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ABSTRAKT

Zubni sklovina (enamel) je nejtvrdsi tkan téla obratlovcu. Je tvoiena evolucné vysoce
konzervovanym biomineralizacnim procesem, ktery je rizen proteiny mezibunécné hmoty
(extracelularni matrix). Amelogenin (AMEL) a ameloblastin (AMBN) jsou hlavnimi
proteiny a zaroveni kliCovymi prvky pro spravnou tvorbu zubni skloviny. Soucasné slouzi
jako molekuly bunécné adheze, které reguluji proliferaci a diferenciaci ameloblasti
(bunék podilejicich se na tvorbé zubni skloviny). ProtoZze AMBN i AMEL patii do rodiny
vnitiné neuspoiadanych proteinti (IDP, z angl. intrinsically disordered protein), je velice
sloZité najit metodiku umoziujici studovat jejich strukturu a molekuldrni mechanismus

pisobeni.

Tato bakalarska prace se =zabyva optimalizaci ptipravy fotoaktivovatelnych
proteinovych "nanosond" studovaného ameloblastinu a amelogeninu pomoci
rekombinantni exprese v E. coli s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogem
aminokyseliny (methionin, leucin). Takto pfipravené proteinové "nanosondy" budou
slouzit ke studiu protein-proteinovych interakci v roztoku a k objasnéni strukturné

funkénich vztaht lidskych proteinii zubniho enamelu (ameloblastin a amelogenin).

Klicova slova: Zubni sklovina
Ameloblastin
Amelogenin
Fotoaktivovatelné proteinové "nanosondy"

Hmotnostni spektrometrie



ABSTRACT

Dental enamel is the hardest tissue of the body. It is formed by an evolutionarily highly
conserved biomineralization process that is controlled by proteins of extracellular matrix.
Amelogenin (AMEL) and ameloblastin (AMBN) are key element of the correct enamel
formation. Simultaneously the proteins serve as a cell adhesion molecule that regulates
proliferation and differentiation of ameloblasts (the cells involved in dental enamel
formation). AMEL and AMBN belong to the family of intrinsically disordered proteins
(IDPs) therefore it is very difficult to find a methodology for studying the structure and

action of molecular mechanism.

This bachelor’s thesis is aimed at optimization of preparation process of photolabile
protein "nanoprobes"” of ameloblastin and amelogenin using recombinant expression in
E. coli by incorporation of the photolabile analogs of amino acids (methionine, leucine).
The prepared protein " nanoprobes " will be used to study protein-protein interactions in
solution and to elucidate the structure-function relationships of human dental enamel

proteins (ameloblastin, amelogenin). (In Czech)

Keywords: Dental enamel
Ameloblastin
Amelogenin
Photolabile protein "nanoprobes”

Mass Spectrometry
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SEZNAM ZKRATEK

ACN
AMBN
AMEL
AMK
APS

CBB

CCA

cDNA

DNA

DTT

E. coli
EtMf

1AA

IPTG

Leu / pLeu
LB medium
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Met/pMet
M

MS

MWm

ODsso
PB pufr
pH
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persiran amonny (z angl. amonium persulfate)

molarni koncentrace [mol/dm3]

Coomassie briliantovd modr (z angl. Coomassie briliant blue,
R-250)

a-kyano-4-hydoxyskoricova kyselina (z angl. a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid)

komplementarni DNA (z angl. complementary DNA)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
dithiotreitol

Escherichia coli

ethylmorfolin

jodacetamid

isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

leucin / foto-leucin

Luria-Bertani / lysogeny broth medium

desorpce a ionizace laserem za asistence matrice - méreni doby
letu (z angl. matrix assisted laser desorption/ionization - time of
flight)

methionin / foto-methionin

jednotka molarni koncentrace [mol/dm3]

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
standard molekulovych hmotnosti (z angl. Molecular Weight
marker)

pomér hmotnost/naboj

opticka densita pri vinové délce 550 nm

fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffer)

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationtt
izoelektricky bod

otacky za minutu (z angl. rotates per minute)



SDS dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulfate)
SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi
dodecylsulfatu sodného (z angl. sodium dodecylsulfate

polyacrylamide gel electroforesis)

TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfan

TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

TFA trifluoroctova kyselina

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA transferova RNA (z angl. transfer RNA)
Uniprot databaze Universal Protein Resource

uv ultrafialové zareni (z angl. ultraviolet)

v/v objemova procenta (pomér objem/objem)
w/v procenta (pomér hmotnost/objem)

w/w hmotnostni procenta (pomér hmotnost/hmotnost)



1. TEORETICKY UVOD

1.1 Zub

Zuby jsou vyvojové specializovanymi derivaty Ustni sliznice, které slouzi

k mechanickému rozmélnovani potravy. Dilezité jsou vSak i pri tvorbé reci. Kazdy zub
je tvofen dvéma hlavnimi ¢astmi - korunkou a kofenem (obr. 1).1.2

Korunka je nejobjemnéjsi ¢ast

zubu, jenz vycniva z dasné a je

T e K N y
VRCHOL =S o 0 tedy dobre viditelnad. Je tvorena
R : .
ENAMEL U zubovinou (dentinem) a
N . .
DENTIN K sklovinou (enamelem). Dentin
T 1A Svr o e a1 wevs ;
DASEN = vytvari nejsilnéjsi vrstvu zubnich
HBEY «  tkani a tvoi{ tedy zakladni tvar
CEMENT 0O p ;s
o R samotného zubu. Enamel pokryva
PERIODONTALNI
PROVAZEC E dentin po celém povrchu zubni
ALVEOLARNI S, o
KOST korunky a je nejtvrdsi tkani téla
HROT - obratlovcl. Je to obal celého

zubu.2

Obr. 1 Priirfez zubem. SloZeni zubu: vrchol, enamel, dentin, ddser, dreri, cement, periodontdini
provazec, alveoldrni kost, hrot.3

Koren je pevné zasazen do zubniho lizka. Je pokryt zubnim cementem, jenz se

skladbou i tvrdosti podoba kostni tkani.2

Pomyslnou hranici mezi korunkou a kofenem tvofi zubni krcek. Tato zlZena
prostiedni ¢ast zubu je také pokryta zubnim cementem, jenzZ v malém rozsahu kryje

i zubni sklovinu.?

1.1.1 Zubni sklovina

Zubni sklovina (enamel) je nejtvrdsi a nejvice mineralizovana tkan téla obratlovcd.
Jako vnéjsi vrstva zubni korunky kryje vnitini ¢asti zubu (obr. 1). AZ 90% zubni skloviny
tvori Kkrystalickd sloucenina hydroxyapatit Cai0(PO4)s(OH)2. Hydroxylové skupiny
v krystalové strukture hydroxyapatitu mohou byt nahrazeny jinymi anionty, napriklad

fluoridovymi (vznika fluorapatit), fosforeCnanovy anion muZe byt nahrazen uhli¢itanovym
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a vapenaté kationty mohou byt zaménény napriklad za horecnaté ¢i olovnaté kationty.14

Zbylych 10% zubni skloviny tvori organické latky (proteiny a lipidy) a voda .14

1.1.1.1 Vznik zubni skloviny

Pomérné slozity proces tvorby zubni skloviny zacina jiz okolo 5. - 6. tydne
embryondlniho vyvoje. Buiiky neurdlni liSty migruji do oblasti vyvijejicich se dasni
a diferencuji se v mezenchymové buiiky, které ovliviiuji diferenciaci dasnového epitelu
ektodermalniho ptivodu. Bujenim pak vznikd horni a dolni obloukovitd zubni lista.
Na kazdé listé se poté tvori 10 zubnich pupent (obr. 2a), obklopenych zhusténym
mezenchymem, které jsou zakladem pro tzv. "docasné" zuby. Zubni pupeny se méni
v zubni cepicky (obr. 2b,c), proti nimz je vtlacovan zhuStény mezenchym, ktery se
proménuje v dentalni papilu. Okolo 12. tydne embryonalniho vyvoje se zubni Cepicky
pfeméni v zubni poharky (obr. 2d), které se dale méni v organ zvonovitého tvaru,
tzv. sklovinny organ (obr. 2e), jenZ je sloZen ze tii ¢asti: a) z vrstvy vnéjSich ameloblastt,
b) ze sklovinné pulpy, c) z vrstvy vnitfnich ameloblastt, priléhajicich k dentalni papile.
Béhem transformace zubnich pupent se méni také buiikky na povrchu dentalni papily,
ze kterych se stavaji odontoblasty. Odontoblasty zacinaji sekretovat predentit. ktery se
po mineralizaci pfeméni na dentin. Pravé v tuto chvili se diferencuji vnitfni ameloblasty

v cylindrické bunky, které zahaji sekreci proteind zubni skloviny.5

Ameloblasty sekretuji proteiny zubni skloviny pod sebe, coz je u epitelidlnich bunék
neobvyklé. Vznikajici zubni sklovina pak vtlacuje vnitfni amleoblasty smérem ke sklovinné

pulpé a vnéjsim ameloblastiim.5

a  zubni pupen (7 tydna) b zubni Eepicka (8 tydnu) ¢ zubni Cepicka (9 tydnu)
" = m\’?ﬁ
= — ektoderma —A ST Ty ece o ¥ _
epitel o - e —HALL pupen permanentniho

€~ zubniho zakladu
vnéjsi sklovinny epitel

€— ektomezenchym

vnitini sklovinny epitel
(preameloblasty)

“Zubni papila

e e oré_lni

Moo h 05 epitel
zaklad
permanentniho
Brn ;ubu

d  zubni poharek (zvonek, 12 tydna) e

- ST

organ
rozvlaknény epitel

- ameloblasty

sklovina

dentin

odontoblasty

Hertwigova

* :. pochva

‘eii-cement

% e— periodont

* i w=—alveolarni
" kost

rozvlaknény epitel
— organu skloviny

ameloblasty

preodontoblasty
zubni papily

sténa dentalniho
folikulu

L ubnl
- folikal -

Obr. 2 Vyvoj zubu. a) zubni pupen, b), c) zubni Cepicka, d) zubni pohdrek, e) sklovinny orgdn.®
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1.1.1.2 Ameloblasty

Ameloblasty jsou vysoké cylindrické buiiky ektodermalniho ptivodu. Objevuji se
a funguji pouze pii vyvoji zubli obratlovcl, kde slouzi jako lozisko zubni skloviny.

Ameloblasty vznikaji pti procesu zvaném amelogenese.

Pfi amelogenesi se z vnitini sklovinné hmoty diferencuji preameloblasty. Tento dé;
vyvola diferenciaci odontoblastli, jenz zacnou produkovat predentin. Mineralizaci
predentinu vznika dentin a zaroven se indukuje preména preameloblasti na ameloblasty.
Zralé ameloblasty vytvareji apikalni Tomestv vybézek, ktery obsahuje sekre¢ni granula
s proteiny, které se nasledné podileji na mineralizaci zubni skloviny. Tyto ameloblasty
sekteruji sklovinnou hmotu, kterd je jiZ Castecné mineralizovana. Poté, co je
vyprodukovana celd tloustka zubni skloviny, Tomesiiv vybézek vymizi a vznikaji
zredukované ameloblasty. Ty zajiStuji maximalni mineralizaci skloviny tim, Ze odnimaji
z jiz vyprodukované sklovinné hmoty vodu a organické latky a nahrazuji je
hydroxyapatitem. Po dokonceni mineralizace se zacinaji ameloblasty zkracovat

a pri prorezavani zubt tplné vymizi.”

1.1.1.3 Proteiny extracelularni matrix zubniho enamelu

Vystavba zubni skloviny je velice sloZity a dosud plné neobjasnény proces. U¢astni se ji
mnoho sloZek a faktort, které prispivaji ke spravné tvorbé enamelu. Velkou roli zde hraji

pravé proteiny, které koordinuji mineralizaci zubni skloviny (obr. 3).8

Amelogenin (AMEL), ameloblastin (AMBN) a enamelin (ENAM) jsou klicové proteiny
pti budovani zubni skloviny, stejné jako nedavno objeveny amelotin (AMTN) a maly

proteoglykan biglycan (BGN).8

ENAM

Obr. 3 Ilustrace trojrozmérnych struktur proteinii extraceluldrni matrix zubniho enamelu.
a) amelogenin, Uniprot Q99217, b) ameloblastin, UniProt Q9NP70, c) enamelin, UniProt Q9NRM1,
d) amelotin, UniProt Q6UX39, e) biglycan, UniProt P21810.°
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1.2 Studované proteiny - ameloblastin a amelogenin

vevs

matrix, kde hraji klicCovou roli v biomineralizaci zubni skloviny.6 Oba proteiny patii
do rodiny tzv. "vnitiné neuspoiadanych proteini” (z angl. intrinsically disordered
proteins, IDP), ktera obsahuje molekuly, jenZ nemaji stabilni tercidlni nebo sekundarni
strukturu a velmi rychle méni svou konformaci. To je také diivod, pro¢ zatim stale
nemame dostatek informaci o jejich struktute, interakcich a hlavné funkéni roli

v biomineralizaci enamelu.810

1.2.1 Amelogenin

Amelogenin je nepostradatelny pro spravny vyvoj zubni skloviny. Lidsky gen
pro AMEL je exprimovan jedinym genem na chromozomu X. Kopie tohoto genu vSak byla
objevena také na chromozomu Y a ma spojitost s defektnim onemocnénim zubni skloviny
zvanym amelogenesis imperfecta (Al). Tato dédi¢nad porucha jesté vice potvrzuje tvrzeni,

ze AMEL je jednim z majoritnich proteini v procesu biomineralizace zubniho enamelu.810

Aminokyselinovd sekvence AMEL byla plivodné urcena pomoci Edmanova
N-termindlniho odbourdvani purifikovanych proteind. Pozdéji byla odvozena od DNA
sekvence amelogeninovych cDNA. Prvni sekvence AMEL byla izolovana z prasat a skotu.
Nasledné byl izolovan AMEL lidsky, krali¢i, a z kietka. Nedavno byly také popsany
sekvence AMEL z ptakopyska, jezZury, kajmana a ropuchy. Tyto tidaje odhalily napadnou

homologii na N- a C- terminalnich ¢astech mezidruhovych sekvenci AMEL.10

Jak jiz bylo teceno, AMEL je specificky enamelovy protein, jenZ je produkovan
ameloblasty od zac¢atku mineralizace dentinu aZ po zrani zubni skloviny. Exprese AMEL
v burikich byla popsana pomoci in situ hybridizace a také imunohistochemicky. Pozdéjsi
studie ukazaly, Ze AMEL signaly jsou velmi slabé a nachazi se v blizkosti sekretujicich
bunék, tedy ameloblastd, zatimco AMBN signaly (vice viz kapitola 1.2.2) jsou velice silné,
coz muze ukazovat, Ze vznikajici AMEL je néjakym zpiisobem zastinén a "imunosondy"” tak

dostavaji jen nepatrny signdl.l0 Tato informace by mohla naznaCovat existenci

protein-proteinovych interakci.

Vyvoj expresnich systémi pro rekombinantni AMEL ptinesl nejen moznost studovat
nékteré strukturalni vlastnosti, ale také moznost zkoumat fyzikalné-chemické vlastnosti
AMEL. Byla provedena studie ukazujici zavislost rozpustnosti AMEL na zméné pH roztoku.

Bylo zjisténo, Ze rozpustnost AMEL tzce souvisi s primdrni strukturou proteinuy,

12



pH roztoku, s iontovou silou roztoku i na samotném sloZeni pufru. Ukazalo se,
Ze rekombinantni i modifikovany AMEL (ktery postrada 13 aminokyselin na C-konci), jsou
velmi dobfe rozpustné v kyselém prostiedi. V bazickém prostredi se vSak modifikovany
AMEL rozpousti o poznani méné. Toto chovani Kkoresponduje s absenci hydrofilni

C-terminalni sekvence modifikovaného AMEL.10

1.2.2 Ameloblastin

Ameloblastin je druhym nejrozsirenéjSim proteinem extraceluldrni matrix. Lidsky gen
pro AMBN je lokalizovan na chromozomu 4, u mysf je to chromozom 5.11 AMBN je tvoren
ameloblasty od rané sekrecni faze az do faze zrani v procesu tvorby zubniho enamelu.
Zaujima 5-10 % (w/w) vSech proteini zubni skloviny.* Bioinformativni analyza potvrdila,
Ze AMBN také patii do rodiny IDP a sklada se z N-koncové domény, ktera ma tendenci
prijmout helikalni konformaci, a z kyselého C-konce, ktery je zodpovédny za strukturalni

poruchy celé molekuly.12

N- a C- konce AMBN byly objeveny pfi hledani proteind zubni skloviny prasete.10
Ukazalo se, ze pri formovani zubni skloviny piisobi na AMBN proteasy extracelularni
matrix. Bylo dokazano, Ze produkty Stépeni N- a C- konce maji v této mezibunécné hmoté
odlisné pozice. Z Casti N- terminalni sekvence jsou tvoteny nizkomolekuldrni peptidy
o molekulové hmotnosti 13 - 17 kDal0 a jsou lokalizovany po celé tloust’ce matrix!2, zatim
co produkty Stépeni kyselého C-konce jsou tvotfeny dvéma polypeptidovymi retézci
o priblizné hmotnosti 27 a 29 kDa.!2 Tyto konce jsou pozorovany hlavné v nezralych

castech matrix, v blizkosti vylucovani ameloblasti.12

Zajimavou fyzikalné-chemickou vlastnosti AMBN je jeho bipolarita. Na zakladé studia
praseci cDNA sekvence AMBN bylo zjiSténo, Zze prvnich 129 zbytk(i proteinu,
které odpovidaji produktu Stépeni o molekulové hmotnosti 15 kDa (tedy N-konci), maji
izoelektricky bod (pl) rovny 10,6, zatimco 66 zbytkli odpovidajicich C-konci ma pl rovno
4,5. Tato skutecnost mtize vysvétlit odliSnou lokalizaci proteolytickych Stépti C- a N- konce

v pribéhu tvorby zubniho enamelu.10

1.3 Fotoafinitni znaceni pomoci fotoaktivovatelnych "nanosond"

Protein-proteinové interakce hraji klicovou roli pri organizaci ¢i regulaci bunécnych
procesti. Mnohé studie ukazuji, Ze vétSina proteind cCastéji vytvaii supermolekularni

komplexy, nez by fungovaly jako izolovany subjekt. Jednou z metod studie vzajemnych
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interakci proteind je koimunoprecipitace. Tato metoda vyuziva jako vychozi material
bunécné lyzaty, coz vSak c¢ini velky problém pravé pii detekci proteinovych interakci,
jelikoZ mlze dochazet ke ztraté prostorové organizace béhem lyzac¢nich procesti. Druhym
problémem této metody se stavaji slabé interagujici partnefi, ktefi mohou byt béhem

promyvacich fazich ztraceni.!3

Z téchto divodid je stile pouzivanéjsi metoda chemického nebo fotochemického
zesitovani (z angl. cross-link), které vytvati vazbu jednoho polymerniho tetézce
s druhym, a tak kovalentné fixuje protein-proteinové interakce v Zivych bunkach.
Chemické zesitovani pouzivd mirné reaktivni chemickd C(inidla, kterd reaguji
napf. s volnymi amino skupinami za vzniku kovalentni vazby mezi proteiny. Foto-zesiténi
naopak generuje vysoce reaktivni meziprodukty in situ ozarenim inertniho prekurzoru
a jeho hlavni vyhodou je nizka specifita a extrémné kratky polocas Zivota excitovaného

intermediatu.13

Jednou z moZnosti, jak inkorporovat fotolabilni analog aminokyseliny do sekvence
proteinu je rekombinantni exprese v E. coli. Diky nizsi specifité aminoacyl-tRNA synthasy
a strukturni podobnosti analogu s aminokyselinou je na molekulu tRNA prenesen tento
analog aminokyseliny a tak miiZe vstupovat do procesu proteosyntesy. Pro zvySeni miry

inkorporace analogu do sekvence proteinu a sniZeni

kompetice vlastni aminokyselin robiha
COOH  COOH P ky y P
a) foto-Leu )—NH, NH, b)Leu rekombinantni exprese v  minerdlnim mediu
N
i s obsahem jednotlivych aminokyselin
CoOH  coon a inkorporovaného foto-analogu. V této bakalarské
¢) foto-Met et ‘. .. . .
PR W Mo praci byly pouzity fotoaktivovatelné analogy
Lf S, aminokyseliny foto-Leu (obr. 4a) a foto-Met (obr. 4c),

které pri expresi proteinu v mediu nahrazovaly

aminokyseliny leucin (obr. 4b) a methionin (obr. 4d).

Obr. 4 Fotoaktivovatelné aminokyseliny, foto-Leu (a) a foto-Met (c) odvozené od aminokyselin Leu
(b) a Met (d).13

Uvedené fotolabilni analogy aminokyselin patii do skupiny diazirind, které po ozareni
tvori reaktivni karbeny. Kromé nich lze k tvorbé reaktivnich intermediati pouzit také

fotolabilni nitreny ¢i benzofenony.
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1.3.1 Diazo slouceniny

Diazo skupiny byly pouzity jako prvni priklad fotoafinitni analyzy. Fotochemické
chovani diazo ketont je velmi dobie prostudovano a jeho reakéni mechanismus je ukazan
na obrazku 5. Z diazo ketonu vznika fotoaktivaci ketenovy intermediat, ktery je pomérné
stabilni a dokaze selektivné reagovat s nukleofilnimi ¢inidly. Tato skute¢nost vSak prinasi
nebezpec¢i pravé pro fotoznacCeni. Napriklad pritomnost vody mize experiment
zkomplikovat, protoze jako nukleofilni ¢inidlo reaguje s ketenem za vzniku karboxylové

kyseliny.14

(o]
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3 3 hv - 2 /-;: o

‘ R . A S s
R CH;0H . i H* Nu
0 0 R R

254 nm 3
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Obr. 5 Reakéni schéma diazo ketonu.14

V roce 1975 Smith a Knowles navrhli jako potencialné mozné cinidlo pro fotoafinitnini
znaceni diaziriny. Jsou to malé, lipofilni molekuly, které obsahuji chromofor schopny
absorpce UV svétla o vinovych délkach az 300 nm. Diky tomu bylo objeveno velmi mnoho
aplikaci fotochemického zesitovani pravé pro skupiny diazirind. Ozareni substituovaného

diazirinu (obr. 6) vede ke vzniku odpovidajici diazo slouc¢eniny (a) a karbenu (b).14

R! R?
-
R! R? hv R! g2| 7 N; i
D, G by ¢
N L ‘hu
RN_R b

Obr. 6 Reakcni schéma diazirinu.14

1.3.2 Nitreny

Fotoafinitni znaceni s nitreniovym meziproduktem pochazejicim z aryl azidu je
nejpouzivanéjsi technika znaceni. Relativni fotoreaktivita aryl azidu se 1isi v zavislosti
na pouzité aminokyseliné. Napriklad cystein vykazuje nejvyssi reaktivitu, kdezto glycin je
s nitreniovymi meziprodukty témér nereaktivni. Na obrazku 7 (str. 16) je zobrazen fenyl

azid, ktery se po ozateni UV zarenim preméni na nitreniovy meziprodukt (a). Jeho hlavn{
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reakéni draha (tu¢né Sipky) poté pokraCuje preménou na dehydroazepinovy
meziprodukt (b), ktery dale reaguje s molekulou obsahujici nukleofilni (c) (Castéji) nebo

aktivni vodikové skupiny (d).14

uv Ring » Nucleophile °

N Nt Light > N Expansion (Q.\ R-NH,; q*\
N —_— —- N — N
by X g "’V\—'J

Phenyl Azide Nitrene Dehydroazepine HN~pg
Reagent > ) < Formed Intermediate R-H
d
fi

A~ NH; Reactve
lR ~H Hydrogen I N
& - i g i

N=\p Neg NN~ =

I H
N ol J

Addion Actwe Hydrogen Active Hydrogen
Reactions (C-H) Insertson {N-H) Insartion

Obr. 7 Reakcni schéma aryl azidu pri fotochemickém zesitovdni. Vinitd ¢dra reprezentuje
oznacovaci cinidlo nebo zesitovac s fenyl azidovou reaktivni skupinou, (R) predstavuje protein nebo
Jjeden konec molekuly obsahujici nukleofilni nebo aktivni hydrogenovou skupinu.15

Dal§i tridu nitrenoiovych prekurzorti tvoii purinové a pyrimidinové azidy.
Fotoaktivita 8-N3 a 2-N3 adenosinti byla pouZita pro kovalentni vazbu v mnoha studiich.
Fotochemicka cesta vSak stdle neni dostatecné objasnéna a otevira tak moznost dalSiho

a podrobnéjsiho studia.1*

Zajimavou skupinu nitreniovych prekurzort pak tvori alkyl azidy. ]Jejich pouziti je

vSak velmi omezeno diky relativni nestabilité.1*

1.3.3 Benzofenony

v

Benzofenony jsou pro fotoafinni znaceni bézné uzivané. Predpokladany mechanismus
fotoafinitniho znaceni je zobrazen na obr. 8. Ozafenim benzofenonové skupiny vznika
diradikal, ktery reaguje s a-vodikem z N-acetylglycin methyl esteru a vznika vysledny

a-benzhydryl derivat.14

N
> AcNH___COxCHy

o . ANH._ _CO«CHs : °
<0 ~ AcNH CO,CH;

Ph -bb-‘—)—-» A _ * — HO,
>300 nm gy, A & 43

Obr. 8 Reakcni schéma benzofenonu.14
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Obecné plati, Ze radikalové meziprodukty jsou velmi vhodné pro fotoafinitni znaceni.
S C-H vazbami reaguji vice nez nitreny a oproti karbenim maji mensi sklon

k intramolekularnim piresmykam.14

1.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. mass spectrometry) je analytickd metoda
urc¢ovani hmotnosti atomt, molekul a jejich casti. Diky objevu mékkych ionizacnich
technik nalézd MS uplatnéni také v biochemii, kde, mimo jiné, slouzi k zjistovani
posttranslacnich modifikaci proteind, k urcovani disulfidickych vazeb a k identifikaci

mutaci v AMK sekvenci.

Hmotnostni spektrometr dokaze analyzovat ¢astice nesouci naboj. Nabité molekuly
prochazi elektrickym nebo magnetickym polem, které je rozdéli na zakladé poméru
hmotnost/naboj (m/z). Z téchto udaji lze pak velmi presné urcit molekulovou hmotnost
danych ¢astic.16

Hmotnostni spektrometr tvoii tfi hlavni ¢asti - ionizac¢ni zdroj, analyzator a detektor.
Ioniza¢ni zdroj ptivadi na Castice analytu ndboj a prevadi je do plynného stavu. Pouzity
zplsob ionizace znac¢né ovliviuje aplikacni zaméreni metody.l” Podle mnoZzstvi dodané
energie rozdélujeme ionizatni techniky na tzv. mékké, kdy energeticky prebytek dodany
ionizované molekule je maly a pravdépodobnost fragmentace nizka, a tvrdé ionizani
techniky, kdy dodana energie postacuje k fragmentaci primarniho iontu.16

Po ionizaci prichazeji nabité Castice do analyzatoru, kde dochazi k jejich déleni
a rozliSeni podle poméru m/z na zakladé rozdilného chovani v magnetickém nebo
elektrickém poli. Vybérem analyzatoru, stejné jako ionizatniho zdroje, ovliviiujeme

vlastnosti celého spektrometru (napft.: presnost, citlivost, rozliSeni).16

Roztiridéné ionty nasledné dopadaji na detektor. V soucasné dobé délime detektory
do dvou kategorii: (1) detektory pro piima méreni, na které dopadaji ionty a tim generuji
elektricky proud a (2) nasobicové detektory, které nasobi mnozstvi elektronti vznikajicich
pti dopadu iontii na detektor a tim umoznuji méfit signaly s vyssi citlivosti (i jednotlivych
iontti).16

S ohledem na MS techniky je nedilnou soucasti spektrometru i vykonny vakuovy
systém, ktery zajiStuje udrzeni dostate¢né nizkych tlaki po celou dobu méreni tak,

aby nedochazelo k ovlivnéni trajektrorie priiletu nabitého analytu v piistroji.1é
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1.4.1 Mékké ionizacni techniky

Jednou z pomérné novych meékkych ionizacnich technik je ionizace MALDI
(z angl. matrix-assisted laser desorption/ionization), kterd vznikla zdokonalenim diive
hojné vyuZzivané ionizace laserem (tvrdé ionizacni techniky). MALDI ionizac¢ni zdroj
(obr. 9A) vyuziva tzv. matrix, neboli matrici, ktera se smicha s analytem. Tato smés se poté
nanese na MALDI terc¢ik a vytvori smésny krystal. Matrice musi spliiovat nékolik podminek
- musi absorbovat v blizkosti vinovych délek pouZzivaného laseru, musi byt stabilni
ve vakuu a dobfe misitelnd s analytem. Nejcastéji pouZivané matrice pro UV-lasery jsou
zobrazeny na obr. 9B. Jsou to slabé kyseliny, které obsahuji systém konjugovanych

dvojnych vazeb absorbujici energii UV zateni, které maji schopnost protonizovat analyt.

Poté, co se MALDI tercik s krystalem vloZi do evakuovaného systému, dochazi pomoci
pulsu UV laseru k Setrné ionizaci a prevodu vzorku do plynného stavu.l? [onizovany analyt
dale pokracuje k detektoru, kde dochazi k selekci a filtraci iontli. NejpouzivanéjSim

detektorem pro MALDI je analyzator z doby letu (TOF, z angl. time of flight).

HO

a ®
X
{} CN

a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina

COOH

OH

—H o 8 l: HO
’ = N 2,5-dihydrixybenzoova kyselina
-H' @ . MALDI
—— @ Analyte
: A MeO X COOH
| tercik | ]

HO
McO

kyselina skoricova

e

Obr. 9A Schéma MALDI ionizace. UV-laser ozdri smésny krystal na MALDI ter¢iku. Ndsledné dochdzi
k protonizaci analytu MALDI matrici. 9B Nejpouzivanéjsi matrice pro MALDI ionizaci.l”
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1.4.2 Hmotnostni analyzator TOF

Pokud bychom hledali nejjednodussi a soucasné jeden z nejrychlej$ich MS detektord,
jednalo by se o TOF analyzator. Jeho princip méreni je zaloZen na poznatku, Ze ionty
se stejnou kinetickou energii, ale rozdilnou hmotnosti, se pohybuji riznymi rychlostmi
(Ex = 1/2 mv2?). KdyZ pulz UV laseru ionizuje smésny krystal matrice a analytu, dostavaji
vSechny ionty ve stejnou chvili stejny impulz kinetické energie pri zachovani jejich
momentu hybnosti. Ionty poté prolétaji po trajektorii a je ziejmé, Ze ionty s mensi
hmotnosti dopadaji na detektor diive neZ ionty s vét$i hmotnosti. Cim del$i je draha letu
dvou ionizovanych c¢astic, tim 1épe dochazi k jejich rozdéleni. Z toho divodu mize byt
na konci trubice umisténo iontové zrcadlo (reflektron), které nejen prodlouzi drahu letu

ale soucasné fokusuje populaci ¢astic o stejném m/z.17

Spojeni metody MALDI s TOF analyzatorem je pro své vlastnosti velmi ¢asto vyuzivané,

zvlasté pro studium makromolekul v proteomice.18
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2. CILE PRACE

Cilem této bakalatské prace je optimalizace a realizace pripravy fotoaktivovatelnych
ameloblastinovych a amelogeninovych "nanosond" rekombinantni expresi v E. coli

a nasledna analyza vysledného produktu pomoci hmotnostni spektrometrie.

Takto pripravené fotoaktivovatelné "nanosondy” budou slouzit ke studiu
protein-proteinovych interakci a strukturné funkéniho mechanismu tvorby zubni skloviny

(enamelu).
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3. MATERIAL

3.1 Chemikalie

Applied Biosystem, USA: oligo R3
Bruker Daltonics, SRN: a-kyano-4-hydoxyskoticova kyselina

Fluka, Svycarsko: dihydrogenfosporeénan draselny, dodecylsulfat sodny, ethylmorfolin,
glycin, hydrogenfospore¢nan disodny, chlorid amonny, chlorid sodny, kyselina octovj,
jodacetamid, N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin, persiran amonny, trifluoroctova

kyselina, tris(hydroxymethyl)aminomethan
Lachema, CR: ethanol, glycerol

Merck, SRN: acetonitril, destilovana voda
Oxoid, CR: trypton, yeast extrakt
Pierce-Thermo, USA: p-Leu, p-Met
Promega, SRN: trypsin

Riedel-De-Haen, SRN: bromfenolovia modf
Roche Diagnostics, SRN: chymotrypsin
Roth, SRN: agar, dithiotreitol,

Serva, SRN: Coomassie briliantova modr

Sigma, USA: akrylamid, ampicilin, fenylalanin, glukosa, isoleucin, kanamycin, leucin, lysin,

methionin, siran horec¢naty, threonin, valin, vitamin thiamin,

Stratagene, USA: E. coli BL21-Gold

Darované chemikalie (Dr. Radim Osi¢ka + Ing. Tomas Vald, MBU): cDNA lidského AMBN
proteinu v plasmidu pET28b-TEV, cDNA lidského AMEL proteinu v plasmidu pET11c
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3.2 Pouzité pufry a roztoky

AMK mix pro pripravu M9 s pLeu: 0,1% (w/v) L-lysin, 0,1% (w/v) L-fenylalanin, 0,1%
(w/v) L-threonin, 0,05% (w/v) L-isoleucin, 0,05% (w/v) L-methionin, 0,05% (w/v) L-valin
AMK mix pro pripravu M9 s pMet: 0,1% (w/v) L-lysin, 0,1% (w/v) L-fenylalanin, 0,1%
(w/v) L-threonin, 0,05% (w/v) L-isoleucin, 0,05% (w/v) L-leucin, 0,05% (w/v) L-valin
Barvici lazenn Coomassie BB R-250: 0,25% (w/v) Coomassie BBR-250, 45% (v/v)
ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

Elektrodovy pufr (pétkrat koncentrovany, pH 8,5): 0,1M Tris/HCl, 1M glycin, 0,5%
(w/v) SDS

LB agar: 1,5% (w/v) agar v LB mediu

LB medium (pH 7,25): 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl,
sterilizace autoklavem

Loading pufr (pétkrdt koncentrovany): 250mM Tris/HCl, 500mM dithiotreitol, 10%
(w/v) dodecylsulfat sodny, 0,5% (w/v) bromfenolova modft, 50% (v/v) glycerol

M9 medium (400 ml): 350 ml M9 zaklad, 200 pl kanamycin (vysledna ¢ = 50 pg/ml),
0,4 ml 1M MgS04, 4 ml 4% (w/v) glukosa, 40 ul 0,5% (w/v) vit. thiamin, 40 ml mix AMK,
10 ml 0,55mM pMet/pLeu

M9 zaklad (pH 7,2): 0,6% (w/v) NazHPO4, 0,3% (w/v) KH2PO4, 0,1% (w/v) NH4Cl, 0,05%

(w/v) NaCl, sterilizace autoklavem

Odbarvovaci roztok: 25% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

Separacni gel 10% (5 ml/sklo): 1,9 ml vody, 1,3 ml 1,5M Tris/HCl (pH = 8,8), 1,7 ml
29,5 % (w/v) akrylamidu s 0,8 % (w/v) BIS, 50 ul 10% (w/v) SDS, 2 ul TEMED, 50 pl 10%
(w/v) APS

Separacni gel 12% (5 ml/sklo): 1,7 ml vody, 1,3 ml 1,5M Tris/HCI (pH = 8,8), 2,0 ml
29,5% (w/v) akrylamidu s 0,8 % (w/Vv)BIS, 50 ul 10 % (w/v)SDS, 2 ul TEMED, 50 pl 10 %
(w/v) APS

Stépici ethylmorfolinovy pufr (pH 8,1): 50mM ethylmorfolin, 10% (v/v) acetonitril
Zaostiovaci gel 3% (2 ml/sklo): 1,4 ml vody, 0,25 ml 1,5M Tris/HCl (pH = 6,8), 0,33 ml
29,5 % (w/v) akrylamidu s 0,8 % (w/v) BIS, 20 ul 10% (w/v) SDS, 2 ul TEMED, 20 ul 10%
(w/v) APS

50mM PB (pH 7,7): 50mM KH,POs,, sterilizace autoklavem
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3.3 Pristroje

Centrifugy: centrifuga eppendorf minispin (Eppendorf), centrifuga Universal 320R
(Hettich)

Spektrometry: spektrofotometr DU72 (Beckman), hmotnostni spektrometr MALDI-TOF
Ultraflex III (Bruker Daltonics)

Ostatni: analytické vahy GR-200 (A&D INSTRUMENTS), aparatura na SDS elektroforesu
SE 200 (Hoeffer), Cano Scan Lide 700F (Canon), kyvacka BFR-25 (Grant Boekel), pH metr
PHM-210 (Radiometer Copenhagen), QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), sonifika¢ni
lazen (ELMA), thermomixer Comfort (Eppendorf), tfepacka, vakuovy rotacni koncentrator
(Speed-Vac DNA 110, Savant), Vortexovy mixer (Velp Scientifica), zdroj elektroforesy
EPS-3501 (Amersham Pharmacia Biotech)

23



4. METODY

4.1 Transformace kompetentnich bunék

Kompetentni bunky E. coli BL21-Gold byly transformovany plasmidem pET28b-TEV
(obr. 10 a na str. 26 obr. 11) metodou teplotniho Soku.

100 pl bakterialnich kompetentnich bunék, které byly uchovavany pri teploté -80 °C,
bylo vloZeno na led na dobu nezbytné nutnou pro jejich rozmraZeni. Poté byly buriky
rozdéleny do dvou sterilnich mikrozkumavek tak, aby v kaZdé zkumavce bylo
50 pl bunécné suspenze. Jedna ze zkumavek byla oznacena pismenem "P" a bylo do ni
pridano 0,5 pl plasmidu. Druha zkumavka s pridavkem 0,5 pl sterilni vody byla oznacena
pismenem "K" a slouzila jako kontrola. Obé zkumavky byly na 20 min vloZeny na led a poté
byly vystaveny na 90 s teploté 42 °C. Nasledné byly zkumavky inkubovany 10 min na ledu
a po pridani 500 pl sterilniho LB media (1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) yeast extract, 1%
(w/v) NaCl, pH 7,25) byly zkumavky inkubovany 60 min (37 °C, 300 rpm). Po inkubaci byly
buiiky 1 min odstfedovany na centrifuze eppendorf minispin (dhlovy rotor, polomér
4,5 cm, 2000 rpm). Posléze bylo moZné odebrat priblizné 450 pl supernatantu a peletu
resuspendovat ve zbytku LB media. Cely objem zkumavky byl poté asepticky nanesen
a rozetfen na agarovou plotnu obsahujici kanamycin o vysledné koncentraci 50 pg/ml.

0Obé misky byly inkubovany pres noc pfti teploté 37 °C.
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Nru I(4083) BstE li(1304)

PELZR™)

Apa 1(1334)

(25g1-g11) %

BssH lI(1534)
EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

Eco57 1(3772)

AlwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 1(3224)
Sap I(3108)

Bst1107 1(2995)

Tth111 1(2969)

Bgl I(2187)
Fsp 1(2205)
Psp5 11(2230)

Obr. 10 Mapa plasmidu pET28a (+)-TEV. Mapa plasmidu pET-28b-TEV je shodnd s mapou plasmidu
pET-28a-TEV. Plasmid pET-28b-TEV md v BamH o jednu bdzi méné (5368bp) nez pET-28a-TEV
(5369bp).19

24



T7 promoter primer #69348-3

pET UPSifga""hP”me" #69214-3 T7 promoter lac operator Xbal rbs

—» Bgl

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

_Ndel Nhel T7+Tag

His*Tag

GGACAGCAA
1isHIsHIsHIsHIs lyGInGIn

e e
Eagl thrombin

BamH | EcoR | Sacl _Sall HindIll _ Notl  Xhol His-Tag
GGGTLCC TCCGAATTCGAGCTCCG TTGCGGCCGCACT AC pET-28a(+
3 S ) CysGlyArgThr
CTTGCGGCCG pET-28b (
uAlaAlahA
TCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c (+
roSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuLeuThr
Bpu1102 | T7 terminator

GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
A e ——————
T7 terminator primer #69337-3

PET-28a-c(+) klonovaci/expresni region

Obr. 11 Vektorova mapa expresniho vektoru pET-28a (+)-TEV. Mapa ukazuje sekvenci plasmidu
pET-28a-TEV a rozdily v sekvencich plasmidii pET-28b-TEV a pET-28c-TEV. RiiZovd barva znaci
shodné sekvence, modrd rozdily v sekvencich.1?

*IPTG aktivuje expresi T7-RNA polymerdzy, kterd nasedd na T7-promotor a ten spousti expresi AMBN.

Stejnym zplisobem byla provedena transformace bunék E. coli BL21-Gold plasmidem
pET11c, ktery ma (na rozdil od plasmidu pET28b-TEV) resistenci na ampicilin. Agarové
plotny tedy obsahovaly ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg/ml.

4.2 Inokulace

Pro selekci klond byly z agarové plotny vybrany 4 transformované bakterialnich
kolonie, které byly zao¢kovany do 5 ml LB media s kanamycinem (50 pg/ml). Tyto vzorky
byly nasledné inkubovany pres noc (37 °C, 250 rpm).

Z inkubované bunéc¢né kultury byly pripraveny glycerinové konzervy a soucasné byla
provedena optimalizace produkce AMBN.

V pripadé pripravy glycerinovych konzerv bylo do sterilnich mikrozkumavek
odebrano 200 pl bunécné suspenze a pridano 50 pl 50% (v/v) sterilniho glycerinu.
Zkumavky byly uskladnény v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C. Tyto konzervy mohou

nasledné slouzit jako zdroj bakterialnich buneék s jiz transformovanym plasmidem.

Stejnym zplGsobem byly inokulovany a zakonzervovany plasmidem pET11c

transformované bunky E. coli BL21-Gold pro naslednou optimalizaci a produkci AMEL.
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4.3 Optimalizace produkce AMBN

Pro optimalizaci maximalni produkce proteinu byla provedena produkce proteint

v LB mediu.

Z noc¢ni kultury bylo do sterilnich zkumavek odebrano 10 pl suspenze a inokulovano
do 5 ml LB media s kanamycinem (50 pg/ml). Vzorky byly ptiblizné 5 hodin inkubovany
(37 °C, 250 rpm) dokud opticka densita ODsso nedosahla hodnoty 0,6-0,7.

Priprava vzorkii na SDS-PAGE gel:

Bylo odebrano 1300 pl inkubované kultury. 300 pl bylo pouZito pro stanoveni ODsso,
1000 pl bylo centrifugovano 2 min na centrifuze eppendorf minispin (dhlovy rotor,
polomeér 4,5 cm, 2000 rpm). Po odebrani téméf celého mnoZstvi supernatantu byla peleta
resuspendovana v 30 pl sterilni vody a 10 pl 5x koncentrovaného SDS loading pufru
(250mM Tris/HCI, 500mM dithiotreitol, 10% (w/v) dodecylsulfdt sodny, 0,5% (w/v)
bromfenolovd modri, 50% (v/v) glycerol). Tyto zkumavky pro nds znamenaly produkci

AMBN v case To.

Do zbylé kultury (cca 3,7 ml) bylo ptridano 20 pl isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosidu
(IPTG) o koncentraci 80 mM (vysledna koncentrace 0,4mM). Vzorky byly inkubovany
2 hodiny (37 °C, 250 rpm). Poté bylo do sterilnich mikrozkumavek odebrano 1000 pl
bunécné suspenze s IPTG a centrifugovano 2 min na centrifuze eppendorf minispin
(Ghlovy rotor, polomér 4,5 cm, 2000 rpm). Nasledné byl odebran supernatant a peleta byla
resuspendovana v 30 pl sterilni vody a 10 pl 5x koncentrovaného SDS loading pufru. Tyto

zkumavky pro nas znamenaly produkci AMBN v ¢ase T2 (prg).

4.4 Optimalizace produkce AMEL

Optimalizace produkce AMEL v LB mediu s ampicilinem (100 pg/ml) byla provedena

s pomoci Mgr. Renaty Ptackovou dle postupu v kapitole 4.3.

4.5 Produkce AMBN v limitnim mediu

Z ptipravenych glycerinovych konzerv s buiikami E.coli BL21-Gold s transformovanym
plasmiden pET28b-TEV bylo po rozmrazeni odebrano 10 pl suspenze a pireneseno do 5 ml

LB media s kanamycinem (50 pg/ml). Vzorky byly priblizné 5 hodin inkubovany (37 °C,
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250 rpm) dokud opticka densita nedosahla hodnoty ODss 0,6-0,7. Poté bylo z kazdého

vzorku odebrano 2,5 ml a pouzito na produkci AMBN v mineralnim mediu s pMet.

4.5.1 Produkce AMBN v limitnim mediu s pMet

Bunécna suspenze o celkovém objemu 2,5 ml byla 10 min centrifugovana na centrifuze
Hettich Univerzal 320R (hlovy rotor, polomér 7,5 cm, 2000 rpm, 4 °C). Poté byl odebran
supernatant a peleta resuspendovana v 2,5 ml sterilniho PB pufru (50mM KH,PO,, pH 7,7).
Takto byla bunécna suspenze promyta jesté jednou a na zavér byla peleta resuspendovana
v 2,4 ml sterilniho mineralniho media s ptidavkem 0,55mM pMet (0,6% (w/v) Na:HPO,,
0,3% (w/v) KH2PO4, 0,1% (w/v) NH4CI, 0,05% NaCl, 0,012% (w/v) MgSOs4 0,04% (w/v)
glukosa, 5:10°% (w/v) vitamin thiamin, 0,01% (w/v) L-lysin, 0,01% (w/v) L-fenylalanin,
0,01% (w/v) L-threonin, 0,005% (w/v) L-isoleucin, 0,005% (w/v) L-leucin, 0,005% (w/v)
L-valin) a kanamycinem (50 pg/ml). Vzorky byly 40 min inkubovany (37 °C, 250 rpm).
Po inkubaci bylo z kazdého vzorku odebrano 1 ml suspenze, ze které byly pripraveny

vzorky v ¢ase To-pme: na SDS gel.

Do zbylého objemu bunéfné suspenze bylo pridano 12 pl 80mM (vysledna
koncentrace 0,4mM) IPTG. Vzorky byly 2 hodiny inkubovany (37 °C, 250 rpm).

Po inkubaci byl odebran 1 ml suspenze, ze které byly pripraveny vzorky v ¢ase Ta-pmet p1e) -

4.5.2 Produkce AMBN v limitnim mediu s pLeu

Z glycerinovych konzerv s bunikami E.coli BL21-Gold s transformovanym plasmiden
bylo odebrano 10 pl suspenze a pfeneseno do 5 ml LB media s kanamycinem (50 pg/ml).
Vzorky byly priblizné 5 hodin inkubovany (37 °C, 250 rpm) do ODss 0,6-0,7. Poté bylo
z kazdého vzorku odebrano 2,5 ml a pouzito na produkci AMBN v minerdlnim mediu

s pLeu. Zbytek kultury byl pouzit na izolaci plasmidové DNA.

2,5 ml inkubované bunéc¢né suspenze bylo 10 min centrifugovano na centrifuze Hettich
Univerzal 320R (uhlovy rotor, polomér 7,5 cm, 2000 rpm, 4 °C). Poté byl odebran
supernatant a peleta resuspendovana v 2,5 ml PB pufru. Takto byla bunécna suspenze
promyta jesté jednou a na zavér byla peleta resuspendovana v 2,4 ml sterilniho
mineralniho media s pridavkem 0,55mM pLeu a kanamycinem (50 pug/ml). Vzorky byly
40 min inkubovany (37 °C, 250 rpm). Po inkubaci bylo z kazdého vzorku odebrano 1 ml

suspenze, ze které byly pripraveny vzorky v ¢ase To.preu Na SDS gel (viz kapitola 4.3).
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Do zbylého objemu bylo pridano 12 pl 80mM IPTG (vysledna koncentrace 0,4mM).
Vzorky byly 2 hodiny inkubovany (37 °C, 250 rpm). Po inkubaci byl odebran 1 ml

suspenze, ze které byly pripraveny vzorky v ¢ase T2-preu aprc) (postup viz kapitola 4.3).

4.5.3 Izolace plasmidové DNA

Z 2,4 ml bunécné suspenze pripravené dle kapitoly 4.5.2 byla provedena izolace
plasmidové DNA podle protokolu QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy Qiagen
(obr.12)

Peleta po centrifugaci 2,4 ml bunéc¢né kultury (ODss0~0,6) (obr. 12a) byla
resuspendovana v 250 ul P1 pufru s pridanou RNAsou. Po pridani 250 ul P2 pufru
a jemnym promichanim doSlo k lyzi bunék. Pridanim 350 pl N2 pufru a Setrnym
promichdnim se smési doslo k neutralizaci a precipitaci proteinii (obr. 12b). Nasledné byla
smés 10 min centrifugovdna na centrifuze eppendorf minispin (ihlovy rotor, polomér

4,5 cm, 13000 rpm).

Do 2ml mikrozkumavek byly umistény kolonky a na né aplikovany supernatanty
bunécné suspenze z neutralizacniho kroku (obr. 12c). Zkumavky s kolonami byly
centrifugovany 45 s na centrifuze eppendorf minispin (dhlovy rotor, polomér 4,5 cm,
13000 rpm). DNA se takto navazalo na nosi¢ kolony. Kolona byla promyta 500 ul
PB pufru a vysusena 750 ul PE pufru s ethanolem (obr. 12d).

Vysusené kolony byly vloZeny do novych mikrozkumavek. Na stred kolony bylo
aplikovano 50 pl sterilni vody. Po absorpci celého objemu elu¢niho pufru byla 1min
centrifugaci na centrifuze eppendorf minispin (dhlovy rotor, polomér 4,5 cm, 13000 rpm)

eluovana plasmidova DNA (obr. 12e).

a +P1 g% b c e d e
+ P2 - = + Kolona o= - s ;* a—— + eluéni p L -
+ N2 o e .
e e— u C e L—:’ —  —~ L
sklizené buiiky smés bunék a navazani promyvani i plsrRdov
pufri plasmidové DNA DNA

Obr. 12 Schéma izolace plasmidové DNA.20
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4.6 Produkce AMEL v limitnim mediu

4.6.1 Produkce AMEL v limitnim mediu s pMet a v limitnim mediu s Met

Z glycerinovych konzerv s buiikami E.coli BL21-Gold s transformovanym plasmidem
pET11c bylo odebrano 5 pl suspenze a preneseno do 5 ml LB media s ampicilinem
(100 pg/ml). Vzorky byly pres noc inkubovany (37 °C, 250 rpm). Z inkubované kultury
bylo odebrano 100 pl bunéc¢né suspenze a zaockovano do 10 ml LB media. Bunky byly
inkubovany (37 °C, 250 rpm) do ODss50~0,6. Poté byly buiitky 10 min centrifugovany
na centrifuze Hettich Univerzal 320R (Uhlovy rotor, polomér 7,5 cm, 2000 rpm, 4 °C).
Nasledné byl odebran supernatant a peleta resuspendovana v 10 ml PB pufru. Takto byla
bunécna suspenze promyta jeSté jednou a na zavér byla peleta resuspendovana v 10 ml
sterilniho mineralniho media s ampicilinem (100 pg/ml) obsahujicim pouze Met. Druha
peleta byla resuspendovana v 10 ml sterilnfho minerdlnfho media s ampicilinem

(100 pg/ml) obsahujicim pouze pMet.

Vzorky byly 20 min inkubovany (37 °C, 250 rpm). Po inkubaci bylo z kazdého vzorku
odebrano 1 ml suspenze, ze které byly pripraveny vzorky v ¢ase To (To-met, To-pmery na SDS
gel (viz kapitola 4.3).

Do zbylého objemu bylo pridano IPTG (vysledna koncentrace 0,5mM). Vzorky byly
3 hodiny inkubovany (37 °C, 250 rpm). V hodinovych intervalech byl odebiran vzdy 1 ml
suspenze (+ 400 pl pro zméreni ODss), ze které byly pripraveny vzorky v case T1-3umet (iptc)

a T1.3pmet (postup viz kapitola 4.3).

4.6.2 Produkce AMEL v limitnim mediu s riznymi poméry koncentraci Met a

pMet

Postupem uvedenym v kapitole 4.6.1 byly pripraveny inkubované bunécné suspenze
(ODss50~0.6). Po centrifugaci byly pelety promyty PB pufrem a resuspendovany v 10 ml
sterilniho mineralniho media s ampicilinem (100 pg/ml) s riznymi koncentracemi Met

(viz tab. 1, str. 30).
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Tab. 1 SloZeni minerdiniho media

Oznaceni Minerdlni medium  (© Met (5 mg/ml) p-Met
[ml] [ul] [mg]
Met 10 100 0
pMet 10 0 0,5
Met Y/, , 10 10° 0,5
Met ¥/, 40 10 1" 0,5

*do 10 ml minerdlniho media bylo ptiddno 100 ul 10x natedéného zdsobniho roztoku Met (5 mg/ml),
pomér koncentraci Met a pMet v mediu je tedy 1:10

** do 10 ml minerdlniho media bylo priddno 100 ul 100x naredéného zdsobniho roztoku Met
(5 mg/ml), pomér koncentraci Met a pMet v mediu je tedy 1:100

Vzorky byly 20 min inkubovany (37 °C, 250 rpm). Po inkubaci bylo z kazdého vzorku
odebrano 1 ml suspenze, ze které byly pripraveny vzorky v ¢ase To (To-met, To-pMet, To-Met1/10,

To-met1/100) na SDS gel (viz kapitola 4.3).

Do zbylého objemu bylo ptridano IPTG (vysledna koncentrace 0,5mM). Vzorky byly
3 hodiny inkubovany (37 °C, 250 rpm). V hodinovych intervalech byl odebiran vzdy 1 ml
suspenze (+ 400 pl pro zméreni ODsso), ze které byly pripraveny vzorky v case T1-3met apra),

T1-3pMet (1PT6), T1-3Met 1/10(1pTG), T1-3Met1/100 (1pTG), (POStup viz kapitola 4.3).

4.7 Diskontinualni elektroforesa SDS-PAGE

Elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) je metoda slouzici k separaci proteini na zakladé jejich molekulové

hmotnosti.18

Nejrozsitenéjsi diskontinualni elektroforesa SDS-PAGE je zaloZena na Laemmliho
systému pufrd, pii které jsou pouzity dva pufry o rizném pH (pH 6,8 a pH 8,8)

pro pripravu zaostirovaciho a rozdélovaciho gelu, a jeden pufr (pH 8,8) tvorici elektrolyt.

Pro déleni proteini AMBN byl pouzit 3% (w/v) zaostrovaci gel (0,125M Tris/HCI
(pH = 6,8), 3% (w/v) akrylamid s 0,1% (w/v) BIS, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (v/v) TEMED, 0,1%
(w/v) APS) a 10% (w/v) rozdélovaci gel (0,4M Tris/HCI (pH = 8,8), 10% (w/v) akrylamid
5s0,3% (w/v) BIS, 0,1% (w/v) SDS, 0,04% (v/v) TEMED, 0,1% (w/v) APS).

Pro déleni proteini AMEL byl pouzit 3% (w/v) zaostfovaci gel a 12% (w/v)
rozdélovaci gel (0,4M Tris/HCI (pH = 88), 12% (w/v) akrylamid s 0,4% (w/v) BIS, 0,1%
(w/v) SDS, 0,04% (v/v) TEMED, 0,1% (w/v) APS.

Pripravené vzorky pro SDS-PAGE elektroforesu byly 5 min povareny a po centrifugaci

naneseny do jamek zaostfovaciho gelu. Pripraven byl také hmotnostni standard

30



z 4 pl Sigma wide range protein marker (MWm., z angl. Molecurat Wide marker), 30 pl
sterilni vody a 10 pl 5x koncentrovaného SDS loading pufru. Elektroforesa probihala za

konstantniho proudu 20 mA/gel s limitni hodnotou napéti 140 V.

Po ukonceni elektroforesy byly gely vloZeny na piiblizné 1 hodinu do barvici 1azné
Coomassie BBR-250 (0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% (v/v) methanol,
10% (v/v) kyselina octovd) a poté do odbarvovaci lazné (35% (v/v) ethanol, 10% (v/v)
kyselina octovd). Po odbarveni byly gely skladovany pti 6 °C v 1% (v/v) roztoku kyseliny

octoveé.

4.8 Modifikace proteint, Stépeni proteasou a méreni MALDI-TOF MS

Z polyakrylamidovych geli byly skalpelem vyriznuty proteinové prouzky, které byly
nakrajeny na velmi malé kosticky (max. 1 mm3) a vloZeny do mikrozkumavek. Nasledné
bylo nutné zajistit aplné odbarveni gelu, a to pfidanim 100 pul ACN a 100 pul 100mM
ethylmorfolinu (EtMf), 15 min sonifikaci a odstranénim supernatantu. Tento postup byl

opakovan do uplného odbarveni kosticek gelu.

K rozruSeni ptipadnych disulfidovych vazeb a rozvolnéni struktury proteinu byla
provedena redukce s naslednou modifikaci cysteinovych aminokyselinovych zbytkl
pridanim 50 pl 30mM tris(2-karboxyethyl)fosfanu (TCEP), ve 100mM EtMf. Vzorky byly
20 min inkubovany (70 °C, 700 rpm). Po inkubaci byly vzorky promyty 100 ul ACN a 1 min
sonifikovany. Po odebrani supernatantu byly vzorky prevrstveny 30mM roztokem

iodacetamidu (IAA) ve 100mM EtMf a 60 min inkubovany pfi laboratorni teploté v temnu.

Po inkubaci byly vzorky tfikrat promyty stfidavé ve 100 pul ACN a 100 pl vody.
Po promyti ve 100 pl ACN byly vzorky 5 min sonifikovany v 200 ul 50% vodného roztoku
ACN. Po odstranéni supernatantu byly vzorky 10 min suSeny na vakuovém rotacnim

koncentratoru (SpeedVac DNA 110, Savant).
! Vzorky AMEL nebyly pomoci TCEP a IAA modifikovany !

Po vysuseni bylo ke vzorkiim piidano 20 - 25 pl (aby byly kousky gelu zcela ponoreny)
50mM EtMf s 10% ACN (v/v) a pridavkem endoproteasy (v ptipadé AMBN byl pouzit
trypsin o koncentraci 0,1 pg/vzorek, v pripadé AMEL byl pouZzit chymotrypsin o
koncentraci 0,2 pl/vzorek) . Takto pripravené vzorky byly 16 hodin inkubovany (37 °C,
650 rpm). Ke vzorkim byl pridan ACN a Kkyselina trifluoroctova (TFA) do finalni
koncentrace v roztoku 30% (v/v) ACN a 0,1% TFA (v/v). Po 20 min sonifikace bylo

odebrano 0,5 pl extraktu a naneseno na MALDI terc¢. Po odpareni rozpoustédla byly vzorky
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prevrstveny 0,5 pl kyseliny a-kyano-4-hydoxyskoricové (CCA matrice, 5 mg/ml v 40%
(v/v) ACN a 0,1% (v/v) TFA) a analyzovany na hmotnostnim spektrometru MALDI-
TOF/TOF (provedeno Skolitelem).

4.9 Grafické znazornéni provedenych experimentii

Grafické znazornéni optimalizace a realizace pripravy fotoaktivovatelnych "nanosond"
amelogeninu a ameloblastinu s inkorporovanym fotoaktivovatelnym analogen methioninu

a leucinu je uvedeno na obr. 13.

V prvni ¢asti obrazku je znazornéna transformace kompetentnich bunék E. coli

plasmidem a nasledna selekce bakteridlnich kolonii z agarové plotny.

Druha cast obrazku ukazuje kultivaci vybranych bakterialnich klond v LB mediu.
Po optimalizaci maximalni produkce proteinu (zjiSténo pomoci SDS-PAGE elektroforesy)
znazoriiuje obrazek také produkci proteinu v limitnim mediu s fotoaktivovatelnym

analogem AMK a pfidanym IPTG.

7 w7

Treti Cast obrazku ukazuje vysledky SDS-PAGE elektroforesy a jejich ndslednou
analyzu pomoci MALDI-TOF a interpretaci ziskanych vysledki.
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Obr. 13 Grafické zndzornéni optimalizace a produkce fotoaktivovatelnych proteinovych
"nanosond” a ndslednd analyza pomoci hmotnostni spektrometrie. (autor: RNDr. Tomds
]eémen)upraven024.4.2014
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5. VYSLEDKY

5.1 Transformace plasmidu do bakterialnich bunék, no¢ni kultura

Protoze cilem této prace byla optimalizace ptipravy fotoafinitnich proteinovych
nanosond v expresnim systému E. coli, byla provedena transformace kompetentnich
bunék expresnimi plasmidy.

Po teplotnim Soku bylo do 50 pl bunék E. coli BL21-Gold transformovano 0,5 pl
plasmidu pET-28b-TEV (v pripadé amelogeninu byl pouzit plasmid pET11c). Po nasledné
inkubaci v LB mediu a vyseti kultury na agarovou plotnu s antibiotikem byly po no¢ni
inkubaci nahodné vybrany 4 zdarile transformované bakterialni kolonie. Kontroln{ plotna

byla Cista.

5.2 Produkce proteinu v LB mediu

Jako prvni byla testovana produkce ndhodné vybranych kloni v nutri¢né bohatém LB

mediu, abychom vyloucili klony s nizkou produkci proteinu.

Po inkubaci bunék inokulovanych z no¢ni kultury byly pfipraveny vzorky na SDS-PAGE

gel (obr. 14). Do jamek zaostirovaciho gelu bylo naneseno 20 pl kazdého vzorku.

M Tio0 Ti2 T2o T22 T30 T32 Tao T42
(IPTG) (IPTG) (IPTG) (IPTG)

kDa
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Obr. 14 Fotografie gelu z SDS elektroforesy pouZitého pro test exprese AMBN v LB mediu s
pMet. Sipkou je vyznacena pozice exprimovaného proteinu. Potadi vzorkd zleva: 1. drdha-hmotnostni
standard (M), 2. drdha-klon €. 1 v ¢ase t = 0 h pred pridanim IPTG (T1,), 3. drdha- klon €. 1 v Case
t=2h po pf“idéni IPTG (TI,Z(IPTG]). 4. drdha-Tz,o, 5. drdha-Tz,zngG), 6. drdha-T3,o, 7. drdha-T3,2(1pTG),
8. drdha-T4,o, 9. drdha-T4,z(1pTG].
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Z uvedené vizualizace je patrné, Ze plasmidem pET-28b-TEV transformované
kompetentni buniky E.coli BL21-Gold exprimovaly po pfidani IPTG nami pozadovany
protein AMBN.

Podobné byla provedena transformace bunék plasmidem pET11c a testovana exprese
v LB mediu po pridani IPTG protein AMEL. Uspé$na produkce byla potvrzena pomoci SDS-
PAGE elektroforesy stejné jako v pripadé AMBN (obr. neuveden).

Produkce proteini AMEL a AMBN byla také potvrzena MALDI-TOF hmotnostni

analyzou po Stépeni proteind proteasou v gelu (data nejsou presentovana).

5.3 Produkce AMBN v limitnim mediu s pMet

Exprese AMBN byla u vybranych klonti dale testovana v limitnim mediu s piidavkem

fotoaktivovatelného analogu aminokyseliny Met.

Po inkubaci bunék v limitnim mediu s pMet byla zmérena optickd densita ODsso

(tab. 2) a byly pripraveny vzorky na SDS-PAGE gel (obr. 15).

Tab. 2 Hodnoty ODssg pro klony 1-4 namérené v ¢ase t = 0 h (pred priddnim IPTG) a v case t =2 h
(po priddni IPTG).

ODss0 To-pmet  ODsso T2-pMerap)

klon 1 0.26 0.2
klon 2 0.39 0.3
klon 3 0.24 0.2
klon 4 0,54 0,5

M Tio Tiz F20: T2z T30 T32 T40 T4z
(IPTG) (IPTG) (IPTG) (IPTG)

. <«— AMBN ?

Obr. 15 Fotografie gelu z SDS elektroforesy pouZitého pro test exprese AMBN v limitnim mediu
s pMet. Poradi nanesenych vzorki zleva: 1. drdha-hmotnostni standard (M), 2. drdha-klon ¢. 1
v ¢ase t = 0 h pred pfidanim IPTG (T1,0), 3. drdha-klon ¢. 1 v ¢ase t = 2 h po pridani IPTG (T1.z2aprre)),
4, drdha-Tz,o, 5. drdha-Tz,zngG], 6. drdha-Ts;,o, 7. dr(fha-T&z([pTG], 8. drdha-T4,o, 9. drdha-T4,z(1pTg).
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Hodnoty ODsso zmétené pred a po pridani IPTG a uvedené v tabulce 2 jsou velmi nizké.
Optimalni ODsso pro indukci IPTG by méla byt okolo 0,6-0,7. Z toho divodu nedoslo k
produkci AMBN nebo jeho produkce byla pod mezi detekce, coZ dokazuje obrazek gelu z
SDS elektroforesy (obr. 15), na kterém neni pozorovan zadny rozdil v intenzité prouzkd v
case To-pmet @ T2-pMet(1PTG)-

Produkce AMBN v limitnim mediu s pMet byla zopakovana, pricemz doba inkubace
v mediu pied pridanim IPTG byla podstatné delSi a koncentrace bunkék v mediu vyssi. Po

pridani IPTG byly vzorky inkubovany (na rozdil od pfedeslého pokusu) pouze hodinu.

Tab. 3 Hodnoty ODssg pro klony 2-4 namérené po inkubaci v limitnim mediu, v Case t = 0 h (pred
priddnim IPTG) a v ¢ase t = 1 h (po priddni IPTG).

0Dss5o kultivace vLB  ODsso T*o.pmer ODss0 T*1-pmetipta)

klon 2 0.72 0.81
klon 3 0,9 0.65 0.73
klon 4 0,72 0,80

* znaci druhy experiment se stejnym proteinem pri jinych podminkdch produkce.

Pti vys$si ODsso (~0,7) neZ v predchozim pokusu (~0,3) byla z SDS gelu patrna
produkce AMBN po pridani IPTG (vysledek neni uveden).

Ackoli MALDI-TOF hmotnostni analyza potvrdila produkci AMBN, nebyla bohuzel
potvrzena inkorporace pMet do sekvence proteinu.

Na zavér byla provedena produkce AMBN v limitnim médiu s 2mM pMet,
tedy Ctyrikrat koncentrovanéjsim fotoanalogem AMK. Pro tento optimaliza¢ni experiment
byl vybran pouze jeden klon bunécné kultury s transformovany plasmidem, ze kterého
byly po inkubaci pripraveny vzorky na SDS-PAGE gel.

Tab. 4 Hodnoty ODssp pro klon 4 namérené v Case t = 0 h (pred pridinim IPTG) a v case t = 2 h
(po priddni IPTG).

ODss0 T**o.pmec  ODss0 T**3.pMet s 1pTG

klon 4 0,68 0,76

* * znaci treti experiment se stejnym proteinem pri jinych podminkdch produkce.

Ackoli pfi vyssi koncentraci pMet v mineralnim mediu byla z SDS gelu (neni uveden)
patrnd produkce AMBN po pridani IPTG a hmotnostni spektrometrie prokazala produkci
AMBN, nedoslo ani pii ¢tytikrat vyssi koncentraci pMet v mediu k inkorporaci pMet do

sekvence proteinu.
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5.4 Produkce AMBN v limitnim mediu s pLeu

Podobnym zpiisobem byla testovana exprese AMBN v mineralnim mediu s pLeu. Timto
pokusem jsme chtéli ovéfit, zda se analog jiné AMK nebude inkorporovat do sekvence

AMBN lépe nez pMet.
Po inkubaci bunék v limitnim mediu s pLeu byla zaznamendana opticka densita ODsso

(tab. 4) a byly pripraveny vzorky na SDS-PAGE gel (obr. 16).

Tab. 4 Hodnoty ODssg pro klony 1-4 namérené po inkubaci v limitnim mediu v ¢ase t = 0 h (pred
pridanim IPTG) a v case t = 2 h (po priddni IPTG).

ODss0 kultivace v LB ODsso To.preu  ODsso T2-pLeuqipta)

klon 1 0,76 0,65 0,73
klon 2 0,78 0,61 0,67
klon 3 0,76 0,54 0,62
klon 4 0,74 0,50 0,58

M Tio T12 T20 T22 T30 T32 T40 T42
(IPTG) (IPTG) (IPTG) (IPTG)

AMBN

Obr. 16 Fotografie gelu z SDS elektroforesy pouZitého pro test exprese AMBN v limitnim mediu
s pLeu. Sipkou je vyznacena pozice exprimovaného proteinu. Do jamek zaostfovaciho gelu byly
naneseny vzorky a hmotnostni standard v potadi: 1. drdha-hmotnostni standard (M), 2. drdha-klon
€. 1 v ¢ase t = 0 h pred pridanim IPTG (T1,), 3. drdha-Klon ¢. 1 v ¢ase t = 2 h po pifidani IPTG
(Tl,z[lp'm)), 4. drdha-Tz,o, 5. drdha-Tz,z(IpTG), 6. drdha-T:«;,o, 7. drdha-T3,2(1pTG), 8. drdha-T4,o, 9. drdha-
Ta20pT10).

Z vyse uvedené vizualizace je patrné, Ze plasmidem pET-28b-TEV transformované
kompetentni bunky E.coli BL21-Gold exprimovaly po pridani IPTG do limitniho media
s pLeu nami pozadovany protein AMBN. Z MALDI-TOF hmotnostni analyzy vSak nebyla

patrna zadna inkorporace pLeu do sekvence produkovaného AMBN.
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5.5 Produkce AMEL v limitnim mediu s pMet

ProtoZe inkorporace pMet a pLeu do sekvence AMBN nebyla ispésSna, pokusili jsme se
provést inkorporaci fotoanalogu AMK do sekvence druhého proteinu zubniho enameluy,
tedy do AMEL. Jednim z divodi, pro¢ jsme zvolili protein AMEL byl nizsi vyskyt Met

v sekvenci proteinu oproti AMBN, coZ miiZe mit vliv na inkorporaci analogu této AMK.

Po inkubaci kompetentnich bunék transformovanych plasmidem pET11c v limitnim
mediu s pMet a také v limitnim mediu s Met byly pripraveny vzorky na SDS-PAGE gel
(neni uveden). Po vyhodnoceni SDS-PAGE elektroforesy a MALDI-TOF analyze (tab. 5,
obr. 17, 18 str. 38) byla potvrzena produkce AMEL v buiikdch inkubovanych v limitnim

mediu s Met nebo s pMet a nizka inkorporace pMet do sekvence proteinu.

Tab. 5 Mira pokryti sekvence exprimovaného proteinu AMEL

AMEL pMet 3 h AMEL pMet 0 h AMEL Met 3h
m/z[M+H]* sekvence m/z[M+H]* sekvence m/z [M+H]* sekvence
1072.567 1072.567 1028.502 156-164
1080.514 1080.523 1079.509 31-39
1181.599 1214.625 1207.568 30-39
1207.563 30-39 1240.581 1235.615 19-29
1214.634 1344.699 1257.599 [M+Na]*
1235.626 19-29 1361.683 1370.619 29-39
1257.61 [M+Na]” 1499.771 1398.671 19-29
1344.677 1523.771 1420.652 58-69
1361.676 1547.786 1427.633 30-41
1370.634 29-39 1562.683 1486.694 102-114
1398.68 19-29 1818.896 1523.758
1486.71 102-114 2536.153 1590.694 29-41
1523.752 1656.707 31-44
1547.759 1760.793 3-18
1590.706 29-41 1784.769 30-44
1636.78 31-44 (pM) 1831.842 2-18
1656.709 31-44 1853.81 [M+Na]"
1784.77 30-44 1947.833 29-44
1811.853 2-18 (pM) 2084.892 30-47
1831.83 2-18 2247.949 29-47
1927.867 29-44 (pM) 2281.057 95-114
1947.829 29-44 2303.035 [M+Na]*
2084.899 30-47 2496.253 45-66
2247.95 29-47 2734.274 2-26
2281.051 95-114

Tabulka 5 obsahuje data ziskana pri hmotnostni analyze MALDI-TOF . Prvni dva sloupecky
ukazuji data amelogeninu po tfi hodinové inkubaci v limitnim mediu s pMet. Tu¢né jsou oznacena
mista inkorporace pMet. Druhé dva sloupecky znazornuji data amelogeninu inkubovaného v
limitnim mediu s pMet pred piidanim IPTG. Posledni dva sloupecky obsahuji data amelogeninu
inkubovaného v limitnim mediu bez pMet, tedy pouze s Met.
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V tabulce 5 jsou zvyraznény 3 hodnoty m/z[M+H]*. Tato data dokazuji inkoropraci
pMet do sekvence AMEL. Tu¢né vyznacend hodnota m/z[M+H]* = 1636,78 je o 20
hmotnostnich jednotek niZsi nez hodnota m/z[M+H]* = 1656,709 (stejné jako m/z[M+H]* =
1811,853 a 1831,83 a hodnota m/z[M+H]* = 1927,867 a 1947,829). Tyto hodnoty jsou

také vyznaceny na MS spektru (obr. 17)
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Obr. 17 Hmotnostni spektrum MALDI-TOF MS AMEL. A1: spektrum AMEL pred priddnim IPTG,
A2: spektrum AMEL s pMet po tri hodinové inkubaci v limitnim mediu, A3: spektrum AMEL s Met
po tif hodinové inkubaci v limitnim mediu.
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Obr. 18 Detail hmotnostniho spektra MALDI-TOF AMEL pro signdly (A) 1656, (B) 1831 a (C)
1947. A1, B1, C1: spektrum pred pridanim IPTG, A2, B2, C2: spektrum s pMet po ti'i hodinové
inkubaci v limitnim mediu, A3, B3, C3: spektrum AMEL s Met po tii hodinové inkubaci v limitnim
mediu.
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Z detailu hmotnostniho spektra MALDI-TOF je patrna inkorporace pMet do sekvence
proteinu. Na obrazku 18 (A2, B2, C2) jsou jasné signaly Met a o 20 hmotnostnich jednotek

svvs

Rozdil praveé 20 (presnéji 19,972) hmotnostnich jendotek je vysvétlen na obrazku 19.

pMet pMet* Met
(0]

(o] o (o)
-~ I, w - ~nn AL
g terminace rozdil
zareni radikalu
3 N A 19.972 m.u.
N - %
N

Obr. 19 Schéma fotoaktivace pMet. Po UV ozareni vnika z pMet nestabilni radikal, ktery se dale
terminuje za vzniku dvojné vazby mezi uhliky. Molekulovd hmotnost pMet* je 0 19,972 m.u. (z angl.
molecular unit, hmotnosti jednotka) mensi nez molekulova hmotnost piivodniho Met.

Po prokazani inkorporace pMet do sekvence AMEL byla provedena tandemova
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS/MS (obr. 20) signalu m/z 1831,8 (peptid s Met)
a signalu m/z 1811,8 (peptid s inkorporovanym pMet).
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Obr. 20 Tandemovd hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS/MS. Fialové spektrum znaci
ptitomnost pMet v sekvenci proteinu.
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Hmotnostni analyza potvrdila nizkou miru inkorporace pMet, coZ ale, s ohledem na
dosavadni vysledky s nulovou inkorporaci fotoanalogu AMK do sekvence proteinu, byl

prvni pozitivni vysledek.

Z toho divodu byla provedena inkubace bunék v limitnim mediu s riznymi poméry
koncentraci Met a pMet. Z inkubovanych kultur byla zméiena optickd densita ODsso

(tab. 6) a pripraveny vzorky na SDS-PAGE gel (obr. 21, 22 na str. 41).

Tab. 6 Hodnoty ODssg pro bunécné kultury inkubované v limitnim mediu s riiznymi koncentracemi Met
véase t = 0 h (pred priddnim IPTG) a v ¢asech t = 1, 2, 3 h (po priddni IPTG).

ODs50 ODss0 0Ds50 ODs50
t=0h t=1h (s IPTG) t=2h(sIPTG) t=3h (s IPTG)
Met 0,59 0,75 0,84 0,88
pMet 0,56 0,60 0,73 0,75
Met ¥/, , 0,61 0,79 0,88 0,90
Met %/, oo 0,57 0,69 0,81 0,81

M Timet,0 TMet,1 TMet2 Tmet3 H20 Tpmet,0 TpMet,1 TpMet,2 TpMet,3
(IPTG) (IPTG) (IPTG) (PTG) (IPTG) (IPTG)

<+— AMEL

Obr. 21 Fotografie gelu z SDS elektroforesy pouZitého pro test exprese AMEL v limitnim mediu s
Met a v limitnim mediu s pMet. Sipkou je vyznacena pozice exprimovaného proteinu. Potadi vzork
zleva: 1. drdha-hmotnostni standard (M), 2. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu pouze s Met v
Case t = 0 h pred pridanim IPTG (Twueto), 3. drdha-Kklon inkubovany v limitnim mediu pouze s Met v
aset=1h po pf‘ldéni IPTG (TMet,l(IPTG)), 4. drdha-TMet,zngG], 5. drdha-TMetg(]pT(;) 6. drdha-sterilni
voda, 7. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet v ¢ase t = 0 h pied pridanim IPTG (T pmet0),
8. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet v ¢ase t = 1 h po pridani IPTG (Tpmes1ap16)), 9-
drdha-TpMet,z(lpT(;], 10. drdha-TpMet_a(IpTG).
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Obr. 22 Fotogradfie gelu z SDS elektroforesy pouZitého pro test exprese AMEL v limitnim mediu s
pMet a Met/10 a v limitnim mediu s pMet a Meti/100. Sipkou je vyznacena pozice exprimovaného
proteinu. Poradi vzork zleva:1. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet a Mety,10 v Case
t =0 h pred priddnim IPTG (Twmet1/100), 2. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet a Met1/10
viéaset=1h po pf‘ldénim IPTG (TMetl/lo,l(IPTG)), 3. drdha-TMeﬂ/lo,z(]pTG]), 4. drdha - TMet1/10,3(IPTG),
5. drdha-hmotnostni standard (M), 6. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet a Mety/100 v
case t = 0 h pred pridanim IPTG (Twmet1/1000), 7. drdha-klon inkubovany v limitnim mediu s pMet a
Met1/100 v ¢ase t = 1 h po pf‘idél‘lim IPTG (TMet1/100,1(IPTG]),
9. drdha-Twet1/1003(1PT6)-

8. drdha-Twet1/100,2(PT6),

Z vyse uvedenych obrazku je patrna tispésna produkce amelogeninu v limitnim mediu
s Met, Met 1/10 a Meti/100. Nejméné se pak protein produkoval v limitnim mediu s pMet.
Nasledna hmotnostni analyza potvrdila inkorporaci pMet do sekvence produkovaného

AMEL (obr. 23).
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Obr. 23 Detail hmotnostniho spektra MALDI-TOF MS AMEL pro signdly (A) 1656, (B) 1831 a (C)
1947. A1, B1, C1: spektrum pred pridanim IPTG, A2, B2, C2: spektrum s pMet po ti'i hodinové
inkubaci v limitnim mediu, A3, B3, C3: spektrum s Meti,19 po ti'f hodinové inkubaci v limitnim mediu,
A4, B4, C4: spektrum s Met;/100 po ti'i hodinové inkubaci v limitnim mediu.

Hmotnostni analyza MALDI-TOF MS na obrazku 23 (A2, A3, A4, B2, B3, B4, C2, C3, C4)
potvrzuje inkorporaci pMet do sekvence AMEL. Intenzita signali pro pMet je nevétsi

u AMEL inkubovaného v limitnim mediu s Meti,100 a klesa Met; 10> pMet.
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6. DISKUSE

JelikoZ fotoaktivovatelné znaceni pomoci fotoaktivovatelnych "nanosond" a samotna
exprese téchto analogli je pomérné nova a neprobadana védecka disciplina, nelze
v literature nalézt dostatecné mnozstvi informaci pro porovnani vysledki ziskanych v této
praci.

Pro zakladni srovnani vsak mizeme pouzit vysledky z nasi laboratore, kde kolegové
pracovali na fotoaktivovatelném znaceni elektrotransportniho hemoproteinu cytochromu
bs2! a regulacniho proteinu 14-3-322. U obou proteind byla po inkubaci v limitnim mediu s

pMet pozitivni inkorporace fotoanalogu AMK.

Zda se, Ze amelogenin i ameloblastin maji urcitou odliSnost od cytochromu bs

aproteinu 14-3-3, ktera mtze byt dana:

1. AMEL i AMBN patii do rodiny proteint IDP
2. Velikosti AMBN, AMEL

3. Vysokym obsahem aminokyselin Met a Leu v sekvenci

Amelogenin a ameloblastin patii do rodiny IPD, tedy do skupiny proteind, které
postradaji tercidlni a mnohdy i sekundarni strukturu. Tato skutecnost vS§ak nemize byt
jedinym divodem, pro¢ byla inkorporace fotoanalogu aminokyseliny do proteinu tak
slozitd, jelikoZ v poslednim pokusu doslo k uspésné, ackoli nizké inkorporaci pMet do

struktury AMEL.

Velikost AMBN (65 kDa) je oproti cytochromu bs (16 kDa) a proteinu 14-3-3 (28 kDa)
podstatné vyssi. Je tedy pravdépodobné, Ze velikost proteinu mize hrat v inkorporaci
fotoanalogli pomérné dilezitou roli. To naznacuje i pozitivni inkorporace pMet v AMEL
(27 kDa), jehoz velikost je srovnatelna s proteinem 14-3-3. Doposud nemame tolik
informaci, abychom mohli s jistotou Fici, Ze ¢im vétsi je dany protein, tim obtiZnéjsi bude
inkorporace fotoanalogu AMK. Nicméné podle dstniho sdéleni Skolitele se v laboratofi
podarilo uspésné inkorporovat pMet do sekvence B. pertussis Cya C, prestoze tento toxin

obsahuje 1706 AMK, coZ je témér Ctyrikrat vice AMK neZ obsahuje sekvence AMBN. Proto

pravdépodobné nebude zaleZet pouze na velikosti exprimovaného proteinu.
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Sekvence cytochromu bs obsahuje 4 methioniny a 11 leucinti. Sekvence proteinu 14-3-
3 obsahuje 7 methionind a 24 leucind. Inkorporace pMet do cytochromu bs i do
proteinu 14-3-3 probéhla s pozitivnim vysledkem - vysokym mnoZstvim produkovaného

proteinu s inkorporovanym pMet.

Mgr. Renata PtaCkova spole¢né s Martinou Mazurovou pracovaly na optimalizaci
produkce proteinu 14-3-3 s inkorporovanym analogem pLeu. Exprese vSak nevykazovala
Zadnou inkorporaci pLeu (zatim neni publikovano, pouze tUstni sdélenf). Tato informace
podporuje nas treti bod navrhované hypotesy, kdy pro syntesu 7 methionind v sekvenci
proteinu 14-3-3 stacilo burnice pouze mnoZstvi pMet, které obsahovalo limitni medium,

zatimco pro syntesu 24 leucind bylo pLeu malo a biosyntesa proteinu se zastavila.

Tuto hypotesu miizeme aplikovat na nami syntetizovany AMBN s (ne)inkorporovanym
pMet a pLeu a AMEL s nizkou inkorporaci pMet poté, co bylo k pMet do limitniho media
pridano Met v poméru s pMet (1:10 nebo 1:100). Sekvence AMBN totiZ obsahuje 18
methioninti a 40 leucin. Mnozstvi pMet a pLeu v limitnim mediu tedy nestacilo pro
biosyntesu proteinu. Dokonce ani Ctyrikrat vyssi koncentrace pMet v limitnim mediu
nestacila pro biosyntesu proteinu. Sekvence AMEL obsahuje 11 methioninti a 16 leucint.
Pti prvnim pokusu o produkci AMEL v limitnim mediu s pMet byla inkorporace pMet
nizka. Proto jsme se ve druhém pokusu, kdy limitni mediu obsahovalo kromé pMet také
malé mnoZzstvi Met, snazili ovétit, zda pfidavek Met minimalné umozni syntesu proteinu s
inkorporovanym pMet. Biosyntesa proteinu se tehdy diky pfidanému Met nezastavila a
produkce proteinu probéhla i s inkorporovanym pMet. Podarilo se ndm tedy nalézt

postup, kterym jsme alespon ¢aste¢né naplnili pivodni cil prace.

Mira inkorporace pMet v AMEL vSak stdle neni uspokojiva. Specifita Met-tRNA
synthasy je sice nizka, ale dovoli inkorporaci analogli Met do sekvence AMEL. Nicméné
disociatni konstanta (Kp) téchto analogi je 40-5000 krat vétSi nez Kp Met-tRNA
synthasy.23 Z toho divodu bude nutné vyzkouset poméry Met a pMet 1:1000 a 1:5000. To
naznacuje i vysledek, kdy inkorporace pMet byla relativné vyssi v pripadé poméru
Met:pMet 1:100 neZ v experimentu, kdy tento pomér byl 1:10.

Lze predpokladat, Ze pti optimalnim sloZeni minerdlniho media s vhodnym pomérem
Met a pMet je mozné pripravit AMEL s dostatecné inkorporovanym fotoanalogem

aminokyseliny.
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7. ZAVER

Byla provedena Uspésna transformace plasmidu do bakterie a optimalizace produkce

amelogeninu a ameloblastinu v LB mediu.

V limitnim mediu s fotoanalogem aminokyseliny byl produkovan ameloblastin
i amelogenin. Produkce byla ovéfena pomoci SDS-PAGE elektroforesy a nasledné

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Optimalizace produkce vedla k uspéSné pripravé fotoaktivovatelné "nanosondy"

lidského amelogeninu rekombinantni expresi v E. coli.

Shrnuti vysledkaii:

x  AMBN:
v Transformace bunék plasmidem
v" Produkce proteinu v LB mediu
v Produkce proteinu v limitnim mediu s pMet
% Inkorporace pMet do sekvence proteinu
v Produkce proteinu v limitnim mediu s pLeu

x Inkorporace pLeu do sekvence proteinu

v’ AMEL:
v’ Transformace bunék plasmidem
v Produkce proteinu v LB mediu
v" Produkce proteinu v limitnim mediu s pMet

v" Inkorporace pMet do sekvence proteinu
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