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Úvod 

 
Aortální stenóza je ve vyspělých státech nejčastěji 

operovanou srdeční vadou. Ve Spojených státech americ-
kých se náklady na operační léčbu aortálních stenóz odha-
dují na miliardy dolarů ročně1. Mezi hlavní příčiny vzniku 
tohoto onemocnění patří degenerativní (fosfatační/
kalcifikační) změny, kdy mineralizuje chlopenní tkáň, 
a tím dochází k jejímu zúžení a ke vzniku překážky při 
odvodu krve ze srdeční komory2. Následkem toho dochází 
k tlakovému přetížení komory a jejímu postupnému zbyt-
nění, které způsobuje řadu somatických potíží 
a v pokročilém stádiu může vést až ke smrti. 

Na vzniku aortální stenózy se podílí více než 
20 různých příčin, např. histokompatibilitní antigen B27 či 
vzácně Fabryho či Pagetova choroba3. Dále pak poruchy 
lipidového spektra4–7, hromadění vitaminu K v organismu8, 
patogenetické mechanismy kalcifikace cév (např. hyperpa-
ratyreóza, hyperfosfatémie, hyperkalcémie). Vitamin K 
může hrát klíčovou roli, protože podporuje přetváření 
zbytků kyseliny glutamové na biologicky aktivní gama-
karboxyglutamovou matrix kyselinu, karboxylovaný 
matrix Gla protein (cMGP) a karboxylovaný kostní Gla 
protein (cBGP). MGP inhibuje cévní kalcifikace, zatímco 
cBGP má důležitou roli pro správnou mineralizaci kostí9. 

V neposlední řadě je zde také hypotéza, že se na minerali-

zaci srdečních chlopní podílí nadměrný přísun fluoru 
a fluoridů. Nejčastěji se fluor a jeho sloučeniny dostávají 
do lidského organismu konzumací léků obsahujících fluor 
a také z okolního prostředí, kam se dostává uměle nejen 
fluoridací vody10, potravin, zubních past, ale také díky 
zemědělské produkci a neustále se zvyšujícím množstvím 
používaných minerálních hnojiv11. Fluor se takto dostává 
do potravních řetězců a tím se postupně zvyšuje jeho kon-
centrace v organismech (konzumentů II. řádu). Jeho nega-
tivní vliv, který na lidský organismus působí již od doby 
oplození až po stárnutí, od transkripce genů až po kogni-
tivní procesy, popisuje v literatuře A. Strunecká a J. Pa-
točka12. 

 Při výzkumu vzniku aortální stenózy byly použity 
např. imunohistochemické analýzy13 či gelová elektroforé-
za14, které byly ale časově náročné a pomocí kterých neby-
lo možné identifikovat neznámé proteiny. V naší laboratoři 
byla v nedávné době aplikována metoda peptidového ma-
pování spojená s hmotnostní spektrometrií na pevné neroz-
pustné vzorky kostí15, barevné vrstvy uměleckých děl16 
nebo historické malty17,18. Výhoda této metody oproti výše 
uvedeným spočívá v tom, že vzorky před analýzou není 
potřeba rozpouštět – demineralizovat, nebo jakkoli jinak 
upravovat a zároveň tato metoda umožňuje identifikaci 
neznámých proteinů. Proto byla zvolena k výzkumu chlo-
penní tkáně postižené aortální stenózou19.  

Metoda peptidového mapování může zejména poskyt-
nout odpověď na otázku, jaká je role jednotlivých proteinů 
v procesu geneze mineralizátů v chlopenní tkáni. Znalosti 
mechanismu jejich tvorby mohou napomoci předcházet 
vzniku onemocnění a také při volbě vhodné medikace pro 
zmírnění jeho průběhu. V rámci této práce byly analyzová-
ny a identifikovány proteiny v explantovaných fosfatova-
ných chlopních metodou peptidového mapování. V někte-
rých vzorcích se podařilo nalézt proteiny, jejichž výskyt 
má souvislost s procesem fosfatace a tvorbou kostí.  

 
 

Experimentální část 
 
Vzorky dvaceti aortálních chlopní poskytla Chirurgic-

ká klinika Fakultní nemocnice v Plzni. Chlopně byly ex-
plantovány postiženým pacientům, omyty destilovanou 
vodou a uskladněny při teplotě –20 °C. U vzorků byla 
rozdílná stadia tvorby mineralizátů, jejichž majoritní slož-
kou jsou sloučeniny fosforu20. 

Pro zjištění vhodných podmínek (úprava vzorků, zjiš-
tění nejvhodnější délky doby pro štěpení vzorků trypsi-
nem) k získání co největšího počtu proteinů vyskytujících 
se ve vzorku byly vzorky chlopenních tkání rozděleny do 
dvou skupin14. První skupina vzorků byla podrobena re-
dukci disulfidických můstků a alkylaci SH-skupin. Druhá 
skupina vzorků byla podrobena enzymovému štěpení bez 
jakýchkoli úprav. 
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U první skupiny vzorků bylo nutno zpřístupnit pepti-
dové vazby proteolytickému štěpení. Pomocí dithiotreitolu 
(60 l dithiotreitolu na cca 10 mg vzorku chlopenní tkáně) 
byla přerušena terciární a kvartérní struktura proteinů a to 
redukcí disulfidových vazeb mezi fragmenty spojenými 
disulfidovými můstky (rovnice 1). Takto zpracovaný vzo-
rek byl vložen na dobu 1 h do  termostatu s teplotou 50 °C. 

Poté, co byly disulfidové vazby redukovány, byl roz-
tok dithiotreitolu ochlazen na laboratorní teplotu a bylo 
přidáno 60 l roztoku jodacetamidu  (rovnice 2), a to 
z důvodu zabránění možné reoxidaci vzorku vzdušným 
kyslíkem. Reakce probíhala ve tmě za laboratorní teploty 
po dobu jedné hodiny.  

K takto ošetřeným vzorkům byl přidán štěpící roztok 
trypsinu (1 l roztoku trypsinu o koncentraci 1 g l–1 
v 50 l 50mM NH4HCO3 pufru) o objemu 60 l. Štěpení 
probíhalo při laboratorní teplotě (24 °C) po dobu 0,5; 1; 2; 
4 a 12 hodin. Ke vzorkům, u kterých nebyly provedeny 
žádné úpravy, byl přidán štěpící roztok trypsinu o stejném 
objemu a koncentraci, jako v případě vzorků první skupiny. 
Stejně tak byla shodná teplota i časové intervaly štěpení. 

Vzniklé peptidové směsi byly přečištěny a zkoncen-
trovány reverzní fází ZipTip a ponechány vyschnout. Při-
pravené vzorky mineralizovaných chlopní z obou skupin 
byly poté analyzovány metodou LC-MS/MS  a měření 
probíhalo s použitím UPLC Acquity systému (Ultra Per-
formance Liquid Chromatography – ultraúčinná kapalino-
vá chromatografie) spojeného s mikrotandemovým hmot-
nostním spektrometrem ESI-Q-TOF (Waters, UK). Protei-
ny byly identifikovány softwarem PLGS 2.3 (Waters, UK) 
a vyhledány v proteinové databázi Uniprot. 

Za použití UHPLC Dionex Ultimate3000 RSLC nano 
(Dionex, Germany) spojeného s hmotnostním spektrome-
trem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonics, Germa-
ny) byly v laboratoři aplikované proteomiky na VŠCHT 
v Praze analyzovány vzorky přímo štěpené trypsinem. 
Výčet hodnot m/z byl ze změřených dat extrahován pro-
gramem Data Analysis 4.1 (Bruker Daltonics, Germany) a 
dále pak identifikovány softwarem Mascot verze 2.2.04 
(Matrix Science, UK) a vyhledány v proteinové databázi 
Uniprot verze 2010-12 s přesností 50 ppm v MS modu a 
MS/MS s přesností přiřazení hmotností peptidových štěpů 
0,05 Da. 

Výsledky a diskuse 
 
Dva různé postupy štěpení byly zvoleny z důvodu 

porovnání a analyzování co největšího počtu proteinů 
ve vzorcích. Vzhledem k tomu, že počet nalezených pro-
teinů bez použití redukce a alkylace ku počtu proteinů 
identifikovaných postupem obsahujícím tento krok byl 
v průměru 30:20, bylo pro další experimenty zvoleno ště-
pení pouze trypsinem bez dalších úprav vzorků (obr. 1, 2) 
(cit.14). 

Pro vyhodnocení závislosti doby štěpení vzorků try-
psinem bylo kritériem získání co největšího množství iden-
tifikovaných proteinů. Byl brán v úvahu poměr všech iden-
tifikovaných proteinů k množství identifikovaných protei-
nů rozpustných v krvi, přičemž byl hledán co nejvyšší 
počet nerozpustných proteinů (obr. 1, 2) (cit.14). 

Pro další postup zpracování chlopní byla zvolena 
čtyřhodinová doba štěpení trypsinem bez použití redukce 
a alkylace. 
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Obr. 1. Počty nalezených proteinů v chlopni 1 s použitím re-
dukce disulfidickým můstků a alkylace SH-skupin (RA)  
a bez použití redukce a alkylace (bez RA)  v časových inter-
valech 0,5; 1; 2; 4 a 12 hodin  
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Závěr 
 
Metodou peptidového mapování, která byla apliková-

na přímo na fosfatované části chlopní, bylo hmotnostní 
spektrometrií LC-MS/MS nalezeno přibližně 200 různých 
proteinů. Převážně se jednalo o proteiny rozpustné v krvi, 
např. komplement C3, sérový albumin, apolipoprotein A-I, 
vitronektin a klusterin, které byly přítomné ve všech analy-

zovaných chlopních. Podařilo se ovšem identifikovat 
i  proteiny, které pravděpodobně přímo souvisejí 
s mineralizací chlopní např. alkalickou fosfatasu, biglykan, 
mimekan, osteopontin, proteoglykan a periostin. V tab. I 
jsou uvedeny některé z nejvýznamnějších proteinů spolu 
s jejich funkcí v organismu.  

V případě nálezu většího výskytu osteopontinu a alka-
lické fosfatasy, jakožto faktoru podporujícího růst kostí, 
lze polemizovat o možnosti vzniku fosfatátů v aortálních 
chlopních stejným procesem jako je růst kostí. Kvantifika-
ce zmíněných proteinů je předmětem dalšího výzkumu. 

 
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko-

školský výzkum (MŠMT č. 21/2012). 
Poděkování p. Mgr. Peteru Koníkovi (Jihočeská uni-

verzita v Českých Budějovicích) za analýzu zpracovaných 
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Aortic stenosis is one of the most common heart di-

seases that occur in developed countries. The disease has 
many causes; among the most discussed is excessive in-
take of fluorides. The aim of our work is to clarify the 
biochemical nature of biomineralizations in cardial tissue 
as well as to select an appropriate medication and to miti-
gate the disease. Peptide mapping combined with UHPLC 
and MS were used in the study of the mineralized cardial 
tissue. We managed to identify proteins such as alkaline 
phosphatase, biglycan, mimecan, osteopontin, periostin 
and proteoglycan, which are probably related to minerali-
zation of the valves. 


