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Uvod

Aortalni stendza je ve vyspélych statech nejcastéji
operovanou srde¢ni vadou. Ve Spojenych statech americ-
kych se néklady na opera¢ni lécbu aortélnich stenéz odha-
duji na miliardy dolarii roén&'. Mezi hlavni p¥iginy vzniku
tohoto onemocnéni patii degenerativni (fosfatacni/
kalcifika¢ni) zmény, kdy mineralizuje chlopenni tkan,
atim dochazi k jejimu zGzeni a ke vzniku piekdzky pfi
odvodu krve ze srde¢ni komory”. Nésledkem toho dochéazi
k tlakovému pfetizeni komory a jejimu postupnému zbyt-
néni, které zplsobuje ftadu somatickych potizi
a v pokrocilém stadiu mize vést az ke smrti.

Na vzniku aortalni stendzy se podili vice nez
20 riznych pficin, napt. histokompatibilitni antigen B27 ¢i
vzacné Fabryho & Pagetova choroba®. Dale pak poruchy
lipidového spektra*”’, hromadéni vitaminu K v organismu®,
patogenetické mechanismy kalcifikace cév (napt. hyperpa-
ratyre6za, hyperfosfatémie, hyperkalcémie). Vitamin K
muze hrat kliCovou roli, protoZze podporuje pietvareni
zbytkd kyseliny glutamové na biologicky aktivni gama-
karboxyglutamovou matrix kyselinu, karboxylovany
matrix Gla protein (¢cMGP) a karboxylovany kostni Gla
protein (¢cBGP). MGP inhibuje cévni kalcifikace, zatimco
¢BGP ma diileZitou roli pro spravnou mineralizaci kosti’.
V neposledni fadé je zde také hypotéza, Ze se na minerali-
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zaci srde¢nich chlopni podili nadmémy pfisun fluoru
a fluoridt. Nejcastéji se fluor a jeho slouceniny dostavaji
do lidského organismu konzumaci 1ékli obsahujicich fluor
a také z okolniho prostfedi, kam se dostava uméle nejen
fluoridaci vody'®, potravin, zubnich past, ale také diky
zemédélské produkci a neustale se zvySujicim mnozstvim
pouzivanych mineralnich hnojiv”. Fluor se takto dostava
do potravnich fetézcti a tim se postupné zvysSuje jeho kon-
centrace v organismech (konzumentu II. fadu). Jeho nega-
tivni vliv, ktery na lidsky organismus pisobi jiz od doby
oplozeni az po starnuti, od transkripce gent az po kogni-
tivni procesy, popisuje v literatuie A. Strunecka a J. Pa-
tocka' .

Pfi vyzkumu vzniku aortalni stendzy byly pouzity
napf. imunohistochemické analyzy'® &i gelova elektroforé-
za', které byly ale Gasové naroné a pomoci kterych neby-
lo mozné identifikovat nezndmé proteiny. V nasi laboratofi
byla v nedavné dobé¢ aplikovana metoda peptidového ma-
povani spojend s hmotnostni spektrometrii na pevné neroz-
pustné vzorky kosti'>, barevné vrstvy uméleckych dél'®
nebo historické malty'”'®. Vyhoda této metody oproti vyse
uvedenym spociva v tom, Ze vzorky pred analyzou neni
potieba rozpoustét — demineralizovat, nebo jakkoli jinak
upravovat a zaroveil tato metoda umoziuje identifikaci
neznamych proteind. Proto byla zvolena k vyzkumu chlo-
penni tkdné postizené aortalni stendzou'’.

Metoda peptidového mapovani mlize zejména poskyt-
nout odpovéd’ na otazku, jaka je role jednotlivych proteinti
v procesu geneze mineralizatli v chlopenni tkani. Znalosti
mechanismu jejich tvorby mohou napomoci piedchazet
vzniku onemocnéni a také pfi volbé vhodné medikace pro
zmirnéni jeho priibéhu. V rdmci této prace byly analyzova-
ny a identifikovany proteiny v explantovanych fosfatova-
nych chlopnich metodou peptidového mapovani. V né&kte-
rych vzorcich se podafilo nalézt proteiny, jejichz vyskyt
ma souvislost s procesem fosfatace a tvorbou kosti.

Experimentalni ¢ast

Vzorky dvaceti aortalnich chlopni poskytla Chirurgic-
ka klinika Fakultni nemocnice v Plzni. Chlopné byly ex-
plantovany postizenym pacientim, omyty destilovanou
vodou a uskladnény pii teplot¢ —20 °C. U vzorkd byla
rozdilna stadia tvorby mineralizatd, jejichZ majoritni sloz-
kou jsou slougeniny fosforu®.

Pro zjisténi vhodnych podminek (Gprava vzorkd, zjis-
téni nejvhodnéjsi délky doby pro Stépeni vzorkil trypsi-
nem) k ziskani co nejvétsiho poctu proteint vyskytujicich
se ve vzorku byly vzorky chlopennich tkani rozdéleny do
dvou skupin'®. Prvni skupina vzorkd byla podrobena re-
dukei disulfidickych mustkt a alkylaci SH-skupin. Druha
skupina vzorki byla podrobena enzymovému $tépeni bez
jakychkoli Gprav.
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Rovnice 1. Redukce disulfidovych vazeb pomoci dithiotreitolu
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Rovnice 2. Reakce jodacetamidu s thiolovou skupinou®'

U prvni skupiny vzorki bylo nutno zpfistupnit pepti-
dové vazby proteolytickému $tépeni. Pomoci dithiotreitolu
(60 pl dithiotreitolu na cca 10 mg vzorku chlopenni tkan¢)
byla pferusena tercidrni a kvartérni struktura proteind a to
redukci disulfidovych vazeb mezi fragmenty spojenymi
disulfidovymi miistky (rovnice 1). Takto zpracovany vzo-
rek byl vlozen na dobu 1 h do termostatu s teplotou 50 °C.

Poté, co byly disulfidové vazby redukovany, byl roz-
tok dithiotreitolu ochlazen na laboratorni teplotu a bylo
pfiddno 60 pl roztoku jodacetamidu (rovnice 2), a to
z divodu zabranéni mozné reoxidaci vzorku vzdusnym
kyslikem. Reakce probihala ve tmé za laboratorni teploty
po dobu jedné hodiny.

K takto oSetfenym vzorklim byl pfidan Stépici roztok
trypsinu (1 pl roztoku trypsinu o koncentraci 1 pg pl™
v 50 pl 50mM NH,HCO; pufru) o objemu 60 ul. Stépeni
probihalo pfi laboratorni teploté (24 °C) po dobu 0,5; 1; 2;
4 a 12 hodin. Ke vzorkiim, u kterych nebyly provedeny
zadné Upravy, byl pfidan $tépici roztok trypsinu o stejném
objemu a koncentraci, jako v pripadé vzorkt prvni skupiny.
Stejné tak byla shodna teplota i Casové intervaly $té€peni.

Vzniklé peptidové smési byly precistény a zkoncen-
trovany reverzni fazi ZipTip a ponechany vyschnout. Pfi-
pravené vzorky mineralizovanych chlopni z obou skupin
byly poté analyzovany metodou LC-MS/MS a méfeni
probihalo s pouzitim UPLC Acquity systému (Ultra Per-
formance Liquid Chromatography — ultrati¢inna kapalino-
va chromatografie) spojeného s mikrotandemovym hmot-
nostnim spektrometrem ESI-Q-TOF (Waters, UK). Protei-
ny byly identifikovany softwarem PLGS 2.3 (Waters, UK)
a vyhledany v proteinové databazi Uniprot.

Za pouziti UHPLC Dionex Ultimate3000 RSLC nano
(Dionex, Germany) spojeného s hmotnostnim spektrome-
trem ESI-Q-TOF Maxis Impact (Bruker Daltonics, Germa-
ny) byly v laboratofi aplikované proteomiky na VSCHT
v Praze analyzovany vzorky pfimo S$tépené trypsinem.
Vycet hodnot m/z byl ze zméfenych dat extrahovan pro-
gramem Data Analysis 4.1 (Bruker Daltonics, Germany) a
dale pak identifikovany softwarem Mascot verze 2.2.04
(Matrix Science, UK) a vyhledany v proteinové databazi
Uniprot verze 2010-12 s ptesnosti 50 ppm v MS modu a
MS/MS s presnosti pfifazeni hmotnosti peptidovych §tépa
0,05 Da.
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Vysledky a diskuse

Dva rtzné postupy Stépeni byly zvoleny z divodu
porovnani a analyzovani co nejvétsiho poctu proteint
ve vzorcich. Vzhledem k tomu, Ze pocet nalezenych pro-
teind bez pouziti redukce a alkylace ku poctu proteind
identifikovanych postupem obsahujicim tento krok byl
v priméru 30:20, bylo pro dalsi experimenty zvoleno §té-
peni pouze trypsinem bez dalSich uprav vzorka (obr. 1, 2)
(cit.").

Pro vyhodnoceni zévislosti doby $té€peni vzorki try-
psinem bylo kritériem ziskani co nejvétstho mnozstvi iden-
tifikovanych proteint. Byl bran v uvahu pomér vSech iden-
tifikovanych proteinti k mnozstvi identifikovanych protei-
nd rozpustnych v krvi, pficemz byl hledan co nejvyssi
pocet nerozpustnych proteini (obr. 1, 2) (cit.').

Pro dalsi postup zpracovani chlopni byla zvolena
¢tythodinova doba Sté€peni trypsinem bez pouziti redukce
a alkylace.
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Obr. 1. Po¢ty nalezenych proteinii v chlopni 1 s pouZitim re-
dukce disulfidickym miistki a alkylace SH-skupin (RA) H
a bez pouZiti redukce a alkylace (bez RA) I v ¢asovych inter-
valech 0,5; 1; 2; 4 a 12 hodin
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Nejcast&ji nalezené proteiny v biomineralizovanych chlopnich

Protein Funkce

Alkalicka fosfatasa role v procesu mineralizace

Asporin vazba vépniku, biomineraliza¢ni osteoblastni aktivita

Biglykan shromaZzd’ovani kolagenovych vldken

Dekorin soucasti pojivové tkané

Fibromodulin fibrinogeneze

Filamin A protein vazici aktin

Galektin muze regulovat apoptozu a bunécnou proliferaci a diferenciaci

Gelsolin regulator vapniku, shromazd’ovani monomer do vlaken

Laminin migrace a organizace bun¢k do tkani béhem embryonalniho vyvoje v interakci s jinymi slozkami
extracelularni matrice

Lumikan vazba na laminin

Mimekan indukuje tvorbu kostni hmoty ve spojeni s TGF-beta-1 nebo TGF-beta-2

Osteopontin vazba na hydroxyapatit

Periostin vaze se na heparin, indukuje buné¢nou adhezi, pravdépodobné hraje roli v extracelularni minera-

Periostin osteoblast
(specificky faktor)

Proteoglykan 4

Sérovy albumin

lizaci tkani

adheze preosteoblasti a pravdépodobné je zahrnut také do ziskavéani osteoblasttl, jejich pfipojent
a rozSifovani

ukladani synovialnich tekutin

v chrupavkach, inhibice a rist chrupavky

hlavni protein plazmy, dobfe se vaze s Ca®, K*, Na*, mastnymi kys., hormony, 1éky,
bilirubinem; regulator osmotického tlaku krve

Serpin specificky se vaze na kolagen

160 1 o zovanych chlopnich. Podafilo se ovSem identifikovat
5 140 - 24 i proteiny, které pravdépodobné piimo souviseji
'% 120 - s mineralizaci chlopni napf. alkalickou fosfatasu, biglykan,
S 100 mimekan, osteopontin, proteoglykan a periostin. V tab. |
% 80 - jsou uvedeny nékteré z nejvyznamnéjsich proteini spolu

'S 60 s jejich funkei v organismu.
< a0 33 V pfipad€ nalezu vétsiho vyskytu osteopontinu a alka-
20 - 1211 8 6 4 lické fosfatasy, jakozto faktoru podporujiciho rist kost,
o - - L e lze polemizovat o moznosti vzniku fosfatatl v aortalnich
0.5 2 4 12 chlopnich stejnym procesem jako je rist kosti. Kvantifika-

¢as, h ce zminénych proteint je predmétem dalsiho vyzkumu.

Obr. 2. Pocty nalezenych proteint v chlopni 1 s pouZitim re-
dukce disulfidickym miistki a alkylace SH-skupin (RA) B
a bez pouZiti redukce a alkylace (bez RA)
valech 0,5; 1; 2; 4 a 12 hodin

Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢ 21/2012).

Podekovani p. Mgr. Peteru Konikovi (Jihoceska uni-
verzita v Ceskych Budéjovicich) za analyzu zpracovanych

v ¢asovych inter-

vzorkii.
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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.



