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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva zjistovanim rozdilli mezi slinami muze a zeny, zeny v prubéhu
mésicniho cyklu a zeny gravidni pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight) s naslednym vyhodnocenim analyzou
hlavnich komponent (PCA, Principal Component Analysis) a LC-ESI-Q-TOF (Liquid
Chromatography — Electrospray Ionization — Quadrupole — Time of Flight Mass
Spectrometry). Pro tyto metody bylo odebrano 69 vzorki slin. 60 vzorki slin muze a Zeny
bylo $tépeno trypsinem pfi laboratorni teploté po dobu dvou hodin. Nasledné byly ptrecistény
pomoci ZipTip Cis reverzni faze. Timto krokem byly vyextrahovany peptidy, které byly dale
smichény s matrici (2,5-dihydroxybenzoovou kyselinou). Poté byla celd smés nanesena na
desticku uréenou k méfeni. Kazdy vzorek byl nanesen na tii pozice a jednotlivé prométen.
Vsechna ziskana spektra z méteni byla extrahovéana do pocitacového programu R, ve kterém
probihalo vyhodnocovéani pomoci analyzy hlavnich komponent. Vysledkem byly grafy
prokazujici ¢i neprokazujici rozliSeni vzorkl. Vzorky jsem hodnotil jednotlivé a poté mezi
sebou. RozliSeni mezi slinami muZe a Zeny se neprokazalo, protoze maji stejny bilkovinny
zéklad. Ale 1 pfesto mizeme oznacit tuto metodu za tspéSnou. Pro LC-ESI-Q-TOF bylo
pouzito 9 vzorki. Tfi od muze, tf1 od Zeny a tf1 od gravidni Zeny. Touto metodou jsme zjistili

nejzastoupengjsi proteiny ve vSech deviti vzorcich.
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ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on finding differences between man’s and women'’s saliva
using mass spectrometry MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
of-Flight) coupled with PCA (Principal Component Analysis) evaluation and LC-ESI-Q-
TOF (Liquid Chromatography — Electrospray lonization — Quadrupole — Time of Flight
Mass Spectrometry). Total amount of 69 saliva samples were collected, 60 of those were
broken down by trypsin acting for two hours at laboratory temperature. Consequently the
peptide mixtures were cleaned by ZipTip Cis reverse phase. This step was used for peptide
extraction and then it was mixed with matrix (2,5-dihydroxybenzooic acid).. Every sample
was put into three different positions on measuring plate and separately measured. All data
were transferred into software R and analysed by principlecomponent analysis. The results
were displayed as graphs which show that there are no differences between man’s and
woman'’s saliva, because the protein composition is very similar. Using LC-ESI-Q-TOF nine
samples were analysed — three samples coming from man and three from woman, and three
from pregnant woman. This method was used to show the most common proteins in all nine

samples.
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Uvod

Funkce a vyuziti slin v zivo¢is$né tisi je velice Siroké. Napiiklad plazi, kteti ve svych slinach
maji obsazeny jedy, jsou jimi schopni usmrcovat svou kofist. Pfezvykavci, tvoii obrovské
mnozstvi slin ke zpracovani potravy z pastvin. Nékteii ptaci si staveéji hnizda za pomoci slin
anebo jsou savci (napi. kockovité Selmy), ktefi vyuzivaji sliny k ¢isténi a dezinfekci srsti.
Pro Clovéka, ale 1 fadu dalSich zivocichli, maji sliny zna¢ny vyznam pro jejich zivot. Diky
slindm jsme schopni travit nékteré latky ptijimané v potrave. Sliny chrani mékké tkané Gstni
dutiny pted vysychanim, jejich penetraci, tvorbou viedl, pfimé bakterialni aktivité, ¢i jinym
mikroorganismim v podobé€ hub ¢i viri a neutralizuji reflux kyselin do jicnu. SlouZi také k
udrzeni stalosti pH v tstech tim, ze ptispivaji k regulaci pH vytvareného mikroorganismy
tvofici zubni plak. Bakterie, které v ném ziji, metabolizuji zbytky potravy v tstech a
produkuji kyselé metabolity, které snizuji pH. Sliny svym neutralnim az lehce zasaditym pH
neutralizuji tyto kyseliny. Rovnéz pfispivaji k adrzbé integrity zubl, a to za pomoci
mechanického a karbohydratového c¢isténi, umoziuji remineralizaci zubni skloviny a
zabranuji poskozenim zptisobenym kyselinami. Je tedy zfejmé, ze sliny maji znacny vyznam

pro nase télo.

V této bakalatské praci rozebiram proteinové slozeni slin, jejich funkci a taktéZz porovnavam
rozdily mezi slinami muZze a Zeny. VSechny vzorky byly odebirany stejnym zpiisobem po
dobu jednoho mésice a poté byly podrobeny dvéma riznym proteomickym technikam, které
jsou zaloZeny na méfeni hmotnostnich spekter s vysokym rozliSenim. Prvni z vyuZitych
analyz byla metoda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization —
Time of Flight Mass Spectrometry). Jednd se o metodu, kdy je smés matrice a vzorku
ionizovana laserem. Nabité ionty se uvolni, vstoupi do vakua v trubici detektoru letu, kde
leti rychlosti danou jejich hmotnosti a ndbojem. Mé&fena je doba letu Castice. Ziskana data
byla podrobena vyhodnoceni analyzou hlavnich komponent (PCA, Principal Component
Analysis). Druhou hmotnostné spektrometrickou metodou byla LC-ESI-Q-TOF MS (Liquid
Chromatography — Electrospray lonization — Quadrupole — Time of Flight Mass
Spectrometry).



1 Slina

Slina je bezbarva nebo lehce zakalend zpénéna tekutina, kterd se permanentné tvoii v naSich
ustech. Denné nase télo vyprodukuje 1,5 az 2 litry slin. Jejich produkce je siln€é ovlivnéna
charakterem nasi stravy (Mourek, 2012). Jedna se o prvni z trdvicich §tav, se kterou se
sousto dostane do styku. Obsahuje 99,5 % vody a 0,5 % suSiny. pH v ustech je proménlivé,
prevazné slabé alkalické a pohybuje se v rozmezi 6,65-7,15. Ve slindch nalezneme jak

organické, tak i anorganické latky (Mazanek, 2015).

1.1 Tvorba slin

Produkce slin probihd ve slinnych zldzach a drobnych zldzkach v duting ustni. Ta je
ohraniCena rty, za kterymi se nachédzeji zuby, tvrdé a mekkeé patro a svalstvo spodiny Ustni.
Na spoding ustni se nachazi jazyk. Dutina ustni je vystlana sliznici, ktera je bohat¢ prokrvena
a inervovana. Sliznice obsahuje vrstevnaty dlazdicovy kryci epitel, ktery chrani sliznici pred
poskozenim pfi rozméliovani potravy a vrstvicku kolagenniho vaziva, ve kterém jsou

uloZeny drobné smiSené seromucindzni slinné zlazy (Vacek, 1995).

Tt1 hlavni velké slinné Zlazy jsou parové a maji rozdilné slozeni sekretu; jsou to podjazykoveé
podcelistni a pfiusni zlazy. Malé slinné zlazy jsou pyskové, tvatove, stolickové, patrové,

jazykové a Ebnerovy (Mazanek, 2015).

Slina vznikd ve dvou fazich. V prvni dochazi k sekreci priméarni sliny, kterd probiha
v acinarnich butikach z krevniho séra. Tato slina obsahuje H>O, Na*, CI', K™ a HCOj". Jeji
sloZeni je podobné plazmé, vici které je izotonicka. Ve druhé fazi dochazi k tpravé slozeni
slin ve vyvodném systému slinnych zlaz. V nich se resorbuji sodné a chloridové ionty
z ptedeslé faze a secernuji hydrogenuhlicitan draselny (KHCO3). Vysledna slina obsahuje
vyssi koncentraci drasliku a bikarbonatu, neZ slina primarni. Jeji pH je vyssi a je hypotonicka

(Trojan, 2003).

Sekrece slin je fizena vegetativnim nervovym systémem. Stimulaci parasympatiku' dojde ke
zvySeni prokrveni ve Zlazach a tim se zvysi produkce slin, které jsou fidsi, tekutéjsi a chudsi

na obsah a-amylazy. Naopak sympatikus idi produkeci slin hustsich, viskéznich a bohatych

! nervstvo, jehoZ funkce nepodléha nasi vili



na mucin a enzymy (Pedersen et al., 2002). U rtiznych emoc¢nich stavi, jako jsou strach,

obavy, stres, miize dojit ke znacnému snizeni tvorby slin (Yamazaki, 2010).

1.2 Slinné Zlazy ust (glandulae salivarie)

Slinné zlazy vznikaji z epithelu ustni sliznice, jsou obaleny hustym kolagennim vazivem, ze
kterého vybihaji vazivova septa do jednotlivych lalackt (Cihak et al., 2002). Septy probihaji
cévy a nervova vlakna, ktera vedou vyzivu bun¢k a vzruchy vegetativniho nervového
systému. Tyto Zlazy jsou exokrinniho typu a obsahuji exokrinni buiiky, coZ znamena, ze
sekret, ktery vyprodukuji, je veden do cilového mista. Rozeznavame tfi typy téchto bunck:
serozni, které tvoifi aciny?, ty maji tvar pyramid a jsou bazofilni. Svym $irokym zakon&enim
jsou pfipojeny na bazalni laminu a v apikdlni ¢asti se nachdzi zymogenni granula, ktera
exocytdozou vypousti serézni builkky do dutiny ustni. Tyto bunky secernuji piedevsim

proteiny, a to diky bohaté vyvinutému endoplazmatickému retikulu.

Druhym typem jsou buniky mucinézni. Ty produkuji pfedevsim hlen. Od ser6éznich bunék se
li$1 tvarem. Jsou kubického nebo cylindrického tvaru a tvofi mucindzni tubuly. Taktéz maji

velmi vyvinuté endoplazmatické retikulum a tvofi proteiny (Martinek & Vacek, 2008).

Tretim typem jsou buniky myoepitelové. Jedna se o ploché epitelové bunky lezici mezi
bazalni laminou a sekrecni buiikou. Jsou schopny kontrakce, a to za pomoci aktinovych a
myozinovych filament. Diky tomu je sekre¢ni bunice umoznéno rychleji vypudit sekret.
Tento typ bun€k se oznacuje jako svalovy epitel, ktery ma stejnou strukturu jako hladka

svalovina (Cihak et al., 2002).

1.2.1 Zlaza p¥iusni (glandula parotis)

Je nejvetsi slinnou zlazou. Nachazi se na povrchu Zvykaciho svalu, smétfuje k usnimu boltci
a prechazi az za kréek a hlavici mandibuly? k chrupavéitému zvukovodu (Cihak et al., 2002).
Jeji vyvod je dlouhy 5-6 cm, ptechézi pres pfedni okraj zvykaciho svalu a Gsti do Ustni
celkového mnozstvi slin s vysokym obsahem a-amylédzy. Jednd se o slozenou Zlazu

alveolarni, Cisté serozni, tudiz je slina fidka, vodnata a bohatd na enzym ptyalin neboli a-

2 serdzni alveoly — zakon&eni vyvodu serdzni zlazy s husté nakupenymi bufikami
3 spodni &elist
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amylazu (Dylevsky, 2009). Piiusni zldza je slozena z laloki a lalackd, které jsou tvoreny
z rozvétvenych alveoll, vystlanych ser6znimi buitkami. Z nich vychazeji vsunuté vyvody,
vystlané jednovrstevnym epitelem a na n¢ navazuji vyvody Zihané, které obsahuji epitel

cylindricky s eozinofilni cytoplazmou (Vacek, 1995).

1.2.2  Zlaza podéelistni (glandula submandibularis)

Je oplostéla, ovalného tvaru a nachdzi se v podcelistnim trojihelniku (trigonum
submandibulare). Jedna se o zlazu seromucindzni, slina je hustsi, vazkd a bohatd na hlen
(Vacek, 1995). Obsahuje jak serdzni alveoly se vsunutymi a Zihanymi vyvody, tak i
mucinézni tubuly (Cihak et al., 2002).

1.2.3 Zlaza podjazykova (glandula sublingualis)

Tato zlaza ma protéhly tvar a tvofi skupinu deseti az dvanacti zlaz. Lateraln¢ naléha na
spodni ¢elist a shora na jazylkocelistni sval. Hlavnim vyvodem je ductus submandibularis,
ktery je spolenym vyvodem 1 pro Zlazu podcelistni. Spadd mezi seromucindzni Zlazy
s prevahou slozky mucinézni (Cihak et al., 2002). Lalticky se skladaji z tuboalveolarnich
zlazek, které jsou vystlany mucin6znimi bunikami, zatimco alveoldrni rozsiteni je vystlano

bunikami ser6znimi (Vacek, 1995).

1.3 Funkce slin

Sliny zastavaji mnoho funkci pro t€lo, a to hlavné svym specifickym slozenim. Spada sem
funkce mechanickd. Ta spociva ve zvlhCovani sousta a povrchu sliznice, podporuje
artikulaci, usnadfiuje ¢isténi ustni dutiny, formuje bolus* a napoméhd zvykani (Pedersen et
al., 2002). Dalsi funkci je funkce travici s chemickym ucinkem. Ta zajiSt'uje enzymatické
Stépeni Skrobu na maltdzu a dextrin, pomoci travicich enzymil. Hlavnimi sloZkou je amylaza
coz je glykolyticky ferment a také ferment proteolyticky a lipolyticky, jako je proteaza a

lipaza. To je velice uzitecné pro kojence, protoze mateiské mléko obsahuje mnoho tukd.

Sliny také slouZzi k ochrané pted infekcemi a tvorbé kazu. Sliny obsahuji fluor a vapnik. Oba

tyto prvky zaclenuji do skloviny a tim ji vytvrzuji. Pokud je sklovina omyvéna slinou,

4 sousto
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dochazi k neustalé vyméné vapenatych a fosfatovych ionti mezi slinou a povrchem
skloviny. Pii neutradlnim pH se ustavi rovnovaha mezi mineraly ve slin¢ a plaku a mineraly
skloviny. Pokud dojde k naruseni této rovnovahy organickymi kyselinami, které se vytvoftily
jako produkty metabolismu bakterii, sklovina se rozpousti a pfichazi o mineraly. Fosfaty a
vapnik opoustéji sklovinu a dochézi k jeji demineralizaci. Slina tyto organické kyseliny
neutralizuje, snizuje rychlost demineralizace a brani tak vzniku zubniho kazu. Tuto
schopnost nazyvame pufracni kapacita sliny a je vyjadiena mnozstvim neutralnich latek ve
slin€. Ve slindch rozeznavame tii systémy vyrovnavajici pH, tzv. pufry: bikarbonatové,
fosfatové a bilkoviny. Pti pfijmu potravy se nejvice uplatiiuje pufr bikarbonatovy (HCO3 +
H"), ktery je zodpovédny aZz za 90 % pufracni kapacity. Béhem nestimulovaného slinného
pritoku je jeho koncentrace téméf rovna koncentraci fosfatového pufru, a tak k vyrovnavani
pH pfispivaji oba témét stejnou mérou. Pii nizkém pH (nizsi nez 5) se ptedevs§im uplatiiuji
bilkoviny (Bardow et al., 2000; Lilienthal, 1955). Tudiz sliny zachovavaji stabilni pH v
prostfedi ustni dutiny a udrzuji mikrobidlni symbidézu. Obsahuji latky, které jsou
bakteriostatické, ale také baktericidni. Mezi baktericidni latky patfi lysozym, mucin,
properdin a tropiny (Mourek, 2012). Po polknuti v tstech ziistdvaji zbytkové sliny, které
vytvafi na povrchu zubi a sliznice tenky film — pelikulu. Ta se ihned po ¢iSténi vytvaii na
zubnich ploskach. Obsahuje mucin, enzymy, antibakterialni proteiny a imunoglobuliny.
Pelikula chrani povrch skloviny, diky schopnosti odolavat slabym kyselindm a slouZzi jako

zasobnik vapenatych a fosfatovych ionti.

Dalsi je funkce vylu¢ovaci. Pomoci slin jsme schopni vylucovat rizné chemické prvky, jako
jsou halogeny, vapnik, stfibro, zlato, arzen, rtut’, Zelezo, olovo ¢i bismut. Dal§imi latkami,
které sliny vylucuji, jsou amoniak a rizné zbytky antibiotik, jako je penicilin, tetracyklin a
sulfonamidy. Ve slindich muizeme také nalézt latky, které maji bezprosttedni vztah
k nékterym autoimunitnim chorobam, k poruchdm homeostazy vodniho prostiedi a
k onemocnéni §titné zlazy. Takovymi to latkami jsou predevsim gamaglobuliny, draslik a

i6d (Rokyta, 2000).

1.4 Stimulace produkce slin
Hlavnimi podnéty k produkei slin jsou ¢ichové a zrakové viemy. Stejnym zpiisobem mohou

fungovat 1 podnéty abstraktni, jakou jsou ptedstavy, ¢i hovory o jidle. Dalsi mohou byt
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mechanické podnéty, jako je podrazdéni sliznice soustem, nebo vjem chuti na jazykovém

pohérku (Machova, 2008).

1.4.1 Nervové fizeni produkce slin

Produkce je fizena pomoci podminénych a nepodminénych reflexii vegetativniho nervového
systému, tudiz sympatikem a parasympatikem. Centrum pro fizeni tvorby slin se naléza
v prodlouzené miSe, kam se piendsi signaly hlavné z hypothalamu a koncového mozku.
Tudiz se zde musi uplatiovat oba oddily receptorti pro vegetativni nervovy systém (Rokyta,
2000). Pro sympatikus to jsou receptory a-adrenergni a f-adrenergni, kde dochézi pomoci
noradrenalinu k aktivaci adenylatcyklazy, kterda méni adenosintrifostat (ATP) na cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP). cAMP zaktivuje proteinkindzu A katalyzujici fosforylaci
proteini. Timto procesem se vytvoii vazka slina s vysokym obsahem mucinu.
Z parasympatiku je uvolnovan acetylcholin, ktery se navdze na receptory cholinergni
muskarinového typu a receptory peptidergni. Tim dojde k aktivaci fosfolipazy C, kterd bude
dale stépit fosfatidylinositol-4,5-bisfofat na inositol-1,4,5-trifosfat a diacyglycerol (Trojan,
2003). Hlavnimi mediatory, které pfenasi informace ze salivacniho centra prodlouzené
michy jsou u parasympatiku acetylcholin a substance P ) a u sympatiku se jednd o
noradrenalin (Campbell et al., 2006). K tvorbé dochazi pomoci srazeni molekul
neurotransmiterd (acetylcholinu a norepinefrinu) na proteiny receptoru bunééného povrchu.
Tyto neurotransmitery se vazi na muskarin-cholinergni a a-adrenergni receptory.
Transdukce extracelularniho signdlu vyZaduje integralni membranovy protein schopny vazat
guanosintrifosfat (GTP), G protein, ktery specificky interaguje s receptorem (Baum et al.,
1993). Pieprava tekutin a elektrolytli je fizena transepitelidlnim pohybem chloridovych
iontl. Otevieni chloridovych kandlii v apikdlni membrané acinarnich bunék slinnych zlaz
iniciuje proces sekrece tekutin. Zatimco aktivace chloridovych kanalt v apikélnich 1
bazolaterdlnich membrandch duktilnich buné€k je nezbytny pro re-absorpci chloridu
sodného. Rychlost proudéni a slozeni se zna¢né 1isi v zavislosti na typu stimulace. Ve
slinnych buiikach bylo nalezeno aZ pét tfid chloridovych kanall se zfetelnymi gatingovymi
mechanismy. Jeden z nich je aktivovan intracelularnim vapenatym kationtem, zatimco druhy

je fizen cAMP. ZvySeni intraceluldrni volné koncentrace vapenatych iontll je dominantnim

3> polypeptid s neuropienasecovou funkci v mozkové tkani
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mechanismem spoustéjicim sekrety tekutiny z acinarnich bunék. Zatimco cAMP mtize byt
vyzadovan pro u¢innou re-absorpci chloridu sodného v mnoha duktéalnich bunkach (Melvin,

1999).

1.4.2 Faktory ovliviiujici slinnou sekreci
Existuje mnoho faktort, které maji podil na ovlivnéni slinné sekrece, naptiklad pohlavi, vék,
denni doba, svétlo, koufeni, t€lesna aktivita, stupeit hydratace organismu a dals$i. Mnozstvi

vyprodukovanych slin se proto mtize mezi jednotlivci li$it i1 za rdznych okolnosti.

Nejpodstatnéjsim faktorem ovliviiujicim slinnou sekreci je mira hydratace organismu.
Dospély muz ma v téle 63 % vody z jeho celkové hmotnosti, u Zen je to o 10 % méné. Pokud
v organismu dojde ke ztraté vody o 6-10 %, slinnd sekrece se snizi t¢éméf na nulu, naopak

pti hyperhydrataci se zvysi (Dawes, 1987).

Sekrece slin se méni s dennim rytmem. Nestimulovand dosahuje svého maxima b&hem

odpoledne, kolem 16:30, naopak nejméné jsou sliny vylucovany v noci (Dawes, 1972).

Dalsimi vlivy na slinnou sekreci maji svétlo a kouteni. Pokles slinné sekrece o 30—40 %
vykazovali lidé, ktefi byli umisténi do temné mistnosti, nebo ti, ktefi méli zavazané oci.
Nicméné u nevidomych lidi byla slinna sekrece stejnd, v porovnani s lidmi se zdravym
zrakem, coz nasvédcuje prizpuisobeni oka nevidomého na nedostatek svétla, které vstupuje
do o¢i (de Almeida et al., 2008). Opacnym stimulantem je tabak, ktery svymi drazdivymi
ucinky vylu€ovani slin zvysSuje (Maier et al., 1988), nestimulovana slinna sekrece je u kurakt

vyrazné€ vyssi nez u nekutakl (Axelsson et al., 1998).

Télesny pohyb je dalSim faktorem, ktery miiZze zvySovat sekreci a vyvolavat zmény ve
slozeni slinnych komponent, jako jsou hormony, imunoglobuliny, proteiny a elektrolyty,
zejména Na* a K* (Chicharro et al., 1998). Navic pfi vyssi fyzické zatézi nartista hladina

a-amylazy.

Spojitost slinné sekrece s pohlavim nebyla nijak prokézéna (Shern et al., 1993). Ale existuji
dv¢ teorie, které popisuji nizsi sekreci u zen. V prvni je uvedeno, Ze Zeny maji ve srovnani
s muzi mens$i slinné zlazy, a proto produkuji mén¢ slin. Druh4 je zalozena na hormonalnich
zménach zen, které mohou pfispivat k omezeni slinné sekrece (Percival et al., 1994). Oviem

menopauza ani uzivani hormonalni antikoncepce nejsou spojeny s dysfunkci slinnych zlaz
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(Ghezzi et al., 2000). Navic nebyly prokazany zadné rozdily mezi zdravymi zenami pied a

PO menopauze a mezi Zenami po menopauze s hormonalni Iécbou a bez ni (Ship et al., 1991).

Vliv starnuti na produkci slin je zatim nejasny kvili protichidnym vyjadieni v odborné
literatufe. Analyzy tkani prokazaly postupné nahrazovéani tkdné slinnych zlaz tukem a
fibrovaskularni® tkani a snizovéani poétu acinii (Azevado et al., 2005). Navzdory tomu
funk¢ni studie ukazuji, Ze starnuti samo o sobé nemusi vést ke snizeni funkce slinnych zlaz
(Nagler, 2004). (Navazesh et al., 1992) zjistil, ze nestimulovana slinna sekrece je mnohem
niz8i u zdravych pacienti ve véku 65-83 let, nez u pacientd ve v€ku 18-35 let. AvSak

celkova stimulovana slinna sekrece byla u star§ich osob vyrazné vyssi.

1.4.3 Stadium ovulace

Lidské sliny obsahuji mnoho molekul, které maji rizné funkce. Mezi nimi jsou proteiny,
které slouzi jako biomarkery riznych fyziologickych anebo patologickych stavli. Ve
srovnani s jinymi télnimi tekutinami je slina jednim z nejvhodnéjSich materidli pro vyzkum
a monitorovani. Pro dnesni dobu je dilezité, aby se nasla neinvazivni metoda pro identifikaci
doby ovulace, k zajisténi uspéSného oplodnéni a pro vyvijejici se strategie pro planovani
rodiny. Vyzkum (Saibaba et al., 2016) se pokousSel identifikovat jeden nebo vice proteinil
v lidské sling, které by byly indik4torem ovulace. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) slinnych proteinti vykazovala sedm
prominentnich pasi béhem rtiznych fazi menstrua¢niho cyklu. Zv1asté v pribéhu ovulacni
faze byl vysoce exprimovan jeden z pasti. V ném bylo identifikovano jedenact proteind,
znichZ deset bylo vysoce specifickych pro ovulaéni fazi. Mezi témito proteiny byla
intenzivni exprese cystatiny-S. Také bylo odhaleno vysoké procento proteind, které se
ucastni vazebnych a regula¢nich aktivit. Tyto vysledky ukazuji, Ze slinné proteiny, zejména
ty, které jsou ptitomny béhem ovula¢ni faze, mohou byt pouzity jako biomarkery pro obdobi
ovulace. Studie (Alagendran et al., 2013) ukazala, Ze ferninng’ je zptisoben tvorbou krystalt
chloridu sodného (NaCl) s pfitomnosti mucinil, coZ je spojeno s hormonalnimi zménami

estrogentt béhem obdobi menstrua¢niho cyklu. Dale bylo vypozorovano, ze celkova

6 tvofeny vazivem a cévami
7 . , « vr s r s s . ’ ~r_ o

tzv. ,kapradinovy test slouzici k prokazani pfitomnosti plodové vody a pro nepiimy dikaz ovulace a
plodnosti
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koncentrace slinnych proteint je vyznamné vyssi v ovulaéni fazi ve srovnani s preovulaéni
a postovulacni fazi. Parové testy odhalily vyznamné rozdily mezi ovula¢ni a preovulacni a
ovulacni a postovulacni fazi. Nebyl zjistén zadny rozdil mezi preovulacni a postovulacni
fazi, coz naznacuje specificky ucinek ovulace na koncentraci slinnych proteinli. Variace
koncentrace proteinti miize byt zptisobena tvorbou nartstu luteinizacniho hormonu, ktery

napodobuje estrogen v den pted ovulacni fazi.

1.5 Chemické sloZeni slin

Slina se sklada z 99,5 % vody a 0,5 % anorganickych a organickych latek. V §ir§im slova
smyslu je slina smési sekretu slinnych 714z, transudatu® Gstni sliznice, gingivalni tekutiny?®,
hlenu z nosni dutiny a hltanu, ordlnich bakterii, odloupanych buné¢k epitelu a zbytkt jidla

(Edgar, 1992).

1.5.1 Anorganické latky

Mezi anorganickeé latky obsaZzené ve sliné patfi: fosfat, fluorid, hydrogenuhlicitanovy aniont,
vapnik, sodik, chlorid, lithium, olovo, kadmium, thiokyanatan, méd’ a dalsi. Vapnik, fostat
a fluor jsou podrobnéji popsany v navazujicim textu, a to z divodu jejich remineraliza¢niho
potencialu, diky kterému napomahaji chranit zub pted tvorbou zubniho kazu (Lukéacova,

2007).

Vapnik se vyskytuje v podobé dvojmocného kationtu anebo jako neionizovany v zavislosti
na pH. Ionizovany vapnik je potiebny pro neustdlou vyménu vapenatych iontlh mezi slinou
a povrchem zubu, ¢imz napomaha k udrZovani integrity zubni skloviny. Vépnik, ktery je
ionizovany, je soucasti anorganickych sloucenin (fluorid vapenaty) a organickych
makromolekul (proteind bohatych na prolin, statherinil). Vapnik je také nezbytny pro funkci
amylazy. Koncentrace vapenatych kationtil ve slindch stoupd se zvySujicim se objemem
vylu¢ované sliny (de Almeida et al., 2008).

Fosfat je soli kyseliny fosforecné, kterd se ve sliné vyskytuje v nékolika slouc¢eninach.

vvvvv

8 nezanétliva tekutina hromadici se v télnich dutinach
? dastiova tekutina
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pusobeni kyselin produkovanych bakteriemi. Dale piisobi jako pufr. V piipadé zvySeni

slinného priitoku koncentrace fosfatu ve slin€ klesne (de Almeida et al., 2008).

Fluor je nejucinnéjSim prvkem pusobicim proti zubnimu kazu. Jeho schopnost ukladat se
do skloviny, kde nahrazuje hydroxylovou skupinu hydroxyapatitu za vzniku
fluorohydroxyapatitu, ktery je odolng;jsi viici kyselinam. Jeho koncentrace ve sling€ zavisi na
mistni a systémové aplikaci. Systémove je fluor pfijiman ve vod¢, soli, potravinach a v
pripadé nedostatku ve fluoridovych tabletach. V dnesni dobé¢ se vyuziva lokalni aplikace. A
to zejména vyuzivanim zubnich past, tstnich vod s fluoridy, aplikaci fluoridovych roztoka,
lakd a gelt. Hlavnim cilem je dosahnout ochranné koncentrace fluoridti ve vrstvé skloviny

a zvysit jeji odolnost vici kyselindm (Humphrey & Williamson, 2001).

1.5.2 Organické latky

Ve sliné miizeme naleznout Sirokou Skalu organickych sloucenin. Patii mezi né€ bilkoviny,
travici enzymy lipdza a amyl4za, mucin, antimikrobialni latky a latky brénici samovolnému
srazeni vapenatych a fosfatovych soli. Déle se ve slin¢ nachdzi hormony, mastné kyseliny,

gluk6za, mocovina, amoniak a mnoho dalSich organickych latek (de Almeida et al., 2008).

1.5.3 Bilkoviny

Jsou makromolekularni latky vzniklé proteosyntézou z aminokyselin. V jedné molekule
bilkoviny se vyskytuje vice nez sto aminokyselin, které jsou vzédjemné spojeny peptidovou
vazbou. Mezi nejcastéji se vyskytujici bilkoviny ve slindch patfi enzym amylaza,
glykoproteiny a muciny, imunologicky l1ze detegovat prealbumin, imunoglobuliny, albumin,

transferin a dalsi) (Thomas, 1998).
1.5.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladnim kamenem vSech proteini a peptidi. V kazdé molekule
aminokyseliny se naléza aminoskupina (-NH>) a skupina karboxylova (-COOH). Nejc¢astéji
se v ruznych proteinech organismi vyskytuje dvacet tzv. proteinogennich aminokyselin.
Vsech dvacet aminokyselin krom glycinu, jsou opticky aktivni, coz znamena, Ze jsou

schopny stacet rovinu polarizovaného svétla. Tyto latky jsme schopni rozeznat kvili vyskytu

vvvvvv
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jsou tzv. esencidlni aminokyseliny. Tyto latky si té¢lo neumi samo vyrobit a musi je pfijimat
potravou. Mezi tyto aminokyseliny patii leucin, valin, isoleucin, lysin, threonin, methionin,

fenylalanin a tryptofan.
Proteosyntéza

Proteosyntéza je biologicko-chemicky d¢j, pii kterém vznikaji proteiny. Prvni fazi syntézy
je transkripce neboli piepis. V této fazi dochazi k syntéze molekuly RNA podle matrice
DNA, ktera nese kodovanou informaci. Nasyntetizovana molekula RNA, kterd urcuje
sekvenci aminokyselin, se nazyvd messenger RNA (mRNA) nebo také informacni RNA.
Dale dochazi k posttranskripénim tipravam molekuly. Po téchto upravach se molekula RNA
navaze na ribozom (obsahujici ribozomalni RNA — rRNA), kde dochazi k procesu translace.
Tento proces se zahdji pfipojenim aminokyseliny methioninu na transferovou RNA (tRNA)
a jeho pfenesenim na mRNA, kde se stane prvni aminokyselinou v nové syntetizovaném
proteinovém fetézci. D&j translace kon¢i ve chvili, kdy se objevi sekvence UAA, UAG, UGA
neboli stop-kodony. Timto procesem vznikne tzv. polypeptidové vlakno, které se dale

v buiice upravuje tzv. posttranslaénimi ipravami na uréitou bilkovinu (Sipek, 2014).
Struktura bilkovin

U bilkovin rozliSujeme Ctyfi typy struktur: primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni.
U primarni struktury rozliSujeme pouze sekvence aminokyselin vazané peptidovou
vazbou (-CO-NH-). Sekundarni struktura je typickd sta€enim a skldpénim primarni
struktury. Ty nazyvame Sroubovice, neboli a-helix a B-struktura skladaného listu. Skladanim
a spojovanim sekundarni struktury vznikd struktura tercialni. Kvarterni struktura vznika
spojenim polypeptidl tercidlni struktury. Tato struktura je tvofena stejnymi anebo odliSnymi
podjednotkami. Podjednotky jsou mezi sebou vézané kovalentnimi nebo nekovalentnimi
vazbami. N¢které bilkoviny mohou ve své molekule obsahovat nepeptidovou cast.

Takovouto ¢asti mohou byt kovové ionty nebo organické molekuly.
ve slinach. VétSina amyldzy je vyluCovéana piiusni slinnou Zlazou a jeji koncentrace se
zvysuje se slinnym pritokem (Noble, 2000) (Almstahl et al., 2001). V téle se vyskytuje ve

dvou formach, jako slinny pankreaticky izoenzym, podle toho, jakym organem je vylu¢ovan.
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Schopnosti amylazy je rozkladat Skrob na jednodussi cukry. Prvni faze rozkladu se odehrava
v ustech, druha v horni ¢asti tenkého stieva v okamziku, kdy se bolus setka s pankreatickou
a-amyldzou. Idealni pH pro funkci pankreatické amylazy je kolem 6,8 (Rosenblum et al.,

1988).

Lingvalni lipaza je travici enzym vylu¢ovany Ebnerovymi zlazkami, které jsou umistény
na kofeni jazyka pod hrazenymi papilami (Hamosh & Scow, 1973). Podobné jako amylaza,
1 lipaza je produkovana pankreatem. Jiz v dutin¢ ustni a zaludku S$tépi slozené tuky na
jednodussi tuky a mastné kyseliny (Hamosh & Burns, 1977). Tato lipdza ma pro dosp¢€lé
nevyznamnou funkei, ale naopak pro novorozence je nepostradatelnd. Po narozeni je totiz
tuk, obsazeny v matetském mléce, hlavnim zdrojem vyzivy. Jeho absorpce je ale niz§i nez u
dospélych diky nedostatecnému mnozstvi pankreatické lipazy. Proto je lingvalni lipaza
hlavnim  enzymem  katalyzujici  rozklad tukli v potravé u  novorozencii

(Smith et al., 1986).

Mucin patii mezi glykoproteiny, ktery v ustech zastava ne¢kolik funkci. Poskytuje ochranou
bariéru tvrdym a m&€kkym zubnim tkanim pfed vné&j$im prostfedim, lubrikuje povrchy ustni
dutiny, napomaha pfi Zvykani, polykani a feci (Tabak, 1995). V lidskych slinach se nachazeji
prevazné dva geneticky odlisné typy mucinu: vysokomolekularni mucin (MG1) a
nizkomolekularni mucin (MG2) (Levine et al., 1987). Vysokomolekuldrni mucin patii do
skupiny mucinti, které jsou hlavni sloZkou hlenové vrstvy pokryvajici sliznici traviciho
traktu, urogenitalniho traktu a dychacich cest (Sharma et al., 1998). Maji funkci bariéry,
ktera brani sliznici pfed mechanickym poSkozenim a pfimému vstupu bakterii a virti do
organismu. Vysokomolekularni mucin tvofi v dutiné ustni hlavni sloZku pelikuly, ktera
chrani zubni tkdné pred kyselym prostfedim a ovliviiuje bakterialni kolonizaci. Vyzkumy
zamé&fené na identifikaci bakterii vazicich se na MG1 odhalily jen né€kolik malo druht
schopnych této vazby, napt. Helicobacter pyroli a Haemophilus parainfluenza (Bosch et al.,
2000). Nizkomolekularni mucin (MG2) je jednim z hlavnich aglutinacnich faktori ve
slinach, které zapficinuji shlukovani bakterii. Nekolik studii prokdzalo vazbu MG2
k Aggregatibacter actinomycetemcomcomitans, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
sanguis, mitis, gordonii a Escherichia coli (Groenink et al., 1996; Moshier et al., 1996;

Murray et al., 1992).
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1.5.5 Hormony

Jsou sloucCeniny slouzici jako chemicky pienaSeC. Obecné jsou produkovany v télech
mnohobunécénych organismii. Pisobeni hormonu zavisi na detekci bunikou, musi proto
interagovat se specifickym bunénym receptorem, ktery nasledn¢ spusti kaskadu
sekundarnich reakci, které vedou az pro hormon typické odezvé (Silbernagl, 1993). Lidské
hormony jsou produkty zlaz s vnitini sekreci, nebo tkani produkujici hormony, vylu¢ované
piimo do krevniho ob&hu. Maji specificky ucinek, tzn. Ze nemohou byt nahrazeny zZadnou

jinou latkou (Trojan, 2003).

Kortizol patii mezi glukokortikoidy a je produkovan ktirou nadledvin. Produkce kortizolu
je siln¢ stimulovana adrenokortikotropnim hormonem (ACTH), ktery je vyluCovan
adenohypofyzou. Funkci kortizolu je zvySovat celkovou pohotovost organismu pfi
zatézovych v situacich. M4 katabolické ucinky a je zacastnén u vSech pfemén zékladnich
zivin. Stimuluje glukoneogenezi, lipolyzu, glykogenezi, snizuje vstiebavani glukozy ve
svalech a travicim traktu, ¢imz ji Setfi pro mozek. Stimuluje centralni nervovou soustavu a
zvysuje jeji drazdivost a emocni labilitu. Ovliviiuje vstiebavani vapniku a zpisobuje také
retenci sodiku a tim 1 zadrzovéani vody v organismu. V prubéhu zénétu snizuje propustnost
kapilar a stabilizuje lyzozomalni membranu a snizuje koncentraci lymfocyti. Neptisobi na

pri¢inu zanétu, ale zmirfiuje jeho ptiznaky (Ledvina, 2004).

Thyroxin je hormon produkovéan buiikami §titné Zlazy. Jeho funkci je vazat jod v téle a
ovlivituje jeho vyménu v té€lnich bunkach. Samotny thyroxin je prohormon, vlastni u¢inny
hormon se z n&j vytvoii az v cilovych tkdnich v podobé¢ trijodtroninu. V cilovych tkanich

pak tidi oxidaci zivin. Ovliviiuje Cinnost nervstva a pohlavnich zlaz (Rokyta, 2000).

Melatonin je hormon produkovan nadvéskem mozkovym (epifyzou) a to predevsim v noci.
Svou vysokou rozpustnosti v tucich i vod¢ lehce prochézi skrz bunéénou membranu. Po jeho
uvolnéni se dostava do télnich tekutin, jako jsou sliny, mo¢, mozkomisni mok, sperma a
matefské mléko. Jeho vlivem na hypotalamo-hypofizarni systém ma za nasledek nutkani ke
spanku. Podili se na regulaci celorocniho rytmu. M4 také silné antioxidacni uCinky,
vychytava vysoce toxické hydroxylové a kyslikové radikaly. Zvysuje hladiny antioxida¢nich

enzymd, jako je naptiklad peroxiddza (Carpentieri et al., 2012).
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1.5.6 Antimikrobialni slozky

Béhem vyvoje byla dutina ustni v kontaktu s celou fadou mikrobti, proto jsou ve sliné
obsazeny rizné druhy makromolekul s antimikrobialnimi ucinky. Zpusob jejich
antimikrobidlniho plisobeni se 1isi a nékteré latky maji vice nez jednu funkci (J Tenovuo et

al., 1991).

Lysozym je vyméSovan z malych a velkych slinnych zlaz, gingivalni tekutiny a slinnych
leukocytt (Lagerlof, 1994). Jeho specifické antibakterialni vlastnosti jsou zalozeny na
schopnosti rozlozit vazby mezi slozZkami bunééné stény grampozitivnich bakterii (Edgar,
1992; Humphrey et al., 2001). Dalsi vlastnosti lysozymu je schopnost aktivovat bakterialni
autolytické enzymy, které zni¢i bakteridlni bunééné komponenty (Laible & Germaine,
1982). Gramnegativni bakterie jsou odolng&$i vi¢i lysozymu diky své vné&jsi

lipopolysacharidové vrstveé (Edgar, 1992; Humphrey & Williamson, 2001).

Laktoferin je glykoprotein s multifunkénimi vlastnostmi secernovany serdéznimi buiikami
slinnych zlaz (Lagerlof, 1994). Je obsazen nejen ve slindch, ale také v sekretech zlu¢niku,
slinivky bfisni, slzdch a matetském mléce. M4 baktericidni, bakteriostatické, fungicidni,
antivirové, protizanétlivé a imunomodulacni ucinky (Edgar, 1992; Humphrey &
Williamson, 2001). Bakteriostaticky efekt funguje na principu vychytavani zeleza, které je
nezbytnou soucasti bakteridlni vyzZivy, ze slizni¢nich povrchii (Végh, 2009). Baktericidni
pusobeni laktoferinu se vyznaCuje schopnosti navazat se na povrch bakteridlnich bungk,
narusit jejich integritu a zapticinit tak aglutinaci napt. Streptococcu mutans (R. Arnold et al.,
1980; R. R. Armnold & Cole, 1977; R. R. Arnold et al., 1982). Laktoferin také ptisobi proti
nékolika dal§im lidskym a zvifecim virGm, napt. proti HIV (Harmsen et al., 1995), herpes
simplex viru (Fujihara & Hayashi, 1995), viru hepatitidy C (Azzam et al., 2007) a
cytomegaloviru (Andersen et al., 2001). Navaze se na jejich povrch a zamezi vstupu do

hostitelskych bunék.

vvvvvvv

jejich shlukovani do vétsich celkt, které jsou nasledné slinou splachnuty z Gst pfi polykéni
(Tenovuo & Lagerlof, 1994). Agreguji a odstraiiuji streptokoky z dutiny ustni a jsou tak

dalezitym moduldtorem tvorby zubniho plaku v pocatecni fazi jeho tvorby (Carlen et al.,
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1998). I jiné proteiny, nez aglutininy maji aglutina¢ni schopnost. Jsou to napt. lysozym,

mucin nebo sekre¢ni imunoglobuliny A (Tenovuo, 2002).

Peroxidazovy systém (peroxidaza) se sklada ze dvou enzymii: laktoperoxidazy, kterd je
produkovana buiikami slinnych zlaz, a myeloperoxidazy vytvotené leukocyty. Ty do dutiny
ustni migruji z gingivalniho sulku (Lagerlof, 1994). Laktoperoxiddza rozkldda peroxid
vodiku (H203), ten je produktem metabolismu aerobnich bakterii ust, na kyslik a vodu.
Hlavni funkei peroxidazového systému je antimikrobidlni ¢innost a ochrana bun¢k hostitele
pted toxicitou peroxidu vodiku (Tenovuo & Pruitt, 1984). Peroxidéaza také katalyzuje reakci
peroxidu vodiku se slinnym thiokyanatanem za vzniku volnych radikali toxickych pro

bakterie (Carlsson, 1987; Thomas et al., 1981).

Imunoglobuliny (Ig) tvoii nejvetsi antimikrobidlni slozku slin. Jedna se o protilatky, které
jsou soucasti imunitniho systému. Ucastni se boje proti bakterialnim antigeniim a jsou
schopny bakterie agregovat nebo inhibovat jejich adherenci v ustech. Nejcasteji se
vyskytujicim imunoglobulinem je slizni¢ni IgA, ktery je produkovan plazmatickymi
bunikami slinnych zlaz. Po jeho sekreci na povrch sliznice dochdzi k neutralizaci antigenti
(Tappuni & Challacombe, 1994). Tvorba specifickych IgA proti ur€itym bakteriim koreluje
s bakterialni kolonizaci ustni dutiny. U novorozenct IgA ve slin€ chybi, ale po prvnim tydnu
Zivota se jiz zacne tvofit (Cole et al., 1998). Béhem 1. a 2. mésice v€ku lze ve slinach kojence
rozeznat specifické IgA proti Streptococcus mitis a salivarius, které se béhem vyvoje
v prvnich letech kvalitativné 1 kvantitativné zvySuji. Specifické IgA proti streptokokiim
vyzaduji pro svou kolonizaci tvrdé povrchy, ptikladem jsou protilatky proti Streptococcus
mutans a sanguis. Ty se zaCinaji tvofit po erupci zubli (Smith & Taubman, 1992). Oproti
tomu IgG 1ze nalézt jiz ve slinach novorozenct, protoze jako jediny z imunoglobulinii miize
byt transportovan pies placentu a chranit tak plod ptfed choroboplodnymi zarodky. Po
narozeni jeho koncentrace ve slin¢ klesa na nepatrnou hladinu a znovu jej 1ze zaznamenat az

po erupci zubll (Lenander-Lumikari & Loimaranta, 2000).
Cytokiny jsou malé proteiny, které jsou produkovany rtiznymi typy bunék odpovidajici za
imunitni odpovéd’, jako jsou makrofagy, B lymfocyty, T lymfocyty a endotelové bunky

(Lackie, 2010). Piisobi na cilové bunky nesouci receptory pro specificky cytokin. Mohou

plsobit autokrinné na stejnou burku, ktera je sekretovala, nebo parakrinné na vedlejsi buiiky,
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nebo endokrinné a ty se pak vazi na bunky vzdalené. Navazani cytokinu na bunécny receptor
prinese signal do bunky a vede k aktivovani a expresi genu. Jejich vlastnosti je regulace

intenzity a trvani imunitni odpovédi stimulaci a inhibici proliferace riznych bunék.

e Interleukin 8 je hojné zastoupenym cytokinem ve slinach. Primarné je produkovan
monocyty a ma riazné ucinky na neutrofily. V jeho pfitomnosti neutrofily pfilnou
k endotelnim bunikam cév a migruji z krve do tkani proti koncentratnimu spadu.
Interleukin 8 signalizuje, kde se nachazi misto poSkozeni ¢i infekce, a tedy kam maji

neutrofily migrovat (Hoffmann et al., 2002).

Kalprotektin je protein schopny véazat vapnik a zinek. Je nezbytny pro rist mikroorganism,
diky schopnosti vychytavat zinek. Jeho produkci zprostfedkovavaji bunky imunitniho
systému (granulocyty, monocyty a makrofagy), sulkularni tekutina a povrch ustniho epitelu.
Pti zanétlivych onemocnénich, napt. paradontoze jeho koncentrace stoupd, a proto se pfi
diagnostice vyuziva jako jejich ukazatel. ZvysSeni koncentrace kalprotektinu Ize i pozorovat

u pacientd, ktefi trpi oralni kandidozou (Sweet et al., 2001).

1.5.7 Inhibitory sraZeni vapniku a fosfatu

V dutiné Ustni dochdzi k pfesycovani slin solemi vapniku a fosfatu. Presto vSak nikde
nedochdzi k jejich spontannimu srdzeni (Hay et al., 1982). Tuto rovnovahu zajist'uje urcita
skupina proteind: statherind, proteinii bohatych na prolin, cystatiny a histatiny. Tyto

bilkoviny také reaguji s n€kterymi mikroorganismy (Lamkin & Oppenheim, 1993).

Statheriny maji vysokou afinitu k fosfore¢nanu vapenatému, a tim zabranuji ristu krystala
a samovolnému srdZeni tohoto mineralu. Timto zplsobem znemoZziuji hromadéni
Skodlivych usazenin na povrchu zubt a ve slinnych zldzach. K tomu ziejmé dochdzi tak, Ze
se navazou na nove¢ vznikajici pevné jadro krystalu a zabrani dalSimu pfipojovani ionti
fosforu a vapniku ke srazeniné (Hay & Moreno, 1979). Statheriny se také dokazi siln¢€ vazat
k hydroxyapatitu, coz umoznuje vytvaret vazby s Actinomyces viscosus a podporovat tak

kolonizaci této bakterie v tstech (Gibbons & Hay, 1988).
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Proteiny bohaté na prolin stejn¢€ jako statheriny zabranuji samovolné tvorbé fosfore¢nanu
vapenatého a rustu krystald. Aby toho ovSem byly schopny, musi vytvéafet vazby

s hydroxyapatitem (Hay & Moreno, 1979; Hay & Oppenheim, 1974).

Histatiny maji schopnost inhibovat rist krystalli fosfore¢nanu vapenatého, ale nedokazi
inhibovat jeho spontanni srazeni (Oppenheim et al., 1986). Ve studii (Yukitaka Murakami
et al., 1990) zjistil, ze histaminy inhibuji hemaglutinaci Porphyromonas gingivalis a tim
zabranuji osidleni dutiny Gstni touto bakterii (Murakami et al., 1990). Histatiny také ptisobi
proti nékterym kmenim Streptococcus mutans a zastavuje rast Candidy albicans (MacKay
et al., 1984; Xu et al., 1991). Tyto baktericidni G¢inky jsou podminény schopnosti porusit
stavbu bunééné membrany a zménit tak jeji propustnost. Pti poklesu pH v ustech vlivem
organickych kyselin produkovanych bakteriemi na povrchu zubli, mohou zpiisobit zvySeni

pH (Mandel, 1987).

Cystatiny udrzuji optimalni hladinu vapniku ve slinach (Lamkin & Oppenheim, 1993). Dale
prispivaji k udrzovani mineralni rovnovahy mezi sklovinou a slinou, protoze na sebe vazi
vapnik, inhibuji aktivitu protedz, které jsou jednim z faktor( podilejicich se na nic¢eni tkani

parodontu (Lamkin & Oppenheim, 1993).

1.6 Proteomické metody zkoumani slin

Proteomické metody se zabyvaji kvalitativnim 1 kvantitativnim stanovenim proteint, a tak
mohou byt pouzity i na vzorky pochazejici z lidského téla, jako je krev, sliny, séra, moc,
gingivalni tekutiny a rizné tkané (sklovina, dentin, cementum, dfen, gingiva a sliznice)

v patologickych i normalnich fyziologickych stavech (Chiappelli, 2010).

1.6.1 Enzymové spojeny imuno-sorbentni test (ELISA)

Jedna se o jednu z nejpouzivanéjSich imunologickych metod, které slouzi k detekci a
stanoveni koncentrace antigenli nebo protilatek. Principem jsou imunoenzymatické reakce
bezbarvého substratu, ktery je nasledné pfeménén na barevny produkt a Ize jej tak méfit
spektrofotometrickymi metodami. Intenzitu zbarveni ovliviluje koncentrace zjistovaného
antigenu nebo protilatky (Tijssen, 1985). (Hu et al., 2008) pomoci této metody identifikovali
ve sling tyto proteiny: MRP14, M2BP, CD59, katalazu, profilin, M2BP, inyplukrin, histon
HI, S100A12 a S100P. Vétsina téchto proteinli méa schopnost vazat urcité chemické latky
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v téle. Takovy profilin je protein vazici aktin a je dalezitym pfi tvorbé cytoskeletu. MRP14,
S100A12, S100P a M2BP vazi vapnik v téle.

1.6.2 HPLC-MS

Technika HPLC-MS (High Perfromance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) je
analytickd metoda kombinujici fyzikalni separa¢ni schopnosti kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Toto tandemové spojeni je vysoce efektivni, a to z divodu
individudlni schopnosti kazdé z technik. Kapalinova chromatografie oddéluje smési s vice
sloZkami, hmotnostni spektrometrie poskytuje strukturni identitu samotnych slozek
s vysokou molekulovou specifitou a detekéni citlivosti (Dass & Chhabil, 2007). (Guowei et
al., 2014) ve své studii uvedli, Ze pomoci této tandemové metody identifikovali tyto proteiny:
matrix metallopeptiddza-9 (MMP9), kterda napomahd rozpadu matrice v normalnich
fyziologickych procesech, jako je embryonalni vyvoj, reprodukce, vyvoj kosti, migrace
bunck, hojeni ran, uc¢eni a pamét’ (Wang & Tsirka, 2005), mucin-7 (MUC7), laktotransferin
(LTF) —jedna se o multifunk¢ni, globularni glykoprotein, ktery se hojné vyskytuje v riiznych
sekrecnich tekutinach, jako je mléko, slzy, sliny a nosni sekrece (Sanchez, Calvo & Brock,
1992), uhlicitad anhydraza 6 (CA6) a azurocidin (AZU), ktery je antimikrobidlnim proteinem

schopny vazat heparin.

1.6.3 Dvourozmérna elektroforéza s MALDI-TOF/MS

Metoda dvourozmérné elektroforézy (2-DE) v kombinaci s hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF MS (matrici asistovanou laserovou desorpci a ionizaci) je velmi vyuzivana
technika separace a identifikace velké sady proteini soucasné. Ptispiva k experimentalni
analyze a vizualizaci stovek proteinli najednou. Bilkoviny separované dvourozmérnou
elektroforézou se nasledné zkoumaji pomoci hmotnostni spektrometrie, kterd vzorky dale
identifikuje a charakterizuje (Bernardo et al., 2002). Touto metodou provedli (Rao et al.,
2009) vyzkum slin ¢lovéka s diabetem typu 2 a nalezli tyto biomarkery: a-1-antitrypsin
(A1AT), a-2 makroglobulin (A2MG), transthyretin (TTR), slinnou a-amyldzu (AMYS),
cystatin C (Cys-C). Antitrypsin je protein tvofeny v jatrech, odkud je uvoliiovan do krevniho

ob&hu. Jeho nedostatkem miize dojit ke vzniku plicniho emfyzému'!® a pii jeho vysoké

10 hahromadéni vzduchu v tkanich
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produkci miize dojit k cholastickému onemocnéni jater (cirhoze jater, hepatomu), a to diky
jeho nahromadéni se v hepatocystech (Stradling et al., 2010). Transthyretin je transportni
protein v séru a mozkomiSnim moku, ktery nese tyroxin, a protein vazajici retinol. Je

produkovan jatry do krevniho fecisté a nasledné do mozkomisniho moku.

1.6.4 Analyza hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

Tato bakalatska prace se zabyva rozliSenim slin muze a Zeny a také se zamétuje na zménu
slozeni sliny u Zeny v pribéhu jednoho mésice a zeny gravidni. K tomuto vyzkumu bylo
vyuzito metody MALDI-TOF MS. VsSechna ziskana spektra byla vyhodnocena pomoci
metody PCA (Principal Component Analysis).

1.6.5 Princip metody MALDI-TOF MS

Ziskané vzorky jsou nejprve v analyzatoru ionizovany. K tomu dochézi za pomoci laseru a
pfitomnosti pomocné latky, tzv. matrice, kterd je se vzorkem smichéna. Na jednotlivé
molekuly vzorku se pfenasi energie z matrice, kterd ji pfijala z laserového ozéareni. Behem
tohoto procesu dochazi k desorpci a ionizaci. Protony z matrice jsou pfeneseny na analyt.
Vyslednym produktem ionizace jsou ionty, které maji vysokou molekulovou hmotnost a dale
vstupuji do separatoru. U metody MALDI-TOF MS je vyuzivan priletovy separator neboli
(Time-of-Flight), ktery funguje na principu oddélovani iontl na zaklad€ odliSnych rychlosti
iontl s odliSnym pomérem m/z (hmotnost/naboj). Nasledné u dopadajicich iontli dochazi
k pfeméné energie na elektricky signél, ktery se zaznamenava a zpracovava v pocitaci

(Zaruba, 2016).

1.6.6 Vyhodnoceni vysledki pomoci PCA (Principal Component Analysis)

Principem analyzy hlavnich komponent (PCA) je sniZit rozsah dat, kterd obsahuji vysoké
mnozstvi proménnych a zaroven zachovat co nejvétsi mnozstvi odchylek. Tato metoda
umoziuje vyrazné zjednodusSeni statistické analyzy. PCA pfi identifikaci jednotlivad data
porovnavd a vyhleddvd mezi nimi podobnosti a rozdily, vizualizuje vztahy mezi
proménnymi a zjist'uje jejich vzdjemnou propojenost. Tento princip je zachovan pieménou
na nové proménné, neboli hlavni komponenta, které nejsou ve vzdjemném vztahu a jsou
uspofadany tak, aby prvni z téchto proménnych mély zachované pivodni odchylky (Jolliffe,

2011).

26



1.6.7 Enzymatické Stépeni trypsinem

Trypsin (EC 3.4.21.4) patii mezi travici enzymy ze tiidy hydroléaz, specifictéji do skupiny
proteaz. K jeho syntéze dochazi ve slinivce bfisni v neaktivni formeé trypsinogenu, ktery se
po vylouceni ze slinivky do dvanéctniku zaktivuje. K aktivaci dochézi odstépenim N-
koncového hexapeptidu pomoci fady reakénich kaskad. Trypsin je hlavné vyuzivan pro svou
§tépnou specifitu a vysokou proteolytickou aktivitu. Stépi peptidové vazby na karboxylovém
konci za bazickymi aminokyselinami, jako jsou lysin nebo arginin. Pokud se ovSem za nimi
v fetézci aminokyselin nachazi prolin, ke Stépeni nedojde. Vazby s argininem se $tépi
rychleji nez vazby s lysinem. Dalsi vyhodou trypsinu je jeho odolnost v extrémnich

podminkach.

Nevyhodou vyuZivéani trypsinu je jeho netplné St€peni u pevné sloZzenych bilkovin. Tyto
proteiny jsou schopné odolat proteolyze, ¢imz mize dojit k pfeskoceni $tépn¢ho mista za

argininem nebo lysinem.

1.6.8 ZipTip — reverzni faze Cis

Ziskané peptidy po enzymovém rozkladu proteinti byly ze vzorkli néasledné izolovany
pomoci pipetovaci $picky ZipTip o maximalnim objemu 10 pl. Na hrotu této Spicky se
nachazi chromatografické médium tvofené reverzni fazi Cis. Peptidy ze vzorku se navazi na
reverzni fazi a zbylé anorganické latky a jiné necistoty zlistanou v roztoku vzorku, kterym
je Spicka promyvana. Po promyti reverzni faze elu¢nim roztokem dojde k uvolnéni peptidi

(Millipore, 2005).

1.7 Analyza slin pomoci LC-ESI-Q-TOF hmotnostni spektrometrie

Dalsi vyuzitou metodou v této praci byla LC-ESI-Q-TOF hmotnostni spektrometrie. Tato
metoda je kombinaci kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem vyuzivajici
elektrosprej (ESI) jako zdroj ionizace. Elektrosprej je tvofen kapilarou, kterd je uchovavana
pod vysokym napétim za atmosférického tlaku. ESI ionizuje vzorek z roztoku. Na konci
kapilary dojde ke vzniku nabitych kapek. Pro ziskani suchého aerosolu je zapotiebi postupné
odparovat rozpoustédlo, ¢imz dojde k rozpadu kapicek a k piechodu vysoce nabitych ionth
do plynné faze. Rozdilem této metody a metody MALDI je vznik mnohonésobné nabitych

iontl. Ioniza¢ni zdroj je tandemové propojen s kvadrupolovym analyzatorem. Kvadrupdl je
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slozen ze Ctyi keramickych ty¢i, z nichz na dvé protilehlé je pfipojen kladny a na zbylych
dvou zaporny pol stejnosmeérného napéti. Dale je na kazdou dvojici vlozeno stfidavé napéti,
kter¢ se lisi fazovym posunem. V tomto systému dochazi k vybéru iontti na zakladé hodnoty
poméru hmotnosti a ndboje m/z. Nasledn¢ se ionty pfesunou do kolizni cely, kde dojde
k jejich fragmentaci srdzenim iontl s koliznim plynem. Poté dojde k detekci v priletovém
analyzatoru (TOF). Toto zafizeni je navic vybaveno reflektorem, ktery sjednoti rtzné
kinetické energie iontli se stejnym pomérem m/z. lonty jsou posléze separovany jen na
zakladé¢ rozdilné hmotnosti. Leh¢i ionty dorazi k detektoru diive nez ionty tézké. Zadznamem
je celkovy cas pruletu iontd trubici. Konecnd identifikace analytu je provadéna
porovnavanim naméfenych spekter se spektry, ktera jsou tabelovana v databazi (Zaruba,

2016).
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2 Experimentalni ¢ast

V této ¢asti bakalaiské prace se zaméfim na vlastni méfeni a vyhodnocovani, které bylo
provadéno v laboratofich Vysoké skoly chemicko-technologické pod vedenim doc. Mgr.
Ing. Stépanky Kuckové, Ph.D. Béhem jednoho tydne jsem v této laboratofi provadél
komplexni métfeni vzorkl, které provazelo zpracovani, enzymatické Stépeni vzorku,

precistovani, vlastni méteni na ptistroji MALDI-TOF MS a vyhodnocovani vysledkii.

2.1 Pouzité chemikalie pro experiment

2,5-dihydroxybenzoova kyselina (Sigma)
Acetonitril (Sigma)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Fluka)
Kalibrac¢ni standard II (Bruker)

Kyselina trifluoroctova (Sigma)

Trypsin (Pierce™ Trypsin Protease, MS-Grade)

2.2 Pouzité pristroje a pomicky

* Analytickd kolona AcclaimPepMap RSLC C18 (75 um x 150 mm, Dionex)

* Hmotnostni spektrometr ESI-Q-TOF MaxisImpact (Bruker Daltonics)

* Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonics)

+ Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RSLC nano (Dionex, Némecko)

 Zachytavaci kolona AcclaimPepMap 100 (100 pm x 2 cm, Dionex)

* Zip-Tip pipetovaci Spicky s reverzni fazi C18 (Milipore, USA)

2.3 Odbér vzorku

Pro tento experiment bylo po dobu jednoho mésice odebrano 60 vzorkt slin jednoho muze
a jedné Zeny. K témto vzorkiim bylo pfidano dalSich pét vzorki slin gravidni zeny. Sliny
byly vZdy odebirany rano ihned po probuzeni, tak aby nebyly kontaminovany napft. jidlem,

zubni pastou, €i jinymi latkami. Odebirdni probihalo ,,samovolné* tak, ze se kazda slina
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samovolné vytvofila a stekla do pfipravené zkumavky typu eppendorf. Kazd4d zkumavka
byla popsana datem odbéru a poznamkou, zdali se jedna o slinu muze nebo zeny. U Zeny se
dale poznamenavalo obdobi, ve kterém se nachazi, konkrétné jestli ovuluje nebo menstruuje.
Ptidanych pét vzorkli gravidni Zeny byly z obdobi, kdy se Zena nachdzela ve druhém
trimestru. VSechny vzorky, které byly odebrany, jsem nechal ptikryté papirovym ubrouskem

a nechal schnout po dobu 24 hodin. Nasledn¢ jsem vzorky uzaviel a nechal zamrazit.

2.4 Enzymatické Stépeni vzorkii

Kazdy vzorek slin byl §tépen roztokem trypsinu, kdy ke vzorku bylo pfidano 10 pl roztoku
trypsinu (4 pl trypsinu o koncentraci 1 mg/ml a 200 ul NH4HCO:3) a to tak, aby navazené
vzorky byly zcela ponofené v roztoku. Enzymatické Stépeni probihalo dvé hodiny pii

laboratorni teplot¢.

2.5 PreciStovani vzorki

Po enzymatickém Stépeni vzorkl jsem pokracoval jejich precistovanim. Precisténi vzorka
probihalo v nékolika fazich za pomoci Zip-Tip Spicky s reverzni fazi Cis. V prvni fazi
ptrecistovani jsem reverzni fazi navlh¢il 50% acetonitrilem (tzv. wetting). V druhé fazi jsem
reverzni fazi ekvilibroval. Ekvilibra¢ni roztok obsahoval 20 pl kyseliny trifluoroctové a
1000 pl destilované vody. Tteti fazi byla tzv. eluce, kdy dochazelo k uvoliiovani peptidi,
které byly navazané na reverzni fazi Spi¢ky. Elu¢ni roztok obsahoval 500 pl ekvilibra¢niho
roztoku smichaného s 500 pl 50% acetonitrilu. Kazdou fazi jsem provedl pétkrat. Po patém

opakovani — nasati na Spicku, jsem piesel k fazi nasledné.

Cely proces piecistovani jsem provadél za pomoci mikro-pipet se Spickou Zip-Tip. V prvni
fazi precisténi jsem odpipetoval pétkrat 10 ul acetonitrilu do odpadu (wetting). Nasledovala
ekvilibrace reverzni faze jejim pétindsobnym promytim ekvilibratnim roztokem.
Naslednym krokem bylo desetindsobné proplachnuti reverzni fdze nastépenym vzorkem (10
ul). Poté jsem opét odpipetoval petkrat 10 pl ekvilibracniho roztoku do odpadu. Findlnim
krokem ptecistovani bylo odpipetovani 8 pl elu¢niho roztoku do zkumavky mikro-

eppendorf, ve které byl proveden proplach reverzni faze s elu¢nim roztokem.
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Pro dalsi vzorek byla pouzita bud’ stejna Spicka, ktera byla pétkrat procisténa odpipetovanim
10 pl eluéniho roztoku anebo tpln€ nova. Pokud byla vyuzita jiz pouzita Spicka, tak se cely

proces opakoval, ale bez prvniho kroku (wettingu), protoze Spicka uz byla zvlhcena.

2.6 Priprava vzorku pro méreni

Pro stanoveni vzorku byla pfipravena matrice s obsahem 9-10 mg 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB) rozpusténé ve 150 pl 30% acetonitrilu, 250 pl ekvilibra¢niho roztoku a
vel00 pl destilované vody.

Vsechny piecisténé vzorky na ptidani matrice byly uchovany ve zkumavkach mikro-
eppendorf. Ke kazdému vzorku o objemu 8 pl, bylo pfidano 10 pl matrice DHB. Poté jsem
na MALDI desti¢ku z nerezové oceli davkoval 2,2 pl vzorku s matrici. Kazdy vzorek, o
stejném objemu, jsem nandSel na tfi pozice. Po naneseni vzorkd jsem nechal desticku na
vzduchu o laboratorni teploté, aby vzorky vykrystalizovaly. V ur€itych intervalech jsem na

desticku nanasel peptidovy kalibra¢ni standard II.

2.7 Méreni na MALDI-TOF MS

Po vykrystalizovani vzorkl jsem desticku vlozil do hmotnostniho spektrometru MALDI-
TOF (Autoflex Speed, Bruker Daltonics, Némecko). Nejprve doslo k provedeni kalibrace,
kdy byl k jednotlivym hodnotam pfiifazen kalibracni pik. Béhem vlastni analyzy vzorkd,
bylo mifeno laserem na jednotlivé krystaly vzorku na urcité pozici, ¢imz doslo k ionizaci
vzorku a pomoci detektoru se zméfila rychlost pohybu iontli. Analyza hmotnostnim
spektrem probihala v rozsahu 900—4500 Da a intenzita laseru byla 75 %. Z kazdé pozice na

MALDI desti¢ce byla ulozena tfi spektra urcitého vzorku.

2.8 Méreni pomoci LC-ESI-Q-TOF MS

K méfeni tandemovych hmotnostnich spekter doSlo na hmotnostnim spektrometru typu ESI-
Q-TOF Maxis Impact, ktery byl pfipojen ke kapalinovému chromatografu Ultimate 3000
RSLC. Vybrané vzorky, které byly pfipravené stejnym zpusobem jako pro meéfeni na
MALDI-TOF jen neobsahovaly ptfidavek matrice DHB, byly rozpustény v 10 ul 3 %
acetonitrilu a 0,1 % kyseliny mravenci. K analyze byly naneseny 3 pl této smési na
zachytavaci kolonu Acclaim PepMap 100 pfi pritoku 5 pl/min 3 % faze B po dobu 5 minut.
Mobilni tazi A byl roztok vody a 0,1 % kyseliny mravenc¢i. Mobilni faze B byla tvotfena
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acetonitrilem a 0,1 % kyselinou mravenci. Nasledn€ dochazelo k separaci peptidu, ktera byla
provedena na analytické kolon¢ Acclaim PepMap RSLC C18 pomoci gradientu acetonitrilu.
Separované peptidy byly vyeluovany pifimo do elektrosprejového zdroje Captivy Spray.
Sbirani fragmentacnich spekter probéhlo v DDA modu (Data dependent analysis).
V rozsahu 400-1400 m/z byly vybrany prekurzory pro fragmentaci, pticemz az deset
z téchto prekurzorti mohlo byt z kazdého hmotnostniho spektra fragmentovano. Detekce
fragmentl probihala v rozsahu 50-2200 m/z. Z vyslych surovych dat byla extrahovana
hmotnostni spektra programem DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) a nahrana do
Proteinscape verze 3.1. K identifikaci proteini doslo pomoci serveru Mascot verze 2.4

(Matrix Science). Ziskané sekvence byly porovnavany se sekvencemi v databazi UniProt.

2.9 Vyhodnoceni vzorkii metodou PCA

Vsechny vzorky byly vyhodnoceny pomoci metody PCA (Principal Component Analysis),
tedy metodou analyzy hlavnich komponent. Zpracovani informaci z dat pfistroje prob&hlo
pomoci pocitaového programu R, ktery je schopen i 3D zobrazeni grafii s hlavnimi
komponentami. Samotné vzorky byly porovndvany mezi sebou na tfech hlavnich
komponentéch, na kterych se vzorky nejvice liSily. Za pomoci PCA byla zjisténa variabilita
vzorkll na jednotlivych komponentach a také variabilita porovnavanych vzorki pii urcité

hmotnosti peptidu.
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3 Vysledky a diskuze

V této bakalarskeé praci jsem zjistoval, zda je mozné vyuzit MALDI-TOF MS a LC-ESI-Q-
TOF MS pro rozliSeni slozeni slin muze a Zeny a podrobnéjSimu zkoumani slin Zeny

v pribéhu mési¢niho cyklu.

Vsech 65 vzorkl slin muze, zeny a Zeny téhotné bylo usuSeno a nésledné laboratorné
zpracovano. Tyto vzorky byly rozstépeny trypsinem, precistény pomoci reverzni faze ZipTip
Cig a nakonec smichany s matrici DHB, pokud mély byt méfeny pomoci MALDI-TOF MS.
Vzorky s matrici byly naneseny na ocelovou destiCku a analyzovany hmotnostnim
spektrometrem MALDI-TOF a vzorky bez matrice byly zméfeny pomoci hmotnostni
spektrometrie LC-ESI-Q-TOF. Ziskand data z ptistroji byla extrahovana do pocitace a
zpracovana s vyuzitim matematického software R a skriptem multiMS-toolbox

[http://uprt.vscht.cz/ms/].

Za pomoci pocitacového programu R jsem se snaZzil nalézt jednotlivé rozdily mezi slinami

muze a Zeny a také rozdil ve slinach béhem menstruace a ovulace.

3.1 Vysledky méreni na MALDI-TOF

Po zméreni spekter u vSech vzorki slin byla ziskana data extrahovana do programu R, ve
kterém jsem provedl veskeré dalSi operace se ziskanymi spektry. Tato spektra byla

v pocitacovém programu porovnana na tfech hlavnich komponentach.

3.1.1 Vzorky slin muze

Na obrazku 1 je pivodné tfirozmérny (3D), nyni ale pfevedeny na dvojrozmérny (2D), graf
se zobrazenymi vysledky (€ervena pismenka a) vSech vzorkt slin muze. MliZeme pozorovat,
ze se nekteré vzorky (pismenka a) lisi, a jsou proto vzdaleny od velké skupiny. Divoda
odli$nosti vzorki mize byt n¢kolik, vzhledem k tomu, Ze na obsah slin ma vliv vice faktora.
Rozdil mlze zaviset na pfijmu tekutin v piedeslém dni, a to i na druhu népoje, jaky
zkoumany jedinec vypil. Velikou roli hraje konzumace alkoholu, dle to mlzZe byt ovlivnéno
tim, zdali si dotyCny vycistil zuby pied spanim. Také to, jestli je darce vzorkd kurak.

V neposledni fadé miize zalezet na stresové zatiZzenosti zkoumaného.
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Obrazek 1 Pivodné trirozmérny graf zobrazeni vysledkit analyzy vzorkii slin muze

Tim, ze vzorky byly vzdy odebirany rano, tak se doty¢ny mohl $patn€ vyspat. Moznosti je
nékolik, proto bych pfisté volil pfi tomto sledovani alespont mesi¢ni denik, do kterého by si
zkoumany zapisoval objem pfijatych tekutin a zvlasté alkohol, pfijmy potravy, a i jaké
povahy (bohaté na proteiny, nebo naopak chudé) byly potraviny, které pozil. Zdali se jedna
o kuféka, v jakém psychickém rozpoloZeni se nachdzi a také jestli si pfed spanim vy¢istil

zuby.

3.1.2 RozliSeni slin muZe a Zeny

Na obrazku 2 mizeme vidét, Ze se sliny obou pohlavi pfevazné podobaji. Zelené kulicky
nalezi Zen¢ a Cervené ¢tverce muzi. V grafu miizeme naleznout n€kolik odchylek. Ty mohou
byt zapfi¢inény stejnymi vlivy jako u muze (obr. 1). Proto jsem se vice zaméfil na sliny Zeny.
Hlavni hypotézou bylo najit rozdily v obsahu slin mezi muZzem a Zenou a zenou samotnou

v prubehu jejiho mésicniho cyklu.
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Obrazek 2 Trojrozmerny graf z PCA zobrazujici porovnani proteinového slozeni slin muze a Zeny.

To, Ze se sliny ve vétSim ptipadé€ od sebe nelisi (prakticky vSechny body v grafu tvofi jedno
velké uskupeni), pfikladam stejnym vyvojovym genlim druhu a tim padem i prakticky
stejnému bilkovinnému sloZeni slin u obou pohlavi. Zatimco rozdilné vysledky (kulicky
anebo ctverce jsou vzdaleny od centrdlni skupiny) mohly byt zplsobeny konzumaci

alkoholu, ur¢itym emocnim vykyvem, nebo rozdilnym pitnym reZimem.

3.1.3 Sliny Zeny

Na obrazku 3 mizeme vidét barevné odlisené uréité faze mési¢niho cyklu Zeny. Cervenou
barvou jsou oznaceny bézné dny, modrou dny ovulace Zeny a zelenou dny menstruace. Je
ocividné, ze se sliny béhem menstruace nijak neliSily od vétSiny slin v prabéhu béznych dnti.
U ovulace je zfejma mensi odchylka, ktera ovSem nema vypovédni hodnotu, protoze
muzeme vidét sliny bézného dne, které se mezi sebou li§i mnohem vice. Jednim z divodil
muze byt jiz zminovany stres. VSechny vzorky této Zeny byly odebirany v dobé¢, kdy
zkoumana dokoncovala bakaléaiské studium pii zaméstnani. Tyto vysledky by mohly byt
ovlivnéné, jak nedostatkem spéanku, tak i nepfiznivymi emocemi, které na sliny maji vliv.
Jelikoz jsou sliny prvni tekutinou, které ptichdzeji do styku s nepifebernym mnozstvim

Vv

cizorodych latek, potravin a tekutin, oznacil bych je za velice proménlivé, a proto bych pfisté
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zvolil vétsi pocet sledovanych, kteti by si vedli zaznam o konzumaci, emoc¢ni nalad¢, rezimu

spanku a jinych faktort ovliviiyjici obsah slin.
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Obrazek 3Grafickeé zobrazeni porovnani vysledkii slin Zeny sledovanych v pritbéhu jednoho mésice.

3.2 Vysledky méreni na LC-ESI-Q-TOF

Pro méfeni na LC-ESI-Q-TOF bylo pouzito celkem devét vzorkl. Tti vzorky byly odebrany
muzi, a to v obdobi rana, odpoledne a rana druhého dne. Stejné tak byly odebrany dalsi tfi
vzorky od negravidni Zeny a posledni tfi vzorky byly odebrany od gravidni Zeny. Vysledkem
metody LC-ESI-Q-TOF byla tabulka pro kazdy vzorek s vypsanymi proteiny, které se ve
vzorcich nachéazely. Pro nas bylo stézejnim zjiSt€énim obsah peptidi daného proteinu.
Z kazdé tabulky jednoho vzorku jsem vybral deset nejzastoupengjSich (podle nejvyssiho
poctu detekovanych peptidl, kterymi byly proteiny identifikovany) a ve vysledné tabulce

porovnal vyskyt peptidl proteind se vsemi vzorky.

3.2.1 Slozeni rannich slin muze
Z tabulky 1 lze vidét, ze nejzastoupen€jSim proteinem byl statherin, ktery piedevsSim
znemozinuje hromadéni Skodlivych usazenin na povrchu zubi a ve slinnych zlazach. DalSimi

hojné zastoupenymi bilkovinami byly zdkladni proteiny bohaté na slinny prolin (basic
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salivary proline-rich protein 1, 2, 3 a 4), ty zabraiiuji samovolné tvorbé fosforecnanu
vapenatého a rustu krystali. DalSimi jsou androgenem regulovany protein submaxilarni
zlazy (submaxillary gland androgen-regulated protein 3B), polymerni receptory pro
imunoglobuliny (polymeric immunoglobulin receptor), které vazi polymerni IgA a IgM na
bazolaterdlni povrch epitelovych bunék. Tento komplex je pak transportovan pies buiiku,
aby byl vylucovan na apikalnim povrchu. Béhem celého procesu dochazi ke stépeni, které
odd€luje extracelularni od transmembranového segmentu. Dale je pak mucin a aktin
obsazeny v cytoplazmé. Tento cytoplazmaticky aktin je vysoce konzervovany protein, ktery

polymeruje za vzniku filamentd, které tvoii sit€¢ v cytoplazmé bunék.

Tabulka 1 Obsah proteinit v rannich slinach muze

Pofadi Pristupovy kéd  Protein Pocet peptidh
1 STAT_HUMAN Statherin 72
2 PRB2_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 2 68
3 PRP1_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 1 66
4 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 43
5 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 30
6 PRB4_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 4 15
7 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 15
8 ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmatic 1 15
9 MUC7_HUMAN  Mucin-7 12
10 PRB3_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 3 9

3.2.2 Slozeni rannich slin muZe v druhém dni

V tabulce 2 miizeme vidét, Ze se nejCastéji zastoupené proteiny nelisi od vzorkl predeslého
rdna. NejzastoupenéjSimi byly fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny (salivary acidic
proline-rich phosphoprotein 1/2), ty plisobi jako vysoce U¢inné inhibitory rastu krystall
fosforec¢nantl vapenatych. Poskytuji ochranné a reparacni prostiedi pro zubni sklovinu, ktera
je diilezita pro integritu zubti. Dal§imi byly androgenem regulované proteiny submaxilarni
zlazy a statheriny. Jedinymi nové se vyskytujicimi proteiny jsou annexiny. Annexiny hraji
dilezitou roli v pfirozené imunitni reakci jako efektory odezvy zprostfedkované
glukokortikoidy a jsou reguldtory zanétlivého procesu. Podporuji chemotaxi granulocyti a

monocytil prostiednictvim aktivace formylpeptidovych receptori. Nadale pfispivaji
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k adaptivni imunitni reakci zlepSenim signalnich kaskad, které jsou aktivovany aktivaci T-

bunck a také reguluji jejich diferenciaci a proliferaci.

Tabulka 2 Obsah proteinii v rannich slinach muze

Pofadi Pristupovy kéd  Protein Pocet peptidh
1 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 54
2 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 41
3 STAT_HUMAN Statherin 40
4 PRB2_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 2 18
5 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 16
6 PRP1_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 1 16
7 MUC7_HUMAN  Mucin-7 14
8 ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmatic 1 11
9 PRB3_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 3 4
10 ANXA1 HUMAN Annexin Al 3

3.2.3 Slozeni odpolednich slin muze

Tabulka 3 nam jen potvrzuje, Ze obsah proteint zlistava velmi podobny. Nejzastoupenéjsimi

jsou statheriny, nasleduji zakladni proteiny bohaté na slinny prolin (vasic salivary proline-

rich protein 1, 2 a 4) a androgenem regulované proteiny submaxilarni zlazy. Nové

zastoupenymi proteiny jsou histatiny. Ty jsou povazovany za hlavni prekurzory protektivni

struktury proteinu na povrchu zubu (sklovinové pelikule). Déle také vykazuji antibakterialni

a protiplisnové ucinky.

Tabulka 3 Obsah proteinii v odpolednich slindch muze

Poradi Ptistupovy kdd Protein Pocet peptidli
1 STAT_HUMAN Statherin 63
2 PRB2_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 2 38
3 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 36
4 PRP1_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 1 30
5 HIS1_HUMAN Histatin-1 17
6 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 13
7 MUC7_HUMAN  Mucin-7 7
8 PRB4_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 4 7
9 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 4
10 PROL4_HUMAN  Proline-rich protein 4 3
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3.2.4 Slozeni rannich slin Zeny

V tabulce 4 si mizeme povSimnout, Ze nejzastoupengjSim je fosfoprotein bohaty na slinné
kyseliny (salivary acidicproline-rich phosphoprotein 1/2). DalsSim je androgenem
regulovany protein submaxilarni zldzy a hyperpolarizacné aktivovany iontovy kanal
(potassium/ sodium hyperpolarization-activated cyclicnucleotide gated channel), ten
vykazuje slabou selektivitu pro draselné ionty nez pro ionty sodné. Piispiva k nativnim
chodiim v srdci a v neuronech, transportuje amonium v distalnim nefronu a vytvari velky
okamzity proud. Déle se ve vzorku vyskytl homebox proteinu Hox-B4. Jedna se o sekvenéné
specificky transkripéni faktor, ktery je soucasti vyvojového regula¢niho systému, ktery
poskytuje buikam specifické pozi¢ni identity na ptedni a zadni ose. Znovu se objevuje
polymerni imunoglobulinovy receptor a po ném nésleduje vycet novych proteint. Protein
PRRC2A, ktery mize hrat roli v regulaci sestfihu pre-mRNA. Dal$im je protein aladin, tento
protein napomaha k normalnimu vyvoji periferniho a centralniho nervového systému a je
také vyzadovan pro spravnou lokalizaci aurora kinazy AUKRA, coz je protein spojeny
s rakovinou. Obvykle se podili na regulaci mitdzy a lokace mikrotubuld. Ve vzorku byl také
nalezen transkripéni korelator SKI rodiny 1. Tento korelator plsobi jako korepresor LBX1
(transkripéni faktor) a inhibuje signalizaci BMP (kostni morfogenetické proteiny). A
poslednim nalezenym byl protein s obsahem zinku a proteinu BTB 7C, ktery mize byt

supresorovym genem tumoru.

Tabulka 4 Obsah proteinii v rannich slindach Zeny

Poradi Pfistupovy kod Protein Pocet peptidli
1 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 8
2 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 7

Potassium/ sodium hyperpolarization-activated
3 HCN2_HUMAN  cyclic nucleotide gated channel
4 HXB4_HUMAN Homebox protein Hox-B4
5 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor
6 PRC2A_HUMAN Protein PRCA2
7 AAAS_HUMAN  Aladin
8 SKOR1_HUMAN SKI family transcriptional corepressor 1
9 DAAM2_HUMAN Disheveled-associated activator of morphogenesis 2
10 ZBT7C_HUMAN Zinc finger and BTB domain-containing protein 7C

NN W W Wk~ u o
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3.2.5 Slozeni rannich slin Zeny z dalSiho dne

V tabulce 5 vidime, Ze nejzastoupenéjSimi proteiny jsou polymerni receptory pro

imunoglobuliny, které na sebe vazi polymerni IgA a IgM. Dale jsou to androgenem

regulované proteiny submaxilarni zlazy, fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny, mucin,

cytoplasmicky aktin, fada druhti zékladnich proteinii bohatych na slinny prolin a nové se

vyskytujici WAS/WASL interagujici ¢len rodiny proteint 2, ktery indukuje mobilizaci a

reorganizaci systému aktinovych filament a tim je dalezity pro tvorbu vystupkii bunééného

povrchu.

Tabulka 5 Obsah proteinii v rannich slinach zeny

Poradi Pristupovy kéd

Protein

Pocet peptidt

1 PIGR_HUMAN
2 SMR3B_HUMAN
3 PRPC_HUMAN

4  MUC7_HUMAN
5  ACTB_HUMAN
6  PRB2_HUMAN

7  PRB4_HUMAN

8  PRB3_HUMAN

9  WIPF2_HUMAN
10  PRR12_HUMAN

Polymeric immunoglobulin receptor

Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B
Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2
Mucin-7

Actin, cytoplasmic 1

Basic salivary proline-rich protein 2

Basic salivary proline-rich protein 4

Basic salivary proline-rich protein 3
WAS/WASL-interacting protein family member 2
Proline-rich protein 12

42
37
29
20
17
16
16
14
10
10

3.2.6 SloZeni odpolednich slin Zeny

Z tabulky 6 lze vycist, Ze nejzastoupencjSimi byly androgenem regulované proteiny

submaxilarni Zlazy, statherin, fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny, proteiny bohaté na

slinny prolin, histatiny, mucin, receptory pro polymerni imunoglobuliny a uhli¢ita

anhydraza, kterd dokaZze reverzibilné¢ hydratovat oxid uhlicity.
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Tabulka 6 Obsah proteinii v odpolednich slinach Zeny

Poradi Pristupovy kéd Protein Pocet peptidt
1 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 37
2 STAT_HUMAN Statherin 35
3 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 25
4 PRB2_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 2 22
5 HIS1 HUMAN Histatin-1 19
6 MUC7_HUMAN  Mucin-7 19
7 PRP1_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 1 18
8 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 8
9 CAH6_HUMAN  Carbonic anhydrase 6 5
10 PROL4 HUMAN Proline-rich protein 4 4

Po porovnani vSech tfi vzorkd zeny, jsem usoudil, Ze prvni vzorek neni plné¢ kompetentni.
Vyskyt peptidi je velice nizky a téméf vibec se neslucuje s ostatnimi.
Z vy¢tu vyskytujicich se proteiniit ve slin¢ by se dalo ptedpokladat, Ze vzorek obsahoval
buiiky, které se pocinaly délit. To mohlo byt z divodu tvorby nového tkanového epitelu,
jako nadhrada starého, anebo v ramci regenerace tkan€ po poskozeni, naptiklad dasnég, anebo

samotné ustni dutiny.

3.2.7 Sliny gravidni Zeny

Sliny gravidni Zeny byly odebrany v jeden den ve tfech od sebe casové rozdélenych krocich.
Z prvniho vzorku byly nej¢astéji zastoupenymi proteiny tabulky 7 a to cytoplasmicky aktin,
zymogenovy granulovany protein 16. chromosomu homologu B, dale histon H2B, ktery je
strukturnim proteinem, pomahajici organizovat eukaryotickou DNA, reguluje transkripci,
replikaci a opravy DNA. Konkrétné pomahd regulovat strukturu a funkci chromatinu
prostfednictvim post-translaénich modifikaci a specializovanych variant histond. Tuto
vlastnost maji i ndsledujici histony H2A obou dvou typii. Dal$im je protein S100-A9, jedna
se o protein vazajici vapnik a zinek, ktery hraje vyznamnou roli v regulaci zénétlivych
procesl a imunitni reakce. MliZe indikovat chemotaxi neutrofill, zvysit baktericidni aktivitu
neutrofilt podporou fagocyt6zy. Alfa-enolaza je multifunkéni enzym, ktery hraje svou tilohu
v glykolyze, tak také v riznych procesech, jako je kontrola ristu, tolerance hypoxie a
alergicke reakce. Miize také fungovat, jako receptor a aktivator plazminogenu na bunééném

povrchu leukocytd a neurond. Stimuluje produkci imunoglobulinii. Desmoplakin je velky
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protein, ktery se podili na ukotveni intermedidlnich vldken do desmosomii. Glyceraldehyd-
3-fosfatdehydrogenaza je klicovym enzymem v glykolyze, ktery katalyzuje prvni krok drahy
konverzi D-glyceraldehyd-3-fosfatu na
3-fosfo-D-glycerofosfat.

Tabulka 7 Obsah proteinii ve slinach gravidni Zeny

Poradi Pristupovy kéd Protein Pocet peptidt
1 ACTB_HUMAN  Actin, cytoplasmic 1 25
2 ZG16B_HUMAN Zymogen granule protein 16 homolog B 13
3 H2B1B Histone H2B type 1-B 13
4 S10A9_HUMAN Protein S100-A9 11
5 ENOA_HUMAN Alpha-enolase 10
6 H2A1D_HUMAN Histone H2A type 1-D 10
7 H2A1B_HUMAN HistoneH2A type 1-B/E 10
8 MUC7_HUMAN Mucin-7 10
9 DESP_HUMAN  Desmoplakin 10
10 G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8

V tabulce 8 nalezneme necastéjSi proteiny druhého vzorku gravidni Zeny.
NejzastoupenéjSimi byly fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny, androgenem regulované
proteiny submaxilarni zlazy, statherin, cytoplasmicky aktin, zymogenovy granulovany
protein 16. chromosomu homologu B, aktin z hladkého svalu aorty, mucin, receptory
polymernich imunoglobulint, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogen4dza a protein S100-A9.

Vsechny funkce téchto proteinti jiz byly zminény v pfedeslém textu.
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Tabulka 8 Obsah proteinii ve slinach gravidni Zeny

Poradi PFistupovy kéd Protein Pocet peptidl
1 PRPC_HUMAN Salivary acidic prolin-rich phosphoporotein 1/2 44
2 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 42
3 STAT_HUMAN Statherin 42
4 ACTG_HUMAN Actin, cytoplasmic 2 39
5 ZG16B_HUMAN Zymogen granule protein 16 homolog B 30
6 ACTA_HUMAN Actin aortic smooth muscle 21
7 MUC7_HUMAN  Mucin-7 13
8 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 10
9 G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 10
10 S10A9 HUMAN  Protein S100-A9 9

V tabulce 9 miZzeme vidét nejzastoupencjsi proteiny tietiho vzorku gravidni Zeny.

Nejcastéji  vyskytujicim proteinem byl statherin, androgenem regulované proteiny

submaxilarni zlazy, aktin, fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny, zymogenovy

granulovany protein 16. chromosomu homologu B, mucin, protein S100-A9 a proteiny

bohaté na slinny prolin.

Tabulka 9 Obsah proteinii ve slinach gravidni zZeny

Poradi Pfistupovy kod Protein Pocet peptidt
1 STAT_HUMAN Statherin 41
2 SMR3B_HUMAN Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B 39
3 ACTG_HUMAN Actin, cytoplasmic 2 32
4 PRPC_HUMAN Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 30
5 ZG16B_HUMAN Zymogen granuleprotein 16 homolog B 17
6 MUC7_HUMAN Mucin-7 14
7 S10A9_HUMAN Protein S100-A9 10
8 PRP1_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 1 9
9 PRB2_HUMAN Basic salivary proline-rich protein 2 8
10 PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor 7
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4 Zavér

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na rozpoznani slin muze a zeny, zeny v prib&hu
mésicniho cyklu a slin gravidni Zeny pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
s vyhodnocenim PCA a hmotnostni spektrometrie LC-ESI-Q-TOF. Pouzité vzorky v této
bakalarské praci byly odebirany po dobu jednoho mésice jednim muZzem a jednou Zenou.
Celkem bylo odebrano 60 vzorkl. Vzorky pro LC-ESI-Q-TOF byly odebrany muzem a
zenou v prabéhu dvou dntl a vzorky gravidni Zeny v jednom dni ve tfech ¢asem rozdélenych
usecich. Celkem bylo pro tuto metodu pouzito devét vzorkl. VSechny vzorky byly
zpracovany v laboratofich VSCHT pod vedenim doc. Mgr. Ing. Stépanky Kuckové, Ph.D.
Vzorky byly jednotlivé enzymaticky naStépeny pomoci trypsinu, ktery byl pfipraven ve
smési s hydrogenuhli¢itanem amonnym. Po dvouhodinovém $tépeni za laboratorni teploty
byly vSechny vzorky preciStény pomoci ZipTip Cis reverzni faze. Tento krok se skladal
z nékolika krokl: wetting, ekvilibraci a eluce. Po eluci jednotlivych vzorkd nésledovalo
promichéni s matrici. Tou byla DHB (2,5-dihydroxybenzoova kyselina). Smés vzorka a
matrice byly nanéSena na ocelovou desti¢ku vzdy na tfi pozice. Samotné méfeni na pfistroji
MALDI-TOF obnéselo mifeni laseru na jednotlivé krystaly vzniklé na ocelové desticce.
Vysledkem méteni byla jednotliva spektra pro kazdy vzorek slin. Po naméteni vSech vzorkt
byla data extrahovéna do pocitatového programu R se skriptem multiMS-toolbox. Tento
program vygeneroval grafy — trojrozmérné grafy vzorkli mezi tfemi hlavnimi komponenty.
Vyhodnocovéani vzorkidi jsem provadél pomoci téchto grafii neboli analyzy hlavnich
komponent. Nejzajimavéjsi byly tfi hlavni komponenty — PCI, PC2 a PC3. Tyto
komponenty poskytovaly osy, ve kterych jsme mohli pozorovat jednotlivée body vzorkl
v prostoru. Hypotézu, ze sliny muze a zeny jsou rozdilné, se nam povedlo vyvratit. A to
z toho diivodu, Ze maji stejny bilkovinny zdklad. Mirné odchylky skupin vzorki mohly byt
zpusobeny fadou vlivi, které se podileji na zméné slozeni slin. Takovymi to faktory mohou
byt pitny rezim, koufeni cigaret, konzumace alkoholu, emoc¢ni stav jedince. Druhou
hypotézou bylo prokazat rozdilnost slin Zeny v pribéhu mésicniho cyklu. Ani tato hypotéza
se ndm nepovedla s urcitou piesnosti potvrdit. Obdobi ovulace vykazovalo urc¢itou odchylku,

ale tak stejné i vzorky béznych dnti. Tento rozdil 1ze znovu pfisoudit jiz zminénym faktorim.
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Druhym vyuzitym pfistrojem této bakalarské prace byl LC-ESI-Q-TOF. Tento pfistroj nam
zjistil nejcastéji se vyskytujici proteiny ve slinach muze, zeny a Zeny gravidni. Ve vétsing
vysledkil jsme si mohli povSimnout, Ze nejcastéji se vyskytujicimi proteiny byly proteiny
bohaté na slinny prolin 1, 2, 3 a 4, fosfoproteiny bohaté na slinné kyseliny, statherin,
androgenem regulované proteiny submaxildrni zlazy, cytoplasmicky aktin, mucin a
androgenem regulované proteiny submaxilarni zlazy, a to jak u muze, Zeny, tak i Zeny

v téhotenstvi.

Metoda MALDI-TOF MS s vyhodnocenim PCA nebyla pro rozpoznani slin obou pohlavi
uspésna. Pouze jsme prokazali, Ze muz i Zena maji podobny obsah bilkovin ve slinach. Pro
presnéjsi zjistovani rozdila ve slinach bych pro ptisti vyzkum pouzil vice pokusnych osob,
delsi sledovani a také denik, do kterého bych zapisoval veSkeré pifijmy potravy, tekutin,
druhu tekutin, emo¢ni stav zkoumaného, informaci ohledné kouteni cigaret, véku, pohlavi a

energetickém vydeji.
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5 Seznam zKkratek

ATP
cAMP
DDA
DHB
DNA

ELISA

GTP

HPLC

LC-ESI-Q-TOF

MALDI-TOF

PCA
RNA

SDS-PAGE

adenosintrifosfat / adenosine triphosphate

cyklicky adenosinmonofosfat/ cyclic adenosine monophosphate
analyza zavisla na datech / data dependent analysis
2,5-dihydroxybenzoova kyselina / 2,5-dihydroxybenzoic acid
deoxyribonukleova kyselina / (deoxyribonucleic acid

enzymovy imunologicky test / Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assay
guanosintrifosfat / guanosine triphosphate

vysokotlakd/vysokoi¢inna  kapalinnd chromatografie / High

Performance Liquid chromatography)

kapalinovd chromatografie ionizace elektrosprejem kvadrupol
s detektorem doby letu / Liquid Chromatography — Electrospray
Ionization — Quadrupole — Time of Flight)

matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby letu
/ Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight

analyza hlavnich komponent / Principal Component Analysis
ribonukleova kyselina / ribonucleic acid

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného / Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis
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