Aspekty immunologiczne

filmu tzowego

Immunological aspects of tear fluid

Malgorzata Mrugacz, Nella Zywalewska, Alina Bakunowicz-Lazarczyk

Z Kliniki Okulistyki Dzieciecej Akademii Medycznej w Biatymstoku

Kierownik: prof. dr hab. n med. Alina Bakunowicz-tazarczyk

Summary:

The eye is linked to the common mucosal immune system. This system play the part in preservation of the ocular

surface. Tear fluid contains pro and anty-inflammatory factors such as lactoferrin, plasmin, immunoglobulins, and a
lot of cytokines (interleukins, GM-CSF, TGF alfa and beta). The comnea is immunologicaly preferred, as a result of

lack of resident lymphoreticular cells.
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Powierzchnia oka stanowi immunologiczny ,,mikrokosmos”, w ktd-
rym dziataja lokalne systemy obronne analogiczne do tych spotykanych
w innych bfonach $luzowych. Nalezg do nich: prawidtowa rezydujaca
flora bakteryjna, bariery anatomiczne, wydzielanie mucyny, czynniki
bakteriostatyczne i bakteriolityczne, miejscowa odpowiedz komérkowa
i humoralna. Czesto aktywacja jednego systemu prowadzi do pobudze-
nia drugiego, dajac w rezultacie wysoce zintegrowana serie mechani-
zmow obrony gospodarza (1). Cho¢ odpornos¢ na patogeny jest nie-
zbedna do ochrony widzenia, odpowiedZz immunologiczna grozi
uszkodzeniem tkanek oka. Sa one szczegdlnie podatne na uszkodzenie
w wyniku reakji zapalne]. Dlatego regulacja uktadu immunologiczne-
go oka jest niezwykle istotna dla ochrony widzenia (12).

Uktad immunologiczny filmu tzowego

Gruczot fzowy odgrywa kluczowg role w immunologicznej
ochronie powierzchni oka ze wzgledu na obecnos¢ komorek pla-
zmatycznych, limfocytéw T i B, komorek dendrytycznych i makrofa-
goéw (19). W filmie tzowym obecne sg liczne czynniki przeciwzapal-
ne i przeciwbakteryjne. Zostaty one omdéwione ponizej.

Lizozym

Jest to enzym bakteriolityczny, ktéry prowadzi do przerwania
sciany komdrkowe]j bakterii poprzez hydrolize wigzania miedzy
kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetyloglukozaming (wiaza-
nie to jest rowniez punktem uchwytu dla penicyliny). Lizozym sta-
nowi przeszto 40% protein ptynu tzowego. Zostat on zidentyfikowa-
ny w komoérkach nabtonka gruczotu fzowego i przewodéw tzowych.
Wiekszos¢ badan wskazuje na spadek poziomu lizozymu wraz
z wiekiem, a takze w stanach deficytu tez, co jest przyczyng zwiek-
szonego ryzyka infekgji u pacjentéw z zespotem suchego oka (8).

Laktoferryna

Stanowi ponad 25% protein ptynu fzowego. Jej dziafanie pole-
ga na zwiekszeniu aktywnosci komérek NK (natural killers) i pozba-
wieniu bakterii odzywczego zelaza (8).

Betalizyna

Jej obecnos¢ we fzach podlega dyskusji. Jest czynnikiem anty-
bakteryjnym powodujgcym lize $ciany komérkowej bakterii (8).

Immunoglobuliny

W plynie tzowym stwierdzono obecno$¢ wszystkich klas immu-
noglobulin, ale tylko IgA wystepuje w znaczacych ilosciach 20-30
mg/100 ml (14). Wsréd nich znajduja sie tez przeciwciata swoiste,
skierowane bezposrednio przeciwko wielu antygenom: bakteriom,
wirusom i chlamydiom.

IgA jest produkowana w gruczole fzowym przez komérki plazma-
tyczne, ktdre czynig z niej jedng z najwigkszych ,fabryk” IgA w orga-
nizmie. Komoérki plazmatyczne powstajg w wyniku réznicowania lim-
focytéw B, pochodzacych pierwotnie z migdatkéw (19) lub z innej
tkanki limfatycznej zwigzanej z bfong $luzowa. Na przykfad immuniza-
ja drogg pokarmowg wywotuje odpowiedz ze strony IgA zaréwno
w slinie, mleku, jak i tzach. Jest to mozliwe dzieki wspélnemu uktado-
wi immunologicznemu bton $luzowych, w ktérym wspélne limfocyty
B podrézujg z GALT (btony $luzowej przewodu pokarmowego) do
gruczotu fzowego, gdzie roznicujg sie w komorki plazmatyczne zdolne
do produkgji IgA. Mechanizmy, za posrednictwem ktorych limfocyty B
(lgA+) docierajg do gruczotu fzowego, nie sa do konca wyjasnione,
chociaz wiadomo, ze retendja i dystrybucja limfocytéw B IgA+ jest
stymulowana przez prowokacje antygendéw i regulowana przez rézne
czynniki: immunologiczne, nerwowe, hormonalne i limfocyty T (8).
Badania wykazaty np., ze prozapalna cytokina IL-6 pobudza wydziela-
nie IgA przez leukocyty wielojadrzaste (PMNs). Réwniez dziatanie
GM-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makro-
fagow) na PMNs powoduje wzrost ekspres;ji receptoréw dla IgA (16).

Wydzielnicza IgA (SIgA — secretory IgA) wystepuje w formie
dimeréw, majacych fancuch taczacy J i zwigzanych ze skfadnikiem
wydzielniczym SC (secretory component). SC jest wydzielany przez
komoérki gruczotowe gruczotu tzowego. Jego synteza i wydzielanie
sg stymulowane przez TNF-alfa, TNF-beta, IL-1 alfa i IL-1 beta (8).
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IgA pokrywa powierzchnie spojowki, taczac sie z btong $luzowa
spojowki przez kwas sialinowy. Jej gtéwna funkcja polega na ochronie
powierzchni oka przed przyleganiem i kolonizacja bakterii. IgA redu-
kuje absorpcje antygenu, uczestniczy w neutralizaji toksyn i wirusow,
bierze udziat w eliminacji plazmidéw. Wydzielnicza IgA jest odporna
na niszczenie przez enzymy proteolityczne zawarte we tzach (8).

Poziom IgA zwieksza sie zwfaszcza podczas przedtuzonego
zamkniecia oczu, np. podczas snu. Wéwczas stezenie IgA we tzach
stanowi prawie 80% catkowitej ilosci protein i wspdlnie z fibronek-
tyna, skfadnikami dopetniacza i plazming tworzy na powierzchni
oka srodowisko zapalne (17).

W reakcjach zapalnych, toczacych sie na powierzchni oka biorg
udziat zaréwno czynniki humoralne (uktadu dopetniacza i fibrynoli-
tycznego), jak i komérkowe (histamina, serotonina, metabolity kwa-
su arachidonowego, cytokiny). Ich Zrédtem sg tkanki przedniej
powierzchni oka (rogéwki i spojowki) lub komérki zapalne (makro-
fagi i leukocyty wielojadrzaste), ktdre ,wkroczyty” do filmu tzowego
lub zajety nieunaczyniong rogéwke (16).

Sktadniki dopetniacza

Sg waznym mediatorem i aktywatorem ostrych reakgji zapal-
nych. Indukuja chemotaksje leukocytéw wielojadrzastych (PMNs),
zwiekszaja wazodilatacje, biorg udziat w optaszczaniu, czyli opsoni-
zadji ciat obcych i nasilajg fagocytoze (16).

Obecno$¢ skfadnikéw dopetniacza we fzach jest przedmiotem
dyskusji. Niektorzy badacze donoszg o obecnosci sktadnikéw dopet-
niacza C1-C7 i properdyny w plynie fzowym. Ostatnio wykazano
obecnos¢ sktadnikéw dopetniacza w tkance rogéwkowej. Uwaza
sig, ze skfadniki dopetniacza (C3 i czynnik B) sg zaréwno uwalniane
przez PMNs rekrutowane podczas zapalenia, jak i syntetyzowane
przez komorki nabtonka rogéwki i spojéwki. Ostatnie badania
wskazujg jednak, ze bardziej prawdopodobnym ich zrédtem sg
komérki nabfonkowe, gdyz PMNs nie sq obecne w ptynie tzowym
w warunkach prawidtowych (16).

Plazmina

Jest nieswoistg proteinaza, ktéra powstaje w wyniku aktywadji
plazminogenu przez specyficzne aktywatory, uwalniane z komarek
nabtonka rogéwki. Dziafanie plazminy polega na rozktadzie biafek
macierzy zewnatrzkomdrkowej, w szczegolnosci fibronektyny, co ma
istotne znaczenie w poczatkowych stadiach odnowy nabtonka rogéw-
ki.

Plazmina réwniez generuje czynniki chemotaktyczne dla PMNs
i aktywuje ukfad dopetniacza. Badania wykazaty, ze jej aktywnos¢
zwieksza sie podczas odpowiedzi zapalnej na soczewki kontaktowe
(CLARE: contact lens induced acute red eye), co uruchamia takze
inne mechanizmy zapalne, np. uwolnienie metabolitéw kwasu ara-
chidonowego (16).

Cytokiny

Cytokiny sg multipotencjalnymi peptydami, ktore reqguluja akty-
wagcje, réznicowanie i proliferacje limfocytdw, monocytow i innych
komorek immunokompetentnych (6). W plynie tzowym wykryto
szereg cytokin, takich jak: interleukina IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, interferon gamma (IFN-y), czynnik martwicy nowotwo-
réw alfa (TNF-a) (5,9,13).

W stanach zapalnych narzadu wzroku o podtozu immunolo-
gicznym najwazniejszg role odgrywajg interleukiny IL-1, IL-6, IL-8
oraz TGF-p.

Interleukina 1 (IL-1) jest jednym z gtéwnych regulatoréw odpo-
wiedzi immunologicznej i zapalnej. Stymuluje wytwarzanie prze-

ciwcial przez limfocyty T, powstawanie i chemotaksje neutrofili
i monocytdw, a takze jest silnym induktorem innych zapalnych
cytokin, takich jak: IL-6, IL-8, TNF-alfa oraz GM-CSF (3). W tkankach
oka IL-1 indukuje enzymy rodzaju metaloproteinaz w komérkach
zrebu rogéwki, pobudza ruchy komérek Langerhansa i jest media-
torem apoptozy keratocytéw. IL-1 nie tylko zapoczatkowuje proces
destrukgji, ale tez odgrywa znaczaca role w procesach naprawczych
przez nasilenie ekspresji czynnika wzrostu keratocytéw i hepatocy-
tow. Jest takze istotnym czynnikiem patogenetycznym wielu choréb
dotyczacych narzadu wzroku, takich jak keratopatia pecherzowa,
stozek rogdwki, jafowy wrzéd rogéwki, zespét suchego oka (9,11).
W filmie fzowym obecne sg formy prozapalne IL-1, takie jak: IL-1 «,
prekursor i dojrzata forma IL-1 B oraz przeciwzapalna forma IL-1 Ra.
IL-1 o i B s3 homologiczne w 25% i powstajg w komédrce w wyniku
dziafania odpowiednich proteaz, cho¢ IL-1 o jest juz aktywna jako
prekursor (3). Stezenie IL-1 o jest takie samo we fzach wydzielanych
podstawowo i odruchowo, natomiast stezenie IL-1 B jest znacznie
nizsze we tzach wydzielanych odruchowo (13). Wskazuje to na fakt,
ze IL-1 a jest produkowana przez gruczot tzowy, podczas gdy IL-1 B
— przez komérki nabtonka spojéwki i rogéwki (12). IL-1 Ra jest nato-
miast antagonistg receptora dla IL-1, ktory dzieki podobieristwu do
IL-1 o i B blokuje receptory IL-1, hamujac jej dziatanie.

Interleukina 6 (IL-6) bierze udziat w odpowiedzi immunologicznej
i w reakgji zapalnej. Pobudza proliferacje cytotoksycznych limfocytéw
T, stymuluje réznicowanie limfocytéw B. W tkankach oka pobudza
migracje komérek nabtonka rogéwki przez wzrost wydzielania inte-
gryny alfaSbetal. IL-6 jest réwniez indukowana podczas niszczacych
proceséw, takich jak herpetyczne zapalenie rogéwki (12).

Interleukina 8 (IL-8) jest czynnikiem chemotaktycznym dla neu-
trofili, poteguije takze ich wiasciwosci bakteriobojcze oraz stymuluje
migracje limfocytow T przez srédbtonki naczyn do miejsca zapalenia
(6). Zaréwno IL-6, jak i IL-8 sg indukowane w komérkach rogéwki
przez inne cytokiny prozapalne IL-1 i TNF-alfa in vitro. IL-6 i IL-8 nie
tylko biorg udziat w reakcjach zapalnych, ale takze w utrzymaniu
homeostazy powierzchni oka (12).

TGF beta-1 i beta-2 (transformujacy czynnik wzrostu beta-1 i beta-2)
naleza do cytokin przeciwzapalnych, ktérych prawdopodobnymi Zré-
dfami s3 gruczot tzowy i nabtonek powierzchni oka (5). TGF beta-1 jest
izoforma dominujacg i odgrywa istotng regulatorowa role w hamo-
waniu zapalenia powierzchni oka, indukcji prawidiowego wzrostu
i réznicowania nabtonka powierzchni oka oraz proceséw gojenia.

TGF-beta jest czynnikiem immunosupresyjnym in vivo. Hamuje
proliferacje komorek, takich jak: limfocyty T cytotoksyczne, NK,
makrofagi, a takze ekspresje cytokin zapalnych, takich jak IL-6, oraz
HLA klasy Il i receptoréw IL-2. TGF beta-1 jest uniwersalnym inhibi-
torem proliferacji nabtonka i promotorem prawidfowego réznicowa-
nia komoérek nabtonka. Reguluje synteze takich sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej, jak kolagen, fibronektyna, glikozaminoglika-
ny; zwieksza ekspresje integryn i innych czastek adhezyjnych; redu-
kuje ekspresje metaloproteinaz macierzy. Tym samym jest on istot-
nym skfadnikiem tez wptywajacym na gojenie sie ran rogowki (5).

GM-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofa-
gow i granulocytow)

Jest waznym mediatorem zapalenia na powierzchniach nabtonka
(17). GM-CSF uwalniany podczas zapalenia bierze udziat w inicjacji
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej poprzez dziatanie na neutro-
file. Miejscowa produkcja GM-CSF w miejscu zapalenia moze tez akty-
wowac neutrofile przez potegowanie ich zdolnosci do wychwytu
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i niszczenia mikroorganizméw, ktére wkroczyly na powierzchnie
nabfonka (8). GM-CSF moze réwniez uczestniczy¢ w reakcjach immuno-
logicznych typu komérkowego, pobudzaniu wzrostu i réznicowaniu
komérek Langerhansa w kierunku komérek APCs (komorek prezentuja-
cych antygen) oraz w chemotaksji tych komdrek w miejsce zapalenia
(16).

Uktad immunologiczny spojowki i rogowki

Nabtonek spojowki i rogéwki jest istotnym elementem mecha-
nizmoéw obronnych oka. Pomimo Ze spojowka i rogéwka w podob-
ny sposdb podlegajg dziataniu srodowiska zewnetrznego, ich
mechanizmy obronne sg catkowicie rézne.

Spojowka jest tkanka wysoce reaktywna, bogato unaczyniong
i pofaczong z uktadem limfatycznym (CALT: conjunctiva associated
lymphoid tissue). W spojéwce znajduja sie komérki prezentujgce anty-
gen MHC klasy Il (MHC I14). W nabtonku sg to komérki Langerhansa,
limfocyty T HML-1 i CD8 oraz limfocyty alfa/beta TCR (T cell receptor)
Ag. W istocie wlasciwej wystepuja komoérki dendrytyczne i limfocyty
B, w regionie podnabfonkowym za$ nieliczne limfocyty T CD 8 + (8).

W przeciwienstwie do spojowki rogéwka jest stosunkowo mato
reaktywna, a jej system immunologiczny — w pewnej mierze ograni-
czony. Jest to zwiazane z niezwyklym zjawiskiem majacym miejsce
w oku, tak zwanym uprzywilejowaniem immunologicznym. Wedtug
definicji z 1998 roku jest to proces, ktdry polega na zminimalizowaniu
ekspresji reakcji immunopatologicznych w narzadzie lub tkance (4).
Jest to mechanizm ochronny procesu widzenia, gdyz hamuje reakcje
zapalng o podtozu immunologicznym, ktéra zawsze wigze si¢ z ryzy-
kiem uszkodzenia tkanek oka (10,15). W procesie immunologicznego
uprzywilejowania w oku uczestniczg czynniki anatomiczne (bariera
krew — oko, brak odptywu chtonki, brak naczyn w rogéwce i soczew-
ce oka), zmniejszona liczba lub brak komérek prezentujgcych antygen
(APCs), a takze obecno$¢ czynnikéw immunosupresyjnych hamuja-
cych proliferacje i sekrecje cytokin prozapalnych (6). APCs charaktery-
zujace sie ekspresjg MHC (I1+) odgrywaja znaczaca role w inicjadji
i rozprzestrzenianiu sie odpowiedzi immunologicznej. Komérki te
Lwychwytuja" antygeny wkraczajace do tkanek i prezentuja je limfo-
cytom T w weztach chtonnych, co skutkuje aktywacja limfocytow
i innych komoérek efektorowych. Udowodniono, ze w rabku rogéwki
i na jej obwodzie s obecne komérki APCs MHC (I1+). Komérki te,
nazywane komdrkami Langerhansa, w odpowiedzi na czynniki infek-
cyjne, zadraznienie Srodkami chemicznymi i miejscowe uszkodzenie
moga migrowac z rabka rogéwki do centrum (7,10).

W rogéwce odbywa sie réwniez synteza chemokin, takich jak
MCP-1 (czynnik chemotaktyczny monocytow) i RANTES (regulated
upon activation normal T-cell expressed and secreted protein). Biatka
te dziafajg chemotaktycznie wobec monocytow i limfocytow, przycia-
gajac je do miejsca, w ktdrym toczy sie proces zapalny. RANTES moze
réwniez indukowac wigzanie limfocytow CD4+ do glikozaminoglika-
néw w macierzy zewngtrzkomérkowej, co réwniez umozliwia ich
gromadzenie sie w miejscu zapalenia. Chemokiny te sa produkowane
przez keratocyty (wyspecjalizowane fibroblasty rogéwki) pod wpty-
wem IL-1 alfa i TNF-alfa, dzieki czemu komorki zrebu rogéwki sq
postrzegane jako gtéwna bariera przeciwko rozprzestrzenianiu sie
czynnikéw infekcyjnych do wnetrza gatki ocznej i do naczyn limfatycz-
nych. W przeciwienstwie do keratocytéw komorki nabfonka rogéwki
poddane dziataniu IL-1 alfa i TNF-alfa produkuja jedynie IL-8, ktdra
dziata chemotaktycznie wobec neutrofili i inicjuje ostrg reakcje zapal-
na, nie produkujg natomiast RANTES i MCP-1. Dzieki temu nie docho-

dzi do kumulacji nadmiernej ilosci leukocytéw, a tym samym zaburze-
nia przeziernosci rogéwki i obnizenia ostrosci wzroku (18).

Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze wiedza o uktadzie immuno-
logicznym narzadu wzroku, a szczegdlnie powierzchni oka, jest
ciagle niepetna. Konieczne jest petniejsze zrozumienie reakcji immu-
nologicznych na poziomie komdrkowym i molekularnym w aspekcie
catego organizmu, jak i odpowiedzi lokalnej poszczegélnych narza-
déw. Bedzie ono wymagac potaczenia wysitkéw badaczy z réznych
dziedzin. Jeszcze wiekszym wyzwaniem jest poznanie sposobéw
manipulowania odpowiedzig immunologiczng, moze to bowiem
miec nieoceniong warto$¢ w zapobieganiu i leczeniu schorzen, mie-
dzy innymi zwigzanych z zaburzeniami filmu tzowego.

Indeks skrotow

APCs — komorki prezentujace antygen, takie jak komérki dendry-
tyczne, limfocyty B, makrofagi.

Cytokiny — czasteczki regulujace réznicowanie i proliferacje komé-
rek; mediatory reakdji zapalnych i immunologicznych.

GM-CSF — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagow.

HLA — antygeny ludzkich limfocytéw.

NK — naturalna komérka cytotoksyczna N.

Integryny — czasteczki na powierzchni leukocytéw; biorg udziat
w adhezji leukocytéw do komoérek srodbtonka.

Interleukiny — czasteczki stuzace komunikowaniu sie, wzajemnemu
oddziatywaniu i kooperacji miedzy komérkami uktadu odpor-
nosciowego.

MCP-1 — biatko chemotaktyczne dla monocytéw.

MHC — czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej; biorg
udziat w wiazaniu i prezentacji antygenéw limfocytom T. MHC
klasy | znajduije si¢ na powierzchni wszystkich komérek jedno-
jadrzastych, MHC klasy Il — na limfocytach B, makrofagach,
komoérkach dendrytycznych.

RANTES — biatko wydzielane przez prawidtowe limfocyty T. Dziafa
chemotaktycznie na monocyty, limfocyty T, komérki NK, eozy-
nofile. Pobudza proliferacje limfocytéw T.

TGF beta-1, beta-2 — transformujacy czynnik wzrostu.
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