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Wstep: w przebiegu cukrzycy ma miejsce ostabienie odporno$ci przeciwbakteryjnej, efektem tego moze by¢ zwigkszona cze-
sto$¢ wystepowania zakazen ogélnych i miejscowych.

Cel: celem pracy jest ocena miejscowej nieswoiste] odpornosci przeciwbakteryjnej w worku spojéwkowym na podstawie okre-
$lenia stezenia laktoferyny i lizozymu we fzach u dzieci z cukrzyca typu 1.

Materiat i metody: badaniami objeto dzieci w wieku od 10. do 18. roku zycia. Do grupy 1. wigczono dzieci bez cukrzycy, do grupy
2. — pacjentdw ze $wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1., do grupy 3. — dzieci z diugotrwajaca cukrzyca, ktorg leczono przez co
najmniej 10 lat. Od wszystkich pacjentéw pobierano {zy z dolnego zatamka worka spojéwkowego do kapilar szklanych w celu
okreslenia poziomdw stezen laktoferyny i lizozymu. Oznaczenia wykonywano metodg ELISA.

Wyniki: stezenia laktoferyny u pacjentdw we wszystkich grupach nie réznity sie istotnie statystycznie. Stezenia lizozymu byty
znaczaco obnizone u pacjentéw z diugotrwajgcq cukrzycg (grupa 3.) w poréwnaniu ze stezeniami u pacjentéw w grupie bez
cukrzycy (grupa 1.) (p = 0,02). Wykazano umiarkowanie silng korelacje stezenia laktoferyny i lizozymu u wszystkich analizowa-
nych pacjentéw (r = 0,34; p = 0,02).

Whiosek: diugotrwajaca cukrzyca u dzieci zmienia zawarto$¢ we {zach wybranych biatek, ktdre sg jednym z elementéw odpor-
nosci przeciwbakteryjnej.

cukrzyca typu 1., tzy, biatka przeciwbakteryjne, laktoferyna, lizozym, test ELISA.

Purpose: Antibacterial immunity in diabetes is impaired, which increases the risk of general and local infections. The aim of the
study was to evaluate non-specific local antibacterial immunity based on lactoferrin and lysozyme concentration in tears in chil-
dren with diabetes type 1.

Material and methods: Children at the age of 10-18 years old were studied. Group 1. consisted of children without diabetes,
group 2. included patients with new onset of diabetes and group 3. consisted of children with decade-long diabetes. Among all
patients tears were collected from inferior coniunctival fornix with hematocrit glass capillaries in purpose to measure lactoferrin
and lysozyme concentration. ELISA method was used in laboratory testing.

Results: Level of lactoferrin did not differ significantly among all groups. Concentration of lysozyme was statistically lower in
group with decade-long diabetes (group 3.) compared to patients without diabetes. Mild correlation between lactoferrin and
lysozyme levels was seen in individual patients in whole group of probands together.

Conclusions: Diabetes type 1 in children is associated with significant changes in concentration of tear proteins, which contribu-
te to antibacterial immunity.

Diabetes type 1, tears, antibacterial proteins, lactoferrin, lysozyme, ELISA test.

géw. Sposrdd biatek antybakteryjnych zawartych we tzach naj-

Cukrzyca jest jedng z choréb, w przebiegu ktérych obserwu-
je sie podwyzszone ryzyko rozwoju zakazen réznych narzgdéw
i uktadéw. Dotyczy to takze narzadu wzroku (1). Zwiekszona
czesto$¢ ujawniania sie standw zapalnych u pacjentéw z cu-
krzycg wynika miedzy innymi z ostabienia odpornosci przeciw-
bakteryjnej (2). Jednym z czynnikéw, ktére odgrywajg znacza-
cg role w ochronie przed patogenami bakteryjnymi, jest liczna
grupa biatek znajdujgcych sige w wigkszosci ptyndw tkankowych
oraz w ziarnisto$ciach granulocytéw, monocytéw i makrofa-

wazniejsze znaczenie majg laktoferyna, lizozym i rozpuszczalne
IgA (3).

Laktoferyna odgrywa znaczaca role w systemie obrony prze-
ciwbakteryjnej aparatu ochronnego oka, stanowigc okofo 25%
masy wszystkich biatek obecnych we tzach. Jest elementem
odporno$ci nieswoistej, wrodzonej. Wykazuje dziatanie anty-
bakteryjne poprzez wigzanie wolnych jonéw zelaza, ktérych
obecnos¢ jest niezbedna, aby zapewni¢ wzrost komérek bakte-
ryjnych (4). Dodatkowo laktoferyna ma zdolno$¢ do bezposred-
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niej interakcji z powierzchnig bakterii, zaréwno Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych (5).

Drugim waznym elementem wrodzonej odporno$ci nieswo-
istej we tzach jest lizozym. Jest to biatko wykazujgce dziatanie
przeciwbakteryjne poprzez hydrolize wigzan peptydoglikanéw
$ciany komdrkowej bakterii. Na jego dziatanie wrazliwe sg
przede wszystkim bakterie Gram-dodatnie (6).

Cel

Celem pracy jest ocena poziomu miejscowej ochrony prze-
ciwbakteryjnej w worku spojéwkowym na podstawie okresle-
nia stezen laktoferyny i lizozymu we tzach u dzieci i mfodziezy
z cukrzyca typu 1.

Materiat i metody

Badaniami objeto dzieci w wieku od 10 do 18 lat, pacjentow
poradni okulistycznej i diabetologicznej SP ZOZ Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego nr 4 UM w todzi. Analize stezenia wybranych
biatek we tzach przeprowadzono w obrebie trzech grup. Badana
grupa 1. liczyta 20 dzieci bez cukrzycy, grupa 2. — 20 pacjentéw ze
$wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1., grupa 3. — 20 dzieci leczonych
z powodu cukrzycy przez co najmniej 10 lat.

U analizowanych pacjentéw przeprowadzono peing oce-
ne okulistyczng narzadu wzroku, kwalifikujgc do dalszych ba-
dan dzieci bez stanu zapalnego w zakresie aparatu ochronnego
i gatki ocznej. W celu oznaczenia stezen laktoferyny i lizozymu
pobierano fzy z dolnego zatamka worka spojéwkowego do jed-
norazowych, nieheparynizowanych, szklanych kapilar hematokry-
towych firmy Medlab, miaty one pojemno$¢ 75 pl. Niezbedng do
oznaczen, minimalng objeto$¢ tez (300 ul) uzyskiwano w wyniku
pobudzania tzawienia metoda delikatnego mechanicznego podraz-
nienia $luzéwki jamy nosa. tzy pobierano do kapilar w sposéb
nieinwazyjny, bezposrednio z menisku fzowego, bez kontaktu ze
spojowka. Uzyskany materiat zamrazano do momentu przeprowa-
dzenia oznaczen laboratoryjnych. Badania stezen laktoferyny i li-
zozymu we tzach wykonywano metodg ELISA z zastosowaniem

swoistych przeciwciat monoklonalnych, w sposéb standardo-
wy, z uzyciem odczynnikéw firmy ImmunoDiagnostik, Germany
i USCN Life Science. Dodatkowo oznaczano catkowitg ilo$¢ bial-
ka we tzach w badanych prébkach — w tym celu wykorzystano
zestaw firmy Sigma, USA. Oznaczenia przeprowadzano w Pra-
cowni Immunopatologii i Genetyki Kliniki Pediatrii, Onkologii, He-
matologii i Diabetologii | Katedry Pediatrii UM w todzi. Analizie
statystycznej poddano wzgledne stezenia laktoferyny i lizozymu,
odnoszac je do stezenia catkowitego biatka, ktére oceniano indy-
widualnie w kazdej z pobranych probek.

Analiza statystyczna

Poziomy lizozymu i laktoferyny przedstawiono jako mediany
i kwartyle ze wzgledu na anormalny rozklad parametréw w poszcze-
gblnych grupach. Do poréwnan wykorzystano nieparametryczng
analize wariancji Kruskala-Wallisa. Poréwnania post-hoc przeprowa-
dzono za pomoca testu U Manna-Whitneya z poprawka Bonferronie-
go. Analize korelacji wykonano z zastosowaniem testu rang Spear-
mana. Za poziom istotnosci przyjmowano warto$¢ p<0,05.

Wyniki

Wozgledne stezenia lizozymu i laktoferyny we {zach, w odnie-
sieniu do stezenia catkowitego biatka w prébce, przedstawiono
w tabelach i Il.

Stezenia laktoferyny u pacjentéw we wszystkich grupach nie
roznity sie istotnie statystycznie. Znamiennych réznic w stezeniu
tego biatka nie wykazata réwniez przeprowadzona analiza warian-
cji (H = 3,44; p = 0,18). Dane przedstawiono na rycinie 1.

Stezenia lizozymu miaty najwyzszg warto$¢ u pacjentow
w grupie bez cukrzycy (grupa 1.), a najnizsza — u pacjentéw
z dtugotrwajacg cukrzycg (grupa 3.). Grupy te réznity sie sta-
tystycznie istotnie (p = 0,02). Réznice u pacjentdw w pozo-
statych grupach byly nieznamienne. Ponadto przeprowadzona
analiza wariancji wykazata istotne rdznice stezen lizozymu
u pacjentéw we wszystkich badanych grupach (H = 8,36; p =
0,02). Dane przedstawiono na rycinie 2.

. N . 025 Q75
Ii_zléttsz:rr‘:?nz;/ brI:t':ion/ Liczebnos¢ grupy/ NI:IT::!?::/ Pierwszy kwartyl/ Trzeci kwartyl/
P Amount of patients First quartile Third quartile
Grupa 1. 14,00 3,27 0,28 10,9
Grupa 2. 17,00 8,53 5,03 10,18
Grupa 3. 16,00 5,86 4,33 7,33
Tab.l. Stezenia laktoferyny we tzach pacjentéw w poréwnywanych grupach.
Tab.l. Lactoferrin concentrations in tears of compared groups.
. . N . Q025 Q75
Ll"sz:zzvn':lé? I?::::i/n Liczebnos¢ grupy/ M“:::l?::/ Pierwszy kwartyl/ Trzeci kwartyl/
ysozyme/p Amount of patients First quartile Third quartile
Grupa 1. 14,00 0,16 0,15 0,18
Grupa 2. 17,00 0,13 0,12 0,16
Grupa 3. 16,00 0,12 0,09 0,14
Tab. Il. Stezenia lizozymu we {zach pacjentéw w poréwnywanych grupach.
Tab. Il. Lysozyme concentrations in tears of compared groups.
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Rozktad stezen laktoferyny we {zach pacjentéw w badanych gru-
pach.

The distribution of lactoferrin concentrations in tears of com-
pared groups.
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Rozktad stezen lizozymu we tzach pacjentéw w badanych gru-
pach.

The distribution of lysozyme concentrations in tears of compa-
red groups.
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Korelacja stezen laktoferyny i lizozymu we tzach pacjentéw

w wyodrebnionych grupach.
Lactoferrin — lysozyme correlation in tears of compared groups.
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Ryc 4. Korelacja stezen lizozymu i laktoferyny we 1zach badanych pa-
cjentéw, bez wzgledu na przynalezno$é do wyodrebnionych grup.
Fig. 4. Lactoferrin — lysozyme correlation in tears of all tested patients.

Analiza korelacji stezen laktoferyny i lizozymu u pacjentéw
w poszczegolnych grupach nie wykazata istotno$ci statystycz-
nej. Wspdtczynniki korelacji parametréw wynosity odpowiednio:
r=0,35p = 0,23 wgrupie 1., r = 0,35, p = 0,17 w grupie 2.,
r = 0,43, p = 0,09 w grupie 3. Brak znamienno$ci moze wyni-
ka¢ ze zbyt matej liczebno$ci badanych grup. Nalezy zaznaczy¢,
ze pomimo to sita i kierunek korelacji stezen badanych biatek
u pacjentéw w poszczegdlnych grupach byty zachowane w od-
niesieniu do cato$ci grupy.

Dodatkowo przeprowadzona ocena korelacji stezen lakto-
feryny i lizozymu u poszczegdlnych pacjentéw, bez wzgledu na
przynalezno$¢ do grup, wykazata umiarkowanie silny stopien za-
lezno$ci wartos$ci stezen tych biatek (r = 0,34; p = 0,02). Dane
przedstawiono na rycinach 3, 4.

Dyskusja

Rola biatek obecnych we tzach w przebiegu miejscowych
i ogélnych stanéw chorobowych nie jest w peini wyjasniona
i pozostaje w kregu zainteresowan wielu autoréw. Dotychczas
przeprowadzone badania dotyczace stezen biatek we fzach —
najistotniejszych z punktu widzenia odpowiedzi przeciwbakte-
ryjnej, to jest laktoferyny i lizozymu — wykazaty fluktuacje ich
pozioméw u pacjentéw w réznych grupach wiekowych. Jedno-
cze$nie nie obserwowano rdznic zaleznych od pfci (7,8). McGill
i wsp. stwierdzili, ze stezenia laktoferyny i lizozymu we tzach
obnizajg sie wraz z wiekiem (9). Badania Saari i wsp. wykaza-
ty poczatkowy wzrost warto$ci stezenia lizozymu, od momentu
urodzenia do 40. roku zycia, a nastepnie powolne obnizanie sig
(7). Bardzo podobny rozktad stezen lizozymu we tzach obserwo-
wali inni autorzy (8).

Wedtug dostepnego pi$miennictwa dane nt. norm okre$la-
jacych zawarto$¢ poszczegdlnych biatek we tzach réznig sie
w sposab istotny (8-11). W zwiazku z powyzszym bardziej mia-
rodajne jest przedstawianie wzglednych wartos$ci stezen w od-
niesieniu do biatka catkowitego we tzach (12). Takie zatozenia
przyjeto tez w przeprowadzanej przez nas analizie.

Pozyskujac materiat do naszych badan, pod uwage wzieto
dwa istotne czynniki, ktére mogg zmienia¢ naturalny sktad fez,
to jest sposdb ich pobrania i rodzaj stymulacji tzawienia. Zasto-
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sowano metody, ktére ograniczyty wptyw tych czynnikéw na
stezenia biatek zawartych we fzach.

Uzyskiwanie tez sposobem wykorzystujgcym paski Schirmera
powoduje gromadzenie sig¢ w prébkach wigkszej ilosci biatek niz
ma to miejsce podczas stosowania szklanych kapilar (13). Rézni-
ce w ilosci i jako$ci biatek we tzach pobranych obiema metodami
wynikajg prawdopodobnie z bardziej traumatycznego charakteru
pierwszej z nich. Paski Schirmera, pozostajgce przez kilka minut
w mechanicznym kontakcie z nabtonkiem spojéwek powiekowej
i gatkowej, dziatajg draznigco na aparat ochronny oka. Potwier-
dzajg to obserwacje Greena-Churcha i wsp., ktérzy we tzach
zbieranych metodg paskéw Schirmera zidentyfikowali 84 biatka,
dla poréwnania — w badaniach przeprowadzonych metoda z uzy-
ciem kapilar okreslono 43 biatka. W materiale zebranym pierw-
szym sposobem autorzy ci wykazali wigksze zawarto$ci réznych
rodzajow biatek, w tym metabolicznych, strukturalnych, trans-
portowych i biatek odpowiedzi immunologicznej oraz dodatkowo
stwierdzili obecnos$¢ biatek o wiasciwosciach antyoksydacyjnych
(13). Biorac pod uwage powyzej przytoczone obserwacje, za-
stosowli$my metode pobierania tez z wykorzystaniem szklanych
kapilar, pozwolito to na uniknigcie mechanicznego podraznienia
spojowek i uzyskanie bardziej wiarygodnych wynikéw.

W przeprowadzonych przez nas badaniach zmniejszono
wplyw stymulacji na zawarto$¢ biatek we 1zach, stosujac po-
budzanie {zawienia ograniczone jedynie do mechanicznego
podraznienia $luzéwki nosa. Wykorzystano dziatanie odruchu
nosowo-fzowego, w ktdrym zwiekszone izawienie nastepuje
w wyniku pobudzenia widkien czuciowych nerwu tréjdzielnego
w $luzéwce jamy nosa i wiékien wydzielniczych nerwu twa-
rzowego w gruczole tzowym. Fullard i wsp. stosujac podobny
rodzaj stymulacji izawienia, zaobserwowali, ze pobudzanie od-
ruchu nosowo-tzowego nie wplywato znaczaco na poziom bia-
tek produkowanych przez gruczot fzowy, w tym analizowanych
przez nas laktoferyny i lizozymu. Zmieniat si¢ natomiast skfad
biatek pochodzenia osoczowego, takich jak albuminy, transfe-
ryna i przeciwciata klasy 1gG (14). Zawarto$¢ biatek we tzach
u pacjentéw leczonych z powodu chordb, ktére powodowaty
uogodlnione obnizenie odpornosci, stanowi ciekawe zagadnienie
z punktu widzenia roli, jakag moga one odgrywa¢ w miejsco-
wej, nieswoistej ochronie przeciwzakaznej. Obecnie wiadomo,
ze u chorych na cukrzyce zwiekszona podatno$¢ na zakazenia
bakteryjne, wirusowe i grzybicze wynika miedzy innymi ze
zmniejszonej zdolno$ci neutrofiléw do fagocytozy i ostabienia
ich zdolno$ci béjczych (15). Powyzej opisane zmiany nasilajg
sie w przebiegu cukrzycy Zle wyréwnanej, w warunkach zwigk-
szonej ketoakcydozy i hiperglikemii (16-18). Przedmiotem badan
wcigz pozostaje ocena roli, jakg petnig biatka zawarte we tzach
w procesach zapalnych przebiegajacych u chorych na cukrzy-
ce. W dostepnym pismiennictwie nieliczne sg doniesienia doty-
czace tego tematu. Brak jest publikacji okreslajacych, jaka jest
zawarto$¢ biatek antybakteryjnych we tzach u dzieci z cukrzycg
typu 1. Badania przeprowadzone przez Jensena i wsp. nie wy-
kazaty istotnych réznic w poziomach laktoferyny we tzach u do-
rostych pacjentéw z cukrzycg i u oséb zdrowych. Autorzy nie
obserwowali takze korelacji, jaka zachodzi miedzy stezeniami
laktoferyny we fzach a dtugoscia trwania cukrzycy. tzy pobie-
rano, stosujgc metode podobng do tej, ktérg wykorzystali§my
w naszych badaniach — z uzyciem szklanych kapilar i z zastoso-

waniem testu ELISA (19). Tak jak w badaniach Jensena i wsp.
przeprowadzone przez nas oznaczenia nie wykazaly istotnych
réznic statystycznych w stezeniach laktoferyny, chociaz jej po-
ziom w momencie rozpoznania cukrzycy byt w naszych bada-
niach nieznacznie podwyzszony.

Wykonana przez nas analiza dotyczaca lizozymu wykazata
istotne obnizenie jego stezenia we fzach u dzieci leczonych na
cukrzyce przez co najmniej 10 lat, wedlug poréwnania z pozio-
mem stezenia u dzieémi bez cukrzycy. S to wyniki odmienne
od wynikéw publikowanych w doniesieniach innych autoréw.
Stolwijk i wsp. w badaniach z udziatem dorostych pacjen-
téw z retinopatig cukrzycowg stwierdzili, ze stezenia lizozymu
we fzach ich pacjentéw sg podwyzszone w poréwnaniu ze ste-
zeniami u 0séb bez cukrzycy. Stezenie lizozymu autorzy ci okre-
$lali metoda techniki wysokowydajnej chromatografii cieczowej
(HPLC) (20). Z kolei Grus i wsp. nie obserwowali réznic w ilo-
$ciach laktoferyny i lizozymu we tzach u dorostych pacjentéw
zdrowych i u chorych na cukrzyce. Autorzy ci stwierdzili nato-
miast obecnos¢ nowych biatek o masie czgsteczkowej 30-50
kDa, ktdre wstepowaty tylko we fzach oséb chorujgcych na cu-
krzyce. Do oznaczenia poziomu biatek zastosowali odmienng od
naszej metode elektroforezy zelowej, izy pobierali do szklanych
kapilar (21).

Stwierdzona przez nas, obnizona zawarto$¢ biatek ochron-
nych we {zach u pacjentdw chorujgcych przewlekle na cukrzyce
moze nie$¢ ze sobg podwyzszone ryzyko wystapienia infekcji
aparatu ochronnego i przedniego odcinka gatki ocznej. Bada-
nia Kruse i wsp. wykazaty zwigkszong czesto§¢ ujawniania sie
ostrego bakteryjnego zapalenia spojoéwek u os6b z cukrzyca (1).
Jedyne jednak dostepne doniesienie na temat stezenia lizozymu
we tzach w przypadkach nawracajgcych stanéw zapalnych apa-
ratu ochronnego i gatki ocznej dotyczy oséb bez cukrzycy (7).
W badaniach Saariego i wsp. wykazano zmniejszong zawarto$¢
lizozymu we fzach u pacjentéw z herpetycznym zapaleniem ro-
géwki. Autorzy ci nie wykazali natomiast takiej analogii w prze-
biegu innych standéw zakaznych, takich jak zapalenia brzegéw
powiek, spojowek czy rogowki (7).

Ostabienie miejscowej odpowiedzi przeciwzakaznej u dzie-
ci z cukrzyca typu 1. jest zagadnieniem ztozonym, zaleznym od
patofizjologicznych proceséw lezacych u podstaw cukrzycy,
jak réwniez zaburzen bedacych jej nastepstwem. Mogg one
wplywaé zaréwno na odporno$¢ humoralng, jak i komdrkowsa,
powodujgc zmniejszenie stezenia niektorych cytokin prozapal-
nych i sktadnikéw uktadu dopetniacza, ostabiajac zdolno$¢ do
chemotaksji i fagocytozy komérek stanu zapalnego (22). Rola,
jakg odgrywaja fzy w rozwoju reakcji immunologicznej w od-
powiedzi na czynniki zakazne w cukrzycy, wcigz jest niejasna,
aby ja okresli¢, potrzeba dalszych prospektywnych badan, ktére
poszerzylyby wiedze na temat miejscowej ochrony przeciwza-
palnej w tej chorobie.

Whiosek

Diugotrwajgca cukrzyca u dzieci zmienia zawarto$¢ we
tzach wybranych biatek, ktére sg jednym z elementéw odporno-
$ci przeciwbakteryjnej.
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Poziom wybranych biatek antybakteryjnych we {zach u dzieci z cukrzyca typu 1.
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