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Souhrn 

Proteomika je bouřlivě se rozvíjející obor, který nachází uplatnění v mnoha oblastech medicíny, 

včetně stomatologie. Přesto proteomická charakterizace kostních tkání ve stomatochirurgii není 

stále běžně využívána. Hlavní příčinou je značná komplikovanost používaných analytických 

přístupů, která vyplývá z nerozpustného charakteru kostních tkání. Cílem této práce bylo 

vyvinout a aplikovat přímočarou metodiku, která by mohla vést k rutinnímu využití proteomiky 

i v této oblasti.  

Nejprve byla s využitím prasečích čelistních kostí jako modelových vzorků vyvinuta technika 

umožňující identifikovat až stovky proteinů díky jejich štěpení trypsinem přímo v kostních 

tkáních („in-bone digestion“) následovaného analýzou pomocí tandemové hmotnostní 

spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií (LC-MS/MS). Tato technika byla 

následně aplikována na analýzu odoperovaných tkání lidských maxilárních a mandibulárních 

kostních tkání. Jak ve vzorcích maxilárních, tak mandibulárních kostí, bylo možné technikou 

přímého štěpení identifikovat značné množství proteinů. Navíc matematická analýza získaných 

dat umožnila též rozlišit mezi tkáněmi postiženými zánětem a zdravými tkáněmi. Přístup 

založený na přímém štěpení byl následně úspěšně rozšířen též na analýzu in vitro modelů 

lidských kostních tkání. Přímé štěpení následované analýzou uvolněných peptidových 

fragmentů pomocí LC-MS/MS a následná matematická analýza získaných dat umožnila nejen 

rozlišit vzorky modelů s indukovanými patologickými stavy od kontrolních, ale bylo možné i 

vzájemné rozlišení dvou různých patologických stavů. V rámci řešení disertační práce byla také 

otestována možnost využít po technice založené na přímém štěpení v kostních tkáních („in-

bone digestion“) i jinou koncovku než LC-MS/MS, konkrétně kapilární elektroforézu s detekcí 

v ultrafialové oblasti (CE-UV). Po vyhodnocení získaných CE-UV profilů matematickou 

analýzou bylo možné odlišit vzorky kostní tkáně postižené zánětem od tkáně zdravé. 

Využití výše zmíněných netradičních a velmi přímočarých metodických přístupů umožňuje 

vnést do oblasti stomatochirurgie rutinní vhled na molekulární úrovni. Tak by například mělo 

být možné sledovat, jaké jsou proteomické reflexe určitých patologických stavů, což by mělo 

napomoci porozumět mechanismu jejich vzniku i volbě vhodné léčby. Proteomické analýzy 

odoperovaných čelistních kostí by rovněž mohly sloužit jako vhodný doplněk, případně i 

alternativa k jejich tradičnímu histologickému hodnocení. 
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Summary 

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. 

Key words: oral surgery, maxillary bones, mandibular bones, proteomic analysis, direct 

specific cleavage of proteins, tandem mass spectrometry coupled with liquid chromatography  



  5 
 

 

Obsah 

Poděkování ______________________________________________________________________________ 1 

Souhrn __________________________________________________________________________________ 2 

Summary ________________________________________________________________________________ 4 

Zaměření a forma disertační práce ____________________________________________________________ 9 

1. Literární úvod a přehled problematiky _________________________________________________ 10 

1.1 Pokroky ve stomatochirurgii: Současné léčebné modality _____________________________ 10 

1.2 Nahlédnutí do proteomiky ______________________________________________________ 13 

1.2.1 Co je proteomika a k čemu slouží______________________________________________ 13 

1.2.2 Hlavní techniky využívané v současné proteomice ________________________________ 14 

1.2.3 Příklady využití proteomiky ve stomatologii _____________________________________ 17 

1.2.3.1 Proteomické analýzy tekutých vzorků _____________________________________ 17 

1.2.3.2 Proteomické analýzy měkkých tkání ______________________________________ 18 

1.2.3.3 Proteomické analýzy tvrdých tkání ________________________________________ 18 

1.2.4 Cesta k rutinní analýze proteinů obsažených v nerozpustných materiálech ______________ 20 

1.2.5 Biologický a klinický význam vybraných kostních proteinů zejména z pohledu stomatochirurgie

 22 

2. Cíle dizertační práce _______________________________________________________________ 26 

3. Formulace hypotéz ________________________________________________________________ 27 

4. Použité metody a role autorky _______________________________________________________ 28 

5. Výsledky ________________________________________________________________________ 29 

5.1 Ověření specifického štěpení proteinů přímo kostní tkáni _____________________________ 29 

5.2 Charakterizace odoperovaných lidských maxilárních a mandibulárních kostních tkání ve 

stomatochirurgii pomocí techniky přímého štěpení (“in-bone” digestion) následovaného tandemovou 

hmotnostní spektrometrií s předřazenou kapalinovou chromatografií ____________________________ 32 

5.3 Rychlé rozlišení a charakterizace indukovaných patologických stavů v modelech lidských kostních 

tkání metodou založenou na přímém specifickém enzymovém štěpení (in-sample digestion) s aplikací ve 

stomatochirurgii _____________________________________________________________________ 35 

5.4 Přímé štěpení vzorků kostních tkání (in-bone digestion) s koncovkou kapilární elektroforézy s UV 

detektorem _________________________________________________________________________ 39 



  6 
 

 

6. Diskuse metodických postupů a výsledků ______________________________________________ 44 

6.1 Vývoj techniky s využitím modelových vzorků prasečích čelistních kostních tkání _________ 44 

6.2 Využití techniky přímého štěpení v kostních tkáních (in-bone digestion) pro charakterizaci vzorků 

lidských maxilárních a mandibulárních kostí ______________________________________________ 45 

6.3 Charakterizace indukovaných patologických stavů v in-vitro modelech lidských kostních tkání 47 

6.4 Přímé štěpení vzorků kostních tkání (in-bone digestion) s koncovkou kapilární elektroforézy s UV 

detektorem _________________________________________________________________________ 49 

7. Závěry a zhodnocení cílů a hypotéz práce ______________________________________________ 50 

8. Seznam použité literatury ___________________________________________________________ 52 

9. Seznam publikací _________________________________________________________________ 63 

9.1 Publikace, které jsou podkladem disertační práce ____________________________________ 63 

9.2 Publikace bez vztahu k tématu disertační práce _____________________________________ 64 

10. Seznam obrázků a tabulek ________________________________________________________ 65 

11. Přílohy – publikace, které jsou podkladem disertační práce a ocenění ______________________ 66 

11.1 Příloha 1 ___________________________________________________________________ 67 

11.2 Příloha 2 ___________________________________________________________________ 75 

11.3 Příloha 3 ___________________________________________________________________ 86 

11.4 Příloha 4 ___________________________________________________________________ 95 

11.5 Příloha 5 – ocenění publikace uvedené v příloze 2 __________________________________ 106 

  



  7 
 

 

Seznam zkratek 

 

ACN    acetonitril 

BMP    kostní morfogenetický protein 

CBCT    cone beam computed tomography 

CE-UV  kapilární elektroforéza s detekcí v ultrafialové oblasti 

C18      oktadecylový řetězec využívaný pro modifikaci silikagelu 

v chromatografii na reverzní fázi  

DHB    kyselina dihydroxybenzoová 

DNA    kyselina deoxyribonukleová 

EDTA    kyselina ethylendiamintetraoctová 

GFC    gingivální crevikulární tekutina  

LC-MS/MS  tandemová hmotnostní spektrometrie s předřazenou kapalinovou 

chromatografií 

MALDI-TOF  matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace; čas letu („matrix assisted 

laser desorption/ionization, time-of-flight“)  

PCA  matematická analýza hlavních komponent (principal component 

analysis) 

PMF  peptidové mapování s využitím hmotnostní spektrometrie („peptide mass 

fingerprinting“) 

PMM  peptidové mapování s využitím hmotnostní spektrometrie („peptide mass 

mapping“) 

PLS-DA  matematická analýza – partial least square discrimination analysis 

PRF   platelet rich fibrin 

PRP   platelet rich plasma 
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RP-HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzní fázi (reversed 

phase – high performance liquid chromatography) 

SDS-PAGE   elektroforéza s dodecyl síranem sodným v polyakrylamidovém gelu 

ÚOCHB AV ČR Ústav organické chemie a biochemie Akademie věd České republiky 

ZipTip   jednoduchá chromatografická technika prováděná ve špičce pipety s 

reverzní fází   
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Zaměření a forma disertační práce 

 

Disertační práce má interdisciplinární charakter a je metodicky zaměřená. Zabývá se totiž 

procesem, který začíná chirurgickým zákrokem a pokračuje proteomickou charakterizací 

odoperovaných kostních tkání.   

Práce je předkládána ve stručné kombinované formě založené na čtyřech původních vědeckých 

publikacích v impaktovaných časopisech, které jsou její součástí.   
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1.Literární úvod a přehled problematiky 

 

1.1 Pokroky ve stomatochirurgii: Současné léčebné modality 

 

Stomatochirurgie je součástí specializovaného oboru ústní, čelistní a obličejové chirurgie 

zahrnující širokou škálu diagnostických a terapeutických intervencí u stavů postihujících dutinu 

ústní, čelisti, hlavu a krk. Pojímá nejen rekonstrukční chirurgii obličeje po úrazech nebo po 

onkologických resekčních výkonech, ale také estetickou chirurgii. Stomatochirurgie je stejně 

jako všechny medicínské obory dynamický obor, který se neustále vyvíjí, aby splnil požadavky 

moderní zdravotní péče. Nedávné pokroky v diagnostických nástrojích, minimálně invazivních 

postupech, implantologii, parodontologii, léčbě poruch temporomandibulárního kloubu a 

onkologických intervencích, rozšířily možnosti dostupné léčby. Integrace technologií a 

mezioborové spolupráce je předpokladem pro další zkvalitňování péče o pacienty.  

Stomatochirurgické zákroky mohou být vykonávány jak v lokální, tak celkové anestezii. Mezi 

nejběžnější ambulantní výkony patří extrakce zubů, především pak zubů moudrosti, resekce 

kořenových hrotů, implantace, augmentace čelistních kostí, excize lézí měkkých tkání obličeje 

a dutiny ústní a exstirpace lézí čelistí. Ve většině případů se jedná o cysty (odontogenního i 

neodontogenního původu) nebo tumory, které mohou být benigní či maligní. Stejně jako v 

dalších chirurgických oborech odesílá stomatochirurg odebraný materiál k histologickému 

vyšetření.  

Kost je především kalciem mineralizovaná pojivová tkáň, proto je její zpracování a histologické 

vyšetření náročnější.  Konvenční histologické vyšetření kostí vyžaduje důkladnou dekalcifikaci 

kosti (Mawhinney et al., 1984). Vzorek kostní tkáně je pacientovi odebrán během chirurgického 

zákroku nebo biopsie. Dále se vzorek musí dobře fixovat, obvykle formalínem. Fixace 

zachovává tkáň a zabraňuje rozkladu vzorku při následné dekalcifikaci kyselinami nebo 

chemickými činidly. Kost je tvrdá tkáň, proto existuje limitované množství metod, jak z ní 

vyrobit kvalitní řezy. Jedna z variant je výbrus kostní tkáně do tenkých destiček. Ty se brousí 

pomocí abrazivních povrchů, aby se vytvořily tenké broušené profily. Dále můžeme připravit 

vzorky kostí prosycením akrylovými nebo epoxidovými pryskyřicemi a vytvořit řezy pomocí 

mikrotomu (Bancroft & Stevens, 1996). Další možností zpracování mineralizované spongiózní 



  11 
 

 

kosti jsou zmrazené řezy (Bancroft & Stevens, 1996; Carson & Hladik, 2009; Woods & Ellis, 

1994).  

Tyto metody jsou velmi užitečné pro studium anorganických složek kostí nebo zubů, ale 

odvápnění, tedy odstranění anorganického vápníku z organické kolagenové struktury, je 

předpokladem pro studium organických složek (Junqueira et al., 1997). 

Častěji tedy dochází k časově náročnějšímu procesu odvápnění kostní tkáně s následným jejich 

zpracováním standardní metodou pro výrobu parafínových řezů.  Dekalcifikace je standardně 

užívaná technika ve většině histopatologických laboratořích pro mikroskopické hodnocení 

mineralizovaných tkání. Urychlení odvápnění lze provádět různými metodami, jako je použití 

tepla, vakua, elektrického proudu, míchání i koncentrací chemických prostředků (Khangura et 

al., 2021). Chemická činidla jsou nejčastěji používaná pro rutinní analýzu. Lze použít tři typy 

chemických činidel, jsou to nejrychleji působící silné anorganické kyseliny, například kyselina 

dusičná a kyselina chlorovodíková (v koncentraci do 10%); nejčastěji užívané zejména pro svoji 

šetrnost ke studovaným tkáním jsou pak slabé organické kyseliny, například kyselina mravenčí, 

kyselina octová, kyselina pikrová a chelatační činidla, například EDTA (kyselina 

ethylendiamintetraoctová), ta ale působí velmi pomalu (až několik týdnů) (Gupta et al., 2014). 

Použití těchto chemikálií ale může vést k určitým změnám v architektuře tkáně, včetně změn 

charakteristik barvení (Verdenius & Alma, 1958). 

Vědci provedli mnoho studií za účelem stanovení ideálního chemického činidla tak, aby co 

nejúčinněji a nejrychleji došlo k úplnému odstranění vápníku bez poškození tkáňové 

architektury a poskytnutí adekvátní barevné charakteristiky (Choube et al., 2018; Khangura et 

al., 2021; Prasad & Donoghue, 2013; Sanjai et al., 2012; Srinivasyaiah et al., 2016). Dle studie 

vyžaduje dekalcifikace zubů nejrychlejší metodou za užití 10% kyseliny dusičné 3-5 dní. 

Nejdelší dekalcifikace byla za užití EDTA, kde činidlo potřebuje dokonce až 28-30 dní (Gupta 

et al., 2014). 

Dále jsou vzorky dehydratovány pomocí řady alkoholových roztoků a jsou zality do bloku 

parafínového vosku, který je ideální pro následné řezání (Sadeghipour & Babaheidarian, 2019). 

Tyto bloky se poté nařežou na tenké parafínové řezy (obvykle 4-5 mikrometrů silné) pomocí 

mikrotomu. Dále se přemisťují na sklíčka a dochází k barvení hematoxylinem a eosinem, aby 

se zvýraznily specifické buněčné a strukturální složky (Chan, 2014). Massonův trichróm lze 

použít ke zvýraznění kolagenových struktur (Foot, 1933). Řezy jsou dále analyzovány 

mikroskopickým vyšetřením.  
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Společně s dalšími medicínskými obory dosáhla i stomatochirurgie v posledních letech 

pozoruhodných pokroků díky moderním technologiím, chirurgickým technikám a mezioborové 

spolupráci. Mezi základní pilíře moderní stomatochirurgie dnes již neodmyslitelně patří 

minimálně invazivní techniky redukující pacientovu morbiditu, operační čas, zlepšující 

estetické výsledky a urychlující pacientovu rekonvalescenci.  

Mezi tyto techniky zařazujeme užití piezzosurgery (vysokofrekvenční ultrazvukové kostní 

vrtačky), která odstraňuje kost při zachování okolních měkkých a tvrdých tkání, nebo laseru, 

který se ve stomatologické oblasti nevyužívá pouze k chirurgii, ale také v konzervačním a 

estetickém zubním lékařství, parodontologii a endodoncii (Nogueira et al., 2023). Napomáhá 

také při hojení aftů, oparů a při hojení ran s minimálními otoky a jizvením. Ve většině případů 

jeho užití vede k relativně bezkrevnému chirurgickému a pooperačnímu průběhu, menším nebo 

žádným pooperačním bolestem a redukci otoku. Výrazně snižuje riziko poškození okolních 

tkání nebo zubů (Bilder et al., 2023; Pick & Colvard, 1993). Obě techniky snižují pooperační 

komplikace, otok a bolest (Kirpalani & Dym, 2020).  

Revoluci v diagnostice a minimálně invazivního plánování způsobilo užívání precizní 

radiologické metody trojrozměrného zobrazování pomocí CBCT (cone beam computed 

tomography) (Kaasalainen et al., 2021). Díky plánování založeném na vysoce kvalitních 

snímcích získaných z CBCT za užití specifických plánovacích programů a operačních 

chirurgických šablon roste popularita metody počítačově navigované chirurgie a implantologie. 

To nám umožňuje přesnější a detailnější analýzu stávající situace, přesnou lokalizaci 

anatomických struktur a možnost chirurgického ošetření s ohledem na optimální protetický i 

estetický výsledek za celkového snížení doby operačního výkonu (Jacobs et al., 2018).  

Nejen ve stomatochirurgii, ale také v ortopedii, plastické chirurgii, dermatologii, stejně tak jako 

při hojení diabetických ran, prokázala svá pozitiva vznikající oblast regenerativní medicíny 

zahrnující technologii kmenových buněk, tkáňového inženýrství a užití plazmy nebo fibrinu 

bohatého na krevní destičky (platelet rich plasma – PRP, platelet rich fibrin – PRF). PRP nebo 

PRF  působí jako biomateriál, který dodává růstové faktory a cytokiny z granulí krevních 

destiček do cílové oblasti, čímž podporuje regeneraci v různých tvrdých i měkkých tkáních 

(šlachy, chrupavky, kosti, játra, zubní pulpa) a urychluje také proces hojení (J. Xu et al., 2020). 

PRP byla dostupná pouze v nemocničním prostředí, ale technologie (centrifuga) nyní umožňuje 

i orálním chirurgům provádět tento postup přímo v ordinaci během ambulantních zákroků. 

Zatímco dříve bylo nutné velké množství krve, nyní mohou lékaři extrahovat PRP či PRF již z 

10-100 ccm pacientovy odebrané krve. Díky jejich osteoindukčním vlastnostem hrají PRP/PRF 
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důležitou roli v moderních implantologických, augmentačních postupech a při metodách řízené 

tkáňové regenerace (Fan et al., 2020). Růstové faktory v PRF také napomáhají snížit pooperační 

komplikace, jako je bolest, trismus, edém, přítomnost hematomů po extrakci zubů moudrosti v 

dolní čelisti (Starzyńska et al., 2021).  

A v neposlední řadě také kmenové buňky.  Jejichž rychlý pokrok v souvislosti s regenerací 

dřeňové pulpy a periodoncia prostřednictvím tkáňového inženýrství, které kombinuje kmenové 

buňky, biomateriály a růstové faktory, způsobily převratnou revoluci a nový pohled v 

regenerativní endodoncii a také regenerativní parodontologii (Tomokiyo et al., 2019; Xie et al., 

2021).  

Užití kostního morfogenetického proteinu (BMP) ve stomatochirurgii se jeví jako potenciální 

léčebná možnost kostních defektů. Hlavním předmětem studií zůstává jejich potenciál 

dosáhnout naprosté regenerace kosti bez nutnosti užití autologních nebo alogenních kostních 

štěpů (Sasikumar et al., 2012). Díky svým osteoindukčním vlastnostem jsou BMP schopny 

stimulovat diferenciaci pluripotentních mezenchymálních buněk na osteoprogenitorové buňky 

(osteoblasty, chondroblasty) a navozují regeneraci a remodelaci kostních lézí (King & Cochran, 

2002). Jsou hojně využívány v implantologii, kde zvyšují kostní reakci okolo cizorodých 

materiálů (Díaz-Sánchez et al., 2015).  

 

1.2 Nahlédnutí do proteomiky 

 

1.2.1 Co je proteomika a k čemu slouží 

 

Za jednoho z významných zakladatelů proteomiky může být pokládán Marc R. Wilkins, který 

použil termín proteom ještě jako doktorand na Maquarie University v australském Sydney 

(Wasinger et al., 1995). Jedná se o sousloví skládající se ze slov protein a genom. V roce 1995 

pak byla založena první specializovaná proteomická laboratoř (Swinbanks, 1995). Pojem 

proteomika pak pravděpodobně jako první použil v roce 1997 Peter James jako analogii k tehdy 

již používanému termínu genomika (James, 1997). Na tomto místě je užitečné zmínit, že 

ačkoliv je proteom podmíněn genomem, je na rozdíl od statického genomu velmi variabilní. 

Genom je totiž stejný v buňkách různých tkání daného jedince, zatímco proteom je v různých 
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tkáních odlišný (Wilkins, 2009). Nadto lze očekávat, že se bude významně lišit v závislosti na 

tom, zda je tkáň ve fyziologickém nebo patologickém stavu anebo reaguje na stres. 

Pokud se pokusíme proteomiku vymezit, tak můžeme říci, že se jedná o obor, který se zabývá 

studiem proteinů ve velkém měřítku (Anderson & Anderson, 1998; Blackstock & Weir, 1999). 

Naopak proteomikou nelze nazvat například detailní studium jediného proteinu. Proteomika je 

využívána zejména k identifikaci a relativní kvantifikaci proteinů, ale nalézá uplatnění též při 

studiu posttranslačních modifikací (například glykosylace, fosforylace etc.), výzkumu 

vzájemných interakcí proteinů nebo jejich interakcí s biologickými membránami či 

charakterizaci proteinových komplexů.  

 

1.2.2 Hlavní techniky využívané v současné proteomice 

 

Současná proteomika využívá celou řadu nejrůznějších analytických technik, nicméně za její 

hlavní pilíře lze považovat specifické enzymové štěpení studovaných proteinů a hmotnostní 

spektrometrii, ať už na principu MALDI-TOF nebo LC-MS/MS.  

Specifické enzymové štěpení je založeno na skutečnosti, že některé proteolytické enzymy štěpí 

polypeptidové řetězce studovaných proteinů s vysokou specifitou za určitými 

aminokyselinovými zbytky. Daný protein je tak rozštěpen na specifické peptidové fragmenty. 

Počet, relativní molekulová hmotnost i aminokyselinová sekvence vzniklých peptidů je pro 

daný protein charakteristická. Ačkoliv je ke štěpení proteinů možné využít různé proteolytické 

enzymy je za enzym první volby v proteomice považován trypsin, který polypeptidový řetězec 

proteinu štěpí za zbytky argininu a lysinu (pokud nenásleduje prolin). Trypsin je oblíben pro 

vysokou specificitu, odolnost a též proto, že fragmenty s argininem a lysinem na C-konci 

představují výhodu při analýzách pomocí hmotnostní spektrometrie (Dongré et al., 1996; 

Huang et al., 2005). Vzniklé směsi charakteristických peptidových fragmentů jsou obvykle před 

další analýzou, zejména jedná-li se o hmotnostní spektrometrii, purifikovány pomocí 

takzvaných „pipetovacích špiček“ označovaných jako ZipTip. Jedná se v podstatě o 

chromatografii na reverzní fázi ve velmi zjednodušeném provedení, kde ve špičce pipety je 

obsažena stacionární fáze obvykle se silikagelem modifikovaným oktadecylovým uhlíkovým 

řetězcem (C18) (Molnár & Horváth, 1976; Žuvela et al., 2019). Peptidové fragmenty jsou 

navázány v polárním (vodném) prostředí, promyty a pak eluovány roztokem acetonitrilu (více 

o chromatografii na reverzní fázi viz níže). Analýza směsí specifických peptidových fragmentů 
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může být prováděna s využitím různých analytických technik. V současné proteomice jsou 

k jejich analýzám patrně nejčastěji využívány hmotnostně spektrometrické techniky.  

Nejvíce využívaná pro analýzu ať už intaktních proteinů nebo peptidových fragmentů 

vzniklých specifickým enzymovým štěpením je hmotnostní spektrometrie na principu MALDI-

TOF a LC-MS/MS. Hmotnostní spektrometrie na principu MALDI-TOF (matricí podporovaná 

laserová desorpce/ionizace; čas letu), (matrix assisted laser desorption/ionization; time-of-

flight) využívá skutečnosti, že biopolymery, mezi něž patří též proteiny a peptidy, po smíšení 

s matricí, vysušení a ozáření vhodnou intenzitou laseru ve vakuu, jsou schopny vytvořit ionty, 

aniž by docházelo k jejich fragmentaci (Hillenkamp et al., 1991). Jako zmíněné matrice jsou 

využívány obvykle jednoduché organické molekuly, například DHB (kyselina 

dihydroxybenzoová). Ionty vzniklé po ozáření směsi matrice a analyzovaného vzorku laserem 

jsou pak urychleny ve stejnosměrném elektrickém poli, takže všem, které mají stejný náboj, je 

bez ohledu na hmotnost udělena stejná kinetická energie. Při stejné kinetické energii pak 

rychlost jejich letu proti detektoru závisí na jejich hmotnosti. Čím menší mají hmotnost, tím 

rychleji letí k detektoru a dopadnou na něj dříve. Naopak ionty s větší hmotností doletí 

k detektoru za delší dobu. Čas letu k detektoru (time-of-flight) lze změřit s vysokou přesností. 

Ze změřených časů letu jsou pak vypočteny molekulové hmotnosti například analyzovaných 

peptidových fragmentů, a tak vzniká hmotnostní spektrum charakteristické pro daný protein, 

který byl specificky rozštěpen. Díky skutečnosti, že například trypsin štěpí polypeptidový 

řetězec vždy za argininem a lysinem (pokud nenásleduje v sekvenci prolin), je tak daný protein 

rozštěpen na specifickou směs peptidových fragmentů, která po analýze pomocí hmotnostní 

spektrometrie na principu MALDI-TOF poskytne pro daný protein charakteristické spektrum. 

Protože dané hmotnostní spektrum je pro daný protein typické podobně jako pro daného jedince 

otisk prstu, hovoří se někdy o PMF (peptide mass fingerprinting). Někdy je používáno též 

označení PMM (peptide mass mapping). Do češtiny se oba výrazy obvykle překládají zkráceně 

jako peptidové mapování. Porovnáním získaných hmotností specifických peptidových 

fragmentů s databází odvozenou ze sekvence DNA daného organismu pak může být protein 

identifikován. Hmotnostní spektrometrie na principu MALDI-TOF nemusí samozřejmě sloužit 

jen k identifikaci proteinů, ale může být využita ke studiu v podstatě jakýchkoliv změn, které 

se projeví změnou molekulové hmotnosti. 

Další hmotnostně spektrometrickou technikou velmi oblíbenou v proteomice je LC-MS/MS. 

Základem této techniky je tandemový hmotnostní spektrometr (IUPAC-Compendium of 

Chemical Terminology, 1997) s předřazenou kapalinovou chromatografií (IUPAC, 1997). 

https://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry
https://en.wikipedia.org/wiki/IUPAC_books#Gold_Book
https://en.wikipedia.org/wiki/IUPAC_books#Gold_Book
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Kapalinová chromatografie je schopná separovat i velmi komplexní směsi peptidů, takže 

peptidové fragmenty se dostávají do hmotnostního spektrometru postupně. Obvykle se využívá 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzní fázi (RP-HPLC). Principem této 

chromatografie jsou hydrofobní interakce separovaných molekul s fází stacionární, která je 

obvykle tvořena silikagelem modifikovaným oktadecylovými zbytky (C18) (Molnár & 

Horváth, 1976; Žuvela et al., 2019). Hydrofobní interakce oktadecylových řetězců s 

hydrofobními postranními řetězci aminokyselinových zbytků peptidových fragmentů jsou 

nejsilnější v polárním (vodném) prostředí, ale se snižující se polaritou mobilní fáze slábnou. 

K eluci obvykle používá gradient acetonitrilu (ACN), jehož rostoucí koncentrace v čase snižuje 

polaritu mobilní fáze a způsobuje postupné uvolňování peptidů z chromatografické kolony, na 

kterou navazuje hmotnostní spektrometr. Tandemový hmotnostní spektrometr poté kromě 

hmotnosti jednotlivých peptidových fragmentů dovoluje získat též informace o sekvenci jejich 

aminokyselinových zbytků. Porovnání získaných dat s databázemi odvozenými od sekvence 

DNA daného organismu pak umožňuje identifikovat značné množství proteinů obsažených i ve 

velmi komplexních směsích.  

Přestože využití hmotnostní spektrometrie je v moderní proteomice velmi rozšířené, není 

hmotnostně spektrometrická koncovka jedinou využívanou možností. Zejména tandemovou 

hmotnostní spektrometrii s předřazenou kapalinovou chromatografií stále není možné 

považovat za běžně dostupnou techniku. Alternativou k hmotnostně spektrometrické koncovce 

může představovat například kapilární elektroforéza vybavená UV detektorem (CE-UV). 

K separaci, například peptidových fragmentů, při ní dochází na základě jejich rozdílných 

nábojových vlastností. Separované peptidové fragmenty jsou pak při průtoku přes UV detektor 

detekovány díky absorbanci peptidové vazby v ultrafialové oblasti. Výhodou CE-UV jsou nižší 

pořizovací náklady i konstrukční jednoduchost. Kromě toho má CE vyšší potenciál rozlišovat 

mezi vzorky obsahujícími složky, které se mohou vyskytovat ve formách, které se liší stavem 

náboje (např. fosforylované a nefosforylované formy), ve srovnání s technikami MS, kde je 

analýza fosforylovaných forem komplikovaná kvůli problémům s jejich ionizací, které je třeba 

řešit, např. obohacením in situ (Hynek et al., 1997; Krásný et al., 2015). Kapilární elektroforéza 

představuje separační techniku se širokou použitelností pro analýzu proteinů i peptidů, včetně 

jejich komplexních směsí (Dawod et al., 2017; Kašička, 2018, 2020; Latosinska et al., 2019; 

Shen et al., 2019; Štěpánová & Kašička, 2016, 2019; Z. Zhang et al., 2017). Určitou nevýhodou 

je na druhé straně ovšem skutečnost, že pokud je spojena CE pouze s UV detektorem a není 

vybavena hmotnostně spektrometrickou detekcí, lze pak porovnávat pouze profily získaných 

elektroferogramů bez možnosti identifikace jednotlivých proteinů. 
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1.2.3 Příklady využití proteomiky ve stomatologii 

 

Tak jako v jiných oblastech medicíny, nacházejí proteomické analýzy uplatnění též ve 

stomatologii. Současné možnosti jejich rutinního využití však závisí na charakteru 

analyzovaných vzorků. Relativně nejméně technicky komplikované jsou analýzy kapalných 

vzorků. Není proto překvapivé, že již nalezneme řadu příkladů analýz ústních tekutin. 

Náročnější už jsou proteomické analýzy měkkých tkání a nejobtížnější jsou proteomické 

analýzy tvrdých tkání.   

 

1.2.3.1 Proteomické analýzy tekutých vzorků 

Díky neinvazivní technice odběru i relativně snadné analýze byla publikována již řada studií 

charakterizujících proteom ústních tekutin.  

Byla publikována proteomická analýza slin, jejichž složení může odrážet různé patologické 

stavy a je možné je studovat běžně dostupnými laboratorními technikami (Bassim et al., 2012; 

Campisi et al., 2006; Levine, 2011; Rezaei Chianeh & Prabhu, 2014; L. Zhang et al., 2010). 

Analyzována byla též gingivální crevikulární tekutina (GFC), jejíž složení je odrazem stavu 

parodontu, a proto by její proteomické analýzy mohly mimo jiné napomoci při identifikaci 

markerů periodontologických onemocnění (Baliban et al., 2012; Ngo et al., 2013; Tsuchida et 

al., 2012, 2014). Publikována byla i kvantitativní proteomická analýza zaměřené na složení 

gingivální crevikulární tekutiny (GFC) při různých stavech paradontu (Silva-Boghossian et al., 

2013). I další publikovaná studie nasvědčuje tomu, že výskyt proteinových markerů v GFC 

závisí na progresi onemocnění parodontu (Kinney et al., 2014). Byla publikována i studie 

naznačující souvislost mezi výskytem proteinů bohatých na prolin ve slinách a náchylnosti k 

zubnímu kazu (Levine, 2011). I řada dalších studií využívajících běžně používané techniky 

včetně hmotnostní spektrometrie ukazují, že proteomické analýzy GFC lze již téměř považovat 

za rutinní (Carneiro et al., 2012, 2014; Rody et al., 2014). 
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1.2.3.2 Proteomické analýzy měkkých tkání 

Publikovány byly též studie charakterizující měkké tkáně, konkrétně zubní dřeň nebo 

periodontální ligamenta.  

S využitím dvoudimenzionální gelové elektroforézy byly analyzovány zdravé tkáně zubní 

dřeně i tkáně postižené kazem (Pääkkönen et al., 2005). Mezi zmíněnými tkáněmi však byly 

zjištěny jen relativně malé rozdíly. Podstatnější rozdíly v proteomických profilech zdravých a 

zubním kazem postižených tkání zubní dřeně byly publikovány v jiné studii (McLachlan et al., 

2005). V další studii zubní dřeně využívající dvoudimenzionální gelovou elektroforézu 

následovanou hmotnostní spektrometrií byly identifikovány proteiny jako anexin, kolagen typu 

VI nebo matrilin-2 (Wei et al., 2008). Později byla provedena detailnější proteomická studie 

pokoušející se identifikovat též „chybějící“ proteiny zubní dřeně do té doby zjištěné pouze 

pomocí transkriptomických analýz (Eckhard et al., 2015). 

Předmětem několika proteomických studií se již stala i periodontální ligamenta. Ta představují 

vláknitou tkáň, v níž se mimo jiné hojně vyskytuje i kolagen typu I. Buňky periodontálního 

ligamenta hrají roli při reakci na onemocnění, mechanická traumata i během regenerace, což je 

zajímavé mimo jiné z hlediska prováděných stomatochirurgických zákroků. Jedna z prvních 

publikovaných proteomických studií periodontálních ligament byla zaměřena na proteom 

fibroblastů ve snaze po hlubším porozumění regulačním procesům (Reichenberg et al., 2005). 

Další studie byla zaměřena na proteiny související s osteogenní diferenciací buněk lidských 

periodontálních ligament (Wu et al., 2009a). Podařilo se identifikovat celkem 29 rozdílně 

exprimovaných proteinů v diferencujících se buňkách (Wu et al., 2009b).  

 

1.2.3.3 Proteomické analýzy tvrdých tkání  

Analyticky mnohem náročnější než charakterizace tekutých vzorků nebo vzorků měkkých tkání 

jsou proteomické analýzy tvrdých tkání, jako jsou alveolární kosti nebo tvrdé tkáně zubů. 

Hlavním příčinou je skutečnost, že proteiny, které je třeba analyzovat, jsou obsaženy v 

nerozpustné matrici. Část z nich může být extrahována do roztoku a následně již poměrně 

snadno analyzována běžnými postupy používanými v současné proteomice, jako je specifické 

štěpení trypsinem následované analýzou peptidových fragmentů pomocí LC-MS/MS (Salmon 

et al., 2013). V uvedené studii byly proteiny extrahovány jak z alveolárních kostí, tak ze vzorků 

zubního cementu. Tímto způsobem bylo identifikováno ve vzorcích alveolárních kostí a 
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vzorcích zubního cementu celkem 318 proteinů, z toho 105 proteinů bylo přítomno výlučně 

v alveolárních kostech a 83 výlučně ve vzorcích zubního cementu (Salmon et al., 2013). Jedná 

se sice o relativně jednoduchý postup, nicméně jeho nevýhodou je skutečnost, že významná 

část proteinů zůstane pevně „uvězněna“ ve struktuře nerozpustné matrice. Proto tyto proteiny 

nemohou být extrahovány do roztoku, a tudíž zůstanou bez možnosti poskytnout proteomická 

data. 

 Řešením může být již delší dobu známá demineralizace tvrdých zubních tkání využitelná také 

pro dentoalveolární tkáně (Hubbard & Kon, 2002; Salmon et al., 2017; Termine et al., 1980a, 

1980b). Nevýhodou tohoto přístupu je časová náročnost a skutečnost, že obsahuje příliš mnoho 

kroků. Dalším problémem je špatná rozpustnost mnoha matricových proteinů obsažených v 

tvrdých tkáních; což při využití výše uvedených přístupů představuje další překážku (Termine 

et al., 1980a, 1980b). Již zmíněná relativně nedávno publikovaná studie dentoalveolárních tkání 

u myší vedla k úspěšné identifikaci řady proteinů, včetně těch, které jsou charakteristické pro 

extracelulární matrix, jak v zubním cementu, tak i dentinu a alveolárních kostech. S využitím 

specifického štěpení trypsinem a analýze uvolněných specifických peptidových fragmentů 

pomocí LC-MS/MS bylo identifikováno 193 proteinů v zubním cementu, 135 v dentinu a 147 

v alveolárních kostech. Použitý postup ovšem zahrnoval demineralizaci vzorků uvedených 

tkání v roztoku obsahujícím EDTA, která trvala 20 dní (Salmon et al., 2017). Celý proces je tak 

extrémně zdlouhavý, a tudíž nevhodný pro rychlou a efektivní proteomickou charakterizaci 

odoperovaných tkání. Nedávno byla publikována proteomická studie, která vedla mimo jiné též 

k identifikaci proteinů v lidských alveolárních kostech s využitím specifického štěpení 

trypsinem následovaného LC-MS/MS (Fretwurst et al., 2022). I v této studii však štěpení 

trypsinem předcházelo komplikované a časově náročné zpracování tvrdých tkání. Publikace 

uvádí, že 40 mg tkáně, což je poměrně značné množství, bylo nejprve rozemleto na prášek, ten 

byl následně podroben zdlouhavému extrakčnímu procesu, kde teprve čtvrtý den bylo možné 

s proteiny dále pracovat. Využití EDTA může naznačovat, že proces kromě extrakce využívá 

též dekalcifikaci tkáně, která by mohla napomoci uvolnění proteinů (Fretwurst et al., 2022). 

Ani tento postup se pro svou náročnost, jak časovou, tak na množství analyzované tkáně, příliš 

nehodí pro rutinní proteomickou charakterizaci kostních vzorků. 

Lze konstatovat, že kvůli značné komplikovanosti i časové náročnosti se výše zmíněné postupy 

nejeví vhodné pro implementaci do běžné stomatochirurgické praxe. Proto hlavním cílem 

předkládané disertační práce bylo navržení a ověření podstatně přímočařejší techniky, která by 

s využitím minimálního množství kroků vedla k rychlé proteomické charakterizaci tkání 
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lidských maxilárních i mandibulárních kostních tkání odoperovaných při stomatochirurgických 

zákrocích (viz cíle práce).  

  

1.2.4 Cesta k rutinní analýze proteinů obsažených v nerozpustných materiálech 

 

V předchozí kapitole (1.2.3.3) byla zmíněna úskalí provázející analýzy proteinů obsažených 

v kostních a zubních tkáních stejně jako komplikovanost a časová náročnost tradičně volených 

přístupů. Lze konstatovat, že podobná úskalí doprovází analýzy proteinů obsažených 

v nerozpustných vzorcích obecně. Může to být způsobeno jistou „myšlenkovou pastí“, která 

snadno vede k úvaze, že nejprve je třeba z nerozpustného materiálu izolovat intaktní proteiny a 

pak je teprve možné podrobit je specifickému štěpení například trypsinem. Alespoň v případě 

některých nerozpustných materiálů se však ukázalo, že tomu tak není.    

Pravděpodobně první zmínka o analýze proteinů obsažených v nerozpustné matrici bez nutnosti 

jejich předchozí izolace pochází z roku 1989, kdy Eckerskorn a Lottspeich popsali specifické 

štěpení proteinů přímo v polyakrylamidovém gelu po elektroforéze (SDS-PAGE), s následnou 

separací a izolací uvolněných peptidových fragmentů pomocí RP-HPLC a stanovením jejich 

aminokyselinových sekvencí. Eckerskorn a Lottspeich tedy použili postup, který je založený 

na jednoduché myšlence, že intaktní proteiny nemusí být zdlouhavě izolovány z gelu před 

specifickým štěpením trypsinem. Místo toho se kousek gelu obsahující protein vyřízne a po 

odmytí barviva sloužícího k vizualizaci proteinu je ponořen do roztoku trypsinu. Relativně malé 

molekuly trypsinu pronikají přes porézní gelovou strukturu a specificky štěpí proteiny 

zachycené v gelu. Uvolněné peptidové fragmenty jsou ve srovnání s intakním proteinem velmi 

malé, a proto mohou snadno difundovat do roztoku. Poté lze provést jejich analýzu vybranou 

technikou. Nejednalo se ještě o přímé štěpení proteinů v původním vzorku („in-sample 

digestion“), protože vzorky byly nejprve separovány pomocí SDS-PAGE (Eckerskorn & 

Lottspeich, 1989). Zmíněná strategie byla následně rozvíjena, takže se s ní lze setkat v různých 

variantách včetně těch, které jsou kompatibilní s rychle se rozvíjejícími proteomickými 

koncovkami, jako je například hmotnostní spektrometrie, a tak jí lze zařadit mezi přístupy o 

kterých lze bez nadsázky prohlásit, že významně přispěly k bouřlivému rozvoji proteomiky 

(Borchers et al., 2000; Granvogl et al., 2007; Hellman et al., 1995; Jenö et al., 1995; Rosenfeld 

et al., 1992; Shevchenko et al., 1996, 2006). Pro techniku přímého štěpení proteinů v gelu se 

vžilo výstižné označení „in-gel digestion“. Není bez zajímavosti, že článek z roku 1989  je 
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poněkud opomíjen a mnohem méně citován, než některé pozdější články využívající jiné 

varianty založené na „in-gel digestion“, například (Eckerskorn & Lottspeich, 1989; 

Shevchenko et al., 2006). Patrně je to dáno tím, že uvedená strategie byla plně doceněna, až 

když v proteomice začaly být hojně využívány hmotnostně spektrometrické techniky, které 

právě na techniku „in-gel digestion“ v současnosti často navazují. 

Analogický postup, jako je výše popsaná technika „in-gel digestion“, byl použit pro analýzu 

proteinů přímo ve vzorku historické malby (Hynek et al., 2004). V tomto případě se již ovšem 

jednalo o techniku, kterou lze nazvat specifickým štěpením přímo v původním vzorku („in-

sample digestion“), protože ze vzorku nebyly nejprve žádnou technikou izolovány intaktní 

proteiny. Specifické štěpení trypsinem probíhalo přímo v nerozpustné matrici vzorku a teprve 

do roztoku uvolněné peptidové fragmenty byly, po jednoduchém přečištění s využitím ZipTip, 

analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie na principu MALDI-TOF (Hynek et al., 2004). 

Technika přímého specifického štěpení proteinů byla následně využita k proteomickým 

analýzám dalších nerozpustných materiálů, jako jsou historické malty nebo osifikované tkáně 

srdečních chlopní (Křížková et al., 2014; Zeman et al., 2013). Zmíněný postup byl ještě 

efektivnější, když na přímé specifické enzymové štěpení ve vzorku s hmotnostně 

spektrometrickou koncovkou navázala ještě vhodná matematická analýza získaných dat jako je 

PCA (Hrdlickova Kuckova et al., 2015). Nedávno byla technika přímého specifického štěpení 

ve vzorku úspěšně využita k analýze zvířecích chlupů (Kučková et al, 2023) a nejnověji též pro 

charakterizaci tkáně oční rohovky i jejích in vitro modelů (Kuckova et al., 2023; Tran et al., 

2023).  

Protože též kostní tkáně jsou nerozpustné vzorky s porézní sktrukturou, skrz níž by mohl 

například trypsin difundovat, vycházela předložená disertační práce mimo jiné z hypotézy, že 

by vhodný jednoduchý postup založený na přímém specifickém štěpení mohl vést k identifikaci 

značného množství proteinů (až stovek) také v tkáních lidských maxilárních (horní čelist) i 

mandibulárních (dolní čelist) kostí odoperovaných při chirurgických zákrocích a umožnit tak 

jejich proteomickou charakterizaci. Ačkoliv jsme předpokládali, že navržený postup by mohl 

fungovat, nebylo například zdaleka jasné, zda bude bez modifikací použitelný pro analýzu jak 

maxilárních, tak i mandibulárních kostních tkání, protože jejich charakter je dost odlišný, což 

se týká i jejich minerální denzity (Devlin et al., 1998). 

Dalšími materiály s porézní strukturou, pro které by přicházelo v úvahu využití přímého štěpení 

ve vzorku („in-sample digestion“), jsou in-vitro modely lidských kostních buněk. Z hlediska 

stomatochirurgie jsou zajímavé, protože některé patologické stavy, jako například kostní 
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nádory, nemají tak častou prevalenci výskytu, a tudíž je pro jejich studium obtížné získat 

dostatečné množství vzorků.  Rutinní proteomická analýza kostních modelů in-vitro s různými 

indukovanými patologickými stavy by tak mohla přispět k hlubšímu pochopení mechanismu 

jejich vzniku a případně i k volbě vhodné terapie. Modely in-vitro lidských kostních buněk by 

patrně bylo užitečné využívat ve větší míře v preklinickém výzkumu, protože mohou simulovat 

interakce a mechanismy, které obvykle představují zjednodušené situace in vivo (Sieberath et 

al., 2020). Bylo již vytvořeno několik modelů založených na buňkách tvořících kost 

(osteoblasty) a buňkách resorbujících kost (osteoklasty) simulujících proces remodelace kosti i 

souvisejících onemocnění (Borciani et al., 2020; Jeon et al., 2016; Lambertini et al., 2021; 

Mandatori et al., 2021). Pomocí těchto in-vitro modelů založených na systémech kokultivace 

osteoblastů a osteoklastů byl zjištěn účinek kvercetinu, glukosaminu, klodronátu, alendronátu, 

miR-2, melatoninu, stroncia, vitaminu D3 a vitaminu K2 u poruch kostí (Dolci et al., 2019; 

Forte et al., 2016; Hayden et al., 2014; Lambertini et al., 2021; Mandatori et al., 2021; Smieszek 

et al., 2020). Výše zmíněné studie prokázaly užitečnost in vitro modelů lidských kostních buněk 

pro studium kostních patologických stavů a případně i screening léčiv. Kromě toho byl vytvořen 

kokultivační systém buněk rakoviny prsu a osteoklastů ke studiu indukce osteoklastogeneze a 

metastatického mikroprostředí (Mercatali et al., 2017). Modelové kostní kultury byly již rovněž 

využity pro studium stimulace osteoblastogeneze prostřednictvím extracelulárních vezikul ve 

vztahu ke karcinomu prostaty (Lanning et al., 2021). Pro vhled na molekulární úrovni by bylo 

žádoucí mít možnost kostní kultury lidských buněk in-vitro rychle a efektivně charakterizovat 

proteomickými technikami. Nedávno publikované výsledky naznačují, že technika přímého 

štěpení („in-sample digestion“) by mohla být pro charakterizaci in vitro kostních modelů 

využitelná (Michalus et al., 2022). Podrobněji je tato tématika pojednána v kapitolách 5.3 a 6.3 

této disertační práce. 

 

1.2.5 Biologický a klinický význam vybraných kostních proteinů zejména z pohledu 

stomatochirurgie 

V této kapitole jsou stručně popsány role významných proteinů kostních tkání, které se navíc 

podařilo identifikovat v lidských maxilárních a mandibulárních kostních tkání v rámci řešení 

předložené disertační práce (viz Tabulka 2 v příloze 2). Jsou prezentovány formou seznamu, ve 

kterém jsou seřazeny sestupně, podle počtu unikátních peptidových fragmentů 

identifikovaných pomocí LC-MS/MS (Hynek et al., 2021). 
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1. Kolagen je nejhojnějším proteinem extracelulární matrix nacházejícím se v různých 

izoformách v pojivových tkáních obratlovců, kosti nevyjímaje, jehož změny aminokyselinové 

sekvence mohou indikovat různá onemocnění (Di Lullo et al., 2002), který se běžně používá 

v dentální implantologii (Patino et al., 2002). 

2. Tenascin je glykoprotein extracelulární matrix hojně zastoupený v kostech, kde ovlivňuje 

adhezi a diferenciaci osteoblastů a je často přítomen v okolí hojících se ran (Morgan et al., 

2011). 

3. Fibronektin je relativně velký (440 kDa) glykoprotein, který se váže na další proteiny 

extracelulární matrix, jako je kolagen, a také na membránové receptorové proteiny zvané 

integriny a účastní se řady procesů, jako je adheze buněk nebo hojení ran (Pankov & Yamada, 

2002). Bylo též prokázáno, že fibronektin ovlivňuje funkci osteoblastů (Bentmann et al., 2010). 

4. Periostin je známý jako protein extracelulární matrix, který se jeví mít klíčovou roli při 

regeneraci periodontálního vaziva a maxilárních i mandibulárních kostí po chirurgických 

zákrocích (Du & Li, 2017). Bylo rovněž zjištěno, že zvýšená hladina exprese periostinu souvisí 

s kostními metastázami karcinomu prsu (Contié et al., 2011).  

5. Annexin patří mezi proteiny hojně se vyskytující v amorfní složce mezibuněčné hmoty kosti, 

kde by pravděpodobně mohl hrát roli při tvorbě hydroxyapatitu (Genge et al., 1990).  

6. Serpin (inhibitor serinových proteáz) reprezentuje skupinou proteinů, u kterých bylo poprvé 

zjištěno, že působí na serinové proteázy (Silverman et al., 2010; Whisstock et al., 2010). Bylo 

popsáno, že mutace Serpinu H1 souvisí s dědičným onemocněním pojivové tkáně osteogenesis 

imperfecta (Lindert et al., 2015).  

7. Trombospondin je glykoprotein, který je součástí mineralizované extracelulární matrix, která 

je odvozená od osteoblastů (Robey et al., 1989). Hladina trombospondinu může být patrně 

ovlivněna reakcí na přítomnost cizího tělesa (FBR-foreign body response), což by mohlo být 

zajímavé z hlediska implantologie (Morris & Kyriakides, 2014). 

8. Plastin 3 ovlivňuje kostní remodelaci prostřednictvím regulace aktivity osteoklastů 

(Neugebauer et al., 2018).  

9. Chondroadherin je protein mezibuněčné hmoty, o kterém se předpokládá, že hraje roli při 

udržování kostních buněk na kolagenových matricích kosti (Mizuno et al., 1996).  
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10. Biglycan je proteoglykan, který hraje roli při mineralizaci kostí a ovlivňuje rychlost růstu 

kostní hmoty (T. Xu et al., 1998). Je významný i z hlediska kostní patologie, protože hraje roli 

při regulaci růstu buněk osteosarkomu (Aggelidakis et al., 2018).  

11. Lumican je významnou proteoglykanovou složkou kostní matrix, kterou vylučují 

diferencující se i zralé osteoblasty (Raouf et al., 2002).  

12. Dekorin je jedním z hlavních proteoglykanů v kostech, kde moduluje sestavení kolagenové 

matrice a mineralizaci (Mochida et al., 2009).  

13. Osteopontin hraje roli ve vývoji alveolárních kostí i zubního cementu, včetně jejich 

mineralizace (Foster et al., 2018). Kromě toho, že ovlivňuje kostní metabolismus a homeostázu 

se zdá, že úzce souvisí s výskytem a rozvojem mnoha onemocnění souvisejících s kostmi, jako 

je osteoporóza, revmatoidní artritida a osteosarkom (Si et al., 2020).  

14. Clusterin je glykoprotein zapojený do regulace buněčné proliferace. Předpokládá se, že by 

mohl inhibovat diferenciaci osteoblastů mezenchymálních kmenových buněk kostní dřeně 

(Abdallah et al., 2018).  

15. Osteoglycin (též známý jako mimekan) byl nedávno prokázán jako koordinátor kostní a 

glukózové homeostázy (Lee et al., 2018).  

16. Asporin je protein, jehož změna hladiny by mohla souviset s onemocněními kostí a kloubů, 

jako je onemocnění bederní ploténky nebo osteoartróza (Ikegawa, 2008). 

17. Osteomodulin, nazývaný také osteoadherin, patří do rodiny malých proteinů bohatých na 

leucin (SLRP) vyskytujících se v extracelulární matrix (Sommarin et al., 1998). Exprese 

osteomodulinu v osteoblastech je indukována osteoklastickou aktivitou, což indikuje jeho 

zapojení do kostní homeostázy (Ninomiya et al., 2007).  

18. Tetranektin je protein složený ze čtyř identických, nekovalentně vázaných polypeptidů, 

které zřejmě hrají roli v mineralizaci kostí během osteogeneze (Wewer et al., 1994).  

19. Alfa-2-HS-glykoprotein, také známý jako fetuin-A, se může podílet společně s dalšími 

proteiny na tvorbě kostní tkáně (Szweras et al., 2002).  

20. Fibromodulin je proteoglykan z rodiny SLRP, o kterém se předpokládá, že hraje roli při 

tvorbě zubní tkáně a alveolární kosti (Goldberg et al., 2009).  

21. Kalretikulin známý jako chaperon vážící vápník, inhibuje zánětem indukovanou 

osteoklastogenezi a kostní resorpci (Fischer et al., 2017).  
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22. Osteokalcin je vylučován výhradně osteoblasty a mohl by sloužit jako marker tvorby kosti 

k posouzení kvality kosti čelisti před zavedením implantátu (Moser & van der Eerden, 2018; 

Yasuda et al., 2020).  

23. Retikulokalbin je protein vázající vápník umístěný v lumen endoplazmatického retikula, 

který byl mimo jiné nalezen v sekretomu osteoblastů.  

24. Kalumenin je další protein vázající vápník, který je přítomen v sekretomu osteoblastů 

(Sanchez et al., 2018). 

25. Sialoprotein je součástí mineralizovaných tkání, jako je kost, dentin, cement a 

mineralizovaná chrupavka. Bylo popsáno, že hraje funkční roli při tvorbě kosti a 

osteoklastogenezi (Malaval et al., 2008).  

26. Transmembránový protein 119, známý také jako osteoblastový indukční faktor, hraje 

klíčovou roli při tvorbě a biomineralizaci kostí a byla též popsána jeho zvýšená hladina u 

osteosarkomu (Jiang et al., 2017).  
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2. Cíle disertační práce 

 

1. S využitím modelových vzorků (prasečí kostní tkáně) vyvinout rychlou a přímočarou metodu 

založenou na proteomické analýze, která by umožnovala co nejjednodušším způsobem 

charakterizovat významné množství proteinů v tkáních čelistních kostí. V ideálním případě 

s využitím specifického enzymového štěpení proteinů v přímo v kostních tkáních. 

Nejpoužívanější analytickou koncovkou by měla být LC-MS/MS (tandemová hmotnostní 

spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií). 

 

2. Ověřit potenciál metody pro rutinní proteomické analýzy lidských maxilárních 

a mandibulárních kostních tkání odoperovaných při stomatochirurgických zákrocích. 

 

3. Adaptovat techniku i na alternativní a běžněji dostupnou analytickou koncovku, jakou 

představuje například CE-UV (kapilární elektroforéza s detekcí v UV oblasti).  

 

4. Otestovat využitelnost metody též pro rozlišení in-vitro modelových kostních kultur s 

indukovanými různými patologickými stavy.  
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3. Formulace hypotéz 

 

1. Relativně malé molekuly trypsinu by z roztoku, ve kterém je ponořen vzorek kosti, měly 

pronikat porézní kostní tkání až k jednotlivým proteinům, které budou specificky štěpit. 

Odštěpené specifické peptidové fragmenty by pak měly difundovat do roztoku. Po jejich 

přečištění by mělo být možné charakterizovat proteiny obsažené v kostní tkáni vhodnou 

analytickou technikou, jakou je například LC-MS/MS, aniž by bylo předem nutné proteiny 

z kostních tkání izolovat. 

 

2. Matematická analýza hmotnostně spektrometrických dat by mohla napomoci například 

k rozlišení patologických a nepatologických stavů kostních tkání. 

 

3. Výše uvedené přímé štěpení proteinů v kostních tkáních (in-bone digestion) by mohlo být 

zakončeno i jinou, dostupnější analytickou koncovkou, jakou je například CE-UV, která 

separuje jednotlivé peptidové fragmenty na základě jejich nábojových vlastností v roztoku. 

Porovnáním profilů získaných elektroferogramů pomocí matematické analýzy by pak mohlo 

umožnit rozlišit patologickou kostní tkáň od tkáně zdravé. 

 

4. Pokud je možné použít postup využívající přímého štěpení ve vzorcích s koncovkou LC-

MS/MS ke studiu proteinů obsažených v kostních tkáních, měl by být využitelný i pro in vitro 

vzorky modelů kostních kultur s různými indukovanými patologickými stavy, protože jsou 

podobně jako kostní tkáně porézního charakteru.  
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4. Použité metody a role autorky 

Použité metody jsou podrobně popsány v jednotlivých publikacích (viz přílohy 1-4). Tím, že 

se jedná o interdisciplinární práci, je spektrum použitých metod velmi široké. V podstatě lze 

říci, že sahá od chirurgických zákroků, přes specifické enzymové štěpení, následované 

tandemovou hmotnostní spektrometrií s předřazenou kapalinovou chromatografií, nebo též 

kapilární elektroforézou s UV detekcí, až po vyhodnocování dat matematickou analýzou. Jako 

koncovka následující specifické enzymové štěpení byla též využita kapilární elektroforéza 

s UV detekcí.  Z důvodu pestré škály použitých metod je níže specifikován podíl autorky. 

 

Autorka předložené disertační práce prováděla chirurgické zákroky, které vedly k získání všech 

analyzovaných vzorků lidských maxilárních a mandibulárních kostních tkání. Dále prováděla 

zpracování všech vzorků (podrobněji viz přiložené publikace), následované specifickým 

enzymovým štěpením, přečištěním získaných směsí peptidových fragmentů pomocí ZipTip s 

následným odpařením roztoku. Dále byly vzorky předány školiteli, který je předal k analýze 

pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií Ing. 

Jiřímu Šantrůčkovi, Ph.D. Vzorky analyzované s využitím koncovky kapilární elektroforézy 

byly předány školiteli, který je předal RNDr.Václavu Kašičkovi, CSc. Hmotnostně 

spektrometrická profilová spektra, i data získaná využitím kapilární elektroforézy, byla 

hodnocena pomocí matematických analýz, které prováděl RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D. 

Autorka disertace následně získané výsledky vyhodnocovala, interpretovala a navrhovala další 

postupy. Měla zásadní podíl na přípravě publikačních výstupů, včetně napsání draftů 

manuskriptů. Autorský podíl na jednotlivých publikacích, které jsou podkladem disertace, je 

blíže specifikován na počátku kapitol 5.1–5.4.  
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5.Výsledky 

Řešení mé disertační práce vedlo ke vzniku čtyř publikací v impaktovaných časopisech, které 

prošly recenzním řízením. Na dvou publikacích jsem první autorkou (příloha 1 a 3) a na dalších 

dvou je mé prvoautorství sdílené. Mé role jsou uvedeny v předchozí kapitole. V této části, jsou 

uvedeny pouze vybrané nejpodstatnější výsledky ze čtyř publikací, které jsou k dispozici 

v přílohách 1-4.  

 

5.1 Ověření specifického štěpení proteinů přímo kostní tkáni  

 

Michalusova I., 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  

 

Můj autorský podíl 

Po konzultaci se svým školitelem jsem navrhla experimentální postupy a provedla preparaci 

modelových vzorků z prasečích čelistních kostí. Na získané modelové vzorky jsem aplikovala 

popsané metodické postupy (viz Příloha 1) zahrnující mimo jiné preinkubační krok, specifické 

enzymové štěpení trypsinem, přečištění získaných peptidových fragmentů pomocí ZipTip a 

odpaření rozpouštědla. Následně jsem vzorky předala svému školiteli, který je předal k analýze 

pomocí LC-MS/MS (prováděl Ing. Jiří Šantrůček, Ph.D.). Hmotnostně spektrometrická data 

byla analyzována pomocí programu MaxQuant a matematické analýzy (prováděl RNDr. Mgr. 

Pavel Cejnar, Ph.D.). Takto získané výstupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich základě 

sepsala původní verzi manuskriptu.  

Nejprve bylo nutné ověřit, zda by rychlá a jednoduchá technika založená na specifickém štěpení 

proteinů trypsinem přímo ve vzorku („in-sample digestion“) mohla být využitelná též pro 

vzorky kostních tkání v tom smyslu, že by při minimálním počtu kroků vedla k identifikaci 

významného počtu proteinů, z nichž nezanedbatelné množství souvisí s funkcí kostních tkání. 

V případě úspěšného ověření pak nalézt vhodné podmínky, které by při zachování 



  30 
 

 

jednoduchosti techniky vedly k vyššímu počtu identifikovaných proteinů. Jako model byly 

zvoleny prasečí čelistní kosti, protože mají podobné vlastnosti jako lidské, a navíc se mohou 

používat jako náhradní kostní materiál při řízené kostní regeneraci ve stomatochirurgii a 

v maxilofaciální chirurgii (Calvo Guirado et al., 2013; Iezzi et al., 2017; Pagliani et al., 2012). 

Protože studie byla zaměřena na proteiny pevně vázané v kostní tkáni, byla snaha 

v preinkubačním kroku alespoň redukovat množství jiných (například krevních proteinů). 

K preinkubaci byla použita deionizovaná voda, 8 M močovina a propan-2-ol. Dokonce i 

vizuálně bylo možné pozorovat rozdíly při využití výše zmíněných rozpouštědel 

v preinkubačním kroku (viz Obrázek 1). 

 

 

 Obrázek 1 Vizuální změny vzorků prasečích čelistních kostí po aplikaci různých preinkubačních kroků. Bez preinkubace A); 

po 30 minutách preinkubace deionizovanou vodou B), 8 M močovinou C) a propan-2-olem D). Převzato z (Michalusová et al., 

2020b). 

 

Po aplikaci přímého specifického štěpení trypsinem na vzorky čelistních kostí, podrobené výše 

zmíněným preinkubačním krokům, bylo následně pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie 

s předřazenou kapalinovou chromatografií identifikováno nejvíce proteinů ve vzorcích po 

preinkubaci propan-2-olem. Při využití tohoto rozpouštědla bylo identifikováno 487 proteinů 

ve vzorcích horních čelistních kostí a 443 proteinů ve vzorcích dolních čelistních kostí. 

Vennovy diagramy znázorňující počty proteinů při využití uvedených rozpouštědel jsou 

znázorněny na obrázku (viz Obrázek 2). 
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Obrázek 2 Vennovy diagramy identifikovaných proteinů po 30 minutách preinkubace deionizovanou vodou, 8 M močovinou a 

propan-2-olem v A) horní čelist a B) dolní čelist. Převzato z (Michalusová et al., 2020b). 

 

V obrázku 3 jsou znázorněny Vennovy diagramy identifikovaných proteinů, které jsou typické 

pro kostní tkáně (viz Obrázek 3). 

 

 

Obrázek 3 Vennovy diagramy identifikovaných proteinů, které mají souvislost s funkcí kostních tkání po 30 minutách 

preinkubace deionizovanou vodou, 8 M močovinou a propan-2-olem v A) horní čelist a B) dolní čelist. Převzato z (Michalusová 

et al., 2020b). 
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5.2 Charakterizace odoperovaných lidských maxilárních a mandibulárních kostních 

tkání ve stomatochirurgii pomocí techniky přímého štěpení (“in-bone” digestion) 

následovaného tandemovou hmotnostní spektrometrií s předřazenou 

kapalinovou chromatografií  

 

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 *Sdílené prvoautorství. 

 

Můj autorský podíl 

Prováděla jsem všechny chirurgické zákroky, které vedly k získání vzorků kostních tkání 

použitých v této práci. Vzorky jsem následně zpracovala a aplikovala na ně popsané metodické 

postupy (viz Příloha 2) zahrnující mimo jiné specifické enzymové štěpení trypsinem, přečištění 

získaných peptidových fragmentů pomocí ZipTip a odpaření rozpouštědla. Následně jsem 

vzorky předala svému školiteli, který je předal k analýze pomocí LC-MS/MS (prováděl Ing. 

Jiří Šantrůček, Ph.D.). Hmotnostně spektrometrická data byla analyzována pomocí programu 

MaxQuant a matematické analýzy (prováděl RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.). Získané 

výstupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich základě jsem ve spolupráci se svým 

školitelem sepsala původní verzi manuskriptu. 

Metoda založená na přímém specifickém štěpení proteinů trypsinem v kostních tkáních („in-

bone digestion“) byla využita pro analýzu vzorků odoperovaných lidských maxilárních a 

mandibulárních kostí. Zjednodušené schéma celého procesu začínajícího chirurgickým 

zákrokem je znázorněno na obrázku (viz Obrázek 4).  
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Obrázek 4 Schéma pracovního postupu. Převzato z (Hynek et al., 2021). 

Protože byla snaha mít k dispozici metodu s nejmenším počtem kroků, byla testována také 

varianta bez preinkubačního kroku. Výsledky byly porovnávány s experimenty, při kterých byl, 

na základě předchozích zkušeností s hledáním vhodných podmínek na vzorcích prasečích 

čelistních kostí, použit pro preinkubační krok propan-2-ol. Získané výsledky jsou shrnuty 

v Tabulce (viz Tabulka 1). 

 

 

*Celkový počet identifikovaných proteinů alespoň v 1 vzorku / celkový počet identifikovaných 

proteinů alespoň ve 4 vzorcích / průměrný počet identifikovaných proteinů na vzorek  

Tabulka 1 Počty identifikovaných proteinů při využití různých variant techniky. 

Typ identifikovaných proteinů 
 

Počet identifikovaných proteinů* 

Bez preinkubace 

 

30 min preinkubace 

v propan-2-olu  

Všechny proteiny v maxilárních tkáních 999 / 535/ 518 1120 / 630 / 655 

Všechny proteiny v mandibulárních 

tkáních 1008 / 447 / 501 1151 / 491/ 489 

Typické kostní proteiny v maxilárních 

tkáních 51 / 49 / 46 62 / 58 / 52 

Typické kostní proteiny 

v mandibulárních tkáních 53 / 52 / 49 56 / 53 / 50 
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Celkově se podařilo identifikovat 1120 proteinů v odoperovaných vzorcích lidských 

maxilárních a 1151 proteinů lidských mandibulárních kostí. Použití propan-2-olu 

v preinkubačním kroku vedlo ke zvýšení počtu identifikovaných proteinů jak v případě vzorků 

maxilárních, tak mandibulárních kostí. Řada identifikovaných proteinů je v kostních tkáních 

významná z biologického a klinického hlediska, což je diskutováno v následující kapitole (kap. 

6). 

Vennovy diagramy ukazující překryvy mezi výše uvedenými skupinami proteinů 

identifikované v alespoň čtyřech vzorcích jsou znázorněny na obrázku (viz Obrázek 5). 

Podobné počty proteinů byly identifikovány jak v maxilárních, tak i mandibulárních kostních 

tkáních. 

 

Obrázek 5 Vennovy diagramy všech proteinů (A) a proteinů charakteristických pro kostní tkáně (B) identifikovaných ve 

vzorcích maxilárních a mandibulárních kostí bez předinkubačního kroku a s předinkubací v propan-2-olu (čísla odpovídají 

počtu identifikovaných proteinů alespoň ve čtyřech vzorcích maxilárních nebo mandibulárních kostí) (převzato z (Hynek et al., 

2021)). 

 

Grafické znázornění výsledků matematické analýzy PLS-DA (partial least square-discriminant 

analysis) použité k rozlišení vzorků nepatologických a patologických (zánět) kostních tkání je 

uvedeno na obrázku (viz Obrázek 6).  
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Obrázek 6 Rozlišení mezi zdravými a patologickými stavy kostních tkání bez preinkubace (A) a s 30minutovou preinkubací 

vzorku v propan-2-olu před tryptickým štěpením (B) ((převzato z (Hynek et al., 2021)). 

 

Rozlišení mezi vzorky zdravých a zánětlivých kostí dosáhl 73 %, když nebyl použit 

preinkubační krok. Při zařazení preinkubačního kroku s propan-2-olem se přesnost vzájemného 

rozlišení obou skupin (zdravé tkáně x zánětlivé tkáně) zvýšila na 100 %.  

 

5.3 Rychlé rozlišení a charakterizace indukovaných patologických stavů v modelech 

lidských kostních tkání metodou založenou na přímém specifickém enzymovém 

štěpení (in-sample digestion) s aplikací ve stomatochirurgii 

 

Michalus I., Van Nguyen T., Viktorová J., Cejnar P., Šantrůček J., Kučková, Š., Sázelová P., 

Kašička 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. IF2022 3,1 
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Můj autorský podíl 

Prováděla jsem zpracování vzorků lidských in vitro kostních kultur s různými indukovanými 

patologickými stavy (tyto kostní kultury byly připraveny doc. Ing. Jitkou Viktorovou, Ph.D. a 

Ing. Tran Van Nguyenem, Ph.D.). Vzorky jsem následně zpracovala a aplikovala na ně popsané 

metodické postupy (viz Příloha 3) zahrnující mimo jiné specifické enzymové štěpení trypsinem, 

přečištění získaných peptidových fragmentů pomocí ZipTip a odpaření rozpouštědla. Následně 

jsem vzorky předala svému školiteli, který je předal k analýze pomocí LC-MS/MS (prováděl 

Ing. Jiří Šantrůček, Ph.D.). Hmotnostně spektrometrická data byla analyzována pomocí 

programu MaxQuant a matematické analýzy (prováděl RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.). 

Získané výstupy jsem zpracovala, interpretovala a na jejich základě sepsala původní verzi 

manuskriptu. 

 

Byl ověřen potenciál techniky využívající přímé enzymové štěpení (in-sample digestion) 

následované tandemovou hmotnostní spektrometrií s předřazenou kapalinovou chromatografií 

pro charakterizaci proteinů obsažených ve vzorcích in vitro lidských kostních tkání 

s indukovanými patologickými stavy. Schéma pracovního postupu je znázorněné na obrázku 

(viz Obrázek 7). 

 

 

Obrázek 7 Schéma postupu založeného na přímém štěpení následovaného LC-MS/MS (převzato z (Michalus et al., 2022)). 
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Původ vzorku 
 

Počet identifikovaných proteinů* 

 

 1 2 3 

Kultura s indukovanou rakovinou 532 466 446 

Kultura s identifikovaným zánětem 546 460 440 

Kontrolní kultura 533 478 451 

Vzorky maxilárních kostí 623 530 491 

 

*Celkový počet proteinů identifikovaných alespoň v jednom vzorku (sloupec č. 1), alespoň v 

50 % vzorků (sloupec č. 2) a průměrný počet identifikovaných proteinů na vzorek (sloupec č. 

3). 

 

Počty identifikovaných proteinů jsou shrnuty v Tabulce (viz Tabulka 2). Průměrné počty 

identifikovaných proteinů na vzorek v buněčných kulturách různých kostních modelů in vitro 

a také ve vzorcích z lidských maxilárních kostí z vestibulární lamely byly zhruba podobné, 

konkrétně 446 proteinů v kultuře kostních buněk s indukovanou rakovinou, 440 v kultuře s 

indukovaným zánětem, 451 proteinů v kultuře kontrolních buněk a 491 proteinů v lidských 

maxilárních kostech (z vestibulární lamely). 

Aby se zjistilo, zda použitá technika přímého štěpení proteinů ve vzorku má potenciál rozlišovat 

mezi různými skupinami vzorků kultur kostních buněk in vitro, byla použita matematická 

analýza PLS-DA (partial least square – discriminant analysis). Rozlišení mezi kulturami 

kostních buněk s indukovanou rakovinou a kontrolní kulturou je graficky znázorněno na 

obrázku 8A a rozlišení mezi kulturou kostních buněk s indukovaným zánětem a kontrolní 

kulturou je znázorněno na obrázku 8B (viz Obrázek 8).  Přesnost rozlišení mezi rakovinou a 

kontrolou byla 94 % a přesnost mezi zánětem a kontrolou byla 83 %. 

 

Tabulka 2 Počty proteinů identifikovaných v in vitro kostních kulturách a maxilárních kostech 
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Obrázek 8 Rozlišení mezi kulturami buněk modelů kostních tkání in vitro s indukovanou rakovinou a kontrolními kulturami 

kostních buněk (A) a mezi kulturami kostních buněk s indukovaným zánětem a kontrolními kulturami kostních buněk (B). 

Převzato z (Michalus et al., 2022). 

Obrázek 9A ukazuje, že je také možné rozlišit mezi dvěma různými patologickými stavy, 

jmenovitě mezi rakovinou a zánětem, s dosaženou přesností 94 %. Rozlišení mezi všemi třemi 

kostními kulturami in vitro je znázorněno na obrázku 9B s dosaženou přesností 77 % (viz 

Obrázek 9).  Pro srovnání bylo provedeno i rozlišení mezi vzorky vestibulární lamely lidských 

maxilárních kostí a kontrolní lidskou in vitro buněčnou kulturou (Obrázek 9C). V tomto případě 

bylo dosaženo rozlišení s přesností 100 %. 

 

Obrázek 9 Rozlišení mezi kulturami buněk modelů kostních tkání in vitro s indukovanou rakovinou a buněčnou kulturou s 

indukovaným zánětem (A), mezi všemi třemi kulturami kostních buněk s indukovanou rakovinou, zánětem a kontrolními 

kulturami kostních buněk (B) a mezi kontrolními kulturami kostních buněk a vzorky lidských maxilárních kostí (C). Převzato 

z (Michalus et al., 2022). 
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V in vitro modelech lidských kostních tkání byly též charakterizovány proteiny. Pomocí 

matematické analýzy (PLS-DA) byl jako nejvýznamnější protein pro rozlišení mezi modelem 

rakovinných kostních buněk a kontrolní kulturou určen Galectin-1. Hladina Galectinu-1 byla 

přibližně 16krát vyšší v in vitro modelových vzorcích kostních tkání s indukovanou rakovinou 

než v kontrolních vzorcích. 

 

5.4 Přímé štěpení vzorků kostních tkání (in-bone digestion) s koncovkou kapilární 

elektroforézy s UV detektorem 

 

Michalusova I.*, 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/jssc.202000718. IF2020 3,64 *Sdílené prvoautorství. 

 

Můj autorský podíl 

Po konzultaci se svým školitelem jsem navrhla alternativní koncovku (kapilární elektroforézu) 

pro separaci specifických peptidových fragmentů. Provedla jsem preparaci modelových vzorků 

z prasečích kostí. V této publikaci, byly využity též vzorky tkání lidských čelistních kostí, které 

byly získány při mnou provedených operačních zákrocích. Na všechny analyzované vzorky 

jsem aplikovala popsané metodické postupy (viz Příloha 4) zahrnující mimo jiné, specifické 

enzymové štěpení. Následně jsem vzorky předala svému školiteli, který je předal k analýze 

pomocí kapilární elektroforézy na ÚOCHB AV ČR (prováděli RNDr. Václav Kašička, CSc. a 

RNDr. Petra Sázelová). Data získaná z elektroforézy byla zpracována pomocí matematické 

analýzy (prováděl RNDr. Mgr. Pavel Cejnar, Ph.D.). Takto získané výstupy jsem zpracovala, 

interpretovala a na jejich základě sepsala větší část původní verze manuskritu (část týkající se 

speciálnějších záležitostí kapilární elektroforézy byla dodána výše zmíněnými spoluautory 

z ÚOCHB AV ČR).  

 

Protože kapilární elektroforéza (CZE) vybavená UV detektorem patří mezi dostupnější 

techniky než tandemová hmotnostní spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií, 
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bylo ověřeno, zda by ji bylo možné využít jako koncovku po přímém specifickém štěpení 

proteinů ve vzorcích kostních tkání. Zjednodušené schéma pracovního postupu je znázorněno 

na obrázku (viz Obrázek 10). 

 

Obrázek 10 Schéma pracovního postupu s koncovkou CZE (převzato z (Michalusová et al., 2020a)) 

 

Nejprve byla otestována možnost rozlišit pomocí této techniky peptidové fragmenty vzniklé 

přímým specifickým štěpením trypsinem a chymotrypsinem. Byly získány elektroferogramy 

s odlišnými profily (viz Obrázek 11).   

 

Obrázek 11 CE–UV profily vzorků prasečí čelistní kosti štěpené trypsinem a chymotrypsinem (Převzato z (Michalusová et al., 

2020a)). 

 

Následující matematická analýza dat PCA (Principal component analysis) byla schopná obě 

skupiny spolehlivě rozlišit (viz Obrázek 12) 
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Obrázek 12 Rozlišení vzorků kostních tkání štěpených trypsinem a chymotrypsinem s využitím matematické analýzy PCA pro 

hodnocení získaných CE-UV profilů (Převzato z (Michalusová et al., 2020a)). 

 

Dále bylo testováno specifické štěpení pouze trypsinem. Určité rozdíly elektroferogramů po 

specifickém štěpení lze nalézt mezi vzorky prasečích čelistních a lýtkových kostí (viz Obrázek 

13). 

 

 

Obrázek 13 CE–UV profily vzorků prasečí čelistní a lýtkové kosti štěpené trypsinem. (Převzato z (Michalusová et al., 2020a)). 

Obě skupiny vzorků bylo též možné rozlišit pomocí matematické analýzy PCA získaných dat 

z CE-UV (viz Obrázek 14). 
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Obrázek 14 Rozlišení vzorků prasečích čelistních a lýtkových s využitím matematické analýzy PCA pro hodnocení získaných 

CE-UV profilů (Převzato z (Michalusová et al., 2020a)). 

Takto ověřená technika byla následně aplikována na vzorky lidských čelistních kostí. Jisté 

rozdíly v CE-UV profilech byly zjištěny mezi skupinami kostních tkání postižených zánětem a 

mezi vzorky zdravých kostních tkání (viz Obrázek 15). 

 

 

Obrázek 15  CE–UV profily vzorků zdravých lidských čelistních kostí (vlevo) a kostních tkání postižených zánětem. (Převzato 

z (Michalusová et al., 2020a)). 
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Díky matematické analýze PCA získaných dat bylo možné vzorky zdravých lidských čelistních 

tkání spolehlivě rozlišit od tkání postižených zánětem (viz Obrázek 16). 

 

Obrázek 16 Rozlišení vzorků zdravých lidských kostních tkání a zánětlivých lidských kostních tkání s využitím matematické 

analýzy PCA pro hodnocení získaných CE-UV profilů (Převzato z (Michalusová et al., 2020a)). 

  



  44 
 

 

6. Diskuse metodických postupů a 

výsledků 

 

6.1 Vývoj techniky s využitím modelových vzorků prasečích čelistních kostních 

tkání 

Nejprve jsem se soustředila na navržení a vývoj velmi jednoduché a rychlé techniky, která by 

umožnila identifikovat významný počet proteinů obsažených v tkáních čelistních kostí. 

Tradiční techniky využívající demineralizace jsou totiž časově velmi náročné, a tudíž nevhodné 

k rutinnímu využití. Proto byl zvolen přístup přímého specifického enzymového štěpení ve 

zkoumaném vzorku, který sice není obvyklý, ale byl již úspěšně použit pro analýzu proteinů 

zachycených v barevných vrstvách historických obrazů a později i proteinů obsažených 

v dalších nerozpustných materiálech, jakými jsou například historické malty nebo osifikované 

tkáně srdečních chlopní (Hynek et al., 2004; Křížková et al., 2014; Zeman et al., 2013).  

Vycházeli jsme z předpokladu, že analogický postup by mohl být použitelný i pro analýzu 

vzorků tkání čelistních kostí. Kostní tkáně jsou totiž dosti porézní a vycházeli jsme z hypotézy, 

že relativně malé molekuly trypsinu jimi mohou pronikat až k proteinům, které jsou v nich 

zachyceny a specificky je štěpit. Uvolněné specifické peptidové fragmenty by pak měly snadno 

difundovat do roztoku a po purifikaci by mohly být analyzovány například pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Uvedenou hypotézu jsme se rozhodli nejprve ověřit s využitím modelových 

vzorků, které představovaly prasečí čelistní kosti. Byly použity vzorky jak z dolní, tak horní 

čelisti, protože jejich vlastnosti, jako je například minerální denzita, jsou rozdílné (Devlin et 

al., 1998). Bylo tedy třeba mimo jiné otestovat, zda navržený postup bude v obou případech 

poskytovat srovnatelné výsledky. Rozhodli jsme se zcela rezignovat na zdlouhavé snahy o 

izolaci intaktních proteinů z kostních tkání a postupovat zcela jinou cestou – tedy cestou 

přímého štěpení vzorků v kostních tkáních. Protože jsme se zaměřili na proteiny „uvězněné“ 

v kostních tkáních, rozpustné proteiny jsme považovali za kontaminaci. Proto byl do postupu 

zařazen preinkubační (promývací) krok, který měl jejich množství výrazně redukovat. Byla 

otestována preinkubace s využitím celkem tří různých roztoků, u nichž byl pozorován i různý 

vizuální efekt (viz obr. 1), který spočíval ve snížení intenzity červené barvy. Nejslabší byl po 

promytí deionizovanou vodou, středně silný při promytí roztokem 8 M močoviny a 
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nejvýraznější, když byl k preinkubaci použit propan-2-ol. Pokles intenzity červeného zbarvení 

by mohl souviset s redukcí obsahu hemoglobinu a mohl by tedy naznačovat též redukci 

kontaminace krevními proteiny. Celkový počet proteinů identifikovaných ve vzorcích 

prasečích kostních tkání byl nejnižší při promytí deionizovanou vodou, středně vysoký při 

promytí roztokem 8M močoviny a výrazně nejvyšší po promytí propan-2-olem (viz obrázek 2). 

Protože nás zajímalo, zda technika přímého enzymového štěpení je schopna identifikovat též 

proteiny charakteristické pro funkci kostních tkání, byly sledovány i počty těchto proteinů. I 

v tomto případě bylo nejlepších výsledků dosaženo, pokud byl k preinkubaci použit propan-2-

ol. Počet identifikovaných proteinů charakteristických pro kostní tkáně byl přibližně čtyřikrát 

vyšší než počet identifikovaný po předběžném promytí vodou. Překryvy zobrazené po různých 

krocích předmytí jsou znázorněny na Vennových diagramech níže (viz obrázek 3), které 

jednoznačně ukazují výrazný efekt propan-2-olu.  

Jedním z možných vysvětlení účinku propan-2-olu by mohl být pozitivní vliv na proteolytické 

štěpení, které již u některých organických rozpouštědel bylo popsáno. Například byl popsán 

vliv acetonitrilu a acetonu na štěpení vybraných modelových proteinů (cytochrom c, 

myoglobin) trypsinem ve volném roztoku (Russell et al., 2001). Na druhou stranu je třeba vzít 

v úvahu skutečnost, že tato studie uvádí štěpení trypsinem přímo v přítomnosti různých 

organických rozpouštědel; v naší studii byl v kroku preinkubace použit pouze propan-2-ol s 

následným specifickým štěpením přímo v kostní tkáni umístěné v roztoku 50 mM NH4HCO3 

(hydrogenuhličitanu amonného). Dalo by se navrhnout alternativní vysvětlení, že použití 

propan-2-olu vede ke změnám, které následně usnadní přístup trypsinu k proteinům obsaženým 

v kostní matrici.  

Na základě experimentů s prasečími čelistními kostmi jsme dospěli k závěru, že netradiční 

přístup přímého štěpení proteinů v kostní tkáni představuje techniku využitelnou pro rychlou a 

efektivní charakterizaci proteinů ve stomatochirurgii.  

 

6.2 Využití techniky přímého štěpení v kostních tkáních (in-bone digestion) pro 

charakterizaci vzorků lidských maxilárních a mandibulárních kostí 

Technika využívající specifické štěpení trypsinem přímo v kostní tkáni (in-bone digestion) k 

identifikaci proteinů  byla aplikována na vzorky lidských maxilárních i mandibulárních kostí 

(Michalusová et al., 2020b). Schéma pracovního postupu je znázorněno na obrázku 4 (podrobný 

popis v publikaci v příloze 2). Celý postup začíná chirurgickým zákrokem, při němž jsou 
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odoperovány kostní tkáně, které jsou následně podrobeny proteomické analýze. Testovali jsme 

dvě varianty přípravy vzorku pro štěpení tryptického proteinu v kostech. Protože naším 

záměrem bylo zachovat postup identifikace přiměřeného množství proteinů v kostní tkáni co 

nejjednodušší a přímočarý, vyzkoušeli jsme nejprve postup s přímou in-kostní digescí proteinu 

trypsinem po jednoduchém promytí kosti hydrogenuhličitanem amonným. V této variantě bylo 

15 vzorků lidských alveolárních kostí (8 maxilárních, 7 mandibulárních) pouze krátce 

propláchnuto roztokem hydrogenuhličitanu amonného (viz příloha 2) před jejich specifickým 

štěpením trypsinem. V druhé variantě jsme zařadili relativně krátkou (30 min.) preinkubaci 

kostních vzorků v propan-2-olu při 50 °C, jehož použití se osvědčilo při analýzách vzorků 

prasečích čelistních kostí (Michalusová et al., 2020b). Tento preinkubační krok byl aplikován 

na 14 vzorků lidských alveolárních kostí (7 maxilárních, 7 mandibulárních). Celkem bylo 

charakterizováno 29 vzorků alveolární kosti (podrobnosti viz příloha 2). Zařazení preinkubace 

s propan-2-olem vedlo k identifikaci vyššího množství proteinů (viz Tabulka 1). Velmi 

pozitivním zjištěním bylo, že se podařilo dosáhnout ještě vyššího množství identifikovaných 

proteinů než v případě modelových prasečích kostí (Michalusová et al., 2020b). Dalším 

pozitivem byla identifikace přibližně stejného množství proteinů ve vzorcích maxilárních i 

mandibulárních kostních tkání, což by vzhledem k různému charakteru těchto kostních tkání, 

včetně jejich minerální denzity, nemuselo být zdaleka samozřejmé (Devlin et al., 1998). Výše 

uvedená zjištění navíc ilustrují Vennovy diagramy znázorňující překryvy proteinů 

identifikovaných v jednotlivých skupinách (viz Obrázek 5). 

Dále byla aplikována matematická analýza PLS-D na data získaná pomocí tandemové 

hmotnostní spektrometrie s předřazenou kapalinovou chromatografií pro rozlišení vzorků 

zdravých čelistních tkání (získaných po chirurgických extrakcích) a rozlišení vzorků 

patologických tkání (viz Obrázek 6). Bez zařazení preikubačního kroku dosahovalo rozlišení 

mezi vzorky zdravých a patologickcých tkání 73 %. Při zařazení preinkubačního kroku s 

propan-2-olem se přesnost se vzájemného rozlišení obou skupin (zdravé tkáně x zanětlivé 

tkáně) zvýšila na 100 %. Z výše uvedeného se tedy zdá odůvodněné zařazovat preinkubační 

krok s propan-2-olem, protože vede k úspěšnější charakterizaci vzorků, aniž by představoval 

významnější komplikaci metody.  

Doposud publikované srovnatelné analýzy tvrdých tkání využívaly komplikované a zdlouhavé 

postupy (Fretwurst et al., 2022; Salmon et al., 2017). Jak vyplývá ze schématu pracovního 

postupu (viz Obrázek 4) a vyhodnocení získaných dat, je možné velmi rychlou a přímočarou 

technikou charakterizovat na molekulární úrovni vzorky čelistních kostních tkání 
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odoperovaných při stomatochirurgických zákrocích. Je to dáno zejména skutečností, že 

pracovní postup vyvinutý pro analýzy maxilárních a mandibulárních kostních tkání v rámci 

řešení této disertační práce nevyžaduje izolaci intaktních proteinů. 

V analyzovaných vzorcích se navíc podařilo identifikovat celou řadu proteinů hrajících 

významné biologické a klinické role v kostních tkáních. Větší počty těchto proteinů byly 

identifikovány ve vzorcích, které byly před specifickým štěpením pre-inkubovány 30 minut 

v propan-2-olu (viz tabulka 2 v příloze 2). Jejich role jsou popsány v kapitole 1.2.5. 

Skupiny proteinů charakteristických pro kostní tkáně ve vzorcích maxilárních a mandibulárních 

kostí jsou velmi podobné. To není samozřejmé zjištění vzhledem k rozdílnému charakteru 

maxilárních a mandibulárních kostí, které se vyznačují například rozdílnou minerální denzitou 

(Devlin et al., 1998). Pro využitelnost metody přímého štěpení (in-bone digestion) ve 

stomatochirurgii je to ovšem velmi významné a pozitivní zjištění.  Pouze několik proteinů 

souvisejících s kostními tkáněmi, zejména jejich izoforem, bylo nalezeno výhradně buď v 

maxilární nebo v mandibulární kosti (viz tabulka 2 v příloze 2). Několik typů kolagenů bylo 

identifikováno s vysokým počtem unikátních peptidových fragmentů. To není překvapivé, 

protože kolageny jsou hojně zastoupeny v pojivových tkáních. 

Z výše uvedeného vyplývá, že technika přímého štěpení proteinů v kostní tkáni („in-bone 

digestion“) následovaná tandemovou hmotnostní spektrometrií s předřazenou kapalinovou 

chromatografií má potenciál nejen rozlišit mezi patologickou a zdravou tkání, ale může též 

přinést do stomatochirurgie vhled na molekulární úrovni. 

 

6.3 Charakterizace indukovaných patologických stavů v in-vitro modelech lidských 

kostních tkání  

Některé patologické stavy, jako například kostní nádory, nepatří ve stomatochirurgii mezi 

nejčastěji se vyskytující diagnózy, a tudíž pro jejich studium není k dispozici dostatek vzorků. 

Kostní modely in-vitro umožňují použití lidských buněk k získání relevantnějších výsledků 

preklinického výzkumu, protože tyto modely mohou simulovat interakce a mechanismy, které 

obvykle představují zjednodušenou situaci in vivo (Sieberath et al., 2020). Již byly vytvořeny 

různé modely založené na buňkách tvořících kost (osteoblasty) a buňkách resorbujících kost 

(osteoklasty), aby bylo možné simulovat proces remodelace kosti i související onemocnění 

(Borciani et al., 2020; Jeon et al., 2016; Lambertini et al., 2021; Mandatori et al., 2021). Protože 
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in-vitro modely kostních tkání mají podobný charakter jako samotné kostní tkáně, v tom 

smyslu, že v nich obsažené proteiny jsou “uvězněny” v porézní nerozpustné matrici, 

předpokládali jsme, že by k jejich charakterizaci mohla být využita technika přímého 

specifického štěpení trypsinem, která byla vyvinuta na vzorcích prasečích kostí a poté úspěšně 

využita k charakterizaci vzorků lidských maxilárních i mandibulárních kostních tkání (Hynek 

et al., 2021; Michalusová et al., 2020b). Schéma použitého pracovního postupu je znázorněno 

na obrázku 7 (viz Obrázek 7). V in-vitro modelových kostních kulturách s indukovanou 

rakovinou, zánětem i kontrolní kulturou se podařilo identifikovat řádově stovky proteinů, 

jejichž počty jsou shrnuty v tabulce 2 (viz Tabulka 2), která pro srovnání uvádí i proteiny 

identifikované ve vzorcích lidských čelistních kostí. 

Jak vzorky s indukovanou rakovinou, tak vzorky s indukovaným zánětem, bylo možné pomocí 

matematické analýzy PLS-DA rozlišit od kontroly (viz Obrázek 8). Navíc bylo možné rozlišit 

oba indukované patologické stavy (rakovina a zánět) a dokonce všechny tři skupiny 

studovaných modelových kostních kultur (rakovina, zánět, kontrola), což je znázorněno 

v obrázku (viz Obrázek 9).   

Matematická analýza PLS-DA rovněž identifikovala jako nejdůležitější protein pro rozlišení 

mezi modelem rakovinných kostních buněk a kontrolním modelem kostních buněk Galektin-1. 

Hladina galektinu-1 byla v in vitro modelových vzorcích rakovinné kosti v průměru přibližně 

16krát zvýšena ve srovnání s kontrolními vzorky in vitro modelové kultury. Zvýšení exprese 

galektinu-1 přispívá růstu nádoru, protože může modulovat buněčnou adhezi, migraci, přežití a 

signalizaci (Elola et al., 2007). Bylo publikováno, že hladina galektinu-1 se výrazně zvýšila u 

pacientů s duktálním adenokarcinomem pankreatu, karcinomem ovaria a karcinomem plic 

(Carlini et al., 2014; L. Chen et al., 2015; Martinez-Bosch et al., 2018). Galektin-1 hraje 

důležitou roli v progresi rakoviny různými mechanismy, jako je schopnost podporovat růst 

nádoru prostřednictvím regulace hypoxií indukovatelného faktoru-1α a vlivem na migraci 

nádoru zprostředkováním signální dráhy Akt/mTOR (White et al., 2014; Zhao et al., 2010). 

Kromě toho byly v kultuře kostních buněk s indukovanou rakovinou identifikovány níže 

diskutované proteiny, které naopak nebyly nalezeny v kultuře kontrolní. Jedná se o proliferující 

buněčný nukleární antigen (PCNA), nekonvenční izoformu myosinu-Id X2 a proteolipidový 

protein 2 (více viz příloha 3). Jaderný antigen proliferujících buněk (PCNA) je známý jako 

marker u různých nádorů (Lv et al., 2016). Je využíván v diagnostice a prognóze karcinomu 

prsu a vyšší úroveň exprese tohoto proteinu také koreluje s kratším obdobím bez onemocnění 

(Chi et al., 2019; Juríková et al., 2016; Malkas et al., 2006). Exprese PCNA naopak nebyla 
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detekována ve zdravých ani zánětlivých tkáních, ale významné zvýšení exprese bylo 

pozorováno u cervikální intraepiteliální neoplazie a invazivního cervikálního spinocelulárního 

karcinomu (Wang et al., 2004). Dále bylo prokázáno, že vysoce exprimovaná lncRNA 1 působí 

jako onkogen u karcinomu děložního čípku, který přímo váže PCNA mRNA, aby zesílil její 

expresi (Yang et al., 2015). Myosin-X (Myo10), nekonvenční myosin, má zásadní funkce v 

mnoha buněčných procesech, včetně hojení ran, tvorby filopodií, angiogeneze, regulace tvorby 

a otáčení růstových vrcholů a tvorby invadopodií (Courson & Cheney, 2015). Nedávné studie 

uvádějí, že Myo10 je up regulován prostřednictvím EGR1-dependentní dráhy u mutantních p53 

nádorů prsu v agresivitě a metastázách u pacientek s karcinomem prsu (Arjonen et al., 2014; 

Cao et al., 2014). Kromě toho proteázou aktivovaný receptor 2 zvýšil expresi MYO10 u 

kolorektálního karcinomu, aby indukoval migraci buněk, což přispívá k invazi rakovinných 

buněk na okraji nádoru (X. Zhang et al., 2019). Proteolipidový protein 2 (PLP2) je integrální 

membránový protein iontového kanálu endoplazmatického retikula (Feng et al., 2020). Další 

identifikovaný protein PLP2 (proteolipid protein 2) byl pozorován jako onkogen u některých 

rakovin, jako je například mnohočetný myelom, gliomy, maligní melanom, renální buněčný 

karcinom a karcinom prsu (Bai et al., 2020; Y.-H. Chen et al., 2018; Ding et al., 2015; Xiao et 

al., 2020; Zou et al., 2018). Vysoké hladiny PLP2 jsou přítomny u pacientů s progresí 

onemocnění a špatnou prognózou (Bai et al., 2020; Xiao et al., 2020). 

 

6.4 Přímé štěpení vzorků kostních tkání (in-bone digestion) s koncovkou kapilární 

elektroforézy s UV detektorem 

 

Výhodou přímého štěpení vzorků v kostních tkáních (in-bone digestion) s koncovkou LC-

MS/MS je možnost rychlé identifikace značného množství proteinů. Na druhé straně ještě 

tandemová hmotnostní spektrometrie nepatří k zcela běžnému vybavení. Proto byla studována 

i možnost využití jiné koncovky, konkrétně CE-UV (kapilární elektroforézy s UV detektorem). 

CE-UV je efektivní separační technika využívaná pro analýzu celé řady různých molekul, 

včetně proteinů a peptidů (Dawod et al., 2017; Kašička, 2018, 2020; Štěpánová & Kašička, 

2016). Je využitelná též k separaci jejich komplexních směsí (Latosinska et al., 2019; Shen et 

al., 2019; Štěpánová & Kašička, 2019; Z. Zhang et al., 2017). 

Pracovní postup (viz Obrázek 10) mohl být prováděn dokonce v ještě jednodušším uspořádání, 

protože místo purifikace vzorků pomocí ZipTip, který byl využíván v případě koncovky LC-



  50 
 

 

MS/MS, byl zařazen pouze krátký centrifugační krok k odstranění mechanických nečistot 

(detaily viz příloha 4) (Hynek et al., 2021; Michalusová et al., 2020b). Nejprve bylo otestováno, 

zda metoda po přímém specifickém štěpení vzorků prasečích kostních tkání trypsinem a 

chymotrypsinem poskytne různé profily. Podle předpokladu bylo dosaženo výrazně různých 

profilů CE-UV elektroferogramů (viz Obrázek 11) a následující matematická analýza PCA (viz 

Obrázek 12) byla schopna obě skupiny spolehlivě rozlišit. Různé CE–UV profily (viz Obrázek 

13) byly získány i v případě porovnání vzorků prasečí čelistní a lýtkové kosti štěpené trypsinem. 

Nelišily se samozřejmě tak výrazně, protože v obou případech se již jednalo pouze o tryptické 

štěpy kostních tkání, nicméně matematická analýza PCA byla schopna obě skupiny vzorků 

vzájemně odlišit (viz Obrázek 14).  Jen nepatrné rozdíly v elektroferogramech jsou viditelné 

mezi vzorky zdravých lidských čelistních kostí a kostních tkání postižených zánětem (viz 

Obrázek 15). Díky matematické analýze PCA získaných dat však bylo možné i tyto skupiny 

vzájemně odlišit (viz Obrázek 16). Získané výsledky naznačují, že CE-UV by mohla být 

alespoň v některých případech využívána jako alternativní koncovka následující přímé 

enzymové štěpení v kostní tkáni („in-bone digestion“). Výhodou této techniky je větší 

dostupnost a nižší náklady na analýzy, než je tomu v případě hmotnostní spektrometrie.  Na 

druhou stranu, pokud je dostupná jako koncovka LC-MS/MS, je lepší ji upřednostnit, protože 

tím, že identifikuje jednotlivé proteiny, nabízí více dat k objasnění příčin rozdílného charakteru 

studovaných vzorků. 

 

7.Závěry a zhodnocení cílů a hypotéz práce 

Řešení předložené disertační práce vedlo k vyvinutí inovativní techniky umožňující rychlou a 

efektivní proteomickou charakterizaci kostních tkání odoperovaných při stomatochirurgických 

zákrocích.  Vycházeli jsme z hypotézy, že relativně malé molekuly trypsinu mohou difundovat 

porézní kostní tkání k proteinům „uvězněným“ v nerozpustné kostní matrici a specificky je 

štěpit; uvolněné specifické peptidové fragmenty pak difundují do roztoku. Aplikace vhodné 

koncovky, jakou může být například LC-MS/MS by pak měla vést k identifikaci značného 

množství proteinů. Technika by tak nevyžadovala komplikovanou a časově náročnou izolaci 

intaktních proteinů z kostních tkání. 

S využitím tkání prasečích čelistních kostí se podařilo výše zmíněnou hypotézu ověřit a nalézt 

vhodné podmínky, které vedly k identifikaci významného množství proteinů pomocí LC-
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MS/MS. Velmi se osvědčilo použití propan-2-olu v preinkubačním kroku (detaily viz příloha 

1). Zmíněný přístup využívající přímé štěpení („in-bone digestion“) byl následně využit 

k proteomické charakterizaci odoperovaných lidských maxilárních i mandibulárních kostních 

tkání. Umožnil identifikaci značného množství proteinů, včetně těch, které mají značný 

biologický i klinický význam v kostních tkáních (viz 6.2). Matematická analýza dat získaných 

pomocí LC-MS/MS pak umožnila rozlišit mezi vzorky zdravých a patologických tkání.   

Přístup využívající přímé štěpení byl též úspěšně využit pro charakterizaci in vitro modelů 

lidských kostních tkání s různými indukovanými patologickými stavy. I v tomto případě bylo 

s využitím koncovky LC-MS/MS identifikováno značné množství proteinů. Matematická 

analýza získaných dat následně umožnila rozlišit mezi in vitro modely kostních tkání 

s indukovanou rakovinou a kontrolou, s indukovaným zánětem a kontrolou. Rozlišit bylo 

možné též vzájemně oba zmíněné patologické stavy. 

Byla též ověřena možnost využití alternativní koncovky – CE-UV pro separaci specifických 

peptidových fragmentů uvolněných přímým štěpením vzorků kostních tkání („in-bone 

digestion“). Pomocí matematické analýzy získaných elektroferogramů bylo možné rozlišit 

mimo jiné též vzorky zánětlivých a zdravých tkání lidských kostí.   

Závěrem lze konstatovat, že nové přístupy k proteomické charakterizaci kostních tkání ve 

stomatochirurgii založené na přímém štěpení mají potenciál přinést do této oblasti vhled na 

molekulární úrovni v měřítku podstatně větším, než bylo doposud běžné. Mohly by tak 

představovat příspěvek k hlubšímu porozumění fyziologickým i patologickým procesům 

v čelistních kostech. Navíc lze uvažovat o tom, že takto jednoduchá a rychlá analýza kostních 

tkání by mohla představovat doplněk nebo dokonce alternativu k jejich tradičnímu 

histologickému hodnocení. Snadný a rutinně zvládnutelný postup zakončený 

poloautomatickými postupy jako například LC-MS/MS s následnou matematickou analýzou 

získaných dat nevyžadují zkušeného histologa a značně omezují možnost subjektivní 

interpretace.       
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Research Article

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

Proteomic characterization of alveolar bones in oral surgery represents an analytical chal-

lenge due to their insoluble character. The implementation of a straightforward technique

could lead to the routine use of proteomics in this field. This work thus developed a sim-

ple technique for the characterization of bone tissue for human maxillary and mandibular

bones. It is based on the direct in-bone tryptic digestion of proteins in both healthy and

pathological human maxillary and mandibular bone samples. The released peptides were

then identifie

d

by the LC-MS/MS. Using this approach, a total of 1120 proteins were iden-

tifie

d

in the maxillary bone and 1151 proteins in the mandibular bone. The subsequent

partial least squares–discrimination analysis (PLS-DA) of protein data made it possible to

reach 100% discrimination between the samples of healthy alveolar bones and those of the

bone tissue surrounding the inflam ma t or y focus. These results indicate that the in-bone

protein digestion followed by the LC-MS/MS and subsequent statistical analysis can pro-

vide a deeper insight into the fiel d of oral surgery at the molecular level. Furthermore, it

could also have a diagnostic potential in the differ ent iat ion between the proteomic patterns

of healthy and pathological alveolar bone tissue. Data are available via ProteomeXchange

with the identifie

r

PXD026775.

Keywords:

In-bone protein digestion / LC-MS/MS / Mandibular bone / Maxillary bone / Oral
surgery / Peptide mapping DOI 10.1002/elps.202100211

 
Additional supporting information may be found online in the Supporting Infor-

mation section at the end of the article.

1 Introduction

Although proteomics has been rapidly developing in the past

decades, the common use of proteomic analysis still lags

behind in some areas of biomedicine. One of such areas

is the proteomic characterization of tissue in oral surgery.

While signific

a

nt progress has been achieved in the analy-

sis of soft dental tissue [1–4], the routine use of proteomics
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Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of

Sciences, Flemingovo 542/2, 166 10 Prague 6, Czech Republic

E-mail: kasicka@uochb.cas.cz
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for the characterization of hard dental tissue continues to

be an analytical challenge. Some proteins can be relatively

easily extracted [5] and subsequently analyzed, but a major

part of proteins remains trapped in the insoluble matrix.

The techniques used for their analysis involve demineral-

ization [6–10], which is complicated, time-consuming and

thus not suitable for their routine use in oral surgery. An-

other problem remaining even after demineralization is the

low solubility of various matrix proteins contained in hard

tissue [6, 7].

In 1989, Eckerskorn and Lottspeich reported specific di-

gestion of proteins directly in SDS-PAGE, followed by the

separation and isolation of the released peptide fragments by

RP-HPLC and the subsequent determination of their amino-

acid sequences by gas-phase sequencing [11]. This approach

#R. H. and I. M. have contributed equally to this work.
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