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Pro- és anti-inflammatorikus citokinek meghatarozasa perforalo
keratoplasztikan atesett betegek konnyébal

Fopor MARIANN,! BERTA ANDRAS,' RAINAVOLGY! Eva,” GOGOLAK PETER,” FACSKO ANDREA!

Célkitlizés: Pro- (interleukin-6 [IL-6]) és anti-inflammatorikus (interleukin-10 [IL-10]) citokinek meghatdrozdsa
perfordlo keratoplasziikdn dtesett betegek konnyébdl (kiilonbézd posztoperativ idészakban). Osszehasonlitani ezen
citokinek szintjét a komplikdcio nélkiili és a kilokodési reakcion dtesett betegek esetében.

Betegek €s médszerek: Prospektiv modon, 12 szaruhdriya-dtiiltetésen diesett betegtdl stimuldlas nélkiil konnyet gytij-
téttiink a posztoperativ 14 honap soran. A vizsgdlt iddszakban 3 betegnél kilokddési reakcio zajlott, mig 9 beteg eseté-
ben a transzplantitumok komplikdciomentesek voltak. A levett konnymintdk IL-6- és IL-10-koncentrdaciojdt dramld-
St citométerrel mértiik meg. )

Eredmények: Az [L-6 koncentricidja szignifikdnsan nagyobb (p=0,009), mig az IL-10 koncentrdcidja szignifikin-
san kisebb volt (p=0,008) a kilokddési reakcion dtesett betegeknél, a komplikdciomentes esetekkel dsszehasonlitva.
Az IL-6/1L-10 ardny a vizsgdlt iddszakban végig szignifikdnsan nagyobb volt (p=0,0231) a kilékddési reakcion dtesd
betegeknél.

Kovetkeztetések: A kdnnyben mért emelkedett 1L-6- &s az ezzel egyiitt jarG csokkent IL-10-szint a szaruhdrtya-kilokédés
indikdtora lehet. Ezek a kénnyben kimutatott vdltozdsok azonban a transzplantdcio végsé kimenetelét nem jelzik elére.

Kulesszavak: interleukin-6 (1L-6), interleukin-10 (IL-10), kénny, keratoplasztika

Fodor M, Berta A, Rajnavolgyi E, Gogoldik P, Facsko A: Pro- and anti-inflammatory cytokine detection in human
tears after penetrating keratoplasty

Aim: To determine the levels of pro- (interleukin-6 [IL-0]) and anti-inflammatory (I1L-10) cytokine levels in postop-
erative tear samples from penetrating keratoplasty (PKP) patients with or without corneal rejection.

Methods: In a prospective design, nonstimulated tears were collected from the affected eyes of 12 patients at regular
intervals for 14 months following PKP. Nine of the patients retained clear grafts, whereas 3 suffered endothelial rejec-
tion of the corneal graft within 14 months. The concentrations of the cytokines IL-6 and IL-10 were measured via
cytometric bead array technology.

Results: The concentration of IL-6 was significantly higher (p=0.009), whereas IL-10 was significantly lower
(p=0.008) in the tear samples from the patients with corneal rejection as compared with those with uncomplicated
comeal grafts. The ratio IL-6/IL-10 was significantly higher (p=0.0231) throughout the examination period in the
patients with endothelial rejection.

Conclusion: The enhanced release of 1L-6 into the tears of patients with corneal graft rejection concomitantly with a
decreased concentration of IL-10 may possibly serve as an indicator of the rejection process. However, the observed
changes in tear composition do not categorically predict the final graft outcome.

Key words: interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), tears, penetrating keratoplasty

A szaruhértya-atiltetések (PKP) salyos szovodményének,
a kilokddési reakcionak a patogenezise intenziven kuta-
tott terilet.>***'*'* A cornea immunprivilegizalt helyze-
te ellenére is a sikertelen szaruhartya-attltetések legfGbb
oka még ma is a kilokédési reakcid,'!* A transzplantatum
rejekeigjat okozo sejteket, indirekt mddon, a csarnokviz-
bdl meghatarozott citokinszintekkel jellemezték,” azon-
ban a PKP-t kdvetd posztoperativ iddszakban a kiilonbozé
citokinek jelentdsége, mennyiségi és patoldgias véltozasa
még tisztazasra var.*® Immunrejekcid esetén a noninva-
ziv médon gydjtott konnybdl torténd citokinmeghatarozas
lehetdséget biztosithat a cornea endotheliumanak dest-
rukcidjaban részt vevo citokinek vizsgalatihoz.

A citokinek a normal cornea integritisinak fenntar-
tasaban is szerepet jatszanak.'” A citokinhalézat (,net-
work™) extrém komplexitasa miatt tdbb citokin egyszerre
torténd meghatarozasa kivanatos. Minél jobban megért-
juk a citokinszekrécié cornearcjekeid alatt bekovetkezd
valtozasat és a rejekcidban részt vevd citokinek funk-
cigjat, annal eredményesebben javithatok a terdpias és
prevencios lehetdségek. A citokinek tulajdonsdgaibol
adoddan a szekréciojuk mértékének kismértéki maddo-
sulasa is mélyrehato valtozasokat okozhat az allogén sti-
mulusra adott immunoldgiai vilaszban.® Ismert, hogy a
lokalis immunvalaszt a relativ citokinszintek, a citokinek
egymishoz viszonyitott ardnya jobban jellemzi, mint az
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abszolut citokinkoncentraciok. Szaruhartya-kilokddési
reakcid esetén a citokin- és kemokinexpresszid valtoza-
sait allatmodellekben mind mRNS,'** mind fehérje'*’
tekintetében vizsgaltak, és human fehérjevizsgalatokrol
is beszamoltak.>*"

Vizsgélataink soran célul tiiztiik ki, hogy pro- (inter-
leukin-6 [IL-6]) és anti-inflammatorikus (interleukin-10
[IL-10]) citokineket hatdrozzunk meg perforaléd kerato-
plasztikan atesett betegek konnyébdl. Célunk volt tovabba
osszehasonlitani a citokinek szintjét a komplikacidmentes
€s a kilokddési reakeidn atesett betegek esetében.

Betegek és modszerek

Tizenkét perfordld keratoplasztikan dtesett beteg érintett szemébdl 14
hénapon keresztill, meghatirozott rendszerességgel stimulalds nélkdl
kénnymintat gytijtottiink. A vizsgalati csoportot a Debreceni Egye-
tem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Szemklinikajanak bete-
gel biztositottak, a betegek dtlagéletkora 43,0 év volt (18-70 év kozitt,
SD 14,2). A betegek adatait és a PKP indikécioit az /. tdbldzat tartal-
mazza. A vizsgilatba bevontak nem szedtek olyan gyogyszert, amely
befolydsolta volna a konnytermelést, valamint immunoldgiai eredetd
betegségben sem szenvedtek. A helsinki deklardciot betartva, a betegek
beleegyezésével torténtek a konnymintavételek. A donor cornedkat
maximum egy hétig taroltuk Optisol-GS-ben (Bausch&Lomb, USA).
Kaonnygyijtés eldtt réslampéval minden beteget megvizsgaltunk, ala-
csony fényerd mellett, hogy a reflexes konnyezést elkeriljiik. A konny-
gylijtés a miitét napjan, majd az elsd, harmadik és hetedik posztoperativ
napon reggel 7.30 és 8.00 kozott, az elsd cseppentés elétt tortént, majd
ezt kovetden minden egyes szemészeti kontroll alkalmaval. Stimulélas
nélkiil, atraumatikusan steril ivegkapillarisba gytjtottiik a kénnyminta-
kat, érzéstelenitd csepp adasa nélkiil, az alsé konnymeniscusbdl, iigyel-
ve arra, hogy a szemfelszint €s a szemhéjat ne érintsitk. A mintavételi
idé minden esetben pontosan 2 perc volt, a levett kdnny mennyiségét
feljegveztiik. A levett konnymintdkat 15 percen beliil, centrifugdlds nél-
kiil -80 °C-ra fagyasztottuk le a felhasznalasig. A pipettazasi és higitasi
hibék elkeriilésére azokat a konnymintiakat, amelyek 4 ul alattiak vol-
tak, kizartuk a vizsgalathol. Néhany esetben ,szdraz szem” miatt nem
tudtunk konnymintat gy(jteni. Rejekeié esetében a kénnymintavétel
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az immunszuppressziv terdpia alkalmazésa elStt megtériént. Osszesen
105 kdnnymintat értékeltiink.

Cornealis endothelialis rejekciot akut gyulladdsos epizod esetén
diagnosztizaltunk, amennyiben vagy endothelialis precipitatumokat és/
vagy stromaddémat megndvekedett centrélis cornealis vatagsaggal iga-
zoltunk.

Az IL-6 és IL-10 citokinek koncentriciojat cytometric bead array
(CBA) technika (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA) alkalma-
zasaval dramlasi citométerrel végzett mérések alapjan hatiroztuk meg.
tasaval a gyarto éltal garantaltndl nagyobb szenzitivitdst sikeriilt elér-
niink: IL-6 esetén 0,04 pg, IL-10 esetén 0,02 pg volt a mérési hatar.

A konnymintak térfogatdt, a citokinek koncetraciojat ¢és az 1L-0/
IL-10 aranyt Wilcoxon-teszt segitségével hasonlitottuk dssze a rejek-
cion dtesett és a komplikdcidmentes szaruhdrtya-atiltetések esetei
kozott. A betegesoportonkénti atlagos citokinkoncentraciok idébeni
lefutdsat helyi sdlyozdsa regresszids simitdsos elemzéssel hatdroztuk
meg (magyarazo valtozoként a napban mért kovetési idot véve). Az igy
kapott gorbéket vonaldiagrammon abrazoltuk. A szignifikanciaszintet
minden esetben 0,05 alatti p-értéknél hataroztik meg,

Eredmények

Szaruhartya-dtiiltetést kovetden 14 honapon belil 3
betegben transzplantitumrejekcié kovetkezett be, mig
9 betegnél a corneak komplikacid nélkiilieck maradtak.
Mind a hirom kilok&dott cornea esete a nagy kockaza-
ta szaruhartya-atiiltetések kozé tartozott. Az immunre-
jekcid az atiiltetést kdvetd 216., 422., valamint 83. napon
lépett fel. A kilenc komplikacidomentes PKP koziil kettd
nagy, hét kis rizikdji csoportba tartozott (1. tdbldzat). A
két perc alatt gytijtott konnymintak mennyisége kozott a
rejekcios és komplikaciomentes eseteket dsszehasonlitva
nem talaltunk szignifikans kildnbséget (p=0,096).
Habar a betegek kozott a citokinkoncentraciokban
nagy volt a kiilonbség, az idébeli valtozasok hasonld, jel-
legzetes mintdzatot mutattak a vizsgalt posztoperativ id6-
szakban, A mitét maga gyors citokinkiaramlast okozott,
mely minden esetben kimutathato volt. A korai poszt-

1. tablazat. A betegek adatai és a szaruhdrtya-dtiiltetés (PKP) indikdciol

Beteg Kor (év/nem) PKP indikacioja Korabbi PKP és a rejekcid
immunreakcid kozotti napok

1 243 Keratoconus - -

2 55 ¢ Keratitis herpetica, leucoma vascularisata corneae, rejectio + -

transplantati (re-PKP)

3. 70 % Degeneratio nodulare sec. Salzmann - -

4. 18 @ Dystrophia hereditaria endothelialis corneae - -

Gt 59 9 Keratopathia bullosa, rejectio transplantati (re-PKP) + -

6. 47 & Keratopathia bullosa = -

7 313 Keratoconus - =

8. 22 9 Keratoconus - -

9 60 ? Degeneratio nodulare sec. Salzmann = -

10 56 8 Keratitis herpetica, rejectio transplantati (re-PKP) + 216

11 529 Dystrophia corneae reticulata Haab-Dimmer. recidiv. - 422

dystrophia (re-PKP)
12 46 9 Keratitis superficialis chronica (pannus) - 83
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operativ fazisban (1. és 3. nap) mindkét citokin szintje
emelkedett, amit inkabb a mtéti trauma, mintsem az
allogén vélasz valtott ki. Az IL-6 esetében a pracopera-
tiv értékhez képest az elsé posztoperativ napon 25-sz0ros
koncentracidemelkedést kaptunk, figgetleniil a késébbi
kilokodési reakciotol. Egy évvel a betltetést kovetGen az
IL-6 koncentracidja a tiszta szaruhértyik esetében visz-
szatért a beiiltetés eldtti szintre. A nem-komplikalt PKP
estén bifazisos IL-10-védlaszt kaptunk, ami feltehetdleg a
posztoperativ gyGgyuldssal fiigghet 6ssze. Az IL-10-szint
lassu csOkkenése utdn egy évvel a beiiltetést kovetden
egy masodik csticsot észleltiink (1. dbra).

Az IL-6 koncentricidja szignifikinsan nagyobb
(p=0,009), mig az IL-10 koncentracidja szignifikinsan
kisebb volt (p=0,008) a kilokdédési reakcion dtesett bete-
gek konnyében, a komplikdcio nélkili esetekkel dssze-
hasonlitva.

Mivel a pro- és anti-inflammatorikus citokinek ara-
nya meghatdrozza a szem gyulladasos dllapotat, igy meg-
vizsgaltuk az IL-6/IL-10 koncentrdcid aranyat is, mely
a vizsgalt idoszakban végig szignifikdnsan nagyobb volt
(p=0,0231) a kilokodési reakcion atesd betegeknél.

Megbeszélés

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy azon betegek konnyé-
ben, akiknél szaruhdrtya-atiltetést kovetden kilokddési
reakcid zajlik le, szignifikdnsan nagyobb az I1.-6, és ezzel
egyidejileg kisebb az IL-10 koncentracidja a komplika-
ciomentes betegek konnyében mért citokinkoncentraci-
okhoz képest. Vizsgalatunk azt bizonyitja, hogy a cor-
nealis graft elleni tolerancia IL-10 altal valo fenntarta-
sa fontos a kilokodési reakeid megelézésében. Igazoltuk
egy pro- (IL-6) és egy anti-inflammatorikus (1L-10) cito-
kin folyamatos jelenlétét human kdnnyben a vizsgalt 14
hdnapos posztoperativ iddszak alatt. Korai posztopera-
tiv szakban mindkét citokin koncentracidja megemelke-
dik mind a késébb rejekeion dtesd, mind a tisztan mara-
dé cornedk kénnymintaiban, majd gyorsan lecsokken a
szintjilk. Ez a koral citokinvalasz miitéti traumanak, szo-
veti destrukcionak, illetve a varrdanyag irritalé hatdsa-
nak tulajdonithato.

Az IL-6-szint altalunk human konnybdl kimutatott
szignifikins emelkedése a transzplantatum-rejekcion
atesett betegekben a komplikacié nélkiliekhez képest
alatamasztja azt a kordbbi megfigyelést, miszerint cor-
nealis transzplantatum-rejekcio esetén a csarnokviz-
ben emelkedett IL-6-szint mutathato ki.** Azonban az
IL-6-koncentricio valtozasa dnmagaban nem tudja eld-
rejelezni a kilokédési reakeid bekovetkeztét, Funding és
munkatdrsai szerint a nem-komplikélt szaruhartya-atiil-
tetések esetében a csarnokvizben nem mutathaté ki az
IL-6-szint emelkedése.” Ezzel ellentétben mi azt igazol-
tuk, hogy tiszta transzplantatumok esetén is a kdnny-
ben kis koncentraciéban folyamatosan mérhetd interleu-
kin-6, melynek szintje csak a posztoperativ elsé év végére
jut el a transzplantacio elotti szintre. Szamos magyarazat
létezik erre. Az IL-6-nak nagy szerepe van a cornealis
transzplantatum tisztan maradasaban, stimulalja a kera-
tocytak kollagénszintézisét, valamint a cornealis epit-
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helialis gy6gyulast is el6segiti,'™ igy a perforald kerato-
plasztika utin tapasztalt jelentdsen megemelkedett 1L.-6
release a normalis gyogyulasi folyamatot is jelzi. Az IL-6
része az endogén anti-inflammatorikus rendszernek is."
A posztoperativ szakban elnydjtott IL-6- és IL-10-exp-
ressziot figyeltek meg cornealis allograttokban, ellentét-
ben az autograftokkal, ahol az interleukinexpresszio csak
rovid ideig volt kimutathatd.'® Allatmodellekben az [L-6-
és IL-10-mRNS up-regulaciojat mutattak ki kozvetleniil
a traszplantacié utdn, mely rejekcio esetén folyamatosan
magas maradt, azonban normalizalédott a ki nem 10ké-
dé esetekben.”” Az eltérd kutatdsi eredmények kozotti
latszolagos ellentmondadsoknak tébb oka is lehet: egy-
részt a killonb6zd beteganyag, masrészt a vizsgalt mintak
kiilonbdzdsége (csarnokviz, cornea vs. konny). A kiilon-
b6zd modszerek (ELISA vs. CBA) eltérd érzékenysége
is megneheziti az eredmények Osszehasonlitdsat. Mind-
ezek mellett az dllatmodellekbdl kapott in vitro eredmé-
nyek nem vethetdk dssze direkt modon az in vivo huméan
szitudciokkal."”

Ismeretes és nagy fontossaggal bir, hogy az IL-10
jelenléte alapvetd fontossidgu az eltlsé csarnokhoz kotott
immundevidcid (,anterior chamber-associated immune
deviation”) fenntartasiban.*'' Ez az anti-inflammatori-
kus citokin az angiogenezisben is szerepet jatszik.”' Vizs-
galatunkban az IL-10-koncentracié szignifikinsan kisebb
volt a transzplantatum-rejekcion atesd betegeknél, mint
a tiszta grafttal bird betegekben, ami az endothelialis
immunrejekcid  eseteiben a  transzplantatum-rejekcié
modellekben csokkenti a graftrejekciot, a transzplanta-
tum tilélését noveli.”™'" A kapott eredményekbdl feltéte-
lezhetjiik, hogy szaruhdrtya-atiltetést kovetden a kinny-
ben kimutatott emelkedett IL-10-szint a grafttoleranciat
jelzi, és a rejekeié soran az IL-10 a gyulladasos T-helper
valasz egyik gatld faktoraként hat. Az IL-10 csokken-
ti a f§ hisztokompatibilitasi komplex (MHC) II. osztalya
membranfehérjéinek expresszidjat a monocyta/macrop-
hag rendszer sejtjein, befolyasolva ezzel antigénprezenta-
16 funkcidjukat. Az IL-10 azéltal szabdlyozza a monocy-
takat, hogy csokkenti méas proinflammatorikus citokinek
(TNF-a, IL-1p és IL-8) produkcidjat,” masrészt IL-10 az
aktivilt T-sejtek apoptozisindukcidja utéan is felszabadul.”
Eredményeinkkel ellentétben mas szerzék nem tudtak
kimutatni a csarnokvizbdl IL-10-et nem-komplikalt cor-
neatranszplanticié eseteiben,” de megillapitottak, hogy
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elégtelen immunszuppressziv mechanizmusok jelenlété-
ben a transzplantatum kilokddési esélye megno.

A pro- és anti-inflammatorikus citokinek aranyinak
eltolodasa kilokddési reakcidhoz vezethet. Vizsgdlatunk
sordn a transzplantatum-rejekcio eseteiben észlelt alacso-
nyabb IL-10- ¢s emelkedett IL-6-szint maga utdn vonta
az IL-6/IL-10 arany novekedését. A kilénbozé kénny-
mintdk legatfogobb Osszehasonlitast a pro- és anti-in-
flammatorikus citokinek ardnya jellemzi.

Vizsgalataink limitacios faktorai a kovetkezdk:

I. a konnygytjtésbe bevont betegek kis szama,

2. néhany konnymintdban az IL-10 koncentracidja
kézel volt a kimutathatdsdgi kiiszobhoz, ami nehéz-
z¢ tette a pontos meghatarozast,

3. az alkalmazott terdpia nem volt azonos a komp-
likalt és a nem-komplikalt esetekben (a rejekcios
esetekben mindig alkalmaztunk iv. vagy po. korti-
koszteroidkezelést).

Ezenfelill szdmos kérdés megvalaszolatlan maradt.
Reméltiik, hogy detektalni lehet a kénnyben azt a cito-
kint, mely hasznalhatd a transzplantitum-rejekcié mar-
kereként, de az altalunk vizsgalt két citokin kozil egyik
sem képes a rejekciot eldre, biztonsaggal jelezni. Toviab-
bi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy megtalaljuk azt
a citokinkombinacidét, amely valoban képes eldrejelez-
ni a PKP-t kovetd kilokadési reakeiot. A jelen vizsgalat
azonban az elsd 1épés abba az iranyba, hogy a szaruhar-
tya-atiiltetést kovetd immunoldgiai céli kdnnyvizsgalatok
hogyan segithetnek a klinikai kép hosszt tavi megitélésé-
ben, valamint a preventiv céli terapia kutatisaban.
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