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Abstrakt 

 

Neurologická onemocnění postihují velké množství lidí po celém světě a jejich počet 

každoročně stoupá. V této dizertační práci jsem se zaměřila na neurodegeneraci a nervové 

kmenové buňky, které představují důležitý experimentální model v neurobiologii a také 

nadějný prostředek pro léčbu poruch nervové soustavy. Aby bylo možné kmenové buňky  

v regenerativní terapii bezpečně používat, je nutné je přesně charakterizovat a určit nejen 

jejich diferenciační potenciál, ale také čistotu buněčné populace použité pro transplantaci.  

K tomu lze použít dobře definované buněčné markery. V této práci detailně popisuji vývoj 

cílené hmotnostně-spektrometrické metody Selected Reaction Monitoring (SRM)  

pro charakterizaci nervových kmenových buněk během jejich diferenciace. Tuto metodu 

založenou na kvantifikaci skupiny známých proteinových markerů lze použít pro rychlé 

určení diferenciačního stádia nervových kmenových buněk. V další části práce se věnuji 

podrobné charakterizaci povrchového proteomu nervových kmenových buněk v průběhu 

diferenciace pomocí hmotnostní spektrometrie a chemického značení živých buněk metodou 

Cell Surface Capturing (CSC). Tento přístup umožňuje nabohacení povrchových proteinů  

ve vzorku, jejich podrobnou analýzu a do budoucna také možnost účinnějšího třídění buněk.  

V přehledových studiích se věnuji hledání kandidátních proteinových markerů, které by 

mohly sloužit jednak pro efektivnější monitorování diferenciačního potenciálu nervových 

kmenových buněk a pro nabohacení subpopulace buněk vhodných pro transplantaci, ale také 

pro sledování rozvoje neuropatologie Huntingtonovy choroby. 

 

Klíčová slova: nervové kmenové buňky, neurodegenerace, diferenciace, buněčná terapie, 

proteomika, hmotnostní spektrometrie 



Abstract 

 

Neurological diseases affect millions of people worldwide with growing incidence every year. 

In this work, I focused on neurodegeneration and neural stem cells which represent  

an important experimental model for neurobiology, and also a promising tool  

for the treatment of nervous system disorders. To ensure a safe regenerative therapy,  

the neural stem cells need to be precisely characterized before transplantation, and their 

differential potential and cell population purity must be verified. Here, I describe in detail  

the development of a targeted mass spectrometry method based on Selected Reaction 

Monitoring (SRM) demonstrating that this method is capable of characterizing neural stem 

cells upon differentiation. Via measuring well-defined cell markers, the method quantifies 

selected proteins and allows to determination of the differentiation stages of neural stem cells 

in a fast and reliable manner. Then, we aimed to perform a detailed proteome analysis  

of differentiating neural stem cells focused on cell surface proteins. I describe the results 

obtained from mass spectrometry-based analysis of proteins isolated by the technology called 

Cell Surface Capturing (CSC). The CSC method enriched cell surface proteins by chemical 

tagging of living cells. Using this approach, we were able to analyze in detail neural stem 

cells upon differentiation which has brought neural stem cells a step closer to more effective 

sorting strategies. Last but not least, I provided a list of candidate markers that could be either 

used to effectively monitor the differentiation potential of neural stem cells, or to enrich  

a preferable subpopulation of the cells for transplantation experiments. I also provided the list 

of candidate biomarkers for monitoring the development of Huntington's disease 

neuropathology. 

 

Key words: neural stem cells, neurodegeneration, differentiation, cell-based therapy, 

proteomics, mass spectrometry 



Seznam zkratek 

 

AD  Alzheimerova choroba (z angl. Alzheimer’s Disease) 

ALP  Alkaline Phosphatase 

ALS  amyotrofická laterální skleróza 

BDNF  Brain-Derived Neurotrophic Factor 

CD  Cluster of Differentiation 

cDNA komplementární DNA (z angl. Complementary DNA) 

CNS  centrální nervová soustava  

CNTF  Ciliary Neurotrophic Factor 

CSC  Cell Surface Capture 

CXCL1 Chemokine C-X-C motif ligand 1  

DCX  Doublecortin 

DDA  na datech závislá analýza (z angl. Data-Dependent Acquisition) 

DIA  na datech nezávislá analýza (z angl. Data-Independent Acquisition) 

EGF  Epidermal Growth Factor 

ELISA  Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

ESC  embryonální kmenové buňky (z angl. Embryonic Stem Cells) 

FACS  Fluorescent Activated Cell Sorting 

FBS  Fetal Bovine Serum 

FDR  False Discovery Rate 

FGF-2  Fibroblast Growth Factor-2 

GALC  Galactocerebrosidase 

GDNF  Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor 

GFAP  Glial Fibrillary Acidic Protein 

HD  Huntingtonova choroba (z angl. Huntington’s disease) 

HSC  hematopoetické kmenové buňky (z angl. Hematopoietic Stem Cells) 



HTT  Huntingtin 

ICAM1 Intercellular Adhesion Molecule 1 

IF  imunofluorescence 

IGF-1  Insulin-like Growth Factor-1 

iPSC  indukované pluripotentní kmenové buňky (z angl. Induced Pluripotent Stem 

Cells) 

iRT  indexovaný retenční čas (z angl. Indexed Retention Time) 

LAMP1 Lysosome-Associated Membrane Glycoprotein 1 

LC  kapalinová chromatografie (z angl. Liquid Chromatography) 

MAP2  Microtubule-Associated Protein 2 

MS  hmotnostní spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry) 

MSC   mezenchymové kmenové buňky (z angl. Mesenchymal Stem Cells) 

Mw  molekulová hmotnost (z angl. Molecular Weight) 

NES  Nestin   

NGF  Nerve Growth Factor 

NPC  nervové prekurzorové buňky (z angl. Neural Precursor Cells) 

NSC  nervové kmenové buňky (z angl. Neural Stem Cells) 

NT-3  Neurotrophin-3 

OCT4  Octamer-binding transcription factor 4 

OLIG1  Oligodendrocyte transcription factor 1  

PD  Parkinsonova choroba (z angl. Parkinson’s Disease) 

PDGF-AA Platelet-Derived Growth Factor-AA 

PRM  monitorování paralelních reakcí (z angl. Parallel Reaction Monitoring) 

SILAC  Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture 

SRM  monitorování vybraných reakcí (z angl. Selected Reaction Monitoring) 

TUBB3 Tubulin beta-3 chain 

TOF  analyzátor doby letu (z angl. Time Of Flight) 

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor-A   
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1 Úvod 

 

Neurologické poruchy jsou heterogenní skupina nemocí postihující centrální i periferní 

nervový systém. Příčiny mohou být genetické, ale i způsobené vnějšími faktory
1,2

 či 

mechanickým poškozením
3
. Tato onemocnění postihují miliony lidí po celém světě, jejichž 

léčba je ve většině případů založena pouze na tlumení projevů nemoci
4
. Ve své dizertační 

práci se zaměřuji na neurodegeneraci a charakterizaci nervových kmenových buněk  

(NSC, z angl. Neural Stem Cells) v průběhu diferenciace.  

NSC slouží v neurobiologii jako důležitý experimentální model regulace buněčných procesů  

a představují také slibný prostředek pro léčbu onemocnění nervové soustavy. Cílem buněčné 

terapie je náhrada poškozené tkáně a indukce regenerace prostřednictvím sekrece 

specifických proteinů
5
. Protokoly pro kultivaci, namnožení a diferenciaci NSC ale obvykle 

poskytují heterogenní populace buněk
6
. Velkou snahou je proto získání lépe definované 

bezpečné populace buněk, které lze snadno namnožit a udržet jejich diferenciační potenciál. 

Pomocí studia proteinového složení jsem usilovala o podrobnou analýzu NSC a jejich 

monitorování v průběhu diferenciace. S využitím moderních metod založených na hmotnostní 

spektrometrii (MS, z angl. Mass Spectrometry) popisuji regulaci NSC na úrovni proteinových 

markerů dlouhodobě používaných pro sledování těchto buněk a jejich diferenciačního 

potenciálu. Dále se v této práci věnuji analýze povrchových proteinů NSC, které mohou najít 

uplatnění při charakterizaci diferencujících buněk, ale také při nabohacování subpopulace 

buněk vhodných pro transplantaci. Neméně důležitou součástí této práce je hledání nových 

kandidátních markerů, které by bylo výhodné monitorovat v průběhu diferenciace NSC  

a při rozvoji neuropatologie Huntingtonovy choroby (HD, z angl. Huntington‘s disease).  
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1.1 Kmenové buňky 

Kmenové buňky jsou přítomné v těle po celý život jedince a dávají vzniknout diferencovaným 

buňkám, které tvoří základní stavební kameny tkání a orgánů. Zatímco v embryonální fázi 

představují kmenové nediferencované buňky většinu hmoty organismu, v dospělosti se 

nachází převážně v nikách kmenových buněk, kde vytváří mikroprostředí udržující rovnováhu 

mezi sebeobnovou a diferenciací. 

Embryonální kmenové buňky (ESC, z angl. Embryonic Stem Cells) vznikají z vnitřní buněčné 

masy blastocysty při vývoji embrya. Jsou pluripotentní, tedy schopné diferencovat  

do jakéhokoliv typu buněk (kromě buněk odvozených z trofoblastu), a mají neomezenou 

schopnost sebeobnovy. ESC jsou charakteristické přítomností nebo zvýšenou expresí 

transkripčních faktorů NANOG (homeobox protein NANOG), OCT4 (Octamer-binding 

transcription factor 4) a SOX2 (SRY-box transcription factor 1 a 2), nebo proteinů  

ALP (Alkaline phosphatase), CD9 a dalších
7,8

. Studium časné diferenciace umožňují také 

indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSC, z angl. Induced Pluripotent Stem Cells), 

které v roce 2006 vytvořil tým vědců z Japonska z myších fibroblastů
9
 a o rok později 

z lidských fibroblastů
10

. Jedná se o somatické buňky reprogramované in vitro  

do pluripotentního stavu indukovanou expresí čtyř transkripčních faktorů OCT3/4, SOX2,  

c-Myc a Klf4
9
. Tyto buňky vykazující velmi podobné vlastnosti jako ESC. Pluripotentní ESC 

a iPSC nachází široké uplatnění při studiu celé řady (pato)fyziologických stavů
11

 a představují 

nadějný zdroj pro buněčné terapie
12

. Použití lidských ESC v buněčné terapii s sebou však nese 

etické problémy kvůli jejich původu. Tento aspekt překonávají iPSC
13

. 

V postnatálním a dospělém období jsou nástrojem k opravě tkáňového poškození částečně 

diferencované kmenové buňky. Tyto buňky jsou multipotentní a diferencují pouze do tkáňově 

specifických buněk. Většina tkáňově specifických kmenových buněk se v nikách nachází 

v latentní fázi a při poranění a regeneraci tkáně jsou aktivovány specifickými stimuly
13

. 

Příkladem tkáňově specifických kmenových buněk jsou NSC, ze kterých v embryonální fázi 

vzniká centrální a periferní nervový systém procesem neurogeneze. Příkladem úspěšně 

aplikované terapie kmenovými buňkami je nyní už rutinní transplantace kostní dřeně  

s využitím hematopoetických kmenových buněk při léčbě např. leukémie nebo poruch 

imunity. 

Velkou pozornost si také vysloužil tzv. falešný obchod s nadějí, který prostřednictvím svých 

klinik nabízí aplikaci kmenových buněk na nejrůznější více či méně závažná onemocnění,  
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ale také k léčbě život ohrožujících stavů. Odborníci před takovými aplikacemi varují, protože 

klinicky neověřená léčba nejen, že nemusí být účinná, ale může být také velmi nebezpečná. 

Vkládáním důvěry do nesprávné léčby se může promeškat čas na vhodnou léčbu. Výsledkem 

aplikace nedostatečně charakterizovaných kmenových buněk může navíc po čase docházet  

ke vzniku nádorů. Tyto praktiky diskreditují seriózní výzkumy a potenciál využití kmenových 

buněk v regenerativní medicíně. 

 

1.2 Neurogeneze 

1.2.1 Embryonální vývoj centrální nervové soustavy 

Nervový systém má svůj původ ve vnějším zárodečném listu – ektodermu a nervové ploténce. 

Notochord (struna hřbetní) vysílá do ektodermu signály, čímž indukuje jeho vývoj  

v neuroektoderm a následně nervovou ploténku. Ta se ohýbá, uzavírá a vytváří neurální 

trubici. Jak neurony, tak gliové buňky pocházejí z ventrální části neurální trubice. Zatímco 

neuronální buňky opouštějí ventrikulární zónu v postmitotickém stadiu, prekurzory gliových 

buněk si udržují schopnost se dělit. Z okrajů nervové ploténky vzniká také neurální lišta. 

Buňky neurální lišty migrují do mnoha míst a diferencují do mnoha typů buněk. Dávají 

vzniknout také perifernímu nervovému systému.  

Proces neurogeneze je charakterizován migrací nezralých neuronů z místa jejich vzniku.  

V okamžiku, kdy neurony dosáhnou své cílové pozice v mozku, začnou rozpínat své axony  

a dendrity, což jim umožní komunikovat s okolními neurony skrze synapse. Synaptická 

komunikace mezi neurony pak vede k ustavení funkčních nervových okruhů. 

Centrální nervová soustava (CNS) obsahuje neurony a gliové buňky. Gliové buňky jsou 

nejhojnějším typem buněk v CNS a patří mezi ně astrocyty, oligodendrocyty, Schwannovy 

buňky, satelitní buňky, ependymové buňky, mikroglie a radiální glie. Všechny tyto buňky 

jsou důležité pro správné využití mozkových funkcí. Astrocyty poskytují podporu neuronům. 

Mohou také uvolňovat gliotransmitery (např. glutamát) a tím vysílat signály sousedním 

neuronům. Kromě toho astrocyty prostřednictvím svých výběžků rozšiřují nebo zužují cévy  

a kontrolují tím tok živin a kyslíku do mozku. Samotné astrocyty představují více  

než 50 % všech buněk v mozku a jsou 10krát hojnější než neurony. Oligodendrocyty těsně 

obklopují neuronální axony v CNS a vytvářejí myelinovou pochvu zajišťující rychlejší přenos 

vzruchu a udržení integrity axonů. Myelinovou pochvu v periferním nervovém systému 
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pomáhají vytvářet Schwannovy buňky. Metabolickou úlohu zastávají satelitní buňky  

a ependymové buňky. Ependymové buňky tvoří epitelovou výstelku dutin a hrají klíčovou roli 

v homeostáze mozkomíšního moku. Mikroglie hrají roli ve vývoji a údržbě neuronových sítí  

a při opravě poranění. Na rozdíl od ostatních glií nepocházejí z neuroektodermu
14

 a mají 

imunitní vlastnosti, protože dokážou detekovat molekuly uvolňované z poškozených neuronů 

a produkovat v reakci na to zánětlivé mediátory
15,16

. Radiální glie jsou bipolární buňky  

se dvěma dlouhými výběžky. V největším počtu se vyskytují v počátečním období vývoje 

CNS, kdy slouží jako progenitory nových neuronů, astrocytů a oligodendrocytů a jako vodící 

skelet pro transport do místa určení takových buněk
17

. 

 

1.2.2 Neurogeneze v dospělém mozku 

Lidský mozek byl dlouhou dobu považován za neschopný regenerace. V současnosti však už 

víme, že v dospělém centrálním nervovém systému se nachází kmenové buňky s potenciálem 

vytvářet neurony, astrocyty a oligodendrocyty. Taková neurogeneze je proces začínající 

dělením kmenové buňky a končící přítomností zralého, funkčního, integrovaného neuronu
18

. 

Nervové kmenové buňky jsou multipotentní buňky s neomezenou schopností sebeobnovy, 

které dávají vzniknout všem složkám CNS během embryogeneze. Udržují také určitou úroveň 

neurogenní aktivity po celý dospělý život jedince. Multipotentní progenitorové buňky jsou 

proliferující buňky s omezenou schopností sebeobnovy, které dávají vzniknout několika málo 

diferencovaným buněčným liniím. Liniově specifické prekurzory nakonec směřují pouze  

do jedné buněčné linie - neuronální, astrogliální nebo oligodendrogliální (shrnuto v 
18

). 

NSC se v dospělém savčím mozku nacházejí ve dvou oblastech, v oblasti hippokampu zvané 

gyrus dentatus, konkrétně v jeho subgranulární zóně, a dále v subventrikulární zóně 

postranních komor předního mozku, odkud putují podél rostrálního migračního toku  

do čichového laloku
19

. 
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Obr. 1. Diferenciace NSC a jejich terapeutická úloha. NSC uvolňují rozpustné růstové  

a neurotrofní faktory chránící NSC před poškozením. NSC diferencují do neuronů, astrocytů  

a oligodendrocytů skrze stádia buněčných progenitorů. Podpora a náhrada buněk pak 

přispívají k regeneraci při léčbě neurologických poruch (převzato z 
20

). 

 

Dělení NSC v dospělém savčím mozku probíhá dvěma způsoby - symetricky a asymetricky
20

. 

V případě symetrického dělení dochází ke vzniku dvou stejných buněk, buď dvou 

diferencovaných buněk, nebo dvou dceřiných kmenových buněk, které zůstávají uvnitř 

ventrikulární zóny. V případě asymetrického dělení vzniká jedna kmenová buňka, která 

zůstává ve ventrikulární zóně, a jedna diferencovaná buňka, která putuje do výše umístěné 

intermediární zóny. 

NSC v subventrikulární zóně preferují symetrické dělení, přičemž asi 80 % buněk se dělí  

na diferencované buňky a jen 20 % buněk má za úkol sebeobnovu. Toto rozložení významně 

snižuje zásoby NSC v subventrikulární zóně, ale zároveň produkuje velké množství 

prekurzorových buněk
20

. Při průchodu subventrikulární zónou mohou dát NSC vznik 

neuronálním prekurzorovým buňkám, zatímco při poškození míchy mohou diferencovat  

do astrocytů, které vytváří gliovou jizvu
21

. Na druhé straně, NSC v subgranulární zóně se dělí 

převážně asymetrickým způsobem, kdy vzniká stejný počet diferencovaných buněk jako 

kmenových
19

. 
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1.2.3 Neurodegenerativní choroby 

Onemocnění nervového systému představují ve stárnoucí populaci vyspělých zemí enormní 

zátěž pro zdravotnický a sociální systém. V této práci se zaměřuji na neurodegenerativní 

choroby ovlivňující životy milionů lidí po celém světě. Přesto, že příčiny a klinické projevy 

neurodegenerativních chorob jsou rozmanité, tato onemocnění jsou v zásadě charakterizována 

postupnou ztrátou nervových buněk, primárně neuronů, což se projevuje zhoršenou funkcí 

nervového systému. Mezi nejznámější nemoci patří Alzheimerova choroba, Parkinsonova 

choroba, Huntingtonova choroba nebo amyotrofická laterální skleróza.  

Alzheimerova choroba (AD, z angl. Alzheimer’s disease) patří mezi nejčastější příčiny 

demence ve vyšším věku. AD je charakterizována extracelulárním hromaděním plaků 

amyloidu beta a vzniku neurofibrilárních spletí Tau proteinu, v důsledku čehož dochází  

k poškození nervových synapsí a k smrti neuronů především v mozkové kůře
22

.  

AD se projevuje poruchami paměti, změnami chování a ztrátou kognitivních funkcí
23

.  

U vzácnější familiární formy AD hrají roli hlavně genetické faktory, zatímco u sporadické 

formy AD, která je mnohem častější a její projevy přichází až v pozdějším věku, jsou klíčové 

vnější faktory a běžné opotřebení tkání
22

. 

Parkinsonova choroba (PD, z angl. Parkinson’s disease) je známá svými motorickými 

projevy, především nekontrolovatelnými pohyby a třesem. Projevuje se ale také zhoršením 

kognitivních funkcí, depresemi nebo poruchami spánku
24

. Toto onemocnění je 

charakterizováno úbytkem neuronů produkujících dopamin v části mozku zvané substantia 

nigra
25

. Nesprávně složené oligomery alfa-synukleinu tvoří intracelulární Lewyho tělíska, 

která způsobují oxidační stres a mitochondriální dysfunkce v dopaminergních neuronech
25

. 

Smrt těchto neuronů má za následek pokles produkce neurotransmiteru dopaminu, který je 

nezbytný pro regulaci pohybů. Při vývoji PD hrají roli především genetické faktory (zejména 

mutace genu pro alfa-synuklein), i když environmentální vlivy jsou také dobře popsány
25,26

. 

Amyotrofická laterální skleróza (ALS) je způsobena degenerací bulbárních, kortikálních  

a míšních neuronů vedoucí v konečném důsledku k jejich ztrátě. Většina případů ALS jsou 

sporadické a pouze přibližně 10 % má rodinnou anamnézu spojenou s mutacemi v řadě genů, 

jako je SOD1, TDP43 a FUS. Klinické projevy onemocnění jsou v obou případech velmi 

podobné a jsou charakterizovány nevratnou paralýzou či poruchami řeči, polykání i dýchání 

(shrnuto v 
27

). 
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Huntingtonova choroba je autozomálně dominantně dědičné onemocnění způsobené mutací 

genu pro protein huntingtin (HTT), konkrétně expanzí CAG tripletu v 1. exonu tohoto genu. 

Výsledkem je produkce mutovaného huntingtinu nesoucího prodloužený polyglutaminový 

řetězec. Počet CAG tripletů je hlavní faktor určující počátek prvních projevů nemoci a délku 

života. HTT se vyskytuje v několika isoformách a jeho funkce a aktivitu regulují převážně 

jeho postranslační modifikace a interakce s jinými proteiny. Přítomnost mutovaného 

huntingtinu (mHTT) má za následek jeho proteolytické štěpení a hromadění fragmentů HTT 

zejména ve formě agregátů v jádře a cytoplazmě, což vede k narušení buněčných procesů 

(např. transkripce, autofágie, jaderného transportu nebo synaptického přenosu), které má  

za následek odumírání GABAergních neuronů zejména ve striatu a jeho atrofii (obr. 2, 

shrnuto v 
28

). Vzhledem k rozmanitému působení HTT ve většině buněk těla jsou u pacientů  

s HD často zasaženy vedle CNS i další tkáně, např. kosterní svalstvo a srdce, varlata nebo 

krevní buňky
29

. Mezi klinické projevy patří hlavně mimovolní pohyby těla, poruchy řeči, 

poruchy kognitivních funkcí, deprese, ztráta paměti
30

. 

Obr. 2. Neurotoxické procesy a 

navazující patologie HD. Příklady 

proteinů nalezených v 

proteomových studiích jako 

regulované. Nevalidované proteiny 

jsou zobrazeny šedě (převzato z 

publikace Challenges of 

Huntington’s disease and quest for 

therapeutic biomarkers
28

). 
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1.3 Modely neurogeneze a neurodegenerativních onemocnění 

Z praktických a etických důvodů se pro neurovědecký výzkum hojně využívají buněčné 

kultury a zvířecí modely. Zatímco díky zvířecím modelům se podařilo popsat celou řadu 

funkcí CNS, průlom v neurobiologii přineslo vytvoření linií lidských ESC a iPSC. Díky 

dalšímu rozvoji je možné v in vitro podmínkách vytvořit téměř jakýkoliv buněčný typ včetně 

nervových buněk a buňky v kultuře lze pozorovat, podrobně analyzovat a také kontrolovaně 

manipulovat
15

. 

 

1.3.1 Buněčné modely 

Přesto, že lze u zvířecích modelů simulovat mnoho neurologických onemocnění, ne vždy tyto 

modely věrně napodobují průběh nemoci u lidí na molekulární úrovni. V některých případech 

pro studium mechanismů, které jsou podstatou onemocnění, lépe poslouží kmenové buňky 

izolované z nemocné tkáně nebo kmenové buňky geneticky modifikované tak, aby 

exprimovaly mutantní proteiny.  

iPSC představují pokročilý in vitro model nejrůznějších onemocnění. Přeprogramované 

somatické buňky lze pomocí specifických faktorů diferencovat do neuronů či gliových buněk 

a u takto připravených buněk může být zkoumán jak mechanismus vzniku a průběhu 

onemocnění, tak mohou sloužit pro vývoj a efektivní testování nových léčiv, jejich účinnosti  

i toxicity
15,31

. Nesmírnou výhodou je, že iPSC mohou být připraveny přímo z buněk pacienta 

a obsahují tak jeho konkrétní genotyp, včetně specifických mutací vedoucích k onemocnění. 

Patofyziologie daného onemocnění se pak v in vitro podmínkách může projevovat bez dalších 

vnějších zásahů.  

Ve zkumavce lze za specifických podmínek s využitím speciálních kmenových buněk vytvořit 

malé části nazývané organoidy, tj. zmenšené verze orgánů jako je například mozek
32

. Protože 

tkáně jsou tvořeny buňkami propojenými mezibuněčnou hmotou ve struktuře, která ovlivňuje 

jejich funkci, tuto organizaci lze úspěšně rekapitulovat s využitím organoidů, ve kterých si 

buňky vytváří specifické 3D mikroprostředí pro růst a vývoj
32

. Experimenty s využitím 

organoidů přináší nové neobjevené možnosti studia neurobiologie
33–35

 a do budoucna jistě 

také etické otázky s nutností nastavit pravidla pro používání těchto modelů s obrovským 

potenciálem. 
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1.3.2 Zvířecí modely 

Zvířecí modely jsou velmi cenné jak pro studium etiopatogeneze neurodegenerativních 

onemocnění, tak pro výzkum v oblasti terapeutických přístupů. Obecně lze zvířecí modely 

rozdělit na geneticky modifikované a indukované (farmakologicky, toxicky).  

Historicky se u většiny lidských chorob nejvíce využívají myší modely, které představují 

důležitý nástroj pro zkoumání a pochopení nejrůznějších patologických stavů. Jejich výhodou 

je krátká doba života s možností brzkého vývoje fenotypu, velká reprodukční kapacita a nízké 

ekonomické náklady na chov. Pro plnohodnotné modelování lidského onemocnění mají však 

myší modely určitá omezení. Jsou zde zejména limity v důsledku malé velikosti 

experimentálního zvířete a z toho vyplývající omezené možnosti použití zobrazovacích 

metod, chirurgické intervence apod. Omezená je také možnost testování kognitivních funkcí  

a behaviorálních projevů
28

.  

Tyto limity je možné překonat s využitím modelů velkých zvířat: transgenní ovce, primáti  

a (mini)prasata. Vzhledem k délce jejich života umožňují věrnější pozorování progrese 

choroby. U velkých zvířecích modelů lze použít neurochirurgické procedury a neinvazivní 

zobrazovací metody podobné těm používaným v humánní klinické diagnostice
36

. Díky 

mnohým anatomickým, fyziologickým a metabolickým podobnostem se pro studium lidských 

chorob s výhodou využívá modelu miniprasat, která jsou pro své sofistikované kognitivní  

a motorické schopnosti ideální také pro dlouhodobé studie učení, paměti a chování
37

. 

 

1.4 Buněčná terapie 

V současnosti existují desítky variant seriózní buněčné terapie s využitím různých typů buněk 

vkládaných do různých orgánů a tkání za různých podmínek. Jejich působení lze 

charakterizovat dvěma základními principy. Zaprvé, buňky vložené do určeného místa 

působení nahrazují poškozenou tkáň. Zadruhé, transplantované buňky generují v místě 

působení růstové faktory, cytokiny nebo chemokiny, které podporují vlastní opravu 

poškozených tkání
38,39

. 
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1.4.1 Buněčná terapie kmenovými buňkami 

Lidské pluripotentní kmenové buňky mají schopnost neomezené sebeobnovy a diferenciace 

do téměř všech typů zralých buněk. Výhoda iPSC spočívá v zamezení etických obav 

spojených s použitím lidských ESC a dláždí cestu k personalizované medicíně. K buněčné 

terapii lze využít multipotentní kmenové buňky, mezi něž patří nejčastěji používané 

hematopoetické kmenové buňky (HSC, z angl. Hematopoietic Stem Cells), epidermové 

kmenové buňky, NSC a mezenchymové kmenové buňky (MSC, z angl. Mesenchymal Stem 

Cells)
11

. 

Transplantace NSC v léčbě neurodegenerativních chorob a mechanických poškození nervové 

soustavy má velký potenciál, především díky jejich schopnosti produkovat neurotrofní 

faktory, působit protizánětlivě, zvyšovat neuronální plasticitu a nahrazovat odumřelé buňky
5
. 

Některé z těchto pozitivních efektů probíhají skrze buněčný kontakt, jiné skrze sekreci 

cytokinů, růstových faktorů, jednoduchých metabolitů a proteinů důležitých pro buněčnou 

komunikaci
5
. 

Pro terapeutický účinek v CNS je rozhodující schopnost transplantovaných buněk migrovat  

z místa vpichu do vzdálenějších oblastí nebo alespoň v postižených místech. V dospělé 

mozkové tkáni totiž chybí difúzní radiální glie účastnící se navádění NSC do vhodné cílové 

oblasti. Migrace a integrace transplantovaných NSC do hostitelského mozku může dále 

záviset na stádiu diferenciace dárcovských buněk, což ovlivňuje úspěch přihojení (shrnuto  

v 
5
). Bylo publikováno několik experimentů ukazujících, že k transplantaci nejsou vhodné 

nezralé NSC ani terminálně diferenciované neurony, ale spíš neurony ve střední fázi 

diferenciace
40

. Důležitý je dostatek naváděcích signálů
5
. 

Úspěšná integrace neuronů odvozených od NSC do hostitelské nervové sítě vyžaduje, aby 

transplantované neurony byly schopné prodloužit své axony na dlouhé vzdálenosti, což lze 

podpořit pomocí genetické manipulace lidských NSC směrem k vyšší produkci transkripčních 

faktorů zodpovědných za růst axonů
41

. Další možností je ošetření dárcovských NSC 

speciálními látkami podporujícími růst axonů ještě před transplantací nebo modifikace 

vnitřního prostřední CNS k větší propustnosti pro migraci buněk a axonální růst
41

.  

Zvýšení terapeutického účinku NSC je možné také prostřednictvím modulace exprese 

vybraných růstových faktorů. Všeobecně NSC se zvýšenou expresi neurotrofinů BDNF  

(z angl. Brain-Derived Neurotrophic Factor), GDNF (z angl. Glial cell line-Derived 

Neurotrophic Factor), NT-3 (Neurotrophin-3), IGF-1 (z angl. Insulin-like Growth Factor-1) 
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nebo NGF (z angl. Nerve Growth Factor) vykazují lepší schopnost přežívat a mají zvýšené 

proliferační a neuroprotektivní vlastnosti
5,42

. 

 

1.4.2 Klinické studie 

Pro klinické studie buněčné terapie neurologických onemocnění se nejčastěji využívají MSC, 

a to jednak z důvodu jejich snadné dostupnosti z kostní dřeně či tukové tkáně, ale také protože 

jsou schopné integrace do místa poškození a mají imunomodulační efekt. Navíc jsou imunitně 

privilegované, takže je menší pravděpodobnost jejich odhojování po alogenní transplantaci 

(shrnuto v 
38

). V posledních letech vrůstá také zájem o terapii neurologických onemocnění, 

především mozkové obrny a hypoxické ischemické encefalopatie, pomocí HSC. HSC získané 

z kostní dřeně pacienta nebo pupečníkové krve jsou tradičně využívané v terapii nádorových 

onemocnění krve nebo onemocnění imunitního systému
38

. 

Terapie neurologických poruch pomocí NSC se zaměřují především na mrtvici, roztroušenou 

sklerózu, míšní poškození nebo ALS, všechny se zatím vyskytují v klinické fázi I nebo II 

(shrnuto v 
38

). Nervové kmenové buňky není možné získat přímo od pacienta, proto se 

využívají buď lidské ESC pro alogenní transplantace, nebo iPSC a MSC, které lze pomocí 

specifických protokolů diferencovat na NSC pro autologní transplantace
43

. Působení NSC  

v nemocné tkáni je založeno na produkci neurotrofních faktorů a na jejich schopnosti 

diferencovat se do neuronů a gliových buněk, a tedy nahradit poškozené nebo odumřelé 

buňky
38

. 

Míšní poškození 

Terapie míšního poškození se nachází ve většině případů v I. fázi klinického testování. Jejím 

cílem je pomocí NSC nebo MSC transplantovaných do místa poškození překlenout mezeru  

v míšních drahách vzniklou poraněním a dodat do míchy nové buňky, které pomohou 

přenášet signál z mozku do místa za poraněním. Existuje několik mechanizmů, jakými působí 

kmenové buňky na míšní lézi. Především je to remyelinizace demyelinizovaných vláken, 

podpora pučení axonů, angiogeneze, imunosupresivní efekt či sekrece neurotrofních faktorů, 

které mohou vést k funkčnímu zlepšení
44

. Současný stav klinických studií nedovoluje 

vzhledem k malému počtu pacientů s míšním poraněním v jednotlivých studiích  

a heterogenitě souborů vyvodit jednoznačné závěry ve smyslu funkčního významu aplikace, 
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zatím lze pouze vyvodit jednoznačně pozitivní závěry ve smyslu bezpečnosti transplantace 

kmenových buněk
45

. 

Amyotrofická laterální skleróza 

Buněčná terapie ALS probíhá v mnoha klinických studiích za využití NSC i MSC. Ty mají  

za úkol chránit a vyživovat zbývající motorické neurony a případně opravit poškozené 

neurony, a to prostřednictvím sekrece růstových faktorů, imunomodulačním působením  

na aktivované astrocyty a mikroglie, nebo diferenciací do podoby funkční glie
46

. Ačkoliv 

mnohé experimentální práce dokládají pozitivní efekt buněčné terapie na průběh nemoci, 

dosud publikované studie mohou stejně jako v případě míšního poškození pouze potvrdit 

bezpečnost buněčné terapie, ať už pomocí NSC
47

 nebo MSC
48

.  

Jedním z příkladů je transplantace autologních MSC indukovaných k vyšší expresi 

neurotrofních faktorů firmou Brainstorm-Cell Therapeutics. Transplantace těchto MSC  

do míchy pacienta v II. klinické fázi prokázala bezpečnost terapie, fáze III ale bohužel 

neprokázala klinicky významné zlepšení
48

. Další z klinických studií testovala transplantaci 

neurálních progenitorových buněk do spinální míchy, které se diferencovaly do astrocytů  

a pomocí zvýšené exprese GDNF podporovaly přežívání míšních motorických neuronů 

pacienta. Nicméně ani zde se nepodařilo prokázat víc než bezpečnost terapie
47

. Je nezbytné 

poznamenat, že v drtivé většině experimentálních studií je léčba zahájena v presymptomatické 

fázi nebo bezprostředně po objevení se příznaků. Vzhledem ke značné prodlevě od prvních 

symptomů k diagnóze nelze takovou situaci reprodukovat v klinických studiích a v kontextu 

rychle progredující neurodegenerace se pak jedná o výrazně pokročilejší patologický proces
49

. 

Přesto, že terapie pomocí kmenových buněk má velký potenciál a lékaři i pacienti do ní 

vkládají naděje, většina těchto buněčných terapií je doposud ve fázi klinického testování. 

Dosud jediný prokazatelný úspěch terapie kmenovými buňkami tedy stále představuje 

transplantace krvetvorných kmenových buněk při léčbě leukémie, selhání kostní dřeně, 

některých vrozených krevních onemocnění, těžkých poruch imunity a dědičných poruch 

metabolismu
50

. Cestou k efektivnější buněčné terapii pomocí NSC je zdokonalení protokolů 

pro jejich izolaci, kultivaci a diferenciaci poskytující co nejméně heterogenní buněčné 

populace. Dále je zapotřebí podrobnější charakterizace vnášených buněk a intenzivní vývoj 

podpůrných strategií pro úspěšnou migraci a integraci transplantovaných buněk. 
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1.5 Proteiny typické pro ESC, NSC a diferencované buňky 

K cílené a bezpečné buněčné terapii je nezbytná přesná charakterizace buněk. Jednotlivá 

stadia diferenciace od ESC, NSC až po zralé neurony a gliové buňky lze charakterizovat 

mimo jiné podle hladiny intracelulárních, povrchových a sekretovaných proteinů. 

 

1.5.1 Intracelulární proteiny 

Nejznámějšími a nejlépe popsanými markery ESC a iPSC jsou transkripční faktory NANOG 

a OCT4, které jsou zodpovědné za udržení pluripotence a schopnosti sebeobnovy
51

. Indukce 

pluripotentních buněk do NSC probíhá skrze formaci embryoidních tělísek a jejich kultivaci  

v bezsérovém mediu s přídavkem růstových faktorů EGF (z angl. Epidermal Growth Factor) 

a/nebo FGF (z angl. Fibroblast Growth Factor) na plastiku potaženým lamininem, který 

vytváří specifické prostředí podobné extracelulární matrix v mozku
52

. Pro udržení nervových 

kmenových buněk v nediferencovaném stavu a zachování jejich schopnosti sebeobnovy jsou 

nezbytné transkripční faktory PAX6 (Paired box protein Pax-6), SOX1 a SOX2 
53,54

. SOX2 

má svou úlohu jak při udržování pluripotence v ESC a iPSC, tak při diferenciaci do NSC, kde 

ale jeho hladina klesá
55

. Výskyt intermediálního filamentu Nestinu značí přeměnu  

v multipotentní neurální prekurzor s omezenou schopností sebeobnovy a regenerační 

kapacitou
56

.  

Diferenciace NSC do liniově specifických subpopulací je doprovázena přítomností růstových 

faktorů BDNF a/nebo GDNF směrujících NSC k neurálním prekurzorům, nebo PDGF-AA  

(z angl. Platelet-Derived Growth Factor), který směruje diferenciaci k oligodendrocytům 

(shrnuto v 
5,26,57

). V průběhu neuronální diferenciace se začínají objevovat markery  

DCX (Doublecortin), MAP2 (z angl. Microtubule-Associated Protein 2) a ßIII Tubulin 

(TUBB3, z angl. Tubulin beta- 3 chain)
58,59

. Buňky mění svoji morfologii, formují axony a 

dendrity a vytváří propletené sítě vláken
60

. Prekurzory astrocytů jsou typické přítomností 

GFAP (z angl. Glial Fibrillary Acidic Protein) nebo S100B (Protein S100-B)
61

. 
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1.5.2 Povrchové proteiny 

Pro klinické aplikace a transplantační experimenty je nezbytné nabohatit a očistit specifické 

populace buněk, k čemuž může sloužit selekce na základě přítomnosti/nepřítomnosti proteinů. 

Mezi nejznámější povrchové markery lidských pluripotentních buněk patří SSEA-3, SSEA-4 

(z angl. Stage Specific Embryonic Antigen 3/4), TRA-1–60 a TRA-1–81
62

. Selekce buněk 

negativních pro tyto markery může eliminovat přítomnost nediferencovaných buněk, a tedy 

tvorbu teratomů po transplantaci. Neurální prekurzory lze charakterizovat expresí  

promininu-1 (CD133), SSEA-1 (CD15) nebo FORSE-1
5,62

. Diferencované nervové buňky 

exprimují PSA-NCAM (CD56) a CD24, zatímco astrocytální prekurzory jsou 

charakterizované expresí A2B5, CD44 a oligodendrocytální expresí PDGFR (CD140a),  

O1 a O4 (shrnuto v 
5
). Úroveň exprese proteinů může být ovlivněna experimentálními 

podmínkami, proto je pro zvýšení specifity separace nejvhodnější zaměřit se na kombinaci 

povrchových markerů (shrnuto v 
26,63

). 

 

1.5.3 Sekretované proteiny 

Pozitivním efektem transplantace NSC je jejich schopnost snížit zánětlivou reakci
64

. NSC 

dále podporují přežívání a regeneraci endogenních neuronů tím, že produkují neurotrofní 

faktory jako jsou BDNF, GDNF, NGF, NT-3, CNTF (z angl. Ciliary Neurotrophic Factor), 

VEGF-A (z angl. Vascular Endothelial Growth Factor-A) and IGF-1 a 2 (shrnuto v 
5
). Tyto 

faktory podporují axonální/dendritické spoje a zvyšují přežívání a přihojování 

transplantovaných NSC. Převážná většina studií se však spoléhá na nepřímou korelaci příčiny 

a účinku, aby prokázala, že transplantované buňky mají imunomodulační roli spíše, než aby 

zobrazovaly specifické molekulární mechanismy
65

. 
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1.6 Proteomové studie 

Proteom je soubor proteinů, které se nachází v určitém čase na určitém místě, například  

v buňce organismu či specificky v některé buněčné organele za působení konkrétních vnějších 

i vnitřních podmínek. Proteomika se pak zabývá studiem změn hladin nebo posttranslačních 

modifikací proteinů, nebo reakcí proteinů mezi sebou. V oblasti proteomiky je k dispozici 

široká paleta separačních a identifikačních metod, které umožňují provádět explorativní  

i cílené analýzy proteomu. Každá z dostupných metod má svá specifika, která předurčují její 

využití. Kombinace různých proteomických metod a technologií vymezuje řadu dobře 

definovaných proteomických přístupů
66

. 

 

1.6.1 Protilátkové metody 

Detekce proteinů pomocí specifických protilátek vyniká vysokou citlivostí a jednoduchostí. 

Skutečný proteomický protilátkový přístup spočívá v dostupnosti technologií, které umožňují 

analyzovat v jednom vzorku desítky až stovky různých proteinů
66

. Nevýhodou protilátkových 

metod je, že specifita a selektivita některých protilátek není vždy dostatečně otestována, a tak 

mohou tyto metody někdy poskytovat falešně pozitivní nebo negativní výsledky
66

. 

Protilátkové čipy umožňují screeningové vyšetření vzorků. Slouží například k porovnání 

vzorků s cílem vybrat kandidátní proteiny pro konkrétnější studium. Na pevném podkladu je 

imobilizované široké spektrum protilátek, které na sebe vážou vybrané proteiny. Detekce poté 

probíhá navázáním sekundární protilátky se značkou
66

.  

Multiplexní analýza typu Luminex funguje na stejném principu jako protilátkové čipy, ale 

protilátky jsou imobilizované na kuličkách, nejčastěji magnetických. Výhodou této metody je 

vysoká citlivost a malá spotřeba vzorku. Naopak nevýhodou je možnost detekce omezeného 

množství proteinů během jedné analýzy v důsledku vzájemné reaktivity protilátek
66

. 

Průtoková cytometrie umožňuje analýzu jednotlivých buněk, živých i fixovaných. Vzorek je 

vstřikován do průtokového cytometru a tenký proud tekutiny unáší jednotlivé buňky do místa, 

kam je namířen paprsek laseru. Při interakci s buňkami dochází k absorpci, fluorescenci  

a rozptylu světla. Parametry prošlého, vyzářeného a rozptýleného světla jsou charakteristické 

pro různé buňky a jejich části. Ačkoli průtoková cytometrie umožňuje analýzu velkého 

množství buněk za velmi krátký čas, spektrum parametrů, které lze hodnotit, je velmi malé 
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(shrnuto v 
67

). Buňky mohou být během průtokové cytometrie také tříděny podle nastavených 

kritérií, tato metoda se nazývá FACS (z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting). Princip 

třídění je založen na elektrostatickém vychylování nabitých kapének nesoucích buňky  

na základě fluorescenční charakteristiky. Částice obsahující sledovaný fluorescenční znak je 

pozitivně nebo negativně nabita a poté dochází u kapiček obsahujících nabité částice  

k vyklonění z proudu a zachycení buněk do testovacích zkumavek
67

. 

Hmotnostní cytometrie kombinuje principy průtokové cytometrie s detekcí signálu pomocí 

MS s indukčně vázaným plazmatem a analyzátorem doby letu (TOF, z angl. Time Of Flight). 

Protilátky jsou značeny stabilními izotopy kovů, jednotlivé označené buňky jsou 

vaporizované, atomy kovů jsou ionizované a analyzované pomocí MS. Tento přístup 

umožňuje simultánní použití více stabilních isotopů kovů a analýzu většího množství 

parametrů, čímž je překonáno omezení dané spektrálním překryvem fluorescenčních značek. 

Neumožňuje však analýzu a třídění živých buněk (shrnuto v 
68

). 

 

1.6.2 Hmotnostně-spektrometrické metody 

Hmotnostní spektrometrie je díky své přesnosti, citlivosti a všestrannosti nepostradatelným 

nástrojem pro analýzu proteinů. Může být použita ke stanovení aminokyselinových sekvencí 

peptidů a k charakterizaci široké škály posttranslačních modifikací, jako je fosforylace nebo 

glykosylace. MS lze v kombinaci s účinnou separací pomocí kapalinové chromatografie (LC, 

z angl. Liquid Chromatography) použít ke kvantifikaci tisíce proteinů z komplexních vzorků 

(shrnuto v 
69

). 

Obr. 3. Vývoj a princip proteomických přístupů. 

a. Časová osa zobrazuje vývoj od počátečního přístupu ke studiu proteinů pomocí 

biochemických metod, které mají omezenou multiplexní kapacitu (imunoblot, ELISA),  

přes první skutečné proteomické metody (2-D elektroforéza s identifikací diferenčních 

proteinů pomocí MS, protilátkové čipy, multiplexní protilátková analýza na kuličkách), až po 

moderní metody založené na měření LC-MS/MS (DDA, DIA). Ve výhledu lze očekávat 

častější kombinaci s výsledky analýz transkriptomu a další rozvoj DIA ve smyslu vyšší 

rychlosti analýzy, citlivosti a rozlišení na úrovni jednotlivých buněk nebo molekul. 

b. Při analýze založené na LC-MS/MS měření jsou proteiny štěpeny specifickou proteázou  

na peptidy, které jsou separovány kapalinovou chromatografií, ionizovány a analyzovány  

v tandemovém hmotnostním spektrometru. Analyty jsou filtrovány, fragmentovány  

a detekovány na základě velmi přesného stanovení poměru jejich hmotnosti a náboje (m/z).  

V případě globálních analýz DDA a DIA jsou cyklicky měřena kompletní spektra 
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prekurzorových iontů MS1. Při DDA je fragmentováno zvolené množství nejintenzivnějších 

iontů, jejichž produktové ionty jsou detekovány v MS2 s vysokým rozlišením (Orbitrap, 

TOF). Při DIA je MS1 spektrum rozděleno do definovaných oken a k fragmentaci jsou  

do MS2 poslány všechny prekurzorové ionty z tohoto okna. Cílené měření LC-MS/MS 

využívají metody PRM a SRM, které vyžadují znalost m/z prekurzorových iontů. Při PRM  

se zaznamenávají celá spektra MS2 ve vysokém rozlišení. Při SRM je nutné znát také m/z 

produktových iontů, které jsou před detekcí opět filtrovány, což umožňuje sledování pouze 

vybraných iontových přechodů. Zaznamenaná data jsou po integraci kvantifikována. DDA, 

Data-Dependent Acquisition; DIA, Data-Independent Acquisition; ELISA, Enzyme-Linked 

Immuno Sorbent Assay; LC, Liquid Chromatography; MS, Mass Spectrometry; PRM, 

Parallel Reaction Monitoring; SRM, Selected Reaction Monitoring; TOF, Time Of Flight. 

Převzato z 
66

. 
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1.6.2.1 Data-dependent acquisition 

Na datech závislá analýza (DDA, z angl. Data-Dependent Acquisition), také nazývaná 

shotgun MS, je přístup používaný k identifikaci proteinů bez nutnosti předchozích znalostí 

vzorků. Metoda vyžaduje použití tandemového hmotnostního spektrometru a probíhá  

v cyklech. Nejprve se provádí MS1 skenování prekurzorových iontů, poté jsou prekurzorové 

ionty postupně vybírány pro fragmentaci na základě intenzity jejich signálu. Fragmentové 

ionty jsou následně měřeny v MS2. Pomocí DDA lze identifikovat a kvantifikovat tisíce 

proteinů, včetně jejich posttranslačních modifikací. Nejčastěji se ke kvantifikaci používají 

label-free metody založené na počítání spekter pro konkrétní peptid nebo na měření intenzity 

píku prekurzoru na úrovni MS1. Hlavní slabinou této metody je fragmentace a měření pouze 

nejintenzivnějších prekurzorů, což může negativně ovlivnit kvantifikaci v případě porovnání 

vzorků, ve kterých je specifický protein zastoupen v řádově odlišné míře
70,71

. Stochasticitu 

DDA lze obejít značením a kvantifikací na úrovni MS2. Existuje celá řada možností tohoto 

značení, například metabolické značení pomocí aminokyselin se stabilními izotopy v buněčné 

kultuře (SILAC, z angl. Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture)
72

, 

proteolytické značení 18O
73

, nebo chemické značení pomocí izobarických značek  

pro relativní a absolutní kvantifikaci (iTRAQ nebo tandem-mass-tags)
74,75

.  

Dynamický rozsah proteinů ve směsi je velkou výzvou proteomických analýz. Pokud chceme 

detekovat i proteiny s nízkou hladinou, je možné před LC-MS analýzou odstranit ze směsi 

proteinů ty majoritní s vysokou hladinou
76

. Tento přístup se využívá například při analýze 

tělních tekutin jako je krevní plazma, mozkomíšní mok apod. U vzorků buněk nebo tkání lze 

méně zastoupené proteiny nabohatit nejrůznějšími technikami jako je imunoprecipitace, 

izolace váčků (např. exosomy, synaptosomy), nebo třeba izolací proteinů s konkrétní 

modifikací. V této práci jsme využili nabohacení membránových proteinů pomocí technologie 

CSC (z angl. Cell Surface Capture) fungující na principu chemického značení živých buněk
77

. 

Přestože je DDA z podstaty měření méně vhodná pro kvantifikaci, je ideální metodou pro 

tvorbu knihovny spekter, která je klíčová pro vysoce spolehlivou a přesnou kvantifikaci 

pomocí cíleného měření. 
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1.6.2.2 Cílená hmotnostní spektrometrie 

Kvantitativní omezení DDA překonávají cílené metody MS. Tyto metody umožňují 

kvantifikaci souboru proteinů s vysokou přesností a reprodukovatelností. Typicky se používají 

cílené techniky – analýza nezávislá na datech (DIA, z angl. Data-Independent Acquisition), 

monitorování vybraných reakcí (SRM, z angl. Selected Reaction Monitoring) a monitorování 

paralelních reakcí (PRM, z angl. Parallel Reaction Monitoring). Peptidy použité pro 

kvantifikaci musí být pečlivě vybírány a hodnoceny s ohledem na jejich jedinečnost  

a vhodnost pro kvantifikaci (např. je výhodné se vyhnout peptidům s interferencí nebo 

aminokyselinami s nekonzistentní strukturální modifikací jako je oxidace methioninu). 

Monitorování vybraných reakcí (SRM) 

Pomocí metody SRM lze kvantifikovat desítky předem vybraných proteinů v rámci jedné 

analýzy a díky širokému lineárnímu dynamickému rozsahu je tak možné stanovit proteiny 

obsažené v množství 41 až 1,3 × 10
6
 kopií na buňku v jedné analýze

78
. Pro analýzu SRM se 

používá hmotnostní spektrometr s trojitým kvadrupólem (QQQ). Předem vybrané 

prekurzorové ionty s definovanou hodnotou m/z jsou s rozlišením 0,7 Daltonu filtrovány  

v prvním kvadrupólu (Q1), odeslány do kolizní cely (druhý kvadrupól – Q2)  

a fragmentovány. Fragmentové (produktové) ionty jsou poté vedeny do třetího kvadrupólu 

(Q3), ve kterém jsou předem vybrané fragmentové ionty s definovanou hodnotou m/z 

filtrovány a odeslány do detektoru. Specifický pár prekurzorových a fragmentových iontů 

jednotlivých hodnot m/z se nazývá přechod (tranzice). Měření pouze vybraných přechodů 

zaručuje vysokou specificitu a selektivitu metody SRM. Hlavní nevýhodou metody SRM je 

omezený počet peptidů, které lze monitorovat v jedné analýze, nutnost znalosti proteinů  

a potřeba vývoje metody (výběr vhodných peptidů a přechodů). 

Monitorování paralelních reakcí (PRM) 

Tato metoda je principiálně stejná jako SRM, jen místo hmotnostního filtru QQQ se používá 

kvadrupól s analyzátorem s vysokým rozlišením (Q-TOF, Q-Orbitrap). Předem vybrané 

prekurzorové ionty jsou filtrovány v kvadrupólu, odeslány do kolizní cely a poté jsou 

detekovány všechny fragmentové ionty
79

. 

V SRM i PRM lze pro vývoj metody využít peptidy značené stabilními izotopy, které se 

přidají do zájmového vzorku. Ze znalosti charakteristik tohoto „těžkého“ peptidu jsme 

následným porovnáním signálu MS schopni potvrdit identitu a porovnat množství 
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endogenního peptidu mezi vzorky. Při použití syntetických peptidů vysoké kvality je možná 

také absolutní kvantifikace proteinů a jejich PTM
80

. 

Data-independent aquisition (DIA) 

Na rozdíl od metody DDA, která selektivně vybírá nejintenzivnější peptidy pro fragmentaci, 

DIA přístup fragmentuje všechny ionty v určitém rozsahu m/z
81

. Poskytuje tak informace  

o množství všech detekovaných proteinů bez předchozího výběru peptidů pro analýzu. Jednou 

z DIA metod je SWATH-MS (z angl. Sequential Windowed Acquisition of all Theoretical 

Mass Spectra). Kvadrupól Q1 funguje i zde jako hmotnostní filtr, který postupně propouští  

do kolizní cely soubory peptidů spadajících do oblasti m/z okna o šířce přibližně 25 Da. 

Všechny propuštěné ionty jsou pak fragmentovány v kolizní cele (Q2) a analyzovány pomocí 

analyzátoru TOF
82

. Okno pro výběr peptidů k fragmentaci je širší než v případě SRM, což 

sice snižuje selektivitu měření, ale citlivý a přesný koncový analyzátor (TOF nebo Orbitrap) 

umožňuje simultánní přesnou kvantifikaci mnohonásobně většího množství proteinů. 

Výhodou DIA je možnost pozdějšího využití naměřených dat při hledání nových kandidátních 

proteinů. Data je možné kdykoli znovu analyzovat, například pomocí nové knihovny spekter  

s hlubším pokrytím proteomu. 

Výsledná fragmentační spektra jsou díky velkému množství paralelně měřených iontů 

poměrně složitá. K identifikaci a kvantifikaci peptidových prekurzorů se používají dva 

přístupy, založené na použití či nepoužití knihovny spekter. Metoda založená na použití 

knihovny analyzuje data pomocí předem vytvořené knihovny obsahující relativní intenzitu 

peptidových fragmentových iontů a retenční čas (RT, z angl. Retention Time). Přístupy  

bez knihovny využívají k analýze DIA-MS dat databázi proteinových sekvencí nebo 

predikované knihovny. Zatímco metody bez knihoven nabízejí větší flexibilitu, často vyžadují 

další kontrolu pro stanovení FDR (z angl. False Discovery Rate). Vybudování komplexní 

knihovny pomocí frakcionovaných dat DDA je stále klíčové pro analýzy DIA, zatímco malé 

knihovny se častěji nahrazují přístupem bez knihovny
81,83

. 
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1.6.2.3 Software pro vyhodnocení hmotnostně-spektrometrických dat 

Klíčové je v proteomice bioinformatické zpracování dat, které umožní z velkého množství 

naměřených dat získat relevantní výsledky. K dispozici je široká škála softwarů, ať už jde  

o volně dostupné nebo komerční verze softwarů. Pro zpracování dat z DDA metod lze využít 

volně dostupný software MaxQuant, který využívá také řada biologických laboratoří bez 

proteomického vybavení. Je navržený pro analýzu velkých souborů MS dat a umožňuje 

zpracování dat pro kvantifikaci pomocí několika metod značení (např. SILAC) i bez značení 

(label-free)
84

. Pro analýzu SRM dat je volně dostupný software Skyline. Tento software je 

vhodný jak pro vytváření a optimalizaci cíleného měření, tak pro kvantitativní analýzu dat
85

. 

Pro zpracování dat z DIA analýz s použitím spektrální knihovny lze použít volně dostupné 

softwary, např. Skyline
85

, DIA-NN
86

, EncyclopeDIA
87

 nebo OpenSWATH
88

. MaxQuant  

a jeho MaxDIA umožňuje analýzu jak s využitím specifické knihovny spekter, tak s využitím 

in silico knihovny ze sekvencí FASTA
89

. Z komerčních softwarů je často využívaný např. 

Spectronaut od firmy Biognosys
90

. Pro analýzu dat bez použití spektrální knihovny lze použít 

například software DIA-Umpire
91

 nebo GroupDIA
92

. Základní i pokročilou statistickou 

analýzu umožňuje prostředí R s využitím balíčků MSstats
93

, DEP
94

 či iQ
95

. 
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2 Cíle práce 

 

V této dizertační práci se zaměřuji na neurodegeneraci a neurální kmenové buňky v průběhu 

diferenciace. Tyto buňky klíčové pro správné fungování CNS představují důležitý model  

pro studium neurobiologie za fyziologických i patologických podmínek. Jsou také slibným 

zdrojem buněk pro regenerativní medicínu. Ve snaze přispět k získání lépe definované 

populace NSC jsem s využitím proteomických metod usilovala o podrobnou analýzu těchto 

buněk a jejich monitorování v průběhu diferenciace.  

 

Specifické cíle této dizertační práce jsou:  

1. podrobná charakterizace NSC v průběhu diferenciace pomocí cílené metody SRM 

2. analýza povrchového proteomu NSC v průběhu diferenciace 

3. identifikace nových biomarkerů pro monitorování diferenciace NSC 

4. identifikace biomarkerů pro sledování progrese HD 
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3 Metody 

 

3.1 Kultivace NSC odvozených od H9 buněk 

NSC odvozené od lidské ESC linie H9 (Thermo Fisher Scientific Inc.) byly kultivovány  

v mediu s přídavkem lidského rekombinantního FGF-2 (též označovaný jako bFGF,  

z angl. Basic Fibroblast Growth Factor) a EGF, jak je popsáno v 
96

. 

Pro řízenou diferenciaci do neuronů bylo proliferační médium NSC vyměněno za neuronální 

diferenciační médium výměnou FGF-2 a EGF za lidský rekombinantní BDNF a lidský 

rekombinantní GDNF. Diferenciace NSC byla směrována do neuronů po dobu 7, 14, 21  

a 28 dnů (podmínky BG7, BG14, BG21, BG28, obr. 4) a po dobu 1–8 dnů (podmínky  

BG1-8). Pro spontánní neuronální diferenciaci nebyl použit ani BDNF ani GDNF a NSC 

diferencovaly díky odstranění FGF-2 a EGF (stav S28). Další podmínkou bylo odebrání  

FGF-2 a EGF a výměna za samotné BDNF (B28) nebo GDNF (G28) (obr. 5). 

Pro diferenciaci do astrocytů byly NSC kultivovány v mediu s přídavkem 1% FBS  

(z angl. Fetal Bovine Serum), čímž se diferenciace NSC směrovala do astrocytů po dobu  

28 dnů (Astro1, obr. 5). Referenční lidské astrocyty (Gibco) byly kultivovány dle instrukcí 

výrobce v mediu s přídavkem 10% FBS (Astro2, obr. 5). Lidské ESC linie CCTL-12 (ESC1) 

a CCTL-14 (ESC2) byly kultivovány v přítomnosti mitoticky inaktivovaných primárních 

myších embryonálních fibroblastů v mediu s přídavkem FGF-2 (obr. 5). 

 

 

 

Obr. 4. Schéma diferenciace H9 NSC do neuronů (převzato z publikace Targeted mass 

spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 
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Obr. 5. Panel podmínek pro validaci metody SRM 

zahrnoval dvě referenční linie ESC (ESC1, ESC2),  

H9 NSC spontánně diferencované s BDNF i GDNF 

(BG28), pouze s BDNF (B28), pouze s GDNF (G28) 

nebo bez neurotrofní podpory (S28), diferenciaci NSC 

do astrocytů (Astro1) a referenční zralé astrocyty 

(Astro2) (převzato z publikace Targeted mass 

spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 

 

 

 

3.2 Kultivace NSC odvozených od HUES7 buněk 

Buňky HUES7 byly kultivovány, jak je popsáno v 
63

, na vyživovací vrstvě myších 

embryonálních fibroblastů v médiu obsahujícím FGF-2 (v publikaci označované jako bFGF). 

Neurální indukce byla spuštěna vytvořením embryonálních tělísek, z nichž byly izolovány 

NSC. NSC byly kultivovány v NSC proliferačním médiu obsahujícím FGF-2 (obr. 6). 

Subpopulace CD184
+
/CD271

−
/CD44

−
/CD24

+
 NSC označená v dizertační práci jako NSC  

a v přiložené publikaci jako NPC (z angl. Neural Precursor Cells), byla vytříděna pomocí 

FACS ARIAII a kultivována v NSC proliferačním mediu. Pro neuronální diferenciaci bylo 

proliferační médium vyměněno za diferenciační médium výměnou FGF-2 za BDNF a GDNF 

(obr. 6). 

Jako referenční populace terminálně diferencovaných neuronů byly použity postmitotické 

hNT, které jsou odvozené z lidské buněčné linie NTera-2
97,98

. Lidské neurony hNT byly 

kultivovány po dobu 5 dní v médiu s 10% FBS (obr. 6). 
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Obr. 6. Kultivační a diferenciační schéma HUES7 NSC a referenčních hNT neuronů 

(převzato z publikace Surface N-glycoproteome patterns reveal key proteins of neuronal 

differentiation
63

). 

 

3.3 Imunocytochemie 

Vybrané markery byly monitorovány v NSC v průběhu BG diferenciace a v astrocytech 

pomocí imunofluorescenčního (IF) zobrazení. Buňky byly vysazeny na komůrková sklíčka 

Nunc Lab-Tek a po fixaci a permeabilizaci byly barveny pomocí primárních protilátek proti 

vybraným proteinům. Primární protilátky byly detekovány pomocí fluorescenčně značených 

sekundárních protilátek (Alexa Fluor 488). DNA byla obarvena pomocí DAPI. Fluorescenční 

snímky byly zachyceny pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu DMI6000 B 

(Leica Microsystems) a sestaveny v softwaru ImageJ. 

 

3.4 Průtoková cytometrie 

Přibližně 2 x 10
5
 HUES7 NSC a NSC diferencujících po dobu 21 dnů bylo použito k analýze 

průtokovou cytometrií pomocí imunocytochemického barvení povrchového proteinu ICAM1 

(z angl. Intercellular Adhesion Molecule 1). Primární protilátka anti-ICAM1 konjugovaná  

s R-fykoerythrinem (monoklonální myší protilátka) byla inkubována s buňkami.  
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Následně byly buňky inkubovány s propidium jodidem k označení mrtvých buněk  

a analyzovány cytometrem FACS ARIAII (Becton Dickinson). 

 

3.5 Měření genové exprese 

Relativní genová exprese byla analyzována pomocí kvantitativní polymerázové řetězové 

reakce v reálném čase (RT-qPCR). Celková RNA byla izolována z H9 NSC v průběhu  

diferenciace a z referenčních astrocytů pomocí RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) s QIAshredder 

(Qiagen) a převedena na cDNA pomocí QuantiTect Reverse Transscription Kit (Qiagen) 

podle pokynů výrobce. Páry primerů byly otestovány z hlediska specifity, sledovány byly také 

křivky tání pro vyloučení dimerizace primerů. Na detekčním systému CFX96 Touch  

Real-Time (Bio-Rad) byla použita následující nastavení: 12 minut při 95 °C pro aktivaci 

enzymu, poté 15 s při 95 °C pro denaturaci DNA, 40 cyklů po 30 s při 57 °C pro nasednutí 

primerů a 30 s při 72 °C pro elongaci DNA. Pro normalizaci byly využity geny GAPDH  

a ATP5F1B. 

 

3.6 Cell surface capture (CSC) 

Protokol CSC byl aplikován na 1 × 10
8
 buněk každého vzorku, tedy proliferující HUES7 

NSC, NSC indukované k neuronální diferenciaci po dobu 3, 10 a 21 dnů a na 4 × 10
7
 hNT 

buněk podle dříve publikovaného protokolu
99

 s mírnými úpravami
63

. 

Buňky byly jemně uvolněny škrabkou z kultivačních misek, ošetřeny 1,5 mM jodistanem 

sodným a následně značeny 3,5 mM biocytin hydrazidem. Poté byly promyty  

a resuspendovány v 50 mM hydrogenuhličitanu amonném. Solubilizované proteiny byly 

redukovány, alkylovány a štěpeny trypsinem. 

Biotinem značené glykopeptidy byly zachyceny na streptavidinových kuličkách. Kuličky byly 

resuspendovány v 50 mM hydrogenuhličitanu amonném a pro enzymatické štěpení peptidů  

z N-glykopeptidů byl použit peptid-N-glykosidáza F (PNGáza F). Vzorky odebraných peptidů 

byly odsoleny na kolonách C18 Ultra MicroTip. 
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3.7 Příprava vzorků pro SRM 

Vzorky buněk byly zpracovány ve čtyřech biologických replikách pro každou podmínku, 

paralelně s jejich příslušnými kontrolami (H9 NSC). Proteiny byly po extrakci z buněk 

redukovány, alkylovány a následně štěpeny LysC a trypsinem. Peptidové směsi byly odsoleny 

na C18 kolonách a připraveny pro analýzu LC-MS. 

 

3.8 SRM analýza neuronální diferenciace 

Pro charakterizaci H9 NSC v průběhu diferenciace jsme vybrali proteinové markery typické 

pro ESC (NANOG, OCT4 a SOX2), NSC (SOX2, NES, PAX6 a KI67), neurony (DCX, 

TUBB3, MAP2, VEGF-A a CXCL1, chemokine C-X-C motif ligand 1), astrocyty (S100B  

a GFAP) a oligodendrocyty (GALC, galactocerebrosidase a OLIG1, Oligodendrocyte 

transcription factor 1). Proteotypické peptidy vybraných proteinů byly získány z veřejně 

dostupné databáze SRM Atlas (http://www.srmatlas.org/). Vývoj a validace testů SRM  

pro měření hladiny proteinů byly provedeny s použitím izotopově značených syntetických 

peptidů (Thermo Scientific Biopolymers). Ty byly monitorovány pomocí LC-SRM za použití 

hmotnostního spektrometru 5500 QTrap s trojitým kvadrupólem vybaveného 

nanoelektrosprejovým iontovým zdrojem (Sciex). Při SRM byly sledovány iontové přechody, 

tedy páry hodnot m/z prekurzorových iontů (peptidů) a hodnot m/z produktových iontů 

(peptidových fragmentů) (obr. 7).  

 

Obr. 7. Schéma vývoje metody SRM. Syntetizované peptidy obsahující izotopovou značku 

byly přidány do trypsinem štěpené peptidové směsi diferencujících NSC. Tyto vzorky byly 

měřeny pomocí SRM na hmotnostním spektrometru s trojitý kvadrupólem k monitorování 

koeluce endogenních peptidů (fialový pík) odpovídajících izotopově značeným peptidům 

(oranžový pík). Vícebarevné píky v grafu optimalizace metody představují detekci různých 

fragmentových iontů pocházejících z jednoho peptidového prekurzoru (přechody SRM) 

(převzato z publikace Targeted mass spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 
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On-line chromatografické separace peptidů bylo dosaženo pomocí systému Eksigent 425 

nanoLC (Eksigent/Sciex) a gradientové eluce (5% - 35% acetonitril s přídavkem  

0,1% kyseliny mravenčí) během 30 minut s nastaveným průtokem 350 nl/min. Analýza byla 

prováděna s Q1 a Q3 v rozlišení 0,7 m/z v polovině maximální šířky píku. Jednotlivé 

přechody syntetických izotopově značených peptidů byly měřeny nejprve rozpuštěné ve vodě 

s peptidy iRT (z angl. Indexed Retention Time) s časem prodlevy (angl. dwell time) 10 ms  

a celkovým časem cyklu (angl. cycle time) ~3,5 s. Syntetické peptidy byly poté přidány do 

buněčných vzorků pro monitorování společné eluce endogenních (tj. lehkých) peptidů  

a syntetických (tj. těžkých) peptidů za různých podmínek. Data byla analyzována pomocí 

programu Skyline a pro kvantifikační experimenty SRM byly s přihlédnutím ke kvalitě 

získaných dat vybrány peptidy pro deset proteinových markerů (DCX, GALC, GFAP, MAP2, 

NES, OCT4, OLIG1, S100B, SOX2 a TUBB3), které byly reprezentovány minimálně dvěma 

proteotypickými peptidy na protein a minimálně čtyřmi přechody na peptid.  

V časově definovaných experimentech SRM (angl. scheduled), při kterých se zaznamenávají 

přechody pouze v době experimentálně zjištěné eluce, bylo měřeno celkem 258 přechodů  

s dobou cyklu 1,7 s, okno retenčního času bylo nastaveno na 4 min. Výsledky SRM byly 

manuálně kontrolovány v programu Skyline a pro kvantifikaci byly ponechány peptidy 

detekované s poměrem signálu k šumu více než 3 pro nejintenzivnější přechod. Přechodům 

pod úrovní šumu byla přiřazena hodnota odpovídající jedné třetině signálu pozadí. Data byla 

vyhodnocena pomocí programu R s balíčkem MSstats, který kombinuje kvantitativní měření 

pro peptidy, nábojové stavy a přechody a detekuje proteiny, jejichž množství se mění mezi 

podmínkami. Množství peptidu a proteinu byly vypočteny z transformovaných (log2) ploch 

píku jednotlivých přechodů s využitím lineárního modelu se smíšenými efekty. 

 

3.9 SRM analýza povrchových proteinů 

Pro proteiny ICAM1, CHL1 (neural cell adhesion molecule CHL1) a LAMP1  

(z angl. Lysosome-Associated Membrane Glycoprotein 1) byly v HUES7 NSC měřeny 

pomocí SRM dva deglykosylované peptidy, pro protein astrotactin1 jeden dostupný 

deglykosylovaný peptid. Vývoj a validace testů SRM specifických pro deglykosylované 

peptidy byly provedeny za použití syntetických izotopově značených peptidů (AQUA 

peptides, Thermo Fisher Scientific Inc.). Spektra byla získána na hmotnostním spektrometru  

s trojitým kvadrupólem (6460 Agilent Technologies) vybaveném rozhraním HPLC/ChipCube 
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(Agilent Technologies). Peptidové směsi s přidanými AQUA peptidy byly separovány pomocí 

lineárního gradient acetonitrilu (5% - 35%) během 30 minut při průtoku 300 nl/min. Analýza 

byla provedena s Q1 a Q3 v rozlišení 0,7 m/z s časem prodlevy jednoho přechodu 20 ms  

a dobou cyklu 2,7 s. Data byla analyzována pomocí programu Skyline a prvních  

4–5 přechodů na peptid bylo zachováno pro kvantifikaci SRM. 

Retenční čas extrahovaný během vývoje testu byl použit k vytvoření scheduled SRM se  

177 přechody a dobou cyklu 1,8 s, okno retenčního času bylo nastaveno na 6 min. Přechody 

SRM byly manuálně kontrolovány pomocí programu Skyline a pro kvantifikaci byly 

ponechány pouze peptidy s poměrem signálu k šumu více než 3 a horní 3–4 přechody  

na peptid. Data byla vyhodnocena pomocí programu R s balíčkem MSstats. 

 

3.10 Shotgun MS analýza povrchových proteinů 

Vzorky HUES7 NSC byly analyzovány pomocí nanoLC systému (Eksigent/Sciex) 

připojenému k hmotnostnímu spektrometru LTQ-Orbitrap XL vybavenému 

nanoelektrosprejovým iontovým zdrojem (Thermo Fisher Scientific Inc.)
63

. Peptidové směsi 

byly naneseny z automatického vzorkovače (Eksigent/Sciex) a separovány pomocí lineárního 

gradientu acetonitrilu (7% -37%) během 60 minut s průtokem 300 nl/min. Ionty byly 

fragmentovány v LTQ části přístroje v režimu kolizí indukované disociace (CID), zatímco 

část hmotnostního spektrometru Orbitrap XL byla použita jako citlivý hmotnostní analyzátor. 

Ionty peptidů v rozmezí 350-1600 m/z byly monitorovány v jednom MS skenu s vysokým 

rozlišením následovaným pěti MS2 fragmentačními skeny nejintenzivnějších iontů. 

Shromážděná spektra včetně běžných proteinových kontaminantů byla prohledána pomocí 

programu Sorcerer–Sequest s využitím databáze lidských proteinů UniprotKB/Swiss-Prot. 

Data byla analyzována pomocí programu Trans Proteomic Pipeline a výsledky byly filtrovány 

na degykosylované peptidy (N[115] deamidace v motivu NxS/T). Transmembránové domény 

byly predikovány pomocí algoritmu PHOBIUS. Label-free kvantifikace byla provedena  

na úrovni MS1 pomocí programu Progenesis s balíčkem MSstats. 
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4 Výsledky 

 

4.1 Monitorování neurální diferenciace pomocí cílené hmotnostní 

spektrometrie 

v publikaci 

 

Targeted mass spectrometry for monitoring of neural differentiation 

 

Rita Suchá a Martina Kubíčková, Jakub Červenka, Marian Hruška-Plocháň, Dáša 

Bohačiaková, Kateřina Vodičková Kepková, Tereza Nováková, Kateřina Budková, Andrej 

Šušor, Martin Maršala, Jan Motlík, Hana Kovářová a Petr Vodička 

 

výsledky přijaté k uveřejnění v časopise Biology Open v roce 2021 

(DOI:10.1242/bio.058727)  

 

This is an Accepted Original Manuscript of an article published by The Company  

of Biologists in Biology Open on August 2021, available at: 

https://doi.org/10.1242/bio.058727. 
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4.2 Identifikace klíčových proteinů neuronální diferenciace pomocí 
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v publikaci 
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This is an Accepted Original Manuscript of an article published by Elsevier in Journal  

of Proteomics on 30 January 2016, available at: https://doi.org/10.1016/j.jprot.2015.11.008.  
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4.3 Analýza proteomu nervových kmenových buněk v průběhu 

diferenciace s cílem usnadnit přechod k buněčné terapii 

v publikaci 
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replacement therapies 
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This is an Accepted Original Manuscript of an article published by Taylor & Francis in Expert 

Review of Proteomics in February 2015, available at: 
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5 Souhrn 

 

5.1 Monitorování neurální diferenciace pomocí cílené hmotnostní 

spektrometrie 

Hlavním cílem této dizertační práce byla charakterizace NSC, které představují slibný 

prostředek v buněčné terapii neurologických poruch. Klinické testování buněčné terapie 

onemocnění již probíhá a vyžaduje podrobnou a přesnou analýzu NSC před transplantací, 

stejně jako další zdokonalení protokolů pro jejich diferenciaci poskytující homogenní 

populaci cíleně indukovaných buněk.  

ESC nebo iPSC jsou schopné za specifických podmínek in vitro diferencovat do NSC a ty 

dále do liniově specifických buněk. NSC kultivované in vitro vyžadují přítomnost růstových 

faktorů FGF-2 a/nebo EGF pro udržení multipotence a neurogenní účinnosti. Odebrání 

růstových faktorů nebo jejich výměna za neurotrofní faktory BDNF a GDNF či jiné 

supplementy vede k jejich diferenciaci
100,101

. Existuje mnoho kultivačních a diferenciačních 

protokolů. My jsme pro kultivaci multipotentních H9 NSC používali růstové faktory FGF-2  

a EGF, pro spontánní diferenciaci do neuronů jsme tyto faktory z média odebrali bez náhrady 

za jiné (S diferenciace) nebo jsme je vyměnili za BDNF a/nebo GDNF (BG, B, G),  

pro diferenciaci do astrocytů jsme použili FBS (Astro1). Jako referenční buňky jsme použili 

lidské komerčně dostupné astrocyty indukované pomocí N-2 supplementu (Astro2) a ESC 

linie CCTL-12 (ESC1) a CCTL-14 (ESC2).  

Protože diferenciační protokoly často generují heterogenní populace buněk, je nezbytné 

průběžně monitorovat nejen diferenciační potenciál, ale také čistotu populace. Extrémně 

důležité je zamezit vzniku populace s příměsí pluripotentních buněk s potenciálem ke vzniku 

nádorů. Za tímto účelem jsme usilovali o vývoj screeningového testu založeného  

na reprodukovatelném měření vybraných proteinových markerů pomocí cílené metody SRM 

se snadnou interpretací výsledků. 

Použití SRM umožňuje v krátkém čase analyzovat několik desítek proteinů najednou  

a přestavuje tak rychlý, účinný a přesný nástroj k monitorování kultur NSC v průběhu 

diferenciace. Takový test lze použít jak k monitorování čistoty a potenciálu diferenciace NSC, 

tak k identifikaci optimálních kultivačních podmínek. V naší publikaci jsme představili  
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test SRM pro kvalitativní a kvantitativní měření hladin proteinových markerů rutinně 

používaných k charakterizaci neuronální diferenciace.  

Při vývoji metody jsme se zaměřili na soubor proteinů hojně využívaných v biologických 

studiích jako markery ESC (NANOG, OCT4), markery NSC (SOX2; NES, nestin; PAX6, 

KI67), markery neuronů (DCX, TUBB3, MAP2), markery astrocytů (GFAP, S100B)  

a markery oligodendrocytů (GALC, OLIG1). Zkoušeli jsme také detekovat v buňce méně 

zastoupené proteiny dříve nalezené v našich diferenciačních experimentech jako sekretované 

v průběhu diferenciace NSC, konkrétně VEGF-A a CXCL1. Pro vývoj SRM jsme použili 

komerčně dostupné lidské NSC linie H9, které jsme kultivovali a následně diferencovali za 

specifických podmínek detailně popsaných v přiložené publikaci. Sledovali jsme hladinu 

vybraných markerů v průběhu neuronální diferenciace (S, B, G, BG), při modulaci NSC 

směrem k astrocytům (Astro1) a v referenčních buňkách (Astro2, ESC1, ESC2). Poté jsme se 

zaměřili na BG diferenciaci a pomocí SRM jsme měřili hladinu validovaných proteinů v 

intervalech 1-8, 14, 21 a 28 dnů.  

Identitu proliferujících NSC a diferencujících buněk jsme popsali nejprve pomocí RT-qPCR 

(na úrovni mRNA, obr. 8) a IF mikroskopie (na úrovni přítomnosti proteinu, obr. 9). Jak jsme 

očekávali, naše data z IF a RT-qPCR prokázala v průběhu diferenciace zvýšenou expresi 

neuronových markerů (DCX, MAP2, TUBB3) a sníženou expresi NSC markerů (NES, 

SOX2). Exprese markerů astrocytů, S100B a GFAP, výrazně klesla po zahájení diferenciace. 

Klesala také exprese markerů oligodendrocytů, GALC a OLIG1. IF vyloučila přítomnost 

OCT4 a GFAP v multipotentních NSC. Prokázala však v NSC na proteinové úrovni 

přítomnost S100B (pozitivita části buněk přetrvávala po celou dobu diferenciace), GALC 

(sporadická pozitivita) a OLIG1 (počet pozitivních buněk klesal s diferenciací). U všech 

proteinů odpovídal signál jejich předpokládané lokalizaci.  
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Obr. 8. Analýza genové 

exprese během diferenciace 

NSC. Mapa ukazuje profily 

exprese (hladinu transkriptů) 

neurálních markerů  

v průběhu diferenciace in 

vitro (převzato a upraveno 

podle publikace Targeted 

mass spectrometry for 

monitoring of neural 

differentiation
96

). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9. IF snímky diferenciace BG ukazují proteinové markery zeleně, buněčná jádra modře 

(převzato z publikace Targeted mass spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 
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Vybrané proteiny jsme podrobili analýze SRM s využitím syntetických izotopově značených 

peptidů (obr. 10). Z původních 15 kandidátních proteinů zůstalo ve finální metodě proteinů 

10. Protein NANOG byl z dalších analýz vyloučen, protože neposkytoval po štěpení 

trypsinem žádný peptid unikátní v lidském proteomu. Pro jiné proteiny se nám podařilo 

vyvinout specifické testy SRM pomocí izotopově značených peptidů, zůstaly však  

pod limitem detekce v našich buněčných kulturách (PAX6, KI67, VEGF-A a CXCL1). 

Validovanou metodou SRM byly změřeny NSC ovlivněné působením různých 

diferenciačních faktorů a NSC v různých stadiích BG diferenciace (dny 1-8, 14, 21 a 28).  

Na základě naměřených dat jsme provedli kvalitativní i kvantitativní vyhodnocení cílových 

proteinů.  

 

 

 

Obr. 10. Reprezentativní standardní peptidy použité pro vývoj metody SRM (převzato  

z publikace Targeted mass spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 
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Všechny diferenciace NSC (S, BG, B a G diferenciace) vedly preferenčně k neuronální 

diferenciaci (obr. 11), což odpovídalo výsledkům RT-qPCR a IF mikroskopie. K neuronální 

populaci místo do populace astrocytů směrovaly také NSC odvozené z linie ESC H9 pomocí 

FBS (Astro1). Tento druh modulace vedl u NSC navíc k detekci OCT4, markeru 

pluripotentních ESC, a tedy k jejich možné dediferenciaci.  

 

 

Obr. 11. Monitorování diferenciace NSC pomocí metody SRM. Grafy zobrazují medián 

množství proteinů ve 4 biologických replikách. Červená barva znamená, že protein byl  

za těchto podmínek kvantifikovatelný (byly detekovány minimálně 2 peptidy na protein  

v minimálně 3 biologických replikách), šedá barva znamená, že množství proteinu bylo v této 

podmínce pod kvantifikační úrovní (převzato z publikace Targeted mass spectrometry  

for monitoring of neural differentiation
96

). 
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Neurotrofická podpora pomocí kombinace BDNF a GDNF vedla u NSC k vyšší variabilitě 

než v případě S, B a G diferenciace. Marker neuronálních prekurzorů DCX se stal 

detekovatelným už druhý den BG diferenciace a výrazně narůstal v diferencujících buňkách, 

zatímco MAP2 a TUBB3 rostly od 3. dne (obr. 12). Hladina markerů NSC (NES a SOX2) 

začala mírně klesat od 4. dne BG diferenciace (obr. 12). Proteiny GFAP (marker astrocytů)  

a OCT4 (marker pluripotentních ESC) nebyly v časné fázi BG diferenciace detekovány, 

markery oligodendrocytů vykazovaly pouze slabý signál (nevyobrazeno). Hladina markeru 

astrocytů S100B se v průběhu časné fáze diferenciace neměnila (obr. 12). 

 

 

 

Obr. 12. Monitorování časné diferenciace NSC. Grafy zobrazují median množství (černé 

čáry) každého proteinového markeru. Tečky stejné barvy představují množství konkrétního 

peptidu v biologických replikách (převzato z publikace Targeted mass spectrometry  

for monitoring of neural differentiation
96

). 
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V pozdější fázi BG diferenciace klesala hladina proteinu SOX2 a 28. den byl detekován pouze 

jeden peptid tohoto proteinu (obr. 13). Hladina NES se s další diferenciací příliš neměnila 

(obr. 13). Hladina markeru neuronálních prekurzorových buněk DCX výrazně rostla  

do 21. dne BG diferenciace, hladina MAP2 a TUBB3 mírně rostla v průběhu celé 

BG diferenciace (obr. 13). OCT4, marker pluripotentních ESC, se při BG diferenciaci 

neobjevil, markery oligodendrocytů byly detekovány pouze slabě a marker astrocytů GFAP 

byl detekován až 28. den (nevyobrazeno). Hladina S100B, druhého markeru astrocytů,  

při BG diferenciace nejprve klesla a postupně se vrátila na původní úroveň (obr. 13).  

 

 

 

Obr. 13. Monitorování pozdější fáze diferenciace NSC. Grafy zobrazují median množství 

(černé čáry) každého proteinového markeru. Tečky stejné barvy představují množství peptidu 

v biologických replikách (převzato z publikace Targeted mass spectrometry for monitoring  

of neural differentiation
96

). 
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V průběhu BG diferenciace byla v rámci SRM prokázána významná pozitivní korelace mezi 

hladinou proteinu MAP2 s TUBB3 a DCX, a mezi TUBB3 a S100B. Negativní korelace byla 

významná mezi hladinou proteinu SOX2 a DCX (obr. 14). Mezi výsledky RT-qPCR a SRM 

byla pozitivní korelace pro DCX, MAP2 a S100B (obr. 15). Negativní korelace NES a SOX2 

nebyla statisticky významná. 

Obr. 14. Korelace SRM kvantifikace proteinů. 

Korelogram zobrazuje Pearsonovu párovou 

korelaci jednotlivých proteinových markerů  

v průběhu 28denní BG diferenciace. Barva  

a velikost bodů označují sílu korelace, korelace  

bez křížku jsou statisticky významné (P<0,05) 

(převzato z publikace Targeted mass spectrometry 

for monitoring of neural differentiation
96

). 

 

 

 

 

 

 

Obr. 15. Korelace mRNA a proteinů. Grafy znázorňují korelaci hladin transkriptů a hladin 

proteinů v průběhu 28denní BG diferenciace (převzato z publikace Targeted mass 

spectrometry for monitoring of neural differentiation
96

). 

 

Výsledky kvantifikace SRM ukazují, že metoda umožňuje spolehlivé sledování diferenciace 

NSC. Naše data ukazují, že DCX, TUBB3 a MAP2 představují v porovnání s NES a SOX2 

více neurospecifické markery, z tohoto důvodu by žádný jednotlivý marker neměl být 

používán jako definitivní důkaz určitého typu buněk. Místo toho by mělo být použito  

k identifikaci proteinového profilu vybrané buněčné populace kvantitativní hodnocení 

několika markerů v kombinovaném testu. Takové testy zaměřené na proteinové markery 

mohou představovat účinnou metodu informující o multidiferenciačním potenciálu NSC, jak 

in vitro, tak in vivo.  
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5.2 Identifikace klíčových proteinů neuronální diferenciace pomocí 

analýzy povrchového N-glykoproteomu 

V organismu se nachází velké množství buněk uspořádaných ve složitých strukturách  

a orgánech. Tyto buňky mezi sebou komunikují buď přímým kontaktem, nebo 

prostřednictvím rozpustných mediátorů na delší vzdálenosti. V této komunikaci jsou  

pro vnímání okolí a reakci na měnící se prostředí důležité povrchové proteiny, včetně 

adhezních molekul, kanálových transportních proteinů, receptorů buněčného povrchu a 

enzymů. Soubor proteinů buněčného povrchu poskytuje jedinečný molekulární otisk pro 

klasifikaci buněk a buněčných stavů
102

. 

K identifikaci buněčných povrchových proteinů a pochopení jejich úlohy v mechanismech 

neurální diferenciace mohou sloužit protilátkové metody, které ale vyžadují znalost proteinů 

buněčného povrchu, především CD (z angl. Cluster of Differentiation) molekul. Klíčovou 

výhodou tohoto přístupu je dostupnost protilátek, zatímco nevýhodou je, že lze monitorovat 

pouze omezenou podskupinu buněčných povrchových proteinů. Aby bylo možné odhalit nové 

proteiny, lze provést studie celého buněčného proteomu založené na MS
99

.  

V naší práci jsme k nabohacení a analýze povrchových proteinů v průběhu diferenciace NSC 

využili přirozené glykosylace proteinů. Jedná se o posttranslační modifikaci, kdy dojde  

k navázání oligosacharidu N-glykosidovou vazbou na asparaginový zbytek nebo  

O-glykosidovou vazbou na serinový nebo threoninový zbytek proteinu. Tato modifikace může 

být signálem pro směřování proteinu na cílové místo v buňce. Glykosylace proteinů jsou 

důležité pro mezibuněčnou komunikaci a změny v glykosylaci povrchových proteinů mohou 

být ukazatelem některých onemocnění nádorového či infekčního původu (shrnuto v 
103

). 

V kontextu celého buněčného proteomu jsou glykosylované proteiny málo zastoupené a před 

MS analýzou je potřeba glykoproteiny nabohatit
103

. Existuje široká škála metod, například 

použití lektinů, kde ale dochází k detekci jen určitých N-glykoproteinů
104

, Hydrophilic 

interaction liquid chromatography (HILIC), která ale detekuje i hydrofilní proteiny  

bez glykosylace
105

, metoda isotope-targeted glycoproteomics (IsoTaG) kombinující 

metabolické značení a detekování izotopové značky v MS spektrech
106

, solid-phase extraction 

of N-linked glycans and glycosite containing peptides (NGAG)
107

 nebo vychytávání 

glykopeptidů na magnetické kuličky s navázanou kyselinou fenylboronovou
103

.  
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V naší práci jsme použili technologii CSC umožňující selektivní nabohacení N-glykoproteinů 

plazmatické membrány pomocí chemického značení živých buněk
108

. Metoda CSC je 

založena na oxidaci glykanů a vytvoření aldehydové skupiny, na kterou se hydrazinovou 

vazbou kovalentně naváže biocytin hydrazid s biotinovou značkou. Označené buňky se sklízí, 

homogenizují a po odstranění buněčného jádra se podrobují ultracentrifugaci. Membránové 

proteiny se štěpí na peptidy, takto označené N-glykosylované peptidy se naváží  

na streptavidinové kuličky a izolují se pomocí afinitní chromatografie. Navázané peptidy se 

uvolňují z kuliček pomocí PNGázy F, na původním asparaginu tak vzniká posun Mw  

o 0,9846 Daltonu, který je detekován pomocí MS, což umožňuje specifickou identifikaci 

místa N-glykosylace
108

 (obr. 16). 

 

 

 

Obr. 16. Princip metody Cell Surface Capture. CSC používá vícestupňovou tandemovou 

afinitní strategii pro označení glykoproteinů na buněčném povrchu. Tyto kroky zahrnují  

(1) značení reaktivních skupin proteinů plazmatické membrány (žluté trojúhelníky, glykany; 

černé molekuly bifunkčního linkeru), (2) homogenizaci buněk a štěpení proteinů, (3) afinitní 

vychytávání, (4) uvolňování peptidu, (5) analýza peptidu pomocí LC-MS/MS  

a (6) identifikace peptidu nebo proteinu (převzato z 
108

). 

 

V této studii jsme tak pomocí CSC technologie v kombinaci s LC–MS/MS s vysokým 

rozlišením identifikovali a relativně kvantifikovali N-glykoproteom buněčného povrchu NSC 

v průběhu neuronální diferenciace a ve zralých komerčně dostupných hNT neuronech. 

Pracovali jsme s NSC diferencovanými z lidských ESC HUES7 kultivovanými v médiu  

pro NSC s FGF-2.   
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Pro diferenciaci jsme použili subpopulaci buněk CD184
+
/CD271

-
/CD44

-
/CD24

+
. Po výměně 

FGF-2 za BDNF a GDNF začaly NSC diferencovat do neuronů. Průběh diferenciace jsme 

sledovali pomocí fluorescenčně značených protilátek cílených na známé markery diferenciace 

ve stadiu NSC, a poté ve 3, 10 a 21 dnech diferenciace s BDNF a GDNF. Jako kontrolní 

buňky jsme používaly postmitotické hNT neurony. NSC byly pozitivní na SOX2 a NES, 

stejně jako na jaderný marker proliferace KI67. Po výměně média za diferenciační s BDNF  

a GDNF začaly diferencující NSC po 3 dnech vykazovat pozitivitu na markery DCX a MAP2, 

po 10 dnech navíc i na TUBB3 (také označovaný podle protilátky jako TUJ1). Hladina 

proliferačního markeru KI67 poté klesla na minimum a výrazně vzrostla hladina neuronálních 

markerů MAP2 a TUBB3. 

Pomocí technologie CSC a následného měření pomocí LC-MS/MS jsme identifikovali  

522 glykoproteinů, většinu z nich na základě až 3 N-deglykosylovaných peptidů a různého 

počtu transmembránových domén. Naše studie potvrdila N-glykosylaci na místech, kde byla 

podle referenční databáze UniprotKB/Swiss-Prot pouze předpovězena, což se týkalo  

13 % detekovaných glykosylačních míst. NSC měly větší zastoupení adhezních proteinů  

a receptorů, diferencované buňky a hNT neurony měly více zastoupené hydrolázy  

a transportní proteiny. 

Porovnávali jsme změny hladin proteinů v průběhu diferenciace a zároveň s kontrolními hNT 

neurony. K největším změnám docházelo 21. den diferenciace, významné změny byly také  

u hNT neuronů. Na základě tohoto porovnání jsme se zaměřili na proteiny LAMP1, CHL1  

a astrotactin1, jejichž hladina v průběhu diferenciace rostla, a ICAM1, jehož hladina klesala. 

Tyto vybrané proteiny jsme analyzovaly pomocí SRM a syntetických deglykosylovaných 

peptidů značených těžkým isotopem s aspartátem místo asparaginu (modifikace PNGázou F). 

Výsledky SRM analýzy potvrdily předpoklad, tedy že hladina ICAM1 klesá v průběhu 

diferenciace a v hNT neuronech, zatímco hladina CHL1 a LAMP1 roste v diferencujících 

NSC, ale ne ve zralých hNT neuronech. Původně pouze predikovaný protein astrotactin1 

potvrdil vzestup hladiny v diferencujících NSC i ve zralých hNT neuronech. Výrazný pokles 

ICAM1-pozitivních buněk jsme potvrdili pomocí průtokové cytometrie. Tento protein se 

nacházel v analyzované populaci NSC diferencujících 21 dnů pouze u 3,1 % buněk, zatímco  

u NSC bylo 13,5 % ICAM1-pozitivních buněk. 
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LAMP1 je membránový protein asociovaný s lysozomy, který hraje důležitou roli  

při udržování pH v lysozomech
109

. Jeho exprese byla také prokázána v souvislosti  

s astrocytárními tumory
110

. Protein CHL1 hraje roli v růstu neuritů a přežití neuronů  

in vitro
111

. CHL1 přímo tvoří komplexy s chaperonovými proteiny v synapsích
112

. 

Astrotactin1 je adhezní protein zajišťující kontakt axonů a gliových buněk během gliemi 

řízené neuronální migrace
114

. ICAM1 protein je indikátorem přítomnosti proliferujících buněk 

v kultuře
113

. 

 

 

Obr. 17. Grafické znázornění experimentu (převzato z publikace Surface N-glycoproteome 

patterns reveal key proteins of neuronal differentiation
63

). 

 

Kromě proteinů vybraných pro validaci pomocí SRM vykazovaly i další proteiny významné 

změny. Příkladem jsou tomoregulin-2 (TEFF2) a ephrin type-B receptor 1 (EPHB1), jejichž 

exprese v průběhu diferenciace významně rostla. TEFF2 je protein primárně exprimovaný  

v mozku, jeho přítomnost byla prokázaná v placích u jedinců s AD
114

. Tento 

transmembránový protein odštěpuje extracelulární doménu z buněčného povrchu  

a předpokládá se, že ta funguje jako neurotrofní faktor a iniciátor růstu dendritů
114

. EPHB1, 

stejně jako ostatní efrin-B receptory, hraje důležitou roli při udržování dendritických výběžků 

a také při tvorbě synapsí
115

. Receptory efrinu typu B jsou také spojovány s patofyziologií 

AD
115

. 

Využití technologie CSC v kombinaci s LC-MS/MS prokázalo změny v hladině  

N-glykosylovaných povrchových proteinů v průběhu diferenciace NSC. Naše výsledky 

přispěly k podrobnější fenotypizaci NSC s výhledem možnosti efektivnějšího třídění buněk 

pomocí technologie FASC.  
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5.3 Analýza proteomu nervových kmenových buněk v průběhu 

diferenciace s cílem usnadnit přechod k buněčné terapii 

Velkou nadějí v léčbě neurodegenerativních onemocnění nebo traumatického poškození 

míchy je buněčná terapie a transplantace přesně definované populace NSC. Protože proces 

diferenciace NSC je ovlivněn autonomními buněčnými faktory a složkami extracelulárního 

prostředí, jako jsou růstové faktory, hormony a signální molekuly
116

, je nezbytné plně 

charakterizovat mechanismy, které mají vliv na diferenciaci NSC do konkrétních buněčných 

linií. Neméně důležité je určit profil proteinových markerů, který jednotlivé linie definuje. 

V tomto přehledovém článku jsme shrnuli slibné strategie v klinickém testování NSC a 

možnosti proteomiky při odhalování molekulárních mechanismů diferenciace NSC. Popsali 

jsme jejich klíčové charakteristiky, potenciál, ale také současná omezení a s nimi úzce spjaté 

požadavky na kvalitu. Mezi tyto požadavky patří genomová integrita buněk a potřeba 

homogenní populace NSC s proliferační kapacitou k namnožení dostatečného množství buněk 

pro transplantaci, diferenciačním potenciálem a absencí dediferencovaných teratogenních 

buněk. Cestou k ideální přesně definované buněčné populaci jsou podrobná charakterizace, 

striktní podmínky kultivace a diferenciace, ale také možnost nabohacení čisté subpopulace 

vhodné pro transplantaci. 

Jak je popsánu v úvodu této dizertační práce, kultivací lidských ESC a iPSC lze  

za specifických podmínek dosáhnout jejich diferenciace do buněčných populací, jako jsou 

oligodendrocyty, astrocyty nebo neurony. Zatímco použití lidských ESC v klinickém 

výzkumu provází etické problémy, riziko tvorby teratomů a nutnost imunosuprese pacientů, 

větší potenciál ve vývoji personalizované buněčné terapie mají diferencované iPSC, které 

umožňují autologní transplantaci bez etických otázek a nutnosti imunosuprese. Nicméně 

riziko tvorby teratomů z méně diferencovaných buněk stále zůstává (shrnuto v 
117

). 

V přehledovém článku rekapitulujeme buněčné terapii pomocí ESC a iPSC se slibnými 

výsledky na zvířecích modelech neurodegenerativních onemocnění, jako je AD, PD, HD, 

ALS, ale také na modelu traumatického poranění míchy
118–120

. Příkladem je pozitivní vliv  

na endogenní tvorbu synapsí po transplantaci lidských ESC do hipokampu myšího modelu 

AD
120

, nebo na remyelinizaci axonů po transplantaci dospělých myších nervových 

prekurzorových buněk při traumatickém poranění míchy potkanů
118

. Transplantované 



 
93 

dopaminergní neurony diferencované z opičích ESC pak prokázaly schopnost produkovat 

dopamin in vivo u opičího modelu PD
119

. 

Velkou výzvou je definice sady markerů specifických pro konkrétní neurální populace. 

Vhodné markery pro charakterizaci NSC diferenciace jsou popsány v úvodu dizertační práce. 

Podrobnější doplnění se nachází v přehledovém článku se zaměřením na 3 kategorie, které 

reprezentují (obr. 18): 

a) intracelulární proteiny – pro charakterizaci buněk před a po transplantaci 

b) membránové proteiny – pro charakterizaci buněk a nabohacení žádané subpopulace 

c) sekretované proteiny – pro hledání trofické podpory a studium imunomodulace 

 

 

Obr. 18. Skupiny proteinových markerů (převzato z publikace Proteome-wide analysis  

of neural stem cell differentiation to facilitate transition to cell replacement therapies
26

).  

 

V přehledovém článku se nachází jak známé rutinně používané markery diferenciace NSC, 

tak nové kandidátní proteiny z obsáhlých proteomových studií neurálních subpopulací, které 

byly podrobeny validaci (obr. 19). Podařilo se nám poskytnout komplexní informace  

o intracelulárních proteinech charakterizujících procesy uvnitř diferencujících NSC, 

povrchových proteinech, které mohou sloužit k charakterizaci a izolaci konkrétních 

buněčných subpopulací, a sekretovaných proteinech, které nám pomáhají nejen porozumět 

principům mezibuněčné komunikace, ale také vyvinout nové protokoly imunomodulace  

pro transplantační experimenty. Věříme, že kombinace vhodných markerů pomůže efektivněji 

monitorovat specifitu NSC v průběhu diferenciace, vytvořit homogenní subpopulaci buněk 

pro transplantaci s lepším terapeutickým účinkem a sledovat osud buněk v hostitelské tkáni. 
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Obr. 19. Přehled známých a kandidátních proteinových markerů různých typů buněk 

(převzato z publikace Proteome-wide analysis of neural stem cell differentiation to facilitate 

transition to cell replacement therapies
26

).  
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V našem expertním výhledu pěti let jsme očekávali vytvoření biobank iPSC, které by 

poskytovaly neomezené množství materiálu pro klinické studie. Ukázalo se však, že iPSC 

mají mnohem větší potenciál v personalizované terapii
43

. iPSC lze také použít k vytvoření 

mozkových organoidů in vitro. Nedávné pokroky ve 3D modelování mozkových organoidů 

poskytly přístup k lepšímu pochopení interakcí mezi buňkami při progresi onemocnění
121,122

. 

K charakterizaci neurálních organoidů je mimo jiné využívána metoda SRM
122

. Jak jsme 

předpokládali, velkou popularitu získala díky své kvantitativní a komplexní výkonnosti 

metoda DIA. V mnoha proteomických studiích je měření DIA využíváno pro charakterizaci  

a kvantifikaci změn proteomu diferencujících kmenových buněk
65,123,124

. 
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5.4 Hledání terapeutických biomarkerů Huntingtonovy choroby 

Huntingtonova choroba je dědičné onemocnění způsobené expanzí trojice bází CAG 

v exonu 1 genu pro huntingtin (HTT) umístěného na chromozomu 4. Translace mutovaného 

HTT (mHTT) má za následek prodloužený polyglutaminový úsek (polyQ) na N-konci 

proteinu, který je proteolytický štěpen. Fragmenty mHTT poškozují neurony zejména  

ve striatu a mozkové kůře, ale také v tkáních mimo CNS. Mezi hlavními rysy 

charakterizujícími HD na buněčné a molekulární úrovni je možné najít oxidační stres, 

neurozánět, excitotoxicitu, změněný transport váčků, změny v odstraňování poškozených 

proteinů, snížené hladiny neurotrofinů i mitochondriální poškození (shrnuto v 
125,126

). 

Možnost vyléčení HD bohužel není, multidisciplinární řešení symptomů je ale účinnou cestou 

k potlačení příznaků HD a ke zlepšení kvality života nemocných lidí
4
. 

Pokroky ve vývoji účinných léků modifikujících průběh nemoci kriticky závisí na pochopení 

mechanismů patogeneze HD na molekulární úrovni. V našem přehledovém článku jsme 

shrnuli základní poznatky o výzkumu HD v oblasti proteomiky. Zkoumání klíčových proteinů 

a interakcí zapojených do HD je velmi důležité pro identifikaci biomarkerů HD a nových cílů 

pro léčbu tohoto onemocnění se zaměřením se na patogenní dráhy HD. 

Úkolem buněčné terapie neurodegenerace je parakrinní působení kmenových buněk, 

stimulace přežití místních buněk a regenerace mozkové tkáně prostřednictvím produkce 

nových neuronů z endogenních i dárcovských kmenových buněk. Jednou z možností je použít 

MSC, které v místě působení uvolní neurotrofní faktory, čímž pozitivně ovlivní poškozené 

buňky a podpoří neurogenezi
127

. Další možností je diferenciace NSC, které po transplantaci 

nahradí odumřelé buňky. NSC jsou testovány v klinickém výzkumu
128

 a využívány jsou často 

k modelování neurodegenerace in vitro
129

. Zdokonalení protokolů pro kultivaci a modulaci 

kmenových buněk, včetně strategie CRISPR/Cas9, významně přibližuje NSC k využití  

v regenerativní medicíně a k efektivnímu testování nových strategií léčby HD založených  

na přímé modifikaci genů
129

.  

Ze znalosti mHTT bylo možné pomocí genetických manipulací vyvinout modely HD. Tyto 

modely jsou klíčové pro lepší pochopení molekulárních změn doprovázejících progresi HD  

a pro další fázi testování účinnosti nových terapeutických strategií před zahájením klinických 

studií. Naší snahou bylo shrnout informace o nejpoužívanějších zvířecích modelech HD, ať už 

se jedná o modely hlodavců nebo velké zvířecí modely. V Ústavu živočišné fyziologie  

a genetiky AV ČR v Liběchově byl vytvořen a podrobně analyzován transgenní model 
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miniaturního prasete nesoucí N-terminální fragment lidského mutovaného huntingtinu se 

124 glutaminy
130–135

. Model miniprasete umožňuje využít fyziologickou podobnost 

orgánových soustav s člověkem, zobrazovací vyšetření a chirurgické intervence. Má proto 

obrovský potenciál k preklinickému testování nových léků a léčebných postupů, nejen  

v oblasti neurověd a buněčné terapie
131,136,137

. 

Dlouhé presymptomatické období nabízí potenciální terapeutické okno pro experimentální 

zásahy do průběhu HD. Klíčové je proto identifikovat spolehlivé biomarkery, které by 

umožnily efektivnější sledování daného zásahu. Ideální biomarker by měl i) odrážet základní 

neuropatologii a/nebo progresi onemocnění, ii) vykazovat minimální variabilitu mezi vzorky  

a iii) by měl být dostupný v biologické tekutině. Proteomické studie jsou zaměřené na hledání 

vhodných biomarkerů především v plazmě a mozkomíšním moku. Ideální metodou  

pro takové studie je MS, konkrétně globální analýza DIA následovaná validací kandidátních 

markerů cílenou metodou SRM
66

. 

V našem přehledovém článku jsme popsali základní biochemické mechanismy patogeneze 

HD a interakční síť HTT s 233 partnery založenou na počítačovém modelování. Poté jsme se 

zaměřili na extrakci markerů HD, které by mohly vedle zobrazovacích metod jako je 

magnetická rezonance a pozitronová emisní tomografie pomoci při sledování pacientů s HD. 

Potenciální markery HD jsme našli mezi interakčními partnery HTT, ale také ve výsledcích 

proteomových analýz mozkové tkáně a cerebrospinální tekutiny. Tyto výsledky naše laboratoř 

nedávno aktualizovala prostřednictvím publikace, která v proteomových studií na vzorcích 

pacientů s HD a studiích využívajících buněčné i zvířecí modely extrahovala kandidátní 

proteiny pro monitorování HD pomocí cíleného měření jako je DIA, SRM/PRM, ELISA 

apod.
66

. Některé tyto proteiny jsou specifické pro HD neurodegeneraci (např. PENK a PDYN) 

či CNS (např. GFAP), jsou mezi nimi ale také proteiny mající svou úlohu v homeostáze, 

imunitní odpovědi nebo metabolismu. Na řadě je nyní jejich validace v rozsáhlých klinických 

studiích a hodnocení jejich citlivosti a specifity.  
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6 Závěr 

 

Cestou k ideální buněčné populaci NSC jsou jejich podrobná charakterizace, přesně 

definované podmínky kultivace a diferenciace, ale také možnost nabohacení určité 

subpopulace vhodné pro transplantaci. V dizertační práci se mi podařilo charakterizovat NSC 

v průběhu diferenciace a přiblížit tak tyto buňky k využití v regenerativní terapii onemocnění 

nervové soustavy. Pomocí proteomických metod založených na MS jsem podrobně 

analyzovala NSC. Metoda SRM, kterou jsem ve spolupráci s kolegy vyvinula, umožňuje 

monitorování NSC a jejich diferenciačního potenciálu, včetně nežádoucí přítomnosti 

pluripotentních buněk. Pomocí metody SRM jsme zjistili, že bez ohledu na přítomnost BDNF 

a GDNG vede odebrání FGF-2 a EGF k neuronální diferenciaci NSC, která je patrná  

od 3. dne a je doprovázena očekávanou změnou hladiny vybraných proteinových markerů. 

Metoda SRM umožňuje také záchyt nebezpečných pluripotentních buněk, které se v kultuře 

NSC mohou objevit, například při modulaci pomocí FBS. Výsledky kvantifikace prokázaly, 

že metoda SRM umožňuje prostřednictvím vhodné kombinace markerů spolehlivé 

monitorování diferenciace NSC.  

Podařilo se nám také popsat povrchový proteom NSC a proteiny, které mohou sloužit  

k nabohacení čistší populace buněk s lepším terapeutickým výhledem. Využití technologie 

CSC v kombinaci s DDA-MS umožnilo na povrchu NSC identifikaci 522 glykoproteinů  

a potvrzení N-glykosylace na místech, kde byla zatím pouze předpovězena. Tento přístup 

pomohl prokázat významné změny v hladině N-glykosylovaných povrchových proteinů  

v průběhu diferenciace NSC. Naše výsledky tak přispěly k podrobnější fenotypizaci NSC  

s výhledem možnosti efektivnějšího třídění buněk pomocí technologie FASC. 

V přehledových článcích jsme shrnuli výsledky proteomových studií zaměřených  

na diferenciaci NSC a na rozvoj neuropatologie HD. Tyto studie poskytly cenný seznam 

kandidátních proteinů pro rozšíření metody SRM, kterou jsme úspěšně validovali na našem 

buněčném modelu, a podrobnější cílené monitorování NSC během přípravy na transplantační 

experimenty. Další sada proteinů extrahovaná z proteomových studií zaměřených na HD 

vybízí ke klinickému testování většího rozsahu s cílem vybrat vhodnou kombinaci biomarkerů 

pro monitorování pacientů s HD během progrese onemocnění a při testování nových 

léčebných postupů.  
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Naše výsledky publikované v recenzovaných časopisech umožnily zavedení přesných postupů 

pro analýzu NSC nejen v naší laboratoři. Podařilo se nám přinést nové důležité poznatky  

o povrchových proteinech, které jsou regulované v průběhu diferenciace NSC. Výsledky této 

práce potvrzují důležitost sledování kombinace markerů a jejich měření prostřednictvím 

přesné a reprodukovatelné analýzy.  
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Dostupné z doi.org/10.1016/j.jprot.2015.11.008 

IF2016 = 3,914 

 spoluautorská publikace 
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