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Summary:

Purpose: The aim of this study was to investigate the expression of HLA-DR antigen on conjunctival epithelial cells
from patients with dry eye.

Material and methods: Ophthalmic examination and dry eye diagnostic tests were performed. Impression cytology
specimens were collected in thirty patients with dry eye and in thirty people of control group. Conjunctival epithelial
cells were processed for flow cytometry, by using monoclonal antibodies to HLA-DR.

Results: A significant increase of HLA-DR expression on epithelial cells was found in patients with dry eye compared
with normal eyes. We also found positive correlation of increased expression HLA-DR with ocular complaints and
diagnostic tests for dry eye such as Schirmer test, FBUT and lissamine green staining.

Conclusions: These results confirm the presence of immunological processes in the pathogenesis of dry eye syndro-
me. Increased expression of HLA-DR antygen positively correlates with the parameters of dry eye diagnostic tests.
HLA-DR measurement might be a useful method for monitoring inflammatory conjunctival changes in this disorder.
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Przyczyny wystepowania objawéw suchego oka sg wieloczyn-
nikowe i mogq by¢ zwigzane z niedoborem poszczegélnych sktado-
wych zaréwno powierzchni oka, jak i filmu tzowego (1,2,3). Bada-
nia ostatnich lat wskazujg na udziat proceséw immunologicznych
w zespole suchego oka (4,5,6). Istotne znaczenie przypisuje sie
komérkom nabfonka spojéowki, ktére moga odgrywac role
w powstawaniu zapalenia drogg czasteczek nalezacych do gtéwne-
go uktadu zgodnosci tkankowej MHC klasy Il (major histocompati-
bility complex), takich jak antygen HLA-DR (human leukocyte anty-
gen — DR). HLA-DR odgrywa kluczowa role w inicjacji odpowiedzi
zapalnej, w komunikacji miedzy limfocytami a innymi komorkami
(np. komérkami nabfonka) oraz w kontrolowaniu migracji leukocy-
tow w procesie zapalnym (7).

Celem pracy jest zbadanie stopnia ekspresji antygenu HLA-DR na
komorkach nabtonka spojéwki u pacjentéw z zespofem suchego oka.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 30 chorych z rozpoznanym zespo-
tem suchego oka, w tym u 12 pacjentek z zespotem Sjogrena (Sred-
nia wieku 45,2 = 10,5 roku) oraz u 18 osob z zespofem suchego
oka niezwigzanym z zespotem Sjogrena — 14 kobiet i 4 mezczyzn

inflammation, flow cytometry, impression cytology, dry eye.

(Srednia wieku 46,4 roku = 11,0 lat). Wszyscy pacjenci stosowali
leczenie objawowe zespotu suchego oka w postaci preparatow
sztucznych tez. Grupe kontrolng stanowito 30 oséb zdrowych — 16
kobiet i 14 mezczyzn (Srednia wieku 44,7 = 11,5 roku).

Przeprowadzone badania obejmowaty: wywiad — wystepowa-
nie uporczywych dolegliwosci ocznych o charakterze uczucia ciafa
obcego w oku, Swiattowstretu i pieczenia; badanie odcinka przed-
niego oka w lampie szczelinowej oraz wykonanie testéw diagno-
stycznych potwierdzajgcych zespdt suchego oka, takich jak test
Schirmera, pomiar czasu przerwania filmu fzowego (FBUT), zalega-
nie fluoresceiny i barwienie zielenig lissaminy (8,9).

Do badania stopnia ekspresji antygenu HLA-DR na komérkach
nabtonka spojowki wykorzystano metode cytometrii przeptywowe;j.
W celu uzyskania komérek nabtonka zastosowano metode cytologii
impresyjnej (10,11). Polega ona na przytozeniu do spojowki filtra
miliporowego, docisnieciu go, a nastepnie oderwaniu wraz z przy-
klejonymi komorkami zewnetrznej warstwy nabtonka. Z kazdego
oka, po znieczuleniu miejscowym spojowki, pobierano 4 preparaty
w odlegtosci kilku milimetréw od rabka na godz. 12., 6., 3.,i 9. Do
badania zastosowano filtry miliporowe (filtry polietersulfonowe,
o wielkosci poréw 0,20 um; Supor, Gelman Sciences, Ann Arbor, MI).
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Uzyskany materiat poddano analizie w cytometrze przeptywowym
EPICS XL (Beckman Coulter Corporation, Miami, FL, USA) za pomoca
odpowiednich zestawow (Becton Dickinson, Mountain View, CA,
USA). Liczba komérek wymagana do analizy kazdego pomiaru
wynosita od 1000 do 3000. Wyniki okreslano w procentach (%)
komoérek HLA-DR pozytywnych. Prébki pobierane do badan zostaty
zakodowane przez osobe niebiorgca udziatu w badaniu i analizowa-
ne w spos6b anonimowy. Wszyscy badani wyrazili zgode na wyko-
nywane badania. Procedury przeprowadzono po uzyskaniu zgody
Komisji Bioetycznej Akademii Medycznej w Biatymstoku. Analizy
statystycznej dokonano za pomocg testu Fishera i testu t-Studenta.

Wyniki

Na dolegliwosci ze strony oczu, takie jak dyskomfort, uczucie
obecnosci ciata obcego w oku, $wiattowstret i pieczenie, skarzyty
sie 23 osoby z zespofem suchego oka i dwie z grupy kontrolne;.
Stwierdzono znamienne statystycznie réznice wystepowania tych
dolegliwosci miedzy populacjg pacjentéw z zespotem suchego oka
a grupa kontrolng (p < 0,001). Zapalenie brzegéw powiek obser-
wowano u czterech pacjentéw z zespotem suchego oka i u dwéch
0s6b z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono znamiennie statystycz-
nych réznic wystepowania zapalenia brzegéw powiek w grupie
chorych w poréwnaniu z grupg kontrolng (p = 0,673).

Srednia warto$¢ testu Schirmera byta istotnie statystycznie nizsza
u pacjentow z zespofem suchego oka (5,48 = 2,90 mm) w porow-
naniu z osobami z grupy kontrolnej (24,25 =+ 5,08) (p < 0,001).
Srednia warto$¢ czasu przerwania filmu fzowego wynosita 4,9 + 2,3 s
u pacjentéw z suchym okiem i 10,02 + 1,3 s w grupie kontrolnej.
Stwierdzono réznice znamienne statystycznie (p < 0,001). Zaleganie
fluoresceiny zaobserwowano u 5 pacjentéw z zespofem suchego
oka i u 2 badanych z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono réznic istot-
nych statystycznie w wystepowaniu nieprawidtowych wynikéw
zalegania fluoresceiny miedzy grupg chorych a grupa kontrolng (p =
0,430). Nieprawidtowy wynik barwienia zielenig lissaminy stwier-
dzono u 19 pacjentéw z zespotem suchego oka i u 2 z grupy kontro-
Inej. Roznice byly znamienne statystycznie (p < 0,001).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono ekspresje
antygenu HLA-DR w 83,09% komdrek nabtonka spojéwki u pacjen-
téw z zespotem suchego oka i w 10,66% komoérek u oséb z grupy
kontrolnej. Srednia wartos¢ odsetka komérek HLA-DR pozytywnych
byta znamiennie statystycznie wyzsza w grupie pacjentéw z zespo-
tem suchego oka w poréwnaniu z grupg kontrolng (p < 0,001).
Stwierdzono pozytywng korelacje miedzy ekspresjg antygenu HLA-
DR a wystepowaniem dolegliwosci subiektywnych, nieprawidfowy-
mi warto$ciami testu Schirmera, FBUT i zaleganiem zieleni lissaminy
(p < 0,001). Nie znaleziono korelacji ekspresji antygenu HLA-DR
z wystepowaniem objawoéw zapalenia brzegéw powiek i zalega-
niem fluoresceiny (p = 0,548).

Whioski

1. Przeprowadzone badania potwierdzajq udziat proceséw immu-
nologicznych w patogenezie zespotu suchego oka.

2. Zwiekszenie ekspresji HLA-DR ma negatywny wptyw na para-
metry testéw diagnostycznych zespotu suchego oka.

3. Pomiar ekspresji antygenu HLA-DR moze by¢ uzyteczng metodq
monitorowania zmian zapalnych spojéwki w tej jednostce cho-
robowej.
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