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Abstrakt 

Neurodegenerativní choroby jsou neléčitelná onemocnění, při kterých dochází 

k odumírání buněk centrální nervové soustavy, což vede k narušení správného fungování 

mozku a později i ke smrti pacienta. Jedním ze slibných terapeutických přístupů je buněčná 

terapie prostřednictvím transplantace nervových kmenových buněk. Tyto kmenové buňky 

sekrecí proteinů pozitivně ovlivňují regeneraci poškozené tkáně, případně mohou samy 

diferencovat do neuronů či gliových buněk, a funkčně tak nahradit odumřelé buňky. Protože 

současné protokoly pro diferenciaci nervových kmenových buněk poskytují heterogenní 

buněčné populace, je nutné lépe pochopit mechanismy, které celou diferenciaci nervových 

kmenových buněk regulují. Zcela zásadní je pak charakterizace buněk určených pro 

transplantaci, zejména určení jejich proliferačního a diferenciačního potenciálu. Jedním 

z faktorů ovlivňujících účinnost buněčné terapie je načasování jejího podání. Hledání vhodných 

biomarkerů, které by reflektovaly rozvoj choroby, je proto klíčové nejen pro správné 

načasování transplantace buněk, ale také pro sledování účinnosti terapie. Tato disertační práce 

se zaměřuje na podrobnou charakterizaci lidských nervových kmenových buněk v průběhu 

in vitro diferenciace a na regulaci buněčných drah, která ji doprovází. V první části práce je 

popsán vývoj cílené metody založené na hmotnostní spektrometrii, tzv. selected reaction 

monitoring (SRM), pro citlivou detekci proteinových markerů vybraných buněčných typů. 

Díky přesné kvantifikaci několika markerů pro každý sledovaný buněčný typ je možné 

monitorovat diferenciaci celé buněčné populace. Tato metoda tak může najít uplatnění pro 

rutinní analýzy buněk či pro hodnocení efektivity diferenciačního protokolu. Ve druhé části 

práce je popsána analýza diferenciace nervových kmenových buněk s využitím hmotnostně-

spektrometrické metody sequential window acquisition of all theoretical mass spectra 

(SWATH-MS). Výsledky této analýzy, doplněné o analýzu sekretomu pomocí multiplexní 

protilátkové metody, ukázaly na významnou regulaci specifických signálních drah během 

diferenciace nervových kmenových buněk. V in vitro podmínkách byla potvrzena regulace 

signálních drah Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), Interleukin-6, Vascular endothelial growth 

factor (VEGF) a Wnt. Tyto vzájemně provázané dráhy pozitivně regulují expresi genu 

kódujícího protein VEGF-A. Navazující experimenty prokázaly, že proliferaci a přežívání 

diferencujících nervových kmenových buněk specificky stimuluje isoforma VEGF121. Přidání 

VEGF121 k transplantovaným buňkám by tak mohlo zvýšit efekt buněčné terapie. Poslední 

částí práce je přehledová studie publikovaných proteomických dat získaných analýzami vzorků 

pacientů a experimentálních modelů s Huntingtonovou chorobou, která umožnila identifikovat 

nové potenciální biomarkery pro sledování rozvoje této neurodegenerativní choroby. 

 

Klíčová slova: neurální diferenciace, nervová kmenová buňka, Huntingtonova choroba, 

proteomika, vaskulární endotelový růstový faktor 

 



 
 

Abstract 

Neurodegenerative diseases are incurable disorders associated with the loss of cells in 

the central nervous system. The neural cell loss severely affects brain functions which 

ultimately results in a patient's death. Cell-based therapy using neural stem cells represents 

a promising strategy. These neural stem cells are expected to stimulate the regeneration of 

damaged tissue either by protein secretion or through the direct replacement by cells that 

differentiate into neurons or glial cells upon transplantation. However, current protocols for 

neural stem cell differentiation yield heterogeneous cell populations so a better understanding 

of regulatory mechanisms is required. It is crucial to determine the proliferation and 

differentiation potential to fully characterise the cells intended for transplantation. One of the 

key factors driving the efficacy of cell therapy is the timing of its administration to the patient. 

Thus, a search for suitable biomarkers that would assess the development of the disease is 

essential not only for the precise timing of transplantation but also for monitoring cell therapy 

outcomes. This dissertation thesis provides a detailed study of human neural stem cells during 

in vitro differentiation, aiming to uncover the pathways that regulate this process. The first part 

of the thesis describes the development of a targeted mass spectrometry method based on 

selected reaction monitoring (SRM) that allows the sensitive quantification of protein markers 

of specific cell populations. Due to the precise quantification of several markers for each 

analysed cell type, it is possible to monitor the differentiation of the entire cell population. This 

method can be used for routine cell characterisation or an assessment of the differentiation 

protocol. The second part of the thesis presents the results of a proteome study focused on the 

differentiation of neural stem cells. Using the mass spectrometry-based method called 

sequential window acquisition of all theoretical mass spectra (SWATH-MS) together with 

a multiplex antibody method, a significant regulation of specific signalling pathways has been 

revealed during neural stem cell differentiation. In in vitro conditions, this regulation included 

the signalling pathways Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), Wnt, Interleukin-6 and Vascular 

endothelial growth factor (VEGF). Such pathways are highly interconnected and positively 

regulate the expression of the gene encoding the VEGF-A protein. Further experiments 

demonstrated that the proliferation and survival of spontaneously differentiating neural stem 

cells is specifically stimulated by the VEGF121 isoform. The supplementation with VEGF121 

should be tested to verify its effect on cell replacement therapy. The last part of this thesis 

reviews published proteomic data obtained from analyses of samples from patients and 

experimental models with Huntington's disease, providing a list of new potential biomarkers 

for monitoring the progression of this neurodegenerative disease. 

 

Key words: neural differentiation, neural stem cell, Huntington disease, proteomics, vascular 

endothelial growth factor 
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Úvod 

 

Centrální nervová soustava (CNS), zahrnující mozek a míchu, zajišťuje kognitivní 

a behaviorální funkce, tedy vnímání vnějších i vnitřních podnětů (příjem signálů z periferního 

nervového systému), jejich zpracování (včetně vysoce komplexních dějů jako jsou paměť, 

učení či emoce) a reakce na ně (např. regulace svalstva vedoucí k pohybu – včetně řeči, 

hormonální regulace orgánů atd.).1 S ohledem na tyto klíčové funkce představuje jakékoliv 

narušení CNS závažný, často i život ohrožující stav. Již v roce 2006 publikovala Světová 

zdravotnická organizace (WHO) souhrnnou zprávu, ve které uvádí, že téměř jedna miliarda 

světové populace byla postižena některou z neurologických poruch (např. epilepsií, mozkovou 

mrtvicí, mozkomíšním poraněním, infekcí CNS nebo Alzheimerovou či Parkinsonovou 

chorobou). Vzhledem ke stárnoucí populaci ve vyspělých zemích má podle statistických 

projekcí WHO počet osob s neurologickým onemocněním narůstat.2 Studie zdravotních dat 

z let 1990–2021 poté prokázala, že neurologickým onemocněním trpí více než tři miliardy osob, 

tedy zhruba každý třetí člověk. Neurologické poruchy jsou tak celosvětově nejčastější příčinou 

nemoci a zdravotního postižení a protože počty pacientů a náklady na léčbu budou i nadále 

narůstat, představují zásadní zdravotní, sociální i ekonomický problém.3 

 Zcela nezbytné pro vývoj a funkce nervové soustavy jsou nervové kmenové buňky 

(NSC, z angl. neural stem cells) a jejich diferenciace do neuronů a gliových buněk. Studium 

biologie NSC a jejich diferenciace, zejména signálních drah a buněčných procesů, které 

regulují, je pro pochopení vývoje a onemocnění nervové soustavy klíčové. NSC a z nich 

odvozené buňky nachází uplatnění také v buněčné terapii neurologických onemocnění.4,5 Cílem 

buněčné transplantace je regenerace poškozené tkáně sekrecí určitých proteinů nebo přímo 

nahrazením poškozených či odumřelých buněk.4 Současné protokoly pro diferenciaci NSC 

in vitro však poskytují heterogenní populace buněk v různé fázi diferenciace.6 Velkou snahou 

je získat lépe definovanou buněčnou populaci s možností ovlivnit její proliferaci a diferenciační 

potenciál, aby nedošlo k nekontrolovanému buněčnému dělení a vzniku nádoru.7,8 Studium 

mechanismů regulujících diferenciaci NSC a podrobná charakterizace buněk jsou proto klíčové 

pro další krok vpřed ke klinickému využití těchto buněk v regenerativní terapii nejen 

neurodegenerativních onemocnění. 

V rámci disertační práce jsem se zaměřil na vývoj vhodného postupu pro analýzu NSC, 

zejména optimalizaci měření pomocí hmotnostní spektrometrie (MS) a vyhodnocení získaných 

dat.9 Tento postup jsem následně použil pro podrobnou charakterizaci a analýzu buněčného 

proteomu a sekretomu NSC v průběhu jejich diferenciace v in vitro podmínkách.6,10 
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V závěrečné části mé disertační práce jsem se věnoval hledání potenciálních biomarkerů 

rozvoje HD pomocí metaanalýzy publikovaných proteomických analýz zaměřených na 

pochopení mechanismů rozvoje tohoto neurodegenerativního onemocnění u pacientů 

i experimentálních zvířecích modelů.11 

 

1. Kmenové buňky 

Kmenové buňky jsou zcela zásadní při vývoji jedince v embryonální a fetální fázi, ale 

svoji nepostradatelnou roli mají i postnatálně a v dospělém organismu. Jsou to nediferencované 

buňky, jejichž typickou vlastností je schopnost dvojího druhu buněčného dělení: 1) symetrické 

dělení, při kterém dochází k namnožení původních kmenových buněk (proliferace – 

sebeobnova) a 2) asymetrické dělení, při kterém vzniká dceřiná buňka, která bude dále 

diferencovat do určitého buněčného typu.12 

Kmenové buňky můžeme rozlišit na základě toho, do kolika či jakých buněčných typů 

mohou dále diferencovat. Totipotentní kmenové buňky mohou diferencovat do jakéhokoliv 

buněčného typu. Příkladem totipotentní buňky je zygota, případně z ní vznikající blastomery. 

V průběhu embryonálního vývoje se totipotence buněk brzy změní na pluripotenci (cca 4. den 

vývoje embrya). Pluripotentní kmenové buňky mohou diferencovat do všech buněčných typů, 

s výjimkou buněk odvozených z trofoblastu. Multipotentní kmenové buňky mají menší 

diferenciační potenciál než pluripotentní kmenové buňky, přesto mohou dát vzniknout většině 

buněk určité zárodečné vrstvy/tkáně. Oligopotentní kmenové buňky mají svůj diferenciační 

potenciál omezený jen na několik buněčných typů. Nejvíce specializovaným typem jsou 

unipotentní kmenové buňky, které mohou diferencovat pouze do jediného buněčného typu. Jak 

je patrné, v průběhu vývoje se s přibývající specializací diferenciační potenciál snižuje.12 

 

1.1 Embryonální kmenové buňky a indukované pluripotentní kmenové buňky 

 Embryonální kmenové buňky (ESC, z angl. embryonic stem cells) jsou přítomny pouze 

během časného vývoje embrya, konkrétně ve stádiu blastocysty, kde tvoří vnitřní buněčnou 

hmotu (ICM, z angl. inner cell mass). ESC mohou diferencovat do buněk všech tří zárodečných 

vrstev (ektoderm, mezoderm a entoderm), ale nemohou dát vzniknout buňkám 

extraembryonálních tkání odvozeným z trofoektodermu (trofoblastu).12,13 Izolace a kultivace 

ESC byla nejprve popsána u myši14,15 a později i u člověka16,17. Zásadní byla práce Reubinoffa 

a kolektivu, kteří dokázali, že je možné ESC v in vitro podmínkách diferencovat do nervových 

buněk, včetně zralých neuronů.18 
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 Indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSC, z angl. induced pluripotent stem cells) 

jsou reprogramované (původně diferencované) buňky odvozené z fibroblastů, u kterých byla 

uměle navozena pluripotence indukovanou expresí čtyř transkripčních faktorů: KLF4 

(Krueppel-like factor 4), OCT4 (Octamer-binding protein 4, známý také jako POU5F1 – POU 

domain, class 5, transcription factor 1), MYC (Proto-oncogene c-Myc) a SOX2 (Transcription 

factor SOX-2). Takto připravené iPSC mají obdobné vlastnosti jako ESC, např. morfologii, 

genovou expresi, buněčně-specifické markery, proliferaci a diferenciační potenciál – mohou 

diferencovat do všech tří zárodečných vrstev.19,20 

 Pro identifikaci ESC a iPSC se často sleduje přítomnost nebo zvýšená hladina proteinů: 

CD9 (CD9 antigen), THY1 (Thy-1 membrane glycoprotein), ALPL (Alkaline phosphatase, 

tissue-nonspecific isozyme) a HLA (HLA class I histocompatibility antigen), případně zvýšená 

exprese genů kódujících proteiny: CRIPTO (Protein Cripto), DNMT3B (DNA (cytosine-5)-

methyltransferase 3B), GABRB3 (Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3), GDF3 

(Growth/differentiation factor 3), NANOG (Homeobox protein NANOG) či OCT4.21 Přestože 

exprese žádného z používaných markerů není přímým důkazem pluripotence, pro 

charakterizaci diferenciačního potenciálu ESC a iPSC se nejvíce používají transkripční faktory 

NANOG, OCT4 a SOX2. Problematická je specifita některých výše uvedených markerů (např. 

CRIPTO, CD9 či SOX2), jejichž hladina v buňkách diferencovaných z ESC sice obvykle klesá, 

přesto jsou však exprimované a detekovatelné i v jiných buněčných typech.22,23 

 

1.2 Nervové kmenové buňky 

Označení NSC je synonymem pro nervové progenitorové buňky (NPC, z angl. neural 

progenitor cells), někdy také označované jako nervové prekurzorové buňky (NPC, z angl. 

neural precursor cells). Jsou to multipotentní kmenové buňky CNS a jejich dělení může probíhat 

symetricky, s cílem namnožení buněk, nebo asymetricky, kdy vzniká dceřiná buňka, která bude 

dále diferencovat do určitého typu glií nebo neuronů.24 V průběhu embryonálního vývoje 

rozlišujeme více typů NPC, a proto se v literatuře někdy používá označení NSC specificky pro 

NPC v mozku s ukončeným embryonálním vývojem, respektive v mozku dospělého jedince.25 

Zkratka NPC se také používá k označení neuronálních prekurzorových buněk (z angl. neuronal 

precusor cells), tedy buněk, které jsou již předurčeny k diferenciaci do neuronů, nikoliv do 

gliových buněk.26 V rámci této práce jsou termíny NSC a NPC používány jako synonyma pro 

označení multipotentních buněk schopných proliferace a diferenciace do různých typů 

astrocytů, oligodendrocytů či neuronů. Označení neuronální prekurzorové buňky je používáno 

v nezkrácené formě. 
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Proteinovým markerem, který je exprimován zřejmě ve všech NSC (během 

embryonálního vývoje i v dospělém mozku) je SOX2.27 Jak bylo zjištěno na myším modelu, 

jeho přítomnost je charakteristická pro multipotentní NSC se schopností sebeobnovy.27 

Transkripční faktor SOX2 hraje významnou roli při udržování pluripotence v ESC28 a iPSC19,20. 

V NSC jeho hladina klesá, zůstává ale klíčová pro regulaci transkripce přibližně 1300 genů. 

Asi u poloviny genů působí SOX2 jako aktivátor (zejména pro geny kódující další transkripční 

faktory), zatímco u druhé poloviny slouží jako represor transkripce (zejména pro geny kódující 

proteiny spojené s buněčným cyklem a mitózou).29 

 

1.2.1 Neuroepiteliální buňky 

 V průběhu raného vývoje embrya obratlovců diferencují z ektodermu neuroepiteliální 

buňky, které během procesu neurulace vytvářejí neurální trubici – základ budoucí CNS. Tyto 

buňky jsou primární NSC, z nichž následně vznikají všechny neurony, astrocyty 

a oligodendrocyty v CNS. Neuroepiteliální buňky mají charakteristické rysy epiteliálních 

buněk, zejména polarizaci buňky na apikální a bazální (bazolaterální) části membrány oddělené 

těsnými spoji (angl. tight junctions) a adhezními spoji (angl. adherens junctions).30 Apikální 

části neuroepiteliálních buněk ohraničují lumen neurální trubice (ventrikulární systém – 

budoucí mozkové komory naplněné mozkomíšním mokem) a bazální části membrány jsou 

v kontaktu s bazální laminou.31 S polarizací buňky v rámci apikálně-bazální osy souvisí také 

interkinetická migrace jádra (INM, z angl. interkinetic nuclear migration). Při INM dochází 

v průběhu buněčného cyklu k periodickým pohybům jádra (a spolu s ním i velké části 

celkového objemu buňky – soma), kdy jádro putuje bazálním směrem během G1 fáze, v S fázi 

je poblíž bazální části membrány, následně putuje apikálně během G2 fáze a během mitózy je 

jádro lokalizováno vždy poblíž apikální membrány.32,33 Tento pohyb jádra je zásadní pro 

regulaci neuronální diferenciace (neurogeneze).34 První neurony v CNS vznikají již při 

asymetrickém dělení neuroepiteliálních buněk.35 

Neuroepiteliální buňky jsou (podobně jako ESC) snadno identifikovatelné podle jejich 

specifické lokalizace ve vyvíjejícím se embryu – tvoří jedinou vrstvu buněk okolo ventrikulu 

a mají charakteristickou morfologii epitelu (polarizace na apikální a bazolaterální část buňky).30 

Mezi proteinové markery neuroepiteliálních buněk patří NES (Nestin)30, PROM1 (Prominin-1, 

lokalizovaný do apikální membrány)30, HES1, HES3 a HES5 (Transcription factor 

HES-1/HES-3/HES-5)36, SOX237, a proteiny vytvářející těsné spoje, např. OCLN (Occludin)38. 
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1.2.2 Radiální glie 

 S probíhající neurogenezí se z neuroepiteliálních buněk stávají radiální glie. Z původně 

jedné vrstvy neuroepiteliálních buněk okolo ventrikulu (tzv. ventrikulární zóna, VZ) se 

v průběhu embryonálního vývoje díky proliferaci a diferenciaci radiálních glií stane mozková 

kůra složená z mnoha buněčných vrstev (Obr. 1).30 Některé radiální glie projdou asymetrickým 

buněčným dělením, při kterém vznikají tzv. středně pokročilé progenitorové buňky (IPC, 

z angl. intermediate progenitor cells).39 Protože tyto IPC jsou lokalizovány bazálně vůči 

radiálním gliím (nemají již vlastní polarizovanou apikálně-bazální orientaci), jsou také 

označovány jako bazální progenitorové buňky.35 Tyto neuronální prekurzorové buňky migrují 

bazálně od radiálních glií a vytváří tzv. subventrikulární zónu (SVZ), kde konečným 

symetrickým buněčným dělením každé IPC vzniknou dva neurony.35,39 V průběhu vývoje 

mozkové kůry některé radiální glie ztrácí spojení apikální části s ventrikulem, avšak zůstávají 

dále spojené s bazální laminou.39 Protože se tyto buňky zkracují, a tím se aktivně pohybují 

bazálním směrem (vnější část SVZ), označují se jako vnější radiální glie40, které dále 

diferencují do astrocytů či neuronů.41,42 Radiální glie, které zůstávají v kontaktu svojí apikální 

membránou s ventrikulem, ale ztrácí spojení s bazální laminou, mohou dále diferencovat do 

astrocytů, oligodendrocytů či ependymových buněk (Obr. 1).43 

Radiální glie vykazují některé typické znaky neuroepiteliálních buněk, např. buněčnou 

polarizaci a INM (na rozdíl od neuroepiteliálních buněk se však jádro nepohybuje po celé délce 

buňky). Nemají však těsné spoje a mimo neuronů jsou schopné diferenciace také do astrocytů 

a oligodendrocytů. Oproti neuroepiteliálním buňkám je však jejich diferenciační potenciál 

zřejmě omezený a určité radiální glie jsou schopné diferenciace pouze do neuronů, zatímco jiné 

diferencují do astrocytů či do oligodenrocytů.30 

 Pro identifikaci radiálních glií se používají některé markery shodné s neuroepiteliálními 

buňkami, například zvýšená hladina proteinů NES30,44, HES1, HES3 a HES536 či SOX244. 

Odlišit radiální glie od neuroepiteliálních buněk je možné na základě snížené hladiny proteinů 

těsných spojů (např. OCLN)38 a naopak zvýšené hladiny proteinů specifických pro astrocyty 

nebo oligodendrocyty, např. GLAST (Excitatory amino acid transporter 1)45 a OLIG2 

(Oligodendrocyte transcription factor 2)42. Mezi další proteiny se zvýšenou hladinou 

v radiálních gliích patří FABP7 (Fatty acid-binding protein, brain, dříve označovaný zkratkou 

BLBP)45,46, GFAP (Glial fibrillary acidic protein)47, GLUL (Glutamine synthetase)48, PAX6 

(Paired box protein Pax-6)49, VIM (Vimentin)44 a WT1 (Wilms tumor protein)44. 
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Obr. 1: Embryonální vývoj lidského mozku a mozkové kůry mezi 4. a 38. gestačním 

týdnem. Radiální glie nejprve svým symetrickým dělením okolo ventrikulu vytvoří 

ventrikulární zónu (VZ). Okolo pátého gestačního týdne (GT) se radiální glie začínají dělit 

nesymetricky a vznikají tak neurony, a také středně pokročilé progenitorové buňky, které 

migrují bazálně od radiálních glií a dávají vzniknout subventrikulární zóně (SVZ), kde nakonec 

diferencují do neuronů. S růstem mozkové kůry část radiálních glií ztrácí kontakt své apikální 

membrány s ventrikulem a stanou se z nich vnější radiální glie, které dále diferencují do 

astrocytů a oligodendrocytů. Radiální glie v oblasti VZ postupně všechny diferencují do 

neuronů, astrocytů, oligodendrocytů nebo ependymových buněk. Převzato a upraveno podle 43. 

 

1.2.3 NSC v dospělém mozku 

 CNS dospělých savců byla v minulosti obecně vnímána jako tkáň s minimální 

plasticitou či schopností sebeobnovy. Zatímco při embryonálním vývoji je vše do jisté míry 

synchronizováno v čase i prostoru (neuroepiteliální buňky i radiální glie jsou nejprve v jedné, 

respektive v několika málo vrstvách buněk), u NSC v dospělém mozku takováto synchronizace 

(regulace jejich buněčného dělení, respektive proliferace nebo diferenciace) není možná.50 

Experimenty na potkanech (první byly publikovány již v roce 1912) však ukázaly, že 

i v dospělém mozku jsou přítomny dělící se buňky.51,52 Přítomnost NSC a schopnost jejich 

diferenciace v dospělém mozku dále potvrdily experimenty na myších, které prokázaly 
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probíhající neurogenezi.53 Další studie ukázaly, že neurogeneze v dospělém mozku není 

výjimkou pouze u savců, ale obecně probíhá u všech nižších (ryby a obojživelníci) i vyšších 

(plazi, ptáci a savci) obratlovců.54–57 

 V dospělém mozku savců bylo popsáno několik oblastí, kde jsou přítomny NSC se 

schopností diferenciace. Prvním popsaným místem byla SVZ okolo laterálních stěn mozkových 

komor (ventrikulů), kde v průběhu života vznikají neuronální prekurzorové buňky, které 

migrují do oblasti čichového bulbu (bulbus olfactorius), kde dále diferencují do neuronů 

(Obr. 2).58,59 Mimo neuronálních prekurzorových buněk můžeme na základě morfologie 

a exprese určitých proteinů rozlišit v SVZ další buněčné typy – NSC a dvě populace astrocytů 

(z toho pouze jedna je mitoticky aktivní).60 Navazující studie ukázala, že astrocyty 

v oblasti SVZ dospělého mozku mají stále významný diferenciační potenciál. Tyto astrocyty 

jsou schopny další proliferace a návratu do stavu NSC, ale i diferenciace do neuronálních 

prekurzorových buněk a neuronů.61 Jiní autoři na základě metaanalýzy dostupných dat usuzují, 

že nejde o pravé astrocyty s vlastnostmi NSC, ale spíše o NSC, které sdílí některé společné rysy 

s astrocyty, podobně jako je tomu v případě astrocytů a radiálních glií.62 

Johansson a kolektiv ukázali, že ependymové buňky tvořící stěnu mozkových komor 

pod SVZ jsou NSC, ze kterých vznikají neuronální prekurzorové buňky (zřejmě při průchodu 

přes SVZ). Podle autorů jsou právě ependymové buňky, a ne buňky v SVZ, zdrojem 

neuronálních prekurzorových buněk dále diferencujících do neuronů čichového bulbu. 

V případě poranění míchy navíc mohou tyto ependymové buňky diferencovat do astrocytů, 

které v místě poranění vytvoří gliovou jizvu.63 Jak je patrné z výše uvedených prací, buňky 

v oblasti SVZ a jejím blízkém okolí mají významnou plasticitu a diferenciační potenciál, které 

jsou zřejmě rozdílně regulovány za fyziologických (např. neurogeneze v dospělém mozku) 

a patologických (např. míšní poranění) podmínek. 

 Další oblastí, kde se v dospělém mozku nachází NSC, je hipokampus, přesněji 

subgranulární zóna (SGZ) v gyrus dentatus (Obr. 2). NSC v této oblasti diferencují preferenčně 

do neuronů, ale část zřejmě také do gliových buněk (astrocytů a oligodendrocytů).64–66 Některé 

z těchto gliových buněk mají morfologii typickou pro radiální glie, ale exprimují proteiny 

specifické pro prekurzorové buňky astrocytů i plně diferencované astrocyty.64 Není tedy 

vyloučeno, že mají podobné vlastnosti (např. diferenciační potenciál) jako astrocyty (NSC) 

v SVZ dospělého mozku. 

 Kromě oblastí SVZ a SGZ, které jsou u savců zřejmě hlavními centry neurogeneze 

v dospělém mozku, byly NSC popsány i v dalších částech CNS: hypothalamus67; oblast pod 

corpus callosum (SCZ, z angl. subcallosal zone), kde NSC diferencují zejména do 
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oligodendrocytů68; kůra mozečku, kde NSC diferencují do neuronů i do glií, včetně 

Bergmannových buněk69 (radiální glie v dospělém mozku70); sítnice oka, kde se nacházejí 

Müllerovy buňky71 (rovněž radiální glie dospělého mozku70); mozkové komory a mícha. 

V oblasti mozkových komor a míchy se nachází buňky, které se po izolaci a kultivaci 

v přítomnosti proteinu EGF (Epidermal growth factor), v případě buněk izolovaných z míchy 

také s proteinem FGF-2 (Fibroblast growth factor 2) chovají jako NSC – jsou schopné 

sebeobnovy a diferenciace do neuronů i glií.72 S ohledem na původní lokalizaci těchto buněk 

v CNS je pravděpodobné, že tyto indukované NSC byly původně ependymovými buňkami.63 

 

 

 

Obr. 2: Hlavní oblasti přítomnosti NSC a neurogeneze v dospělém mozku u savců. 

V dospělém mozku savců bylo popsáno více oblastí, kde se nachází aktivně se dělící 

a diferencující nebo naopak quiescentní NSC, případně oblasti, kde probíhá neurogeneze. 

Aktivní NSC byly popsány v subventrikulární zóně (SVZ) a subgranulární zóně (SGZ). NSC 

byly také popsány v míše, mozečku, oblasti pod corpus callosum (SCZ, z angl. subcallosal 

zone) či pod hypotalamem. V některých oblastech byla pozorována indukovatelná neurogeneze 

(striatum a thalamus), ale není zatím jisté, jestli diferencující buňky jsou z NSC v dané oblasti, 

z neuronálních prekurzorových buněk nebo jde o neurony, které do této oblasti migrují z jiné 

oblasti s NSC. Převzato a upraveno podle 73. 
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Většina studií NSC v dospělém mozku a jejich diferenciace byla provedena na 

hlodavcích, jako je myš nebo potkan, případně na buňkách v in vitro podmínkách. Není proto 

zatím jisté, jestli všechny popsané oblasti obsahující NSC jsou přítomny také v lidském 

dospělém mozku. Podobné je to s jednotlivými buněčnými typy diferencujícími z uvedených 

NSC a s jejich relevancí v in vivo podmínkách. Příkladem je významný rozdíl v neurogenezi 

v SVZ oblasti dospělého mozku mezi hlodavci (myš a potkan) a primáty (člověk). Zatímco 

u hlodavců většina neuronálních prekurzorových buněk z SVZ diferencuje do neuronů 

čichového bulbu58,59, u člověka jsou NSC v SVZ nejvíce aktivní v prvních měsících až letech 

po narození a hlavním cílem neuronálních prekurzorových buněk a z nich diferencovaných 

neuronů není čichový bulbus74,75, ale prefrontální mozková kůra76 a striatum77. Podobné je to 

v případě Müllerových buněk, které jsou schopny in vivo diferenciace do neuronů sítnice oka 

pouze u ryb, obojživelníků a ptáků, nikoliv však u savců.78 

Pro charakterizaci NSC v dospělém mozku se využívají stejné markery jako pro NSC 

v průběhu embryonálního vývoje, ale hladiny a kombinace jednotlivých markerů se mohou lišit 

mezi NSC z různých částí dospělého mozku (např. SVZ a SGZ) i v rámci jednotlivých 

buněčných populací v daném místě. Nejčastěji jsou používány proteiny GFAP79, NES65, 

NOTCH1 (Neurogenic locus notch homolog protein 1)63, PAX680, SOX227 a VIM79. 

 

1.3 Neurony 

 Základními nervovými buňkami CNS jsou neurony, které jsou u savců lokalizovány 

zejména v mozkové kůře (přibližně 70 % neuronů CNS) a v koncovém mozku (telencephalon, 

přibližně 20 % neuronů CNS).81 Zralé, plně diferencované neurony jsou nedělícími se buňkami, 

které aktivně blokují svůj buněčný cyklus.82 Obecně lze morfologii neuronu popsat jako buňku 

s tělem (soma, ve kterém je buněčné jádro) s rozvětvenými výběžky (dendrity). Ze soma vybíhá 

jeden výrazný výběžek (axon), který je na konci opět rozvětvený do menších výběžků (axonální 

zakončení), které interagují s dalšími neurony prostřednictvím synapsí.83 Odhaduje se, že 

v mozku dospělého člověka je přítomno až 5 000 různých druhů neuronů84, které je od sebe 

možné odlišit na základě jejich lokalizace ve tkáni, buněčné morfologie, fyziologie (např. různé 

akční potenciály) či genové exprese.83,85 

Hlavní úlohou neuronů v CNS je přenos signálu. Tyto buňky pomocí 

transmembránových iontových kanálů aktivně vytvářejí koncentrační gradienty iontů (zejména 

Na+ a K+) vně a uvnitř buněk (klidový membránový potenciál) a využívají je k šíření vzruchu 

(akčního potenciálu), při kterém dochází nejprve k prudkému zvýšení (tzv. depolarizaci), 

následovanému rychlým snížením (tzv. repolarizací) membránového potenciálu.86,87 Jakmile 
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akční potenciál doputuje po membráně na konec axonu, dojde v synapsích k otevření iontových 

kanálů pro Ca2+ ionty, které způsobí splynutí váčků obsahujících neurotransmitery 

s presynaptickou membránou. To vede k uvolnění neurotransmiterů do synaptické štěrbiny 

a následnému ovlivnění (předání signálu) postsynaptickému neuronu.88 

 Neurony, respektive neuronální prekurzorové buňky, jsou obvykle charakterizovány na 

základě zvýšené hladiny proteinů DCX (Neuronal migration protein doublecortin; exprimován 

zejména neuronálními prekurzorovými buňkami, během zrání neuronů jeho hladina klesá)89, 

MAP2 (Microtubule-associated protein 2)90, RBFOX3 (RNA binding protein fox-1 homolog 3, 

známý také jako NeuN; exprimován ve zralých neuronech)91, PSA-NCAM (Polysialylated 

Neural Cell Adhesion Molecule; exprimován zejména neuronálními prekurzorovými 

buňkami)92 a TUBB3 (Tubulin beta-3 chain, známý také pod zkratkou TUJ1, kterou byla 

označována jeho detekční protilátka)93. Naopak hladina SOX2 při neuronální diferenciaci 

klesá.27 

 

1.4 Astrocyty 

 Astrocyty jsou, spolu s radiálními gliemi, z nichž jsou odvozeny, základním typem 

gliových buněk. Typická je jejich hvězdičková morfologie – tělo buňky obklopené výběžky 

(Obr. 3A), přestože i astrocyty jsou morfologicky heterogenní skupinou buněk. Za hlavní funkci 

astrocytů byla dlouho považována strukturální podpora neuronů (astrocyty obklopují neurony 

a produkují mezibuněčnou hmotu). Řada studií prokázala, že astrocyty hrají roli také v mnoha 

dalších procesech, které jsou často nezávislé na jejich strukturní funkci, např. výživa neuronů 

(energetický metabolismus CNS), produkce neurotransmiterů, udržování mikroprostředí CNS 

(např. hladiny glutamátu, K+ iontů či pH), přenos signálu přes synapse, migrace neuronů, 

ochrana před oxidativním poškozením, angiogeneze, regulace imunitní odpovědi a mnoho 

dalších (shrnuto v 94,95). Mimo uvedené funkce zralých astrocytů jsou zřejmě určité skupiny 

astrocytů „zásobními“ NSC v dospělém mozku.61 

 Pro charakterizaci astrocytů a jejich prekurzorů (Obr. 3A) jsou nejčastěji sledovány 

hladiny těchto proteinů: GLUL (exprimován také v radiálních gliích 

a oligodendrocytech)48,96,97, FABP7 (exprimován také v radiálních gliích a prekurzorech 

oligodendrocytů)45,96, GFAP (exprimován v radiálních gliích, poté je jeho exprese umlčena 

a znovu obnovena až v průběhu zrání astrocytů)47,96, GLAST (exprimován také v radiálních 

gliích)45,96 a S100B (Protein S100-B; exprimován pouze astrocyty v šedé hmotě mozkové 

a v oligodendrocytech)96. Jak je patrné, odlišit astrocyty a radiální glie jen na základě markerů 

astrocytů je v průběhu embryonálního vývoje velmi komplikované, a je proto nutné analyzovat 
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paralelně hladiny dalších markerů, které jsou specifické pro radiální glie (NSC), např. NES, 

SOX2 či PAX6. 

 

 

 

Obr. 3: Diferenciace astrocytů a oligodendrocytů a jejich markery. A) Diferenciace 

radiálních glií přes multipotentní středně pokročilé progenitorové (MSPP) buňky do raných 

astrocytů a poté zralých astrocytů se znázorněním proteinových markerů uvedených buněčných 

typů (oranžová barva). B) Diferenciace radiálních glií přes progenitorové buňky 

oligodendrocytů (PBO) a pre-oligodendrocyty do raných oligodendrocytů a poté zralých 

oligodendrocytů se znázorněním proteinových markerů uvedených buněčných typů (modrá 

barva). Převzato a upraveno podle 96. 

 

1.5 Oligodendrocyty 

 Dalším ze základních typů gliových buněk jsou oligodendrocyty. Jsou to buňky menší 

než astrocyty, a přestože na začátku svého vývoje mají podobnou morfologii jako astrocyty 

(Obr. 3B), zralé oligodendrocyty mají specifickou, nezaměnitelnou morfologii. Z těla buňky 

vybíhají jednotlivé výběžky membrány (až 50), které během procesu myelinizace obalují axony 

okolních neuronů.98 Myelinizace axonů umožňuje rychlejší přenos vzruchu a byla zřejmě 

jednou z hlavních podmínek evoluce CNS.99 Podobně jako v případě astrocytů se však ukazuje, 

že také oligodendrocyty hrají roli v řadě dalších procesů, například udržování integrity axonů, 
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vyživování neuronů (energetický metabolismus CNS), udržování mikroprostředí CNS (např. 

hladiny K+ iontů) a regulaci imunitní odpovědi.99–101 

 Prekurzory oligodendrocytů a plně diferencované (zralé) oligodendrocyty jsou často 

charakterizovány (Obr. 3B) na základě zvýšené hladiny těchto proteinů: CNP (2',3'-cyclic-

nucleotide 3'-phosphodiesterase)98, GALC (Galactocerebrosidase)98, MAG (Myelin-associated 

glycoprotein)98, MBP (Myelin basic protein)98, MOG (Myelin-oligodendrocyte glycoprotein)98, 

OLIG1 a OLIG2 (Oligodendrocyte transcription factor 1 a 2; exprimován také v radiálních 

gliích)102,103 a SOX10 (Transcription factor SOX-10)96. 

 

1.6 Signální dráhy regulující osud nervových kmenových buněk 

 V průběhu diferenciace NSC během embryonálního a fetálního vývoje i postnatálně 

a v dospělém mozku dochází k zásadním změnám na molekulární úrovni. Při diferenciaci NSC 

do glií či neuronů (či jejich prekurzorů) se významně mění genová exprese104–106, dochází 

k epigenetickým změnám106,107 a k podstatným změnám metabolismu buněk (např. přechod 

z aerobní glykolýzy na oxidativní fosforylaci108 či syntéza specifických lipidů a proteinů 

myelinu98). Buňky migrují a mění svoji morfologii, s čímž jsou spojeny významné změny 

v buněčném cytoskeletu.105 Regulace těchto změn v čase a prostoru je nesmírně komplexní. Ve 

srovnání s adherentními buněčnými kulturami kultivovanými in vitro ve 2D, v in vivo prostředí 

jsou buňky uspořádány do 3D struktur tvořených mnoha vrstvami buněk (s výjimkou krátkého 

časového úseku vývoje embrya, kdy neuroepiteliální buňky tvoří jedinou buněčnou vrstvu 

budoucí CNS). V následujících kapitolách se zaměřím na popis základních buněčných drah 

a signalizace, které regulují další osud NSC ve vyvíjejícím se embryu, v dospělém mozku či 

v in vitro podmínkách, s důrazem na signální dráhy, které úzce souvisí s výsledky uvedenými 

v této disertační práci. 

 

1.6.1 Mezibuněčná hmota 

 Mezibuněčná hmota (extracelulární matrix, ECM) vytváří specifické 3D 

mikroprostředí, čímž hraje významnou roli v regulaci (často aktivaci) řady signálních drah, 

a tím významně ovlivňuje vývoj NSC (jejich proliferaci či diferenciaci) a z nich odvozených 

nervových buněk (včetně jejich morfogeneze a migrace).109 

Hlavními molekulami ECM v mozku jsou proteoglykany s chondroitin sulfátem nebo 

heparan sulfátem, které jsou schopny vázat na sebe řadu proteinů, zejména adhezní molekuly 

na povrchu buněk, atraktanty (např. pro růst axonu), chemokiny a růstové faktory.110 Další 

důležitou složkou ECM v mozku jsou proteiny lamininy, které jsou rozpoznávány svými 
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receptory na buňkách – integriny.109 Příkladem je LAMA2 (Laminin subunit alpha-2), který 

interaguje s receptorem ITGB1 (Integrin beta-1), čímž aktivuje signální dráhu MAPK (z angl. 

mitogen-activated protein kinase), která podporuje proliferaci (sebeobnovu) NSC.111 Laminin 

je často používán k potahování kultivačního plastiku pro kultivace NSC in vitro (byl používán 

i v rámci řešení této disertační práce). Pokud jsou embryoidní tělíska odvozená z lidských ESC 

kultivována na miskách potažených lamininem, buňky preferenčně diferencují do NSC 

a následně do neuronů.112 

 ECM je zásadní pro vývoj CNS od samého počátku embryonálního vývoje. 

Neuroepiteliální buňky, a zpočátku také radiální glie, jsou vysoce polarizované (apikální 

a bazolaterální část) buňky30, a v této polarizaci hraje významnou roli ECM.109 ECM se rovněž 

podílí na regulaci proliferace (sebeobnovy) a diferenciace neuroepiteliálních buněk – interakce 

lamininu s receptorem ITGB1 aktivuje kanonickou signální dráhu Wnt, což vede k proliferaci 

buňky. Jedním z genů, jehož exprese je pozitivně regulována dráhou Wnt, je gen kódující 

protein Decorin, který je sekretován z buňky, kde autokrinně stimuluje neuronální diferenciaci 

NSC.113 Další z ECM proteinů, Reelin, pozitivně reguluje (zřejmě přímo aktivuje) signální 

dráhu Notch, která reguluje migraci neuronů v SGZ.114 Proteomická analýza dospělé mozkové 

tkáně myši ukázala, že ECM v neurogenních oblastech je produkována zejména quiescentními 

NSC a kromě jiného proteinové složení je rovněž pevnější než okolní tkáň.115 Mimo regulace 

proliferace a diferenciace NSC je ECM klíčová i pro vývoj struktury mozkové tkáně, například 

pro gyrifikaci, tedy vznik mozkových závitů na povrchu mozkové kůry.116 

 

1.6.2 Epidermal growth factor a Fibroblast growth factor 2  

 Signální dráha založená na proteinu EGF a jeho interakci s receptorem EGFR 

(Epidermal growth factor receptor) je jedna ze základních buněčných drah regulujících 

proliferaci a diferenciaci buněk u savců. EGF je jedním z 15 proteinů, které se váží na 

tyrosinkinázové receptory (RTK, z angl. receptor tyrosine kinase) proteinové rodiny ErbB 

(patří do ní čtyři receptory, včetně EGFR). Vazba EGF na receptor vede k dimerizaci RTK 

a aktivaci dalších buněčných signálních drah, např. MAPK, PI3K (phosphatidylinositol-3-

kinase) či PLCγ (phospholipase C) (shrnuto v 117). 

 Ne vždy je pro EGF signalizaci nutný samotný protein EGF. V průběhu pozdního 

embryonálního vývoje myšího mozku dochází k aktivaci EGFR přes protein SHH (Sonic 

hedgehog protein), což aktivuje dráhu MAPK v radiálních gliích mozkové kůry, a tím jejich 

proliferaci.118 Experimenty provedené na mozcích dospělých myší ukázaly, že signální dráha 
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EGF může inhibovat dráhu Notch, a regulovat tak sebeobnovu NSC a migraci neuronálních 

prekurzorových buněk v SVZ.119 

 Buněčná signalizace prostřednictvím proteinu FGF-2 je v mnohém podobná signalizaci 

EGF přes EGFR. FGF-2 byl poprvé izolován z mozku a svůj název získal na základě schopnosti 

podporovat proliferaci myších fibroblastů. FGF-2 patří do proteinové rodiny FGF, která u savců 

zahrnuje 22 proteinů. Tyto proteiny jsou rozpoznávány proteiny FGFR1-4 (Fibroblast growth 

factor receptor 1 až 4; FGF-2 se váže na všechny čtyři receptory) z rodiny RTK. S EGF mají 

společné také další signální dráhy, které v buňce regulují (např. MAPK, PI3K a PLCγ). FGF 

proteiny a jejich receptory mají však oproti EGF a EGFR specifickou doménu, která je 

zodpovědná za interakci s proteoglykany s heparan sulfátem. Vazba proteoglykanů s heparan 

sulfátem na FGF zvyšuje jeho odolnost (vůči teplotní či enzymatické degradaci) a stabilizuje 

interakci FGF s jeho receptory (shrnuto v 120,121). 

 Vedle zásadní role FGF-2 v regulaci proliferace (sebeobnovy) NSC je dnes tento 

růstový faktor spojován s mnoha dalšími procesy regulujícími osud NSC v CNS, např. regulace 

diferenciace, růst axonu a jeho větvení, neuroprotektivní funkce (podporuje přežívání neuronů), 

migrace buněk, vytváření synapsí, ovlivnění citlivosti astrocytů k neurotransmiterům (např. 

dopaminu) a další (shrnuto v 121,122). 

Pro namnožení NSC v in vitro podmínkách (např. po jejich izolaci z odebrané tkáně) se 

používají růstové faktory, které stimulují proliferaci buněk. Obvykle se používá kombinace 

proteinů EGF a FGF-2, které zajištují proliferaci (sebeobnovu) kultivovaných NSC a brání 

jejich spontánní diferenciaci.72,123,124 Stabilní hladiny EGF a FGF-2 jsou zásadní pro přežívání 

NSC a udržování jejich diferenciačního potenciálu (multipotence) v in vitro podmínkách.125 Při 

běžně používaných kultivačních protokolech pro NSC dochází ke změnám koncentrace FGF-2 

v médiu, protože FGF-2 je nestabilní při 37 °C. Výkyvy koncentrace FGF-2 poté přímo 

ovlivňují sebeobnovu NSC a mohou vést k jejich spontánní diferenciaci.126 

Experimenty s NSC kultivovanými in vitro ukázaly, že EGF s FGF-2 podporují 

přežívání transplantovaných buněk a stimulují jejich migraci a neuronální diferenciaci 

in vivo.127 Studie provedené na myších72,128 a potkanech129 ukázaly, že v CNS jsou přítomny 

NSC, které mají různou citlivost a odpověď na signalizaci přes EGF a FGF-2. V průběhu rané 

embryogeneze jsou NSC v myším mozku citlivé nejprve na FGF-2, zatímco signalizace přes 

EGF hraje zřejmě roli až v pozdější fázi embryonálního vývoje CNS a je regulována v čase 

a prostoru. Bylo však prokázáno, že suplementace pomocí EGF či FGF-2 vede v obou 

případech k proliferaci NSC a k udržování jejich diferenciačního potenciálu.128 V případě NSC 
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v dospělém mozku potkana vede suplementace pomocí EGF k preferenční diferenciaci NSC do 

astrocytů, zatímco FGF-2 stimuluje neuronální diferenciaci.129 

 Jedním z možných zdůvodnění rozdílného vlivu EGF a FGF-2 na NSC je přítomnost 

vazebné domény pro proteoglykany s heparan sulfátem v FGF proteinech a jejich receptorech. 

FGF-2 nemůže volně difundovat v prostoru, ale váže se na ECM a stimuluje proliferaci 

okolních NSC.130 Vazba FGF-2 a jeho receptorů na proteoglykany s heparan sulfátem navíc 

nepřímo ovlivňuje také vazbu EGF na jeho receptory.131 Mimo proteoglykanů s heparan 

sulfátem ovlivňují EGF a FGF-2 signalizaci také proteoglykany s chondroitin sulfátem, které 

tvoří hlavní složku ECM v CNS.132 Proteoglykany s chondroitin sulfátem v přítomnosti FGF-2 

podporují sebeobnovu NSC a zároveň brání jejich diferenciaci do glií v přítomnosti EGF.133 

 

1.6.3 Signální dráha Wnt 

 Dráha Wnt/β-catenin je evolučně vysoce konzervovanou signální dráhou 

u mnohobuněčných organismů. Její název je odvozený od genu wingless u octomilky 

(Drosophila) a jeho myšího homologu int-1. Signální dráha Wnt/β-catenin má zásadní roli 

během embryonálního vývoje i v dospělých tkáních, kde se podílí na regulaci proliferace 

a diferenciace (kmenových) buněk, regulaci buněčné polarity a migrace či tvorbě celé tkáně 

(shrnuto v 134). 

 Signalizace přes Wnt/β-catenin začíná sekrecí glykoproteinů Wnt (u savců jich je 19), 

které jsou poté rozpoznávány receptory z proteinové rodiny Frizzled (u člověka je jich popsáno 

deset) a koreceptory, např. LRP5 a 6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 5 a 6). 

Aktivované receptory (po vazbě Wnt) jsou rozpoznány cytoplazmatickým proteinem 

Dishevelled a poté může dráha Wnt pokračovat kanonicky (dráha závislá na proteinu Catenin 

beta-1) nebo nekanonicky (nezávislá na Catenin beta-1). Při aktivaci kanonické dráhy Wnt je 

blokována polyubikvitinylace proteinu Catenin beta-1, který tak není degradován 

v proteasomu, ale hromadí se v cytoplazmě a poté přechází do jádra, kde reguluje expresi 

cílových genů. Nekanonická část dráhy Wnt se ještě dále větví na dráhu Wnt/planární buněčné 

polarity (regulace polymerizace aktinu a gastrulace) a dráhu Wnt/Ca2+ (uvolnění Ca2+ iontů 

z endoplazmatického retikula a aktivace proteinkináz závislých na Ca2+ iontech) (shrnuto 

v 134,135). 

 Během embryonálního vývoje CNS reguluje kanonická dráha Wnt/β-catenin proliferaci 

(sebeobnovu) NSC a zřejmě na základě vazby určitého proteinu Wnt brání nebo stimuluje jejich 

neuronální diferenciaci a zrání neuronů.136–138 Konečný efekt signální dráhy Wnt/β-catenin 

ovlivňují také interakce povrchových proteinů NSC s ECM, které stimulují dráhu Wnt a vedou 
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k proliferaci NSC.113,139 Podobně přítomnost FGF-2 stimuluje dráhu Wnt/β-catenin a proliferaci 

NSC, zatímco aktivace dráhy Wnt/β-catenin bez FGF-2 vede k diferenciaci NSC.140 Rovněž 

dráha Wnt/planární buněčné polarity reguluje asymetrické buněčné dělení NSC v mozkové kůře 

(v oblasti VZ) během embryogeneze, a tím i jejich sebeobnovu a neuronální diferenciaci.141 

Zdá se, že právě přechod od kanonické k nekanonické dráze Wnt vede k přechodu od 

sebeobnovy NSC k jejich diferenciaci.142 Na druhou stranu, během embryonálního vývoje 

mozku myši kanonická signální dráha Wnt/β-catenin stimuluje diferenciaci NSC do 

senzorických neuronů a tento efekt má i při in vitro diferenciaci NSC.143 Signalizace pomocí 

Wnt je dále nezbytná pro růst a větvení axonů144,145 či diferenciaci a přežívání dopaminergních 

neuronů146,147. 

 Funkce signální dráhy Wnt v dospělém mozku jsou obdobné jako při embryonálním 

vývoji CNS. Dráha Wnt/β-catenin stimuluje proliferaci NSC v SVZ a brání jejich neuronální 

diferenciaci148 a u NSC v subependymové zóně stimuluje jejich proliferaci a preferenční 

diferenciaci do oligodendrocytů149. Nekanonická dráha Wnt/planární buněčné polarity udržuje 

NSC v SVZ v quiescentním stavu (zastavený buněčný cyklus).150 Význam signalizace 

Wnt/β-catenin v dospělém mozku ale zůstává předmětem debat. Někteří autoři poukazují na to, 

že přestože dráha Wnt/β-catenin stimuluje proliferaci a neuronální diferenciaci či dokonce 

aktivaci quiescentních NSC v hipokampu, deplece proteinu β-catenin nemá vliv na aktivaci ani 

diferenciační potenciál NSC.151 

 

1.6.4 Signální dráha Vascular endothelial growth factor 

 Signalizace růstovými faktory z proteinové rodiny VEGF (Vascular endothelial growth 

factor) je další evolučně konzervovanou signální dráhou, která je společná pro všechny 

obratlovce. Homology těchto proteinů můžeme nalézt i u bezobratlých živočichů, kde se podílí 

na regulaci neurogeneze. Hlavní funkcí těchto proteinů u obratlovců je regulace vaskulogeneze 

a angiogeneze, tedy tvorby nových krevních kapilár de novo či z cév již existujících (shrnuto 

v 152,153). Inaktivace exprese byť jen jedné alely VEGFA je v průběhu embryogeneze 

letální.154,155 

 Proteinová rodina VEGF zahrnuje pět růstových faktorů: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D a PlGF (Placenta growth factor), které jsou biologicky aktivní ve formě dimerů.153 

Díky alternativnímu sestřihu či využití alternativního promotoru může z lidského genu VEGFA 

vzniknout 17 různých isoforem proteinu VEGF-A.156 Jednotlivé isoformy se označují názvem 

VEGF a číslem, které představuje délku aminokyselinové sekvence dané isoformy, např. 

VEGF121, VEGF165 či VEGF189.157 Alternativní sestřih významně reguluje vlastnosti 
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a funkci jednotlivých isoforem, např. jejich rozpustnost a interakci s ECM (přítomnost/absence 

vazebné domény pro proteoglykany s heparan sulfátem) či interakce s koreceptory typu 

Neuropilin.158 Transkripce genu VEGFA je aktivována při hypoxii proteinem HIF-1 

(Hypoxia-inducible factor 1)159, ale může být aktivována i řadou dalších proteinů, např. 

EGF160,161, FGF-2162 či Interleukin-6163 a signální dráhou Wnt164. VEGF-A je stejně jako ostatní 

proteiny z rodiny VEGF sekretován z buňky, váže se na RTK VEGFR1-3 (Vascular endothelial 

growth factor receptor 1 až 3) a/nebo koreceptory (Neuropilin-1 a 2 a integriny) a aktivuje další 

signální dráhy uvnitř buňky, např. MAPK, PI3K, PLCγ a proteinkinázy závislé na Ca2+ iontech 

(Obr. 4) (shrnuto v 153). 

 

 

 

Obr. 4: Signální dráha VEGF v buňkách cévního endotelu. Sekretovaný protein VEGF-A 

je rozpoznán receptorem VEGFR2 na cytoplazmatické membráně, což vede k aktivaci 

signálních drah uvnitř buňky, např. MAPK a PI3K. Další přenos signálu mezi jednotlivými 

proteiny je obvykle zprostředkován jejich fosforylací či defosforylací (+p/-p). Výsledkem 

VEGF signalizace je stimulace buněčného dělení, přežívání a migrace buněk, regulace 

permeability a produkce prostaglandinu prostacyklinu (PGI2), což společně vede 

k vaskulogenezi a angiogenezi. Převzato a upraveno z databáze KEGG165. 

 

 U myši bylo prokázáno, že v průběhu raného embryonálního vývoje sekretují NSC 

a z nich diferencované neurony protein VEGF-A, a stimulují tak angiogenezi ve vznikající 

mozkové kůře. Pokud je tato signalizace narušena, nedochází k prokrvení tkáně, nastává 

hypoxie a nervové buňky odumírají.166–168 Zda jde čistě o parakrinní signalizaci (stimulaci 
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proliferace endotelových buněk) nebo i signalizaci autokrinní, při které by sekretující buňky 

regulovaly samy sebe, není zcela jasné. Zatímco Haigh a kolektiv zjistili, že deplece VEGFR2 

v NSC nemá zásadní vliv na vývoj CNS, Ogunshola a kolektiv prokázali, že inaktivace 

VEGFR2 vede k apoptóze neuronů in vitro.166,167 Signalizace VEGF-A přes VEGFR2 stimuluje 

v in vitro podmínkách apoptózu u NSC odvozených z ESC či neuroektodermu, naopak 

u radiálních glií podporuje jejich přežívání. VEGF-A by tedy mohl ovlivňovat diferenciaci 

(zrání) NSC v CNS během embryogeneze.169 VEGF-A přes VEGFR2 aktivuje v primárních 

kulturách neuronů dráhu MAPK, čímž reguluje růst a zrání neuronů, včetně stimulace exprese 

genů pro TUBB3 a MAP2 (markery neuronů). Tento efekt není závislý na indukci hypoxií, ale 

probíhá při normální hladině kyslíku (normoxii).170,171 Pozdější studie prokázaly, že v in vivo 

podmínkách působí VEGF-A (isoforma VEGF165) jako chemoatraktant, který stimuluje cílený 

růst axonu.172,173 

 Signální dráha VEGF hraje významnou roli také v dospělém mozku. Gen VEGFA 

u myši je exprimován v obou hlavních oblastech neurogeneze v dospělém mozku – SVZ a SGZ. 

Zejména v oblasti hipokampu je exprese VEGFA vysoká, protože VEGF-A je produkován 

NSC, neuronálními prekurzorovými buňkami i astrocyty. NSC izolované ze SGZ exprimují 

isoformy VEGF121 a VEGF165 a jejich sekrece je indukována přítomností EGF a FGF-2 

v kultivačním médiu. V dospělém mozku produkují NSC a neuronální prekurzorové buňky 

přibližně třetinu sekretovaného VEGF-A v SGZ, zatímco jejich podíl na sekreci VEGF-A 

v SVZ je zanedbatelný. Sekretované VEGF-A působí autokrinně na NSC a pozitivně reguluje 

jejich sebeobnovu a diferenciační potenciál.174 Významným zdrojem VEGF-A v SVZ jsou 

zřejmě endoteliální buňky, které sekrecí VEGF-A stimulují proliferaci a diferenciaci NSC.175 

Experimenty se suplementací VEGF-A do dospělého mozku myší a potkanů ukázaly, že 

výsledný efekt je závislý na množství podaného VEGF-A a sledované oblasti mozku (SVZ či 

SGZ) a zahrnuje proliferaci NSC, neuronů a astrocytů (včetně zralých neuronů a astrocytů), 

preferenční diferenciaci NSC do neuronů a stimulaci přežívání NSC.176–178 

 

1.6.5 Další signální dráhy 

 Růst a vývoj nervových buněk v průběhu embryogeneze (tedy od ESC přes NSC až do 

plně diferencovaných neuronů a glií) či v dospělém mozku (aktivace a diferenciace NSC do 

neuronů a glií) jsou regulovány mnoha dalšími signálními drahami a jejich efekt ovlivňuje řada 

faktorů. Jak je patrné z předchozích kapitol, mnoho signálních drah se vzájemně reguluje 

a doplňuje, což ještě zvyšuje komplexitu, a zároveň také specifitu regulace osudu konkrétní 

buňky v čase a prostoru. 
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 Mezi další signální dráhy regulující sebeobnovu a diferenciaci NSC patří dráhy Notch, 

BMP (z angl. bone morphogenetic proteins) a Sonic hedgehog. Signální dráha Notch stimuluje 

(v součinnosti s dalšími signálními dráhami, např. FGF-2, Wnt či Sonic hedgehog) proliferaci 

(sebeobnovu) NSC a reguluje jejich diferenciaci – stimuluje diferenciaci do glií (regulováno 

rovněž dráhou BMP) a blokuje předčasnou neuronální diferenciaci (shrnuto v 179). Signální 

dráha BMP pozitivně reguluje proliferaci a přežívání radiálních glií v mozkové kůře, blokuje 

jejich předčasnou neuronální diferenciaci a udržuje quiescentní stav NSC v SGZ (shrnuto v 180). 

Signální dráha Sonic hedgehog stimuluje proliferaci a diferenciaci neuronálních 

prekurzorových buněk, růst axonu a podporuje diferenciaci NSC do oligodendrocytů (shrnuto 

v 181). 

 

1.7 Neurodegenerativní onemocnění 

 Neurologické poruchy jsou nejčastější příčinou zdravotního postižení s celosvětově 

rostoucím trendem.3 V této práci se zaměřuji na neurodegenerativní onemocnění, která jsou 

typem neurologických poruch s charakteristickou degradací (odumíráním) neuronů v CNS či 

periferním nervovém systému. Ztráta neuronů vede k omezené (či úplné ztrátě) funkčnosti 

postižené části nervové tkáně, což má za následek narušení vnímání, senzorických funkcí, 

paměti, chování či motoriky. Přestože neurodegenerativní onemocnění, např. amyotrofická 

laterální skleróza (ALS), Alzheimerova, Huntingtonova či Parkinsonova choroba, mozková 

mrtvice, prionové choroby, roztroušená skleróza, traumatická poranění mozku a míchy atd., 

jsou heterogenní skupinou nemocí, sdílejí osm typických rysů (angl. hallmarks) na buněčné 

a molekulární úrovni. Jsou to patologická agregace proteinů, narušení homeostázy proteinů 

(tzv. proteostázy), poruchy DNA a RNA, narušení energetické homeostáze, změny cytoskeletu, 

narušení přenosu signálu přes synapse a neuronové sítě, odumírání neuronů a zánět.182 

Jedním z limitů léčby neurodegenerace je hematoencefalická bariéra, která brání 

volnému průchodu látek (v tomto případě léčiv) z krve do mozku.183 Zásadní překážkou je však 

nedostupnost klinicky ověřené terapie, která by umožnila obnovu funkce poškozené nervové 

tkáně. Léčba neurodegenerace se proto omezuje na zastavení dalšího rozvoje onemocnění, 

častěji však jen na léčbu symptomů, případně paliativní péči.184 

Hlavním rizikovým faktorem pro většinu neurodegenerativních onemocnění je věk, 

např. každý desátý člověk starší 65 let má Alzheimerovu chorobu.185 Mezi další rizikové faktory 

vzniku či rozvoje neurodegenerativních chorob patří genetická predispozice (přenos mutací 

z rodičů na potomky či vznik nových mutací, včetně jednonukleotidových polymorfismů)186,187, 

otrava těžkými kovy188, střevní mikrobiom189, znečištění ovzduší190,191, nárůst teploty prostředí 
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v důsledku globálního oteplování192, virové infekce (např. virus Epstein-Barrové, chřipka či 

virová encefalitida)193 a další. Podle odhadů WHO budou neurodegenerativní onemocnění 

nejpozději do roku 2040 druhou nejčastější příčinou úmrtí ve vyspělých zemích, hned po 

kardiovaskulárních onemocněních.194 

 

1.7.1 Huntingtonova choroba 

 Ve své disertační práci jsem se věnoval zvířecímu modelu HD (publikace v přípravě) 

a hledání biomarkerů progrese tohoto onemocnění.11 HD, někdy také označovaná jako 

Huntingtonova chorea, je neléčitelné, smrtelné neurodegenerativní onemocnění s autozomálně 

dominantní dědičností. Neurodegenerace postihuje zejména striatum, kde dochází k odumírání 

středních ostnatých neuronů (z angl. medium spiny neurons) využívajících jako neurotransmiter 

kyselinu γ-aminomáselnou (GABA, z angl. gamma-aminobutyric acid).195 Klinický obraz 

zahrnuje poruchy spojené s Huntingtonovou triádou: chorea (mimovolní pohyby různých částí 

těla, snížení rozsahu a rychlosti pohybů – včetně chůze, pohybů očí a řeči), narušené vnímání 

(pomalejší uvažování a rozhodování) a neuropsychiatrické změny (úzkosti, deprese, 

podrážděnost či psychóza).196 Mimo CNS jsou zasaženy i další tkáně, např. kosterní svalstvo 

(atrofie), srdce (častější srdeční selhání), kostra (osteoporóza), varlata (atrofie a snížená 

produkce testosteronu) nebo krevní buňky (narušení imunitního systému).197 

Celosvětová prevalence (počet osob s HD) je odhadována na ~5/100 000 osob, 

a celosvětová incidence (počet nově diagnostikovaných případů) je odhadována na 

~0,5/100 000 osob. Z dostupných dat vyplývá, že v Evropě a Severní Americe je více případů 

HD než v Asii či Africe.198 Údaje o prevalenci a incidenci jsou ovšem významně ovlivněné 

dostupností dat, metodami použitými při sběru dat a sledovanými populacemi. Skutečná 

prevalence v Evropě se podle dostupných dat pohybuje mezi ~1-22/100 000 osob.199 

 Příčinou HD na molekulární úrovni je zmnožení repetic CAG (cytosin-adenin-guanin) 

v exonu 1 genu HTT (lokus 4p16.3), který kóduje protein Huntingtin (HTT). Mutovaný 

Huntingtin (mHTT) má na svém N-konci výrazně delší sekvenci glutaminů, a HD se tedy řadí 

mezi tzv. polyglutaminové choroby.200 Zatímco zdraví jedinci mají v genu HTT méně než 36 

repetic CAG (nejčastěji v rozsahu 9-34 repetic), osoby s mutovaným HTT mohou mít i více než 

100 repetic CAG.200–203 Množství repetic CAG negativně koreluje s nástupem prvních příznaků 

choroby i s délkou života.203,204 Pacienti s HD, kteří jsou homozygoti, nemají oproti 

heterozygotům dřívější nástup choroby, avšak nemoc má u nich rychlejší průběh.204,205 První 

viditelné příznaky se projevují nejčastěji mezi 30. a 50. rokem života, ale byla popsána také 

vzácnější juvenilní forma HD, která se projevuje již v dětství/dospívání (od dvou let života 
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dále), a HD s pozdním nástupem (po 60. roce života). Obvyklá doba přežití od nástupu prvních 

příznaků je 17–20 let, v případě juvenilní formy a formy HD s pozdním nástupem je doba 

přežití významně kratší.206–208 Nejčastější příčinou úmrtí je zápal plic, druhou nejčastější 

příčinou smrti pacientů s HD je sebevražda.206 

 Přestože HTT je intenzivně studován více než 30 let, stále není jasné, které aspekty HD 

na buněčné úrovni jsou způsobené ztrátou funkce nemutovaného HTT, a co je efektem mHTT. 

Exprese HTT je fyziologicky aktivní ve většině tkání (nejvíce v CNS), ale jeho hladina na 

mRNA i proteinové úrovni se významně liší i mezi jednotlivými buňkami dané tkáně. HTT se 

vyskytuje v několika různých isoformách a je významně posttranslačně modifikován, včetně 

několika specifických proteolytických štěpení, fosforylace, acetylace, palmitoylace, 

ubikvitinylace a sumoylace, což reguluje jeho funkce a aktivitu. HTT interaguje s řadou 

buněčných proteinů, často ve funkci proteinového lešení (angl. scaffolding protein), na které se 

mohou vázat další interakční partneři. Takto následně ovlivňuje řadu buněčných procesů, např. 

apoptózu, autofágii, buněčné dělení, buněčnou polarizaci, přežívání buněk, transkripci či 

transport váčků. Deplece HTT v průběhu embryogeneze je letální (shrnuto v 209). Studie 

provedené na experimentálních zvířecích modelech a vzorcích od pacientů s HD ukázaly, že 

mHTT a jeho fragmenty po proteolytickém štěpení vytvářejí agregáty v cytoplazmě i v jádře 

a narušují řadu buněčných procesů, např. autofágii, ciliogenezi, jaderný transport, přenos 

signálu přes synapse, transkripci a transport váčků (Obr. 5) (shrnuto v 209–211). 

 Diagnostika HD se provádí pomocí genetického testování, při kterém se sleduje počet 

repetic CAG v obou alelách HTT. Průběh nemoci je možné vyhodnocovat pomocí sady 

klinických testů UHDRS (z angl. Unified Huntington's Disease Rating Scale), které ověřují 

pohybové schopnosti, vnímání, chování a celkový stav pacienta.212 Tyto testy umožňují 

sledovat rozvoj HD až od prvních viditelných příznaků, mezitím však probíhá neurodegenerace 

bez viditelných vnějších projevů. Přesné pochopení molekulárních mechanismů rozvoje 

patologie HD pomůže identifikovat nové cíle léčby a vhodné biomarkery, které by umožnily 

sledovat rozvoj choroby ještě před prvními vnějšími projevy, případně umožnily sledovat 

účinnost terapie HD. Dosud však nejsou žádné biomarkery klinicky validovány. Hledání 

a validace takovýchto biomarkerů je proto v centru pozornosti mnoha výzkumných institucí.11 
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Obr. 5: Mutovaný protein Huntingtin a jeho negativní vliv na buněčné dráhy 

a metabolismus neuronů. Mutovaný Huntingtin (mHTT) je enzymaticky štěpen a jeho 

fragmenty vytvářejí v cytosolu a jádře buněk nerozpustné agregáty, které jsou také uvolňovány 

z buněk. Mezi hlavní buněčné dráhy narušené mHTT fragmenty patří transkripce genů (v jádře 

i v mitochondriích), autofágie, apoptóza, degradace proteinů přes proteasomy, odstraňování 

volných kyslíkových radikálů, přenos signálu přes synapse, sekrece proteinů (např. BDNF – 

Brain-derived neurotrophic factor), translace, transport váčků nebo výstavba cytoskeletu. 

Astrocyty a mikroglie v okolí postižených neuronů začnou proliferovat a spustí zánětlivou 

reakci. Převzato a upraveno podle 11. 

 

1.8 Buněčná terapie 

 Řada studií na experimentálních zvířecích modelech ukázala, že NSC mají významný 

potenciál v terapii neurologických onemocnění. Transplantace NSC vedla ke zlepšení 

zdravotního stavu u modelů Alzheimerovy choroby213, ALS214, HD215, mozkomíšního 

poranění216,217, mozkové mrtvice218 či Parkinsonovy choroby219. Předpokládá se, že NSC po 

transplantaci ovlivňují CNS regulací imunitní odpovědi a regenerace okolní tkáně pomocí 

sekrece různých trofických faktorů a dalších proteinů a také přímým nahrazením poškozených 

nebo odumřelých buněk.4,5 První fáze klinických studií na pacientech byly zaměřeny zejména 
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na ověření bezpečnosti transplantace NSC při daném onemocnění a způsobu jejich podání. Tyto 

studie poskytly důkazy o bezpečnost transplantace NSC pacientům s ALS220,221, mozkovou 

obrnou222, mozkovou mrtvicí223,224, poraněním míchy225,226 nebo roztroušenou sklerózou227,228. 

Další fáze klinických studií zaměřené na analýzu účinku transplantace NSC budou následovat. 

 

1.9 Proteomika 

 Proteomika je vědní obor využívající řady přístupů a metod pro studium proteomu. 

Proteom zahrnuje všechny proteiny přítomné v určitém prostoru (např. buněčná 

organela/buňka/tkáň/organismus) v konkrétním čase. Genomika a epigenetika poskytují 

zásadní informace o genech, které mohou být v buňce/tkáni/organismu exprimovány, ale nelze 

na jejich základě s jistotou říci, které geny jsou v dané chvíli aktivně přepisovány. 

Transkriptomika přináší další úroveň informace, tedy které geny jsou v daný moment 

exprimovány na mRNA úrovni a mohou být překládány do proteinů. Protože regulace množství 

proteinů se většinou odehrává na úrovni translace, korelace mezi množstvím mRNA a určitého 

proteinu je omezená. U savců se předpokládá, že pozitivní korelace mezi množstvím určité 

mRNA a jejího proteinu platí přibližně ve 40 % případů.229 Počet molekul určitého proteinu 

vzniklých během proteosyntézy je obvykle výrazně vyšší než počet molekul mRNA vzniklých 

během transkripce daného genu (jak v absolutním počtu, tak za určitý časový úsek) a proteiny 

jsou oproti mRNA stabilnější.230 Obvykle spolu pozitivně korelují množství mRNA a proteinů 

spojených se základními metabolickými dráhami, na druhou stranu nízká míra korelace je 

typická pro mRNA a proteiny spojené s ribosomy a sestřihem RNA.229 Protože proteiny tvoří 

fenotyp buňky i celého organismu, pro komplexní studium signálních drah a buněčných procesů 

je vhodnější využít proteomiku. 

 Pokud uvážíme, že u člověka je popsáno 20 598 genů kódujících proteiny156 a každý 

gen má průměrně sedm transkripčních variant (alternativní sestřih/začátek/konec mRNA)231, 

může takto vznikat více než 144 tisíc různých proteinů (průměrně sedm proteinů kódovaných 

stejných genem, ale lišících se svojí délkou, tzv. proteinové isoformy). V současné době je 

známo více než 400 posttranslačních modifikací (PTM), nejčastější jsou fosforylace, 

N-glykosylace a acetylace.232 V každém proteinu může být PTM lokalizována jinde, případně 

jiná, a může se lišit i celkový počet modifikací na protein, což ještě dále zvyšuje komplexitu 

proteomu. Proteinové druhy kódované stejným genem, ale vzájemně se lišící svojí délkou, 

sekvencí (rozdílná nukleotidová sekvence mezi alelami) a PTM, se nazývají proteoformy233 

a představují reálný stav (fenotyp) buňky, tkáně či organismu. Podrobné studium jednotlivých 

proteoforem a jejich biologie je zatím nedosažitelným cílem proteomiky.234 Současné 
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proteomické metody nám však umožňují provést např. přesnou a citlivou identifikaci 

a kvantifikaci (i absolutní) proteinů a jejich PTM (včetně určení jejich přesné lokalizace)235, 

určení 3D struktury proteinů236 nebo charakterizaci interakcí mezi proteiny, případně proteiny 

a malými molekulami (např. léčivy, včetně určení místa jejich vazby)237–239. 

 Proteomické techniky můžeme rozdělit na dvě základní skupiny podle toho, zda pro 

detekci (identifikaci) a kvantifikaci proteinů využívají protilátky, nebo MS. Zjednodušeně lze 

říci, že v případě protilátkových metod je protein rozpoznán protilátkou (detekce) 

a kvantifikován na základě intenzity signálu značky protilátky (obvykle fluorescence), zatímco 

v případě MS metod je protein identifikován na základě přesného změření molekulové 

hmotnosti (Mw) jeho peptidů a kvantifikace je provedena přímo na základě intenzity signálů 

detekovaných iontů. Existují také techniky, např. hmotnostní cytometrie240 nebo zobrazovací 

hmotnostní cytometrie241, které kombinují protilátkové metody (pro detekci proteinů) a MS 

(pro jejich kvantifikaci).242 

 V následujících kapitolách jsou podrobněji popsány proteomické metody, které byly 

využity v rámci řešení této disertační práce. Podrobný popis dalších proteomických technik 

a jejich aplikace v biomedicínském výzkumu (neurodegenerativní a nádorová onemocnění) je 

obsažen v mých publikacích11,242–244, včetně kapitoly Proteomics in Huntington’s Disease 

Biomarker Discovery, která je součástí této disertační práce (viz přílohy). 

 

1.9.1 Protilátkové metody 

 Protilátkové metody (např. průtoková cytometrie a techniky multiplexních analýz 

využívající protilátky navázané na kuličkách) nejsou proteomické metody v pravém slova 

smyslu, protože neumožňují analyzovat celkový (globální) proteom, ale jen předem vybranou 

sadu proteinů. Biochemické protilátkové metody jako např. imunoblot a ELISA (z angl. 

enzyme-linked immunosorbent assay) jsou základní metody analýzy proteinů využívané 

i v klinické praxi. Jejich hlavními výhodami jsou vysoká citlivost (protilátky vazbou antigenu 

provedou jeho nabohacení ze vzorku), relativně snadné provedení analýzy i vyhodnocení dat 

nebo komerční dostupnost protilátek a optimalizovaných kitů.242,244 Nevýhodou může být 

specifita závislá na kvalitě protilátky (nedostatečná specifita protilátky245–247) a na prostředí, ve 

kterém probíhá reakce mezi antigenem a protilátkou (tzv. efekt matrice). Omezená 

kombinovatelnost protilátek kvůli jejich vzájemné reaktivitě (angl. cross-reactivity) obvykle 

neumožňuje simultánní analýzy více než desítek proteinů současně. Protilátkové metody jsou 

však v některých případech jedinou možností detekce a kvantifikace, zejména méně 

zastoupených proteinů ve složitých biologických vzorcích (např. krevní plazma).242,244 
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1.9.1.1 Multiplexní protilátková analýza xMAP 

 Multiplexní protilátková analýza xMAP (z angl. multi-analyte profiling) je obdobou 

proteinového (protilátkového) čipu, ovšem místo na sklíčko jsou protilátky navázané na kuličky 

(obvykle magnetické). Principiálně jde o ELISA měření a simultánní analýzu více proteinů. 

Každá kulička má navázané protilátky jen pro jeden konkrétní protein a obsahuje vlastní vnitřní 

fluorescenční značení, které je tak specifické pro každý ze sledovaných proteinů. Proteiny ve 

vzorku mohou být přímo značené (využívá se stejné fluorescenční značení pro všechny proteiny 

vzorku, protože odlišení antigenů probíhá na úrovni kuliček), nebo jsou detekovány značenou 

sekundární protilátkou. Samotné měření probíhá v analyzátoru Luminex nebo pomocí 

průtokového cytometru s červeným a zeleným laserem.242,244 

 Hlavními výhodami analýz typu xMAP jsou vysoká citlivost, dobrý dynamický rozsah 

měření, komerčně dostupné kity pro vybrané proteiny (otestované z hlediska sensitivity, 

specifity a vzájemné reaktivity protilátek) a nízká spotřeba vzorku. Nevýhodu představuje 

relativně nízký počet simultánně analyzovaných proteinů – kvůli omezené kombinovatelnosti 

protilátek (zejména při detekci pomocí sekundárních protilátek), efekt matrice a cena 

komerčních kitů.242,244 S ohledem na reálný počet proteinových isoforem a možnosti jejich 

PTM je zřejmé, že metody založené na protilátkách nemohou tak velkou komplexitu proteomu 

postihnout. 

 

1.9.2 Hmotnostní spektrometrie 

 Moderní metody využívající MS poskytují kvantitativní informace o více než 10 000 

proteinů během jediného měření.248,249 Pomocí MS je možné analyzovat celé (intaktní) proteiny 

a studovat tak proteoformy (včetně jejich nativního stavu).250,251 Častěji jsou však proteiny 

nejprve denaturovány, jejich disulfidické můstky jsou redukovány a thiolové skupiny cysteinů 

blokovány prostřednictvím vazby alkylačních činidel na cystein, a následně jsou proteiny 

štěpeny na peptidy specifickou proteázou, jako je trypsin. Směs peptidů je vysoce komplexní, 

a je proto nutné peptidy před měřením rozdělit. K tomu se obvykle využívá separace pomocí 

kapalinového chromatografu (LC, z angl. liquid chromatography) na reverzní fázi, kde 

stacionární fází jsou křemičité kuličky s povrchem modifikovaným řetězci uhlíku (C18) 

a mobilní fází je gradient směsi vody a organického rozpouštědla acetonitrilu, s malým 

přídavkem kyseliny mravenčí pro pozitivní ionizaci peptidů. Peptidy interagují se stacionární 

fází na základě své hydrofobicity (se stoupající koncentrací acetonitrilu se postupně uvolňují 

více hydrofobní peptidy) a jsou přímo ionizovány a vstřikovány pomocí elektrospreje do 

hmotnostního spektrometru. 



39 
 

Tandemový hmotnostní spektrometr (MS/MS) jsou v podstatě vysoce přesné váhy 

(s přesností na tisíciny Daltonu), které jsou složeny ze tří za sebou uspořádaných hmotnostních 

analyzátorů. V prvním je analyzována m/z (m je Mw, z je celkový náboj – počet protonů) 

prekurzorového iontu (peptidu) a po jeho fragmentaci ve druhém hmotnostním analyzátoru 

(tzv. kolizní cela) jsou analyzovány ve třetím hmotnostním analyzátoru m/z fragmentových 

iontů (menší peptidy a aminokyseliny). Intenzita signálu prekurzorových a fragmentových 

iontů je přímo úměrná počtu iontů, které jsou zaznamenány detektorem. Pro identifikaci 

proteinů je nutné, aby byl znám proteom nebo alespoň genom daného organismu. 

 Hlavními výhodami MS jsou vysoká specifita měření (analyzuje se s vysokou přesností 

vždy několik peptidů daného proteinu), možnost globální i cílené analýzy, velké pokrytí 

proteomu a možnost paralelní analýzy PTM. Analýzy pomocí MS mají své limity, zejména 

v omezené ionizovatelnosti některých peptidů (peptidy musí být ve formě iontů, jinak nebudou 

detekovány) nebo v malém počtu unikátních peptidů pro malé proteiny. V běžném protokolu 

nedochází k nabohacení proteinů/peptidů – vše je analyzováno v poměru jako v původním 

vzorku, což znesnadňuje analýzu proteinů přítomných ve vzorcích ve velmi malém množství 

nebo analýzu vysoce komplexních vzorků (např. krevní plazma, kde je rozdíl koncentrací 

jednotlivých proteinů větší než 10 řádů252). Analýza dat je výpočetně náročná a s ohledem na 

množství dat poskytovaných MS je náročná i jejich biologická interpretace.11,242,244 

 

1.9.2.1 Data-dependentní analýza 

Data-dependentní analýza (DDA, z angl. data-dependent acquisition, někdy též 

označované jako „shotgun proteomics“) umožňuje identifikaci a kvantifikaci celkového 

proteomu bez nutnosti předchozí znalosti vzorku. Separované peptidy jsou analyzovány pomocí 

MS/MS. Nejprve je změřeno spektrum MS1, tedy všechny prekurzorové ionty uvolňované 

z kolony v daný čas (tzv. retenční čas), a je zaznamenána jejich m/z a intenzita (Obr. 6). Poté 

začne první hmotnostní analyzátor postupně vybírat nejintenzivnější prekurzorové ionty ve 

spektru MS1 (obvykle 15-40 prekurzorů), které posílá do kolizní cely. V kolizní cele se vlivem 

napětí a srážek s molekulami inertního plynu (typicky N2) prekurzorové ionty rozpadnou na 

fragmentové ionty, které jsou následně měřeny ve třetím hmotnostním analyzátoru (spektrum 

MS2 – m/z a intenzita fragmentových iontů). Po změření přednastaveného počtu 

prekurzorových iontů začne další cyklus měřením nového spektra MS1.11 Na základě 

naměřených hodnot Mw je možné přímo určit sekvenci peptidu (tzv. de novo sekvenování) 

nebo jsou naměřené hodnoty porovnány s teoretickými hodnotami Mw peptidů (a jejich 

fragmentových iontů). 
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Obr. 6: Princip data-dependentní analýzy (DDA) a analýzy nezávislé na datech (DIA). 

Měření začíná stejně – proteiny jsou enzymaticky štěpeny na peptidy, separovány na koloně 

pomocí kapalinové chromatografie, ionizovány a sprejovány do tandemového hmotnostního 

spektrometru. Nejdříve je změřeno spektrum MS1, tedy hodnoty m/z (Mw/náboj) a intenzity 

signálu všech peptidů (prekurzorových iontů), které se uvolňují z kolony v daném retenčním 

čase. V případě DDA jsou prekurzorové ionty postupně vybírány podle intenzity signálu 

a následně posílány do kolizní cely k fragmentaci a do třetího hmotnostního analyzátoru ke 

změření spektra MS2 (hodnoty m/z a intenzity signálu fragmentových iontů). Po změření 

přednastaveného počtu prekurzorových iontů s nejvyšší intenzitou je zahájen další cyklus 

měřením nového spektra MS1. U analýzy DIA je spektrum MS1 rozděleno na několik oken 

(např. 30) a všechny prekurzorové ionty v daném okně jsou poslány na fragmentaci do kolizní 

cely společně. Spektrum MS2 tak obsahuje fragmentové ionty patřící více prekurzorovým 

iontům. Po změření přednastaveného počtu oken je zahájen další cyklus měřením nového 

spektra MS1. Převzato a upraveno podle 11. 

 

Princip výběru prekurzorových iontů v rámci DDA snižuje robustnost této metody, 

protože poskytuje nekompletní data. Pokud bychom porovnávali dva vzorky, a v prvním z nich 

by měl určitý peptid v daném retenčním čase vysokou intenzitu (bude vybrán k fragmentaci), 

zatímco ve druhém vzorku by nebyl kvůli nižší intenzitě mezi vybranými prekurzorovými 

ionty, budou u druhého vzorku data chybět. Tento problém se označuje jako stochasticita DDA 

a ovlivňuje tzv. kvantifikaci bez značení (LFQ, z angl. label-free quantification) mezi více 

měřeními, při které se sleduje intenzita signálu (plocha píku) nebo počet naměřených spekter 

daného peptidu.253 Proto byla vyvinuta řada metod, při kterých jsou vzorky nějakým způsobem 

označeny a peptidy ze vzorků jsou předem smíchány a analyzovány v rámci jednoho měření. 

V současnosti jsou nejrozšířenějšími metodami značení TMT (z angl. tandem mass tags)254 

a iTRAQ (z angl. isobaric tags for relative and absolute quantitation)255, při kterých se značka 

(angl. tag) chemickou reakcí váže na volné aminové skupiny v peptidech po enzymatickém 
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štěpení. Všechny značky mají stejnou celkovou strukturu a Mw, liší se však v části molekuly 

zvané mass reporter, která obsahuje různé isotopy uhlíku a dusíku. Sledovaný peptid bude mít 

ve všech vzorcích ve spektru MS1 jednu konkrétní m/z (jediný prekurzorový iont), při 

fragmentaci se uvolní jednotlivé části značení a ve spektru MS2 bude mít každý mass reporter 

svůj fragmentový iont (konkrétní m/z a intenzita). Kvantifikace tedy probíhá na úrovni spekter 

MS2. Přestože je pomocí značení odstraněna stochasticita DDA, stále jsou měřeny jen 

prekurzorové ionty s vysokou intenzitou. 

 

1.9.2.2 Analýza nezávislá na datech 

 Analýza nezávislá na datech (DIA, z angl. data-independent acquisition) byla vyvinuta 

s cílem překonat problémy spojené s DDA měřením (zejména stochasticitu DDA), a umožnit 

tak reprodukovatelnou analýzu celkového proteomu. První pokusy o DIA měření 

neposkytovaly zpočátku dostatečné pokrytí proteomu (kvantifikace pouze stovek proteinů).256 

První skutečně funkční metodou DIA byla SWATH-MS (z angl. sequential window acquisition 

of all theoretical mass spectra) popsaná v roce 2012.257 

Podobně jako v případě měření DDA je nejprve změřeno spektrum MS1 (Obr. 6) 

a následně je toto spektrum rozděleno do určitého počtu oken (např. 30 oken, která mohou mít 

vždy stejnou šířku m/z, např. 25 Da, nebo je šířka variabilní podle počtu prekurzorových iontů 

v daném okně). Všechny prekurzorové ionty v daném okně (např. 825-850 m/z) jsou poslány 

do kolizní cely najednou a jejich fragmentové ionty jsou změřeny v jediném spektru MS2. 

Postupně jsou proměřena všechna okna ze spektra MS1 a další cyklus začne změřením nového 

spektra MS1. Spektra MS2 obsahují fragmentové ionty různých prekurzorových iontů 

(peptidů), jejich interpretace je tak složitější než v případě DDA. Pro identifikaci a kvantifikaci 

proteinů pomocí DIA se obvykle využívají spektrální knihovny připravené pomocí DDA 

měření stejných vzorků (specifické spektrální knihovny) nebo měření vzorků z různých tkání, 

s různými způsoby přípravy, po frakcionaci apod., které umožní větší pokrytí proteomu. 

Druhým přístupem je přímá analýza DIA měření in silico s využitím databáze proteinových 

sekvencí studovaného organismu.9 

Měření DIA nabízí výrazně vyšší reprodukovatelnost a přesnost LFQ (všechny 

detekovatelné prekurzorové ionty jsou fragmentovány a jejich fragmentační spektra změřena), 

větší dynamický rozsah měření a větší pokrytí proteomu než DDA.256 DIA metody jsou robustní 

a spolehlivě porovnatelné i mezi různými laboratořemi.258 Velkou výhodou DIA je, že 

kompletní data jsou získána během jediného měření vzorku. Naměřená data lze využít k analýze 

celkového proteomu, nebo je možné analýzu zacílit na konkrétní vybrané proteiny, případně 
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vyhodnotit zbývající data kdykoliv znovu, např. při řešení jiné biologické otázky. Přesnost 

kvantifikace pomocí DIA je srovnatelná s kvantifikací pomocí cílené metody typu SRM (z angl. 

selected reaction monitoring).257 DDA metody jsou používány přibližně dvakrát déle než DIA 

a jejich nastavení, optimalizace jednotlivých parametrů a zejména vyhodnocení dat jsou proto 

výrazně jednodušší.256 

 

1.9.2.3 Cílené analýzy založené na hmotnostní spektrometrii 

 Pro analýzu vybraných proteinů na základě předem stanovené hypotézy se vedle 

analýzy DIA používají cílené metody SRM a PRM (z angl. parallel reaction monitoring). 

Zatímco PRM měření může být provedeno na stejném typu hmotnostního spektrometru jako 

DDA a DIA, SRM vyžaduje specifický typ MS/MS přístroje, tzv. trojitý kvadrupól (Obr. 7). 

SRM i PRM vyžadují znalost analyzovaného vzorku, respektive proteinů, které mají být 

měřeny. Pro každý protein, který má být kvantifikován, se obvykle sledují nejméně dva 

proteotypické (unikátní) peptidy, které nejsou přítomny v žádném jiném proteinu v celém 

proteomu daného organismu. K monitorování peptidů je nutné znát Mw prekurzorového iontu 

a v případě většího počtu peptidů také retenční časy, ve kterých se sledované peptidy uvolňují 

z chromatografické kolony. V případě SRM je nezbytné znát také Mw fragmentových iontů. 

Tyto informace mohou být získány předchozí analýzou vzorku pomocí DDA nebo DIA. 

Druhou možností je proměření vzorku v průběhu gradientové eluce peptidů s využitím 

vnitřních standardů (syntetické peptidy značené těžkými izotopy uhlíku a dusíku), které se 

uvolňují ve stejných retenčních časech jako sledované endogenní peptidy.11,243 

SRM analýza probíhá na základě přednastavených hodnot m/z pro jednotlivé peptidy 

a jejich fragmentové ionty (Obr. 7). Prekurzorové ionty vstupují do prvního kvadrupólu a ionty, 

které neodpovídají přednastavené hodnotě m/z jsou odfiltrovány pryč – do kolizní cely je poslán 

pouze peptid definované m/z. Úzké okno měření (typicky 0,7 Daltonu) a menší počet 

monitorovaných fragmentových iontů uděluje SRM vysokou selektivitu a vyšší specifitu oproti 

měření DIA. Sledovaný peptid je v kolizní cele fragmentován a ve třetím kvadrupólu jsou 

odfiltrovány všechny fragmentové ionty, které nemají odpovídající m/z. Pouze fragmentový 

iont definované m/z je následně detekován.259 Dvojice iontů, prekurzorový a jeho fragmentový 

iont, se označuje jako iontový přechod (angl. transition). 

V případě PRM metody jsou sledovány prekurzorové ionty jednotlivě, ale je změřeno 

celé spektrum MS2, jako u metod DDA a DIA.243 SRM a PRM jsou vhodné na validaci 

výsledků DDA a DIA analýz a na cílená měření předem vybraných proteinů (ověření hypotézy). 

Přitom se uplatní jejich hlavní výhody – vysoká specifita a citlivost měření a rovněž relativně 
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jednoduchá analýza dat. Nevýhodami jsou zejména nutnost vývoje a optimalizace metody 

měření pomocí LC-MS/MS. 

 

 

 

Obr. 7: Princip cílené analýzy pomocí metody SRM (selected reaction monitoring). 

Proteiny ve vzorku jsou enzymaticky štěpeny na peptidy, separovány na koloně pomocí 

kapalinové chromatografie, ionizovány a sprejovány do tandemového hmotnostního 

spektrometru typu trojitý kvadrupól. První kvadrupól (Q1) pošle do kolizní cely (q2) jen 

prekurzorový iont (peptid) s předem definovanou hodnotou m/z (Mw/náboj), ostatní ionty jsou 

odfiltrovány pryč. V kolizní cele je tento prekurzorový iont fragmentován srážkami 

s molekulami inertního plynu při vysokém napětí a vzniklé fragmentové ionty jsou poslány do 

třetího kvadrupólu (Q3). Q3 odfiltruje fragmentové ionty s jinou než nastavenou hodnotou m/z 

a jen definovaný fragmentový iont je poté poslán na detektor, který zaznamená intenzitu 

signálu. Převzato a upraveno podle 244. 
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1.10 Cíle práce 

S ohledem na stárnoucí populaci a rostoucí prevalenci neurologických poruch ve 

vyspělých zemích jsem se ve své disertační práci zaměřil na vývoj metod pro charakterizaci 

diferenciace NSC, které jsou klíčové pro správné fungování CNS. Tyto buňky poskytují 

biologický model pro studium (pato)fyziologických procesů a představují slibný prostředek 

v regenerativní medicíně. S využitím moderních proteomických metod jsem usiloval 

o zavedení přesných postupů pro analýzu NSC nejen v naší laboratoři.  

Ve spolupráci s kolegy se mi podařilo optimalizované postupy publikovat, aplikovat na 

náš model in vitro diferenciace NSC, a přinést tak nové důležité poznatky o signálních drahách 

a buněčných procesech, které jsou regulovány v průběhu spontánní diferenciace NSC 

modulované kombinací růstových faktorů a jejich specifických isoforem. Výsledky práce 

poukazují na důležitost komplementárních metodických přístupů, zejména na výhodnou 

kombinaci celoproteomové analýzy s vysokým pokrytím proteinů a cílené analýzy zaměřené 

na předem vybrané proteiny. Zájmové proteiny byly vybrány jak pro charakterizaci NSC, tak 

pro budoucí cílenou analýzu modelových organismů či vzorků pacientů s HD. 

 

Specifické cíle této disertační práce spočívají v:  

1. přípravě metod a podrobné charakterizaci NSC v průběhu diferenciace 

2. přípravě metod pro globální analýzu proteomu NSC v průběhu diferenciace 

3. přesné analýze proteomu a sekretomu NSC v průběhu diferenciace 

4. analýze proteomických studií zaměřených na Huntingtonovu chorobu 
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Metody a výsledky 

 

2.1 Metody 
 

2.1.1 Chemikálie a materiál 

Chemikálie a speciální materiál používané při experimentech v rámci této disertační 

práce jsou uvedeny v Tab. 1. 

 

Tab. 1: Seznam chemikálií a speciálního materiálu. V tabulce jsou uvedeny původní 

(anglické) názvy užívané výrobci a jejich katalogová čísla. 

Chemikálie/materiál Výrobce 
Katalogové 

číslo 

Acclaim PepMap 100 C18 HPLC Columns 
Thermo 

Scientific 
164199 

Accutase solution Sigma-Aldrich A6964-500ML 

Acetonitrile, Optima LC/MS Grade Fisher Chemical A955-1 

Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter Unit, Ultracel-

3 regenerated cellulose membrane 
Millipore UFC200324 

Ammonium bicarbonate Sigma-Aldrich 09830-500G 

Axitinib 

Absource 

Diagnostics 

GmbH 

S1005 

B-27 Supplement (50X), serum free Gibco 17504044 

Bovine Albumin Fraction V (7.5% solution) Gibco 15260037 

DMEM, high glucose, GlutaMAX Supplement Gibco 10566016 

Ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt 

dihydrate 
Carl Roth GmbH 8043.2 

Fetal Bovine Serum, certified, United States Gibco 16000036 

Formic acid Honeywell 
56302-50ML-

GL 

Geltrex LDEV-Free Reduced Growth Factor 

Basement Membrane Matrix 
Gibco A1413202 

GlutaMAX Supplement Gibco 35050061 

Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail 

(100X) 

Thermo 

Scientific 
78440 

HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix Solis BioDyne 08-36-00020 

Indexed Retention Time (iRT Kit) Biognosys Ki-3002-1 

Iodoacetamide (IAA) Sigma-Aldrich I1149-5G 

KnockOut Dulbecco's Modified Eagle 

Medium/Nutrient Mixture F-12 (KnockOut 

DMEM/F-12) 

Gibco 12660012 
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Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm murine 

sarcoma basement membrane 
Sigma-Aldrich L2020 

Lysyl Endopeptidase from Achromobacter 

lyticus 

FUJIFILM Wako 

Chemicals 
129-02541 

Macro SpinColumns C-18, 300Å 
The Nest Group, 

Inc. 
SMM SS18V 

N-2 Supplement (100X) Gibco 17502048 

Novex Sharp Pre-stained Protein Standard Invitrogen LC5800 

Nunc Lab-Tek II CC2 Chamber Slide System 
Thermo 

Scientific 
154941 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 

250 kDa 

Thermo 

Scientific 
26619 

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Gibco 15140148 

Pierce 660nm Protein Assay Kit 
Thermo 

Scientific 
22662 

Pierce BCA Protein Assay Kit 
Thermo 

Scientific 
23225 

Pierce Bovine Serum Albumin Standard Pre-

Diluted Set 

Thermo 

Scientific 
23208 

Poly-L-ornithine solution Sigma-Aldrich P4957 

ProLong Glass Antifade Mountant Invitrogen P36980 

ProntoSIL 120-3-C18 AQ 
Bischoff 

Chromatography 
0010F184PS030 

ProteaseMAX Surfactant, Trypsin Enhancer Promega V2072 

QIAshredder (250) QIAGEN 79656 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (200) QIAGEN 205313 

ReadyProbes Cell Viability Imaging Kit, 

Blue/Green 
Invitrogen R37609 

Recombinant Human/Murine/Rat BDNF PeproTech 450-02 

Recombinant Human FGF-basic (146 a.a.) PeproTech 100-18C 

Recombinant Human GDNF PeproTech 450-10 

Recombinant Human VEGF121 PeproTech 100-20A 

Recombinant Human VEGF165 PeproTech 100-20 

Recombinant Murine EGF PeproTech 315-09 

RNeasy Plus Mini Kit (250) QIAGEN 74136 

Sequencing Grade Modified Trypsin Promega V5111 

Sodium Pyruvate (100 mM) Gibco 11360070 

Soybean Trypsin Inhibitor, powder Gibco 17075029 

StemPro Neural Supplement Gibco A1050801 

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride 

(TCEP) 
Sigma-Aldrich C4706-2G 

Trypsin-EDTA (0.5%), no phenol red Gibco 15400054 

Urea Sigma-Aldrich U5378-500G 

Water OPTIMA LC-MS Grade  Fisher Chemical W6-212 
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2.1.2 Práce s buněčnými kulturami 

2.1.2.1 Kultivace lidských nervových kmenových buněk 

Potažení kultivačních misek pro NSC bylo provedeno přidáním poly-L-ornitinu 

a lamininu. Na misky bylo nejprve přidáno 20 μg/ml poly-L-ornitinu v ultračisté vodě a misky 

byly inkubovány 2-4 hodiny při 37 °C. Poté byl potahovací roztok odsán a misky třikrát 

opláchnuty ultračistou vodou. Následně byl přidán roztok lamininu v PBS (5 μg/ml) a misky 

byly inkubovány přes noc při 37 °C. Poté byl potahovací roztok bez oplachu odsán. Komerčně 

dostupná buněčná linie lidských NSC (Gibco, katalogové číslo: 510088, číslo výrobní šarže: 

1402001), odvozená z buněčné linie ESC H9 (46, XX), byla kultivována při 37 °C, ve vlhké 

atmosféře s 5 % CO2 a 15 % O2, s počáteční hustotou ≥20 000 buněk/cm2. Pro expanzi NSC 

byl vyměňován celý objem média (médium pro proliferaci, Tab. 2) každý druhý den a buňky 

byly při dosažení buněčné konfluence ≥90 % pasážovány každých 3-5 dní pomocí 0,05% 

trypsinu s EDTA, nebo pomocí Accutase. 

 

Tab. 2: Složení používaných kultivačních médií pro NSC. 

Médium pro proliferaci 
Médium pro 

diferenciaci 

Médium pro diferenciaci 

do astrocytů 

KnockOut DMEM/F-12 

2 mM GlutaMAX 

1 % penicilin-streptomycin 

2 % StemPro Neural Supplement 1 % N-2 Supplement  

20 ng/ml EGF 10 ng/ml BDNF* 1 % fetal bovine serum (FBS) 

20 ng/ml FGF-2 10 ng/ml GDNF*  

* Médium pro spontánní (S) diferenciaci bylo bez přidaných faktorů (BDNF a GDNF). Tyto 

faktory byly přidávány do média pro spontánní diferenciaci s trofickou podporou – diferenciace 

BG (oba faktory), B (jen BDNF) a G (jen GDNF), viz Obr. 8. 

 

2.1.2.2 Diferenciace lidských nervových kmenových buněk 

Lidské NSC byly kultivovány, jak je uvedeno v kapitole 2.1.2.1, dokud nedosáhly 

buněčné konfluence >70 %. Poté byl odebrán celý objem média pro proliferaci a nahrazen 

stejným objemem média pro spontánní diferenciaci bez růstových faktorů (Tab. 2, diferenciace 

S), v případě spontánní diferenciace s trofickou podporou byly přidávány také proteiny BDNF 

(Brain-derived neurotrophic factor) a GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) 

(Tab. 2, diferenciace BG, B a G). Diferenciace probíhala při 37 °C, ve vlhké atmosféře 5% CO2 

a 15% O2 a polovina objemu média byla vyměněna každý druhý den. Buňky byly 
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diferenciovány po dobu 7, 14, 21 a 28 dní (S diferenciace), 1-8, 14, 21 a 28 dní (BG 

diferenciace) a 28 dní (B a G diferenciace), viz Obr. 8. 

Pro diferenciaci lidských NSC do astrocytů (diferenciace Astro1) bylo potažení misek 

provedeno přidáním 1% Geltrex Basement Membrane Matrix (rozmrazen na ledu) v HBSS 

(Hank's Balanced Salt Solution: 0,14 M NaCl, 5 mM KCl, 4 mM NaHCO3, 0,4 mM KH2PO4, 

0,3 mM Na2HPO4 · 7H2O a 6 mM D-glukózy; 4 °C) s inkubací nejméně jednu hodinu při 37 °C. 

Poté byl potahovací roztok bez oplachu odsán. Po dosažení buněčné konfluence >70 % byl 

odebrán celý objem média pro proliferaci a nahrazen stejným objemem média pro diferenciaci 

do astrocytů (Tab. 2, Obr. 8). Diferenciace (28 dní) probíhala při 37 °C, ve vlhké atmosféře 5% 

CO2 a 15% O2 a celý objem média byl vyměněn každý třetí/čtvrtý den. 

 

 

 

Obr. 8: Schéma kultivačních podmínek a diferenciace buněčných linií použitých v této 

disertační práci. 

 

2.1.2.3 Kultivace lidských astrocytů 

Potažení kultivačních misek pro astrocyty (buňky Astro2, Obr. 8) bylo provedeno 

přidáním 1% Geltrex Basement Membrane Matrix. Komerčně dostupná buněčná linie lidských 

astrocytů (Gibco, katalogové číslo: N7805-200, číslo výrobní šarže: 1640797), odvozená 

z mozkových progenitorů gliových buněk, byla kultivována při 37 °C, ve vlhké atmosféře s 5 % 

CO2 a 10 % O2, s počáteční hustotou ≥40 000 buněk/cm2. Polovina média (DMEM, 4 mM 

GlutaMAX, 1 mM pyruvát sodný, 1 % N-2 supplement, 10 % FBS a 1 % penicilin-

streptomycin) byla vyměněna každý druhý den. Buňky byly pasážovány pomocí Accutase 

každých 3-5 dní. 
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2.1.2.4 Kultivace lidských embryonálních kmenových buněk 

 Lidské ESC linií CCTL-12 (46, XX, del(18)) a CCTL-14 (46, XX)21 (buňky ESC1 

a ESC2, Obr. 8) byly kultivovány na miskách potažených želatinou s podporou nedělících se 

primárních embryonálních fibroblastů, izolovaných z 12,5denních embryí myší kmene CF1 

(výsev v hustotě 24 000 buněk/cm2). Médium (DMEM/F-12, 15 % knockout serum 

replacement, 2 mM L-glutamin, 1× minimum essential medium non-essential amino acids, 

0,5 % penicilin-streptomycin, 100 µM β-2 merkaptoethanol a 4 ng/ml FGF-2) bylo 

vyměňováno každý den, kolonie ESC byly pasážovány manuálně každý pátý až sedmý den. 

 

2.1.2.5 Sledování vlivu růstových faktorů na buněčnou proliferaci 

NSC byly kultivovány ve 24-jamkových destičkách potažených poly-L-ornitinem 

a lamininem v inkubátoru s mikroskopem IncuCyte FLR (Essen BioScience Inc.) při 37 °C, ve 

vlhké atmosféře s 5 % CO2 a 15 % O2, s počáteční hustotou 10 000 buněk/cm2. Buňky byly 

kultivovány jako čtyři biologické replikáty v médiu pro proliferaci NSC, nebo v médiu pro 

spontánní diferenciaci NSC bez BDNF/GDNF (Tab. 2). Do média byly přidávány lidské 

rekombinantní proteiny VEGF121 (100 ng/ml), VEGF165 (100 ng/ml), VEGF121 + VEGF165 

(100 + 100 ng/ml), nebo inhibitor Axitinib (10 µM). Čisté médium sloužilo jako kontrola. 

Buněčná konfluence byla sledována po dobu osmi dnů, polovina objemu média byla vyměněna 

každý druhý den. Data o změnách buněčné konfluence v čase (devět snímků na jamku každých 

60 minut) byla analyzována v programu IncuCyte 2010A Rev2. 

Pro statistickou analýzu v programu R260, pomocí balíčku emmeans261, byly využity 

lineární smíšené modely a jako faktory byly zadány typ diferenciace a doba kultivace. Pro 

výpočet upravených p-hodnot s korekcí na vícenásobná testování byl pro jednotlivá párová 

porovnání použit Tukey HSD test implementovaný v programu R. 

 

2.1.2.6 Sledování vlivu růstových faktorů na přežívání buněk 

Po ukončení sledování vlivu proteinů VEGF121 a VEGF165 na buněčnou proliferaci 

(kapitola 2.1.2.5) byly buňky obarveny fluorescenčními barvivy pro odlišení živých 

a mrtvých/poškozených buněk (ReadyProbes Cell Viability Imaging Kit) a snímány s využitím 

fluorescenčního mikroskopu. Od každé podmínky (čisté médium bez přidaných růstových 

faktorů, VEGF121, VEGF165 a VEGF121 + VEGF165) byly analyzovány tři biologické 

replikáty (samostatné jamky 24-jamkové destičky), vždy tři snímky na jamku. Experiment byl 

proveden dvakrát při nezávislých kultivacích. 
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Analýza dat byla provedena v programu Fiji (ImageJ), verze 1.52n.262 Jednotlivé 

snímky byly nejprve rozděleny na segmenty pomocí Auto thresholding plugin s využitím 

Otsuho metody.263 Počty buněk se signálem barviva Hoechst 33342 (značení buněčného jádra) 

a SYTOX Green (barví buňky s narušenou cytoplazmatickou membránou) byly určeny pomocí 

Object Counter plugin.264 Statistická analýza dat byla provedena jako v kapitole 2.1.2.5. 

 

2.1.2.7 Sběr médií pro analýzu sekretovaných proteinů 

Kultivační médium bylo kondiciováno buňkami 48 hodin a poté odebíráno během 

sklízení buněk – v den 0 (proliferující NSC) a v průběhu S a BG diferenciací ve dnech 7, 14, 

21 a 28 (kapitola 2.1.2.2). Médium (čtyři biologické replikáty) bylo následně centrifugováno 

(1000 g, 5 minut při 4 °C) a filtrováno přes 0,22µm filtr. Po přidání inhibitorů proteáz bylo 

médium zamraženo a uchováváno při -80 °C. 

 

2.1.2.8 Sběr buněk pro izolaci RNA 

Buňky z diferenciace Astro1 byly sklizeny 28. den diferenciace, Astro2 byly sklizeny 

7. den kultivace, NSC byly sklizeny v průběhu S a BG diferenciací v den 0, 7, 14, 21 a 28 

(Obr. 8). Buňky na miskách byly opláchnuty PBS (25 °C) a poté byl přidán RLT Plus pufr 

(RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen) s β-merkaptoethanolem (67 µl/cm2 misky). Po inkubaci 

(30 s při 25 °C) byl celý objem pufru přenesen do mikrozkumavky, důkladně promíchán 

a zamražen (-80 °C). Vzorky byly sbírány v biologických triplikátech. 

 

2.1.2.9 Sběr buněk pro izolaci proteinů 

NSC byly sklizeny v průběhu diferenciací v den 0, 1-8, 14, 21 a 28 (kapitola 2.1.2.2, 

diferenciace S, BG, B, G a Astro1), Astro2 byly sklizeny 7. den kultivace, ESC1 a ESC2 byly 

sklizeny po vytvoření kolonií. Buňky na miskách byly třikrát opláchnuty PBS (37 °C), poté 

bylo přidáno PBS (4 °C) a buňky byly mechanicky sklizeny škrabkou (ESC kolonie byly 

odebrány manuálně, aby nedošlo ke kontaminaci myšími fibroblasty). Buňky byly dvakrát 

centrifugovány (300 g, 4 minuty při 4 °C) a resuspendovány v PBS (4 °C), poslední centrifugace 

byla při 4 °C, 500 g, 4 minuty. Veškerý objem PBS byl poté odebrán a pelety buněk byly 

zamraženy (-80 °C). 

 

2.1.2.10 Kultivace buněk pro imunocytochemii 

Buňky byly kultivovány a diferencovány přímo na mikroskopických sklíčkách (LabTek 

II CC2). NSC byly připraveny v průběhu S a BG diferenciací v den 0, 7, 14, 21 a 28 (kapitola 
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2.1.2.2). Buňky v jednotlivých komůrkách byly opláchnuty PBS (25 °C) a ihned fixovány 4% 

paraformaldehydem v PBS po dobu 10 minut. Vzorky byly ihned dále zpracovány pro 

imunocytochemii, případně skladovány maximálně 14 dní při 4 °C. 

 

2.1.4 Práce s RNA 

2.1.4.1 Izolace celkové RNA 

Celková buněčná RNA byla izolována z astrocytů (Astro1 a Astro2) a NSC v průběhu 

S a BG diferenciací (kapitola 2.1.2.8). Lyzáty byly nejprve homogenizovány pomocí 

centrifugačních kolonek QIAshredder (centrifugace 130 s, 8 000 g při 25 °C). Z eluátů byla 

poté odstraněna genomová DNA pomocí centrifugačních kolonek gDNA Eliminator 

(centrifugace 38 s, 8 000 g při 25 °C). K eluátům byl přidán 70% ethanol (v poměru 1:1 v/v), 

vzorky byly promíchány a naneseny na centrifugační kolonky RNeasy (centrifugace 23 s, 

8 000 g při 25 °C), eluáty byly odstraněny. Na centrifugační kolonky RNeasy bylo naneseno 

700 µl RW1 pufru, po centrifugaci (23 s, 8 000 g při 25 °C) byly eluáty odstraněny. Na 

centrifugační kolonky RNeasy bylo naneseno 500 µl RPE pufru, po centrifugaci (23 s, 8 000 g 

při 25 °C) byly eluáty odstraněny. Krok s RPE pufrem byl opakován, centrifugace byla 

prodloužena na 130 s (8 000 g při 25 °C) a eluáty byly opět odstraněny. Centrifugační kolonky 

RNeasy byly ještě jednou centrifugovány (70 s, 8 000 g při 25 °C) a poté ponechány odkryté 

po dobu 5 minut pro odpaření zbytků ethanolu. Centrifugační kolonky RNeasy byly následně 

vloženy do čistých mikrozkumavek a RNA byla uvolněna 30 µl vody (inkubace 60 s, poté 

centrifugace 70 s, 8 000 g při 25 °C). Tento krok byl zopakován s eluáty, aby bylo dosaženo 

vyšší koncentrace izolované RNA ve vzorcích. Koncentrace a čistota izolované RNA byla 

stanovena spektrofotometricky přístrojem NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). 

 

2.1.4.2 Reverzní transkripce 

Pro přepis celkové buněčné RNA na cDNA byl použit QuantiTect Reverse 

Transcription Kit (Qiagen). Nejprve byly odstraněny zbytky genomové DNA – ke 2 µg 

izolované RNA byly přidány 4 µl gDNA Wipeout Buffer (součást kitu) a voda (celkový objem 

reakce byl 28 µl). Následně byly vzorky inkubovány dvě minuty při 42 °C v termocykleru. 

Pro samotnou reverzní transkripci byly do každého vzorku přidány 2 µl reverzní 

transkriptázy (Quantiscript Reverse Transcriptase), 8 µl reakčního pufru (Quantiscript RT 

Buffer, 5×) a 2 µl primerů (RT Primer Mix) a vzorky byly inkubovány v termocykleru 30 minut 

při 42 °C, s následnou inaktivací reverzní transkriptázy tři minuty při 95 °C. 
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2.1.4.3 Kvantitativní real-time PCR 

Relativní genová exprese vybraných genů byla analyzována pomocí kvantitativní PCR 

v reálném čase (RT-qPCR). Složení reakce bylo: 4 μl 5× HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix 

Plus (Solis BioDyne), 0,25 μl primeru forward a 0,25 μl primeru reverse (množství každého 

primeru v reakci bylo 125 nM), 1 μl cDNA (množství cDNA v reakci odpovídá 25 ng podle 

původní naměřené koncentrace RNA) a 14,5 μl vody (celkový objem reakce byl 20 μl). Každý 

vzorek byl analyzován v technickém duplikátu, tři biologické replikáty na podmínku. Jako 

negativní vzorek byla místo DNA přidána pouze voda (NTC, z angl. no template control). 

Analýza byla provedena na přístroji CFX96 Touch Real-Time (Bio-Rad) s nastavením 

viz Tab. 3. Jednotlivé páry primerů byly nejprve otestovány z hlediska specifity s nastavením 

parametrů amplifikace, jak je uvedeno výše. Mimo sledování amplifikačních křivek byly 

rovněž sledovány křivky tání výsledných produktů pro vyloučení dimerizace primerů. Výsledné 

produkty (5 μl produktu + 1 μl nanášecí barvy) byly následně separovány pomocí 1,5% 

agarózové elektroforézy a byla sledována velikost produktu a specifita amplifikace. Produkt 

s odpovídající velikostí byl extrahován z gelu, DNA byla izolována (QIAquick Gel Extraction 

Kit, Qiagen) a odeslána na sekvenační analýzu. 

 

Tab. 3: Program RT-qPCR. 

Aktivace enzymu 95 °C, 12 minut  

Denaturace 95 °C, 15 s  

Nasedání primerů 57 °C, 30 s 40 cyklů 

Elongace DNA 72 °C, 30 s  

Analýza tání produktů 72-95 °C, krok: 0,2 °C, 10 s  

 

Pro normalizaci byly využity geny GAPDH (kódující protein Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) a ATP5F1B (kódující protein ATP synthase subunit beta, 

mitochondrial). Statistická analýza dat byla provedena jako v kapitole 2.1.2.5. Seznam primerů 

použitých pro RT-qPCR je v Příloze 1. 

 

2.1.5 Práce s proteiny 

2.1.5.1 Imunocytochemie 

Buňky určené k barvení (kapitola 2.1.2.10) byly permeabilizovány roztokem 0,1% Tritonu 

X-100 v PBS (10 minut při 22 °C), poté inkubovány v roztoku 50mM NH4Cl v PBS (10 minut 

při 22 °C) a blokovány 5% kozím sérem v PBS (1 h při 22 °C). Primární protilátky (seznam 
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protilátek a jejich ředění je uveden v Příloze 2) byly rozpuštěny v 1% BSA v PBS a inkubovány 

se vzorky 3 h při 22 °C. Následně byly buňky omývány třikrát roztokem 0,05% Tween 20 

v PBS. Buňky byly dále inkubovány se sekundárními protilátkami (seznam protilátek a jejich 

ředění je uveden v Příloze 2) a buněčná jádra byla obarvena pomocí DAPI (1 μg/ml) po dobu 

45 minut ve tmě při 22 °C. Buňky byly poté třikrát omývány roztokem 0,05% Tween 20 v PBS 

a inkubovány v PBS 5 minut při 22 °C. Preparáty byly překryty roztokem ProLong Glass 

Antifade Mountant a překryty krycími skly. Preparáty byly nasnímány pomocí konfokálního 

mikroskopu TCS SP5 (Leica) a obrazová data byla analyzována v programu Fiji (ImageJ).262  

 

2.1.5.2 Analýza sekretomu 

Kondiciovaná média (kapitola 2.1.2.7) byla rozmražena na ledu a zakoncentrována 

filtrací přes filtr 3 kDa (Amicon Ultra) s výsledným faktorem zakoncentrování 10×. Pro analýzu 

vybraných sekretovaných proteinů byla zvolena protilátková metoda s detekcí na kuličkách 

využívající technologii xMAP. Použili jsme komerčně dostupný kit pro analýzu 30 lidských 

chemokinů, cytokinů a růstových faktorů (Cytokine 30-Plex Human Panel, Invitrogen, Tab. 4). 

Standardy pro přípravu kalibračních křivek a slepé vzorky (blank) byly připraveny s použitím 

média pro proliferaci NSC (Tab. 2), ve kterém nebyly kultivovány buňky (nekondiciované 

médium). Všechny vzorky (čtyři biologické replikáty na podmínku) byly měřeny v technickém 

duplikátu pomocí přístroje Luminex 200 s akvizičním programem xPonent verze 3.1.871.0 

(Luminex Corp.). Minimální počet měřených kuliček byl pro všechny analyty nastaven na 100. 

 

Tab. 4: Seznam analyzovaných sekretovaných proteinů. 

Pro-epidermal growth 

factor (EGF) 

Fibroblast growth 

factor 2 (FGF-2) 

Hepatocyte growth 

factor (HGF) 

Vascular endothelial 

growth factor (VEGF) 

Granulocyte colony-

stimulating factor       

(G-CSF) 

Granulocyte-

macrophage colony-

stimulating factor 

(GM-CSF) 

Interferon α (IFN-α) Interferon γ (IFN-γ) 

Interleukin-1β (IL-1β) 

Interleukin-1 receptor 

antagonist protein 

(IL-1RN) 

Interleukin-2 (IL-2) 
Interleukin-2 receptor 

(IL-2R) 

Interleukin-4 (IL-4) Interleukin-5 (IL-5) Interleukin-6 (IL-6) Interleukin-7 (IL-7) 

Interleukin-8 (IL-8) Interleukin-10 (IL-10) 
Interleukin-12 p40/p70 

(IL-12 p40/p70) 
Interleukin-13 (IL-13) 

Interleukin-15 (IL-15) Interleukin-17 (IL-17) 
Tumor necrosis factor 

(TNF-α) 
 

Eotaxin (CCL11) 
C-C motif chemokine 

2 (HC11) 

C-C motif chemokine 

3 (MIP-1α) 

C-C motif chemokine 

4 (HC21) 

C-C motif chemokine 

5 (EoCP) 

C-X-C motif 

chemokine 9 (MIG) 

C-X-C motif 

chemokine 10 

(Gamma-IP10) 

 

Žlutá barva – růstové faktory, modrá barva – cytokiny a zelená barva – chemokiny. 
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Analýza dat byla provedena pomocí balíčku drLumi265 v programu R verze 3.6260, jako 

vstupní data byly použity naměřené hodnoty mediánu fluorescence (MFI, z angl. median 

fluorescent intensity). Hodnoty MFI byly normalizovány na koncentrace proteinů v buněčných 

lyzátech. Proteiny EGF a FGF-2 byly z analýz vyřazeny, protože byly součástí kultivačního 

média pro proliferaci NSC, a tedy i nekondiciovaného média. Statistická analýza dat byla 

provedena jako v kapitole 2.1.2.5. 

 

2.1.5.3 Hmotnostní spektrometrie 

2.1.5.3.1 Příprava buněčných vzorků 

Buněčné pelety (kapitola 2.1.2.9) byly rozmraženy na ledu, rozpuštěny v lyzačním pufru 

(8 M močoviny a 5 mM EDTA v 50mM roztoku hydrogenuhličitanu amonného) 

a homogenizovány pomocí kombinované mikrocentrifugy a vortexu (MultiSpin, Grant 

Instruments Ltd., 10 cyklů: 1 minuta centrifugace při 6 000 RPM následovaná 20 s silného 

třepání). Poté byly vzorky sonikovány na ledu v ultrazvukové lázni (Bandelin; 15 minut při 

frekvenci 35 kHz), centrifugovány (15 minut, 20 000 g při 4 °C) a supernatanty byly uschovány. 

Koncentrace proteinů v lyzátech byla určena pomocí Pierce 660nm Protein Assay Kit. 

Ke každému vzorku byl přidán lyzační pufr (8 M močoviny a 5 mM EDTA v 50mM 

roztoku hydrogenuhličitanu amonného) se surfaktantem (1% ProteaseMAX v 50mM roztoku 

hydrogenuhličitanu amonného) tak, aby finální koncentrace surfaktantu byla 0,1 % (w/v). 

Disulfidické můstky byly redukovány přidáním tris(2-karboxyethyl)-fosfin hydrochloridu 

(TCEP; 100 mM TCEP ve vodě) na finální koncentraci 10 mM (inkubace 30 minut při 32 °C). 

Redukované cysteiny byly alkylovány přidáním iodoacetamidu (IAA; 400 mM IAA ve vodě) 

na finální koncentraci 40 mM (inkubace 45 minut ve tmě při 22 °C). Vzorky byly poté naředěny 

50mM roztokem hydrogenuhličitanu amonného se surfaktantem na finální koncentraci 1 M 

močoviny a 0,02 % (w/v) surfaktantu a proteiny byly štěpeny na peptidy přidáním enzymu 

LysC (inkubace 2 h při 37 °C) s následným přidáním trypsinu (inkubace přes noc při 37 °C). 

Oba enzymy byly přidávány ke vzorku v poměru substrát:enzym 100:1. Štěpení bylo zastaveno 

přidáním kyseliny mravenčí na finální koncentraci 2 % (v/v). Vzorky byly poté centrifugovány 

(15 minut, 20 000 g při 4 °C) a supernatanty byly následně přečištěny. 

Peptidy byly přečištěny pomocí extrakce na pevné fázi s využitím centrifugačních 

kolonek s kuličkami pokrytými C18 – podle počátečního množství proteinů ve vzorku byly 

zvoleny MacroSpin, nebo MicroSpin columns (Nest Group). Pomocí centrifugačních kroků 

(1 minuta, 100 g při 22 °C) a reagencií v čistotě pro LC-MS byly kolonky nejprve kondiciovány 

acetonitrilem a poté dvakrát propláchnuty (ekvilibrovány) vodou. Následně byly naneseny 
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vzorky a po centrifugaci byly eluáty naneseny znovu. Soli a vysoce polární látky byly odmyty 

vodou a peptidy byly uvolněny dvakrát 80% acetonitrilem s 0,1 % kyseliny mravenčí. Eluáty 

byly vysušeny na vakuové odparce (Labconco; 30-60 minut při 45 °C) a poté rozpuštěny 

v zaváděcím pufru (2% acetonitril s 0,5 % kyseliny mravenčí). Koncentrace peptidů byla 

určena pomocí spektrofotometru Synergy HTX (BioTek) na základě absorbance při vlnové 

délce 280 nm. Vzorky byly naředěny na koncentraci peptidů 0,5 nebo 1,0 µg/µl a pro 

normalizaci retenčních časů byly do každého vzorku přidány standardní peptidy (iRT, z angl. 

indexed Retention Time, Biognosys) v poměru 30:1 (v/v). 

 

2.1.5.3.3 Hmotnostně-spektrometrické měření založené na technice DDA a DIA 

Vzorky peptidů (1 µg od každého vzorku) byly separovány pomocí gradientové eluce 

na kapalinovém chromatografu Eksigent nano-LC 425 (Sciex) přímo napojeném na 

LC-MS/MS 5600+ TripleTOF (Sciex). Jako předkolona byla použita Acclaim PepMap 100 C18 

(5 μm, 0,1×20 mm), vlastní separace proběhla na analytické koloně (vnitřní průměr 75 μm, 

délka fáze v koloně 25 cm) naplněné stacionární fází ProntoSIL 120 Å 3 μm C18 AQ. 

Po zakoncentrování vzorku na předkoloně po dobu 10 minut při průtoku 2 µl/min (2% 

acetonitril s 0,5 % kyseliny mravenčí) byla směs peptidů separována na analytické koloně 

pomocí lineárního gradientu 5-35 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravenčí při průtoku 200 

nl/min po dobu 120 minut, s následným navýšením acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravenčí 

z 35 % na 50 % během 10 minut. 

V rámci měření DDA bylo v každém cyklu sledováno 30 prekurzorů s nejvyšší 

intenzitou signálu (doba akumulace prekurzorových iontů byla 300 ms v rozsahu 400-1250 m/z, 

se zapnutým režimem vysoké citlivosti), které byly následně fragmentovány (doba akumulace 

fragmentových iontů byla 150 ms v rozsahu 170-1500 m/z). Již fragmentované prekurzorové 

ionty byly z dalšího měření vyloučeny po dobu 13 s. 

V rámci analýz DIA byly vzorky měřeny metodou SWATH-MS. Vhodné nastavení 

variabilních oken bylo určeno pomocí nástroje SWATH Variable window calculator (Sciex) na 

základě analýzy buněčných vzorků pomocí DDA (viz výše). Celkem bylo monitorováno 35 

variabilních oken s časem cyklu 3,5 s. Prekurzorové ionty byly akumulovány po dobu 150 ms 

v rozsahu 400-1250 m/z, fragmentové ionty po dobu 100 ms v rozsahu 170-2000 m/z. 

Pro sledování stavu LC-MS/MS systému v průběhu měření a k optimalizaci parametrů 

měření byl použit směsný vzorek peptidů (angl. pooled sample) z náhodných vzorků z S a BG 

diferenciací (7. až 28. den diferenciace). 
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2.1.5.3.5 Hmotnostně-spektrometrické měření založené na technice SRM 

2.1.5.3.5.1 Výběr proteinů pro cílené analýzy 

 Pro měření vybraných proteinů jsme zvolili analýzu SRM. Na základě literární rešerše 

jsme zvolili markery pro ESC (NANOG, OCT4 a SOX2), NSC (SOX2, NES, PAX6, S100B 

a MKI67 – Proliferation marker protein Ki-67), neurony (DCX, TUBB3, MAP2, VEGF-A 

a CXCL1 – Growth-regulated alpha protein), astrocyty (S100B a GFAP) a oligodendrocyty 

(GALC a OLIG1). Pro uvedené proteiny byly pomocí databáze SRM Atlas266 vybrány unikátní 

(proteotypické) peptidy, pro které byly následně objednány jejich syntetické varianty značené 

těžkými izotopy uhlíku a dusíku (Thermo Scientific Biopolymers). 

 

2.1.5.3.5.2 Vývoj SRM metod pro cílené měření proteinů 

Selektivitu metody SRM zajišťuje monitorování předem určených m/z prekurzorového 

iontu (peptidu) a jeho fragmentu. Sledují se iontové přechody, které jsou definovány jako páry 

hodnot m/z prekurzorových iontů a hodnot m/z jejich produktových iontů. Měření SRM bylo 

provedeno na přístroji QTRAP 5500 (Sciex) s nanoelektrosprejovou ionizací a předřazenou 

chromatografickou separací vzorku přístrojem Eksigent nano-LC 425 (Sciex). Peptidy byly 

separovány pomocí gradientové eluce na analytické koloně (vnitřní průměr 75 μm, délka fáze 

v koloně 20 cm) naplněné stacionární fází ProntoSIL 120 Å 3 μm C18 AQ. Separace probíhala 

v lineárním gradientu 5-35 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravenčí, při průtoku 350 nl/min 

po dobu 30 minut. 

MS měření na Q1 a Q3 probíhalo při rozlišení 0,7 m/z v polovině maximální šířky píku. 

Nejprve byly měřeny samotné syntetické peptidy rozpuštěné ve vodě s iRT peptidy v poměru 

30:1 (v/v). Vzorky peptidů získané přípravou buněčných vzorků (kapitola 2.1.5.3.1) byly poté 

smíchány se syntetickými značenými peptidy a v programu Skyline verze 3.1.1.7490267 byly 

sledovány koeluce značených syntetických peptidů a peptidů endogenních, tvary píků 

a intenzita signálu. Peptidy byly v průběhu celého gradientu testovány s časem prodlevy (angl. 

dwell time) 10 ms pro jednotlivé přechody a s celkovým časem cyklu 3,5 s. K výběru peptidů, 

iontových přechodů a optimalizaci parametrů měření byl použit směsný vzorek. S přihlédnutím 

ke kvalitě získaných dat byly vybrány peptidy pro časově specifické (angl. scheduled) SRM 

měření, při kterém byly zaznamenávány přechody pouze v době experimentálně zjištěné eluce 

(retenční čas). Metoda scheduled SRM měřila 10 proteinů (DCX, GALC, GFAP, MAP2, NES, 

OCT4, OLIG1, S100B, SOX2 a TUBB3). Pro každý protein byly sledovány nejméně dva 

peptidy a pro každý peptid nejméně čtyři přechody. Celkem bylo monitorováno 258 přechodů 

a okno retenčního času bylo nastaveno na 4 minuty, s dobou cyklu 1,7 s. 
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2.1.5.3.6 Analýza hmotnostně-spektrometrických dat 

2.1.5.3.6.1 Vyhodnocení SWATH-MS dat 

Data získaná měřením pomocí DDA metody (kapitola 2.1.5.3.3, směsný vzorek 

a biologické kvadruplikáty z S a BG diferenciací, s výjimkou dne 0, pro který bylo připraveno 

osm biologických replikátů) byla nejprve zpracována v programu Mascot Distiller verze 2.7.1 

(Matrix Science Ltd.), který provedl výběr píků a převod profilových dat na data centroidní. 

Takto zpracovaná data byla přímo prohledávána pomocí programu Mascot Server verze 2.6.2 

(Matrix Science Ltd.), s využitím databáze lidských proteinů Swiss-Prot (20 245 proteinů, 

UniProtKB, staženo 6. 2. 2018)268 doplněné o sekvence známých kontaminantů. Pro 

identifikaci proteinů byla nastavena povolená tolerance přesnosti určení hmoty prekurzorových 

i fragmentových iontů na ± 20 ppm. Fixní modifikace byla nastavena na karbamidometylaci 

cysteinu (po alkylaci pomocí IAA), jako variabilní modifikace byly nastaveny oxidace 

metioninu a N-koncová acetylace proteinů. Specifita štěpení proteinů byla s ohledem na štěpení 

vzorků enzymy LysC a trypsinem definována jako štěpení za každým lysinem, a za argininem 

– pokud následující aminokyselina není prolin, s povoleným jedním opomenutím místa štěpení. 

Takto prohledaná data byla následně použita ve formě souborů .dat pro přípravu spektrální 

knihovny. 

 Spektrální knihovna byla vytvořena v programu Skyline-daily verze 4.1.1.18179269 

s 1% FDR (z angl. false discovery rate). Povolená tolerance přesnosti určení hmoty byla 

nastavena na 0,05 m/z. Normalizace retenčních časů byla provedena s využitím iRT peptidů. 

Naměřená SWATH-MS data byla zpracována v režimu vysoké selektivity s nastaveným 

rozlišením 23 000. Výběr píků v rozsahu okna ± 5 minut od predikovaného retenčního času byl 

proveden nástrojem mProphet270 s využitím náhodně poskládaných sekvencí arteficiálních (tzv. 

decoy) peptidů. Peptidy byly poté filtrovány na proteotypické peptidy. Pro kvantifikaci byly 

dále uvažovány pouze proteiny s nejméně dvěma kvantifikovatelnými peptidy, každý peptid 

musel mít nejméně tři různé přechody. U těchto proteinů byla pro každý přechod exportována 

data zahrnující plochu píku, retenční čas a statistickou pravděpodobnost výběru správného píku 

(tzv. q-value), která byla dále vyhodnocena v programu R pomocí balíčku MSstats271. 

Z analýzy byly předem odstraněny iRT peptidy, peptidy s variabilní modifikací (oxidovaný 

metionin) a peptidy s q-value > 0,01. Normalizace dat byla provedena na úrovni jednotlivých 

přechodů na základě poměru mediánu intenzity celkového signálu (TIC, z angl. total ion 

current) všech měření děleného mediánem intenzity celkového signálu (TIC) daného měření. 

Množství proteinů bylo následně určeno z transformovaných (log2) ploch píků jednotlivých 

přechodů sloučených pomocí metody TMP (z angl. Tukey median polish). Jeden z osmi 
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biologických replikátů proliferujících NSC (den 0) měl nízký celkový signál (TIC) a počet 

identifikací (ve srovnání s ostatními vzorky) a byl proto vyloučen z kvantifikace. 

 Pro analýzu diferenčně exprimovaných proteinů byly vybrány pouze proteiny, které 

byly kvantifikovatelné nejméně ve 30 % vzorků. Chybějící hodnoty těchto proteinů byly 

v případě <50 % chybějících hodnot dopočteny pomocí algoritmu knn (z angl. k-nearest 

neighbor (k = 4), v případě >50 % chybějících hodnot byla použita 1/3 nejnižší naměřené 

hodnoty proteinu. Takto připravená data byla analyzována pomocí balíčku limma (z angl. linear 

models for microarray analysis)272 v programu R. 

 

2.1.5.3.6.4 Vyhodnocení SRM dat 

 Naměřená data (kapitola 2.1.5.3.5.2) byla zkontrolována v programu Skyline verze 

3.1.1.7490 a pouze peptidy, které měly intenzitu signálu nejintenzivnějšího přechodu vyšší než 

trojnásobek signálu pozadí (poměr signál:šum >3) byly použity pro kvantifikaci. Přechodům, 

které měly signál pod úrovní pozadí (šumu), byla přiřazena hodnota odpovídající jedné třetině 

signálu pozadí. Data (plochy píků jednotlivých přechodů) byla exportována ze Skyline a dále 

vyhodnocena v programu R verze 4.0.2 pomocí balíčku MSstats verze 3.20.1. Pro relativní 

kvantifikaci bylo množství proteinu určeno z transformovaných (log2) ploch píků jednotlivých 

přechodů a s využitím lineárního modelu se smíšenými efekty porovnáno s množstvím daného 

proteinu v NSC. Upravená p-hodnota byla vypočtena na základě korekce vícenásobných 

analýz, hranice pro p-hodnotu upravenou podle FDR byla nastavena na 0,05. 

 

2.1.5.4 Imunoblot 

Pelety buněk (S a BG diferenciace, kapitola 2.1.2.9) byly lyzovány pomocí RIPA pufru 

s inhibitorem proteáz a fosfatáz (Halt). Vzorky byly sonikovány na ledu v ultrazvukové lázni 

SONOPULS (Bandelin; 10 s, 50% výkon), poté centrifugovány (10 minut, 16 000 g při 4 °C) 

a supernatanty byly uschovány. Koncentrace proteinů v lyzátech byly určeny pomocí BCA 

Protein Assay Kit. 

Proteinové lyzáty byly separovány v redukčních podmínkách v komerčně 

předpřipraveném 3-8% Tris-acetátovém nebo ve 4-12% Bis–Tris gradientovém gelu 

(NuPAGE). Po separaci byly proteiny pomocí přístroje Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) přeneseny 

na nitrocelulózovou, případně polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membránu (v případě 

detekce protilátkou proti lidskému proteinu VEGF121). Membrány byly poté inkubovány 

s blokačním činidlem (Příloha 3) a následně s primární protilátkou přes noc při 4 °C. Druhý den 

byly membrány omývány třikrát pomocí TTBS (Tween-Tris-buffered saline: 0,14 M NaCl, 
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0,05 % (v/v) Tween 20, 20 mM Tris pH 7,6; 10 minut při 22 °C) a dále inkubovány se 

sekundární protilátkou rozpuštěnou v 5% sušeném odtučněném mléku v TTBS (1 h při 22 °C). 

Poté byly membrány omývány v TTBS a inkubovány s chemiluminiscenčním substrátem (ECL 

Prime reagent). Pro detekci chemiluminiscence byl použit přístroj Chemidoc XRS+ 

s programem Image Lab verze 5.2.1 (Bio-Rad). Imunoblot analýza byla provedena na třech 

biologických replikátech s nanáškou tři μg buněčného lyzátu (respektive šest μg pro detekci 

proteinů VEGF-A a HIF1A). Jako pozitivní kontrola detekce protilátkami proti VEGF121 

a VEGF165 byly použity rekombinantní lidské proteiny VEGF121 a VEGF165 (nanáška 1 ng). 

Pro normalizaci nanášky byly použity proteiny GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) a ATP5F1A (ATP synthase subunit alfa, mitochondrial). Seznam použitých 

primárních a sekundárních protilátek je uveden v Příloze 3. 

 

2.1.6 Bioinformatické analýzy 

Funkční analýza dat z měření celkového proteomu buněčných vzorků (kapitola 

2.1.5.3.6.1) byla provedena pomocí balíčku EGSEA273 v programu R, s využitím databází 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) a Gene Ontology (GO). 

Identifikace skupin proteinů (tzv. clusters), které sdílí obdobné změny svého množství 

v buňce v čase (v průběhu S a BG diferenciací), byla pro data z měření celkového proteomu 

buněčných vzorků (kapitola 2.1.5.3.6.1) provedena pomocí balíčku Mfuzz274 v programu R. 
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2.2 Výsledky 

 

2.2.1 Charakterizace experimentálního modelu 

 Pro analýzu diferenciace NSC v in vitro podmínkách jsme zvolili jako model komerčně 

dostupné lidské NSC odvozené z linie ESC H9. Tyto NSC jsme nechali spontánně diferencovat 

buď pouhým odebráním růstových faktorů EGF a FGF-2 z kultivačního média (S diferenciace), 

nebo odebráním EGF a FGF-2 a přidáním neurotrofických faktorů BDNF a GDNF (BG 

diferenciace). Proliferační a diferenciační potenciál NSC v průběhu S diferenciace a BG 

diferenciace jsme hodnotili na základě exprese genů na úrovni mRNA (pomocí RT-qPCR) 

a také podle přítomnosti (imunocytochemie) a hladiny proteinů (imunoblot). 

 

2.2.1.1 Genová exprese známých markerů diferenciace 

 Analýza genové exprese na úrovni mRNA potvrdila, že S diferenciace a BG 

diferenciace vykazují podobnou expresi markerů NSC (NES a SOX2), neuronálních 

prekurzorových buněk a neuronů (DCX, MAP2 a TUBB3), astrocytů (GFAP a S100B) 

a oligodendrocytů (GALC a OLIG1). Ani u jednoho z markerů NSC genová exprese neklesla 

pod úroveň NSC v den 0 (Obr. 9). NES byl více exprimován při BG diferenciaci ve dnech 

7 a 14, s klesajícím trendem ve dnech 21 a 28, který však nebyl statisticky významný. 

U markerů neuronálních prekurzorových buněk a neuronů byl patrný významný nárůst exprese 

od 7. dne diferenciace a exprese všech tří markerů se zvyšovala s pokračující diferenciací. 

Exprese markeru astrocytů S100B výrazně klesla po zahájení diferenciace (7. den) a poté rostla 

až do 28. dne, kdy byla vyšší než u NSC v den 0. Exprese GFAP byla velmi nízká a zůstala 

prakticky nezměněná až po 21. den diferenciace a poté mírně vzrostla 28. den diferenciace. 

Exprese markeru oligodendrocytů OLIG1 byla nejvyšší v NSC a významně klesala s časem 

diferenciace, zejména v den 28. Významný pokles exprese GALC ve dnech 7 a 14 je zobrazen 

v publikaci v příloze, viz strana 164. 

 

2.2.1.2 Přítomnost a lokalizace známých markerů diferenciace 

Pomocí imunocytochemie (imunofluorescenční mikroskopie) jsme analyzovali 

přítomnost a lokalizaci vybraných buněčných markerů v NSC během diferenciace (Obr. 10). 

Mezi S diferenciací a BG diferenciací jsme nepozorovali rozdíly v morfologii buněk ani 

v přítomnosti nebo lokalizaci signálu sledovaných proteinů. Charakteristická morfologie NSC 

v den 0 se měnila na morfologii připomínající neurony (malé buněčné tělo a dlouhý výběžek) 

mezi dnem 7 a 14. Většina buněk byla pozitivních na NES, a některé buňky rovněž na SOX2, 
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po celou dobu diferenciace. Pozitivita buněk na markery neuronálních prekurzorových buněk 

a neuronů s časem diferenciace významně rostla. V případě markerů astrocytů byla většina 

NSC pozitivní na protein S100B a pozitivita části buněk přetrvávala po celou dobu diferenciace, 

zatímco protein GFAP nebyl detekován v NSC ani v průběhu jejich diferenciace 

(nevyobrazeno). Pro markery oligodendrocytů jsme u proteinu GALC zaznamenali jen 

sporadickou pozitivitu buněk, na protein OLIG1 byla pozitivní většina NSC, ale počet 

pozitivních buněk klesal s diferenciací. Marker pluripotentních buněk OCT4 nebyl detekován 

v NSC ani v diferencujících buňkách (nevyobrazeno). Pozorovaný signál odpovídal u všech 

proteinů jejich předpokládané lokalizaci v buňce podle databáze UniProtKB156 (DCX – cytosol; 

GALC – lysosomy; MAP2 – cytosol; NES – cytosol; OLIG1 – jádro; S100B – cytosol a jádro; 

SOX2 – jádro a cytosol; TUBB3 – cytosol). 

 

 

 

Obr. 9: Charakterizace in vitro diferenciace NSC pomocí vybraných buněčných markerů 

na úrovni mRNA. Hodnoty dCt naměřené pomocí RT-qPCR pro jednotlivé markery byly 

normalizovány průměrnou hodnotou endogenních kontrol GAPDH a ATP5F1B. Pro každý 

časový interval byly analyzovány tři biologické replikáty, černá tečka a černá čára značí průměr 

a interval 95% spolehlivosti. Statisticky významné rozdíly (p < 0,05) mezi jednotlivými dny 

diferenciace jsou značeny: # (srovnání se dnem 0), † (srovnání se dnem 7), ‡ (srovnání se dnem 

14) a $ (srovnání se dnem 21). Statisticky významné rozdíly mezi S diferenciací a BG 

diferenciací jsou značeny * (p < 0,05) a ** (p < 0,01). 
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Obr. 10: Analýza přítomnosti a lokalizace vybraných buněčných markerů v průběhu in 

vitro diferenciace NSC. Fluorescenční mikroskopie potvrdila očekávanou lokalizaci 

pozitivního signálu vybraných markerů v průběhu diferenciace. Vyobrazeny jsou snímky 

z analýzy BG diferenciace, které odpovídají S diferenciaci. Zelená barva – sledovaný buněčný 

marker, modrá barva – jádro barvené DAPI. Měřítko bylo 50 µm. 
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2.2.1.3 Hladina známých markerů proliferace a diferenciace na úrovni proteinů 

Proliferační a diferenciační potenciál jsme rovněž analyzovali na úrovni proteinů 

pomocí imunoblotu (Obr. 11). Pozorované trendy nárůstu či poklesu hladiny sledovaných 

proteinů byly srovnatelné mezi S diferenciací a BG diferenciací. Proteiny MKI67 a PCNA 

(Proliferating cell nuclear antigen), které jsou považovány za markery proliferace, byly 

přítomné zejména v NSC v den 0 a v počátečních fázích diferenciace do dne 14. Podobné trendy 

byly patrné u proteinů NES a SOX2, které jsou markery NSC (hladina proteinu NES byla vyšší 

v den 7 než v den 0, stejně jako hladina jeho mRNA). Hladiny neuronálních markerů TUBB3 

(marker neuronů) a SNAP25 (Synaptosomal-associated protein 25) rostly s diferenciací 

(SNAP25 nebyl u NSC detekovatelný), stejně jako hladina markeru astrocytů S100B. Protein 

GFAP byl detekovatelný až v pozdější fázi BG diferenciace. 

 

 

 

Obr. 11: Charakterizace in vitro diferenciace NSC pomocí vybraných buněčných markerů 

na úrovni proteinů. Výsledky imunoblotu ukázaly, že v průběhu S diferenciace i BG 

diferenciace dochází k poklesu hladin markerů proliferace a NSC, a naopak k nárůstu hladin 

markerů neuronů a astrocytů. GAPDH a ATP5F1A byly použity jako endogenní normalizátory 

nanášky. 

 

Charakterizace NSC diferenciace na úrovni mRNA a proteinů potvrdila, že buňky se 

v průběhu diferenciace přestávají dělit (pokles markerů proliferace MKI67 a PCNA) a začínají 

měnit svoji morfologii a proteinové složení. Hladiny markerů NSC (NES a SOX2) byly 

v prvních fázích diferenciace vyšší než v NSC a poté mírně klesaly (více na proteinové než 

mRNA úrovni). S diferenciace i BG diferenciace vedly k preferenční diferenciaci do neuronů 
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(nárůst markerů neuronálních progenitorových buněk a neuronů – DCX, MAP2, TUBB3 

a SNAP25) a v pozdějších fázích diferenciace v malé míře i do astrocytů (nárůst markerů 

S100B a GFAP), ne však do oligodendrocytů (pokles markerů GALC a OLIG1). 

Imunofluorescenční mikroskopie prokázala, že zatímco většina buněk diferencuje neuronálně, 

v kultuře se ojediněle nachází buňky pozitivní na markery astrocytů či oligodendrocytů.  

 

2.2.2. Vývoj SRM metody pro cílenou analýzu NSC diferenciace 

 Pro charakterizaci NSC a z nich diferencujících buněk se často používají protilátkové 

metody, případně RT-qPCR. Přestože mají své neopomenutelné výhody, jejich použití zahrnuje 

také řadu nevýhod, jako jsou omezené množství současně sledovaných proteinů nebo omezená 

korelace mezi hladinou mRNA a proteinu. Proto jsme se zaměřili na vývoj cílené analýzy MS 

využívající metodu SRM pro kvantifikaci buněčných markerů (proteinů) rutinně používaných 

pro charakterizaci neurální diferenciace. 

 Na základě výsledků literární rešerše publikované naší laboratoří26 jsme zvolili markery 

pro ESC (OCT4, NANOG a SOX2, které jsou obvykle používané jako markery pluripotence), 

NSC (NES, PAX6 a SOX2), neuronální prekurzorové buňky a neurony (DCX, MAP2, S100B 

a TUBB3), astrocyty (GFAP a S100B) a oligodendrocyty (GALC a OLIG1). Tyto markery 

buněčných typů jsme doplnili o marker dělících se buněk (MKI67) a sekretované proteiny 

CXCL1 a VEGF-A, u kterých jsme pozorovali v předchozích experimentech změny jejich 

hladiny v průběhu neurální diferenciace v in vitro podmínkách (nepublikovaná data naší 

laboratoře a 26). 

 Pro vývoj metody SRM jsme každý z uvedených proteinů vyhledali v databázi SRM 

Atlas a pro jeho unikátní (proteotypické) peptidy jsme nechali nasyntetizovat interní standardy 

značené těžkými izotopy uhlíku a dusíku. Protein NANOG neposkytoval žádný unikátní 

tryptický peptid (peptid vzniklý po štěpení proteinu trypsinem), a byl proto z dalších analýz 

vyloučen. Vývoj metody SRM jsme provedli na vzorcích z BG diferenciace, ve kterých jsme 

sledovali detekovatelnost jednotlivých proteinů a vhodnost jejich unikátních peptidů pro 

kvantifikaci. Endogenní peptidy proteinů CXCL1, MKI67, PAX6 a VEGF-A zůstaly pod 

limitem detekce, a byly proto z metody vyloučeny. Protože některé sledované markery nebyly 

v NSC ani v diferencovaných buňkách očekávatelné, analyzovali jsme rovněž buněčné linie 

ESC (ESC1 a ESC2), NSC diferencované do astrocytů v přítomnosti FBS (Astro1) a komerční 

linii astrocytů (Astro2) (Obr. 12). Podařilo se nám vyvinout metodu SRM pro monitorování 10 

vybraných markerů ESC, NSC, astrocytů, neuronů a oligodendrocytů (DCX, GALC, GFAP, 

MAP2, NES, OLIG1, OCT4, S100B, SOX2 a TUBB3). 
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Obr. 12: Vývoj metody SRM pro analýzu neurální diferenciace. Každá podmínka (buněčný 

typ či diferenciace) byla analyzována ve čtyřech biologických replikátech a naměřená data byla 

manuálně kontrolována ve Skyline. Bílá barva – žádný peptid sledovaného markeru nebyl 

detekovatelný. Žlutá barva – jeden peptid sledovaného markeru byl detekovatelný nejméně ve 

třech biologických replikátech určité podmínky (protein byl detekovatelný). Zelená barva – 

nejméně dva peptidy sledovaného markeru byly detekovatelné v dané podmínce (protein byl 

kvantifikovatelný). 

 

Naše výsledky ukázaly, že markery NSC jsou detekovatelné ve všech analyzovaných 

buňkách, včetně linií ESC a komerčních astrocytů (Astro2). Marker neuronálních 

prekurzorových buněk DCX byl hojně zastoupen ve všech buňkách diferencovaných z NSC 

(S, BG, B, G a Astro1 diferenciace), nebyl však detekovatelný v NSC. Markery neuronů 

TUBB3 a MAP2 byly ve všech diferencovaných buňkách i v původních NSC. TUBB3 byl 

rovněž v obou liniích ESC a v Astro2, což ukazuje, že jeho přítomnost není specifická pro 

neurony. 

S100B, marker astrocytů, byl kvantifikovatelný ve všech buňkách diferencovaných 

z NSC a také v Astro2, ne však v NSC. Oproti tomu GFAP měl výrazný signál pouze 

v buňkách Astro2 a detekovatelný byl také v buňkách po BG diferenciaci. Markery 

oligodendrocytů GALC a OLIG1 byly detekovatelné v NSC a ve všech z nich diferencovaných 

buňkách. Výraznější signál měl GALC u obou linií ESC a u buněk Astro1, což pozitivně 

korelovalo s výsledky pro marker pluripotence OCT4. Protein OLIG1 neměl výraznější signál 

v žádné z testovaných podmínek. 
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Jak je patrné z našich výsledků (Obr. 12), všechny spontánní diferenciace NSC in vitro 

(S, BG, B a G diferenciace) vedly k neuronální diferenciaci, což je v souladu s výsledky 

charakterizace S diferenciace a BG diferenciace pomocí RT-qPCR, fluorescenční mikroskopie 

a imunoblotu. Diferenciace s FBS (Astro1) v případě NSC odvozených z linie ESC H9 také 

směrovala buňky k neuronální populaci místo do populace astrocytů a vzhledem k méně 

definovanému složení FBS oproti sérovým suplementům vedl tento druh modulace NSC 

pravděpodobně také k jejich dediferenciaci. 

 

2.2.3 Analýza BG diferenciace pomocí metody SRM  

 Zajímalo nás, jak se mění hladiny sledovaných markerů v průběhu BG diferenciace. 

Nejprve jsme se zaměřili na časnou fázi diferenciace, a to den 0 až den 8. Naše výsledky 

ukázaly, že změna média (odebrání EGF a FGF-2) spojená s přechodem od proliferace ke 

spontánní diferenciaci měla významný, byť krátkodobý, vliv na buněčnou proteostázi. Hladina 

všech kvantifikovatelných markerů, s výjimkou DCX, totiž klesla první den diferenciace, ale 

již druhý den se vrátila na původní hladiny (Obr. 13). DCX se stal detekovatelným až druhý 

den diferenciace a od třetího dne také kvantifikovatelným, s výrazným nárůstem hladiny 

v diferencujících buňkách. Hladiny MAP2 a TUBB3 vzrostly 3. den diferenciace a zůstaly bez 

výraznější změny až do dne 8. Hladiny markerů NSC (NES a SOX2) nejprve stouply a od 4. dne 

začaly mírně klesat. Hladina markeru astrocytů S100B se v průběhu této fáze diferenciace 

výrazně neměnila. Markery oligodendrocytů (GALC, OLIG1) vykazovaly pouze slabý signál 

bez možnosti kvantifikace, proteiny GFAP (marker astrocytů) a OCT4 (marker ESC) nebyly 

v této fázi diferenciace detekovány vůbec (nevyobrazeno). 

 Dále jsme se zaměřili na monitorování BG diferenciace v den 0 (NSC), 7, 14, 21 a 28 

(Obr. 14). Pokles hladin markerů NSC byl patrný ode dne 7 (NES), respektive ode dne 14 

(SOX2). Zatímco hladina NES se s další diferenciací příliš neměnila, hladina proteinu SOX2 

klesala v průběhu celé diferenciace a 28. den byl detekovatelný již pouze jeden peptid tohoto 

proteinu. Od 7. do 21. dne BG diferenciace prudce rostla hladina markeru neuronálních 

prekurzorových buněk DCX a mírně rostla také hladina neuronálního markeru MAP2. 

Neuronální marker TUBB3 narůstal od 14. dne. Hladina markeru astrocytů S100B byla 7. den 

BG diferenciace nižší než v NSC a v průběhu 28 dnů se vrátila na původní úroveň. Marker 

astrocytů GFAP byl při BG diferenciaci detekovatelný pouze ve dni 28 (nevyobrazeno). 

Markery oligodendrocytů nebyly pro nízkou hladinu kvantifikovatelné a marker 

pluripotentních buněk (ESC) OCT4 nebyl detekován v žádném z měřených vzorků 

(nevyobrazeno). 
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Obr. 13: Hladiny kvantifikovatelných buněčných markerů v rané fázi BG diferenciace. 

Analýza SRM ukázala nárůst hladin neuronálních markerů a tedy zahájení diferenciace NSC 

3.–4. den. Pro každý časový interval byly analyzovány čtyři biologické replikáty (jednotlivé 

tečky stejné barvy), barvy odpovídají konkrétním peptidům sledovaného markeru. Medián 

abundance (černá čára) odpovídá mediánu abundance všech transic zobrazených peptidů. 

 

 

 Výsledky měření časné fáze diferenciace (den 0-8) odpovídají naměřeným výsledkům 

dne 0 a 7 z 28denní diferenciace. Analýza průběhu BG diferenciace (den 0 až 28) ukázala 

statisticky významnou pozitivní korelaci mezi hladinou proteinu MAP2 s TUBB3 a DCX 

a rovněž mezi TUBB3 a S100B. Statisticky významná negativní korelace byla mezi hladinou 

proteinu SOX2 a DCX, což může ukazovat na vliv SOX2 na přechod z NSC do neuronálních 

prekurzorových buněk. 
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Obr. 14: Hladiny kvantifikovatelných buněčných markerů v průběhu 28denní BG 

diferenciace. Analýza SRM ukázala v průběhu diferenciace pokračující nárůst hladin 

neuronálních markerů a mírný pokles markerů NSC od 7.-14. dne. Pro každý časový interval 

byly analyzovány čtyři biologické replikáty (jednotlivé tečky stejné barvy), barvy odpovídají 

konkrétním peptidům sledovaného markeru. Medián abundance (černá čára) odpovídá mediánu 

abundance všech transic zobrazených peptidů. 

   

2.2.4 Korelace výsledků metody SRM 

Výsledky získané metodou SRM (Obr. 14) odpovídají výsledkům fluorescenční 

mikroskopie (Obr. 10) a imunoblotu (Obr. 11). Rozptyl hladin některých proteinů mezi 

jednotlivými biologickými replikáty potvrzuje výsledky fluorescenční mikroskopie ukazující 

rozdíly mezi jednotlivými buňkami – buňky nediferencují homogenně. Zajímalo nás také, jak 

spolu korelují výsledky genové exprese sledovaných markerů na úrovni mRNA (analyzované 

pomocí RT-qPCR) s daty na úrovni proteinů (měřené metodou SRM). U neuronálních markerů 

DCX a MAP2 a markeru astrocytů S100B byla statisticky významná pozitivní korelace 

(r > 0,94) mezi výsledky RT-qPCR a SRM měřením (Obr. 15). Pozitivní korelace byla také 

u markeru TUBB3 (r > 0,8), nebyla však statisticky významná. Negativní korelace byla 

pozorována u markerů NSC, NES (r < -0,67) a SOX2 (r < -0,23), ani tyto korelace však nebyly 

statisticky významné. Čtyři sledované markery (GALC, GFAP, OCT4 a OLIG1) nebylo možné 
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kvantifikovat ve všech časových intervalech na úrovni mRNA a proteinů, a nebyly proto 

zahrnuty do analýz korelace. 

 

 

 

Obr. 15: Korelace hladin vybraných buněčných markerů v průběhu BG diferenciace na 

úrovni mRNA a proteinu. Výsledky analýz RT-qPCR (hodnoty dCt) a SRM (hodnoty log2 

transformované abundance) ukázaly u sledovaných markerů omezenou korelaci mezi mRNA 

a kódovaným proteinem. 

 

 

2.2.5 Monitorování neurálních markerů u NSC diferencujících za různých podmínek 

  Pro validaci metody SRM jsme použili referenční linie ESC (ESC1 a ESC2) i referenční 

astrocyty (Astro2) a sledovali jsme hladiny markerů během 28denní diferenciace NSC. 

Porovnávali jsme spontánní S diferenciaci, spontánní diferenciaci s trofickou podporou (BG, 

B a G diferenciace) a diferenciaci do astrocytů s přidaným FBS (Astro1). 

 Marker pluripotence (ESC) OCT4 byl kvantifikovatelný pouze v referenčních ESC1 

a ESC2 (srovnatelné hladiny v obou liniích, viz přílohy strana 168), jeden jeho peptid byl 

detekovatelný také při NSC diferenciaci s FBS (Astro1). Marker astrocytů GFAP byl 
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kvantifikovatelný pouze v referenčních astrocytech Astro2 (viz přílohy strana 168), hladina 

markeru astrocytů S100B rostla s diferenciací NSC (Obr. 16), kde byla 28. den vyšší než 

v referenčních Astro2 (viz přílohy strana 168). NES, marker NSC, měl nejvyšší hladinu v NSC 

a nejnižší v referenčních liniích ESC1, ESC2 a Astro2. U buněk diferencovaných z NSC jeho 

hladina klesla a tento pokles vykazoval větší rozptyl mezi biologickými replikáty u BG 

diferenciace. Hladina druhého markeru NSC, SOX2, mírně klesla ve všech diferenciačních 

protokolech a hladiny markerů neuronálních prekurzorových buněk a neuronů výrazně rostly 

s každým diferenciačním protokolem (Obr. 16). Protein TUBB3 byl v nízké hladině přítomný 

v NSC, Astro2 a v obou liniích ESC, není tedy dostatečně specifickým markerem pro neurony. 

GALC, marker oligodendrocytů, byl kvantifikovatelný pouze v obou liniích ESC a v Astro1, 

s vyšší hladinou v ESC. Druhý marker oligodendrocytů, OLIG1, nebyl kvantifikovatelný 

v žádných buňkách, pouze detekovatelný v NSC a v jejich diferenciacích (nevyobrazeno). 

 Neurotrofická podpora v případě BG diferenciace vedla u řady sledovaných markerů 

(NES, MAP2, TUBB3 či S100B) k vyšší variabilitě mezi biologickými replikáty, s mírně nižší 

hladinou neuronálních markerů (např. DCX, TUBB3 a S100B) než v případě 

S, B a G diferenciace (Obr. 16). BG diferenciace tak byla více podobná diferenciaci Astro1 než 

ostatním NSC diferenciacím. Oproti tomu S diferenciace měla nejnižší hladiny markerů NSC 

a naopak nejvyšší hladiny neuronálních markerů a S100B. 

Významné rozdíly byly patrné mezi diferenciací NSC do astrocytů (Astro1) a komerční 

linií astrocytů (Astro2). V obou liniích byl kvantifikovatelný marker astrocytů S100B, zatímco 

GFAP byl pouze v Astro2. Rozdílům mezi Astro1 a Astro2 na úrovni proteinů odpovídaly také 

rozdíly markerů astrocytů na úrovni mRNA (Obr. 17A). Přítomnost těchto proteinů a jejich 

lokalizace u Astro2 byla ještě ověřena pomocí imunofluorescenční mikroskopie (Obr. 17B). 

Buňky Astro1 měly podobné hladiny sledovaných markerů NSC a neuronů jako ostatní NSC 

diferenciace. U Astro1 byl navíc detekovatelný marker ESC OCT4 a marker oligodendrocytů 

GALC. Tyto výsledky potvrdily, že diferenciace NSC pomocí FBS nevedla k očekávanému 

vzniku populace astrocytů. Buňky modulované pomocí FBS vykazovaly znaky neuronální 

diferenciace a zároveň možné dediferenciace (přítomnost OCT4). 

Prokázali jsme, že naše metoda SRM je vhodná pro charakterizaci NSC a umožňuje 

přesnou analýzu jejich diferenciace. 
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Obr. 16: Analýza hladiny vybraných buněčných markerů v průběhu diferenciace NSC 

a u referenčních buněk. Analýza SRM potvrdila preferenční neuronální diferenciaci bez 

ohledu na použitý diferenciační protokol. Pro každý buněčný typ či diferenciaci byly 

analyzovány čtyři biologické replikáty, tečka a čára značí průměr a interval 95% spolehlivosti. 

Šedá barva – protein nebyl kvantifikovatelný ve sledované podmínce. Červená barva – protein 

byl kvantifikovatelný (nejméně dva peptidy sledovaného markeru byly detekovatelné v dané 

podmínce). 

 

 

 

Obr. 17: Analýza hladiny markerů astrocytů u diferenciace NSC a u komerční linie 

astrocytů. A) Výsledky RT-qPCR potvrdily významné rozdíly mezi diferenciací NSC Astro1 

a referenčními astrocyty (Astro2) v expresi S100B a GFAP, které byly pozorovány na úrovni 

proteinů (nevyobrazeno). Hodnoty dCt naměřené pomocí RT-qPCR pro jednotlivé markery 

byly normalizovány průměrnou hodnotou endogenních kontrol GAPDH a ATP5F1B. Pro každý 

časový interval byly analyzovány tři biologické replikáty, černá tečka a černá čára značí průměr 

a interval 95% spolehlivosti. B) Imunofluorescenční mikroskopie potvrdila očekávanou 

lokalizaci signálu S100B a GFAP v Astro2. Zelená barva – sledovaný buněčný marker, modrá 

barva – jádro barvené DAPI. Měřítko bylo 50 µm. 
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2.2.6 Analýza buněčného proteomu v průběhu NSC diferenciace 

 Charakterizace neurálních markerů pomocí metody SRM ukázala u diferencujících NSC 

významné rozdíly mezi S diferenciací a BG diferenciací. Zaměřili jsme se proto na 28denní 

S diferenciaci a BG diferenciaci a analýzu jejich buněčného proteomu metodou DIA 

(SWATH-MS). Pomocí měření DDA jsme nejprve připravili specifickou spektrální knihovnu, 

která nám v datech z DIA měření umožnila kvantifikaci 2 804 proteinů na základě jejich 

unikátních peptidů. 

 Hladiny jednotlivých proteinů jsme podrobili shlukové analýze (angl. cluster analysis) 

(Obr. 18). Výsledky prokázaly výrazné rozdíly mezi NSC (den 0), časnou fází diferenciace (dny 

7 a 14) a pozdní fází diferenciace (dny 21 a 28). Zatímco v časné fázi nebyl významný rozdíl 

mezi S diferenciací a BG diferenciací, v pozdní fázi diferenciace byla hlavní příčinou rozdílů 

modulace diferenciace pomocí neurotrofických faktorů BDNF a GDNF. 

 

 

 

 

Obr. 18: Shluková analýza na základě změn hladin proteinů v průběhu diferenciace NSC. 

Výsledky shlukové analýzy ukázaly, že zatímco v první polovině 28denní diferenciace NSC 

není významný rozdíl mezi S diferenciací a BG diferenciací, ve druhé polovině diferenciace má 

přítomnost BDNF a GDNF významnější vliv než celková doba diferenciace. 
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Změna hladiny v průběhu diferenciace se týkala více než 60 % kvantifikovaných 

proteinů (nejméně dvojnásobná změna hladiny 1698 proteinů při S diferenciaci a 1803 proteinů 

při BG diferenciaci). Největší změny proběhly již v rané fázi diferenciace (den 7), kdy se ve 

srovnání s NSC (den 0) měnila hladina více než 1000 proteinů, z toho u >85 % těchto proteinů 

jsme pozorovali nárůst jejich hladiny (Tab. 5). Celkový počet proteinů se změněnou hladinou 

dále mírně narůstal s dobou diferenciace, výraznější rozdíly byly patrné při BG diferenciaci. 

Rozdíly v počtu proteinů se změněnou hladinou byly podle očekávání výrazně menší mezi 

S diferenciací a BG diferenciací než při porovnání jednotlivých časů diferenciace, mírně však 

narůstaly s délkou diferenciace, což je v souladu s výsledky shlukové analýzy (Tab. 5, Obr. 18). 

 

Tab. 5: Počty proteinů se změněnou hladinou v průběhu diferenciace NSC. 

 NSC (den 0) 
Den 

7 

Den 

14 

Den 

7 

Den 

14 

Den 

21 

Den 

28 

 Den 

7 

Den 

14 

Den 

21 

Den 

28 

Den 

21 

Den 

28 

Den 

7 

Den 

14 

Den 

21 

Den 

28 

S diferenciace 1024 1145 1279 1359 450 242 
71 87 125 107 

BG diferenciace 1057 1197 1336 1446 546 254 
 

Proteiny byly započítány, pokud byla statisticky významná (p < 0,05) změna jejich hladiny 

(nárůst či pokles) ≥ 2, podle balíčku limma v programu R. 

 

2.2.6.1 Identifikace proteinů s obdobnými změnami hladin v čase 

 Pro identifikaci proteinů, které sdílí obdobné změny své hladiny v buňce v průběhu 

diferenciace, jsme provedli shlukovou analýzu pomocí balíčku Mfuzz274. U S diferenciace 

(Obr. 19A) i BG diferenciace (Obr. 19B) tato analýza vytvořila 28 shluků (angl. clusters), které 

lze dále rozdělit do čtyř základních skupin: I) hladina proteinů po zahájení diferenciace stoupá 

a v průběhu diferenciace dále roste nebo se výrazně nemění, II) hladina proteinů po zahájení 

diferenciace klesá a v průběhu diferenciace dále klesá nebo se výrazně nemění, III) hladina 

proteinů po zahájení diferenciace stoupá a poté klesá a IV) hladina proteinů po zahájení 

diferenciace klesá a poté stoupá. 

Funkce proteinů přiřazených do jednotlivých skupin jsme identifikovali na základě 

jejich anotace a funkcí GO (z angl. Gene Ontology terms) podle databáze UniProtKB156. 

Skupina I (růst hladiny s diferenciací) zahrnuje u S diferenciace 172 proteinů a u BG 

diferenciace 169 proteinů, které jsou spojeny s buněčnými procesy a jejich regulací, např. vývoj 

nervové soustavy, diferenciace a migrace neuronů, růst axonu, transport proteinů a váčků 

(souvisí s transportem v axonu), apoptóza, autofágie, metabolismus mastných kyselin, odpověď 
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na poškození DNA nebo signální dráha Wnt. Do skupiny II (pokles hladiny v průběhu 

diferenciace) patří u S diferenciace 74 proteinů, a u BG diferenciace 75 proteinů. Tyto proteiny 

jsou spojeny s buněčnými procesy, jako je buněčné dělení (mitóza), odpověď na poškození 

DNA, organizace chromatinu, replikace DNA, přepis DNA do RNA, sestřih RNA, translace či 

regulace apoptózy. Skupina III (růst hladiny po zahájení diferenciace a poté pokles) je tvořena 

107 proteiny u S diferenciace a 60 proteiny u BG diferenciace. Tyto proteiny jsou spojeny 

s buněčnými procesy, jako je buněčné dělení, oprava DNA, replikace DNA, přepis DNA do 

RNA, sestřih RNA, translace, proliferace a diferenciace kmenových buněk, signální dráha Wnt 

nebo regulace apoptózy. Do skupiny IV (pokles hladiny po zahájení diferenciace a poté růst) 

patří u S diferenciace 21 proteinů, a u BG diferenciace 26 proteinů. Tyto proteiny jsou spojeny 

s buněčnými procesy, jako je metabolismus mastných kyselin a lipidů a reorganizace 

aktinového cytoskeletu. 

Výsledky shlukové analýzy Mfuzz jsou v souladu s pozorovanými změnami hladin 

proteinů v průběhu diferenciace (Tab. 5). S délkou diferenciace pozitivně korelují hladiny 

proteinů spojených s vývojem mozku a neurogenezí (skupina I) a naopak negativně korelují 

hladiny proteinů spojených s buněčným růstem a dělením (skupina II a III). Největší změny 

probíhají v časné fázi diferenciace, což souhlasí s nárůstem hladin proteinů spojených 

s transkripcí, sestřihem RNA a translací na počátku diferenciace a s jejich poklesem v průběhu 

diferenciace (skupina II a III). Proteiny spojené s metabolismem mastných kyselin 

a reorganizací aktinového cytoskeletu, jejichž hladiny nejprve klesají po zahájení diferenciace 

a poté rostou (skupina IV), mohou souviset se změnami morfologie při neurogenezi (růst axonu 

a migrace buněk). Do skupiny I byly rovněž zařazeny některé známé markery neurálních 

prekurzorových buněk a neuronů, např. DCX, MAP2 či NCAM1 (Neural cell adhesion 

molecule 1). Výsledky získané shlukovou analýzou Mfuzz tak mohou být využity i pro hledání 

nových markerů diferenciace NSC. 

 

2.2.6.2 Analýza buněčných procesů regulovaných v průběhu NSC diferenciace 

 Shlukové analýzy nám poskytly základní informace o vlivu délky a typu diferenciace 

na buněčný proteom, a rovněž o regulovaných buněčných procesech. Pro podrobnější analýzu 

buněčných procesů a signálních drah jsme použili funkční analýzy pomocí balíčku EGSEA273 

s databázemi KEGG a GO. Výsledky těchto analýz byly v souladu mezi sebou i s výsledky 

získanými shlukovou analýzou pomocí Mfuzz. 
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Obr. 19: Shluková analýza proteinů s obdobnými změnami hladin v čase. Analýza Mfuzz 

vedla k identifikaci 28 shluků (clusters) u (A) S diferenciace i (B) BG diferenciace, které je 

možné podle obdobných trendů změny hladin sdílených proteinů rozdělit do čtyř skupin. 

Skupina I – hladina proteinů po zahájení diferenciace stoupá a v průběhu diferenciace dále roste 

nebo se výrazně nemění (S diferenciace – cluster 7, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 23 a 26, BG 

diferenciace – cluster 2, 4, 5, 6, 7, 12, 14, 19, 27 a 28), skupina II  –  hladina proteinů po zahájení 

diferenciace klesá a v průběhu diferenciace dále klesá nebo se výrazně nemění (S diferenciace 

– cluster 3, 9, 18, 19, 22 a 24, BG diferenciace – cluster 8, 9, 18, 20, 21 a 24), skupina III  – 

hladina proteinů po zahájení diferenciace stoupá a poté klesá (S diferenciace – cluster 1, 2, 5, 

6, 8, 11, 12, 25 a 27, BG diferenciace – cluster 1, 11, 13, 15, 16, 17, 23 a 26) a skupina IV – 

hladina proteinů po zahájení diferenciace klesá a poté stoupá (S diferenciace – cluster 4, 10, 13 

a 28, BG diferenciace – cluster 3, 10, 22 a 25). 



76 
 

 Analýza s využitím databáze KEGG ukázala, že v první fázi diferenciace (den 14) byly 

sestřih RNA a tvorba ribosomů zvýšené, zatímco 28. den diferenciace byly snížené. V této 

pozdní fázi BG diferenciace rovněž klesala replikace DNA, zatímco u S diferenciace byla 

zvýšená. Tento výsledek je v kontrastu s výsledky imunoblotu na markery proliferace, proteiny 

MKI67 a PCNA, které u S diferenciace významně klesají od 14. dne dále (Obr. 11). Dále byla 

pozorována pozitivní korelace s délkou diferenciace u vybraných metabolických procesů (např. 

metabolismus mastných kyselin a glykolýza), regulace aktinového cytoskeletu, růstu axonu, 

transportu proteinů nebo degradace RNA. Rovněž při diferenciaci docházelo k nárůstu hladin 

proteinů spojených se signálními dráhami HIF-1 (den 14 a 28) a VEGF (den 28). 

 Analýza dat s použitím databáze GO, která pokrývá větší množství buněčných procesů 

než KEGG, ukázala, že procesy spojené s aktivním růstem a dělením buněk (např. 

metabolismus DNA, segregace chromosomů, metabolismus RNA, transkripce a sestřih RNA) 

byly zvýšené 14. den a výrazně snížené 28. den (Obr. 20A). Mitotické buněčné dělení bylo 

snížené v den 14 i 28, naopak procesy spojené s vývojem CNS (např. neurogeneze, tvorba 

synapsí a gliogeneze) a signální dráhy Wnt a VEGF byly významně navýšené v den 28 

(Obr. 20B). 

 

 

 

Obr. 20: Vybrané buněčné procesy a signální dráhy regulované v průběhu diferenciace 

NSC. A) Analýza dat SWATH-MS pomocí GO ukázala významné rozdíly v regulaci 

buněčných procesů spojených s růstem a dělením buněk 14. a 28. den diferenciace. B) Analýza 

GO potvrdila aktivaci buněčných a signálních drah spojených s vývojem CNS, a naopak 

inhibici růstu a dělení buněk 28. den diferenciace. 
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2.2.6.2.1 Analýza vybraných markerů buněčných procesů a signálních drah 

 Výsledky měření SWATH-MS a imunoblotu potvrdily pokles hladiny markerů 

proliferace MKI67 a PCNA v průběhu diferenciace (Obr. 11 a 21A), což je v souladu 

s identifikovaným poklesem buněčného dělení a replikace DNA (Obr. 20). Regulace procesů 

spojených s vývojem nervové soustavy (např. neurogeneze a gliogeneze) byla potvrzena 

pomocí SWATH-MS, SRM a imunoblotu na základě poklesu hladin markerů NSC a nárůstu 

hladin neuronálních markerů a markerů gliových buněk (Obr. 11, 14 a 21B). Analýza Mfuzz 

ukázala změny hladin proteinů spojených s apoptózou a její regulací, včetně markeru apoptózy, 

proteinu CASP3 (Caspase-3). Na úrovni SWATH-MS jsme zaznamenali významný nárůst 

hladiny tohoto proteinu 7. den diferenciace, jeho hladina se poté výrazně neměnila (Obr. 21C). 

Imunoblot však ukázal nárůst hladiny aktivované formy CASP3 (20kDA fragment) v časné fázi 

diferenciace, následovaný poklesem v den 21, a s růstem hladiny 28. den S diferenciace 

(Obr. 21D). 

 Analýza buněčných procesů identifikovala regulaci hladin proteinů signálních drah 

HIF-1, VEGF a Wnt v průběhu diferenciace NSC. SWATH-MS a imunoblot ukázaly aktivaci 

kanonické signální dráhy Wnt/β-catenin na základě nárůstu hladiny proteinu Catenin beta-1 

(Obr. 21C, D). Proteiny z rodiny HIF-1 byly pod limitem detekce pomocí MS, avšak podle 

imunoblotu byla hladina proteinu HIF1A (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) nejvyšší v NSC 

a v časné fázi diferenciace a poté klesala (Obr. 21D). Pomocí MS (SRM a SWATH-MS) nebylo 

možné kvantifikovat žádné proteiny z VEGF rodiny ani jejich receptory, s výjimkou 

koreceptoru Neuropilin-1. SWATH-MS a imunoblot ukázaly pozitivní korelaci hladiny 

proteinu Neuropilin-1 s dobou diferenciace, zatímco u NSC nebyl tento koreceptor vůbec 

detekován (Obr. 21C, D). 
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Obr. 21: Analýza vybraných markerů buněčných procesů a signálních drah v průběhu 

diferenciace NSC. Výsledky měření SWATH-MS potvrdily na proteinové úrovni změnu 

hladin (A) pokles markerů proliferace (MKI67 a PCNA), (B) pokles markerů NSC (NES 

a SOX2) a nárůst neuronálního markeru TUBB3 a (C) nárůst proteinů spojených s apoptózou 

(CASP3), signální dráhou Wnt (Catenin beta-1) a signální dráhou VEGF (Neuropilin-1). Pro 

každý časový interval byly analyzovány čtyři biologické replikáty, tečka a čára značí průměr 

a interval 95% spolehlivosti. Statisticky významné rozdíly (p < 0,05) mezi jednotlivými dny 

diferenciace jsou značeny: # (srovnání se dnem 0), † (srovnání se dnem 7), ‡ (srovnání se dnem 

14) a $ (srovnání se dnem 21). D) Výsledky imunoblotu prokázaly nárůst aktivované formy 

CASP3 a potvrdily také pokles HIF1A a nárůst Catenin beta-1 a Neuropilin-1. E) Detekce 

VEGF-A v NSC v průběhu diferenciace pomocí imunoblotu prokázala nárůst hladiny 

VEGF121 (Mw ~15 kDa) a jeho potencionální glykosylované formy (Mw ~17 kDa) v časné 

fázi diferenciace. V pozdní fázi byl patrný signál, který by mohl patřit glykosylované formě 

VEGF165 (Mw ~24 kDa). rVEGF121 a rVEGF165 – rekombinantní lidské VEGF121 

a VEGF165. * – směsný vzorek proliferujících NSC a diferencujících buněk. Endogenní 

normalizátory nanášky GAPDH a ATP5F1A byly u D a E stejné jako v případě Obr. 11. 
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2.2.7 Analýza sekretomu v průběhu NSC diferenciace 

 Modulace okolního prostředí sekrecí růstových faktorů, cytokinů a dalších proteinů je 

považována za hlavní efekt transplantace buněk při terapii.4 Naše analýzy buněčného proteomu 

ukázaly v průběhu diferenciace nárůst hladin proteinů spojených se signální dráhou VEGF, 

konkrétně pak nárůst hladiny koreceptoru VEGF Neuropilin-1. Protože ve výsledcích 

SWATH-MS měření nebyly kvantifikovatelné další proteiny z VEGF rodiny (VEGF-A, 

B, C, D a PlGF) ani receptory VEGFR1, 2 a 3 nebo koreceptor Neuropilin-2, přistoupili jsme 

k protilátkové analýze sekretomu NSC. 

 Pomocí multiplexní protilátkové metody xMAP jsme analyzovali hladiny cytokinů, 

chemokinů a růstových faktorů sekretovaných do kultivačního média v průběhu S diferenciace 

a BG diferenciace, včetně hladiny VEGF. Hladiny všech analyzovaných proteinů klesly 7. den 

diferenciace (Obr. 22A), a dále klesaly s diferenciací, nebo se již významně neměnily. Pouze 

u proteinů Interleukin-6 (IL-6) a VEGF jsme pozorovali nárůst jejich sekrece od 14. dne 

diferenciace (Obr. 22B). Tyto proteiny byly více sekretovány v průběhu BG diferenciace, avšak 

pouze 28. den BG diferenciace byla hladina VEGF vyšší než v den 0. Pozitivní korelace sekrece 

VEGF s dobou diferenciace je v souladu s výsledky analýz KEGG a GO. 

Pro identifikaci isoformy VEGF-A, která je zodpovědná za aktivaci VEGF dráhy, jsme 

analyzovali přítomnost VEGF121 a VEGF165 pomocí imunoblotu s využitím rekombinantních 

lidských proteinů VEGF121 a VEGF165 jako standardů. Při pohledu pouze na hladinu 

VEGF121 nebo VEGF165, výsledky imunoblotu neodpovídaly pozorovanému nárůstu sekrece 

VEGF-A. Tomuto nárůstu ale odpovídal součet signálů VEGF121 a VEGF165. Na imunoblotu 

jsme pozorovali dva signály endogenního VEGF121 s Mw ~15 a ~17 kDa, zatímco 

rekombinantní VEGF121 byl pouze ve formě ~15 kDa (teoretická Mw ~14 kDa). Tento posun 

Mw odpovídá očekávané N-glykosylaci VEGF121, která je klíčová pro jeho sekreci.275 

Rekombinantní VEGF121 i VEGF165 produkované v expresním systému bakterie Escherichia 

coli tuto PTM postrádají. Hladina VEGF121 byla nejvyšší v časné fázi diferenciace (den 7 a 14) 

a poté klesala, zůstala však nad úrovní NSC (Obr. 21E). VEGF165 nebyl detekovatelný 

(Obr. 21E). S ohledem na minimální rozdíly v sekvencích isoforem VEGF-A však použité 

protilátky musely čelit omezené specificitě. Díky použití rekombinantních standardů jsme 

vyvodili hypotézu, že pokud by signál pozorovaný při Mw ~24 kDa patřil endogennímu 

VEGF165 (např. popsané N-glykosylované formě VEGF165275,276), znamenalo by to, že 

VEGF165 byl produkován zejména v pozdější fázi diferenciace NSC (den 21 a 28), s vyšší 

hladinou u BG diferenciace. 
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Obr. 22: Analýza sekretomu v průběhu diferenciace NSC pomocí xMAP. A) Grafické 

znázornění hladiny (hodnoty log10 MFI) vybraných proteinů sekretovaných do kultivačního 

média během in vitro diferenciace NSC. B) Hladina IL-6 a VEGF v médiu. Pro každý časový 

interval byly analyzovány čtyři biologické replikáty, černá tečka a černá čára značí průměr 

a interval 95% spolehlivosti. Statisticky významné rozdíly (p < 0,05) mezi jednotlivými dny 

diferenciace jsou značeny: # (srovnání se dnem 0), † (srovnání se dnem 7) a ‡ (srovnání se 

dnem 14). Statisticky významné rozdíly mezi S diferenciací a BG diferenciací jsou značeny 

* (p < 0,05), ** (p < 0,01) a *** (p < 0,001). 
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2.2.8 Testování vlivu VEGF-A na proliferaci a přežívání NSC 

 Naše výsledky identifikovaly signální dráhu VEGF jako jeden z buněčných procesů 

významně regulovaných v průběhu NSC diferenciace, což podpořil pozorovaný nárůst hladiny 

koreceptoru VEGF – Neuropilin-1 a změny hladiny VEGF121, a možná také VEGF165, 

v diferencujících buňkách (Obr. 21C-E). Zaměřili jsme se proto na funkční studii vlivu 

VEGF-A na proliferaci a přežívání NSC v in vitro podmínkách. 

 NSC jsme kultivovali v médiu pro proliferaci s EGF a FGF-2 a v médiu pro spontánní 

diferenciaci bez EGF a FGF-2 a bez přidání neurotrofických faktorů BDNF a GDNF 

(S diferenciace). Do média jsme přidávali VEGF121, VEGF165, VEGF121 + VEGF165, nebo 

Axitinib (inhibitor VEGFR1, 2 a 3277) a na základě buněčné konfluence jsme sledovali 

proliferaci buněk po dobu osmi dnů. Poté jsme analyzovali životaschopnost takto 

kultivovaných buněk pomocí fluorescenčního barvení mrtvých a poškozených buněk. 

 V případě kultivace NSC v přítomnosti EGF a FGF-2 nemělo přidání VEGF121 nebo 

VEGF165, případně jejich kombinace, pozorovatelný vliv na proliferaci buněk (Obr. 23A). 

V podmínkách S diferenciace však vedlo přidání VEGF121 nebo VEGF121 v kombinaci 

s VEGF165 k ~1,5× zvýšení proliferace NSC. Samotné VEGF165 nemělo žádný vliv na 

buněčnou proliferaci (Obr. 23A). Přidání inhibitoru Axitinibu do média bylo pro buňky toxické 

bez ohledu na přítomnost EGF a FGF-2 (nevyobrazeno). 

 

 

 

Obr. 23: Sledování vlivu VEGF-A na dělení a přežívání NSC. A) Buněčná konfluence po 

osmi dnech kultivace NSC bez růstových faktorů (spontánní diferenciace) nebo v přítomnosti 

EGF a FGF2. Při spontánní diferenciaci podporuje VEGF121 proliferaci buněk, zatímco 

VEGF165 nikoliv. EGF/FGF2 potlačuje vliv VEGF-A. Analýza byla provedena na čtyřech 

biologických replikátech při třech nezávislých kultivacích. B) Pozitivita buněk na fluorescenční 

barvivo SYTOX Green, které značí poškozené a mrtvé buňky. VEGF121 stimuluje přežívání 

buněk v podmínkách spontánní diferenciace, ale ne v přítomnosti EGF/FGF2. VEGF165 nemá 

vliv na přežívání buněk. Analýza byla provedena na třech biologických replikátech při dvou 

nezávislých kultivacích. Statisticky vysoce významné rozdíly (p < 0,001) v A a B platí pro 

párová porovnání se stejným písmenem (a – a, b – b, c – c, d – d). 
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 Pomocí fluorescenční mikroskopie jsme analyzovali NSC po kultivaci (viz výše) 

s vitálním značením buněčných jader a barvením poškozených a mrtvých buněk. Podobně jako 

v případě buněčné proliferace jsme nepozorovali žádný vliv VEGF121 nebo VEGF165 na 

přežívání buněk v přítomnosti EGF a FGF-2 (Obr. 23B). Oproti tomu v podmínkách 

S diferenciace vedlo přidání VEGF121 nebo VEGF121 v kombinaci s VEGF165 k ~1,5× 

snížení počtu poškozených a mrtvých buněk. Samotné VEGF165 opět nemělo významný vliv 

na přežívání buněk. 

 Tyto výsledky prokázaly, že přidání VEGF121, ne však VEGF165, do média bez 

růstových faktorů EGF a FGF-2 podporuje proliferaci a přežívání NSC v in vitro podmínkách. 

Tento efekt je v přítomnosti EGF a FGF-2 potlačen. 

  

2.2.9 Hledání kandidátních biomarkerů pro sledování rozvoje Huntingtonovy choroby 

Přestože diagnostikovat HD je možné na základě genetického vyšetření, nemáme 

v současnosti vhodné biomarkery, které by bylo možné použít pro sledování rozvoje HD před 

projevem prvních symptomů. Přitom právě presymptomatická fáze by byla nejvhodnější pro 

efektivní terapeutický zásah. Analýza spolehlivých biomarkerů rozvoje HD by rovněž 

významně usnadnila sledování efektu testované terapie, nejen v presymptomatické fázi. 

Zaměřili jsme se proto na hledání možných biomarkerů rozvoje HD na základě již 

publikovaných proteomických studií. Naše analýza byla publikována v rámci přehledové 

kapitoly, která je součástí této disertační práce. 

Studie zkoumající proteom pacientů a experimentálních zvířecích či in vitro modelů HD 

jsme hledali v databázích PubMed a Web of Science s využitím klíčových slov: „Huntington“, 

„Huntingtin“, „proteom“ a „mass spectrometry“, a na základě relevantních referencí v takto 

vybraných publikacích. Pro analýzu jsme zvolili studie, které použily pro studium proteomu 

MS metody DDA, DIA, PRM a SRM. Většina studií usilovala o odhalení mechanismů působení 

mHTT v buňkách či tkáni, nikoliv o hledání biomarkerů HD. Jakožto neurodegenerativní 

onemocnění, HD nejvíce postihuje mozkovou tkáň, konkrétně striatum. Změny, ke kterým 

dochází vlivem mHTT na úrovni proteomu mozku, by však mohly být v důsledku narušení 

hematoencefalické bariéry detekovatelné rovněž v krevní plazmě nebo mozkomíšním moku. 

Právě tyto tělní tekutiny by byly díky minimální invazivitě jejich odběru ideálním zdrojem 

biomarkerů pro sledování rozvoje HD.278 

 Zatímco krevní plazma a mozkomíšní mok byly u pacientů s HD studovány poměrně 

podrobně, proteomických studií mozku byly provedeny pouze jednotky. To je způsobeno 

zejména omezenou dostupností lidské mozkové tkáně. Obvykle jsou používány vzorky získané 
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post mortem a určitou komplikaci představuje též výběr vhodných zdravých kontrol. Proto je 

HD podrobněji studována na zvířecích experimentálních modelech, které rozdělujeme na 

transgenní a knock-in modely. 

V případě transgenních modelů je gen kódující lidský mHTT nebo jeho N-koncový 

fragment, náhodně vložen do genomu modelového organismu, který si tak ponechává své dvě 

nemutované alely HTT. U knock-in modelů je mutace přímo součástí jejich endogenního genu 

kódujícího HTT. Knock-in modely tak lépe reprezentují skutečnou patologii HD.279 

Nejrozšířenějším modelovým organismem pro studium HD, včetně testování možných léčiv 

a preklinického výzkumu, je myš. Zásadní výhodou tohoto modelového organismu jsou 

zavedené postupy pro jeho studium, spolu s jednoduchou manipulací a také relativně nízkými 

náklady na chov.11 Dalším rozšířeným experimentálním modelem nejen pro studium HD je 

potkan. Oproti myši má větší velikost těla a váhu, tedy i velikost vnitřních orgánů, což 

umožňuje vyšší rozlišení při zobrazování CNS a lepší manipulaci při náročnějších zákrocích 

(např. neurochirurgické operace). Potkan má navíc odlišně regulovanou genovou expresi, 

odlišnou neurogenezi v dospělém mozku, rozdílnou lokalizaci receptorů pro serotonin v mozku 

a jiné vnímání a chování, čímž je podobnější člověku než myší modely (shrnuto v 280). Je však 

zřejmé, že tyto malé zvířecí modely nemohou postihnout skutečnou komplexitu HD u člověka, 

zvláště z důvodů rozdílné anatomie (velikost těla a orgánů), fyziologie (např. délka života) či 

rychlosti rozvoje HD. 

Proto byly v posledních letech vytvořeny velké zvířecí modely HD, které lépe reflektují 

patologii HD u člověka, a umožňují tak snazší přenos získaných výsledků preklinické testování 

potenciální terapie. Mezi tyto modelové organismy patří zejména makak rhesus281, ovce282 či 

miniprase283. Model transgenního miniprasete s HD byl vytvořen na našem pracovišti a je 

předmětem mnoha výzkumných projektů, včetně testování terapie zaměřené na snižování 

hladiny mHTT.284,285 Pro sledování vlivu mHTT na molekulární úrovni se také používají 

in vitro modely odvozené z buněk izolovaných z pacientů či zvířecích modelů HD. 

 Nejprve jsme se zaměřili na proteiny, u kterých byla pomocí proteomických metod 

detekována změna jejich hladiny v důsledku rozvoje fenotypu HD, a tato změna byla také 

potvrzena nezávislou metodou na úrovni proteinu (ELISA, imunoblot nebo imunocytochemie) 

či mRNA (sekvenace RNA, RNA čipy nebo RT-qPCR), případně byla pozorovaná změna 

validována na jiné sadě vzorků. V rámci 22 proteomických studií HD bylo takto identifikováno 

a ověřeno celkem 69 proteinů, z toho u 24 proteinů dochází k nárůstu hladiny, u 43 proteinů 

naopak k poklesu hladiny a u dvou proteinů byl pozorován nárůst i pokles hladiny v závislosti 

na analyzovaném modelu HD. Mezi identifikovanými proteiny byly například známé markery 
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radiálních glií a astrocytů – GFAP (nárůst hladiny), GLUL (pokles hladiny) a VIM (nárůst 

i pokles hladiny), proteiny zapojené do zvládání oxidačního stresu – Peroxiredoxin-1/2/3/5/6 

a Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial (nárůst hladiny), proteiny spojené se skládáním 

proteinů – Clusterin (nárůst hladiny), Alpha-crystallin B chain a Endoplasmic reticulum 

chaperone BiP (pokles hladiny) nebo proteiny buněčného metabolismu – Serine/threonine-

protein kinase mTOR a Pyruvate kinase PKM (nárůst hladiny), či Fatty acid synthase 

a Gamma-enolase (pokles hladiny).11 

 Dále jsme provedli analýzu proteomických dat publikovaných v 38 studiích vzorků 

tkání a tělních tekutin (krevní plazma, kůže, mozek, mozkomíšní mok, svalstvo a tuková tkáň) 

získaných od pacientů a zvířecích modelů HD s cílem nalézt proteiny sdílené mezi jednotlivými 

studiemi. Celkem jsme identifikovali 39 takovýchto proteinů, z toho u 32 proteinů jejich 

hladina stoupala a u sedmi proteinů naopak klesala. Podobně jako v předchozí analýze byla 

zaznamenána zvýšená hladina proteinů spojených se zvládáním oxidačního stresu – 

Peroxiredoxin-1/-2/-6, a také proteinů spojených se skládáním proteinů – Clusterin (CLU) 

a Alpha-crystallin B chain. Ve shodě s předchozí analýzou je rovněž detekce zvýšené hladiny 

GFAP popsaná u všech čtyř studií zaměřených na analýzu proteomu mozku s HD.11 
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Diskuze 

NSC a jejich diferenciace do neuronů a gliových buněk jsou nepostradatelné pro 

embryonální vývoj CNS a zajištění všech jejích fyziologických funkcí i po narození 

a v dospělosti. Pochopení biologických procesů stojících v pozadí proliferace a diferenciace 

NSC je nejen cílem základního neurobiologického výzkumu, ale také možnou cestou k účinné 

terapii neurologických onemocnění. Tato onemocnění, včetně neurodegenerativních chorob, při 

kterých dochází k odumírání nervových buněk, negativně ovlivňují život přibližně jedné třetiny 

světové populace a toto číslo bude v příštích letech dále narůstat.2,3 Představují proto zásadní 

zdravotní, ekonomický a sociální problém. Jednou z možností léčby neurodegenerativních 

onemocnění je buněčná terapie, při které jsou do CNS transplantovány buňky, obvykle NSC. 

Transplantované buňky sekrecí proteinů modulují imunitní odpověď a stimulují přežívání či 

dělení buněk v místě poškození, případně samy diferencují a funkčně nahrazují odumřelé 

buňky.4,5 Obnovení všech funkcí CNS je však u neurodegenerace zatím nedosažitelným cílem 

buněčné terapie. 

Podle databáze PubMed bylo v letech 2013–2023 publikováno 4 960 publikací, včetně 

53 klinických studií, zaměřených na transplantace nervových kmenových buněk, což je o 1/3 

publikací a 200 % klinických studií více oproti letům 2002–2012. Jak je patrné z tohoto 

výrazného nárůstu, v uplynulé dekádě se buněčná terapie pomocí NSC dostala do středu zájmu 

mnoha výzkumných institucí. NSC pro transplantaci mohou být získány izolací přímo z CNS, 

diferenciací z ESC, iPCS či mezenchymových kmenových buněk (MSC, z angl. mesenchymal 

stem cells), případně transdiferenciací somatických buněk (např. fibroblastů).286,287 

S ohledem na fetální původ s sebou nese použití ESC k diferenciaci do NSC významné 

etické problémy a zákonná omezení, což dále snižuje dostupnost zdroje ESC.288 Použití NSC 

diferencovaných z ESC pro transplantační terapii by navíc vyžadovalo imunitní kompatibilitu 

mezi dárcem a příjemcem, včetně stejného pohlaví, případně imunosupresivní terapii nebo 

genetické modifikace bránící odhojení vnesených buněk.289–291 V případě iPSC odpadají etické 

problémy a díky možnosti použití somatických buněk od příjemce léčby nehrozí ani imunitní 

reakce.292 Nevýhodou iPSC při porovnání s ESC je nutnost reprogramování somatických 

buněk, jehož účinnost závisí na použitém protokolu a původu buněk, a nemůže zcela odstranit 

epigenetické změny z původních somatických buněk.293 Protože je příprava iPSC časově 

náročná (vytvoření iPSC linie trvá ~3 měsíce), diferenciace NSC z iPSC není vhodným řešením 

pro akutní léčbu, např. mozkomíšního poranění.294 Možnost diferenciace MSC do NSC je zatím 

málo prozkoumána, existují však obavy o bezpečnost takovéto metody z důvodu možné 
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diferenciace MSC do buněk mesodermu.287 Vnesení nediferencovaných ESC nebo iPSC je 

z důvodu značného rizika vzniku nádoru (teratomu) vyloučené, přičemž iPSC mají vyšší 

schopnost nádorové transformace než ESC.295 

Přímá izolace NSC z CNS odstraňuje nutnost jejich diferenciace z ESC, iPSC či MSC 

a některé problémy s tím spojené. Bohužel, dostupnost takto získaných NSC pro základní 

výzkum je omezená a v současnosti neexistuje univerzální protokol, který by zaručil izolaci 

těchto NSC v kvalitě vhodné pro klinické využití.286 

Transdiferenciace somatických buněk do NSC je rychlejší než jejich diferenciace z ESC 

nebo iPSC a nevyžaduje reprogramování do stavu pluripotence, což snižuje některá 

bezpečnostní rizika. Přítomnost buněk, které nejsou (plně) transdiferencované, nebo 

nezamýšlené genomové změny způsobené použitým protokolem, by však mohly vést 

k nechtěné proliferaci či diferenciaci buněk po transplantaci.287 Otázkou rovněž zůstává, jaký 

vliv na transdiferenciaci má epigenetické pozadí původních buněk, což je riziko popsané 

u iPSC. Na základě výše uvedených vlastností jednotlivých zdrojů NSC jsme se rozhodli použít 

jako modelový systém komerčně dostupné NSC odvozené z linie ESC H9. 

Lidská buněčná linie ESC H9 (46, XX) je schopná neomezené proliferace a v in vitro 

podmínkách může diferencovat do všech tří zárodečných vrstev, případně i trofoblastu.16 Tato 

linie je schválená americkou vládní agenturou NIH (angl. National Institutes of Health Human 

Embryonic Stem Cell Registry) a na její výzkum lze získat finanční podporu od NIH. Také 

proto je linie H9 spolu s linií H1 nejčastěji používanou linií lidských ESC.296 V nedávné době 

bylo publikováno mnoho protokolů popisujících neurální diferenciaci linie ESC H9 či z nich 

odvozených NSC, např. do buněk neuroektodermu297, NSC míchy298, astrocytů299, populace 

neuronů a astrocytů300, dopaminergních neuronů301,302, motorických neuronů303, neuronů 

sympatiku304,305, středních ostnatých neuronů306, nebo mozkových organoidů rekapitulujících 

vývoj mozku307,308. 

NSC odvozené z linie ESC H9 byly využity pro řadu studií, například vlivu mikroRNA 

na neurální diferenciaci309, role gliomových kmenových buněk v glioblastomu310, srovnání 

regulace buněčných procesů odpovědi na poškození DNA, opravy DNA a buněčné smrti 

u zvířecích modelů a člověka311, testování materiálu pro tkáňové inženýrství při míšním 

poškození312 nebo vlivu pohlaví na NSC a jejich diferenciaci313. Buňky linie ESC H9 byly také 

použity k vytvoření modelu HD, kdy jim pomocí genetických modifikací byly uměle přidány 

různé počty CAG repetic v genu HTT, což umožnilo sledovat vliv délky CAG repetic na 

diferenciaci těchto HD ESC do NSC, neuronů, buněk kosterního svalstva nebo hepatocytů.314 

Naše pracoviště se podílelo na vývoji protokolu pro izolaci NSC z linie ESC H9 v kvalitě 
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vhodné pro klinické využití, včetně buněčné terapie.315 Výsledky této disertační práce pomáhají 

lépe pochopit a podrobně popsat mechanismy diferenciace H9 NSC na úrovni proteinů 

a ukazují ověřenou metodiku, která posouvá tyto buňky ještě blíže ke klinickému testování. 

 

NSC odvozené z linie ESC H9 jsme kultivovali v přítomnosti růstových faktorů EGF 

a FGF-2. Sledovali jsme jejich diferenciaci v in vitro podmínkách, která probíhala bez EGF 

a FGF-2 spontánně (S diferenciace), případně jsme tuto spontánní diferenciaci podpořili 

neurotrofickým faktorem BDNF, GDNF či jejich kombinací (B, G a BG diferenciace), nebo 

jsme přidáním FBS stimulovali NSC k diferenciaci do astrocytů (Astro1). EGF a FGF-2 jsou 

klíčové pro proliferaci a udržování multipotence NSC. Odebrání těchto faktorů vede ke 

spontánní diferenciaci NSC do neuronů a gliových buněk.72,124,316 BDNF podporuje přežívání 

a neuronální diferenciaci buněk odvozených z neurální lišty317, stimuluje neurální diferenciaci 

MSC do buněk podobných neuronům a podporuje jejich přežívání318, indukuje neuronální 

diferenciaci u NSC in vitro319,320 a in vivo v dospělém mozku, včetně zrání neuronů321 

a stimuluje růst axonu322. Přidání BDNF k NSC před jejich transplantací do myšího modelu 

mozkové mrtvice zvyšuje přežívání vnesených buněk a účinnost terapie.323 GDNF inhibuje 

apoptózu v průběhu NSC diferenciace324 a stimuluje jejich neuronální diferenciaci in vitro325 

a in vivo326. Přidání GDNF k NSC před transplantací do zvířecího modelu potkana 

s Parkinsonovou chorobou inhibuje apoptózu a stimuluje přežívání vnesených buněk.327 

Geneticky modifikované NSC stabilně produkující GDNF byly úspěšně transplantovány 

pacientům s ALS v rámci první fáze klinické studie, kdy následně diferencovaly do 

astrocytů.328 

Pomocí kvantitativní analýzy proteinů založené na měření MS (SRM, SWATH-MS) 

jsme usilovali o ověření hypotézy, že NSC v přítomnosti BDNF a/nebo GDNF budou 

preferenčně diferencovat do neuronů a jejich přežívání bude zvýšené oproti S diferenciaci. Pro 

charakterizaci NSC a jejich diferenciace jsme využili i další metody, jako je kvantitativní 

analýza pro sledování změn genové exprese na úrovni mRNA (RT-qPCR) nebo 

semi-kvantitativní a kvalitativní analýzy proteinů (imunoblot a imunocytochemie). Kombinace 

těchto přístupů umožnila prokázat, že NSC diferencují bez EGF a FGF-2 preferenčně do 

neuronů, což je již od 3. dne diferenciace možné spolehlivě a přesně monitorovat pomocí 

metody SRM na základě hladin proteinových markerů jednotlivých buněčných typů. Přestože 

S diferenciace i BG diferenciace vedou k obdobným změnám sledovaných markerů, zjistili 

jsme, že navzdory očekávanému posílení neuronální diferenciace po přidání BDNF 

a GDNF319,320,325 dochází v časné fázi diferenciace k vyšší expresi NES (marker NSC), která 
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podle imunoblotu koreluje s vyšší hladinou proteinu NES. Exprese DCX (marker neuronálních 

prekurzorů) je naopak nižší a podle SRM koreluje v pozdější fázi diferenciace s nižší hladinou 

proteinu DCX. Je možné, že BDNF a GDNF podporou přežívání a sebeobnovy NSC zpomalují 

jejich diferenciaci. Očekávané indukci neuronální diferenciace neodpovídá ani nárůst hladiny 

GFAP u BG diferenciace. Ačkoliv je v pozdější fázi diferenciace patrný pokles signálu markerů 

NSC, i 28. den diferenciace je mnoho buněk pozitivních na NES a některé na SOX2, bez ohledu 

na přidání BDNF a GDNF. Patrná je u S diferenciace i BG diferenciace přetrvávající pozitivita 

části buněk na S100B a pokles pozitivity buněk na OLIG1 a GALC. S diferenciace ani BG 

diferenciace nevede k detekci markeru pluripotence OCT4, který se ale objevuje u buněk 

stimulovaných pomocí FBS. Tato modulace v případě H9 NSC nediferencuje buňky do 

astrocytů, silnější se jeví účinek odebrání EGF a FGF-2, který buňky směřuje do neuronů. FBS 

s velkou pravděpodobností způsobuje částečnou dediferenciaci H9 NSC. 

Imunocytochemie poskytla zásadní informace o heterogenitě buněčné populace 

v průběhu diferenciace NSC, kdy část buněk je již do určité míry diferencována, ale část buněk 

stále exprimuje markery NSC nebo diferencuje do glií. Tyto výsledky není možné získat 

analýzou na úrovni celkové mRNA nebo proteinů. Pro takovéto rozlišení bychom museli využít 

některou z analýz na úrovni jednotlivých buněk (angl. single-cell analysis), např. průtokovou 

cytometrii, single-cell RNA sekvenování nebo single-cell MS. V této práci jsme ověřili, že bez 

ohledu na určitou heterogenitu buněčné populace je možné pomocí cíleného měření proteinů 

metodou SRM rychle a reprodukovatelně charakterizovat NSC v průběhu jejich diferenciace. 

Naše metoda pokrývá 10 validovaných buněčných markerů používaných pro identifikaci ESC, 

NSC, astrocytů, neuronů a oligodendrocytů, a poskytuje dostatek prostoru pro navýšení počtu 

sledovaných relevantních markerů, které však vyžadují validaci obdobným způsobem. 

Příkladem rozšíření metody SRM je měření vhodnějších peptidů proteinového markeru 

proliferace MKI67, které se podařilo najít díky měření SWATH-MS. Je velmi pravděpodobné, 

že při výběru vhodnějších peptidů a další optimalizaci metody SRM, například hodnot 

deklastračního potenciálu (DP, z angl. declustering potential), vstupního potenciálu (EP, z angl. 

entrance potential), kolizní energie atd. bude možné dosáhnout úspěšnější detekce a možné 

kvantifikace MKI67, který se i v měření SWATH-MS pohyboval blízko limitu detekce. Jeden 

z peptidů MKI67 nedetekovaných pomocí metody SRM je podle SWATH-MS součástí většího 

peptidu s opomenutým štěpným místem pro trypsin, zatímco kompletně štěpený peptid nebyl 

vůbec detekován. Takovéto informace nemohly být získány metodou SRM, která analyzuje 

pouze předem definované peptidy. Výhodou cíleného měření metodou SRM je ale vyšší 

citlivost, což umožnilo detekci proteinů GALC, OLIG1 a S100B, které nebylo možné v datech 
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SWATH-MS nalézt. GFAP je pak možné kvantifikovat pouze v referenční linii astrocytů 

(Astro2). Tyto výsledky ukazují na možnost využití připravené spektrální knihovny a dat 

z měření SWATH-MS pro výběr vhodných peptidů k analýze pomocí metody SRM či PRM 

a také k využití těchto dat pro predikci retenčního času. Všechna naše data jsou dostupná 

v rámci repozitáře proteomických dat. 

Metoda SRM umožnila zaznamenat výrazný pokles hladiny všech sledovaných markerů 

1. den BG diferenciace. Usuzujeme, že tento negativní vliv na buněčnou proteostázi není ještě 

způsoben přechodem z proliferace NSC ke spontánní diferenciaci, ale je důsledkem výměny 

média (např. mechanický stres). Ke skutečnému začátku diferenciace NSC dochází podle 

hladiny sledovaných markerů mezi 3. a 4. dnem po odebrání EGF a FGF-2. Trendy změn 

pokračují i v další fázi diferenciace, kdy dochází zejména k nárůstu a stabilizaci hladin markerů 

neuronů a jejich prekurzorů. Významná je negativní korelace mezi SOX2 (marker NSC) a DCX 

(marker neuronálních prekurzorů). Transkripční faktor SOX2 podporuje sebeobnovu NSC 

a brání jejich diferenciaci.29 Mohl by tedy přímo ovlivňovat množství DCX v buňce regulací 

přepisu DCX. Deplece SOX2 v myších ESC vede k významnému snížení exprese DCX329, 

v případě lidských ESC se snížená exprese DCX při depleci SOX2 nepotvrdila, ale nárůst DCX 

byl pozorován při depleci OCT4330. V NSC se zvýšenou expresí SOX2 nebyla pozorována 

změna exprese DCX.29 Na myším modelu však bylo prokázáno, že uměle navozená exprese 

SOX2 v gliových buňkách v oblasti poranění mozku vede k diferenciaci do neuronů pozitivních 

na DCX.331 Zdá se tedy, že hladina SOX2 opravdu ovlivňuje hladinu DCX, ale výsledný efekt 

je závislý i na dalších faktorech. 

Výsledky analýzy hladin neurálních markerů na proteinové úrovni získané metodou 

SRM jsou ve shodě s výsledky imunoblotu, imunocytochemie a měření SWATH-MS. Pozitivní 

korelaci mezi hladinou proteinu (SRM) a jeho mRNA (RT-qPCR) jsme pozorovali u čtyř 

z devíti sledovaných markerů, což je v souladu s popsanou nízkou mírou korelace (~40 %) mezi 

hladinou mRNA a proteinu229. Fathi a kolektiv analyzovali genovou expresi a změny na úrovni 

proteomu v průběhu in vitro diferenciace ESC do NSC a poté do neuronů, a pozorovali pokles 

korelace mezi hladinou mRNA a jejího proteinu z 51 % ve stádiu NSC na 30 % u neuronů.332 

Podobně byla omezená míra pozitivní korelace mezi mRNA a jejím proteinem popsána při 

in vitro diferenciaci ESC v embryoidních tělískách333 a u NSC diferencovaných z HD ESC314. 

V našich výsledcích byla pozitivní korelace patrná u neuronálních markerů a S100B, zatímco 

negativní korelace byla u markerů NSC. Je možné, že neuronální diferenciace je regulována 

obdobně na úrovni mRNA i proteinů, ale regulace sebeobnovy (udržování multipotence) NSC 
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se na úrovni mRNA a proteinů liší. Výsledky mohou být ovlivněny také rozdílnou normalizací 

dat mezi oběma metodami. 

Zásadním faktorem ovlivňujícím kvantitativní analýzy je normalizace dat, jejímž cílem 

je odstranit variabilitu dat, která není biologickou vlastností vzorků, ale vznikla během jejich 

přípravy nebo analýzy.334 Normalizace dat mezi vzorky byla u RT-qPCR provedena na základě 

hladin předem zvolených normalizátorů (endogenní kontroly, angl. housekeeping 

genes/proteins). Obvykle jsou využívány proteiny cytoskeletu a enzymy spojené 

s glykolýzou335, avšak při diferenciaci NSC dochází k významným změnám morfologie 

a metabolismu buněk, které ovlivňují výpovědní hodnotu takovýchto normalizátorů. Pro 

normalizaci jsme použili expresi genů GAPDH (kóduje cytosolický enzym glykolýzy) 

a ATP5F1B (kóduje podjednotku mitochondriální ATP syntázy). V průběhu diferenciace NSC 

byl však již dříve popsán přechod z oxidativní glykolýzy na oxidativní fosforylaci, který je 

nezbytný pro neuronální diferenciaci. V časné fázi diferenciace NSC do neuronů tak dochází 

k výraznému poklesu exprese GAPDH na úrovni hladiny mRNA i proteinu, zatímco 

v pozdějších fázích se již jeho hladina výrazně nemění. Naopak u genu ATP5F1B byl po 

mírném poklesu v počáteční fázi diferenciace pozorován nárůst jeho exprese.108 Je proto možné, 

že hladina mRNA odpovídá reálnému stavu až po zahájení diferenciace (dny 7–28). Podobná 

otázka vyvstává u semi-kvantitativního imunoblotu, kde se pro relativní kontrolu proteinové 

nanášky používají proteiny GAPDH a ATP5F1A, které jsme také použili v naší studii. 

V případě analýzy kondiciovaných médií pomocí metody xMAP se nabízela možnost 

normalizace na množství celkového proteinu v buněčných extraktech. Vzhledem k pokračující 

proliferaci v časné fázi diferenciace a velkým rozdílům v množství buněk/proteinů mezi 

jednotlivými intervaly diferenciace (přibližně 6× vyšší koncentrace proteinů v diferencujících 

buňkách oproti NSC) tak zůstává otázka, jak tato normalizace ovlivnila výslednou kvantifikaci, 

a zda nemohly být hodnoty v NSC nadhodnoceny. S jistotou lze však konstatovat, že nárůst 

hladin VEGF a IL-6 v průběhu diferenciace překonal možný vliv normalizace a umožnil 

identifikovat významný vliv VEGF. 

Data z měření metodou SRM nebylo nutné ani vhodné normalizovat, protože globální 

normalizace v případě sledování menšího množství proteinů s očekávanou významnou 

jednostrannou změnou by způsobila arteficiální odchylky. Nevýhody využití normalizace podle 

vybraných metabolických nebo cytoskeletálních proteinů pro sledování diferenciace NSC byly 

popsány výše. Vše tedy bylo normalizováno na úrovni vzorků (stejné vstupní množství 

proteinů, paralelní příprava vzorků apod.). Navzdory rostoucímu počtu buněk během BG 

diferenciace a zvyšujícímu se množství proteinů ve vzorku jsme v případě SRM nezaznamenali 
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pokles všech analytů v časné fázi diferenciace, který jsme pozorovali při analýze sekretomu. 

To mohlo být způsobeno řádově vyšším množstvím proteinů, které se nachází v buňce oproti 

proteinům, které jsou buňkami sekretovány. 

Pro normalizaci dat z měření DDA a DIA se využívají globální metody normalizace.336 

Obvykle používaná mediánová normalizace vyrovná hladiny jednotlivých proteinů mezi 

vzorky na základě sjednocení mediánů. V průběhu NSC diferenciace však dochází ke změnám 

hladin většiny kvantifikovatelných proteinů, a proto nebylo možné tuto metodu aplikovat, 

neboť vedla k podhodnocení pozorovaných biologických rozdílů mezi jednotlivými vzorky. 

Zatímco data z měření SRM bylo z důvodu malého počtu měřených analytů nejvhodnější 

prezentovat bez normalizace, data z měření SWATH-MS jsme normalizovali na základě 

poměru mediánu intenzity celkového signálu TIC všech měření děleného mediánem intenzity 

signálu TIC daného měření. Tato normalizační metoda nám umožnila realistické srovnání všech 

analyzovaných vzorků. 

 

Naši metodu SRM jsme úspěšně validovali s využitím referenčních ESC a astrocytů při 

charakterizaci NSC diferenciace. Všechny testované diferenciační protokoly (S, B, G, BG 

a Astro1) vedly k preferenční diferenciaci do neuronů. DCX byl detekovatelný také v ESC, ale 

ne v NSC, což je v souladu s expresí DCX zaznamenanou v ESC, včetně linie H9.337 Zjistili 

jsme, že i když NES a TBB3 mají omezenou specifitu k nervové linii, v kombinaci s dalšími 

markery spolehlivě informují o diferenciačním stavu NSC. Přestože TUBB3 byl dlouho 

považován za specifický marker neuronů93, v průběhu vývoje mozkové kůry se jeho hladina 

a lokalizace mezi různými druhy neuronů liší a byl detekován také v NSC, ne však v gliových 

buňkách338. To je v souladu s našimi výsledky, že TUBB3 není specifickým markerem 

neuronů. 

Nebylo možné potvrdit ani specifitu S100B čistě pro populaci referenčních astrocytů, 

které ale specificky produkují GFAP, jež byl v malé míře detekován také při BG diferenciaci. 

GFAP je produkován v radiálních gliích47, poté jeho hladina klesá a znovu se zvyšuje až během 

zrání astrocytů, spolu s nárůstem hladiny S100B96. V průběhu lidského embryonálního vývoje 

mozkové kůry (11. gestační týden) jsou přítomny buňky pozitivní na S100B, ale ještě ne zralé 

astrocyty (absence buněk pozitivních na GFAP).44 V NSC dospělého mozku je exprese S100B 

blokována a přechod těchto NSC od proliferace k diferenciaci je spojen s nárůstem hladiny 

S100B.339 Řada studií ukázala, že S100B je produkován také ependymovými buňkami, neurony 

a oligodendrocyty.340–342 S ohledem na námi pozorovanou preferenční diferenciaci NSC do 

neuronů, korelaci hladiny S100B s TUBB3 během BG diferenciace a rovněž minimální změny 
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hladin markerů oligodendrocytů, je pravděpodobné, že S100B byl produkován buňkami 

diferencujícími do neuronů. 

Absence GFAP v buňkách při S, B, a G diferenciaci neznamená, že neprobíhá 

diferenciace do astrocytů. Experimenty s NSC odvozenými z lidských ESC (včetně linie H9) 

ukázaly, že i po šesti týdnech diferenciace do astrocytů indukované 10% FBS byly jen vzácně 

přítomny buňky pozitivní na GFAP. Po transplantaci do experimentálního zvířecího modelu 

potkana s ALS ale došlo během 2–6 měsíců k jejich diferenciaci do astrocytů.315 Podobně 

u mozkových organoidů odvozených z iPSC byla hladina GFAP detekovatelná na proteinové 

úrovni až 76. den kultivace a dále rostla v průběhu kultivace až do 160. dne.343 Alisch a kolektiv 

provedli studii vlivu předchozích pasáží NSC odvozených z linie ESC H9 na diferenciaci do 

astrocytů a pozorovali významnou pozitivní korelaci mezi počtem pasáží NSC a expresí 

markerů astrocytů. Zjistili, že vyšší počty pasáží NSC (10 a více) vedou k poklesu exprese NES, 

SOX2 a MKI67 a naopak k nárůstu exprese GFAP a S100B. Vyšší počet pasáží také významně 

zkracoval dobu diferenciace (ze 70 na 28 dní) a zvyšoval počet buněk pozitivních na GFAP. Za 

zvýšenou diferenciací astrocytů mohou podle autorů stát pozorované změny v expresi receptorů 

pro EGF a FGF-2.299 Alisch a kolektiv však ve své studii neuvedli, jak často bylo vyměňováno 

kultivační médium s EGF a FGF-2. S ohledem na popsanou nestabilitu FGF-2 a s ní spojené 

výkyvy jeho hladiny126 je možné, že pozorované změny byly ovlivněny také postupnou 

spontánní diferenciací kultivovaných NSC. Omezená míra diferenciace NSC do astrocytů 

pozorovaná v našich experimentech může souviset s používáním nízkých pasáží NSC. 

Hladiny markerů NSC monitorované metodou SRM v průběhu diferenciace mírně 

klesly, nedošlo však k jejich úplné depleci. Tyto výsledky mohou být důsledkem heterogenity 

buněčné populace v průběhu diferenciace, kterou jsme pozorovali na úrovni jednotlivých buněk 

pomocí fluorescenční mikroskopie (malé procento buněk s vysokou hladinou NES či SOX2 

ovlivní kvantifikaci těchto markerů v celé populaci buněk). Liu a kolektiv sledovali přítomnost 

NES a TUBB3 u NSC odvozených z linie ESC H9 v průběhu jejich neuronální diferenciace. 

Zatímco NSC pozitivní na TUBB3 byly detekovány jen vzácně, NES byl produkován všemi 

NSC, avšak jeho hladina s diferenciací klesala, a naopak hladina TUBB3 rostla. 

U diferencujících buněk a neuronů NES a TUBB3 kolokalizovaly do oblasti výběžků a oproti 

TUBB3 nebyl NES prakticky detekovatelný v oblasti soma neuronu. NES spolu s TUBB3 tedy 

zřejmě hrají roli při tvorbě buněčných výběžků u neuronálních prekurzorových buněk 

a neuronů.344 Tyto výsledky jsou v souladu s námi pozorovanou lokalizací NES 

v diferencujících buňkách pomocí fluorescenční mikroskopie. 
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Studie z posledních let dále ukázaly, že NES je zapojen do řady buněčných procesů 

nejen v NSC (obvykle je produkován aktivně se dělícími buňkami), ale rovněž v časných 

i zralých neuronech. NES slouží jako proteinové lešení pro další proteiny, a reguluje tak 

například buněčný cyklus a dělení, organizaci mitochondrií, růst a cílení axonů pro tvorbu 

synapsí a rovněž chrání buňky před oxidačním stresem a inhibuje apoptózu (shrnuto v 345). Jeho 

přítomnost v diferencujících buňkách tedy může být fyziologická, ne důsledkem heterogenní 

diferenciace. Kvůli své nízké specifitě však NES není vhodným samostatným markerem NSC 

a pro spolehlivou identifikaci NSC by měl být kombinován s dalšími markery. 

Oproti tomu hladina SOX2 v průběhu diferenciace mírně klesala a imunofluorescenční 

mikroskopie potvrdila pouze sporadickou přítomnost buněk pozitivních na SOX2. Zatímco 

marker pluripotence OCT4 byl kvantifikovatelný u obou linií ESC, SOX2 byl v ESC pouze 

detekovatelný (jen jeden peptid byl měřitelný metodou SRM v těchto vzorcích), což nemusí 

znamenat nízkou hladinu SOX2 v ESC, ale také nižší ionizovatelnost dostupných tryptických 

peptidů SOX2. Tento marker byl sledován na základě dvou peptidů a pokud by byl SOX2 

v ESC posttranslačně modifikován v oblasti sledovaného peptidu, nemohl by být peptid s PTM 

detekován metodou SRM kvůli změně jeho m/z. Pro tento protein by tak bylo vhodné přidat 

další peptidy, například na základě měření SWATH-MS. Transkripční faktory OCT4 a SOX2 

regulují mimo jiné expresi genů pluripotence – NANOG, OCT4 a SOX2, a právě SOX2 je 

nezbytný pro udržování hladiny OCT4 v ESC.329 

Překvapivá byla přítomnost markeru oligodendrocytů GALC v ESC. GALC je 

lysosomální enzym zajišťující katabolismus galactosylceramidu, který je hlavní lipidickou 

složkou myelinu, ale je zastoupen i v jiných tkáních.346 Studie diferenciace lidských ESC 

(včetně linie H9) a iPSC do hepatocytů ukázala, že GALC je produkován i v ESC a iPSC 

a s diferenciací jeho exprese dále roste.337 GALC a jeho úloha v metabolismu lipidů je rovněž 

zásadní pro funkci a přežívání hematopoetických kmenových buněk.347 Tyto výsledky 

naznačují, že GALC hraje roli v udržování diferenciačního potenciálu kmenových buněk. 

Mimo ESC byly proteiny OCT4 a GALC detekovatelné, respektive kvantifikovatelné, také 

v NSC diferencovaných do astrocytů v přítomnosti FBS (Astro1). Buňky po Astro1 diferenciaci 

měly rovněž kvantifikovatelné hladiny markerů NSC, neuronů a S100B. Zdá se tedy, že 

přítomnost FBS, přinejmenším u části takto diferencovaných buněk, podporuje udržování 

diferenciačního potenciálu, případně vede k částečné dediferenciaci. 

Další neočekávané zjištění bylo, že BG diferenciace poskytuje buněčné populace, které 

mají v případě markerů NES, SOX2, MAP2, TUBB3 a S100B nejvyšší pozorovanou variabilitu 

ze všech testovaných diferenciací, včetně Astro1. Hladiny DCX, TUBB3 a S100B jsou navíc 
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u BG diferenciace nižší než u S, B a G diferenciace. Protože samotné BDNF nebo GDNF 

stimuluje neuronální diferenciaci obdobně jako S diferenciace (srovnatelné hladiny 

neuronálních markerů a S100B), rozdíl je pravděpodobně způsoben kombinací BDNF a GDNF. 

BG diferenciace navíc jako jediná vedla k produkci GFAP v detekovatelném množství. 

De Leeuw a kolektiv studovali diferenciaci NSC odvozených z linie ESC H9 v přítomnosti 

BDNF a GDNF a po 28 dnech pozorovali malý počet buněk pozitivních na GFAP.300 Geneticky 

modifikované NSC se stabilní expresí GDNF diferencují ve vyšší míře do astrocytů in vivo.328 

Je tedy možné, že vyšší variabilita hladin sledovaných markerů u BG diferenciace je způsobena 

diferenciací části NSC do astrocytů vlivem GDNF. Není však jasné, proč jsme podobný efekt 

nepozorovali také v případě G diferenciace. 

Prokázali jsme, že námi vyvinutá metoda SRM je vhodná pro rychlou a citlivou 

charakterizaci buněčné populace, například při testování vlivu různých diferenciačních 

protokolů. Velkou výhodou měření SRM oproti SWATH-MS je jednodušší a rychlejší analýza 

a interpretace dat, protože jsou sledovány jen předem zvolené proteiny. To mluví ve prospěch 

využití metody SRM pro rutinní analýzy sloužící k charakterizaci buněk. Pro (pre)klinické 

využití této metody bude nutné optimalizovat způsob normalizace dat. Rovněž by bylo výhodné 

zajistit další pozitivní kontroly (referenční buněčné populace) pro proteiny, jejichž hladina byla 

v našich experimentech pod limitem detekce. Dostupnost referenčních buněk je však omezená, 

protože neurony a oligodendrocyty jsou nedělící se buňky a lidská mozková tkáň pro přímou 

izolaci a analýzu buněk je pro základní výzkum obtížně dosažitelná. V současné době 

pracujeme na rozšíření naší metody SRM o další markery jednotlivých buněčných typů CNS, 

a také o markery vybraných buněčných procesů, např. apoptózy, buněčného cyklu a buněčné 

odpovědi na stres, abychom kromě charakterizace diferenciace získali také informaci o stavu 

analyzované buněčné populace. 

 

Pro komplexní analýzu buněčného proteomu v průběhu diferenciace NSC jsme použili 

metodu SWATH-MS. Provedli jsme optimalizaci celého postupu od přípravy a měření vzorků 

metodami DDA a DIA, přes přípravu specifické spektrální knihovny s využitím DDA dat 

a analýzu měření DIA po statistické vyhodnocení získaných dat. Tento postup jsme publikovali 

jako podrobný protokol.9 Díky analýze SWATH-MS jsme potvrdili, že zásadní změny 

proteomu probíhají již v rané fázi diferenciace NSC. Prokázali jsme, že diferenciace NSC je 

odpovědí na odebrání růstových faktorů EGF a FGF-2 a v souladu s očekávanou funkcí BDNF 

a GDNF v podobě stimulace neuronální diferenciace a přežívání buněk317,319,320,323,325,327 se vliv 

těchto faktorů projevuje až v pozdější fázi diferenciace. 
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Použití specifické spektrální knihovny připravené měřením DDA stejných vzorků, které 

jsou následně analyzovány pomocí DIA, snižuje možnost falešně pozitivní identifikace 

a kvantifikace proteinu, který ve skutečnosti ve vzorku není přítomen.348 Nevýhodou tohoto 

typu spektrální knihovny je, že nevyužívá plný potenciál metody DIA, protože umožní jen 

kvantifikaci proteinů, jejichž peptidy byly detekovány a identifikovány pomocí měření DDA. 

V posledních letech se proto dostávají do popředí přístupy analýzy dat DIA, které využívají 

teoretické spektrální knihovny vytvořené in silico.349 Námi použitá kvantifikace proteinů pouze 

na základě hladin unikátních (proteotypických) peptidů vede k vysoké přesnosti analýzy 

srovnatelné s metodou SRM. Na druhou stranu, odebráním neunikátních peptidů z analýzy 

dochází ke ztrátě informace o velkém množství proteinů, které spolu sdílí stejné peptidy. Proto 

se stále více využívají kvantitativní analýzy na úrovni proteinových skupin, kdy každá skupina 

obsahuje více proteinů, které jsou kvantifikovány společně na základě sdílených peptidů.349 

Takovéto metody v kombinaci s moderními LC-MS/MS systémy umožňují kvantifikaci 

>11 000 proteinů v komplexním vzorku.249 

Výsledky funkční analýzy buněčných procesů regulovaných v průběhu diferenciace 

NSC pomohly identifikovat signální dráhy, které hrají roli při diferenciaci NSC. V časné fázi 

diferenciace jsme potvrdili pokračující buněčné dělení a zvýšenou transkripci a translaci 

umožňující buňkám provést zásadní změny proteomu. Utlumení těchto procesů je v souladu 

s pokračující diferenciací buněk, což ukázal nárůst hladin proteinů spojených s vývojem CNS, 

např. gliogeneze a neurogeneze. 

Přestože řada studií229,332,333 i naše vlastní analýzy ukázaly, že korelace mezi mRNA 

a proteiny není vysoká, buněčné procesy identifikované jako regulované na úrovni 

transkriptomu (např. metabolismus sacharidů či reorganizace cytoskeletu)105,350 jsou v souladu 

s procesy, u kterých jsme pozorovali regulaci na úrovni proteomu. Song a kolektiv provedli 

charakterizaci proteomu a fosforylace proteinů lidských imortalizovaných NSC v průběhu 

spontánní diferenciace in vitro, a zjistili, že tento proces lze podle shlukové analýzy rozdělit do 

tří časových intervalů – dny 0-1, dny 2-4 a dny 7-15.351 Tyto výsledky jsou v souladu s našimi 

výsledky SRM při monitorování časné fáze BG diferenciace a pozorovaným poklesem hladiny 

proteinů po výměně média (1. den BG) a při přechodu NSC z proliferace na diferenciaci (3.-4. 

den) a s regulací buněčných procesů pozorovanou ve výsledcích SWATH-MS. Autoři dále 

zaznamenali pokles hladin proteinů spojených s regulací buněčného cyklu a proliferace 

a naopak nárůst hladin proteinů nebo jejich fosforylace spojené s neuronální diferenciací, 

organizací cytoskeletu, růstem axonu, tvorbou synapsí, gliogenezí a signálními dráhami MAPK 

a Wnt/β-catenin v průběhu diferenciace NSC.351 
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Měření SWATH-MS i imunoblot potvrdily pokles hladin markerů proliferace (MKI67 

a PCNA) v průběhu diferenciace, který pozitivně koreluje s pozorovaným snížením buněčného 

dělení. Přesto je pokles hladiny obou proteinů jen mírný a v případě PCNA jeho hladina 

neklesla pod úroveň dne 0. Může to být způsobeno probíhajícím asymetrickým dělením NSC. 

MKI67 je navíc produkován i v buňkách, které se aktivně nedělí352 a hraje roli v replikaci DNA 

(jeho deplece vede k opožděné replikaci a poškození DNA)353, separaci chromosomů354, 

udržování stability genomu353,355, regulaci genové exprese organizací heterochromatinu356 

a u nádorových buněk pozitivně ovlivňuje expresi genů, které vedou k adaptaci buněk na 

změny okolního mikroprostředí357. PCNA se účastní nejen replikace DNA, ale také oprav 

poškozené DNA.358 Nelze rovněž vyloučit, že hladiny MKI67 a PCNA se významně liší mezi 

jednotlivými buňkami z důvodu heterogenity populace diferencujících buněk, jak jsme 

pozorovali v případě markerů NSC pomocí imunofluorescenční mikroskopie. 

Analýza fosforylace proteinů během dvoudenní diferenciace NSC izolovaných z mozku 

embrya potkana odhalila významnou roli proteinu STAT3 (Signal transducer and activator of 

transcription 3) a signální dráhy Wnt/β-catenin v pozitivní regulaci diferenciace NSC.359 

Signální dráha Wnt/β-catenin je jednou ze základních signálních drah regulujících sebeobnovu 

a diferenciaci NSC.136–138 Aktivaci kanonické signální dráhy Wnt/β-catenin jsme v naší studii 

pozorovali na základě setrvalého nárůstu hladiny Catenin beta-1 od 7. dne diferenciace. Naše 

výsledky pozitivní korelace aktivace kanonické signální dráhy Wnt/β-catenin s neuronální 

diferenciací jsou v souladu s dalšími studiemi diferenciace NSC.143,359 Studie provedené na 

nádorových tkáních potvrdily, že signální dráha Wnt stimuluje aktivaci signální dráhy HIF-1 

(např. přes STAT3) bez vlivu hladiny O2, a zvyšuje tak expresi VEGFA (shrnuto v 360). 

Naše analýza SWATH-MS prokázala, že v průběhu diferenciace NSC dochází nejen 

k regulaci signální dráhy Wnt, ale také HIF-1 a VEGF. Navazující experimenty pak ukázaly 

nejvyšší hladinu proteinu HIF1A v NSC a v časné fázi diferenciace. Hlavní úlohou signální 

dráhy HIF-1 je aktivace buněčné odpovědi na hypoxii pomocí regulace genové exprese, včetně 

zvýšení exprese VEGFA.159 Studie provedená na myších NSC odvozených z ESC a na myších 

neuroepiteliálních buňkách in vitro a in vivo ukázala, že HIF1A je nezbytný pro sebeobnovu 

NSC a jeho deplece vede k předčasné neuronální diferenciaci. S postupující diferenciací NSC 

v průběhu embryonálního vývoje hladina HIF1A klesá.361 Podobně u lidských iPSC byl popsán 

pozitivní vliv HIF1A na sebeobnovu a udržování pluripotence. Deplece HIF1A vedla ke 

změnám metabolismu mitochondrií, jejich fúzování a k aktivaci signální dráhy Wnt/β-catenin, 

což stimulovalo diferenciaci iPSC do NSC.362 Námi pozorovaná vyšší hladina HIF1A v NSC 

s následným poklesem v průběhu diferenciace odpovídá popsané funkci HIF1A v regulaci 
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sebeobnovy a diferenciace NSC. S ohledem na kultivaci a diferenciaci NSC v podmínkách 

normoxie není pravděpodobné, že by vyšší hladina HIF1A v NSC byla způsobena hypoxií. 

Validační experimenty rozšířily výsledky SWATH-MS a ukázaly, že hladina 

aktivované formy CASP3 je vyšší v časné fázi diferenciace. Výraznější pokles zaznamenaný 

v pozdější fázi BG diferenciace může být způsoben stimulací přežívání buněk a inhibicí 

apoptózy popsanými dříve u BDNF a GDNF.317,318,323,324,327 Rovněž může souviset se zvýšenou 

sekrecí VEGF-A, kterou jsme pozorovali u BG diferenciace. Sekretované VEGF-A by mohlo 

inhibovat apoptózu, jak bylo popsáno v případě VEGF165 u NSC potkana v in vitro i in vivo 

podmínkách.177 Další studie provedená na potkanech ale ukázala, že suplementace VEGF-A do 

dospělého mozku potkana nevede ke snížení hladiny aktivované formy CASP3 in vivo.176 

Nárůst hladiny proteinů spojených se signální dráhou VEGF je v souladu s pozorovanou 

aktivací signální dráhy HIF-1 a s nárůstem hladiny sekretovaného VEGF v průběhu 

diferenciace. V naší práci jsme prokázali významný nárůst koreceptoru VEGF Neuropilin-1 od 

14. dne diferenciace. Na základě identifikovaných drah spojených s proteiny dráhy VEGF165 

lze předpokládat, že její hlavní role v průběhu diferenciace NSC je spojená s podporou 

proliferace a přežívání buněk a s reorganizací aktinového cytoskeletu vedoucí k růstu axonu. 

Tyto výsledky odpovídají popisu funkce VEGF-A v regulaci diferenciace neuronů, včetně 

in vitro kultivace v podmínkách normoxie.170,171 

 

V navazujících experimentech jsme se zaměřili na sledování hladiny VEGF v sekretomu 

NSC v průběhu diferenciace. Nejen samotná náhrada poškozených buněk, ale zejména 

modulace mikroprostředí pomocí růstových faktorů při regeneraci poškozené tkáně je totiž 

považována za klíčový efekt úspěšné transplantace.4 Například vnesení sekretomu NSC 

stimuluje proliferaci a diferenciaci NSC v dospělém mozku a pozitivně reguluje signální dráhu 

Wnt/β-catenin, což vede ke zlepšení zdravotního stavu myšího modelu Alzheimerovy 

choroby.363 Potenciál pro terapeutické použití má sekretom nejen nervových buněk, ale také 

například MSC. Proteiny sekretované MSC stimulují přežívání NSC a růst axonů neuronálních 

buněk (zejména sekrecí BDNF).322,364 Klinická studie dlouhodobé suplementace GDNF do 

mozku pacientů s Parkinsonovou chorobou ukázala nejen bezpečnost této terapie, ale také 

významné zlepšení klinického stavu pacientů.365,366 Rovněž se nabízí možnost terapeutického 

využití extracelulárních váčků (exosomů). Deng a kolektiv ukázali, že extracelulární váčky 

produkované NSC, astrocyty a neurony odvozenými z linie ESC H9 inhibují zánětlivou 

buněčnou odpověď a apoptózu buněk při ischemii.367 Dosavadní studie sekretomu NSC se však 
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obvykle zaměřovaly na jeho aplikaci v in vitro a in vivo modelech, nikoliv na jeho 

charakterizaci. 

V naší práci jsme analyzovali sekretom NSC odvozených z linie ESC H9 v průběhu 

jejich diferenciace in vitro.  Prokázali jsme nárůst sekrece VEGF korelující s nárůstem hladiny 

koreceptoru VEGF Neuropilin-1 v průběhu diferenciace NSC. Dále jsme popsali nárůst sekrece 

IL-6, který je nezbytný pro proliferaci (sebeobnovu) NSC v dospělém mozku myši.368 

V dospělém mozku potkana je IL-6 sekretován astrocyty a stimuluje neuronální diferenciaci 

NSC.369 IL-6 rovněž sekretují oligodendrocyty připravené z imortalizovaných lidských NSC 

transdukcí pro stálou expresi OLIG2, zde se IL-6 zřejmě podílí na regulaci diferenciace 

a přežívání oligodendrocytů.370 Tyto výsledky jsou v souladu s námi pozorovanou pozitivní 

korelací hladiny IL-6 s neuronální diferenciací NSC. IL-6 také reguluje pomocí proteinu 

STAT3 aktivitu dalších signálních drah, například HIF-1 a VEGF, včetně zvýšení exprese 

VEGFA v myších astrocytech in vivo.163,371,372 

V současnosti je popsáno 17 isoforem VEGF-A156, přičemž nejčastěji se vyskytují 

VEGF111, VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 a VEGF206.158 Proteiny VEGF189 

a VEGF206 jsou pevně vázány na heparan sulfáty na povrchu buněk a v ECM, a pro jejich 

uvolnění do média je nutná přítomnost heparinu nebo Plasminu, zatímco VEGF165 se na 

heparan sulfáty váže významně méně a VEGF121 je volně difuzibilní.373,374 Vzhledem 

k absenci heparinu a Plasminu v médiu během námi sledované diferenciace NSC lze 

předpokládat, že VEGF189 a VEGF206 nemohly být metodou xMAP kvantifikovány. Proto 

jsme další analýzy zaměřili na VEGF121 a VEGF165. Zjistili jsme, že při pohledu pouze na 

hladinu VEGF121 nebo VEGF165 na imunoblotu neodpovídá jejich nárůst v buňce nárůstu 

sekrece VEGF-A. Pokud bychom však uvažovali VEGF121 a VEGF165 společně, rostla by 

hladina VEGF-A s diferenciací NSC podle očekávání. Je však možné, že hladina VEGF-A 

v buňce nekoreluje s hladinou sekretovaného VEGF-A. Dále jsme ukázali nárůst hladiny 

koreceptoru VEGF Neuropilin-1. Pan a kolektiv v in vitro podmínkách prokázali, že v lidských 

endoteliálních buňkách se na Neuropilin-1 váže i VEGF121, ale oproti VEGF165 nevytvoří 

komplex VEGF-A/Neuropilin-1/VEGFR2.375 Zda VEGF121 interaguje s koreceptorem 

Neuropilin-1 v případě lidských NSC nebo neuronů není známo. 

Dále jsme sledovali vliv VEGF121 a VEGF165 na proliferaci a přežívání NSC. Zjistili 

jsme, že přítomnost EGF a FGF-2 v médiu zcela potlačuje možný efekt suplementace pomocí 

VEGF121 a/nebo VEGF165. V případě S diferenciace jsme pozorovali, že proliferaci 

a přežívání buněk významně stimuluje VEGF121, ne však VEGF165. To je v souladu 

s výsledky transplantace geneticky modifikovaných NSC se stabilní expresí VEGF121 do 
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mozku potkana s mozkovou mrtvicí, která vedla k významnému zlepšení jeho zdravotního 

stavu.376 Oproti tomu analýza imortalizovaných myších neuronů ukázala, že VEGF121 nemá 

vliv na jejich přežívání in vitro.377 

Naše výsledky ukazující absenci vlivu VEGF165 na buněčnou proliferaci a přežívání 

NSC jsou v rozporu s řadou studií provedených na zvířecích experimentálních modelech 

in vitro a in vivo.177,377–379 Interpretace studií suplementace VEGF165 v in vitro nebo in vivo 

podmínkách je však poměrně komplikovaná, protože jednotlivé studie používají nejen různé 

experimentální modely (různé organismy, různé buněčné typy a linie), ale také různé metody 

pro sledování vlivu VEGF165. Otázkou je také optimální dávka VEGF165. Zatímco in vitro 

experimenty ukázaly pozitivní korelaci mezi množstvím přidaného VEGF165 a indukcí 

proliferace či přežívání buněk s maximem 100 ng/ml177,378, in vivo experimenty ukázaly 

negativní vliv vysoké dávky VEGF165, vedoucí případně až k neurotoxicitě.380–382 VEGF165 

oproti VEGF121 není zcela difuzibilní, ale váže se na heparan sulfát373,374 a přidání heparinu 

do média zvyšuje jeho schopnost vazby na receptory VEGF.383,384 Většina studií ukazujících 

pozitivní vliv suplementace VEGF165 však heparin v kultivačním médiu nepoužila.377–379 

Námi použitá koncentrace VEGF165 (100 ng/ml) a absence heparinu v médiu by tedy neměly 

bránit efektu této isoformy na lidské NSC. Je také možné, že roli hrála chybějící N-glykosylace 

rekombinantního VEGF165, která za normálních podmínek vede ke stabilizaci jeho struktury 

po interakci s heparan sulfáty.385 Na druhou stranu, mnoho studií ukázalo vliv rekombinantního 

VEGF165, který byl produkován stejným expresním systémem jako v našem případě. 

Naše výsledky jsou první analýzou vlivu VEGF121 na lidské NSC a ukazují pozitivní 

vliv VEGF121, nikoliv VEGF165, na proliferaci a přežívání buněk při spontánní diferenciaci 

NSC odvozených z linie ESC H9. Další práce by se měly zaměřit na studium vlivu VEGF121 

na jiné buněčné linie lidských NSC, neuronů a gliových buněk, na analýzu vlivu množství 

přidávaného VEGF121 a na podrobnou charakterizaci buněčných procesů regulovaných touto 

isoformou. Vysoká difuzibilita VEGF121 by mohla být výhodná při terapii, neboť by umožnila 

ovlivnit větší oblast tkáně. Tuto hypotézu by bylo vhodné ověřit s využitím zvířecích modelů. 

 

 Absence klinicky validovaných biomarkerů rozvoje HD představuje významnou 

komplikaci pro sledování rozvoje HD před objevením prvních příznaků. Ideální biomarker 

musí splňovat tři základní podmínky: jeho hladina musí spolehlivě odpovídat rozvoji choroby, 

musí vykazovat minimální variabilitu mezi testovanými osobami, a rovněž musí být 

detekovatelný ve vzorcích získaných s co nejmenší invazivitou pro testovanou osobu.386 

V současnosti jsou obvykle sledovány hladiny proteinů mHTT a Neurofilament light 



100 
 

polypeptide (NF-L).387 Hladina proteinu NF-L je změněna u mnoha neurodegenerativních 

onemocnění, včetně ALS, Alzheimerovy či Parkinsonovy choroby, ale také například 

v důsledku anestezie či operačního zákroku.388,389 Interpretace pozorované změny hladiny 

NF-L bez doplňujících informací z pozorování dalších biomarkerů tak může být zavádějící. 

Vhodná by mohla být kombinace například s proteiny Proenkephalin-A (PENK) 

a Proenkephalin-B (PDYN), neboť pokles jejich hladin byl pozorován ve vzorcích 

mozkomíšního moku pacientů s HD.390–393 PENK byl jedním z proteinů identifikovaných v naší 

analýze. Slibným kandidátním biomarkerem je také protein GFAP, jehož zvýšena hladina byla 

nalezena v obou našich analýzách a byla již prokázána korelace hladiny GFAP se stádiem HD 

a s hladinou NF-L v krvi.394 

Významnou limitací dosud provedených studií zaměřených na hledání biomarkerů 

rozvoje HD jsou relativně malé sledované skupiny pacientů či zvířecích modelů. Příkladem 

mohou být studie zaměřené na detekci proteinu CLU v krevní plazmě pacientů s HD 

v presymptomatické a symptomatické fázi. Zatímco prvotní studie ukazovala na jeho potenciál 

pro sledování rozvoje HD395, navazující analýza neprokázala významné změny hladiny CLU 

v průběhu rozvoje HD, ale ukázala na protein CRP (C-reactive protein) jako vhodný biomarker 

pro sledování rozvoje HD v časné fázi onemocnění.396 Pozdější studie však nepotvrdila dříve 

pozorované změny hladiny CRP v souvislosti s rozvojem HD.397 Větší experimentální skupiny 

by pomohly lépe analyzovat biologickou variabilitu mezi jedinci téže skupiny (zdraví, nebo 

nemocní), a určit tak skutečný potenciál testovaného kandidátního biomarkeru. 

 Námi analyzované proteomické studie se zaměřovaly zejména na vzorky pacientů 

a zvířecích modelů HD až po prvním projevu klinických příznaků choroby, a informace 

o presymptomatické fázi tak obvykle chybí. Většina studií se navíc věnovala nejvíce zasažené 

tkáni – mozku, a je proto otázkou, nakolik se pozorované změny proteomu v mozku projeví na 

proteomu tělních tekutin. Ověření nalezených kandidátních biomarkerů je klíčové nejen 

z hlediska jejich schopnosti charakterizovat rozvoj HD, ale také relevanci jejich detekce v krvi 

či mozkomíšním moku. 
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Shrnutí 

Hlavním cílem této disertační práce bylo zavedení přesných postupů pro analýzu 

diferenciace lidských NSC v in vitro podmínkách na úrovni proteinů. Zvolili jsme moderní 

proteomické metody využívající MS (SRM a SWATH-MS), které bylo nejprve nutné 

optimalizovat a validovat. Podařilo se nám dosáhnout splnění těchto dílčích cílů: 

 

1) Vyvinuli jsme přesnou a rychlou metodu SRM pro charakterizaci NSC v průběhu 

neurální diferenciace. Na základě hladin 10 sledovaných markerů buněčných typů 

(ESC, NSC, astrocyty, oligodendrocyty a neurony) je tak možné sledovat diferenciační 

potenciál buněčné populace a využít tuto metodu pro optimalizaci diferenciačního 

protokolu. 

2) Zavedli jsme postup pro analýzu proteomu NSC v průběhu diferenciace pomocí metody 

SWATH-MS. Tento postup umožňuje přesnou kvantitativní analýzu proteomu NSC 

pomocí volně dostupných nástrojů. 

3) Optimalizovaný postup analýzy proteomu metodou SWATH-MS jsme v kombinaci 

s analýzou sekretomu protilátkovou metodou xMAP aplikovali na model diferenciace 

NSC. Podařilo se nám identifikovat klíčové signální dráhy regulující in vitro 

diferenciaci NSC – HIF-1, IL-6, VEGF a Wnt, které se navzájem pozitivně ovlivňují. 

Provedli jsme funkční studii vlivu VEGF-A na spontánní diferenciaci NSC a prokázali 

jsme, že VEGF121, avšak nikoliv VEGF165, stimuluje proliferaci a přežívání 

diferencujících buněk. 

4) Podařilo se nám shromáždit seznam 97 proteinových markerů s velkým potenciálem 

najít uplatnění při monitorování rozvoje a léčby HD. 

 

Výsledky této práce pomohly lépe pochopit molekulární mechanismy diferenciace lidských 

NSC. Přinesly nové poznatky o vlivu signální dráhy VEGF na proliferaci a přežívání buněk 

a ukázaly příklad výhodného využití kombinace celoproteomové analýzy a cílené analýzy 

zaměřené na předem vybrané proteiny. Byly také vybrány zájmové proteiny pro budoucí 

monitorování pacientů s HD. 
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Publikace a prohlášení o podílu na jejich přípravě 

Předkládaná disertační práce je založena na jedné prvoautorské a jedné spoluautorské 

publikaci v recenzovaných časopisech indexovaných ve Web of Science s impakt faktorem a na 

dvou kapitolách v zahraničních knihách (jedna prvoautorská a jedna spoluautorská). U každé 

publikace je uveden podíl na její přípravě. 

 

ČERVENKA, J., TYLEČKOVÁ, J., KUPCOVÁ SKALNÍKOVÁ, H., VODIČKOVÁ KEPKOVÁ, K., 

POLIAKH, I., VALEKOVÁ, I., PFEIFEROVÁ, L., KOLÁŘ, M., VAŠKOVIČOVÁ, M., PÁNKOVÁ, 

T., VODIČKA, P. Proteomic Characterization of Human Neural Stem Cells and Their Secretome During 

in vitro Differentiation. Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, 14 (JAN 28), 612560. E-ISSN 1662-

5102. Dostupné z: doi: 10.3389/fncel.2020.612560. IF2021 = 6,147. 

- prvoautorská publikace 
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- podíl na psaní publikace: sepsání a revize manuskriptu, příprava obrazové dokumentace 

a příloh 

 

SUCHÁ, R., KUBÍČKOVÁ, M., ČERVENKA, J., HRUŠKA-PLOCHÁŇ, M., BOHAČIAKOVÁ, D., 
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- spoluautorská publikace (kapitola v knize) 
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Přílohy 

 

Příloha 1: Seznam primerů použitých pro RT-qPCR 

Gen Primery 
Velikost 

produktu 

Referenční 

sekvence 
Reference 

ATP5F1B 
TGCTCCCATTCATGCTGAGG 

140 NM_001686.4 10 
CTCCAGCACCACCAAAAAGC 

DCX 
TATGCGCCGAAGCAAGTCTC 

150 NM_178152.2 398 
TACAGGTCCTTGTGCTTCCG 

GALC 
GCCAAGCGTTACCATGATTT 

123 NM_001201402.1 399 
TTTCACTCGCTGGAGACCTT 

GAPDH 
ATCACCATCTTCCAGGAGCGA 

101 NM_001357943.2 400 
TTCTCCATGGTGGTGAAGACG 

GFAP 
GAGGTTGAGAGGGACAATCTGG 

128 NM_002055.4 398 
GTGGCTTCATCTGCTTCCTGTC 

MAP2 
GACTGCAGCTCTGCCTTTAG 

106 NM_002374.3 398 
AAGTAAATCTTCCTCCACTGTGAC 

NES 
CTCAGCTTTCAGGACCCCAA 

128 NM_006617.1 398 
GTCTCAAGGGTAGCAGGCAA 

OLIG1 
TGTCGCAGAGAGTTTTCGCT  

146 NM_138983.3 10 
ATGCAAGGCGGTTGGTTTTC 

POU5F1 
TCGAGAACCGAGTGAGAGG 

125 NM_002701.5 400 
GAACCACACTCGGACCACA 

S100B 
TTCTGGAAGGGAGGGAGACA 

103 NM_006272.2 398 
CTCCTGCTCTTTGATTTCCTCT 

SOX2 
ACCTCTTCCTCCCACTCCAG 

134 NM_003106.4 401 
CTCTGGTAGTGCTGGGACATG 

TUBB3 
GGCCAAGTTCTGGGAAGTCAT 

137 NM_006086.3  398 
CTCGAGGCACGTACTTGTGA 
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Příloha 2: Protilátky použité pro imunocytochemii 

Antigen Výrobce 
Katalogové 

číslo 
Organismus Ředění 

Nestin Abcam ab22035 myš 1:1000 

Transcription factor 

SOX-2 

Life 

Technologies 
A24339 králík 1:300 

Neuronal migration 

protein doublecortin 
Abcam ab135349 myš 1:200 

Tubulin beta-3 chain Sigma-Aldrich T4026 myš 1:100 

Microtubule-associated 

protein 2 
Abcam ab7756 myš 1:200 

Glial fibrillary acidic 

protein 
Abcam ab10062 myš 1:100 

Protein S100-B Abcam ab52642 králík 1:100 

Galactocerebrosidase Merck Millipore MAB342 myš 1:100 

Oligodendrocyte 

transcription factor 1 

Chemicon 

International, Inc. 
MAB5540 myš 1:500 
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Příloha 3: Protilátky použité pro imunoblot 

Primární protilátky      

Antigen Výrobce 
Katalogové 

číslo 
Organismus Blokace Ředění 

ATP synthase subunit 

alpha, mitochondrial 
Abcam ab14748 myš 5% mléko 1:4000 

Caspase-3 - activated Origene 
AP06504PU-

N 
králík 5% mléko 1:1000 

Catenin beta-1 
Sigma-

Aldrich 
C2206 králík 5% mléko 1:4000 

Glial fibrillary acidic 

protein 

Sigma-

Aldrich 
G3893 myš 5% mléko 1:3000 

Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase 

Sigma-

Aldrich 
G9545 králík 5% mléko 1:5000 

Hypoxia-inducible factor 

1-alpha 

Novus 

Biologicals 
NB100-123 myš 5% mléko 1:1000 

Proliferation marker 

protein Ki-67 
Abcam ab16667 králík 5% mléko 1:1000 

Nestin Abcam ab22035 myš 5% mléko 1:1000 

Neuropilin-1 R&D AF3870-SP ovce 
5% 

Amicase 
1:200 

Proliferating cell nuclear 

antigen 
Abcam ab92552 králík 5% mléko 1:2500 

Protein S100-B Abcam ab52642 králík 5% BSA 1:500 

Transcription factor SOX-

2 

Cell 

Signaling 

Techn. 

#3579S králík 5% mléko 1:1000 

Synaptosomal-associated 

protein 25 
Abcam ab109105 králík 5% mléko 1:1000 

Tubulin beta-3 Exbio 11-264-C100 myš 5% mléko 1:4000 

VEGF121 Abbexa abx128591 králík 5% mléko 1:1000 

VEGF165 R&D AF-293-SP koza 
5% 

Amicase 
1:60 

      

Sekundární protilátky           

Peroxidase-conjugated 

anti-myš IgG 

Jackson 

Immunores. 
715-035-151 osel 5% mléko 1:10000 

Peroxidase-conjugated 

anti-králík IgG 

Jackson 

Immunores. 
711-035-152 osel 5% mléko 1:10000 

Peroxidase-conjugated 

anti-ovce IgG 

Jackson 

Immunores. 
713-035-147 osel 5% mléko 1:10000 
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Publikace Proteomic Characterization of Human Neural Stem Cells and Their Secretome 

During in vitro Differentiation 
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Publikace Targeted mass spectrometry for monitoring of neural differentiation 
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Publikace Proteomic Analysis of Human Neural Stem Cell Differentiation by SWATH-MS 
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