Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Interleukina 8 oraz interferon gamma w ocznej
postaci toksoplazmozy

Interleukin 8 and interferon gamma in ocular toxoplasmosis

Jacek Czepiel', Grazyna Biesiada', Iwona Sobczyk-Krupiarz', Grazyna Miklaszewska®, Danuta Fedak?,
Bogdan Solnica?, Tomasz Mach', Aleksander Garlicki'

' Z Kliniki Choréb Zakaznych Katedry Gastroenterologii, Hepatologii i Choréb Zakaznych
Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum w Krakowie
Kierownik: dr hab. n. med. Aleksander Garlicki

27 Zaktadu Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
Kierownik: prof. dr hab. Piotr Laidler

3 Z Kliniki Okulistyki i Onkologii Okulistycznej Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Bozena Romanowska-Dixon

Wstep: toksoplazmoza jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych choréb pasozytniczych na $wiecie, czynnikiem etiologicznym
jest pierwotniak Toxoplasma gondii. Zakazenia sg z reguly bezobjawowe lub skapoobjawowe, u okoto 10% choroba przejawia sig
w postaci limfoadenopatii. Rzadziej w przebiegu toksoplazmozy dochodzi do zajecia innych narzadéw, oczu, o$rodkowego syste-
mu nerwowego, watroby, serca.

Cel: celem pracy jest ocena zachowania sie wybranych cytokin we krwi pacjentéw z toksoplazmozg z zajeciem gatki ocznej.
Materiat i metody: ocenie poddano 30 chorych, w wieku 19-42 lat, leczonych z powodu ocznej toksoplazmozy. Grupe kontrol-
ng stanowito 20 zdrowych ochatnikéw niechorujgcych na choroby przewlekle, w wieku 20-48 lat. Oznaczono w surowicy krwi
morfologie z obrazem odsetkowym leukocytéw, stezenie CRP, IL-8, IFN-y. U 0s6b z rozpoznang oczng toksoplazmozg badania
wykonywano przed rozpoczeciem leczenia przeciwpasozytniczego.

Whyniki: stwierdzono statystycznie istotne nizsze stezenia w surowicy krwi IFN-y (1,52 vs 4,18 pg/ml; p = 0,002) oraz IL-8
(22,96 vs 94,3 pg/ml; p = 0,007) u pacjentdw z oczng toksoplazmoza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazano istot-
nych korelacji migdzy badanymi cytokinami a morfologia, CRP we krwi obwodowej.

Whioski: niskie stezenie IFN-y i [L-8 w surowicy jest istatnym czynnikiem w patogenezie reaktywacji ocznej toksoplazmozy.
toksoplazmoza, cytokiny, patogeneza.

Toxoplasmosis is one of the most common parasitic infections in the world, it is caused by Toxoplasma gondii. The infection is
typically asymptomatic or the symptoms are very mild. Approximately 10% patients have limphadenopathy, involvement of the

Purpose: The aim of our study was to assess the level of selected cytokines in blood among patients with ocular toxoplasmosis.
Material and methods: We have enrolled in the study 30 patients, 19-42 years old, treated for ocular toxoplasmosis, and 20 he-
althy volunteers, 20-48 years old, to the control group. Tests for blood morphology, C-reactive protein, the level of IL-8 and IFN-y
were performed in all patients. The blood parameters in toxoplasmosis group were performed before antiparasitic treatment

Results: The level of IFN-y in blood was lower among patients with ocular toxoplasmosis comparing with control group (1,52 vs
4,18 pg/ml; p = 0,002). The level of IL-8 in blood was lower among patients with ocular toxoplasmosis comparing with control
group (22,96 vs 94,3 pg/ml; p = 0,007). There were no correlations between analyzed cytokines and blood morphology or CRP.
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Summary:
others organs, like eyes, nervous system, liver, heart, are observed more rarely.
was given.
Conclusions: The low level of IFN-y and IL-8 in blood is important factor leading to reactivation of the ocular toxoplasmosis.
Key words: toxoplasmosis, cytokines, pathogenesis.
Wstep

Toksoplazmoza jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych
choréb pasozytniczych na $wiecie, czynnikiem etiologicznym
jest pierwotniak Toxoplasma gonidii (T.g.). U okoto potowy po-
pulacji europejskiej mozna wykry¢ swoiste przeciwciata we
krwi przeciw T.g., z reguly bez zadnych objawdw klinicznych
(1,2).

Toxoplasma gonidii nalezy do grupy pasozytéw wewnatrzko-
morkowych, wystepuje w 3 postaciach rozwojowych — trofozo-

itu, cysty i oocysty — oraz w 2 kregach zywicieli — przewodzie
pokarmowym kota (trofozoity i oocysty) oraz w tkankach niemal
wszystkich ssakéw, a takze niektérych ptakéw (trofozoity i cy-
sty). Trofozoit (tachyzoit) jest postacig wegetatywng pierwot-
niaka. W ostrej fazie choroby T.g. moze atakowaé wigkszo$é
komérek organizmu cztowieka. Trofozoity po dostaniu sie do
organizmu wnikajg do komérek, umiejscawiajg si¢ w wodnicz-
kach, a nastepnie namnazajg, prowadzac do rozpadu komdrek
i powstawania drobnych ognisk martwicy i ziarniniakéw. Po
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uwolnieniu do tkanek trofozoity sg optaszczane swoistymi prze-
ciwciatami i niszczone w fagosomach makrofagéw. Trofozoity,
ktére nie zostaly zniszczone, mogg przeksztaici¢ sie¢ w cysty,
rozwijajg sie one we wczesnej fazie choroby gtéwnie w mézgu,
sercu i migsniach szkieletowych. Niszczenie trofozoitéw jest
mniej skuteczne u ptodéw, noworodkdéw, u oséb z uposledzong
odpornos$cia, a takze w przypadku, gdy sa one umiejscowione
w o$rodkowym ukfadzie nerwowym i w gatce ocznej (2,3).

Do zajecia gatki ocznej moze doj$¢ zaréwno w postaci wro-
dzonej, jak i nabytej choroby. Znacznie cze$ciej zajecie gatki
ocznej wystepuje w postaci wrodzonej podczas ostrej toksopla-
zmozy u kobiety ciezarnej. W efekcie tego u czesci noworodkéw
rozwijajg sie matoocze, zaéma, zanik nerwu wzrokowego. Prze-
bieg toksoplazmozy wrodzonej, rozwijajgcej sie w pézniejszym
okresie cigzy, moze by¢ bezobjawowy lub skapoobjawowy. Ce-
cha charakterystyczna jest zajecie tylnego bieguna gatki ocznej.
Po latach, zwtaszcza miedzy 10. a 35. rokiem zycia, po uwolnie-
niu tachyzoitéw z peknietej cysty moze doj$¢ do nawrotu stanu
zapalnego w gafce ocznej. Przebieg nawrotu zalezy od stanu im-
munologicznego pacjenta, od wirulencji pasozyta, stosowanego
leczenia, a konsekwencjg procesu zapalnego moze by¢ rdznie
nasilone uposledzenie widzenia. Zajecie gatki ocznej w postaci
nabytej toksoplazmozy jest rzadkie i wystepuje w okoto 1% przy-
padkéw toksoplazmozy, zwykle z jednoczesnym zajeciem uktadu
nerwowegdo (okoto 16%). Zmiany toksoplazmozowe widoczne
sg podczas badania dna oka jako pojedyncze ognisko zapalne
o réznej wielkosci, czesto przylegte do starej pigmentowanej bli-
zny (zmiany satelitarnej). Zapalenie tarczy nerwu wzrokowego
moze by¢ wtérne do czynnej postaci zapalenia siatkdwki zlokali-
zowanego na obszarze przytarczowym. Zmiany te czesto sg jed-
nostronne, mogg im towarzyszy¢ zmiany w przednim odcinku
gatki ocznej lub ciele szklistym. Nawroty choroby sg czeste. Pa-
cjenci zgtaszajg pogorszenie ostrosci widzenia, bdl gatki ocznej,
$wiattowstret, mroczki, nadmierne zawienie (3).

Cel

Celem pracy jest ocena zachowania sie wybranych cytokin
u pacjentéw z toksoplazmozg oczng oraz ich korelacja z parame-
trami morfologii krwi obwodowej i CRP.

Materiat i metody

Badanie przeprowadzono u 30 chorych, w wieku 19-42 lat,
leczonych z powodu ocznej toksoplazmozy w Poradni Choréb
Pasozytniczych Kliniki Choréb Zakaznych Szpitala Uniwersy-
teckiego w Krakowie. Kryteriami wykluczenia byly: przewlekie
choroby zapalne innych narzadéw, schorzenia autoimmunolo-
giczne, choroby uktadowe, cukrzyca. W badanej grupie byto
12 mezczyzn (40%) i 18 kobiet (60%). Grupe kontrolng stanowito
20 zdrowych, niechorujgcych na choroby przewlekte ochotni-
kéw w wieku 20-48 lat — 9 mezczyzn (45%) i 11 kobiet (55%).

Rozpoznanie toksoplazmozy stawiano na podstawie testéw
serologicznych w kierunku toksoplazmozy (test ELISA) w kla-
sach IgM i IlgG w surowicy krwi oraz badania okulistycznego.
Okulistycznymi  kryteriami rozpoznania toksoplazmozy ocznej
byto ogniskowe zapalenie siatkdéwki, czesto z wtérnym zapa-
leniem naczynidwki, z obecno$cig w ciele szklistym wysie-
ku drobnopytkowego, metéw, bton zapalnych, a na dnie oczu
puszystych, kremowobialych ognisk (2). U kazdego pacjenta

oznaczono morfologie krwi obwodowej z obrazem odsetkowym
leukocytéw, stezenie CRP, IL-8, IFN-y. U os6b z oczng tokso-
plazmozg badania wykonywano po postawieniu rozpoznania,
a przed rozpoczeciem leczenia przeciwpasozytniczego.

Badania morfologii krwi z rozmazem leukocytéw i CRP
wykonano, uzywajac rutynowo stosowanych metod. Steze-
nie przeciwcial przeciw toksoplazmozie oznaczano za pomocg
zestawu firmy Abbot Lab., USA, analizatorem Abbot Axsym,
metodg Meya. W celu oznaczenia stezenia poziomu badanych
cytokin w surowicy zastosowano metode immunoenzymatycz-
ng, wykorzystano testy ELISA (Quantikine HS, R & D Systems,
Mineapolis, Minn., USA) zgodnie z zaleceniami producenta.

Whyniki badania poddano analizie statystycznej, za poziom
istotno$ci znamiennej przyjeto p<0,05.

Wyniki

U pacjentéw z oczng toksoplazmozg stwierdzono staty-
stycznie istotne nizsze stezenie IFN-y w surowicy krwi (1,52 vs
4,18 pg/ml; p = 0,002) niz u oséb w grupie kontrolnej (tab. I).
Podobna zalezno$¢ wykazano dla IL-8, stwierdzajac jej nizsze ste-
zenie u pacjentéw z oczng toksoplazmoza (22,96 vs 94,3 pg/ml;
p = 0,007) niz u oséb w grupie kontrolnej (tab. Il). Nie wykaza-
no istotnych korelacji migdzy badanymi cytokinami a morfologiag
krwi i CRP.

Stezenie IFN y w surowicy krwi (pg/ml)/
Level of IFN-y in blood (pg/ml)

Badana grupa/

Srednia/ .
Analyzed groups SD | min.

max. p
mean

Chorzy z toksoplazmoza/
Patients with 30 1,52 18| 0 | 643
toxoplasmosis

Grupa kontrolna/

Control group 20 418 (386 0

14,68

Tab.l. Stezenie IFN-y w surowicy krwi w badanych grupach.
SD odchylenie standardowe
Tab.l. The level of IFN-y in blood in analyzed groups.
SD standard deviation
Stezenie IL-8 w surowicy krwi (pg/ml)/
Level of IL-8 in blood (pg/ml)
Badana grupa/ Srednia/ SD  min. max. D
Analyzed groups mean
Chorzy z tokso-
plazmoza/ Patients 30| 22,96 | 32,48 | 3,78 | 183,93
with toxoplasmosis 0007
B8 SliElliey 20 943 13049 12,26 569

Control group

Tab. Il. Stezenie IL-8 w surowicy krwi w badanych grupach.

SD odchylenie standardowe

Tab. Il. The level of IL-8 in blood in analyzed groups.

SD standard deviation

Dyskusja

Dane dotyczace patogenezy toksoplazmozy pochodzg przede
wszystkim z badan do$wiadczalnych na modelach mysich. Paso-
zyt z reguly dostaje sie do organizmu przez przewdd pokarmowy,
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nastgpnie namnaza si¢ w komérkach btony $luzowej, wnika do
okolicznych weztéw chtonnych, skad rozsiewa sig krwig i lim-
fg do pozostatych narzadéw. W ostrej fazie choroby makrofagi
i komérki dendrytyczne prezentujg antygeny T.g. limfocytom CD4
i CD8, w wyniku czego dochodzi do produkcji IL-12, TNF-o. oraz
IL-1B8. Cytokiny te nastepnie stymulujg komérki NK do wydziela-
nia IFN-y, ktéry jest kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za
zabijanie pasozyta w makrofagach. W procesach tych udziat biorg
miedzy innymi tlenek azotu i lipoksyny (4). Istota oddziatywania
IL-12 w toksoplazmozie wynika z jej wptywu na wydzielanie IFN-y
i proliferacje Th1. Pierwszymi komérkami produkujgcymi IL-12 sg
komérki dendrytyczne $ledziony, ktére w odpowiedzi na stymu-
lacje STAg (soluble tachyzoite antygen — antygen rozpuszczalny
tachyzoitu) produkujg IL-12. Po okoto 2 tygodniach od zakazenia
prawidiowa reakcja immunologiczna organizmu doprowadza do
wytworzenia swoistych przeciwciat przeciw T.g. w klasach IgM,
IgA, IgE, IgG, co hamuje namnazanie si¢ pasozyta i doprowadza
do rozwoju cyst tkankowych. W tej postaci pasozyt moze prze-
trwac przez cate zycie gospodarza (5).

Nie jest jasne, dlaczego u wigkszo$ci oséb choroba ta prze-
biega bezobjawowo lub skapoobjawowo, a u czesci pacjentdw,
mimo braku jawnych cech uposledzenia odporno$ci, dochodzi
do rozwoju ocznej postaci toksoplazmozy. Nie sg réwniez w pet-
ni poznane mechanizmy prowadzace do uczynnienia przewle-
ktej, utajonej postaci choroby. Bardzo duzy odsetek pacjentéw
z oczng postacig toksoplazmozy to pacjenci pozornie zdrowi,
czesto miodzi, niechorujgcy przewlekle. Postuluje sie, ze praw-
dopodobnie wystepuje u nich dysregulacja uktadu odpornoscio-
wego na tyle subtelna, ze nie doprowadza do wyraznych ze-
spotéw chorobowych, natomiast lezy u podioza rozwoju ocznej
toksoplazmozy.

Przyktadem takich genetycznie uwarunkowanych predys-
pozycji do rozwoju toksoplazmozy sg niektére spotecznosci,
u ktérych dochodzi do czestszego niz w przecietnej popula-
cji wystepowania pewnych postaci toksoplazmozy (4). | tak,
w niektérych regionach potudniowej pétkuli obserwuje sie
u uprzednio zdrowych pacjentéw ciezka toksoplazmoze z to-
warzyszaca splenomegalia (5), natomiast wyraznie wyzszy niz
zwykle wzrost zachorowan na oczng toksoplazmoze obserwuje
sie w potudniowej Afryce (6).

W wielu pracach badawczych podejmowano prébe wska-
zania czynnikéw patogenetycznych odpowiedzialnych za roz-
woj toksoplazmozy. Kobayasi i wsp., Norose i wsp. wykazali,
ze uszkodzenie genu odpowiedzialnego za produkcje IFN-y do-
prowadza do wzrostu podatnosci na toksoplazmoze u myszy.
Badania w modelu do$wiadczalnym na myszach wykazaly, ze
podanie przeciwciat monoklonalnych anty-IFN-y wigzato sie ze
$miercig myszy zakazonych T.g. W procesie tym brata réwniez
udziat IL-1B, a podanie przeciwciat anty IL-13 powodowato ha-
mowanie produkcji IFN-y (7,8).

W wielu pracach wykazano, ze genetycznie uwarunkowane
zaburzenie produkcji IL-12 doprowadza do wzrostu podatnosci
na te infekcje. Yap i wsp. stwierdzili, ze IL-12 odgrywa istotng
role nie tylko w ostrej infekcji, ale i w kontroli przewlekiej infek-
cji. Myszy 1L-12p40+ zakazano T.g., nastepnie te, ktérym poda-
wano IL-12, przezywaly ostrg fazg, natomiast wszystkie myszy
nieleczone IL-12 ginety. W dalszej cze$ci badania podtrzymywa-
no podawanie IL-12 myszom po zakonczeniu ostrej fazy choro-

by, nastepnie zaprzestano podawania IL-12, co skutkowato po-
jawieniem sie objawdw reaktywacji zakazenia T.g. Reaktywacja
ta wynikata ze spadku stezenia IFN-y, nie obserwowano wzro-
stu stezenia cytokin przeciwzapalnych, jak np. IL-10 (9).

Bezposrednie oddziatywanie pasozyta jest najpewniej pod-
stawowym czynnikiem powodujgcym destrukcje tkanek u pa-
cjentéw z immunosupresjg, wydaje sie jednak, ze nadmierna
odpowiedz uktadu immunologicznego zaostrza przebieg choro-
by u oséb immunokompetentnych (10), u czesci oséb nasilenie
procesu zapalnego wynika z mechanizméw autoimmunologicz-
nych (11). Stumhofer i wsp. wykazali, ze u myszy z zapaleniem
moézgu spowodowanym Toxoplasma gondii proces autoimmu-
nologiczny w tkance nerwowej wynika z wydzielania IL-17,
natomiast mechanizm ten jest hamowany przez IL-27. U myszy
z defektem receptora dla IL-27 wystepowala ciezka postacé za-
palenia centralnego systemu nerwowego (12).

Kolejng istotng w toku rozwoju toksoplazmozy cytoking wy-
daje sie IL-8, ktdéra jest dobrym markerem aktywnos$ci tokso-
plazmozy, a takze znaczaco koreluje z nasileniem systemowych
objawéw w przebiegu ocznej postaci toksoplazmozy. Denney
i wsp. stwierdzili wzrost ekspresji mRNA IL-8 i wzrost wydzie-
lania IL-8 przez zarazone T.g. komérki nabfonka i fibroblasty. Od-
powiedZ ta wystepowata, gdy dochodzito do inwazji pasozyta
i lizy komérek, natomiast podawanie antygenéw T.g. (fragmenty
tachyzoitéw) nie doprowadzato do takiej reakcji. Wzrost wy-
dzielania IL-8 byt powigzany z wydzielaniem IL-1, w sytuaciji,
gdy podawano przeciwciata anty- IL-1, dochodzito do spadku
wydzielania IL-8. Denney i wsp. sugeruja, ze uwalnianie IL-1
z uszkodzonej przez T.g., poddanej lizie komérce gospodarza jest
czynnikiem stymulujgcym dalsze uwalnianie prozapalnych cyto-
kin, w tym IL-8 (13).

Oprécz komérek dendrytycznych, makrofagéw i neutrofiléw
niezmiernie wazna role w patogenezie toksoplazmozy petnig lim-
focyty CD4 i CD8. Obie subpopulacje tych limfocytéw produkuja
IFN-y. Uwaza sig, ze niedobér limfocytéw T CD4 i CD8 lub zabu-
rzenia w ich funkcjonowaniu doprowadzajg do reaktywaciji za-
kazenia. Badania do$wiadczalne na modelu mysim wykazaty, ze
gtéwna role efektorowg petnia limfocyty CD8, ktére byty zdolne
do niszczenia zarazonych makrofagéw i — co istotne — nie nisz-
czyly makrofagéw niezarazonych (14). U myszy ochronna rola
CD4 i CD8 wigze sie ze wzrostem IFN-y (15), a w sytuacji niedo-
boru CD4 i CD8 u myszy przewlekle zakazonych T.g. dochodzi do
reaktywacji zakazenia i rozwoju zaplenia mézgu (16).

Niezaleznie od faktu, ze limfocyty T CD4 i CD8 u myszy pet-
nig ochronnag role zaréwno w ostrej, jak i przewlekiej postaci za-
razenia, wykazano, ze limfocyty T CD4 w pewnych sytuacjach
moga zaostrza¢ przebieg choroby. Jako pierwsi wykazali to lzra-
elski i wsp., opisujac, ze myszy C4H/Hen z niedoborem limfocy-
téw T CD4 zakazone T.g. cechowaty sie mniej nasilonym proce-
sem zapalnym w CSN (17). Badania nad toksoplazmoza oczng
wykazaly, ze podczas gdy limfocyty T CD8 sg odpowiedzialne
za hamowanie replikacji pasozyta, limfocyty T CD4+ petnig waz-
ng role w wywotaniu procesu zapalnego w oku. Wykazano, ze
nadmierna reakcja zapalna jest dla organizmu niekorzystna (4).

Wazng role w przeciwdziataniu nadmiernej reakcji obron-
nej organizmu w przebiegu toksoplazmozy petni IL-10. Gazzi-
nelli i wsp. wykazali, ze u myszy C57BL/6 z deficytem IL-10,
zakazonych dootrzewnowo T.g. dochodzi do znacznego wazrostu
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poziomu IL-12, a w nastepstwie IFN-y i TNF-o, co wigzato sie
z nasilonym stanem zapalnym watroby i martwicg tkankowa.
IL-10 jest produkowana przez komérki dendrytyczne, makrofagi,
limfocyty B, a takze T. Prawidtowe funkcjonowanie IL-10 polega
na hamowaniu nadmiernej produkcji cytokin prozapalnych (IL-
12, TNF-a, IFN-y). Cytokiny prozapalne sg niezbedne do elimina-
cji pasozyta, ale gdy ich oddziatywanie jest nadmierne, nasilony
proces zapalny doprowadza do nieodwracalnych zmian martwi-
czych, co jest szczegdlnie niebezpieczne w centralnym syste-
mie nerwowym i oku, moze bowiem doprowadzi¢ do trwatych
nastepstw (18-20).

Niniejsze badanie, podobnie jak prace powyzej cytowanych
autoréw, wykazato, ze u podstaw reaktywacji toksoplazmozy
wystepuje niedobdr wybranych cytokin. Stwierdzone w bada-
niu statystycznie istotne nizsze stezenie IFN-y i IL-8 u pacjentéw
z oczng toksoplazmozg niz u oséb zdrowych pozwala przypusz-
cza¢, ze odpowiednio wysoki poziom tych cytokin ma istotne
znaczenie w procesie kontroli organizmu nad latentg postacia
zarazenia T.g. Nalezy tez zwréci¢ uwage na réznorodnosc¢ roli
cytokin w przebiegu ostrej toksoplazmozy oraz w reaktywac;ji
toksoplazmozy. Dla wyjasnienia tego problemu niezbedne sg
dalsze badania cytokin u chorych w poczatkowej fazie ocznej
toksoplazmozy, ktére pozwolityby wyodrebni¢ grupe pacjentéw
zagrozonych tg postacig choroby.

Whioski
Niskie stezenie IFN-y i IL-8 w surowicy jest istotnym czynni-
kiem w patogenezie reaktywacji ocznej toksoplazmozy.

Nie zgtaszamy konfliktu interesow. Uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej — opinia nr KBET/97/B/2009.
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