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a dalsich organu

Duskova J., Broukal Z.

Vyzkumny dstav stomatologicky 1. LF UK a VFN, Praha

Vénovano prof. MUDr. Jirimu Varikovi, CSc., k jeho vyznamnému Zivotnimu jubileu.

SOUHRN

Stanoveni biomarkeru ve slinach se stava dilezZitou soucasti laboratorni diagnostiky a predikce onemocnéni
nejen parodontu, ale i celé Fady jinych organit. Biomarkery ve slindch (napt. enzymy, proteinové markery nebo
markery oxidativniho stresu) mohou slouzit jak k urcéeni aktivity, tak i prognézy onemocnéni parodontu.

Slina obsahuje také fadu markerd, které umoznuji predikovat rizika nékterych celkovych onemocnéni (napft.
diabetes mellitus, kardiovaskularni, onkologicka, endokrinologicka, psychiatrick4 onemocnéni).

Studium proteomiky slinnych komponent jasné ukazuje souvislost onemocnéni parodontu a zménény celkovy
stav, onemocnéni vzdalenych systému nebo organt.

Klic¢ova slova: slina - parodontalni tekutina - detekce zanétu parodontu - urcéeni aktivity onemocnéni parodon-
tu - slinné markery - stanoveni CRP ve sliné - slinny fibronektin - aspartat aminotransferaza - dusny radikal -
oxidativni stres - detekce drog ve slinach - onkologicka depistaz

SUMMARY

Duskova J., Broukal Z.: Salivary Markers for Diseases of Periodontium and other Organs

The determination of biomarkers in saliva has become an important part of laboratory diagnostics and predic-
tion of diseases concerning periodontium as well as other organs. Salivary biomarkers (e.g. enzymes, protein mar-
kers or markers of oxidative stress) may serve for the determination of activity as well as prognosis of periodon-
tium diseases.

Saliva also contains a series of markers which make it possible top predict the risk of some general diseases
(e.g. diabetes mellitus, cardiovascular, oncological, endocrinological or psychiatric diseases).

The proteomic study of salivary components makes it clear that there is an association between periodontium
disease and changed general state of health, diseases of remote systems or organs.

Key words: saliva - periodontal fluid— detection of periodontium inflammation - determination of activity of
periodontium diseases - salivary markers - determination of CRP in saliva - salivary fibronectin-— aspartate ami-
notransferase - nitrogen oxide radical - oxidative stress - detection of drugs in saliva - oncological depistage
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UVOD ny jako materialu, ktery lze ziskat pro laborator-
ni vySetfeni neinvazivné a opakované.
Slina se vedle sulkularni tekutiny dostava sta- Vyzkum sloZeni sliny a pfitomnosti markert

le vice do popiedi zajmu jako material vhodny  onemocnéni parodontu i jinych vzdalenych one-
k laboratornim analyzam biologickych markert =~ mocnéni nabyl znovu na intenzité diky rozvoji
onemocnéni parodontu. Klinické a zobrazovaci laboratornich nanotechnologii, které posunuly
diagnostické nastroje, které maji parodontologové  detekéni limity nejriznéjSich metabolitd, signal-
k dispozici, pFinaseji informace o souéasném sta-  nich latek, hormont a dalSich substanci o nékolik
vu a o nasledcich pfedchoziho priibéhu onemocné- ~ Fadt. Kromé& molekuldarné analytickych metod
ni, nikoli v8ak o jeho souc¢asné aktivité a jeho dal-  jsou k dispozici i analytické Cipy, které mohou,
§im vyvoji. P¥itom objektivni zjistovani aktivity =~ pouhou vyménou detekénich desek, stanovovat
onemocnéni a predikce jeho dalsiho vyvoje jsou  Fady latek nejriznéjsi chemické povahy.

velmi dilezité pro rozhodovaci proces o 1é&bé. Vétsina metabolitt, cytokint, signalnich latek
V neposledni #adé je tfeba jesté zminit vyhodu sli- ~ nebo hormont pfechazi v urc¢itém mnoZstvi pasiv-
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ni filtraci do sliny a jejich hladiny ve slinach ref-
lektuji hladiny v plazmé. Je tedy jen otazkou
detekénich limitd novych analytickych metod, zda
bude mozné tyto latky stanovovat i ve slinach.

Slina je velmi slozity systém, ktery zahrnuje jak
vlastni komponenty sliny, tak komponenty sulku-
larni tekutiny, mikroorganismy, produkty zanétu
probihajiciho v parodontu, ale také metabolity
a signélni latky doprovazejici vzdalené procesy.
Neékteré slozky sliny tak mohou pochéazet i z vice
zdroju, jako napi. nékteré proteolytické enzymy.
Ty mohou pochazet z polymorfonuklearnich leuko-
cytt, z parodontalnich mikroorganismu, ale také
z krevniho fecisté. Podobné je tomu i s produkty
zanétu, které mohou mit také ptivod jak lokalni,
tak i systémovy.

Mezi potencialnimi slinnymi biomarkery one-
mocnéni parodontu, ale i nékterych vzdalenych
onemocnéni, jsou jednak enzymy, specifické
a nespecifické proteiny, protilatky a dalsi substan-
ce. A tak seislina stala cilem z4jmu odbornika na
proteomiku - tedy vyzkumu sekvenéniho slozeni
jednotlivych bilkovin.

V tomto prehledu zminime jen nékteré
z biomarkerti onemocnéni parodontu a nékterych
vzdalenych onemocnéni pro ilustraci, kam tento
vyzkum smétuje. Je viak jisté, Ze bude jesté tieba
mnoho vyzkumného usili ke zjisténi senzitivity
a specificity detekce slinnych biomarkera a ke
zvySeni rutinni dostupnosti detekénich metod.

1. Slina jako zdroj markert pro
onemocnéni parodontu

Enzymatické aktivity ve slindch

Aspartdat aminotransferdza (AST)

Jednim z nejdéle studovanych markeru zanétu
je aspartat aminotransferaza. Patii mezi transa-
minazy, které se v klinické biochemii vySetiuji uz
fadu let. Enzym katalyzuje transaminaci kyseliny
glutamové na oxaloctovou a asparagovou. Pii
zanétu jeho hladina ve tkéani stoupd, dostava se
ido plazmy a difuzi pies slinné zlazy také do slin.
P#i zanétu v parodontu prestupuje i do sulkular-
ni tekutiny a s ni také do slin. Hladiny AST signi-
fikantné pozitivné koreluji s intenzitou a rozsa-
hem zanétu v parodontu [12].

V parodontologii uz mame k dispozici chairside
detekéni kity, znamé pod nazvy Periogard, Hawe
Perimonitor nebo Pocketwatch. Pro detekci AST
v plazmé nebo ve slinéch je dnes k dispozici mul-
tifunkéni systém Reflotron.

Proteindzy

Neutrofilni granulocyty a dalsi fagocytujici
buriky uvoliiuji specifické proteinazy - dipeptidyl-
peptidazy a aminopeptidazy. Jejich hladiny
v gingivalni tekutiné a ve slinach koreluji
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s intenzitou a rozsahem zanétu v parodontalnich
tkanich. [9, 14].

Lactoferrin

Kromé proteinaz stoupa v sulkularni tekutiné
a ve slinach p¥i zanétu v parodontu také hladina
lactoferrinu. Je znamo, Ze pii parodontitidé klesa
saturace lactoferrinu Zelezem, tim se lactoferrin
degraduje na produkty, které mohou poskozovat
tkan [5, 30].

Metaloproteindzy (MMP)

Mnoho praci se zabyva metaloproteinazami
a jejich vztahem k zanétu v parodontu i proto, Ze
mezi né patii také kolagendzy. Dnes je uz znamo
vice nez dvacet izoenzymt MMP a také systém
jejich tkanovych inhibitora. U pacientt s parodon-
titidou byl prokazan vzestup MMP a zaroven
pokles jejich tkanovych inhibitora, a to jak
v sulkularni tekuting, tak i ve slinach [13].

Dusny radikdl (NO)

Pro spravnou funkei neutrofild a makrofagu je
dtlezity dusnaty radikal. Jeho produkce je ¥izena
vzajemnym protismérnym puasobenim NO syntetazy
a arginizy za ucasti neopterinu. U pacientt
s parodontitidou klesa hladina arginazy v sulkularni
tekutiné i ve sliné. Predpoklada se, Ze to muze byt
obrazem sniZzené fagocytarni aktivity [21].

Chitindza, hexozaminiddza

Chitinaza a hexozaminidaza jsou antibakterial-
né pusobici enzymy, pochazejici z fagocytujicich
bunék a jejich aktivita v sulkularni tekutiné a ve
slinach kopiruje aktivitu zanétu v parodontu [36].

Nespecifické a specifické proteiny
pritomné v gingivalni tekutiné a ve slinach

Ve slinach i v gingivalni tekutiné je detekovatel-
na tada proteint, které rovnéz reflektuji stav
zédnétu v parodontu, nékdy dokonce i stav zanétu
ve vzdalenych organovych systémech.

Proteinové markery zdnétu

C-reaktivni protein (CRP)

C-reaktivni protein je dlouho znamy indikator
zanétlivé nebo reumatické aktivity; hladiny CRP
v plazmé a ve sliné koreluji. P¥i parodontitidé
stoupé ve slinach hladina CRP a jeji pokles signa-
lizuje tispésnou protizanétlivou lécbu.

Vysoké hladiny CRP ve slinach pii difuzni paro-
dontitidé jsou markerem rizika lokalniho procesu
pro vznik nebo progresi kardiovaskularnich one-
mocnéni s koeficientem rizika OR 5,6. [7].

Ve slinach jsou detekovatelné jesté dalsi prote-
inové markery zanétu, jejichz hladiny koreluji
s intenzitou zanétu v parodontu. Sem patii napf.
desticky aktivujici faktor, multifunkéni cytokin
aktivujici proliferaci endotelii a antiapoptoticky
mitogen hepatocyti (4, 20, 22].

Fibronektin

P#i parodontitidé se najde v slinach snizena hla-
dina fibronektinu. Fibronektin blokuje adheziny
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mnoha parodontalnich mikroorganismu a zhorsuje
jejich adherenci na parodontéalni tkané [19].

Hladiny cystatinii, p¥irozenych inhibitora fago-
cytarnich proteaz, pii parodontitidé klesaji
v sulkularni tekutiné i ve slinach, a to ve svém
duasledku vede k poskozeni tkani kathepsiny [15].

Neopterin je cytokin produkovany makrofagy,
ktery se ucastni tvorby dusnatého radikalu, dile-
zitého pro fagocytézu. Jeho hladina ve slinach
stoupa pii zanétu v parodontu a klesa pti tspés-
né protizanétlivé 1écbé [3].

Oxidativni stres

Jednim z dtlezitych molekularné patologickych
procest, doprovazejicich zanét nebo nadorovou
proliferaci, je tzv. oxidativni stres. V patologicky
zménéné tkani se uvolniuje tada latek
s charakterem volnych kyslikovych radikala
a vazne jejich kompenzace pfitomnymi antioxi-
danty. Rovnovaha je porusena bud zvySenou pro-
dukeci kyslikovych radikald nebo nedostatkem
antioxidantti nebo obéma mechanismy. Dusled-
kem je poskozeni bunééné DNA, nékterych signal-
nich proteint a tkanovych komponent, inaktivace
enzymd, stimulace tvorby prozanétlivych cytokinu
a lipidova peroxidace. M4 se za prokazané, Ze oxi-
dativni stres se vyznamné uplatiiuje i p#i destruk-
ci parodontalnich tkani [26].

Jednim z markeru oxidativniho stresu je 8-hyd-
roxy-deoxyguanosin (8-OhdG), ktery vznika oxida-
ci guaninu z poSkozené DNA. Deoxyguanosin
stoupa ve slinach pti parodontitidé a klesa pii
Gspésné protizanétlivé 1é¢bé [31].

Pfi chronickém zanétu se ve tkanich da proka-
zat nejen vzestup kyslikatych radikala, ale
i pokles antioxidant. To plati i pro parodont. [8].
Tento vztah podporuji i vysledky studie Takane M.
a spol. z r. 2002, kteti prokazali signifikantni roz-
dily hladin 8-OhdG ve slindch u pacientt
s agresivni a pokroéilou parodontitidou proti
jedincam s klinicky zdravym parodontem [31].

Mezi hlavni tkanové antioxidanty patii vedle
askorbatu a albuminu také melatonin. Melatonin
ma nespecifické protizanétlivé a osteogenni téin-
ky, ovliviiuje T lymfocyty a jeho hladina ve sliné
pozitivné koreluje s intenzitou a rozsahem zanétu
v parodontu [33].

U pacientt s diabetem 1. typu je znama snizZe-
na produkce interleukinu 2, coZ v souvislosti se
snizenou hladinou melatoninu muze byt jednim
z molekularné patologickych rizik progrese paro-
dontitidy u diabetiki [6].

Kyslikové radikaly hraji roli i v dal$im moleku-
larné patologickém procesu, v tzv. lipidové peroxi-
daci. Kyslikové radikaly atakuji nenasycené mast-
né kyseliny fosfolipidovych a fosfoproteinovych
membran, ¢imzZ narusuji jejich integritu. Koncovy-
mi produkty lipidové peroxidace jsou dialdehyd
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malonatu a hydroxyalkény. Pokud je lipidova pero-
xidace v rovnovaze s tkanovym glutathionem
a jeho peroxidazou, tak k poskozeni membran
nedochazi. P¥i parodontitidé se ve slinach nacha-
zeji zvysené hladiny koncovych produktt lipidové
peroxidace, a naopak pokles hladin jejich ptiroze-
nych antioxidanti, coZ znamend poruchu rovnova-
hy s rizikem tkanové destrukce [34].

2. Slina jako zdroj biomarkerii pro ostatni
medicinské obory

O slinu, a v ni pfitomné biomarkery, se nezaji-
maji jen oralni patologové a parodontologové (jed-
nim z davodu je i neinvazivni, snadno opakovatel-
ny odbér) - zda se, Ze slina bude slibnym zdrojem
biomarkeru i pro diabetologii, pro predikci kardio-
vaskularnich a nékterych nadorovych onemocné-
ni, dale je slina pouzitelna pro screening drogo-
vych zavislosti a také v endokrinologii pro
sledovani hormonalniho profilu pacientt. O sledo-
vani biomarkert ve sliné ma zajem dokonce i gy-
nekologie a psychiatrie.

Diabetes mellitus

P#i zvySené nebo kolisajici glykémii dochézi
k neenzymatické glykaci fady latek a hladina gly-
kovaného hemoglobinu v krvi se jiz delsi dobu
pouziva jako marker Spatné metabolicky kontrolo-
vaného diabetu. Novéji se ukazalo, Ze i ve slinach
1ze detekovat nékteré glykované proteiny a tuky
a jejich hladiny koreluji s glykovanym hemoglobi-
nem v plazmé [27].

Podle nékterych publikovanych studii se zda, ze
hladiny sorbitolu a fruktozaminu ve slinach kore-
luji s hladinami glukézy v kapilarni krvi [18].

ZvySeni plazmatického glykohemoglobinu je
také doprovazeno zvySenim hladin epidermalniho
rustového faktoru, dusnatého radikalu a celkové
antioxidaéni aktivity ve slinach [1].

U pacientt s diabetem 1. typu byla ve slinach
prokazana zvySena hladina urey a o-amylazy.
Podle vysledku studie Lépeze M. E. a spol. (2003)
se ukazuje, Ze vzestup téchto markert ve slinach
piedchazi klinickym projevim diabetu. Neni
vylouéeno, Ze je bude mozné vyuzit v budoucnosti
jako screening poéinajiciho diabetu [16].

Kardiovaskuldrni onemocnéni

Wolfram R. a spol. (2005) prokazali ve slinach
u osob s ischemickou chorobou srde¢ni zvySené
hladiny izoprostanu a oxidovaného nizkodenzniho
lipoproteinu [37].

Pozornost se obraci také k endotelinu ve slinach.
Endotelin je peptid, ktery hraje zasadni roli
v kardiovaskularni regulaci. Receptory endotelinu
zprostiedkuji vazokonstrikei v odpovédi na endote-
lin-1, primarni izoformu tohoto peptidu v kardio-
vaskularnim systému. Piedpoklada se, Ze recepto-
ry endotelinu A indukuji proliferaci vaskularni
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hladké svaloviny a myokardialni hypertrofii,
zatimco aktivace receptortt endotelinu B vede
k vazodilataci cestou oxidu dusnatého nebo prosta-
cyklinu a ma antitromboticky a antiproliferativni
efekt. Plicni receptory endotelinu B kromé toho
pomahaji vychytavat endotelin-1. Endotelin-1 dale
stimuluje produkeci dalSich neurohumoralnich
faktord a podporuje aktivitu ostatnich neuroendo-
krinnich kaskad. U osob s ischemickou chorobou
srde¢ni nebo s chronickou obstrukéni plicni ne-
dostatecnosti se najdou ve slinich zvySené hladiny
endotelinu i jeho inhibitoru [38].

Podobné je tomu i s transaminazami a a-amy-
lazou. Zda se, Ze pFitomnost nékterych izoenzymu
o-amylazy ve slinach bude mozno vyuzit
v predikeci rizika ischemické choroby srde¢ni [24].

Onkologickd depistdz

V onkologické depistazi se uvazuje o detekei
rozpustného faktoru CD44 nebo telomerazy,
jejichz hladiny ve slinach se zvysuji p¥i spinocelu-
larnim karcinomu hlavy a krku [10, 40].

P#i proteomickém vyzkumu slozeni bilkovin
z plazmy a sliny se zjistilo, Ze frakce o molekulové
hmotnosti 117, 228 a 287 kDa jsou u pacientek
s karcinomem prsu nebo ovaria v plazmé i ve sli-
nach vyznamné zvyseny. Zda se, Zze biomarkerem
téchto malignit by mohl byt protein piedbézného
oznac¢eni HER2/neu [29].

Pt#i karcinomu ovaria je v plazmé pritomny
antigen CA 125 a jeho detekce se pouziva jako
marker recidivy po onkologické 1é¢bé. Je detekova-
telny také ve slinach a uvazuje se 0 mozném vyu-
ziti vySetfovani slin na pritomnost CA 125
v depistazi tohoto karcinomu [17].

Gynekologie

Zvysena hladina estriolu ve slinach predikuje
riziko pired¢asného porodu. V USA je na prodej Fada
detekénich sett pro autodiagnostiku rizika pied-
¢asného porodu. Prikladem mutze byt Salivary
Estriol Immunoassay Kit od firmy Salimetrics LLC.

Dynamika hladin estradiolu ve slinach se pou-
Ziva pti asistované reprodukci k pfesnému stano-
veni ovulace [2, 22].

Endokrinologie

V endokrinologickych vySetiovacich metodach
se jiz dlouhou dobu vyuziva slinny kortizon jako
biomarker k uréeni aktivity osy hypotalamus-
hypofyza-nadledviny [28].

Dalsim slinnym markerem, vyuzivanym endo-
krinology, je slinnd o-amylaza (sAA), slouzici
k uréeni aktivity osy sympatikus-dien nadledviny.
Mnozstvi slinné o-amyldzy vyrazné stoupa pii
adrenergni aktivaci, zejména pii stresu [35].

P#i hyperandrogenémii, ke které dochéazi napi.
pfi syndromu polycystickych ovarii, 1ze ve slinach
detekovat zvySené hladiny dehydroepiandrosteron
sulfatu (DHEA-S) a androstendionu [25].

Psychiatrie

Psychiatricky vyzkum ma uz také své markery,
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které lze stanovovat ve slinach. Je to jednak
pomér kortizolu a dihydroepiandrosteronu, ktery
je vy8si pii depresivnich stavech a kolisa se zmé-
nami afektivity. Dobra prediktivni hodnota tohoto
testu se pouziva pii individualnim davkovani anti-
depresiv u mladistvych [11].

O jednom z metabolitd noradrenalinu - 3-met-
hoxy-4-hydroxyphenylglykolu - se zjistilo, Ze jeho
hladina ve slinach klesa p#i depresi nebo pfi sni-
zené psychické aktivité. Jeho stanoveni se zatim
pouziva jen pro vyzkumné tucely [39].

Drogové zdvislosti

P#i kontrole drogovych zavislosti se slina vedle
mo¢i stava dalezitym materidlem pro detekei pti-
tomnosti amfetaminu, opiatt, fencyklidinu, mari-
huany, kokainu a jejich metaboliti. K dispozici uz
je fada specialnich detekénich kita - ToxCup®
(Clia Laboratories), Saliva MultiDrug Screen test
kit® (Medimpex Inc.), iScreen® (BioCheck),
QuickScreen® (Craig Medical Inc.) atd.

ZAVER

Stanoveni biomarkert ve slinach se stava dule-
Zitou soucasti laboratorni diagnostiky a predikce
onemocnéni nejen parodontu, ale i celé Fady jinych
organu. Biomarkery ve slindch mohou slouzit
i k uréeni souvislosti onemocnéni parodontu se
zménénym stavem organismu nebo s chronickym
onemocnénim. Slina navic obsahuje fadu marke-
ru, které mohou rizika nékterych celkovych one-
mocnéni predikovat.

Je jisté, Ze bude jesté tireba mnoho vyzkumného
asili ke zjisténi senzitivity a specificity detekova-
nych slinnych biomarkert a ke zvySeni rutinni
dostupnosti detekénich metod.
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