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Apoptoza, programowana śmierć komórki, to proces, któ
ry w ostatnich latach budzi szczególne zainteresowanie coraz 
większej liczby naukowców i klinicystów. Poznanie go po
zwala bowiem na zrozumienie wielu zjawisk fizjologicznych 
i patologicznych, których wcześniej nie sposób było właści
wie zinterpretować. O doniosłości i wielkim znaczeniu badań 
nad apoptozą świadczy przyznanie Nagrody Nobla za rok 2002 
w dziedzinie fizjologii i medycyny. Otrzymali ją wspólnie Bry
tyjczycy Sydney Brenner i John E. Sulston oraz Amerykanin 
H. Robert Horvitz za odkrycia dotyczące udziału genów w re
gulacji rozwoju narządów i programowanej śmierci komórki. 

Dziś wiemy, że apoptoza ma charakter uniwersalny, a sygnał do 
niej może być uruchomiony praktycznie w każdej komórce nasze
go organizmu. Stąd oczywisty wniosek, że zjawisko to może mieć 
ogromne znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania organizmu. 
W chorobach nowotworowych, autoimmunologicznych i alergicz
nych obserwuje się zahamowanie zdolności niektórych komórek do 
apoptozy, w innych zaś – takich jak zakażenie HIV, przewlekłe zapa
lenie wątroby typu B i C, zawał serca oraz choroby degeneracyjne 
ośrodkowego układu nerwowego – mamy do czynienia ze zdecydo
wanym nasileniem tego zjawiska (1). Podkreśla się również udział 
apoptozy w chorobach genetycznych, między innymi w mukowis
cydozie (2). Co prawda dominujące dolegliwości w tym schorzeniu 
dotyczą układu oddechowego i pokarmowego, jednak coraz częściej 
zwraca się uwagę na występowanie objawów ze strony narządu 
wzroku, głównie pod postacią zespołu suchego oka (3, 4). Jak wia
domo, zespół suchego oka stanowi znamienny przykład udziału apo
ptozy w patogenezie chorób dotyczących oka (57). 

Szczególną uwagę w indukcji apoptozy przypisuje się grupie 
receptorów należących do rodziny TNF (Tumor Necrosis Fac
tor), w skład której wchodzi m.in. receptor Apo1 (Fas/ CD95) 
(8). Fas jest receptorem promującym śmierć komórki. Akty
wowanie tego receptora przez komplementarną cząsteczkę Fas 
ligand (FasL) lub antagonistyczne przeciwciało zapoczątkowuje 
wewnątrzkomórkowy szlak przemian (9). Cząsteczka Fas jest 
receptorem błonowym typu I, który może również występować 
w formie rozpuszczalnej (sFas), m.in. w surowicy krwi, płynie 
mózgowordzeniowym i łzach (1011). Po związaniu z ligandem 
dochodzi do oligomeryzacji cząsteczek receptora, a następnie 
sygnał przekazywany jest przez ich wewnątrzcytoplazmatyczną 
część, zwaną domeną śmierci DD (Death Domain). Powoduje to 
aktywację wielu białek adaptorowych i kaskady kaspaz, czyli 
fazę wykonawczą apoptozy. Końcowym etapem kaskady kaspaz 
jest fragmentacja jądrowego DNA (12).

Celem pracy była ocena stężenia rozpuszczalnego Fas (so
luble Fas, sFas) w płynie łzowym pacjentów z mukowiscydozą.

Materiał i metody
Badania przeprowadzono u 11 dziewczynek i 9 chłopców 

w wieku od 8 do 21 lat (średnia wieku 14,03±3,56) z rozpo
znaną mukowiscydozą, objętych opieką III Kliniki Chorób Dzieci 
AM w Białymstoku. Grupę kontrolną stanowiło 10 dziewczy
nek i 10 chłopców w wieku od 7 do 20 lat, średnia wieku 
13,55±4,01. W trakcie badań dwoje dzieci z mukowiscydozą 
przyjmowało doustnie antybiotyk, u wszystkich zaś zastoso
wano suplementację witaminy A. 
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U wszystkich badanych wykonano badania pediatryczne 
i okulistyczne. W badaniu pediatrycznym uwzględniono cztery 
parametry kliniczne: dane z wywiadu, zmiany w płucach stwier
dzone badaniem fizykalnym, wzrastanie i odżywianie oraz zmia
ny radiologiczne w płucach. Badanie okulistyczne obejmowało 
badanie odcinka przedniego i dna oczu.

W celu oznaczenia stężenia sFas w płynie łzowym od 
wszystkich badanych pobrano łzy dzięki zastosowaniu szkla
nych kapilar, które umiejscawiano w kącie zewnętrznym szpa
ry powiekowej (zgoda Komisji Bioetycznej nr RI003/32/2003). 
Łzy pobierano z obojga oczu, a następnie delikatnie mieszano 
i zamrażano w temperaturze 70oC. Do oznaczeń wykorzysta
no metodę immunoenzymatyczną ELISA z zastosowaniem 
odpowiedniego zestawu diagnostycznego (Quantikine, R&D 
Systems). Wykorzystano 96dołkową płytkę opłaszczoną mono
klonalnymi przeciwciałami antysFas, do której odpipetowano 
odpowiednią objętość przygotowanych wcześniej standardów 
oraz próbek płynów łzowych pacjentów. Płytkę inkubowano 2 
godziny, następnie całość poddano płukaniu roztworem płuczą
cym i ponownie inkubowano wraz z roztworem koniugatu. Po 
ponownym płukaniu do dołków dodano enzym (TBM), co powo
dowało powstanie barwnego produktu wprost proporcjonalnego 
do poziomu sFas w badanej próbie. Intensywność zabarwienia 
mierzono fotometrycznie w czytniku ELISA (ANTHOS), przy dłu
gości fali 450 nm. Wszystkie procedury dotyczące czasu inku
bacji, rozcieńczeń standardów i liczby płukań wykonano zgodnie 
z instrukcją dołączoną do zestawu.

Zgodność zbioru badanych wartości z rozkładem normalnym 
badano za pomocą testu SHAPIROWILKA. Porównania stężenia 
sFas w płynie łzowym u pacjentów z mukowiscydozą i w grupie 
kontrolnej dokonano za pomocą testu tStudenta. Poziom istot
ności przyjęto dla p < 0,05.

Wyniki
Stężenie sFas w łzach pacjentów z mukowiscydozą wyno

siło od 182,5 pg/ml do 370,14 pg/ml, średnio 248,63 pg/ml ± 
53,19. W grupie kontrolnej stężenie sFas wahało się między 

28,28 pg/ml a 173,94 pg/ml, średnio 95,69 pg/ml ± 33,07. 
Analiza statystyczna wykazała różnice znamienne statystycznie 
między stężeniem sFas w płynie łzowym pacjentów z mukowi
scydozą a stężeniem sFas w łzach osób badanych z grupy kon
trolnej (p < 0,001). Uzyskane wyniki prezentuje rycina 1.

Omówienie 
Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że 

stężenie sFas w płynie łzowym u pacjentów z mukowiscydozą 
jest znacząco wyższe w porównaniu do grupy kontrolnej. Pod
wyższone stężenie sFas w płynie łzowym u pacjentów z muko
wiscydozą wskazuje na możliwość indukowania zmian ocznych 
w przebiegu mukowiscydozy poprzez apoptozę.

Publikacje z ostatnich lat wskazują na dysfunkcję apoptozy 
w mukowiscydozie. Gottlieb i wsp. w badaniach eksperymen
talnych na myszach wykazali „oporność” w inicjacji apoptozy 
zmutowanych komórek nabłonka sutka (13), Maiuri i wsp. zaś 
obserwowali wzrost fragmentacji DNA oraz ekspresji Fas i Fas 
ligand w enterocytach pacjentów chorych na mukowiscydozę, 
co może sugerować możliwą rolę ligacji Fas w indukcji apoptozy 
(14). Interakcje Fas–Fas ligand odgrywają prawdopodobnie rolę 
w aktywacji drogi apoptotycznej również w komórkach nabłon
kowych dróg oddechowych (2). 

Z drugiej strony należy zwrócić uwagę na to, że ekspresja 
Fas ligand może mieć wpływ na utrzymanie stanu uprzywile
jowania immunologicznego w takich miejscach organizmu jak 
na przykład oko (15), a wiadomo, że istotną rolę w fenomenie 
zjawiska apoptozy odgrywa system Fas–Fas ligand. Badania 
in vivo i in vitro wykazały, że w zespole suchego oka dochodzi 
do zwiększonej ekspresji markerów apoptozy, przy czym inter
ferongamma (IFNgamma) może stymulować ekspresję Fas, 
jak i indukować komórki spojówki do ekspresji antygenów MHC 
klasy II, które odgrywają kluczową rolę w inicjacji odpowiedzi 
zapalnej. Aktywność proapoptotyczna IFNgamma towarzy
sząca ekspresji cząstek zapalnych pozwala wyjaśniać współ
istnienie apoptozy i zapalenia w powstawaniu zmian ocznych 
w narządzie wzroku (1619). Obserwacje te mogą stanowić 
podstawę nowego poglądu na temat patogenezy powyższych 
zmian, a także przyczynić się do zweryfikowania dotychczaso
wego stanu wiedzy odnośnie udziału apoptozy w powstawaniu 
lokalnych zmian u pacjentów z mukowiscydozą, tym bardziej, że 
dotychczas żadnych badań dotyczących stężenia sFas w płynie 
łzowym u pacjentów z mukowiscydozą nie przeprowadzano. 

Wnioski
1. Przeprowadzone badania sugerują, że apoptoza może stano

wić istotne ogniwo patogenezy zmian ocznych w przebiegu 
mukowiscydozy.

2. Możliwość regulacji apoptozy może być istotna w leczeniu 
zespołu suchego oka u pacjentów chorujących na mukowi
scydozę.
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Fig. 1. Stężenie sFas w płynie łzowym pacjentów z mukowiscydozą i 
w grupie kontrolnej (pg/ml).
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