SLINNE BIOMARKERY ZUBNIHO KAZU
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Zubni kaz (ZK) je jedno z nejcastéjsich chronickych infekénich onemocnéni détského
véku. Kromé nadmérného pfijmu sacharidd a pfitomnosti zubniho mikrobialniho plaku
se za dalsi vyznamné rizikové faktory vzniku ZK poklada slozeni tvrdych zubnich tkani

a sliny. Slina odrazi
roli pfi vzniku a prevenci zubniho kazu. Moznymi biomarkery zubniho kazu je fada

fyziologicky a patologicky stav dutiny Ustni a hraje vyznamnou

meéfitelnych vlastnosti sliny — mnozstvi sliny, pH sliny, pufrovaci kapacita, pfitomnost
a mnozstvi kariogennich mikroorganismu. Hlavnimi slozkami sliny jsou voda a rGizné
anorganické a organické substance. Za vyznamné organické latky se povazuji anti-
mikrobialni peptidy, slinné glykoproteiny a proteiny s enzymatickou aktivitou. Tyto
latky mohou slouzit jako zdroj biomarkerG pro stanoveni rizika vzniku zubniho kazu.
Slinné biomarkery mohou byt vyuzity nejen pro predikci, diagnostiku, prognézu
a osetfovani zubniho kazu, ale i pro hodnoceni vysledkd l1éceni. Cilem dalSich vyzkum
bude charakterizovat vztahy mezi jednotlivymi proteiny, jejich interakce a urcit, jakym
zplsobem ovliviuji vznik a progresi zubniho kazu.
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Dental caries is one of the most common chronic infectious diseases of childhood. In ad-
dition to excessive sugar intake and presence of dental microbial plaque, other risk factors
related to dental caries are the composition of hard dental tissues and saliva. Saliva can
reflect the physiological and pathological state of the oral cavity and plays a crucial role
in the initiation of dental caries and protection against dental caries. Many measurable
characteristics of saliva are potential biomarkers for dental caries — salivary flow rate,
salivary pH, buffering capacity, evaluation of the presence and amount of cariogenic
bacteria. The major salivary components are water and various, inorganic and organic
substances. The most important organic components of saliva comprise antibacterial
peptides, salivary glycoproteins, salivary proteins and proteins with enzymatic activity.
These substances can serve as a source of biomarkers for caries risk assessment. Salivary
biomarkers may be exploited for the prediction, diagnosis, prognosis and management
of dental caries, as well as for evaluating the outcome of therapeutic regimens. Future
research is essential to characterize the interaction of salivary proteins, and determine
how these affect the initiation and development of dental caries.

Key words: dental caries, saliva, salivary peptides, salivary proteins, caries risk
assessment.

neralizace na povrchu tvrdych zubnich tkani
Zubni kaz (ZK) je chronické, mikrobidlni,  (1). ZK ma spolecné rizikové faktory s jinymi
sacharidy potencované multifaktorialni one-  neprenosnymi nemocemi, v jejichz etiologii
mocnéni vznikajici na zakladé poruchy rov-  hraje vyznamnou roli nadmérna konzumace
novaznych procesi demineralizace a remi-  sacharidd, jako jsou kardiovaskularnionemoc-
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néni, cukrovka a obezita (1). Souc¢asné metody
prevence ZK vyzaduji véasné zjisténi rizikovych
faktord, coz umoznuje zahdjit preventivni opat-
feni diive, nez se objevi prvniznamky onemoc-
néni (2). Z hlediska stanoveni rizika vzniku ZK
je velka pozornost vénovana sliné a to nejen
jejimu mnozstvi, pH, pufrovaci schopnosti
a pfitomnosti mikroorganismd, ale také pepti-
dlim a proteinCim v ni obsazenych (3). Spole¢né
sdetailnim poznavanim slinného proteomu je
snaha o nalezeni biomarker( ZK.

Cilem tohoto prehledového sdéleni je
upozornit na proteinové a peptidové slozky
sliny, které maji potencial k vyuziti pii stano-

veni rizika vzniku ZK.

Slina je snadno dostupng, Ize ji ziskat ne-
invazivné a obsahuje mnozstvi biomolekul
véetné téch, které se nachazeji v séru a po-
vazuji se za vhodné pro diagnostiku nemoci
a sledovani jejich pribéhu. Slina je ¢ird lehce
kyseld tekutina (pH 6,0-7,0), ktera obsahuje
kromé produktt slinnych zlaz také tekutiny
gingivalniho sulku a slizni¢niho transudatu,
produkty bakteridlniho metabolismu, soucasti
nosniho a faryngealniho sekretu, zbytky po-
travy, uvolnéné bunky epitelu, krevni buriky
a mikroorganismy. Je tvofena z 98-99 % vo-
dou, ve které jsou rozpustény anorganické
latky (vodik, draslik, vapnik, hor¢ik, hydrou-
hlicitany, fosfore¢nany a fluoridy) a nizko-
molekuldrni i vysokomolekularni organické
slouceniny vcetné proteind, peptidl a en-
zymu. Slina pini fadu fyziologickych funkci
jako je traveni, napomahani polykani potra-
vy, lubrikace tkani, ochrana tvrdych zubnich
tkéni, ma funkce antimikrobidlni, antivirové
a protiplisnové (Tab. 1). Slozeni sliny reaguje
nejen na onemocnéni dutiny Ustni ale také na
celkové onemocnéni a na jejich terapii, proto
se slina povazuje za vhodny zdroj biomarker(
onemocnéni dutiny Ustni a fady celkovych
chorob. V souc¢asné dobé je v popredi zajmu
vyuziti sliny jako nahrazky krve a jinych télnich
tekutin pro ¢asnou diagnostiku, monitorovani
nemoci a farmakoterapie. Slina se také jevi
jako perspektivni pro ziskavani biomarker(
kardiovaskuldrnich onemocnéni, je vhodna
i pro screening drogovych zavislosti a vy-
zkumy probihaji u gynekologickych a psychi-
atrickych chorob (4, 5).
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Hlavni funkce sliny (4)
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Cil pisobeni U¢inky

Slozka sliny

tvrdé zubni tkané

inhibice demineralizace

mucin

podpora remineralizace

PRPs, mucin, statherin, calcium, fosfaty

lubrikace
elasticita
lepivost
viskozita

PRPs, mucin

naraznikovy systém

proteiny, bikarbonaty, fosfaty

potrava travent

slinné amylazy, lipdzy, proteazy

chut

zinek

bolus

muciny

mikroorganismy antibakterialnf

muciny
lysozym
laktoferin
laktoperoxidaza
histatiny
aglutinin
cystatiny

antifungalni

imunoglobuliny
muciny
histatiny

antivirové

muciny

Imunoglobuliny

cystatiny

PRPs — glykoproteiny bohaté na prolin

Slozeni slinného proteomu se miiZze ménit
v rdznych tkanich a dokonce v rliznych bun-
kach a je zavislé na externich faktorech jako
je prostiedi, vék, pohlavi, pfitomnost one-
mocnéni a farmakologickd terapie. Zakladni
stavebni jednotkou peptidd a proteinl jsou
alfa-L — aminokyseliny spojené tzv. peptido-
vymi vazbami. Peptidy obsahuji 2-100 amino-
kyselinovych zbytk(, zatimco proteiny vice
nez 100 alfa-L — aminokyselinovych zbytkd.
Glykoproteiny obsahuji navic glykosidoveé va-
zany sacharid. Vétsina proteinli nachazejicich
sev plazmé je pfitomndivesling, ale v nizsich
koncentracich. Slinné peptidy a proteiny jsou
nezbytné pro spravnou funkci sliny. Ustni du-
tina predstavuje vstupni branu pro mnozstvi
mikroorganismU a je mistem, v némz tvrdé
zubni tkané jsou v kontaktu s agresivnim pro-
stfedim. Dllezita je Uloha peptid{ a proteint
v pocatecni fazi traveni, pfi vytvareni ziskané
sklovinné pelikuly, pfi poskytovani ochrany
proti riznym infekénim vlivdim a pii udrzovani
homeostazy vapniku, kterd je potrebna pro
procesy remineralizace skloviny (6).

Antimikrobialni peptidy tvofi nezbytnou
soucast vrozené imunity. Zajistuji prvni ob-

rannou linii proti mikrobidlni kolonizaci dutiny
ustni a vzniku infekci. Vétsina pusobi proti
gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim,
proti plisnim i virim (7). Antimikrobialni pep-
tidy jsou produkovany epitelidlnimi tkdnémi,
fagocyty, pfiusni zlazou, tkani gingivy a tkani
laterdIni ¢asti jazyka. V dutiné Ustni se vysky-
tuji ve sling, v epitelu gingivy a v tekutine
gingivalniho sulku. Pfedpoklada se, Ze slinné
antimikrobidlni peptidy maji tlohu v ochra-
né tvrdych zubnich tkani pred vznikem kazu
a v ochrané oralni sliznice. Tyto peptidy pusobi
synergisticky s ostatnimi antimikrobialnimi
slozkami sliny, a tim zvyraziuji Uc¢inky na mi-
kroorganismy dutiny Ustni. Stimuluji imunit-
ni systém a zvysuji tvorbu inunoglobulint
IgA a IgG. Rovnéz zabranuji tvorbé biofilmu.
Antimikrobidlni peptidy ve sliné se rozdéluji
na zakladé slozeni aminokyselin, struktury
a velikosti. Mezi hlavni skupiny patfi defensiny,
histatiny, cathelicidiny a statheriny (Tab. 2).
Defensiny jsou kratké kationtové pepti-
dy s nizkou molekuldrni hmotnosti a s 6-8
cysteinovymi rezidui, které tvofi 3-4 intra-
molekularni disulfidové vazby. Jsou schopny
Ucinkovat proti vsem druhlim grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii, plisnim a virdim.
Na zékladé strukturdlnich rozdilG a tkanové
distribuce se rozdéluji na alfa a beta defensi-
ny. Alfa defensiny maji ptivod v neutrofilech
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a bunkach vyvodu slinnych zIaz, jsou pfitom-
né v tekutiné gingivalniho sulku a v tkanich
postizenych zanétem. Beta defensiny (hBD-1,
hBD-2, hBD-3) jsou produkovény epitelialni-
mi bunkami dutiny Ustni a jsou pfitomné
v tekutiné gingivalniho sulku a ve sliné (6).
Mechanismy ucinkl defensind na patogeny
nejsou jesté zcela objasnéné. Pravdépodobné
narusuji bakteridlni bunééné stény.

Histatiny tvoii skupinu kationtovych anti-
mikrobialnich peptidd s nizkou molekularni
hmotnostia s vysokym obsahem aminokyse-
liny histidinu. Hlavnimi zastupci jsou histatiny
1,3 a 5. Tvofi 1-1,5% vsech slinnych protei-
nd s nizkou molekuldrni hmotnosti. Hladiny
histatind ve sliné se méni s vékem (8). Jsou
vytvareny burikami vyvodU pfiusni a sub-
mandibularni slinné zlazy. Histatiny se vy-
znacuji antimikrobialnimi Gcinky. Psobi proti
Streptococcus mutans (SM) a Porphyromonas
gingivalis. Histatiny se integruji do bunééné
membrany bakterii tim, Ze jejich pozitivné na-
bité skupiny se elektrostatickymi interakcemi
vazou na negativni naboje kyselych fosfoli-
pidl ptitomnych v bunéénych membréanach.
Timto zplsobem jsou tyto membrany zvysené
permeabilni, coz mize vyvolat destrukci bak-
terii. Vyznamné Gcinky maji histatiny proti plis-
nim, inhibuji rast plisni rodu Candida a pGsobi
rovnéz fungicidné. Dalsi icinky histatin{ spo-
¢ivaji v jejich schopnosti vytvaret komplexy
s kovovymi ionty (7). Kovové ionty se timto
zplsobem stavaji nedostupné pro enzymy,
coz muze ovlivnit rdst mikroorganismu. Vznik
komplext mize také pfispivat k uvolnovani
reaktivnich forem kysliku s tcinky na bunéc¢né
struktury bakterii (6). Vykazuji rovnéz afinitu
k povrchu skloviny a maji vyraznou roli pfi
tvorbé ziskané sklovinné pelikuly, do které se
inkorporuji a omezuji tim bakteridlni koloni-
zaci povrchu zubu. Histatiny se také podileji
na potlaceni spontanniho riistu hydroxyapa-
titovych krystall ve sliné obsahujici presyceny
roztok fosfore¢nanu vapenatého.

Ze skupiny catheliciding se vyskytuje v du-
tiné Ustni a respira¢nim traktu lidsky kation-
tovy antimikrobidlni peptid (kCAP18), ktery
$tépi serinové protedzy na antimikrobidlni
peptid LL-37. Tyto molekuly zpUsobuji posko-
zeni bunéc¢nych membrén mikroorganisma.
LL-37 se vyznacuje vysokou aktivitou vUci
SM, Streptococcus sanquis, Streptococcus mi-

Nejvyznamnéjsi slinné antimikrobidini peptidy (6, 7,8, 9)

Nazev Pavod, vyskyt

U¢inky

alfa-defensiny | neutrofily

burky vyvodu slinnych zlaz
gingivalni sulkus

slina

zanétlivé loziska

antibakteridlni (Streptococcus mutans)
protiplisiové (Candida albicans)
antivirové (virus HIV)

beta-defensiny | bunky epitelu

bunky vyvodu slinnych Zlaz

antibakteridIni (Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromoras gingivalis)

slina

slina protiplisiové (Candida albicans)
antivirové (virus HIV)
histatiny slinné zlazy antibakteridIni (Streptococcus mutans, Porhyromonas gingivalis)
bunky vyvodu slinnych 713z | protiplishové (Candida albicans)
slina Ucast na tvorbé ziskané pelikuly
LL-37 neutrofily antibakteridInf
slinné zlazy (Streptococcus mutans, Fusobacterium nucleatum,
bunky vyvodu slinnych 213z | Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
gingivalni sulkus Capnocytophaga sputigena)
slina
statheriny velké a malé slinné zldzy antibakteridIni ucinky

Ucast na tvorbé ziskané pelikuly
remineralizace skloviny
inhibice precipitace vépniku

tis, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, a Capnocytophaga
sputigena (9).

Statheriny jsou nizkomolekularni kyse-
|é peptidy slozené ze 43 aminokyselin. Maji
schopnost vazby na hydroxyapatit skloviny,
inhibuji spontanni precipitaci soli vapniku
a fosfatd ze supersaturované sliny a inhibuji
rGst krystald hydroxyapatitu (6). Statheriny se
povazuji pro svoji silnou afinitu k hydroxyapa-
titu za prekurzory ziskané pelikuly. Umoznuji
remineralizaci skloviny a zpUsobuji agregaci
bakterii a tim redukuji jejich schopnost ad-
herovat na tvrdé i mékkeé tkané dutiny ustni.

Slinné proteiny a glykoproteiny predsta-
vuji vyznamnou slozku sliny s nejvétsim po-
tencidlem biomarker( zubniho kazu (9). Mezi
nejvyznamnéjsi se radiimunoglobuliny, muci-
ny, glykoproteiny bohaté na prolin, aglutinin,
laktoferin a cystatiny (Tab. 3). Rada slinnych
proteinl jsou enzymy, které i v nizkych kon-
centracich vykazuji vyznamnou biologickou
aktivitu. Patfi mezi né alfa amyldza, laktope-
roxidaza a lysozym (Tab. 4).

Imunoglobuliny jsou vykonné molekuly
humoralnich imunitnich procesl a ucinkuji
proti Sirokému spektru intraordlnich mikroor-
ganismu (10). Ve sliné se nachazejici IgA jsou
vytvareny plazmatickymi burikami a B lymfo-
cyty. IgA je v organismu pfitomen v podobé
sérového IgA a sekre¢niho IgA. Pfi piestupu
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sérového IgA z intravaskularniho prostoru na
povrch sliznic ziska molekula IgA tzv. sekre¢ni
komponentu, kterd chrani IgA pred enzyma-
tickym stépenim. Sekrecni IgA blokuje adhezi
mikroorganism, zpUsobuje jejich aglutinaci
a ma antivirové ucinky. IgG pfitomny ve sliné
pochdzi z tekutiny gingivalniho sulku (9).

Glykoprotein mucin plsobi v dutiné Ustni
jako lubrikant, tvofi ochrannou bariéru na tvr-
dych i mékkych tkanich dutiny Gstnia pomaha
pfi zvykani, polykdni a mluveni. V lidskych
slindch se vyskytuji dva druhy mucinu - vy-
sokomolekularni mucin (MG1) a nizkomoleku-
larni mucin (MG2). Hlavni lohou mucinu je
ochrana tvrdych a mékkych tkani tvorbou
gelové molekularni vrstvy pred bakteridlnimi,
chemickymi a fyzikalnimi vlivy. Tato vrstva
snizuje abrazi zub( a chrani je pfed dalsim me-
chanickym poskozenim. MG1 se véze pouze na
omezené mnozstvi orédlnich bakterii, jako jsou
napf. Helicobacter pylori, Haemophilus parain-
fluenzae, na Candidu albicans a v neposledni
fadé na virus HIV-1. Nizkomolekularni MG2
patfi mezi hlavni aglutina¢ni faktory ve sliné.
Na druhé strané jako hlavni slozka pelikuly
podporuje adhezi bakterii, zejména SM, na
povrch zub( a tim podporuje jejich kolonizaci
v dutiné Gstni (11).

Glykoproteiny bohaté na prolin (PRPs) jsou
skupina proteinud s charakteristickou primar-
ni strukturou a vyraznym polymorfismem.
Rozdéluji se na kyselé, bazické a glykosylo-
vané. Vznikaji vylu¢né v pfiusni Zlaze a patfi
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SLINNE BIOMARKERY ZUBNIHO KAZU

k nejhojnéjsim slozkam sliny, ve sliné tvofri
40% vsech peptidl a proteint (11). PRPs se
vazou na povrch zubu a stavaji se soucasti
ziskané pelikuly. Hlavni funkce kyselych PRPs
spociva v Ucasti na udrzeni homeostazy vap-
niku v dutiné Ustni. Kyselé PRPs zamezuji
sekundarnimu rdstu krystal( hydroxyapatitu
na povrchu skloviny. Bazické PRPs se vdzou na
kyselinotvorné ordlni mikroorganismy a ne-
utralizuji kyseliny, které vznikaji ze sachari-
dl béhem metabolismu (11). Glykolysované
PRPs napomahaiji lubrikaci, poskytuji ochranu
mékkym i tvrdym tkanim dutiny Ustni a jsou
rovnéz schopny vazat mikroorganismy.

Slinny aglutinin je glykoprotein pfitom-
ny ve sliné ziskané z velkych slinnych zlaz.
Zpusobuje agregaci volnych vird a bakterii
véetné SM, které jsou timto zplsobem snad-
néji odstrariovany z dutiny Ustni. Slinny aglu-
tinin zabranuje rovnéz adhezi SM na ziskanou
pelikulu (12, 13).

Jednim z proteind vytvarejicich ziskanou
pelikulu je glykoprotein laktoferin. Ma bak-
teriostatické, baktericidni, antivirové, fun-
gicidni, protizanétlivé a imunomoodula¢ni
ucinky (14). Bakteriostaticky ucinek spociva
ve vazbé laktoferinu a Zelezitych iontd. Tyto
ionty tvofi nezbytnou soucast vyzivy bakte-
rii a pfi jejich nedostatku se omezuje jejich
reprodukce. Baktericidni plsobeni spociva
ve schopnosti laktoferinu se navazat na po-
vrch mikroorganisma, narusit jejich integritu
a vést k jejich agregaci. Pasobi také proti HIV,
cytomegaloviru, viru hepatitidy i viru herpes
simplex a to tak, Ze se navéze na jejich povrch
aznemoznijim vstup do hostitelskych bunék.
Dalsi oblast pUsobeni laktoferinu spociva ve
vazbé na slinny aglutinin a spole¢ném plso-
beni obou proteint (15).

Cystatiny jsou nizkomolekularni bilkoviny,
které patfi do skupiny inhibitor( cysteinovych
protedz. Jsou pfitomny zejména ve sliné ze
submandibularni slinné zlazy, nachazeji se
v tekutiné gingivalniho sulku a malé mnozstvi
je i ve sliné z pFiudni zlazy. U¢astni se fady
fyziologickych procesl a jsou dulezité pro
vrozenou i ziskanou imunitu (9). Ovliviauji
zanétlivé procesy a rezistenci na bakterialni
a virové infekce. Cystatiny udrzuji optimalni
hladinu vapniku ve sliné tim, Ze vapnik na sebe
vazi, maji vyznam pfi tvorbé ziskané pelikuly

a podporuji remineralizaci skloviny (9).

Nejvyznamnéjsi slinné proteiny a glykoproteiny (9,

0,11,12,13)

Nazev Pavod a vyskyt

U¢inky

imunoglobuliny

plazmatické bunky,

antibakteridIni ucinky

bohaté na prolin
slina

submandibuldrni slinné zlaza

IgA, 19G B lymfocyty, inhibice ristu bakterif
velké a malé slinné zlazy, antivirové Ucinky
slina
tekutina gingivélniho sulku
krev, tkdriovy mok
slzy
matefské mléko
mucin MG1 bunky mucindznich slinnych zlaz | antimikrobidIni Gcinky
slina (Haemophilus parainfluenzae,
Helicobacter pylori)
antivirové Ucinky
lubrikace
mucin MG2 bunky mucindznich slinnych zldz | antimikrobidIni icinky
slina inhibice rlistu baktérif
(Streptococcus mutans)
antivirové Ucinky
glykoproteiny priusni slinna zlaza, antimikrobidIni ucinky

(Streptococcus mutans,
Fusobacterium nucleatum)
remineralizace skloviny
homeostaza vapniku v dutiné

slina

sublingudlni slinna zldza

tekutina gingivélniho sulku

ustni
lubrikace
aglutinin priusni slinna zlaza, antimikrobidIni icinky
submandibularni slinna zlaza, (Streptococcus mutans)
sublingudlni slinna zlaza
bunky epitelu
neutrofily
slina
laktoferin neutrofily antimikrobidIni d¢inky
viechny slinné zlazy (Streptococcus mutans)
bunky epitelu
slina
cystatiny submandibuldrni slinna Zlaza, Inhibitory protedzy

regulace metabolismu vapniku
a fosforu

Nazev Pavod a vyskyt

U¢inky

alfaamylaza

slina

serozni bunky priusni slinné zlazy
patrové malé slinné zlazky

traveni skrobd
antimikrobidIni ucinky
Ucast na tvorbé plaku
podporuje metabolismus
bakterii plaku

laktoperoxidaza

slina
matefské mléko

priusni slinna zlaza
submandibularni slinné zlaza

antimikrobidlni
ochrana slinnych protein(

lysozym neutrofily

slina

slzy

nosnf hlen
krevni plazma
matefské mléko

velké i malé slinné Zlazy

tekutina gingivélniho sulku

antimikrobidlnf
(Streptococcus mutans)
antivirové ucinky
protiplisfiové ucinky

Slinnd alfa amylaza je produkovana seréz-
nimi bufikami pfiusni slinné zlazy a patrovymi
malymi slinnymi Zlazkami. Vyznacuje se né-
kolika odlisnymi biologickymi funkcemi (16).
Tento protein s enzymatickymi Gcinky zaha-
juje traveni skrob( v dutiné Ustni a ma afinitu
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k oralnim streptokoklim, na které se vaze a tim
usnadnuje jejich clearance z dutiny Ustni. Alfa
amyldza je pfitomna v ziskané pelikule a na-
pomaha tvorbé plaku. V zubnim mikrobialnim
plaku usnadnuje hydrolyzu Skrobu z potra-
vy, a tim zajistuje glukézu a maltézu, které
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jsou nutné pro metabolismus bakterii plaku.
Vysledkem tohoto procesu je kyselina mlécna,
ktera pfispiva k demineralizaci skloviny.
Laktoperoxidaza patii mezi proteiny s enzy-
matickymi tcinky vyskytujicimi se kromé sliny
také v materském mléce. Hlavni plsobeni toho-
to enzymu je antimikrobidlni. Laktoperoxidaza
rozklada produkt metabolismu bakterii du-
tiny ustni peroxid vodiku na kyslik a vodu.
Laktoperoxidaza rovnéz katalyzuje reakci me-
tabolického produktu bakterii — peroxidu vodiku
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