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ABSTRAKT

Analyza proteomu dentinu v lidskych zubech dospélych jedinci byla provedena
zaucelem optimalizace analyzy proteini zubniho dentinu metodou dvourozmérné
gelové elektroforézy (2-DE). Zuby moudrosti byly ocistény, rozdrceny a extrahovany
v guanidinovém a EDTA pufru. Extrahované proteiny byly separovany 2-DE, nastipany
trypsinem na peptidy a nasledné bylo ve vzorcich pomoci nLC-MS/MS identifikovano
celkem 7 proteint. Vyuziti IPG stripii s riiznou Skalou oblasti pH gradientu a nasledné
srovnani 2-DE geli bohuzel nepfineslo vyznamné nové informace, nebot byly

identifikovany piedevsim keratiny, kolageny a sérovy albumin.

Kli¢ova slova: dentin, proteomika, isoelektrickd fokusace, dvourozmérna gelova

elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, LC-MS/MS

ABSTRACT

Proteome analysis of dentin in human teeth adult subjects was conducted to optimize
the two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) analysis of proteins from the dental
tissue. The third molar teeth were cleaned, crushed and extracted in guanidine
and EDTA buffer. Extracted proteins were separated by 2-DE, digested with trypsin
to peptides and subsequently analyzed using nLC-MS/MS. Totally, 7 unique proteins
were identified in the samples. The use of IPG strips with different range of the pH
gradient and the subsequent comparison of 2-DE gels unfortunately did not bring
important new information, because common Kkeratin, collagen and serum albumin

proteins were identified.

Keywords: dentin, proteomics, isoelectric focusing, two-dimensional gel
electrophoresis, mass spectrometry, LC-MS/MS
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1 UvOD

Slozkami zivé hmoty se zabyvaji dva védecké obory — genomika a proteomika.
Cilem genomiky je celkova identifikace a analyza genomu, kdezto proteomika sleduje
strukturu proteomu vcetné jeho vlastnosti a snazi se jej zachytit ve vSech obdobich
zivota organismu. Termin ,,proteom* jako oznaceni souboru vsech proteini kdédovanych
genomem pouzil poprvé Marc R. Wilkins v roce 1994 na konferenci v Sien¢ [1]. Vznikl
novy obor zvany proteomika, jehoz naplni je celkova identifikace proteint v uréité
zdravé nebo nemocné buce ¢i tkani a studium jejich funkce a interakce. Velmi brzy
se ukazalo, ze proteomika bude ve srovnani s genomikou daleko slozitéjsi. Pti¢inou je
nestalost proteomu, jehoZz slozeni se méni v zavislosti na prostiedi, stafi bunky

a konkrétnich podminkach, ve kterych dand burka Zije.

Mezi nejcastéji pouzivané metody v proteomice patii gelova elektroforéza,
hmotnostni spektrometric a imunochemické metody. Kazda ze jmenovanych metod,
mezi nimiz patii v sou¢asné dobé vyznamné misto dvourozmérné elektroforéze (2-DE),
ma své klady i zapory. 2-DE je metodou schopnou separace celych komplexnich smési

bilkovin.

V poslednich desetiletich prochazi metoda 2-DE velky rozvojem a stava se stale vice
a vice Zadanéjsi technologii v biomedicinském vyzkumu a v klinickych laboratotich.
Lze ji vyuzit i napf. pfi studiu proteomu dentinu v lidskych zubech. Kvalitativni
| kvantitativni rozdily ve slozeni proteinti v dentinu zubi mohou byt zodpovédné
zariizné sklony jednotlivych osob ke kazivosti zubtl. Jejich odhaleni miize napomoci
ke zjisténi raznych pfic¢in chorob zubi, napt. paradontdzy, samovolného vypadavani

zubt ¢i ruzné miry Zloutnuti zubu.



2 CIL PRACE

Izolovat bilkoviny pfitomné ve vzorcich zubu moudrosti. Analyzovat tyto proteiny
pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy se zaméfenim pievazné na optimalizaci
a vybér nejvhodnéjsiho pH rozsahu IPG stripti. Nasledné provést vzajemné porovnani
jednotlivych 2-DE gelti a vytipované spoty analyzovat pomoci nLC-MS/MS. Poté
kvalitativn¢ vyhodnotit MS spektra na zaklad¢ srovnani databazemi IP1_human nebo

SwissProt, a identifikovat proteiny pfitomné ve spotech.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Zubni tkan

Vrchni ¢ast zubu pokryva sklovina, ktera je nejtvrdsi tkani lidského téla a obsahuje
96 % anorganické slozky a 4 % organické slozky. Pod sklovinou se nachazi zubovina
(dentin), kterd4 obsahuje az 70 % nezivé hmoty. Dentin dale obsahuje az 25 % zivé
hmoty, ktera je tvofena extracelularni matrici, a zbytek tvofi voln¢ vazana voda. Podil
zivé hmoty v dentinu se s vékem ¢lovéka snizuje na tikor zvySeni obsahu nezivé hmoty.
Vnitiek zubu je tvofeny zubni dfeni, ktera obsahuje i zubni nerv a cévy vyzivujici zub

[2].
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Obr. 1: Stavba lidského zubu [3]

V extracelularni matrici dentinu jsou pfitomné piedev§im kolageny (typu L, III, V,
VI, X1 a XII), nekolagenni proteiny [dentinovy sialofosfoprotein (DSPP), proteiny
bohaté na kyselinu sialovou (osteopontin, osteonectin, osteokalcin, kostni sialoprotein,
kostni kysely glykoprotein)], fosfolipidy, enzymy a ristové faktory vykazujici bunécné

signalizace [2, 4].

3.1.1 Vznik dentinu
Odontoblasty jsou vysoce specializované buiikky zodpovédné za tvorbu a udrzbu
dentinu uvnitt zubu. Tyto bunky nejprve produkuji a vylucuji organické latky

extracelularni matrice dentinu, ktery lze popsat také jako predentin, a ktery neni



zpocatku mineralizovany. V ndvaznosti na uloZené proteiny, vyskytujici se v matrici,
se za¢nou tvorit krystalky hydroxyapatitu, ¢imz je zahdjena mineralizace predentinu

a jeho pfemeéna na dentin. Vlakna kolagenti pfedstavuji trojrozmérné leseni pro ukladani

krystalii [2, 5].

3.1.2 Funkce dentinu

Dentin je vysoce mineralizovanou tkani, ktera tvoti zdkladni hmotu zubu, poskytuje
ochranny obal pro dien a tvoii pilif pro obloZeni sklovinou a cementem (vrstvicka

na koteni zubu). [2]

Proteom dentinu pfedstavuje komplexni smés proteinii s riznymi funkcemi.
V organismu proteiny mohou byt zapojeny v metabolismu, bunétné organizaci a rustu,
stalosti vnitiniho prostfedi organismu (homeostazi), regulaci biologickych procest,
stresové odpoveédi, transportu latek ¢i imunitni odpovédi. Konkrétné, nékteré
Z nekolagennich proteinti predentinu (napt. DSPP) maji jako jednu ze svych hlavnich
funkci zprosttedkovavat a regulovat ukladdni mineralniho fosforec¢nanu vapenatého

na matrici kolagennich vlaken [2, 6].

3.1.3 Studium dentinu

Komplexni proteomickd analyza zubu je relativné novym tématem v proteomice.
Korejci byli prvni, kteti komplexn¢ proteomicky analyzovali dentin metodou
SDS-PAGE nésledované MS analyzou v roce 2009. O 2 roky pozdéji rozsifili analyzu
0 29 znamych, avsak nové nalezenych proteinti v zubni tkani. Védci z FgU AV CR
poprvé provedli 2-DE analyzu proteinti z dentinu lidskych zubti moudrosti a pfedstavili
prvni proteinovou mapu lidského dentinu. Celkové 1ze konstatovat, ze do dnes$ni doby
byla velka pozornost vénovana vyzkumu jednotlivych proteinti v dentinu, avsak malo
pozornosti se vénovalo komplexni proteomické analyze. Také byly provedeny

proteomické analyzy ostatnich ¢asti zubu: enamelu (skloviny) a zubni diené [2, 4, 6].
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3.2 Pouzivané metody v proteomice

Do dnesni doby byly vyvinuty riizné technologie s cilem studovat proteomy bungk,
tkani a bunécnych organel. Mezi né patii jednorozmérna ¢i dvourozmérna elektroforéza
(2-DE) v polyakrylamidovém gelu, radioaktivni znaceni pro relativni a absolutni
kvantifikaci, chromatografie, hmotnostni spektrometrie a proteinové metody

microarray [7].

Vysledky proteoma mohou byt pouzity pro sledovani diferenciace kmenovych bun¢k
zubni diené¢ na odontoblasty, které syntetizuji dentin. Pro studii exprese bilkovin
béhem mineralizace dentinu Ize pouzit molekularni techniky napfi. reverzni transkripéni
polymerazovou fetézovou reakci (RT-PCR), Western blot ¢i imunoanalytické metody
jako jsou ELISA anebo imunohistochemie [4]. Jmenované metody jsou také schopny
rozpoznat antigeny na zakladé¢ interakce antigen-protilatka a odhalit tak rakovinotvorné
bujeni [8]. Proteomika v kombinaci s imunometodami ma tedy Siroké uplatnéni

v klinickych vyzkumech.

3.2.1 Dvourozmeérna gelova elektroforéza

V zavislosti na velikosti polyakrylamidového gelu a pH pouzitého gradientu je
mozno najednou separovat a identifikovat az n€kolik tisic proteinti (rutinné kolem 2000
bilkovin). Jedna se i o metodu vhodnou pro studium posttranslaénich modifikaci
a izoforem proteind [9]. Metoda 2-DE vsak klade vysoké naroky na peclivou laboratorni
préci i na pouZiti velmi €istych chemikalii a jeji provedenti je relativné ¢asoveé naro¢né.

Dulezitym krokem celého pracovniho postupu je ptiprava vzorku tak, aby se podatilo
analyzovat co nejvétsi mnozstvi bilkovin, pochdzejicich ze vzorku. Pfiprava vzorku by
méla byt zaroven co mozno nejrychlejsi a nejjednodussi, aby se zabranilo mozné
kontaminaci materiélu. Problémem u 2-DE byva i separace hydrofobnich proteint.
Nerozpustnost téchto bilkovin ve vodé¢ zplisobuje obtiznou extrahovatelnost proteind ze
vzorku a jejich nesnadny vstup do prouzku s imobilizovanym pH gradientem (tzv. ,,IPG
stripy) [9]. Z tohoto divodu je Casto dilezité se spravné rozhodnout pro vhodné
rozpoustédlo, do kterého se vyextrahuji bilkoviny ze vzorkd majicich vesmeés Siroké

spektrum vlastnosti.

Prvnim rozmérem 2-DE je isoelektricka fokusace (IEF), kdy se na IPG prouzcich

pod vlozenym napétim dé€li pritomné proteiny podle hodnot svych isoelektrickych boda
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(p!), které jsou charakteristické pro jednotlivé bilkoviny. Druhym rozmérem 2-DE je
klasicka polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE). Polyakrylamidovy gel, pouzivany nejcastéji v deskovém uspoiadani,
obsahuje dodecylsiran sodny, ktery denaturuje proteiny a dodava jim specificky néboj
umérny jejich relativni molekulové hmotnosti [9]. Tak se proteiny déli podle své

velikosti.

3.2.1.1 Isoelektricka fokusace

Principem IEF je déleni latek o rizné hodnoté pl v prostfedi se stabilnim gradientem
pH, ktery je ziskan piitomnosti amfolytickych pufrd. Béhem IEF se vSechny ionty
pohybuji smérem, ktery je dan jejich znaménkem naboje. Pohyblivost iont H" a OH je
vétsi nez rychlost pohybu slozek amfolytického Je-li slozka v oblasti, kde je pH > pl,
pohybuje se k anod¢, a je-li v oblasti, kde je pH < pl, je nabita kladné a pohybuje
se ke katodé. Slozky amfolytického pufru vytvoii zony, které se zaostti (fokusuji) a dale
se nepohybuji, nebot’ se zastavily v misté, kde pH = pl (jejich stfedni naboj se rovna

nule a zaroven jsou nejméné rozpustné). [10].

Po aplikaci stejnosmérného proudu se sleduje postupné vytvareni zony. Postupem
Casu vodivost systému klesa, a tudiz klesa proud. Pokud hodnota proudu dale neklesa, je
fokusace ukoncena. V dusledku kladeného odporu prichodu proudu se =zatizeni

piehiiva, proto je tfeba aparaty pro IEF ucinné chladit [10].

Pro analytické Ucely je vhodna spiSe stabilizace zén pouzitim gelové matrice
na rozdil od stabilizace zén gradientem hustoty roztoku. Gelové matrice mohou byt
pouzity ve vertikalnim uspofadani (jako pii PAGE) nebo v horizontalni desce (flat bed)
se Sephadexovymi nosi¢i pro gelovou chromatografii slouzici jako stabilizujici

prostiedi [10].

Pozadavky kladené na amfolyticky pufr a jeho slozky je mozné shrnout
do nasledujicich bodu [10]:

1) Musi pufrovat v okoli pI svych slozek.
2) Musi mit uréitou vodivost a rozpustnost i v okoli pl.

3) Jejich M, musi byt takova, aby se daly oddélit gelovou chromatografii, dialyzou
¢i SDS-PAGE.

12



4) Nemély by vykazovat absorpci v UV oblasti pro umoznéni detekce absorbujicich

komponent smési.
5) Maji mit takovy pocet slozek, aby vznikly gradient pH byl rovhomémy a hladky.

Pro vysoké rozliSeni IEF je nutné odstranit neproteinové ionty, aby bylo umoznéno
vynalozit minimum elektrického proudu pro dosazeni kone¢ného napéti (8000 —

10000 V) [11].

3.2.1.1.1 Chaotropni Cinidla

Tyto latky snizuji povrchové napéti kapalin a denaturuji proteiny v disledku naruSeni
mezimolekulovych interakci, zejména H-mistkt zpeviujicich jejich strukturu, ¢imz
se stavba bilkoviny rozvolni a usnadni se rozpustnost. Tuto vlastnost ma mocovina,
aproto se pfi IEF hojné pouziva. Pfidavek thiomocoviny téz zlepSuje rozpousténi
hydrofobnich membranovych proteint, ale s vyjimkou alkalické oblasti pH (8,5 — 9),

kdy se stava atom siry thiomocoviny reaktivnim [12].

3.2.1.1.2 Detergenty

Pro zabranéni ztrat bilkovin ve vzorku zpisobené jejich agregaci a srazenim
se pouzivaji povrchové aktivni latky = detergenty. V biochemii jednim z nejucinnéjsich
je aniontovy detergent SDS [9]. V IEF se SDS pouziva s piebytkem neiontového nebo
zwitteriontového detergentu (napi. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-propan-1-
-sulfonat = CHAPS), ktery tvoti smiSené micely s SDS a ty migruji k anodé. Tento
prvni postup v 2-DE navrhl O‘Farrell v roce 1975 [11].

3.2.1.1.3 Reduk¢ni Cinidla

Jejich ulohou je snizit tendenci ke spontanni tvorbé disulfidickych mustki, kterou
zptisobuje vzduSny kyslik, v bilkovinach obsahujici cystein. Nej€astéji pouzivanymi
redukénimi ¢inidly jsou dithiothreitol (DTT) a 2-merkaptoethanol. Jedna se o slabé
kyseliny s hodnotami pKa 8 — 9, maji tedy tendenci se ionizovat a ptechazet pii IEF
v alkalické casti gelu k anod€. Aby se zabranilo ionizaci reduk¢énimi €inidly, vyuziva
se alkyla¢nich ¢inidel, jako je jodacetamid, ktery alkyluje —SH skupiny a zbavuje je
jejich reaktivnosti [9, 11].
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3.2.1.1.4 IPG — stripy

Moderni IEF metody 2-DE pouzivaji prouzek polyakrylamidového gelu, ktery
obsahuje imobilizovany pH gradient (IPG). Obvykle se jednd o nizkoprocentni
akrylamid (4 — 5%), protoze omezovat migraci proteind béhem IEF o velké molekulové

hmotnosti je nezadouci (¢im vice % akrylamidu, tim uzsi pory v gelu vzniknou) [11].

Vzorek bilkovin se nejprve rozpusti Vv rehydrataénim roztoku (obsahujicim
mocovinu, zwitteriontovy detergent, nosny amfolyt a reduk¢ni cinidlo) a pirenese
se pipetou na komeréné dodavané prouzky gelu s imobilizovanym pH gradientem (IPG
stripy). IPG strip je vloZen gelem dolu ve $térbiné na fokusa¢ni desticce. V prvnim
kroku se na pfistroji ur¢enym pro IEF spusti tzv. pasivni rehydratace po dobu 60 minut,
pticemz vzorek pasivné prechazi do prouzku gelu za bezproudového stavu. Poté se strip
prevrstvi mineralnim olejem, aby pii tzv. aktivni hydrataci nedochazelo Kk jeho
vysouseni. Druhd faze hydratace (aktivni) pobihd za prichodu proudu, ktery umoziuje
lepsi vstup vysokomolekularnich proteini do IPG stripu. U aktivni hydratace se

nastavuji rizné hodnoty napéti a ¢asu podle pH rozmezi pouzitého IPG stripu [13].

Obr. 2 — vlevo: Umisténi IPG stripu na fokusa¢ni desticku [13]

Obr. 3 — vpravo: Zatizeni pro IEF (Protean IEF Cell, Bio-Rad) [14]

Pfi nanaSeni vzorku proteini na IPG strip o vysoké molekulové hmotnosti
(M, > 150 kDa), velmi alkalickych (pH > 8) ¢i hydrofobnich proteini mize dochazet
K obtizim pfi vstiebavani do gelu. U IPG stripti nad pH 7 se mtze kvili vyCerpani DTT
objevit na konci gelu horizontalni pruhovani. Tomu lze piedejit stabilizaci cysteint
v podobé smési sulfidi aplikaci hydroxyethyl-disulfidového (HED) roztoku coby

rehydrata¢niho ¢inidla misto redukéniho ¢inidla. HED také zlepSuje zietelnost spoti
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a reprodukovatelnost vysledka. Bilkoviny s vysokou M, a velmi alkalicke proteiny lépe
ptejdou do gelu, pokud se béhem pasivni rehydratace aplikuje pouze rehydrata¢ni pufr

a vzorek se nanasi az pred IEF — metoda cup loading [11].

3.2.1.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

Prvni postup metody SDS-PAGE popsal Laemmli vroce 1970 pti studii
proteinovych gend V hlavicce bakteriofaga T4 [15]. Kontinualnim délenim v gelu
obsahujicim 10% akrylamid za pfitomnosti SDS bylo odhaleno celkem 28 proteint,
které se délily podle své relativni molekulové hmotnosti. Bunky infikované T4
bakteriofagem byly pulzné oznaCeny radioaktivnimi aminokyselinami v kratkych
intervalech (po 1 minuté), modifikace rtiznych proteinii byly pak detekovany

autoradiograficky a analyzovany v SDS gelech [15].

Mezi faktory, které ovliviiuji migraci proteinti pii SDS-PAGE, patii intenzita
elektrického pole, relativni hydrofobnost proteinti, velikost a tvar molekul, iontova sila

a teplota elektroforetického pufru (nejlépe 20 °C) [7].

Standardni matrici byva homogenni vrstva gelu s12,5% T (celkovy akrylamid)
a2,6% C (bis-akrylamid pro zesiténi gelu). Nékteré aplikace vyzaduji optimalni roztoky
s niz§im % T pro separaci vysokomolekularnich protein nebo s vy$§im % T vhodném
pro separaci nizkomolekularnich proteini. Elektroforézu lze provadét (Castéji
pouzivané) ve vertikalnich nastavenich v kazetdch mezi sklenénymi deskami nebo
na horizontalnich plochych systémech. Horizontalni uspotfadani Setfi spotiebu Cinidel
a umoznuje snadnou manipulaci. Silnéjsi gely maji lepsi mechanickou odolnost, avSak
ztratdm a spotiebé vzorku béhem analyzy — trpi vyS$im Sumem pozadi v piipade
nasledného pouziti hmotnostni spektrometrie. Proto se doporucuje tloustka gelu

mezi 0,5 mm a 1,5 mm [11].

3.2.1.3 Vizualizace gell pomoci Commassie Brilliant Blue

Po skonéeni SDS-PAGE se separované proteiny obarvi vhodnym barvivem. Casto

pouzivanou metodou vizualizace je barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue, protoze
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se jedna o kvantitativni barvici postup, ktery je navic vhodny pro naslednou analyzu
peptidi pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Pavodné se pouzivalo citlivéjsi barveni
stiibrem, jenze toto detekovani neni dostate¢né¢ kompatibilni pro hmotnostni analyzy.
Jinou, modernéjsi alternativou mohou byt fluorescencni barviva pod ndzvem CyDye
(kyanidova barviva) nebo SYPRO Ruby na bazi ruthenia. Dale se nabizi mozZnost
reverzniho barveni, které vyuziva faktu, ze kovové ionty vadzané na proteiny
(napt. K, Cu?* nebo Zn2+) migruji pomaleji nez v podobé volnych soli bez piitomnosti

bilkovin. Radioaktivni znaceni zacleniovanim izotopti do bilkovin je v dneSni dobé

S 24

Vybér vhodného barviva se voli na zaklad¢ Sitky linedrniho dynamického rozsahu
detekce, detekéniho limitu, reprodukovatelnosti spotii a kompatibility s analyzou

pomoci MS [9].

Pied identifikaci se jednotlivé proteiny, pfitomné v gelu, vytiznou. Poté se proteiny
$tépi proteolytickym enzymem, nejcastéji trypsinem, ¢imz se ziskaji jednotlivé peptidy,
které se analyzuji MS. Trypsin $tépi sekvence aminokyselin v bilkovinach za lysinem
aargininem, nenéasleduje-li prolin. Stépeni probihd uvnité fetézce (jednd se
o endopeptidazu). Finalni vysledky se ziskavaji pomoci specialniho softwaru, ktery

porovnava namétena hmotnostni spektra s databazemi.

3.2.2 Analyza a identifikace bilkovin

Po vizualizaci spot jsou 2-DE gely naskenovany a analyzovany pomoci specialniho
softwaru. Mezi bézné pouzivané softwary patii DeCyder, ProFinder, Phoretix 2D
Advanced, Melanie 4, PDQuest a ImageMaster 2D Elite [7].

Hmotnostni spektrometrie zvySila pouZitelnost proteomickych technologii diky
vyvoji ionizace elektrosprejem (ESI) a novych hmotnostnich analyzatort s jejich stale
vzristajici citlivosti. Hmotnostni spektrometrie nahradila tzv. Edmandovo odbourévani
pro identifikaci sekvenci aminokyselin a pouzivd se pro urCeni typu i umisténi
posttranslaénich modifikaci proteinii a peptidi. Peptide mass fingerprinting (PMF)
a kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
se bézné pouzivaji pro identifikaci proteini na dvourozmérnych proteomickych
modelech. Usp&snost MS identifikaci proteind se v sou¢asnosti zvysila na asi 80 %.

PMF nefunguje dobfe, pokud nejsou genomy nékterych organismt pln¢ sekvenovany,
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pokud bilkoviny urc¢ené k identifikaci obsahuji labilni posttranslancni modifikace jako
napi. glykosylaci nebo sulfataci (nemusi si tudiz odpovidat s nemodifikovanym
proteinem v databazi), anebo pokud se nékolik riznych proteinii pirekryva navzajem

v jednom spotu na gelu [7, 9].

Stépeni proteind izolovanych v gelu po elektroforéze je nezbytnym piedpokladem
uspésného provedeni MS identifikace proteini. V roce 1996 kolektiv A. Shevchenka
popsal navod, ktery optimalizoval zvySeni rychlosti a citlivosti detekce spotli nativnich
bilkovin [16]. Navod se tykal §tépeni v gelu proteinovych spoti barvenych stiibrem
nebo Coomassie Blue, které bylo nasledovano Matrix Assited Laser Desorption
lonisation (MALDI-MS) nebo LC-MS/MS analyzou s citlivosti detekce fadové

na urovni femtomola (1 fmol) proteinu vychoziho materidlu [16].

Identifikace proteinli v polyakrylamidovém gelu nabizi n€kolik dilezitych pfednosti
pro proteomiku na rozdil od metod bez pouziti gelu jako matrice. Gel usnadnuje
bezpe¢nou manipulaci, derivatizaci proteinti chemickymi reakcemi a archivaci dokonce
1 femtomoldrniho mnoZzstvi proteinti. Sekvenovani ostfe oddélenych pruhl
podle relativni molekulové hmotnosti (M,) zvySuje dynamicky rozsah analyzy
proteinovych smési. Pouzitim gelové elektroforézy lze zaroven s vyhodou odstranit
nizkomolekularni necistoty, vcetné detergenti a slozek pufr, které mohou vadit

béhem analyzy vzorku hmotnostni spektrometrii [16].

3.2.3 Metoda podle Bradfordové

Stanoveni celkového proteinu zahrnuje barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue.
Barveni timto barvivem zpusobuje posun absorp¢niho maxima proteind z 365 nm
na 595 nm. Nartst absorpce pfi 595 nm umoznuje stanovit protein spektrofotometricky
ve VIS oblasti pomoci spektrometru nebo readeru. Metoda je reproduktivni a rychla
(hotova asi za 2 minuty) s hodinovou stabilitou zbarveni modrych komplexi. Nehrozi
zde Zadné interference kationtll ani sacharidii. Prvni zminka o této metodé pochazi

z roku 1976 od Marion M. Bradfordove [17].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a material
4.1.1 Pristroje

e centrifuga s vakuovou pumpou (Vacufuge Speed Vac, Eppendorf, Némecko)

e termostatovy inkubator s tfepackou (Mixing Block MB — 102, BIOER, Cina)

o lyofilizator (Laboratory Freeze Dryers ALPHA 1 — 2/LD plus, Christ, Némecko)
e sonikac¢ni lazen (Elmasonic S Ultrasonic cleaning units, EIma, Némecko)

o spektrofotometricky reader (Versa Max Elisa Microplate Reader s programem
spektrofotometrického méteni SoftMax® Pro Software, Molecular Devices,
USA)

e aparatura na SDS-PAGE (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA)
e zafizeni pro IEF (Protean IEF Cell, Bio-Rad, USA)

e skener (GS — 800™ Calibrated Densitometer, Bio-Rad, USA) vybaveny
se softwarem pro analyzu geli Quantity One® 4.6.8 (Bio-Rad, USA) a PDQuest
Advaced 8.0.1 (Bio-Rad, USA)

e nanokapalinovy chromatograf (Proxeon Easy nLC, Proxeon, Dansko) ptipojeny
k tandemovému hmotnostnimu spektrometru Maxis (ESI-Q-TOF - ElectroSpray
lonization Quadrupole Time of Flight, Bruker Daltonics, Némecko) a vybaveny
ovladacim softwarem HyStar 3.2 (Bruker Daltonics) a micrOTOF 3.0 (Bruker
Daltonics). Naméfena data byla sbirana a zpracovana softwarem DataAnalysis
4.0 a ProteinScape 2.0 (Bruker Daltonics) piipojenym k serveru MASCOT
(Matrix Science, Velka Britanie).

4.1.2 Chemikalie

Kapalny dusik, guanidin, TEMED (N, N, N/, N’ — tetramethylethylendiamin),
mocovina, thiomocovina, glycerol, EDTA (disodna sul kyseliny
ethylendiamintetraoctové), azid sodny, DTT (dithiothreitol), Tris (tris(hydroxy-
-methyl)aminomethan), kyselina chlorovodikova, denaturovany ethanol, hydroxid

sodny, jodacetamid, akrylamid, N’, N’ — bis-methylen-akrylamid, 2 — merkaptoethanol,
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peroxodisiran amonny (APS), dodecylsiran sodny (SDS), agar6za, acetonitril, glycin,
uhlic¢itan amonny, trypsin, hydrogenuhli¢itan amonny, kyselina mravenci.
Rozpoustédlo: redestilovana voda. Cistota viech jmenovanych chemikalii byla

nejméné p. a.

4.1.3 Kity

Tablety s protedzovymi inhibitory (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Complete,
Roche, Svycarsko), bromfenolova modi (Bio-Rad), mineralni olej (Bio-Rad), barvivo
Bio-Safe™ Coomassie (Bio-Rad), standard hovéziho sérového albuminu (Bovine
Serum Albumin, 2 mg/ml, Bio-Rad), smés standardd bilkovin pro SDS-PAGE
(Precision Plus Protein™ All Blue Standards/Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards, Bio-Rad).

4.1.4 Roztoky

e guanidinovy pufr (6 M guanidin, 1,2 M Tris-HCI, 2,5 M EDTA, 1% azid sodny
s antibakterialnim u¢inkem, pfidana pilka tablety s koktejlem inhibitorti proteaz
na 25 ml pufru, pH 8,4)

e EDTA-pufr (0,6 M EDTA, pH 8,0)

e 1MDTT

e 1 M jodacetamid

o 10% APS

e 10% SDS

e 10x elektrodovy pufr na SDS-PAGE (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS)
e gelovy pufr (1,5 M Tris-HClI, 8,8)

e 30% akrylamid-bis (akrylamid, N’, N’ — bis-methylen-akrylamid)

e SDS-PAGE redukujici pufr (0,5 M Tris-HCI o pH 6,8; glycerol, 10% SDS,

0,5% bromfenolova modr)

e agarosovy pufr (0,5% agarosa v 25 mM Tris, 192 mM glycinu a 0,1% SDS,

pH 8,3 se stopami bromfenolové modii)
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e lyzaéni pufr (7 M mo&ovina, 2 M thiomo&ovina, 4 % CHAPS, 0,6% Bio-Lyte®
3/10 amfolyty, 1% DTT)

e ckvilibra¢ni pufr I (0,375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 6 M mocovina, 20% glycerol,
2% SDS, stopa bromfenolové modti, 2% DTT)

e ckvilibra¢ni pufr Il (0,375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 6 M mocovina, 20% glycerol,

2% SDS, stopa bromfenolové modti, 4% jodacetamid)

e odbarvovaci roztok (0,1 M uhli¢itan amonny a acetonitril (1 : 1) + 100%
acetonitril)
e roztok trypsinu na $tépeni proteind v gelu (0,013 mg - mlt trypsin,

10 M hydrogenuhli¢itan amonny)

e extrakéni pufr (5% kyselina mravenci a 100% acetonitril; 1 : 2)

4.1.5 Vzorky

K experimentim bylo pouZito 5 zubl moudrosti bez kazu, které byly
z ortodontickych dtvoda preventivné odebrany pacientiim na zubni klinice. Z etickych
divodl pacienti pfedem podepsali informovany souhlas s anonymnim odebranim
vzorkt k vyzkumnym téeliim. Zuby byly poté zpracovany na pracovisti v FgU AV CR.

VSichni jedinci byli muZi ve véku 31 let. Celkova vaha vSech zubti byla 8,70 g.
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4.2 Pouzité metody

4.2.1 Preanalyticka ¢ast

Nejprve bylo nutné vzorky zubtu diikkladn¢ omyt pod proudem vody ¢i pod hladinou
vody Vv kadince a zbavit v§ech mékkych tkani $pachtliCkou nebo skalpelem. Vrstvicka
cementu na kofeni byla téz oSkrabana skalpelem. Poté byl diamantovym pilnikem
znaCky Narex obrousen a uhlazen povrch kofene, ¢imz se zaroven odstranily posledni

zbytky cementu.

Stejnym pilnikem byl zub nafiznut na rozmezi mezi korunkou a kofenem ze vSech
stran co nejvice hluboko (cca do /3 tloustky). Obklopeny alobalem (aby se zamezilo
pfipadnym ztratdm vzorku) byl zub plilen za pomoci dlata, pfiloZenym na nafiznutou
¢ast zubu a Uderem kladiva. Tim byl zub rozpulen na dvé ¢asti: korunku (obsahujici
sklovinu a dentin) a kofen (obsahujici dentin a dfen). V dalsich krocich byl zpracovavan

pouze kofen.

Potom bylo nutno oddé¢lit dien, obsahujici velké mnozstvi krevnich proteint,
od dentinu. Postup byl nasledujici: pted zahajenim tohoto kroku byly zuby dikladné
omyty Vv destilované vodé. Kazdy zub byl zvlast zabalen z obou dvou stran dvéma
vrstvami alobalu a umistén mezi &elisti svéraku. Celisti byly pomalu utahovany, dokud
se neozval zvuk prasknuti, kdy se pravé zub podatilo rozdrtit na malé &asti. Ulomky
zubu byly shromazd’ovany do mikrozkumavek. Cistou pinzetou se odebirala dieit
Zluto-Cervené barvy zvlast’ do jiné mikrozkumavky a byla uchovana pii — 80 °C pro jiné

studie.

Vsechny kousky ¢istého dentinu z kofene byly nadrceny na jemny prasek v tieci
misce s tlouckem zalité v tekutém dusiku, aby dentin zkiehl a 1épe se drtil. Miska byla
béhem prace piikryta alobalem a pouze uprostied byl otvor pro tloucek. Tim
se minimalizovalo riziko ztrat vzorku b&hem drceni. Ziskany bily prasek vazil 3,14 g.
Jednalo se vSak o ,mokrou vahu“, protoze kvili zchlazeni tekutym dusikem tento
prasek pohlcoval do sebe vzdusnou vlhkost. Pro odstranéni vlhkosti vzorku byl prasek

ptes noc lyofilizovan. Kone¢na véha po lyofilizaci byla 2,43 g.
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4.2.1.1 Zisk G-extraktu dentinu

Bylo pfipraveno dostate¢né mnozstvi guanidinového pufru (na 1 g dentinového
prasku bylo zapotfebi 2,5 ml guanidinového pufru, pH 8,4). Po tpravé pH bylo
pipetovano 250 pl 1% azidu sodného s baktericidnim uéinkem. Proti rozkladu bilkovin
ve vzorku byla do pufru ptidana pulka tablety s koktejlem inhibitorti proteas Protease

Inhibitor Cocktail Tablets, dodavanou komer¢né (1 tableta na 50 ml pufru).

Bylo odméfeno potiebné mnozstvi guanidinoveho pufru (6,25 ml) na navazku
dentinového prasku (2,43 g). Nasledovala 72-hodinova extrakce roztoku dentinu
v chladirmé pii 4 °C za stdlého michani michadélkem na magnetické michacce.
Po ukonceni extrakce byla suspenze rozdélena do mikrozkumavek, nebot’ dal$im
krokem byla centrifugace (1000 g, 15 minut), aby se oddé€lil supernatant od peletu.
Odpipetovan byl vzdy jen supernatant, ktery byl shromazd’ovan do zkumavky. V 0,5 ml
redestilované vody byl znovu resuspendovan pelet a nasledovala tataz centrifugace,
pri¢emz byl postup zopakovan. Oba vodné supernatanty byly spojeny, ¢imz byl ziskan

,,G-extrakt®. Zbyly pelet dentinové suspenze se pouzil na extrakci EDTA pufrem.

Celkovy objem G-extraktu ¢inil 9 ml, proteiny v extraktu byly posléze redukovany
ptidavkem 450 pul 1 M DTT a roztok byl zahiivan na 37 °C po dobu 30 minut
na tiepacce. Po 30-ti minutach byla provedena alkylace inkubaci roztoku s 1080 ul 1 M
jodacetamidu po dobu 40 minut pii pokojové teploté vtemnu. Poté byla alkylace

zastavena ptidavkem polovi¢niho mnozstvi IM DTT, tj. 225 pl.

4.2.1.2 Zisk E-extraktu dentinu

Pelet byl resuspendovan a demineralizovan v 15,15 ml 0,6 M EDTA pufru (pH 8,0)
po dobu 72 hodin pti 4 °C za stalého michani michadélkem na magnetické michacce.
Po centrifugaci (1000 g, 15 minut) byl supernatant oddélen, zbyly pelet znovu promyt
v redestilované vodé a opét centrifugovan. Spojenim vodnych supernatanti
po opakované centrifugaci byl ziskan , E-extrakt”. Nasledovala redukce pomoci 1 M
DTT a alkylace pfidavkem 1 M jodacetamidu, kdy se postupovalo stejné jako
u G-extraktu.
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DENTINOVY
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+ 6 M guanidinovy pufr (72 hod., 4 °C)
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+0,6 M EDTA (72 hod., 4 °C)
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(E-EXTRAKT)

A
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| + redestilovana voda

| l

SUPERNATANT PELET

Obr. 4: Schéma postupu zpracovani vzorku dentinu G- a E-extraktu [2]

Vsechny vzorky (G- i E-extrakt) byly dialyzovany ve stfivkach po dobu 36 hodin.
Hypotonickym prostfedim byla destilovand voda (bé¢hem dialyzy 3% vyménénd)
ve velké kadince, hypertonické prostfedi piedstavoval vzorek dentinu a samovolnou
difazi byly vzorky zbaveny nadbytku soli. Poté byly vzorky lyofilizovany a vysledné
preparaty byly skladovany pii — 80 °C.

4.2.1.3 Kontrola Cistoty extraktd

Po lyofilizaci byla pomoci SDS-PAGE kontrolovana ¢istota extrakti, a také to, zda
byla dialyza dostate¢né ucinna. Uspotadani SDS-PAGE elektroforézy bylo vertikalni
(deskové). Déleni proteinti bylo provedeno na 10% polyakrylamidovém gelu. Na 1 mg
suchého vzorku dentinu jsem aplikovala 100 pl SDS redukujiciho pufru s pfidavkem
2-merkaptoethanolu, ktery ma redukujici G¢inky na disulfidické mustky cysteint.
Rozpusténé vzorky byly zahtivany na termostatovém pfistroji Mixing Block MB-102
(95 °C, 4 minuty) a po ochlazeni davkovany do jamek v hornim gelu. Po ukonceni
elektroforézy byly gely 3x promyty v destilované vodé vzdy po dobu 15 minut
a inkubovany 24 hodin v barvici lazni Bio-Safe Coomassie Brilliant Blue. U vzorku
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s nizkym obsahem soli se po obarveni objevily zifetelné, nerozmazané prouzky (bandy)
proteinti (G-extrakt). V opa¢ném piipadé byl vzorek znovu dialyzovan a kontrolni

procedura byla zopakovéna (E-extrakt).

4.2.2 Vlastni analyza
4.2.2.1 Stanoveni proteint ve vzorku

Koncentrace proteinu ve vzorku byla uréena pomoci metody dle Bradfordové

a pouzitim standardu sérového albuminu (Bio-Rad).

Postup: Na mikrotitracni desticku byl pipetovan vzorek dentinu rozpustény zvlast
v 1% kyselin¢ chlorovodikové a ve 4 M mocovin¢ tak, aby koncentrace vzorku
v roztoku byla 5 mg - ml™. Tato rozpoustédla pro metodu Bradfordové jsou jednou
z moznych alternativ komeréné dodavaného reagentu (Quick Start Bradford 1x Dye
Reagent, Bio-Rad). Pii aplikaci byla vénovana zvySena pozornost tomu, aby se
zamezilo vzniku vzduchovych bublin, které mohou rusit spektrofotometrickd méfeni
v Elisa readeru. Navazka G-extraktu byla 0,64 mg a E-extraktu 1,06 mg. Celkovy objem
smési V jedné jamce byl vzdy 255 pl.

Tabulka 1: Kalibra¢ni fada standardu hovéziho sérového albuminu

BSA [mg - ml™] Aplikovany objem BSA [ul]
2,0 255
15 191
1,0 128
0,75 96
0,50 64
0,25 32
0,125 16
0 (blank) -
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Tabulka 2: Pipetované mnozstvi G- a E-extraktu o koncentraci 5 mg - ml™

G- extrakt [ul]

E-extrakt [pl]

5
10
20

5
10
20

Pro doplnéni objemu standardd BSA i vzorka dentinu na 255 ul byla jako

rozpoustédlo pouzita bud’ 1% kyselina chlorovodikova anebo 4 M mocovina. Poté se

aplikovalo trifenylmethanové barvivo CBB G-250 za vzniku modrych komplexa

Vv piipad¢, ze byla pfitomna bilkovina. Vzorky byly zméfeny pii vinové délce 595 nm,

rychlosti detekce slow a teploté méteni 26,8 °C.

Metoda podle Bradfordové — 1 % kyselina
chlorovodikova

- y=0,376x+ 0,410
R== 0,944

0 0,5

¢, mg ml

o

Obr. 5: Kalibra¢ni pfimka BSA v 1% kyseliné chlorovodikové
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Metoda podle Bradfordové — 4 M mocovina

v 1.6
= L
" 14t
0 y=0.442x+ 0,456
L2 7 R=0,970

|
0 0,5 | 1.5 2

Obr. 6: Kalibra¢ni pfimka BSA ve 4 M mocoviné

4.2.2.2 Optimalizace a pouziti 2-DE

Podle aplikovaného mnozstvi rozpusténého suchého preparatu G- i E-extraktu pti pH
3 — 10 s nelinearnim rozsahem (non-linear, NL) byla optimalizovana 2-DE.

Porovnavaly se hotové 2-DE gely s odlisnou navazkou vzorku (0,5 mg a 1,0 mg).

Zbyvajici pouzité IPG stripy (7 cm) mély rozmezi pH: 3-6 39-51
4-7 47-59
5-8 55-6,7

7-10 6,3—-8,3

Postup: Suchy vzorek G-extraktu byl rozpustén ve 130 pl lyza¢niho pufru.
Na fokusa¢ni desticku jsem nanesla rozpustény vzorek o objemu 125 pl a poté na to
polozila IPG strip gelem doll. Bylo tfeba davat pozor, aby se pod gelem
nezachytily vzduchové bublinky.
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Tabulka 3: Navazky suchych vzorkt dentinu pro jednotlivé IPG stripy

pH3-6 1,08 mg
pH4-7 1,00 mg
pH5-38 1,02 mg
pH7-10 1,05 mg

pH3,9-51
pH 4759
pH 55— 6,7
pH 6,383

1,09 mg
1,00 mg
1,22 mg
1,00 mg

Nejprve byla spusténa pasivni rehydratace (za bezproudového stavu, 60 minut)

na pristroji Protean IEF Cell (Bio-Rad), aby gel nabobtnal. Po hodiné¢ byl gel

se vzorkem pievrstven 800 pl minerélniho oleje a 12 hodin aktivné rehydratovan

pii 50 V v rehydrata¢nim pufru na stejném zaiizeni pro IEF. Naslednd IEF fokusace

probihala pii maximalnim napéti 4000 V, maximalnim proudu 50 pA na 1 strip a doba

fokusace zavisela na poctu nastavenych Volt-hodin, potfebnych pro sprdvnou IEF
fokusaci konkrétniho IPG stripu (Tabulky 4 — 7).

Tabulka 4: Podminky IEF pro IPG stripy (7cm)opH3—-10NL;3-6;4-7;5-8

Nastavené hodnoty a podminky

Krok é. 1

Krok €. 2
Krok ¢. 3
Teplota

50 V, 12 hodin, rapid
250 V, 15 minut, rapid
4000 V, 2 hodiny, rapid

20000V - h

20 °C

Tabulka 5: Podminky IEF pro IPG stripy (7 cm) o pH 7 - 10

Nastavené hodnoty a podminky

Krok ¢. 1

Krok ¢. 2
Krok ¢. 3
Teplota

50V, 12 hodin, rapid
250V, 15 minut, rapid
4000 V, 2 hodiny, rapid

25000V - ht

20°C
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Tabulka 6: Podminky IEF pro IPG stripy (7 cm)o pH 3,9-5,1; 4,7 -5,9

Nastavené hodnoty a podminky

Krok ¢. 1 50 V, 12 hodin, rapid
250V, 15 minut, rapid

Krok ¢. 2 4000 V, 2 hodiny, slow

Krok & 3 26000V - h*

Teplota 20 °C

Tabulka 7: Podminky IEF pro IPG stripy (7 cm) o pH 5,5 -6,7; 6,3 - 8,3

Nastavené hodnoty a podminky

Krok ¢. 1 50 V, 12 hodin, rapid
250 V, 15 minut, rapid

Krok ¢&. 2 4000 V, 1 hodina, slow

Krok ¢. 3 35000 V - ht

Teplota 20 °C

Po ukonéeni IEF byl IPG strip pienesen na destiCku se Zlabky, otoCeny gelem
nahoru. Nasledovala ekvilibrace stripu pievrstvenim 1 ml ekvilibra¢niho pufru I a strip
byl tfepan po dobu 10 minut. Ekvilibra¢ni pufr I byl nasledné vylit a strip prevrstven
1 ml ekvilibra¢niho pufru II a opét 10 minut tiepan. Takto hotovy strip byl ptipraven
Kk pouziti pro 2. rozmér 2-DE (SDS-PAGE).

Polyakrylamidovy gel (12,5%) byl pfipraven smichanim 6,5 ml redestilované vody +
8,3 ml 30% akrylamid-bis + 5,0 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 + 0,2 ml 10% SDS +
10 Wl TEMED + 100 pl 10% APS, a nalit do sklenénych desek. Na nality gel bylo
pipetovano malé mnozstvi denaturovaného ethanolu, ktery udrzuje hladinu gelu rovnou
a brani ptistupu vzduchu, ¢imz gel lépe polymeruje. Po zpolymerovani PAGE gelu byl
ethanol vylit a gel 3x promyt redestilovanou vodou. Mezitim jsem si pfiipravila
elektrodovy pufr ze zasobniho roztoku (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS), ktery
byl fedén redestilovanou vodou v poméru 1 : 9 (100 ml 10x elektrodového pufru

a 900 ml redestilované vody).
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IPG strip, proplachnuty v elektrodovém pufru, byl polozen na polyakrylamidovy gel
a zalit rozehfatou agarosou. Pak do ni byla vloZena Spicka od hiebenu, uréenému
Kk tvorbé jamek v gelu. Po ztuhnuti agardzy byl do jamky aplikovan komeréné dodavany
standard smési bilkovin (objem cca 7 pl). Elektroforetické napéti bylo nastaveno
prvnich 5 minut na 50 V, kvili lep$imu fokusovani proteinti na vstupu do gelu. Dalsich
50 minut elektroforéza pokracovala pii 200 V, dokud celo bromfenolové modri
nepostoupilo az na konec gelu. Aparatura pro SDS-PAGE byla béhem procesu
temperovana ve vodni lazni s ledem na cca 20 °C, aby nedoslo k piehiati elektrodového
pufru. Po ukonéeni separace bilkovin byl gel 3x promyt redestilovanou vodou

na tiepacce (15 minut). Nakonec byl vlozen do barvici 1azné s CBB pies noc.

4.2.2.3 Skenovani gelu

Pomoci skeneru GS — 800™ od spolegnosti Bio-Rad byly pofizeny obrazky 2-DE
geli. Za pouziti softwaru Quantity One® 4.6.8 (Bio-Rad, USA) byly viechny
oskenované gely upraveny (Uprava intenzity odstind, ofiznuti snimkt, pifevedeni
obrazku nauniverzéalni formét .jpeg, atd.). Softwarem PDQuest Advaced 8.0.1
(Bio-Rad, USA) byly identifikovany jednotlivé spoty na gelu. Program nejprve provedl
automatické odecteni pozadi a detekci spotli na jednotlivych gelech. Nasledné bylo
provedeno srovnani a piifazeni spott na jednotlivych gelech. Protoze tyto kroky nebyly
vzdy zcela spravné provedeny programem, musely se unékterych pfifazeni spott

provest manualni Upravy.

4.2.2.4 Vyfezavani spotu z gelu a jejich dalSi zpracovani

Vybrané intenzivni spoty urcené k identifikaci proteini pomoci nLC-MS/MS
(napt. obr. 7) jsem vyfizla z gelu za pomoci $pi¢ek uréenych do automatické pipety.
Pracovala jsem na skle podloZzeném bilym papirem, aby spoty byly lépe rozpoznatelné,

a kazdy vyfez jsem pienasela do mikrozkumavky.
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Obr. 7: Vybrané spoty (celkem 18) k identifikaci NLC-MS/MS u 2-DE gelu (pH 4 - 7)

Pro odbarveni spoti bylo do kazdé mikrozkumavky s kouskem gelu aplikovano
100 pl odbarvovaciho roztoku a tfepano po dobu 30 — 60 minut (dokud nevymizelo
modré barvivo CBB). Poté bylo pfidano 500 ul 100% acetonitrilu a tfepano 15 minut.
Po dehydrataci kouskli gelu byly vyiezy v otevienych mikrozkumavkach dosuseny
ve vakuovém koncentratoru (1000 g, 20 minut).

4.2.2.5 Stépeni bilkovin trypsinem

Vzhledem k tomu, Ze nelze piesné navazit na analytickych vahach velmi malé
potitebné mnozstvi trypsinu, byl pfedem pfipraven 100X koncentrovanéjsi roztok
trypsinu. Trypsinovy roztok o potiebné koncentraci byl ziskan fedénim tohoto roztoku
v poméru 1 : 99 (50,5 ul 100x konc. roztoku trypsinu + 5 ml redestilované vody) tak,
aby koncentrace trypsinu byla 0,013 mg - ml™. Roztok hydrogenuhli¢itanu amonného
0 koncentraci 10 mM byl pouzit jako vhodny pufr o pufracni kapacité pti pH ~ 8,
nejlépe vyhovujici pro Stépeni proteint trypsinem.

K odbarvenym a vysuSenym vyieztim geli bylo pipetovano 20 ul $té€piciho roztoku
trypsinu. Suché gely byly nabobtnany trypsinovym roztokem v chladni¢ce po dobu
30 minut. Nabobtnané gely byly inkubovany a tfepany ve vodni lazni pii 37 °C

pies noc.
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4.2.2.6 Priprava vzorkd dentinu pro analyzu nLC-MS/MS

Peptidy z gelu byly extrahovany pfidavkem 200 pl extrakéniho pufru za inkubace
Vv ultrazvukové vodni (sonika¢ni) lazni (37 °C, 15 minut). Vznikly extrakt nad gelem byl
odebran do mikrozkumavky. Extrakce byla jest¢ jednou zopakovana s 200 pl
extrakéniho pufru, po které byl druhy extrakt spojen s ptfedchozim. Nasledovalo

zamrazeni extraktd a jejich lyofilizace.

Sloucené a vysusené extrakty peptidi byly znovu rozpustény ve 20 ul 1% kyseliny
mraven¢i a vlozeny do sonikacni l4zn€¢ na 5 minut. Po rozpusténi byly vzorky
centrifugovany (6,7 g; 15 minut), aby se ptipadny kal usadil na dné. Mikrostiikackou
Hamilton bylo odebrano 10 pl ¢irého extraktu bez usazeného kalu do insertu
ve vialkach, uzavienych vickem s teflonovou membranou. Takto byly pfipraveny

vzorky pro analyzu nLC-MS/MS. Vzorky byly pied analyzou uchovavany pii — 80 °C.

4.2.2.7 Analyza peptidi na nLC-MS/MS

Separace peptidt byla provedena na nanokapalinovém chromatografu (Proxeon Easy
nLC, Proxeon Odense, Dansko) a jejich nasledné méfeni MS/MS spekter pomoci
skloubeného ESI-Q-TOF (MaXis, Bruker Daltonics — obr. 10). Stacionarni fazi
predstavovala komeréné dodavana kolona s Biosphere C18 (Nieuwkoop, Nizozemsko).
Pouzitou mobilni fazi byly A (redestilovana voda s 0,1% kyselinou mravenci) s B

acetonitril téz s 0,1% kyselinou mravenci).
y

Parametry méfeni pro nLC byly nasledujici: pratokova rychlost 0,25 ul - min™;
teplota kolony 25 °C; délka kolony 150 mm; vnitini primér kolony 75 um; aplikovany
objem vzorku 5 pl a linearni gradient mezi mobilnimi fazemi A a B (zahajeni
separace 5 % mobilni faze B, nasledovana gradientovou eluci do 30 % B za 70 minut;
poté dalsi gradientova eluce do 50 % B po 10 minutach, pak gradient do 100 % B
po 8 minutach; vymyti kolony 100 % B po dobu 2 minut).
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Obr. 8: Kompletni sestava nLC-MS/MS (MaXis, Bruker Daltonics) [18]

Podminky méteni pro MS byly nasledujici: napéti ESI +4,5 kV; ultrazvuk 1,3 Hz,
vysouseci plyn (dusik) o pritoku 1L - min™; teplota plynu 160 °C; tlak nebulizéru
40 kPa; skenovani latek o M, 100 — 2000 g - mol'l; referen¢ni jednomocny iont

Ca4H19F36N306P3 a analyza vzorku v dupletu.

TOF - tube

Nano-LC ro

kolona ! !

Nano-ESI

e = me
LM M T T

Obr. 9: Schéma ESI-Q-TOF [19]
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4.2.2.8 Vyhodnocovani MS spekter

Udaje o jednotlivych peptidech byly zpracovany a proteiny byly identifikovany
za pomoci softwaru Data Analysis a ProteinScape 2.0. Proteiny byly rozpoznany
na zaklad¢ shody MS/MS spekter s dostupnymi databazemi proteind (IPI a SwissProt)
za pomoci serveru MASCOT. Program ProteinScape ve vysledku informuje uzivatele
mimo jiné o kddu proteinu, kompletnim nazvu proteinu, relativni molekulové
hmotnosti, hodnoté isoelektrického bodu nebo MASCOT skére proteinu. Cim je vyssi
MASCOT skére proteinu, tim vyssi je pravdépodobnost detekce a identifikace proteinu
(tzv. validita proteinu). Aby byl protein validni (platny), musi mit skore alespon
80 (u peptidi alesponn 20). Byly zvoleny tyto parametry vyhledavani: enzymovym
parametrem byl zvolen trypsin, tolerance hmotnostni detekce byla nastavena
na = 10 ppm, taxonomie byla omezena pro Homo sapiens, bylo zvoleno rozpoznéavani
moznych modifikaci aminokyselin jako je karbamidomethylace cysteinu, hydroxylace
lysinu a prolinu, oxidace methioninu. Naboj monoisotopického peptidu byl nastaven
nal+, 2+ a 3+, a pro odstranéni falesné pozitivnich vysledkd byla vybréna volba

Peptide Decoy.
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5 Vysledky

5.1 Obsah proteint ve vzorcich dentinu

Podle spektrofotometrického stanoveni pii 595 nm byly zjistény absorbance vzorkd
Vv 1% kyseliné chlorovodikové a ve 4 M mocoving, které byly nésledné pouzity

k vypoétu hmotnostniho procenta proteini ve vzorcich dentinu.

Tabulka 8: Vysledné absorbance vzorka dentinu

1% kyselina chlorovodikovéa 4 M mocovina
G-extrakt (5 ul) 0,396 0,567
G-extrakt (10 pl) 0,411 0,804
G-extrakt (20 pul) 0,405 1,091
E-extrakt (5 pl) 0,378 0,601
E-extrakt (10 pl) 0,400 0,843
E-extrakt (20 pl) 0,411 1,047

Regresni rovnici kalibraéni pfimky u 1% kyseliny chlorovodikové nebylo mozné
pouzit, protoze vysledkem byly zdporné hodnoty koncentraci vzorkii. Mocovina
rozpousti vzorky proteint ziejmé lépe nez kyselina chlorovodikova, a proto byla
regresni rovnice 4 M mocoviny pouzita k vypoctu koncentrace vzorkd v hmotnostnich
procentech. U reakénich smési s 10 ul a 20 ul vzorku byla provedena korekce objemu

na 5 ul (vypocet Tabulka 9 — viz dalsi strana).
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Tabulka 9: Vysledné koncentrace vzorkti dentinu

Objem vzorku ve smési

G-extrakt

E-extrakt

0,567 = 0,442x + 0,456

0,601 = 0,442x + 0,456

5 ul
" =>x=0,251mg - ml* =>x=0,328 mg - ml*
0,804 =0,442x + 0,456 0,843 =0,442x + 0,456
10 oy = 0787 oy = 0876
X =0,394mg - ml* x=0,438mg-ml*”
1,091 = 0,442x + 0,456 1,047 = 0,442x + 0,456
1437 1337
20 ul =x= 4 =x= 4

x =0,359 mg - ml*

x=0,334mg - ml*

* odlehly vysledek - nezahrnut do vypoc¢tu primérné koncentrace proteinti ve vzorku

Dixontv test na odlehlé vysledky (hladina vyznamnosti o = 0,05):

— (Xn _Xn—l)

Q pro vylouceni nejvyssi hodnoty ... Quax = 212

v

(Xn _Xl)

Q pro vylouceni nejnizsi hodnoty ... Quin = X2 =%)

(Xn _Xl)

kritickd hodnota pron =3 ... Q¢ = 0,941

Tabulka 10: Test pro vylouc¢eni maximalni a minimalni hodnoty méteni

Qmax[mg - mI™] Qmin[mg - mi™]
G-extrakt 0,245 0,755
E-extrakt 0,945 0,042

Statistické zpracovani vysledka:

smérodatna odchylka ... s = \/r]—Z(xi -x)2 [mg - ml™]

S

relativni smérodatna odchylka ... sy = 2. 100 [%]

x
X
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Tabulka 11: Statistické zpracovani vysledka

X s[mg - ml”] sr [%0]
G-extrakt 0,335 0,075 22,3
E-extrakt 0,331 0,004 1,28

G-extrakt: x = (0,335 +0,075) mg - mI™ (n = 3; s, = 22,3 %)

5mg - ml™...... 100 %
0,335mg - mlt.....x%

leoo-g = 6.7 %

E-extrakt: x = (0,331 +0,004) mg - mlI™* (n = 3; s, = 1,28 %)

5mg-ml™t.... 100 %
0,331 mg-mlt.....x%

leoo-% = 6,6 %

Podle stanoveni celkového proteinu metodou podle Bradfordové a nasledného
vypoctu obsahuje G-extrakt srovnatelné mnozstvi proteint jako E-extrakt dentinu.
Spravnost a piesnost vysledku byla pouze u E-extraktu, vysledek u G-extraktu je sice

spravny, ale nepfesny (dano vyssi hodnotou relativni smérodatné odchylky).

Vzhledem k tomu, ze 2-DE gely E-extrakti obsahovaly podle pilotnich pokusi
nedokonale fokusované spoty kvili velkému mnozZstvi piitomnych nezadoucich
vapenatych ionti, byla optimalizace 2-DE analyzy nadale provadéna pouze

s G-extraktem.

5. 2 Optimalizace mnozstvi vzorku pro 2-DE

Bylo navazovano 0,5 mg a 1,0 mg suchého vzorku dentinu. Obé dvé navazky byly

-----

10, NL). Podle ptedbéznych vysledka byly nalezeny spoty u obou 2-DE geld, avsak gel

36



s vy$§im mnozstvim vzorku poskytl intenzivngjsi spoty. Tudiz na zbyvajicich IPG
stripech (7 cm) byl davkovan rozpustény vzorek G-extraktu s navazkou 1,0 mg.

Obr. 9: Oskenovany 2-DE gel s nizsi navazkou (0,5 mg) suchého vzorku G-extraktu

Obr. 10: Oskenovany 2-DE gel s vyssi navazkou (1,0 mg) suchého vzorku G-extraktu

5.3 Kvantifikace spotii pomoci PDQuest 8.0.1

Pomoci programu PDQuest 8.0.1 byl zjistén celkovy pocet detekovatelnych spotu.
Nejvétsi mnozstvi spoti automaticky detekovanych programem u gelu o pH 5 — 8
(Obr. 11 — viz dalsi strana) ¢inil celkem 147. Nasledujici tabulka uvadi sectené spoty
programem po manuélnich Gpravidch u ostatnich reprodukovatelnych 2-DE gelt
(Tabulka 12 — viz dalsi strana).
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Tabulka 12: Poéty spott detekovanych automaticky PDQuestem 8.0.1 u vybranych

2-DE gela
pH 3-10, NL 104 spoth
pH4-7 75 spotl
pH5-8 147 spotl
pH7-10 54 spotl

Obr. 11: 2-DE gel (pH 5 — 8) s vyznacenymi vS§emi spoty bilkovin

5.4 Spoty uréené k identifikaci
U IPG stript s pH rozmezi 3 -6; 3,9 -5,1;4,7-5,9; 55— 6,7 a 6,3 — 8,3 se bohuzel

nepodafilo reprodukovat dobré vysledky. Na téchto gelech nebylo mozné nalézt dobie
rozliSené spoty vhodné k identifikaci a krom toho, pfitomné vertikalni pruhy zhorsily
detekci ptipadnych piitomnych spotia. Zdrojem chyb mohou byt bud’ manualni
nedbalost béhem postupu 2-DE anebo rusivé vlivy zbytki soli ve vzorku, které nevadily
u stripu s $irSimi oblastmi pH. Stripy s uzkym IPG gradientem jsou pravdépodobné
citlivéjsi na necistoty ve vzorku na rozdil od Sirsiho IPG gradientu, proto je nezbytné
pracovat co nejpeclivéji.

GelyopH 3-10,NL; 4 -7;5-8a7- 10 byly porovnavany, detekovatelné spoty
vytiznuty a proteiny v nich byly identifikovany na nLC-MS/MS.
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Tabulka 13: Pocet vyiiznutych spott u jednotlivych IPG stript a parametry identifikace

Rozsah pH 3-10,NL 4-7 5-8 7-10

Pocet spott 19 18 25 9

Nejveétsi celkovy pocet spota byl vytiznut u gelu 5 — 8 (25 spoti) a u gelu 3 — 10, NL
s 19 vyfiznutymi spoty. Zde byly spoty u obou gelt zietelné a snadno rozpoznatelné
lidskym okem. U gelu 4 — 7 bylo 18 vyiiznutych spotu, ale jejich ostrost byla o néco
horsi ve srovnani s predchozimi gely (zptisobené rusivymi solemi). Nejméné vybranych

spotu k identifikaci bylo u gelu 7 — 10 (9 spoti).

5.5 Identifikované proteiny nLC-MS/MS

V tabulkdch uvedenych nize jsou vyjmenovéany pouze lidské proteiny, nalezené
ve vzorcich dentinu. Jednotlivé proteiny v jednom vzorku jsou sefazeny podle jejich
MASCOT skoére. Pokud objeveny protein nebyl lidského plvodu anebo byly

detekovany pouze peptidy patiici enzymu trypsinu, nejsou v tabulce uvedeny.

Tabulka 14: Detekované proteiny u 2-DE gelu (pH 3 — 10, NL)

Oznageni Néazev proteinu (SwissProt kdd proteinu) MAS,C ot

spotu skore
Keratin, typ Il cytoskeletalni 1 (K2C1_HUMAN) 387,3

1. Keratin, typ I cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 353,8
Keratin, typ I cytoskeletalni 10 (K1C10_ HUMAN) 334,7

Keratin, typ I cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 134,4

Keratin, typ | cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 92,2

4 Keratin, typ I cytoskeletalni 10 (K1C10_HUMAN) 225,6
Keratin, typ 11 cytoskeletalni 2 epidermélni (K22E_HUMAN) 78,7

Keratin, typ Il cytoskeletalni 1 (K2C1_HUMAN) 397,6

. Keratin, typ I cytoskeletalni 10 (K1C10_HUMAN) 167,5
Keratin, typ Il cytoskeletalni 2 epidermalni (K22E_HUMAN) 154,1

Keratin, typ | cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 134,2

11. Keratin, typ Il cytoskeletalni 1 (K2C1_HUMAN) 165,9

* protein neni validni
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Tabulka 15: Detekované proteiny u 2-DE gelu (pH 4 — 7)

Oznageni Nazev proteinu (SwissProt kdd proteinu) MAS,C oT
spotu skore
6. Sérovy albumin (ALBU_HUMAN) 322,0
11. Sérovy albumin (ALBU_HUMAN) 95,4
15. Sérovy albumin (ALBU_HUMAN) 315,9
Tabulka 16: Detekované proteiny u 2-DE gelu (pH 5 — 8)
Oznateni Néazev proteinu (SwissProt kéd proteinu) MAS,C oT
spotu skore
5. Keratin, typ I cytoskeletalni 10 (K1C10_HUMAN) 2149
6. Kolagen, alfa-1 tetézec (CO1A1_HUMAN) 379,0
8. Keratin, typ | cytoskeletalni 10 (K1C10_HUMAN) 137,4
13. Sérovy albumin (ALBU_HUMAN) 158,2
16. Keratin, typ Il cytoskeletéalni 2 epiderméalni (K22E_HUMAN) 106,9
21. Keratin, typ Il cytoskeletalni 1 (K2C1_HUMAN) 233,3
22. Keratin, typ | cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 77,6
23. Keratin, typ | cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 137,6
25 Keratin, typ | cytoskeletalni 10 (K1C10_ HUMAN) 250,7
Serovy albumin (ALBU_HUMAN) 108,4

40




Tabulka 17:

Detekované proteiny u 2-DE gelu (pH 7 — 10)

Oznageni Nazev proteinu (SwissProt kdd proteinu) MAS,C oT

spotu skore
3. Keratin, typ | cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 91,0
Sérovy albumin (ALBU_HUMAN) 716,8

7. Keratin, typ I cytoskeletalni 10 (K1C10_ HUMAN) 245,2
Keratin, typ I cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 125,7

Keratin, typ Il cytoskeletalni 1 (K2C1_HUMAN) 441,8

Kolagen, alfa-1 fetézec (CO1A1 HUMAN) 368,2

10. Keratin, typ | cytoskeletalni 10 (K1C10_HUMAN) 301,2
Keratin, typ I cytoskeletalni 9 (K1C9_HUMAN) 197,8

Kolagen, alfa-2 fetézec (CO1A2_HUMAN) 195,6
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6 Diskuze

Proteomika dentinu piinasi uzitecné informace o slozeni extracelularni matrice

dentinu a také ndm pomaha charakterizovat osteoblasty.

V nedavné korejské studii byly zuby moudrosti demineralizovany v pufru disodné
soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) a proteiny byly néasledné extrahovany
RIPA pufrem a nasledné¢ analyzovany v 10% SDS-polyakrylamidovém gelu.
Po vyfiznuti jednotlivych bandii a naStipani proteini trypsinem bylo metodou
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii nasledné odhaleno
233 proteinil [4]. V dal§i podobné studii védct z téze zem& bylo v dentinu nalezeno
147 zubnich proteint, pfic¢emz z toho bylo detekovano 29 znamych proteini, avSak jako

poprveé se vyskytujici v zubni tkani [6].

V recentni studii pracovnikil proteomické laboratote FgU AV CR v Praze byla
poprvé pouzita 2-DE pro proteomické zkoumani dentinu lidskych zubt [2]. Vyuzitim
dvoukrokové extrakce vzorka v guanidinovém pufru a poté v EDTA pufru nasledované
2-DE a nLC ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim
bylo odhaleno 289 proteint, z toho 90 proteinti bylo poprvé popsano v lidském dentinu,
20 protein byly keratiny a dale bylo identifikovano 9 hypotetickych proteini,
podobnych imunoglobulinim, které byly v lidském organismu detekovany vibec

poprvé [2]. Princip experimentalni ¢asti mé prace vychazi pievazné z tohoto ¢lanku.

Hlavnim cilem mé odborné prace bylo optimalizovat metodu 2-DE na stripech
s ruiznym IPG gradientem, nasledné porovnat jednotlivé 2-DE gely a ur€it, jaké jsou

optimalni podminky pro déleni zubnich proteintl.

Priprava vzorku dentinu spocivala v rozdrceni ocisténych zubu na prasek, ktery byl
posléze extrahovan bud’ v guanidinovém anebo EDTA pufru. Pii extrakci suchého
vzorku dentinu byla do G-extraktu navic pfidana komerén¢ dodavana tableta koktejlu
inhibitorii protedz, a tudiz se enzymy staly inaktivnimi a nemohly tak degradovat
proteiny pfitomné ve vzorku. EDTA je chemikalii s inhibujicimi u¢inky nékterych
proteaz (napf. metaloproteinaz), proto nebylo nutné pfidavat do jejiho roztoku tabletu

s koktejlem inhibitort proteéz.

Kvantitativni test obsahu bilkovin ve vzorku zaloZeny na metodé podle Bradfordove
ukazal, Ze vEtsi podil proteini obsahuje G-extrakt na rozdil od E-extraktu. Nizky obsah

proteinti v obou extraktech (6,7 % G-extrakt a 6,6 % E-extrakt) je dan nedostate¢nou
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extrakci a odsoleni vzorku nebylo uplné dokonalé. Aby omezené mnozstvi vzorku

dentinu vystaéilo na celou komplexni analyzu, byly pouzity 7 cm formaty IPG stripa.

Pied proteomickou analyzou zubnich proteinti se optimalizovalo mnozstvi vzorku
pro 2-DE metodu aplikaci dvou riznych navazek G-extraktu (pii kontrole Cistoty
vzorki pomoci SDS-PAGE byly jeho gely zfetelnéjsi). LepsSi reprodukovatelné
vysledky poskytl gel s vyssi navazkou (1,0 mg), kdy se pii IEF vstiebalo do IPG stripu
veétsi mnozstvi vzorku, ¢imz nasledovné vznikaly intenzivnéjsi spoty. Toto mnozstvi
vzorku bylo proto v dalsich analyzach navazovano a rozpousténo ve 130 pl lyza¢niho
pufru a aplikovano na IPG stripy po celou dobu zkoumani proteomu dentinu v lidskych

zubech moudrosti.

Co se IEF tyce, jeji prubéh dobéhl vzdy do ptredpokladané doby (19 — 22 hodin
podle nastavenych podminek pro piislusny IPG strip), tzn. Ze v mych vzorcich dentinu
se neprojevily rusivé Gcinky soli ani nizkomolekularnich latek (organické kyseliny jako
produkty metabolismu odontoblastii, lipidové slozky z biologickych membran
¢i sacharidy vzniklé pfi bunécnych procesech). Pokud by ve vzorku zistaly né&jaké soli
nebo nizkomolekularni latky pochazejici pGvodné =z dentinu, doba dosazeni
pozadovanych volt-hodin by se prodluzovala (krok ¢. 3 aktivni rehydratace — viz
Experimentalni cdst), nebot dosazeni koneéné hodnoty napéti 4000 V by bylo
zdrzovano rusivymi solemi.

Bohuzel zadny z IPG stript s Uzkym rozsahem pH (3,9 — 5,1; 4,7 - 5,9; 55 - 6,7;
6,3 — 8,3) a jeden IPG strip s rozsahem pH 3 — 6 neposkytly reprodukovatelné vysledky,
jen nezietelné mapy. Pfi¢inou mize byt zména sloZeni vzorku po mési¢nim skladovani
pii — 80 °C (opakovane zmrazovani a rozmrazovani preparatu, nedostate¢na IEF,
nerovnomérny vyskyt proteind v suchém vzorku (nereprezentativnost vzorku),
interference nizkomolekularnich latek ¢i vapenatych iontl, nedbalost pfi manipulaci
se vzorkem. SDS-PAGE fungovala spravné — diikkazem je zfetelné rozdéleni standardu

smési proteinu podle jejich M, (ukazka jednoho ze $patnych 2-DE gelti — obr. 12).
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Obr. 12: Nezietelné mapy na 2-DE gelu s Uzkym rozsahem pH 4,7 — 5,9; vlevo

rozdé€leni standardu smési proteinti

U zbyvajicich IPG stripi s rozsahem pH 3 — 10, NL; 4 — 7; 5 -8 a 7 — 10 bylo
k nLC-MS/MS analyze vybrano celkem 71 spott, avSak identifikovano bylo 47 spotu.
Z toho pouze u 21 spotit byly rozpoznany nékteré proteiny shodné s ptredchozimi
studiemi. Ve zbylych vzorcich byl pfitomen pouze trypsin, nevalidni proteiny
¢i proteiny jiného pivodu nez lidského. Pravdépodobné za to byla zodpovédna
nedostatecna extrakce spotl v sonikacni 14zni po nasStépeni trypsinem na peptidy nebo

hardwarové problémy s hmotnostné spektrometrickym detektorem.

Z proteinli identifikovanych ve vzorcich se jednalo pfedev§im o keratiny
(K1C9_HUMAN, K1C10 HUMAN, K2C1 HUMAN, K22E_HUMAN), kolageny
(CO1A1_HUMAN, CO1A2_HUMAN) a serovy albumin (ALBU_HUMAN).
Je znamo, ze keratiny mohou pochazet z lidské kuze nebo laboratorniho prachu
a kolageny tvofi majoritni slozku dentinové matrice. Je ziejmé, ze nejvice spotit bylo
detekovano u 2-DE gelu s pH rozsahem 5 — 8, protoze vétsina lidskych bilkovin mé sviij
pl ~ 7. Naopak v alkalické oblasti pH 7 — 10 bylo detekovano nejméné spott, nebot’ pti
IEF siln¢ alkalickych (pH > 8) proteini se komplikuje vstup vzorku do IPG stripu, ¢imz

se zhorsuje detekovatelnost spotti na vyslednych 2-DE gelech.
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7 Zaver

Proteomicka analyza proteomu dentinu ve zdravych lidskych zubech moudrosti
muzi ve veéku 31 let odhalila celkem 7 proteinti. Z toho nejCastéji a opakované
detekovanymi proteiny byly keratiny, celkem byly identifikovany 4 keratinové proteiny
typu | cytoskeletalni 9, typu | cytoskeletalni 10, typu Il cytoskeletalni 1 a typu 1l
cytoskeletalni 2 epidermalni (K1C9_HUMAN, K1C10 HUMAN, K2C1 HUMAN
a K22E_HUMAN). Ddéle byly detekovany 2 kolagenni proteiny typu alfa-1 fetézec
atypu alfa-2 fetézec (CO1A1_HUMAN a CO1A2 HUMAN) a sérovy albumin
(ALBU_HUMAN).

Pouziti IPG stripi s rizné Uzkymi rozsahy pH bohuzel nepfineslo nové vysledky
pro optimalizaci 2-DE metody. Pfic¢inou snad mohly byt rusivé ucinky necistot
ve vzorku, kdyz se jedna o velmi citlivé stripy s IPG gradientem, ale divodi muze byt
vice a jsou podrobnéji rozebrany v 6. kapitole Diskuze. Gel s pH 3 — 6 téz neposkytl
dobry vysledek. Zde ziejmé nebylo Gspésné vstiebani vzorku do IPG prouzku béhem
IEF a navic se jedna o slabé kyselou az neutralni oblast pH a pfitomné bilkoviny
ve vzorku, az na nékteré vyjimky, mély svij isoelektricky bod v blizkosti neutralniho
(s rozsifenym métitkem pH zhruba 5 — 7), 4 — 7 a 5 — 8, nebot’ u jmenovanych geld byly

nejoptimalnéjsi podminky pro separaci dentinovych proteind.
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SEZNAM ZKRATEK

2-DE
APS
CBB
CHAPS
DSPP
DTT
EDTA
ELISA
ESI

ESI-Q-TOF

HED
IEF
IPG strip

LC-MS/MS

MALDI-MS

M

MS

NL
PAGE
pl

PMF
RT-PCR

SDS

dvourozmérna gelova elektroforéza

peroxodisiran amonny

barvivo Coomassie Brilliant Blue
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-propan-1-sulfonéat
dentinovy sialofosfoprotein

dithiothreitol

disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové

enzyme linked immunosorbent assay

ionizace elektrosprejem

tandemovy hmotnostni spetrometr (kvadrupdl a priletovy

analyztor) s ionizaci elektrosprejem
hydroxyethyl-disulfid

isoelektricka fokusace

strip s imobilizovanym pH gradientem

kapalinova chromatografie s tandemovym  hmotnostnim

spektrometrem

hmotnostni ~ spektrometr s laserovou ionizaci/desorpci

za pritomnosti matrice

relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie

nelinedrni métitko rozsahu pH

polyakrylamidovéa gelova elektroforéza

isoelektricky bod

,,Peptide mass fingerprinting* (peptidové hmotnostni mapovani)
reverzni transkripéni polymerazova fetézova reakce

dodecylsiran sodny
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SDS-PAGE
TEMED

Tris

gelova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodného
N, N, N’, N’ — tetramethylethylendiamin

(tris(hydroxy-methyl)aminomethan)
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