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Vo vyskumnych kruhoch vzrasta potreba po hladani a identifikacii novych spésobov v diagnos- Maria Marekova, CSc.

tike ochoreni, sledovania progresie choroby a reakcie na liecbu. Senzitivita detekénych tech-
noldgii sa vyrazne zlepsila a umoznuje kvantifikaciu analytov vo velmi malych mnoZzstvach.
Slzy predstavuju biologicky materidl so stale viac sa rozvijajucimi moznostami v diagnostike
réznych ochoreni. Nasim cieflom bolo zostavit zédkladny prehlad diagnostického potencialu
slz skrze suhrn potencialnych slznych biomarkerov réznych ochoreni. V &lanku st popisané
proteinové biomarkery $tudované najmi v poslednych rokoch, ktoré koreluji s uréitou o&- farmaceutickou firmou.
nou chorobou (suché oko, alergie, glaukdm a i.). Sumarizuje doteraz publikované vysledky
aj z oblasti systémovych ochoreni u pacientov so sklerodermou, cystickou fibrézou, diabetes
mellitus, skler6zou multiplex, nddorovymi ochoreniami a Parkinsonovou chorobou. Sustre-
duje sa na proteomické analyzy s cielom zefektivnenia stanovenia markerov, ktoré by mohli
byt v budlcnosti vyuZivané aj vo véasnej diagnostike o¢nych ochoreni v klinickej praxi.
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SUMMARY

TEARS DIAGNOSTIC POTENTIAL IN OPHTHALMOLOGY

In research community increases the need for the search and identification of new ways
in diseases diagnosis, following-up the progression of the disease, and response to the tre-
atment. The detection technologies sensitivity improved significantly and it makes possible
the quantification of detected substances in very small amounts. The tears are biological
material with constantly developing possibilities in the diagnosis of different diseases. Our Do redakee doruceno dne 27. 7. 2017
goal was to compile the basic overview of diagnostic potential of the tears using summary Do tisku pFijato dne 22. 8. 2017

of potential tears biomarkers of different diseases. In the paper, there are described proteins
biomarkers studied especially in the last years, which correlate with specific eye disease (dry
eye, allergy, glaucoma, etc.). It summarizes until now published results from the range of Ustav lekdrskej a klinickej biochémie,
systemic diseases in patients with scleroderma, cystic fibrosis, diabetes mellitus, multiplex Lekarska fakulta, Univerzita Pavla Jozefa
sclerosis, tumors, and Parkinson’s disease as well. It focuses on proteomic analyses with the Eafarika

goal to specify more effectively markers, which might be used in the early diagnosis of eye Trieda SNP 1

diseases in the clinical practice in the future as well. 040 11 Kotice
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huju proteiny (muciny, enzymy, glykoproteiny, imunoglobuli-
ny), lipidy, elektrolyty, vodu a organické rozpustné latky. Slzy
vytvaraju na povrchu oka slzny film — ochrannu vrstvu, kto-
ra zabezpecuje kontinualnu lubrikaciu. Slzny film pozostava
z vodnej vrstvy pozostdvajucej prevaine z proteinov, vody
a elektrolytov, zatial ¢o lipidova vrstva obsahuje niekolko ty-
pov lipidov (napr. estery glycerolu — triacylglyceroly, estery
voskov, volné mastné kyseliny, polarne lipidy) a neutralne
diestery (16). Hoci objem odobratych siz je maly (~20 pl),
vyvoj technik umoZriuje analyzu proteinov 6—12 mg/ml pro-
teinov v slznej tekutine (aj v tychto mnozstvach) (58). Naj-
Zastejdou pouzivanou metédou odberu siz su mikrokapilary.
Samotny odber prebieha prilozenim mikrokapilary k tempo-
ralnemu okraju mihalnice bez kontaktu so spojovkou. Ak nie
je dostatoéné mnoistvo sz, uskutoéni sa odber siz pomo-
cou vyplachu s fyziologickym roztokom. Metdda vyplachu
prebieha tak, Ze sa kvapne kvapka roztoku do spojovkového
vaku a nasledne sa mikropipetou odoberie vzorka siz.
Stanovenie slznych proteinov ma vyznam pre pochopenie
zakladnych patologickych procesov, pri véasnej diagnosti-
ke a lieCbe réznych zavainych ochoreni, medzi ktoré patria

uvoD

Biomarker je indikator zdravotného stavu, ktory moze byt
presne a reprodukovatelne merany. Na zaklade jeho name-
ranych hodndt je mozné potvrdit alebo vyvratit pritomnost
ochorenia. Okrem toho, Ze sluzi ako diagnosticky nastroj,
nachddza vyuzitie aj pri sledovani vzniku a vyvoja ochore-
nia a reakcie na farmakologicku liecbu a jej Uspesnost. Je
dolezité, aby jeho hladiny korelovali so symptémami Speci-
fickymi pre dané ochorenie, klinickymi prejavmi a Standard-
nymi diagnostickymi testami. Pri hladani novych vhodnych
a spolahlivych biomarkerov réznych ochoreni je posudzova-
nych viacero kritérii, v ramci ktorych ku kladnému posude-
niu vhodnosti prispieva jednoduchy pristup k odberovému
materialu. Odber siz je neinvazivny, mozny a dostupny. Tato
telesnd tekutina obsahuje potencidlne biomarkery o¢nych aj
systémovych ochoreni.

Slzy su produktom slznej zlazy (glandula lacrimalis) ulo-
Zenej pod hornym vieckom a pridavnych slznych Zzliaz (gll.
lacrimale accessoriae) nachadzajucich sa v spojovke. Obsa-
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ochorenia s vysokou mierou straty alebo zavazného po-
Skodenia zraku (diabeticka retinopatia, vekom podmienena
degeneracia makuly, primarny glaukdom s otvorenym uhlom,
ale aj systémovych ochoreni ako cysticka fibréza, rakovina
a Parkinsonova choroba (19). Daldou vyhodou je analyza to-
picky aplikovanych farmak pri o¢nych ochoreniach.

Tato praca poskytuje prehfad najvyznamnejsich slznych
proteinov a faktorov, ktorych vyuZitie by mohlo prispiet
k véasnej a spolahlivej diagnostike niektorych druhov zavaz-
nych ochoreni. Tieto informacie by mohli prispiet k zmier-
neniu progresie ochoreni, k rychlejSej a spravnej diagnoze
za Ucelom vcasnej liecby, ¢i cieleného potlacenia prejavov
ochoreni.

Potencial biomarkerov vybranych o¢nych ochoreni v slznej
tekutine

Suché oko

Syndrém suchého oka je zapalové ochorenie postihujuce
povrch oka. Medzi jeho symptdmy patri palenie a pichanie
v oCiach, vlaknity hlien v alebo okolo o¢i, citlivost na svetlo,
zacCervenanie oci a pocit cudzieho telesa v ociach. Ma vy-
soku prevalenciu u americkej, zdpadoeurdpskej a azijskej
populdcie nad 50 rokov (20), ktord u niektorych populacii
dosahuje az 50 % (43). Etioldgia ochorenia je velmi roznoro-
da. Za hlavnu pricinu je povaZovany deficit vodnej vrstvy slz-
ného filmu alebo zmeny v lipidovej zlozke. Typickym klinic-
kym prejavom su zvySené hladiny osmolarity a zdpalovych
cytokinov v slzach pacientov (26, 35). KedZe zapal je klucovy
komponent syndrému suchého oka, sucasne Studie sa pri
hladani biomarkeru pre toto ochorenie sustreduju najma
na analyzu molekdl cytokinov. Dalsie skimané kategérie po-
tencidlnych markerov su rastové faktory, muciny, neurome-
diatory a lipidy (18).

Pocas ochorenia dochadza k zmene expresii proteinov. Pri
syndréme suchého oka boli detekované vyznamne vyssie
koncentracie IL- (interleukin) 1, 6, 8, 17, 22, TNF-a (tumor
necrosis faktor a), ktoré mézu dalej zosilfiovat zapal tym, Ze
aktivuju imunitné T-bunky (27), (19). O vhodnosti ich vyuZi-
tia ako markerov tohto ochorenia su potrebné dalsie studie
z dovodu chybajucej Specifickosti, kedZe ich hladiny stupa-
ju pri vacsine zapalovych reakcii. Dal$im pozorovanym zvy-
Senym zapalovym markerom je IFN-y (interferon y). Vedie
k strate poharikovitych buniek v désledku zvysenej apoptdzy
rohovkového epitelu a zvysenej tvorbe matrixovych meta-
loproteinaz (27), ¢im dochadza k dalSej progresii a zhorseniu
symptémov ochorenia. Spominané matrixové metaloprotei-
nazy sa v sucasnej diagnostickej praxi stanovuju s vyuzitim
volne dostupnych testov na MMP-9 (matrix metalloprotei-
nase 9), ktora sluzi ako momentdlny biomarker tohto ocho-
renia, hoci pre neho nie je Specificka. Viacero studii potvr-
dilo, Ze vyrazne zvysené hodnoty pri syndréme suchého oka
vykazuju aj prozapalové proteiny zo skupiny $100, konkrét-
ne S100A8 a S100A9 (11), (32), (54) naznacujuc ich zapo-
jenie sa do zapalovej odpovede. V doposial publikovanych
pracach sa nenasiel Ziaden zo spominanych potencidlnych
zapalovych biomarkerov, ktory by spifial podmienky vyso-
kej Specificity, korelacie jeho hladin s progresiou ochorenia
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a zaroven dostatocnost v odzrkadleni vplyvu exogénnych
faktorov. Chybajuca koreldcia medzi symptdmami a prejav-
mi v zmenach hladin vybraného biomarkera velmi kompliku-
je diagnostiku a spdsobuje ¢asté zlyhanie klinickych pokusov
o hladanie a zavedenie prislusného biomarkera v désledku
nudze o spolahlivé vyhodnotenie.

Spomedzi proteinov priamo sa nepodielajucich na za-
palovej odpovedi Studie naznaduju vyuzitelnost lyzozymu,
jedného z najskorsie studovanych proteinov v slzach. Nie je
$pecificky pre syndrém suchého oka, ale méze byt pouZity
pri tomto ochoreni napr. ako kontrola nepriaznivych efektov
lieCiv, ktorymi s napriklad blokatory B-adrenergnych recep-
torov (11).

Suché oko asociované s ochorenim Step verzus hostitel

Vysoku podobnost so suchym okom vykazuje Graft versus
host disease (GVHD)—-associated dry eye chronicka forma oc-
ného postihnutia pri ochoreni Step verzus hostitel. Objavu-
je sa u 30-70 % pacientov, ktori podstupili liecbu alogénnej
transplantacie kmenovych krvotvornych buniek (5). Ako v pri-
pade syndrému suchého oka pacient méze pocitovat rezanie
a palenie v oku, zacervenanie, alebo pocit cudzieho telesa
v oku. Vyskumné skupiny sa sustreduju na rozne zapalové cy-
tokiny v slzach, ktorych potvrdenie alebo vyvratenie vhodnos-
ti si vyZaduje podstupit dalsie studie. Medzi dalSie moznosti
pripada zostrojenie panelu viacerych biomarkerov, ktoré by
zvysili diagnostickd a prognostick silu.

Spomedzi 84 presetrovanych génov u pacientov s GVHD
34 vykazovalo signifikantné zmeny v porovnani s kontrol-
nou skupinou (5). IL-6, IL-9, CCL-24 (C-C motif chemokine
ligand 24), CCL-18, IL-10, IFN-y a CCL-2 boli zvySené viac ako
Sestnasobne v epitelovych bunkach spojoviek. Odobratie
slznej tekutiny je ale menej invazivne ako odobratie spojov-
kového epitelu, preto sa patra po vhodnych biomarkeroch
v tejto telesnej tekutine. Spomedzi vybranych cytokinov
a chemokinov vykazovali dobru senzitivitu a Specificitu IL-8
a interferon-inducibilniho proteinu 10, avsak takychto Studii
je malo a potvrdenie vysledkov si vyZzaduje perspektivny mo-
del studie na vacsej populacii (5).

Sjogrenov syndrom

Sjogrenov syndrom je podskupinou syndrému suchého
oka s deficitom vodnej vrstvy slzného filmu. Ide o autoimu-
nitné ochorenie, pri ktorom su postihnuté exokrinné Zlazy,
a to slzné, slinné, potné a hlienové, ale aj zlazy pankreasu,
tenkého Creva a dychacich ciest. Dva najbeznejSie symptomy
su xeroftalmia a xerostomia. Ochorenie postihuje najma Zeny
medzi 40 az 50 rokom Zivota (41). Etioldgia ochorenia nie je
plne pochopena a objasnend. Vysledky vyskumov v tejto
oblasti naznacuju, Ze u citlivych jedincov sa vyvinie vplyvom
exo- alebo endogénnych antigénov sebapodnecujica zapa-
lova odpoved.

Vzhladom na r6znu manifestaciu ochorenia v jednotlivych
pripadoch a podobnost s inymi morbiditami ostava diagnos-
tika ndrocna a potreba vhodného biomarkera Ziadana. Bio-
chemické vysetrenia potvrdzuju zvysené hodnoty cytokinov
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a a MMP-9 (56). Detekované boli
aj zvy$ené mnoistva slznych autoprotilatok proti Ro/SSA,
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La/SSB a IgG (immunoglobulin G) spolu s IgA (immunoglo-
bulin A) proti a-fodrinu, ktorych vyuZzitelnost je nadalej Stu-
dovana. AQP5 (aquaporin 5) je dalsi protein, ktorého hladiny
su zvySené v slzach pri Sjogrenovom syndréme, ale nie pri su-
chom oku (56) naznatujtc, Ze AQP5 by mohol unikat do siz pri
destrukcii slznej zlazy lymfocytmi. K tejto hypotéze prispieva
aj detekcia sérovych protilatok proti AQPS5, ktoré boli vyznam-
ne vyssie u pacientov so Sjogrenovym syndrémom, zvysujuc
jeho Sance buduceho biomarkera tohto ochorenia (1).

Vekom podmienena degeneracia makuly

Vekom podmienena degeneracia makuly (VPDM) je bezne
sa vyskytujice ochorenie a pricina straty zraku u oséb nad
60 rokov, pri ktorej v réznych fazach ochorenia dochadza
k postupnej degeneracii buniek sietnice v jej centralnej casti
a zmene zloZenia jej proteinov. Progresia ochorenia sa med-
zi pacientmi lisi. V niektorych pripadoch méze vyvoj VPDM
postupovat pomaly bez findlnej straty zraku, avsak pri rych-
lejSom priebehu dochadza k strate videnia v jednom alebo
aj oboch ociach. Zakladnym symptémom je vyskyt hmlistej
oblasti blizko centra videnia, ktoré sa postupom casu zvac-
Suje a mbze prerast do objavenia sa prazdnych miest. Medzi
rizikové faktory patri fajcenie, rasa a genetické predispo-
zicie. Skoré az stredné stavy su zvycajne asymptomatické,
ochorenie mozno v tychto stadidch odhalit komplexnym oc-
nym testom. Aktualne najviac vyuZivanou terapiou VPDM je
injekéné poddvanie protilatok proti VEGF (vascular endothe-
lial growth factor), ¢im sa blokuje abnormalny rast krvnych
ciev (22). Anti-VEGF ale nie je univerzalna a dokonca zhorsu-
je progres pri non-neovaskularnej VPDM (14).

Proteomickd analyza neurosenzorickej sietnice z makuly
a odhalila zmenu proteinov, ktoré sa podielaju na obnove
proteinov mitochondrii retindlneho pigmentového epite-
lu. Znizila sa hladina proteinov v neurosenzorickej sietnici,
ktoré sa podielaju na tvorbe mikrotubulov, doslo k poskode-
niu cytoskeletu a transportu proteinov medzi vnitornym
a vonkajsim segmentom. Vysledkom bola strata plasticity si-
etnice a jej regeneracnych schopnosti. Na zaklade tychto zi-
steni sa ¢rtd mozZnost presetrit vhodnost a Géelnost biomar-
kerov typu VEGF, tubulin a kofaktor A, ktoré poukazuju na
poskodenie tvorby mikrotubulov. Potencidl ma aj statmin,
ukazujuci stratu plasticity sietnice, a Saperdn Hsp-60, ktory
informuje o znovuzbaleni proteinov (3). Vo vyznamne zvy-
Senej miere pritomné v slzach pacientov s VPDM boli de-
tekované rézne proteiny, ale najma albumin a serotransferin
(33). Slzna proteomika zaostava pri tomto ochoreni v po-
rovnani s inymi o¢nymi poruchami a viacero potencialnych
biomarkerov VPDM bolo detekovanych v inych biologickych
tekutinach (18), (28). Neinvazivny biomarker zo siz by bol
obrovskym prinosom pre vcéasnu diagnostiku a pochopenie
etioldgie a progresie ochorenia. Tato oblast nie je preskud-
mana a ponuka Siroké moznosti vyskumnych stadii.

Alergicka konjunktivitida

Termin alergicka konjunktivitida zahfiia subor precitlive-
lostnych poruch postihujucich viecko a spojovku. Prejavuje
sa slzenim, zacervenanim koZe v okoli oka, svrbenim, pripad-
ne aj stratou rias. Prevalencia ubovolnej z foriem ocnych
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alergii je jedna tretina svetovej populdcie (30). K manifesta-
cii ochorenia dochadza po kontakte s prislusnym alergénom
(prach, pel, zviera ...).

Diagnostika iniciacnej fazy alebo chronickych stadii ne-
predstavuje problém, avsak je naro¢né odlisit pseudo-
-alergické formy s podobnymi klinickymi prejavmi a inou
patogenézou ochorenia, napr. akitne a chronické infekcie,
blefaritida, dysfunkcia slzného filmu a dalsie. Rozoznat aler-
gicku reakciu pomaha informacia o pritomnosti zvysenych
sérovych Specifickych IgE, ale vysledok nemusi korelovat
s o¢nym ochorenim. Zvysit $pecificitu umozriuje stanovenie
Specifickych slznych IgE proti konkrétnemu alergénu, ktoré
poskytuju informaciu o lokalnej citlivosti vo¢i danému aler-
génu (31). IgE patria medzi mediatory ocnych alergickych
reakcii spolu s histaminom, tryptazou, chymazou, ECP (eo-
sinophil cationic protein), IL-4 a mnohymi inymi proteinmi
(30). Ich potencialne vyuzitie ako biomarkerov komplikuje
najma nespecifickost pre alergické reakcie. Avsak ako v pri-
pade chymazy, ktord odzrkadlovala zavaznost keratokon-
junktivitidy (12), m6zu byt ndpomocné pri posudeni stadia
ochorenia.

Trachém

Trachdm je infekéné ochorenie beine sa vyskytujuce
v rozvojovych krajinach ako Afrika, Blizky vychod a Azia spé-
sobujuce slepotu. Infekénym agentom je Chlamydia tracho-
matis, ktord spbésobuje trichidzu s vysledkom opakovaného
zjazvenia rohovky a spojovky. Odhadom postihuje 21 mili-
6nov ludi, z ¢oho 2,2 milidnov su slepi a 7,3 milibnov maju
trichidzu (53). Siri sa priamym kontaktom s okom, nosom
a sekrétmi hrdla postihnutych jedincov alebo kontaktom
s kontaminovanym oblecenim.

V diagnostike sa Standardne postupuje zaslanim vzorky
baktérii z oka na laboratérny test, avSak v miestach vysky-
tu su tieto testy Casto nedostupné. Kontrola aj eliminacia
ochorenia si vyZaduje spolahlivd testovaciu metédu. Dlhu
dobu prebieha vyskum v oblasti detekcie imunitnych odpo-
vedi na trachém prostrednictvom imunoglobulinov v slzach.
Pacienti so zapalovym typom trachdmu vykazovali vyznam-
ne vyssie IgG proti antigénom chlamydii cHSP60 (chlamydia
trachomatis heat shock protein 60), proteinu CT795 a CPAF
(chlamydial proteasome/protease-like activity factor) (19).
Hladanie pokracuje aj medzi IgM a IgA, ale postupne sa roz-
vija o dalsie proteinové molekuly. S cielom zlepsit poznat-
ky v patoldgii trachému bola sledovana expresia vybranych
cytokinov v slzach. Hladiny EGF (epidermal growth factor),
TGF-B1 (transforming growth factor B1) a TNF-a suviseli
s tvorbou jaziev spojovky a maju potencial sluzit ako marke-
ry progresie ochorenia (49).

Keratokonus

Keratokonus je progresivne stencovanie rohovky, ekta-
ticky stav, ktory ovplyvnuje videnie. Medzi jeho pociatocné
prejavy patri zhorSujica sa zrakova ostrost, v neskorsich
Stadidch narast myopie a astigmatizmu. Vyskytuje sa u 1
z 500 az 1z 2000 jednotlivcov, pricom vyssiu prevalenciu ma
u azijskej populacie (38). Etioldgia a patogenéza nie je Uplne
objasnena. Faktory prospievajuce k rozvoju ochorenia mozu
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byt genetického pdvodu aj z prostredia a pritomnost oénych
alergii, Downovho syndromu, tapetoretinalnej degeneracie
a atopie je taktiez spojena s keratokonusom. Hoci je toto
ochorenie bilaterdlne, ¢asto su klinické a topografické zme-
ny pritomné len v jednom oku.

Biochemické vysetrenia siz ukazuju velmi podobné zvyse-
nie hladin cytokinov, MMP a zniZenie lipokalinu, laktoferi-
nu a lyzozymu ako je to v pripade pacientov so syndrémom
suchého oka (38), vylucCujluc tieto biomarkery z vyberu
v dosledku nespecifickosti. V pripade diagndzy suchého
oka bola potvrdena aj korelacia s hladinou AZGP1 (zinc-a2-
glycoprotein) (55), ktorého diagnostické vyuZitie sa skima
v pripade keratokonusu (38), (19). S AZGP1 sa viaze PIP
(prolactin-inducible protein), ktory sa sice presetruje najma
v suvislosti s rakovinou prsnika, ale jeho reguldcia bola vy-
znamne zmenena v slzach pacientov s keratokonusom (44),
pripisujuc tomuto proteinu vysoky potencial biomarkera da-
ného ochorenia. Medzi mnohé dalSie potencidlne biomar-
kery patria SFRP1 (secreted-frizzled related protein 1), Ig k,
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) a VCAM-1 (vas-
cular cell adhesion molecule 1), ktoré vyzaduju dalsie Studie
potvrdzujlce alebo vyvracajuce ich uzitok (38).

Glaukém

Glaukém — ludovo zeleny zakal — je ochorenie postihujuce
vnutorné struktury oka, pri ktorom dochadza k blokovaniu
odtoku komorovej tekutiny spdsobujuc ocnu hypertenziu.
Prevalencia je okolo 2 % u [udi nad 40 rokov a je vyssia u Cer-
nosskej populacie (19). Ochorenie stale ostava primarnou
pri¢inou nevratného zrakového poskodenia. Zvycajne sa
rozlisuju styri formy: primarny glaukdom s otvorenym uhlom
(PGOU), primarny glaukdm s uzavretym uhlom, sekundarny
glaukdm ako nasledok iného ochorenia a vrodeny glaukém.
Diagnostika je zaloZena na posudeni vnutroo¢ného tlaku,
zorného pola a papily zrakového nervu, v akutnych pripa-
doch na zaklade symptémov ako tvrdé cervené oko so zre-
nickou nereagujlucou na svetlo, poruchy videnia a bolesti.
PGOU prebieha dlho asymptomaticky, ¢o zvysSuje potrebu
vhodného biomarkeru, vdaka ktorému by bolo mozné ocho-
renie v¢as odhalit. Identifikacia Specifickych molekulovych
markerov pre glaukdm by mohla odhalit skoré fazy ochore-
nia, predpovedat progndzu a sledovat Ucinnost terapie.

Viacero potencidlnych biomarkerov ochorenia je v sta-
diu overovania ich vhodnosti a vyuZitelnosti. U pacientov
s glaukdbmom dochddza k zmenenej reguldcii zapalovych
proteinov, ktord dalej méze byt zapojenda do mechanizmu,
ktorym prostaglandiny znizZuju vnatroocny tlak. V slzach pa-
cientov s PGOU, ktori podstupovali topicku liecbu, bola po-
zorovana zvysena expresia zdpalovych cytokinov IL-1B, IL-6,
IL-12, TNF-a (34). V kontraste k tomuto vyskumu Chong et al.
pri skimani cytokinov u pacientov s galukémom uZivajucich
medikamentdznu terapiu nasiel vyznamne zvyseny len MCP-1
(monocyte attractant protein 1) (4). Na objasnenie vysledkov
su potrebné dalSie vyskumy v danej oblasti. BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) je dalsi potenciadlny biomarker,
ktory bol podstatne zniZzeny u pacientov s normotenznym
glaukémom (19) a v roku 2010 bol zaregistrovany do databazy
patentov. Do klinickej praxe sa vsak Zial eSte nedostal.
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Keratopatia

Termin keratopdtia sa pouziva na oznacenie akejkolvek
dysfunkcie alebo ochorenia rohovky. V suvislosti
s hladanim biomarkerov sa mnohé studie zameriavali na
tzv. klimaticki kvap6ckovu keratopatiu (KKK), ochorenie
charakterizované progresivhou nepriehladnostou prednej
vrstvy rohovky. Studie odhalili vyznamne zvy$ené hodnoty
N-glykozylovaného haptoglobinu v slzach pacientov s KKK,
ktory suvisi s vystavenim sa UV Ziareniu, ¢o by mohlo
prispiet k lepSiemu pochopeniu etiolégie, resp. k objavu
biomarkera (50). Medzi dalSie slzné biomarkery KKK, ktoré
st predmetom skumania, patri MMP-2 a MMP-9 (21).
Boli skimané aj v suvislosti s dalSou formou — diabetickou
keratopatiou, kde st pravdepodobne zodpovedné za lokalne
prebudovanie tkaniva a progresiu ochorenia. Z ddévodu
tychto mechanizmov by mohli slGzit ako véasné biomarkery
ochorenia (19) a ich inhibitory ako prevencia progresie
ochorenia (50).

Aniridia

Aniridia je zriedkavé dedi¢né ochorenie, pri ktorom je
duhovka nekompletnd alebo Uplne chyba. Zvycajne postihu-
je obe oci. Vzhladom na vplyv dedi¢nosti pri tomto ochoreni
sa vyskum sustreduje na prislusné gény zaujmu, a preto exi-
stuje len velmi malo studii zaoberajucich sa slznou proteo-
mikou u tychto pacientov. Proteomickd analyza siz pacientov
s aniridiou identifikovala niekolko proteinov, ktorych mnoz-
stva boli vyrazne pozmenené. P&t proteinov vykazovalo niz-
ke hodnoty: a-enolaza, peroxiredoxin 6, cystatin S, gelzolin
a apolipoprotein A-1, tri proteiny vykazovali zvysené hodno-
ty: AZGP1, laktoferin a VEGF-C. Ich vyuZitie je predmetom
buducich studii (23). Diadenozinpolyfosfaty patria taktiez
medzi potencidlne markery, ktoré boli skimané v suvislosti
so suchym okom, ale ich hladiny boli vyznamné zvysené aj
u pacientov s aniridiou (42). Dal$i vyskum by mohol potvrdit
alebo vyvratit ich slvis s progresiou rohovkovych poruch pri
tomto ochoreni.

Nosenie kontaktnych Sosoviek

Pri noseni kontaktnych SosSoviek dochadza k zmendm
v proteinovom profile siz v désledku &oho méZe do-
chadzat k poruseniu ochrannej povahy a dynamiky slz-
ného filmu (56). DIhodobé nosenie kontaktnych SoSoviek
Casto sprevadzaju vedlajsie efekty ako vyvin syndrému
suchého oka, problémy s rohovkou ako opuch alebo hm-
listé videnie v dosledku hypoxie, alergické reakcie, zapal
v oku alebo viecka (10). Vyskum proteomiky v tejto ob-
lasti je nevyhnutny pre vyvoj kontaktnych Sosoviek a po-
chopenie metabolickych dejov, ktoré savisia s ich pravi-
delnym nosenim.

V skupine, ktord nosila makké kontaktné SosSovky, boli
namerané zvysené hodnoty S100A8 a pokles v hodnotach
lyzozymu, zatial ¢o v skupine s nepriepustnymi tvrdymi
SoSovkami z pevného plynu bol zvySeny cystatin a zniZzeny
sekretoglobin (56). Expresia dvanastich prozapalovych cy-
tokinov v slzach pouzivatelov kontaktnych SoSoviek bola
vyznamne vyssia, ale ukazala sa bez korelacie k pocitu kom-
fortu v ociach pri noseni SosSoviek (57). Zmeny v hladinach
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cytokinov boli zhodné s meranim hyperémie a suchosti (24)
a k zmenam ich hladin dochadzalo aj v pripade SoSoviek ur-
¢enych na 30-dnové nosenie (25).

Systémové choroby s ocnymi komplikaciami

Diabeticka retinopatia

Diabeticka retinopatia (DR) patri medzi chronické kom-
plikacie diabetes mellitus, ktoré mdze u pacientov v pro-
duktivnom veku posobit stratu zraku a dalsie zdvazné me-
tabolické, cievne a neurologické poskodenia. KedZe v€asna
diagndéza modze vyznamne spomalit progresiu ochorenia,
pacienti podstupuju screening s vyuZitim oftalmoskopie,
alebo aj stale viac populdrnejsich fotografickych metéd (9).
Spominané procedury nie su bez neprijemnych vedlajsich
efektov ako videnie zableskov, ktoré mozu pretrvavat este
3-5 minat. Komfortnejsi aj menej narocny pristup by umoz-
nil vhodny biomarker. Vyskum je orientovany na rézne zapa-
lové faktory, rastové faktory a angiogénne faktory, ktoré sa
podielaju na aktivacii endotelu, ktora vedie k dysfunkcii ciev.
Schopnost slznych biomarkerov odzrkadlovat zmeny v siet-
nici zostava otazna, kedZe slzy nie su so sietnicou v priamom
kontakte. Avsak pri DR dochadza k cievnym zmenam, ktoré
vedu k zmenam sietnice, a teda zmeneny tok krvi by mohol
mat dosah na zmenu zloZenia siz, sekretovanych zo slznej
Zlazy (9). V suvislosti s tymto ochorenim je predmetom sku-
mania viacero proteinov, ale zatial neexistuju také tkanivo-
vo charakteristické biomarkery, ktoré by boli Specifické len
pre sietnicu. Studovanym v désledku zmenenej angiogenézy
medzi biomarkermi pre DR je VEGF (39) a IL-6 (interleukin 6)
(15), IP-10 (interferon-induced protein 10), MCP-1 (mono-
cyte chemoattractant protein 1) (56), ale v mensej miere aj
mnohé dalsie. Pritomnost hyperglykémie je spustacom via-
cerych metabolickych signalnych drah, ktoré vedu k zmene
hladin IGF (insulin-like growth factor) (45). Dalie intenziv-
ne Studované slzné proteiny v suvislosti s DR s NGF (nerve
growth factor), APOA1 (apolipoprotein Al), lipokalin 1, lak-
totransferin, lakritin, lyzozym C, lipofilin A, A retazec imuno-
globulinov, Hsp27 (heat shock protein 27), B,-mikroglobulin
a enoldza (9). Nie je zatial zname, ¢i signifikantné zmeny
v hladinach tychto proteinov su dosledkom patogenézy DR
alebo diabetes mellitus.

Diabetes mellitus sprevadza prebudovanie cievnych
Struktur, s ktorym suvisia matrixové metaloproteindzy. Dia-
beticki pacienti, ktori podstupili vitrektémiu, vykazovali vy-
razne vyssie hodnoty najma MMP-10, ale pred operaciou sa
hladiny MMP-2, MMP-9 a MMP-10 v slzach vyrazne nelisili
od zdravej kontrolnej skupiny (36). MMP-7 klesla v sklov-
ci diabetickych pacientov, pricom jej hladiny nekorelovali
s hladinami v krvnom sére. MMP-7 aktivuje NGF Stiepenim
proNGF a zaroven hladiny NGF odzrkadluju trvanie diabetes
mellitus, HbA1lc a glykémiu (40). Novsie studie odporucaju
sledovat skér pomer proNGF/NGF, ale tuto hypotézu treba
potvrdit este dalsimi studiami (37).

Ciasto¢ne efektivnym terapeutickym postupom sa sta-
lo podavanie protilatok proti VEGF. V prvych dvoch rokoch
sa potvrdil jeho Ucinok redukcie dalSej postupujucej straty
zraku a zlepSenie videnia, avsak chronické podavanie méze
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sposobit hypertenziu ako aj dalSie obli¢kové vedlajsie efekty
— proteindriu, a tiez glomeruldrnu trombotickd mikroangi-
opatiu (8).

Sklerodermia

Sklerodermia alebo tiez systémova sklerdza je zriedkavé
ochorenie postihujluce spojivové tkanivo a je charakterizo-
vand progresivnou skler6zou makkych tkaniv (zhustovanie
koZe prostrednictvom akumuldcie kolagénu, vaskulitidy).
Klinicky sa prejavuje postihnutim koze, kibov, ériev a dalsich
organov. Hoci je presna etiolégia neznama, Ustredné deje
v patogenéze ochorenia predstavuju aktivacia imunitnych
procesov, vaskulopatia a fibrdza (52). Manifestacia v oku
vykazuje vysoky stupen heterogenity a moze prebiehat ako
suché oko v dosledku fibrozy slznej Zlazy, teleangiektazie
spojovky, filamentarna keratitida (19), zmeny pokozky viec-
ka, keratokonjunktivitis sicca, katarakta a glaukom (17).

Vzhladom na vSeobecne nizky vyskyt v populacii, existuje
len malo studii, ktoré sa zaoberaju proteomikou pri tomto
ochoreni a ich limitaciou je ¢asto mala vzorka. Medzi jednu
z nich patri pozorovanie zmien hladin VEGF v slzach, ktoré
boli porovndvané medzi pacientmi a zdravymi jedincami
vzhladom na vaskulitidny charakter ochorenia. VEGF nevy-
kazoval podstatné rozdiely v skimanej populacii, naznacuj-
Uc jeho nevhodnost ako biomarkera (46). Potencialne vhod-
nejsi biomarker by sa mohol vyskytovat medzi cytokinmi.
Predpoklad zmeneného profilu prozapalovych cytokinov
v slzach bol potvrdeny a ako vhodni kandidati na zaklade vy-
znamnych zmien v hladindch a molekularnych charakteristik
z neho vysli IP-10 a MCP-1 (47). Dalsi vyskum a pochope-
nie signalnych drah tychto latok by mohol napomdct zvolit
vhodnd liec¢bu.

Cysticka fibréza

Cysticka fibréza (CF) je zdvainé genetické ochorenie po-
stihujuce exokrinné Zlazy za tvorby abnormadlne hustych
sekrétov, ktoré vedu k dysfunkcii organov, pre ktoré je hlien
doleZitou sucastou ich funkcie ako su pluca, ¢reva, pankreas
a potné zlazy. U muzov je pric¢inou neplodnosti. Ochorenie je
sposobené poruchou prenosu idnov cez bunkovd membranu.
Je to Zivot-ohrozujuci stav, ktory hromadenim hlienu spdso-
buje v plucach infekcie a v traviacom trakte traviace tazkosti.
Vzhladom na postihnutie epitelu sekrecnych Zliaz patri suché
oko k jednym z viacerych o¢nych prejavov ochorenia.

Nemnohé studie zaoberajuce sa slznou proteomikou
v stvislosti s CF st zamerané zvacsa na stanovovanie cytoki-
nov. Na posudenie zdravotného stavu o¢ného povrchu u pa-
cientov boli pozorované IL-8 a IFN-y, pricom hladiny oboch
boli vyznamne zvysené v porovnani k zdravym kontrolnym
subjektom. Naviac hladiny tychto dvoch cytokinov vyznam-
ne korelovali s klinickym vyvojom CF indikujuc dolezitu ulo-
hu tychto cytokinov v progresii zapalu o¢ného povrchu a pa-
togenéze CF (19). Nevyhodou ich vyuZitia je nizka Specificita,
kedZe IFN-y je zvySeny aj pri Sjégrenovom syndrome a sa-
motnom suchom oku (11) ako aj dalSich zapalovych stavoch
povrchu oka. Dal$im potencidlnym markerom je MIP-1pB
(macrophage inflammatory protein 1B), ktory bol vyrazne
zvySeny v slzach pacientov s CF a suchym okom, v sére sa
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vsak jeho hodnoty takmer neliSili od kontrolnych jedincov.
Je len malo informacii o Ulohe tohto proteinu v progresii
a patogenéze ochorenia, ale dalsi vyskum by vrhol lepsi po-
hlad na jeho vyuZitelnost ¢i uz ako biomarkera alebo terape-
uticky ciel (19).

Systémové choroby bez o¢nych komplikacii

Nadorové ochorenia

Nadorové ochorenia predstavuju viac ako jednu Stvrtinu
priciny vSetkych dmrti v OECD (The Organisation for Economic
Co-operation and Development) krajinach a je najcastejSou
pricinou smrti hned' chorobach obehového systému. Velkym
problémom, s ktorym sa lekari boria pri nadorovych ochore-
niach, je neskora diagnostika. Hfadanie biomarkerov prebieha
takmer vo véetkych telesnych tekutinach vratane siz.

Lebrecht odporica namiesto jedného biomarkera zostavit
panel biomarkerov, na zéklade ktorého sa mu so 70% senzi-
tivitou a Specificitou podarilo diagnostikovat nador prsnika
(29). Vzhladom na vysoky stupen falosnej pozitivity u tra-
dicnych mamogramov mala stadia velky Uspech a vyskum
je aplikovany na vyvoj zariadenia, ktoré by umoznovalo do-
stupnu, lahku a rychlu diagnostiku.

Lakryglobin, protein sekretovany slznymi a slinnymi zlaza-
mi, prsnikmi a maternicou, sa v slznej tekutine nachadzal vo
zvySenych mnozstvach u pacientov s roznymi typmi nadoro-
vych ochoreni. Avsak bol pritomny aj v slzach kontrolnych
zdravych jedincov, ktori mali v rodine pribuzného s diagné-
zou nadoru (13). Vzhladom na malu vzorku je potrebny dal-
i vyskum na odhalenie pouZitelnosti tohto potencidlneho
biomarkeru.

Slzny biomarker alebo panel markerov ma velky potencial
vo vcasnej diagnostike nadorovych ochoreni, avsak stale nie je
k dispozicii dostatok, ktoré by sa venovali tejto problematike.

Skleréza multiplex

Skleréza multiplex (SM) je jedno z najbeznejSich neuro-
logickych ochoreni s incidenciou medzi mladymi dospely-
mi do 30 rokov. Je to autoimunitné ochorenie, pri ktorom
dochadza k demyelinizacii centralneho nervového systému,
vysledkom ¢oho su problémy s rovnovahou a koordinaciou,
svalova slabost, tfpnutie alebo necitlivost koncéatin v zavis-
losti od miesta zdpalu a poskodenia tkaniv v jednotlivych
Castiach mozgu alebo miechy. Diagnostika zatial prebieha
z cerebrospinalneho moku lumbdalnou punkciou, ¢o je velmi
invazivna metdda s vysokym stupfiom dyskomfortu pre pa-
cienta. Standardne stanovovanym biomarkerom st oligoklo-
nalne retazce IgG.

Stanovit oligoklondlne retazce 1gG je moziné aj v slznej
tekutine ako neinvazivna alternativa k cerebrospinalnemu

moku. Vysledky takychto studii su vSak nejednoznacné az
protichodné, teda zavery na vyuZitelnost a vhodnost oli-
goklonalnych protilatok ako biomarkera zo siz diskutabilné
(19).

Pri proteomickej analyze siz pacientov so SM vyznamne
odlisné hodnoty vykazoval al-antichymotrypsin s vybornou
reprodukovatelnostou vysledkov (48). Protein je predme-
tom Studii u mnohych inych ochoreni, kde sa sleduju zmeny
jeho hladin v sére alebo plazme pacientov, z coho vyplyva
otazna Specificita, ktoru je potrebné dalej overit.

Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je progresivne neurodegenerativ-
ne ochorenie centrdlnej nervovej sustavy vyskytujice sa
priblizne u 1,2 miliénov ludi v Eurdpe (19). DdleZitost vys-
kumov vzrastd aj vzhfadom na zmeny vo vekovej Strukture
obyvatelstva. WHO (World Health Organisation) predpo-
klada, Ze neurodegenerativne ochorenia casom predbehnu
kardiovaskularne ochorenia v miere Umrtnosti. K nesprav-
nej diagndze dochadza az u 1 z 10 pacientov (2). Diagnosti-
ka pozostdva z hodnotenia klinickych prejavov v kombindcii
s dalsimi doplnkovymi testami. Vzhladom na mierny fenoty-
picky prejav v skorych stadiach a iné degenerativne a nede-
generativne ochorenia napodobnujice symptomy Parkinso-
novej choroby sa kladie velké Usilie na najdenie vhodného
biomarkera.

Ako pri dalSich systémovych ochoreniach, vyskum slznej
proteomiky pri hladani potencidlneho biomarkera je v za-
Ciatkoch. Délezitou molekulou v patogenéze Parkinsonovej
choroby je TNF-a, ktory spdsobuje progresivnhu degenera-
ciu v dopaminergickych neurdnoch. Jeho hladiny v slzach
pacientov v réznych stadiach Parkinsonovej choroby boli
vyznamne vyssSie ako u zdravych jedincov, avsak nesuviseli
s di?kou trvania alebo zavainostou $tadia (7). Momentd-
Ine prebiehaju dalsie studie slznej proteomiky u pacientov
s Parkinsonovou chorobou a bude zaujimavé sledovat ich
dopad na diagnostiku Parkinsonovej choroby (59).

ZAVER

Vedecky a klinicky zaujem o neinvazivne metédy v dia-
gnostike roznych typov ochoreni je na vzostupe, ¢o robi zo
slznej tekutiny atraktivny odberovy materidl. Tieto infor-
macie poskytuju prehlad potencialnych proteinovych bio-
markerov zo siz a tvoria zéklad pre $tddie, ktorych ciefom
by malo byt zistenie a objasnenie désledkov zmien obsahu
$pecifickych slznych proteinov. Dal$i vyvoj v tejto oblasti by
mohol prispiet k inovativnemu pristupu k pacientovi s jeho
diagndzou s ciefom personalizovanej a efektivnej terapie.
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