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SUHRN

Uvod a ciel prace: Exozémy, ktoré st generované en-
dozomalnou cestou, sa exocytdzou uvolfiuju do extra-
celuldrneho priestoru vratane slin. Obsahuju nukleové
kyseliny, proteiny a lipidy, ktoré transportuju do roz-
nych Casti tela. Podielaju sa na medzibunkovej komuni-
kacii, ¢i uz podporuju alebo narusaju rozne fyziologické
procesy.

Cielom prace bolo overit efektivnost ultracentrifugac-
nej metody izolacie exozémov zo slin, izolovat a identi-
fikovat proteiny v nich obsiahnuté, s dérazom na exo-
zomalne proteiny sUvisiace s ochoreniami Ustnej dutiny
alebo systematickymi ochoreniami s prejavmi v Ustnej
dutine.

Metédy: Exozomy boli z plnych nestimulovanych [fud-
skych slin izolované opakovanymi centrifuga¢nymi krok-
mi s premyvanim vo fosfatovom timivom roztoku s na-
slednou metanolovo/chloroformovou precipitaciou pro-
teinov. Proteiny boli identifikované bottom-up pristu-
pom pomocou hmotnostnej spektrometrie s predrade-
nou separaciou na kvapalinovom chromatografe.
Vysledky: Identifikované proteiny boli klasifikova-
né podla proteinovych tried, molekulovych funk-
cii a biologickych procesov. Najviac identifikova-
nych proteinov bolo z proteinovych tried: cytoske-
letédlne proteiny, obranné/imunitné proteiny a Struk-
turdlne proteiny, a proteinov zodpovedajucich
za katalytickd aktivitu a Strukturalnu molekulovd
aktivitu.

Zavery: Proteiny boli klasifikované do skupin na zakla-
de ich molekulovej funkcie a biologickych procesov, na
ktorych sa v [udskom organizme zuUcZastnuju. Boli iden-
tifikované niektoré proteiny/skupiny proteinov, ktoré
moZzu byt zaujimavé z hladiska skimania etiologie nie-
ktorych oralnych ochoreni, napr. anexin A1, zymogén
granuldrny protein 16 homolég B, mucin-5B, oblasti

Ig lambda-3 retazca C, oblast Ig kapa retazca C, oblast
Ig alfa-2 retazca C a oblast Ig alfa-1 retazca C.

Klu€ové slova: sliny, exozé6my, proteomika, oralne
ochorenia

SUMMARY

Introduction, aim: Exosomes generated by the
endosomal pathway are released by the exocytosis into
the extracellular space, including saliva. They contain
nucleic acids, proteins and lipids that are transported
to different parts of the body. They participate in
intercellular communication, whether they support or
disrupt various physiological processes.

The aim of this work was to verify the efficiency of the
ultracentrifugation method of isolation of exosomes
from saliva, to exctract and identify proteins contained
therein, with an emphasis on exosomal proteins related
to diseases of the oral cavity or systemic diseases with
manifestations in the oral cavity.

Methods: Exosomes were isolated from full
unstimulated human saliva by repeated centrifugation
steps with washing in phosphate buffer followed by
methanol/chloroform protein precipitation. Proteins
were identified by a bottom-up approach using

mass spectrometry with pre-separation by liquid
chromatography.
Results: The identified proteins were classified

according to protein classes, molecular functions and
biological processes. The most identified proteins were
of the protein classes: cytoskeletal proteins, defense/
immune proteins and structural proteins and proteins
responsible for catalytic activity and structural molecular
activity.

Conclusions: Proteins have been classified into groups
based on their molecular function and biological
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processes in which they participate in the human body.
Some proteins/family of proteins have been identified
that may be of interest in investigating the etiology of
some oral diseases e.g. annexin A1, zymogen granular
protein 16 homologue B, mucin-5B, Ig lambda-3 chain

diseases

C region, Ig kappa chain C region, Ig alpha-2 chain C
region and Ig alpha-1 chain C region.

Key words: saliva, exosomes, proteomics, oral

Laputkova G, Talian |, Jendrichovska Z, Schwartzova V, Schwartzova Z, Sabo J.
Protedm slinnych exozémov ako novy prostriedok pre diagnostiku oralnych ochoreni.
Ces stomatol Prakt zubni [ék. 2021; 121(3): 75-82. doi: 10.51479/cspz1.2021.010

UVOD A CIEL

Bunky nepretrzite vyluCuju do extracelular-
neho priestoru velké mnozstvo mikrovezikul,
makromolekuldrnych komplexov a malych
molekul. Zo sekretovanych ¢astic sa v stucas-
nosti intenzivne skimaju exozémy. Produku-
jeich vacsina typov buniek so sekréciou do te-
lesnych tekutin vratane krvi, mocu a slin. Exo-
zomy su generované endozomalnou cestou
a uvolfiované exocytézou multivezikularnych
telies do extracelularneho priestoru. Tieto
malé utvary (30-120 nm) obsahuju nukleové
kyseliny (RNA, miRNA), proteiny a lipidy, ktoré
transportuju do réznych Casti tela [1].

Predpoklada sa, Ze vSetky exozémy vyluco-
vané bunkami v kultdre do média alebo ro6z-
nymi orgdnmi do pridruzenych telesnych te-
kutin sa podielaju na medzibunkovej komu-
nikacii, ¢i uz podporuju, alebo nardsaju rézne
fyziologické procesy [2].

V zavislosti od buniek/tkaniv, z ktorych exo-
z6my pochadzaju, je mozné priraditim rozne
funkcie: sprostredkovanie imunitnej reakcie,
Ucastv programovej bunkovej smrti, angioge-
néze, zapale a koagulacii, U€ast pri spracova-
ni a degradacii RNA, rozsireni nadorov, prio-
novych proteinov a retrovirusov [3].

Diagnostike ochoreni na baze proteinov
slin sa v sUcasnosti venuje Coraz vacsia po-
zornost, pretoZe je neinvazivna a sekréty slin-
nych Zliaz sa ziskavaju jednoducho v porov-
nani s inymi metédami s moznostou viacna-
sobného opakovania i v kratSom ¢asovom
Useku. Okrem toho je obsah slinnych pro-
teinov podobny obsahu proteinov plazmy
v dbsledku fyzikalnej interakcie medzi zdroj-
mi slin a krvou [4].

Na izolaciu exozomov v slinach existuju dve
zakladné metddy: klasicka fyzikalna metéda
ultracentrifugacie a precipitacia exozémov
pomocou Specidlnych chemickych agentov.
Pre moznu kontaminaciu neexozomalny-
mi proteinmi je pomerne technicky naro¢né
izolovat exozémy z biologickych materialov.
V tomto zmysle ma prave izolacia exozomov
zo slin ultracentrifugaciou vyhody kvéli mini-
malnej kontaminacii vzorky [5].

V poslednom obdobi pribudaju dbékazy
0 moznej korelacii exozémov v slinach s oral-
nymi chorobami, ako je rakovina Ustnej du-
tiny [6], oralny lichen planus [7], Sjogrenov
syndrém [8], alebo inymi systémovymi ocho-
reniami, ako je zapalové ochorenie Criev [9],
rakovina pankreasu [10] a rakovina pltac [11].

Cielom prace bolo preto overit efektiv-
nost ultracentrifugacnej metédy izolacie exo-
zémov zo slin, izolovat a identifikovat pomo-
cou hmotnostnej spektrometrie (MS) protei-
ny v nich obsiahnuté s dérazom na exozomal-
ne proteiny suvisiace s ochoreniami ustnej
dutiny alebo systematickymi ochoreniami
s prejavmi v Ustnej dutine.

MATERIAL A METODIKA
Material a chemikalie

Pri experimentoch boli pouZité: acetdn
a chlorid vapenaty (ApplyChem, Darmstadt,
Nemecko), mocovina, DL-ditiotreitol (DTT),
Tris-HCL, tiomocovina, jodoacetamid, Quick
Bradfordova testovacia suprava a albumin
z bovinného séra (BioRad, Kalifornia, USA)
a kokteil inhibitorov proteaz (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA). Pre enzymatické Stiepenie
proteinov bol pouZzity prasaci trypsin (Prome-
ga, Madison, WI, USA). Bol poufzity fosfatovy
timivy roztok (PBS) a Laemmliho roztok. VSet-
ky chemikalie a Cinidla vratane etanolu, me-
tanolu, chloroformu, kyseliny trifluéroctovej
(TFA) a kyseliny mravcej (FA) boli kvality vhod-
nej pre MS.

Odber slin a priprava vzorky

PInd nestimulovana slina bola ziskana od
piatich zdravych dobrovolnhikov vo veku od 22
do 24 rokov (schvélené etickou komisiou Le-
karskej fakulty, Univerzita P. J. Saférika v Ko-
Siciach, Cislo protokolu: 2N/2017). Priblizne
10-15 ml slin bolo zozbieranych rano med-
zi 9. a 10. hodinou do 50 ml polypropyléno-
vej skiimavky (BD Falcon, BD Bioscience, New
Jersey, USA) umiestnenej na lade. Sekrécia
sliny nebola stimulovana chemicky ani me-
chanicky. Po odbere bol k slinam pridany 1 pl
kokteilu inhibitorov proteaz (CIP) na 1 ml sli-
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ny, aby sa zabranilo degradacii vzorky sp&so-
benej enzymami z epitelidlnych buniek, leu-
kocytov a oralnych mikroorganizmov. Vzor-
ka bola nasledne doplnena PBS v pomere 1:1
k odobratej sline.

Slina bola precistend centrifugaciou pri
2000xg pri 4 °C pocas 30 minut (Hermle
Z36HK, rotor Hermle 221.19). Pelety boli od-
stranené, supernatant bol premiestneny do
polyalomérovych skimaviek (Beckman, Beck-
man Instruments, Inc., Palo Alto, Kalifornia)
a doplneny do 12,5 ml PBS. Nasledovala cen-
trifugacia pri 14000xg pri 4 °C pocas 45 mi-
nut (Beckman Coulter Allegra 64R, rotor Beck-
man F1010). V dalSom kroku bol superna-
tant doplneny PBS tak, aby vysledny objem
vzorky bol 12,5 mla centrifugovany (Beck-
man Coulter Avanti S-301, vykyvny rotor
JS-24) pri 110500xg pri 4 °C 70 minut. Po od-
straneni supernatantu boli pelety rozsus-
pendované v 1 ml PBS. Skimavky boli na-
sledne doplnené PBS do 12,5 ml a opako-
vane centrifugované za tych istych podmi-
enok. Supernatant bol odstraneny a pele-
ty rozsuspendované v 0,5 ml PBS. Roztok
bol preneseny do dvoch otvorenych hru-
bostennych polyalomérovych 1ml sku-
maviek (Beckman, Beckman Instruments,
Inc., Palo Alto, Kalifornia) a centrifugovany
na laboratornej ultracentrifuge (Beckman
Coulter Optima MAX-XP ultracentrifuge,
rotor MLA-130) pri 110500xg pri 4 °C
70 minut. Supernatant bol odstraneny, pe-
leta bola rozpustena v 50 pl PBS (obr. 1).

Skuska celkového obsahu proteinov

Z pelety rozpustenej v 50 pl PBS bolo odo-
bratych 5 pl roztoku, ku ktorému bolo pri-
danych 5 pl Laemmliho roztoku na lyza-
ciu exozémov. Celkovy obsah proteinov bol
stanoveny Bradfordovou metdédou pomo-
cou Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-
Rad, Hercules, California, USA) s albuminom
z bovinného séra (BioRad, Hercules, Califor-
nia, USA). Absorpcia bola merana spektrofo-
tometricky (UV - 3600 Spectrophotometer,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japonsko) pri vinovej
dizke 595 nm.

Metanolova/chloroformova precipitacia
proteinov

K pripravenému objemu vzorky bol prida-
ny metanol v pomere 4:1. Zmes bola postup-
ne doplnena o 100 pl chloroformu a 300 pl
ultracistej vody s intenzivnym zamieSanim
pri 750 ot/min po oboch krokoch. Nasledo-
vala centrifugacia vzorky 2 min pri 14000xg.
Vodna vrstva bola odstranend tak, aby ten-

plnaslina, 10 -15 ml

PUVODNI PRACE | 77

peleta=7Zivé, mrtve
bunky, zvysky — | 2000xg, 4°C, 30 min
potravy
potravy supernatant
leta=ul
:’)ﬁ:lt:k ae NP 14 000xg, 4°C, 45 min
Supernatant
l 110 500xg, 4°C, 70 min

peleta=exozémy + neexozémové proteiny

premytév1mlPBS
+12,5 ml PBS

110 500xg, 4°C, 70 min

peleta=exozomy + neexozomove proteiny

0,5mipBs —

peleta=exozémy

50 ul PBS — 5

110 500xg, 4°C, 70 min

Quick Start Bradford Protein Assay

A4

metanolové/chloroformova precipitacia proteinov

!
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SPEna C18 kolénach

LC-MS analyza

ky povlak proteinov medzi jednotlivymi vrst-
vami ostal neporuseny. K roztoku bolo prida-
nych 400 pl metanolu, zmes bola opat krat-
ko zvortexovana pri 750 ot/min a centrifugo-
vana 3 min pri 14000xg. Peleta vyzrazanych
proteinov bola po odstraneni supernatantu
vysuSena pomocou vakuového koncentrato-
ra (CentriVap Vacuum Concentrator, Labcon-
co, Kansas City, USA).

Enzymatické Stiepenie proteinov
trypsinom v roztoku

Proteiny boli resuspendované v roztoku
8 mol I mocoviny/100 mmol I Tris-HCl
(pH = 8). Redukcia disulfidovych vazieb bo-
la dosiahnuta pridanim stechiometrického
mnozstva 0,1 mol I' ditiotreitolu/100 mmol I
Tris-HCl (pH = 8) a inkubaciou 30 minut pri

Obr. 1

Schéma purifikéacie
exozémov zaloZzena na
ultracentrifugdcii. Relativna
centrifugacna sila a trvanie
jednotlivych centrifugdcii je
uvedené vpravo (upravené
podla [30])

Fig. 1

Exosome purification scheme
based on ultracentrifugation.
The relative centrifugal force
and the duration of the
individual centrifugations are
given on the right (adapted
from [30])
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teplote 37 °C. Tiolové skupiny boli alkylované
pomocou0,5mol " jédoacetamidu/100 mmol I
Tris-HCl (pH = 8) 30 min v tme pri teplote 37 °C.
Proteiny boli vyzrdzané acetébnom (inku-
bacii 60 min pri -25 °C). Vyzrdzané protei-
ny boli po odstraneni supernatantu vysuse-
né vo vakuovom koncentratore. Proteino-
va vzorka bola resuspendovana v roztoku
8 mol I mocoviny/100 mmol I Tris-HCl
(pH = 8). Roztok bol zriedeny 2 mmol I' chlo-
ridom vapenatym/10 mmol I Tris-HCI tak,
aby vyslednd koncentracia mocoviny bola
2 mol I'. Pocas noci prebehlo enzymatic-
ké Stiepenie proteinov pridanim trypsinu
(0,1 pg plI") pri teplote 37 °C. Aktivita trypsi-
nu bola na druhy den inhibovana pridanim
1/20 objemu 20% TFA.

Cistenie v €18 kolénach

Vzorka bola zbavena neziaducich latok, so-
I a amfolytov extrakciou latok na tuhej faze
(solid phase extraction - SPE) v kol6ne Bond

Elut C18 (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA). Bol pouzity preplachova-
ci roztok H,O/metanol/acetonitril (34:33:33;
v/v/v), vihciaci roztok H,O/acetonitril (50:50;
v/v) a ekvilibrany roztok H,O/acetonitril/
TFA (94,5:5:0,5; v/v). Peptidy boli eluované do
Cistej skimavky roztokom acetonitrilu/H,0/
FA (70:29,9:0,1; v/v/v).

LC-MS analyza

Identifikacia proteinov  extrahovanych
z exozOmov bola vykonana pomocou LC-MS
analyzy pristupom bottom-up. Peptidy boli
separované na koléne so stacionarnou fazou
C18 (Acclaim PepMap, Thermo Scientific 75
pmx150mm, 300 A) na kvapalinovom chro-
matografe (Agilent 1260) v gradiente od 4%
mobilnej fazy B (0,1% FA+98% ACN) do 35%
mobilnej fazy B pocas 60 minut nasledova-
né vyplachom kolény pomocou 80% mobil-
nej fazy B pocas 10 minut a ekvilibracnou fa-
zou so 4% mobilnou fazou B pocas 30 minut

Tab. 1 Zoznam proteinov identifikovanych vo vzorkach exozémov z plnej nestimulovanej sliny
Tab. 11 List of proteins identified in exosome samples from the whole unstimulated saliva

UniProtKB I sC

. . . . . RMS90
pristupovy Protein Skére Peptidy Rank

identifikator Kkéd [ppm]

1| 26166_HUMAN QDA Zymogen granuldrry protein 16 homolég B/ 27 | 76 | 45 8 | .5 | 2m 6
Zymogen granule protein 16 homolog B
2 THIO_HUMAN P10599 Thioredoxin/Thioredoxin 1,7 47 63,8 1 124 1,39 21
3 TGM3_HUMAN Q08188 Protein-glutamin y-glutamyransferdza £/ 766 | 55 | 1434 4 62 | 266 15
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E
4 S10A8_HUMAN P05109 Protein $100-A8 /Protein S100-A8 10,8 6,6 1184 3 2,7 4,48 16
5 PIP_HUMAN P12273 Prolaktin-indukovatelny protein/Prolactin-inducible protein 16,6 93 223 5 38,4 1,96 12
6 PIGR_HUMAN P01833 Polymericky imunoglobuhnov;;erceecstpot?r/Polymeric immunoglobulin 832 55 589,2 3 192 241 )
7 MUC5B_HUMAN Q9HC84 Mucin-58/Mucin-58 596 6.2 540,9 17 3 233 3
8 LAC3_HUMAN POCGO6 Oblasti Ig lambda-3 retazca (/Ig lambda-3 chain C regions 11,2 77 62,1 1 14,2 1,15 2
9 K2C1_HUMAN P04264 Keratin, typ Il, cytoskeletdlny 1/ Keratin, type Il cytoskeletal 1 66 838 468,8 10 17,2 1,59 5
10 K22 HUMAN P35908 Keratin, typ Il cytoskeletdlny 2 epiderma\ny / Keratin, type I 654 89 3039 7 13 176 "
oytoskeletal 2 epidermal
1| KICIO_HUMAN P13645 Keratin, yp | gtoskeletalny 10/ 588 5| 3339 9 156 | 178 8
Keratin, type | cytoskeletal 10
12 IGKC_HUMAN P01834 Oblast Ig kapa retazca C/Ig kappa chain C region 11,6 55 1795 4 67 097 13
13 IGHA2_HUMAN P01877 Oblast Ig alfa-2 retazca (/Ig alpha-2 chain C region 36,5 57 307,1 6 22,6 1,63 10
14 IGHAT_HUMAN P01876 Oblast Ig alfa-1 retazca C/Ig alpha-1 chain C region 37,6 6,1 516,9 10 428 1,79 4
15 DMBT1_HUMAN QUGM3 Protein 1 de\etpvany_do mal'\gn_anmy(h Iumorov_mozgu/ 2606 51 74 18 89 209 1
Deleted in malignant brain tumors 1 protein
16 DEF1_HUMAN P59665 Neutrofil defenzin 1/ Neutrophil defensin 1 10,2 76 114,6 2 19,1 2,46 17
17 (YTB_HUMAN P04080 (ystatin-B / Cystatin-B 111 79 91,1 3 30,6 2,89 19
18 CAH6_HUMAN P23280 Karboanhydrdza 6/ Carbonic anhydrase 6 35,3 6,6 14,5 3 10,4 2,28 18
19| BPIB2_HUMAN QBN4F0 BPIvrstuy-obsahujica rodina B dlen 2/ 81 | 95 | 16 5 142 | 415 14
BPI fold-containing family B member 2
B! vrstvy-obsahujtica rodina A clen 2 /
20 BPIA2_HUMAN Q96DRS B! fold-containing family A merber 2 21 52 360,2 9 29,7 3,16 7
21 ANXAT_HUMAN P04083 Anexin A1/ Anexin A1 38,7 6,7 3221 7 24 2,25 9
22 AMY1_HUMAN P04745 Alfa-amyldza 1/ Alpha-amylase 1 57,7 6,5 67,7 2 41 3,85 20
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(mobilna faza A - 0,1% FA). Peptidy boli on-
-line identifikované pomocou hmotnostného
spektrometra Agilent QTOF UHD 6538 v au-
to MS/MS méde. Parametre pre auto MS/MS
maod boli nasledovné: na kazdy MS scan bolo
vybranych 5 prekurzorov pre naslednd MS/
MS analyzu podla ich intenzity s nabojom 2+
alebo 3+ a aktivnou exklliziou uz zmeraného
prekurzora pocas nasledujucich 0,3 min. Na-
merané hmotnostné spektrd boli nasledne
vyhodnotené pomocou kompletného prote-
omického softvéru Proteinscape 3.1 s vyhla-
davacim algoritmom MASCOT 2.4. Parame-
tre vyhladavania boli nastavené nasledovne:
taxonémia HOMO SAPIENS, fixna modifika-
cia - karbamidometylacia (Cys), variabilné
modifikacie - oxidacia (Met), fosforilacia (Ser,
Thr, Tyr) a acetylacia N konca peptidov, pres-
nost ur€enia hmoty prekurzora do 50 ppm
a v MS/MS méde do 500 ppm, vybrané pre-
kurzory museli mat naboj viac ako 1+. Aby
boli vyli€ené faloSne pozitivne identifikacie
extrahovanych proteinov, bol nastaveny tzv.
false discovery rate na 1 %.

VYSLEDKY

Cielom experimentov bolo preskimat moz-
nosti zvoleného spdsobu identifikacie protei-
nového obsahu exozémov ludskych slin. Uplny
zoznam proteinov identifikovanych vo vzorkach
z plnej nestimulovanej sliny je uvedeny v tab. 1.

Identifikované proteiny boli klasifikova-
né podla proteinovych tried, molekulovych
funkcii a biologickych procesov, ktorych su
sucastou, v sulade s Genome Ontology (GO)
klasifikaciou s pomocou databazy PANTHER
(http://pantherdb.org/). Vysledky su znazor-
nené graficky (graf 1-3).

Z GO klasifikacie identifikovanych protei-
nov podla ich proteinovych skupin (graf 1)
vyplyva, Ze najviac identifikovanych protei-
nov bolo z proteinovych tried: cytoskeletalne
proteiny, obranné/imunitné proteiny a Struk-
turalne proteiny (12 %). Identifikované pro-
teiny sme taktiez pomocou GO klasifikacie
zatriedili podla molekulovej funkcie (graf 2).

Z grafu vyplyva, Ze prevazna Cast identifiko-
vanych proteinov zodpoveda za katalyticku
aktivitu (43 %) a Strukturalnu molekulovu ak-
tivitu (22 %). GO klasifikacia proteinov podla
biologickych procesov, na ktorych sa podiela-
ju, je zobrazena na grafu 3. Z grafu vyply-
va, Ze identifikované proteiny sa v najvacsej
miere podielaju na metabolickych procesoch
(25 %) a bunkovych procesoch (20 %), ktoré
zahfnaju procesy na bunkovej Urovni, ale nie
sU nevyhnutne obmedzené na jedind bunku,
napr. medzibunkova komunikacia.
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Graf 1 GO klasifikacia identifikovanych proteinov do proteinovych tried
Graph 1 GO classification of identified proteins into protein classes

V dalSom kroku sme vykonali analyzu iden-
tifikovanych proteinov s vyuzitim databazy
OralCard  (http://bioinformatics.ua.pt/Oral-
Card/). Tato databaza predstavuje vhodny
zdroj informacii o proteinoch obsiahnutych
v [udskych slinach, protein-proteinovych inter-
akciach a suvislostiach vzniku ochoreni, ktoré
sa prejavuju v Ustnej dutine, s expresiou jed-
notlivych proteinov v slinach. V tab. 2 su uve-
dené identifikované proteiny a ich skupiny
z hladiska ich mozného podielu na vzniku roz-
nych ochoreni Ustnej dutiny alebo systémo-
vych ochoreni s prejavmi v Ustnej dutine.

DISKUSIA

LC-MS analyzou proteinov slinnych exo-
zbmov bolo identifikovanych 22 proteinov
z rdznych proteinovych rodin. Medzi ne pa-
tria 3 proteiny z rodiny keratinov a 4 z rodi-
ny imunoglobulinov. Dalej sme identifikovali

m vizba (GO:0005488)
m receptorovd aktivita (G0:0004872)

= aktivita regulatorov enzymov
(G0:0030234)

m $trukturdlna molekulova aktivita
(GO:0005198)

® katalyticka aktivita (GO:0003824)

Graf 2 GO klasifikacia identifikovanych proteinov podlfa ich molekulovej funkcie
Graph 2 GO classification of identified proteins according to their molecular function
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Tab. 2 Zoznam skupin proteinov identifikovanych vo vzorkach exozémov z plnej nestimulovanej sliny korelujtcich s niektorymi
ochoreniami (OralCard, http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)

Tab. 2 List of groups of proteins identified in exosome samples from the whole unstimulated saliva correlated with certain diseases
(OralCard, http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)

Nazov ochorenia MeSH UniProtKB pristupové kédy proteinov
Gingjvitida 68005891 QI6DA, P05109, P12273, P01833, QIHC84, P04264, P35908, P13645, PO1876, P59665, P23280, P04083, P04745
Chronlcd parodonida 68055113 QI6DA0, P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, QIHC84, g(;\l(i(;z Z%EZS:SPSSES;P;;;;ZS P01834, P01877, P01876, QOUGMS3, P59665, P04080, P23280,
Agresivna parodontitida 68010520 P10599, P04264, P35908, P13645, P01834 P01877, P01876, P59665, P04080, P23280, P04083, P04745
Zubny kaz 68003731 Q08188, P12273, P01833, P35908, P01877, PO1876, QOUGMS3, P04080, QI6DRS, P04083, P04745
Sjogrenov syndrém 68012859 Q6DA0, P10599, P05109, P12273, PO1833, Q9HC84, P04264, P13645, P01834, P01877, P01876, QIUGM3, P59665, P04080, PO4083, P04745
Diabetes mellitus 1. typu 68003922 P05109, P01876, P59665, P04745
Diabetes mellitus 2. typu 68003924 Q6DA0, Q08188, P12273, P01833, QIHC84, P01834, PO1876, QIUGMS3, P23280, QI6DRS, P04083, P0A745
Prekancerdzy 68011230 P05109, P13645
Ordlny lichen planus 68017676 Q96DRS
Ordlne nddory 63009062 P10599, Q08188, P05109, P13645, P01877, P01876, P59665, Q96DRS, P04083
Nédory prsnika 68001943 P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, Q9H(84, P01834, P01877, P01876, QOUGM3, P04080, Q8N4FO, Q96DRS, P04083, P04745
Diftizna sklerodermia 68045743 P05109, P04080

rézne mikrovezikulové proteiny, napr. zymo-
gén granularny protein 16 homolég B, mu-
cin-5B, oblasti Ig lambda-3 retazca C, oblast
Ig kapa retazca C, oblast Ig alfa-2 retazca C
a oblast Ig alfa-1 retazca C. Dalej boli izolova-
né: protein-glutamin y-glutamyltransferaza
E, protein S100-A8, neutrofil defenzin 1, pro-
tein S100-A8, anexin A1 a dalSie. Anexin A1
(lipokortin-1) je endogénny protein regulova-
ny glukokortikoidmi. Protein hra vyznamnu
Ulohu v prirodzenej imunitnej odpovedi ako
efektor glukokortikoidmi sprostredkovane;j
odpovede a ako regulator zapalového proce-
su [12]. Kombinacia mechanizmov jeho p6-
sobenia vedie k t¢innému zmierneniu zapalu
a predstavuje tak sfubny nastroj na vyvoj no-
vych terapeutickych stratégii na liecbu zapa-
lovych ochoreni [13]. Up-regulovany anexin
A1 bol zaznamenany napriklad v slinach ka-
ries-susceptibilnych pacientov muzského po-
hlavia [14]. Protein je aktérom i v procesoch
proliferacie buniek, bunkovej signalizacie
a zvlast pri karcinogenéze. Je dalSim kltuco-
vym uzlom v proteinove;j sieti sUvisiacej s ra-
kovinou Ustnej dutiny a mbZe byt potencial-
nym biomarkerom stupna patologickej dife-
renciacie rakoviny Ustnej dutiny v kombinacii
s inymi klt€ovymi proteinmi [15, 16].

Dalsie proteiny izolované zo slin, ktoré by
mohli sluzit ako biomarkery v diagnostike na-
dorov Ustnej dutiny, su protein S100-A8 [17],
protein-glutamin y-glutamyltransferaza E
[18] a neutrofil defenzin 1 [19]. Pretoze vset-
ky rakovinové bunky produkuju exozémy od
skorych stadii, a tieto extraceluldrne vezikuly

hraja Ucinnu dlohu v prijimajucich bunkach,
ich molekuldrny obsah méZze poskytnut jedi-
necné molekularne markery pre v€asnu dia-
gnostiku a prognozu.

S100-A8 (calgranulin A) je protein viazuci vap-
nik a zinok, ktory hra vyznamnu tlohu v regu-
lacii zapalovych procesov a imunitnej reakcie.
Podla autorov prac [20, 21] hladiny S100-A8
v slinach odrazaju rozne aspekty periodontal-
neho zapalu a ako také by mohli sltzit ako bio-
markery chronickej parodontitidy [22].

Ako biomarkery chronickej parodontitidy
by mohli poméct aj prolaktin-indukovatelny
protein [23] a mucin-5B [24]. Zatial ¢o funk-
cia prolaktin-indukovatelného proteinu nie je
dostatocne objasnend, pocetné ddokazy jas-
ne poukazuju na jeho ulohu pri vrodenej aj
adaptivnej imunite. Podla [25] prolaktin-in-
dukovatelny protein je zodpovedny za anti-
mikrobidlnu humoralnu imunitnd odpoved
a je silne prepojeny so vznikom ochoreni za-
vesného systému zuba a dasien.

Mucin-5B je glykozylovany protein s vy-
sokou molekulovou hmotnostou produ-
kovany epitelovym tkanivom a vylucova-
ny mukozalnymi povrchmi, ktorého kltuco-
vou vlastnostou je schopnost tvorit gél. Je-
ho antimikrobialne vlastnosti tvoria primar-
nu obrannd bariéru v epitelovom tkanive.
Mucin je sucastou neimunitného obranné-
ho systému. Jeho down-regulacia je spoje-
na s takou poruchou autoimunitného systé-
mu, ako je Sjogrenov syndrém, ktory je aso-
ciovany s vysSim vyskytom a zavaznostou
parodontitidy [24].
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Integrované data z transcriptomickych
a proteomickych merani potvrdili zmenené
hladiny keratinu typu Il cytoskeletalneho 1
v tkanive gingivy pacientov s chronickou pa-
rodontitidou [26]. Zmena expresie keratinu,
typ Il, cytoskeletalny 1 a keratinu, typ Il, cy-
toskeletdlny 2 epidermalny bola pozorova-
na i pri skimani hystopatologickych vzoriek
metodou MALDI-MS Imaging pri hfadani bio-
markerov uzitocnych pri detekcii malignant-
nych buniek pri skvamceluldrnom karcinéme
[27].

Vekovo Specificky protein keratin, typ Il
cytoskeletalny 10, suvisi i so stavom zub-
nej hmoty, a preto informacia o jeho hladi-
ne v slinach by mohla byt asociovana so vzni-
kom zubného kazu [28].

Expresia proteinu polymericky imunoglo-
bulinovy receptor (PIGR), ktorého Uloha je
transport polymérového IgA a IgM, sa bezne
zvysuje pri reakcii na virusovu alebo bakterial-
nu infekciu; spdja sa s vrodenou a ziskanou
imunitou. Bola tiez pozorovana abnormalna
expresia PIGR pri nddoroch, ale jeho klinicky
vyznam zatial zostava neisty [29].

Izolacia exozomov predstavuje napriek do-
siahnutym Gspechom stale zdlhavy, naklad-
ny a Casto nereprodukovatelny proces. Na
izolaciu exozomov z réznych biologickych te-
kutin (vratane slin) bolo pouzitych doteraz
niekolko strategickych pristupov. Z nich spo-
menieme napriklad diferencidlnu centrifu-
gaciu [31] a centrifugaciu v hustotnom gra-
diente, ktora poskytuje vzorky s vysokou cis-
totou [32]. Je viak pomerne Casovo naro¢na.
Ultrafiltracné metddy [33] zas dovolia pri-
pravit vzorky, ktoré su Casto kontaminované
proteinmi, ktoré nie su vezikuldrneho pévo-
du. Podobnymi nedostatkami trpia i niektoré
precipitatné metddy [34]. Pre naSe prvotné
experimenty sme zvolili lacnt a jednoduchu
ultracentrifuga¢nd metédu. UmozZzhuje pra-
covat s velkymi objemami vzorky. Vysledny
produkt vSak moZe byt tak isto horSie repro-
dukovatelny a s nizkou ¢Cistotou. V buducnosti
nevylu€ujeme pouZitie iného spdsobu izolacie
vezikul tak, aby kvalita vzorky bola vyvazena
s cenou a casom potrebnym na jej pripravu.

ZAVER

Jednoduchou ultracentrifugacnou meté-
dou boli izolované exozémy z plnych nesti-
mulovanych slin a bottom-up proteomickym
pristupom bol identifikovany ich proteinovy
obsah. Slinné exozémy obsahovali proteiny
z réznych proteinovych rodin vratane troch
¢lenov rodiny keratinov, zymogén granular-
ny protein 16 homoldg B, mucin-5B, oblasti

PUVODNI PRACE

® organizacia bunkovej zloZky alebo
biogenéza (G0:0071840)

25%

® bunkovy proces (G0:0009987)
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m reprodukcia (G0:0000003)

o biologick4 reguldcia (GO:0065007)
m reakcia na podnet (GO:0050896)
m vyvojovy proces(G0:0032502)

m biologickd adhézia (G0:0022610)

metabolicky proces (G0:0008152)

w proces imunitného systému

(G0:0002376)

Graf 3 GO klasifikacia identifikovanych proteinov podla typu biologickych

procesov, na ktorych sa podielaju

Graph 3 GO classification of identified proteins according to the type of biological

processes in which they participate

lg lambda-3 retazca C, oblast Ig kapa retazca
C, oblast Ig alfa-2 retazca C a oblast Ig alfa-1
retazca C, protein-glutamin y-glutamyltrans-
feraza E, neutrofil defenzin 1, protein S100-A8
a dalSie. Niektoré z nich, resp. ich skupiny, su
povazované za mozny rizikovy faktor spojeny
s niektorymi ochoreniami oralnej dutiny ale-
bo systémovych ochoreni s prejavmi v Ustnej
dutine. Kym predchadzajuce studie sa opie-
rali predovsetkym o proteomické skimanie
krvi, synovialnej tekutiny ¢i tkaniv izolova-
nych z réznych casti Ustnej dutiny, nami zvo-
lené slinné vezikuly predstavujud menej kom-
plikovany systém. Odber vzoriek slin je po-
merne jednoducha a malo nakladna metéda,
ktora by mohla ulah¢it presnu a v€asnu dia-
gnostiku niektorych ochoreni. Pri zdokonale-
ni metodiky mdzu byt exozémy zdrojom dia-
gnostickych biomarkerov pre Siroké spekt-
rum chordb a mdzu ndjst v budlcnosti uplat-
nenie v diagnostike a terapii réznych ochore-
ni Ustnej dutiny.
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