Interferon-gamma w ptynie tzowym
u pacjentéow z mukowiscydozg

IFN-y in tear fluid in patients with cystic fibrosis
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Summary:

Purpose: To evaluate IFN-y concentration in tear fluid in CF patients.

Material and methods: Tear samples were collected from 15 CF patients at the age 10-21, and from 15 patients in
control group at the age 11-20. Cytokine levels were determined by ELISA.
Results: The concentration of IFN-y in tear fluid in CF patients was 10.75+2.23 pg/ml, and 4.060.57 pg/ml in

control group.

Conclusions: The results of this study indicate that increased concentration of IFN-y in the tear fluid may be an
important factor in the pathogenesis of dry eye in CF patients. They also open new perspectives related to

therapeutic management.
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Mukowiscydoza (zwtdknienie torbielowate — cystic fibrosis) jest
najczesciej wystepujgca w populacji rasy biatej chorobg wywotang
mutacjg pojedynczego genu, o autosomalnym recesywnym typie
dziedziczenia. Jest ona nieuleczalna, prowadzi do skrdcenia zycia
chorych. Jej przyczyng sq mutacje genu pofozonego na dtugim
ramieniu 7. chromosomu kodujgcego biatko CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator). Spefnia ono m. in. funkcje
kanatu chlorkowego zaleznego od cAMP, zlokalizowanego na szczy-
towej powierzchni komérek nabtonkowych gruczotéw wydzielania
zewnetrznego (9).

Dysfunkcja CFTR moze wptywac na zaburzenia réwnowagi pro-
i przeciwzapalnej. Istotng role w rozwoju zapalenia odgrywajg
cytokiny, ktére reguluja funkcje komérek immunologicznych. Maja
réwniez wptyw na ekspresje prekursoréw i mediatoréw zapalenia
przez komorki okreslonego miejsca w ustroju, co jest niezwykle
wazne w lokalnej regulacji zapalenia (10).

Interferon-gamma (IFN-y) odgrywa znaczacg role w patogene-
zie schorzen zapalnych. Jest wydzielany przez komérki T (cytotok-
syczne i Th1) i komérki NK, indukujac aktywno$¢ przeciwwirusowa
i przeciwproliferacyjng, stymulacje makrofagéw oraz kontrole eks-
presji czasteczek adhezyjnych i receptoréw powierzchniowych
komorki. Ponadto ma wptyw na ekspresje cytokin i antygenéw HLA
Il klasy (5,6).

Celem pracy jest ocena stezenia IFN-y w plynie tzowym
u pacjentéw z mukowiscydoza.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 15 chorych z rozpoznang muko-
wiscydozg, ktérzy byli hospitalizowani w III Klinice Choréb Dzieci
AM w Biatymstoku. Grupe kontrolng stanowito 15 o0séb zdro-
wych, w tym 8 dziewczynek i 7 chtopcéw w wieku od 11 do 20 lat,
$rednia wieku wynosifa 14,02 + 3,05 roku. W grupie pacjentéw
z mukowiscydozg byto 7 dziewczynek i 8 chtopcow w wieku od
10 do 21 lat, $rednia wieku wynosita 14,75 + 3,42 roku. Z bada-
nia wykluczono dzieci z towarzyszacymi schorzeniami dotyczacy-
mi innych narzadéw. U wszystkich pacjentéw z CF stosowano
suplementacje witaminy A.

W celu oznaczenia stezenia IFN-y w ptynie tzowym u wszystkich
badanych pobrano fzy za pomocg szklanych kapilar umiejscowionych
w kacie zewnetrznym szpary powiekowej (zgoda Komisji Bioetycznej
nr R-1-003/32/2003). tzy uzyskiwano z obojga oczu w ciggu 5-15
minut, a nastepnie mieszano. Uzyskane prébki ptynu {zowego
natychmiast zamrazano w temperaturze -70 st. w celu dalszej analizy
metodg immunoenzymatyczng ELISA, stosujac odpowiedni zestaw
diagnostyczny (PIERCE ENDOGEN). W tym celu wykorzystano ptytke
(96 dotkéw) optaszczong monoklonalnymi przeciwciatami specyficz-
nymi IFN-y, do ktérej odpipetowano odpowiednig objetos¢ wezesniej
przygotowanych standardéw oraz prébek ptynéw tzowych pacjen-
tow. Ptytke inkubowano 2 godziny. Nastepnie catos¢ ptukano roztwo-
rem ptuczacym i ponownie inkubowano wraz z roztworem koniugatu
(Streptavidin). Po ponownym pfukaniu do dotkéw dodano enzym

ISSN 0023-2157 Index 362646

PRACE ORYGINALNE




Interferon-gamma w ptynie tzowym u pacjentéw z mukowiscydozg

(TMB), w wyniku czego powstat produkt barwny wprost proporcjo-
nalny do poziomu IFN-y w badanej prébie. Intensywnos¢ zabarwie-
nia zmierzono fotometrycznie w czytniku ELISA (ANTHOS), dfugos¢
fali wynosita 450 nm. Wszystkie procedury dotyczace czasu inkubacji,
rozcieficzen standardow i liczby ptukan ptytki zostaty wykonane zgod-
nie z instrukcjg dotaczong do zestawu.

Analizy statystycznej, obejmujacej poréwnanie stezenia IFN-y
w plynie tzowym u pacjentéw z CF ze stezeniem IFN-y w tzach
u badanych w grupie kontrolnej, dokonano za pomoca testu niepa-
rametrycznego Wilcoxona (p = 0,05).

Wyniki

Stezenie IFN-y w ptynie tzowym u pacjentéw z mukowiscydoza
wynosito od 8,41 do 17,27 pg/ml, Srednio 10,75 = 2,23 pg/ml.
U badanych z grupy kontrolnej stezenie IFN-y wahato sie miedzy 3,45
a 5,17 pg/ml, $rednio wynosifo 4,06 = 0,57 pg/ml. Stwierdzono réz-
nice znamienne statystycznie miedzy stezeniem IFN-y w plynie fzo-

Liczba pacjentéw | Stezenie IFN-y
Number of patients | u pacjentéw

z CF (pg/ml)

IFN-y in CF patients

Stezenie IFN-y

w grupie kontrolnej
(pg/ml)

IFN-y in control group

15 10,75 = 2,23 4,06 = 0,57

Tab. I. Stezenie IFN-y w ptynie fzowym pacjentédw z CF i w grupie kontrol-
nej.

Tab. I. IFN-y concentration in tear fluid in CF patients and control group.

wym pacjentéw z CF a stezeniem IFN-y w tzach badanych z grupy
kontrolnej (p = 0,00065). Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. .

Omowienie

W ostatnich latach zwrécono uwage na udziat proceséw
immunologicznych w mukowiscydozie (7). Wyniki badan in vitro
i in vivo komérek nabtonka drég oddechowych wskazuja na istot-
ny udziat reakgji zapalnych w patogenezie tego schorzenia (2,4,7).
Brak jest jednak danych na temat roli tych reakcji w wystepowa-
niu zmian w narzadzie wzroku.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono wyzsze steze-
nie IFN-y w tzach pacjentéw z mukowiscydoza w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng. Podwyzszony poziom IFN-y wykazano réwniez w przy-
padku odrzucenia przeszczepu rogéwki i w zespole Sjégrena (1,3,8),
a wiadomo, ze objawy suchego oka moga stanowi¢ pierwotng
manifestacje mukowiscydozy. Przeprowadzone badania moga uta-
twi¢ odpowiedz na pytanie, czy zmiany oczne w przebiegu mukowi-
scydozy mogg by¢ konsekwencjg przewlektego stanu zapalnego, co
moze okazac sie istotne dla wyboru i efektywnosci leczenia.

Whioski

Wyniki naszych badan wskazujg, ze wyzsze stezenie IFN-y
w plynie fzowym moze stanowi¢ wazny czynnik w patogenezie
zespofu suchego oka u pacjentéw z mukowiscydoza. Otwierajg
réwniez nowe perspektywy w postepowaniu terapeutycznym.
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