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Purpose: The aim of our study was the evaluation of Bcl-2, Bcl-xI, Bak and Bax immunoexpression in axons of the optic nerve
with absolute glaucoma.

Material and methods: This study was conducted on 19 patients with absolute glaucoma, suffered from severe ophthalmalgia,
treated of necessity by enucleation in 1991-2003 in our Department of Ophthalmology. The samples were immuno-stained with
antibodies for Bcl-2, Bak, Bax and Bcl-x| protein. The reactions were performed in Labelled Streptavidin Avidin Biotin (LSAB)
technique. The evaluation of immuno-staining was calculated as the percentage of cells with positive reaction to the total
number of cells encountered in 10 representative fields, by light microscopy using a x 20 objective lens. Scores were based on
the following scale: (++), over 50% of the field showing positive immuno-staining, (+) 10-50% with positive immuno-
staining.

Results: In our study proapoptotic Bak and Bax protein expression was stronger than antiapoptotic Bcl-2, Bcl-x| protein
expression; Bak/Bcl-2 (p = 0,008), Bax/Bcl-2 (p = 0,0007), Bak/Bcl-xI (p = 0,0356), Bax/Bcl-xl (p = 0,0077).

Condlusions: The results of our study demonstrate high proapoptotic trends in axons of the optic nerve in the stage of absolute
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glaucoma.
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W doswiadczalnym modelu jaskry Quigley i wsp. wykazali, ze
komérki zwojowe siatkdwki i ich aksony tworzace nerw wzrokowy
obumierajg na drodze patologicznie nasilonej apoptozy (12).
W procesie neuropatii jaskrowej dziata kilka patomechanizméw
(zbyt wysokie cisnienie wewnatrzgatkowe, mechanizm niedo-
krwienny i ekscytotoksyczny, uwarunkowania genetyczne), ktére
przenikajac si¢ wzajemnie, doprowadzaja do uruchomienia przebie-
gajacych kaskadowo proceséw apoptozy, w konsekwencji czego
powstajg nieodwracalne uszkodzenia morfologiczne i czynnoscio-
we nerwu wzrokowego.

Gtéwna role w regulacji apoptozy w jej fazie decyzyjnej odgry-
waja biatka z rodziny Bcl-2. Ich cechg charakterystyczng jest wyste-
powanie homologicznych sekwencji BH1-4. Domeny te determinujg
zdolno$¢ do dimeryzadji biatek nalezacych do tej rodziny, utatwiajac
formowanie homo- i heterodimeréw.

Na podstawie wystepowania poszczegolnych domen i wynika-
jacych stad wtasciwosci biafek rodzine Bcl-2 podzielono na 3 pod-
rodziny: podrodzine Bcl-2 (naleza do niej biatka hamujace apoptoze

axons, the optic nerve, glaucoma, apoptosis, Bcl-2, Bcl-x|, Bax, Bak.

— antyapoptotyczne: Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mdl-1, A1, oraz biatko
pobudzajace apoptoze — proapoptotyczne Bcl-xs), podrodzine Bax
(Bax, Bak, Bok) i podrodzine BH3 (Bak, Bik, Bid) — obie promujg
apoptoze (9,10,11).

Bcl-xI reguluje apoptoze w komoérkach nerwowych. Zostat
wykryty w dojrzatych strukturach tkankowych, gtéwnie w mézgu,
gdzie jego ekspresja jest znacznie wyzsza niz Bcl-2 (3,5,7,8,9).

Nie jest wiadome, jaki jest poziom ekspresji poszczegolnych
biatek apoptotycznych w komérkach zwojowych siatkéwki cztowie-
ka w warunkach fizjologicznych. Obecnie nie dysponujemy metoda-
mi, ktére pozwolityby na taka ocene przyzyciowo. Niewiele jest
réwniez prac dotyczacych ekspresji biatek apoptotycznych w ludz-
kich komorkach zwojowych siatkéwki i ich aksonach, tworzacych
nerw wzrokowy, w warunkach patologii. Nie wiadomo, jak zacho-
wuje sie ekspresja biatek z rodziny Bcl-2 w schytkowej fazie neuro-
patii jaskrowej. Tym bardziej zasadna jest ich ocena w unikatowym
materiale, jaki stanowig enukleowane z koniecznosci gatki oczne
z powodu jaskry dokonanej bolesne;j.
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Ekspresja biatek Bcl-2, Bcl-xl, Bak i Bax w aksonach nerwu wzrokowego u chorych z jaskra dokonang

Cel pracy

Celem naszej pracy jest ocena ekspresji biatek Bcl-2, Bcl-xl, Bak
i Bax w aksonach nerwu wzrokowego u chorych na jaskre dokona-
na bolesna.

Materiat i metody

Badaniom poddano 19 gatek ocznych enukleowanych w Kili-
nice Okulistyki Akademii Medycznej w latach 1991-2003 z powo-
du jaskry dokonanej bolesnej. Pacjenci, od ktérych pochodzit
materiat do badan, byli w wieku od 21 do 86 lat, srednia wieku
59,7 = 19,7 roku; 42% stanowity kobiety, 58% — mezczyzni.
W pieciu przypadkach (26%) wyjsciowg przyczyng tragicznego
stanu oka byta jaskra wrodzona, w siedmiu (37%) — jaskra neo-
waskularna i rowniez w siedmiu przypadkach — jaskra zamknie-
tego kata przesgczania. Pobrany podczas operacji materiat
utrwalano w 10% zbuforowanej formalinie i zatapiano w parafi-
nie w temperaturze 56°C. Badania przeprowadzano metoda
immunohistochemiczng z uzyciem przeciwciat poliklonalnych
przeciwko ludzkim biatkom Bcl-2, Bcl-xI, Bak i Bax. Immunoloka-
lizacje Bcl-2, Bcl-xl, Bak i Bax wykonano, stosujgc metode LSAB
(the labeled streptavidin biotin). W celu uwidocznienia komplek-
sOw antygen — przeciwciato uzyto diaminobenzydyny (DAB).
Ekspresje biatek Bcl-2, Bcl-xl, Bak i Bax w aksonach nerwu wzro-
kowego sklasyfikowano jako (+), gdy 10-50% komérek wykazy-
wato pozytywng reakcje immunohistochemiczng, natomiast jako
(++), gdy reakcje pozytywng wykazywato powyzej 50% bada-
nych aksonéw. Oceny procentowego udziatu komoérek z pozy-
tywng ekspresjg biatek dokonywato, niezaleznie od siebie,
dwdch patologdow.

Przeprowadzono badania statystyczne zaleznosci pomiedzy
ekspresjg badanych biatek a wiekiem i ptcig pacjentéw (test Levena
dla réwnosci wariancji, test Pearsona, test Mantal-Haenszela),
poréwnano ekspresje poszczegolnych biatek proapoptotycznych
z ekspresjq biatek antyapoptotycznych (test U Manna — Whitneya,
test sumy rang Wilcoxona) oraz zbadano korelacje ekspresji wszyst-
kich badanych biatek (test Pearsona). Wartosci p < 0,05 zostaty
uznane za znamienne statystycznie.

Wyniki

Ekspresja biatek nie byta zalezna od pici pacjentéw. Srednia
wieku chorych, u ktérych nie stwierdzono ekspresji Bcl-2, wynosita
70,1 = 17 lat i byta wyzsza od $redniej wieku chorych z nadekspre-
sjg Bcl-2, réwnej 53,7 + 18,8 roku. Réznica ta znajdowafa sie na
granicy istotnosci statystycznej (p = 0,078). Analogiczne réznice
dotyczace wieku i ekspresji biatek Bcl-xl, Bak i Bax nie byty istotne
statystycznie.

W badanym materiale ekspresja biatek proapoptotycznych Bak
i Bax byta silniejsza niz biafek antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-xI:
Bak/Bcl-2 (p = 0,008), Bax/Bcl-2 (p = 0,0007), Bak/Bcl-xI (p =
0,0356), Bax/Bcl-xl (p = 0,0077).

Korelacje ekspresji poszczegdlnych biatek, analizowane
testem Pearsona, przedstawiaty sie nastepujgco: Bcl-2/Bcl-xl
(p = 0,5816), Bcl-2/Bak (p = 0,2851), Bcl-2/Bax (p =
0,0155), Bcl-xl/Bak (p = 0,7153), Bcl-xl/Bax (p = 0,2535),
Bak/Bax (p = 0,2496). A zatem tylko ekspresje biatek Bcl-2 i Bax
byty ze sobg skorelowane.

Nie wykazano przewagi ekspresji Bcl-xI nad ekspresjg Bcl-2
w aksonach nerwu wzrokowego w badanym materiale.

Dyskusja

Do roku 1993 procesu apoptozy nie brano pod uwage w roz-
wazaniach nad patogenezg choréb dotyczgcych komérek nerwo-
wych (1,12). Zaburzenia apoptozy sq w literaturze szczegolnie
szeroko omawiane w kontekscie procesu nowotworowego.
Nastepstwem jej ostabienia czy zahamowania moze by¢ szkodliwa
proliferacja komérek nieprawidfowych z wydfuzonym czasem
przezycia (6,8,10). Zupetnie inng sytuacje obserwujemy w przy-
padku jaskrowego zaniku nerwu wzrokowego. Mamy tu do czy-
nienia z patologicznym nasileniem procesu apoptozy, manifestujg-
cym sie nieodwracalnym uszkodzeniem komorek zwojowych siat-
kowki i ich aksonéw, a w konsekwencji utratg wzroku (2,4).
W naszym materiale nadekspresja biatek promujacych apoptoze
(Bak i Bax) zdecydowanie dominowafa, co potwierdza zatozenia
teorii apoptotycznego uszkodzenia nerwu wzrokowego. Biatka
Bcl-2 i Bcl-xl, bedace silnymi inhibitorami apoptozy, w aksonach
nerwu wzrokowego w stanie dokonanej neuropatii jaskrowej
wykazywaty nadekspresje w istotnie mniejszej liczbie prébek. Nie
wykazalismy przewagi ekspresji biatka Bcl-xl, charakterystycznego
dla tkanki nerwowej, nad ekspresjg biatka Bcl-2 prawdopodobnie
z powodu skrajnie zaawansowanego procesu o cechach uszkodze-
nia apoptotycznego, w ktérym czynniki antyapoptotyczne dawno
zostaly zepchniete do defensywy. Natomiast korelacja ekspres;ji
biatek Bcl-2 i Bax w badanym materiale moze sugerowac tworze-
nie sie heterodimeréw Bcl-2-Bax, ktore warunkujg powstawanie
poréw w btonie mitochondrialnej, umozliwiajgcych przeptyw
jondw. Efektem tego jest uwolnienie cytochromu c i tworzenie
apoptosomu, co przemawiatoby za kontynuacjg procesu apopto-
tycznego mimo definitywnego zniszczenia nerwu wzrokowego
pod wzgledem czynnosciowym (9).

Whniosek

W schytkowej fazie neuropatii jaskrowej w aksonach nerwu
wzrokowego wystepuje duza przewaga biatek proapoptycznych
hamujacych tendencje prozyciowe.
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