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Hozne

Analyza protedmu ludskych chorionovych
mezenchymovych kmenovych buniek
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Results

P.-'%Tna

The analysis resulted in the identification of 350 unque proteins as part of the chMSC protecmic profile. Five MSC
markers and multiple proteins were identified to play an important role in the processes of welfrenewal and MSC

differentiation.
Conclusion

In our proteamic study, the focus was on the littlestudied cho

riohic membrane which is a source of young mesenchymal

stem cells. The knowledge of the chMSC prodeome will sontribute to the understanding of proliferution and differentia
tion processes and will help develop new therapeutic methods

Kev wards: stem cells, placents, chorionie membrane, proleame, ion trap

Uved
Dospele kmefové bunky droj
na vyskum, pretoge su dostapné a nie s s pimi SPOJENE
elicke problémy. Kmeaové bunky molu byt 1zolovane
2 rignyeh zdrojov vritane wwkového tkaniva (1), koge (2)
kostnei drene (33, wpoénj}a {4), amnioticke] tekutiny (3}
a ostatngch &asti placenty.
Mezenchimové Kmenove bunky 51 typom Tudskych kmeno-
vich buniek, ktore boli zadlenené do klinického vyskumu
vduka ich Iahkej kultivich ex vao 8 diferencidcii na mnoho
linit za vhodnych podmienck (6] Su 0 fibroblastické, adhe-
renitné bunky exprimuyics charakteristicki sadu povrche-
vych bunkovych proteinov . 8
Chorionova membring spolu s smnidnovou membrancu
sii zhodkou extraembryonaineho tkaniva ohranicujiceho
plod a plodovi vodu. Choriénowh membrina jé prichytend
k amnionu vrstvou kolagénovich vidkien (9). Kmenovt
bunky izolované 2 choriénove) membrany maju viastnosti
mezenchymu (10) a profil wh povrchovych markerov je
podobny profilu mezenchimovich kmenovych huniek
¢ kostne] drene. Ziroveh so vyznaéuji dvomi ziklndnymi
vinstnostami kmehovych buniek - sehopnosfou sebaobnovy
a schopnosfou diferencidcie na rozne bunkové linie,
Diferenciaény potencid]l MKB 7 chondnove) membrany je
pri porovnani s MKB 2 inyeh adrojov signifikanine vyssl.
MKR # chorionu maji osteogénnu. chondrogénnu 8 adipe-
génnu schopnost diferenciacie (11 - 14). Chononové MEB
maju neurogenny diferenciaény potencial ako aj schoprost
diferencovat sa na endotelové a svalove bunky, hepatocyty
a kardiomyocyty (15 - 17).
Za niekolko poslednych rokov sa pomoaiit genetickyeh &
dii podario charakterizovat rizne populicie fudskych MKB.
Velki ¢ast Stidii sa zameriavala na diferenciaciu MEB i vit-
ro (18) slebo na stanovenie expresie celkovej mRNA v MKR
(19). Bunky # ich vlastnost: si vysledkom (a) transkripeie
specificke]j sady ginow, (b) regulacnych procesov (vratane ak
ternativaeho zostribu génov a mRNA), (¢) translokacie prv
teinov a (d) posttranslaénych modifikacii. Proteom je konr
pletni sada proteinov v danom organizme alehn systéme
¥ danom Ease; sl to proteinové produkty gendmu. Proteo-

sa povauji za jedineény zdroj

mikn &8 vynacue systematickym skizmanim & vyuzivanim
sirokého spektra Studid sameransch na kvalitativne a kvan-
titativne mapovanie celéhn protedmu a je tck uztodénym
doplukom pri analyze ghnovej expresie na wrovni RNA (20).
Hmotnostnd spektrometria je analvtickd technika. ktora
poskytme kvalitativie (zloienie) a kvantitativoe (koncen-
tricia) informacie o analyzovanyeh malekulach po ich pre-
mene na iony. Podas posledne dekady sa elektrosprejovd
jonizadnd hmotnostni spektrometria (FSLMS) ukazala ako
dileiita analytické metods a stala sa citlivim, silnym a dos-
tupnym nastrojom na studium femtomolovych mnoksticy
neprchavych a tepelne nestilych vzoriek, ktoré sa nedaji
analyzovat inymi bene dostupnymi tochnikami. V spojeni
s vysokoudinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC),
resp. s nanoHPLC, & ESI-MS stala velmi vykonnou techni-
kou schopnou v subore biologickych vzoriek (21) analyzovat
malé aj velké molekuly s rdznou polaritou.

V tejto #tidii sme su zamerali na charakteristiku mezenchy-
movich kmenovych buniek z chorionove] membrany na
proteomicke] drovni. Choridnove MKB maji velky teraped-
ticky potencidl. Pre lepsie pochopenie viastnosti tychto b
nick je nevyhnutné uskutodnit este vela genetickych a pro-
teomickych #tudii, ktoré odhalia fungovanie zikladnych
hunkovych mechanizmov, Hlavnym cielom tejto price bolo
identifikovat proteam mezenchimovieh kmehovych buniek
izolovanyeh z choridnove; membriny pomocou elektruspre
jovej] hmotnostne] spektrometrie techmoligiou ionove) pasce.

Materiél a metody

lzolécio o kultivicia chMKB

Ludské placenty (n = 3) sme ziskali 2 Gynekologicko-pé-
rodnicke] kliniky UPJS a UNLP Kogice od rdravych dlen
n konet gravidity (38. - 40, roiden), ktorée podstapili o+
sirsky rez. Plodové obaly, amnidn a choridn, boli oddelend
manuilne a nisledne boli premyvané v sterilnom fosfate
vom pufri (PBS, pH = 7.4). Choridnovi membrinu sme
nastrihali na kisky velkosti 2 x 2 em & inkubovali v dispaze
o kolageniae. Ziskane bunky sme prefiltrovali cez thanivové
sitko 8 otvormi velkosti 100 pm a kultivovali v kultivaénych
fMagiach s plochou 75 em®. Bunky sme inkubovali pr 37 °C
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tivovand leukoeytové molekula bunkovej adhézie), HOP26
(CD63), CD49d (integrin alfa 4), CD49e (integrin alfa 5),
fibronektin, kolagén typu VI a EGF receptor (receptor epi-
dermdlneho rastového faktoru) (25). Dalsimi objavenymi
CD antigénmi boli CD47, CD31, CD59, CD71, CD 91, CD98,
(D99, CD107a, CD107b a CD108. Podarilo sa im tiez dete-
govaf niekolko ¢lenov proteinovej rodiny integrinov: integ-
rin alfa 11, integrin beta, integrin alfa-2 (CD49b), integrin
alfa§ (CD49f), integrin alfaV (CD51) a integrin alfa-3

~ (CD49¢c). Membranove proteiny, predovietkym tie z plaz-
malémy st délezité pri definovani jedineénych vlastnosti
kmenovych buniek (24).
V Tubulke 2 st uvedené nami dentifikované proteiny MKB.
ktorych expresia je gpecificky alebo vo vysde] miere viazana
na placentdrne a fotilne tkanivd, vratane chorionu, resp.
tieto proteiny maju kfacovu ilohu v procesoch proliferacie,

| diferencidcie a ostatnych biologickych procesoch.

Zoznam proteinoy identifikovanych
dbleiitych v bunkovych procesoch oko proliferacia,
cidcia o iné

Nazov proteinov v anglictine

v chMKB pomocou ESIMS,
diferen-

Skratka | cjovenéine pl Mw(kDa)

ANXA Annexin family/Roding annexingy

COBA1  Coltagen alpha-1 (Vil/Hoiagen afai(Vj 51 1085

C0o6A2 Collagen alpha-2 (VIy¥olagen afa2(V) 58 1085

CO6A3  Coliagen alpha-3 (Vi) Kotagén alfa-3 (V1) 63 3435

COCA1  Collagenaipha-l (Xl Kotagen alfa-1 (XIl) 53 3329

FINC Fibronectin/Fibronektin 54 2625

LEG1 Galectin-1/Galewtin-1 52 147

LAMC1 Laminin subunit gamma-1 49 1775
Podjednotka lamininu gama-1

LAMB1  Laminin subunit peta-l 4,7 19789
Podjednotka lamininy beta-1

TIMP1L  Metatioproteinase inhibitor 1 98 232
inhibitor metaloproteinazy 1

NEST Nestin/Nestin 42 1773

GANAB  Neutrai aipha glucosidase AB 57 1068
Neutraina aifa glukozidaza AB

PRDX  Peroxiregoxin family
Rodina peroxinedoxingy

KPYM  Pyruvate kinase [SOTymes M1/M2 90 579
{zoenzym pyruvatkinazy M1/M2

TSP1 Thrombospondin-1 precursor 46 1293
Prekurzor trombospondini-1

SPRC SPARC/SPARC 46 346

LEG1 je dolezita regulacna molekula kmenovych bu-
' piek. Hlavnou funkeiou je regulacia proliferdcie, diferencia-

| je pomern

' novej membrany predpokladame,

lacia apoptézy interak-
ciou s extracelularnym matrixom (26). Tiez zohrava klicéovu
dlohu vo feto-maternélnej tolerancii (27). V kultivovanych
kmenovych bunkach z choriénovej membrany ma vyznamne
postavenie aj nami identifikovany proteinovy komplex -
peroxideroxin a tioredoxin, ktory zohréva vyznamnu uohu
v embryonalnom vyvoji regulaciou bunkovej proliferécie,
mitochondridlnych funkeii, signilnej transdukcie, ochrany |
pred apoptozou a v neposlednom rade aj voci antioxidantom
(28, 29). LAMB1/C1 st zapojené do sirokého spektra bio-
logickych procesov ako bunkova adhézia, diferencidcia,
migracia a signalizacia buniek. TIMP1 je regulator rastu
a apoptozy v roznych bunkach. Egea a kol. (30) vo svojej Stu-
dii potvrdili, ze TIMP1 potlaca proliferdciu, metabolicku ak-
tivitu a schopnost osteogénnej diferencidcie Tudskych MKB.
TSP sa podiela na komunikacii buniek navzajom, ako aj
komunikécii buniek s extraceluldrnym matrixom. TieZ sa
podiela na sprostredkovani bunkovej adhézie, proliferdcie,
migracie, diferencidcie a apoptozy (31). Expresia KPYM je
specifickd pre proliferujuce bunky, predovsetkym pre em-
bryonalne kmefove bunky. Dalgimi zaujimavymi proteinmi
uvedenymi v Tabulka 2 sd GANARB a intraceluldrne pro-
teiny s extracelularnou funkciou ako annexiny. Predpoklada
sa, ze annexiny maji vplyv na funkénost MKB (32). SPARC
je zodpovedny za bunkové interakcie s extracelularnym
matrixom, inhibuje adhéziu buniek a proliferdciu a podiela
sa na reguldcii rastovych faktorov. Nestin sa vyuziva ako
marker proliferujucich a migrujucich buniek, ale doposial
¢ malo poznatkov o jeho funkcii a reguldcii.

cie buniek hladkej svaloviny a regu

Zaver

Cielom tejto §tudie bolo identifikovat proteiny choriénovych
mezenchymovych kmenovych buniek pomocou hmotnostnej
spektrometrie ESI a charakterizovat jednotlivé proteiny
7 funkéného hfadiska. Mnohé doposial publikované proteo-
mické stadie zaoberajuce sa mezenchymovymi kmefovymi
bunkami z chorionovej membriny sa zameriavaji na charak-
teristiku tychto buniek na molekulovej urovni, nie na trovni
proteomiky. V nasej §tudii sa nam podarilo s vyuzitim EST-
MS identifikovat 350 proteinov. Na ziklade porovnania pro-
teomického profilu kmenovych buniek izolovanych z amnid-
7e proteomicky profil MKB
2 chorionovej membrany nie je kompletny, a preto je nevy-
hnutné v tejto analyze pokracovat. Uplnd charakterizacia
kmepovych buniek prispeje k identifikdcii a pochopeniu
molekulovych ciest a mechanizmov zapojenych do procesov

. gebaobnovy, proliferdcie a diferencidcie buniek.

Podakovanie
Ttto publikacia venikla pri rieseni projeklu BioDiag: ITMS
kod: 26220220143 (100 %).

Slovemshd lohdr JANUAR - FEBRUAR 2014 29



Kéane

dustsuni biiiingostiekieh abisssy:

i

1=

1=

4

Al A el Biplbfsan cplas TEap Balian abieneg e
Tl etiipn B et hipeil (essapa T T Euglievisng 1880
diededlinn M g T oe S1) - YN

L I e B 11 T T A T wlalt g =iy s
Hhs abf b oF ssptpmestid i ohits) s Mair 1 oe Bt 1280wl gdis)
@i e ok Boe FEE Ty

VAPLAN & 1 Blesspehpmnl s oyt
Fipappah Iy (G o7 h bHHQ poo o S
WA B8 ol syl sbodi gy S Wl s g o bl
o g Dmamai skl sedd |5 S ) an fRan inaile @8k
b 34 6 Tom T Jag

Fh U b gl Bsplatigen: o ppipiespirben abpis il ks Wk gesiihla)
fop hmppe b danap Badengoiur Baly T G 80 fe dh
St

GARBY § 1 MIEIY. | B Monwietiinal stes- ool Clipessd i
plleabfigiin e P epghiaf it biangabbion 0 Bl s 2titmal Jie 4
iﬂir& Wianity aud )yl Ty fily jahiididy dihy, toe H s It
& Ol alg
Bl A TERS
aille Jyi Bappressiiig] Bnlag
pow ddfo¢ fow Bl hal

e A FURTE b et o
i Naiokegry ot disteds Doppydised 800 b & 4 dop e b
BURT HOVETER B fdinhig, of e Highas Pladies i iy
ik - Bppages Voug dik

PAMLINEL L] 1) ob o) Bibpestpuctoappl B fpiiestia wb B
sistbar bl Sial Dabaspd spbs dhepined T Sesl (e pikd
U] il'---l-"lq lu 1 b wedisg 1l HH'I o l:‘ﬁi' I'*;l‘lﬂ"""b abf
puf Al oa d 9

A O AT NPT O

i

vt Syl

a bnfy

i 4 *ﬂ“l Ea & |-l|.“vi-lz.' 7 Musniigel shos
e Mlstioone JRialy ERER e DI

aooihia Ve aind pedipse b s

L O R T Y A T Sy A R e e T R R
S Dpve Vbt fed ot 11 st e i b B! nf Feavio Badsnsiipg
atiil Wespipenideag Miadpuy disile [EL pepps ANET g o SR s
wh b LA R iy fahibg. 4 i-" ob g Pl il ey slkie ooty B
R T o (TR R L T wlbl) feriliinfen s etr s EHEERR)
sty b2y s hki2iss e

FE A5pHa=nn fepinad o S Reliess ey

AR B (G w el B

P P ARBEH B ool af bpesatlpe o gy spibiedip il aberi oblly W
dpaa] of smbesiial vt FEain it pifses by L4 Gpein [4hi [asiy
|BAle S v 88 9 | RN

AN & o oal Megeiekgsnd g adin el dpipel B -
fhdi va) b Beajiiig pliaiees B cepibaps Lees sagiiaiig 1y
Bonisiad widd Pinpbianay Heawadk | amasanpidone 198 Wi
ik spi B s 4wl

MEWRARIL T ofosl Ty A Db e g Gl dadsgpliel
PR R N TR R hi\wmwl i |oelle il e sl o
Rk = R s o s b AN ol
Piodge (amiy o ihdidh il s

[ T S R B T T 1 TR
npplﬂ{w.l-ai Gemly fisly i‘:y_*.ql b by cpily R dpss ) wil fzadd Logh
feim ai o da g | vl 0 omg

EHALL N WAL | RRAEERE F nlsatieastin o et vp Ja
& k8 e et
I - TR T

1 fpsifiiphs pbeerssia dpflyest

stk e mmatnmanby shin

Sk

HfiEeas) Laaibilient el Mo
Fashpdpatlian W Bajadiaieiine o vl L

HE & dang - 4 iy

Haky obge  JANUCAN - FEBEUAR 8019

3

dd

Wb

#

-

dti

4

4

4

94

i

T T I e e e T R R
Bivuny o FProempias |Saly (5 dhaiy Sl pax ol 2 bdi o

WA E A Wy e s s b g b F iisitin spopimesi- by shigt 4hess
o e o SRR R T TR L aiaty st ol piridosiive
Wil e e B Eagrerimaibial Hlomiaiong) |nkh (b 4k
T TSR o S -
By B B0 waf T preiedinl D iy HRIESIRS 01 e
el ot it ies bii Bt pvtpisgd “onmn-fp;,,’l labkiy (hal - iakl dnks
bl

Pl I T

BELL 0 o gl PReasmmmisly oo qu Bjip-dsaiikiy Flann CL
i D shii) gtk B 0 i Bephatiind Beves (iad pabi
By Hieet b 4 o5 0 s

] Bl “| B oab ” st Flagike =J-;:J-‘|‘.| nL“;\ Jubu s sippsnse ey bttt
SR B i Tl Pt b B wlly Ity Gl Rdak dided
B oA g ligh

e 4 B

AV A B oot s Dpgebers sngubabim o EDEI atgiilliog gl
bt st b | cbiapirsd by affaisy of frbnbeis Pty o® il
bt T B by Aessfars Do by (BB BT hami difith. fa

§ o

rnqi}:.h‘ bood shgl imbREcaigl pEeiaslah g kg A shyeplids
i b gl afadibn pooichieotptin S 0 ISR B s bpdial psi
palh shp sadbbgig wnnbips diPRprpbiplean b S 1wk laaiy
gadiealie dAsl g S8 g o0 I dry

G R B et gl ket i) el stessectadisalion ul Lig
Wil jforihinel nepusniest abes ol il iyl Teuss Nitimimn Hiks Rqeram l=
Fosriim o f ol Boseeay KREN LUTiEld7, DMER D HE & hoEgET gah
AR 1 okl Blbw dibiiont s pabeiey 1 enbithan digsisnd jlipnpt
Breepispae b ek praal it prksiapaes bepestebiaig i
His A duornad o Do - Ling ¢ v g Blakesis
ey 18BN upieest a0 dhk o 1od i

FHINE @ b b o & pbvesn) st Bk gubsban ) @ ybaipgtespal Gt
sy In B Mofasas 12l TR YT S A SO 11 I B
Tkl B b Flapgeioadh prrbBil 15 prvkstiass ol Rl tinadugy
I Vaiveribapiy pad @aha Sepaligg Gadh VRET TUHL WY 0
i 1 e
bt iy
Bgdaiie depbipia 15 R Bl i calle lg Bapertmpnda
Py Memsnd dmEly anifaqudy KR SR 5 3 SR B &

Vgl Bspestpmhiaie W eeseiial i pEiksean

EIVBA b wr a5 Diswes Bssibicay b sanbiopedime | VLMK i
apitig e s ativiaal e e Bebuaph w0l Gl A sl
Wik i"i siberati Higesliilg bt "-i’, vEsHitias v e Srediangd o i ¢
wil S w) the Uil Béalys o Mg B8l 0B St

B [ £ B s i
ML'&QB 11 FAWwWLER 4 'l-. hq.;m.b.aw:l.-l-...a W Ihe diveilin
il deszns o Win dptsaiiry R Al Brdigs |aRN. s dide S04
pt A £ W & 481 UDE

Mkt il & o al Spkeesie snsbisls o wicandae seahypu
piwia Bl it seipaapibe iR b sched seaiie A b uliis &l
g Jashain

TR R TS 1T )

g Laspleabbis {2 boasth
T T

sl 1l a5

-l & =ay

L T e AR

I Mheibis | s
Eighay Iebaram o sy biedyasy LE VBB 0 Busieach
Foawily BHY | v o pse

gl mEEiiss Lo gt sliake st ajia R



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6

