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SOUHRN

Pacienti se syndromem suchého oka tvofi vyznamnou ¢ast kazdodenni oftalmologické péce. Mezi rizikové faktory rozvoje syndromu suchého oka patfi
i diabetes mellitus. Vyznamnou roli zde hraji zmény homeostazy slzného filmu, chronicky zanét povrchu oka a doprovazejici patologie povrchovych
nervovych vldken rohovky.

Cilem této prace bylo popsat stav modernich biomarkerd poskozeni povrchu oka u pacientti s diabetem 1. typu a posoudit jejich vyuzitelnost pro casny
zachyt rozvoje syndromu suchého oka.

Material a metodika: Do studie bylo zahrnuto celkem 19 pacientt s diabetem 1. typu a 15 pacientt v kontrolni skupiné. Pacienti podstoupili detailni
vysetieni povrchu oka, odbér biomaterialu k laboratorni analyze hladin matrixové metaloproteinazy 9 (MMP-9), exprese HLA-DR epiteliemi a snimani
rohovky pomoci rohovkového konfokalniho mikroskopu.

Vysledky: Ve skupiné pacientd s diabetem 1. typu byla statisticky vyznamné nizsi celkova délka nervovych vldken (p = 0,0482). Osmolarita, citlivost
rohovky, vitalni barveni povrchu oka, tear break-up time (TBUT) ani MMP-9 v slzném filmu se mezi skupinami statisticky vyznamné neliily (p = 0,8272,
p =0,6029, p=0,3507, p=0,7561 a p = 0,0826 respektive). HLA-DR exprese byla testovana na skupiné 10 pacientl s diabetem 1. typu a 8 pacientech
kontrolni skupiny a u obou skupin byla mirna nebo zadna (p > 0,9999).

Zaveér:V souladu s diive publikovanou literaturou jsme v nasi studii potvrdili snizeni celkové délky nervovych vldken subbazalniho plexu rohovky u pa-
cientl s diabetem 1. typu oproti subjektlm v kontrolni skupiné. Neprokazali jsme vsak zmény povrchu oka pomoci standardnich ani novych markerd
(hladina MMP-9, exprese HLA-DR antigenu na povrchu oka) u pacientd s DM1 oproti kontrolni skupiné.

Kli¢ova slova: diabetes mellitus, syndrom suchého oka, biomarker, MMP-9, HLA-DR, konfokalni mikroskopie

SUMMARY
Modern Biomarkers for Early Diagnosis of Ocular Surface Disease in Type 1 Diabetes.
A Pilot Study

Patients with dry eye syndrome form a significant proportion of those treated in everyday ophthalmology practice. Diabetes mellitus is a major risk factor
for the development of dry eye syndrome. Changes in tear film homeostasis, chronic inflammation and subsequent corneal nerve fiber pathology play
a key role in its progression.

The aim of this study was to describe the status of modern biomarkers of ocular surface damage in patients with type 1 diabetes and asses their utility in
early diagnosis of dry eye syndrome.

Material and methods: In total the pilot study included 19 patients with type 1 diabetes (T1D) and 15 patients in the control group. All patients underwent
a detailed ocular surface examination, sample collection for matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) laboratory analysis and epithelial HLA-DR expression
evaluation, and in-vivo corneal confocal microscopy.

Results: T1D patients showed statistically significantly reduced corneal nerve fiber length (p = 0.0482). The differences between the groups in terms of osmolarity,
corneal sensitivity, Oxford score, tear break-up time and MMP-9 level were not statistically significant (p = 0.8272, p = 0.6029, p = 0.3507, p=0.7561 and p = 0.0826
respectively). HLA-DR expression was examined in 10 T1D patients and 8 patients in the control group. Both groups showed minimal or no expression (p > 0.9999).
Conclusion: The previously published literature supports our finding of corneal nerve fiber length reduction in T1D patients compared to controls.
However, we did not find any significant changes in standard or modern ocular surface markers (MMP-9 levels, HLA-DR expression) measured in patients
with dry eye syndrome.

Key words: diabetes mellitus, dry eye disease, biomarker, MMP-9, HLA-DR, confocal microscopy
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Diabetes mellitus (DM) je povazovdén za rizikovy faktor
rozvoje onemocnéni povrchu oka, v¢. syndromu suchého
oka (dry eye disease, DED) [1].

DED je multifaktoridlni onemocnéni asociované se
zvy$enou osmolaritou slzného filmu a rozvojem zanétu.
V patogenezi rozvoje DED je zadnét povazovan za jeden
z klicovych faktor( [2]. Diagnostika DED je casto obtizna.
V soucasnosti je snaha zavést nové objektivné méfitelné
markery, které by presnéji odrazely pfitomnost, ev. popi-
sovaly etiopatogenezi onemocnéni. Mezi takové markery
patii exprese lidského leukocytarniho antigenu (HLA-DR)
povrchovymi tkdanémi oka. Exprese HLA-DR hraje vy-
znamnou roli v procesu inicializace imunitni odpovédi.
U zdravych od¢i je tento glykoprotein exprimovan na po-
vrchu oka Langerhansovymi burikami, ale jen zfidka buri-
kami epitelu spojivky. U pacientd s onemocnénim povr-
chu oka byla viak popséna aberantni zvysena exprese
i na povrchu epitelidlnich bunék spojivky [3-5].

Dal$im sledovanym povrchovym markerem asocio-
vanym s DED je exprese matrixovych metaloproteinaz
(MMP), konkrétné MMP-9. V reakci na inzult je soucasti
imunitni kaskady zvysena exprese MMP-9 burikami ro-
hovkové tkané s naslednou elevaci v slzném filmu [5,6].

Pfesny mechanismus rozvoje DED u pacient s DM neni
znam. Zasadni vliv pfi zménach ve tkanich povrchu oka
ma hyperglykémie, ale predpoklada se role vice faktor(,
véetné poskozeni nervovych vldken rohovky, poklesu je-
jich denzity a snizeni citlivosti rohovky, a s tim souvisejici
nasledné dysregulace a nestability slzného filmu. Studie
na zvifecich modelech také poukazaly na mozny rozdil-
ny mechanismus vzniku DED u pacientl s autoimunitné
podminénym DM 1. typu (DM1) a DM 2. typu. Pfiznaky
DED se u pediatrickych pacienti s DM1 vyskytuji vyznam-
né drive, nez |ze predpokladat poskozeni v disledku roz-
voje metabolickych komplikaci [7]. Pfedpoklada se vliv
autoimunitni infiltrace slzné zZlazy lymfocyty a poskozeni
funkce slzné zlazy [8].

Cilem studie bylo sledovat zmény povrchu oka a slzné-
ho filmu u pacienti s DM1. Soubézné se standardizova-
nymi parametry povrchu oka bylo testovdno mozné vy-
uziti sledovani exprese HLA-DR na povrchu epitelidlnich
bunék spojivky a méreni hladiny MMP-9 v slzném filmu
pro ¢asny zachyt rozvoje DED.

MATERIAL A METODIKA

Do studie byli zahrnuti pacienti ve véku od 20 do 50
let s DM1, vysSetfeni na O¢ni klinice déti a dospélych
2. Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Motole v pri-
béhu roku 2022 v rdmci pravidelnych kontrol o¢niho po-
zadi a screeningu diabetické retinopatie, a pacienti bez
DM, ktefi souhlasili s ucasti ve studii, byli schopni absol-
vovat pfislusna vysetieni a mohli byt zafazeni do kontrol-
ni skupiny. Vsichni Gc¢astnici studie podepsali informova-
ny souhlas schvéleny Etickou komisi Fakultni nemocnice
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v Motole. U vSech ucastnikli byla odebrana podrobna
anamnéza. Vylucovacim kritériem bylo jiné systémové
onemocnéni, které miize zplsobit zmény povrchu oka,
chronické ocni onemocnéni, predchozi ocni operace
nebo o¢ni medikace a jiz dfive stanovena diagnoéza su-
chého oka.

Celkem bylo zafazeno 19 pacientli s diagnézou DM1
v pramérném véku 32,9 +6,4 let a 15 kontrolnich jedinct
pacienti ve véku 29,7 +6,5 let tak, aby se skupiny vékem sta-
tisticky vyznamné neliily (p = 0,1636). Ve skupiné pacientt
s DM1 bylo 6 pacient(i bez zndmek diabetické retinopatie,
9 pacientt s neproliferativni diabetickou retinopatii a 4 pa-
cienti s proliferativni diabetickou retinopatii. Primérna
doba od stanoveni diagnézy DM1 byla 20,7 £5,3 let.

Vsichni pacienti podstoupili standardni oftalmologické
vysetteni. U pacientl byl podrobné vysetien povrch oka,
vysetfena osmolarita slz (TearLab), citlivost rohovky (Co-
chet-Bonnet esteziometr, Luneau) a hodnocena stabilita
slzného filmu pomoci tear break-up time testu (TBUT).
Pro méfeni osmolarity slz byl pouzit pfistroj TearLab
Osmolarity System (TearLab Corp, San Diego, CA, USA)
dle doporuceni vyrobce. Pfi hodnoceni TBUT a citlivosti
rohovky bylo méfeni provedeno tfikrat a byla zazname-
nana pramérna hodnota.

Pro vysetfeni stupné vitalniho barveni povrchu oka
bylo vyuzito hodnoceni rohovkové epiteliopatie dle Ox-
fordského schématu. Schéma obsahuje 5 panelt A-E,
pficemz na kazdém z panell jsou zobrazeny 3 zény: tem-
porélni bulbarni spojivka — rohovka — nasélni bulbarni
spojivka. Rozsah teckovité epiteliopatie kazdé zény je
hodnocen dle odpovidajiciho stupné od 0 do 5, maximal-
ni mozna hodnota je 15 (odpovida nalezu tézké epiteli-
opatie ve viech tiech zénach) [5].

Z dolniho slzného menisku byl pomoci mikropipety
odebran vzorek slz a bezprostiedné uchovan za teploty
-20°C v souladu s dfive popsanym postupem [9]. Hladi-
ny MMP-9 byly hodnoceny pomoci komerc¢niho setu
Human MMP-9 ELISA (ThermoFisher Scientificc, Human
MMP-9 Platinum ELISA) dle instrukci vyrobce.

Pomoci metody otiskové cytologie v souladu s po-
stupem dle Jirsova et al. [10] byly odebrany povrchové

Obrazek 1. Pozitivni signal HLA-DR
HLA-DR - lidsky leukocytdrni antigen
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bunky spojivky z temporalni oblasti levého oka za pouziti
membran Biopore (Millicell-CM, PICM01250, Millipore).
Vzorky byly do zpracovéni zamrazeny pfi -80°C. Pro de-
tekci HLA-DR antigenu byla vyuzita mysi monoklondlni
primarni protilatka (anti HLA-DR antibody, SAB4700731,
Sigma-Aldrich) nasledovand kozi sekundarni protilat-
kou proti mysimu IgG znacenou fluorescen¢nim barvi-
vem Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor® 488 AffiniPure™ Goat
Anti-Mouse IgG (H+L), 115-545-003, Jackson Laborato-
ries). Jadra byla dobarvena propidium iodidem. Otisky
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Graf 1. Osmolarita
DMT1 - diabetes mellitus 1. typu
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Graf 3. Hladiny MMP-9
DMT1 - diabetes mellitus 1. typu, MMP-9 — matrixovd metaloproteindza-9
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byly nasledné snimény v epifluorescen¢nim mikrosko-
pu BX50 (Olympus) vybaveném kamerou DFK 23UX174
(Imaging Source) (JU) a softwarem k analyze obrazu NIS
Elements AR (Laboratory Imaging). Snimky byly nasledné
vyhodnoceny dvéma hodnotiteli (JS, GM), ktefi posuzo-
vali intenzitu signélu jako jednoznaénou pozitivitu, mir-
nou pozitivitu a bez signalu (Obrazek 1).

In-vivo rohovkova konfokalni mikroskopie (IVCM) byla
provedena pomoci rohovkového konfokalniho mikro-
skopu HRTIII RCM (Heidelberg Engineering, Germany).
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Graf 2. Stabilita slzného filmu
DMT1 - diabetes mellitus 1. typu, TBUT - stabilita slzného filmu

25
20
L]
15
10
L ]
5 L]
0

B DM1 M Kontrolni

Graf 4. Primérnd délka nervovych vldken ve snimanych polich
DMT1 - diabetes mellitus 1. typu, CNFL — délka nervovych vidken rohovky
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Lokalni anestesie byla navozena dvéma kapkami oxy-
bupropakain-hydrochloridu 4 mg/ml a imerze byla dosa-
Zena pomoci gelu (Recugel,Bausch & Lomb) a vyrobcem
dodavané sterilni cepicky TomoCap (Heidelberg Engi-
neering, Germany). Nasledné bylo snimano 3est rohov-
kovych regionli (horni, horni temporalni, temporalni,
centrélni, dolni temporalni a dolni) a pro kazdé oko bylo
k méreni délky nervovych vldken rohovky (CNFL) vybra-
no 5 snimkd optimalné zachycujicich subbasalni nervo-
vy plexus rohovky. K analyze byl vyuzit automatizovany
software ACCMetrics v0.3 [11,12].

Viysledky jsou uvadény jako priimér + smérodatna od-
chylka. K analyze byly pouzity vzdy pouze vysledky mé-
feni levého oka. Data byla statisticky zpracovéana pomo-
ci neparového t-testu pro parametricky rozlozena data
(vék, osmolarita slzného filmu, TBUT) a Mann-Whitney
testu pro neparametrickd data (citlivost rohovky, vitaIni
barveni povrchu oka, MMP-9). Mira pozitivity epitelidl-
nich bunék spojivky na HLA-DR antigen byla hodnocena
pomoci kontingen¢nich tabulek a Fisherovym exaktnim
testem (softwaru pro statistické zpracovani dat StatView
5.0; SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). Za hranici statistické
vyznamnosti byla povazovana hodnota p < 0,05.

VYSLEDKY

Mezi skupinou pacientd s DM1 a skupinou kontrol-
nich jedincl jsme neprokazali statisticky vyznamny roz-
dil v osmolarité slz (p = 0,8272), Graf 1, citlivosti rohovky
(p = 0,6029), vitalnim barveni povrchu oka (p = 0,3507)
ani v hodnoté TBUT (p = 0,7561), Graf 2. Neprokazali
jsme statisticky vyznamny rozdil v hladiné MMP-9 v sl-
zach mezi skupinou pacientdi s DM1 a kontrolni skupinou
(p =0,0826), Graf 3.

Exprese antigenu HLA DR povrchovymi burikami spo-
jivky byla testovana na skupiné 10 pacientu sledovanych
s diagnézou DM1 a s rdznym stupném diabetické reti-
nopatie a 8 kontrolnich jedinct.

Pozitivita epitelidInich bunék spojivky na HLA-DR anti-
gen se mezi skupinami nelisila, byla u obou skupin mirna
nebo zadna (p > 0,9999).

Tabulka 1. Pfehled vysledk

Osmolarita (mOsmol/l) 299,37 £10,63
Ciltivost (mm) 5,87 0,28
TBUT (s) 9,86 +£2,60
Oxford skore 0,27 +0,46

MMP-9 (ng/ml) 455,31 £1371,52

6,55 +5,17

CNFL (mm/mm?) 11,93 £2,96

Primérnd celkova délka nervovych vldken subepitelidl-
niho plexu rohovky (CNFL) byla statisticky vyznamné niz-
3i ve skupiné pacientd s DM1 nez ve skupiné kontrolnich
jedincll (p = 0,0482), Graf 4.

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1.

DISKUZE

DED je chronické onemocnéni, které casto vyzaduje
narocny diagnosticky proces, multimodalni pFistup léka-
fe a motivaci pacienta podilet se na [é¢bé. Korelace sub-
jektivnich a objektivnich ptiznakl nebyvé jednoznacna
i mezi konkrétnimi jedinci.

Diabetes mellitus je povaZovan za jeden z rizikovych
faktor(l rozvoje onemocnéni povrchu oka a DED. Pred-
poklada se, ze akumulace produktli pokrocilé glykace
(advanced glycation end products; AGE) v komplexu
bazalnich membran epitelidlnich bunék aktivuje pro-
apoptotickou a antiproliferativni kaskadu, coz vede
k poskozeni epitelu, vzniku defektl, rozvoji zanétlivé
odpovédi a uvolnéni prozanétlivych cytokin [1,13].
Komplikace hyperglykemie (tvorba AGE, mikrovaskularni
zmény) také pfimo poskozuji tkan slzné Zlazy, a to mlze
vést ke snizené produkci slz a zméndam jejich slozeni [14].
V pfipadé DM1 byla na mysim modelu popsana ptima
asociace mezi dysfunkci slzného filmu, autoimunitni po-
vahou onemocnéni a poskozenim slzné zlazy v dusledku
infiltrace lymfocyty, predchazejici rozvoji organovych
komplikaci [8].

Nedostatek inzulinu a hyperglykémie vede k poskoze-
ni a dysfunkci Meibomovych zlazek [15]. Poskozeni ner-
vovych vldken v disledku rozvoje diabetické neuropatie
a vysledné naruseni nervové regulace déle zvy3uje riziko
rozvoje zanétu a DED [5].

Exprese HLA-DR antigenu epitelidInimi burikami rohov-
ky je povazovéna za jeden z moznych biomarkerd zanétu
povrchu oka a rizika rozvoje DED [16]. Predpoklada se, ze
jeho aberantni exprese epitelidInimi burikami hraje kli-
¢ovou roli pfi aktivaci imunitniho systému, zanétu a roz-
voji autoimunitniho postizeni [4,16]. Aberantni exprese

300,40 £16,60 0,8272
5,83 £024 0,6029
10,13 £2,13 0,7561
0,07 0,26 0,3507
34,74 £19,92 0,0826
10,51 13,41 0,8555
14,23 £3,34 0,0482

DMT1 - diabetes mellitus 1. typu, TBUT - stabilita slzného filmu, MMP-9 — matrixovd metaloproteindza-9, OSDI - dotaznik hodnoceni subjektivnich obtizi, CNFL

- délka nervovych vidken rohovky
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HLA-DR byla popséna u fady chronickych a autoimunit-
nich onemocnéni, napf. Crohnova choroba (epitelidInimi
bunkami jicnu), primarni biliarni cirhdéza (v epitelidinich
bunkach zlu¢ovodu). Aberantni exprese HLA-DR antige-
nu byla rovnéz popséna u pacientd s DM1 (v pankreatic-
kych B-bunkach) [3].

V rdmci nasi studie jsme vénovali pozornost aberantni
expresi HLA-DR jako faktoru rozvoje patologické kaska-
dy DED u pacientd s DM1, ovsem rozdil v expresi tohoto
antigenu epitelidlnimi burikami spojivky ve srovnani se
skupinou zdravych jedincd jsme neprokazali.

Hodnoceni hladiny MMP-9 v slzach je povazovano za
dalsi mozny marker pro sledovani rozvoje zanétu povr-
chu oka a DED. Zvy3ena systémova produkce MMP-9 byla
popsana u imunitnich a chronickych onemocnéni, vcet-
né diabetu [17].

V nasi studii jsme neprokazali statisticky vyznamny roz-
dil v hladiné MMP-9 v slzach mezi obéma skupinami. Bylo
mozné pozorovat urcity trend k vy$sim hodnotach ve
skupiné DM1, oviem doprovazeny vyraznym rozptylem
hodnot v obou skupinach. Problémem s vyuzitim tohoto
markeru je fakt, ze jeho hladiny vyznamné kolisaji v zavis-
losti na denni dobé [18].

V souladu s pfededlymi studiemi jsme prokézali stati-
sticky vyznamny pokles délky nervovych vldken (CNFL)
u pacienti s DM ve srovnani s kontrolni skupinou. Nepro-
kazali jsme viak rozdil mezi skupinami v dal3ich standard-
né sledovanych parametrech poskozeni slzného filmu
a povrchu oka (osmolarité slz, TBUT ani vitalnim barveni).

Limitem nasi studie je relativné maly pocet pacientl
a také fakt, ze do testované skupiny jsme zaradili jedin-
ce s riznym stupném diabetické retinopatie, prevazné
vsak s neproliferativni diabetickou retinopatii. Lze pred-
pokladat, Ze riziko poskozeni povrchu oka u pacient
s DM1 bude stoupat s rozvojem dalsich komplikaci DM.
Do budoucna by proto bylo vhodné podrobnéji sledovat
vyskyt zmén povrchu oka v zavislosti na stupni rozvoje
diabetické retinopatie, ev. dalsich komplikaci (diabeticka
neuropatie, ev. nefropatie).

ZAVER

V souladu s dfive publikovanymi pracemi jsme v nasi
studii potvrdili snizeni celkové délky nervovych vlaken
subbazalniho plexu rohovky u pacientli s DM 1 oproti
subjektdm v kontrolni skupiné. Neprokdzali jsme v3ak
zmény povrchu oka (znamky DED) pomoci standard-
nich ani novych markertd DED (hladina MMP-9, expre-
se HLA-DR antigenu na povrchu oka) u pacienttdi s DM1
oproti kontrolni skupiné. K podrobné;jsimu popisu roz-
voje zmén povrchu oka u pacientd s DM 1, definovani
mozného vyuziti novych markert DED pfi ¢asném za-
chytu rizikovych pacientd a prevenci dalsich kompli-
kaci je zapotrebi rozséhlejsich studii a podrobnéjsiho
testovani mozného vztahu rozvoje poskozeni povrchu
oka na kompenzaci zakladniho onemocnéni a vyskytu
dalsich komplikaci DM.
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