Abstrakt

Neurodegenerativni choroby jsou nelécitelnd onemocnéni, pii kterych dochézi
k odumirani bunék centralni nervové soustavy, coz vede k naruseni spravného fungovani
mozku a pozdéji i ke smrti pacienta. Jednim ze slibnych terapeutickych piistupti je bunécéna
terapie prostfednictvim transplantace nervovych kmenovych bunék. Tyto kmenové buiky
sekreci proteini pozitivné ovlivituji regeneraci poskozené tkang, piipadné mohou samy
diferencovat do neuroni ¢i gliovych buné€k, a funkéné tak nahradit odumftelé buiiky. Protoze
soucasné protokoly pro diferenciaci nervovych kmenovych bunék poskytuji heterogenni
bunécné populace, je nutné 1épe pochopit mechanismy, které celou diferenciaci nervovych
kmenovych bunék reguluji. Zcela zasadni je pak charakterizace bun€k urCenych pro
transplantaci, zejména urceni jejich proliferacniho a diferenciacniho potencidlu. Jednim
z faktorti ovliviiyjicich Gi€innost bunééné terapie je nacasovani jejiho podéani. Hledani vhodnych
biomarkert, které by reflektovaly rozvoj choroby, je proto klicové nejen pro spravné
nacasovani transplantace bunék, ale také pro sledovani ti¢innosti terapie. Tato disertacni prace
se zamétuje na podrobnou charakterizaci lidskych nervovych kmenovych bunék v pribéhu
in vitro diferenciace a na regulaci buné¢nych drah, ktera ji doprovazi. V prvni asti prace je
popsan vyvoj cilené metody zalozené na hmotnostni spektrometrii, tzv. selected reaction
monitoring (SRM), pro citlivou detekci proteinovych markerti vybranych bunéénych typt.
Diky ptfesné kvantifikaci nékolika markeri pro kazdy sledovany bunéény typ je mozné
monitorovat diferenciaci celé bunééné populace. Tato metoda tak miiZze najit uplatnéni pro
rutinni analyzy bunék ¢i pro hodnoceni efektivity diferenciacniho protokolu. Ve druhé casti
prace je popsana analyza diferenciace nervovych kmenovych bunck s vyuzitim hmotnostné-
spektrometrické metody sequential window acquisition of all theoretical mass spectra
(SWATH-MS). Vysledky této analyzy, doplnéné o analyzu sekretomu pomoci multiplexni
protilatkové metody, ukazaly na vyznamnou regulaci specifickych signalnich drah béhem
diferenciace nervovych kmenovych bunék. V in vitro podminkach byla potvrzena regulace
signalnich drah Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), Interleukin-6, Vascular endothelial growth
factor (VEGF) a Wnt. Tyto vzajemné provdzané drahy pozitivné reguluji expresi genu
kodujiciho protein VEGF-A. Navazujici experimenty prokéazaly, Ze proliferaci a piezivani
diferencujicich nervovych kmenovych bunék specificky stimuluje isoforma VEGF121. Pfidani
VEGF121 k transplantovanym bunikam by tak mohlo zvysit efekt bunééné terapie. Posledni
¢asti prace je prehledova studie publikovanych proteomickych dat ziskanych analyzami vzorkt
pacientll a experimentalnich modeli s Huntingtonovou chorobou, ktera umoznila identifikovat

nové potencidlni biomarkery pro sledovani rozvoje této neurodegenerativni choroby.
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