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1. UvVOD

Pocevsi od 1791. kada su Fourcroy i Van Quelin prvi put odredili sastav suza, pa do danas
(230 godina kasnije), preden je dugacak put na kome je ostvaren znacajan napredak u tehnikama za
odredivanje biohemijskog sastava suza, kao i utvrdivanju postojanja zavisnosti u sastavu suza i
odredenih stanja organizma, kao $to su na primer starenje, razliita fizioloska i patoloska stanja
(razli¢ite bolesti oka, hroni¢na insuficijencija bubrega, dijabetes melitus, kancer, multiplaskleroza
itd.). Takode se razmatraju i mogucnosti primene sastava suza u dijagnostiCke svhre — tj. da se
analizom ,,isplakanih* suza, tj. jednom neinvazivnhom metodom uzimanja uzoraka, prati stanje nekih
sistemskih bolesti.

Znacajan broj nauc¢nih radova postoji iz ove oblasti. UnoSenjem klju¢nih reéi ,tear film*
(suzni film) u ScienceDirect bazu nau¢nih radova, dobija se 48752 navoda (23. sept. 2021). Ipak,
literatura na srpskom jeziku iz ove oblasti je veoma oskudna.

Cilj ovog diplomskog rada je bio da se da pregled aktuelne literature o sastavu suznog filma
kod ljudi, konkretnoj ulozi pojedinih prisutnih proteina, mucina i lipida; kao i klju¢nim razlikama
indikovanim pri razli¢itim bolestima oka (npr. keratokonus, suve o¢i, blefaritis itd.), ali i nekim
sistemskim bolestima. Da li noSenje so¢iva utice na promenu sastava suza. Koje sve celije su
zaduzene za produkciju komponenti suza. Takode je dat pregled tehnika koje se koriste za
sakupljanje suza, i tehnika za analizu proteinskog i lipidnog sastava suznog filma.

Ovakav, biohemijski, pristup temama koje se tiCu struke optometrista, moze da poboljsa

sposobnost optometrista da donesu ispravne odluke u konkretnim klini¢kim slucajevima.



2. OPSTI DEO

Suzni film je heterogena smesa i prema klasi¢noj podeli ga ¢ine tri sloja: spoljasnji tj. lipidni
sloj; sredis$nji tj. vodeni sloj i unutrasnji tj. mukozni sloj (Slika 1.). Ipak, postoji preklapanje u
sastavu usled delimi¢nog mesanja izmedu slojeva. Najvec¢i deo suznog filma ¢ini vodeni sloj, a 0
hemijskom i biohemijskog sastavu svakog sloja ¢e u nastavku biti vise reci.

vazduh

lipidni sloj Jl /

vodeni sloj

mucinski sloj {

epitelne celije : -
P l mikrovili

povr$ina ~ 2 cm?

5-160nm lipidni sloj

glikokaliksna faza

ocna povrsina

|
}
}

Slika 1. Tri sloja suznog filma

Suzni film je zapremine od 3-10 pL, debljine 3 pum, i sekretuje se prose¢nom brzinom od 0,5
— 2,2 uL/min, i to od 0,72-3,2 mL/dan (Chang and Purt, 2021; Prachar, 2019). Uklanjanje suznog
filma se odvija putem isparavanja, ili dreniranjem suza kroz suzne kanale.



Suzni film nije statican sistem zbog tri kljucna procesa: protoka suza, isparavanja i treptanja.
Dok bi dinamika suza povezana sa procesima protoka i isparavanja mogla voditi do stacionarne
ravnoteze, treptanje je izvor zna¢ajnih neredovnih narusavanja suznog filma (Cwiklik, 2019).

Suze odrzavaju nase o¢i zdravim. Predstavljaju zastitu oka od uticaja spoljasnje sredine i

odrzavaju zdravim veznjacu (konjunktivu) i avaskularnu roznjacu (korneu).

Dakle, funkcija suznog filma je uglavnom zastitna, i moze da se posmatra sa nekoliko
aspekata. Najpre, suzni film formira glatku prozirnu povrs$inu na roznjaci, koja je neophodna za
nesmetanu refrakciju svetlosti, omoguéavajuéi prolazak svetlosti bez prelamanja. Stiti povrinu oka
od patogena, pomocu specificnih i nespecificnih antibakterijskih agenasa. Obezbeduje dotok
kiseonika i nutritivnin molekula avaskularnom epitelu roznjace uz odnosenje sporednih produkata
metabolizma sa njene povrsine. Sluzi za podmazivanje povrsine oka i o¢nog kapka, §to omogucava
smanjenje trenja prilikom treptanja. Odrzava roznjacu vlaznom (Davidson and Kuonen, 2004).

2.1. Tipovi suza.

Razlikuje se nekoliko tipova suza, sa jedinstvenim biohemijskim sastavom. Bazalne suze su
obi¢no prisutne na o¢noj povrSini obezbeduju¢i hranljive materije o¢noj povrSini, odrzavajuci
okularnu ravnotezu i uklanjajuéi nepotrebne ostatke sa povrSine. Refleksne suze su one koje se
oslobadaju kao odgovor na iritante, uklju¢ujuci hemikalije i strana tela. Refleksne suze se proizvode
u vecim koli¢inama od bazalnih suza i uCestvuju u spiranju iritanta sa ocne povrSine. Suze
zatvorenih ociju su one koje podmazuju o¢i tokom sna (Chang and Purt, 2021). Suze nastaju i kao
posledica emotivne reakcije. Ovakve suze imaju visi sadrzaj proteina u poredenju sa refleksnim
suzama. One sadrZe i vise hormona, kao $to su prolaktin i adrenokortikotropni hormon, i endogenog
peptida Leu-enkefalina (Bedinghaus, 2019). Neke komponente suznog filma, poput laktoferina,
lipokalina-1 i lizozima, ostaju relativno konstantne kod svih tipova suza. Medutim, ukupna koli¢ina
proteina, lipida i sekretornog IgA varira izmedu tipova; a sadrzaj proteina i lipida je najveci u
bazalnim suzama. Uprkos razlikama u sastavu, osmolarnost kod svih tipova suza ostaje relativno
konstantna (Chang and Purt, 2021).

2.2.  Celije uklju¢ene u produkciju suznog filma

Molekuli svakog sloja suznog filma se produkuju u razli¢itim pojedina¢nim celijama ili
¢elijama grupisanim u Zlezde (Slika 2., Slika 3., Slika 4.) iz kojih se izlu¢uju i difuzijom dospevaju
u odgovarajuéi sloj. Tako, prvi, lipidni sloj, sintetisu ¢elije mejbomove (Meibomian) Zlezde, kao i
¢elije Molove (Moll) Zlezde. Sredisnji sloj sintetiSu Celije suzne zlezde (kod koje se razlikuju dva
odvojena dela: orbitalni i palpebralni), a doprinose i dve pomo¢ne Zlezde - Krausova i Wolfringova.
Unutrasnji (mukusni sloj) produkuju peharaste celije veznjace (Gillan, 2010) u najvecoj meri, ali u
manjoj meri acinarne celije suzne zlezde, kao i epitelne celije u roznjaci i veznjaci (Chang and Purt,
2021).
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Slika 2. Anatomija oka, sa obelezenim zlezdama/éelijama koje ucestvuju u produkeiji suznog filma
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Slika 3. Anatomija o¢nog kapka
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Slika 4. Peharaste ¢elije sa sekretornim granulama iz kojih se sekretuju mucini u suzni film

2.3. Regulacija lu¢enja komponenti suznog filma

Inervacija kapaka (treptanje) kao i regulacija rada zlezda ukljucenih u produkciju suznog
filma je izuzetno slozen proces. Pored nervne inervacije posredstvom lucenja odgovarajucih
neurotransmitera u mehanizam regulacije ukljuéeni su mnogi hormoni i imunoloski faktori
(Davidson and Kuonen, 2004).

Suzna Zlezda prima inervaciju prvenstveno iz parasimpatickog nervnog sistema i regulisana
je uglavnom holinergickim vlaknima ovog sistema, medutim, adrenergicka simpaticka stimulacija,
neki peptidni agensi i humoralni faktori takode imaju ulogu u modulaciji aktivnosti ove zlezde.
Razli¢iti nervni zavrSeci senzornih nerava (aferentni neuroni trigeminalnog nerva V1) u roznjaci i
konjunktivi mogu biti stimulisani mehanickim, toplotnim i/ili hemijskim stimulusima; a kao
odgovor aktivira se refleksni luk koji putem eferentnih motornih vlakana facijalnog nerva (VII),
podsticu povecanu proizvodnju suza i treptanje. Dakle, neurotransmiteri koje oslobadaju
parasimpaticki i simpati¢ki nervni zavrSeci jesu najmocniji stimulusi za rad suznih Zlezda. Svetlost,
putem optickog nerva, takode moze stimulisati luéenje suzne zlezde. Pokazalo se da epidermalni
faktor rasta (EGF) stimuliSe i modifikuje neuronsku regulaciju suzne zlezde (Gillan, 2010).

Cini se da je regulacija Meibomovih Zlezda dvostruka — i to nervna i hormonska. Nervna
vlakna koja izlu¢uju holin (holinergicka vlakna) su uklju¢ena u regulaciju ovih zlezda kod ljudi.
Takode je pokazano da androgeni hormoni igraju ulogu u stimulisanju biosinteze lipida i njihovom
lu¢enju iz Meibomovih zlezda. Neka istrazivanja (Schirra et al., 2006; Gillan, 2010) su pokazala da
nedostatak androgenih hormona moze imati uticaj na izmenjene obrasce lipida u sekretu ovih

Zlezda, ali tacan mehanizam regulacije nije u potpunosti jasan.

Peharaste celije veznjace inervisane su i parasimpatickim i simpati¢kim nervnim vlaknima.
Istrazivanja pokazuju da parasimpati¢ki nervi (delujuci preko acetilholina ili putem VIP



neuropeptida), mogu stimulisati peharaste celije na sekreciju. Takode, enzim protein-kinaza C
(PKC), kao i joni Ca?* stimuligu peharaste ¢elije (Gillan, 2010).

2.4. Fizi¢ka svojstva suznog filma i tehnike sakupljanja suza

Neke od znacajnih fizickih karakteristika suznog filma sazete su u tabeli (Tabela 1). Ipak,
tatne procene hemijskog sastava ili fizickih svojstava suzne te¢nosti podlozne su velikim greSkama
zbog niza faktora: zbog malih koli¢ina i nepreciznog odredivanja zapremine; mogucénosti njihovog
otparavanja tokom sakupljanja; utvrdene znaCajne varijabilnosti izmedu pojedinaca; dnevnih
varijacija; ali i samog metoda prikupljanja suznog filma.

Suzni film sadinjen je najve¢im delom od vode (96%-98%) , soli (1%), proteina (0,7%) i
minerala (0,3%).

pH vrednost suza je priblizno 7,45 i krece se u rasponu od 7,14 do 7,82, u zavisnosti od
dnevnih i sezonskih uticaja. Produzena zatvorenost o¢nih kapaka, na primer tokom sna, dovodi do
nakupljanja ugljen-dioksida (CO>), ¢ime se snizava pH (Chang and Purt, 2021).

Tabela 1. Fizi¢ke karakteristike suznog filma (Berman, 1991, poglavlje 2, str. 68)

Parametar Vrednost
Sadrzaj 98% voda
2% rastvorene supstance
Zapremina 6,2+2,0pL
Debljina 6,0 - 7,0 um
Brzina sekrecije
Nestimulisana 1,2 uL/min

(0,5-2,2 puL/min)
Anestezirana
Sirmer 1,8 pL/min
Fluorofotometrija 0,3 uL/min
Brzina izmene
normalna 12-16 %/min
stimulisana 300 %/min
Osmolarnost 310-334 mOsm/kg
pH 7,5+0,16

Razlikuju se testovi za merenje koli¢ine izluCenih suza, i onih za odredivanje kvaliteta
suznog filma.

Sirmerov (Schirmer) test je jednostavna i jeftina metoda za merenje zapremine izlu¢enih
suza. Izvodi se tako §to se standardizovane trake filter papira, duzine 35 mm i Sirine 5 mm,

postavljaju se u donji forniks veznjace i nakon 5 minuta, meri se duzina njihove navlazenosti.
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Umesto filter papira mogu se Kkorstiti staklene kapilare, i mikrosunderi razli¢itih proizvodaca
(Merocel®, Keracel® i Weck-Cel®).

Merenje visine suznog meniska je jo§ jedna metoda za procenu volumena suza.

Za ispitivanje kvaliteta i stabilnosti suznog filma koristi se test pucanja suznog filma (tear
break-up time — TBUT) kojim se meri vreme od poslednjeg treptaja do pojave pucanja suznog filma
i pojave suvih mrlja u njemu. Normalne vrednosti krec¢u se preko 10 sekundi. Kod osoba koje pate
od suvog oka, ovo vreme je krace, a kao razlog se navodi poremecaj u lipidnom sloju suznog filma
Sto dovodi do ubrzanog isusivanja vodene faze (Chang and Purt, 2021).

Osmolarnost suza moze se koristiti kao pokazatelj stabilnosti suznog filma. Normalne
vrednosti osmolarnost se krecu izmedu 300 i 310 mOsm/kg, a mogu da dostignu i 360 mOsm/kg
kod bolesti suvog oka. Hiperosmolarnost suza moze biti rezultat ili neadekvatne produkcije suznog
filma ili usled povecanog isparavanja suza. Produzena hiperosmolarnost suza je umeSana u
proizvodnju proinflamatornih medijatora (IL-18, TNF-o i MMP-9) i citokina; a aktivacija
proinflamatorni puteva protein kinaze aktivirane mitogenom (MAP-K) moze voditi ostecenju
povrsine roznjace i peharastin celija. Aktivacija puteva MAP-K dovodi do dalje proizvodnje
upalnih citokina i povecanih koncentracija metaloproteinaza matriksa (Chang and Purt, 2021).

Merenjem inflamatornih biomarkera (kao Sto su metaloproteinaze iz matriksa, lizozim i
laktoferin) moze da se proceni stepen o¢ne upale ili prisustvo abnormalnosti u suznom filmu.

Bojenje ocne povrSine razli¢itim bojama koje se koriste u oftalmologiji (fluorescein,
Lissamine Green, Rose Bengal) moze se koristiti za vizualizaciju nedostataka na povrsini roznjace,
ali i prisustvo degenerisanih ili odumrlih celija.

2.5. Hemijski sastav suza

Koncentracije elektrolita i organskih rastvora u ljudskim suzama su sumirane u tabeli
(Tabela 2.). Poredenjem sa serumskim nivoima uocavaju se sli¢ne koncentracije za natrijumove i
magnezijumove jone (Na*, Mg?"), hloride (CI"), karbonatne jone (HCOz3Y), kao i koncentracije uree.
Medutim, drugi elektroliti su distribuirani znatno drugacije: koncentracije jona kalijuma (K*) su oko
Sest puta vise, a kalcijumovih jona (Ca?*) oko pet puta nize U Suzama nego u serum.



Tabela 2. Poredenje hemijskog sastava suza i seruma kod ljudi (Berman, 1991, str.70)

Jedinjenja Suze Krvni serum
Elektroliti [mmol/dm?]
Na* 120-165 130-145
Cr 118-135 95-125
HCOs3 20-26 24-30
Mg* 0,5-0,9 0,7-1,1
K* 20-42 3,5-5
Ca* 0,4-1,1 2,0-2,6
Organski molekuli [mmol/dm?]
glukoza 0,1-0,6 4-6
urea 3,0-6,0 3,3-6,5
laktati 2-5 0,5-0,8
piruvati 0,05-0,35 0,1-0,2
askorbati 0,008-0,04 0,04-0,06
all-trans retinol [ug/dL] 0,04-1,06 30-60

Laktata (koji verovatno potice iz epitela roznjace) ima oko Cetiri do deset puta viSe U suzama
nego u serumu, dok su nivoi piruvata priblizno isti u ove dve bioloSke te¢nosti. Koncentracija
glukoze je oko deset puta niza u suznom filmu nego u krvnom serumu. Male koli¢ine trans-retinola
prisutne su u suznom filmu i to u proseku oko 30 puta manje nego §to je prisutno u serumu
(Berman, 1991).

3. BIOHEMIJSKI SASTAV SUZNOG FILMA

Biohemijske komponente suznog filma ¢ine prisutni primarni biomolekuli — i to proteini,
lipidi, monosaharidi i drugi ugljeni hidrati, kao i slozeni glikoproteini (mucini), glikolipidi i dr. Oni
su u razli¢itim slojevima (lipidni, vodeni, mucinski) suznog filma razli¢ito rasporedeni i to kako u
kvalitativnom, tako i u kvantitativnom sastavu.

Kao sto je ve¢ istaknuto, podela suznog filma na tri sloja — lipidni, vodeni i mucinski, samo
je uslovna i moze da ukaze na domintnu klasu prisutnih jedinjenja — ali je skoro svaka klasa

jedinjenja prisutna u svim slojevima, usled mesanja izmedu slojeva.

10



3.1. Proteini

Od 2006. do 2012. godine, broj identifikovanih proteina je porastao sa 491 na 1543
(Prashar, 2019). Smatra se da su ovi proteini identifikovani u suznom filmu produkti lokalno
prisutnih ¢elija, i da nisu poreklom iz krvi.

Poznato je da proteini suza igraju ulogu u antimikrobnoj i anti-inflamatornoj zastiti oka.
Takode su vazni za normalan rast epitela, lu¢enje proteina/te¢nosti/elektrolita i mnoge druge
aspekte normalne o¢ne fiziologije, ukljucujuci: angiogenezu, biosintezu, metabolizam kalcijuma i
ugljenih hidrata, adheziju i pokretljivost celija, rast celija, anti-apoptozu, imunologiju, metabolizam
lipida/holesterola i drugo (Gillan, 2010).

Tri osnovna proteina prisutna u suzama su: lizozimi, laktoferin i suzno-specifi¢ni
prealbumin (lipokalin).

Lizozim je enzim (protein) koji je sposoban da raskidanjem glikozidnih veza izmedu
jedinica ugljenih hidrata u peptidoglikanima (od kojih je izgraden celijski zid bakterija) unistava
bakterije. Stoga, suze imaju bakterioliticku aktivnost. Koncentracija lizozima u suzama je znatno

veca u poredenju sa drugim telesnim te¢nostima.

Laktoferin takode poseduje antimikrobno delovanje, tako Sto helira (vezuje) gvozde,
odvajajuci ga od bakterija kojima je potreban za metabolizam i rast (Chang and Purt, 2021).

Pretpostavlja se i moguca uloga laktoferina u zastiti o¢ne povrSine od Stetnog dejstva slobodnih
radikala (Gillan, 2010).

Ono $to je znaCajno vezano za ovaj protein, jeste da je njegova koncentracija u suznom
filmu prilicno konstantna kada se porede kontrolna grupa pacijenata i muskarci sa benignom
hiperplazijom prostate ili kancerom prostate. S obzirom da je njegova koncentracija u suznom filmu
prili¢no konstantna, to se moze koristiti za komparaciju promena drugih potencijalnih biomarkera,
Cija se koncentracija menja kod razli¢itih stanja (Willcox, 2019).

Za protein lipokalin je predloZzeno da ima nekoliko vaznih funkcija u suznom sloju.
Lipokalini mogu $tititi roznjacu delujuci kao faktori uklanjanja Stetnih lipofilnih supstanci ili mogu

doprineti efikasnom $irenju lipida po suznom filmu.

Prisutni su i drugi proteini ukljucujuci: albumine, imunoglobuline IgA i IgG, transferin,
epidermalni faktor rasta (EGF), monocitne hemoatraktantne proteine, inhibitore tkivnih
metaloproteinaza (TIMP), angiogenin, hemokine, citokine, onkogen povezan sa rastom i protein
koji aktivira epitelne neutrofile (Gillan, 2010).

Faktori rasta, ukljucujuci EGF, su porodica faktora koji su u stanju da reguliSu zarastanje
povrSinskih rana na oku i proliferaciju, diferencijaciju, rast i razvoj epitelnih celija roznjace i
veznjace. EGF je takode u stanju da stimuliSe i modifikuje lucenje suzne zlezde. Familija EGF

(epidermalnih faktora rasta) su vazni regulatori ne samo suznih zlezda, vec i o¢ne povrsine.

Metaloproteinaze matriksa (MMP) su familija endopeptidaza zavisnih od prisustva cinka

koje su sposobne da razloze sve vrste ekstracelularnih proteina. Takode je poznato da razgraduju
11



bioaktivne molekule i da igraju ulogu u proliferaciji celija, migraciji, diferencijaciji, angiogenezi i
apoptozi. Efekti MMP mogu se suzbiti prirodnim inhibitorima MMP-a (TIMP — tkivni inhibitori
metaloproteinaza matriksa).

Imunoglobulini (antitela) su glikoproteini koji vezuju antigene (invazivne organizme) sa
visokom specifi¢noscu i afinitetom. Postoji pet razli¢itih klasa imunoglobulina (IgA, IgG, IgM, IgD
i IgE). Imunoglobulini igraju vaznu ulogu u imunoloskom sistemu, i to klju¢nu ulogu u odbrani od
bakterijskih, virusnih i parazitskih infekcija. Nivo IgA se povecava tokom infekcije ili upalnog
stanja oka, ukljucujuci akutni bakterijski konjunktivitis, blefarokonjunktivitis 1 akutni
keratokonjunktivitis i keratomalaciju.

Citokini su proteinski ili glikoproteinski molekuli koje celije luce kao odgovor na specifi¢cne
stimuluse. Citokini su multifunkcionalni kratkodelujuci posrednici celijske aktivnosti kratkog
dometa koje oslobadaju T celije i druge ¢elije imunog odgovora. Citokini igraju kriticnu ulogu u
meducelijskoj komunikaciji i mogu uticati na rast celija, diferencijaciju, hemotaksiju i/ili

citotoksiénost.

Hemokini su specificna grupa citokina sa funkcijom hemoatraktanata tj. sposobnosti
privlacenja limfocita, monocita i1 neutrofila da iz cirkulacije predu u tkiva radi adekvatnog
imunoloskog odgovora.

Insulin 1 insulinu slican faktor rasta su takode izolovani iz suza. Poznato je da je dijabetes
povezan sa stanjem suvog oka i izmenjenim zaceljivanjem o¢nih rana, a ima nagovestaja da insulin

moze igrati vaznu ulogu u fiziologiji o¢ne povrsine.

Lakritin je jo$ jedan protein koji se nalazi u ljudskim suzama. Deluje kao prosekretorni
mitogen (tj. faktor rasta) koji moze odigrati vaznu ulogu u sekreciji suzne zlezde, kao i obnavljanju
epitelnih ¢elija u oku (Gillan, 2010).

Iz klase derivata aminokiselina, u suzama su identifikovani i melatonin, serotonin, dopamin
i histamini, sa razli¢itim fizioloSkim funkcijama (Prashar, 2019).

3.2. Mucini

Mucini su po hemijskoj strukturi glikoproteini (slozeni biomolekuli kod kojih su za
proteinski niz kovalentno vezani oligosaharidi), koje produkuju i izlu¢uju peharaste ¢elije veznjace
(Slika 4.). U zavisnosti od mesta delovanja mogu se klasifikovati kao mucini vezani za membranu
¢elija, ili kao rastvorni mucini (koji mogu formirati gelove). U unutraSnjem sloju suznog filma
prisutna su oba tipa mucina (Slika 5.).

Zbog svoje specificne strukture u kojoj su prisutni i hidrofobni i1 hidrofilni delovi, mucini
mogu da se adsorbuju na povrSini membrana epitelijalnih ¢elija (vezujuéi se za prisutni glikokaliks)
svojom nepolarnom stranom, i time formiraju hidrofilniji sloj na koji se nastavlja vodeni sloj
suznog filma.
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Slika 5. Membranski vezani mucini i mucini u formi gela

Osnovna uloga im je odrZzavanje stabilnosti suznog filma; zaStita od isuSivanja i invazije
bakterija. Takode, znaCajna im je uloga kao podmazujuceg sredstva, smanjujuci trenje kapaka
prilikom treptanja, ¢ime Stite roznjacu i veznjacu od abrazivnog efekta stranih Cestica kada dospeju
u o€i.

Broj pronadenih gena, koji kodiraju sintezu mucina, povecavao se tokom godina kako su se
tehnike za njihovo otkrivanje poboljsavale (2000. godine: 9 gena, 2001.: 14 gena, 2004.: 17 gena,
2007: 20 gena). Geni su imenovani I numerisani hronoloski po redosledu njihovog otkrica i

oznaceni su kao MUC1, MUC2 itd. (mora biti italic), a odgovarajuci proteini takode su oznaceni
istim oznakama MUC1, MUC2 (nije italic) itd. (Gillan, 2010).

Mucini MUC 1, 2, 4, 5AC i 16 pronadeni su u suznom filmu. Smatra se da su mucini MUC

4116, posebno vazni za odrzavanje zdrave o¢ne povrsine (Gillan, 2010).
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Slika 6. Najéesce glikanske (ugljenohidratne) komponente koje ulaze u sastav mucina suznog filma,
Willcox, 2019.
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3.3. Lipidi

Preko 600 jedinstvenih lipida iz 17 razli¢itih klasa lipida identifikovano je u suzama. Vecinu
ovih lipida proizvode ¢elije Meibomove zlezde. Sekret ovih zlezda sadrzi i polarnije i nepolarne
lipide. Lipidni sloj suznog filma se nastavlja na vodeni sloj, te je potrebno objasniti na koji nacin
intereaguju ova dva nemesljiva (usled razli¢ite polarnosti) sloja. Objasnjenje za ovu pojavu jeste to
da se lipidi koji ¢ine lipidni sloj suznog filma rasporeduju prema gradijentu njihove polarnosti
(Slika 7.); tj. oni lipidi koji su najviSe polarni su u kontaktu sa sredi$njim vodenim slojem suznog
filma, zatim slede oni manje polarni i na kraju nepolarni lipidi koji su u kontaktu sa vazduhom iz

spoljasnje sredine.

Dakle, lipidni sloj suznog filma se takode moze posmatrati kao podeljen na dva podnivoa

(Slika 7.) prema polarnosti lipida koji se u njima nalaze. Najpolarnije strukture u lipidnom sloju

suznog filma su O-acil-w-hidroksi-masne kiseline (OAHMK), dok polarnost njihovih derivata sa

holesterolom ili drugim alkoholima opada. U amfifilicne lipide koji su takode prisutni u polarnijem

delu lipidnog sloja su i fosfolipidi — a najvise ima: fosfoglicerida (i to fosfatidilholina (PC) i
14



fosfatidiletanolamina (PE)), lizofosfolipida (Lizo-PE), sfingomijelina (SM) i ceramida (Cer), Slika
8.

Meibomova zlezda
produkcija i sekrecija lipida

d nepolarni ostali lipidi

a o) s
- -

P Y i H
Lipidni sloj | derivati OAHMK
l amfifilicni OAHMK
B o s
e Lipidni gradijent prema
~ polarnosti struktura

% ~Vodeni sloj N s tfd

W

(o] O
—CO CO ——
0 0
—CO COOH —CO OC e
o .00
OAHMK e i SRS

derivati OAHMK

Slika 7. Raslojavanje lipidnog sloja prema gradijentu polarnosti prisutnih jedinjenja; OAHMK (O-acil-w-

hidroksi masne kiseline) (https://www.eurekalert.org/multimedia/686234)

Od nepolarnih lipida prisutni su estri holesterola sa dugackim acil ostacima (C22:1 — C34:1)
i voskovi (izgradeni od masnih kiselina, najceS¢e C18:1 (oleinska kiselina) estarski vezanih za
masne alkohole duzine C18-C30), Slika 8. Takode su detektovani i steroidi poput kortizola, 4-
androsten-3,17-diona i 17-hidroksiprogesterona, kao i lipidi iz klase diacilglicerola (Gillan, 2010;
Cwiklik, 2016; Prashar, 2019).

Smatra se da se treptanjem §iri i odrzava suzni lipidni sloj (Prashar, 2019). Lipidi deluju kao
barijera da bi se odrzavala stalna vlaznost suznog filma i da bi se suze zadrzale unutar palbebralnog
otvora. Zatim, da spreCavaju kontaminaciju suza lipidima iz lojnih zlezda; da smanjuju isparavanje
vodenog sloja suza; da formiraju glatku opti¢ku povrsinu; kao i da pruzaju antimikrobnu zastitu
(Gillan, 2010).

Kada se uporedi sastav lipida koji poti€u iz Meibomovih zlezda i lipida iz unutrasnjih tkiva
oka, postoji upadljiva razlika. Lipidi poreklom iz ¢elija zlezda mogu sadrzavati masne kiseline
razgranatog niza, kao i neparan broj ugljenikovih atoma, S$to nije uobiCajeno za Celijske lipide
drugih ¢elija. Takode, prisutan je Siri raspon duzina lanaca masnih kiselina. Primenom masene
spektrometrije u analizi lipida suznog filma, utvrdeno je da pored slobodnih masnih kiselina, u
suzama ima i amidnih derivata masnih kiselina.

Bolje razumevanja na¢ina na koji funkcioniSu lipidi unutar suznog filma, moZe doprineti
pronalazenju adekvatnijih lekova za bolesti poput suvih oCiju — koja nastaje kao posledica
poremecaja u radu maibomove Zlezde (a posledicno i sadrzaja lipida unutar lipidnog sloja suznog
filma).
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Od lipidnih komponenti u suzama su detektovne i odredene koli¢ite vitamina D, E, i A
(Prashar, 2019).
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Slika 8. Stukture lipida pristunih u lipidnom sloju suznog filma. Strukture nepolarnih (hidrofobnih) lipida:
W-voskovi, ChE-estri holesterola; i amfifili¢nih lipida: OAHMK-(O-acil)-w-hidroksi masne Kiseline; PC-
fosfatidilholini, PE-fosfatidiletanolamini, LizoPE-lizofosfatidilholini, SM-sfingomijelini, Cer-ceramidi

3.4. Tehnike koje se koriste u analizi sastava suznog filma

Biohemijski sastav suznog filma ispoljava dinamicki karakter, i profil prisutnih biomolekula
zavisi od pola, starosti, ali i dnevnih varijacija. Zbog toga, kao 1 zbog veoma malih koli¢ina
prisutnih biomolekula analiza hemijskog sastava suznog filma zahteva veoma osetljive metode
detekcije. Takode, mora se uzeti u obzir da i metoda sakupljanja suznog filma moze da uti¢e na
rezultate eksperimenata (von Thun et al., 2013).

3.4.1. Analiza proteinskog sastava suza

Brojne tehnike omogucavaju analizu proteina prisutnih u suznom filmu. Tehnike ukljuc¢uju
western blot, imunohistohemijsko bojenje, imunosorbenski test (ELISA) ili te¢nu hromatografiju sa
masenom spektrometrijom. Rezultati kvalitativnog i kvantitativnog sadrZaja proteina (proteomika) u
suznom filmu, dobijeni na osnovu opseznih istrazivanja (von Thun et al., 2013; Rentka et al., 2017),
pokazuju koliko su ove tehnike vazno orude za otkrivanje biomarkera bolesti.
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U analizi proteoma suza dve su klju¢ne stvari: obezbediti dobro razdvajanje proteina iz

slozene smese, a zatim obezbediti pogodan nacin detekcije razdvojenih proteina.

Za razdvajanje smese proteina Cesto se Koristi gel-elektroforeza. Ona moze da se izvodi u
jednoj ili dve dimenzije, na razli¢itim gelovima, a najcesce se izvodi na poliakrilamidnom gelu uz
dodavanje natrijum-dodecilsulfata uzorku (tzv. SDS-PAGE; sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis). Drugi nacin za razdvajanje smeSe proteina jeste primena te¢ne
hromatografije sa, najcesce, reverznom stacionarnom fazom.

Za detekciju razdvojenih proteina i dalje se veoma koriste specifi¢na antitela, ali je ogroman
napredak u analizi proteoma donela primena masene spektometrije Sto je postalo moguce nakon
usavr$anja tehnika za jonizaciju proteina, kao Sto su: elektrosprej jonizacija (ESI) ili matriksom-
potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija (MALDI).

Takode, ono $to predstavlja izazov u protemici primenom masene spektrometrije, je analiza
ogromnih koli¢ina podataka. Stoga su neophodne i sofisticirane racunske metode za automatsku
identifikaciju proteina iz MS podataka da bi se lazno pozitivni rezultati sveli na minimum tokom
identifikacije proteina.

Koriscenjem ovako visoko osetljivih tehnika — do sada je u suzama identifikovano vise od
1543 proteina (Azkargorta et al., 2016).

3.4.2. Tehnike koje se koriste za analizu lipidnog sastava

Dok je proteinski sastav suza detaljnije opisan, napredak u analizi lipidnog sastava suza
(lipidomika suznog filma) je neSto sporiji, zbog nizeg sadrzaj lipida u suznom filmu. Razne
poteskoce ¢ine kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu lipidnog sastava teSkom: raznolikost i slozenost

lipidnih struktura, hemijska stabilnost ili nestabilnost razli¢itih vrsta lipida.

Te¢na hromatografija (HPLC) i te¢na hromatografija ultra visokih performansi (UPLC), sa
masenim detektorom (MS) su trenutno najpogodnije metode za ispitivanje lipida suznog filma.
Nuklearna magnetna spektroskopija, kao i Ramanova i infracrvena spektroskopija mogu se takode
koristiti kao alternativni pristupi, iako su njihova osetljivost i selektivnost daleko ispod performansi
masene spektrometrije (Rentka et al., 2017).

Takode, zbog prethodno navedene slozenosti suznog filma, kao i poteskoca u prikazivanju
njegovog ponasanja na mikroskopskom nivou, odnedavno se koriste i kompjuterske simulacije
(molekulska dinamika, MD), sa algoritmima skoro atomske rezolucije, prilagodenim za opisivanje
visekomponentnih lipidnih slojeva u raznim uslovima (Wizert, 2014; Wizert, 2017).

17



4. RAZLIKE U SASTAVU SUZNOG FILMA PRI RAZLICITIM
FIZIOLOSKIM/PATOFIZIOLOSKIM STANJIMA.

Koncentracije razli¢itih komponenti suznog filma kod zdravih pojedinaca, variraju u velikoj
meri, s obzirom da na te vrednosti utiCe niz faktora. Varijacije se mogu javiti od laboratorije do
laboratorije zbog razli¢itih tehnika prikupljanja ili ispitivanja, laboratorijskog okruzenja itd. Osim
toga, neki od sastojaka koji su kratko navedeni u ovom poglavlju mogu biti odsutni, ili prisutni u
zanemarljivim koli¢inama u zdravim suzama, ali se nalaze i u stanju bolesti, i o njima ¢e biti re¢ u
nastavku poglavlja (Prashar, 2019).

Povrede, infekcije (lokalne i/ili sistemske) i Cesta upotreba kontaktnih soc¢iva dovode do
promena u obrascu sadrzaja suza. Upravo te promene u sastavu suza ¢ini osnovu dijagnostike suza.
Savremena istrazivanja se fokusiraju na to kako se prisustvo razli¢itih obolenja manifestuje na
proteomiku, lipidomiku i metabolomiku suznog filma, sa ciljem bolje predikcije i uvodenja
personalizove terapije (Prashar 2019). Zanimljivo je ista¢i da iako suze sadrze 98,2% vode,
prakti¢no je ¢itav fokus dijagnostike na osnovu suznog filma zasnovan na onih preostalih 2%
sastava suza.

Brojna su istrazivanja (sumirana u radu Prashar, 2019) koja pokazuju da tokom starenja
opadaju zapremina i kvalitet suznog filma. Srednje vrednosti Schirmerovog testa pojedinaca starijih
od 50 godina znacajno su nize (12,5 £ 9,1 mm) u poredenju sa vrednostima kod osoba od 20 godina
(24,6 £ 11,1 mm). Primeceno je i da se pH vrednost suza menja sa godinama, tj. povecava se,
najverovatnije usled povecanja sadrzaja alkalnih mucina u suzama (Gillan, Prachar). Starost ima
znaCajan uticaj na smanjenje ukupne koncentracije proteina, ali i nekih pojedinacnih proteina:
lizozima 1 laktoferina. S obzirom na vitalni znacaj laktoferina, nedavno je predlozeno da se u
formulacije vestacih suza dodaje i laktoferin (Rusciano et al. 2018). Koncentracije suznog PLA>
opadaju sa godinama. Cini se da su koncentracije citokina u suznom filmu stare populaciji povisene.
Povecanje nivoa IL-6, IL-8 i MMP-1 sa godinama ukazuje na opSte stanje o¢ne upale niskog
stepena uobicajeno kod starije populacije. Rezultati istrazivanja pokazuju da kod starijih osoba
postoji nepravilnosti 1 u mucinskom suznom sloju, tj. da se znacajno povecava koncentracija
MUCSAC. Sto se ti¢e promena u sastavu lipidnog sloja suznog filma tokom starenja, primeéeno je
da koncentracije O-acil-w-hidroksi-masnih Kiselina i nekih voskova rastu, dok koncentracije
odredenih fosfolipida (sa ve¢im udelom polinezasicenim masnim kiselinama u svom sastavu)
opadaju.

Kontinuirana istrazivanja u ovoj oblasti uveliko ¢e pomoci u razvoju dijagnostickih alata i

terapije za ocne 1 druge bolesti povezane sa starenjem.

Uticaj dima cigareta na sastav suznog filma sumiran je u radu Prashar, 2019. Vrednosti
dobijene u Schirmerovom testu su nize kod pusaca (13,3+6,8 mm) u poredenju sa nepusacima
(16,6+7,4 mm), dok je brzina isparavanja suza znatno visa kod pusaca (7,7+0,2 g/cm?/s) nego kod
nepusaca (2,5+0,9 g/cm?/s). Sadrzaj ukupnih proteina u suznom filmu je visi kod pusaca, a takode

18



su u testovima elektroforeze uocene zone proteina koje nisu karakteristi¢ne za rezultate analize suza
nepusaca. Pretpostavlja se da prisutne trake poticu od proizvoda degradacije nekih proteina.
Koncentracije lizozima, kao i mucina MUCS5AC su niZze u suznom filmu pusaca. Takode je uocena
nestabilnost lipidnog sloja suznog filma, ali i brZze pucanje suznog filma, tj. nemoguénost formiranja
homogenog sloja lipida. Kod pasivnih pusaca, takode se povecava brzina isparavanja suznog filma.
Rummenie i njegove kolege istrazivali su efekte akutne pasivne izlozenosti dimu cigareta na ocne
povrsine i suznog filma putem ELISA testiranja i otkrili da je ¢ak i kratka pasivna izlozenost dimu
cigareta bila povezana sa Stetnim efektima na zdravlje o¢ne povrSine. Na to ukazuju rezultati
povecanja inflamatornih citokina u suzama, kao i pojava proizvoda peroksidacije lipida (Rummenie
et al., 2008).

Ispitivanja sastava suznog filma je od izuzentog znacaja kod noSenja kontaktnih sociva
radi dizajniranja takvnih pomagala koja ¢e doprineti o¢uvanju zdravlja oka. Komponente suznog
filma su u direktnom kontaktu sa so¢ivima 1 mogu uticati na biokompatibilnost sociva kao 1
izazivanje neprijatnosti prilikom njihovog nosenja (i to najcesce: suvocéa ociju, zamucen vid, osecaj
peckanja ili fotofobije), (Willcox, 2019; von Thun et al., 2013). U preglednom radu Willcox-a
(2019.) navodi se da se mnogi proteini, lipidi, i glikoproteini iz suznog filma mogu adsorbovati na
povrsini kontaktnih sociva, i da adsorpcija zavisi i od tipa materijala (da li su silikonska hidrogel ili
nesilikonska hidrogel meka sociva), ali 1 hemijskog sastava rastvora koji se koriste za odrzavanje
so¢iva. Takode je pokazano da se kod osoba sa papilarnim konjunktivitisom izazvanim noSenjem
kontaknih so¢iva, taloZi viSe albumina i imunoglobulina E na povrSini so¢iva. Ipak, ne zna se sa
sigurno$c¢u da li je ovo taloZenje uzrok ili samo posledica inflamacije. Vezivanje bakterija za sociva
takode zavisi od tipa so¢iva, i od bakterijskog soja. Sto se ti¢e uticaja no$enja kontaktnih so¢iva na
biohemijski sastav suznog filma, neke studije pokazuju da nema promena u koncentraciji glavnih
komponenti, ali da je povecana koncentracija proteina fibronektina kao i fosfolipida, a da je
smanjena koncentracija sIgA i holesterola (Willcox, 2019). Ipak, prema preglednom radu von Thun
i dr (2013.) navodi se da se proteinski profil suznog filma kod noSenja kontantknih so¢iva u velikoj
meri menja i to na kompleksan nacin, u poredenju sa kontrolnom grupom. Kod osoba koje su nosile
kontaktna soCiva duze vreme uocena je povisena koncentracija proteina S100 A8, i smanjena
koncentracije lizozima. Uocena je razlika u pogledu proteinskog profila kod osoba koja nose ¢vrsta
i onih koja nose meka sociva. Cistatin je povisen kod osoba koje nose tvrda sociva, dok je u ovoj
grupi znacajno sniZen bio sekretoglobin. Uocena je 1 promena u profilu inflamatornih medijatora: i
to povecanje nivoa IL-6 i IL-8. Studije ispitivanja upotrebe razli¢itih suplemenata (formulacija na
bazi fosfatidilglicerola; hipo-osmotskih rastvora sa razli¢itim aktivnim supstancama) radi Smanjenja
osecaja neugodnosti prilikom noSenja kontaktnih soc¢iva i dalje ne daju u potpunosti jasnu sliku,
koje komponente bi mogle biti zaduzene za smanjenje nus efekata. Postoji naznaka pozitivnog
uticaja koncentracije i aktivnosti SPLA2 enzima na povecanu ugodnost noSenja sociva (Willcox,
2019).

Biohemijske promene su pokazane u suznom filmu i roznja¢i kod pacijenata sa
keratokonusom, u poredenju sa zdravom populacijom. (Gillan, 2010) Na primer, smanjena je
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produkcija SFRP1 proteina u velikoj meri (You et. al, 2013; von Thun et al., 2013). U potrazi za
potencijalnim biomarkerima za keratokonus uvrdena je znatno snizena koncentracija ukupnih
proteina, laktoferina i sIgA kod pacijenata u poredenju sa zdravim osobama. Suzni film kod
pacijenata sa keratokonusom ima veéi sadrzaj proteina poput katepsina B, keratina 14 i 15; ali su
imali nize koncentracije inhibitora proteaza (cistatina S i SN). Uocena je poviSena zelatinozna i
kolagenazna aktivnost.

Povecane su koncentracije metaloproteinaza (MMPs)-1, -3, -7, -13; i interleukina IL-4, -5, -
6, -8, kao i tumor nekrozis faktora-a, -p. Kod pacijenata koji su prosli kroz hirurski zahvat
umrezavanja sa UV A/riboflavin radi zaustavljanja progresije bolesti, po sadrzaju ovih proteina se
nalaze izmedu obolelih i osoba bez keratokonusa. Ovakvi rezultati sugeriSu da postoji potreba za
dizajniranjem dijagnostickih testova za razlikovanje poodmaklog keratokonusa, progresivnog
keratokonusa, odnosno za pracenje uspesnosti ili relapse nakon intervencije umrezavanja.

Pokazalo se da je i kod pacijenata sa sindromom suvog oka u velikoj meri promenjen
proteinski profil (von Thun et al., 2013). Uvek se javlja pove¢ana osmolarnost suznog filma, kao i
poveéanje inflamacije. Glavne klase ovog sindroma su: (1) sindrom suvog oka povezan sa
poveéanom ispraljivos¢u suznog filma; i (2) sindrom suvog oka povezan sa smanjenom
produkcijom vodene faze suznog filma, kod kojeg se razlikuju dve podklase: (2a) sa Sjogren
sindromom — sa prisutnom egzokrinopatijom (suzna Zlezda i pljuvacne zlezde su meta napada
cirkuliSu¢ih antitela (anti-M3 antitela) usled aktivnog autoimunog procesa) i (2b) bez Sjogren
sindroma (von Thun et al., 2013). Povisene su koncentracije proinflamatornih citokina i to: IL-1a,
IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17a, TNF-alfa i INF-y (Chang and Purt, 2021; von Thun et al.,
2013), kao i koncentracije MMP-9 (metaloproteinaza matriksa - enzima koji prevodi prekursor IL-
1B u njegovu aktivnu formu). Snizava se koncentracija laktoferina i lizozima (koje produkuje suzna
zlezda) (Chang and Purt, 2021). U znacajnoj meri su promenjenje i koncentracije ostalih proteina:
EGF, lipokalin-1, cistatin S100, ol-antitripsin, o-enolaza, a-1-kiseli glikoprotein 1, S100 A8
(kalgranulin A), S100 A9 (kalgranulin B), S100 A4 i S100 A1l (kalgizarin), prolaktin-zavisan
protein (PIP, prolactin-inducible protein); javljaju se razli¢ite (posttranslaciono modifikovane)
forme prolinom bogatog proteina 4 (PRR4); a znacajno je smanjena koncentracija prolinom bogatog
proteina 4 poreklom iz suzne zlezde (LPRR4, lacrimal prolin rich 4 protein), von Thun. Kod
pacijenata sa sindromom suvog oka javljaju se promene i u sadrzaju lipida. Na primer, odnos
koncentracija -6 i ®3 masnih kiselina je povisen i to u korelaciji sa stepenom disfunkcije.
Nekostatak -3 masnih kiselina u lipidnom sloju suznog filma moze biti uzrok hroni¢ne inflamacije
kod pacijenata sa DE (dry eye) sindromom (Walter, 2016).

Kod blefaritisa su takode indikovane promene u sekreciji lipida meibomove Zlezde (Gillan,
2010).

Kod pacijenata sa glaukomom poviseni su proinflamatorni citokini: IL-1p, IL-6, IL-12,
TNF-alfa (Chang and Purt, 2021; von Thun et al., 2013). Takode su povecane koli¢ine proteina
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), kao i metaloproteinaza matriksa MMP-1, MMP-3 i

MMP-9, a istovremeno i snizene koncentracije tkivnih inhibitora metaloproteinaza TIMP-1 i TIMP-
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2. Povisene su koncentracije S100 A8, S100 A9, mamoglobina-B i 14-3-3£/5, a smanjen protein
PRR4. Izmenjene su i koncentracije lizozima C, lipokalina- , imunoglobulina i PIP (prolaktin-
inducibilnog proteina). Utvrdeno je i prisustvo razli¢ito fosforilisanih formi cistatina-S.

Kod pacijenata sa dijabeti¢kom retinopatijom poviseni su proinflamatorni citokini npr. IP-
10 (interferon-induced protein-10) i MCP-1 (protein 1- hemoatraktant monocita), a sniZzeni nivoi
anti-angiogenih faktora (Chang and Purt, 2021). Javlja se kao rezultat dugogodisnjeg nagomilavanja
ostecenja U kapilarama na nivou retine. Utvrdeno je da se na osnovu sadrzaja NGF (nerve growth
factor) moze razlikovati proliferativni (poviSen nivo NGF) od neproliferativnog tipa dijabetesa. Sa
druge strane, koncentracija endotelina i neuro-specifi¢ne enolaze su povecane kod pacijenata sa
neproliferativnom dijabetickom retinopatijom. Lipokalin 1, HSP 27 i $-2 mikorglobulin u zna¢ajnoj
meri opadaju u ranim fazama dijabeticke retinopatije; dok u naprednim fazama bolesti zna¢ajno je
povisen nivo apolipoproteina A-I.

Kod pacijenata sa neovaskularizacijom roznja¢e — koja moze voditi zamucenju roznjace i
gubitku vida, uocene su povisene koncentracije proangiogenih faktora IL-6, IL-8, MCP-1 i VEGF u

poredenju sa kontronim uzorcima.

Detaljna karakterizacija suznog filma kod razli¢itih bolesti moze dovesti do identifikacije
potencijlnih biomarkera specificne za bolest kako bi se rasvetlila etiologija, patogeneza i novi

ciljevi le¢enja. (Chang and Purt, 2021). Stoga su ovakva istrazivanja zna¢ajna i pozeljna.

S. PRIMENA SUZA U DIJAGNOSTICKE SVRHE

Biohemijski sastav suza je odraz fizioloskog stanja okolnog tkiva, te stoga suze sadrze
potencijalne biomarkere za o¢ne i druge bolesti (Willcox 2019, Azkargorta et al., 2016). Relativno
lako uzorkovanje suza ¢ini ih pogodnim bioloskim materijalom za dijagnosticke, ali i prognosticke
svrhe. Razvoj proteomike i masene spektrometrije u detekciji proteina u poslednjih desetak godina
imali su izrazen uticaj na trenutno razumevanje metabolizma proteina, njihove aktivnosti, strukture i
interakcija, $to se odrazilo i na oblast oftalmologije (Azkargorta et al., 2016).

Pod pojmom biomarker se podrazumeva molekul koji je — kada je prisutan u odredenoj
koli¢ini u bioloSkom materijalu — pokazatel; ili normalnih bioloskih procesa, ili patogenih procesa
ili fizioloskog odgovora na neku farmakolosku terapiju. Bitno je da biomarkeri budu specifi¢ni (da
se javljaju/ili i8¢ezavaju U bioloskom materijalu samo u odredenim fiziolo§kim stanjima) i da se
mogu detektovati sa dovoljnom osetljivoséu.

Uprkos mnogim istrazivanjima u ovoj oblasti, samo je nekoliko predlozenih biomarkera
dostiglo fazu klinicke primene u oftalmologiji. Prema preglednom radu iz 2016. godine (Azkargorta
et al., 2016), tri proteina koji se uspesno koriste kao biomarkeri su: metaloproteinaza-9 matriksa

(MMP-9) — indikator prisutne inflamacije, imunoglobulin E (IgE) — indikator alergijskih reacija i
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laktoferin — indikator sindroma suvog oka. Primeri standardizovanih testova na bazi ovih
biomarkera, koji su postali alat u klinickoj praksi, su: InflammaDry (RPSInc, Sarasota, FL, USA) i
TearScan MicroAssay.

U refleksnim suzama je detektovan i lakriglobin, koji je slican mamaglobinu — proteinu za
koji je potvrdeno da je povisen u slucaju kancera dojke. Ispitanje suznog filma pacijenata sa
kancerom dojke, pluc¢a, kolona, materice i prostate — ukazalo je na postojanje povecane
koncentracije lakriglobina u poredenju sa kontrolnim uzorcima (Willcox, 2019).

Istrazivanja biohemijskog profila suznog filma u razlic¢itim bolesnim stanjima oka, pokazuju
da su bolesti oka cesto multifaktorne 1 heterogene bolesti, 1 da postoje razli¢iti klinicki fenotipovi
koji pokazuju neke specifi¢nosti u proteinskom profilu. Stim u vezi istrazivanja idu i u pravcu
trazenja multimarkera —tj. proteinskih panela od tri, Cetiri, pet, Sest, sedam, osam kombinacija
proteina koji se istovremeno odreduju (von Thun, 2013; Prashar, 2019). Prisustvo, i/ili odsustvo
pojedinih komponenti iz panela, moze da napravi razliku izmedu nekih patoloskih stanja sa

dijagnosti¢kom tacnosc¢u od preko 96%.

Na osnovu pregledane literature, ¢ini se da se kao biomarkeri iz suznog filma uglavnom
koriste biomolekuli iz klase proteina.

Ipak, i proizvodi peroksidacije lipida prisutni u suznom filmu se Siroko istrazuju zbog
njihove potencijalne uloge kao biomarkera bolesti. Ovo ukljucuje ispitivanje koli¢ina produkovanog
malondialdehid (MDA), 4-hidroksi-2-nonenala (HNE) i heksanoil-lizina (HEL). Oksidacija omega-
6 nezasicenih masnih Kiselina (iz slozenih lipida sluznog filma) daje HEL koji bi mogao biti novi
biomarker za stepen ostecenja tj. peroksidaciju lipida (Sakai et al., 2014, Prashar, 2019).

Mnogi biomolekuli iz suznog filma i dalje nisu spremni za rutinsku upotrebu kao
biomarkeri, jer nedostaju optimizovane metode za njihovu validaciju i komercijalizaciju, te se

oc¢ekuju dalje ispitivanje u ovoj znacajnoj oblasti.

6. ZAKLJUCAK

Biomolekulski sastav suznog filma se sve bolje razume i pruza znanje o dinamici suznog
filma, mehanizmima njegove nestabilnosti, interakcijama suznog filma sa materijalom za kontaktna
sociva i etiologiji bolesti suvog oka. Ipak, nekoliko pitanja u vezi sa sastavom suznog filma daleko
su od odgovora, posebno u vezi sa lipidima suznih filmova i njihovom funkcijom. Ljudski suzni
film bogat je proteinima, a broj identifikovanih proteina je nedavno povecan na 1543. Od tog
velikog broja, lipokalin, lizozim i laktoferin zauzimaju oko 80% ukupne koncentracije proteina
(Wizert, 2017).
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Suzni film formira glatku povrSinu koja omogucava refrakciju svetlosti, hrani roznjacu i igra
vaznu ulogu u sistemu odbrane oka. Smanjena produkcija suza ili promena u sastavu suza moze
dovesti do o¢ne patologije. Nedostatak proizvodnje mucina moze dovesti do smanjenja vremena
pucanja suza i bolesti oka. Koristeci specifi¢ne i nespecifi¢ne nacine epitelne celije, glikokaliks i
suzni film zajedno rade na zastiti oka od bolesti. Povecano razumevanje proizvodnje, sekrecije i
funkcije o¢nih mucina pobolj$ace leenje sindroma suvog oka i okularnih mikrobnih infekcija
(Davidson and Kuonen, 2004).

Sumarno posmatrano, nakupljanje i deljenje znanja u ovoj oblasti moze doprineti boljem
razumevanju mehanizama patogeneze bolesti, razvoju farmakoloskih sredstava i poboljsanih
pomagala za negu ociju, kao i dizajniranju novih dijagnostickih alata, a time i novih terapijskih
mogucnosti.
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