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Abstrakt

Proteomika je boufliveé se rozvijejici obor, ktery nachazi uplatnéni v mnoha oblastech mediciny,
vcetné stomatologie. Piesto proteomicka charakterizace kostnich tkani ve stomatochirurgii neni
stale béZn¢ vyuzivana. Hlavni pfic¢inou je znacnd komplikovanost pouzivanych analytickych
pristupt, kterd vyplyva z nerozpustného charakteru kostnich tkani. Cilem této prace bylo
vyvinout a aplikovat ptimocarou metodiku, ktera by mohla vést k rutinnimu vyuziti proteomiky

1 v této oblasti.

Nejprve byla, s vyuzitim prasecich Celistnich kosti, jako modelovych vzorkt, vyvinuta technika
umoznujici identifikovat az stovky proteinii diky jejich Stépeni trypsinem piimo v kostnich
tkdnich (,,in-bone digestion*) nasledovaného analyzou pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie s piedfazenou kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS). Tato technika byla
nasledn¢ aplikovana na analyzu odoperovanych tkani lidskych maxilarnich a mandibularnich
kostnich tkani. Jak ve vzorcich maxilarnich, tak mandibularnich kosti, bylo mozné technikou
piimého Stépeni identifikovat znacné mnozstvi proteinii. Navic matematicka analyza ziskanych
dat umoznila téz rozliSit mezi tkdnémi postizenymi zanétem a zdravymi tkdnémi. Pfistup
zaloZeny na pfimém S$tépeni byl néasledné uspésné rozsifen téZ na analyzu in vitro modeli
lidskych kostnich tkani. Pfimé Stépeni ndsledované analyzou uvolnénych peptidovych
fragmentl pomoci LC-MS/MS a néasledna matematicka analyza ziskanych dat umozZnila nejen
rozliSit vzorky modell s indukovanymi patologickymi stavy od kontrolnich, ale bylo mozné 1
vzajemne¢ rozliSeni dvou riznych patologickych stavii. V ramci feseni disertacni prace byla také
otestovana moznost vyuzit po technice zalozené na ptimém S$tépeni v kostnich tkanich (,,in-
bone digestion*) 1 jinou koncovku nez LC-MS/MS, konkrétné kapilarni elektroforézu s detekci
v ultrafialové oblasti (CE-UV). Po vyhodnoceni ziskanych CE-UV profili matematickou

analyzou bylo mozZné odlisit vzorky kostni tkan€ postizené zanétem od tkané zdrave.

Vyuziti vySe zminénych netradi¢nich a velmi pfimocarych metodickych ptistupi umoziuje
vnést do oblasti stomatochirurgie rutinni vhled na molekularni urovni. Tak by naptiklad mélo
byt mozné sledovat, jaké jsou proteomické reflexe urcitych patologickych stavii, coz by mélo
napomoci porozumét mechanismu jejich vzniku i1 volbé vhodné 1écby. Proteomické analyzy
odoperovanych celistnich kosti by rovnéz mohly slouZzit jako vhodny doplnék, ptipadné i1

alternativa, k jejich tradi¢nimu histologickému hodnoceni.



Abstract

Proteomics is a booming field with application in many areas of medicine, including dentistry.
Nevertheless, proteomic characterization of bone tissues in oral surgery is not still commonly
used. The main reason is involvement of demanding analytical approaches due to insoluble
chatacter of bone tissues. The goal of this work was to develop and apply straightforward

methodology that could lead to the routine use of proteomics in this area as well.

Using porcine jawbones as a model samples, a technique was developed allowing identifying
about hundreds of proteins thanks to their trypsin digestion directly in bone tissues ("in-bone
digestion") followed by analysis using liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). This technique was subsequently applied to the analysis of human
maxillary and mandibular bone tissues obtained during surgical procedures. In both maxillary
and mandibular bone samples, it was possible to identify a considerable amount of proteins
using the “in-bone digestion” technique. Additionaly, the mathematical analysis of the obtained
data was able to distinguish between the inflammatory and healthy tissues. The approach based
on direct cleavage was subsequently successfully extended to the analysis of in vitro models of
human bone tissues. Direct cleavage followed by analysis of the released peptide fragments
using LC-MS/MS and subsequent mathematical analysis of the obtained data was able not only
to distinguish the samples of models with induced pathological conditions from the control
ones, but also allowed distinguishing between two different pathological conditions. The
possibility of using a technique of "in-bone digestion" followed by different analysis than LC-
MS/MS was verified. Namely capillary electrophoresis with ultraviolet detection (CE-UV) was
tested. After evaluating of the obtained CE-UV profiles by mathematical analysis, it was

possible to distinguish between inflammatory and healthy bone tissue samples.

The use of the above-mentioned non-traditional and very straightforward methodological
approaches makes it possible to introduce routine insight at the molecular level into the field of
oral surgery. For example, it should be possible to monitor the proteomic reflections of certain
pathological conditions, which should help to understand the mechanism of their occurrence
and the choice of appropriate treatment. Proteomic analyzes of jaw bones after surgical
procedures could also serve as a suitable supplement, or even an alternative, to their traditional

histological evaluation.



1 Uvod

Tak jako v jinych oblastech mediciny, nachdzeji proteomické analyzy uplatnéni téz ve
stomatologii. Soucasné moznosti jejich rutinniho vyuziti v§ak zavisi na charakteru
analyzovanych vzorki. Relativné nejméné technicky komplikované jsou analyzy kapalnych
vzorkll. Neni proto prekvapivé, Ze jiz nalezneme fadu ptikladi analyz Gstnich tekutin. Pi
zakrocich ve stomatochirurgii jsou ovsem Casto odoperovany kostni tkanég, které by bylo
uzitené rutinn€ charakterizovat na molekularni urovni.

tekutych vzorkid. Hlavni pficinou je skuteCnost, ze proteiny, které je tfeba analyzovat, jsou
obsazeny v nerozpustné matrici. Cast z nich mize byt extrahovéana do roztoku a nasledné jiz
pomérné snadno analyzovana béznymi postupy pouzivanymi v soucasné proteomice, jako je
specifické Stépeni trypsinem nésledované analyzou peptidovych fragment pomoci LC-MS/MS
(Salmon et al., 2013). V uvedené studii byly proteiny extrahovany jak z alveolarnich kosti, tak
ze vzorkli zubniho cementu. Timto zptisobem bylo identifikovano ve vzorcich alveolarnich
kosti a vzorcich zubniho cementu celkem 318 proteind, z toho 105 proteint bylo pfitomno
vyluéné v alveolarnich kostech a 83 vylucné ve vzorcich zubniho cementu (Salmon et al.,
2013). Jedna se sice o relativné jednoduchy postup, nicméné jeho nevyhodou je skute¢nost, ze
vyznamna ¢ast proteind zlstane pevné ,,uvéznéna“ ve strukture nerozpustné matrice. Proto tyto
proteiny nemohou byt extrahovany do roztoku, a tudiz zlstanou bez mozZnosti poskytnout

proteomicka data.

Resenim muize byt jiz deli dobu zndma demineralizace tvrdych zubnich tkani vyuZitelna také
pro dentoalveolarni tkdn¢ (Hubbard & Kon, 2002; Salmon et al., 2017; Termine et al., 1980a,
1980b). Nevyhodou tohoto ptistupu je casova naro¢nost a skutecnost, ze obsahuje ptili§ mnoho
krokti. Dal$im problémem je Spatna rozpustnost mnoha matricovych proteini obsazenych v
tvrdych tkanich, coz pfi vyuziti vySe uvedenych pfistupti predstavuje dalsi prekazku (Termine
etal., 1980a, 1980b). Jiz zminéna relativné neddvno publikovana studie dentoalveolarnich tkani
u mysi vedla k uspésné identifikaci fady proteini, vCetné téch, které jsou charakteristické pro
extracelularni matrix, jak v zubnim cementu, tak i dentinu a alveoldrnich kostech. S vyuzitim
specifického Stépeni trypsinem a analyze uvolnénych specifickych peptidovych fragmenth
pomoci LC-MS/MS bylo identifikovano 193 proteint v zubnim cementu, 135 v dentinu a 147

v alveolarnich kostech. Pouzity postup ovSem zahrnoval demineralizaci vzorka uvedenych
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tkani v roztoku obsahujicim EDTA, ktera trvala 20 dni (Salmon et al., 2017). Cely proces je tak
extrémné zdlouhavy, a tudiz nevhodny pro rychlou a efektivni proteomickou charakterizaci
odoperovanych tkani. Nedavno byla publikovéana proteomicka studie, ktera vedla mimo jiné téz
k identifikaci proteint v lidskych alveolarnich kostech s vyuzitim specifického Sté€peni
trypsinem nasledovaného LC-MS/MS (Fretwurst et al., 2022). I v této studii vSak Stépeni
trypsinem predchazelo komplikované a ¢asov€ narocné zpracovani tvrdych tkani. Publikace
uvadi, ze 40 mg tkan€, coz je pomérné znacné mnozstvi, bylo nejprve rozemleto na prasek, ten
byl nasledn¢ podroben zdlouhavému extrakénimu procesu, kde teprve Ctvrty den bylo mozné
s proteiny dale pracovat. Vyuziti EDTA mitiZe naznaCovat, ze proces kromé extrakce vyuziva
téz dekalcifikaci tkang, kterd by mohla napomoci uvolnéni proteinli (Fretwurst et al., 2022).
Ani tento postup se pro svou narocnost, jak ¢asovou, tak na mnozstvi analyzované tkang, ptilis

nehodi pro rutinni proteomickou charakterizaci kostnich vzorkd.

Lze konstatovat, ze kviili znacné komplikovanosti i ¢asové naroc¢nosti se vySe zminéné postupy
nejevi vhodné pro implementaci do bézné stomatochirurgické praxe. Proto hlavnim cilem
predkladané disertacni prace bylo navrzeni a ovéfeni podstatné ptimocatejsi techniky, kterd by
s vyuzitim minimalniho mnoZstvi krokd vedla k rychlé proteomické charakterizaci tkéni
lidskych maxilarnich i mandibularnich kostnich tkani odoperovanych pti stomatochirurgickych

zékrocich (viz cile prace).



2 Cile disertacni prace

1. S vyuzitim modelovych vzorkt (praseci kostni tkan¢) vyvinout rychlou a pfimoc¢arou metodu
zaloZzenou na proteomické analyze, kterd by umoznovala co nejjednodu$sim zplsobem
charakterizovat vyznamné mnozstvi proteinli v tkanich celistnich kosti. V idealnim ptipadé
s vyuzitim specifického enzymového Stépeni proteinit v pfimo v kostnich tkanich.
Nejpouzivangjsi analytickou koncovkou by méla byt LC-MS/MS (tandemova hmotnostni

spektrometrie s predfazenou kapalinovou chromatografii).

2. Ovétit potencial metody pro rutinni proteomické analyzy lidskych maxildrnich

a mandibularnich kostnich tkani odoperovanych pfti stomatochirurgickych zakrocich.

vvvvv

predstavuje naptiklad CE-UV (kapilarni elektroforéza s detekci v UV oblasti).

4. Otestovat vyuzitelnost metody téz pro rozliSeni in-vitro modelovych kostnich kultur s

indukovanymi riznymi patologickymi stavy.



3 Hypotézy

1. Relativné malé molekuly trypsinu by z roztoku, ve kterém je ponotfen vzorek kosti, mély
pronikat porézni kostni tkdni az k jednotlivym proteinim, které budou specificky Stépit.
Odstépené specifické peptidové fragmenty by pak mély difundovat do roztoku. Po jejich
precisténi by mélo byt mozné charakterizovat proteiny obsazené v kostni tkdni vhodnou
analytickou technikou, jakou je naptiklad LC-MS/MS, aniz by bylo pfedem nutné proteiny

z kostnich tkani izolovat.

2. Matematicka analyza hmotnostn¢ spektrometrickych dat by mohla napomoci naptiklad

k rozliSeni patologickych a nepatologickych stavii kostnich tkani.

3. VysSe uvedené piimé Stépeni proteinti v kostnich tkanich (in-bone digestion) by mohlo byt
zakonCeno 1 jinou, dostupnéjSi analytickou koncovkou, jakou je naptiklad CE-UV, ktera
separuje jednotlivé peptidové fragmenty na zakladé jejich ndbojovych vlastnosti v roztoku.
Porovnanim profila ziskanych elektroferogramti pomoci matematické analyzy by pak mohlo

umoznit rozlisit patologickou kostni tkan od tkané zdravé.

4. Pokud je mozné pouzit postup vyuzivajici ptimého Stépeni ve vzorcich s koncovkou LC-
MS/MS ke studiu proteinii obsazenych v kostnich tkanich, mél by byt vyuzitelny 1 pro in vitro
vzorky modelt kostnich kultur s riznymi indukovanymi patologickymi stavy, protoze jsou

podobné jako kostni tkdn¢ porézniho charakteru.

4 Material a metodika

Pouzité metody jsou podrobné popsany v jednotlivych publikacich (viz ptilohy 1-4 predlozené
disertacni prace). Tim, Ze se jedna o interdisciplinarni praci, je spektrum pouzitych metod velmi
Siroké. V podstaté 1ze fici, ze saha od chirurgickych zakrokd, ptes specifické enzymové §tépeni,
nasledované tandemovou hmotnostni spektrometrii s pfedfazenou kapalinovou chromatografii,

nebo téz kapilarni elektroforézou s UV detekci, az po vyhodnocovani dat matematickou
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analyzou. Jako koncovka nasledujici specifické enzymové stépeni byla téz vyuzita kapilarni
elektroforéza s UV detekei. Z diivodu pestré skaly pouzitych metod je nize specifikovan podil

autorky.

Autorka predlozené disertacni prace provadéla chirurgické zakroky, které vedly k ziskani vSech
analyzovanych vzorki lidskych maxilarnich a mandibularnich kostnich tkani. Dale provadéla
zpracovani vSech vzorkl (podrobnéji viz piilozené publikace), nasledované specifickym
enzymovym Stépenim, precisténim ziskanych smési peptidovych fragmentii pomoci ZipTip s
naslednym odpaienim roztoku. Dale byly vzorky ptfedany skoliteli, ktery je predal k analyze
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie s predfazenou kapalinovou chromatografii Ing.
Jifimu Santrickovi, Ph.D. Vzorky analyzované s vyuzitim koncovky kapilarni elektroforézy
byly piedany Skoliteli, ktery je ptedal RNDr.Vaclavu Kasickovi, CSc. Hmotnostné
spektrometrickd profilova spektra, 1 data ziskand vyuzitim kapilarni elektroforézy, byla
hodnocena pomoci matematickych analyz, které provadél RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.
Autorka disertace nasledn¢ ziskané vysledky vyhodnocovala, interpretovala a navrhovala dalsi
postupy. Méla zasadni podil na ptipravé publikacnich vystupli, véetné napséani draftd
manuskripti. Autorsky podil na jednotlivych publikacich, které jsou podkladem disertace je

blize specifikovan na pocatku kapitol 5.1-5.4. ptedlozené disertacni prace.

5 Vysledky a komentare

Reseni mé disertaéni prace vedlo ke vzniku &tyt publikaci v impaktovanych &asopisech, které
prosly recenznim fizenim. Na dvou publikacich jsem prvni autorkou (ptiloha 1 a 3) a na dalSich
dvou je mé prvoautorstvi sdilené. M¢ role jsou uvedeny v ptedchozi kapitole. V této Casti, jsou
uvedeny pouze vybrané nejpodstatnéjsi vysledky ze ¢tyt publikaci, které jsou uvedeny na

zacatky kazdé podkapitoly a jsou dostupné v piilohach k disertacni praci 1-4.

5.1 Ovéfeni specifického Stépeni proteint pfimo kostni tkani

Michalusova 1., Trubacova D., Cejnar P., Kuckova S., Santrucek J., Hynek R.: Direct tryptic

cleavage in bone tissue followed by LC-MS/MS as a first step towards routine

characterization of proteins embedded in alveolar bones. International Journal of Mass

Spectrometry 455, 2020. DOI: https://doi.org/10.1016/j.ijms.2020.116375. IF2020 1,98
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Miij autorsky podil

Po konzultaci se svym Skolitelem jsem navrhla experimentalni postupy a provedla preparaci
modelovych vzorkil z prasecich celistnich kosti. Na ziskané¢ modelové vzorky jsem aplikovala
popsané metodické postupy (viz Ptiloha 1) zahrnujici mimo jiné preinkubacni krok, specifické
enzymoveé Stépeni trypsinem, precisténi ziskanych peptidovych fragmenti pomoci ZipTip a
odpareni rozpoustédla. Nasledné jsem vzorky predala svému Skoliteli, ktery je predal k analyze
pomoci LC-MS/MS (provadél Ing. Jifi Santriigek, Ph.D.). Hmotnostné spektrometricka data
byla analyzovana pomoci programu MaxQuant a matematické analyzy (provadél RNDr. Mgr.
Pavel Cejnar, Ph.D.). Takto ziskané vystupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich zakladé

sepsala ptivodni verzi manuskriptu.

Nejprve bylo nutné ovéfit, zda by rychlé a jednoducha technika zalozené na specifickém Stépeni
proteind trypsinem piimo ve vzorku (,,in-sample digestion*) mohla byt vyuzitelna téz pro
vzorky kostnich tkani v tom smyslu, Ze by pfi minimalnim poctu kroka vedla k identifikaci
vyznamného poctu proteind, z nichz nezanedbatelné mnozstvi souvisi s funkci kostnich tkéni.
Jako model byly zvoleny praseci Celistni kosti, protoze maji podobné vlastnosti jako lidské, a
navic se mohou pouzivat jako nahradni kostni materidl pii fizené kostni regeneraci ve
stomatochirurgii a v maxilofacialni chirurgii (Calvo Guirado et al., 2013; Iezzi et al., 2017,
Pagliani et al., 2012). Protoze studie byla zamétend na proteiny pevné vazané v kostni tkani,
byla snaha v preinkubaénim kroku alesponi redukovat mnozstvi jinych (naptiklad krevnich

proteinil). K preinkubaci byla pouzita s deionizovana voda, 8 M moc¢ovina a propan-2-ol.

Po aplikaci pfimého specifického §tépeni trypsinem na vzorky celistnich kosti, podrobené vyse
zminénym preinkubacnim kroktim, bylo nasledn€ pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
s ptfediazenou kapalinovou chromatografii identifikovano nejvice proteinit ve vzorcich po
preinkubaci propan-2-olem. Pfi vyuziti tohoto rozpoustédla bylo identifikovano 487 proteint

ve vzorcich hornich Celistnich kosti a 443 proteint ve vzorcich dolnich Celistnich kosti.
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5.2 Charakterizace odoperovanych lidskych maxilarnich a mandibularnich
kostnich tkani ve stomatochirurgii pomoci techniky ptimého Stépeni (“in-
bone” digestion) nasledovaného tandemovou hmotnostni spektrometrii s
piedfazenou kapalinovou chromatografii

Hynek R.*, Michalus I.*, Cejnar P., Santrucek J., Seidlova S., Kuckova S., Sazelova P., Kasicka
V.: In-bone protein digestion followed by LC-MS/MS peptide analysis as a new way towards
the routine proteomic characterization of human maxillary and mandibular bone tissue in oral
surgery. Electrophoresis 42, 2552-2562, 2021. DOI: https://doi.org/10.1002/elps.202100211.

IF2021 3,59 *Sdilené prvoautorstvi.

Miij autorsky podil

Provadéla jsem vSechny operacni zakroky, které vedly k ziskani vzorka kostnich tkéani
pouzitych v této praci. Vzorky jsem nasledné€ zpracovala a aplikovala na né popsané metodické
postupy (viz Ptiloha 2) zahrnujici mimo jiné specifické enzymoveé §té€peni trypsinem, piecisténi
ziskanych peptidovych fragmentii pomoci ZipTip a odpafeni rozpoustédla. Nasledné jsem
vzorky piedala svému Skoliteli, ktery je pfedal k analyze pomoci LC-MS/MS (provadél Ing.
Jifi Santracek, Ph.D.). Hmotnostné spektrometricka data byla analyzovana pomoci programu
MaxQuant a matematické analyzy (provadél RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.). Ziskané
vystupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich zdkladé¢ jsem ve spolupraci se svym

Skolitelem sepsala ptivodni verzi manuskriptu.

Metoda zalozena na pfimém specifickém Sté€peni proteinli trypsinem v kostnich tkénich (,,in-
bone digestion) byla vyuzita pro analyzu vzorki odoperovanych lidskych maxilarnich a
mandibularnich kosti. Protoze byla snaha mit k dispozici metodu s nejmensim poctu krokd,
byla testovana také varianta bez preinkubacniho kroku. Vysledky byly porovnavéany
s experimenty, pii kterych byl, na zakladé¢ ptedchozich zkuSenosti s hleddnim vhodnych
podminek na vzorcich prasecich Celistnich kosti, pouzit pro preinkubacni krok propan-2-ol.

Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1 ptedlozené disertacni préce.

Celkové se podafilo identifikovat 1120 proteini v odoperovanych vzorcich lidskych
maxilarnich a 1151 proteind lidskych mandibuldrnich kosti. PouZziti propan-2-olu
v preinkuba¢nim kroku vedlo ke zvySeni poctu identifikovanych proteint jak v ptipadé vzorka
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maxilarnich, tak mandibularnich kosti. Rada identifikovanych proteint je v kostnich tkanich
vyznamna z biologického a klinického hlediska. Jejich role jsou diskutovany v disertacni praci.
RozliSeni mezi vzorky zdravych a zanétlivych kosti dosahl 73 %, kdyZz nebyl pouzit
preinkubacni krok. Pfi zatazeni preinkubac¢niho kroku s propan-2-olem se ptesnost vzajemného

rozliSeni obou skupin (zdravé tkané x zanétlivé tkan¢) zvysila na 100 %.

5.3 Rychlé rozliSeni a charakterizace indukovanych patologickych
stavll v modelech lidskych kostnich tkani metodou zaloZenou na
pfimém specifickém enzymoveém §tépeni (in-sample digestion)
s aplikaci ve stomatochirurgii

Michalus 1., Van Nguyen T., Viktorova J., Cejnar P., Santracek J., Kuckova, S., Sazelova P.,
Kasicka V., Hynek R.: Liquid chromatography-tandem mass spectrometry analysis of peptides
separated from the insoluble matrix by in-sample tryptic protein digestion for rapid
discrimination of various induced pathological states of human bone models in oral surgery.
Journal of Separation Science, 2022; 45:4388-4396. DOI:
https://doi.org/10.1002/jssc.202200694. 1F2022 3,1

Miij autorsky podil

Provadéla jsem zpracovani vzorkt lidskych in vitro kostnich kultur s riiznymi indukovanymi
patologickymi stavy (tyto kostni kultury byly ptiparveny doc. Ing. Jitkou Viktorovou, Ph.D. a
Ing. Tran Van Nguyenem, Ph.D.). Vzorky jsem nésledné zpracovala a aplikovala na né¢ popsané
metodické postupy (viz Ptiloha 3) zahrnujici mimo jiné specifické enzymové §tépeni trypsinem,
precisténi ziskanych peptidovych fragmenti pomoci ZipTip a odpateni rozpoustédla. Nasledné
jsem vzorky ptedala svému skoliteli, ktery je pfedal k analyze pomoci LC-MS/MS (provadél
Ing. Jifi Santridek, Ph.D.). Hmotnostné spektrometricki data byla analyzovana pomoci
programu MaxQuant a matematické analyzy (provadél RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.).
Ziskané vystupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich zaklad¢ sepsala piivodni verzi

manuskriptu.

Byl ovéfen potencidl techniky vyuZivajici pfimé enzymové Stépeni (in-sample digestion)
nasledované tandemovou hmotnostni spektrometrii s pfediazenou kapalinovou chromatografii
pro charakterizaci proteinli obsazenych ve vzorcich in vitro lidskych kostnich tkani

s indukovanymi patologickymi stavy.
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Primérné pocty identifikovanych proteinii na vzorek v bunéénych kulturach rtiznych kostnich
modell in vitro a také ve vzorcich z lidskych maxilarnich kosti z vestibuldrni lamely byly
zhruba podobné, konkrétné 446 proteinti v kultufe kostnich bunék s indukovanou rakovinou,
440 v kultufe s indukovanym zanétem, 451 proteinti v kultufe kontrolnich bunék a 491 proteint

v lidskych maxilarnich kostech (z vestibularni lamely).

Aby se zjistilo, zda pouzitd technika pfimého Stépeni proteini ve vzorku ma potencial rozliSovat
mezi riznymi skupinami vzorka kultur kostnich bunék in vitro, byla pouZita matematicka
analyza PLS-DA (partial least square — discriminant analysis). Bylo testovano rozliSeni mezi
kulturami kostnich bunék s indukovanou rakovinou a kontrolni kulturou a rozliSeni mezi
kulturou kostnich bun€k s indukovanym zanétem a kontrolni kulturou. Pfesnost rozliSeni mezi

rakovinou a kontrolou byla 94 % a piesnost mezi zanétem a kontrolou byla 83 %.

Navic bylo téZ mozné rozliSit mezi dvéma riznymi patologickymi stavy, jmenovité mezi
rakovinou a zanétem s dosazenou piesnosti z 94 %. RozliSeni mezi vSemi tiemi kostnimi

kulturami in vitro doshovalo ptesnosti 77 %.

V in vitro modelech lidskych kostnich tkani byly téz charakterizovany proteiny. Pomoci
matematické analyzy (PLS-DA) byl jako nejvyznamnéjsi protein pro rozliSeni mezi modelem
rakovinnych kostnich bunék a kontrolni kulturou uren Galectin-1. Hladina Galectinu-1 byla
piiblizné 16krat vyssi v in vitro modelovych vzorcich kostnich tkani s indukovanou rakovinou

nez v kontrolnich vzorcich.

5.4 Piimé $tépeni vzorki kostnich tkani (in-bone digestion) s koncovkou
kapilarni elektroforézy s UV detektorem

Michalusova 1.*, Sazelova P.*, Cejnar P., Kuckova S., Hynek R., Kasicka V.: Capillary
electrophoretic profiling of in-bone tryptic digests of proteins as a potential tool for the
detection of inflammatory states in oral surgery. Journal of Separation Science 43(20), 2020.
DOI: https://doi.org/10.1002/jss¢.202000718. 1F2020 3,64 *Sdilené prvoautorstvi.

Miij autorsky podil

Po konzultaci se svym Skolitelem jsem navrhla alternativni koncovku (kapilarni elektroforézu)
pro separaci specifickych peptidovych fragmentii. Provedla jsem preparaci modelovych vzorka
z prasecich kosti. V této publikaci, byly vyuzity téz vzorky tkéani lidskych Celistnich kosti, které

byly ziskany pii mnou provedenych operacnich zakrocich. Na vSechny analyzované vzorky
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jsem aplikovala popsané metodické postupy (viz Ptiloha 4) zahrnujici mimo jiné, specifické
enzymové Stépeni. Nasledné jsem vzorky predala svému Skoliteli, ktery je piedal k analyze
pomoci kapilarni elektroforézy na UOCHB AV CR (provadéli RNDr. Vaclav Kagicka, CSc. a
RNDr. Petra Sazelova). Data ziskana z elektroforézy byla zpracovana pomoci matematické
analyzy (provadél RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.). Takto ziskané vystupy jsem zpracovala,
interpretovala a na jejich zéklad¢ sepsala vétsi ¢ast pavodni verze manuskritu (¢ast tykajici se
specidlnéjSich zalezitosti kapilarni elektroforézy byla dodéna od vysSe zminénych spoluautori

z UOCHB AV CR).

Protoze kapilarni elektroforéza (CZE) vybavena UV detektorem patii mezi dostupné;si
techniky nez tandemova hmotnostni spektrometrie s ptfedfazenou kapalinovou chromatografii,
bylo ovéfeno, zda by ji bylo mozné vyuzit jako koncovku po pfimém specifickém Stépeni

proteini ve vzorcich kostnich tkéni.

Nejprve byla otestovdna moznost rozliSit pomoci této techniky peptidové fragmenty vzniklé
piimym specifickym S$tépenim trypsinem a chymotrypsinem. Byly ziskany elektroferogramy
odliSnymi profily. Nasledujici matematicka analyza dat PCA (Principal component analysis)
byla schopnd obé skupiny spolehlivé rozliSit. Déle bylo testovdno specifické Stépeni pouze
trypsinem. Urcité rozdily elektroferograml po specifickém Stépeni lze nalézt mezi vzorky
prasecich celistnich a lytkovych kosti. Obé skupiny vzorki bylo t€Z mozné rozliSit pomoci

matematické analyzy ziskanych profild.

Takto ovéfena technika byla nasledné aplikovéna na vzorky lidskych celistnich kosti. Jisté
rozdily v CE-UV profilech byly zji§tény mezi skupinami kostnich tkdni postizenym zanétem a
mezi vzorky zdravych kostnich tkani. Diky matematické analyze PCA ziskanych dat bylo
mozné vzorky zdravych tkani lidskych celistnich spolehlivé rozliSit od tkéni postizenych

zanétem.
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6 Diskuse

6.1 Vyvoj techniky s vyuzitim modelovych vzorktl prasecich Celistnich
kostnich tkani

Disertacni prace byla zaméfena na rozvoj novych metodickych pfistupti, které by umoznily
rutinni proteomickou charakterizaci kostnich tkani odoperovanych pti stomatochirurgickych
zékrocich. Nejprve jsem se soustiedila na navrzeni a vyvoj velmi jednoduché a rychlé techniky,
ktera by umoznila identifikovat vyznamny pocet proteinti obsazenych v tkanich celistnich kosti.
Tradi¢ni techniky vyuzivajici demineralizace jsou totiz ¢asove velmi ndro¢né, a tudiZ nevhodné
k rutinnimu vyuZiti. Proto byl zvolen pfistup ptimého specifického enzymového Stépeni ve
zkoumaném vzorku, ktery sice neni obvykly, ale byl jiz Gspé$Sné pouzit pro analyzu proteina
zachycenych v barevnych vrstvach historickych obrazli a pozdéji 1 proteini obsazenych
v dalSich nerozpustnych materialech, jakymi jsou naptiklad historické malty nebo osifikované

tkané€ srde¢nich chlopni (Hynek et al., 2004; Ktizkova et al., 2014; Zeman et al., 2013).

Vychazeli jsme z predpokladu, ze analogicky postup by mohl byt pouzitelny i pro analyzu
vzorki tkéani Celistnich kosti. Kostni tkdn€ jsou totiz dosti porézni a vychazeli jsme z hypotézy,
ze relativné malé molekuly trypsinu jimi mohou pronikat aZ k proteinim, které jsou v nich
zachycené a specificky je $tépit. Uvolnéné specifické peptidové fragmenty by pak mély snadno
difundovat do roztoku a po purifikaci by mohly byt analyzovany napiiklad pomoci hmotnostni
spektrometrie. Uvedenou hypotézu jsme se rozhodli nejprve oveéfit s vyuzitim modelovych
vzorkl, které predstavovaly praseci Celistni kosti. Byly pouzity vzorky jak z dolni, tak horni
Celisti, protoze jejich vlastnosti, jako je naptiklad minerdlni denzita, jsou rozdilné (Devlin et
al., 1998). Bylo tedy tfeba mimo jiné otestovat, zda navrZzeny postup bude v obou piipadech
poskytovat srovnatelné vysledky. Rozhodli jsme se zcela rezignovat na zdlouhavé snahy o
izolaci intaktnich proteini z kostnich tkani a postupovat zcela jinou cestou — tedy cestou
piimého Stépeni vzorkil v kostnich tkanich. Protoze jsme se zaméfili na proteiny ,,uvéznéné*
v kostnich tkéanich, rozpustné proteiny jsme povazovali za kontaminaci. Proto byl do postupu

zatazen preinkubacni krok, ktery mél jejich mnozstvi vyrazné redukovat.

Na zéklad¢ experimentii s praseCimi celistnimi kostmi jsme dospé€li k zadvéru, ze netradicni
pristup ptimého $té€peni proteinti v kostni tkani ptedstavuje techniku vyuzitelnou pro rychlou a

efektivni charakterizaci proteinil ve stomatochirurgii.
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6.2 Vyuziti techniky pfimého Stépeni v kostnich tkanich (in-bone digestion)
pro charakterizaci vzorki lidskych maxilarnich a mandibularnich kosti

Technika vyuZzivajici specifické §t€peni trypsinem piimo v kostni tkani (in-bone digestion) k
identifikaci proteint byla nésledné¢ aplikovdna na vzorky lidskych maxilarnich 1
mandibuldrnich kosti (Michalusova et al., 2020). Cely postup zaciné chirurgickym zékrokem,
pii némz jsou odoperovany kostni tkané, které jsou nasledné¢ podrobeny proteomické analyze.
Velmi pozitivni zjisténim bylo, Ze se podafilo dosdhnout jest€¢ vysSitho mnozstvi
identifikovanych proteinit nez v piipadé modelovych praseCich kosti (Michalusova et al.,
2020). Dalsim pozitivem byla identifikace pfiblizné stejného mnozstvi proteinlt ve
vzorcich maxilarnich 1 mandibuldrnich kostnich tkani, coz by vzhledem k riznému charakteru
téchto kostnich tkdni, vcetné jejich mineralni denzity, nemuselo byt zdaleka samoziejmé

(Devlin et al., 1998).

Dale byla aplikovana matematicka analyza PLS-DA na data ziskand pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie s pfediazenou kapalinovou chromatografii pro rozliSeni vzork
zdravych Celistnich tkani (ziskanych po chirurgickych extrakcich) a rozliSeni vzorki
patologickych tkani. Bez zatazeni preikubacniho kroku dosahovalo rozliSeni mezi vzorky
zdravych a patologickcych tkani 73 %. Pfi zatazeni preinkubacniho kroku s propan-2-olem se
piesnost se vzajemného rozliSeni obou skupin (zdravé tkdn€ x zanétlivé tkan¢) zvysila na 100
%. Z vySe uvedeného se tedy zdd odlivodnéné zatazovat preinkubacni krok s propan-2-olem,

vvvvvv

metody.

Doposud publikované srovnatelné analyzy tvrdych tkani vyuzivaly komplikované a zdlouhavé
postupy (Fretwurst et al., 2022; Salmon et al., 2017). Jak vyplyva ze schématu pracovniho
postupu a vyhodnoceni ziskanych dat, je mozné velmi rychlou a piimocarou technikou
charakterizovat na molekuldrni urovni vzorky celistnich kostnich tkani odoperovanych pii
stomatochirurgickych zékrocich. Je to ddno zejména skutecnosti, Ze pracovni postup vyvinuty
pro analyzy maxildrnich a mandibularnich kostnich tkdni v rdmci feSeni této disertacni prace

nevyZaduje izolaci intaktnich proteind.

V analyzovanych vzorcich se navic podafilo identifikovat celou fadu proteini hrajicich
vyznamné biologické a klinické role v kostnich tkdnich. Skupiny proteint charakteristickych
pro kostni tkdné ve vzorcich maxilarnich a mandibularnich kosti jsou velmi podobné. To neni
samoziejmé zjisténi vzhledem k rozdilnému charakteru maxilarnich a mandibularnich kosti,

které se vyznacuji naptiklad rozdilnou mineralni denzitou (Devlin et al., 1998). Pro vyuZitelnost
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metody piimého Stépeni (in-bone digestion) ve stomatochirurgii je to ovSem velmi vyznamné
a pozitivni zjiténi.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze technika pfimého Stépeni proteinli v kostni tkani (,,in-bone
digestion“) néasledovana tandemovou hmotnostni spektrometriii s pfedifazenou kapalinovou

chromatografii méa potencial nejen rozliSit mezi patologickou a zdravou tkani, ale muze téz

pfinést do stomatochirurgie vhled na molekularni arovni.

6.3 Charakterizace indukovanych patologickych stavii v in-vitro modelech
lidskych kostnich tkani

Nekteré patologické stavy, jako naptiklad kostni nadory nepatii ve stomatochirurgii mezi
nejcastéji se vyskytujici diagndzy, a tudiz pro jejich studium neni k dispozici dostatek vzorki.
Kostni modely in-vitro umoziiuji pouziti lidskych bunék k ziskani relevantnéjSich vysledka
preklinického vyzkumu, protoze tyto modely mohou simulovat interakce a mechanismy, které
obvykle ptfedstavuji zjednoduSenou situaci in vivo (Sieberath et al., 2020). Jiz byly vytvofeny
rizné modely zaloZené na bunkéch tvoficich kost (osteoblasty) a buiikdch resorbujicich kost
(osteoklasty), aby bylo mozné simulovat proces remodelace kosti 1 souvisejici onemocnéni
(Borciani et al., 2020; Jeon et al., 2016; Lambertini et al., 2021; Mandatori et al., 2021). Protoze
in-vitro modely kostnich tkani maji podobny charakter jako samotné kostni tkané, v tom
smyslu, ze vnich obsazené proteiny jsou ‘“uv€znény” v porézni nerozpustné matrici,
predpokladali jsme, ze by k jejich charakterizaci mohla byt vyuzita technika pifimého
specifického Stépeni trypsinem, ktera byla vyvinuta na vzorcich prasecich kosti a po té tspésné
vyuzita k charakterizaci vzorki lidskych maxilarnich 1 mandibularnich kostnich tkani (Hynek

et al., 2021; Michalusova et al., 2020).

V in-vitro modelovych kostnich kulturach s indukovanou rakovinou, zanétem i kontrolni
kulturou se podaftilo identifikovat fadové stovky proteintl, jejichZ pocty jsou shrnuty v tabulce
2 (viz kap. 5.3 predlozené disertacni prace), ktera pro srovnani uvadi i proteiny identifikované
ve vzorcich lidskych celistnich kosti. Jak vzorky s indukovanou rakovinou, tak vzorky
s indukovanym zénétem, bylo moZzné pomoci matematické analyzy PLS-DA rozliSit od
kontroly. Navic bylo mozné rozliSit oba indukované patologické stavy (rakovina a zanét) a
dokonce vSechny tfi skupiny studovanych modelovych kostnich kultur (rakovina, zanét,

kontrola).
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mezi modelem rakovinnych kostnich buné€k a kontrolnim modelem kostnich bun¢k Galektin-1.
Hladina galektinu-1 byla v in vitro modelovych vzorcich rakovinné kosti v priiméru ptiblizné
16krat zvySena ve srovnani s kontrolnimi vzorky in vitro modelové kultury. ZvySeni exprese
galektinu-1 pfispiva riistu nadoru, protoZze mize modulovat bunéénou adhezi, migraci, preziti a
signalizaci (Elola et al., 2007). Bylo publikovéano, Ze hladina galektinu-1 se vyrazné zvysila u
pacientli s duktdlnim adenokarcinomem pankreatu, karcinomem ovaria a karcinomem plic
(Carlini et al., 2014; Chen et al., 2015; Martinez-Bosch et al., 2018). Galektin-1 hraje dilezitou
roli v progresi rakoviny s riznymi mechanismy, jako je schopnost podporovat riist nadoru
prostfednictvim regulace hypoxii indukovateln¢ho faktoru-la a vlivem na migraci nadoru
zprostiedkovanim signalni dréhy Akt/mTOR (White et al., 2014; Zhao et al., 2010). Krom¢
toho byly v kultufe kostnich bun¢k s indukovanou rakovinou identifikovany nize diskutované
proteiny, které naopak nebyly nalezeny v kultufe kontrolni. Jejich biologické role jsou

diskutovany v disertacni praci.

6.4 Piimé Stépeni vzorkil kostnich tkani (in-bone digestion) s koncovkou
kapilarni elektroforézy s UV detektorem

Vyhodou piimého Stépeni vzorkll v kostnich tkdnich (in-bone digestion) s koncovkou LC-
MS/MS je moznost rychlé identifikace znacného mnozstvi proteini. Na druhé strané jesté
tandemova hmotnostni spektrometrie nepatii k zcela béZznému vybaveni. Proto byla studovana
1 moznost vyuziti jiné koncovky, konkrétné CE-UV (kapilarni elektroforézy s UV detektorem).
CE-UV je efektivni separa¢ni technika vyuZzivand pro analyzu celé fady riznych molekul,
véetn& proteint a peptidti (Dawod et al., 2017; Kagicka, 2018, 2020; Stépanova & Kasicka,
2016). Je vyuzitelna téz k separaci jejich komplexnich smési (Latosinska et al., 2019; Shen et
al., 2019; Stépanova & Kasic¢ka, 2019; Zhang et al., 2017)

Pracovni postup mohl byt provadén dokonce v jesté¢ jednodussim uspotadani, protoZze misto
purifikace vzorki pomoci ZipTip, ktery byl vyuzivan v ptfipadé¢ koncovky LC-MS/MS, byl
zafazen pouze kratky centrifugacni krok k odstranéni mechanickych necistot (Hynek et al.,
2021; Michalusova et al., 2020). Nejprve bylo otestovano, zda metoda po pifimém specifickém
Stépeni vzorkl prase€ich kostnich tkani trypsinem a chymotrypsinem poskytne riizné profily.
Podle ptfedpokladu bylo dosazeno vyrazné rtznych profili CE-UV elektroferogrami a
nasledujici matematickd analyza PCA byla schopna ob¢ skupiny spolehlivé rozlisit. Rtizn¢ CE—

UV profily byly ziskany i v ptipad¢ porovnani vzorkl praseci Celistni a lytkové kosti St€pené
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trypsinem. NeliSily se samoziejmé tak vyrazné, protoze v obou piipadech se jiz jednalo pouze
o tryptické §tépy kostnich tkani, nicméné matematicka analyza PCA byla schopna obé& skupiny
vzorki vzajemné odlisit. Jen nepatrné rozdily v elektroferogramech jsou viditelné mezi vzorky
zdravych lidskych celistnich kosti a kostnich tkéni postizenych zanétem. Diky matematické
analyze PCA ziskanych dat vSak bylo mozné i tyto skupiny vzajemné¢ odlisit. Ziskané vysledky
naznacuji, ze CE-UV by mohla byt alesponl v nékterych ptipadech vyuzivéana jako alternativni
koncovka nasledujici pfimé enzymové Stépeni v kostni tkani (,,in-bone digestion*). Vyhodou
této techniky je vétsi dostupnost a nizsi ndklady na analyzy, nez je tomu v piipadé hmotnostni
spektrometrie. Na druhou stranu, pokud je dostupna jako koncovka LC-MS/MS, je lepsi ji
upfednostnit, protoze tim, Ze identifikuje jednotlivé proteiny, nabizi vice dat k objasnéni pfic¢in

rozdilného charakteru studovanych vzork.

7 Zavéry

Reseni predlozené disertadni prace vedlo k vyvinuti inovativni techniky umoZiiujici rychlou a
efektivni proteomickou charakterizaci kostnich tkani odoperovanych pfi stomatochirurgickych
zakrocich. Vychazeli jsme z hypotézy, Ze relativné malé molekuly trypsinu mohou difundovat
porézni kostni tkani k proteiniim ,,uvéznénym* v nerozpustné kostni matrici a specificky je
Stépit; uvolnéné specifické peptidové fragmenty pak difunduji do roztoku. Aplikace vhodné
koncovky, jakou muze byt napiiklad LC-MS/MS by pak méla vést identifikaci znaéného
mnozstvi proteind. Technika by tak nevyzadovala komplikovanou a ¢asové naro¢nou izolaci

intaktnich proteint z kostnich tkani.

S vyuzitim tkani prasecich Celistnich kosti se podaftilo vySe zminénou hypotézu ovéfit a nalézt
vhodné podminky, které vedly k identifikaci vyznamného mnozstvi proteinii pomoci LC-
MS/MS. Velmi se osvéd€ilo pouziti propan-2-olu v preinkubac¢nim kroku (detaily viz ptiloha
1). Zminény pfistup vyuZivajici pfimé Stépeni (,,in-bone digestion®) byl ndsledné vyuZzit
k proteomické charakterizaci odoperovanych lidskych maxilarnich 1 mandibuldrnich kostnich
tkani. UmozZnil identifikaci znacného mnozstvi proteind, véetné téch, které maji znacny
biologicky 1 klinicky vyznam v kostnich tkanich. Matematicka analyza dat ziskanych pomoci
LC-MS/MS pak umoZnila rozlisit mezi vzorky zdravych a patologickych tkani.

Ptistup vyuzZivajici ptimé Stépeni byl téz uspéSné vyuzit pro charakterizaci in vitro modell
lidskych kostnich tkani s riiznymi indukovanymi patologickymi stavy. I v tomto piipadé bylo
s vyuzitim koncovky LC-MS/MS identifikovdno zna¢né mnozstvi proteinli. Matematicka

20



analyza ziskanych dat nasledné¢ umoznila rozliSit mezi in vitro modely kostnich tkani
s indukovanou rakovinou a kontrolou, s indukovanym zanétem a kontrolou. Rozlisit bylo

mozné téz vzajemné oba zminéné patologické stavy.

Byla téz ovéfena moznost vyuziti alternativni koncovky — CE-UV pro separaci specifickych
peptidovych fragment uvolnénych piimym Stépenim vzorklt kostnich tkani (,,in-bone
digestion). Pomoci matematické analyzy ziskanych elektroferogramti bylo mozné rozlisit

mimo jiné téZ vzorky zanétlivych a zdravych tkani lidskych kosti.

Zaveérem lze konstatovat, Ze nové pfistupy k proteomické charakterizaci kostnich tkani ve
stomatochirurgii zalozené na pfimém Stépeni maji potencial pfinést do této oblasti vhled na
molekuladrni Grovni v métitku podstatné veétsim, nez bylo doposud bézné. Mohly by tak
predstavovat prispévek k hlubsimu porozuméni fyziologickym 1 patologickym procesim
v Celistnich kostech. Navic 1ze uvaZzovat o tom, Ze takto jednoducha a rychla analyza kostnich
tkdni by mohla pfedstavovat doplnék nebo dokonce alternativu k jejich tradi¢nimu
histologickému hodnoceni. Snadny a rutinné zvladnutelny postup zakonceny
poloautomatickymi postupy jako naptiklad LC-MS/MS s naslednou matematickou analyzou
ziskanych dat nevyzaduji zkuSeného histologa a znaéné omezuji moznost subjektivni

interpretace.
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