranéni svalu kardiotoxinem jako vhodny zvifeci model
pro dystrofickou kalcifikaci. Popsali vyskyt velkych mnohojadernych bun¢k pfipominajicich
osteoklasty, které resorbovaly kalcifikovana nekrotickd degenerovana svalova vldkna. V nasich
experimentech byla v poranénych svalech m. tibialis ant. transplantovanych mysi kalcifikace
nekrotické sarkoplazmy degenerovanych svalovych vlaken potvrzena barvenim alizarinovou
Cerveni a impregnaci podle von Kossy. Proto by X-gal® velké mnohojaderné buiiky nachazejici
se v blizkosti kalcifikovanych nekrotickych svalovych vlaken mohly piedstavovat buiky typu
osteoklastii. Podobn¢ jako obrovské bunky cizich téles jsou osteoklasty schopné fagocytdzy
a vznikaji fuzi aktivovanych makrofdgi. Uvédomujeme si, Ze osteoklasty maji aktivni
endogenni sav¢i B-galaktosidazu, a proto by mohly vykazovat faleSnou X-gal pozitivitu (Coates
etal., 2001; Kopp et al., 2007). Nicméné mame jednoznacny dikaz, ze v nasich experimentech
byly X-gal" velké mnohojaderné buiiky odvozeny od transplantovanych BKD. Za prvé analyza
obsahu DNA genu /acZ metodou kvantitativni PCR potvrdila, Ze jadra pochézejici od bunék
dérce byla pfitomna v poranénych svalech m. tibialis ant. pfijemcti v mnozstvi odpovidajicim
poctu X-gal” velkych mnohojadernych bunék. Za druhé u kontrolnich mysi letalng celotélové
ozafenych po injekci kardiotoxinu, ale netransplantovanych, nebyly v oblastech poranéni
identifikovany zadné X-gal® buiky. Tudiz X-gal® buiiky, které se objevily v mistech injekce
kardiotoxinu u transplantovanych pfijemct, pochazely z bunék darci. At uz X-gal® velké
mnohojaderné bunky pozorované v naSich experimentech pfipominaji vice obrovské buiky
cizich téles nebo osteoklasty, hlavni otdzkou je, pro¢ neresorbovaly nekroticka svalova vlakna.
Podle naseho ndzoru mohla byt perzistence nekrotickych svalovych vldken zplsobena
nedostatenym mnozstvim bunék schopnych fagocytézy vzhledem k rozsahu nekr6zy nebo
zménou vlastnosti nekrotické tkan€ navozenou ozarenim, kterd spocivala ve zvySené rezistenci

nekrotické tkané€ viici resorpci.

Po intramuskularni injekci kardiotoxinu je oblast poranéni velmi rychle infiltrovana
makrofagy a dalSimi buiikami zanétlivého infiltratu a nekroticka degenerovana svalova vlakna
jsou odstranéna béhem dvou nebo tii dnii (Couteaux et al., 1988). V naSich experimentech 7 dni
po poranéni svalu nebyly zanétlivé infiltraty pocetné a nekrotickd svalova vlakna byla stale
ptitomna. Lze divodné pfedpokladat, Ze transplantované BKD maji nejprve rekonstituovat
hematopoézu postizenou letalnim celotélovym ozafenim, a proto proliferuji a diferencuji se
ve vSechny hematopoetické bunky vcetné diferencovanych krevnich elementti, coz je pro
ozéafeny organismus Zivot zachranujici proces. Po obnové hematopoézy miize potomstvo

transplantovanych BKD participovat na regeneraci poranén¢ho kosterniho svalu. Domnivame
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se, ze ztéchto diivodd je v naSich experimentech tvorba zanétlivého infiltratu v oblastech
poranéni u ozafenych a transplantovanych mysi zpozdéna ve srovnani s kontrolnimi mySmi,

u kterych bylo pouze navozeno poranéni svalu injekci kardiotoxinu.

Kostni dfent obsahuje také multipotentni mezenchymové stromalni buitky (MMSB; také
oznacované jako mezenchymové kmenové buriky). Bylo popséano, ze jsou schopné participovat
na regeneraci kosterniho svalu (Dezawa et al., 2005; de la Garza-Rodea et al., 2011). Béhem
vyvoje jsou zdrojem mnoha bunék pojivovych tkéani, v€etné fibroblastii. Proto nase sporadické
nalezy X-gal® fibroblastd v oblastech poranéni svalli u transplantovanych mysi nebyly
ptekvapujici. Aktivované a proliferujici fibroblasty endomysia jsou také postizeny celotélovym
ozafenim. Podle naSich vysledki se MMSB odvozené z BKD a jejich potomstvo podileji

na procesu obnovy endomysia.

Bylo popsano né¢kolik mechanismi, jakymi transplantované BKD potencionalné
participuji na regeneraci kosterniho svalu indukované jeho poranénim. Buiiky odvozené z BKD
se mohou dostat cirkulaci do mista poranéni svalu, kde z nich vznikaji satelitové bunky, které
uskute¢ni regeneraci svalu (LaBarge a Blau, 2002; Luth et al., 2008). Jinym mechanismem je
fuze bunck zanétlivého infiltratu, predevSim makrofagli a neutrofill, s vyvijejicimi se
myotubami v pribéhu regenerace svalu (Camargo et al., 2003; Doyonnas et al., 2004). Existuje
také odlisSny nazor, ze regenerace kosterniho svalu je zcela zprostiedkovana kmenovymi
buiikami sidlicimi ve svalové tkani, ponévadz destrukce rezidentnich svalovych kmenovych
bunc¢k vysokymi davkami lokalniho ozafeni méa za nasledek dlouhodoby deficit v riistu
a regeneraci svalu (Wakeford et al., 1991; Pagel a Partridge, 1999; Heslop et al., 2000). Nase
vysledky souhlasi se zavéry studii potvrzujici tento posledni nazor. V nasich experimentech
transplantace BKD nezabranila degeneraci svaldl, ve kterych byly satelitové buniky eradikovany
letalnim celotélovym ozéafenim. Vznik ojedinélych X-gal zralych svalovych vlaken v oblastech
poranéni svalu u transplantovanych mysi byl zptisoben aktivaci, proliferaci a diferenciaci
rezidentnich satelitovych bungk, které ptezily ozaieni. Nicméné nevylucujeme prvni dva mozné
mechanismy podilu BKD na regeneraci kosterniho svalu. V nasi studii byly satelitové bunky
poskozeny ozafenim, a tudiz mohly chybét pfirozené signdly nezbytné k indukci aktivace
a proliferace satelitovych bun¢k a k tvorbé novych svalovych vldken, na ¢emz by se mohly
podilet transplantované¢ BKD. Selhéni prvniho stadia regenerace, kdy makrofagy resorbuji
nekrotickd svalova vlakna, doklada nezastupitelnou tlohu makrofagii v pocatecnich fazich

regenerace kosterniho svalu (Cizkova et al., 2011).
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6.4. Bunky pochazejici z kostni diené jako soucast niche satelitovych bunék

v intaktnim a regenerujicim kosternim svalu mysi

V této studii jsme intravenozné transplantovali my$i GFP' neseparované BKD
celotélove letalné ozafenym imunokompetentnim mySim 4 tydny pred poranénim kosterniho
svalu pfijemcii injekei kardiotoxinu. Cilem téchto experimentti bylo pomoci piimé fluorescence
GFP a imunohistochemické detekce proteinu GFP na odparafinovanych fezech
a na ultratenkych fezech pro transmisni elektronovou mikroskopii identifikovat bunécné typy

pochazejici z BKD vyskytujici se v intaktnim a regenerujicim kosternim svalu.

Vysledky ziskané na zdklad¢ vyhodnoceni piirozené fluorescence GFP byly vzdy
potvrzeny imunohistochemickou detekci proteinu GFP. V ptipad¢ kosterniho svalu je to
nezbytné, protoze urcity typ svalového vlakna vykazuje autofluorescenci, ktera miize byt
chybné povazovana za pozitivitu GFP (Jackson et al., 2004; Brazelton a Blau, 2005; Swenson
et al., 2007). Jednd se o skupinu oxidativnich svalovych vlaken typu Ila, u nichz je pfi¢inou
autofluorescence pravdépodobné flavin spolecné¢ s NADH dehydrogendzou (Jackson et al.,

2004).

Pozitivita GFP znamenajici ptiivod v kostni dfeni byla identifikovana béhem regenerace
kosterniho svalu v obou casovych intervalech, 71 28 dni po poranéni svalu, ve vSech buné¢nych
typech ptedstavujicich dilezit¢ komponenty niche satelitovych bunék, jmenovité v buitkach
imunitniho systému, bunkach vazivové tkdn¢ endomysia, buiitkach vaskuldrniho systému
a elementech myogenni linie. V kontralaterdlnim a kontrolnim neporanéném svalu byla

pozitivita GFP urena v mén¢ pocetnych bunikach imunitniho systému a endomysia.

GFP" buiky imunitniho systému, hlavné makrofagy, se hojné vyskytovaly
v regenerujicich svalech 7 dni po poranéni a 28 dni po injekci kardiotoxinu byly stale
detekovany. V kontralateralnich a kontrolnich neporanénych svalech byly sporadicky
pozorovany GFP" makrofagy a zirné bufiky. Buiiky imunitniho systému odvozené
od hematopoetickych kmenovych buné€k jsou nepostradatelné pro prvotni fazi regenerace
kosterniho svalu (Lescaudron et al., 1999). Rezidentni leukocyty aktivované poranénim
produkuji napi. TNF-a (tumor necrosis factor-a) a interleukin-6, které spolu s dalSimi faktory
podporuji aktivaci a proliferaci satelitovych bun¢k a indukuji atrakei cirkulujicich granulocyti,
hlavné neutrofil. Neutrofily uvoliiuji prozanétlivé signaly nezbytné k rekrutovani monocytt,
jez se stavaji velmi pocCetnymi a diferencuji se v makrofagy. Nejprve prozanétlivé makrofagy

M1 fagocytuji nekrotickou sarkoplazmu degenerovanych svalovych vlaken a podporu;ji
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proliferaci myoblasti vznikajicich z aktivovanych délicich se satelitovych bunék a nasledné
(Bentzinger et al., 2013; Yin et al, 2013; Mashinchian et al., 2018). VSechny typy vyse
zminénych bun¢k imunitniho systému se tedy velmi piesné zapojuji do regulace regenerace
kosterniho svalu a jakékoli zména v jejich nalezitém poméru muze vést k selhani regenerace
(Arnold et al., 2007; Segawa et al., 2008; Liu et al., 2017b). Tento fakt byl také dolozen v nasi
predchozi studii, kdy byly ptijemci celotélové letaln€¢ ozafeni 4 h po poranéni svalu za ticelem
eradikace dé€licich se satelitovych bun¢k a suprese hematopoézy a nasledné transplantovany
BKD darce. Sedm dni po injekci kardiotoxinu nebyly v oblasti degenerace nalezeny zadné
bunkky imunitniho systému odvozené od BKD darce, coz vedlo k perzistenci a dokonce
kalcifikaci nekrotické sarkoplazmy poranénych svalovych vlaken. Dva a 4 tydny po injekci
kardiotoxinu, kdy jsou béhem obvyklé regenerace jiz vytvoiena nova svalova vlakna, jsme nasli
v tésné blizkosti pretrvavajicich nekrotickych svalovych vldken mnoho od BKD dérce
odvozenych velkych mnohojadernych bunék ptipominajicich obrovské buiky cizich téles,

které vznikaji fuzi aktivovanych makrofagt (Cizkova et al., 2011).

V této studii byl signdl GFP zjistén v mnoha desmin buiikdch vietenovitého tvaru
vyskytujicich se v endomysiu poranénych svall vysetfovanych v obou ¢asovych intervalech,
7 a 28 dni po injekci kardiotoxinu. V kontralateralnich a kontrolnich neporanénych svalech
byly tyto bunky také zaznamenany, ale v mnohem menSim mnozstvi, jak jsme predpokladali.
V intersticidlni tkdni endomysia se nachdzeji rizné bunécné typy, jejichz ptivod a funkce
pii regeneraci kosterniho svalu nebyly dosud pln€ objasnény (Bentzinger et al., 2013; Yin et al,

2013; Mashinchian et al., 2018).

Fibroblasty jsou hlavni fixni buiky fidkého kolagenniho vaziva, které obklopuje
jednotliva svalova vldkna v podob& endomysia. Jejich klicovou funkci je syntéza slozek
extracelularni matrix, predev§im kolagenu a fibronektinu, a také komponent bazalni laminy.
Jsou schopné aktivné remodelovat mezibunécnou hmotu sekreci metaloproteindz (Bentzinder
et al. 2013). Po poranéni svalu velmi rychle proliferuji, pfi¢emz jich je nejvice zhruba 5. den
po indukci regenerace, kdy také vrcholi pocet délicich se satelitovych bunck. V této fazi
podporuji expanzi satelitovych bungk, jak bylo zdokumentovano ve studii, pfi které castecna
ablace fibroblasti v prib¢hu regenerace vedla k snizenému poctu satelitovych bunék a jejich
predcasné diferenciaci a k tvorbé novych svalovych vlaken o mensim priiméru (Murphy et al.,

2011). Fibroblasty mohou vznikat z rezidentnich mezenchymovych kmenovych bunék, avSak
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co je pozoruhodné, ve stromatu naddora také z BKD darce (Dikerze et al., 2004; Barcellos-de-

Souza et al., 2013; Kurashige et al., 2018).

Fibroadipogenni progenitory jsou fibrogenni mezenchymové stromalni bunky, které
sidli v kosternim svalu. Exprimuji povrchové markery CD34, Sca-1 a PDGFRa, ale nevykazuji
pozitivitu hematopoetickych markerit CD45 a CD31 a markeru satelitovych bunék integrinu
a7. Jsou schopné diferencovat se ve fibroblasty, adipocyty a pravdépodobné také v buriky kosti
a chrupavky. Jejich diferenciace v myogenni prekurzory nebo svalova vlakna in vitro ani in
vivo nebyla dosud prokdzédna, tudiz ziejm€ nemaji myogenni potencial. V klidovych
podminkédch se nachdzeji v blizkosti krevnich cév. V pribéhu regenerace jsou aktivovany
a proliferuji v intersticiu, pficemz nejvyssiho poctu dosahuji mezi 3. a 4. dnem a k ptivodnimu
mnozstvi se vraceji 7. az 9. den po poranéni. Spolu s fibroblasty syntetizuji proteiny
extracelularni matrix. Také podporuji myogenni diferenciaci, napi. sekreci interleukinu-6,
a naopak vznikajici myotuby inhibuji jejich diferenciaci v adipocyty (Joe et al., 2010; Heredia
et al., 2013; Bentzinger et al., 2013; Fiore et al., 2016). Co je velmi zajimavé, fibroadipogenni
progenitory pravdépodobné odstranuji nekrotick¢ zbytky tkané¢ zregenerujicich svala
efektivnéji nez makrofagy (Heredia et al., 2013; Bentzinger et al., 2013). Jejich ptivod nebyl

dosud jednoznaéné urcen.

Mitchell et al. (2010) popsali rezidentni kmenové buiiky v intersticiu kosterniho svalu,
které exprimuji stresovy medidtor PW1 a povrchové markery CD34 a Sca-1. Na rozdil
od fibroadipogenni progenitorti maji myogenni potencial in vitro a neexprimuji PDGFRa. Také
postradaji marker satelitovych buné¢k Pax7 (Mitchell et al., 2010; Pannérec et al., 2013; Yin
etal., 2013). Tyto PW1" intersticialni bufiky produkuji follistatin a IGF1, ¢imz podporuji
proliferaci a diferenciaci satelitovych bunék (Formicola et al., 2014; Mashinchian et al., 2018).
Experimenty sledujici Pax3" buiiky naznauji, ze PW1" intersticidlni buiiky nevznikaji
z embryonalnich Pax3" myogennich progenitorovych bunék, a tudiz jsou odvozeny od jiné

bunécné linie nez satelitové bunky (Mitchell et al., 2010; Yin et al., 2013).

Telocyty predstavuji dal$i intersticidlni bunéfny typ zatim neurceného pavodu
vyskytujici se v kosternim svalu. Jsou charakterizovany podle vzhledu v transmisnim
elektronovém mikroskopu jako buiky smalym télem a velmi dlouhymi tenkymi
moniliformnimi (majicimi tvar $inlry koralki) vybézky, které se dichotomicky vétvi a tvofi
trojrozmérnou sit’ (Popescu et al., 2011; Suciu et al., 2012; Yin et al., 2013). Nachazeji se

v tésné blizkosti satelitovych bunék, svalovych vladken, nervovych zakonceni a krevnich cév.
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Na rozdil od fibroblast exprimuji c-kit a dale také PDGFRf a VEGF, ale nikoli Pax7. Jejich
ptedpokladanymi funkcemi je pienos mezibunéénych signali uvolfiovdnim nebo absorpci
mikrovezikul, tzv. exosomu, obohacenych o proteiny a RNA a podpora vaskulogeneze sekreci

VEGF (Popescu et al., 2011; Suciu et al., 2012; Yin et al., 2013).

Vycet typt bunék nachéazejicich se v endomysiu in vivo nebo izolovanych z kosterniho
svalu a kultivovanych in vitro je jest¢ mnohem Sir§i. Lze zminit napt. ze svalu odvozené
kmenové buniky (,,muscle-derived stem cells®). Jsou to buiiky izolované z kosterniho svalu,
které pti kultivaci in vitro jen pomalu adheruji a dlouhodobé¢ proliferuji. Exprimuji Flk-1, Sca-
1 a desmin a zaroven jsou CD45, M-Cadherin a CD34 negativni. Jsou multipotentni, mohou se
diferencovat v bunnky myogenni, adipogenni, osteogenni, chondrogenni a hematopoetické linie.
Po transplantaci piispivaji k regenerujicim svalovym vlaknim, inkorporuji se do niche
satelitovych bunék a jsou také schopné diferencovat se v endotelové a neurdlni buiky (Yin et
al., 2013; Lorant et al., 2018). Buriky Twist2"/Pax7" se nachéazeji v intersticiu kosterniho svalu.
Po indukeci jejich diferenciace in vitro ztraceji transkripéni faktor Twist2, za¢nou exprimovat
Pax7 a jsou schopné fizovat mezi sebou i se satelitovymi bunikami. Pti experimentech in vivo
se podileji na regeneraci kosterniho svalu fizi s existujicimi svalovymi vladkny i tvorbou
novych, ptficemz v obou piipadech se jedna piedevsim o svalova vldkna typu IIb/x (Liu et al.,

2017a; Schmidt et al., 2019).

Dreyfus et al. (2004) identifikovali v intersticiu intaktnich kosternich svald buiky
odvozené od kostni dfen¢ darce exprimujici CD34 nebo Sca-1. Piestoze imunofenotypizace
téchto bun¢k je nedostatecna vzhledem k soucasnym znalostem, v souladu s nasimi vysledky
tato studie doklada piitomnost bunék odvozenych od BKD ve svalovém intersticiu (Cizkova et
al., 2018). Intersticialni buniky endomysia tedy povazujeme za velmi zajimavou bunécnou
komponentu niche satelitovych bun¢k a bude dulezité studovat jejich konkrétni funkce a ptivod.
Jaky bun&ény typ predstavuji GFP* desmin  bufiky endomysia pozorované v intaktnich
1 regenerujicich svalech v naSich experimentech zastava k objasnéni a stava se cilem nasSich

nadchdazejicich studii.

Pozitivita GFP byla zifidka zaznamenana v endotelovych buiikach krevnich cév
v poranénych svalech 7 i 28 dni po injekci kardiotoxinu. Tyto nalezy prokazuji pfitomnost
endotelovych progenitorii v kostni dfeni darcti. Buniky krevnich cév jsou dilezitou soucasti
niche satelitovych buné¢k, pficemz v intaktnich i regenerujicich svalech se kapildry vyskytu;ji

v jejich velmi tésné blizkosti (Christov et al., 2007). Po poranéni svalu se jejich pocet zpocatku
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zvysuje, ackoli nebyly pfimo poskozeny (Ochoa et al., 2007). Endotelové buriky vylucuji celou
fadu mitogennich a anti-apoptotickych faktort, jako je VEGF, které ovliviiuji svalové
elementy, a naopak diferencujici se svalové elementy také produkuji VEGF a tudiz maji
proangiogenni efekt. Myogeneze a angiogeneze jsou tedy uzce koregulovany (Bentzinger et al.,

2013; Latroche et al., 2017).

GFP spolu s desminem jsme detekovali velmi vzacné 7 dni po injekci kardiotoxinu
v myotubach poranénych svali a 28 dni po poranéni ve svalovych vldknech. Schopnost
hematopoetickych kmenovych bun¢k podilet se na regeneraci kosterniho svalu byla jiz dobie
popsana (Ferrari et al., 1998; Palermo et al., 2005; LaBarge a Blau, 2002; Brazelton et al., 2003;
Camargo et al., 2003; Corbel et al., 2003; Doyonnas et al., 2004; Sacco et al., 2005; Abedi et
al., 2005, 2007; de la Garza-Rode et al., 2011) a nase vysledky potvrzuji vyskyt tohoto
vyjime¢ného fenoménu. DileZité je, e jsme nenasli Zadné GFP" desmin” myoblasty a signal
GFP se objevil pouze v myotubach a svalovych vlaknech, coz podporuje nézor, ze HKB nejsou
schopné generovat myogenni progenitory a ze dochazi fuzi k inkorporaci myeloidnich bun¢k
do novotvotfenych myotub (Camargo et al., 2003; Corbel et al., 2003). Myogenni elementy
v ruznych stadiich vyvoje jsou dilezitymi soucdstmi niche satelitovych bunck behem
reparativni myogeneze, kdy vylucuji ristové faktory, poskytuji regulacni signdly a Gi¢astni se
mezibunéénych interakci. Signadlni drahy Notch a Wnt7 patii z tohoto pohledu mezi
nejvyznamnéjsi, a proto jsou stale intenzivné studovany (Brack et al., 2008; Bentzinger et al.,

2013; Yin et al., 2013; Schmidt et al., 2019).
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7. ZAVERY

Uspé&sné se mi podafilo zavést viechny nové metody nezbytné pro feseni cila vlastni
experimentalni prace. Stanovila jsem optimdlni postup a osvojila si chirurgické techniky
indukce regenerace kosterniho svalu mysi poranénim intramuskuldrni injekei kardiotoxinu.
Zvladla jsem metodu odbéru mysich bunék kostni diené od darct, pfipravu suspenze téchto
bunck a jeji intravenozni transplantaci celotéloveé letdlné ozafenym piijemctim. V laboratofi
transmisni elektronové mikroskopie se nam podatilo nejprve zavést vhodny postup zalévani
tkani do akrylatové pryskyfice LR White a nasledné imunohistochemickou metodu detekce
antigenl na ultratenkych tkanovych fezech. Dle potieby jsem také optimalizovala jiz zavedené

metody histologického zpracovani tkani a imunohistochemické detekce.

Pti regeneraci kosterniho svalu zadni koncetiny potkana indukované heterochronni
isotransplantaci se nestin exprimoval nejsilnéji v novotvofenych myoblastech a myotubach
a jeho signal se zeslaboval béhem diferenciace svalovych vlaken, kdy jsme zdokumentovali
fenomén tzv. ,lateralizace® nestinu do urcité oblasti na periferii svalového elementu, jenz by
mohl nazna¢ovat mechanismus, jakym je nestin eliminovan z vyvijejiciho se svalového vlakna.
V dospélych intaktnich svalovych vldknech se nestin exprimoval pouze v oblastech
motorickych plotének a myotendindznich spojeni. Nestin byl detekovdn v novotvofenych
krevnich cévach v CasnéjSich fazich nez vregenerujicich nervech, coz doklada, ze
revaskularizace piedchdzela reinervaci. Vimentin byl detekovan jen slabé v novotvotenych
myoblastech a myotubach. Zral4 svalova vlakna vldkna tento protein neexprimovala, zatimco
desmin se vyskytoval ve vSech vyvojovych stadiich véetn¢ zralych svalovych vlaken. Podle
vysledkd této studie nestin predstavuje idedlni marker regenerace kosterniho svalu, pficemz
jeho exprese provazi dulezité procesy vyvoje, revaskularizace a reinervace novotvorenych

svalovych vléken.

V intaktnich 1 regenerujicich nervosvalovych vieténkach kosterniho svalu zadni
koncetiny potkana byl nestin detekovan ve Schwannovych butikach inervujicich nervovych
vlaken a pouze v regenerujicich receptorech ve vyvijejicich se intrafuzalnich svalovych

elementech. Zrald intrafuzalni svalova vlédkna intaktnich i regenerovanych vietének nestin
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postradala. Desmin se exprimoval ve v§ech vyvijejicich se i dospélych intrafuzalnich svalovych
elementech intaktnich i regenerovanych receptori. Vimentin byl detekovéan v bunikach zevniho
a vnitintho pouzdra v intaktnich i regenerujicich vieténkdch a také v novotvorenych
myoblastech a myotubach regenerujicich vietének. Ziskané nalezy demonstruji, ze prestoze
intrafuzalni svalova vlakna vykazuji mnoho strukturnich i funkénich rozdilt od extrafuzalnich,
v expresi intermediarnich filament v intaktnich i regenerujicich svalech se nelisi. Tato studie
poskytuje komplexni pohled na expresi nestinu, desminu a vimentinu ve vSech komponentach
intaktnich a regenerujicich nervosvalovych vietének, ptfi¢emz z ni vzeSly prvotni, v literatuie

dosud nepopsané vysledky.

V poranénych kosternich svalech zadni koncetiny mySi byla pozitivita X-galu
znamenajici plivod v intravendzné transplantovanych lacZ"™ BKD identifikovana v ¢asovych
intervalech 14 a 33 dni po injekci kardiotoxinu v infiltrujicich neutrofilech a makroféazich,
vzacnéji v buitkkach endomysia a v mnoha velkych mnohojadernych buiikach nepravidelného
tvaru, které¢ se vyskytovaly v tésné blizkosti perzistujicich nekrotickych svalovych vlaken,
neexprimovaly desmin ani nestin a pfipominaly obrovské buiiky cizich téles vznikajici fuzi
aktivovanych makrofagt. Tyto vysledky dokladaji schopnost intraven6zné transplantovanych
dospélych BKD osidlit poranéné kosterni svaly a generovat buiiky infiltrujici endomysium
aucastnici se uklidové reakce. Pfi inhibici endogenni myogeneze bunky odvozené
od transplantovanych BKD nejsou schopny podilet se na tvorbé novych svalovych vlaken kvili
perzistujici nekroze degenerovanych svalovych vlaken a misto toho se snazi resorbovat
nekrotické struktury. Vysledky tedy potvrzuji klicovou ulohu makrofagi odvozenych z BKD

pfi regeneraci kosterniho svalu.

V intaktnich i poranénych kosternich svalech m. tibialis ant. mysi byla pozitivita GFP
znacCici puvod v intraven6ézné transplantovanych BKD potvrzena v builkach imunitniho
systému, hlavné v makroféazich, a ve vietenovitych bunkéach v endomysiu. Pouze v poranénych
svalech byly vzacné detekovany GFP" endotelové bunky krevnich cév a GFP' novotvoiené
myotuby a svalovd vldkna. Imunohistochemickd detekce proteinu GFP v transmisni
elektronové mikroskopii umoziujici vySetfit ultrastrukturu bunék odvozenych od BKD
v intaktnim a regenerujicim kosternim svalu nebyla v dosud publikovanych pracich pouzita

a pfinasi prvotni nalezy. Tato studie potvrzuje schopnost bun¢k odvozenych z kostni diené¢
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prispét k bunééné komponenté niche satelitovych bun€k v intaktnim i regenerujicim kosternim
svalu. GFP' buiiky pochéazely nejen z hematopoetickych kmenovych bunék, ale zjevné také
z dalSich kmenovych nebo progenitorovych bunék kostni dfené, jako jsou multipotentni
mezenchymové stromalni buiiky nebo endotelové progenitory. GFP" desmin™ buiky
vietenovitého tvaru nachazejici se v endomysiu predstavuji velmi zajimavy nalez, pficemz lze
konstatovat, Ze intersticidlni buniky tvofi velmi pozoruhodnou a dosud ne zcela
charakterizovanou komponentu niche satelitovych bun€k intaktniho i1 regenerujiciho kosterniho
svalu. Otazka, jaky typ intersticialni GFP* desmin™ bufiky piedstavuji a z jakého typu BKD

pochazeji, zistava k vysvétleni a stava se atraktivni vyzvou.
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