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Interleukin-6 meghatarozasa huméan konnybol
a szem eliilso szegmentumat érint6 allapotokban

FODOR MARIANN,' FACSKO ANDREA,! RAINAVOLGYT Eva,2 HARSFALVI JOLAN,3 BERTA ANDRAS!

Célkitiizés: Az interleukin-6 (IL-6) szintjének meghatdrozdsa humdn konnybdl a szem eliilsé szegmentumdt érintd
szembetegségek és posztoperativ dllapotok eseteiben kontrollokkal dsszehasonlitva.

Betegek és modszerek: 60 betegtdl és 52 egészséges kontrolltol stimuldlds nélkiil 2 percig konnyet gyijtottiink. A
betegeket 4 csoportba (akut bakteridlis conjunctivitis, cornealis idegentest, cataracta vagy perfordlo keratoplastica
miitét utdni dllapot) osztottuk. A levett konnymintdk IL-6-koncentrdciojdt ultraszenzitiv ELISA teszttel mértiik meg.
IL-6 release-nek neveztiik az idéegység alatt gyiijtott konnymintdk IL-6-mennyiségét.

Eredmények: Az dsszes betegcsoportndl szignifikdnsan magasabb IL-6 release-t kaptuk a kontrollokéhoz viszonyitva
(p<0,003). A kiilonbozd betegcsoportok kozott nem volt szignifikdns kiilonbség.

Kovetkeztetések: Az IL-6 release az dltalunk vizsgdlt dllapotokban jelentGsen megemelkedett, ezért ez a
proinflammatorikus citokin érzékeny indikdtora lehet a kiilonbozd irritativ eliilsé szegmentum betegségeknek.
Kulesszavak: interleukin-6 (IL-6), konny, keratoplastica

Detection of Interleukin-6 in human tears in various anterior segment eye conditions

Objective: To determine the levels of interleukin-6 (IL-6) in human tears collected from the eyes of patients with
different anterior segment eye conditions and of normal individuals.

Methods: Non-stimulated tears of 60 patients and of 52 healthy controlls were collected. Patients were devided into
4 groups (acute bacterial conjunctivitis, corneal foreign body, postoperative period following penetrating keratoplasty
or cataract operation). IL-6 concentration was measured with the aid of human ultrasensitive ELISA kit. The total
IL-6 amount collected in two minutes was calculated and called IL-6 release.

Results: A significant increase in IL-6 release was observed in all patient groups as compared with the normal
controls (p<0.003). No significant differences in IL-6 release was observed when the various patient groups were
compared with each other.

Conclusion: The release of IL-6 into the tears is enhanced in various anterior segment eye conditions, and this pro-

inflammatory citokine seemed to be a sensitive indicator of different types of irritative eye diseases.
Key words: interleukin-6 (IL-6), tears, penetrating keratoplasty
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szegmentumanak betegségeiben fontos paraméter, melynek
ismerete a betegség folyamataiban specidlisan jellemzé6 ada-
tokat szolgdltathat. A human konny gy(jtése non-invaziv,
fdjdalmatlan és ismételhetd, a részletes laboratériumi vizs-
gdlatok segitségével klinikailag hasznos informéciékhoz
juthatunk.

A kiilonbozé gyulladasos citokinek fontos szerepet jat-
szanak a szemfelszin gyulladdsos és immunolégiai reakci-
6inak szabdlyozdsdban. A szemfelszin altal is expresszalt
citokineket a szem kiilonboz8 szoveteiben és nedveiben
szdmos betegség esetében mar vizsgdltdk,24-6:-1114.16,17.20
azonban a gyulladdsos és posztoperativ reakcidkban jat-
szott pontos szerepiik még tisztdzdsra var. Az interleukin-6
(IL-6) pluripotens citokin, a gyulladdsok medidldsan kiviil
szerepet jatszik a gyulladdsos folyamatok csokkentésében és
bizonyos esetekben a szem immun-privilégiumdnak helyre-
allitdsaban is.*!3 Szdmos szemészeti betegség esetében a
citokinek vizsgdlata a késGbbiekben terdpids beavatkozasi

konzekvencidkkal birhat, ezért ezen paraméterek konnyben
valé vizsgélata fontos célnak tekintendd a klinikumban.

A szaruhartya-dtiiltetések (PKP) sulyos szovédményé-
nek, a kilokddési reakcidnak a patogenezise régéta inten-
ziven Kutatott teriilet.'> A posztoperativ szakban azonban a
kiilonboz6 citokinek jelentGsége, mennyiségi és patologids
véltozasa jelenleg még nem tisztazott. Feltételezhetd, hogy a
kiilonboz§ citokinek szintje nemcsak PKP utdn kialakult re-
jekcid miatt valtozhat. A varratok okozta irriticié €s a poszt-
operativ gyulladas is médositja a citokinszinteket, mindkét
lehet$ség eldfordulhat komplikdciomentes PKP utén is.

Célunk a patol6gids humén konnyszekrécié hiarom tipu-
sdnak vizsgdlata:

1) a posztoperativ allapotndl (cataracta és PKP miitéten
atesett szemek),

2) cornealis idegentest okozta reflexes konnyezésnél,

3) bakteridlis conjunctivitis okozta hiperszekréciondl.

Mivel a konny szekrécids sebessége jelentdsen befolya-
solja a konnymintdkban mérhets fehérjék szintjét,>!® igy az
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IL-6-koncentracié mellett meghataroztuk a két perc alatt
gydjtott konnyben 1évS citokinmennyiséget, melyet a ké-
sGbbiekben IL-6 release-nek neveziink. Célunk, hogy a fent
részletezett irritativ szembetegségek és posztoperativ alla-
potok esetén az IL-6 release-t 6sszehasonlitsuk egymadssal,
valamint kontrollcsoporttal.

Betegek és médszerek

A betegeket, akiket négy csoportba osztottunk, a Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Szemklinika ambulancidja és
fekvGbeteg-osztalyai biztositottak.

Az els6 csoportba akut bakteridlis conjunctivitis diagnézissal (akut
bakteridlis conjunctivitis — ABC) 11 beteg (atlagéletkor: 46,9 év [SD
18,3]) tartozott. KotShartya-valadék tenyésztése nélkiil, az egyértelmt
klinikai tiinetek alapjdn tortént a diagnozis feldllitasa. Konnymintavétel
el6tt a betegek nem haszndltak szemcseppet.

A masodik csoportba (cataractamiitét utan — CAT) 12 beteg (atlagélet-
kor: 67,3 év [SD 11,4]) tartozott, akiktSl egy nappal a komplikaciémentes
cataractamiitét utdn, szemcsepp alkalmazasa el6tt tortént a mintavétel.
Hét beteg phacoemulsification, 6t beteg extracapsularis cataracta-extrac-
tién esett at, PCL-implantdcidval.

A harmadik csoportba (cornealis idegentest — CIT) 7 beteg (4tlagélet-
kor: 44,3 év [SD 7,8]) tartozott, akiknél a 12 6ran beliil a corneaba keriilt
fém idegentest kifejezett konnyezést valtott ki, gyulladdsos reakci6 jelen-
l1éte nélkiil. Konnymintavétel elStt a betegek nem kaptak terdpiat.

A negyedik csoportba (perfordl6 keratoplastica — PKP) 30 perfordld
keratoplastican atesett beteg (atlagéletkor: 54,7 év [SD 19,4]) tartozott,
egy héttel a komplikdciémentes mitét utdn. A mitéti indikacidk kozott
keratoconus (9 szem), pseudophakids bullosus keratopathia (10 szem),
cornealis erezettség (6 szem), transzplantatumrejekcid (4 szem) €s egy
esetben keratouveitis szerepeltek. A donor cornedkat maximum egy hé-
tig taroltuk Optisol-GS-ben (Bausch&Lomb, USA). Miitét utdn a betegek
naponta 6t alkalommal kaptak kortikoszteroid- (prednisolon acetdt) és
antibiotikum- (neomycin-) tartalmd szemcseppet. Hirom esetben sub-
conjunctivalis szteroidinjekcidra, 6t beteg esetében intravénds vagy ordlis
kortikoszteroidterdpidra volt sziikség. A konnymintdkat kora reggel vet-
tiik, még az elsd szemcsepp becseppentése elbtt.

A betegeken kiviil 52 egészséges kontroll (atlagéletkor: 54,8 év [SD
21,9]) konnymintdinak vizsgdlatét is elvégeztiik.
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A vizsgédlatba bevontak nem szedtek olyan gyégyszert, amely befolya-
solta volna a konnytermelést, valamint immunoldgiai eredeti betegségben
sem szenvedtek. A Helsinki Deklardciét betartva, a betegek beleegyezé-
sével torténtek a konnymintavételek.

Stimuldlds nélkiil steril tivegkapillarisba gydjtottiik a konnymintdkat
az alsé konnymeniscusbdl, tigyelve arra, hogy a szemfelszint és a szem-
héjat ne érintsiik. A mintavételi id6 minden esetben pontosan 2 perc volt,
a levett konny mennyiségét feljegyeztiik. A konnymintakat felhasznalasig,
1-90 nap kozotti idStartamra, —80 °C-ra fagyasztottuk le.

A konnymintdkbdl fagyasztva tdrolds utdn meghatdroztuk az 6ssz-
fehérje (TP-) (bicinchoninic acid protein-assay kit, Rockford, IL, USA),
majd az interleukin-6 koncentrécigjat (ultraszenzitiv ELISA; érzékenység:
<0,1 pg/ml, BioSource International, Inc. Nivells, Belgium) a gyart6 hasz-
ndlati utasitdsa szerint.

A kiilonb6z8 betegecsoportok eredményeit egymassal, valamint a nor-
mal kontrollokkal hasonlitottuk Ossze. Az IL-6 release-t a citokinkon-
centraciébol (pg/ul) és a két perc alatt gydjtott konny mennyiségébdl
(ul), a TP release-t az osszfehérje-koncentraciobdl (ug/pl) és a két perc
alatt gydjtott konny mennyiségébdl (ul) szamoltuk ki. Linedris regressziot
alkalmaztunk az adatok elemzésénél. A statisztikai elemzésnél STATA
Version 8.2-t haszndltunk. A szignifikancia kritériuma a=0,05 volt. A
véltozékat a normalitds javitdsa céljadbol mindig a legjobb hatdst elérd
modszerrel transzformdltuk. A kort, az Osszfehérjét, az IL-6 release-t,
valamint ezek ardnyait log-transzformaltuk. A konnytérfogatot és az IL-
6-koncentraciot négyzetgyok-transzformaltuk. A koncentriciot korra és a
levett konny mennyiségére, a release értékeket korra korrigéltuk.

Eredmények

A két perc alatt gy(jtott konnymintdk mennyisége 2,2 ul
(egy kontroll) és 121,7 ul (ABC csoportba tartozé beteg)
kozott valtozott, a kiilonbség 55-szoros. A két perc alatt
gytjtott konny mennyiségét, a konny TP-koncentraciéjat
és a release-t, az IL-6-koncentraciot, valamint a release-t a
kiilonboz6 betegesoportokban, valamint a kontrolloknal az
1. tdbldzat tartalmazza.

Egészséges kontrolloknal az IL-6-koncentracié 110 pg/ml
(SD 142) volt. Szignifikdnsan magasabb volt az atlagos IL-
6-koncentracié az ABC csoportban és a PKP csoportban
(p<0,001 és p=0,040).

1. tabldzat. Két perc alatt gyiijtott konnymennyiség, dsszfehérje- (TP-) és interleukin-6- (IL-6-) koncentrdcio és release
(dtlag és [SD]) *##kkr® mj q csillag? #rrsss

Konnytérfogat  TP-koncentrdcid p~ TP release P IL-6-koncentréci6 p* IL-6 release p*
(uD (ug/u) (ng) (pg/ml) (pg)
ABC 48,7 (36,9) 8,9 (4,2) 0,021* 481 (600) <0,001* 366 (296) <0,001* 20,00 (21,0) <0,001*
CAT 23,9 (10,3) 4,1 (2,9) 0,176 104 (94) 0,001* 189 (184) 0,105 5,00 (5,2) 0,003*
CIT 55,1 (24,6) 2,4 (1,5) 0,045% 109 (61) 0,002* 109 (72) 0,184 6,30 (4,6) <0,001*
PKP 57,6 (35,0) 5,1 (4,2) 0,789 253 (248) <0,001* 170 (235) 0,040% 6,60 (6,7) <0,001*
Kontroll 6,2 (3,1) 8,3(5,9) 42 (24) 110 (142) 0,57 (0,73)

ABC: akut bakteridlis conjunctivitis; CAT: cataractamiitét utan; CIT: cornealis idegentest; PKP: perfordlé keratoplastica
~ p-érték: TP-koncentricié a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra és konnytérfogatra korrigdlva;

~ p-érték: TP release a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra korrigdlva;

# p-érték: IL-6-koncentracié a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra és konnytérfogatra korrigalva,

## p-érték: IL-6 release a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest,

korra korrigdlva
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Az IL-6 release az 6sszes betegcsoportndl szignifikdnsan
magasabb volt, mint a kontrollokndl, amit az I. dbra mu-
tat be (CAT csoport: p=0,003; tobbi csoport: p<0,001). A
vizsgélt harom betegcsoport kdzott azonban nem volt szig-
nifikans kiilonbség.

Megvizsgéltuk az IL-6 release és a TP release ardnyat a
kiilonb6z6 betegesoportokban és dsszehasonlitottuk a kont-
rollcsoportndl kapott ardnnyal. A IL-6/TP release arany
az 0sszes betegcsoportban szignifikdnsan magasabb volt,
mint a kontrollokndl (ABC: p=0,010, CAT: p=0,048, CIT:
p=0,007, PKP: p=0,002) (2. dbra). A IL-6/TP koncentra-
cibarany az ABC csoportnél (p=0,041) és a CIT csoportnal
(p=0,029) szignifikdnsan magasabb volt a kontrollcsoport
aranyahoz képest.

Megbeszélés

Vizsgalatunk megerdsiti, hogy az IL-6 az egészséges embe-
ri konnyben is megtaldlhaté. Vizsgédlatunk sordn magasabb
koncentraciét mértiink a kontrolloknal (110 pg/ml vs. 42,1
pg/ml), mint Tishler és mtsai, bar a hasznalt ELISA szenzi-
tivitdsa azonos volt (< 0,1 pg/ml).2° Szdmos szerzd korabban
nem detektalt IL-6-ot normdl kdnnyben, amit a nem meg-
feleld metodika, alacsony szenzitivitds okozhatott.%!619
Nakamura szerint azonban gyulladdsos jelek nélkiili
egészséges szemeknél relative magas IL-6-szint a szemfel-
szin homeosztazisdnak fenntartdsaban jatszhat szerepet.?
A munkacsoport egészséges kontrolloknal 230 pg/ml IL-6-
koncentraciét mért a stimuldlds nélkiil, és 12 pg/ml koncent-
raciot a stimuldlds mellett gydjtott konnyben. A stimuldlas
nélkiil gyjtott konny mennyiségében tizszeres kiilonbség
volt (2-20 pl), amit ezen szerz6k nem vettek szdmitdsba.'?
A szemfelszini epithelium 4ltal termelt fehérjék esetében a
konny szekrécids sebessége nagyban befolydsolja a vizsga-
land6é medidtorok koncentricidjat, mert a konny bizonyos
esetekben higitja, kimossa a fehérjéket, csokkentve a prote-
inkoncentréciét.'® Mindezek ismeretében a konnyben 1év3
anyagok koncentraciéjat kiértékelni csak a konny szekréci-
6s sebességének ismeretében lehet.? Vizsgdlatunkban a két
perc alatt gydjtott konny mennyisége szignifikdnsan tobb
volt a betegcsoportokndl, mint a kontrollokndl. A kiilénbo-
76 irritativ szembetegségek és posztoperativ dllapotok ese-
tén a betegcsoportokon beliil az egyes betegektSl gy(jthetd
konny mennyiségében is igen nagy volt a kiilonbség, mely
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1. dbra. A kétperces IL-6 release a betegcsoportokban,
a kontrollokéhoz viszonyitva (dtlag, CI). ABC: akut
bakteridlis conjunctivitis, CAT: cataractamiitét utdn,
CIT: cornealis idegentest; PKP: perfordlo keratoplastica
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az egyéni érzékenységt6l, valamint a betegség stadiumatol
is fiigg. A betegek értékei megbizhatéan 6sszehasonlithatok
egymassal és az egészséges kontrollokéval, ha az IL-6-kon-
centraci6 mellett a release értékeket vessziik alapul, mely a
kiilonboz6 konnytérfogati kiilonbségekkel is kalkulal.

Barton két lehetséges okkal magyarizta a konnyben 1év§
emelkedett citokinkoncentraciét: egyrészt a szemfelszini
epithelialis és gyulladdsos sejtek dltali fokozott szekrécio-
val, release-zel, médsrészt pedig, csokkent konnyelfolysssal.!
Mivel ez a két tényezd nem valaszthaté szét a konnygydjtés
kozben, igy a pontos gydjtési id6 nagy jelentéséggel bir,
kiilonosen a nem stimuldlt konnyeknél.

A konny szekrécids sebességével kordbban Malecaze is
kalkulalt, és emelkedett ,,IL-6 flux” ratat (29,3—-693 pg/min)
kozolt photorefractiv keratectomia utdn.” Azonban a jelen
vizsgélat IL-6 release értékeit szamos kordbbi cikk eredmé-
nyeivel nem tudjuk 6sszehasonlitani, mert csak az abszolut
fehérjekoncentraciot kozlik, sokszor az idSegység alatt le-
vett kdnnymennyiséget és a gydjtési id6t sem emlitve.12:20

Vizsgdlatunk sordn a patoldgids konnyszekrécié hdrom
tipusat vizsgaltuk, mellyel részben a komplikdciémentes,
erezetlen recipiensnél végzett perfordlé keratoplasticat ki-
vantuk modellezni:

1) A keratoplastica utdni posztoperativ dllapot mindig
egylitt jar a kot6hartya ereinek megnovekedett permeabili-
tasaval, és igy a plazmaproteinek konnybe torténd transu-
dati¢javal. Ilyen megfontolasbol vizsgaltunk betegeket egy
nappal a cataracta mdtét utdn.

2) Komplikaciomentes perforalé keratoplastica utdn
gyakran észlelhets kifejezett konnyezés a varratok irritdlod
hatdsa miatt, igy cornealis idegentest miatt konnyez§ sze-
meket is bevontunk a vizsgalatba.

3) A keratoplasticat kovetd idGszakban bar ritkdn fordul
elé gyulladds, azonban az elfedheti a transzplantécids re-
jekcié immunolégiai jellegzetességeit. Mivel a bakteridlis
gyulladds a citokinek produkciéjit nagyban noveli, ezért az
akut bakteridlis conjunctivitis pozitiv kontrollként is tekint-
hetd. Jelen vizsgalatunk soran a perforalé keratoplastican
atesett betegeken kiviil ezt a hirom, a szem eliils§ szeg-
mentumat érintd allapotot vizsgaltuk meg, demonstrdlva az
IL-6 release véltozasait.

A kontrollcsoporthoz képest jelentSsen emelkedett IL-
6 release volt megfigyelhetd valamennyi betegcsoportban,
azonban az IL-6 koncentriciéja csak akut bakteridlis con-
junctivitisnél és egy héttel a komplikdciomentes keratoplas-
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Kontroll  ABC CAT CIT PKP
2. dbra. A kétperces IL-6/TP release ardny a
betegcsoportokban, a kontrollokéhoz viszonyitva.
ABC: akut bakteridlis conjunctivitis; CAT: cataracta
miitét utdn, CIT: cornealis idegentest; PKP: perfordlo
keratoplastica



68

tica utdn volt szignifikdnsan magasabb. A betegcsoportok
kozott szignifikdns kiillonbséget az IL-6 release tekintetében
nem talaltunk, ez azonban a csoportok relative kis 1étszdma
miatti csekély statisztikai erdvel is magyarazhato.

Az IL-6 a keratocytdk kollagénszintézisét, valamint a
cornealis, epithelialis gyogyulast is elGsegiti,?*!7 igy a per-
fordl6 keratoplastica utdn tapasztalt jelentdsen megemelke-
dett IL-6 release a normadlis gydgyuldsi folymatot jelzi. A
perforald keratoplasticat kdveté immunoldgiai torténések
és a kilokddési reakcid bar intenziven kutatott teriilet, sza-
mos kérdés még tisztazasra var.”!> A citokinek jelentSsége,
normdlis és patol6gids szintje a posztoperativ id6szakban
szintén nem pontosan ismert. Az IL-6 az intraocularis és
a szemfelszini gyulladdsos folyamatokban is fontos me-
didtor.>%1011 PKP-t kivetd endothelialis rejectiondl magas
IL-6-szintet mértek csarnokvizben,’ ugyanakkor magas a
cornedban 1évS 1L-6 szintje gyulladédsos jelek esetén is.?

Vizsgélatunk azt bizonyitja, hogy az IL-6 nemcsak szem-
felszini gyulladdsokban, hanem posztoperativ dllapotokban,
igy PKP-t kovetden is fontos szerepet jatszik. A legmagasabb
IL-6 release értéket az akut bakteridlis conjunctivitis esetén
észleltiik, amellett, hogy valamennyi betegcsoportban szig-
nifikdnsan magasabb értékeket kaptunk a kontrollokéhoz
képest. Az IL-6/TP release ardny is valamennyi betegcso-
portndl szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrolloknal.
Eredményeink jelezhetik, hogy egy nagyobb betegszamu
vizsgalat lehetdséget adna a csoportok kozott is szignifi-
kans kiilonbséget kimutatni. Az IL-6 a korai posztoperativ
id6szakban, igy PKP utén is, elérejelezhetné a kiilonbozs
gyulladdsos torténések bekovetkezését. A kiilonb6zd be-
tegcsoportokban tapasztalt magas IL-6 release részben a
magasabb konnyszekrécionak koszonhets. Vizsgdlatainkbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérje release sokkal meg-
bizhat6bb indikétor a helyileg képz&dott fehérjékben torténd
valtozasok kovetésére, mint a koncentracioérték, kiilono-
sen akkor, amikor a konny szekrécids sebessége jelentSsen
kiilonbozik. Tovabbi vizsgédlatok sziikségesek ahhoz, hogy
meghatarozzuk a PKP-t kovet6 korai és késSi posztoperativ
szakban az IL-6 szintjét, és esetleges szerepét a szaruhar-
tya-atiiltetéseket kovetd kilok6dési reakcidban.
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