
75

ČESKÁ STOMATOLOGIE A PRAKTICKÉ ZUBNÍ LÉKAŘSTVÍ – CZECH DENTAL JOURNAL 3/2021 

PŮVODNÍ PRÁCE

PROTEÓM SLINNÝCH EXOZÓMOV AKO NOVÝ PROSTRIEDOK 
PRE DIAGNOSTIKU ORÁLNYCH OCHORENÍ 
Pôvodná práca, klinická štúdia

SALIVARY EXOSOME PROTEOME AS A NEW TOOL FOR  
THE DIAGNOSIS OF ORAL DISEASES
Original article, clinical study  

Laputková G.1, Talian I.1, Jendrichovská Z.1, Schwartzová V.2, Schwartzová Z.3, Sabo J.1

1  Ústav lekárskej a klinickej biofyziky, Lekárska fakulta, Univerzita P. J. Šafárika, Košice,  
Slovenská republika

2 Klinika stomatológie a maxilofaciálnej chirurgie, Lekárska fakulta, Univerzita P. J. Šafárika  
a UNLP, Košice, Slovenská republika

3Ústav epidemiológie, Lekárska fakulta, Univerzita P. J. Šafárika, Košice, Slovenská republika

SÚHRN
Úvod a cieľ práce: Exozómy, ktoré sú generované en-
dozomálnou cestou, sa exocytózou uvoľňujú do extra-
celulárneho priestoru vrátane slín. Obsahujú nukleové 
kyseliny, proteíny a  lipidy, ktoré transportujú do rôz-
nych častí tela. Podieľajú sa na medzibunkovej komuni-
kácii, či už podporujú alebo narúšajú rôzne fyziologické  
procesy.
Cieľom práce bolo overiť efektívnosť ultracentrifugač-
nej metódy izolácie exozómov zo slín, izolovať a identi-
fikovať proteíny v  nich obsiahnuté, s  dôrazom na exo-
zomálne proteíny súvisiace s ochoreniami ústnej dutiny 
alebo systematickými ochoreniami s  prejavmi v  ústnej 
dutine. 
Metódy: Exozómy boli z  plných nestimulovaných ľud-
ských slín izolované opakovanými centrifugačnými krok- 
mi s premývaním vo fosfátovom tlmivom roztoku s ná-
slednou metanolovo/chloroformovou precipitáciou pro-
teínov. Proteíny boli identifikované bottom-up prístu-
pom pomocou hmotnostnej spektrometrie s predrade-
nou separáciou na kvapalinovom chromatografe.
Výsledky: Identifikované proteíny boli klasifikova-
né podľa proteínových tried, molekulových funk-
cií a  biologických procesov. Najviac identifikova-
ných proteínov bolo z  proteínových tried: cytoske- 
letálne proteíny, obranné/imunitné proteíny a  štruk-
turálne proteíny, a  proteínov zodpovedajúcich 
za katalytickú aktivitu a  štrukturálnu molekulovú  
aktivitu.
Závery: Proteíny boli klasifikované do skupín na zákla-
de ich molekulovej funkcie a biologických procesov, na 
ktorých sa v  ľudskom organizme zúčastňujú. Boli iden-
tifikované niektoré proteíny/skupiny proteínov, ktoré 
môžu byť zaujímavé z hľadiska skúmania etiológie nie- 
ktorých orálnych ochorení, napr. anexín A1, zymogén 
granulárny proteín 16 homológ B, mucín-5B, oblasti  

Ig lambda-3 reťazca C, oblasť Ig kapa reťazca C, oblasť  
Ig alfa-2 reťazca C a oblasť Ig alfa-1 reťazca C.

Kľúčové slová: sliny, exozómy, proteomika, orálne 
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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ÚVOD A CIEĽ
Bunky nepretržite vylučujú do extracelulár-

neho priestoru veľké množstvo mikrovezikúl, 
makromolekulárnych komplexov a  malých 
molekúl. Zo sekretovaných častíc sa v súčas-
nosti intenzívne skúmajú exozómy. Produku-
je ich väčšina typov buniek so sekréciou do te-
lesných tekutín vrátane krvi, moču a slín. Exo-
zómy sú generované endozomálnou cestou 
a uvoľňované exocytózou multivezikulárnych 
telies do extracelulárneho priestoru. Tieto 
malé útvary (30–120 nm) obsahujú nukleové 
kyseliny (RNA, miRNA), proteíny a lipidy, ktoré 
transportujú do rôznych častí tela [1]. 

Predpokladá sa, že všetky exozómy vylučo-
vané bunkami v kultúre do média alebo rôz-
nymi orgánmi do pridružených telesných te-
kutín sa podieľajú na medzibunkovej komu-
nikácii, či už podporujú, alebo narúšajú rôzne 
fyziologické procesy [2].

V závislosti od buniek/tkanív, z ktorých exo-
zómy pochádzajú, je možné priradiť im rôzne 
funkcie: sprostredkovanie imunitnej reakcie, 
účasť v programovej bunkovej smrti, angioge-
néze, zápale a koagulácii, účasť pri spracova-
ní a degradácii RNA, rozšírení nádorov, prió- 
nových proteínov a retrovírusov [3]. 

Diagnostike ochorení na báze proteínov 
slín sa v  súčasnosti venuje čoraz väčšia po-
zornosť, pretože je neinvazívna a sekréty slin-
ných žliaz sa získavajú jednoducho v porov-
naní s inými metódami s možnosťou viacná-
sobného opakovania i  v  kratšom časovom 
úseku. Okrem toho je obsah slinných pro-
teínov podobný obsahu proteínov plazmy 
v dôsledku fyzikálnej interakcie medzi zdroj-
mi slín a krvou [4].

Na izoláciu exozómov v slinách existujú dve 
základné metódy: klasická fyzikálna metóda 
ultracentrifugácie a  precipitácia exozómov 
pomocou špeciálnych chemických agentov. 
Pre možnú kontamináciu neexozomálny-
mi proteínmi je pomerne technicky náročné 
izolovať exozómy z  biologických materiálov. 
V tomto zmysle má práve izolácia exozómov 
zo slín ultracentrifugáciou výhody kvôli mini-
málnej kontaminácii vzorky [5].

V  poslednom období pribúdajú dôkazy 
o možnej korelácii exozómov v slinách s orál-
nymi chorobami, ako je rakovina ústnej du-
tiny [6], orálny lichen planus [7], Sjögrenov 
syndróm [8], alebo inými systémovými ocho-
reniami, ako je zápalové ochorenie čriev [9], 
rakovina pankreasu [10] a rakovina pľúc [11]. 

Cieľom práce bolo preto overiť efektív-
nosť ultracentrifugačnej metódy izolácie exo-
zómov zo slín, izolovať a identifikovať pomo-
cou hmotnostnej spektrometrie (MS) proteí-
ny v nich obsiahnuté s dôrazom na exozomál- 
ne proteíny súvisiace s  ochoreniami ústnej 
dutiny alebo systematickými ochoreniami 
s prejavmi v ústnej dutine.

MATERIÁL A METODIKA
Materiál a chemikálie

Pri experimentoch boli použité: acetón 
a  chlorid vápenatý (ApplyChem, Darmstadt, 
Nemecko), močovina, DL-ditiotreitol (DTT), 
Tris-HCL, tiomočovina, jódoacetamid, Quick 
Bradfordova testovacia súprava a  albumín 
z  bovinného séra (BioRad, Kalifornia, USA) 
a kokteil inhibítorov proteáz (Sigma, St. Louis, 
Missouri, USA). Pre enzymatické štiepenie 
proteínov bol použitý prasací trypsín (Prome-
ga, Madison, WI, USA). Bol použitý fosfátový 
tlmivý roztok (PBS) a Laemmliho roztok. Všet-
ky chemikálie a činidlá vrátane etanolu, me-
tanolu, chloroformu, kyseliny trifluóroctovej 
(TFA) a kyseliny mravčej (FA) boli kvality vhod-
nej pre MS.

Odber slín a príprava vzorky
Plná nestimulovaná slina bola získaná od 

piatich zdravých dobrovoľníkov vo veku od 22 
do 24 rokov (schválené etickou komisiou Le-
kárskej fakulty, Univerzita P. J. Šafárika v Ko-
šiciach, číslo protokolu: 2N/2017). Približne 
10–15 ml slín bolo zozbieraných ráno med-
zi 9. a 10. hodinou do 50 ml polypropyléno-
vej skúmavky (BD Falcon, BD Bioscience, New 
Jersey, USA) umiestnenej na ľade. Sekrécia 
sliny nebola stimulovaná chemicky ani me-
chanicky. Po odbere bol k slinám pridaný 1 µl 
kokteilu inhibítorov proteáz (CIP) na 1 ml sli-

Laputková G, Talian I, Jendrichovská Z, Schwartzová V, Schwartzová Z, Sabo J.
Proteóm slinných exozómov ako nový prostriedok pre diagnostiku orálnych ochorení.
Čes stomatol Prakt zubní lék. 2021; 121(3): 75–82. doi: 10.51479/cspzl.2021.010

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 

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 
diseases
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ny, aby sa zabránilo degradácii vzorky spôso-
benej enzýmami z epiteliálnych buniek, leu- 
kocytov a  orálnych mikroorganizmov. Vzor-
ka bola následne doplnená PBS v pomere 1:1 
k odobratej sline.

Slina bola prečistená centrifugáciou pri 
2000×g pri 4 °C počas 30 minút (Hermle 
Z36HK, rotor Hermle 221.19). Pelety boli od-
stránené, supernatant bol premiestnený do 
polyalomérových skúmaviek (Beckman, Beck- 
man Instruments, Inc., Palo Alto, Kalifornia) 
a doplnený do 12,5 ml PBS. Nasledovala cen-
trifugácia pri 14000×g pri 4 °C počas 45 mi- 
nút (Beckman Coulter Allegra 64R, rotor Beck- 
man F1010). V  ďalšom kroku bol superna-
tant doplnený PBS tak, aby výsledný objem 
vzorky bol 12,5 mla centrifugovaný (Beck- 
man Coulter Avanti S-30I, výkyvný rotor  
JS-24) pri 110500×g pri 4 °C 70 minút. Po od-
stránení supernatantu boli pelety rozsus-
pendované v 1 ml PBS. Skúmavky boli ná-
sledne doplnené PBS do 12,5 ml a opako-
vane centrifugované za tých istých podmi-
enok. Supernatant bol odstránený a  pele-
ty rozsuspendované v  0,5 ml PBS. Roztok 
bol prenesený do dvoch otvorených hru-
bostenných polyalomérových 1ml skú-
maviek (Beckman, Beckman Instruments, 
Inc., Palo Alto, Kalifornia) a centrifugovaný 
na laboratórnej ultracentrifúge (Beckman 
Coulter Optima MAX-XP ultracentrifuge, 
rotor MLA-130) pri 110500×g pri 4 °C  
70 minút. Supernatant bol odstránený, pe-
leta bola rozpustená v 50 µl PBS (obr. 1).

Skúška celkového obsahu proteínov
Z pelety rozpustenej v 50 µl PBS bolo odo-

bratých 5 µl roztoku, ku ktorému bolo pri-
daných 5 µl Laemmliho roztoku na lyzá-
ciu exozómov. Celkový obsah proteínov bol 
stanovený Bradfordovou metódou pomo-
cou Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-
Rad, Hercules, California, USA) s albumínom 
z bovinného séra (BioRad, Hercules, Califor-
nia, USA). Absorpcia bola meraná spektrofo-
tometricky (UV – 3600 Spectrophotometer,  
Shimadzu Corp., Kyoto, Japonsko) pri vlnovej 
dĺžke 595 nm.

Metanolová/chloroformová precipitácia 
proteínov

K pripravenému objemu vzorky bol prida-
ný metanol v pomere 4:1. Zmes bola postup-
ne doplnená o 100 µl chloroformu a 300 µl 
ultračistej vody s  intenzívnym zamiešaním 
pri 750 ot/min po oboch krokoch. Nasledo-
vala centrifugácia vzorky 2 min pri 14000×g. 
Vodná vrstva bola odstránená tak, aby ten-

ký povlak proteínov medzi jednotlivými vrst-
vami ostal neporušený. K roztoku bolo prida-
ných 400 µl metanolu, zmes bola opäť krát-
ko zvortexovaná pri 750 ot/min a centrifugo-
vaná 3 min pri 14000×g. Peleta vyzrážaných 
proteínov bola po odstránení supernatantu 
vysušená pomocou vákuového koncentráto-
ra (CentriVap Vacuum Concentrator, Labcon-
co, Kansas City, USA). 

Enzymatické štiepenie proteínov  
trypsínom v roztoku

Proteíny boli resuspendované v  roztoku  
8 mol l-1 močoviny/100 mmol l-1 Tris-HCl  
(pH = 8). Redukcia disulfidových väzieb bo-
la dosiahnutá pridaním stechiometrického 
množstva 0,1 mol l-1 ditiotreitolu/100 mmol l-1 

Tris-HCl (pH = 8) a  inkubáciou 30 minút pri 

Obr. 1 
Schéma purifikácie 
exozómov založená na 
ultracentrifugácii. Relatívna 
centrifugačná sila a trvanie 
jednotlivých centrifugácii je 
uvedené vpravo (upravené 
podľa [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 
pomocou 0,5 mol l-1 jódoacetamidu/100 mmol l-1 

Tris-HCl (pH = 8) 30 min v tme pri teplote 37 °C. 
Proteíny boli vyzrážané acetónom (inku-
bácii 60 min pri -25 °C). Vyzrážané proteí-
ny boli po odstránení supernatantu vysuše-
né vo vákuovom koncentrátore. Proteíno-
vá vzorka bola resuspendovaná v  roztoku  
8 mol l-1 močoviny/100 mmol l-1 Tris-HCl  
(pH = 8). Roztok bol zriedený 2 mmol l-1 chlo-
ridom vápenatým/10 mmol l-1 Tris-HCl tak, 
aby výsledná koncentrácia močoviny bola  
2 mol l-1. Počas noci prebehlo enzymatic-
ké štiepenie proteínov pridaním trypsínu  
(0,1 µg µl-1) pri teplote 37 °C. Aktivita trypsí-
nu bola na druhý deň inhibovaná pridaním  
1/20 objemu 20% TFA.

Čistenie v C18 kolónach
Vzorka bola zbavená nežiaducich látok, so-

lí a amfolytov extrakciou látok na tuhej fáze 
(solid phase extraction – SPE) v kolóne Bond 

Elut C18 (Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornia, USA). Bol použitý preplachova-
cí roztok H2O/metanol/acetonitril (34:33:33; 
v/v/v), vlhčiaci roztok H2O/acetonitril (50:50; 
v/v) a  ekvilibračný roztok H2O/acetonitril/
TFA (94,5:5:0,5; v/v). Peptidy boli eluované do 
čistej skúmavky roztokom acetonitrilu/H2O/
FA (70:29,9:0,1; v/v/v).

LC-MS analýza
Identifikácia proteínov extrahovaných 

z exozómov bola vykonaná pomocou LC-MS 
analýzy prístupom bottom-up. Peptidy boli 
separované na kolóne so stacionárnou fázou 
C18 (Acclaim PepMap, Thermo Scientific 75 
μmx150mm, 300 A) na kvapalinovom chro-
matografe (Agilent 1260) v gradiente od 4% 
mobilnej fázy B (0,1% FA+98% ACN) do 35% 
mobilnej fázy B počas 60 minút nasledova-
né výplachom kolóny pomocou 80% mobil- 
nej fázy B počas 10 minút a ekvilibračnou fá-
zou so 4% mobilnou fázou B počas 30 minút 

Tab. 1 Zoznam proteínov identifikovaných vo vzorkách exozómov z plnej nestimulovanej sliny
Tab. 1 1 List of proteins identified in exosome samples from the whole unstimulated saliva

Č. UniProtKB 
identifikátor

UniProtKB 
prístupový 

kód
Proteín

MW 
[kDa]

pI Skóre Peptidy
SC 
[%]

RMS90 
[ppm]

Rank

1 ZG16B_HUMAN Q96DA0 Zymogén granulárny proteín 16 homológ B / 
Zymogen granule protein 16 homolog B 22,7 7,6 425 8 38,5 2,01 6

2 THIO_HUMAN P10599 Thioredoxin/Thioredoxin 11,7 4,7 63,8 1 12,4 1,39 21

3 TGM3_HUMAN Q08188 Proteín-glutamín γ-glutamyltransferáza E/ 
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E 76,6 5,5 143,4 4 6,2 2,66 15

4 S10A8_HUMAN P05109 Proteín S100-A8 /Protein S100-A8 10,8 6,6 118,4 3 24,7 4,48 16

5 PIP_HUMAN P12273 Prolaktín-indukovateľný proteín/Prolactin-inducible protein 16,6 9,3 223 5 38,4 1,96 12

6 PIGR_HUMAN P01833 Polymerický imunoglobulínový receptor/Polymeric immunoglobulin 
receptor 83,2 5,5 589,2 13 19,2 2,41 2

7 MUC5B_HUMAN Q9HC84 Mucín-5B/Mucin-5B 596 6,2 540,9 17 3 2,33 3

8 LAC3_HUMAN P0CG06 Oblasti Ig lambda-3 reťazca C/Ig lambda-3 chain C regions 11,2 7,7 62,1 1 14,2 1,15 22

9 K2C1_HUMAN P04264 Keratín, typ II, cytoskeletálny 1/ Keratin, type II cytoskeletal 1 66 8,8 468,8 10 17,2 1,59 5

10 K22E_HUMAN P35908 Keratín, typ II, cytoskeletálny 2 epidermálny / Keratin, type II 
cytoskeletal 2 epidermal 65,4 8,9 303,9 7 11,3 1,76 11

11 K1C10_HUMAN P13645 Keratín, typ I cytoskeletálny 10/ 
Keratin, type I cytoskeletal 10 58,8 5 333,9 9 15,6 1,78 8

12 IGKC_HUMAN P01834 Oblasť Ig kapa reťazca C/Ig kappa chain C region 11,6 5,5 179,5 4 67 0,97 13

13 IGHA2_HUMAN P01877 Oblasť Ig alfa-2 reťazca C/Ig alpha-2 chain C region 36,5 5,7 307,1 6 22,6 1,63 10

14 IGHA1_HUMAN P01876 Oblasť Ig alfa-1 reťazca C/Ig alpha-1 chain C region 37,6 6,1 516,9 10 42,8 1,79 4

15 DMBT1_HUMAN Q9UGM3 Proteín 1 deletovaný do malignantných tumorov mozgu/  
Deleted in malignant brain tumors 1 protein 260,6 5,1 747,4 18 8,9 2,09 1

16 DEF1_HUMAN P59665 Neutrofil defenzín 1/ Neutrophil defensin 1 10,2 7,6 114,6 2 19,1 2,46 17

17 CYTB_HUMAN P04080 Cystatín-B / Cystatin-B 11,1 7,9 91,1 3 30,6 2,89 19

18 CAH6_HUMAN P23280 Karboanhydráza 6/ Carbonic anhydrase 6 35,3 6,6 114,5 3 10,4 2,28 18

19 BPIB2_HUMAN Q8N4F0 BPI vrstvy-obsahujúca rodina B člen 2 /  
BPI fold-containing family B member 2 49,1 9,5 143,6 5 14,2 4,15 14

20 BPIA2_HUMAN Q96DR5 BPI vrstvy-obsahujúca rodina A člen 2 /  
BPI fold-containing family A member 2 27 5,2 360,2 9 29,7 3,16 7

21 ANXA1_HUMAN P04083 Anexín A1/ Anexin A1 38,7 6,7 322,1 7 24 2,25 9

22 AMY1_HUMAN P04745 Alfa-amyláza 1/ Alpha-amylase 1 57,7 6,5 67,7 2 4,1 3,85 20
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(mobilná fáza A – 0,1% FA). Peptidy boli on-
-line identifikované pomocou hmotnostného 
spektrometra Agilent QTOF UHD 6538 v au-
to MS/MS móde. Parametre pre auto MS/MS 
mód boli nasledovné: na každý MS scan bolo 
vybraných 5 prekurzorov pre následnú MS/
MS analýzu podľa ich intenzity s nábojom 2+ 
alebo 3+ a aktívnou exklúziou už zmeraného 
prekurzora počas nasledujúcich 0,3 min. Na-
merané hmotnostné spektrá boli následne 
vyhodnotené pomocou kompletného prote-
omického softvéru Proteinscape 3.1 s vyhľa-
dávacím algoritmom MASCOT 2.4. Parame-
tre vyhľadávania boli nastavené nasledovne: 
taxonómia HOMO SAPIENS, fixná modifiká-
cia – karbamidometylácia (Cys), variabilné 
modifikácie – oxidácia (Met), fosforilácia (Ser, 
Thr, Tyr) a acetylácia N konca peptidov, pres-
nosť určenia hmoty prekurzora do 50 ppm 
a v MS/MS móde do 500 ppm, vybrané pre-
kurzory museli mať náboj viac ako 1+. Aby 
boli vylúčené falošne pozitívne identifikácie 
extrahovaných proteínov, bol nastavený tzv. 
false discovery rate na 1 %.

VÝSLEDKY 
Cieľom experimentov bolo preskúmať mož-

nosti zvoleného spôsobu identifikácie proteí-
nového obsahu exozómov ľudských slín. Úplný 
zoznam proteínov identifikovaných vo vzorkách 
z plnej nestimulovanej sliny je uvedený v tab. 1. 

Identifikované proteíny boli klasifikova-
né podľa proteínových tried, molekulových 
funkcií a  biologických procesov, ktorých sú 
súčasťou, v súlade s Genome Ontology (GO) 
klasifikáciou s pomocou databázy PANTHER 
(http://pantherdb.org/). Výsledky sú znázor-
nené graficky (graf 1–3).

Z  GO klasifikácie identifikovaných proteí-
nov podľa ich proteínových skupín (graf 1) 
vyplýva, že najviac identifikovaných proteí-
nov bolo z proteínových tried: cytoskeletálne 
proteíny, obranné/imunitné proteíny a štruk-
turálne proteíny (12 %). Identifikované pro-
teíny sme taktiež pomocou GO klasifikácie 
zatriedili podľa molekulovej funkcie (graf 2). 

Z grafu vyplýva, že prevažná časť identifiko-
vaných proteínov zodpovedá za katalytickú 
aktivitu (43 %) a štrukturálnu molekulovú ak-
tivitu (22 %). GO klasifikácia proteínov podľa 
biologických procesov, na ktorých sa podieľa-
jú, je zobrazená na grafu 3. Z  grafu vyplý-
va, že identifikované proteíny sa v najväčšej  
miere podieľajú na metabolických procesoch  
(25 %) a bunkových procesoch (20 %), ktoré 
zahŕňajú procesy na bunkovej úrovni, ale nie 
sú nevyhnutne obmedzené na jedinú bunku, 
napr. medzibunková komunikácia. 

V ďalšom kroku sme vykonali analýzu iden-
tifikovaných proteínov s  využitím databázy 
OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/Oral-
Card/). Táto databáza predstavuje vhodný 
zdroj informácii o  proteínoch obsiahnutých 
v ľudských slinách, proteín-proteínových inter- 
akciách a súvislostiach vzniku ochorení, ktoré 
sa prejavujú v ústnej dutine, s expresiou jed-
notlivých proteínov v slinách. V tab. 2 sú uve-
dené identifikované proteíny a  ich skupiny 
z hľadiska ich možného podielu na vzniku rôz-
nych ochorení ústnej dutiny alebo systémo-
vých ochorení s prejavmi v ústnej dutine. 

DISKUSIA
LC-MS analýzou proteínov slinných exo-

zómov bolo identifikovaných 22 proteínov 
z  rôznych proteínových rodín. Medzi ne pa-
tria 3 proteíny z rodiny keratínov a 4 z rodi-
ny imunoglobulínov. Ďalej sme identifikovali 

Graf 1 GO klasifikácia identifikovaných proteínov do proteínových tried
Graph 1 GO classification of identified proteins into protein classes

Graf 2 GO klasifikácia identifikovaných proteínov podľa ich molekulovej funkcie
Graph 2 GO classification of identified proteins according to their molecular function
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rôzne mikrovezikulové proteíny, napr. zymo-
gén granulárny proteín 16 homológ B, mu-
cín-5B, oblasti Ig lambda-3 reťazca C, oblasť 
Ig kapa reťazca C, oblasť Ig alfa-2 reťazca C 
a oblasť Ig alfa-1 reťazca C. Ďalej boli izolova-
né: proteín-glutamín γ-glutamyltransferáza 
E, proteín S100-A8, neutrofil defenzín 1, pro-
teín S100-A8, anexín A1 a ďalšie. Anexín A1 
(lipokortín-1) je endogénny proteín regulova-
ný glukokortikoidmi. Proteín hrá významnú 
úlohu v prirodzenej imunitnej odpovedi ako 
efektor glukokortikoidmi sprostredkovanej 
odpovede a ako regulátor zápalového proce-
su [12]. Kombinácia mechanizmov jeho pô-
sobenia vedie k účinnému zmierneniu zápalu 
a predstavuje tak sľubný nástroj na vývoj no-
vých terapeutických stratégií na liečbu zápa-
lových ochorení [13]. Up-regulovaný anexín 
A1 bol zaznamenaný napríklad v slinách ka-
ries-susceptibilných pacientov mužského po-
hlavia [14]. Proteín je aktérom i v procesoch 
proliferácie buniek, bunkovej signalizácie 
a  zvlášť pri karcinogenéze. Je ďalším kľúčo-
vým uzlom v proteínovej sieti súvisiacej s ra-
kovinou ústnej dutiny a môže byť potenciál-
nym biomarkerom stupňa patologickej dife-
renciácie rakoviny ústnej dutiny v kombinácii 
s inými kľúčovými proteínmi [15, 16]. 

Ďalšie proteíny izolované zo slín, ktoré by 
mohli slúžiť ako biomarkery v diagnostike ná-
dorov ústnej dutiny, sú proteín S100-A8 [17], 
proteín-glutamín γ-glutamyltransferáza E 
[18] a neutrofil defenzín 1 [19]. Pretože všet-
ky rakovinové bunky produkujú exozómy od 
skorých štádií, a tieto extracelulárne vezikuly 

hrajú účinnú úlohu v prijímajúcich bunkách, 
ich molekulárny obsah môže poskytnúť jedi-
nečné molekulárne markery pre včasnú dia-
gnostiku a prognózu. 

S100-A8 (calgranulín A) je proteín viažuci váp-
nik a zinok, ktorý hrá významnú úlohu v regu-
lácii zápalových procesov a  imunitnej reakcie. 
Podľa autorov prác [20, 21] hladiny S100-A8 
v slinách odrážajú rôzne aspekty periodontál- 
neho zápalu a ako také by mohli slúžiť ako bio-
markery chronickej parodontitídy [22]. 

Ako biomarkery chronickej parodontitídy 
by mohli pomôcť aj prolaktín-indukovateľný 
proteín [23] a mucín-5B [24]. Zatiaľ čo funk-
cia prolaktín-indukovateľného proteínu nie je 
dostatočne objasnená, početné dôkazy jas-
ne poukazujú na jeho úlohu pri vrodenej aj 
adaptívnej imunite. Podľa [25] prolaktín-in-
dukovateľný proteín je zodpovedný za anti-
mikrobiálnu humorálnu imunitnú odpoveď 
a je silne prepojený so vznikom ochorení zá-
vesného systému zuba a ďasien. 

Mucín-5B je glykozylovaný proteín s  vy-
sokou molekulovou hmotnosťou produ-
kovaný epitelovým tkanivom a  vylučova-
ný mukozálnymi povrchmi, ktorého kľúčo-
vou vlastnosťou je schopnosť tvoriť gél. Je-
ho antimikrobiálne vlastnosti tvoria primár-
nu obrannú bariéru v  epitelovom tkanive. 
Mucín je súčasťou neimunitného obranné-
ho systému. Jeho down-regulácia je spoje-
ná s takou poruchou autoimunitného systé-
mu, ako je Sjögrenov syndróm, ktorý je aso-
ciovaný s  vyšším výskytom a  závažnosťou  
parodontitídy [24]. 

Tab. 2 Zoznam skupín proteínov identifikovaných vo vzorkách exozómov z plnej nestimulovanej sliny korelujúcich s niektorými  
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/)

Názov ochorenia MeSH UniProtKB prístupové kódy proteínov 

Gingivitída 68005891 Q96DA0, P05109, P12273, P01833, Q9HC84, P04264, P35908, P13645, P01876, P59665, P23280, P04083, P04745

Chronická parodontitída 68055113
Q96DA0, P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, Q9HC84, P0CG06, P04264, P35908, P13645, P01834, P01877, P01876, Q9UGM3, P59665, P04080, P23280, 

Q8N4F0, Q96DR5, P04083, P04745

Agresívna parodontitída 68010520 P10599, P04264, P35908, P13645, P01834 P01877, P01876, P59665, P04080, P23280, P04083, P04745

Zubný kaz 68003731 Q08188, P12273, P01833, P35908, P01877, P01876, Q9UGM3, P04080, Q96DR5, P04083, P04745

Sjögrenov syndróm 68012859 Q96DA0, P10599, P05109, P12273, P01833, Q9HC84, P04264, P13645, P01834, P01877, P01876, Q9UGM3, P59665, P04080, P04083, P04745

Diabetes mellitus 1. typu 68003922 P05109, P01876, P59665, P04745

Diabetes mellitus 2. typu 68003924 Q96DA0, Q08188, P12273, P01833, Q9HC84, P01834, P01876, Q9UGM3, P23280, Q96DR5, P04083, P04745

Prekancerózy 68011230 P05109, P13645

Orálny lichen planus 68017676 Q96DR5

Orálne nádory 68009062 P10599, Q08188, P05109, P13645, P01877, P01876, P59665, Q96DR5, P04083

Nádory prsníka 68001943 P10599, Q08188, P05109, P12273, P01833, Q9HC84, P01834, P01877, P01876, Q9UGM3, P04080, Q8N4F0, Q96DR5, P04083, P04745

Difúzna sklerodermia 68045743 P05109, P04080
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Integrované dáta z  transcriptomických 
a  proteomických meraní potvrdili zmenené 
hladiny keratínu typu II cytoskeletálneho 1 
v tkanive gingivy pacientov s chronickou pa-
rodontitídou [26]. Zmena expresie keratínu, 
typ II, cytoskeletálny 1 a keratínu, typ II, cy-
toskeletálny 2 epidermálny bola pozorova-
ná i pri skúmaní hystopatologických vzoriek 
metódou MALDI-MS Imaging pri hľadaní bio-
markerov užitočných pri detekcii malignant-
ných buniek pri skvamcelulárnom karcinóme 
[27].

Vekovo špecifický proteín keratín, typ II 
cytoskeletálny 10, súvisí i  so stavom zub-
nej hmoty, a  preto informácia o  jeho hladi-
ne v slinách by mohla byť asociovaná so vzni-
kom zubného kazu [28].

Expresia proteínu polymerický imunoglo-
bulínový receptor (PIGR), ktorého úloha je 
transport polymérového IgA a IgM, sa bežne 
zvyšuje pri reakcii na vírusovú alebo bakteriál- 
nu infekciu; spája sa s vrodenou a získanou 
imunitou. Bola tiež pozorovaná abnormálna 
expresia PIGR pri nádoroch, ale jeho klinický 
význam zatiaľ zostáva neistý [29].

Izolácia exozómov predstavuje napriek do-
siahnutým úspechom stále zdĺhavý, náklad-
ný a  často nereprodukovateľný proces. Na 
izoláciu exozómov z rôznych biologických te-
kutín (vrátane slín) bolo použitých doteraz 
niekoľko strategických prístupov. Z nich spo-
menieme napríklad diferenciálnu centrifu-
gáciu [31] a  centrifugáciu v  hustotnom gra-
diente, ktorá poskytuje vzorky s vysokou čis-
totou [32]. Je však pomerne časovo náročná. 
Ultrafiltračné metódy [33] zas dovolia pri-
praviť vzorky, ktoré sú často kontaminované 
proteínmi, ktoré nie sú vezikulárneho pôvo-
du. Podobnými nedostatkami trpia i niektoré 
precipitačné metódy [34]. Pre naše prvotné 
experimenty sme zvolili lacnú a jednoduchú 
ultracentrifugačnú metódu. Umožňuje pra-
covať s  veľkými objemami vzorky. Výsledný 
produkt však môže byť tak isto horšie repro-
dukovateľný a s nízkou čistotou. V budúcnosti 
nevylučujeme použitie iného spôsobu izolácie 
vezikúl tak, aby kvalita vzorky bola vyvážená 
s cenou a časom potrebným na jej prípravu.

ZÁVER 
Jednoduchou ultracentrifugačnou metó-

dou boli izolované exozómy z  plných nesti- 
mulovaných slín a bottom-up proteomickým 
prístupom bol identifikovaný ich proteínový 
obsah. Slinné exozómy obsahovali proteíny 
z  rôznych proteínových rodín vrátane troch 
členov rodiny keratínov, zymogén granulár-
ny proteín 16 homológ B, mucín-5B, oblasti 

Ig lambda-3 reťazca C, oblasť Ig kapa reťazca 
C, oblasť Ig alfa-2 reťazca C a oblasť Ig alfa-1 
reťazca C, proteín-glutamín γ-glutamyltrans-
feráza E, neutrofil defenzín 1, proteín S100-A8 
a ďalšie. Niektoré z nich, resp. ich skupiny, sú 
považované za možný rizikový faktor spojený 
s niektorými ochoreniami orálnej dutiny ale-
bo systémových ochorení s prejavmi v ústnej 
dutine. Kým predchádzajúce štúdie sa opie-
rali predovšetkým o  proteomické skúmanie 
krvi, synoviálnej tekutiny či tkanív izolova-
ných z rôznych častí ústnej dutiny, nami zvo-
lené slinné vezikuly predstavujú menej kom-
plikovaný systém. Odber vzoriek slín je po-
merne jednoduchá a málo nákladná metóda, 
ktorá by mohla uľahčiť presnú a včasnú dia-
gnostiku niektorých ochorení. Pri zdokonale-
ní metodiky môžu byť exozómy zdrojom dia-
gnostických biomarkerov pre široké spekt-
rum chorôb a môžu nájsť v budúcnosti uplat-
nenie v diagnostike a terapii rôznych ochore-
ní ústnej dutiny.

Tento výskum sa uskutočnil s podporou 
Agentúry MŠVVaŠ SR pre štrukturálne 
fondy EÚ, projekt: ITMS 26220120039 
a Vedeckej grantovej agentúry MŠVVaŠ SR  
a SAV, VEGA grant: 1/0196/20.

RNDr. Galina Laputková, CSc.
Ústav lekárskej a klinickej biofyziky

Lekárska fakulta UPJ Šafárika
Trieda SNP 1

040 11  Košice
e-mail: galina.laputkova@upjs.sk

Graf 3 GO klasifikácia identifikovaných proteínov podľa typu biologických  
procesov, na ktorých sa podieľajú
Graph 3 GO classification of identified proteins according to the type of biological 
processes in which they participate
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