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Seznam zkratek

BDNF Brain-derived neurotrophic factor (mozkovy neurotroficky faktor)

bFGF Basic fibroblast growth factor (bazicky fibroblastovy rustovy faktor)
CI90RF72 chromosome 9 open reading frame 72 (nazev genu)

CAG triplet nukleotidi cytosin-adenin-guanin (kodujici aminokyselinu glutamin)

CNPase 2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (enzym asociovany s myelinem,
marker oligodendrocyt)

DCX Doublecortin (marker prekurzort neuront a nezralych neuront)
EGF Epidermal growth factor (epidermalni ristovy faktor)
elF2a Eukaryotic translation initiation factor 2«

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (imunoenzymatickd metoda pro
kvantifikaci antigenti nebo protilatek)

FUBP Far upstream element binding protein

FUS RNA-binding protein fused in sarcoma/translocated in liposarcoma (znamy také
jako ,,heterogeneous nuclear ribonucleoprotein P2)

GABA kyselina gama-aminomaselna (neurotransmiter)

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor (kolonie granulocytt stimulujici rustovy
faktor)

GDNF Glial-cell line derived neurotrophic factor (neurotroficky faktor odvozeny od
gliovych bungk)

GFAP Glial fibrillary acidic protein (fibrilarni protein glii, marker astrocytit)

GRK2 G-protein-coupled receptor kinase 2 (kinaza 2 receptoru spiazeného s G-
proteinem)

HIF  Hypoxia-induced factor (faktor indukovany hypoxit)

hnRNP heterogeneous nuclear ribonucleoprotein

IGF-1 insulin-like growth factor 1

IL interleukin

JNK  c-Jun N-terminal kinase (MAP kinaza fosforylujici transkripcni faktor cJun)
KI-HD praseci knock-in model Huntingtonovy nemoci

MAP2 Microtubule-associated protein 2 (protein ptitomny zejména v dendritech
neurontl)

MEKS Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 (MAPKK kinaza
MEK3)

MHTT mutovany huntingtin protein

PKC proteinkinaza C

PKD proteinkinaza D

BRAF Serine/threonine-protein kinase B-raf

SOD1 Superoxide dismutase 1 (superoxid dismutaza 1)
TgHD praseci transgenni model Huntingtonovy nemoci

VEGF Vascular endothelial growth factor



Obsah

L VO oo 1
1.1 Nervové Kmenove DUNKY.......cccorereeririeiieninieseneeeseeeese e 1
1.2 Bunécné terapie poskozeni nervového systému - transplantace bunek, pfenos

sekretovanych faktori a extracelularnich VACKT ........ccooveeveiniiniiniiiieee, 2
1.3 Vybrana zavazna poskozeni centralniho nervového systému ...........ccceeceeveennnne. 3
1.4 Proteomika, proteom a SEKIetOM ........ccvevviiiieciecieeeeece e 4

2 CHLE PIrACE ...ttt bbb b e nnne 6

3 VYSIEAKY .o 7
3.1  Charakterizace zmén v bunéénych proteinech a signalnich drahach prasecich

nervovych kmenovych bun¢k béhem diferenciace........coceveeerieervieineenieeniieninnns 7

3.2 Shrnujici ptehledové prace o proteomu nervovych kmenovych bunék ............ 11
3.3 Charakterizace proteomu a sekretomu lidskych nervovych kmenovych bunék

odvozenych od embryonalnich kmenovych bun€k ...........ccccooveeiiininnnnnnnen. 12

3.4 Neuroprotektivni potencial mezenchymovych kmenovych bunék.................... 13

3.5 Poran@ni MICHY ......ccccveriiriiniiiie sttt sttt sttt e s 15

3.6 Huntingtonova nemoc a extracelularni vacky jako mozné zdroje biomarkerd . 17

3.7  Monitorovani genovych terapii u preklinickych modelti ...........cccocceeveineninss 19

3.8  Metodické publikace a vyvoj novych proteomickych metod..........ccoceeveeneenne 21

B ZLAVEY ..o s 23

5  Seznam pouZité literatury (véetné vlastnich citovanych praci) ......................... 25

6 Seznam priloZenych originalnich védeckych praci..............ccocoovniiiiiiininns 30



1 Uvod

wJakmile je wukonlen vyvoj, pramen ristu a regenerace axonii a dendritii
nendavratné vyschne. V dospélych centrech jsou nervové driahy ponékud fixni

a neménné: vie miiZe zemiit, nic nemiize byt regenerovino.“

Santiago Ramon y Cajal (1852-1934)!

Az do 90. let 20. stoleti bylo Siroce akceptovano dogma neexistence regenerace
nervové tkané u dosp€lych savci, nastolené mimo jiné na pielomu 19. a 20. stoleti
$panélskym neurovédcem a histologem, nositelem Nobelovy ceny Santiagem Ramonem y
Cajalem?®. 1 kdyz byla nasledné v 60. letech 20. stoleti Josephem Altmanem pozorovéana
inkorporace radioaktivniho tymidinu v gyrus dentatus hipokampu naznacujici existenci
délicich se bunék? a poté bylo pozorovano, Ze se jednd mimo jiné i o neurony®, zlistdvala

védecka komunita k existenci neurogeneze u dospélych savct nadale skepticka.

V 90. letech 20. stoleti se nékolika laboratofim podatilo z mozku dospélych savet
vyizolovat buiiky a propagovat je in vitro pomoci koktejlu ristovych faktorti. Reynolds a
Weiss byli mezi prvnimi, ktefi popsali tvorbu neurosfér z nervovych kmenovych bunék in
vitro®. Objev existence nervovych kmenovych bunék, které je mozné in vitro propagovat a
diferencovat do neurond, astrocytll a oligodendrocyti spustil velky védecky zajem pro

jejich mozné vyuziti ke studiu neurogeneze a jejich mozné terapeutické uplatnéni.

1.1 Nervové kmenové buriky

Nervové kmenové buiky jsou definovany jako bunky schopné sebeobnovy a
zaroven schopné davat vznik diferencovanym nervovym butikam (neuroniim a gliim). Jsou
b 4 14 . rh r 7 4 ~ d vl . h . kd oo
nezbytné pro vyvoj nervového systému’ a zaroven v dospélosti se mohou, i kdyz jen v
omezené miie, podilet na vzniku novych neuronii®. U dospélych savci jsou popsana dvé
hlavni mista, kde probihd neurogeneze, a to subventrikularni zoéna lemujici postranni

mozkové komory a gyrus dentatus hipokampu.

Od objevu existence nervovych kmenovych bun¢k a neurogeneze v dospélém veéku
jsou nervové kmenové a progenitorové buniky pfedmétem vyzkumu pro jejich mozné
uplatnéni v regenerativni mediciné. Zkouma se zejména jejich potencialni vyuziti k 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova, Parkinsonova nebo

Huntingtonova nemoc, amyotroficka lateralni skler6za ¢i k 1é¢bé nasledkli cévnich



mozkovych piihod a poranéni michy. Jedna z cest terapeutického uplatnéni vede pies
aktivaci endogennich kmenovych bunék, neurogeneze a podporu remyelinizace axond,
zejména pomoci neurotrofickych a rtstovych faktort, jako jsou napiiklad Glial-cell line
derived neurotrophic factor (GDNF), Brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) a Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)3°.

Jinym pfistupem pro podporu neuroregenerace je ptimo transplantace bunék.

1.2 Bunécfné terapie poskozeni nervového systému - transplantace bunék,
pienos sekretovanych faktoru a extracelularnich vacka

Bunécné terapie poskozeni nervového systému probihaji v experimentalnich
podminkach a aplikace nekterych typd bun€k pokrocila od preklinického testovani do
stadia klinickych zkousek. Jako zdroj bunc¢k se nejcastéji pouzivaji nervové
kmenové/progenitorové builky odvozené z embryondlnich nebo fetalnich kmenovych
bungk!®!, Vyznamnym milnikem byl v roce 2006 objev reprogramace fibroblasti do
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPS bungk)*? , které mohou byt nasledng
diferencovany do jinych bunék, véetné nervovych kmenovych bunék a dale do neurond.
Probiha vyvoj technologii pro piipravu bunék odvozenych od iPS bun¢k v podminkach
spravné laboratorni praxe pro jejich bezpecné pouziti v bunéénych terapiich. V roce 2024
byly zahajeny prvni klinické zkousky vyuzivajici od iPS bunék odvozené dopaminergni

neurony nebo prekurzory dopaminergnich neurond pro 1é¢bu Parkinsonovy nemoci.

Dalsim slibnym zdrojem bun¢k pro bunécné terapie jsou buitky mezenchymového
puvodu, napt. hematopoetické nebo stromalni bunky kostni dfené nebo kmenové buiiky
tukové tkan&>131, Mezenchymové kmenové buiiky je mozné ziskat pro autologni pienos i
V dospélém veku, ¢imz je minimalizovano odhojeni transplantovanych bunék imunitnim
systétmem. U 1é€by poskozeni nervového systému se predpokladd, Zze mezenchymové
kmenové buiiky svymi imunomodula¢nimi vlastnostmi tlumi zanétlivou reakci v misté
poskozeni, zabranuji apoptdéze neurond, produkuji neurotrofni faktory a podporuji

neovaskularizaci®®.

Okolo roku 2010 se zacaly objevovat nové poznatky, ze transplantované bunky se
nemusi po transplantaci nutn¢ diferencovat do nervovych buné¢k ¢i vilbec zacleniovat do
poskozené tkang, ale Ze jejich uginky mohou byt zprostiedkovéany sekretovanymi faktory*®-
18 Vyuziti sekretomu (souboru sekretovanych faktorl) ptekondva nékteré problémy
spojené s transplantaci bun€k, jako napf. zajiSténi imunokompatibility s piijemcem,
minimalizace tumorigenniho potencialu, naroky na podminky pro manipulaci a skladovani

apod.



Nasledn¢ bylo zjisténo, Ze podobné neuroprotektivni a neuroregenerativni ucinky
mohou mit i extracelularni vacky izolované z médii kondiciovanych kmenovymi
burikami®®. Extracelularni va¢ky jsou membranou obalené Castice o velikosti desitek
nanometr az jednotek mikrometri uvoliiované buiitkami do extracelularniho prostoru a
télnich tekutin. Tyto vacky obsahuji proteiny, RNA a dals$i molekuly zdrojovych bunék.
Extracelularni vacky maji nezastupitelnou roli v mezibunééné signalizaci?® a mohou
cilovym butikim pienaset cytokiny, trofické faktory a dalsi latky®®. Extracelularni vacky
ve srovnani s buitkami nabizi podobné vyhody jako sekretom. Dalsi vyhodou vacku je
vyssi stabilita prenasenych molekul, protoze jsou chranény lipidovou membranou. Vyzkum

pouziti extracelularnich vacku se postupné presouva od zakladniho vyzkumu do klinickych

zkousek™®.

1.3 Vybrana zavaZna poskozeni centralniho nervového systému

Zavazna poskozeni nervového systému, jako jsou napf. poranéni michy a
neurodegenerativni onemocnéni, velmi vyznamné zasahuji nejen do Zivota postiZzené
osoby, ale i do zivota blizkych a pecujicich osob. Zaroven, s prodluzujici se délkou
lidského zivota stoupa vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova
¢i Parkinsonova nemoc, coz klade do budoucna se zvysujici naroky na zdravotnicky a
socioekonomicky systém. V dosavadni praci jsem se zabyvala charakterizaci proteinovych
zmén u vybranych poskozeni nervového systému, jakymi jsou poranéni michy,

amyotroficka lateralni skler6za a Huntingtonova nemoc.

Traumatické poranéni michy je zavazné poSkozeni Casto vedouci k télesnému
postiZeni a invalidité. Bez ohledu na vlastni pfi¢inu poranéni michy, v zasaZzené oblasti
obecné dochazi k poskozeni vzestupnych a sestupnych nervovych drah, roztrzeni krevnich
cév a bunécnych membran vedoucim k misnimu Soku, spasmu cév, ischémii, naruseni
rovnovahy iontll a akumulaci neurotransmiterti. Tyto zmény vedou k zanétu, otoku a
nekrotickému odumirani bunék. Nasledn€¢ dochazi k demyelinizaci axonti pfezivsich
neurontl a tvorb& gliové jizvy &i cysty?. V zavislosti na misté a typu poSkozeni pacienti

trpi rizné rozsahlou poruchou senzorickych a motorickych funkei.

Amyotroficka lateralni skler6za je fatalni onemocnéni zplsobené degeneraci
motorickych neuront. Ptiblizné v 10 % pfipadl se vyskytuje v rodinach, zatimco zbylych
90 % ptipadu je sporadickych. Onemocnéni je pravdépodobné zplisobeno mnoha riznymi
dosud neznamymi pficinami. Bylo objeveno asi 50 gent jejichz mutace by mohly pfispivat
K rozvoji onemocnéni. NejCastéji se vyskytuji mutace v genech SOD1 (kdodujicim
superoxid dismutazu 1), C9ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) a FUS (RNA-

binding protein fused in sarcoma/translocated in liposarcoma). Mutace v genu SODL1 je sice



nejcastéjsi, ale i tak se nachazi u pouhych 1-2 % ptipadt sporadické amyotrofické lateralni
sklerozy. Predpoklada se, Ze mutovany SOD1 protein je nachylny k agregaci a vykazuje
toxicitu. ProtoZe neni pfesn€ zndma piicina onemocnéni a diky obrovské variabilité mutaci,
i v téch nejcastéji mutovanych genech, je obtizné pro toto onemocnéni vyvinout kauzalni

1é¢bu®.

Huntingtonova nemoc je autosomalné¢ dominantné dédi¢né neurodegenerativni
onemocnéni zpusobené expanzi cytosin-adenin-guanin (CAG) repetic v genu kodujicim
protein huntingtin. Néasledné vznikd mutovany huntingtin protein (mHTT) s prodlouzenym
polyglutaminovym traktem na svém N-konci. Huntingtin je pfitomen ve vSech bunkach
téla, s nejveétsi expresi v mozku a varlatech. Piesnd fyziologicka role huntingtinu ani
patofyziologické mechanismy pasobeni mHTT nejsou vsak dosud zcela objasnény.
K poskozeni zpiisobenému piitomnosti mHTT jsou nejvice citlivé neurony, dochézi
postupné k atrofii mozkovych struktur, jako jsou nucleus caudatum, putamen, globus
pallidus, subtalamickych jader a subkortikalni bilé hmoty, coz je nasledovano poruchou

motoriky?.

Piesné pochopeni molekularnich mechanismti doprovazejicich tato zavazna
onemocnéni nam muze pomoci najit nové cile 1é¢by, ale i biomarkery, které by bylo mozné
vyuzit ke sledovani rozvoje/stupné zavaznosti postizeni ¢i monitorovani ucinku terapie.

Proteiny jsou jedny z hlavnich kandidatnich molekul, na které by se mél vyzkum zaméfit.

1.4 Proteomika, proteom a sekretom

Proteomika je védni disciplina zkoumajici proteom. Proteom je soubor proteint
ptritomnych v daném objektu (burika, tkan, t€lni tekutina, organismus apod.) v daném case
a za danych podminek. Sekretom oznacuje soubor proteind sekretovanych bunkami do

extracelularniho prostoru a télnich tekutin.

U ¢loveka bylo popsano 20 598 gend, které koduji proteiny®*. Z tohoto poétu gent
pak piiblizné 10% geni koduje sekretované proteiny?. Spektrum proteind je vSak mnohem
komplexnéjsi, nez je pocCet znamych genil, pokud uvazime, ze béhem posttranskripcnich
uprav mohou vznikat riizné sestfihové varianty mRNA a po ptekladu do proteinu mtize byt
protein nasledné¢ upraven mnoha riiznymi posttranslacnimi modifikacemi. Narozdil od
gend, jejichz sestava je v Case a mezi riiznymi typy bunck organismu viceméné konstantni,
proteom je velmi dynamicky. Zaroven proteiny jsou ve vétSing piipadt konecné klicové
strukturni a funkéni molekuly, urCujici tvar, enzymovou vybavu, signalizaci a celkové tak
fenotyp bunék. Proto nam vyzkum proteomu pfinasi cenné poznatky o studovaném

biologickém objektu. Jakymsi mezistupném mezi analyzou gendi a proteinl je



transkriptomika, ktera studuje hladiny mRNA. Hladiny mRNA ale ¢asto nekoreluji
s hladinami proteinti, zejména diky riznym vliviim, jako je stabilita mRNA, ucinnost
translace, biologicky polocas proteinu a podobné?. Navic, aktivita a lokalizace proteinu
Casto zavisi na posttransla¢nich modifikacich a tyto nemohou byt z hladiny mRNA

predikovany.

Proteomické metody vyuzivaji zejména dva hlavni pfistupy, a to analyzu
konkrétnich predem vybranych proteint zaloZzenou na detekci specifickymi protilatkami a
celkové profilovani vSech detekovatelnych proteini pomoci hmotnostni spektrometrie.
Ptikladem protildtkovych metod mize byt detekce ¢i kvantifikace jednoho vybraného
proteinu pomoci western blotu ¢i ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).
V poslednich dvou desetiletich byly vyvinuty protilatkové metody umoziujici v jednom
vzorku analyzovat vice proteinil zdroven (tzv. multiplexni metody), a to napiiklad za
vyuziti protilatkovych mikroCip (podobné uspotadani jako ELISA, ale protilatky jsou
imobilizovany v urcitych pozicich na mikroskopickém skle nebo membran€) nebo

multiplexnich metod xXMAP s protilatkami navazanymi na mikroskopickych kuli¢kach.

Hmotnostni spektrometrie umoziuje velmi presné stanovit molekulovou hmotnost
latek. V piipad¢é proteomiky se vyuziva nejcastéji ke stanoveni molekulové hmotnosti
peptidt vzniklych §tépenim proteinti na urcitych mistech proteazou. Typicky se pro vétSinu
analyz vyuziva proteaza trypsin, ktera $tépi proteiny vedle argininu a lyzinu. Vzniklé
peptidy pak vzdy obsahuji bazickou aminokyselinu, coz je vyhodou pro stabilizaci naboje
peptidového iontu béhem analyzy Vv hmotnostnim spektrometru. Soucasné piistupy
hmotnostni spektrometrie vyuzivaji vysoce sofistikované pristrojové a softwarové
vybaveni a umoziuji kvantifikovat ve vzorku tisice az desetitisice proteind, v zavislosti na
komplexite vzorku, dynamickém rozsahu koncentraci proteinti, pouzitych predseparacnich

technikach pted vlastni analyzou apod.

I kdyz studium proteomu je technicky a metodicky naro¢né a vyzaduje véetsi
vstupni mnozstvi biologického materialu nez analyzy genomu a transkriptomu, ptina$i nam
proteomika cenné informace o molekulach (proteinech), které jsou finalnim funkcnim

produktem genové exprese a které fidi fenotyp a osud bunék.



2 Cile prace

Habilitacni prace sleduje tyto cile:

- zmapovat zmény na urovni proteini béhem in vitro diferenciace prasecich
fetalnich nervovych kmenovych bungk a lidskych nervovych kmenovych bun¢k

odvozenych od embryonalnich kmenovych bun¢k

- charakterizovat vybrané¢ faktory sekretované lidskymi mezenchymovymi

kmenovymi burikami s ohledem na jejich neuroprotektivni potencial

- popsat chronické zmény v signdlnich proteinech v pfednich rozich misnich a

spinalnich gangliich po traumatickém poskozeni michy u potkaniho modelu

- za vyuziti prasecich modelii Huntingtonovy nemoci a plazmy pacienti a
kontrolnich osob analyzovat moznost vyuziti extracelularnich vacka krevni
plazmy jako nositelti biomarkerd Huntingtonovy nemoci, zejména pak se

zaméfenim na obsah a formy proteinu huntingtinu

- sledovat odpovéd’ organismu na experimentalni genové terapie Huntingtonovy
nemoci, amyotrofické lateralni sklerdzy a neuropatické bolesti u prasecich

modeld.



3 Vysledky

3.1 Charakterizace zmén v bunéénych proteinech a signalnich drahach

prasecich nervovych kmenovych bunék béhem diferenciace

Prace Skalnikova H. a kol. A proteomic approach to studying the differentiation
of neural stem cells; Proteomics. 2007 Jun;7(11):1825-38%" se zabyva proteomickou
charakterizaci diferenciace praseéich nervovych kmenovych bunék. Cilem nasi prace bylo
zjistit rozdily na urovni hladin proteinti mezi proliferujicimi kmenovymi buiikami a
diferencovanymi buitkami. Nervové kmenové buiiky jsme izolovali z mozkové tkané
40dennich prasecich fetii (celkova délka nitrod€lozniho vyvoje u prasete je 120 dni).
Nervové kmenové buiiky jsme expandovali ve formé neurosfér v bezsérovych médiich za
stimulace epidermalnim rstovym faktorem (EGF) a bazickym fibroblastovym rlstovym
faktorem (bFGF). Bunky jsme nasledné diferencovali kyselinou retinovou na miskach
potazenych fibronektinem a lamininem po dobu 5 dni. Pfitomnost diferencovanych bun¢k
jsme detekovali imunocytochemickym barvenim na markery ¢asnych a maturovanych
neuront a gliovych bunék (obr. 1). Po 5 dnech diferenciace bylo ptiblizné zastoupeni bunék
Vv kultufe 30 % neuront a 60 % gliovych bunék, ptevazné astrocytl. Proteiny v bunéénych
lyzatech nediferencovanych proliferujicich kmenovych bunék a diferencovanych bunék
jsme poté separovali dvojrozmérnou gelovou elektroforézou, kde jsme kvantifikovali
pramérn¢ 848 proteinovych skvrn na jeden gel. Rozdilné exprimované proteinové skvrny
jsme vytezali zgelu a identifikovali v nich obsazené proteiny pomoci hmotnostni
spektrometrie. Zmény exprese vybranych proteini mezi proliferujicimi kmenovymi

buiikami a diferencovanymi bunikami jsme poté ovefili western blotem.

CNPase pozitivni

BI1-tubulin pozitivni neurony oligodendrocyt

(zeleng), jadra bunek barvena  (zeleng), jadro barvené

GFAP pozitivni astrocyty

(Cerveng), jadra barvena
¢ervené propidiumjodidem cervenc modfe DAPI
propidiumjodidem

Obr. 1 Detekce znaku diferencovanych prasefich nervovych bunék pomoci

imunocytochemie. Méfitko predstavuje 50 pm.



Pomoci hmotnostni spektrometrie jsme identifikovali 16 proteinti s rozdilnou
expresi mezi kmenovymi a diferencovanymi builkami. Nejvétsi podil mezi
identifikovanymi proteiny mély proteiny ucastnici se Uprav RNA a proteint, dale
nasledovaly proteiny zajist'ujici strukturu a organizaci bunck, metabolické enzymy a byly

identifikovany i proteiny se signalni a protektivni funkeci.

Béhem diferenciace nariistalo mnoZzstvi proteind nezbytnych pro stabilizaci,
upravy a transport urCitych mRNA zjadra do cytoplasmy, konkrétné heterogennich
jadernych ribonukleoproteini hnRNP A1, hnRNA A2/B1 a hnRNP H. Pfi bliz§im studiu
hnRNP A2/B1 jsme zjistili, ze béhem diferenciace nartistd mnozstvi forem s kyselejSim
izoelektrickym bodem (pl) a forem s vyssi molekulovou hmotnosti, coz naznacuje, ze by
se mohlo jednat o rizn€ fosforylované ¢i jinak posttranslacné modifikované izoformy.
Naslednym imunocytochemickym barvenim jsme odhalili silnou expresi hnRNP A2/B1

zejména v jadrech diferencovanych astrocytu.

Dale byly identifikovany dva proteiny Ucastnici se regulace transkripce, a to
Paraspeckle protein 1 alpha isoform a Far upstream element-binding protein 1, jejichz

hladiny byly nizsi po diferenciaci bun€k oproti nediferencovanym kmenovych buikam.

Pro bunky diferencované do smési neuronti a glii byl dale typicky nartst nékterych
proteind chranicich bunku pfed stresem a napomahajicich spravnému sbalovani proteini
(znamych jako molekularni chaperony), a to Alpha-crystallin B-chain, Protein DJ-1,
Protein disulfide-isomerase A6 a Heat-shock protein beta-1. Alpha-crystallin B-chain je
strukturni souc¢asti ocni ¢oc¢ky, ale zaroven i malym proteinem teplotniho Soku (heat shock
protein, HSP). Béhem diferenciace nartistalo mnozstvi zejména jeho izoformy s kyselym
izoelektrickym bodem. Tento protein byl v nasi studii detekovan v gliovych buikach
(GFAP pozitivni astrocyty, CNPase pozitivni oligodendrocyty) a ve vimentin-pozitivnich
buiikach s protahlou morfologii, coz jsou pravdépodobné radialni glie, které jsou

prekurzorové bunky zodpovédné za produkci neuront a glii.

Tato prace predstavuje historicky jednu z prvnich charakterizaci nervovych
kmenovych bun€k na trovni proteomu a identifikovala mimo jiné né€kolik proteint
ucastnicich se regulace transkripce a Uprav mRNA jako hlavnich znaki rozliSujicich
kmenové a diferencované buiky. Proteomické separacni a detekéni techniky dostupné
v dobé vzniku publikace umoznily nahlédnout pouze na stovky proteinti s nejvyssimi
hladinami v bunce. Vzhledem k velmi omezenému mnozstvi dostupného materialu (velmi
malé mnozstvi nervovych kmenovych bunék ve fetalni tkani) nebylo mozné provést hlubsi

studii a vicetrovitové separace proteinti pro vyssi pokryti bunééného proteomu.



Abychom mohli analyzovat dalsi proteiny, jejichz hladiny v bunkach jsou velmi
nizké, ale mohou mit vyrazny vliv na fenotyp a chovédni buné€k, jako napt. proteiny
nitrobunéénych signalnich kaskad, vyuzili jsme v dal$i praci pro hlubsi charakterizaci
nervovych kmenovych bun€k a jejich diferenciace protilatkové mikroCipy Kinex.
MikrocCipy Kinex KAM-1.0 umoznuji sledovat hladiny a fosforylace 221 proteinkinaz, 29
protein fosfataz a 156 dalSich regulacnich proteinil. Na ¢ipu je imobilizovano celkem 626
protilatek, z nichz 369 rozpoznava celkové hladiny proteinii a 257 je specifickych pro
fosforylovana mista cilovych proteint. Protilatkovy mikroCip umoziuje orientacni nahled
do kvantity velkého poctu proteini a jejich fosforylaci za vyuziti velmi malého mnozstvi
vzorku (typicky 50 pg celkového proteinu), ale mlze pfinaset i faleSné pozitivni ¢i
negativni signaly. Proto je nutné vysledky u vybranych proteini ovéfit napt. western
blotem. Kinex mikroCipy jsme pouzili k analyze stejného modelu diferenciace prasecich
nervovych kmenovych bunék jako bylo popsano v piedchozi komentované publikaci.
Vysledky jsme publikovali v praci Skalnikova H. a kol., Protein signaling pathways in
differentiation of neural stem cells. Proteomics. 2008 Nov;8(21):4547-59%.

Na zaklad¢ primarnich dat z mikroCipti jsme vybrali 12 kandidatnich proteinti a 17
fosfoproteint s rozdilnou intenzitou signalu mezi proliferujicimi nervovymi kmenovymi
bunkami a bunkami diferencovanymi kyselinou retinovou do smési neuroni a glii. Zmény
v hladinach 5 proteini a 4 intenzit fosforylace jsme potvrdili western blotem. Jednalo se o
narust hladin dvou proteinti mitogenni signalni drahy Serine/threonine-protein kinase B-
raf (BRAF) a Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 (MEK3), a dale
enzymi Heme-oxygenase 2 a Protein phosphatase 4C a naopak snizeni celkového G-
protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) po diferenciaci. Zmény ve fosforylacich
zahrnovaly snizeni fosforylaci proteinkinaz PKCy pThr655, PKD (PKCu) pSer738 +
pSer742, Eukaryotic translation initiation factor 2o (eIF2a) pSer51 a Alpha-crystallin B-

chain pSer45 v diferencovanych burnikach v porovnani s kmenovymi.

Pomoci imunocytochemického barveni jsme nasledné studovali lokalizaci Heme-
oxygenase 2 a Alpha-crystallin B-chain fosforylovaného na Ser 45 v neurosférach a
diferencovanych bunkach. Heme-oxygenase 2 byla velmi slabé detekovatelna
Vv neurosférach tvotrenych proliferujicimi nervovymi kmenovymi builkami, zatimco jeji
mnozstvi bylo vy$si v diferencovanych bunkach, zejména pak neuronech (Obr. 2), coz
potvrzuje vysledky z mikro¢ipi a western blotu. Hem-oxygenaza je enzym, ktery
katalyzuje prvni, rychlost uréujici, krok degradace hemu za produkce oxidu uhelnatého a
biliverdinu. Jeji izoforma Heme-oxygenase 2 je specifickda pro nervovy systém a testes.
Jinymi autory bylo pozdéji zjisténo, ze aktivita hem-oxygenazy 2 v mozku ma

neuroprotektivni, antioxida¢ni a anti-apoptotické t¢inky?°.



Alpha-crystallin B-chain fosforylovany na Ser45 byl zvySené detekovan
Vv proliferujicich nervovych kmenovych butikdch. Naopak v pfedchozi studii pomoci 2D
elektroforézy jsme nasli zvySenou hladinu formy Alpha-crystallin B-chain s kyselym pl u
diferencovanych bun€k. V databazi UniProt bylo pro tento protein dosud popsano 6
fosforylacnich mist a v jeho sekvenci se nachazeji dalsi glykosylacni a acetylacni mista

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02511/entry#ptm_processing). Tento protein je

béhem diferenciace nervovych kmenovych bunék pravdépodobné upraven kombinaci
posttransla¢nich modifikaci, nez jen pouhou zménou fosforylace na Ser45. Pomoci
imunocytochemického barveni jsme zjistili, Ze v diferencovanych bunkach byl Alpha-
crystallin B-chain fosforylovany na Ser45 slabé&ji pfitomen v jadie a jeho okoli u vSech typt
analyzovanych bunék (neurony, astrocyty, oligodendrocyty). Jako jedna z hlavnich funkci
alpha-crystallin B-chain v mozku se ptredpoklada zajisténi spravného skladani proteind.
Role fosforylace na serinu 45 neni znama, ale piedpoklada se, ze ma vliv na intracelularni

lokalizaci proteinu.

Vysledky ziskané z protilatkovych mikrocipti téz ukazuji na snizenou aktivaci
mitogeny aktivované signalni drahy u diferencovanych bunék oproti kmenovym bunikam.
U diferencovanych bun¢k dochazelo ke snizeni fosforylace receptoru EGFR pTyr1068,
dile pak MAP kinaz ERKI1/5 pThr202+pTyr204/pThr185+pTyrl87, ERKS
pThr218+pTyr220, JNK (c-Jun N-terminal kinase) pThr183+pTyr185, a transkripéniho
faktoru cJun pSer73, coz je v souladu s atlumem proliferaéni aktivity diferencovanych

bun¢k oproti proliferujicim kmenovym bunkam.

Dosavadni prace na prasecich fetalnich nervovych kmenovych buiikach ndm
poskytly informace o klicovych proteinech odlisujicich kmenové a diferencované buriky.
Identifikovali jsme proteiny hrajici roli zejména v regulaci genové exprese, bunétné
signalizaci ¢i ochrané buiiky proti stresu. Prase¢i model ndm umoziiuje rozsifit nase
znalosti o dalsi velky sav¢i organismus a jeho vyuziti ve vyzkumu je zatizeno mensimi

etickymi problémy tykajicich se zdrojt fetalnich bun€k, nez je tomu u clovéka.
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Obr. 2 Detekce Heme-oxygenase 2 (Zluty signal) v neuronech (¢erveny signal, barveni
na Bll1-tubulin) diferencovanych z prasecich nervovych kmenovych bunék. Métitko

predstavuje 50 um.

3.2 Shrnujici pfehledové prace o proteomu nervovych kmenovych bunék

Se vzristajicim zajmem o pouziti nervovych kmenovych bunék v regenerativni
mediciné zaroven naristala potieba dikladné charakterizace téchto bun¢k, véetné jejich
prolifera¢niho a diferenciacniho potencidlu. Pro shrnuti dosavadnich informaci o
proteinech vyznamnych pro sebeobnovu, udrzovani kmenovosti a potencialnich markerech
kmenovych a diferencovanych buné¢k jsme pripravili souhrnny ¢lanek o proteomu
nervovych kmenovych bun€k Skalnikova H. a kol. Proteomics of neural stem cells.
Expert Review of Proteomics. 2008 Apr;5(2):175-863. V tuto dobu byla hlavni separa¢ni
metodou V proteomickém vyzkumu dvojrozmérna gelova elektroforéza. V odborné
literatute byly popsany proteomické studie nervovych kmenovych bunék mysiho, krysiho,
praseciho, ale i lidského ptivodu, odvozenych jako primarni kultury z mozku ¢i pfimo ze
subventrikularni zony mozku, dale pak studie imortalizovanych linii izolovanych z mozku,
¢i linii nervovych prekurzort diferencovanych z embryondlnich kmenovych bunék nebo

mezenchymovych kmenovych bunék.

Kolem roku 2010 se =zacaly objevovat informace, ze kmenové bunky
transplantované experimentalnim zvifecim modeliim nemusi nutné v nervovém systému

recipienta piezivat a nahrazovat neurony ztracené nasledkem onemocnéni ¢i Grazu, ale ze
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transplantované buniky mizou produkovat rustové, neurotrofické, neuroprotektivni,
imunomodulaéni a dalsi sekretované faktory, které mohou podpofit prezivani neurond, rist
axond, snizovat zadnét a oxidativni stres a tim pfispivat k regeneraci nervové tkan¢. Pro
shrnuti dosavadnich publikovanych informaci o sekretomu kmenovych bunck jsme
ptipravili pfehledny ¢lanek Skalnikova H. a kol., Mapping of the secretome of primary
isolates of mammalian cells, stem cells and derived cell lines. Proteomics. 2011
Feb;11(4):691-708%. Zde jsme shrnuli metodické piistupy k analyze sekretovanych
proteinii dosud pouzité ve védecké literatufe a dale v tu dobu dostupné informace o
sekretovanych proteinech produkovanych mezenchymovymi kmenovymi buikami,
kmenovymi bunkami tukové tkan€, astrocyty a nervovymi kmenovymi bunikami,
embryonalnimi kmenovymi bunkami a fibroblastovymi ,feeder buinkami, ale i
diferencovanymi bunkami, jako jsou kardiomyocyty, endotelové buiiky a svalové bunky
kosterniho svalu. Tato prace poskytuje Siroké védecké komunité komplexni zdroj informaci
pro dalsi studie, coz je mimo jiné doloZeni jeji velkou citovanosti (173 citaci dle Web of

Science ke dni 22.5.2025).

3.3 Charakterizace proteomu a sekretomu lidskych nervovych kmenovych
bunék odvozenych od embryonalnich kmenovych bunék

V dalsi praci Cervenka J. a kol. Proteomic Characterization of Human Neural
Stem Cells and Their Secretome During in vitro Differentiation. Front Cell Neurosci.
2021 Jan 28;14:612560% jsme se zaméfFili na charakterizaci zmén v proteomu a sekretomu
be&hem diferenciace lidskych nervovych kmenovych bunék odvozenych od embryonalnich
kmenovych bungk linie H9. Porovnavali jsme dva zptsoby diferenciace, a to spontanni
(navozenou odebranim EGF a bFGF rustovych faktori z média) a indukovanou
(navozenou vyménou EGF a bFGF za GDNF a BDNF). Buiiky jsme analyzovali ve stadiu
proliferujicich nediferencovanych nervovych kmenovych bunék a po 7, 14, 21 a 28 dnech
diferenciace. Oba zplsoby diferenciace davaly vznik pfevazné neurontim, coz bylo
doloZeno zvysujici se expresi neuronalnich markeru, jako jsou Bl11-Tubulin, Microtubule-
associated protein 2 (MAP2) a Doublecortin (DCX). Naopak béhem diferenciace klesalo
mnozstvi markert proliferace, jako jsou antigen Ki-67 nebo Proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), a kmenovosti (Nestin, transkrip¢ni faktor SOX-2). Pomoci hmotnostni
spektrometrie jsme kvantifikovali celkem 2804 proteind. K nejvétsim zménam v hladinach
bunécnych proteinit dochéazelo v prvnich 7 dnech od indukce diferenciace (vice nez 1000
kvantitativné zménénych proteintl), zatimco rozdil mezi obéma zpisoby diferenciace byl
zanedbatelny. Mezi proteiny, jejichz hladina v bunkach vzristala v prubéhu diferenciace,
byly identifikovany proteiny ucastnici se vyvoje nervového systému (napf.

Synaptotagmin 1, Neuronal membrane glycoprotein M6-a, Serine/threonine-protein kinase
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DCLKI1, MAP2, nebo DCX), tvorby axond [napf. Neural cell adhesion molecule 1
(NCAM1) nebo Microtubule-associated protein 6 (MAPG)], ¢i Wnt signalizace (Catenin [3-
1, Wnt less homolog — receptor pro Wnt protein). Naopak, béhem diferenciace se mimo
jiné snizovalo mnozstvi proteini ucastnicich se transkripce a uprav mRNA [napi. Far
upstream element binding protein 2 (FUBP2) nebo U6 snRNA-associated Smlike protein
LSm3)]. Podobné¢ v nasi ptfedchozi studii u prase€ich nervovych kmenovych bun&k
dochazelo k poklesu mnozstvi FUBP1 béhem diferenciace. FUBP1 a FUBP2 jsou proteiny
ze stejné rodiny a podili se mimo jiné na regulaci exprese transkrip¢niho faktoru myc, ktery

je znAmym regulatorem proliferace, senescence a apoptdzy bungk®.

Pro analyzu sekretomu lidskych nervovych kmenovych bun¢k béhem diferenciace
jsme pomoci multiplexni protilatkové analyzy kondiciovanych médii kvantifikovali 28
cytokini, chemokini a ristovych faktord. Zjistili jsme, ze hladiny sekretovaného
interleukinu 6 (IL-6) a Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) narustaji béhem
diferenciace nervovych bun€k. Nartst hladin klicovych signalnich proteini VEGF-A
(forma VEGF121), Neuropilin-1 (receptor pro VEGF-A na neuronech) a Catenin -1
béhem diferenciace jsme potvrdili western blotem. Béhem diferenciace dochazelo

k poklesu tvorby Hypoxia-induced factor 1a (HIF-1a).

Dale jsme in vitro sledovali vliv rekombinantnich proteini VEGFA-121 a
VEGFA-165 na proliferaci a viabilitu kmenovych bunék béhem spontanni diferenciace.
Zjistili jsme, ze pouze varianta VEGFA-121 podporuje proliferaci a zvySuje viabilitu buné€k
v nepiitomnosti EGF a FGF. V pfitomnosti EGF a FGF nebyl pozitivni vliv VEGFA121
na proliferaci a viabilitu pozorovan. Nase vysledky ukazuji, ze v pribehu diferenciace
nervovych kmenovych bun€k dochézi k narGstu hladin proteini Wnt /B-catenin-VEGF

signalni drahy, coz mlze pozitivn€ ovlivnit proliferaci a pfezivani bunék.

Tato prace predstavuje jednu z prvnich studii VEGF-A u lidskych nervovych
kmenovych bunék. Zaroven detailné a komplexné¢ mapuje proteinové zmény béhem
diferenciace, které nam napomahaji blize porozumét procesim pii vzniku lidskych
neuront. Identifikované proteinové zmeény maji potencial byt prakticky uplatnény napt.
jako markery pro sledovani stupné diferenciace buné€k, coz v ptipadé bunéénych terapii

muze vést k minimalizaci rizika pfenosu nediferencovanych buné€k a tvorby teratomd.

3.4 Neuroprotektivni potenciil mezenchymovych kmenovych bunék

Ziskani nervovych kmenovych bunék pro regenerativni terapie Celi mnoha
problémum, at’ uz technickym (napf. zajisténi dostate¢ného mnozstvi bunék, zajisténi

imunokompatibility s pfijemcem, spravné nasmérovani diferenciace k piedchazeni
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pienosu nediferencovanych bunék a rizika vzniku teratomil) ¢i etickym (izolace bunck
Zembryi ¢i potracenych plodd). Tyto problémy by s vyhodou mohly byt prekonany
pouzitim mezenchymovych kmenovych bunék, které je mozné ziskat z pacientovy vlastni
kostni dfené¢ ¢i tukové tkané. Mezenchymové kmenové builkky produkuji fadu
neuroprotektivnich a imunomodulacnich faktort. Pro hlubsi pochopeni sekre¢ni kapacity
mezenchymovych bun¢k jsem prostudovala odbornou literaturu a pripravila piehledny
clanek Kupcova Skalnikova H. Proteomic techniques for characterisation of
mesenchymal stem cell secretome. Biochimie. 2013 Dec;95(12):2196-211%, ktery byl
vyzadan editory pro specialni ¢islo ¢asopisu Biochimie s nazvem The Mesenchymal Stem
Cell Secretome in Regenerative Medicine. V této publikaci popisuji proteomické techniky
pouzivané k analyze sekretovanych proteinii véetné metodickych uskali pfipravy vzorku,
separacni techniky, identifikaci a kvantifikaci proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie,
analyzu posttranslaénich modifikaci proteind, imunologické metody pro citlivou detekci a
kvantifikaci proteind pfitomnych v malych mnozstvich. V dalsi ¢asti publikace se vénuji
popisu izolace a charakterizace extracelularnich vackt jako dalSich vyznamnych buiikami
sekretovanych faktori v mezibunééné komunikaci, dale pak analyze cytokin kdédujicich
mRNA a bioinformatickym néstrojim k interpretaci proteomickych dat. Jako soucast
publikace jsem téz pfipravila tabulkové ptehledy doposud identifikovanych rastovych
faktord, trofickych faktori, cytokinii, chemokini a dalSich proteini sekretovanych
mezenchymovymi kmenovymi buiitkami. Pro usnadnéni piedstavy o analytickych limitech
proteomickych metod jsem piehled identifikovanych proteint v sekretomu MSC rozdélila
do tabulek na proteiny identifikované pomoci hmotnostni spektrometrie a proteiny
detekované pomoci protilatkovych metod. Tato publikace dosud obdrzela vice nez 200

citaci.

V dal§i experimentalni praci, kterd probihala ve spolupraci s Ustavem
experimentalni mediciny Akademie véd CR, v.v.i. jsme se zaméfili na charakterizaci
sekretomu mezenchymovych kmenovych bunék a jimi sekretovanych neuroprotektivnich
faktord. Porovnali jsme proliferacni, imunomodulacni a sekrecni aktivitu lidskych
mezenchymovych bungk ziskanych z riznych zdroji — kostni dfen¢ dospélého Cloveka,
tukové tkan¢ a Whartonova rosolu pupecniku novorozence (substantia gelatinea funiculi
umbilicalis). Vysledky jsme zvefejnili v publikaci Petrenko Y. a kol. A comparative
analysis of multipotent mesenchymal stromal cells derived from different sources, with
a focus on neuroregenerative potential. Sci Rep. 2020 Mar 9;10(1):4290%. Ze tii
porovnavanych zdrojii bun€k, mezenchymové kmenové buiiky kostni dien¢ vykazovaly

Tvvr

faktori v porovnani s ostatnimi studovanymi zdroji bunék. I pies rozdily v sekreci
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rustovych a neurotrofickych faktorti, sekretomy vSech tii typt bunék vykazovaly in vitro
vyznamny neurotrofni potencidl pro stimulaci riistu axonli neuronti a potlaceni bunécné

smrti nervovych prekurzorovych bunék po vystaveni oxida¢nimu stresu.

V dal§i praci Rehoiovi M. a kol. A Combination of Intrathecal and
Intramuscular Application of Human Mesenchymal Stem Cells Partly Reduces the
Activation of Necroptosis in the Spinal Cord of SOD1G93A Rats. Stem Cells
Translational Medicine. 2019 Jun;8(6):535-547%" jsme sledovali sekreci neurotrofickych
faktori u potkaniho modelu amyotrofické lateralni sklerézy. Intrathekdlni a
intramuskularni aplikace mezenchymovych kmenovych bun¢k vyrazné€ snizila odumirani
neurond U tohoto modelu. Aplikace média kondiciovaného mezenchymovymi kmenovymi
buitkami zlepsila motorickou aktivitu potkanti. Proteomickou analyzou kondiciovaného
média jsme kvantifikovali faktory BDNF, Nerve growth factor B (B-NGF), Intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), Stromal cell-derived factor 1o (SDF-1a), Hepatocyte
growth factor (HGF) a VEGF-A jako jedny z faktort, které na potlaceni nekroptdzy

neuronti mohou podilet.

3.5 Poranéni michy

V dalsi casti své prace jsem se zameéfila na sledovani proteomickych zmén u
traumatického poskozeni michy. V praci Kupcova Skalnikova H a kol. Signaling proteins
in spinal parenchyma and dorsal root ganglion in rat with spinal injury-induced
spasticity. Journal of Proteomics. 2013 Oct 8;91:41-57% jsme ve spolupraci s tymem prof.
Martina Marsaly z University of California San Diego za vyuziti jimi vyvinutého potkaniho
modelu traumatického poranéni michy sledovali zmény v signalnich proteinech v
lumbalni misni tkani (tj. pod mistem poranéni; konkrétn€¢ v prednich rozich misnich
obsahujicich mimo jiné nervové drahy a téla motorickych neurontl) a v pfilehlych
spinalnich gangliich (obsahujicich mimo jiné t€la senzorickych neuront). Cilem prace bylo
zjistit, které signalni proteiny a drahy jsou aktivovany/deaktivovany 2 a 5 tydnl po
transsekci michy v oblasti Th9 a které se mohou podilet na spasticité v distalni casti téla.
Pro prvotni screening signalnich proteinti byly pouzity Kinex protilatkové mikrocipy.
Vysledky byly nasledné ovéfeny western blotem a lokalizaci signifikantné zménénych
hladin protein a jejich fosforylaci v neuronech a gliovych bunkach jsme zmapovali

pomoci imunohistochemie.

V lumbalni mi$ni tkani pod mistem poranéni jsme mimo jiné prokazali zvySenou
expresi RONa, proteinkinazy C 6 (PKC8) a HSP27. RONa je receptorova tyrozinkinaza
specificka pro receptor pro makrofag-stimulujici protein (MSP). V ¢asovém intervalu 2

tydny po poranéni michy nartstalo mnozstvi RONa v motoneuronech a interneuronech, ale
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i vastrocytech. Po 5 tydnech od poranéni pietrvavaly zvySené hladiny RONa pouze
VvV GFAP pozitivnich astrocytech. Mikroglie u vzorki po transsekci michy a vSechny
kontrolni vzorky bez transsekce michy byly na RONa negativni. PKCS byla detekovana
v misni tkani v télech a-motoneuronti a v oligodendrocytech a jeji mnozstvi naristalo po
poranéni michy. Pfitomnost HSP27 byla pozorovana v a-motoneuronech v ptednich rozich
misnich (Obr. 3) a mnozstvi tohoto proteinu vyrazné narustalo v interneuronech v sedé

hmot€ misni po poranéni michy. Astrocyty byly na HSP27 negativni.

V zadnich misnich gangliich nebyly po poranéni michy pozorovany témeét zadné
zmény v hladinach studovanych signdlnich proteinii. Nase vysledky tak ukazuji, ze
terapeutické pfistupy k 1é€be spasticity po poranéni michy by mély primarné cilit na

svalové-specifické misni segmenty ke zvyseni lokdlnich inhibi¢nich signali.

-

> . i e
canalis centralis seda hmota misni

-

predni roh misni

bila hmota misni

bilda hmota misni

Obr. 3 Detekce HSP27 (€ervené) v a-motoneuronech (pozitivnich na CHAT, zelené)
prednich rohi miSnich kontrolni skupiny potkani. Jadra neurond jsou barvena modie

na marker NeuN. M¢titko 100 um.
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3.6 Huntingtonova nemoc a extracelularni vacky jako moZné zdroje
biomarkeri

Na§ dalsi vyzkum se obratil ke studiu dédicného neurodegenerativniho
onemocnéni — Huntingtonovy nemoci. Za ucelem studia této nemoci a vyvoje
experimentalnich terapii byl na Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.
v Libéchové vyvinut transgenni prasec¢i model této nemoci (TgHD model) nesouci N-

terminalni ¢ast lidského mutovaného huntingtinu®

. Déle ve spolupraci s americkou nadaci
CHDI Foundation nam byl poskytnut knock-in prase¢i model (KI-HD), u kterého byl
prodlouzen pocet CAG repetic pifimo v praseci alele kodujici huntingtin. Oba tyto modely
slouzi ke studiu mechanismu vzniku onemocnéni, experimentalnim genovym terapiim a

hledani biomarkeru.

Extracelularni vacky (obr. 4) jsou membranou obalené ttvary sekretované vétsinou
buné€k do extracelularniho prostoru a télnich tekutin. U neurodegenerativnich onemocnéni,
jako je Alzheimerova nemoc a Parkinsonova nemoc, bylo popsano, ze extracelularni vacky
v krevni plazmé& mohou nést proteiny, které se podili na tvorb¢ agregatti a vedou ke vzniku
daného onemocnéni. Napiiklad u Alzheimerovy nemoci bylo jinymi autory popsano, ze
hladiny Tau proteinu fosforylovaného na serinu 396 (Tau pS396), Tau fosforylovaného na
threoninu 181 (Tau pT181) a peptidu Amyloid beta 1-42 (AB1-42) v extracelularnich
vaccich krevni plazmy pochazejicich z nervovych bunék umoznily predikovat vznik

Alzheimerovy nemoci az 10 let dopiedu pied nastupem klinickych piiznak(i*C,

U Huntingtonovy nemoci nebyly zatim extracelularni vacky studovany a zaroven
u této nemoci nejsou znamy snadno dostupné biomarkery ke sledovani progrese
onemocnéni a monitorovani a¢inku nové vyvijenych terapii. Zamétili jsme se proto na
implementaci technik pro izolaci a charakterizaci extracelularnich vacku jako potencialnich
zdroj biomarkert. V publikaci Skalnikova H. a kol. Isolation and Characterization of
Small Extracellular Vesicles from Porcine Blood Plasma, Cerebrospinal Fluid, and
Seminal Plasma. Proteomes. 2019 Apr 25;7(2). pii: E17*! jsme porovnali mnoZstvi
extracelularnich vacka velikosti odpovidajicich exosomim ve tfech télnich tekutinach
s cilem vybrat zdroj poskytujici dostatecné mnozstvi vackll pro proteomické analyzy.
Obsah vackt v mozkomisnim moku byl extrémné nizky, proto byla pro dal$i analyzy

zvolena krevni plazma.
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Obr. 4 Extracelularni va¢ky pozorované v transmisnim elektronovém mikroskopu.
Ukazany jsou vacky izolované pomoci ultracentrifugace z kultivaénich médii
kondiciovanych lidskymi nervovymi kmenovymi buiikami. Béhem zpracovani a vysychéani
vzorku se muze sténa pivodné kulovitych utvarG propadnout a vacky se pak jevi

Vw7

misti¢kovitého tvaru. Kontrastovano uranylacetatem. Métitko 200 nm, zvétSeni 75 000 X.

Nasledné jsme se zaméfili na studium forem huntingtinu (celkovy protein a jeho
fragmenty, polyglutaminova expanze) v extracelularnich vaccich krevni plazmy pacientl
s Huntingtonovou nemoci a zdravych kontrol a u TgHD a KI-HD prase¢ich modelt.
Pomoci gradientové ultracentrifugace jsme prokazali, Zze huntingtin koizoluje
s extracelularnimi vacky. Celkové mnozstvi huntingtinu ve vaccich bylo vyssi u HD
Modell i pacientdl v porovnani se zdravymi kontrolami, ale pouze u TgHD modelu byl
rozdil statisticky vyznamny. Protilatkou rozpoznavajici prodlouzenou polyglutaminou
sekvenci jsme prokazali pfitomnost mHTT ve vaccich a jeho specificky ~70 kDa fragment
ve vaccich z plazmy TgHD modelu. Tyto vysledky jsme publikovali v praci Ananbeh H.
a kol. Huntingtin Co-Isolates with Small Extracellular Vesicles from Blood Plasma of
TgHD and KI-HD Pig Models of Huntington's Disease and Human Blood Plasma. Int
J Mol Sci. 2022 May 17;23(10):5598*. Jedna se o prvni studii molekularniho sloZeni

extracelularnich vacka u Huntingtonovy nemoci.

V piehledném ¢lanku Ananbeh H. a kol. Emerging Roles of Exosomes in
Huntington's Disease. Int J Mol Sci. 2021 Apr 15;22(8):4085* jsme shrnuli dosavadni
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informace z odborné literatury tykajici se roli extracelularnich vackd u Huntingtonovy
nemoci, zejména pak v §ifeni mHTT mezi buntkami, vyzkumu vacka jako zdroja

biomarkert a také jako transportnich systémi pro terapeutické ucely.

3.7 Monitorovani genovych terapii u preklinickych modeli

V praci tykajici se Huntingtonovy nemoci, Evers M. a kol. AAV5-miHTT Gene
Therapy Demonstrates Broad Distribution and Strong Human Mutant Huntingtin
Lowering in a Huntington's Disease Minipig Model. Molecular Therapy. 2018 Sep
5;26(9):2163-2177* jsme ve spolupraci se zahrani¢ni farmaceutickou firmou UniQure
sledovali u€inky genové terapie ke sniZzeni exprese huntingtinu v nervové tkani u TgHD
prasec¢iho modelu. V této praci jsem sledovala imunitni odpovéd’ prasat na podani virovych
konstrukti do putamen a thalamu. Sedmy den po podani genové terapie dochazelo
k pfechodnému vzristu interferonu alfa (IFNa) v mozkomi$nim moku, coz je cytokin
produkovany po virové infekci a pravdépodobné odrazi reakci na podané vektory. Hladiny
IFNa se ale béhem dalsiho tydne vratily k normalu. Po podani vektort AAV5-GFP
nesoucich gen pro zelené fluoreskujici protein (GFP) dochazelo v mozku prasat k expresi
GFP jako cizorodého proteinu, coz bylo doprovdzeno trvalym nardstem IL-8
v mozkomisnim moku po aplikaci vektorti. Naopak, u konstruktd AAV5-miHTT nesoucich
mMiRNA proti HTT mRNA se hladina IL-8 v likvoru zvysila jen mirné a na pfechodnou
dobu (7. a 14. den po podani) a poté se vratila k normalu, coz naznacuje pouze prechodnou
reakci na samotnou aplikaci ¢i vektory. Nase vysledky studii AAVS-miHTT genové terapie
Huntingtonovy nemoci u biomedicinského prase¢iho modelu ptispély k tomu, Ze tato
terapie pokrocila do faze I/II klinickych zkousek, které nyni probihaji u pacientd v USA a

Evropé.

V dalsi praci Bravo-Hernandez M. a kol. Spinal subpial delivery of AAV9 enables
widespread gene silencing and blocks motoneuron degeneration in ALS. Nature
Medicine. 2020 Jan;26(1):118-130* jsme zkoumali moZnost subpidlniho podani genové
terapie k 1é¢bé amyotrofické lateralni sklerdézy. Konstrukty odvozené od adeno-
asociovanych virt AAV9 nesouci shRNA pro utlumeni exprese SOD1 byly podany

my$imu modelu SOD1¢3R

specialné vyvinutou technikou a instrumentaci pod pia mater
Vv oblasti kréni a bederni michy. Podané vektory byly schopné uspésné dopravit pfenaseny
konstrukt do kréni, hrudni a bederni michy, ale i do mozkovych motorickych center. U
mys$iho modelu SOD1%*R nesouciho mutovanou SOD1 jednorazové podani konstruktu
pied nastupem piiznakti nemoci zabréanilo agregaci mutovaného proteinu SOD1%¥R a vedlo

k témé&f kompletnimu zachovani o-motoneuront, zachovani inervace svali a zachovani

motorickych funkci. Za vyuziti prase¢iho modelu, ktery disponuje podobnymi rozméry
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michy jako dospély ¢loveék, byly vyvinuty aplikaéni postupy a pomtcky, které by bylo
mozné pouzit u pacientll. Jednorazové subpialni podani AAV-konstruktii nesoucich GFP
do kréni oblasti michy C3 prasat vedlo po 3 az 6 tydnech od aplikace k homogennimu
tvorbé GFP v neuronech krénich segmenti michy a diky retrogrddnimu pienosu i v
neuronech mozkovych motorickych jader, véetn€ retikularni formace a pyramidovych
neurontt motorické kiry inervujicich horni a dolni koncetiny. Oproti tomu intrathekalni
podani konstruktii v oblasti C3 takovouto efektivitu transfekce nevykazovalo. Subpidlni
podani je tak velmi slibnou technikou pro pieckonani hematoencefalické bariéry a pro
ucinné doruceni genové terapie do mozku a michy. Na této praci jsem se podilela na
experimentech tykajicich se praseciho modelu, vcetné sledovani imunitni reakce na
podavané virové vektory. Vyvinula jsem téZ ELISA metodu pro kvantifikaci pre-
existujicich neutraliza¢nich protilatek proti AAV vektorim v prase¢im séru pro otestovani
a vybér prasat do studie t€sné pied aplikaci genové terapie a pro monitorovani po aplikaci

vektoru.

V praci Tadokoro T. a kol. Precision spinal gene delivery-induced functional
switch in nociceptive neurons reverses neuropathic pain. Mol Ther. 2022 Aug
3;30(8):2722-2745% jsme se ve spolupraci s kolegy z University of California San Diego
zaméfili na experimentalni 1é¢bu neuropatické bolesti, ktera vznika po poranéni michy
nebo periferniho nervu. MyS§imu modelu neuropatické bolesti navozeného podvazanim
nervus ischiadicus byly subpialné podany virové vektory kodujici proteiny potiebné
k syntéze a uvolfiovani inhibi¢niho neurotransmiteru Kyseliny gama-aminomaselné
(GABA). Po podani této experimentalni terapie doslo k postupnému odstranéni
neuropatické bolesti, které pretrvavalo po dobu nejméné 2,5 mésicii od aplikace vektord.
Podana terapie zpusobila pfepnuti uvoliiovanych neurotransmiterti z excita¢nich na
inhibi¢ni v nociceptivnich neuronech zadnich rohii misnich. Tato terapie byla nasledné
podana kontrolnim myS$im, prasatiim a primatiim, u kterych nebyly po dobu 2 az 13 mésict
od podani pozorovany vedlejsi ucinky typu sedace, svalové slabosti, ¢i ztraty normalni
citlivosti. Tento 1écebny piistup by mohl byt pifinosem pro pacienty trpici neuropatickou
bolesti zpiisobenou poranénim michy ¢i periferniho nervu. Na této praci jsem se podilela
na experimentech tykajicich se praseciho modelu, vcetné sledovani imunitni reakce na
podavané virové vektory a kvantifikaci pre-existujicich neutralizacnich protilatek proti
riznym typam geneticky upravenych kapsid AAV vektord pomoci vlastnich vyvinutych

ELISA metod.
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3.8 Metodické publikace a vyvoj novych proteomickych metod

Dalsi publikace se tykaji popisu a vyvoje novych proteomickych metod. V praci
Skalnikova H. a kol. Relative quantitation of proteins fractionated by the ProteomeLab
PF 2D system using isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ). Anal
Bioanal Chem. 2007 Nov;389(5):1639-45*" jsme popsali novou metodu pro prfesnou
relativni kvantifikaci proteinti, které koeluuji v jedné frakci po separaci dvojrozmérnou
kapalinovou chromatografii PF2D. Dvojrozméra kapalinova chromatografie je
alternativou  k dvojrozmérné gelové elektroforéze a vyuziva chromatofokusaci
(chromatografii v gradientu pH) k separaci intaktnich proteinti v prvni dimenzi s naslednou
chromatografii frakci na reverzni fazi (obr. 5). I pfes vysokou separa¢ni schopnost PF2D
systému separované frakce muzou obsahovat vice riznych proteint. Proto jsme vyuzili
izobarické znacky iTRAQ a adoptovali jsme toto znaCeni pro kvantifikaci jednotlivych
proteind v dané frakci s naslednou detekci hmotnostni spektrometrii. Metodu jsme upravili
pro velmi nizka mnozstvi proteind. Tuto metodu lze vyuZit pro relativni kvantifikaci

jednotlivych proteinti v jednodussich proteinovych smésich mezi riznymi vzorky.

Chromatofokusaéni
kolona
Injektor Sbérag frakei
{ injektor Reverzné fazni
kolona
pH | UV . . Uy
monitor| |detektor detektor
Sbérac frakci

Obr.5 Schéma dvojrozmérné kapalinové chromatografie PF2D pro separaci

intaktnich proteini v komplexnich biologickych vzorcich.

V kapitole Tyleckova J, a kol. Proteomic Analysis of Human Neural Stem Cell
Differentiation by SWATH-MS. Methods Mol Biol. 2022;2520:335-360. doi:
10.1007/7651_2022_462*® jsme popsali metodu hmotnostni spektrometrie pro
kvantitativni analyzu proteint SWATH-MS (Sequential Window Acquisition of All
Theoretical Mass Spectra), kterou jsme adoptovali a optimalizovali pro analyzu
diferenciace nervovych kmenovych bun¢k. Detailn¢ jsme popsali cely protokol od
kultivace bungk, ptes piipravu vzorku, vlastni SWATH-MS meéteni na TTOF 5600

hmotnostnim spektrometru, az po kompletni zpracovadni naméfenych dat a statistické
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vyhodnoceni. Tento protokol je k dispozici védecké komunité a muze byt navodem a

pomtckou pro kvantitativni analyzy proteinil v dalSich vyzkumnych projektech.

V kapitole Sheng S, Skalnikova H. a kol. Intact protein separation by one- and
two-dimensional liquid chromatography for the comparative proteomic separation of
partitioned serum or plasma. Methods in Molecular Biology. 2011;728:29-46 jsme
detailné popsali separaci depletované krevni plazmy (tj. po odstranéni nejvice
abundantnich proteintl)) pomoci jedno a dvojrozmémé kapalinové chromatografie pro
naslednou proteomickou analyzu a hledani biomarker onemocnéni. Tato prace vznikla na
zaklad€ mé zahrani¢ni staze v laboratofi prof. Jennifer VanEyk, John Hopkins University
— School of Medicine, Baltimore, USA, kde jsem vyuzivala riizné chromatografické
techniky k separaci intaktnich protein lidské krevni plazmy a naslednou identifikaci

pomoci hmotnostni spektrometrie.

V dalsich metodickych publikacich jsme se zaméFili na detailni popis metod pro
analyzu cytokind, chemokint a ristovych faktorti regulujicich proliferaci a diferenciaci
kmenovych bun¢k (Valekova I., Skalnikova H. a kol. Multiplex immunoassays for
guantification of cytokines, growth factors, and other proteins in stem cell
communication. Methods Mol Biol. 2015;1212:39-63)% a téZ pro kvantifikaci podobnych
proteinti jako biomarker ve studiu nadorovych onemocnéni a imunitni odpovédi na
pritomnost nadoru (Kupcova Skalnikova H. a kol. Luminex XMAP Assay to Quantify
Cytokines in Cancer Patient Serum. Methods in Molecular Biology. 2020;2108:65-88)°L.

V piehledné publikaci Kupcova Skalnikova H. a kol. Advances in Proteomic
Techniques for Cytokine Analysis: Focus on Melanoma Research. Int. Journal of
Molecular Sciences. 2017 Dec 13;18(12). pii: E2697°? jsme shrnuli analytické techniky
pouzivané k analyze cytokinii a zaméfili jsme se na vyznam studia cytokinti u vysoce

imunogenniho nadorového onemocnénim kuize — maligni melanom.
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V habilitaéni praci se veénuji vybranym aspektim komplexni problematiky
regenerace nervového systému. Vyuzivala jsem celou fadu modeld, od jednodussich in
vitro buné&nych kultur, véetné primarnich kultur, pro pochopeni zakladnich mechanismu
az po vyzkum patofyziologie vybranych onemocnéni, hledani biomarkerti a aplikovany

vyzkum a vyvoj genovych terapii za vyuziti in vivo prase¢ich, mysich a potkanich modeld.

Konkrétn¢, vysledky prace ptispély k naSemu porozumeéni:

- zménam v proteomu béhem diferenciace prasecich a lidskych nervovych

kmenovych bun¢k

- neuroprotektivnimu potencidlu sekretomu lidskych mezenchymovych

kmenovych bun¢k

- zménam v signalnich proteinech v misni tk&ni a spinalnich gangliich po poranéni

michy

- moznostem vyuziti extracelularnich vackt krevni plazmy jako nositell
biomarkert Huntingtonovy nemoci se zamétenim na obsah a formy huntingtinu

ve vaccich

- odpovédi organismu a sledovani u¢inku experimentalnich genovych terapii

Huntingtonovy nemoci, amyotrofické lateralni sklerozy a neuropatické bolesti.

Ke sledovani zmén na trovni proteinti jsem vyuzivala riizné pokrocilé a vysoce
specializované proteomické techniky (separace proteinti pomoci dvourozmérné gelové
elektroforézy ¢i chromatografickych technik, hmotnostni spektrometrie, protilatkové
mikroCipy, multiplexni imunoanalyzy, vlastni ELISA), ale i riizné dal$i metody, jako jsou
napf. izolace nervovych kmenovych bunék z fetalniho mozku, in vitro buné¢né kultury,
imunocytochemie, imunohistochemie, rizné postupy zpracovani dat, metody izolace a
charakterizace extracelularnich vacka z télnich tekutin a kondiciovanych médii, apod.
Radu z t&chto metod jsem do laboratofe usp&sné zavedla, otestovala a aplikovala k feseni

dané vyzkumné otazky.
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Kombinace nasi dlouhodobé spoluprace se zahraniénimi partnery, jako jsou
University of California San Diego a soukromd spolecnost UniQure a unikétnich prasecich
modell vyvinutych na pracovisti Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.
v Libéchov€é ndm wumoznila podilet se na vyvoji a testovani genovych terapii
Huntingtonovy nemoci, amyotrofické lateralni skler6zy a neuropatické bolesti. Vektory
nami testované na praseCim modelu Huntingtonovy nemoci ve spolupraci s firmou
UniCure a testované v nasledném dlouhodobém sledovani bezpecnosti u prase¢iho modelu,
byly nasledné¢ schvaleny pro pouziti v klinickych zkouskach, které nyni probihaji u
pacientl v USA a Némecku. Vysledky nasi vyzkumné prace tak nachazeji uplatnéni v

praxi.
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