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Abstrakt

Tato prace méla za cil identifikovat proteiny tenké spojovaci vrstvy dentin-
enamel (DEJ) pifitomné v lidskych zubech moudrosti. Byly vyzkouSeny tfi rizné
metody analyzy. V jednom ptipad¢ byly zuby demineralizovany v roztoku EDTA pufru,
pficemz doslo k uvolnéni proteinové vrstvy DEJ. V dalSich dvou pfipadech byly
pfipraveny tenké fezy zubni tkané a pfislusna DEJ vrstva byla vyfiznuta pomoci
laserové mikrodisekce. Nékolika metodami byla zkoumdna extrakce proteini ze
zkoumanych vzorkti DEJ (pro srovnani i ze vzorkl dentinu, enamelu). Extrahované
proteiny byly Stépeny trypsinem na peptidy. Nasledné byly peptidy purifikovany
pomoci Stage tips a analyzovany metodou nLC MS/ MS. Optimalni metodou bylo ve
vzorku DEJ nalezeno pfes 40 rtznych proteinli napf. apolipoproteiny, vimentiny,

vitronektiny, clusteriny, biglykany.

Klicova slova: proteomika, dentin-enamelovd vrstva, laserovd mikrodisekce,

hmotnostni spektrometrie

Abstract

This thesis deals with the analysis of the dentin-enamel junction layer in human
third molar teeth. Three different methods of analysis were tested. In the first one teeth
were demineralized in EDTA buffer to release the protein layer DEJ. In the other two
cases thin slils of dental tissue were preparedand from them the DEJ layer was cut using
laser microdissection. Severals methods were tested for extraction of proteins from DEJ
samples (for comparsio also from dentin and enamel samples). Extracted proteins were
cleavaged into peptides with trypsin. Subsequently, peptides were purified by Stage tips
and analyzed by nLC MS/ MS. Using the optimal method over 40 different proteins, for
example: apolipoproteins, vimentin, vitronectin, clusterin, biglycan weres found in the

sample DEJ.

Keywords: proteomics, dentin-enamel junction, laser microdissection, mass spectrometry
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1. UVOD

Proteomika je védni disciplina, kterd se zabyva globdlnim hodnocenim exprese
genetické informace na trovni bilkovin (proteomu), a zaroven téz zkouma strukturu a
interakce protein. Podava kvantitativni informaci o proteinech v daném okamziku za
piesn¢ definovanych podminek. Lze ji rozdélit do tifi hlavnich oblasti, prvni je
mikrocharakterizace proteini pro identifikaci proteinit a studium postranslacnich
modifikaci, druhou je srovnavaci proteomika zabyvajici se porovnavanim hladin
proteinti. Tteti oblast studuje protein- proteinové interakce. K tomu se vyuzivaji rtizné
metody, napf. technika hmotnostni spektrometrie nebo gelova elektroforéza, SDS-

PAGE a 2-DE [1- 3].

Oblast proteomiky zubi je dosud relativné malo prozkoumanou oblasti vyzkumu, a
to predevsim kvili obtiznému zpracovani zubni tkané, nizkému obsahu proteinti v
mineralizovanych tkdnich a jejich obtizné izolaci. Podrobnéjsi studie proteomického a
chemického slozeni zubli mohou pfispét k pochopeni riznych pficin chorob chrupu

napf. tvorby zubnich kazi, nebo paradentozy.

V korejské studii z roku 2009 byl zkouman celkovy proteom dentinu. Vzorky zubi
moudrosti byly demineralizovany po dobu 15 dni v roztoku disodné soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA-2Na) za ptfidavku inhibitori protedz, aby
nedochazelo k degradaci proteinti. Vzorky zubli byly nasledné zchlazeny v kapalném
dusiku a poté rozdrceny. Proteiny byly extrahovany do roztoku RIPA pufru a nakonec
analyzovany v 10 % SDS- polyakrylamidovém gelu. Jednotlivé prouzky proteint v gelu
byly vyfiznuty a proteiny byly nastipany trypsinem na peptidy, které byly analyzovany.
Metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Tato studie
zjistila pfitomnost 233 raznych proteini napt. biglykan, prekurzor periostinu,

vitronectinu, osteoglycinu, osteomodulinu [4].

Clenové Proteomické laboratote Fyziologického ustavu AVCR aplikovali separaéni
postup vhodny pro izolaci proteinii ze vzorkii dentinu, ktery vyuziva guanidin jako
chaotropni a denaturacni €inidlo. Analyza dentinu zde byla poprvé provedena pomoci
dvojdimenzionalni elektroforézy (2-DE) a nLC-MS/ MS analyzou kryptickych Stépt.

Diky tomu bylo touto studii v dentinu identifikovano celkem 289 proteint [5].

Ve studii Shevchenka a spol. z roku 2006 byla popsana metoda izolace proteint

extrakci do roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného. Proteiny byly nastipany trypsinem a



vysledné peptidy analyzovany vhodnou separacni metodou ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MALDI-MS, LC- MS/MS). Postup popsany v této studii umoznil znacné
zvyseni rychlosti a citlivosti analyzy pro identifikaci proteint [6]. Princip zpracovani

vzorkl ¢.2 v experimentélni ¢asti vychazi z tohoto protokolu.

V jiné nedavné brazilské studii z roku 2016 se védci zabyvali analyzou
proteomu zubniho cementu. Vzorky mySich zubl byly inkubovany v mocoving.
Extrahované proteiny byly redukovany 0,5 mol/ 1 DDT a nasledn¢ alkylovany v 0,5
mol/ 1 jodoacetamidu. Demineralizované vzorky byly uchovany v 10 % roztoku
formaldehydu. Zuby byly nafezany na tenké platky a dekalcifikovand oblast zubniho
cementu byla vyfiznuta pomoci laserové mikrodisekce. Naslednou analyzou vytezi
zubniho cementu metodou LC-MS/ MS bylo odhaleno 519 proteini napt. serpinAl,
prokolageny, tenasciny X (TNX) a asporiny [7]. Princip zpracovani vzorkd ¢.3 v

experimentalni ¢asti byl inspirovan timto ¢lankem.

V americké studii z roku 2012 byla sledovéna ultrastruktura DEJ v lidskych
zubech moudrosti. Po oddéleni korunky od kofenové ¢asti byly korunky
demineralizovany 37 % kys. fosfore¢nou a poté jesté v roztoku 4 % EDTA pufru.
Vizualizace vrstvy DEJ byla provedena metodou skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM). Analyzou byly objeveny struktury podobné siti trojrozmérnych vladken 100-

400 pm vyrazné odlisitelnych od struktury enamelu [8].
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2. CiL PRACE

Izolovat proteiny piitomné v zubech moudrosti z vrstvy na rozhrani dentinu a
enamelu metodou demineralizace, extrakce proteinit do hydrogenuhli¢itanu amonného a
denaturace proteinti inkubaci v roztoku mocoviny vkombinaci s laserovou
mikrodisekci. Extrahované proteiny nastipat na peptidy a nésledné je analyzovat
metodou nLC MS/ MS. Poté porovnat ziskané vysledky z jednotlivych metod mezi

sebou.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Proteomika
Oblast proteomiky zubi je oproti nékterym ostatnim castem lidského téla (napf. krev,
moc) dosud relativné méné prozkoumanou, a to predevsim kvili obtiznému zpracovani

zubni tkané [1, 3].

Zuby jsou nejtvrdsi tkani lidského téla, vyvijeji se z ektodermu a ektomezenchymu.
Jsou uzptisobeny k uchopovani a rozméliiovani potravy, coz je ovliviiovano tvarem
hran, hrbolki, podélnymi a pficnymi ryhami na Zvykacich ploskach zubti. Morfologicky

jsou zuby ¢lenény na zubni korunku, kréek, kotfen a dfefiovou dutinu zubu [9, 10].

Lidské zuby se skladaji ztii zékladnich casti: skloviny (enamelu), zuboviny

(dentinu) s zubniho cementu [9, 10].

/ Sklovina

Dentin

WXICSOR
)

—Zubni dien
—— Dasen

—Cement

—t——Alveol

i a0 W, /Cevy

—— Nervy

JmO w0 X

Obr. 1: Stavba lidského zubu [11].

3.1.1 Proteomika enamelu

Enamel tvoii vnéjsi ¢ast zubu, jeho funkci je rozmélnovat potravu. Tvoii se jesté
pfed samotnym profezavanim zubt specializovanymi sekrecnimi butikami ameloblasty.
Zubni sklovina je nejprve produkovana jako mékka na proteiny bohata extracelularni

matrix, kterd tvoii zédklad pro formu enamelu [10].

Béhem tvorby a dozravani enamelu, dochazi k téméf uplnému odstranéni
extracelularni matrix proteazami enzymatickou degradaci. Vysledkem je ztvrdnuti a
zpevnéni skloviny za soucasného extenzivniho uklddani minerdli na bazi vapniku.
Struktura profezané skloviny je tvofena mikro ty¢inkami, kdy kazda z ty¢inek je tvofena

12



ze stupnovité uspotradanych hydroxyapatitovych nanosloupct, které jsou zanofeny do
proteinové matrix. Z anorganickych prvki je enamel tvofen piedev§im vapnikem (35 %
hmoty), fosforem (15 %), kyslikem (40 %). Dale obsahuje uhlik, vodik, sodik, chlor,
dusik, hot¢ik a zinek [1, 10].

Enamel je unikétni jednotkou mezi vSemi mineralizovanymi tkanémi z divodu
pritomnosti vysokého obsahu mineralt. Je nejtvrdsi tkdni lidského t€la a je nekolagenni

a nepodléha resorpci a remodelaci [12].

Produkce protedz béhem zrani enamelu je nezbytnd pro spravny vyvoj zubu,
tvrdnuti a zvySovani chemické a mechanické odolnosti skloviny [10]. Proteinova matrix
enamelu je rozdélena do tfi hlavnich skupin. Prvni skupinou je amelogenin. Druhou
skupinou je enamelin, ktery zahrnuje tuftelin. Tfeti skupinou jsou neamelogenni a
neenamelinové skupiny, které jsou reprezentovany ameloblastinem (t¢zZ amelin ¢i

sheathlin) [12].

3.1.11 Amelogenin

Amelogenin tvoii 90 % proteinti enamelové matrix a ma majoritni funkci pro
mineralizaci a morfologické pfemény skloviny. Zakladni struktura amelogeninu se
sklada ze dvou dobfe vymezenych oblasti: prvni je amino-termindlni doména-A
(hydrofobni a obsahuje zbytky aminokyselin) a druha oblast je karboxy-terminalni
doména-B (hydrofilni a obsahuje zbytky aminokyselin). Amelogenin ma schopnost
vazat se na krystaly hydroxyapatitu pomoci domény-B, ktera je hydrofilni povahy, ¢imz
je regulovana iniciace a rast hydroxyapatitovych krystali béhem mineralizace

enamelu [12].

3.1.1.2 Enamelin
Spole¢né s ameloblastinem je jednim ze dvou nejhojnéjSich neamelogennich
proteinti z proteini zubni skloviny. Enamelin se siln¢ vdze na hydroxyapatit,

mechanismus vazby neni zcela objasnén [10].

3.1.1.3 Tuftelin

Tuftelin je kysele fosforylovany glykoprotein skloviny, vznikd bé&hem
amelogenese. Jeho funkce neni zcela objasnéna, predpoklada se na zdkladé studii
aniontového charakteru, lokalizace v DEJ (dentin-enamelové vrstva) a podilu pii

expresi v bunikdch ameloblastt, Ze se jednd o nukleator pro tvorbu hydroxyapatitovych

13



krystald a tudiz, Ze podporuje zahdjeni mineraliza¢nich procest béhem vyvoje

zubi [10].

3114 Ameloblastin
Ameloblastin byl ptivodné povazovan za specificky glykoprotein extracelularni
matrix produkovany ameloblasty. Pozd¢ji byla detekovana jeho exprese i béhem vyvoje
mezenchymalni zubni tvrdé tkdn¢ a béhem Casné kraniofacidlni kostni formace. Jeho
fyziologicka funkce je zatim neznama4, ale jistou mirou se podili na kontrole elongace

krystalti skloviny a mineralizace skloviny béhem vyvoje zubu [10].

3.1.2 Proteomika dentinu

Dentin je intermedialni Casti zubu, nachazi se mezi sklovinou a dfeni. Je méné
mineralizovan nez enamel. Dentinova tkan tvoifi pievaznou C¢ast zubu, ktera plni

ochrannou funkeci pro dien a poskytuje podporu pro zubni sklovinu a cement [5, 10].

Dentin je nejprve tvoren odontoblasty, které formuji hlavni strukturu zubii a davaji
zéklad pro sklovinu a cement. Organickd matrix dentinu obsahuje kolagenni,
nekolagenni proteiny (proteoglykany, fosfoforyny, glykoproteiny), fosfolipidy a rstové
faktory. Béhem vyvoje zubu odontoblasty sekretuji primarni dentin. V pribéhu
dentinogeneze tyto bunky produkuji proteiny, které maji dtlezitou ulohu v dentinu pii

organizaci extracelularni matrix a regulaci mineralizace [4, 10].

Organickd matrix dentinu je tvofena z 90 % kolagennimi proteiny, u ¢lovéka
byla zjisténa ptitomnost 27 typa kolagenu pochazejicich z 42 riiznych genit pro kolagen.
Majoritni ¢ast je zastoupena kolagenem typu I. Mezi ostatni typy kolagenu piitomné
v dentinu patii i IlI, V, VI, XI, XII. Fibrily kolagenu vytvafi 3D oporu pro ukladani
krystala apatitu [10].

Hlavnimi nekolagennimi proteiny podilejici se na mineralizaci dentinu jsou
proteiny z rodiny fosfoproteini SIBLING. Do této rodiny patii dentinovy
sialofosfoprotein ~ (DSPP), kostni  sialoprotein ~ (BSP), dentinovy  matrix
protein 1 (DMP1), osteopontin (OPN) a extracelularni matrix fosfoglykoprotein
(MEPE) [13].

14



3.1.2.1 Dentinovy sialofosfoprotein (DSPP)

Majoritnim nekolagennim proteinem v dentinu je sialofosfoprotein (DSPP), dilezity
pro mineralizaci dentinu, jehoz primérni funkci je extracelularni mineralizace dentinu
Heterogenni mutace v lidském DSPP genu ovliviiuji dentin a zapficinuji dédicné
choroby chrupu naptf. dentinogenesis imperfektum a dentinovou dysplazii

typu IL, I [10, 13].

3.1.2.2 Dentinovy matrix protein | (DMP1)
Jedna se o vysoce fosforylovany protein, ktery obsahuje velké mnozstvi
fosforylovaného serinu. DMP1 se dokaze specificky vazat na N-telopeptidové sekvence

kolagenu, coz mé vliv na kolagenni fibrogenezi [10].

3.1.3 Proteomika dentin- enamelové vrstvy (DEJ)

Mezivrstva dentin-enamel je pfirodnim rozhranim propojujici dvé mechanicky
odlisné tkdn¢ v zubu. Tvrdou vrstvu enamelu a mékkou vrstvu dentinu. Pro své
jedinecné biomechanické vlastnosti md DEJ zdsadni vliv pfi poSkozeni enamelu a
funguje jako bariéra pro pienos trhlin do dentinu. Mezivrstva DEJ je struktura
100 — 150 pum Siroka. Struktura DEJ ma v oblasti smérem k dentinu konvexni tvar a
smérem k enamelu konkavni. Toto specifické rozvrzeni ptispiva k integrité této

mezivrstvy [14, 15].

Nejvnitingj$i ¢ast enamelu na rozhrani s DEJ tvofi zaklad zubni bazalni
membrany. Bazalni membrana obsahuje z velké Casti kolagen typu IV nebo kolagen

typu VII a laminin. Mutace v kolagenu typu VII zpusobuje kiehkost enamelu [15, 16].

Proteiny ve vrstvé enamelu jsou nejvice zastoupeny v tésné blizkosti DEJ, ve
vzdalenosti nad 400 um od DEJ uz je patrnd vyrazna absence proteinti enamelu.
Predpoklada se, Ze tato proteinova vrstva by mohla byt dilezitd pro biomechanické
interakce mezi enamelem a dentin-enamelovou vrstvou v lidskych dospélych

zubech [8].

DEJ vrstva je tvorena slozitymi urovnémi mikrostruktur, které nejsou zatim
presnéji definovany. Predpoklada se, ze tato vrstva obsahuje organické a mineralni latky
odlisné od prilehlych vrstev tkan€. Jedinecné slozeni této vrstvy zachovava fyzikalni

celistvost zubu [16].
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3.1.4 Proteomika zubniho cementu

Zubni cement je avaskuldrni mineralizovana tkan pokryvajici povrch kotfene. Jeho
hlavni funkci je ukotveni kolagennich fibril periodontalnich vldken na povrch kofene

zubu. Je tvofen specializovanymi bunikami cementoblasty [10, 17].

Zubni cement tvoii z 61 % mineraly, dale je vném 27 % organické matrix a 12 %
vody. Mineralni slozka se skldd4 z hydroxyapatitu, organicka slozka zahrnuje kolageny
(kolagen typu I, III), glykoproteiny (osteonektin, arginin-glycin-aspartat kysele vazajici
integriny) a proteoglykany (biglykany, decorin) [10, 18].

Cement je klasifikovan v zavislosti na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti cementocyti
nebo na zakladé obsahu wvnitinich nebo vnéjSich kolagennich vlaken tvofenych
cementoblasty nebo fibroblasty. U lidi jsou odliSeny tii typy liSici se v téchto ohledech:
acelularni afibrildrni cement, celularni cement s vnitinimi vlakny a aceluldrni fibrilarni

cement s vn¢jSimi vlakny [17].

3.1.4.1 Acelularni fibrilarni cement
Tento typ cementu pokryva malou c¢ast skloviny a nachdzi se podél cemento-
enamelové vrstvy, hlavni strukturalni organickou slozku tvoii glykosaminoglykany. Je

pfitomen v cervikalnich a stfednich oblastech kotenové casti [17, 18].

3.1.4.2 Celularni cement s vnitfnimi viakny
Celularni cement s vnitinimi vldkny obsahuje cementocyty zaclenéné do kolagenni
matrix vnitinich kolagenovych vldken. Ta jsou orientovdna ptevazné paralelné
k povrchu kofene a kruhové okolo. Jako jediny druh cementu dokaze opravit resorpéni

defekty kotene. Nachazi se v apikalni ¢asti kotene [17].

3.1.5 Proteomika zubni drené

Zubni dien je nekalcifikovand tkan nachazejici se v zubni dienové duting,
obklopenou tvrdou zubni tkani. Pulpa se sklada z pojivové tkané, neuralnich fibril,

mesenchymalnich bunék, krevnich a lymfatickych cév [10].

Krevni cévy a nervové svazky vstupuji do dien¢ skrze apikalni foramen. Jejich

ukolem je zajistit vyzivu zubu a citlivé reagovat na vn&j$i podnéty. Zubni dienn ma
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schopnost regenerovat kalcifikované tkané v reakci na riizné vnéjsi vlivy jako jsou

zubni kazy, traumata, retransplantace zubt [10].

Imunitni systém pulpy je tvofen dendritickymi bunkami, makrofagy, lymfocyty,
endotelidlnimi, epitelidlnimi a mesenchymalnimi bunikami. VSechny tyto komponenty
jsou obsazeny v dentino-dfefiovém komplexu. Vitalita tohoto komplexu je nezbytnd pro
udrzeni funkc¢ni, Zivotaschopné okluze zubu. Bunky na okraji dfené syntetizuji a
sekretuji dentin a jsou dulezité pro udrZeni tkanové homeostazy. Tyto builky téz
pfispivaji k imunitnimu systému zubu a zprostiedkovavaji reparativni procesy vedouci

k regeneraci tkéni [10, 19].

3.1.6 Proteomika pelikularni vrstvy

Pelikularni zubni vrstva je proteinovy film na povrchu enamelu, ktery je tvofen
na zaklad¢ selektivni adsorpéni vazby glykoproteinii ze slin. Tento film tvofi
rozhrani mezi sklovinou a ustnim biofilmem a koriguje zachytavani bakterii na

biofilmu v Gstni duting [20, 21].

Hlavni slozkou pelikularni vrstvy jsou makromolekuly lysozymu, alfa amylasy,
peroxidasy, imunoglobulinu A a G, mucinu, albuminu a proteinii bohatych na

prolin [21].

3.2 Metody proteomiky
Rozvoji proteomickych metod se v poslednich letech dostava ¢im dal tim vice
pozornosti, kterda umoziuje provadét analyzu proteomu a to i studii postranslacnich

modifikaci proteinti €i jejich interakcei [22].

Nejcastéji vyuzivanou metodou pro identifikaci proteini je hmotnostni
spektrometrie (MS). Hmotnostni spektrometry méti pomér molekulovych hmotnosti
latek k ndboji (m/z). Pfistroje zaznamenavaji jednak molekulové hmotnosti proteinti, tak
1 molekulové hmotnosti peptidii vzniklych st€penim sekvencné specifickymi protedzami
a molekulové hmotnosti fragmentl peptidi. Pro proteomické aplikace se hmotnostni
spektrometry pouzivaji ve spojeni sioniza¢nimi technikami ESI (Electrosprey

Ionization) a MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization) [22].
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3.2.1 Dvourozmérna gelova elektroforéza (2- DE)

Zasadni metodou pro proteomiku je 2-DE, metoda, jeZ ma své pocatky v roce
1975. Tato metoda je schopna uc¢inné separovat komplexni smési proteind. Piiprava
vzorku zahrnuje nékolik kroki, béhem kterych dochézi k solubilizaci (pfevedeni vzorku
do rozpustného stavu), disagregaci (omezeni vzajemnych interakci), redukci a
denaturaci proteinovych vzorkil. Poté nasleduji dva navzajem kolmé separacni procesy.
Prvnim rozmérem je isoelektrickd fokusace (IEF) a druhym rozmérem
polyakrylamidova elektroforéza v piitomnosti dodecyl-sulfatu sodného (SDS- PAGE).
Poslednim krokem je vizualizace dvourozmérné separace komplexni smeési

proteinti [23].

Ackoliv je tato metoda pomérné piesna md i své nedostatky, napf. nizkou
ucinnost solubilizace membranovych proteini a omezeni v déleni hydrofobnich

proteintl i proteint o extrémni velikosti nebo néboji [24].

Vyhodou 2- DE je vyborna separac¢ni vlastnost vhodna pro analyzu komplexnich

smési proteini s kvalitativnim vyhodnocenim [24].

vzorek

kysely pl alkalicky

4 2
velkd

mald

11

Obr. 2: Schematické znazornéni principu 2-DE [23].

3.21.1 Priprava vzorku
Disagregace se provadi sonikaci, osmotickou ¢i enzymatickou lyzi,

mechanickou homogenizaci nebo metodou ,,french press* [25].
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Proteiny jsou poté extrahovany ze vzorku vzorkovym (lyza¢nim) pufrem, ktery

obsahuje chaotropni Cinidla, detergenty, redukéni ¢inidla a amfolyty [25].

K solubilizaci dochazi v pufru vlivem chaotropnich ¢inidel, ktera brani asociaci
proteinti vodikovymi mustky, pfispivaji k denaturaci, zvySuji solubilizaci proteint a
zlepSuji jejich rozliSeni. Ptikladem takovychto €inidel jsou mocovina a thiomocovina

[23, 25].

Zwittreiontové nebo neiontové detergenty zamezuji hydrofobnim interakcim a
snizuji povrchové napéti, ¢imz ptispivaji k solubilizaci hydrofobnich proteint a proteinti
po denaturaci a odkryti hydrofobniho jadra. Vyuzivané surfaktanty neiontového

charakteru jsou Triton X-100, NP-40 a zwitteriontové napt. CHAPS, ASB-14 [25].

Reduk¢ni ¢inidla dithiothreitol (DTT), dithioerythritol (DTE)
nebo 2 merkaptoethanol  brani tvorbé disulfidickych mustki mezi -SH skupinami
cysteinli a udrzuji proteiny v redukovaném stavu, pomahaji ke kompletnimu rozvinuti

proteinti a zlepSuji rozdéleni na gelu [25].

Ptitomnost amfolytd v pufru je nezbytnd pro pufrovani pH, rozpustnost a
konduktivitu proteini v oblasti jejich pl, také omezuji elektrostatické interakce mezi
proteiny. Tvofi pH gradient, zvySuji solubilitu, minimalizuji agregace proteini a
zlepsuji jejich viditelnost na gelu. Pouzivaji se komercni pfipravky Ampholyte,

Pharmalyte, apod. [23, 25].

Dalsimi efekty, které mizou mit vliv na falesné vysledky, je pfitomnost protedz.
K jejich eliminaci je tfeba inaktivace pfidanim inhibitort protedz ke vzorku, snizeni pH

nebo povaieni vzorku v SDS pufru [23].

Aby byly vysledky co nejpiesnéj$i a bylo zabranéno co nejmensim ztratdm,
doporuCuje se provadeét piipravu vzorku co nejrychleji a minimalizovat pocet
potifebnych krokti. U vzorka obsahujici mocovinu nesmi dojit k zahtivani nad 37° C,
jelikoz by vznikl nezadouci izokyanat a doSlo by k nechténé karbamylaci proteint.
Ptipravené vzorky je vhodné kratkodobé uchovavat pii 4° C, dlouhodobé pii -78° C
[26].

3.21.2 Izoelektricka fokusace (IEF)
Jednda se o prvni rozmér 2-DE- separaci, béhem které se proteiny rozdéli

v elektrickém poli na zéklad¢ svych izoelektrickych bodi v prostiedi s gradientem pH.
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Stabilniho gradientu se docili pouzitim amfolyti. Béhem elektroforézy se vSechny ionty
pohybuji dle svého naboje, kyselé funkcni skupiny maji v zasaditém prosttedi zdporny
naboj a migruji ke katodé, bazické funkcni skupiny maji v kyselém prostiedi kladny
naboj a putuji k anod€. Migrace jednotlivy proteind je ustalena v oblasti, kdy je pH
rovno pl [27].

IEF lze aplikovat v trubickovych gelech samfolyty (CA-IEF), nebo na
komer¢nich prouzcich gelu (IPG-IEF). Komeréni prouzky gelu sukotvenym pH
gradientem jsou dnes vyuZzivanéjsi, pro snadnéjs$i manipulaci a lepsi reprodukovatelnost.
Dalsi vyhodou je moznost aplikace mnohondsobné vétSich objemt vzorkd a vétSiho

mnozstvi proteinu [22, 23].

Vzorkovy pufr se v dalSim kroku pouziva pro rehydrataci IPG stripu, jelikoz
stripy jsou dodéavané v dehydratovaném stavu opatiené ochrannou folii, a zaroven se tak
aplikuje vzorek pro IEF. Po skonceni IEF je tieba vzorky pfipravit na druhy rozmér
ekvilibraci, ktera se provadi za pomoci ekvilibra¢niho pufru obsahujiciho SDS, DTT a

alkylac¢ni ¢inidlo jodacetamid [25].

3.21.3 SDS- PAGE elektroforéza
Druhym rozmérem 2-DE je rozdéleni proteinti na zakladé jejich molekulové
hmotnosti (Mr). Po ekvilibraci jsou proteiny bud’ ve formé trubickového gelu nebo IPG
stripti naneseny na vrch deskového gelu, a nasledné zality do agarosy. Deskovy gel
obsahuje SDS, diky némuz budou mit proteiny uniformni specificky naboj (naboj
vztazeny na jednotku molekul. hmotnosti), a jsou poté separovany na zakladé svych

Mr [23].

3.21.4 Vizualizace

Po skonceni SDS-PAGE je potieba zabranit difizi proteinti v gelu fixaci a
nasledn¢ je obarvit. Jednim ze zplsobi je vizualizace pomoci barviva Coomassie
Brilliant Blue (CBB), pfipadné v koloidni varianté. Proteiny obarvené v gelu je mozno
vyfiznout, podrobit §tépeni trypsinem a identifikovat ve spojeni s MS. Citlivéjsi (cca
10-100x) a téz kompatibilni s MS technikou je barveni stiibrem, kdy se ionty stiibra
vazi jen na nékteré aminokyselinové zbytky (Asp, Glu, His, Cys, Met, Lys). V tomto
piipadé se nejedna se o kvalitativni metodu [23].

Novéjsim  zplsobem barveni je metoda pomoci SYPRO Ruby Orange,

vyuzivajici fluorescence. Metoda je kvantitativni, citliva, dynamickd a kompatibilni
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s MS. Muze se aplikovat dvéma zpiisoby, a to bud’ jesté ptred prvnim rozmérem IEF

nebo gel 1ze obarvit po skonceni 2-DE [23].

3.21.5 Identifikace separovanych proteint
Pro identifikaci proteinli separovanych pomoci 2-DE gelu se pouziva MS
v kombinaci s vhodnym softwarem. Na zdklad¢ vypocitané hodnoty izoelektrického
bodu, relativni molekulové hmotnosti a znalosti hmotnostniho spektra identifikuje
softwarovy program jednotlivé proteiny ¢i peptidy. Pomoci metod MS lze analyzovat
primarni struktury pro jednotlivé bilkoviny a peptidy. Nejcastéji se vyuzivaji typy MS:
MALDI-TOF, ESI-MS, LC-MS/MS [23].

Charakterizaci proteinii 1ze provadét dvéma zplsoby, a to PMF (peptide mass

fingerprinting) a PFS (peptide fragment sequencing) [23].

Metoda PMF je zaloZzena na enzymovém Stépeni proteinu v gelu sekvencné
specifickou protedzou. Nejcastéji pouzivané protedsy jsou trypsin, chymotrypsin.
Trypsin $tépi peptidovou vazbu na C-konci argininu a lysinu, pokud neni v tésné
blizkosti s prolinem. Smés proteolytickych $tépii je nasledné analyzovana pomoci
MALDI-TOF MS nebo ESI-MS. Hodnoty m/z ode¢tené z hmotnostniho spektra lze
porovnat S databazi molekulovych hmotnosti napf. MASCOT

(http://www.matrixscience.com) [23, 28].

Pokud nelze identifikovat proteiny ze smési proteolytickych $tépd, 1ze vyuzit
metody fragmentace peptidii. K fragmentaci vtomto piipadé dochdzi piimo ve
hmotnostnim spektrometru. Informaci o sekvenci aminokyselin Ize ziskat analyzou v
rezimu CID (collision-induced dissociation) ve spojeni s ESI-MS nebo rezimu PSD
(post-source decay) ve spojeni s MALDI-TOF. Kratké sekvence peptidd, vzdalenost
koncii sekvence k N- a C-konci peptidu a informace o relativni hmotnosti jsou

dostatecné pro identifikaci proteinu [23, 28].
3.2.2 Dvourozmérna diferenéni gelova elektroforéza (2-D DIGE)

Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza je povazovana za dokonalejsi
modifikaci 2-DE umoziyjici kvantitativni porovndni rtiznych vzorkid. V této metodé
jsou vzorky jesté pred elektroforézou kovalentné oznaceny pomoci fluorescenénich
barviv CyDyes, ktera se 1isi svymi excitatnimi a emisnimi spektry. Nejprve jsou vzorky

obarveny barvivy Cy3 a Cy5 a vnitini standard (vznikly po smichani stejnych podilt
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vzorkll) je obarven pomoci barviva Cy2. VSechny tii barviva maji prakticky stejny
naboj 1 molekulovou hmotnost, proto identické¢ proteiny ve vzorcich budou v gelu
putovat stejnym smérem a do stejné vzdalenosti. Po obarveni a smichani se vzorky
separuji pomoci 2-DE (viz. Obr.3). Fluorescen¢ni detekci jsou zobrazeny jednotlivé
spoty a kvantitativné zpracovany porovnanim s vhodnym softwarem [29].

Hlavni ptednosti 2-D DIGE je moznost separace az tii vzorkd na jednom gelu
soubézn¢. Metoda ma Siroky dynamicky rozsah, vysokou citlivost a je dobie

kvantifikovatelna. Hlavni nevyhodou je jeji finan¢ni narocnost [29].

vzorek 1 o VZOTER 2
<=p (P
T "':_ smisny veorek ,""'— —
| o N | :
| \ M Barveni
\ Gy2) ud e
E?Qr . proteinil
??5}: 1 PN A Cyd/
e S
( @ ) smichani
— T — vzorkd
=
— o] separace
=== proteind
iy pomoci 2-DE
p P
P L
e | .
— = -_ - = =
ST o= | e = | 70 o =| vizualzace
, o @0 ® - @ * = ¢ ®¢ “ | skvrnna gelu
ao o - e - s 0 =
cy2 - Cyd = Cyb
D "f"-__ -
vyfezani vybranych MS analjza
[—\.. skvrn z gelu a jejich |: peptidl a
4 naétip_éni speciﬁck_ou " identifikace
proteazou na peptidy prateini
kvantitativii analyza skvin

Obr. 3: Schematické znazornéni principu 2-D DIGE [28].

Cyaninova fluorescen¢ni barviva CyDyes jsou nizkomolekularni latky, které maji ve
své struktufe funkéni skupinu, fluorofor, na béazi aromatickych heterocyklickych
struktur. Tato struktura obsahuje vZdy minimaln¢ jeden ¢i vice atomi dusiku, pfipadné
siru nebo kyslik. Struktury jsou propojeny methioninovymi mustky a vytvaii
konjugovany systém dvojnych vazeb [29].

Barviva Cy2, Cy3 a Cy5 jsou synteticky vyrdbéna. Kazdd molekula barviva
obsahuje fluorofor, linker (spojovaci cast) a reaktivni ¢ast. Fluorofor je tvofen dvéma
indolovymi jadry spojeny tfemi molekulami uhliku u Cys3, Cys2 nebo péti u Cys5. Jsou

piipravovana ve formé reaktivniho esteru s NHS (N-hydroxysukcinimid) orientovany
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tak, aby se kovalentn¢ navazaly na amidovou skupinu s e-aminoskupinou lysinu. Po

navazani na lysin se celkovy ndboj proteinu nemeéni [29].

Vsechny tii barviva se lisi ve svych absorpénich a emisnich vlnovych délkach,
tudiz 1ze snimat na zaklad¢é signdlli samostatné jednotlivé vzorky. Barvivo Cy2
poskytuje intenzivni zeleny signal, Cy3 emituje v ¢ervené oblasti viditelného spektra a

Cy5 v modré [29].

3.2.3 Laserova mikrodisekce (LMD)

Laserova mikrodisekce je bezkontaktni metoda, ktera umoznuje izolaci homogenni
populace bunék tkané¢ zfezi na zaklad¢ mikroskopické analyzy. Metoda je Siroce
pouzivana pro analyzu genomu, profilovani genové exprese, transkriptonové i

proteomické analyzy [30].

V Proteomické laboratofi Fyziologického ustavu AV CR je pouZivan systém Leica
Microsystem. Tento systém pracuje na principu vyiezavani oznacenych kouskd tkéani
nebo bunek laserovym paprskem a mechanického ptichyceni vytezu do mikrozkumavky
vlastni gravitaci. Vzorek tkané je umistén ze spodu nosie. Nosi¢em je kovovy ram
s polyethylenovou membranou, kterd je zcela inertni. Pomoci pulzniho laserového
paprsku je nejprve zameéfena a poté vyfiznuta vybrand oblast na imobilizovaném
vzorku. Ofezana oblast vlivem vlastni gravitace spadne do vicka mikrozkumavky (viz.

Obr.4). Pro lepsi adhezi vzorku je mozno vicko naplnit lyzacnim pufrem [30].

A

Leica mikrosystém LMD6500 a LMD7000: 1 - podloZni sklicko s PET membranou; 2 - viéko mikrozkumavky; pulsni UV laser

Obr. 4: Schéma Leica Mikrosystém, pfevzato a upraveno z [30].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1

Pouzité pristroje a material

4.1.1 Pristroje

centrifuga s vakuovou pumpou (Vacufuge Speed Vac, Eppendorf, Némecko)
termostatovy inkubétor s tiepackou (Mixing Block MB — 102, BIOER, Cina)
lyofilizator (Laboratory Freeze Dryers ALPHA 1 — 2/LD plus, Christ, Némecko)
sonikac¢ni lazen (Elmasonic S Ultrasonic cleaning units, Elma, Némecko)
nanokapalinovy chromatograf (Proxeon Easy nLC, Proxeon, Dansko) pfipojeny
k tandemovému hmotnostnimu spektrometru Maxis (ESI-Q-TOF - ElectroSpray
Ionization Quadrupole Time of Flight, Bruker Daltonics, Némecko), ovladaci
software HyStar 3.2 (Bruker Daltonics) a micrOTOF 3.0 (Bruker Daltonics).
Nameétena data byla sbirdna a zpracovana softwarem ProteinScape 3.0 (Bruker
Daltonics), propojena se serverem MASCOT (Matrix Science, Velka Britanie)
piedklonka: NS- MP- 10 Biosphere C18 5um 120A, 360| 100pm, L=20 mm
kolona: N8-AC-11-C18 Biosphere C18 Spum 1204, 360|75um, L=15 cm
nosny plyn: dusik
Laserovy mikrodisekéni systém ( LMD6000 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Némecko), snimky pofizeny kamerou LeicaDFC300 FX, laserovy
paprsek Philips halogen 12 V, 100W
rucni kotoucova bruska (Dremel 3000 JC mikronaradi, 130W, USA)

4.1.2 Chemikalie

EDTA (disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové), azid sodny
Tableta inhibitort proteaz (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Complete, Roche,
Svycarsko)

4.1.3 Roztoky

EDTA- pufr (0,5 M EDTA-2Na, pH 8; 0,036 % NaN3, inhibitory protedz)
50 % Methanol (500 ul MeOH, 500 ul H,O)

2% ACN + 0,1 % HCOOH (20 pl ACN, 1 ul HCOOH, 979 ul H,0)

80 % ACN + 0,5 % HCOOH (800 ul ACN, 5 ul HCOOH, 195 pl H,0)

2 % HCOOH (20 pl HCOOH, 980 pl H,0)
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e 50 mmol/l NH;HCO;

e Trypsin (0,2 mg/ml a 1 pg/ml)
e 8 mol/l mocovina

e 0,5mol/I DTT

e 0,5 mol/l jodoacetamid

e 0,1 mol/l CaCl,

1 % kys. mravenci
4.1.4 Vzorky

K experimentu byly pouzity zuby moudrosti bez kazu, které byly pacientim
odebrany z preventivnich diivodii na VFN - Vyzkumném tustavu stomatologickém na
Karlové namésti v Praze a zpracovany k proteomické analyze na pracovisti FgU AV

CR. Z etickych diivodt pacienti podepsali souhlas s pouzitim k vyzkumnym uéeltm.

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Uprava vzorku

Vzorky zubt moudrosti byly nejprve o€istény od zbytkd mekkych tkani a krve pod
proudem vody pomoci skalpelu. Taktéz byla z kofenové Casti oSkrabana vrstva zubniho

cementu.

K oddéleni korunky od kofenové casti byla nejdiive diamantovym pilnikem
vybrousena linie na rozmezi ptechodu korunky a kotfenové ¢asti zubu. Zub byl poté
pomoci kladivka a dlata rozpiilen na dvé ¢asti. Na korunku obsahujici enamel a dentin a

na kofen obsahujici dentin a dfen.

Pro odd¢€leni dfené od kofenové ¢asti byl pouzit Celistni svérak. Mezi Celisti
svéraku byl umistén kofen zubu obaleny alobalem a pomalym utahovanim celisti byl

koten drcen do doby, dokud se neozval zietelny zvuk prasknuti.

4211 Stage Tips purifikace
Metoda Stage Tips piipravy vzorku v proteomice je zalozena na principu pouziti
pipetovacich Spicek, které obsahuji v zizeném konci teflonovy disk s imobilizovanym

chromatografickym sorbentem. Nejcastéji jsou pouzivany reverzni faze C18, C8 nebo
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aktivovany uhlik zachycené na teflonové matrici. Mikrokolony se vyznacuji flexibilitou,

rychlym a snadnym pouzitim, reprodukovatelnosti purifikaéniho procesu [31].

Ptipravime si 2 ml mikrozkumavky, na jeden vzorek jsou zapotiebi dvé. Do vicek
mikrozkumavek je nejprve potieba udélat otvor, aby se do né& vesla 200 pl Spicka.
Pomoci jehly je umistén miniaturni teréik z hmoty C18 do konce 3picky. Spitku
s ter¢cikem umistime do pfipravené mikrozkumavky s otvorem. Do S$picky pipetujeme
20 pl cistého methanolu a centrifugujeme na 6000 otacek po dobu 15 s. Po skonceni
centrifugace zkontrolujeme, zda je methanol nad ter¢ikem, pokud ano, Spicka je

pfipravena.

Opét centrifugujeme na 6000 otacek 30 s., po skonceni by mélo byt stoceno jiz vse.
Ptidame 20 pl roztoku 50 % methanolu a centrifugujeme na 6000 otacek, 60 s. Poté
pfidame 20 pl roztoku 2 % ACN+ 0,1 % HCOOH a centrifugujeme na 6tis. otacek po
dobu 60 s.

Nasledné pridame 20 pl vzorku a dvakrat centrifugujeme na 6tis. otacek po dobu 60
s. Poté ptidame 20 pl roztoku 2 % ACN + 0,1 % HCOOH a centrifugujeme pfi
6tis.otackach po dobu 60 s.

V tuto chvili pfendame Spicku do Cisté mikrozkumavky. Do Spicky pridame 20 pl
roztoku 80 % ACN + 0,5 % HCOOH, centrifugujeme na 6tis. otd¢ek po dobu 60s.
Spi¢ku vynddme a vyhodime. Vzorek zmrazime na -20 °C a dame vysusit do
lyofilizatoru. Po lyofilizaci ke vzorku pfiddime 80 pl roztoku 2 % HCOOH. Vzorek
tiikrat centrifugujeme na 10tis. otacek po dobu 3 min. Poté odebereme 50 pl vzorku do
plastového insertu v sklenénych vialkdch a opét centrifugujeme. Vzorek je pfipraven

k méfeni na Maxis.
4.2.2 Vzorky ¢.1 (D1, E1, DEJ1)

Ocisténé vzorky korunky obsahujici enamel, dentinu a mezivrstvu DEJ byly
vlozeny do roztoku 0,5 mol/l EDTA s ptfidavkem 1 tablety inhibitorti proteaz (Roche)
na 50 ml roztoku. Demineralizace probihala za chlazeni pii -4 °C za stalého michani po
dobu 3 tydnti. Béhem této doby postupné mékla cela korunka, odpadala po kouscich
vrchni vrstva enamelu (viz Obr. 5), zatimco dentinova ¢ast korunky sice také mekla, ale

zustavala v celku. Zuby zbélely a bylo zfetelngji vidét rozhrani vrstvy dentin-enamel.
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Béhem demineralizace byl roztok 0,5 mol/l EDTA dvakrat vzdy po tydnu vyménén za

cerstvy.

Obr. 5: Vzorek €.1 s postupujici demineralizaci skloviny; a- enamel; b- DEJ vrstva; c- dentin

Cast vzorktl po dokondeni z demineralizace byla vysuSena v lyofilizatoru a
nasledné k nim bylo ptidano 0,5 ml roztoku trypsinu v poméru 1:50, trypsin: protein (na
10 mg vzorku bylo potieba 0,02 mg trypsinu o koncentraci 0,2 mg/ml). Vzorky byly
ponechany inkubovat pies noc pifi 37 °C. Poté byl roztok piendan do vialek,

lyofilizovan a zvazen po vysuseni. Déle zpracovan na Stage tips a poté na MAXIS.
4.2.3 Vzorky ¢.2 (D2,E2, DEJ2)

Pro vzorky ¢.2 byly vzaty a ocCistény nové zuby lidi ve véku 18- 21 let. Pomoci
ruéni kotoucové brusky byly vyfezany plosky enamelu, dentinu a vrstvy DEJ o tloustce

cca 0,1- 0,2 mm (viz Obr. 6).

Vytfezané¢ vzorky byly pfilepeny ze spodu na hlinikovou podlozku
s polyethylenovou membranou a umistény co nejblize Cepi¢ce mikrozkumavky. Do
Cepicky bylo naneseno 50 upl vody pro zvySeni adheze pfii ,katapultaci vyfezané¢ho

vzorku.

Pomoci laserového mikrodisekéniho systému Leica LMD6000 byly ze vzorkt
vyfezany oblasti enamelu, dentinu a DEJ (viz. Obr. 7). Béhem fezani bylo zapotiebi co
nejlépe zfokusovat laser na plochu vybéru, ofiznout polyethylenovou membranu a

znovu zaostfit na spodni vrstvu.
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Obr. 6: Vybrusy vzorki €.2: 2a- enamel; 2b- DEJ vrstva; 2¢- dentin

Vyfiznuté vybrané oblasti mély pro enamel plochu 71 000 pm? a 26 700 pm?,
pro dentin 129 000 um?* a 22 000 um?, a pro DEJ 95 000 um” a 97 000 pm>.

Obr. 7: Vytezy vzorkl €.2: snimky 1-3 enamel (méfitko 100 pm); 4a - dentin, 4b - DEJ, 4c -

enamel (méfitko 400 pm); sn.5 - vyznaceny ofez pro laserovou mikrodisekci DEJ vrstvy (méfitko 400

pum); sn.6- dentin (méfitko 200 um)

Kazdy vzorek byl uchovavan ve vlastni mikrozkumavce. Vytezy byly

extrahovany do hydrogenuhli¢itanu amonného dle postupu v ¢lanku [6].
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K jednotlivym vzorkiim bylo pfidano 100 pl 50 mmol/l NH4sHCO;. Vzorky
plosek byly inkubovany po dobu 5 min pfi teplot¢ 105 °C. Poté byly pfidany 2 ul

trypsinu (koncentrace trypsinu 1 pg/ml) a v roztoku nechéno pies noc.

Druhy den bylo pfidano 100 pul 50 mmol/l NH4sHCOs roztok byl inkubovan po
dobu 5 minut pfi 105 °C. Po inkubaci byly ke vzorkiim pfidany 2 pl trypsinu o
koncentraci 1 pg/ml a nasledné byly vzorky vysuSeny v lyofilizatoru. A pfipraveny na

purifikaci na Stage tips a dale na Maxis.

42.4 Vzorky &.3 (D3, E3, DEJ3)

Vzorky zubt ¢.3 byly zpracovany podle studie Salmon et al. [7].

Vytezy po laserové mikrodisekci D3, E3, DEJ3 o plose cca 113 000 pm?®.
Vyiezy plosek byly poté inkubovany s 30 ul 8 mol/l mocoviny po dobu 10 min pii 25

°C. Za tuto dobu doslo k denaturaci a uvolnéni proteint.

Extrahované proteiny byly redukovany ptidavkem 3 ul 0,5 mol/l DTT a
inkubovany pfi teploté 56 °C, po dobu 25 min. Alkylace proteint byla provedena 6 pl
0,5 mol/l jodoacetamidem pfti teploté¢ 25 °C, po dobu 30 min. Vzorky byly znovu
inkubovany s piidavkem 3 pul 0,5 mol/ I DTT pfi 25 °C, 15 min.

Vzorky byly natedény 108 pl 50 mmol/l NH4HCOs3, aby vysledna koncentrace
mocoviny ¢inila 1,6 mol/l. Ke smési byly poté piidany 3 ul 0,1 mol/l CaCl, a 2 ul
trypsinu (o koncentraci 1 mg/ml). Ponechéno inkubovat pies noc v bloku pti 37 °C.
Ptidanim 100 pl 1 % kys. mravenci doslo k okyseleni pH na 2. Vzorky byly zmrazeny a
lyofilizovéany a pfipraveny na Stage tips a dale na MAXIS.
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5. VYSLEDKY

Vnize uvedenych tabulkdch jsou uvedeny Ilidské proteiny, které byly
identifikovany ve vzorcich zubil. Identifikované proteiny jsou sefazeny podle jejich
MASCOT skore. V tabulkach jsou uvedeny pouze validni proteiny, jejichz MASCOT

vV

skore je vyssi nebo rovno hodnoté 80.

5.1 Identifikované proteiny ve vzorcich €.1 (D1, E1, DEJ1)

Tabulka €. 1: D1-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.1 z vrstvy dentinu 1

Mezinarodni Nizev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 9261.1 63.7
IP100304962 COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.2 9.7 7181.1 68.2
IP100418471 VIM Vimentin 53.6 4.9 453.6 234
BGN cDNA FLJ36740 fis, clone
100643384 UTERU2013322, highly similar to Biglycan 349 9.8 4201 274
IP100006114 SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor 46.3 6.0 397.8 23.7
IP101018020 HB_B Beta-globin gene from a thalassemia 18.9 6.3 2499 28.0
patient
IP100216773 ALB Uncharacterized protein 451 5.7 242.8 10.6
IPI01020710 COL11A2 Uncharacterized protein 166.2 6.7 2294 3.7
IP100022431 AHSG cDNA FLJ5560§, highly similar to 46.6 5.8 2137 145
Alpha-2-HS-glycoprotein
IP100298971 VTN Vitronectin 54.3 5.5 213.0 11.9
IPI00032404 MMP20 Matrix metalloproteinase-20 54.4 9.4 173.1 13.9
IP100218585 POSTN Isoform 2 of Periostin 87.0 8.7 166.1 7.3
IP100853068 HBA2;HBA1 Hemoglobin alpha-2 11.9 9.6 150.6 50.0
IPI00019576 F10 Coagulation factor X 54.7 5.6 126.9 8.0
IP100021033 Srgli_r?m Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll) 138.5 6.2 1216 16
IPI00941660 CLEC11A Uncharacterized protein 26.9 4.6 113.3 5.7
IP100607652 OLFML3 Isoform 2 of Olfactomedin-like 436 6.8 105.3 5.2
protein 3
IP100844287 NES Similar to Nestin 65.8 51 93.0 5.1
IP100975573 - Similar to Tubulin beta-2A chain 24.4 5.8 84.1 12.6

Tabulka €. 2: D1-2. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.1 z vrstvy dentinu 2

Mezinarodni Nazev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skore [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 7309.1 585
IP100304962 COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.2 9.7 5053.7 54.5
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 542.8 194
BGN cDNA FLJ36740 fis, clone
IP100643384 UTERU2013322, highly similar to Biglycan 34.9 o8 445.0 34.9
IPI00641231 POSTN Uncharacterized protein 90.1 8.9 402.2 14.5
IP100302944 c(:)h(;ll_rj 2A1 Isoform 4 of Collagen alpha-1(XIl) 3044 5.9 376.6 29
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COL3A1 Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll)

IP100021033 chain 138.5 6.2 2911 4.8
IP100942257 KRT6A Uncharacterized protein 55.8 5.9 290.9 11.7
IP100006114 SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor 46.3 6.0 261.0 20.6
IP100220701 c(::rgi_r?AS Isoform 2 of Collagen alpha-3(VI) 3212 71 236.0 27
IP100027827 ES‘E:(alf)z?)n;ExtraceIIular superoxide dismutase 258 6.2 218.7 20.0
IP100975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 216.5 13.5
IPI00019576 F10 Coagulation factor X 54.7 5.6 212.4 9.2
IP100298971 VTN Vitronectin 54.3 55 199.7 10.5
IP100019359 KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 62.0 5.0 197.2 6.9
IPI00021304 KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 65.8 8.9 176.1 1.9
IP100019568 F2 Prothrombin (Fragment) 70.0 5.6 1341 5.3
IP100291136 COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain 108.5 5.1 133.7 4.3
IP100953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 54 128.7 8.2
IP100296099 THBS1 Thrombospondin-1 129.3 4.6 128.0 3.0
IPI00515092 OGN Uncharacterized protein 30.4 9.2 1121 16.4
IPI01021407 TUBA1B Uncharacterized protein 27.5 4.9 92.1 9.3
Tabulka ¢. 3: E1-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.1 z vrstvy enamelu 1
Mezin_érodni Nézev proteinu Molekulova ol MASF)OT SC
Protein Index hmotnost [kDa] skore [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 55 1419.0 23.0
IP100304962 COL1A2 Collagen alpha-2(I) chain 129.2 9.7 990.9 171
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 530.9 18.6
IP100019359 KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 62.0 5.0 487.6 18.5
IP100009865 KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10 58.8 5.0 337.8 9.4
IPI00796636 HBB Uncharacterized protein 9.7 6.3 270.0 54.4
IP100021304 KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 65.8 8.9 259.9 8.1
IP100410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 224.8 53.5
IP100966829 ALB 69 kDa protein 69.2 6.0 214.2 11.1
IPI01010099 POSTN Uncharacterized protein 30.5 5.0 119.1 8.3
IP100911034 é?gl?xgnFLJS%GO, moderately similar to 335 6.5 918 6.7
Tabulka €. 4: E1-2. Identifikované proteiny ze vzorku €.1 z vrstvy enamelu 2
l;’/lezir?érodni Nazev proteinu Molekulova ol MASQOT SOC
rotein Index hmotnost [kDa] skoére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain 138.9 5.5 10669.8 65.7
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 1294 9.7 8129.0 63.0
IP100966829 ALB 69 kDa protein 69.2 6.0 545.0 19.0
IP100975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 539.1 29.7
IP100006114 SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor 46.3 6.0 513.6 325
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IPI00654755 HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 6.9 407.2 47.6
IPI00410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 346.5 54.2
IPI00953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 5.4 324.1 25.9
IP100298971 VTN Vitronectin 54.3 55 308.8 12.8
IP100218585 POSTN Isoform 2 of Periostin 87.0 8.7 2741 11.9
IP100014592 CHAD Chondroadherin 40.5 10.3 273.4 25.6
IP100021033 ggli_r?m Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll) 138.5 6.2 261.3 33
IPI00032404 MMP20 Matrix metalloproteinase-20 54.4 9.4 257.8 21.5
IPI00019576 F10 Coagulation factor X 54.7 5.6 243.3 11.1
IP101021371 - 157 kDa protein 156.8 9.4 191.2 4.6
IP100019568 F2 Prothrombin (Fragment) 70.0 5.6 172.9 6.3
IP100020990 OMD Osteomodulin 49.5 5.2 146.9 11.9
IPI00739099 COL5A2 Collagen alpha-2(V) chain 144.8 6.0 144.3 2.5
IPI00965868 TGFB! dTrgglfg’;mvg‘r?ag[‘z‘é’:ZJ;‘gg{) beta- 74.6 8.6 1428 113
IP100027827 E:?jlf);nfxtracellular superoxide dismutase 25.8 6.2 136.9 146
IP100218343 TUBA1C Tubulin alpha-1C chain 49.9 4.8 135.9 7.3
IP100844287 NES Similar to Nestin 65.8 5.1 130.7 5.1
IPI00033466 CLEC117 G-type lectin domain family 11 35.7 49 111 105
IPI00025465 OGN GDIA FLJ59205, highly similar to 405 9.0 1037 98
IP100021841 APOA1 Apolipoprotein A-I 30.8 5.5 101.7 13.5
IPI00789376 KNG1 KNG1 protein 33.0 6.3 92.3 9.6
IPI00978715 CLU Clusterin 37.2 5.8 83.7 9.2
Tabulka ¢. 5: DEJ1-1. Identifikované proteiny ze vzorku €.1 z dentin- enamelové vrstvy 1
Meziqérodni Nézev proteinu Molekulova ol MAS’COT SC
Protein Index hmotnost [kDa] skore [%]
IPI00297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 12035.5 68.2
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 129.4 9.7 7819.2 66.6
IP100975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 634.5 27.4
IP100010790 BGN Biglycan 41.6 7.9 616.9 29.9
IP100654755 HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 6.9 576.5 47.6
IP100966829 ALB 69 kDa protein 69.2 6.0 563.0 18.9
IPI00410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 463.5 55.6
IP100006114 SERPINF1 Pigment epithelium.derived 46.3 6.0 4108 203
1P100298971 VTN Vitronectin 54.3 5.5 308.0 11.5
IPI00019576 F10 Coagulation factor X 54.7 5.6 286.7 13.5
IPI00019568 F2 Prothrombin (Fragment) 70.0 5.6 210.9 8.2
IP100021033 (c:rgi_r?M Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll) 138.5 6.2 188.1 33
IPI00032404 MMP20 Matrix metalloproteinase-20 54.4 9.4 169.5 8.7
IP101021371 - 157 kDa protein 156.8 9.4 142.0 25
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IP100953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 54 126.4 10.1
IP100020990 OMD Osteomodulin 49.5 5.2 110.6 5.9

IP100789376 KNG1 KNG1 protein 33.0 6.3 104.0 9.3

DEJ1-1 Tabulka €. 6: DEJ1-2. Identifikované proteiny ze vzorku €.1 z dentin- enamelové vrstvy 2

Mezinarodni Nazev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skoére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 11167.4 61.6
IP101014827 COL1A2 Uncharacterized protein 129.4 9.7 8318.4 65.3
BGN cDNA FLJ36740 fis, clone
IP100643384 UTERU2013322, highly similar to Biglycan 34.9 9.8 3839 287
IP100006114 SERPINF1 Pigment epithelium-derived 46.3 6.0 252.5 103
factor
IP100966829 ALB 69 kDa protein 69.2 6.0 246.6 10.1
IP100975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 182.6 8.6
IP101021371 - 157 kDa protein 156.8 9.4 135.9 25
1P100298971 VTN Vitronectin 54.3 5.5 129.3 9.0
IP100296099 THBS1 Thrombospondin-1 129.3 4.6 100.2 3.0

5.2 Identifikované proteiny ve vzorcich €.2 (D2, E2, DEJ2)

Tabulka ¢.7: D2-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.2 z vrstvy dentinu 1

Mezin_érodni Nézev proteinu Molekulova ol MASF)OT SC
Protein Index hmotnost [kDa] skére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 8585.8 58.8
IP100304962 COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.2 9.7 5193.2 57.0
IPI00745872 ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 5.9 1442.2 43.8
IPI00975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 1290.1 42.0
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 631.5 23.9
IPI01011344 ACTG1 Uncharacterized protein 37.4 5.3 517.7 411
IP100021841 APOA1 Apolipoprotein A-l 30.8 5.5 494.5 36.0
IP100654755 HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 6.9 472.7 59.2
IPI00553177 SERPINA1 Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin 46.7 53 438.3 22.5
IP100922693 ﬁgﬂ? ;gg:;ﬁ;gf?ﬂ%g%h'y similar to 38.6 51 4157 47
IP100022463 TF Serotransferrin 77.0 7.0 348.0 9.6
IP100410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 334.6 61.3
IP100218918 ANXA1 Annexin A1 38.7 6.7 274.6 15.3
IP100329801 ANXA5 Annexin A5 35.9 4.8 265.5 19.7
IPI00643384 BGN cDNA FLJ36740 fis, clone 34.9 9.8 2652  17.9

UTERU2013322, highly similar to Biglycan
IP100844287 NES Similar to Nestin 65.8 5.1 260.0 123

IGHV4-31;IGHG1 Putative uncharacterized

IP100645363 protein DKFZp686P15220

51.7 9.0 259.5 9.7
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IP100789134
IP100978715
IP100298971
IP100218343
IP100647896
IP100019359
IP101010946
IP100455315
IP100021304
IP100020986
IP100784985
IP100006114
IP100024357
IP100009865
IP100844306
IP100953689
IP100974544
IP100910262

IP100552873

IP100784950
IP100022488
IP100968182
IP100021263
IP100909530

IP100221365

IP100453473

IP100022371

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

CLU Clusterin

VTN Vitronectin

TUBA1C Tubulin alpha-1C chain
TUBB Uncharacterized protein

KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9

PHEX cDNA FLJ51465, highly similar to
Phosphate-regulating neutral endopeptidase

ANXA2 Isoform 1 of Annexin A2

KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
LUM Lumican

IGK@ IGK@ protein

SERPINF1 Pigment epithelium-derived factor

AOC?2 Isoform 1 of Retina-specific copper
amine oxidase

KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10
COL5A2 COL5AZ2 protein

AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein

YWHAE Isoform SV of 14-3-3 protein epsilon
POSTN Isoform 4 of Periostin

HIST1H2AG;HIST1H2AK;HIST1H2AL;HIST1
H2AM;HIST1H2AJ;HIST1H2AI Histone H2A
type 1-J

IGHA2 Putative uncharacterized protein
DKFZp686L19235

HPX Hemopexin
GC Uncharacterized protein

YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta

H3F3A;H3F3B;H3F3AP6;H3F3AP4 cDNA
FLJ52843, highly similar to Histone H3.3
DMP1 Isoform 2 of Dentin matrix acidic
phosphoprotein 1

HIST2H4B;HIST1H4C;HIST1HA4J;HIST1H4D;
HIST1H4AHIST2H4AHIST1H4I;HIST1H4K;
HIST1H4E;HIST1H4L;HIST1H4F;HIST1H4H;
HIST4H4;HIST1H4B Histone H4

HRG Histidine-rich glycoprotein

27.9
37.2
54.3
49.9
417
62.0
53.0
38.6
65.8
38.4
25.5
46.3
83.6
58.8
109.6
39.3
26.5
83.8

13.9

51.6
51.6
38.8
277
12.9

54.1

59.5

6.5
5.8
5.5
4.8
4.7
5.0
9.9
8.5
8.9
6.2
6.2
6.0
6.6
5.0
6.1
5.4
4.6
9.2

5.4
6.6
52
4.6
12.4

3.9

7.2

249.9
246.6
221.2
204.1
197.5
196.1
186.4
184.7
167.3
156.3
150.5
145.4
143.5
130.4
128.0
124.7
124.1
120.2

118.7

115.7
113.4
113.3
111.4
93.9

93.8

85.1

82.1

27.7
22.6
9.0
12.9
12.6
9.8
8.8
21.5
3.7
13.3
8.5
13.6
5.7
5.0
3.9
8.2
12.4
7.9

21.9

4.0
5.0
7.5
7.8
14.2

3.0

19.4

5.7
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Tabulka ¢.8: E2-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.2 z vrstvy enamelu 1

l;’/lezir?érodni Nazev proteinu Molekulova ol MASQOT SOC
rotein Index hmotnost [kDa] skoére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 21741 335
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 1642.0 34.9
IP100304962 COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.2 9.7 1488.7 32.9
IP100019359 KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 62.0 5.0 1397.8 32.9
IP100009865 KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10 58.8 5.0 930.5 25.7
IP100021304 KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 65.8 8.9 887.6 23.7
IP100217963 KRT16 Keratin, type | cytoskeletal 16 51.2 4.8 527.5 9.1
IP100009867 KRTS5 Keratin, type Il cytoskeletal 5 62.3 8.6 482.3 9.5
IP100384697 ALB Isoform 2 of Serum albumin 47.3 5.9 2959 16.8
Tabulka ¢. 9: DEJ2-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.2 z dentin- enamelové vrstvy 1
Mezin_érodni Nézev proteinu Molekulova ol MASF)OT SC
Protein Index hmotnost [kDa] skére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain 138.9 55 10857.8  65.5
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 1294 9.7 7114.2 65.1
IP100745872 ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 5.9 1242.6 43.0
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 637.8 22.4
IP100418471 VIM Vimentin 53.6 4.9 403.8 21.7
IP100009865 KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10 58.8 5.0 368.0 16.8
IP100021841 APOA1 Apolipoprotein A-l 30.8 5.5 305.0 31.8
IP100553177 SERPINA1 Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin 46.7 5.3 277.8 18.7
IP100022463 TF Serotransferrin 77.0 7.0 2741 8.2
IP100654755 HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 6.9 270.1 52.4
IP100019359 KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 62.0 5.0 265.1 11.4
IP100010790 BGN Biglycan 41.6 7.9 238.7 15.5
IP100953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 54 236.4 10.1
IP100021304 KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 65.8 8.9 174.0 3.7
IP100976752 CLU Isoform 4 of Clusterin 48.8 6.3 151.0 14.9
IP100298971 VTN Vitronectin 54.3 5.5 140.9 6.5
IP100410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 136.5 48.6
IP100448925 IGHV4-31;IGHG1 44 kDa protein 43.9 6.6 120.6 8.3
IP100022371 HRG Histidine-rich glycoprotein 59.5 7.2 94.9 5.7
IP100844090 COL5A1 Collagen alpha-1(V) chain 183.4 4.8 90.2 1.3
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5.3 Identifikované proteiny ve vzorcich €.3 (D3, E3, DEJ3)

Tabulka ¢.10: D3-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.3 z vrstvy dentinu 1

Mezinarodni Nazev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skore [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain 138.9 5.5 8378.4 61.3
IP100745872 ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 5.9 6664.2 93.1
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 129.4 9.7 6147.6 61.8
IP100975690 VIM Vimentin variant 3 49.6 5.0 1176.3 50.3
IP100022463 TF Serotransferrin 77.0 7.0 1067.4 40.8
IP100448925 IGHV4-31;IGHG1 44 kDa protein 43.9 6.6 848.6 48.9
IPI00953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 5.4 756.4 49.0
IP100654755 HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 6.9 739.4 741
IPI00553177 SERPINA1 Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin 46.7 5.3 691.4 24.9
IP100006114 fg(I:Et(IerINF’I Pigment epithelium-derived 46.3 6.0 622.8 318
IP100910262 POSTN Isoform 4 of Periostin 83.8 9.2 584.5 20.1
IP100976752 CLU Isoform 4 of Clusterin 48.8 6.3 536.3 29.3
IP100168728 IGHM FLJ00385 protein (Fragment) 56.1 9.0 530.7 24
IP100021033 CC;;L.FM Isoform 1 of Collagen alpha-1(lIl) 138.5 6.2 449 3 78
IP100784985 IGK@ IGK@ protein 255 6.2 431.8 24.7
IP100298971 VTN Vitronectin 54.3 5.5 426.0 18.0
IGHG2 Putative uncharacterized protein
IP100399007 DKFZp686104196 (Fragment) 46.0 8.6 402.7 4.6
IP100893705 COL11A2 Collagen, type XI, alpha 2 159.2 7.9 284.7 4.9
IP100930226 AC_TG1 cDNA F_LJ57283, highly similar to 30.8 5.1 2796 28.9
Actin, cytoplasmic 2
IP100911034 c_DNA FLJ59360, moderately similar to 335 6.5 2461 26.3
Biglycan
IPI00021841 APOA1 Apolipoprotein A-I 30.8 5.5 236.8 27.3
IP100220327 KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 8.8 2191 11.3
IP100410714 HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 9.4 210.0 35.9
IP100019568 F2 Prothrombin (Fragment) 70.0 5.6 188.5 9.0
IP100555812 GC vitamin D-binding protein isoform 1 529 5.9 162.1 78
precursor
IP100022429 ORM1 Alpha-1-acid glycoprotein 1 23.5 4.8 162.0 14.4
IP100431645 HPR 31 kDa protein 31.4 9.3 153.3 10.7
IP100789134 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 279 6.5 124.7 192
dehydrogenase
IP10085306 1 COLG6A3 collagen alpha-3(VI) chain isoform 113.2 54 108.6 4.0
2 precursor
IPI00872967 DSPP Dentin sialophosphoprotein 1311 3.4 88.1 2.0
IP100020986 LUM Lumican 38.4 6.2 87.6 10.1
IPI00021854 APOAZ2 Apolipoprotein A-ll 11.2 71 81.4 25.0
IP101018060 IGLC3 Ig lambda-3 chain C regions 11.2 7.7 80.2 14.2
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Tabulka ¢.11: E3-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.3 z vrstvy enamelu 1

Mezinarodni Nazev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skore [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 29341 46.5
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 129.4 9.7 2296.1 37.5
IPI00745872 ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 5.9 1793.5 47.0
IPI00953689 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 39.3 5.4 157.3 25.6
IP100945626 TF cDNA FLJ.54029, highly similar to 63.4 79 109.0 70
Serotransferrin

IPI01010099 POSTN Uncharacterized protein 30.5 5.0 102.8 8.3
IP100982925 Truncated beta-globin 7.0 9.5 90.8 34.9
Tabulka ¢. 12: DEJ3-1. Identifikované proteiny ze vzorku ¢.3 z dentin- enamelové vrstvy 1
Mezinarodni Nazev proteinu Molekulova | MASCOT SC
Protein Index P hmotnost [kDa] P skoére [%]
IP100297646 COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5.5 4771.2 53.5
IPI01014827 COL1A2 Uncharacterized protein 129.4 9.7 3176.7 53.4
IPI00384697 ALB Isoform 2 of Serum albumin 47.3 59 216.5 10.6
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6. DISKUSE

Hlavnim cilem této bakaldiské prace bylo zkusit identifikovat proteiny v tenké
spojovaci vrstvé dentin-enamel (DEJ) pfitomné v lidskych zubech moudrosti pomoci
aplikace metody laserové mikrodisekce na vzorky, ndsledované izolaci proteint a jejich

analyzou hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim.

Ptiprava vzorkli ¢. 1 (zubniho dentinu, enamelu a dentin-enamelové vrstvy)
spocivala v demineralizaci o€iSténych zubnich korunek v roztoku EDTA pufru. Do
pufru byla pfidana tableta koktejlu inhibitorti protedz, aby byla eliminovdna degradace
proteinti ve vzorcich enzymy proteaz. Demineralizace byl velice pomaly a zdlouhavy
proces, prabézné byl kazdy tyden vyménovan roztok pufru za Cerstvy. Po dvou tydnech

patrné rozhrani vrstvy dentin- enamel a vrchni vrstva enamelu se po kouscich rozpadala.

Vzorky zubl €. 2 byly nafezany na tenké platky o tloust’ce cca 0,1 — 0,2 mm
pomoci vysokootackové rozbrusovacky. Poté pomoci laserové mikrodisekce byly
z téchto platkii zubli vyfezany plochy dentinu, enamelu a DEJ. Nejlépe Sly vytezat

plochy v oblasti enamelu, kde byla vrstva vzorku po vybrouseni plosky zubu nejtenci.

vvvvvv

v

zdlouhavé;jsi, jelikoz tloustka vzorku byla na laserovy paprsek pfili$ silnd, nez na jakou
je metoda laserové mikrodisekce bézné¢ pouzivana. Béhem fezani bylo proto potieba
zapotiebi prubézné fokusovat laserovy paprsek na oblasti vyiezu dentinu a DEJ. Tento
postup ptipravy vzorku byl inspirovan optimalizovanym protokolem studie Shevchenka

a kol. z roku 2006 [6].

V nalezenych vzorcich byly casto identifikovany keratiny, které jsou piitomny
bézné ve vSudy piitomném laboratornim prachu a vétSinou pochazeji z lidské ktize [32].
Nejhojnéjs§im keratinem zastoupenym v polétavém prachu je lidsky cytoskeletarni
keratin (KRT10). K eliminaci kontaminace vzorki keratiny je potfeba pracovat
v prosttedi se snizenym mnozstvi prachu v laboratofi napi. zpracovavat vzorky
v lamindrnim boxu. Majoritni ¢ast identifikovanych proteinti ve vzorcich zubl byla
zastoupena lidskymi kolageny COL1Al, COLI1A2. Téz byly identifikovany
proteoglykany (BGN, HRG, AHSG). Ve vzorcich DEJ byl téz casto identifikovan

apolipoprotein (APOA1) a vimentin (VIM).
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Ve vzorcich €. 1 bylo metodou demineralizace identifikovano 18 riznych proteint
ve vrstvé DEJ (viz. Tab.c. 5, 6). Identifikovany byly proteiny SERPINF1, které patii
mezi proteazove inhibitory ze skupiny serpinia. SERPINF1 byl popsan jako pfirodni
inhibitor angiogeneze. Indukuje apoptézu a nekrozu prostiednictvim aktivace
peroxizému se podili na modulaci zanétlivych reakci [33]. Dale byl nalezen vimentin,
strukturalni slozka cytoskeletu dillezita pro rust bunék. Z glykoproteini extraceluldrni
matrix byly identifikovany vitronectin, dulezity pro bunécnou adhezi a osteomodulin,
ktery je exprimovan osteoblasty a je dilezity pro vyvoj a mineralizaci zubu [33]. Také

byl nalezen necharakterizovany protein (IPI01021371).

Ve vzorcich ¢.2 byla pouzita metoda extrakce proteini do hydrogenuhli¢itanu
amonn¢ho. Touto metodou bylo identifikovano ptes 40 rtiznych proteinii a ve vrstveé
DEJ detekovan vedle vimentinu, vitronektinu, SERPINF1 a apolipoprotein APOA1(viz.
Tab.¢. 9). Funkci apolipoproteinu A-1 je aktivace lecitin-cholesterol acyltransferazy
(LCAT), ktera je zodpovédna za esterifikaci cholesterolu v plazmé. Porovnanim
piedchozi studie Jagra a spol. analyzy dentinu z roku 2012, védct z Fyziologického
tistavu AV CR byl touto metodou v dentinu navic identifikovan periostin (POSTN) a
nestin (NES).

Vzorky ¢.3 byly zpracovany metodou denaturace proteinti inkubaci v roztoku
mocoviny. Tato metoda identifikovala ve vrstvé DEJ pouze tii proteiny (COLIAI,

COL1A2, ALB), jejichz MASCOT skoére bylo vyssi nez 80 (viz. Tab.c. 12).

Postup pfipravy byl inspirovan studii Salmon a kol. zroku 2016, ve srovnani
s touto studii byla metoda laserové mikrodisekce pouzita na analyzu proteomu lidského
dentinu, enamelu a vrstvy DEJ a nikoliv na vrstvu mysSiho zubniho cementu. OvSem
poprvé v této studii Salmon a kol. byla pouzita metoda LMD na analyzu proteomu

vrstvy zubu.

V této praci byla jako prvni aplikovana metoda laserové mikrodisekce na vrstvu
DEJ, dentinu a enamelu, tudiz nejsou dostupné dalsi vysledky k porovnani se ziskanymi

vysledky z experimentu.

Metoda laserové mikrodisekce neni prozatim tolik rozSifena v oblasti dentalni
proteomiky z diivodu problematické piipravy neporusenych, dekalcifikovanych vzorka

siln¢ mineralizovanych tkani dentinu, enamelu [34].
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vvvvvv

proteinti v pufru hydrogenuhli¢itanu amonného, tato metoda umoznila stanovit nejvice
riznych proteinti, jak v DEJ vrstveé, tak 1 pro dentin a enamel. VSechna méteni byla
provadéna na kolon¢ dlouhé 15 cm. Je mozné, ze pokud by byla pouzita delsi kolona

mohlo by byt identifikovano jesté vice proteind.
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7. ZAVER

V této praci byla provedena analyza proteomu DEJ, dentinu a enamelu lidskych
zubl moudrosti. Celkem byly vyzkouSeny tfi rizné metody. Demineralizace, laserova
mikrodisekce a extrakce proteini do hydrogenuhli¢itanu amonného. Nejlépe se
osvéd¢ila metoda €. 2, vyfezavani vzorku pomoci laseru, touto metodou bylo

identifikovano nejvice proteini v DEJ vrstve.

Metodou demineralizace byly detekovany pro vrstvu DEJ zéstupci stejnych
proteint jako z postupu ¢.2, navic byl identifikovan SERPINF1, ovSem tato metoda byla

oproti praci s laserem velice zdlouhava.

Analyzou byly nejcastéji detekovany lidské kolageny a keratinové proteiny ve
vSech vzorkach. Ve vzorcich DEJ byly navic identifikovany proteiny APOAT1, vimentin,

vitronectin, osteomodulin a SERPINF1.
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