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The role of apoptosis in induction ocular changes in patients with cystic fibrosis
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Summary:

Purpose: To evaluate the concentration of sFas in tear film of cystic fibrosis patients.

Material and methods: Tear samples were collected from 20 patients with cystic fibrosis and 20 patients from control group.
The sFas levels were determined by immunoenzymatic assay ELISA.

Results: We found statistically increased levels of sFas in tear film of patients with cystic fibrosis compared with control group.
Conclusions: Apoptosis may play role in the pathogenesis of ocular changes in cystic fibrosis patients. The above results are
important for the choice of the treatment of dry eye syndrome in patients with cystic fibrosis.
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Apoptoza, programowana $mier¢ komérki, to proces, kto-
ry w ostatnich latach budzi szczegdine zainteresowanie coraz
wiekszej liczby naukowcow i klinicystdw. Poznanie go po-
zwala bowiem na zrozumienie wielu zjawisk fizjologicznych
i patologicznych, ktérych wczes$niej nie sposéb byto wiasci-
wie zinterpretowaé. O doniosto$ci i wielkim znaczeniu badan
nad apoptozg $wiadczy przyznanie Nagrody Nobla za rok 2002
w dziedzinie fizjologii i medycyny. Otrzymali jg wspdlnie Bry-
tyjczycy Sydney Brenner i John E. Sulston oraz Amerykanin
H. Robert Horvitz za odkrycia dotyczace udziatu genéw w re-
gulacji rozwoju narzadéw i programowanej $mierci komarki.

Dzi§ wiemy, ze apoptoza ma charakter uniwersalny, a sygnat do
niej moze by¢ uruchomiony praktycznie w kazdej komérce nasze-
go organizmu. Stad oczywisty wniosek, ze zjawisko to moze miec¢
ogromne znaczenie dla prawidfowego funkcjonowania organizmu.
W chorobach nowotworowych, autoimmunologicznych i alergicz-
nych obserwuje sie zahamowanie zdolno$ci niektérych komérek do
apoptozy, w innych za$ — takich jak zakazenie HIV, przewlekie zapa-
lenie watroby typu B i C, zawat serca oraz choroby degeneracyjne
osrodkowego uktadu nerwowego — mamy do czynienia ze zdecydo-
wanym nasileniem tego zjawiska (1). Podkresla sig réwniez udziat
apoptozy w chorobach genetycznych, migdzy innymi w mukowis-
cydozie (2). Co prawda dominujace dolegliwosci w tym schorzeniu
dotycza ukfadu oddechowego i pokarmowego, jednak coraz czesciej
zwraca sie uwage na wystepowanie objawow ze strony narzadu
wzroku, gféwnie pod postacig zespofu suchego oka (3, 4). Jak wia-
domo, zespdt suchego oka stanowi znamienny przyktad udziatu apo-
ptozy w patogenezie choréb dotyczacych oka (5-7).

Szczegbing uwage w indukcji apoptozy przypisuje sie grupie
receptordw nalezacych do rodziny TNF (Tumor Necrosis Fac-
tor), w sktad ktérej wchodzi m.in. receptor Apo-1 (Fas/ CD95)
(8). Fas jest receptorem promujgcym $mieré komorki. Akty-
wowanie tego receptora przez komplementarng czasteczke Fas
ligand (FasL) lub antagonistyczne przeciwcialo zapoczatkowuje
wewnatrzkomérkowy szlak przemian (9). Czasteczka Fas jest
receptorem bfonowym typu |, ktéry moze réwniez wystepowaé
w formie rozpuszczalnej (sFas), m.in. w surowicy krwi, ptynie
moézgowo-rdzeniowym i fzach (10-11). Po zwigzaniu z ligandem
dochodzi do oligomeryzacji czasteczek receptora, a nastepnie
sygnat przekazywany jest przez ich wewnatrzcytoplazmatyczng
cze$¢, zwang domeng $mierci DD (Death Domain). Powoduje to
aktywacje wielu biatek adaptorowych i kaskady kaspaz, czyli
faze wykonawcza apoptozy. Koncowym etapem kaskady kaspaz
jest fragmentacja jgdrowego DNA (12).

Celem pracy byta ocena stezenia rozpuszczalnego Fas (so-
luble Fas, sFas) w ptynie fzowym pacjentéw z mukowiscydoza.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 11 dziewczynek i 9 chiopcow
w wieku od 8 do 21 lat (Srednia wieku 14,03+3,56) z rozpo-
znang mukowiscydoza, objetych opieka Il Kliniki Choréb Dzieci
AM w Biatymstoku. Grupe kontrolng stanowito 10 dziewczy-
nek i 10 chtopcéw w wieku od 7 do 20 lat, Srednia wieku
13,55+4,01. W trakcie badan dwoje dzieci z mukowiscydoza
przyjmowato doustnie antybiotyk, u wszystkich za$ zastoso-
wano suplementacje witaminy A.
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U wszystkich badanych wykonano badania pediatryczne
i okulistyczne. W badaniu pediatrycznym uwzgledniono cztery
parametry kliniczne: dane z wywiadu, zmiany w ptucach stwier-
dzone badaniem fizykalnym, wzrastanie i odzywianie oraz zmia-
ny radiologiczne w ptucach. Badanie okulistyczne obejmowato
badanie odcinka przedniego i dna oczu.

W celu oznaczenia stezenia sFas w ptynie {fzowym od
wszystkich badanych pobrano tzy dzigki zastosowaniu szkla-
nych kapilar, ktére umiejscawiano w kacie zewnetrznym szpa-
ry powiekowej (zgoda Komisji Bioetycznej nr R-1-003/32/2003).
tzy pobierano z obojga oczu, a nastepnie delikatnie mieszano
i zamrazano w temperaturze -70°C. Do oznaczen wykorzysta-
no metode immunoenzymatyczng ELISA z zastosowaniem
odpowiedniego zestawu diagnostycznego (Quantikine, R&D
Systems). Wykorzystano 96-dotkowa ptytke optaszczong mono-
klonalnymi przeciwciatami anty-sFas, do ktérej odpipetowano
odpowiednig objeto$¢ przygotowanych wczesniej standardéw
oraz probek ptynéw tzowych pacjentéw. Plytke inkubowano 2
godziny, nastepnie cato$§¢ poddano ptukaniu roztworem ptucza-
cym i ponownie inkubowano wraz z roztworem koniugatu. Po
ponownym ptukaniu do dotkéw dodano enzym (TBM), co powo-
dowato powstanie barwnego produktu wprost proporcjonalnego
do poziomu sFas w badanej prébie. Intensywno$¢ zabarwienia
mierzono fotometrycznie w czytniku ELISA (ANTHOS), przy dtu-
gosci fali 450 nm. Wszystkie procedury dotyczace czasu inku-
bacji, rozcienczen standarddow i liczby ptukan wykonano zgodnie
z instrukcja dotaczong do zestawu.

Zgodnos$¢ zbioru badanych warto$ci z rozktadem normalnym
badano za pomoca testu SHAPIRO-WILKA. Poréwnania stezenia
sFas w ptynie fzowym u pacjentéw z mukowiscydozg i w grupie
kontrolnej dokonano za pomocg testu t-Studenta. Poziom istot-
nosci przyjeto dla p < 0,05.

Wyniki

Stezenie sFas w 1zach pacjentéw z mukowiscydoza wyno-
sito od 182,5 pg/ml do 370,14 pg/ml, $rednio 248,63 pg/ml =
53,19. W grupie kontrolnej stezenie sFas wahato sie miedzy
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Ryc. 1. Stezenie sFas w plynie fzowym pacjentéw z mukowiscydozg
i w grupie kontrolnej (pg/ml).

Stezenie sFas w plynie zowym pacjentéw z mukowiscydozg i
w grupie kontrolnej (pg/ml).

Fig. 1.

28,28 pg/ml a 173,94 pg/ml, $rednio 95,69 pg/ml = 33,07.
Analiza statystyczna wykazata réznice znamienne statystycznie
miedzy stezeniem sFas w ptynie tzowym pacjentéw z mukowi-
scydozg a stezeniem sFas w {zach oséb badanych z grupy kon-
trolnej (p < 0,001). Uzyskane wyniki prezentuje rycina 1.

Omowienie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
stezenie sFas w plynie tzowym u pacjentéw z mukowiscydozag
jest znaczaco wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Pod-
wyzszone stezenie sFas w plynie tzowym u pacjentéw z muko-
wiscydozg wskazuje na mozliwo$¢ indukowania zmian ocznych
w przebiegu mukowiscydozy poprzez apoptoze.

Publikacje z ostatnich lat wskazujg na dysfunkcje apoptozy
w mukowiscydozie. Gottlieb i wsp. w badaniach eksperymen-
talnych na myszach wykazali ,oporno$¢” w inicjacji apoptozy
zmutowanych komérek nabtonka sutka (13), Maiuri i wsp. za$
obserwowali wzrost fragmentacji DNA oraz ekspresji Fas i Fas
ligand w enterocytach pacjentéw chorych na mukowiscydoze,
co moze sugerowa¢ mozliwa role ligacji Fas w indukcji apoptozy
(14). Interakcje Fas—Fas ligand odgrywaja prawdopodobnie role
w aktywacji drogi apoptotycznej réwniez w komérkach nabton-
kowych drég oddechowych (2).

Z drugiej strony nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze ekspresja
Fas ligand moze mie¢ wptyw na utrzymanie stanu uprzywile-
jowania immunologicznego w takich miejscach organizmu jak
na przyktad oko (15), a wiadomo, ze istotng role w fenomenie
zjawiska apoptozy odgrywa system Fas—Fas ligand. Badania
in vivo i in vitro wykazaty, ze w zespole suchego oka dochodzi
do zwigkszonej ekspresji markeréw apoptozy, przy czym inter-
feron-gamma (IFN-gamma) moze stymulowac ekspresje Fas,
jak i indukowa¢ komorki spojéwki do ekspresji antygenéw MHC
klasy Il, ktére odgrywaja kluczowa role w inicjacji odpowiedzi
zapalnej. Aktywno$¢ proapoptotyczna IFN-gamma towarzy-
szgca ekspresji czastek zapalnych pozwala wyjasnia¢ wspot-
istnienie apoptozy i zapalenia w powstawaniu zmian ocznych
w narzadzie wzroku (16-19). Obserwacje te moga stanowi¢
podstawe nowego pogladu na temat patogenezy powyzszych
zmian, a takze przyczyni¢ sie do zweryfikowania dotychczaso-
wego stanu wiedzy odnosnie udziatu apoptozy w powstawaniu
lokalnych zmian u pacjentéw z mukowiscydoza, tym bardziej, ze
dotychczas zadnych badan dotyczacych stezenia sFas w ptynie
tzowym u pacjentéw z mukowiscydozg nie przeprowadzano.

Whioski

1. Przeprowadzone badania sugeruja, Ze apoptoza moze stano-
wi¢ istotne ogniwo patogenezy zmian ocznych w przebiegu
mukowiscydozy.

2. Mozliwos¢ regulacji apoptozy moze by¢ istotna w leczeniu
zespotu suchego oka u pacjentéw chorujgcych na mukowi-
scydoze.
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