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Seznam zkratek 

BDNF Brain-derived neurotrophic factor (mozkový neurotrofický faktor) 

bFGF  Basic fibroblast growth factor (bazický fibroblastový růstový faktor) 

C9ORF72 chromosome 9 open reading frame 72 (název genu) 

CAG  triplet nukleotidů cytosin-adenin-guanin (kódující aminokyselinu glutamin) 

CNPase 2′,3′-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (enzym asociovaný s myelinem, 

marker oligodendrocytů) 

DCX  Doublecortin (marker prekurzorů neuronů a nezralých neuronů)  

EGF  Epidermal growth factor (epidermální růstový faktor) 

eIF2α  Eukaryotic translation initiation factor 2𝛼  

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (imunoenzymatická metoda pro 

kvantifikaci antigenů nebo protilátek) 

FUBP  Far upstream element binding protein 

FUS  RNA-binding protein fused in sarcoma/translocated in liposarcoma (známý také 

jako „heterogeneous nuclear ribonucleoprotein P2) 

GABA  kyselina gama-aminomáselná (neurotransmiter) 

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor (kolonie granulocytů stimulující růstový 

faktor) 

GDNF  Glial-cell line derived neurotrophic factor (neurotrofický faktor odvozený od 

gliových buněk) 

GFAP  Glial fibrillary acidic protein (fibrilární protein glií, marker astrocytů) 

GRK2  G-protein-coupled receptor kinase 2 (kináza 2 receptoru spřaženého s G-

proteinem) 

HIF  Hypoxia-induced factor (faktor indukovaný hypoxií) 

hnRNP heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

IGF-1  insulin-like growth factor 1 

IL interleukin 

JNK  c-Jun N-terminal kinase (MAP kináza fosforylující transkripční faktor cJun) 

KI-HD prasečí knock-in model Huntingtonovy nemoci 

MAP2  Microtubule-associated protein 2 (protein přítomný zejména v dendritech 

neuronů) 

MEK3  Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 (MAPKK kináza 

MEK3) 

mHTT  mutovaný huntingtin protein 

PKC  proteinkináza C 

PKD  proteinkináza D 

BRAF  Serine/threonine-protein kinase B-raf  

SOD1  Superoxide dismutase 1 (superoxid dismutáza 1) 

TgHD  prasečí transgenní model Huntingtonovy nemoci 

VEGF  Vascular endothelial growth factor 
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1 Úvod  

 

„Jakmile je ukončen vývoj, pramen růstu a regenerace axonů a dendritů  

nenávratně vyschne. V dospělých centrech jsou nervové dráhy poněkud fixní 

 a neměnné: vše může zemřít, nic nemůže být regenerováno.“ 

Santiago Ramón y Cajal (1852-1934)1 

Až do 90. let 20. století bylo široce akceptováno dogma neexistence regenerace 

nervové tkáně u dospělých savců, nastolené mimo jiné na přelomu 19. a 20. století 

španělským neurovědcem a histologem, nositelem Nobelovy ceny Santiagem Ramonem y 

Cajalem2,3. I když byla následně v 60. letech 20. století Josephem Altmanem pozorována 

inkorporace radioaktivního tymidinu v gyrus dentatus hipokampu naznačující existenci 

dělících se buněk4 a poté bylo pozorováno, že se jedná mimo jiné i o neurony5, zůstávala 

vědecká komunita k existenci neurogeneze u dospělých savců nadále skeptická.  

V 90. letech 20. století se několika laboratořím podařilo z mozku dospělých savců 

vyizolovat buňky a propagovat je in vitro pomocí koktejlu růstových faktorů. Reynolds a 

Weiss byli mezi prvními, kteří popsali tvorbu neurosfér z nervových kmenových buněk in 

vitro6. Objev existence nervových kmenových buněk, které je možné in vitro propagovat a 

diferencovat do neuronů, astrocytů a oligodendrocytů spustil velký vědecký zájem pro 

jejich možné využití ke studiu neurogeneze a jejich možné terapeutické uplatnění.  

1.1 Nervové kmenové buňky 

Nervové kmenové buňky jsou definovány jako buňky schopné sebeobnovy a 

zároveň schopné dávat vznik diferencovaným nervovým buňkám (neuronům a gliím). Jsou 

nezbytné pro vývoj nervového systému7 a zároveň v dospělosti se mohou, i když jen v 

omezené míře, podílet na vzniku nových neuronů8. U dospělých savců jsou popsána dvě 

hlavní místa, kde probíhá neurogeneze, a to subventrikulární zóna lemující postranní 

mozkové komory a gyrus dentatus hipokampu.  

Od objevu existence nervových kmenových buněk a neurogeneze v dospělém věku 

jsou nervové kmenové a progenitorové buňky předmětem výzkumu pro jejich možné 

uplatnění v regenerativní medicíně. Zkoumá se zejména jejich potenciální využití k léčbě 

neurodegenerativních onemocnění, jako jsou Alzheimerova, Parkinsonova nebo 

Huntingtonova nemoc, amyotrofická laterální skleróza či k léčbě následků cévních 
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mozkových příhod a poranění míchy. Jedna z cest terapeutického uplatnění vede přes 

aktivaci endogenních kmenových buněk, neurogeneze a podporu remyelinizace axonů, 

zejména pomocí neurotrofických a růstových faktorů, jako jsou například 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)3,9. 

Jiným přístupem pro podporu neuroregenerace je přímo transplantace buněk. 

1.2 Buněčné terapie poškození nervového systému - transplantace buněk, 

přenos sekretovaných faktorů a extracelulárních váčků 

Buněčné terapie poškození nervového systému probíhají v experimentálních 

podmínkách a aplikace některých typů buněk pokročila od preklinického testování do 

stadia klinických zkoušek. Jako zdroj buněk se nejčastěji používají nervové 

kmenové/progenitorové buňky odvozené z embryonálních nebo fetálních kmenových 

buněk10,11. Významným milníkem byl v roce 2006 objev reprogramace fibroblastů do 

indukovaných pluripotentních kmenových buněk (iPS buněk)12 , které mohou být následně 

diferencovány do jiných buněk, včetně nervových kmenových buněk a dále do neuronů. 

Probíhá vývoj technologií pro přípravu buněk odvozených od iPS buněk v podmínkách 

správné laboratorní praxe pro jejich bezpečné použití v buněčných terapiích. V roce 2024 

byly zahájeny první klinické zkoušky využívající od iPS buněk odvozené dopaminergní 

neurony nebo prekurzory dopaminergních neuronů pro léčbu Parkinsonovy nemoci10.  

Dalším slibným zdrojem buněk pro buněčné terapie jsou buňky mezenchymového 

původu, např. hematopoetické nebo stromální buňky kostní dřeně nebo kmenové buňky 

tukové tkáně3,13,14. Mezenchymové kmenové buňky je možné získat pro autologní přenos i 

v dospělém věku, čímž je minimalizováno odhojení transplantovaných buněk imunitním 

systémem. U léčby poškození nervového systému se předpokládá, že mezenchymové 

kmenové buňky svými imunomodulačními vlastnostmi tlumí zánětlivou reakci v místě 

poškození, zabraňují apoptóze neuronů, produkují neurotrofní faktory a podporují 

neovaskularizaci15.  

Okolo roku 2010 se začaly objevovat nové poznatky, že transplantované buňky se 

nemusí po transplantaci nutně diferencovat do nervových buněk či vůbec začleňovat do 

poškozené tkáně, ale že jejich účinky mohou být zprostředkovány sekretovanými faktory16–

18. Využití sekretomu (souboru sekretovaných faktorů) překonává některé problémy 

spojené s transplantací buněk, jako např. zajištění imunokompatibility s příjemcem, 

minimalizace tumorigenního potenciálu, nároky na podmínky pro manipulaci a skladování 

apod. 
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Následně bylo zjištěno, že podobné neuroprotektivní a neuroregenerativní účinky 

mohou mít i extracelulární váčky izolované z médií kondiciovaných kmenovými 

buňkami19. Extracelulární váčky jsou membránou obalené částice o velikosti desítek 

nanometrů až jednotek mikrometrů uvolňované buňkami do extracelulárního prostoru a 

tělních tekutin. Tyto váčky obsahují proteiny, RNA a další molekuly zdrojových buněk. 

Extracelulární váčky mají nezastupitelnou roli v mezibuněčné signalizaci20 a mohou 

cílovým buňkám přenášet cytokiny, trofické faktory a další látky18. Extracelulární váčky 

ve srovnání s buňkami nabízí podobné výhody jako sekretom. Další výhodou váčků je 

vyšší stabilita přenášených molekul, protože jsou chráněny lipidovou membránou. Výzkum 

použití extracelulárních váčků se postupně přesouvá od základního výzkumu do klinických 

zkoušek19.  

1.3 Vybraná závažná poškození centrálního nervového systému  

Závažná poškození nervového systému, jako jsou např. poranění míchy a 

neurodegenerativní onemocnění, velmi významně zasahují nejen do života postižené 

osoby, ale i do života blízkých a pečujících osob. Zároveň, s prodlužující se délkou 

lidského života stoupá výskyt neurodegenerativních onemocnění, jako jsou Alzheimerova 

či Parkinsonova nemoc, což klade do budoucna se zvyšující nároky na zdravotnický a 

socioekonomický systém. V dosavadní práci jsem se zabývala charakterizací proteinových 

změn u vybraných poškození nervového systému, jakými jsou poranění míchy, 

amyotrofická laterální skleróza a Huntingtonova nemoc.  

Traumatické poranění míchy je závažné poškození často vedoucí k tělesnému 

postižení a invaliditě. Bez ohledu na vlastní příčinu poranění míchy, v zasažené oblasti 

obecně dochází k poškození vzestupných a sestupných nervových drah, roztržení krevních 

cév a buněčných membrán vedoucím k míšnímu šoku, spasmu cév, ischémii, narušení 

rovnováhy iontů a akumulaci neurotransmiterů. Tyto změny vedou k zánětu, otoku a 

nekrotickému odumírání buněk. Následně dochází k demyelinizaci axonů přeživších 

neuronů a tvorbě gliové jizvy či cysty21. V závislosti na místě a typu poškození pacienti 

trpí různě rozsáhlou poruchou senzorických a motorických funkcí. 

Amyotrofická laterální skleróza je fatální onemocnění způsobené degenerací 

motorických neuronů. Přibližně v 10 % případů se vyskytuje v rodinách, zatímco zbylých 

90 % případů je sporadických. Onemocnění je pravděpodobně způsobeno mnoha různými 

dosud neznámými příčinami. Bylo objeveno asi 50 genů jejichž mutace by mohly přispívat 

k rozvoji onemocnění. Nejčastěji se vyskytují mutace v genech SOD1 (kódujícím 

superoxid dismutázu 1), C9ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) a FUS (RNA-

binding protein fused in sarcoma/translocated in liposarcoma). Mutace v genu SOD1 je sice 
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nejčastější, ale i tak se nachází u pouhých 1-2 % případů sporadické amyotrofické laterální 

sklerózy. Předpokládá se, že mutovaný SOD1 protein je náchylný k agregaci a vykazuje 

toxicitu. Protože není přesně známá příčina onemocnění a díky obrovské variabilitě mutací, 

i v těch nejčastěji mutovaných genech, je obtížné pro toto onemocnění vyvinout kauzální 

léčbu22.  

Huntingtonova nemoc je autosomálně dominantně dědičné neurodegenerativní 

onemocnění způsobené expanzí cytosin-adenin-guanin (CAG) repetic v genu kódujícím 

protein huntingtin. Následně vzniká mutovaný huntingtin protein (mHTT) s prodlouženým 

polyglutaminovým traktem na svém N-konci. Huntingtin je přítomen ve všech buňkách 

těla, s největší expresí v mozku a varlatech. Přesná fyziologická role huntingtinu ani 

patofyziologické mechanismy působení mHTT nejsou však dosud zcela objasněny. 

K poškození způsobenému přítomností mHTT jsou nejvíce citlivé neurony, dochází 

postupně k atrofii mozkových struktur, jako jsou nucleus caudatum, putamen, globus 

pallidus, subtalamických jader a subkortikální bílé hmoty, což je následováno poruchou 

motoriky23.  

Přesné pochopení molekulárních mechanismů doprovázejících tato závažná 

onemocnění nám může pomoci najít nové cíle léčby, ale i biomarkery, které by bylo možné 

využít ke sledování rozvoje/stupně závažnosti postižení či monitorování účinku terapie. 

Proteiny jsou jedny z hlavních kandidátních molekul, na které by se měl výzkum zaměřit. 

1.4 Proteomika, proteom a sekretom 

Proteomika je vědní disciplína zkoumající proteom. Proteom je soubor proteinů 

přítomných v daném objektu (buňka, tkáň, tělní tekutina, organismus apod.) v daném čase 

a za daných podmínek. Sekretom označuje soubor proteinů sekretovaných buňkami do 

extracelulárního prostoru a tělních tekutin. 

U člověka bylo popsáno 20 598 genů, které kódují proteiny24. Z tohoto počtu genů 

pak přibližně 10% genů kóduje sekretované proteiny25. Spektrum proteinů je však mnohem 

komplexnější, než je počet známých genů, pokud uvážíme, že během posttranskripčních 

úprav mohou vznikat různé sestřihové varianty mRNA a po překladu do proteinu může být 

protein následně upraven mnoha různými posttranslačními modifikacemi. Narozdíl od 

genů, jejichž sestava je v čase a mezi různými typy buněk organismu víceméně konstantní, 

proteom je velmi dynamický. Zároveň proteiny jsou ve většině případů konečné klíčové 

strukturní a funkční molekuly, určující tvar, enzymovou výbavu, signalizaci a celkově tak 

fenotyp buněk. Proto nám výzkum proteomu přináší cenné poznatky o studovaném 

biologickém objektu. Jakýmsi mezistupněm mezi analýzou genů a proteinů je 
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transkriptomika, která studuje hladiny mRNA. Hladiny mRNA ale často nekorelují 

s hladinami proteinů, zejména díky různým vlivům, jako je stabilita mRNA, účinnost 

translace, biologický poločas proteinu a podobně26. Navíc, aktivita a lokalizace proteinu 

často závisí na posttranslačních modifikacích a tyto nemohou být z hladiny mRNA 

predikovány. 

Proteomické metody využívají zejména dva hlavní přístupy, a to analýzu 

konkrétních předem vybraných proteinů založenou na detekci specifickými protilátkami a 

celkové profilování všech detekovatelných proteinů pomocí hmotnostní spektrometrie. 

Příkladem protilátkových metod může být detekce či kvantifikace jednoho vybraného 

proteinu pomocí western blotu či ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). 

V posledních dvou desetiletích byly vyvinuty protilátkové metody umožňující v jednom 

vzorku analyzovat více proteinů zároveň (tzv. multiplexní metody), a to například za 

využití protilátkových mikročipů (podobné uspořádání jako ELISA, ale protilátky jsou 

imobilizovány v určitých pozicích na mikroskopickém skle nebo membráně) nebo 

multiplexních metod xMAP s protilátkami navázanými na mikroskopických kuličkách. 

Hmotnostní spektrometrie umožňuje velmi přesně stanovit molekulovou hmotnost 

látek. V případě proteomiky se využívá nejčastěji ke stanovení molekulové hmotnosti 

peptidů vzniklých štěpením proteinů na určitých místech proteázou. Typicky se pro většinu 

analýz využívá proteáza trypsin, která štěpí proteiny vedle argininu a lyzinu. Vzniklé 

peptidy pak vždy obsahují bazickou aminokyselinu, což je výhodou pro stabilizaci náboje 

peptidového iontu během analýzy v hmotnostním spektrometru. Současné přístupy 

hmotnostní spektrometrie využívají vysoce sofistikované přístrojové a softwarové 

vybavení a umožňují kvantifikovat ve vzorku tisíce až desetitisíce proteinů, v závislosti na 

komplexitě vzorku, dynamickém rozsahu koncentrací proteinů, použitých předseparačních 

technikách před vlastní analýzou apod. 

I když studium proteomu je technicky a metodicky náročné a vyžaduje větší 

vstupní množství biologického materiálu než analýzy genomu a transkriptomu, přináší nám 

proteomika cenné informace o molekulách (proteinech), které jsou finálním funkčním 

produktem genové exprese a které řídí fenotyp a osud buněk. 
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2 Cíle práce 

 

Habilitační práce sleduje tyto cíle: 

 

- zmapovat změny na úrovni proteinů během in vitro diferenciace prasečích 

fetálních nervových kmenových buněk a lidských nervových kmenových buněk 

odvozených od embryonálních kmenových buněk 

- charakterizovat vybrané faktory sekretované lidskými mezenchymovými 

kmenovými buňkami s ohledem na jejich neuroprotektivní potenciál 

- popsat chronické změny v signálních proteinech v předních rozích míšních a 

spinálních gangliích po traumatickém poškození míchy u potkaního modelu 

- za využití prasečích modelů Huntingtonovy nemoci a plazmy pacientů a 

kontrolních osob analyzovat možnost využití extracelulárních váčků krevní 

plazmy jako nositelů biomarkerů Huntingtonovy nemoci, zejména pak se 

zaměřením na obsah a formy proteinu huntingtinu  

- sledovat odpověď organismu na experimentální genové terapie Huntingtonovy 

nemoci, amyotrofické laterální sklerózy a neuropatické bolesti u prasečích 

modelů. 
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3 Výsledky 

3.1 Charakterizace změn v buněčných proteinech a signálních drahách 

prasečích nervových kmenových buněk během diferenciace  

Práce Skalníková H. a kol. A proteomic approach to studying the differentiation 

of neural stem cells; Proteomics. 2007 Jun;7(11):1825-3827 se zabývá proteomickou 

charakterizaci diferenciace prasečích nervových kmenových buněk. Cílem naší práce bylo 

zjistit rozdíly na úrovni hladin proteinů mezi proliferujícími kmenovými buňkami a 

diferencovanými buňkami. Nervové kmenové buňky jsme izolovali z mozkové tkáně 

40denních prasečích fetů (celková délka nitroděložního vývoje u prasete je 120 dní). 

Nervové kmenové buňky jsme expandovali ve formě neurosfér v bezsérových médiích za 

stimulace epidermálním růstovým faktorem (EGF) a bazickým fibroblastovým růstovým 

faktorem (bFGF). Buňky jsme následně diferencovali kyselinou retinovou na miskách 

potažených fibronektinem a lamininem po dobu 5 dní. Přítomnost diferencovaných buněk 

jsme detekovali imunocytochemickým barvením na markery časných a maturovaných 

neuronů a gliových buněk (obr. 1). Po 5 dnech diferenciace bylo přibližné zastoupení buněk 

v kultuře 30 % neuronů a 60 % gliových buněk, převážně astrocytů. Proteiny v buněčných 

lyzátech nediferencovaných proliferujících kmenových buněk a diferencovaných buněk 

jsme poté separovali dvojrozměrnou gelovou elektroforézou, kde jsme kvantifikovali 

průměrně 848 proteinových skvrn na jeden gel. Rozdílně exprimované proteinové skvrny 

jsme vyřezali z gelu a identifikovali v nich obsažené proteiny pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Změny exprese vybraných proteinů mezi proliferujícími kmenovými 

buňkami a diferencovanými buňkami jsme poté ověřili western blotem. 

 

III-tubulin pozitivní neurony 

(zeleně), jádra buněk barvená 

červeně propidiumjodidem 

CNPase pozitivní 

oligodendrocyt 

(zeleně), jádro barvené 

červeně 

propidiumjodidem 

GFAP pozitivní astrocyty 

(červeně), jádra barvená 

modře DAPI 

 

Obr. 1 Detekce znaků diferencovaných prasečích nervových buněk pomocí 

imunocytochemie. Měřítko představuje 50 μm. 
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Pomocí hmotnostní spektrometrie jsme identifikovali 16 proteinů s rozdílnou 

expresí mezi kmenovými a diferencovanými buňkami. Největší podíl mezi 

identifikovanými proteiny měly proteiny účastnící se úprav RNA a proteinů, dále 

následovaly proteiny zajišťující strukturu a organizaci buněk, metabolické enzymy a byly 

identifikovány i proteiny se signální a protektivní funkcí. 

Během diferenciace narůstalo množství proteinů nezbytných pro stabilizaci, 

úpravy a transport určitých mRNA z jádra do cytoplasmy, konkrétně heterogenních 

jaderných ribonukleoproteinů hnRNP A1, hnRNA A2/B1 a hnRNP H. Při bližším studiu 

hnRNP A2/B1 jsme zjistili, že během diferenciace narůstá množství forem s kyselejším 

izoelektrickým bodem (pI) a forem s vyšší molekulovou hmotností, což naznačuje, že by 

se mohlo jednat o různě fosforylované či jinak posttranslačně modifikované izoformy. 

Následným imunocytochemickým barvením jsme odhalili silnou expresi hnRNP A2/B1 

zejména v jádrech diferencovaných astrocytů.  

Dále byly identifikovány dva proteiny účastnící se regulace transkripce, a to 

Paraspeckle protein 1 alpha isoform a Far upstream element-binding protein 1, jejichž 

hladiny byly nižší po diferenciaci buněk oproti nediferencovaným kmenových buňkám. 

Pro buňky diferencované do směsi neuronů a glií byl dále typický nárůst některých 

proteinů chránících buňku před stresem a napomáhajících správnému sbalování proteinů 

(známých jako molekulární 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 

strukturní součástí oční čočky, ale zároveň i malým proteinem teplotního šoku (heat shock 

protein, HSP). Během diferenciace narůstalo množství zejména jeho izoformy s kyselým 

izoelektrickým bodem. Tento protein byl v naší studii detekován v gliových buňkách 

(GFAP pozitivní astrocyty, CNPase pozitivní oligodendrocyty) a ve vimentin-pozitivních 

buňkách s protáhlou morfologií, což jsou pravděpodobně radiální glie, které jsou 

prekurzorové buňky zodpovědné za produkci neuronů a glií.   

Tato práce představuje historicky jednu z prvních charakterizací nervových 

kmenových buněk na úrovni proteomu a identifikovala mimo jiné několik proteinů 

účastnících se regulace transkripce a úprav mRNA jako hlavních znaků rozlišujících 

kmenové a diferencované buňky. Proteomické separační a detekční techniky dostupné 

v době vzniku publikace umožnily nahlédnout pouze na stovky proteinů s nejvyššími 

hladinami v buňce. Vzhledem k velmi omezenému množství dostupného materiálu (velmi 

malé množství nervových kmenových buněk ve fetální tkáni) nebylo možné provést hlubší 

studii a víceúrovňové separace proteinů pro vyšší pokrytí buněčného proteomu.  
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Abychom mohli analyzovat další proteiny, jejichž hladiny v buňkách jsou velmi 

nízké, ale mohou mít výrazný vliv na fenotyp a chování buněk, jako např. proteiny 

nitrobuněčných signálních kaskád, využili jsme v další práci pro hlubší charakterizaci 

nervových kmenových buněk a jejich diferenciace protilátkové mikročipy Kinex. 

Mikročipy Kinex KAM-1.0 umožňují sledovat hladiny a fosforylace 221 proteinkináz, 29 

protein fosfatáz a 156 dalších regulačních proteinů. Na čipu je imobilizováno celkem 626 

protilátek, z nichž 369 rozpoznává celkové hladiny proteinů a 257 je specifických pro 

fosforylovaná místa cílových proteinů. Protilátkový mikročip umožňuje orientační náhled 

do kvantity velkého počtu proteinů a jejich fosforylací za využití velmi malého množství 

vzorku (typicky 50 μg celkového proteinu), ale může přinášet i falešně pozitivní či 

negativní signály. Proto je nutné výsledky u vybraných proteinů ověřit např. western 

blotem. Kinex mikročipy jsme použili k analýze stejného modelu diferenciace prasečích 

nervových kmenových buněk jako bylo popsáno v předchozí komentované publikaci. 

Výsledky jsme publikovali v práci Skalnikova H. a kol., Protein signaling pathways in 

differentiation of neural stem cells. Proteomics. 2008 Nov;8(21):4547-5928.  

Na základě primárních dat z mikročipů jsme vybrali 12 kandidátních proteinů a 17 

fosfoproteinů s rozdílnou intenzitou signálu mezi proliferujícími nervovými kmenovými 

buňkami a buňkami diferencovanými kyselinou retinovou do směsi neuronů a glií. Změny 

v hladinách 5 proteinů a 4 intenzit fosforylace jsme potvrdili western blotem. Jednalo se o 

nárůst hladin dvou proteinů mitogenní signální dráhy Serine/threonine-protein kinase B-

raf (BRAF) a Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 (MEK3), a dále 

enzymů Heme-oxygenase 2 a Protein phosphatase 4C a naopak snížení celkového G-

protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) po diferenciaci. Změny ve fosforylacích 

zahrnovaly snížení fosforylací proteinkináz PKCγ pThr655, PKD (PKCμ) pSer738 + 

pSer742, Eukaryotic translation initiation factor 2α (eIF2α) pSer51 a Alpha-crystallin B-

chain pSer45 v diferencovaných buňkách v porovnání s kmenovými. 

Pomocí imunocytochemického barvení jsme následně studovali lokalizaci Heme-

oxygenase 2 a Alpha-crystallin B-chain fosforylovaného na Ser 45 v neurosférách a 

diferencovaných buňkách. Heme-oxygenase 2 byla velmi slabě detekovatelná 

v neurosférách tvořených proliferujícími nervovými kmenovými buňkami, zatímco její 

množství bylo vyšší v diferencovaných buňkách, zejména pak neuronech (Obr. 2), což 

potvrzuje výsledky z mikročipů a western blotu. Hem-oxygenáza je enzym, který 

katalyzuje první, rychlost určující, krok degradace hemu za produkce oxidu uhelnatého a 

biliverdinu. Její izoforma Heme-oxygenase 2 je specifická pro nervový systém a testes. 

Jinými autory bylo později zjištěno, že aktivita hem-oxygenázy 2 v mozku má 

neuroprotektivní, antioxidační a anti-apoptotické účinky29. 
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Alpha-crystallin B-chain fosforylovaný na Ser45 byl zvýšeně detekován 

v proliferujících nervových kmenových buňkách. Naopak v předchozí studii pomocí 2D 

elektroforézy jsme našli zvýšenou hladinu formy Alpha-crystallin B-chain s kyselým pI u 

diferencovaných buněk. V databázi UniProt bylo pro tento protein dosud popsáno 6 

fosforylačních míst a v jeho sekvenci se nacházejí další glykosylační a acetylační místa 

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

během diferenciace nervových kmenových buněk pravděpodobně upraven kombinací 

posttranslačních modifikací, než jen pouhou změnou fosforylace na Ser45. Pomocí 

imunocytochemického barvení jsme zjistili, že v diferencovaných buňkách byl Alpha-

crystallin B-chain fosforylovaný na Ser45 slaběji přítomen v jádře a jeho okolí u všech typů 

analyzovaných buněk (neurony, astrocyty, oligodendrocyty). Jako jedna z hlavních funkcí 

alpha-crystallin B-chain v mozku se předpokládá zajištění správného skládání proteinů. 

Role fosforylace na serinu 45 není známá, ale předpokládá se, že má vliv na intracelulární 

lokalizaci proteinu30. 

Výsledky získané z protilátkových mikročipů též ukazují na sníženou aktivaci 

mitogeny aktivované signální dráhy u diferencovaných buněk oproti kmenovým buňkám. 

U diferencovaných buněk docházelo ke snížení fosforylace receptoru EGFR pTyr1068, 

dále pak MAP kináz ERK1/5 pThr202+pTyr204/pThr185+pTyr187, ERK5 

pThr218+pTyr220, JNK (c-Jun N-terminal kinase) pThr183+pTyr185, a transkripčního 

faktoru cJun pSer73, což je v souladu s útlumem proliferační aktivity diferencovaných 

buněk oproti proliferujícím kmenovým buňkám. 

Dosavadní práce na prasečích fetálních nervových kmenových buňkách nám 

poskytly informace o klíčových proteinech odlišujících kmenové a diferencované buňky. 

Identifikovali jsme proteiny hrající roli zejména v regulaci genové exprese, buněčné 

signalizaci či ochraně buňky proti stresu. Prasečí model nám umožňuje rozšířit naše 

znalosti o další velký savčí organismus a jeho využití ve výzkumu je zatíženo menšími 

etickými problémy týkajících se zdrojů fetálních buněk, než je tomu u člověka.   

 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02511/entry%23ptm_processing
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Obr. 2 Detekce Heme-oxygenase 2 (žlutý signál) v neuronech (červený signál, barvení 

na III-tubulin) diferencovaných z prasečích nervových kmenových buněk. Měřítko 

představuje 50 μm.  

 

3.2 Shrnující přehledové práce o proteomu nervových kmenových buněk 

Se vzrůstajícím zájmem o použití nervových kmenových buněk v regenerativní 

medicíně zároveň narůstala potřeba důkladné charakterizace těchto buněk, včetně jejich 

proliferačního a diferenciačního potenciálu. Pro shrnutí dosavadních informací o 

proteinech významných pro sebeobnovu, udržování kmenovosti a potenciálních markerech 

kmenových a diferencovaných buněk jsme připravili souhrnný článek o proteomu 

nervových kmenových buněk Skalnikova H. a kol. Proteomics of neural stem cells. 

Expert Review of Proteomics. 2008 Apr;5(2):175-8631. V tuto dobu byla hlavní separační 

metodou v proteomickém výzkumu dvojrozměrná gelová elektroforéza. V odborné 

literatuře byly popsány proteomické studie nervových kmenových buněk myšího, krysího, 

prasečího, ale i lidského původu, odvozených jako primární kultury z mozku či přímo ze 

subventrikulární zóny mozku, dále pak studie imortalizovaných linií izolovaných z mozku, 

či linií nervových prekurzorů diferencovaných z embryonálních kmenových buněk nebo 

mezenchymových kmenových buněk. 

Kolem roku 2010 se začaly objevovat informace, že kmenové buňky 

transplantované experimentálním zvířecím modelům nemusí nutně v nervovém systému 

recipienta přežívat a nahrazovat neurony ztracené následkem onemocnění či úrazu, ale že 
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transplantované buňky můžou produkovat růstové, neurotrofické, neuroprotektivní, 

imunomodulační a další sekretované faktory, které mohou podpořit přežívání neuronů, růst 

axonů, snižovat zánět a oxidativní stres a tím přispívat k regeneraci nervové tkáně. Pro 

shrnutí dosavadních publikovaných informací o sekretomu kmenových buněk jsme 

připravili přehledný článek Skalníková H. a kol., Mapping of the secretome of primary 

isolates of mammalian cells, stem cells and derived cell lines. Proteomics. 2011 

Feb;11(4):691-70832. Zde jsme shrnuli metodické přístupy k analýze sekretovaných 

proteinů dosud použité ve vědecké literatuře a dále v tu dobu dostupné informace o 

sekretovaných proteinech produkovaných mezenchymovými kmenovými buňkami, 

kmenovými buňkami tukové tkáně, astrocyty a nervovými kmenovými buňkami, 

embryonálními kmenovými buňkami a fibroblastovými „feeder“ buňkami, ale i 

diferencovanými buňkami, jako jsou kardiomyocyty, endotelové buňky a svalové buňky 

kosterního svalu. Tato práce poskytuje široké vědecké komunitě komplexní zdroj informací 

pro další studie, což je mimo jiné doložení její velkou citovaností (173 citací dle Web of 

Science ke dni 22.5.2025). 

3.3 Charakterizace proteomu a sekretomu lidských nervových kmenových 

buněk odvozených od embryonálních kmenových buněk 

V další práci Červenka J. a kol. Proteomic Characterization of Human Neural 

Stem Cells and Their Secretome During in vitro Differentiation. Front Cell Neurosci. 

2021 Jan 28;14:61256033 jsme se zaměřili na charakterizaci změn v proteomu a sekretomu 

během diferenciace lidských nervových kmenových buněk odvozených od embryonálních 

kmenových buněk linie H9. Porovnávali jsme dva způsoby diferenciace, a to spontánní 

(navozenou odebráním EGF a bFGF růstových faktorů z média) a indukovanou 

(navozenou výměnou EGF a bFGF za GDNF a BDNF). Buňky jsme analyzovali ve stádiu 

proliferujících nediferencovaných nervových kmenových buněk a po 7, 14, 21 a 28 dnech 

diferenciace. Oba způsoby diferenciace dávaly vznik převážně neuronům, což bylo 

doloženo zvyšující se expresí neuronálních markerů, jako jsou III-Tubulin, Microtubule-

associated protein 2 (MAP2) a Doublecortin (DCX). Naopak během diferenciace klesalo 

množství markerů proliferace, jako jsou antigen Ki-67 nebo Proliferating cell nuclear 

antigen (PCNA), a kmenovosti (Nestin, transkripční faktor SOX-2). Pomocí hmotnostní 

spektrometrie jsme kvantifikovali celkem 2804 proteinů. K největším změnám v hladinách 

buněčných proteinů docházelo v prvních 7 dnech od indukce diferenciace (více než 1000 

kvantitativně změněných proteinů), zatímco rozdíl mezi oběma způsoby diferenciace byl 

zanedbatelný. Mezi proteiny, jejichž hladina v buňkách vzrůstala v průběhu diferenciace, 

byly identifikovány proteiny účastnící se vývoje nervového systému (např. 

Synaptotagmin 1, Neuronal membrane glycoprotein M6-a, Serine/threonine-protein kinase 
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DCLK1, MAP2, nebo DCX), tvorby axonů [např. Neural cell adhesion molecule 1 

(NCAM1) nebo Microtubule-associated protein 6 (MAP6)], či Wnt signalizace (Catenin -

1, Wnt less homolog – receptor pro Wnt protein). Naopak, během diferenciace se mimo 

jiné snižovalo množství proteinů účastnících se transkripce a úprav mRNA [např. Far 

upstream element binding protein 2 (FUBP2) nebo U6 snRNA-associated Smlike protein 

LSm3)]. Podobně v naší předchozí studii u prasečích nervových kmenových buněk 

docházelo k poklesu množství FUBP1 během diferenciace. FUBP1 a FUBP2 jsou proteiny 

ze stejné rodiny a podílí se mimo jiné na regulaci exprese transkripčního faktoru myc, který 

je známým regulátorem proliferace, senescence a  apoptózy buněk34.  

Pro analýzu sekretomu lidských nervových kmenových buněk během diferenciace 

jsme pomocí multiplexní protilátkové analýzy kondiciovaných médií kvantifikovali 28 

cytokinů, chemokinů a růstových faktorů. Zjistili jsme, že hladiny sekretovaného 

interleukinu 6 (IL-6) a Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) narůstají během 

diferenciace nervových buněk. Nárůst hladin klíčových signálních proteinů VEGF-A 

(forma VEGF121), Neuropilin-1 (receptor pro VEGF-A na neuronech) a Catenin -1 

během diferenciace jsme potvrdili western blotem. Během diferenciace docházelo 

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

Dále jsme in vitro sledovali vliv rekombinantních proteinů VEGFA-121 a 

VEGFA-165 na proliferaci a viabilitu kmenových buněk během spontánní diferenciace. 

Zjistili jsme, že pouze varianta VEGFA-121 podporuje proliferaci a zvyšuje viabilitu buněk 

v nepřítomnosti EGF a FGF. V přítomnosti EGF a FGF nebyl pozitivní vliv VEGFA121 

na proliferaci a viabilitu pozorován. Naše výsledky ukazují, že v průběhu diferenciace 

nervových kmenových buněk dochází k nárůstu hladin proteinů Wnt /β-catenin-VEGF 

signální dráhy, což může pozitivně ovlivnit proliferaci a přežívání buněk. 

Tato práce představuje jednu z prvních studií VEGF-A u lidských nervových 

kmenových buněk. Zároveň detailně a komplexně mapuje proteinové změny během 

diferenciace, které nám napomáhají blíže porozumět procesům při vzniku lidských 

neuronů. Identifikované proteinové změny mají potenciál být prakticky uplatněny např. 

jako markery pro sledování stupně diferenciace buněk, což v případě buněčných terapií 

může vést k minimalizaci rizika přenosu nediferencovaných buněk a tvorby teratomů.  

3.4 Neuroprotektivní potenciál mezenchymových kmenových buněk 

Získání nervových kmenových buněk pro regenerativní terapie čelí mnoha 

problémům, ať už technickým (např. zajištění dostatečného množství buněk, zajištění 

imunokompatibility s příjemcem, správné nasměrování diferenciace k předcházení 
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přenosu nediferencovaných buněk a rizika vzniku teratomů) či etickým (izolace buněk 

z embryí či potracených plodů). Tyto problémy by s výhodou mohly být překonány 

použitím mezenchymových kmenových buněk, které je možné získat z pacientovy vlastní 

kostní dřeně či tukové tkáně. Mezenchymové kmenové buňky produkují řadu 

neuroprotektivních a imunomodulačních faktorů. Pro hlubší pochopení sekreční kapacity 

mezenchymových buněk jsem prostudovala odbornou literaturu a připravila přehledný 

článek Kupcova Skalnikova H. Proteomic techniques for characterisation of 

mesenchymal stem cell secretome. Biochimie. 2013 Dec;95(12):2196-21135, který byl 

vyžádán editory pro speciální číslo časopisu Biochimie s názvem The Mesenchymal Stem 

Cell Secretome in Regenerative Medicine. V této publikaci popisuji proteomické techniky 

používané k analýze sekretovaných proteinů včetně metodických úskalí přípravy vzorku, 

separační techniky, identifikaci a kvantifikaci proteinů pomocí hmotnostní spektrometrie, 

analýzu posttranslačních modifikací proteinů, imunologické metody pro citlivou detekci a 

kvantifikaci proteinů přítomných v malých množstvích. V další části publikace se věnuji 

popisu izolace a charakterizace extracelulárních váčků jako dalších významných buňkami 

sekretovaných faktorů v mezibuněčné komunikaci, dále pak analýze cytokin kódujících 

mRNA a bioinformatickým nástrojům k interpretaci proteomických dat. Jako součást 

publikace jsem též připravila tabulkové přehledy doposud identifikovaných růstových 

faktorů, trofických faktorů, cytokinů, chemokinů a dalších proteinů sekretovaných 

mezenchymovými kmenovými buňkami. Pro usnadnění představy o analytických limitech 

proteomických metod jsem přehled identifikovaných proteinů v sekretomu MSC rozdělila 

do tabulek na proteiny identifikované pomocí hmotnostní spektrometrie a proteiny 

detekované pomocí protilátkových metod. Tato publikace dosud obdržela více než 200 

citací.  

V další experimentální práci, která probíhala ve spolupráci s Ústavem 

experimentální medicíny Akademie věd ČR, v.v.i. jsme se zaměřili na charakterizaci 

sekretomu mezenchymových kmenových buněk a jimi sekretovaných neuroprotektivních 

faktorů. Porovnali jsme proliferační, imunomodulační a sekreční aktivitu lidských 

mezenchymových buněk získaných z různých zdrojů – kostní dřeně dospělého člověka, 

tukové tkáně a Whartonova rosolu pupečníku novorozence (substantia gelatinea funiculi 

umbilicalis). Výsledky jsme zveřejnili 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):429036. Ze tří 

porovnávaných zdrojů buněk, mezenchymové kmenové buňky kostní dřeně vykazovaly 

nejvyšší imunomodulační aktivitu, ale sekretovaly nejnižší množství neurotrofických 

faktorů v porovnání s ostatními studovanými zdroji buněk. I přes rozdíly v sekreci 
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růstových a neurotrofických faktorů, sekretomy všech tří typů buněk vykazovaly in vitro 

významný neurotrofní potenciál pro stimulaci růstu axonů neuronů a potlačení buněčné 

smrti nervových prekurzorových buněk po vystavení oxidačnímu stresu. 

V další práci Řehořová 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):535-54737 jsme sledovali sekreci neurotrofických 

faktorů u potkaního modelu amyotrofické laterální sklerózy. Intrathekální a 

intramuskulární aplikace mezenchymových kmenových buněk výrazně snížila odumírání 

neuronů u tohoto modelu. Aplikace média kondiciovaného mezenchymovými kmenovými 

buňkami zlepšila motorickou aktivitu potkanů. Proteomickou analýzou kondiciovaného 

média jsme kvantifikovali faktory BDNF, Nerve growth factor β (-NGF), Intercellular 

adhesion molecule 1 (ICAM-1), Stromal cell-derived factor 1α (SDF-1α), Hepatocyte 

growth factor (HGF) a VEGF-A jako jedny z faktorů, které na potlačení nekroptózy 

neuronů mohou podílet. 

3.5 Poranění míchy 

V další části své práce jsem se zaměřila na sledování proteomických změn u 

traumatického poškození míchy. V práci 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;91:41-5738 jsme ve spolupráci s týmem prof. 

Martina Marsaly z University of California San Diego za využití jimi vyvinutého potkaního 

modelu traumatického poranění míchy sledovali změny v signálních proteinech v 

lumbální míšní tkáni (tj. pod místem poranění; konkrétně v předních rozích míšních 

obsahujících mimo jiné nervové dráhy a těla motorických neuronů) a v přilehlých 

spinálních gangliích (obsahujících mimo jiné těla senzorických neuronů). Cílem práce bylo 

zjistit, které signální proteiny a dráhy jsou aktivovány/deaktivovány 2 a 5 týdnů po 

transsekci míchy v oblasti Th9 a které se mohou podílet na spasticitě v distální části těla. 

Pro prvotní screening signálních proteinů byly použity Kinex protilátkové mikročipy. 

Výsledky byly následně ověřeny western blotem a lokalizaci signifikantně změněných 

hladin proteinů a jejich fosforylací v neuronech a gliových buňkách jsme zmapovali 

pomocí imunohistochemie. 

V lumbální míšní tkáni pod místem poranění jsme mimo jiné prokázali zvýšenou 

expresi RONα, proteinkinázy C  (PKC) a HSP27. RONα je receptorová tyrozinkináza 

specifická pro receptor pro makrofág-stimulující protein (MSP). V časovém intervalu 2 

týdny po poranění míchy narůstalo množství RONα v motoneuronech a interneuronech, ale 
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i v astrocytech. Po 5 týdnech od poranění přetrvávaly zvýšené hladiny RONα pouze 

v GFAP pozitivních astrocytech. Mikroglie u vzorků po transsekci míchy a všechny 

kontrolní vzorky bez transsekce míchy byly na RONα negativní. PKC byla detekována 

v míšní tkáni v tělech α-motoneuronů a v oligodendrocytech a její množství narůstalo po 

poranění míchy. Přítomnost HSP27 byla pozorována v α-motoneuronech v předních rozích 

míšních (Obr. 3) a množství tohoto proteinu výrazně narůstalo v interneuronech v šedé 

hmotě míšní po poranění míchy. Astrocyty byly na HSP27 negativní. 

V zadních míšních gangliích nebyly po poranění míchy pozorovány téměř žádné 

změny v hladinách studovaných signálních proteinů. Naše výsledky tak ukazují, že 

terapeutické přístupy k léčbě spasticity po poranění míchy by měly primárně cílit na 

svalově-specifické míšní segmenty ke zvýšení lokálních inhibičních signálů.  

 

 

Obr. 3  Detekce HSP27 (červeně) v α-motoneuronech (pozitivních na CHAT, zeleně) 

předních rohů míšních kontrolní skupiny potkanů. Jádra neuronů jsou barvena modře 

na marker NeuN. Měřítko 100 μm. 

 

canalis centralis 
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3.6 Huntingtonova nemoc a extracelulární váčky jako možné zdroje 

biomarkerů 

Náš další výzkum se obrátil ke studiu dědičného neurodegenerativního 

onemocnění – Huntingtonovy nemoci. Za účelem studia této nemoci a vývoje 

experimentálních terapií byl na Ústavu živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, v.v.i. 

v Liběchově vyvinut transgenní prasečí model této nemoci (TgHD model) nesoucí N-

terminální část lidského mutovaného huntingtinu39. Dále ve spolupráci s americkou nadací 

CHDI Foundation nám byl poskytnut knock-in prasečí model (KI-HD), u kterého byl 

prodloužen počet CAG repetic přímo v prasečí alele kódující huntingtin. Oba tyto modely 

slouží ke studiu mechanismu vzniku onemocnění, experimentálním genovým terapiím a 

hledání biomarkerů.  

Extracelulární váčky (obr. 4) jsou membránou obalené útvary sekretované většinou 

buněk do extracelulárního prostoru a tělních tekutin. U neurodegenerativních onemocnění, 

jako je Alzheimerova nemoc a Parkinsonova nemoc, bylo popsáno, že extracelulární váčky 

v krevní plazmě mohou nést proteiny, které se podílí na tvorbě agregátů a vedou ke vzniku 

daného onemocnění. Například u Alzheimerovy nemoci bylo jinými autory popsáno, že 

hladiny Tau proteinu fosforylovaného na serinu 396 (Tau pS396), Tau fosforylovaného na 

threoninu 181 (Tau pT181) a peptidu Amyloid beta 1-42 (A1–42) v extracelulárních 

váčcích krevní plazmy pocházejících z nervových buněk umožnily predikovat vznik 

Alzheimerovy nemoci až 10 let dopředu před nástupem klinických příznaků40.  

U Huntingtonovy nemoci nebyly zatím extracelulární váčky studovány a zároveň 

u této nemoci nejsou známy snadno dostupné biomarkery ke sledování progrese 

onemocnění a monitorování účinku nově vyvíjených terapií. Zaměřili jsme se proto na 

implementaci technik pro izolaci a charakterizaci extracelulárních váčků jako potenciálních 

zdrojů biomarkerů. 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: E1741 jsme porovnali množství 

extracelulárních váčků velikostí odpovídajících exosomům ve třech tělních tekutinách 

s cílem vybrat zdroj poskytující dostatečné množství váčků pro proteomické analýzy. 

Obsah váčků v mozkomíšním moku byl extrémně nízký, proto byla pro další analýzy 

zvolena krevní plazma.  
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Obr. 4  Extracelulární váčky pozorované v transmisním elektronovém mikroskopu. 

Ukázány jsou váčky izolované pomocí ultracentrifugace z kultivačních médií 

kondiciovaných lidskými nervovými kmenovými buňkami. Během zpracování a vysychání 

vzorku se může stěna původně kulovitých útvarů propadnout a váčky se pak jeví 

mističkovitého tvaru. Kontrastováno uranylacetátem. Měřítko 200 nm, zvětšení 75 000 x. 

 

Následně jsme se zaměřili na studium forem huntingtinu (celkový protein a jeho 

fragmenty, polyglutaminová expanze) v extracelulárních váčcích krevní plazmy pacientů 

s Huntingtonovou nemocí a zdravých kontrol a u TgHD a KI-HD prasečích modelů. 

Pomocí gradientové ultracentrifugace jsme prokázali, že huntingtin koizoluje 

s extracelulárními váčky. Celkové množství huntingtinu ve váčcích bylo vyšší u HD 

modelů i pacientů v porovnání se zdravými kontrolami, ale pouze u TgHD modelu byl 

rozdíl statisticky významný. Protilátkou rozpoznávající prodlouženou polyglutaminou 

sekvenci jsme prokázali přítomnost mHTT ve váčcích a jeho specifický ~70 kDa fragment 

ve váčcích z plazmy TgHD modelu. Tyto výsledky jsme publikovali v práci 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):559842. Jedná se o první studii molekulárního složení 

extracelulárních váčků u Huntingtonovy nemoci. 

V přehledném článku Ananbeh H. a kol. Emerging Roles of Exosomes in 

Huntington's Disease. Int J Mol Sci. 2021 Apr 15;22(8):408543 jsme shrnuli dosavadní 
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informace z odborné literatury týkající se rolí extracelulárních váčků u Huntingtonovy 

nemoci, zejména pak v šíření mHTT mezi buňkami, výzkumu váčků jako zdrojů 

biomarkerů a také jako transportních systémů pro terapeutické účely. 

3.7 Monitorování genových terapií u preklinických modelů 

V práci týkající 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):2163-217744 jsme ve spolupráci se zahraniční farmaceutickou firmou UniQure 

sledovali účinky genové terapie ke snížení exprese huntingtinu v nervové tkáni u TgHD 

prasečího modelu. V této práci jsem sledovala imunitní odpověď prasat na podání virových 

konstruktů do putamen a thalamu. Sedmý den po podání genové terapie docházelo 

k přechodnému vzrůstu interferonu alfa (IFNα) v mozkomíšním moku, což je cytokin 

produkovaný po virové infekci a pravděpodobně odráží reakci na podané vektory. Hladiny 

IFNα se ale během dalšího týdne vrátily k normálu. Po podání vektorů AAV5-GFP 

nesoucích gen pro zeleně fluoreskující protein (GFP) docházelo v mozku prasat k expresi 

GFP jako cizorodého proteinu, což bylo doprovázeno trvalým nárůstem IL-8 

v mozkomíšním moku po aplikaci vektorů. Naopak, u konstruktů AAV5-miHTT nesoucích 

miRNA proti HTT mRNA se hladina IL-8 v likvoru zvýšila jen mírně a na přechodnou 

dobu (7. a 14. den po podání) a poté se vrátila k normálu, což naznačuje pouze přechodnou 

reakci na samotnou aplikaci či vektory. Naše výsledky studií AAV5-miHTT genové terapie 

Huntingtonovy nemoci u biomedicínského prasečího modelu přispěly k tomu, že tato 

terapie pokročila do fáze I/II klinických zkoušek, které nyní probíhají u pacientů v USA a 

Evropě. 

V další práci 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):118-13045 jsme zkoumali možnost subpiálního podání genové 

terapie k léčbě amyotrofické laterální sklerózy. Konstrukty odvozené od adeno-

asociovaných virů AAV9 nesoucí shRNA pro utlumení exprese SOD1 byly podány 

myšímu modelu SOD1G37R speciálně vyvinutou technikou a instrumentací pod pia mater 

v oblasti krční a bederní míchy. Podané vektory byly schopné úspěšně dopravit přenášený 

konstrukt do krční, hrudní a bederní míchy, ale i do mozkových motorických center. U 

myšího modelu SOD1G37R nesoucího mutovanou SOD1 jednorázové podání konstruktu 

před nástupem příznaků nemoci zabránilo agregaci mutovaného proteinu SOD1G37R a vedlo 

k téměř kompletnímu zachování α-motoneuronů, zachování inervace svalů a zachování 

motorických funkcí. Za využití prasečího modelu, který disponuje podobnými rozměry 
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míchy jako dospělý člověk, byly vyvinuty aplikační postupy a pomůcky, které by bylo 

možné použít u pacientů. Jednorázové subpiální podání AAV-konstruktů nesoucích GFP 

do krční oblasti míchy C3 prasat vedlo po 3 až 6 týdnech od aplikace k homogennímu 

tvorbě GFP v neuronech krčních segmentů míchy a díky retrográdnímu přenosu i v 

neuronech mozkových motorických jader, včetně retikulární formace a pyramidových 

neuronů motorické kůry inervujících horní a dolní končetiny. Oproti tomu intrathekální 

podání konstruktů v oblasti C3 takovouto efektivitu transfekce nevykazovalo. Subpiální 

podání je tak velmi slibnou technikou pro překonání hematoencefalické bariéry a pro 

účinné doručení genové terapie do mozku a míchy. Na této práci jsem se podílela na 

experimentech týkajících se prasečího modelu, včetně sledování imunitní reakce na 

podávané virové vektory. Vyvinula jsem též ELISA metodu pro kvantifikaci pre-

existujících neutralizačních protilátek proti AAV vektorům v prasečím séru pro otestování 

a výběr prasat do studie těsně před aplikací genové terapie a pro monitorování po aplikaci 

vektorů. 

V práci Tadokoro T. a kol. Precision spinal gene delivery-induced functional 

switch in nociceptive neurons reverses neuropathic pain.  Mol Ther. 2022 Aug 

3;30(8):2722-274546 jsme se ve spolupráci s kolegy z University of California San Diego 

zaměřili na experimentální léčbu neuropatické bolesti, která vzniká po poranění míchy 

nebo periferního nervu. Myšímu modelu neuropatické bolesti navozeného podvázáním 

nervus ischiadicus byly subpiálně podány virové vektory kódující proteiny potřebné 

k syntéze a uvolňování inhibičního neurotransmiteru kyseliny gama-aminomáselné 

(GABA). Po podání této experimentální terapie došlo k postupnému odstranění 

neuropatické bolesti, které přetrvávalo po dobu nejméně 2,5 měsíců od aplikace vektorů. 

Podaná terapie způsobila přepnutí uvolňovaných neurotransmiterů z excitačních na 

inhibiční v nociceptivních neuronech zadních rohů míšních. Tato terapie byla následně 

podána kontrolním myším, prasatům a primátům, u kterých nebyly po dobu 2 až 13 měsíců 

od podání pozorovány vedlejší účinky typu sedace, svalové slabosti, či ztráty normální 

citlivosti. Tento léčebný přístup by mohl být přínosem pro pacienty trpící neuropatickou 

bolestí způsobenou poraněním míchy či periferního nervu. Na této práci jsem se podílela 

na experimentech týkajících se prasečího modelu, včetně sledování imunitní reakce na 

podávané virové vektory a kvantifikaci pre-existujících neutralizačních protilátek proti 

různým typům geneticky upravených kapsid AAV vektorů pomocí vlastních vyvinutých 

ELISA metod. 
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3.8 Metodické publikace a vývoj nových proteomických metod 

Další publikace se týkají popisu a vývoje nových proteomických metod. V práci 

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):1639-4547 jsme popsali novou metodu pro přesnou 

relativní kvantifikaci proteinů, které koeluují v jedné frakci po separaci dvojrozměrnou 

kapalinovou chromatografií PF2D. Dvojrozměrná kapalinová chromatografie je 

alternativou k dvojrozměrné gelové elektroforéze a využívá chromatofokusaci 

(chromatografii v gradientu pH) k separaci intaktních proteinů v první dimenzi s následnou 

chromatografií frakcí na reverzní fázi (obr. 5). I přes vysokou separační schopnost PF2D 

systému separované frakce můžou obsahovat více různých proteinů. Proto jsme využili 

izobarické značky iTRAQ a adoptovali jsme toto značení pro kvantifikaci jednotlivých 

proteinů v dané frakci s následnou detekcí hmotnostní spektrometrií. Metodu jsme upravili 

pro velmi nízká množství proteinů. Tuto metodu lze využít pro relativní kvantifikaci 

jednotlivých proteinů v jednodušších proteinových směsích mezi různými vzorky.   

 

 

Obr.5  Schéma dvojrozměrné kapalinové chromatografie PF2D pro separaci 

intaktních proteinů v komplexních biologických vzorcích. 

 

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_46248 jsme popsali metodu hmotnostní spektrometrie pro 

kvantitativní analýzu proteinů SWATH-MS (Sequential Window Acquisition of All 

Theoretical Mass Spectra), kterou jsme adoptovali a optimalizovali pro analýzu 

diferenciace nervových kmenových buněk. Detailně jsme popsali celý protokol od 

kultivace buněk, přes přípravu vzorku, vlastní SWATH-MS měření na TTOF 5600 

hmotnostním spektrometru, až po kompletní zpracování naměřených dat a statistické 
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vyhodnocení. Tento protokol je k dispozici vědecké komunitě a může být návodem a 

pomůckou pro kvantitativní analýzy proteinů v dalších výzkumných 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;728:29-4649 jsme 

detailně popsali separaci depletované krevní plazmy (tj. po odstranění nejvíce 

abundantních proteinů) pomocí jedno a dvojrozměrné kapalinové chromatografie pro 

následnou proteomickou analýzu a hledání biomarkerů onemocnění. Tato práce vznikla na 

základě mé zahraniční stáže v laboratoři prof. Jennifer VanEyk, John Hopkins University 

– School of Medicine, Baltimore, USA, kde jsem využívala různé chromatografické 

techniky k separaci intaktních proteinů lidské krevní plazmy a následnou identifikaci 

pomocí hmotnostní spektrometrie. 

V dalších metodických publikacích jsme se zaměřili na detailní popis metod pro 

analýzu cytokinů, chemokinů a růstových faktorů regulujících proliferaci a diferenciaci 

kmenových buněk (Valekova I., Skalnikova H. a kol. Multiplex immunoassays for 

quantification of cytokines, growth factors, and other proteins in stem cell 

communication. Methods Mol Biol. 2015;1212:39-63)50 a též pro kvantifikaci podobných 

proteinů jako biomarkerů ve studiu nádorových onemocnění a imunitní odpovědi na 

přítomnost nádoru (Kupcova Skalnikova H. a kol. Luminex xMAP Assay to Quantify 

Cytokines in Cancer Patient Serum. Methods in Molecular Biology. 2020;2108:65-88)51.  

V přehledné 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: E269752 jsme shrnuli analytické techniky 

používané k analýze cytokinů a zaměřili jsme se na význam studia cytokinů u vysoce 

imunogenního nádorového onemocněním kůže – maligní melanom. 
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4 Závěr 

 

V habilitační práci se věnuji vybraným aspektům komplexní problematiky 

regenerace nervového systému.  Využívala jsem celou řadu modelů, od jednodušších in 

vitro buněčných kultur, včetně primárních kultur, pro pochopení základních mechanismů 

až po výzkum patofyziologie vybraných onemocnění, hledání biomarkerů a aplikovaný 

výzkum a vývoj genových terapií za využití in vivo prasečích, myších a potkaních modelů.  

 

 

Konkrétně, výsledky práce přispěly k našemu porozumění: 

- změnám v proteomu během diferenciace prasečích a lidských nervových 

kmenových buněk 

- neuroprotektivnímu potenciálu sekretomu lidských mezenchymových 

kmenových buněk 

- změnám v signálních proteinech v míšní tkáni a spinálních gangliích po poranění 

míchy  

- možnostem využití extracelulárních váčků krevní plazmy jako nositelů 

biomarkerů Huntingtonovy nemoci se zaměřením na obsah a formy huntingtinu 

ve váčcích 

- odpovědi organismu a sledování účinku experimentálních genových terapií 

Huntingtonovy nemoci, amyotrofické laterální sklerózy a neuropatické bolesti. 

 

Ke sledování změn na úrovni proteinů jsem využívala různé pokročilé a vysoce 

specializované proteomické techniky (separace proteinů pomocí dvourozměrné gelové 

elektroforézy či chromatografických technik, hmotnostní spektrometrie, protilátkové 

mikročipy, multiplexní imunoanalýzy, vlastní ELISA), ale i různé další metody, jako jsou 

např. izolace nervových kmenových buněk z fetálního mozku, in vitro buněčné kultury, 

imunocytochemie, imunohistochemie, různé postupy zpracování dat, metody izolace a 

charakterizace extracelulárních váčků z tělních tekutin a kondiciovaných médií, apod. 

Řadu z těchto metod jsem do laboratoře úspěšně zavedla, otestovala a aplikovala k řešení 

dané výzkumné otázky.  
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Kombinace naší dlouhodobé spolupráce se zahraničními partnery, jako jsou 

University of California San Diego a soukromá společnost UniQure a unikátních prasečích 

modelů vyvinutých na pracovišti Ústavu živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, v.v.i. 

v Liběchově nám umožnila podílet se na vývoji a testování genových terapií 

Huntingtonovy nemoci, amyotrofické laterální sklerózy a neuropatické bolesti. Vektory 

námi testované na prasečím modelu Huntingtonovy nemoci ve spolupráci s firmou 

UniCure a testované v následném dlouhodobém sledování bezpečnosti u prasečího modelu, 

byly následně schváleny pro použití v klinických zkouškách, které nyní probíhají u 

pacientů v USA a Německu. Výsledky naší výzkumné práce tak nacházejí uplatnění v 

praxi. 
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