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Skroty:

AMD (age-related macular degeneration) — starczezwyrodnienieplamki

BDNF (brainderivedneurotrophicfactor) — czynnik wzrostowy pochodzenia
mdzgowego

bFGF (basic fibroblast growthfactor) — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow

cGMP (cyclic guanosine monophosphate) — cyklicznyguanozynomonofosforan

CNTF (ciliaryneurotrophicfactor) — rzeskowy czynnik neurotroficzny

CRP (C-reactive protein) — biatko C-reaktywne

ELM (externallimitingmembrane) — btona graniczna zewnetrzna

EPR (electronparamagneticresonance) — elektronowy rezonans paramagne-
tyczny

ERG - elektroretinografia

GCL (ganglion celllayer) - warstwa komorek zwojowych

HRP (horseradishperoxidase) — peroksydaza chrzanowa

ICP (intracranialpressure) - ci$Snienie wewnatrzczaszkowe

ILM (innerlimitingmembrane) — btona graniczna wewnetrzna

INL (innernuclearlayer) — warstwa jadrzasta wewnetrzna

IOP (intraocularpressure) - ci$nienie srédgatkowe

IPL (innerplexiformlayer) — warstwa splotowa wewnetrzna

ISI (inter-stimulus interval) — przerwa miedzy bodzcami

L-NAME - ester metylowy NG-nitro-L-argininy

MDA (malondialdehyde) - dialdehyd malonowy

NFL (nervefiberlayer) —warstwa widkien nerwowych

NMDA - N-metylo-D-asparaginian

NMR (nuclearmagneticresonance) - jadrowy rezonans magnetyczny

NOS (nitricoxidesynthase) — syntaza tlenku azotu

ONL (outernuclearlayer) — warstwa jadrzasta zewnetrzna

OPL (outerplexiformlayer) — warstwa splotowa zewnetrzna

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PB (phosphatebuffer) — bufor fosforanowy

PBS (phosphatebufferedsaline) -sél fizjologiczna buforowana fosforanami

PE (pigment epithelium) — nabtonek barwnikowy

PL (photoreceptor layer) — warstwa fotoreceptorowa
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PMOR (plasmamembraneoxidoreductase) — btonowa oksydoreduktaza NADH

PONC (partialopticnervecrush) — czes$ciowe zmiazdzenie nerwu wzrokowego

PUFA (polyunsaturatedfattyacids) — wielonienasycone kwasy ttuszczowe

QSAR (qguantitativestructure-activityrelationship) — analiza zaleznosci miedzy
strukturg zwigzku a jego aktywnoscig biologiczng

RGC (retinal ganglion cells) - komdrki zwojowe siatkéwki

RNS (reactive nitrogen species) — reaktywneformyazotu

ROS (reactive oxygen species) — reaktywneformytlenu

TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) - substancjereagujace
z kwasemtiobarbiturowym

Tempol-H - hydroksylamina tempolu
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Streszczenie

Jaskra i starcze zwyrodnienie plamki (AMD) to powszechnie wystepuja-
ce choroby wzroku i najczestsze przyczyny nieodwracalnej Slepoty. W choro-
bach tych dochodzi do degeneracji i Smierci neuronéw wchodzacych w sktad
siatkdwki. Proces jaskrowy prowadzi do wybidrczej $mierci komédrek zwojo-
wych siatkowki i ich aksonéw tworzacych nerw wzrokowy. W przebiegu AMD
dochodzi do postepujacego uszkodzenia fotoreceptoréow, przede wszystkim
w obrebie plamki zéitej. Wiele obserwacji przemawia za tym, ze w patoge-
nezie obu tych retinopatii istotng role odgrywajg endogenne wolne rodniki
tlenowe. Kaskade reakcji wolnorodnikowych rozpoczyna anionorodnik ponad-
tlenkowy (0,"), ktéry charakteryzuje sie wyjatkowo duza toksycznoscia.
Pierwszym krokiem w jego fizjologicznej detoksykacji jest dysmutacja katali-
zowana przez enzymy dysmutazy ponadtlenkowe, a jedng z potencjalnie ko-
rzystnych strategii terapeutycznych w chorobach powodowanych przez wolne
rodniki - podawanie mimetykéw dysmutazy ponadtlenkowej, takich jak tem-
pol, zwigzek piperydynowy o charakterze stabilnego wolnego rodnika. Gtéwne
enzymy generujgce O,"zwigzane sg z btonami, a rodnik ten jest szczegdlnie
szkodliwy dla skfadnikéw fazy lipidowej w komoérkach. Na tej podstawie wy-
suniete zostato przypuszczenie, ze zwiekszenie lipofilnosci tempolu poprzez
estryfikacje krétkotaricuchowymi nasyconymi kwasami ttuszczowymi spotegu-
je jego wiasnosci neuroprotekcyjne.

Acylowe pochodne tempolu zostaty zsyntetyzowane przez zespot prof.
Michata Wozniaka (Gdanski Uniwersytet Medyczny). Pierwszym celem niniej-
szej pracy byto scharakteryzowanie tych nowych substancji pod wzgledem
fizykochemicznym - wyznaczenie ich lipofilnosci, zbadanie oddziatywan z mo-
delowymi btonami lipidowymi, oraz wyznaczenie widm elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (EPR) dla potwierdzenia ich charakteru wolnorod-
nikowego decydujacego o wiasnosciach katalitycznych.

Drugim celem pracy byto zbadanie aktywnosci retinoprotekcyjnej tem-
polu i jego estréw (-C4, -C8, -C12, -C16) w szczurzych modelach jaskry,
a tempolu takze w AMD. Zastosowano: (1) czesSciowe zmiazdzenie nerwu
wzrokowego, (2) modyfikacje tego modelu polegajacg na dodatkowym obcig-

zeniu ustroju zelazem, oraz (3) doszklistkowe podanie ekscytotoksyny NMDA.
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Modelem AMD bylto uszkodzenie fotoreceptoréow Swiattem. W celu okreslenia
stopnia uszkodzenia siatkowki badano gestos¢ komérek zwojowych, ktére
zachowaly pofgczenia z mdzgiem, wykonywano barwienia histologiczne i im-
munohistochemiczne, a takze badania elektroretinograficzne.

Badane zwigzki wykazywaly rézne wiasnosci fizykochemiczne. Wraz
z dtugoscig fancucha wzrastata ich hydrofobowos$c¢ i zmieniaty sie oddziatywa-
nia z modelowg btong lipidowg. Natomiast ich widma elektronowego rezonan-
su paramagnetycznego nie réznity sie znaczaco, co $wiadczy o tym, ze sg -
podobnie jak substancja macierzysta - stabilnymi wolnymi rodnikami.

Tempol wykazywat dziatanie protekcyjne w trzech modelach jaskry
(model czesciowego zmiazdzenia nerwu wzrokowego i jego modyfikacja z ob-
cigzeniem ustroju zelazem) i w modelu AMD (model uszkodzenia siatkdowki
intensywnym S$wiattem). Pordwnanie serii estréw tempolu w modelu zmiaz-
dzenia nerwu wzrokowego wskazato na wiekszg od macierzystej substancji
aktywnos¢ neuroprotekcyjng tempolu-C8. W czwartym modelu jaskry (model
ekscytotoksycznosci NMDA) tempol-C8 byt takze aktywny, dziatajgc protek-
cyjnie w dawce molowo rownowaznej 1 mg tempolu/kg masy ciata, ale jedy-
nie w grupie zwierzat mtodych.

Uzyskane wyniki wskazujq, ze wzmacnianie obrony przed wolnymi rod-
nikami przy pomocy mimetyku dysmutazy ponadtlenkowej moze by¢ sku-
teczng strategig terapeutyczng w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych siat-
kéwki. Najwieksze nadzieje jako potencjalny lek budzi tempol-C8, ktory wy-
kazat sie wiekszg niz tempol aktywnoscig neuroprotekcyjng. Wydaje sie, ze-
charakter jego oddziatywania z btonami biologicznymi bardziej sprzyja pene-
trowaniu do przedziatow komdrkowych, w ktérych dochodzi do intensywnej
produkcji wolnych rodnikéw i gdzie rodniki te dokonuja najwiekszych znisz-

czen.
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1. Wstep

Choroby neurodegeneracyjne to schorzenia ukfadu nerwowego, w kto-
rych podstawowym procesem patologicznym jest degeneracja i Smieré komo-
rek nerwowych. Sa to m.in. choroba Alzheimera, choroba Parkinsona
i stwardnienie zanikowe boczne. Poniewaz siatkowka oka jest czescig osrod-
kowego uktadu nerwowego, do chordéb neurodegeneracyjnych zalicza sie tak-
ze choroby siatkowki, w ktérych dochodzi do degeneracji neurondw, takie jak
jaskra i starcze zwyrodnienie plamki (Schmidt i wsp. 2008).

Jaskra (glaucoma) jest jedng z najczesciej wystepujacych chordb oczu
i drugq najczestszg przyczyng Slepoty. W roku 2002 liczbe ludzi z zaburze-
niami wzroku oceniano na ponad 160 miliondw. Sposrdéd nich 37 milionow
byto niewidome, w tym 4,5 miliona z powodu jaskry (Resnikoff i wsp. 2004).
Zarazem, inaczej niz w przypadku zac¢my (ktdéra jest najczestsza przyczyng
Slepoty), utrata wzroku spowodowana jaskrg jest nieodwracalna — choroba ta
prowadzi bowiem do nieodwracalnego uszkodzenia komoérek zwojowych siat-
kéwki (retinal ganglion cells, RGC) i nerwu wzrokowego.

Starcze zwyrodnienie plamki (age-relatedmaculardegeneration, AMD)
jest trzecig najwazniejszq przyczyng Slepoty (Resnikoff i wsp. 2004), wyste-
pujaca gtéwnie u ludzi w wieku powyzej 50 lat (Klein i wsp. 1992). W prze-
biegu AMD dochodzi do postepujacego, nieodwracalnego uszkodzenia czesci

centralnej siatkdwki — plamki zéttej.

Dla wiekszosci ludzi wzrok jest najwazniejszym zmystem, gdyz dostar-
cza najwiecej informacji o otaczajagcym swiecie. Nic wiec dziwnego, ze dwie
wyzej wspomniane najczesciej wystepujace choroby prowadzace do nieod-
wracalnej utraty wzroku sg przedmiotem intensywnych badan majacych na
celu wyjasnienie ich patomechanizméw i opracowanie skutecznych terapii.
Wiekszo$¢ badan przeprowadzana jest na modelach zwierzecych. Problema-
tyka ta zostanie omowiona w pierwszej czesci wstepu, po krétkim wprowa-
dzeniu dotyczacym struktury i fizjologii siatkowki.

W drugiej czesci wstepu omdwiona zostanie struktura, wiasnosci i po-
tencjalne zastosowania lecznicze tempolu - mimetyku enzymu dysmutazy

ponadtlenkowej typu 2 (SOD-2). Badania retinoprotekcyjnych wiasnosci tem-
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polu oraz jego pochodnych acylowych w szczurzych modelach jaskry, a takze
ocena skutecznosci tempolu w zapobieganiu uszkodzeniu fotoreceptoréow
siatkdwki przy pomocy $wiatta (tj. w szczurzym modelu AMD) byty przedmio-

tem badan stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy.

1.1. Siatkéwka oka kregowcow

1.1.1. Budowa siatkowki

Siatkowka u kregowcow jest wielowarstwowgq strukturg wyscietajacg
wnetrze gatki ocznej, potaczong przez nerw wzrokowy z modzgiem. Jest cze-
$cig osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Podobnie jak inne rejony OUN
powstaje z cewy nerwowej. Jest najlatwiej dostepng czesciag mdzgu, a bada-
nia siatkdwki kregowcow dostarczyty wielu waznych odkry¢ dotyczacych fizjo-
logii i patofizjologii osrodkowego ukfadu nerwowego. Spektakularnym przy-
kfadem jest zjawisko toksycznosci glutaminianu, zwane ekscytotoksycznoscig
(gdyz glutaminian jest gtdwnym neuroprzekaznikiem pobudzajgcym w OUN),
wykryte po raz pierwszy w siatkéwce (Lucas i Newhouse 1957).

Grubos¢ siatkéwki i jej budowa jest rézna w zaleznosci od rejonu. Cen-
tralny rejon siatkowki jest zbudowany z nastepujacych warstw (rys. 1.;
Forrester i wsp. 2008; Regillo i wsp. 2007):

1. Nabtonka barwnikowego (pigment epithelium, PE), ktéry jest poje-
dynczg warstwg komorek rozciggajacq sie od tarczy nerwu wzrokowego
do rgbka zebatego (ora serrata). PE jest pojedynczg warstwg nie-
neuronalnych, pigmentowanych, szesciennych komdrek dostarczajacych
wsparcia fotoreceptorom.

2. Warstwy fotoreceptorowej (photoreceptor layer, PL) lezacej ze-
wnetrznie (blizej obwodu oka) w stosunku do btony granicznej ze-
wnetrznej i zbudowanej z wewnetrznych i zewnetrznych segmentéw pre-
cikdéw i czopkéw.

3. Btony granicznej zewnetrznej (externallimitingmembrane, ELM; nie-
pokazana na rys. 1), ktéra nie jest prawdziwg btong, a raczej membra-

no-podobng strukturg zbudowang z serii potaczen miedzykomaorkowych,
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ktére tgqcza sasiadujace fotoreceptory i komoérki gleju Millera. Oddziela
PL od warstwy jadrzastej zewnetrznej.

. Warstwy jadrzastej zewnetrznej(outernuclearlayer, ONL) lezacej
wewnetrznie (blizej wnetrza oka) w stosunku do ELM i ztozonej z ciat
komorkowych fotoreceptorow, z jadrami komérkowymi i cytoplazma.
Ciata komoérkowe czopkdéw sg wieksze niz precikéw i lezg zazwyczaj bar-
dziej zewnetrznie w ONL, tj. blizej ELM.

. Warstwy splotowej zewnetrznej(outerplexiformlayer, OPL) - strefy
potaczen miedzy fotoreceptorami (precikami i czopkami) i neuronami
pierwszego rzedu (komoérkami dwubiegunowymi). Jest ona najgrubsza
w okolicy dotka i ciensza na obwodzie - staje sie ciensza z malejaca ku
obwodowi liczbg fotoreceptorow.

. Warstwy jadrzastej wewnetrznej(innernuclearlayer, INL) sktadajacej
sie z czterech warstw ciat komorkowych. Od wewnatrz ku zewnatrz sg to
kolejno komorki amakrynowe (odpowiedzialne razem z komérkami hory-
zontalnymi za integracje sygnatu pochodzacego z fotoreceptoréw), ko-
morki gleju Mullera, komérki dwubiegunowe i horyzontalne.

. Warstwy splotowej wewnetrznej(innerplexiformlayer, IPL), ktéra
znajduje sie miedzy INL i warstwg komodrek zwojowych. Jest to strefa,
w ktérej znajdujg sie synapsy miedzy neuronami pierwszorzedowymi
(komérki dwubiegunowe) i drugorzedowymi (komoérki zwojowe). Poje-
dyncze komorki zwojowe lub ciata komoérek amakrynowych mogg by¢
przesuniete do IPL.

. Warstwy komoérek zwojowych (ganglion celllayer, GCL), ktéra zawie-
ra ciata komérkowe neurondéw drugorzedowych, czyli komdrek RGC.

. Warstwy wilokien nerwowych (nuclearfiberlayer, NFL) zbudowanej
z aksondw RGC otoczonych wypustkami komdrek glejowych. Aksony
mogq rozni¢ sie wielkoscig zaleznie od rozmiaru ciata RGC. Sg zgrupo-
wane w peczki, ale czasami widkna z jednego peczka mogq przechodzic¢

do sasiadujacego. Widkna NFL sg niezmielinizowane.

10.Btony granicznej wewnetrznej(internallimitingmembrane, ILM; nie-

pokazana na rys. 1) - nitkowata ,btona”, ktéra zbudowana jest gtdwnie

z komorek Millera. ILM stanowi granice miedzy siatkbéwkag nerwowg a
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ciatem szklistym - galaretowatg substancjg wypetniajacgq komore tylng

gatki ocznej.

Nerw wzrokowystrukturalnie rézni sie od innych nerwéw czaszkowych.
Ostonki jego aksondéw wytwarzane sg przez oligodendrocyty, podobnie jak w
szlakach nerwowych w obrebie istoty biatej OUN, podczas gdy w obwodowym
uktadzie nerwowym aksony sg mielinizowane przez komérki Schwanna. Nerw
wzrokowy jest ponadto otoczony ostong z trzech opon mézgowych - okoto-
nerwowg z opony miekkiej, srodkowg z pajeczynéwki i zewnetrzng z opony
twardej, ktora jest potgczona z okostng w kanale nerwu wzrokowego. Jest on

wiec w pewnym sensie przedtuzeniem istoty biatej mozgu.

Nabtonek barwnikowy (PE)

Warstwa fotoreceptorowa (PL)

W. jadrzasta zewnetrzna (ONL)

W. splotowa zewnetrzna (OPL)

W. jadrzasta wewnetrzna (INL)

W. splotowa wewnetrzna (IPL)

W. komorek zwojowych (GCL)

W. wiékien nerwowych (NFL)

Rys. 1. Schemat budowy histologicznej siatkéwki. R - precik, C - czopek, H
- komérka horyzontalna, B - komodrka dwubiegunowa, A - komoérka amakry-
nowa, G - komoérka zwojowa, M - komoédrka Millera. Wedtug Bloodgood
(2003).
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1.1.2. Recepcja i przetwarzanie bodzcow wzrokowych w siatkdwce

Sygnaty elektryczne w odpowiedzi na Swiatto sg generowane w fotore-
ceptorach - precikach i czopkach (Forrester i wsp. 2008, str. 43-48). Preciki
sq odpowiedzialne za widzenie czarno-biate - recepcje kontrastu, jasnosci
i ruchu. Czopki sgq natomiast odpowiedzialne za widzenie o duzej rozdzielczo-
$ci, przestrzenne i widzenie kolorowe. Fotoreceptory to diugie komorki skia-
dajace sie z zewnetrznego i wewnetrznego segmentu potgqczonego zmodyfi-
kowang rzeska. Zewnetrzne segmenty zawierajg barwniki wzrokowe, ktére
absorbujg Swiatto i inicjujg sygnat elektryczny. Fotoreceptory przekazujg sy-

gnat komoérkom dwubiegunowym i horyzontalnym (rys. 2).

|

xS

Swiatto

P
y
B
|

Rys. 2. Uproszczony schemat potaczen nerwowych w obrebie siatkéwki. Ma-
tymi strzatkami zaznaczono kierunek przekazywania impulsu nerwowego. P -
fotoreceptory (preciki i czopki), H - komérki horyzontalne, B - komérki dwu-
biegunowe, A - komoérki amakrynowe, G - komorki zwojowe. Wedtug: Blood-
good (2003).

Preciki to dtugie (100-120 pm), smukte komoérki, ktérych zewnetrzne
segmenty zawierajq barwnik rodopsyne, wrazliwg na niebiesko-zielone Swia-
tto (maksimum absorbcji 496 nm). Preciki cechuje wysoka wrazliwos$¢ na
Swiatto i dzieki temu mogg one stuzy¢ do widzenia w warunkach matej inten-

sywnosci $wiatta. Rodopsyna jest zawarta w licznych (do 1000 w komdrce)
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dyskach otoczonych btong komodrkowaq. Dyski sg produkowane u podstawy
zewnetrznego segmentu precika i podlegajg dos¢ szybkiej wymianie — w cig-
gu 10 dni wedrujg do szczytu precika, gdzie sg fagocytowane przez komoérki
barwnikowe siatkéwki (Forrester i wsp. 2008, str. 47).

Segmenty zewnetrzne czopkéw maja ksztatt stozkowaty (szersze
u podstawy, wezsze u szczytu) i sg krotsze niz segmenty zewnetrzne preci-
kéw. Cata komodrka jest tez krotsza od precika (60-75 pm). Dyski zewnetrz-
nych segmentéw czopkdow nie sg otoczone btong komdrkowa, majq tez wiek-
szy czas przezycia niz dyski precikdw i sg tworzone w inny sposob. Dyski
czopkdéw zawierajg opsyny, bliskie analogi rodopsyny (Forrester i wsp. 2008,
str. 47) o réznych maksimach absorbcji — u cztowieka w zakresie swiatta nie-
bieskiego, zielonego i czerwonego. Wiekszo$¢ zwierzat o dziennym trybie zy-
cia posiada dwa rodzaje czopkdéw (jeden czuty na fale o krotkiej dtugosci, a
drugi na fale dtugie). Matpy cztekoksztattne oraz cztowiek majq trzy rodzaje
czopkow - wrazliwe na Swiatto niebieskie, zielone i czerwone. Szczury posia-
dajg dwa rodzaje czopkdéw - wrazliwe na ultrafiolet i Swiatto niebieskie (mak-
simum 359 nm) i Swiatfo zielone (510 nm; Hanson 2004b).

Fototransdukcja inicjowana jest przez biatka $wiattoczute - rodopsyne
i opsyny czopkéw. Mechanizm ich aktywacji jest podobny i zostanie on opisa-
ny na przyktadzie rodopsyny. Do aktywacji rodopsyny dochodzi w wyniku
izomeryzacji zwigzanego z rodopsyna retinalu. Swiatto powoduje zmiane izo-
meryczng retinalu z formy cis w postac trans i dysocjacje rodopsyny do reti-
nalu oraz biatka opsyny. W wyniku zmiany konformacji opsyna moze wspot-
dziata¢ z transducyng. W ciemnosci trans-retinol jest izomeryzowany z po-
wrotem do 11-cis retinalu w komérkach barwnikowych (Forrester i wsp.
2008, str. .250-256).

W ciemnosci kanaty sodowe zewnetrznych segmentéw precikow sg
otwarte dzieki cyklicznemu guanozynomonofosforanowi (cGMP) syntetyzowa-
nemu przez cyklaze guanylanowg, co skutkuje utrzymywaniem relatywnej
depolaryzacji komorki fotoreceptorowej w poréwnaniu do innych komorek
(-57 vs. -78mV). W wyniku fotostymulacji rodopsyny dochodzi do aktywowa-
nia innych biatek $rédbtonowych - transducyny i fosfodiesterazy, co prowadzi

do obnizenia stezenia cGMP w cytozolu. Nastepuje zamkniecie kanatéw sodo-
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wych i hiperpolaryzacja komoérki (-87 mV) - wygenerowany zostat sygnat
elektryczny.

W ciemnosci kanaty jonowe fotoreceptoréw sg otwarte, co skutkuje
tzw. prgdem ciemnosciowym i intensywnym uwalnianiem neuroprzekaznika
glutaminianu w potgczeniach synaptycznych miedzy fotoreceptorami a ko-
morkami dwubiegunowymi. Btysk swiatta powoduje zalezng od intensywnosci
Swiatta hiperpolaryzacje komorki fotoreceptorowej.

Czopki majg dwie drogi przekazywania sygnatu sktadajgce sie z czop-
kéw, komérek dwubiegunowych i zwojowych - kanaty wiaczeniowe i wylgcze-
niowe (rys. 3). Reakcja na Swiatto kolejnej komérki — komoérki dwubieguno-
wej zalezy od jej typu - witaczeniowego (,ON") badz wytgczeniowego (,OFF”;
Longstaff 2002, str. 189-196). Komodrki typu wigczeniowego reagujg na bo-
dziec Swietlny (powodujacy spadek ilosci glutaminianu wydzielanego przez
czopki) depolaryzacjg (bowiem glutaminian dziatajac poprzez specyficzne dla
siatkdwki receptory metabotropowe utrzymuje zamkniete kanaty sodowe
i wywotuje hiperpolaryzacje) przekazujac sygnat komodrce zwojowej. Tak wiec
komorki zwojowe typu wigczeniowego zwiekszajg czestos¢ generowania po-
tencjatdw czynnosciowych w odpowiedzi na zwiekszanie intensywnosci $wia-
tta.

A bodziec swietiny B bodziec éwietlny
e synapsa
synapsa wgtabiajgca p)cl> ds?awna
na stopce koficowej N s
czopka \ _/|¥
IR .

komoérka . komorka

dwubiegunowa - VA dwubiegunowa ™~ ~
komorka zwojowa komarka zwojowa
typu w+aczen|owego typu wy+aczen|ov‘\,/eg7o

("on”) ("off’) —

nerw Il

Rys. 3. Kanat wigczeniowy (A) i wytgczeniowy (B) w siatkdwce. Odpowiedz
(rejestrowana wewnatrzkomérkowo) na stymulacje Swietlng kazdej grupy
komorek przedstawiona jest z prawej strony. Wedtug Longstaffa (2002), str.
191.
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Inaczej dziataja komoérki dwubiegunowe typu wytaczeniowego, ktére
reagujq na glutaminian depolaryzacja, dzieki dziataniu innego typu receptora
dla glutaminianu (receptora jonotropowego). Bodziec swietlny wywotuje ich
hiperpolaryzacje. Tak wiec bodziec Swietlny powoduje zmniejszenie czestosci
generowania potencjatdw czynnosciowych wytgczeniowych komoérek zwojo-
wych.

Inaczej przebiega przekazywanie sygnatu przez preciki (Longstaff
2002, str. 189-196). Zalezy ono od intensywnosci Swiatta. W jasnym Swietle
(tzw. warunki fotopowe) preciki nie przekazujq sygnatu, dziatajg jedynie
czopki. Przy Swietle o mniejszej intensywnosci preciki przesyfajg sygnaty po-
przez synapsy do sasiadujacych z nimi czopkdéw. Przy Swietle o bardzo matej
intensywnosci (tzw. warunki skotopowe, czyli nocne) przestajg funkcjonowac
czopki — preciki zaczynajg funkcjonowac¢ samodzielnie. W ciemnosci zwiek-
szony jest naptyw jonéw wapnia do precikéw (,prad ciemnosciowy”), a jed-
nym ze skutkéw zwiekszonego stezenia wapnia jest zamkniecie ztgcz szczeli-
nowych synaps elektrycznych miedzy precikami a czopkami. Preciki przesyta-
jg wéwczas sygnat do precikowych komdrek dwubiegunowych.

Komorki horyzontalne (poziome) odpowiadajg za mechanizm zwany
hamowaniem obocznym. Pola recepcyjne komoérek dwubiegunowych i zwojo-
wych majg organizacje wspoétsrodkowych kot i sktadajg sie z centrum i otocz-
ki. Stymulacja swiattem ma inny charakter, gdy $wiatto pada na centrum czy
na otoczke pola recepcyjnego — czestosé¢ potencjatdw czynnosciowych jest
wieksza przy oswietleniu centrum. Za zjawisko to odpowiadajg GABA-
ergiczne komorki horyzontalne, ktére modyfikujg wydzielanie glutaminianu
przez fotoreceptory. Role modyfikujgcg sygnat majg rowniez komorki ama-
krynowe, ktére sg wigczone w przekazywanie sygnatu przez preciki, a takze
majq udziat w hamowaniu obocznym (Longstaff 2002, str. 189-196).Komorki
amakrynowe i horyzontalne bezposrednio modyfikuja przekazywanie sygnatu
przez komoérki dwubiegunowe poprzez uwalnianie neuroprzekaznikéw pobu-
dzajacych (komorki horyzontalne) i hamujgcych (komérki horyzontalne
i amakrynowe). Glutaminian to gtéwny neuroprzekaznik pobudzajgcy komo-
rek horyzontalnych, a GABA (kwas y-aminomastowy) jest gtdwnym neuro-
przekaznikiem hamujgcym komodrek horyzontalnych i amakrynowych.
Transdukcje sygnatow wzrokowych mogq modyfikowa¢ komoérki gleju
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Miillera (Newman i Reichenbach 1996), ktére modulujg siatkéwkowe prze-
wodnictwo synaptyczne dziatajgc podobnie jak astrocyty w mozgu (Casson
2006; Newman 2003).

Komaérki zwojowe odprowadzajg informacje z siatkdwki poprzez nerw
wzrokowy. Ich aksony sg zmielinizowane po przejsciu przez blaszke sitowa.
Nerw wzrokowy, ktéry tworza aksony komérek zwojowych, wychodzi z siat-
kéwki i gatki ocznej i dociera do skrzyzowania wzrokowego, usytuowanego
tuz przed i ponizej przysadki mézgowej. W skrzyzowaniu wzrokowym widkna
nerwowe wychodzace z nosowej czesci siatkowki przechodza, a witdkna ner-
wowe z bocznej czesci siatkdwki nie przechodzg na drugg strone. Widkna te
docierajg do czterech miejsc w moézgu: do ciata kolankowatego bocznego, do
jadra przedpokrywowego, jadra nadskrzyzowaniowego i do wzgoérka czwora-

czego gérnego.

1.1.3. Ukrwienie i metabolizm siatkowki

Siatkowka jest tkanka o wysokiej (najwyzszej sposrdd ludzkich tkanek)
intensywnosci metabolizmu energetycznego (Forrester i wsp. 2008, str. 54-
57). Odzywiana jest przez dwa odrebne uktady naczyn krwionosnych, odlegte
o zaledwie kilkaset mikrometréw - naczynia krwionos$ne siatkéowki i naczy-
nidwke. Naczynia siatkowki odzywiajg wewnetrzng (potozong blizej ciata
szklistego) czesc¢ siatkédwki (ok. dwie trzecie jej przekroju), podczas gdy ze-
wnetrzna (fotoreceptorowa) czes¢ siatkdwki odzywiana jest przez naczyniow-
ke. Przeptyw krwi przez naczynidwke jest zdecydowanie wiekszy niz przez
naczynia siatkéwki — przez naczyniéwke przeptywa az 85% krwi docierajacej
do catego oka, a przez naczynia siatkéwki jedynie 4% (Forrester i wsp. 2008,
str. 57-59).

Wewnetrzna czes$c siatkowki jest zaopatrywana przez tetnice srod-
kowaq siatkéwki, ktéra jest odgatezieniem tetnicy ocznej. W obrebie siat-
kéwki tetnica srodkowa dzieli sie na gatezie - duze rozgatezienia tetnicy
srodkowej biegng przez NFL. W siatkéwce istnieja dwa poziomy naczyn wio-
sowatych (kapilar), ktore rozgateziajg sie jak pajeczyna - splot wewnetrzny
znajduje sie na poziomie GCL, a splot zewnetrzny na poziomie INL. Kapilary

sq najgesciej utkane w obrebie plamki, a nieobecne w obrebie dotka. W obre-
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bie zewnetrznej czesci siatkdwki w warunkach fizjologicznych nie ma naczyn
wiosowatych pochodzacych od tetnicy Srodkowej siatkdwki.

Naczynidéwka jest btong lezacq miedzy siatkdwkg a twardowka, ho-
mologiczng do opony pajeczynowej mdzgu (Forrester i wsp. 2008, str. 57-
61). Najbardziej wewnetrzna warstwa naczynidowki zwana jest btong Brucha.
Przeptyw krwi przez kapilary naczynidwki jest jednym z najszybszych w orga-
nizmie. Pierwotng funkcjg naczynidowki jest odzywianie siatkéwki zewnetrznej.
Otacza ona tez naczynia biegngce do pozostatych czesci oka i moze miec
funkcje termoregulacyjng. Przeptyw krwi przez naczyniéwke ma wplyw na

ci$nienie srédgatkowe (Forrester i wsp. 2008, str. 57-61).

1.2. Metabolizm wolnych rodnikéow i ich rola w schorzeniach
siatkowki

Z metabolizmem komoérkowym wigze sie powstawanie tzw. reaktyw-
nych form tlenu i azotu (reactiveoxygen and nitrogenspecies, ROS i RNS),
w wiekszosci bedacych wolnymi rodnikami (tj. czasteczkami majacymi nie-
sparowany elektron). ROS i RNS sa silnymi utleniaczami, ale w warunkach
fizjologicznych nie stanowig zagrozenia dla komérek, gdyz ich poziom jest
precyzyjnie regulowany - utrzymywana jest komérkowa ,homeostaza re-
doks”, czyli rbwnowaga pomiedzy tworzeniem i usuwaniem substancji beda-
cych utleniaczami. Zaburzenia tej réwnowagi, zwykle prowadzace do zwiek-
szenia stezen ROS i/lub RNS i zwane stresem oksydacyjnym, powodujg
uszkodzenia kluczowych dla funkcjonowania komérek molekut - biatek, nie-
nasyconych lipidow, a takze kwaséw nukleinowych (McCord 2000).

Uwaza sie, ze komoérki siatkdwki sg szczegdlnie narazone na uszkodze-
nia powodowane przez reaktywne formy tlenu i azotu. Po pierwsze, siatkdwka
jest organem o intensywnym metabolizmie tlenowym i - co za tym idzie -
produkcja wolnych rodnikéw przez metabolizm komérek siatkéwki jest bar-
dziej intensywna niz w innych narzadach. Po drugie, zawiera ona duzg ilos¢
substancji o wifasnosciach fotouczulajacych i jest czesto eksponowana na
Swiatto, co takze skutkuje powstawaniem wolnych rodnikéw tlenowych; szko-
dliwe jest zwiaszcza promieniowanie Swietlne o wysokiej energii, a wiec

o krétkiej dtugosci fali (Algvere i wsp. 2006).Po trzecie, komorki siatkdwki,
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a w szczegdblnosci zewnetrzne segmenty fotoreceptoréw zawierajg wyjatkowo
duzo wielonienasyconych kwaséw tluszczowych podatnych na uszkodzenia
wolnorodnikowe w mechanizmie tzw. peroksydacji tanncuchowych (opisanym
w dalszej czesci rozdziatu). W zwigzku z powyzszym stres oksydacyjny i wol-
norodnikowe uszkodzenia waznych biologicznie czasteczek odgrywaé majq
role istotnego czynnika patogenetycznego w wielu chorobach siatkowki,
a przede wszystkim w jaskrze (Kumar i Agarwal 2007; Tezel 2006) i w AMD
(Winkler i wsp. 1999). Przedstawienie hipotez dotyczacych kluczowej roli
wolnych rodnikéw w patogenezie tych dwdch chordb (rozdz. 1.3.3.1i1.4.2.1)
poprzedzone jest krotkim wprowadzeniem dotyczacym przemian wolnych

rodnikdw w komorce.

Komdrkowe reakcje wolnorodnikowe sg nieodwracalne i tworzg kaska-
de (rys. 4), ktérej poczatkiem jest anionorodnik ponadtlenkowy (0,%).
Ten wolny rodnik jest generowany w mitochondriach (Turrens 2003a) - sza-
cuje sie, ze 2-4% tlenu metabolizowanego przez mitochondrialny faricuch od-
dechowy jest przeksztatcane w ROS (Morre i wsp. 2000). O,* jest takze pro-
duktem pewnych reakcji enzymatycznych przebiegajacych poza mitochon-
driami, w szczegdlnosci reakcji utleniania NADH prowadzonej przez niemito-
chondrialne oksydazy NADH zwane NOX (Sorce i Krause 2009). Niektore izo-
enzymy NOX sg korncowym sktadnikiem , btonowych tancuchéw oddechowych”
zwanych PMOR (plasmamembraneoxidoreductase), ktérych obecnos$é stwier-
dzano w réznych rodzajach komoérek, w tym w komodrkach neuronalnych
(Wright i Kuhn 2002). Bfonowe NOX znajdujace sie na powierzchni komérek,
nazywane ECTO-NOX (Morre i Morre 2003), wytwarzajg anionorodnik ponad-
tlenkowy do ptynu pozakomérkowego. Inne izoformy NOX produkujg O," we-
wnatrzkomorkowo.

Anionorodnik ponadtlenkowy jest chemicznie stosunkowo mato reak-
tywny. Wskazywano, ze - paradoksalnie - cecha ta moze potegowac jego
toksycznos$¢, gdyz dzieki niej O, moze dziata¢ niszczgaco na biologicznie
istotne czgsteczki zlokalizowane daleko od miejsca jego powstania (Halliwell
i Gutteridge 1984). Czynnikami bezposrednio uszkadzajgcymi komorki mogg
by¢ zaréwno metabolity O,* takie jak rodnik hydroksylowy i nadtlenoazotyn,
jak i 02" jako taki (Benov 2001).
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Dodatkowym zrédtem anionorodnikédw ponadtlenkowych, powstajacym
w reakcjach fotosensytyzacji przebiegajacych in vivo w siatkéwce, jest tlen
singletowy (*0;). Nie jest on wolnym rodnikiem, ale jest zaliczany do ROS,
gdyz jest czasteczka wysoce reaktywng; niektérzy autorzy uwazajg, ze moze
jako taki uszkadzac btony i inne skfadniki komorki (Winkler i wsp. 1999). Tlen
singletowy ulega szybkiej redukcji do O,".

Z anionorodnika ponadtlenkowego w wyniku reakcji dysmutacji po-
wstaje nadtlenek wodoru(H,0,), ktory jest nierodnikowg reaktywng formg
tlenu o najdiuzszym okresie poéttrwania. Moze on przenikac przez btony biolo-
giczne. W wyniku reakcji Fentona z udziatem jondw zelaza (II) z nadtlenku
wodoru powstaje rodnik hydroksylowy (OH®, Buonocore i wsp. 2010).

Rodnik hydroksylowy jest uwazany za utleniacz najbardziej szkodli-
wy dla komdrek (Cheng i wsp. 2002). Ma on bardzo krétki okres péttrwania
idziata lokalnie, bardzo blisko miejsca powstania. Reaguje gtdwnie z grupami
alkilowymi - odrywajac atom wodoru, lub z wielonienasyconymi kwasami
ttuszczowymi - w wyniku reakcji przytaczenia (addycji) do wigzan podwdjnych

inicjujac tzw. fancuchowe peroksydacje.

Nadtlenoazotyn (ONOO7), powstajacy w wyniku reakcji anionorodnika
ponadtlenkowego z tlenkiem azotu, nie jest wolnym rodnikiem, jest jednak
silnym utleniaczem i zwigzkiem o silnych wifasciwosciach nitrujgcych. Nitruje
reszty tyrozynowe biatek (tworzac nitrotyrozyne) modyfikujgc w ten sposdb
aktywnos¢ enzymoéw i zwiekszajgc podatnos$¢ biatek na proteolize (Abello
i wsp. 2009). Wchodzi réwniez w reakcje z lipidami powodujac oksydacje
kwasow ttuszczowych, oraz indukuje pekniecia nici DNA (Ascenzi i wsp.
2010).
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Rys. 4. Kaskada reakcji wolnorodnikowych i najwazniejsze reaktywne formy
tlenu i azotu (ROS i RNS). W wyniku wzbudzenia $wiattem z tlenu czastecz-
kowego powstaje wzbudzony tlen singletowy (*0;), ktdéry ulega przeksztatce-
niu do anionorodnika ponadtlenkowego. Z tlenu czasteczkowego powstaje
tez, w wyniku redukcji jednoelektronowej, anionorodnik ponadtlenkowy
(02*7). 02" jako taki prawdopodobnie inicjuje tanncuchowa peroksydacje lipi-
dow, a takze reagujac z tlenkiem azotu (NO°®) tworzy nadtlenoazotyn
(ONOQO’). W wyniku dysmutacji O,* powstaje nadtlenek wodoru (H,0,), z kté-
rego w obecnosci jonéw zelaza (II) powstaje rodnik hydroksylowy (OH®). OH*
inicjuje tancuchowg peroksydacje lipiddw. Rysunek na podstawie Amatore
i Arbault (2007), zmieniony.

ROS i RNS wchodzg w reakcje z réznymi biologicznie waznymi moleku-
tami. Szczegdlnie szkodliwym procesem jest tzw. tancuchowa peroksyda-
cja lipidow, ktora prowadzi do uposledzenia funkcjonowania bton biologicz-
nych: wptywa na ich ptynnosé, przepuszczalnos¢, transport jonéw i hamuje
procesy metaboliczne. Peroksydacja lipidéw btony mitochondrialnej (np. kar-
diolipiny) moze indukowac apoptoze (Kagan i wsp. 2009). Szczegdlnie podat-
ne na peroksydacje sq lipidy zawierajgce wielonienasycone kwasy ttuszczowe
(polyunsaturatedfattyacids, PUFA). tancuchowa peroksydacja lipiddw prze-
biega w trzech fazach: inicjacji, propagaciji i terminacji. W fazie inicjacji do-
chodzi do odszczepienia atomu wodoru od czasteczki lipidu w wyniku reakcji
z réznymi rodnikami (np. OH®) i powstaje rodnik alkilowy (R®). R* w reakcjach
propagacji reaguje z tlenem, tworzac rodniki peroksylowe (ROO®), ktére mo-
gq odrywac¢ atomy wodoru od kolejnych wielonienasyconych kwaséw ttusz-
czowych (RH). W wyniku reakcji powstajg nadtlenki kwaséw ttuszczowych
ROOH. Cykl moze sie powtarza¢ wielokrotnie, dzieki czemu pojedynczy rodnik

hydroksylowy moze uszkodzi¢ kilkaset fancuchéw PUFA. kancuchowa reakcja
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ulega zakonczeniu (terminacji) w wyniku rekombinacji wolnych rodnikéw -
powstaje produkt, ktory nie jest juz wolnym rodnikiem (Catala 2010). Niekté-
rzy autorzy uwazaja, ze anionorodnik ponadtlenkowy odgrywa podwdjna role,
bedac zarazem inicjatorem i terminatorem fancucha peroksydacji lipidéw
(McCord 2008).

Komorki posiadajg szereg mechanizmdéw chronigcych je przed szkodli-
wym oddziatywaniem wolnych rodnikdw - zawierajg enzymy antyoksydacyjne
i antyoksydanty niskoczgsteczkowe. Za ,pierwszg linie obrony” przed szko-
dliwoscig ROS uwaza sie dysmutazy ponadtlenkowe, ktére katalizujg reak-
cje dysmutacji O," (przeksztatcenie 0," do H,0,). Reakcja ta, co prawda,
zachodzi samorzutnie — ale brak katalizatora skutkowatby zwiekszeniem ste-
zenia O," prowadzacym do zwiekszenia intensywnosci taicuchowej peroksy-
dacji lipidéw, oraz wytwarzania szczegdlnie niebezpiecznych dla komérek
RNS. U ssakéw znane sg trzy dysmutazy ponadtlenkowe: izoforma ,cytopla-
zmatyczna” (CuzZn-SOD, SOD-1), wystepujagca w macierzy mitochondrialnej
izoforma ,mitochondrialna” (Mn-SOD, SOD-2) oraz izoforma ,zewnatrzko-
morkowa” (EC-SOD, SOD-3). Za wiekszos$¢ (50-80%) tkankowej aktywnosci
SOD odpowiada SOD-1 (Faraci i Didion 2004). Szczegdlnie istotna dla funk-
cjonowania organizmu jest jednak SOD-2: u myszy knockout genu dla tego
enzymu byt letalny (Huang i wsp. 2001), a obnizenie jego aktywnosci
(Sod2*") prowadzito do $mierci neurondéw i progresji nowotworéw (Van
Remmen i wsp. 2003).

Wielu autoréw uwaza, ze niedobdér SOD odgrywa znaczacg role w pato-
genezie licznych chordb, w tym schorzen neurodegeneracyjnych (Noor i wsp.
2002; Johnson i Giulivio, 2005). Podejmowano prdoby opracowania terapii po-
legajacych na zwiekszaniu aktywnosci SOD poprzez podawanie egzogennego
enzymu. Testowano m.in. preparat wotowego SOD-1 (Marberger i wsp.
1974), pegylowany (zmodyfikowany poprzez kowalencyjne przytaczenie gli-
kolu polietylenowego) SOD (Veronese i wsp. 2002), potagczenia SOD z lecyty-
ng (Broeyer i wsp. 2008) oraz rekombinowany SOD zamkniety w kapsutach
liposomalnych (Riedl i wsp. 2005). Jednak w ten sposéb mozna zwiekszyc¢
aktywnos$¢ SOD co najwyzej w ptynie pozakomoérkowym, ale nie we wnetrzu
komorek. Podejsciem alternatywnym jest stosowanie niskoczasteczkowych
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zwigzkow o aktywnosci SOD - mimetykéw SOD. Jednym z takich zwigzkéw

jest tempol.

1.3. Jaskra

Jaskra to postepujaca przewlekta choroba oczu prowadzaca do stop-
niowej utraty widzenia. Zmiany przebiegajq bardzo powoli i czesto niezauwa-
zalnie, i dlatego jaskre nazywa sie ,podstepnym ztodziejem wzroku”.

Zmiany chorobowe w jaskrze dotyczg przede wszystkim RGC, ktérych
wybidrczg $mier¢ uwaza sie obecnie za wyroéznik jaskry (Kaushik i wsp. 2003;
Wein i Levin 2002). W konsekwencji dochodzi do degeneracji aksonéw RGC
i uszkodzenia nerwu wzrokowego, ktére jest widoczne jako zmiany w jego
tarczy. Nowsze badania wskazujq, ze zmiany w jaskrze wystepujg takze
wzdtuz catej drogi wzrokowej, oraz w korze wzrokowej (Gupta i Yucel 2007).
W eksperymentalnej jaskrze wywotanej zablokowaniem odptywu cieczy wod-
nistej u matp obserwowano zanik neurondéw ciata kolankowatego bocznego
(Yucel i wsp. 2000), a przy pomocy obrazowania rezonansem magnetycznym
obserwowano zanik istoty biatej w obrebie promienistosci wzrokowej u pa-
cjentow z jaskra przebiegajacg z normalnym cisnieniem $rdédgatkowym (in-
traocularpressure, I0P; Stroman i wsp. 1995). Obserwowano takze zmniej-
szenie wysokosci skrzyzowania nerwu wzrokowego (Iwata i wsp. 1997)
i zmniejszenie grubosci kory wzrokowej (Boucard i wsp. 2009) u pacjentow
z roznymi postaciami jaskry.

Wyrdznia sie kilka typéw jaskry (Whitmore i wsp. 2005). Najczestsza
jest pierwotna jaskra otwartego kata przesaczania, w ktdérej dochodzi do
utrudnienia w odptywie cieczy wodnistej (ptynu wypetniajgcego komory oka)
powodowanego nieprawidtowq strukturg tzw. kata przesaczania, siateczkowa-
to utkanej przestrzeni pomiedzy tylng obwodowg powierzchnig rogowki
a przednig nasadg teczéwki. Inny typ jaskry, pierwotna jaskra zamknietego
kata, charakteryzuje sie ostrymi objawami powodowanymi zamknieciem kata
przesaczania. Wyrdznia sie takze jaskry wtorne, wywotane m. in. depigmen-
tacjg, zapaleniem, neowaskularyzacjg (nowotworzeniem naczyn krwiono-
$nych) czy urazem. Jaskra moze tez by¢ wrodzona - jest wowczas czesto wy-

nikiem wad komory przedniej oka.
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1.3.1. Rola podwyzszonego cisnienia srédgatkowego w jaskrze

Historycznie jaskra definiowana byta jako schorzenie polegajace na
podwyzszeniu IOP powyzej 21 mm Hg. Uwazano zarazem, ze przyczyng
stopniowej utraty wzroku w tej chorobie jest wiasnie nadcisnienie Srédgatko-
we. Pozniejsze badania wykazaty jednak, ze wiele oséb z IOP powyzej 21 mm
Hg nie rozwija jaskry (stan taki obecnie okresla sie jako ,nadcisnienie
oczne”). Wg Kass i wsp. (2002) co najmniej potowa pacjentéw z nieleczonym
podwyzszonym IOP nigdy nie rozwinie jaskry. Zarazem u niektérych chorych
na jaskre IOP nigdy nie przekracza 21 mm Hg (ten typ choroby okresla sie
terminem ,jaskra normalnoci$nieniowa”); ocenia sie, ze nawet do jednej
trzeciej wszystkich pacjentéw z jaskrg ma normalne IOP (Douglas 1998). Tak
wiec podwyzszone IOP nie jest ani wystarczajace, ani konieczne do zdiagno-
zowania i rozwoju jaskry. Podwyzszone IOP jest jednak nadal uwazane za
gtdbwny czynnik ryzyka tej choroby.

W niektérych przypadkach jaskry przebiegajacej z podwyzszeniem IOP
proces chorobowy nie zatrzymuje sie mimo farmakologicznego obnizenia IOP.
W zwigzku z tym wysunieto hipoteze, ze proces wybidrczej eliminacji RGC
w jaskrze moze by¢ dwufazowy: po pierwotnym uszkodzeniu powodujgcym
Smieré¢ niektorych komodrek zwojowych nastepuje wtdérny, powolny proces
degeneracji powodowanej ,toksycznym sSrodowiskiem” generowanym przez
umierajgce komorki (Schwartz 2001; Schwartz i Yoles 2000). Przebieg tych
procesOw przypomina przebieg uszkodzenia aksonéw w wyniku urazu: pier-
wotne uszkodzenie spowodowane bezposrednio przez uraz moze miec ograni-
czony zasieg, a dalsze uszkodzenia wtdérne powodowane sg przez niedobdr
czynnikdw wzrostowych i toksyczne czynniki uwalniane z uszkodzonych ko-
morek (Buki i Povlishock 2006).

Podwyzszone IOP moze zaburzac transport aksonalny w nerwie wzro-
kowym (Anderson i Hendrickson 1974; Quigley i Anderson 1976). Dotyczy¢ to
ma m. in. wstecznego transportu czynnikéw neurotroficznych z médzgu do
siatkdwki, ktéry jest niezbedny dla utrzymania RGC przy zyciu. W modelach
doswiadczalnych wykazano, ze podwyzszone IOP hamuje transport wsteczny
czynnika wzrostu pochodzenia moézgowego (brainderivedneurotrophicfactor,
BDNF) i jego receptora, TrkB (Pease i wsp. 2000; Quigley i wsp. 2000).
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Wedtug innej hipotezy uszkodzenie mechaniczne nerwu wzrokowego
nastepowa¢ moze nie tyle w wyniku podwyzszenia cisnienia $rodgatkowego,
co w wyniku zwiekszenia réznicy pomiedzy IOP a cisnieniem wewnatrzcza-
szkowym (intracranialpressure, ICP; Berdahl i Allingham 2010). Nerw wzro-
kowy jest bowiem szczegdlnie narazony na sity dziatajace w poprzek blaszki
sitowej (lamina cribrosa). U zdrowego cztowieka na blaszke sitowg o grubosci
450 ym dziata ci$nienie srednio 4 mm Hg (réznica miedzy IOP a ICP), co
oznacza, ze gradient cisnienia dochodzi do 1 mm Hg/100 pm. Jest to praw-
dopodobnie jedna z najwiekszych réznic ci$nien, na jakg narazony jest stale
jakikolwiek nerw w organizmie (Berdahl i Allingham 2010). U chorych na ja-
skre ten gradient jest wiekszy takze dlatego, ze majg oni cienszg blaszke si-
towg (Jonas i wsp. 2004). Hipoteza ta wyjasnia¢ moze mechanizm uszkadza-
nia nerwu wzrokowego w jaskrze normotensyjnej, w ktérej normalnemu IOP
towarzyszy obnizone ICP (Ren i wsp. 2010). Mozliwo$¢ uszkodzenia komorek
zwojowych siatkowki w wyniku zwiekszenia réznicy pomiedzy IOP i ICP zosta-
ta potwierdzona eksperymentalnie. Yablonski i wsp. (1979) stwierdzili, ze ob-
nizenie cisnienia wewnatrzczaszkowego u kotow prowadzito do jaskrowego
uszkodzenia nerwu wzrokowego, a réwnoczesne obnizenie cisnienia srédgat-

kowego zapobiegato temu uszkodzeniu.

1.3.2. Zwierzece modele jaskry

Badania nad etiologig jaskry prowadzone na ludziach mogq mie¢ cha-
rakter jedynie obserwacyjny. Wiecej informacji mozna uzyska¢ badajac zwie-
rzece modele tej choroby.

Trafny zwierzecy model choroby ludzkiej powinien dostarcza¢ informa-
cji na temat jej patogenezy. W tym celu powinien by¢ analogiem choroby
ludzkiej nie tylko pod wzgledem objawdw klinicznych, ale przede wszystkim
pod wzgledem podobienstwa zmian chorobowych na réznych poziomach - od
makroskopowego po ultrastrukturalny. Powinien odtwarzaé charakterystyczne
cechy choroby. W przypadku jaskry takg charakterystyczng cechg jest wy-
biércza smieré RGC.

Dobry model powinien takze by¢ przydatny do testowania nowych stra-

tegii terapeutycznych. Trafne przewidywanie klinicznej skutecznosci nowych
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terapii (tzw. zdolnos$¢ predykcyjna modelu) jest warunkiem jego wykorzysty-

wania w badaniach typu proof of concept(dowodzacych trafnosci koncepcji).

1.3.2.1. Jaskra wywotywana podwyzszeniem cisnienia $Srodgatkowego

Najczesciej uzywanym doswiadczalnym modelem jaskry jest ekspery-
mentalnie wywotane nadci$nienie srodgatkowe. Podwyzszone IOP u naczel-
nych jest najczesciej indukowane laserowg fotokoagulacjg siateczki belecz-
kowej (tkanki w kacie przesaczania), co powoduje utrudnienie odptywu cieczy
wodnistej. Inne metody wywotania doswiadczalnej jaskry u matp polegaty na
wstrzykiwaniu do przedniej komory oka mikrosfer lateksowych, zelu poliakry-
lamidowego, chymotrypsyny - enzymu rozktadajacego skfadniki macierzy
pozakomorkowej lub podawaniu sterydéow w postaci kropli. Metody te dawaty
jednak wyniki mniej powtarzalne niz fotokoagulacja (Rasmussen i Kaufman
2005).

Ze wzgledu na koszty i dostepnosé zwierzat czesciej uzywane sg mode-
le eksperymentalnej jaskry u gryzoni. Rowniez i w tym przypadku podwyz-
szone IOP jest wywotywane najczesciej przez laserowg fotokoagulacje tkanek
w kacie przesaczania. Stosuje sie takze fotokoagulacje naczyn nadtwardow-
kowych i rgbkowych. Uszkodzenie odptywu cieczy wodnistej przez kat przesa-
czania mozna wywofa¢ wstrzykujac do zyt nadtwardéwkowych hipertoniczny
roztwor soli. Chroniczne podwyzszenie IOP osiggano poprzez przyzeganie
dwoch lub wiecej zyt nadtwardéwkowych, wstrzykiwano takze inne substancje
wywotujgce podwyzszenie IOP (np. adjuwant Freunda; Johnson i Tomarev
2010). Poszczegdlne modele réznity sie miedzy sobg relacjg podwyzszeniaci-
$nienia do stopnia uszkodzenia nerwu wzrokowego, a wiec zapewne takze
mechanizmem, poprzez ktoéry podwyzszone cisnienie uszkadza siatkowke
(Morrison 2005).

1.3.2.2. Jaskra wywotywana aksotomig lub zmiazdzeniem nerwu wzrokowego

Inna ,rodzina” modeli uzywanych w badaniach nad mechanizmami ja-
skrowej degeneracji komoérek zwojowych siatkdwki wykorzystuje przeciecie

(aksotomie) badz zmiazdzenie nerwu wzrokowego.
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Przeciecie nerwu wzrokowego jest uznawane za wartosciowy model dla
badania mechanizméw, ktére przyczyniajg sie do wybidrczej $mierci RGC
(Kermer i wsp. 2001). Do $mierci tej dochodzi pomiedzy 5. a 14. dniem po
aksotomii; zjawisko to ma charakter masowy i w 14. dniu pozostaje juz tylko
ok. 15 % zywych komoérek (Peinado-Ramon i wsp. 1996; Villegas-Perez
i wsp. 1993). Wykazano, ze szereg substancji hamuje smieré RGC po akso-
tomii, a wsrdd nich na szczegdlng uwage zastuguje BDNF. W wielu badaniach
stwierdzono, ze podanie tego czynnika wzrostu op6znia $mieré RGC po akso-
tomii, chociaz gdy ta substancja jest podawana chronicznie, ochrona jest
krotkotrwata (Isenmann i wsp. 1998; Mey i Thanos 1993).

W czesSciowym zmiazdzeniu nerwu wzrokowego (partialopticnerve-
crush, PONC) nerw ten jest w odcinku pozaczaszkowym czesciowo miazdzony
w wystandaryzowany sposéb. Uwaza sie, ze PONC powoduje wsteczng dege-
neracje aksondw RGC i prowadzi do stosunkowo szybkiej (postepujacej
w ciggu kilku dni do kilku tygodni) wybidrczej eliminacji RGC (Kreutz i wsp.
1999; Levkovitch-Verbin i wsp. 2006; Naskar i wsp. 2002).

Zgodnie z jedna z hipotez dotyczacych patomechanizmu jaskry, zarow-
no przebiegajgcej z wysokim IOP jak i normotensyjnej, w chorobie tej docho-
dzi do mechanicznego uszkodzenia nerwu wzrokowego w blaszce sitowej
1.2.2). W modelu PONC mechanizmy prowadzace do wybidrczej $mierci RGC
mogq wiec by¢ podobne, jak w jaskrze - moze on wiec by¢ szczegdlnie war-
tosciowy zaréwno dla badan patomechanizmoéw tego schorzenia, jak i dla
przedklinicznych ocen lekdw majacych hamowaé proces jaskrowej degenera-
cji siatkdwki.

1.3.2.3. Jaskra wywotana ekscytotoksycznoscia

Jednym z waznych mechanizméw biorgcych udziat w jaskrowym
uszkodzeniu RGC moze by¢ nadmierne pobudzenie receptoréw glutaminia-
nergicznych wywotujgce zjawisko ekscytotoksycznosci (tj. toksycznosci wy-
wotanej neurotransmiterem pobudzajacym). Ekscytotoksycznosé w siatkéwce
zwierzat doswiadczalnych mozna wywofaé poprzez podanie agonistéw jono-
tropowych receptorédw glutaminianergicznych. Skutkiem jest wzrost we-

wnatrzkomoérkowego poziomu wapnia prowadzacy do uposledzenia funkcji
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i $mierci meuronéw (Johnson i Tomarev 2010). Smier¢ komdrkowa wywotana
podaniem tych substancji jest — co prawda - ograniczona do wewnetrznej
czesci siatkowki, ale nie dotyczy tylko RGC - uszkodzone sg tez komorki
w obrebie INL (Sun i wsp. 2001). Nie obserwuje sie jednak znaczacej dege-
neracji komoérek w warstwie ONL - prawdopodobnie ekspresja receptoréw dla
glutaminianu jest na komoérkach fotoreceptorowych na zbyt niskim poziomie
(Yang 2004).

Stosowano rézne schematy podawania i rézne dawki ekscytotoksycz-
nych substancji. Wielokrotne podawanie niskich dawek glutaminianu do ciata
szklistego (2,5 nmola dziennie przez pie¢ dni) powodowato Smier¢ 42% RGC
W przeciggu nastepnych trzech miesiecy (Vorwerk i wsp. 1996). Czesciej sto-
sowane byly modele polegajace na doszklistkowym podaniu pojedynczej
wiekszej dawki (20-200 nmol) glutaminianu, NMDA lub kwasu kainowego.
Neurodegeneracje obserwowano woéwczas juz po godzinie od wstrzykniecia
(Li i wsp. 2002). Manabe i Lipton (2003) pokazali, ze optymalne jest jednora-
zowe doszklistkowe podanie 20 nmoli NMDA - gdyz prowadzi to do powta-
rzalnej i znacznej (po jednym dniu wymierato ok. 80% komérek) utraty RGC.
Podawanie wiekszych dawek NMDA nie powodowato znaczaco wiekszej utraty
RGC.

1.3.3. Mechanizmy wybidrczej smierci komorek zwojowych w jaskrze

Jaskrowa neuropatia wzrokowa jest czesto procesem trwajacym wiele
lat, @ mechanizmy $mierci RGC wydajg sie by¢ wieloczynnikowe. Do czynni-
kéw ryzyka jaskry nalezg wysokie IOP, podeszty wiek i zachorowania na ja-
skre u krewnych I-go stopnia (Farkas i Grosskreutz 2001; Leske i wsp.
1995).

Historycznie dwie hipotezy dotyczace patogenezy jaskry to mechanicz-
na i naczyniowa (Flammer i wsp. 2002). Zgodnie z hipotezg mechaniczng
przyczyng jaskry jest uszkodzenie nerwu wzrokowego i/lub tarczy nerwu
wzrokowego powodowane przez wysokie IOP (lub, by¢ moze, przez podwyz-
szony gradient IOP-ICP). Zgodnie z hipoteza naczyniowg uszkodzenie RGC
i/lub tarczy nerwu wzrokowego nastepuje w wyniku niedokrwienia siatkéwki
i/lub nerwu wzrokowego spowodowanego zmniejszeniem przeptywu krwi

przez siatkdwke. Zadna z tych hipotez nie precyzuje jednak mechanizmdéw
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prowadzacych do wybidrczej smierci RGC bedacej istotg procesu neurodege-
neracji jaskrowej. Obecnie, przede wszystkim na podstawie wynikow badan
wykonanych na zwierzecych modelach jaskry, wskazuje sie na mozliwy udziat
wielu mechanizméw, z ktérych najwazniejsze s omdéwione ponizej.

Odrebnym pytaniem jest kwestia sposobu umierania RGC w jaskrze.
Dwa gtdowne rodzaje $mierci komdrkowej to $mier¢ nekrotyczna - chaotyczny
rozpad komorki o szybkim przebiegu, nastepujacy w wyniku znacznego jej
uszkodzenia - i apoptotyczna — umieranie przebiegajgce wolniej, wymagajace
uruchomienia specyficznych mechanizméw komoérkowych (aktywacji endonu-
kleaz, i in.), uporzadkowane i podlegajace regulacji'. Odpowiedz na pytanie,
jaka $miercig umierajg RGC w przebiegu jaskry, moze by¢ istotna - bowiem
jesli umierajg one na drodze apoptozy, to - jak sie wydaje — mozna podej-
mowac proby farmakologicznego zatrzymania tego procesu.

Oznaki $mierci apoptotycznej zaobserwowano w niektérych modelach
zwierzecych jaskry — np. po przecieciu nerwu wzrokowego u szczuréow, kréli-
kéw i matp (Garcia-Valenzuela i wsp. 1994). W modelu jaskry dziedzicznej
przebiegajgcej spontanicznie (u myszy DBA/2]) apoptoze komoérek zwojo-
wych obserwowano od poczatku procesu, a obrazy nekrozy RGC pojawiaty sie
dopiero w péznym stadium choroby (Schuettauf i wsp. 2004). Ustalenie, czy
procesy apoptotycznej $mierci RGC zachodzg tez w oczach pacjentéw do-
tknietych jaskrg jest znacznie trudniejszym zadaniem, ale pewne obserwacje
wskazuja, ze apoptoza odgrywa istotng role w wybidrczej smierci komodrek
zwojowych u ludzi (Kerrigan i wsp. 1997; Okisaka i wsp. 1997; Tatton i wsp.
2001).

1.3.3.1. Rola stresu oksydacyjnego

Uwaza sie, ze jednym z gtdwnych mechanizméw prowadzacych do
uszkodzenia RGC w jaskrze jest stres oksydacyjny (Kumar i Agarwal 2007).
Stres oksydacyjny w tkankach jest wynikiem nadmiernej produkcji (gtéwnie

w mitochondriach, ale tez w btonach komdrkowych, por. rozdz. 1.2) i/lub

1 Obecnie wielu autoréw opowiada sie jednak za koncepcjg tzw. kontinuum nekro-
tyczno-apoptotycznego. Wedtug niej w smieré¢ komdrek zaangazowane sg zaréwno
mechanizmy nekrotyczne, jak i apoptotyczne, a to, ktory z mechanizmow przewaza,
zalezy od nasilenia i rodzaju uszkadzajgcego bodzca, a takze od stanu fizjologicznego
i stopnia dojrzatosci komorki (Formigli i wsp. 2004).
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niewystarczajgcego usuwania wolnych rodnikéw tlenowych i/lub azotowych.
Rodniki te sg produktem ubocznym normalnych proceséw komdrkowych,
a takze mogq pojawiac sie w wiekszych ilosciach w wyniku nadmiernego po-
budzenia receptoréw glutaminianergicznych. Nadmierny stres wolnorodniko-
wy moze zas powodowac apoptoze. Mechanizmy, w wyniku ktérych moze do-
chodzi¢ do nadmiernego stresu oksydacyjnego i za posrednictwem ktorych
moze on przyczynia¢ sie do $mierci komdrkowej zostaty zilustrowane na rys.
5.

I0P Niedokrwienie

Ekscytotoksycznos¢ Fotooksydacja

Stres oksydacyjny

YMMP OksDy,\cliZCJa
% Zmiana ekspresji - Modyfikacja
i modyfikacja biatek  lipidow
Uwolnienie Wpin

cytochromu ¢ na cykl kom.

Przezycie
komorki

Smieré
komorkowa

Rys. 5. Mozliwe mechanizmy indukcji i konsekwencje zwiekszonego stresu
oksydacyjnego. Stres oksydacyjny moze by¢ zwiekszony w wyniku zadziata-
nia wielu czynnikéw, ktére w konsekwencji moga doprowadzi¢ do $mierci ko-
morki. Wedtug Kumar i Agarwal (2007).

W wielu modelach zwierzecych jaskry zaobserwowano zwiekszony po-
ziom wskaznikéw stresu oksydacyjnego. Dla przykfadu, poziom dialdehydéw
malonowych (MDA, mierzonych najczesciej jako thiobarbituricacid-
reactivesubstances, TBARS) ktére sa wskaznikiem peroksydacji lipidow, byt
zwiekszony w siatkéwkach oczu z doswiadczalnie podwyzszonym IOP (Moreno

i wsp. 2004). Stwierdzono tez zwiekszony poziom grup karbonylowych
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w biatkach z siatkéwki (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego,
Hsp72, syntaza glutaminianowa). Najwiecej uszkodzonych oksydacyjnie bia-
tek znajdowato sie w INL (Tezel i wsp. 2005). Doswiadczalna jaskra wywoty-
wana podwyzszonym IOP wptywata tez na aktywnos¢ SOD, ktéra byta o po-
towe mniejsza w oczach ,jaskrowych” niz w oczach kontrolnych (Moreno
i wsp. 2004) - zmniejszenie aktywnos$ci SOD mogto wiec takze byc¢ przyczyng
stresu oksydacyjnego.

Wyniki doswiadczen na zwierzetach znalazty potwierdzenie w obserwa-
cjach prowadzonych na pacjentach. Poziom MDA byt ponad dwukrotnie wiek-
szy w cieczy wodnistej pobranej od pacjentéw z jaskrg otwartego kata niz od
zdrowych kontroli (Ghanem i wsp. 2010; Yildirim i wsp. 2005). Pacjenci z ja-
skrg otwartego kata mieli tez zwiekszony poziom oksydacyjnych uszko-
dzenDNA w komorkach siateczki beleczkowej, ktéry byt skorelowany z IOP i
ze stopniem zmniejszenia pola widzenia (Izzotti i wsp. 2003; Sacca i wsp.
2005). W cieczy wodnistej pobranej od pacjentéw z jaskra obnizony byt po-
ziom antyoksydantéw niskoczgsteczkowych - glutationu, askorbinianu i tyro-
zyny (Ferreira i wsp. 2004). Zwiekszona byta natomiast (inaczej niz u zwie-
rzat doswiadczalnych) aktywnos$¢ SOD, a takze innego enzymu antyoksyda-

cyjnego, peroksydazy glutationowej.

1.3.3.2. Rola zelaza

Zelazo w jest sktadnikiem wielu kluczowych dla zycia enzymdw (np. cy-
tochroméw a, b i ¢, reduktazy rybonukleotydowej). W siatkéwce zelazo jest
takze niezbedne do funkcjonowania kaskady fototransdukcji. Z drugiej stro-
ny, wolne kationy Fe?* to silny generator wolnych rodnikéw, gdyz katalizujq
konwersje nadtlenku wodoru do wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowe-
go (He i wsp. 2007). Dla prawidiowego funkcjonowania organizmu konieczne
jest skuteczne wigzanie wolnego zelaza. W warunkach fizjologicznych poziom
zelaza jest precyzyjnie regulowany (przeglad w pracy He i wsp. 2007). Prak-
tycznie cate nie-hemowe krgzace we krwi zelazo (III) jest zwigzane z transfe-
ryng, a zelazo (II) jest utleniane do zelaza (III) przez biatko ceruloplazmine.
Transferyna nie przechodzi przez bariere krew-siatkéwka, ale moze byc¢ inter-
nalizowana po zwigzaniu ze specyficznym receptorem. Zelazo wewnatrzko-

morkowe jest zas zwigzane przez biatko ferrytyne.
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Zelazo w organizmie jest akumulowane z wiekiem - gdyz jest wchia-
niane z pozywienia, ale poza menstruacjg nie jest wydalane (Hahn i wsp.
2006). Jest prawdopodobne, ze akumulacja zelaza odgrywa role w patogene-
zie chorob, dla ktérych czynnikiem ryzyka jest wiek, np. w réznych chorobach
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, Hunting-
tona (Davalos i wsp. 2000; Ke i Ming 2003; Millan i wsp. 2007; Riederer
i wsp. 1989). Akumulacja zelaza moze takze odgrywac role w patogenezie
retinopatii dla ktérych wiek jest czynnikiem ryzyka, tj. jaskry (He i wsp.
2007) i AMD (Wong i wsp. 2007). Niektdérzy autorzy sugerowali, ze obcigzenie
organizmu zelazem moze modelowac procesy zachodzace w starzejagcym sie
mozgu (Nagy i wsp. 1985).

Levin i Geszvain (Levin i Geszvain 1998) pokazali, ze zmiazdzenie ner-
wu wzrokowego powodowato zwiekszenie poziomu mRNAceruloplazminy
w obrebie INL i GCL. W matpim modelu jaskry wywotanej laserowq fotoko-
agulacjq siateczki beleczkowej zwiekszona byta ekspresja ceruloplazminy w
komodrkach Millera (Miyahara i wsp. 2003). Farkas i wsp. (2004) zaobsero-
wali zwiekszony poziom biatek zwigzanych z metabolizmem zelaza (ferrytyny,
ceruloplazminy i transferyny) w siatkéwkach pobranych z oczu matp z jaskrg
wywotang laserowq fotokoagulacjg siateczki beleczkowej w pordéwnaniu do
oczu kontrolnych. Zwiekszony poziom tych biatek zaobserwowali tez w oczach
pobranych od ludzi z jaskrg w stosunku do oczu pobranych od ludzi, u kté-
rych nie zdiagnozowano choroby oczu. Obserwacje te potwierdzajg mozliwosc

zaangazowania zelaza w procesy patologiczne w jaskrze.

1.3.3.3. Rola ekscytotoksycznosci

W 1957 roku odkryto, ze karmienie mtodych myszy glutaminianem so-
du powoduje uszkodzenie neurondéw w siatkdwce (Lucas i Newhouse 1957).
Ponad dekade pdzniej Olney (1969) rozszerzyt te obserwacje pokazujac, ze
rejony degeneracji neuronéw wywotanej glutaminianem pojawiajg sie w ca-
tym mébzgu. Zjawisko to nazwano ekscytotoksycznoscig, poniewaz jest zwig-
zane z nadmierng aktywacjq receptoréw dla glutaminianu, ktéry jest gtéw-
nym neuroprzekaznikiem pobudzajagcym w OUN.

Receptory glutaminianergiczne to zaréwno receptory jonotropowe (tzw.

bramkowane glutaminianem kanaty jonowe) - AMPA, NMDA i kainowy jak
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i metabotropowe (dziatajgce poprzez wtérne przekazniki wewngtrzkomérko-
we) - mGIluR. Neurotoksyczno$¢ spowodowana nadmierng aktywacjg recep-
toréw glutaminianergicznych jest zwigzana z naptywem jonéw wapnia do ko-
morki nerwowej, prowadzacym do wielu potencjalnie neurotoksycznych zda-
rzen. Nalezg do nich: aktywacja syntazy tlenku azotu i generowanie tlenku
azotu (NO®), aktywacja fosfolipazy A2 (skutkujgca przede wszystkim uszko-
dzeniem bton biologicznych), nadmierny wzrost stezenia wapnia w mitochon-
driach i zwiekszona produkcja anionorodnika ponadtlenkowego (O,"). NO°®
i O>° reagujg tworzac nadtlenoazotyn (ONOQY), silnie nitrujacy zwigzek, ktéry
uszkadza neurony w sposéb zalezny od dawki (Lipton i wsp. 1993).

Egzogenny glutaminian podany do ciata szklistego jest toksyczny dla
RGC (Lucas i Newhouse 1957; Quigley 1999). Podanie agonisty receptorow
glutaminianergicznych NMDA - N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) powoduje
wybidrczg $Smier¢ RGC (Nakazawa i wsp. 2005). Poziom glutaminianu w ciele
szklistym pacjentéw z jaskrg przechodzacych operacje zaémy jest wyzszy niz
w ciele szklistym z oczu pacjentéw bez jaskry; podobnie jaku matp z do-
Swiadczalng jaskra (Dreyer i wsp. 1996). Doniesiono takze o podwyzszonym
poziomie glutaminianu w spontanicznych chorobach przypominajacych jaskre
u pséw i przepiorek (Brooks i wsp. 1997; Dkhissi i wsp. 1999) oraz w cieczy
wodnistej, ale nie w ciele szklistym u szczuréw po PONC (Yoles i Schwartz
1998).

Nalezy jednak wspomnie¢, ze badania Honkanena i wsp. (2003) nie po-
twierdzity zwiekszonego poziomu glutaminianu w ciele szklistym u pacjentéw
z réoznymi typami jaskry, a wyniki Cartera-Dawsona i wsp. (2002) nie przy-
niosty potwierdzenia podwyzszonego poziomu glutaminianu w ciele szklistym
matp z eksperymentalng jaskra. Co wiecej, doniesienia o naduzyciach nauko-
wych jednego z kluczowych badaczy w tej dziedzinie wzbudzity dyskusje, czy
wiarygodne sg jego wczesniejsze doniesienia o podwyzszonym poziomie glu-
taminianu u pacjentow z jaskrg i w zwierzecym modelu jaskry (Lotery 2005).

Rola glutaminianu w etiologii jaskry jest wiec w dalszym ciggu niejasna.

1.3.3.4. Rola tlenku azotu

Tlenek azotu (NO°®) odgrywa istotng role w nitrozylacji i fragmentacji
DNA, ktore poprzedzaja apoptotyczng smieré komoérki. Nadmiar NO® produ-
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kowanego przez indukowalng izoforme enzymu syntazy tlenku azotu NOS-2
w astrocytach i mikrogleju w tarczy nerwu wzrokowego u pacjentéw z jaskrg
moze przyczyniac sie do neuropatii wzrokowej zwigzanej z chorobg (Neufeld
2004). U szczuréw zaréwno podwyzszone IOP jak i zapalenie oka stymulujq
ekspresje NOS-2, nitrozylacje biatek siatkowki i apoptoze komoérek siatkowki
(Aslan i wsp. 2006). Jednakze inne badania wskazujq, ze jaskrowa neuropatia
wzrokowa nie byfa zwigzana ze znaczacq zmiang w ekspresji NOS-2 w siat-

kéwce, tarczy nerwu wzrokowego czy nerwie wzrokowym (Pang i wsp. 2005).

1.3.4. Koncepcje leczenia jaskry,; leczenie neuroprotekcyjne

Wedtug Bautista (1999) neuroprotekcja to zbiorczy termin dla kazdego
podejscia terapeutycznego, ktérego celem jest spowalnianie badz zapobiega-
nie degeneracji neuronéw. Koncepcja neuroprotekcyjnego leczenia jaskry zo-
stata poparta przez szereg autoréow (Farkas i Grosskreutz 2001; Levin 2005;
Marcic i wsp. 2003). Niektdrzy pozostajg jednak sceptyczni zwracajgc uwage,
ze w innych chorobach neurodegeneracyjnych wyniki badan klinicznych byty
rozczarowujgce mimo zachecajacych wynikédw badan przedklinicznych
(Haefliger i wsp. 2000).

Obecne leczenie jaskry polega gtdwnie na obnizaniu IOP (Geringer
i Imami 2008). IOP mozna obnizac¢ farmakologicznie, podajac leki zwiekszaja-
ce odptyw cieczy wodnistej i/lub zmniejszajqce jej produkcje (beta-blokery
adrenergiczne takie jak timolol, bloker receptoréw alfa-2-adrenergiczncyh
brimonidyna, leki zwezajace zrenice - parasympatykomimetyki, pewne po-
chodne prostaglandyn, inhibitory anhydrazy weglanowej). W celu udroznienia
odptywu cieczywodnistej stosuje sie laseroterapie lub zabiegi chirurgiczne
takie jak wyciecie teczéwki lub trabekulektomie — wyciecie elementéw tkanek
w kacie przesgczania.

Niektére leki obnizajgce IOP przejawiajg wiasnosci neuroprotekcyjne
niezalezne od wptywu na IOP. Przykfadami sq betaksolol, ktéry posiada pew-
ng aktywnos$¢ blokera kanatdw wapniowych (Bautista 1999); timolol, ktory
aplikowany w postaci kropli zwiekszat przezycie RGC u myszy DBA/2]
(Schuettauf i wsp. 2002); neuroprotekcyjne dziatanie wykazywata takze bri-

monidyna w modelu uszkodzenia nerwu wzrokowego (Wheeler i wsp. 2003).
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Niestety dziatanie neuroprotekcyjne tych lekéw jest skromne i nie sg one po-
zbawione efektow ubocznych, niebezpiecznych szczegdlnie dla starszych pa-
cjentow. Dla przyktadu, podawany w postaci kropli do oczu betaksolol wptywa
na uktad naczyniowy i ptuca (Rait 1999), timolol moze wywotywa¢ bradykar-
die, brimonidyna suchos$¢ w ustach, bdle glowy i zmeczenie (Novack i wsp.
2002).

Wsréd kandydatéw na leki neuroprotekcyjne do stosowania w leczeniu
jaskry istotne miejsce zajmujg substancje ograniczajace stres wolnorodniko-
wy, wsrdd ktorych mozna wyrdzni¢ nastepujgce grupy:

e Zmiatacze wolnych rodnikéw (substancje szczegdlnie tatwo reagu-
jace z rodnikami i obnizajgce ich stezenie). Witaminy A i E wydajq sie
by¢ uzyteczne w usuwaniu wolnych rodnikéw w czasie neurodegenera-
cji siatkowki (Bartlett i Eperjesi 2004), chociaz nie ma klinicznych do-
wodow ich aktywnosci w zatrzymywaniu czy spowolnianiu jaskrowej
utraty RGC.

e Inhibitory enzymow generujacych ROS. Tlenek azotu (NO®) od-
grywa istotng role w nitrozylacji i fragmentacji DNA poprzedzajacych
apoptoze. Tak wiec dobrze tolerowany farmakologiczny inhibitor indu-
kowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) podawany doustnie bgdz miej-
scowo mogtby by¢ dobrym kandydatem na substancje neuroprotekcyj-
ng w leczeniu jaskry (Neufeld 2004).

e Chelatoryobnizajac stezenie wolnych jonéw metali mogg hamowac¢ ka-
talizowane przez Fe(II) reakcje pro-oksydacyjne (Fentona i Habera-
Weissa), w wyniku ktorych dochodzi do wytworzenia rodnika ponad-
tlenkowego i hydroksylowego.

Wiele innych lekéw neuroprotekcyjnych o réznych mechanizmach dzia-
tania jest potencjalnymi kandydatami do leczenia jaskry. Spore nadzieje wia-
zane sg z antagonistami NMDA, ktérehamujg nadmierng aktywacje recepto-
row NMDA i zapobiegajg nadmiernemu naptywowi wapnia do komadrki. Nieste-
ty niedawne wyniki badan klinicznych z uzyciem antagonisty NMDA meman-
tyny w leczeniu jaskry sg zniechecajgce (Osborne 2009). Wsréd potencjal-

nych substancji leczniczych mozna wymieni¢ CDP-choline i lit, ktédre w pofa-
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czeniu efektywnie zapobiegaty apoptotycznej smierci RGC w modelu PONC,
prawdopodobnie poprzez stymulowanie ekspresji antyapoptotycznego biatka
Bcl-2 (Schuettauf i wsp. 2006). Przyktadami mogg by¢ takze erytropoetyna
wykazujgca oprécz aktywnosci krwiotwoérczej takze silng aktywnos$é neuropro-
tekcyjng (Tsai i wsp. 2005) i nietoksyczny induktor biatek szoku cieplnego
Hsp70 geranylgeranylaceton (GGA; Ishii i wsp. 2003).

1.4. Starcze zwyrodnienie plamki

AMD jest przewlektg, postepujaca chorobg centralnej czesci siatkdowki,
zwykle rozpoczynajacq sie po 50. roku zycia. Objawia sie ona postepujacym
spadkiem ostrosci wzroku, szczegdlnie zauwazalnym przy czytaniu. Ponadto
wystepuje zamglenie widzenia, zmiana ksztattu obrazéw oraz krzywienie sie
linii prostych. Dochodzi do zaburzen w rozpoznawaniu barw, adaptacji do
ciemnosci oraz wrazliwosci na kontrast. Objawy mogg pozostac¢ niezauwazo-
ne, gdy dotycza tylko jednego oka, ale gdy choroba obejmie drugie oko, stajq
sie bardzo ucigzliwe dla pacjenta (Polaczek-Krupa i wsp. 2005).

Zmiany w AMD dotyczg fotoreceptoréw, komodrek barwnikowych, btony
Brucha i choriokapilar. AMD charakteryzuje sie wystepowaniem na dnie oka,
w okolicach plamki zéttej (miejsca na siatkdwce o najwiekszym zageszczeniu
czopkéw) biato-z6ttych ztogéow zwanych druzami. Sg to zewnagtrzkomérkowe
depozyty glikoprotein i lipidow w obrebie btony Brucha (Regillo i wsp. 2007).

Wyrdznia sie posta¢ zanikowg (suchg) i wysiekowg (mokrg) AMD.
W postaci suchej (ok. 90% przypadkéw) zmiany chorobowe zachodzg powoli,
w ciggu miesiecy lub lat. Klinicznym obrazem tej postaci AMD jest charakte-
rystyczny zanik PE, zwany zanikiem geograficznym. Charakteryzuje sie on
wystepowaniem mniej wiecej owalnych obszaréw hipopigmentacji. Poniewaz
komorki barwnikowe ,opiekujg sie” lezacymi pod nimi fotoreceptorami, ich
zanik prowadzi takze do zaniku fotoreceptoréw; w ciezkich przypadkach
zmiany mogq dotyczyc¢ takze OPL i INL (Borucka i Szaflik 2007). Wysiekowa
AMD, ktéra dotyczy ok. 10% pacjentdw charakteryzuje sie dramatycznym
przebiegiem — do znacznego uposledzenia widzenia moze dojs¢ w ciggu kilku
dni. Znacznie czesciej prowadzi tez do catkowitej utraty wzroku - 90% niewi-
domych z powodu AMD to chorzy z postacig wysiekowgq. Jej wyrdznikiem jest
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neowaskularyzacjapodsiatkéwkowa - powstajg podsiatkdwkowe btony ztozo-
ne z patologicznych naczyn, nastepuje surowicze lub krwotoczne odwarstwie-
nie nabtonka barwnikowego siatkdwki, uniesienie siatkéwki sensorycznej,
obrzek torbielowaty plamki, wylewy krwi, wysieki lipidowe, widkniste blizny.
W miare postepuchoroby na skutek wysiekéw i krwotokéw z nowoutworzo-
nych naczyn nastepuje degeneracja komérek barwnikowych i fotoreceptorow
(Polaczek-Krupa i wsp. 2005).

W postaci suchej moze dojs¢ do wystgpienia
neowaskularyzacjipodsiatkéwkowej i tym samym do przeksztatcenia w postac
mokra. Nie jest jednak do konca jasne, czy obie formy AMD - sucha i mokra
Sq jedng chorobg
o réznym przebiegu, czy tez dwoma réznymi chorobami o réznym pochodze-

niu i réznych patomechanizmach (Bird i wsp. 1995; Green 1999).

1.4.1. Modele zwierzece starczego zwyrodnienia plamki

Uzywanym od dawna modelem degeneracji siatkéwki mogacym od-
zwierciedla¢ uszkodzenia obserwowane w AMD jest uszkodzenie $wiattem
(Noell i wsp. 1966). W tym modelu degeneracja siatkowki przebiega w trzech
fazach (Marc i wsp. 2008). W pierwszej dochodzi do uszkodzenia zewnetrz-
nych segmentéw fotoreceptoréw i zmian architektury potgczen synaptycznych
(co czesto prowadzi do zerwania potgczen fotoreceptorow z komoérkami dwu-
biegunowymi jeszcze przed zanikiem tych pierwszych). W fazie drugiej dez-
organizacji ulega warstwa jadrowa zewnetrzna (ONL) - umierajg fotorecepto-
ry, a ich pozostatosci sq usuwane przy udziale mikrogleju. Pod koniec tej fazy
~rusztowanie” ONL zapada sie i powstaje twér zblizony do blizny astrocytar-
nej. W fazie trzeciej pozostate typy komoérek wytwarzajq ,btedne” (przypad-
kowe) potgczenia nerwowe. Dochodzi tez do migracji neuronéw poprzez war-
stwy siatkowki, zwtaszcza w poblizu hipertroficznych komérek Millera (Jones
i wsp. 2003).

Marc i wsp. (2008) sugerujg, ze model uszkodzenia Swiattem wierniej
niz modele transgeniczne odzwierciedla warunki patologiczne wystepujace
w zaawansowanej zanikowej postaci AMD. Jednak w modelu tym choroba
rozwija sie wzglednie szybko - zmiany pierwszej i drugiej fazy zachodzg w

ciggu tygodni od poczatkowego urazu. Stopien uszkodzenia w tym modelu
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zalezy od czasu ekspozycji na Swiatto, intensywnosci $wiatta, fazy rytmu oko-
todobowego (Vaughan i wsp. 2002) i rejonu siatkéwki (Vaughan i wsp. 2003).

Réwniez pewne genetycznie zmodyfikowane linie mysie (transgeniczne
lub knock-out) sa wykorzystywane jako modele zwierzece AMD (Rakoczy
i wsp. 2006). Myszy co prawda nie posiadajg plamki, ale w modelach tych
obserwowano kluczowe dla rozwoju AMD zmiany patologiczne - powstawanie
druz, pogrubienie btony Brucha, degeneracje siatkowki,
neowaskularyzacjepodsiatkéwkowg i zanik PE. Najwiekszym wyzwaniem w
tworzeniu transgenicznych modeli AMD jest odtworzenie chronologii postepéw
choroby - od akumulacji lipofuscyny poprzez rozwdj miekkich druzéw, zanik
PE i fotoreceptoréw az do neowaskularyzacjipodsiatkdwkowej.Niektore mode-
le przejawiajg niektdre oznaki wczesnego AMD, ale tylko nieliczne przejawiajq
postep do zaawansowanego suchego lub mokrego AMD (Rakoczy i wsp.
2006).

Innym modelem AMD mogg byc¢ zwierzeta o zmniejszonej aktywnosci
dysmutaz ponadtlenkowych. Myszy bedace nokautami pod wzgledem genu
dysmutazy ponadtlenkowej-1 (Sod1”") rozwijaly charakterystyczne dla AMD
patologie siatkéwki. Pojawiaty sie druzy, pogrubieniu ulegata btona Brucha,
obserwowano neowaskularyzacjepodsiatkéwkowg. Co wiecej, liczba druz
zwiekszata sie, gdy miode myszy eksponowano na intensywne S$wiatto
(Imamura i wsp. 2006). Podobne rezultaty uzyskano wyciszajgc za pomocq
rybozymu ekspresje SOD-2. Obserwowano zmniejszenie odpowiedzi w bada-
niu elektroretinograficznym (ERG), pogrubienie btony Brucha, degeneracje
komorek barwnikowych i fotoreceptoréw, zwiekszong autofluorescencje. Ob-
serwowano tez zwiekszong zawartos¢ skfadnikdéw lipofuscyny (Justilien i wsp.
2007).

Modelem AMD mogg by¢ tez zwierzeta ze zmutowanymi genami biatek
zwigzanych z uktadem odpornosciowym, np. Ccr2 lub Ccl2(biatko CCR2 to
receptor chemokiny CCL2, znajdowany na makrofagach; CCL2 natomiast od-
powiada za adhezje komérek odpornosciowych do naczyn krwionosnych).
U myszy bedacych nokautami pod wzgledem tych genéw (Ccr2”” lub Ccl27)
zmniejszona jest zawartos¢ makrofagéow w siatkdwce. W dziewigtym miesigcu
zycia obserwowane sg u nich druzy, akumulacja lipofuscyny, pogrubienie bto-

ny Brucha i zwiekszona liczba melanosomoéw, a w wieku 16-18 miesiecy roz-
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wija sie zanik geograficzny PE i neowaskularyzacjapodsiatkdwkowa (Ambati
i wsp. 2003).

1.4.2. Patogeneza starczego zwyrodnienia plamki

Uwaza sie, ze w patogeneze AMD zaangazowane sg cztery gtéwne pro-
cesy zachodzace w fotoreceptorach siatkowki i w ich bezposrednim otoczeniu
(Nowak 2006). Sq to: (1) lipofuscynogeneza oczna, (2) druzogeneza, (3) lo-
kalny proces ,para-zapalny” (ang.: parainflammatory) i (4) neowaskularyza-
cja siatkéwki.

Lipofuscynogenezaoczna to proces skutkujgcy gromadzeniem
w komorkach nabtonka barwnikowego siatkéwki lipofuscyny. Nazwg tg okre-
Sla sie zoéttobrgzowg substancje, ktérejwewnatrzlizosomalna akumulacja w
komorkach postmitotycznych uwazana jest za wskaznik starzenia sie (Jung
i wsp. 2007). Tworzenie lipofuscyny ocznej jest procesem zwigzanym z ciggtq
wymiang zewnetrznych fragmentéw fotoreceptoréw. Fragmenty te sg fagocy-
towane przez sgsiadujgce z fotoreceptorami komoérki nabtonka barwnikowego
- ale wraz z wiekiem, w wyniku ograniczonej aktywnosci lizosomalnych en-
zymoéw degradujacych, dochodzi do gromadzenia sie we wnetrzu fagolizoso-
mow nierozpuszczalnych ztogédw. Warto nadmieni¢, ze lipofuscyna oczna rézni
sie od lipofuscyny akumulowanej w innych starzejacych sie komérkach, gdyz
zawiera szczegllnie duzo skfadnikéw fotowrazliwych i cytotoksycznych
(Boulton i wsp. 2004).

Druzogeneza to proces odktadania sie pomiedzy warstwg komdérek
nabtonka barwnikowego a btong Brucha nierozpuszczalnych ztogéw biatkowo-
lipidowych zwanych druzami. Druzy tworzg sie przede wszystkim w czesci
centralnej siatkdwki, w okolicy plamki zéitej, co jest wigzane ze szczegdlnie
intensywnym stresem wolnorodnikowym w tej okolicy (Booij i wsp. 2010).

Lokalny proces para-zapalny w siatkdwce jest prawdopodobnie
tkankowa odpowiedzig adaptacyjng na lipofuscynogeneze oczng i druzogene-
ze. Jest to proces zapalny o niskiej intensywnosci - stanowi stadium posred-
nie pomiedzy rozwinietym stanem zapalnym zachodzacym z naciekami komé-
rek ukfadu odpornosciowego i prowadzacym do destrukcji tkanek a normalng
homeostazg tkankowa w ktérej nastepuje eliminacja umierajacych komaérek
na drodze ,niezapalnej” apoptozy (Xu i wsp. 2009).
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Neowaskularyzacja, do ktérej dochodzi w wysiekowej postaci AMD,
polega na tworzeniu naczyn wiosowatych tuz pod siatkdéwka w obszarze
plamki - czyli w miejscu, w ktérym naturalnie one nie wystepujg. Jest ona
skutkiem lokalnej czynnosciowej przewagi czynnikdw proangiogennych
(gtbwnie VEGF) nad czynnikami antyangiogennymi (takimi jak PEDF - czyn-
nik pochodzacy z nabtonka barwnikowego). Nowo tworzone wtosniczki pocho-
dza z naczynidwki i sg zazwyczaj kruche i nieszczelne, czego skutkiem sg wy-

sieki i krwotoki.

1.4.2.1. Rola wolnych rodnikdéw i ekspozycji na swiatto

Uwaza sie, ze jednym z gtdwnych mechanizméw prowadzacych do
uszkodzenia komérek barwnikowych i fotoreceptorowych siatkéwki w AMD
jest stres oksydacyjny. Moze on byc¢ zwigzany z silng akumulacjg lipofuscyny
w komodrkach barwnikowych; zawartos$¢ tej substancji osigga¢ w nich moze
do 19% objetosci cytoplazmy (Feeney-Burns i wsp. 1984). Wykazano, ze li-
pofuscyna w wyniku ekspozycji na Swiatto generuje ROS - anionorodnik po-
nadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenek wodoru i rodniki lipidowe (Boulton
i wsp. 1993; Gaillard i wsp. 1995; Rozanowska i wsp. 1995; Rozanowska
i wsp. 1998). Ich tempo powstawania jest zalezne od intensywnosci $wiatfa,
ale takze od dtugosci fali — Swiatto niebieskie (400-520 nm) powoduje wiek-
szq produkcje O,™* niz $wiatto czerwone (660-730 nm) lub biate.

Silne generowanie wolnych rodnikdw przez lipofuscyne pod wplywem
Swiatta o krétszej dtugosci fali moze wyjasniac zjawisko tzw. fotochemicznego
zatrucia siatkowki swiattem niebieskim (bluelight hazard) - uszkodzenia siat-
kéwki w wyniku przedtuzonej ekspozycji na $wiatto o dtugosci fali <550 nm
(Ham, Jr. i wsp. 1980). Uszkodzenie to dotyczy komodrek barwnikowych, a
spektrum uszkadzajgcego Swiatta jest zgodne ze spektrum absorpcji melani-
ny i lipofuscyny. Fotoreaktywno$¢ wyizolowanych z PE barwnikéw wzrasta
z wiekiem, co jest zwigzane gtéwnie z lipofuscyng (Rozanowska i wsp. 1995).
Obserwowana w AMD (zwitaszcza w postaci suchej AMD) akumulacja lipofu-
scyny moze miec silny zwigzek z powstawaniem zmian patologicznych.

Do siatkowki dociera jedynie cze$¢ widma promieniowania stoneczne-
go. Wiekszos$¢ promieniowania ultrafioletowego o dtugosci fali ponizej 295 nm

jest absorbowana przez rogéwke, a promieniowanie UVA (315-400 nm) i UVB



(280-315 nm) - przez soczewke. Cze$¢ promieniowania o dtugosci fali ponizej
400 nm (maksimum dtugosci fali 320 nm) dociera jednak do siatkowki
(Boettner i Wolter 1962).

Mechanizm uszkodzenia siatkéwki przez sSwiatto jest dwojakiego rodza-
ju. Uszkodzenie fotochemiczne klasy I powstaje w wyniku przedtuzonej eks-
pozycji na Swiatto o matej intensywnosci. Jest zwigzane przede wszystkim
z uszkodzeniem precikédw. Za ten rodzaj toksycznosci odpowiedzialna jest
absorpcja $wiatfa przez rodopsyne - fototoksyczne jest Swiatto o dtugosci fali
odpowiadajgcej maksimum absorpcji przez rodopsyne, a myszy z nokautem
genu rodopsyny nie przejawiaty wrazliwosci na ten rodzaj uszkodzenia
(Grimm i wsp. 2001).

Uszkodzenie fotochemiczne klasy II dotyczy uszkodzenia w wyniku
krotkiej (rzedu minut, godzin) ekspozycji na $wiatto o stosunkowo duzej in-
tensywnosci. Najbardziej uszkadzajgce jest Swiatto o krétkiej dtugosci fali
(400-500 nm), z maksimum 440 nm. U naczelnych uszkodzenie w wyniku
takiej ekspozycji dotyczy gtéwnie PE (Ham, Jr. i wsp. 1978). Ten rodzaj
uszkodzenia wydaje sie by¢ zwigzany z produkcjg wolnych rodnikéw - stopien
uszkodzenia siatkowki jest zalezny od stezenia tlenu, a podawanie antyoksy-
dantéw zmniejsza uszkodzenie (Tanito i wsp. 2007b; Yilmaz i wsp. 2007;
Zhou i wsp. 2008).

W ekspozycji na $wiatto dochodzi wiec do uszkodzenia zaréwno fotore-
ceptoréw jak i komérek barwnikowych. Rodzaj pierwotnego uszkodzenia zale-
zy od wielu czynnikdw - m.in. od intensywnosci Swiatta, czasu ekspozycji
i dlugosci fali. Niezaleznie jednak od tego, ktére komoérki ulegty pierwotnemu
uszkodzeniu, ze wzgledu na bliskie powigzania anatomiczne i metaboliczne
wtornie moze dojs¢ do uszkodzenia komdrek innego typu (Organisciak
i Vaughan 2009).

1.4.2.2. Rola uktadu odpornosciowego

Szereg obserwacji wskazuje na role uktadu odpornosciowego w rozwo-
ju AMD. M.in. w obu formach AMD - suchej i wysiekowej zaobserwowano
obecnos$¢ makrofagdéw i aktywowanego mikrogleju (Dastgheib i Green 1994;
Gupta i wsp. 2003). W AMD zaangazowany jest ukfaddopetniacza. Sktadniki

uktadu dopetniacza lokalizowano w druzach, komérkach barwnikowych i bto-
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nie Brucha (Crabb i wsp. 2002; Johnson i wsp. 2001; Nozaki i wsp. 2006).
Obecnos¢ makrofagéw i powigzanych z nimi komodrek olbrzymich zostata wy-
kazana w oczach pacjentéw z AMD, a zwilaszcza w rejonach zaniku PE, uszko-
dzenia btony Brucha czy neowaskularyzacjipodsiatkéwkowej (Dastgheib
i Green 1994; Grossniklaus i wsp. 2002). Makrofagi wykazujg ekspresje pro-
angiogennego czynnika VEGF i w ten sposdob mogq indukowad
neowaskularyzacjepodsiatkéwkowg (Grossniklaus i wsp. 2002). Nie jest jed-
nak do konca jasne, czy akumulacja makrofagéw jest czynnikiem wzmagajag-
cym rozwdj AMD, czy tez przeciwnie - jest wynikiem adaptacji powstatej w
wyniku akumulacji patologicznych depozytéw i uszkodzenia tkanki zwigzane-
go z AMD (Patel i Chan 2008). Dane pochodzace z modeli zwierzecych wyko-
rzystujacych laserowo wywotang neowaskularyzacjepodsiatkéwkowg sq
sprzeczne - jedne wskazujg na szkodliwg role makrofagdw - zmniejszanie ich
aktywacji zmniejszato neowaskularyzacje po indukcji laserowej (Espinosa-
Heidmann

i wsp. 2003; Sakurai i wsp. 2003), inne wskazujg na ich role protekcyjng -
zwiekszenie ich rekrutacji zmniejszato neowaskularyzacje po indukcji lasero-
wej (Apte i wsp. 2006). By¢ moze makrofagi petnig podwdjng role - ,prze-
ciwzapalne” makrofagi usuwajg druzy i inne depozyty, a makrofagi ,proza-
palne” indukujg uszkodzenie tkanki.

1.4.3. Perspektywy leczenia starczego zwyrodnienia plamki

Nie jest obecnie znane skuteczne leczenie zanikowej postaci AMD
(Cook i wsp. 2008). Dobre rezultaty uzyskuje sie natomiast w leczeniu wysie-
kowej postaci AMD stosujac terapie antyangiogenna. W uzyciu sg trzy prepa-
raty o dziataniu antyangiogennym - Avastin, Macugen i Lucentis. Leki te po-
dawane sg doszklistkowo. Avastin (bevacizumab) to kompletne przeciwciato
monoklonalne przeciwko VEGF-A. Lucentis (ranibizumab) to fragment prze-
ciwciata monoklonalnego przeciwko VEGF-A. Macugen (pegaptanib) to pegy-
lowany oligonukleotyd, ktéry wigze sie z VEGF;¢4 0graniczajac wigzanie VEGF
z jego receptorem. W trakcie badan klinicznych s tez inne substancje o dzia-
taniu antyangiogennym (Andreoli i Miller 2007). Stosowane sg tez inne meto-
dy leczenia wysiekowego AMD - terapia laserowa i fotodynamiczna, ale tracq

one obecnie na znaczeniu (Cook i wsp. 2008).
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Koncepcja neuroprotekcyjnej terapii AMD jest mniej popularna niz kon-

cepcja neuroprotekcyjnego leczenia jaskry, ale prace prezentujgce takie po-

dejscie mozna znalezé w literaturze (Fawcett i Osborne 2007; Petrukhin
2007; Vojnikovic i Spanjol 2007; Zhang i Osborne 2006). Wsréd kandytatow

na neuroprotektanty warto wymienié¢ substancje ograniczajace (posrednio lub

bezposrednio) stres wolnorodnikowy::

Zmiatacze wolnych rodnikéw. Dane grupy AREDS (2001) wskazuja,
ze ,koktail” antyoksydantéw - witaminy A, E, B-karotenu i cynku ogra-
niczat postep zanikowego AMD w badaniach klinicznych. Pézniejsza
metaanaliza i przeglad systematyczny potwierdzity korzysci ptynace
z podawania takiej kombinacji antyoksydantéw, ale sugerowano
ostroznos¢ ze wzgledu na mozliwe skutki uboczne takiej suplementacji
(Evans 2008). Przedmiotem trwajacych obecnie badan AREDS 2 sg
barwniki plamki - luteina i zeaksantyna w potgczeniu wielonienasyco-
nymi kwasami ttuszczowymi omega-3 (Petrukhin 2007). Protekcyjne
dziatanie w modelu uszkodzenia $wiattem wykazywat fenylo-N-tert-
butylonitron (PBN); jest to substancja o wtasnosciach putapki spinowej,
ktéra moze reagowac z krotko zyjgcymi wolnymi rodnikami tworzac
bardziej trwate rodniki wykrywalne przy pomocy elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (electronparamagneticresonance, EPR;
Ranchon i wsp. 2001).

Inhibitory enzymow generujacych ROS/RNS. Ester metylowy NG-
nitro-L-argininy (L-NAME) - inhibitor syntazy tlenku azotu (NOS) dzia-
tat protekcyjnie w szczurzym modelu uszkodzenia $wiattem (Goureau
i wsp. 1993).

Chelatorywychwytujgce jony zelaza mogg hamowa¢ reakcje generuja-

ce rodniki hydroksylowe (Fentona i Habera-Weissa).

Sposrod innych koncepcji neuroprotekcyjnego leczenia AMD wspomnieé

nalezy zwitaszcza o lekach przeciwzapalnych blokujacych alternatywng droge

aktywacji dopetniacza (RNAI, specyficzne przeciwciata; Petrukhin 2007). Inte-

resujace s tez substancje hamujace nagromadzanie sie lipofuscyny poprzez

hamowanie cyklu wzrokowego. W ten sposdb dziata nietoksyczny syntetyczny

retinoid - fenretynid. Obnizat on stezenie skfadnika lipofuscyny A2E u myszy
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Abca4” (Radu i wsp. 2005). Obecnie jest on testowany w fazie II badan kli-
nicznych (Petrukhin 2007).

1.5. Tempol i jego pochodne jako potencjalne leki retinoprotekcyjne

Tempol zostat wynaleziony w latach 60-tych XX wieku w ramach woj-
skowego programu poszukiwania substancji o dziataniu radioprotekcyjnym,
ktére zapobiegatyby rozwojowi choroby popromiennej. Okazat sie on substan-
cja o wielostronnej aktywnosci biologicznej. Uwaza sie, ze jest to zwigzane z

jego aktywnoscig katalityczng, podobng do aktywnosci SOD.
1.5.1. Wtasciwosci fizykochemiczne tempolu

Tempol (4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-N-oksyl, rys. 9) to
niskoczasteczkowy (masa czasteczkowa 172 g/mol) stabilny rodnik nitroksy-
lowy. W temperaturze pokojowej ma forme pomaranczowych jednoskosnych
krysztatdw o gestosci 1,187 g/cm3. Temperatura topnienia wynosi 70-72°C.
tatwo rozpuszcza sie zarbwno w wodzie, jak i w ttuszczach (jest substancjg
amfifilowq). Tempol jest substancjg paramagnetyczng (czyli podlegajacq ma-
ghetyzacji w zewnetrznym polu magnetycznym w kierunku zgodnym z kie-
runkiem tego pola) i jest zrédtem sygnatu w spektroskopii EPR i w jadrowym
rezonansie magnetycznym (nuclearmagneticresonance, NMR). Maksimum
absorbcji w spektroskopii w zakresie widzialnym i ultrafiolecie (UV/VIS) jest

rejestrowane przy dtugosci fali 240 nm (Reaxys 2011).

1.5.2. Aktywnos$¢ chemiczna i potencjalny ~mechanizm  dziatania
farmakologicznego tempolu

Charakterystyczng cechg tempolu jest wysoka zdolnos$¢ reakcji z wol-

nymi rodnikami. Mozna je podzieli¢ na dwa typy (Wilcox i Pearlman 2008):

- reakcje, w ktérych tempol jest ,,zmiataczem” wolnych rodnikéw
- w wyniku reakcji z wolnymi rodnikami jest ,zuzywany”, tj.

przeksztatcany w inng substancje;



- reakcje, w ktérych tempol jest katalizatorem przeksztatcania
wolnych rodnikéw w mniej reaktywne substancje (jest ,katali-
tycznym antyoksydantem”), a wiec dziata podobnie do enzymu

antyoksydacyjnego.

Przypuszczalnie najwazniejszg dla farmakologicznej aktywnosci tempo-
lu jest reakcja z anionorodnikiem ponadtlenkowym, w ktoérej dziata on jako
katalityczny antyoksydant — mimetyk SOD (rys. 6). Co prawda wyniki uzy-
skane za pomocg techniki zatrzymanego przeptywu (stopped-flow) sugerowa-
ty, ze nitroksydy wymiatajg rodniki O, (Weiss i wsp. 1993), ale Krishna
i wsp. (1996) wskazali, ze stezenia rodnika i tempolu byty w tym ekspery-
mencie dalekie od tych, jakie mozna obserwowaé w organizmie; uzywajac
spektroskopii elektronowego rezonansu magnetycznego (electronparamagne-
ticresonance, EPR) autorzy ci w swoim uktadzie doswiadczalnym zaobserwo-

wali, ze nitroksydy poddawane dziataniu generatora O, nie ulegajq ,zuzy-
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Rys. 6. Reakcja tempolu z rodnikiem ponadtlenkowym.

Natomiast wobec rodnika hydroksylowego tempol dziata¢ moze jako
zuzywalny zmiatacz. Tempol zmiata rodnik hydroksylowy w reakcjach, w kto6-
rych powstaje tempon lub hydroksylamina tempolu (rys. 7; Saito i wsp.
2003). Preferowana jest reakcja, w ktorej powstaje hydroksylamina, a reak-
cja w pozycji 4’ pierscienia piperydynowego (tworzenie temponu) odpowiada
za ok. 1/10 zmiatajacej aktywnosci tempolu w stosunku do rodnika hydroksy-

lowego (Kudo i wsp. 2008).
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Rys. 7. Mozliwe reakcje tempolu z rodnikiem hydroksylowym. (A) Reakcja
z wytworzeniem hydroksylaminy tempolu. (B) Reakcja w pozycji 4’ z wytwo-
rzeniem temponu.

Ponadto tempol utlenia Fe?* do Fe3* (wykazuje aktywnos$é ferroksyda-
zy) i w ten sposdb ogranicza powstawanie rodnika hydroksylowego (Samuni
i wsp. 1991). Nitroksydy takze metabolizujg lub zapobiegajg wytwarzaniu
tlenu singletowego, rodnikéw peroksylowych, anionu nitroksylowego, nadtle-
noazotynu, dwutlenku azotu, produktéw peroksydaciji lipidow i fosfolipidéw
(Wilcox i Pearlman 2008).

W literaturze mozna znalez¢ sprzeczne doniesienia dotyczace zdolnosci
tempolu do katalizowania rozktadu nadtlenku wodoru (tj. posiadania aktyw-
nosci katalazy). Niektorzy uwazaja, ze tempol, w przeciwienstwie do niekto-
rych innych mimetykéw SOD, jak np. tzw. zwigzki salenowe (EUK-8 i EUK-
134), nie wykazuje aktywnosci katalazy. Z tego wzgledu podawanie tempolu
miatoby prowadzi¢ do zwiekszenia produkcji nadtlenku wodoru i w pewnych
warunkach byc¢ szkodliwe (Asaba i wsp. 2007). Inni autorzy twierdza jednak,
ze tempol posiada aktywnos$c¢ katalazy. Dowodem ma by¢ zapobieganie przez
tempol niektdrym uszkodzeniom komoérek wywotywanym nadtlenkiem wodo-
ru, np. hemolizie erytrocytéw (Li i wsp. 2006). Co prawda inkubacja mysich
komorek srédbtonka z tempolem powodowata przejsSciowe zwiekszenie steze-
nia H,O,, ale w wyniku dtuzszej inkubacji poziom H,O, obnizat sie, co autorzy
interpretowali jako wynik aktywnosci katalazo-podobnej tempolu (Chen i wsp.

2007). Jest takze mozliwe, ze tempol nie zmiata bezposrednio
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H,0,(Simonsen i wsp. 2009), a jego protekcyjne wiasciwosci w wyzej wspo-
mnianych modelach dos$wiadczalnych wynikajg z degradacji rodnika hydrok-

sylowego.

1.5.3. Aktywnos¢ farmakologiczna tempolu i hydroksylaminy tempolu

W wielu modelach doswiadczalnych tempol wykazywat wtasnosci cyto-
protekcyjne i korzystnie wptywat na komoérki i organizmy. Dla przyktadu, do-
brze udokumentowano jego wtasnosci radioprotekcyjnie zaréwno in vitro
(Xavier i wsp. 2002) jak i in vivo (Hahn i wsp. 1992). Tempol dziatat tez
przeciwnowotworowo (Gariboldi i wsp. 2003; Mitchell i wsp. 2003), a w zwie-
rzecych modelach nadcisnienia tetniczego obnizat cisnienie krwi (Wilcox
i Pearlman 2008).

Tempol chronit rowniez komérki nerwowe przed uszkodzeniem w wyni-
ku hipoksji, urazu czy ekspozycji na toksyczne substancje. Substancja ta
dziatata protekcyjnie w modelach ischemii/reperfuzji, np. chronita mdzg przed
skutkami zaci$niecia tetnicy $rodkowej médzgu (Rak i wsp. 2000). Tempol
dziatat ochronnie w modelach urazowego uszkodzenia moézgu i rdzenia kre-
gowego (Hillard i wsp. 2004; Zhang i wsp. 1998). Dziatat takze protekcyjnie
w modelach chordb neurodegeneracyjnych, m. in. w mysim modelu choroby
Parkinsona (Liang i wsp. 2005). Wilcox i wsp. (2010) wskazujg jednak, ze
obnizanie ci$nienia krwi przez tempol moze ograniczac korzysci z jego stoso-
wania w tych modelach.

Niewiele wiadomo na temat aktywnosci tempolu w chorobach oczu. Jak
dotad okazat sie on skuteczny w modelu zapaleniu naczyniéwki oka (Zamir
i wsp. 1999) i chronit komdrki soczewki oka przed uszkodzeniem w wyniku
ekspozycji na nadtlenek wodoru (Reddan i wsp. 1993), a ponadto chronit ko-
morki RGC w pierwotnej hodowli przed toksycznymi skutkami hipoksji i eks-
pozycji na TNFa (Tezel i Yang 2004). Tempol dziatat réwniez protekcyjnie w
modelu toksycznosci NMDA (El Remessy i wsp. 2003). W doswiadczeniu tym
szczurom szczepu Sprague-Dawley podawano doszklistkowo NMDA (2 pl 100
mM roztworu) réwnoczesnie z roztworem tempolu (0,4 mg/oko) lub z nosni-
kiem. Podawanie tempolu zmniejszato liczbe TUNEL-pozytywnych komorek
w preparatach siatkdwek i intensywnos$¢ barwienia na obecnos$¢ nitrotyrozy-

ny. Ponadto Wang i wsp. (1995) pokazali protekcyjne dziatanie tempolu



Wstep 47

w modelu uszkodzenia siatkéwki swiattem u albinotycznych szczuréw szczepu
Lewis; wyrazato sie ono zmniejszeniem wywotanych ekspozycjq na $wiatto

zmian w grubosci warstw siatkowki.

Jedyne przeprowadzone dotad badania kliniczne tempolu dotyczyty wy-
korzystania jego aktywnosci radioprotekcyjnej. W badaniach klinicznych I fa-
zy stwierdzono, ze podawanie roztworu tempolu miejscowo na skére zapo-
biegato tysieniu wywotanemu przez radioterapie mozgu (Metz i wsp. 2004).

Z punktu widzenia mozliwosci klinicznego zastosowania wada tempolu
jest stosunkowo niski indeks terapeutyczny (niewielka réznica dawek wywotu-
jacych efekty terapeutyczne i toksyczne). U myszy wartos$¢ LDsy po podaniu
dootrzewnowym wynosi 341 mg/kg (Hahn i wsp. 1992), podczas gdy u nie-
uspionych $win wietnamskich dawka 100 mg/kg prowadzita do wystgpienia
napadu padaczkowego typu grand mal. Obserwowano rowniez inne efekty
toksyczne, jak pobudzenie, odmowa przyjmowania pokarmu, $pigczka,
drgawki, obnizone cisnienie krwi, tachykardia. Obnizone cisnienie krwi byto
obserwowane juz po podaniu dawek tempolu tak niskich jak 25 mg/kg i po-
jawiato sie 5-10 min po podaniu. Zaraz potem wystepowata tachykardia (co
moze by¢ interpretowane jako odruchowa odpowiedz serca na obnizone ci-
$nienie). Ponadto stwierdzono podwyzszenie temperatury powierzchni skoéry.
Zwrdcono takze uwage, ze w wysokich stezeniach - rzedu 10“-102 M tempol
moze dziata¢ pro-oksydacyjnie (Offer i wsp. 2000).

Aktywny farmakologicznie jest takze produkt metabolicznej przemiany
tempolu - hydroksylamina tempolu (tempol-H). Substancja ta dziatata
protekcyjnie w modelu uszkodzenia siatkdwki $wiattem u szczura (Tanito
i wsp. 2007b). Podobne wyniki uzyskano na linii komérek barwnikowych siat-
kowki ARPE-19, ktére akumulowaty sktadnik lipofuscyny A2E. W uktadzie
bezkomdérkowym tempol-H inaktywowat tlen singletowy (Zhou i wsp. 2008).
Tempol-H chronit takze przed wywotanym H,0, zmetnieniem soczewki
(Zigler, Jr. i wsp. 2003).

Metabolizowana do tempolu-H pochodna tempolu OT-551 (chlorowodo-
rek 1-hydroksy-4-cyklopropanokarbonyloksy-2,2,6,6-tetrametylopiperidiny)

chronita czesciowo siatkéwke w szczurzym modelu uszkodzenia sSwiattem



(Tanito i wsp. 2007b; Tanito i wsp. 2010). Niedawno zakoriczone badania kli-
niczne II fazy na pacjentach z zanikowym AMD nie potwierdzity jednak jego
skutecznosci (Wong i wsp. 2010).

Tempol-H ma podobng do tempolu toksycznos$é — podawany dootrzew-
nowo myszom w dawce do 325 mg/kg nie wywotywat efektu letalnego (Hahn
i wsp. 2000). 30% S$miertelno$¢ odnotowano po podaniu tempolu-H w dawce
350 mg/kg. Obserwowane efekty uboczne byty podobne jak w przypadku
tempolu, m.in. niepokdj ruchowy i drgawki.

1.5.4. Biodystrybucja

Nitroksydy moga by¢ wykrywane metodgq NMR, badz EPR. Po podaniu
dozylnym u myszy czas potowicznego zaniku tempolu we krwi wynosi
1,0+£0,2 min, a po podaniu podskérnym 5,0+0,5 min (Kuppusamy i wsp.
1998). Gdy mierzone jest catkowite stezenie tempolu i jego zredukowanej
formy, czas péttrwania we krwi jest znacznie dtuzszy i wynosi u myszy po
podaniu dootrzewnowym ok. 50 min (Hahn i wsp. 1992). Czas péitrwania
tempolu w tkankach jest zmienny i zalezy od ich statusu redoks (Wilcox
i Pearlman 2008).

W obu przypadkach sygnaty rezonansowe zanikajg po redukcji nitrok-
sydu do diamagnetycznej hydroksylaminy (rys. 8; Wilcox i Pearlman 2008;
Swartz i wsp. 2007). Jest to reakcja odwracalna, w jej wyniku dochodzi do
ustalenia réwnowagi miedzy tempolem a tempolem-H, a réwnowaga ta jest
zalezna od stanu redoks tkanki. Przeksztatcenie tempolu w tempol-H dokonu-
je sie gtdwnie w mikrosomach hepatocytéw i jest zalezne od cytochromu c
i NADPH (Iannone i wsp. 1989a; Iannone i wsp. 1989b). Tempol moze by¢
takze redukowany przez grupy sulfhydrylowe biatek (Couet i wsp. 1985),
reszty tyrozynowe biatek (Simonsen i wsp. 2009) i kwas askorbinowy (Keana
i wsp. 1987). Zredukowany tempol jest dalej metabolizowany i/lub wydalany.

Nitroksydy, w tym tempol, nie wigzg sie w sposdb znaczacy z biatkami
osocza krwi (Okajo i wsp. 2006). Tempol przenika przez bariere krew-médzg,
co wykazano niedawno przy pomocy obrazowania rezonansu magnetycznego
(Davis i wsp. 2011). Penetruje tez do tkanek oka (Zamir i wsp. 1999). Po-
niewaz tempol fatwo przenika przez btony biologiczne moze dziata¢ zaréwno

zewnatrz- jak i wewngtrzkomédrkowo.
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Rys. 8. Utleniona i zredukowane formy nitroksydu i ich przemiany. Wedtug
Soule i wsp. (2007).

Tempol jest wszechstronnie dziatajacym, tatwo penetrujacym btony
biologiczne antyoksydantem, ktéry okazat sie dziata¢ protekcyjnie w wielu
zwierzecych modelach chordb, w tym schorzen oka i siatkowki. Jego wadq
jednak jest krotki czas poéttrwania w organizmie i konieczno$¢ stosowania da-
wek zblizonych do toksycznych. Do$¢ powazne sg tez skutki uboczne. W celu
zmniejszenia ryzyka dziatan niepozadanych poszukuje sie pochodnych tempo-

lu, ktére dziata¢ bedq w mniejszych dawkach i/lub bedg lepiej tolerowane.

Modyfikacjgq mogaca spotegowac aktywnos¢ cytoprotekcyjng tempolu
moze byc¢ dotgczenie ,molekuty adresowej”, ktéra skieruje jego czasteczki do
miejsc, w ktérych intensywnie wytwarzane sg wolne rodniki. Znanym rozwia-
zaniem tego rodzaju sg koniugaty tempolu ,adresowane” do mitochondridow
poprzez pofaczenie z fragmentem cyklicznego antybiotyku hemigramicydyny,
o wysokim powinowactwie do bton bakteryjnych i réwniez mitochondrialnych
(Fink i wsp. 2007). Jak juz wspomniano, wolne rodniki mogg jednak by¢ wy-
twarzane nie tylko w mitochondriach, ale takze w btonach komodrkowych,
w zwigzku z funkcjonowaniem PMOR. Z tego wzgledu wysuneliSmy przypusz-
czenie, ze neuroprotekcyjng skutecznos$¢ tempolu mozna wzmocnié przez do-
taczenie lipofilnych ,molekut adresowych”, ktérych obecnos$¢ zwiekszy

wzgledne stezenie tej substancji we frakcji blonowej.
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1.6. Podsumowanie

Wiele danych pozyskanych z obserwacji wykonanych na pacjentach
i z doswiadczen wykorzystujacych modele zwierzece pozwala przypuszczaé,
ze w patogenezie najwazniejszych choréb neurodegeneracyjnych siatkéwki —
jaskry i AMD - istotng role odgrywajga endogenne wolne rodniki. Kaskade re-
akcji wolnorodnikowych rozpoczyna anionorodnik ponadtlenkowy, a pierw-
szym krokiem w jego detoksykacji jest dysmutacja katalizowana przez enzy-
my SOD. Anionorodnik ponadtlenkowy charakteryzuje sie duza toksycznoscia,
totez jego inaktywacja moze przynosi¢ korzysci terapeutyczne.

Anionorodnik ponadtlenkowy jest szczegodlnie szkodliwy dla fazy lipido-
wej, a gtdbwne enzymy generujgce O,°zwigzane sg z btonami. Z tych wzgle-
dow oczekiwaé mozna, ze lipofilne pochodne tempolu beda bardziej skutecz-
ne w zastosowaniach neuroprotekcyjnych od substancji macierzystej (tempo-
u).
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2. Cele pracy

1)

2)

scharakteryzowanie nowozsyntetyzowanych estrow tempolu
pod wzgledem fizykochemicznym - wyznaczenie ich lipofilnosci,
zbadanie oddziatywan z modelowymi btonami lipidowymi, oraz wyzna-
czenie widm EPR dla potwierdzenia ich charakteru wolnorodnikowego

i wiasnosci katalitycznych.

zbadanie aktywnosci retinoprotekcyjnej tempolu i jego estrow
w modelach dwéch chordb degeneracyjnych siatkéwki: jaskry i AMD.
Jako modele jaskry wykorzystane zostaty: (1) czesSciowe zmiaz-
dzenie nerwu wzrokowego, ktdre prowadzi do wybidrczej Smierci
RGC (w modelu tym aktywnosS¢ neuroprotekcyjng badanych sub-
stancji ocenia sie na podstawie ich zdolnosci do ograniczania utraty
komérek zwojowych siatkdwki); (2) modyfikacja tego modelu po-
legajacq na dodatkowym obcigzeniu ustroju zelazem(co moze by¢
modelem starzenia sie); (3) doszklistkowe podanie NMDA bedace
modelem ekscytotoksycznosci glutaminianu w patogenezie jaskry.
Jako model AMD wykorzystano uszkodzenie fotoreceptoréw silnym

Swiattem.
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3. Materiat i metody

3.1. Substancje i odczynniki wykorzystane w badaniach

Pochodne tempolu, zsyntetyzowane przez przytqczenie na drodze es-
tryfikacji fanncuchow acylowych o réznej liczbie atomoéow wegla (C4, C8, C12
i C16, rys. 9), zostaty przekazane przez prof. Michata Wozniaka (Katedra i
Zakfad Chemii Medycznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny).

-C16

(palmitynian)

-C12
Cc8 (laurynian)
Tempol-C4 (kapronian)
(maslan)
Tempol g
(=0 (=0 g g=o
OH 0 o} 0 c|)

CH,3 0 CH; CHQCH; CHQCH, CHQCH‘ CHQCH
CH; hrl CH; CH? ,il CH, CHY yil CH, CH} ,}1 CH, i :

o

o,

o o
Rys. 9. Struktura chemiczna tempolu i badanych estrow acylowych tempolu.

Pozostate odczynniki (w tym tempol), o ile nie zaznaczono inaczej, zo-
staty zakupione w firmie Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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3.2. Badanie wiasciwosci fizyko-chemicznych tempolu i jego
pochodnych

3.2.1. Wyznaczanie wspdtczynnika rozdziatu woda-oktanol

Badania wykonano w Zaktadzie Lekkiej Syntezy Organicznej Instytutu
Chemii Przemystowej w Warszawie. Tempol i jego pochodne rozpuszczano
w mieszaninie oktanolu i wody (stosunek 1:1) w stezeniu 1 mg/ml i mieszano
przez 24 h w temperaturze pokojowej w ciemnosci (Kutakowska-Pawlak
2010). Nastepnie oznaczano badane zwigzki w fazach wodnej i oktanolowej-
przy pomocy wysokosprawnego chromatografu cieczowego (HPLC). Prébke
fazy oktanolowej rozcienczano dziesieciokotnie (tempol, tempol-C4, -C8,
-C12) lub stukrotnie (tempol-C16) acetonitrylem.

Tab. 1. Warunki chromatograficzne dla oznaczania tempolu i jego pochod-
nych - sktad fazy ruchomej

Zwiazek Woda + 5% acetoni- | Acetonitryl
trylu

Tempol 70% 30%

Tempol-C4 50% 50%

Tempol-C8 25% 75%

Tempol-C12 5% 95%

Tempol-C16 5% 95%

Analizy wykonywano na wysokosprawnym chromatografie cieczowym
firmy Merck-Hitachi (Tokio, Japonia) wyposazonym w detektor spektrofoto-
metryczny UV-VIS typ L-7400 i pompe wraz z czterorozpuszczalnikowym ni-
skocisnieniowym systemem gradientowym typ L-7100. System sterowany byt
programem HPLC System Manager Model D-7000 przez interfejs typu
D-7000. Rozdziaty wykonywano na kolumnach wypetnionych modyfikowanym
grupami oktadecylowymi zelem krzemionkowym: Agilent Extended-C-18
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA; tempol, tempol-C4, -C8
i —C12) i XTerra RP18 (WatersCorporation, Milford, MA, USA; tempol-C16).
Przeptyw fazy ruchomej wynosit 1 ml/min, dtugos¢ fali A = 240 nm. Pomiary
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wykonywano w ukfadzie izokratycznym - skfad fazy ruchomej dla réznych

substancji podsumowano w tab. 1.

3.2.2. Elektronowy rezonans paramagnetyczny

Pomiary elektronowego rezonansu paramagnetycznego wykonano
w Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego na spektrometrze EPR na pasmo X (9,3 GHz) Mini-
Scope MS200 (Magnettech GmbH, Berlin, Niemcy). Czesto$¢ modulacji wyno-
sita 100 kHz. Do rejestracji widm tempolu i jego estréw uzyto nastepujacych
parametréw: pole centralne 334 mT, zakres przemiatania 8,5 mT, czas prze-
miatania 30 s, liczba przemiatan 3, amplituda modulacji 0,08 mT, moc mikro-
falowa 12,5 mW, faza 180°. Widma rejestrowano dla 100 yM roztworéw tem-
polu i jego pochodnych w 96% etanolu.

3.2.3. Badanie interakcji analizowanych zwigzkéw z modelowg bfong lipidowg

Badania kalorymetryczne wykonano we Wroctawskich Laboratoriach
Agregatow Lipidowych. Ich celem byto okreslenie entalpii transferu tempolu i
jego estréw acylowych miedzy liposomami jako modelowymi btonami biolo-
gicznymi. Kalorymetria jest technika, w ktérej, mierzac przeptyw ciepta mie-
dzy badanym uktadem (prébkga) a otoczeniem, wnioskuje sie o zachodzacych
w probce procesach. W niniejszej pracy zastosowano technike nazywang izo-
termicznym miareczkowaniem kalorymetrycznym (isothermaltitrationcalori-
metry, ITC). Ukfad pomiarowy kalorymetru sktada sie z komory pomiarowej i
komory odniesienia. W trakcie doswiadczenia do komory pomiarowej wstrzy-
kiwane sg dokfadnie odmierzone porcje reagenta (w tym przypadku byty to
liposomalnepreparaty tempolu badz estréw tempolu, o znanym stezeniu), a
zachodzgce zmiany energetyczne s obliczane na podstawie energii, jakg
trzeba dostarczy¢, aby wyréwnac¢ zmieniajacg sie temperature w komorze
pomiarowej do temperatury w komorze odniesienia. Uzyskany w ten sposdb
termogram - wykres zaleznosci dostarczonej energii od czasu - stuzy do obli-
czenia (na podstawie pola powierzchni pod wykresem) zmiany entalpii
w wyniku dodania znanej objetosci reagenta. Sumujac obliczone w ten spo-

sOb zmiany entalpii nastepujace po podaniu kolejnych porcji reagentu mozna
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skonstruowac wykres zaleznosci sumarycznej zmiany entalpii od stezenia re-
agenta w komorze pomiarowej.

Liposomy byty przygotowywane za pomocq klasycznej metody hydra-
tacji cienkiego filmu lipidowego: chloroformowy roztwér 1,2-dioleoilo-sn-
glicero-3-fosfatydylocholiny (DOPC, Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA) albo roztwér DOPC zmieszany z estrami tempolu w mieszaninie chloro-
formu i metanolu (1:1) byt suszony w strumieniu azotu. Slady rozpuszczalni-
kéw organicznych byty usuwane poprzez osuszanie prébki w prézni przez 2 h.
Suchy film lipidowy byt uwadniany 10 mM buforem HEPES (pH 7,4) i wytrza-
sany przez 10 min. Zawiesina duzych wielowarstwowych liposoméw byta na-
stepnie ekstrudowana (przettaczana) przez membranowy filtr poliweglanowy
o $rednicy poréw rownej 100 nm, w wyniku czego powstata populacja matych
jednowarstwowych liposomoéw o $rednicy 104 £ 10 nm jak okreslono techni-
kg dynamicznego rozpraszania Swiatta. Do doswiadczen uzywano zawiesiny
liposomdéw o stezeniu 10 mg/ml.

Pomiary kalorymetryczne wykonano przy pomocy izotermicznego kalo-
rymetru miareczkowego TAM III (ThermoMetric AB, Jarfalla, Szwecja) wypo-
sazonego w modut do miareczkowania izotermicznego. Wszystkie ekspery-
menty przeprowadzono w temperaturze 25°C. Liczba krokéw miareczkowania
wynosita 9, a objetos¢ pojedynczego wstrzykniecia wynosita 10 pl. Kazdy
eksperyment poprzedzato pojedyncze wstrzykniecie o objetosci 1 ul, ktére
byto pomijane w dalszej analizie. Liposomy DOPC byty miareczkowane lipo-
somowympreparatem tempolu lub estréow tempolu, tj. zawiesing liposomow
DOPC zawierajacych tempol lub estry tempolu (10 mg/ml). Wykonano tez
doswiadczenia kontrolne polegajace na miareczkowaniu buforu HEPES lipo-
somowymipreparatami badanych substancji. Wypadkowe entalpie transferu
tempolu badz jego pochodnych do dwuwarstwy lipidowej wyznaczono poprzez
odjecie wynikow eksperymentéw kontrolnych od wynikéw odpowiednich mia-

reczkowan.

3.3. Doswiadczenia na zwierzetach

Badania wykonano w Centre for Ophtalmology w Tybindze (Niemcy)
zgodnie z wytycznymi Association for Research in Vision and Opthalmology
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i po uzyskaniu stosownych pozwolen (zezwolenia nr AK 03/04 i AZ
35/9185.81-2 wydane przez Prezydium Rejencji Tybinga). Wszystkie do-
Swiadczeniazostaty wykonane na samcach szczuréwszczepu Brown Norway
(Charles River, Niemcy) o masie 100-120 g (wiek 6 tygodni - zwierzeta
~miodsze”) lub 190-210 g (wiek 9-10 tygodni — zwierzeta ,starsze”). Kazda
grupa liczyta okoto 8-10 siatkdwek w badaniach, w ktérych liczono komérki
zwojowe, 3-4 zwierzeta w badaniach immunohistochemicznych i 5-6 zwierzat
w badaniach elektroretinograficznych. W badaniach wykorzystano trzy mode-

le jaskry normotensyjnej i model uszkodzenia fotoreceptoréw Swiattem.

3.3.1. Model czesciowego zmiazdzenia nerwu wzrokowego

Doswiadczenia wykonywano zgodnie z procedurg opisang w pracy
Schuettauf i wsp. (2006). Zwierzeta byty znieczulane przez dootrzewnowe
wstrzykniecie 7% roztworu wodzianu chloralu w buforze fosforanowym (PB;
0,1 M pH 7,4). Podawano rowniez miejscowo do oka krople oksybuprokainy
(Conjucain, BauschundLomb, Madison, NJ, USA). Nerw wzrokowy jednego
Z oczu odstaniano przez naciecie spojéwki i rozciecie opon pesetg ze stepio-
nymi koricami. Kalibrowana peseta byta umieszczana okoto 2 mm od galki
ocznej i zaciskana na nerwie wzrokowym na 15 sekund. Przy pomocy mikro-
skopu operacyjnego sprawdzano, czy nie zostato znacznie zaburzone krazenie
w obrebie nerwu wzrokowego. Po 15 s pesete wyjmowano, a do oka wkrapla-
no antybiotyk ofloksacyne (Floxal, BauschundLomb). Drugie oko (,, kontrol-
ne”) byto poddawane pozorowanej operacji, tzn. wypreparowywano nerw

wzrokowy, ale nie zaciskano na nim kalibrowanej pesety.

3.3.2. Modyfikacja modelu czesciowego zmiazdzenia nerwu wzrokowego

przez obcigzenie ustroju zelazem

Modyfikacja ta polegata na jednorazowym dootrzewnowym podaniu
24h przed zabiegiem dekstranu zelaza (III) w dawce 500 mg zelaza/kg masy
ciata. Podanie takiej dawki zelaza prowadzito do dtugotrwatego podwyzszenia
poziomu zelaza we krwi i w nerkach i powodowato zwiekszony stres oksyda-

cyjny w nerkach i we krwi (Zhou i wsp. 2000), moze wiec symulowac obser-
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wowane w jaskrze zaburzenia gospodarki zelaza skutkujgce zwiekszonym

stresem wolnorodnikowym (Farkas i wsp. 2004).
3.3.3. Model ekscytotoksycznosci NMDA

Zwierzetom w znieczuleniu ogdlnym (7% wodzian chloralu, 6 ml/kg
masy ciata) podawano do ciata szklistego 2pl 10 mM roztworu NMDA w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS; 0,2 M, pH 7,2; poniewaz obje-
tos¢ ciata szklistego oka szczura wynosi okoto 20 ul, koncowe stezenie NMDA
wynosito w nim okoto 1 mM; Nakazawa i wsp. 2005). Do oczu kontrolnych
podawano 2ul PBS. Podawano rowniez miejscowo do oka srodek znieczulaja-
cy - krople oksybuprokainy (Conjucain, BauschundLomb) oraz antybiotyk
ofloksacyne (Floxal, BauschundLomb).

3.3.4. Model uszkodzenia swiattem

Adaptowane przez 12 h do ciemnosci zwierzeta umieszczano pojedyn-
czo w dobrze wentylowanych klatkach o $cianach obtozonych od wewnatrz
folig aluminiowg, a nad klatkg umieszczano lampe fluorescencyjng dajacq
zimne biate Swiatlo o natezeniu 2700 Ix. Natezenie $wiatla byto mierzone na
poziomie dna klatki przy pomocy fotometru IL1700 Research (International
Light, Newburyport, MA, USA) skierowanego w strone zrddta swiatta. Pocza-
tek ekspozycji na $wiatto miat miejsce miedzy 14.00 a 16.00. Zrenice byty
rozszerzane przy pomocy kropli tropikamidu (Mydriacyl, Alcon, Inc., Fort
Worth, TX, USA). Tropikamid podawano na poczatku doswiadczenia, a potem
W miare potrzeby, aby utrzymac rozszerzenie zrenic, $rednio co pottorej go-
dziny. Zwierzeta w czasie trwania doswiadczenia miaty dostep do wody i po-
karmu. Temperatura w czasie ekspozycji na Swiatto byta utrzymywana na
poziomie 23,5+1,0°C. Po zakonczeniu ekspozycji zwierzeta wracaty do poko-
ju hodowlanego z oswietleniem 12:12 h.

3.4. Podawanie tempolu i jego pochodnych

Wszystkie substancje podawano dootrzewnowo. Tempol rozpuszczano

w PBS, estry tempolu rozpuszczano w 5% roztworze etanolu w PBS. Zwierze-
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ta kontrolne otrzymywaty nosnik - PBS lub 5% roztwdér etanolu w PBS.
W modelach jaskry roztwory badanych substancji podawano 24 h i 30 min
przed urazem, a nastepnie codziennie do zakonczenia doswiadczenia. W mo-
delu uszkodzenia $swiattem podawano pojedyncza dawke badanych substancji

30 min przed rozpoczeciem ekspozycji na swiatto.

3.5. Ocena degeneracji siatkowki

3.5.1. Ocena ilosciowa komdrek zwojowych siatkdwki

Pie¢ dni po zmiazdzeniu nerwu wzrokowego lub doszklistkowym poda-
niu NMDA zwierzeta byty ponownie usypiane i podawano im w okolice wzgér-
kéw czworaczych gérnych (przy pomocy aparatu stereotaktycznego) 14 pl
(7 ul do kazdej potkuli) znacznika fluorescencyjnego Fluorogold
(hydroxystilbamidinemethanesulfonate, MolecularProbes, Eugene, OR, USA),
ktéry jest transportowany wstecznie w aksonach komoérek zwojowych i zna-
kuje ich ciata (Thaler i wsp. 2006). Po wstrzyknieciu rane zaszywano i poda-
wano w jej okolice lokalnie dziatajacy $rodek znieczulajacy (oksybuprokaine).

Dwa dni po zabiegu zwierzeta usmiercano przy pomocy CO; i pobierano
oczy, z ktorych izolowano siatkéowki i utrwalano je przez 30 min w 2% roz-
tworze paraformaldehydu. Tego samego dnia wykonywano zdjecia prepara-
tow siatkdwki w mikroskopie fluorescencyjnym. Uzyskane obrazy byty kodo-
wane przed poddaniem analizie. Zliczano barwigce sie komoérki w 12 réznych
obszarach siatkéwki , kazdy o powierzchni 62 500 um? (Schuettauf i wsp.
2000). Wyniki przedstawiano jako s$rednig liczbe barwigcych sie komérek na

mm? powierzchni siatkéwki [1/mm?].
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Rys. 10. Sposéb wykonywania zdje¢ mikroskopowych na preparacie catej
siatkdwki (wholemount). Dla kazdego preparatu wykonywano 12 zdjec.
Z prawej strony zdjecie reprezentujgce s$rednig gestos¢ komorek zwojowych
dla nieuszkodzonej siatkowki.

3.5.2. Elektroretinografia

Badanie ERG przeprowadzono zgodnie z wczesniej opisanym protoko-
tem (Thaler i wsp. 2008). Zwierzeta byty adaptowane do ciemnosci przez 12
godzin (przez noc), wszystkie operacje byty nastepnie wykonywane przy
przyciemnionym czerwonym S$wietle. Szczury byty usypiane przez dootrzew-
nowe podanie mieszaniny ketaminy (100 mg/kg) i ksylazyny (5 mg/kg). Tuz
przed badaniem rozszerzano zrenice przez podanie kropli 1% tropikamidu,
stosowano tez miejscowe znieczulenie w postaci oksybuprokainy. Na oko za-
ktadano elektrode aktywng (ztota ni¢ zaktadana pod powieke), elektrodg od-
niesienia byfa igta umieszczona w skérze miedzy oczami, a na ogonie umiesz-
czano igte stuzacqg jako uziemienie. Badania ERG rozpoczynano 10 min po
wytaczeniu czerwonego S$wiatta. Badania wykonywano przed uszkodzeniem
Swiattem, nastepnie 1 dzien i 7 dni po uszkodzeniu Swiattem.

ERG byto rejestrowane za pomocg systemu Espion (Diagnosys LLC, Lit-
tleton, MA, USA). Rejestrowany sygnat byt na biezaco filtrowany w zakresie
od 0,3 do 300 Hz. Impedancja elektrody byfa sprawdzana przed i po kazdym
pomiarze za pomocg wbudowanego algorytmu i wynosita mniej niz 10 kQ
przy czestotliwosci 25 Hz (zgodnie z zaleceniami producenta). Siatkéwki byty
pobudzane przy pomocy stymulatora typu Ganzfeld (tj. petnego pola; Color-
Dome, Diagnosys LLC, Littleton, MA, USA).
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Protokét badania ERG sktadat sie z nastepujgcych krokow:

(1) badania odpowiedzi na bodzce o rosngcej jasnosci w warunkach
skotopowych (tj. ciemnosci). Uzyto trwajacych 4 ms bodzcéw o rosnacej lu-
minancji (luminancja od 0,0000003 do 0,3cd.s/m?) do uzyskania odpowiedzi
od linii podstawowej (fala b niewykrywalna) do nasyconej odpowiedzi fali b.
Dla pierwszych czterech krokéw (0,0000003 do 0,00001 cd.s/m?) wyniki byty
usredniane z 15 odpowiedzi z przerwami miedzy bodzcami (ISI, inter-
stimulus interval) wynoszacymi 10 s. Dla kolejnych 4 krokéw (0,00003 do
0,001 cd.s/m?) wyniki byly uéredniane z 5 odpowiedzi z ISI 25 s. Dla ostat-
nich 3 krokéw (0,003 do 0,3 cd.s/m?) wyniki u$redniano z dwdch odpowiedzi
z ISI 40 s.

(2) oceny odpowiedzi czopkdéw w warunkach fotopowych (tj. po adap-
tacji do $wiatta). Oczy adaptowano przez 5 min do $wiatta przy pomocy sty-
mulatora Ganzfeld (25 cd/m?, $wiatlo biate o temperaturze 6500 K) w celu
nasycenia precikdw. Uzywano pojedynczego btysku o luminancji 10 cd.s/m?
($rednia 10 odpowiedzi z ISI 10 s).

3.5.3. Analiza histologiczna siatkdwki

Siedem dni po ekspozycji na silne $Swiatto zwierzeta usmiercano zgod-
nie z opisang w podrozdziale 3.5.1. procedurg i natychmiast pobierano oczy.
Gatki oczne rozcinano wzdtuz rgbka zebatego i usuwano rogéwke, soczewke
i ciato szkliste. Pozostatg czes¢ oka utrwalano przez 30 min w 4% parafor-
maldehydzie i zatapiano w parafinie. Skrawki parafinowe byty barwione he-
matoksyling i eozyng. Oceniano siatkéwke w dwdch rejonach: centralnym

i obwodowym (brzuszno-nosowym).
3.5.4. Barwienia immunohistochemiczne

3.5.4.1. Przygotowanie skrawkéw mrozeniowych

W réznych czasach po zmiazdzeniu nerwu wzrokowego lub po podaniu
NMDA pobierano oczy i przygotowywano mrozone skrawki siatkowek. Zwie-
rzeta usmiercano zgodnie z opisang w podrozdziale 3.3.1. procedurg i na-

tychmiast pobierano oczy. Gatki oczne rozcinano wzdiuz rgbka zebatego
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i usuwano rogowke, soczewke i ciato szkliste. Powstate preparaty utrwalano
przez 30 min w 4% (w/v) paraformaldehydzie w PB w 4°C. Po trzykrotnym
ptukaniu w PB preparaty poddawano krioprotekcji przez inkubacje w 4°C
przez 16 h w 30% (w/v) roztworze sacharozy w PB. Nastepnie zatapiano je
w cryo-matrix(Jung, Leica, Heidelberg, Niemcy). Zatopiona tkanka byta cieta
na mikrotomie mrozeniowym Leica cm3050s (Heidelberg, Niemcy), a powsta-
te skrawki byty zbierane na pokryte silanem szkietka podstawowe i suszone.

3.5.4.2. Barwienie na obecnos¢ nitrotyrozyny

Wszystkie ptukania przeprowadzono przy pomocy PBS zawierajacego
0,2% Tritonu X-100 (PBST). W celu zahamowania aktywnosci endogennej
peroksydazy skrawki inkubowano w 0,3% roztworze nadtlenku wodoru w PBS
przez 20 min i ptukano intensywnie PBST. W celu zredukowania tta skrawki
inkubowano z 3% normalng surowicg kozig (NGS, normalgoat serum),
a przeciwciato pierwszorzedowe rozpuszczono w 1% NGS w PBST. Uzyto
pierwszorzedowego poliklonalnego przeciwciata kréliczego przeciwko nitroty-
rozynie (Millipore, Schwalbach, Niemcy, rozc. 1:100). Drugorzedowe kozie
przeciwciato skierowane przeciwko antygenom kréliczym i skoniugowane
z peroksydaza chrzanowg (HRP, Bio-Rad, Monachium, Niemcy) rozcienczono
1:100 w PBST. Produkt reakcji HRP uwidoczniono zestawem odczynnikowym
SG (VectorLabs, Peterborough, Wielka Brytania). W celu sprawdzenia specy-

ficznosci barwienia pomijano inkubacje z pierwszorzedowym przeciwciatem.

3.5.4.3. Barwienie na obecnos¢ zelaza

W celu uwidocznienia zelaza przeprowadzano tzw. barwienie Perlsa:
skrawki po utrwaleniu w 4% formaldehydzie byty traktowane mieszaning
kwasu chlorowodorowego (1%) i zelazocyjanku potasu (2%) przez 20 min
(Baginskil951). W wyniku reakcji z zelazem powstaje zwigzek o ciemno-
niebieskim zabarwieniu - zelazocyjanek zelaza (btekit pruski). Po ptukaniu
wodg destylowang, preparaty dodatkowo barwiono eozyng wodng (0,2%,

1 min).
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3.6. Analiza statystyczna

Dla wynikéw zliczania RGC wykonanywano test Kruskala-Wallisa (tzw.
nieparametryczna analiza wariancji), a nastepnie test post hoc wielokrotnych
porownan Dunna. Réznice byty uwazane za statycznie istotne dla P<0,05.
Jezeli nie zaznaczono inaczej, dane byty prezentowane jako Srednie z btedami
standardowymi.

Dla danych pochodzacych z ERG wykonywano jednoczynnikowgq analize
wariancji (one-wayANOVA), a nastepnie test post hoc Tukeya do poréwnania
wynikow uzyskanych po jednym i siedmiu dniach o uszkodzenia siatkowki
Swiattem z wynikami uzyskanymi przed uszkodzeniem. Do poréwnania wyni-
kéw uzyskanych w grupie, ktéra otrzymywata PBS i leczonej tempolem zasto-
sowano test t Studenta. Rdéznice byty uznawane za statycznie istotne dla
P<0,05.
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4. Wyniki

4.1. Wtasnosci fizyko-chemiczne tempolu i jego estrow acylowych
oraz ich oddziatywanie z blonami biologicznymi

4.1.1. Wtasnosci fizyko-chemiczne tempolu

Ester-C4 tempolu w temperaturze pokojowej jest w stanie statym, ma
postac krysztatkdw, rozpuszcza sie w wodzie. Pozostate badane estry tempolu
majg w temperaturze pokojowej postac oleistej cieczy, nie rozpuszczajg sie
w wodzie. Wyznaczone doswiadczalnie wspotczynniki podziatu woda-oktanol
(log P) wynosity: 0,53 dla tempolu niemodyfikowanego, 2,44 dla tempolu-C4,
3,08 dla tempolu-C8, 3,38 dla tempolu-C12 i 4,51 dla tempolu-C16. Zalez-
nos¢ log P od dtugosci dotaczonego tancucha miata charakter liniowy (rys. 11)
- wraz ze wzrostem dlugosci przytaczanego tanicuch weglowego wzrastata

hydrofobowos¢.

log P

0 4 8 12 16

Diugo$¢ tancucha

Rys. 11. Zaleznos$¢ wspodtczynnika podziatu woda-oktanol (log P) od dtugosci
dotgczonego do czgsteczki tempolu tancucha weglowego. Dla tempolu przyje-
to dtugos¢ tancucha zero.

Widma EPR tempolu i jego acylowych pochodnych miaty podobny
ksztatt (rys. 12).
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Rys. 12. Widma EPR tempolu, tempolu-C4, tempolu-C8, tempolu-C12 i tem-
polu-C16. Widma zarejestrowano uzywajac tych samych parametrow i zostaty
przedstawione w tej samej skali.

4.1.2. Oddziatywanie tempolu i jego pochodnych z modelowg btong lipidowgq

Rys. 13 przedstawia termogram miareczkowania , pustych” liposomoéow
DOPC liposomowympreparatem tempolu. Miareczkowanie buforu HEPES lipo-
somowympreparatem tempolu dawato sygnat egzotermiczny, a warto$¢ gene-
rowanego ciepta (ktorej miarg jest pole pod pasmem sygnatu) nie zmieniata
sie w trakcie trwania doswiadczenia. Stabszy, ale réwniez egzotermiczny byt
sygnat powstajacy w wyniku miareczkowania liposoméw DOPC liposomo-
wympreparatem tempolu, sygnat ten byt praktycznie staty w badanym zakre-
sie pomiarowym.

Sumaryczne wartosci entalpii w zaleznosci od stezenia tempolu w ko-
morze pomiarowej przedstawia rys. 14. Wypadkowa entalpiatransferu tempo-
lu z liposomowegopreparatu do ,pustych” liposoméw byta bliska zeru i zostata
przedstawiona na rys. 23.
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Rys. 13. Termogramy pomiaréw transferu tempolu z preparatu liposomowe-
go do liposomdw, pustych”.
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Rys. 14. Sumaryczne wartosci entalpii rozcieficzania liposomowegopreparatu

tempolu (tréjkaty) oraz transferu tempolu do liposoméw ,pustych”(kota) w
funkcji stezenia tempolu w komorze pomiarowej.

Rys. 15 przedstawia termogramy miareczkowania liposomoéw DOPC li-
posomowympreparatem tempolu-C4. Rozcienczanie liposomowegopreparatu

tempolu-C4 w buforze HEPES jest procesem egzotermicznym, a wartosci ge-
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nerowanego ciepta zmniejszaty sie nieznacznie w trakcie trwania doswiadcze-
nia. Podobnie miareczkowanie , pustych” liposoméw DOPC liposomowympre-
paratem tempolu-C4 dawato sygnat egzotermiczny, ktéry byt staty w bada-

nym przedziale stezen.
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Rys. 15. Termogramy pomiaréw transferu tempolu-C4 z preparatu liposo-
mowego do zawiesiny liposoméw DOPC.

Sumaryczne wartosci entalpii w zaleznosci od stezenia liposomowego-
preparatu tempolu-C4 w komorze pomiarowej przedstawia rys. 16. Wypad-
kowa entalpia transferu tempolu-C4 z liposomowegopreparatu do , pustych”

liposomoéw jest dodatnia i zostata przedstawiona na rys. 23.
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Stezenie tempolu-C4 [mM]
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Rys. 16. Sumaryczne wartosci entalpii rozcieficzania liposomowegopreparatu
tempolu-C4 (tréjkaty) oraz transferu tempolu-C4 do liposoméw DOPC (kota)
w funkcji stezenia tempolu-C4 w komorze pomiarowej.

Rys. 17 przedstawia termogramy pomiaréw transferu tempolu-C8
z preparatu liposomowego do zawiesiny liposoméw DOPC. Rozcienczanie lipo-
somowegopreparatu tempolu-C8 w buforze HEPES byto reakcjgq egzotermicz-
na o charakterze wysyceniowym w badanym zakresie stezen. Silniejszy jed-
nak byt sygnat powstajacy w wyniku miareczkowania liposoméw DOPC lipo-
somowympreparatem tempolu-C8. Reakcja ta miata takze charakter wysyce-
niowy.

Sumaryczna entalpia w zaleznosci od stezenia tempolu-C8 w postaci li-
posomowego preparatu w komorze pomiarowej zostata przedstawiona na rys.
18. Wypadkowa entalpia byta ujemna i zostata przedstawiona narys. 23.
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Rys. 17. Termogramy pomiaréw transferu tempolu-C8 z preparatu liposo-
mowego do zawiesiny liposoméw DOPC.
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Rys. 18. Sumaryczne wartosci entalpii rozcieficzania liposomowegopreparatu

tempolu-C8 (tréjkaty) oraz transferu tempolu-C8 do liposoméw DOPC (kota)
w funkcji stezenia tempolu-C8 w komorze pomiarowej.
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Rys. 19 przedstawia termogramy transferu tempolu-C12 z liposomo-
wego preparatu do liposoméw DOPC. RozcieAczanie liposomowego preparatu
tempolu-C12 w buforze HEPES dawato bardzo niewielki sygnat, ktéry trudno
odrdézni¢ od szumoéw. Miareczkowanie liposoméw DOPC liposomowymprepara-
tem tempolu-C12 dawato sygnat o charakterze egzotermicznym, wartosci ge-

nerowanego ciepta zmniejszaty sie nieznacznie wraz z postepem doswiadcze-
nia.
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Rys. 19. Termogramy pomiardw transferu tempolu-C12 z liposomowego pre-
paratu do zawiesiny liposoméw DOPC.

Sumaryczna entalpia w zaleznosci od stezenia tempolu-C12 w komorze

pomiarowej zostata przedstawiona na rys. 20. Wypadkowa entalpia byta
ujemna (rys. 23).
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Rys. 20. Sumaryczne wartosci entalpii rozcieficzania liposomowegopreparatu
tempolu-C12 (tréjkaty) oraz transferu tempolu-C12 do liposoméw DOPC (ko-
ta) w funkcji stezenia tempolu-C12 w komorze pomiarowej.

Termogramy transferu tempolu-C16 z liposomowego preparatu do lipo-
soméw DOPC zostaty przedstawione na rys. 21. Rozciennczanie liposomowego
preparatu tempolu-C16 w buforze HEPES miato charakter egzotermiczny,
a mierzony sygnat byt staty w badanym przedziale stezen. Podobny byt sy-
gnat, ktéry uzyskano w wyniku miareczkowania liposoméw DOPC liposomo-
wympreparatem tempolu-C16, mierzony sygnat byt staty w badanym prze-
dziale stezen.

Sumaryczna entalpia zostata przedstawiona na rys. 22. Wypadkowa

entalpia byta bliska zeru i zostata przedstawiona narys. 23.
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Rys. 21. Termogramy pomiardw transferu tempolu-C16 z liposomowego pre-
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Rys. 22. Sumaryczne wartosci entalpii rozcieficzania liposomowegopreparatu

tempolu-C16 (trojkaty) oraz transferu tempolu-C16 do liposoméw DOPC (ko-
ta) w funkcji stezenia tempolu-C16 w komorze pomiarowej.
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Rys. 23. Sumaryczna wypadkowa entalpia transferu tempolu i estréw tempo-
lu z liposomowych preparatéw do liposoméw DOPC.

Tempol i jego estry réznity sie wyraznie charakterem interakcji z mode-
lowgq btong lipidowa (rys. 23). Transfer tempolu-C8 i -C12 miedzy btonami
lipidowymi miat charakter egzotermiczny, w przypadku pozostatych zwigzkow
transfer miedzy btonami wymagat dostarczenia ciepta (tempol, tempol-C4)

badz nie zarejestrowano znaczgcego sygnatu przeptywu ciepta (tempol-C16).

4.2. Dziatanie tempolu i jego estrow acylowych u zwierzat poddanych

czesciowemu zmiazdzeniu nerwu wzrokowego

Srednia gesto$¢ RGC w siatkéwkach, ktérych nerwy wzrokowe poddano
pozorowanej operacji i pobranych od zwierzat, ktérym podawano nos$nik wy-
nosita 2342+78 mm™ (n=8). Nie byto znamiennej statystycznie réznicy po-
miedzy zwierzetami, ktéorym podawano tempol a tymi, ktéorym podawano no-
$nik. Nie byto tez rdéznicy w oczach poddanych pozorowanej operacji miedzy

grupami leczonymi estrami tempolu -C4, -C8 i -C12 a leczonymi nosnikiem.
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Gesto$¢ RGC byta jednak nizsza u zwierzat leczonych tempolem-C16 (rys.
25).

RGC [1/mm’]
3000 qeeeremee e
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2500 ceennees
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Rys. 24. Zdjecia preparatow wholemount szczurzych siatkéwek 7 dni po
PONC, pobranych od zwierzat, ktérym podawano tempol w réznych dawkach
lub nosnik. RGC sg wyznakowane znacznikiem Fluorogold. (A) PONC + no-
$nik; (B) pozorowane PONC + nosnik; (C) PONC + tempol 1 mg/kg; (D)
PONC + tempol 20 mg/kg. (E) Srednie gestosci RGC. PONC zmniejszat liczbe
RGC o ok. 59%. Tempol czesciowo chronit przed utratg RGC w dawce 20
mg/kg, ale nie 1 i 5 mg/kg. *P<0,05.

W siatkdwkach, ktérych nerwy wzrokowe poddano PONC gesto$¢ RGC
byta obnizona do 952+71 mm™ (n=8), czyli o ok. 59%. Tempol podawany
codziennie przez siedem kolejnych dni zapobiegat czesciowo uszkodzeniu
wywotywanemu przez PONC (rys. 24). Dawkg dziatajacq byta dawka 20
mg/kg masy ciata (P<0,05) - $rednia gesto$¢ RGC wynosita 1321+173 mm™
(n=8). Tempol nie dziatat protekcyjnie w nizszych dawkach, tj. 1 i 5 mg/kg.

Tempol-C8 dziatat protekcyjnie w modelu PONC. Ester ten dziatat w
dawce réwnowaznej molowo 1 mg tempolu/kg (rys. 25) - $rednia gestos¢
RGC w siatkéwkach zwierzat, ktdre go otrzymywaty wynosita 1519+85 mm™
(n=7). Tempol-C12 i -C16 nie byty skuteczne w badanej dawce. U zwierzat,
ktére otrzymywaty tempol-C4 zauwazono nieznamienny statycznie wzrost

liczby komdrek - érednia gesto$¢ RGC wynosita 1255+113 mm™ (n=9).
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Rys. 25. Zdjecia preparatow wholemount szczurzych siatkéwek 7 dni po
PONC, pobranych od zwierzat, ktérym podawano rézne estry tempolu. RGC
sq wyznakowane znacznikiem Fluorogold. (A) tempol-C4; (B) tempol-C8; (C)
tempol-C12; (D) tempol-C16. (E) Srednie gestoéci RGC w siatkéwkach zwie-
rzat, ktéorym podawano nosnik, tempol w dawce 1 mg/kg lub estry tempolu
w dawce odpowiadajgcej molowo 1 mg tempolu/kg. Tempol-C8 wykazat dzia-
tanie neuroprotekcyjne, ktére nie byto widoczne w przypadku tempolu-C4, -
C12 i —-C16. Podawanie tempolu-C16 zmniejszato liczbe RGC u zwierzat pod-
danych pozorowanej operacji w stosunku do zwierzat, ktére otrzymaty no-
$nik. *P<0,05.
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4.3. Dziatanie tempolu u zwierzat poddanych czesciowemu

zmiazdzeniu nerwu wzrokowego i obciazonych zelazem

Gestos$¢ RGC w siatkdwkach zwierzat poddanych pozorowanej operacji,
ktérym podawano dekstran zelaza lub PBS nie rdznita sie (rys. 28). W oczach
poddanych PONC podanie dekstranu zelaza zmniejszato znamiennie gestosc
RGC - z 730+144 mm™2 (n=7) do 297+138 mm™ (n=4) (P<0,05).

W celu potwierdzenia, ze podanie dekstranu zelaza prowadzi do pod-
wyzszenia poziomu wolnego zelaza w siatkdwce wykonano barwienie Perlsa.
Podanie dekstranu zelaza wyraznie zwiekszalo intensywnos¢ barwienia
w siatkéwkach poddanych PONC, ale nie w siatkéwkach poddanych pozoro-
wanej operacji (rys. 26). Nie zauwazono zmniejszenia akumulacji zelaza po

podaniu tempolu.

PBS dekstran zelaza dekstran zelaza
PONC PONC sham

Rys. 26. Akumulacja zelaza uwidoczniona przy pomocy barwienia Perlsa
w skrawkach siatkdwek po PONC. (A) PONC, bez podania dekstranu zelaza;
(B) PONC + dekstran zelaza; (C) pozorowana operacja + dekstran zelaza.
Akumulacja zelaza jest bardziej widoczna w oczach poddanych PONC niz pod-
danych pozorowanej operacji. Skala odpowiada 25 pm.

http://rcin.org.pl
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Rys. 27. Preparaty wholemountsiatkéwki po wybarwieniu RGC znacznikiem
Fluorogold. Liczba RGC w siatkéwkach poddanych pozorowanej operacji nie
roznita sie znaczaco u zwierzat, ktérym podano dekstran zelaza (A) lub PBS
(D). Po PONC liczba RGC byta znaczaco nizsza u zwierzat, ktérym podano ze-
lazo (B) niz u tych, ktéorym podano PBS (E). Podanie tempolu (20 mg/kg)
zmniejszato utrate RGC zaréwno u zwierzat, ktérym podano zelazo (C) jak i u
tych, ktorym podano PBS (F). Skala odpowiada 50 pm.

Podawanie tempolu w dawce 20 mg/kg u zwierzat, ktére otrzymaty
wczesniej dekstran zelaza powodowato, ze utrata RGC w wyniku PONC byta
mniejsza niz u zwierzat otrzymujacych dekstran zelaza i PBS (1011+130,
n=5 vs. 297+138, n=4; P=0,0002; rys. 28B). Tempol u zwierzat, ktérym
podano dekstran zelaza ,ratowat” wiekszy procent RGC niz u zwierzat nie-
poddanych obcigzeniem zelazem (3,4-krotny vs. 1,8-krotny wzrost wzrost

przezywajacych RGC).
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Rys. 28. Srednia gesto$¢ komérek zwojowych u szczuréw, ktdrym podawano
dekstran zelaza lub PBS. (A) Liczba RGC nie rdznita sie w zaleznosci od tego,
czy podano PBS czy dekstran zelaza w oczach poddanych pozorowanej ope-
racji. Liczba ta byta jednak rézna w oczach poddanych PONC pobranych od
zwierzat, ktére otrzymaty dekstran zelaza lub PBS. (B) Podawanie tempolu
zmniejszato wywotang PONC utrate RGC w obu grupach zwierzat. **P<0,01;
***p<(0,001.

Rys. 29. Barwienie na obecnos¢ nitrotyrozyny w skrawkach siatkowki 7 dni
po PONC lub pozorowanej operacji. (A) Nie obserwowano barwienia w obrebie
GCL w oczach poddanych pozorowanej operacji w zadnej z grup doswiadczal-
nych. (B) Obserwowano silne barwienie na obecnos$¢ nitrotyrozyny w oczach
poddanych PONC pobranych od zwierzat, ktorym podano dekstran zelaza.
Barwienie to bylo silniejsze niz w oczach pobranych od zwierzat, ktérym nie
podano zelaza (C). (D) Podanie tempolu u zwierzat, ktérym podano dekstran
zelaza powodowato zmniejszenie barwienia na obecnos¢ nitrotyrozyny (por.
B). (E) U zwierzat leczonych tempolem, ktéorym nie podano dekstranu zelaza
poziom barwienia na obecnos¢ nitrotyrozyny byt niemal tak niski jak w oczach
poddanych pozorowanej operacji. Skala 50 um.
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Po PONC w grupie, ktérej podawano PBS pojawita sie silna immunore-
aktywnos$¢ przeciwko nitrotyrozynie w obrebie GCL w porédwnaniu z oczami
poddanymi pozorowanej operacji. U zwierzat, ktorym podawano dekstran ze-
laza ta réznica byta nawet bardziej widoczna (rys. 28).

Podawanie tempolu w dawce 20 mg/kg zmniejszato znaczgaco barwienie
na obecnos¢ nitrotyrozyny w oczach poddanych PONC pobranych od zwierzat,
ktérym nie podano dekstranu zelaza. U zwierzat, ktorym podano dekstran
zelaza podanie tempolu w dawce 20 mg/kg jedynie nieznacznie zmniejszyto
barwienie na obecnos$c¢ nitrotyrozyny, mniej byto barwigcych sie ciat komor-
kowych w obrebie GCL.

Nie obserwowano zauwazalnego barwienia na obecnos¢ nitrotyrozyny

w skrawkach oczu poddanych pozorowanej operacji.

4.4. Dziatanie tempolu i jego estrow -C4 i -C8 w modelu

ekscytotoksycznosci NMDA

W oczach, do ktérych ciata szklistego podawano PBS s$rednia gestos¢
komébrek zwojowych wynosita 2342+78 mm™. Nie zauwazono znamiennej
statystycznie réznicy miedzy zwierzetami mtodymi (6-tygodniowymi) a star-
szymi (9-10-tygodniowymi). Rowniez podawanie tempolu, tempolu-C4 czy
tempolu-C8 nie wptywato znamiennie na te liczbe. Podanie doszklistkowo
NMDA zmniejszato liczbe RGC o ok. 90%, czyli do 278+12 mm™ (n=8). Nie
zauwazono statystycznie znamiennej réznicy miedzy zwierzetami mtodymi a
starszymi.

Podawanie tempolu nie wywotato efektu protekcyjnego przeciwko wy-
wotanej NMDA utracie RGC w zadnej z badanych dawek (do 50 mg/kg; rys.
30). Nie byto statystycznie znamiennej réznicy miedzy grupgq mtodych zwie-
rzat a zwierzat starszych. Réwniez tempol-C4 nie dziatat protekcyjnie w zad-
nej z badanych dawek w zadnej z badanych grup zwierzat.

Protekcyjne dziatanie zauwazono natomiast w przypadku tempolu-C8.
Podawanie tempolu-C8 chronito czesciowo przed utratg RGC wywotang poda-
niem doszklistkowym NMDA (rys. 31). Liczba komodrek byta wieksza o 63%

niz w grupie, ktéra otrzymywata noénik i wynosita 453+16 mm™ (n=12).
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Rys. 30. Reprezentatywne zdjecia preparatow wholemountsiatkéwki po wy-
barwieniu RGC znacznikiem Fluorogold. Siatkowki zostaty pobrane od mio-
dych zwierzat, ktérym podano NMDA i nosnik tempolu (A) lub tempol w daw-
ce 20 mg/kg (B). Gestos¢ RGC nie rdznita sie istotnie po podaniu tempolu
(©).
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Rys. 31. Reprezentatywne zdjecia preparatow wholemountsiatkéwki po wy-
barwieniu RGC znacznikiem Fluorogold. Siatkowki zostaty pobrane od zwie-
rzat, ktéorym podawano nosnik (A, B) lub tempol-C8 w dawce odpowiadajacej
molowo 1 mg tempolu/kg (C, D) przez 7 dni po podaniu doszklistkowym
NMDA. Widoczna jest réznica miedzy zwierzetami miodszymi (A, C) a star-
szymi (B, D). Gesto$¢ RGC byta statystycznie znamiennie wyzsza u mtod-
szych zwierzat, ktérym podano NMDA i tempol-C8 w dawce odpowiadajacej
1 mg tempolu na kg (E). Efekt ten nie byt obserwowany u zwierzat starszych
(F). ***p<0,001.
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4.5. Dziatanie tempolu w modelu uszkodzenia silnym sSwiatiem

Szesciogodzinna ekspozycja na Swiatto o intensywnosci 2700 Ix powo-
dowata u zwierzat, ktére otrzymywaty nosnik gteboka, choé niecatkowitg
utrate sygnatu ERG zaréwno w warunkach skotopowych jak (rys. 32) i foto-
powych (rys. 33). W warunkach skotopowych maksymalna amplituda sygnatu
(Vmax) po uszkodzeniu siatkdwki silnym S$wiattem wynosita, po jednym
i siedmiu dniach od urazu, 19% i 11% amplitudy przed uszkodzeniem. Tem-
pol w spos6b znaczacy zapobiegat pogorszeniu ERG. Vmax u szczuréw trak-
towanych tempolem wynosita, po jednym i siedmiu dniach od uszkodzenia,
82% i 56%. U szczuréw poddanych ekspozycji na silne $wiatto, ktérym po-
dawano PBS obserwowano réwniez znaczace zmniejszenie odpowiedzi ERG
w warunkach fotopowych - amplituda fali b po jednym dniu od uszkodzenia
silnym sSwiattem zmniejszyta sie do 24% amplitudy przed uszkodzeniem, a po
siedmiu dniach nie zauwazono poprawy. Zmniejszenie amplitudy fali b w wy-
niku ekspozycji na silne $wiatto byto znacznie mniejsze u zwierzat, ktore
otrzymaty tempol - amplituda ta wynosita 74% i 55% po jednym i siedmiu

dniach od ekspozycji na $wiatto.
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Rys. 32. Reprezentatywne odpowiedzi ERG w warunkach skotopowych na
bodzce o rosngcej luminancji uzyskane od zwierzecia leczonego tempolem
(100 mg/kg, 30 min przed ekspozycjq na silne swiatto) i zwierzecia, ktéremu
podano nosnik (A). ERG rejestrowano przed uszkodzeniem $wiattem (BL, ba-
seline), 1 dzien po uszkodzeniu (1 LD) i 7 dni po uszkodzeniu Swiattem
(7 LD). Podawanie tempolu zmniejszato wywotane ekspozycjq na silne Swiatto
pogorszenie skotopowego ERG w 1. i 7. dniu po ekspozycji na silne $wiatto,
co uwidaczniajg réznice w maksymalnej amplitudzie sygnatu ERG (Vmax) (B).
**P<0,01. Stupki przedstawiajg Srednig + odchylenie standardowe.

W siatkdwkach szczuréw poddanych ekspozycji na Swiatto o nateze-
niu 2700 Ix obserwowano w centralnej czesci siatkdwki utrate jader ko-
morkowych fotoreceptoréw (rys. 34). W obrebie ONL pozostawaty jedynie
nieliczne jadra komdrkowe. Zanikaty zewnetrzne i wewnetrzne segmenty
fotoreceptorow. Podobnie zanikaty komorki barwnikowe. OPL ulegata dez-
integracji. Jednakze zaréwno jadra fotoreceptorow jak i ich segmenty byty
dobrze zachowane w obwodowej czesci siatkdwki u szczurow, ktore
otrzymaty PBS. U szczurdw, ktdre otrzymaty tempol, jadra fotoreceptoréw
w obrebie ONL byty dobrze zachowane. Jedynie w niektérych czesciach
siatkdwki obserwowane nieznaczne skrdcenie zewnetrznych segmentéw
fotoreceptorow. Podobnie jak w grupie, ktdra otrzymywata PBS nie zaob-

serwowano zmian w obwodowej czesci siatkdwki.
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Rys. 33. Reprezentatywne odpowiedzi ERG w warunkach fotopowych na bo-
dziec o luminancji 10 cd.s/m? uzyskane od zwierzecia leczonego tempolem
(100 mg/kg, 30 min przed ekspozycjg na silne swiatto) i zwierzecia, ktéremu
podano nosnik (A). ERG rejestrowano przed uszkodzeniem $wiattem (BL, ba-
seline), 1 dzien po uszkodzeniu (1 LD) i 7 dni po uszkodzeniu Swiattem
(7 LD). Amplituda fali b byta znamiennie wyzsza u zwierzat, ktérym podano
tempol (B). *P<0,05,%*P<0,01. Stupki przedstawiajg $rednig * odchylenie
standardowe.
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Rys. 34. Reprezentatywne obrazy skrawkéw siatkowki (wybarwionych hema-
toksyling i eozyng) pobranych od (A) niepoddanych uszkodzeniu Swiattem
i nieleczonych szczuréw lub pobranych siedem dni po szesciogodzinnej eks-
pozycji na $wiatto o natezeniu 2700 Ix. Szczurom tym podano PBS (B,D) lub
tempol (C,E). Tempol chronit przed uszkodzeniem w centralnej czesci siat-
kéwki. Obwodowa czes¢ siatkowki (czes¢ brzuszno-nosowa) nie wykazywata
zadnych zmian morfologicznych zaréwno u szczuréw, ktére otrzymywaty PBS
jak i u tych, ktore otrzymywaty tempol. Skala 50 pm.
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5. Dyskusja

Uwaza sie, ze w chorobach neurodegeneracyjnych siatkéwki znaczacq
role odgrywa stres wolnorodnikowy. W zwigzku z tym jedng ze strategii tera-
peutycznych moze by¢ podawanie mimetykéw kluczowego enzymu antyoksy-
dacyjnego - SOD.

W ramach niniejszej pracy badatem mimetyk SOD tempol i jego po-
chodne, ktére roznity sie diugoscig przytaczonego tancucha weglowego. Mo-
dyfikowanie w ten sposéb czgsteczki tempolu miato spotegowaé aktywnosé
neuroprotekcyjng powstatych zwigzkéw zwiekszajac ich powinowactwo do
bton, a przez to efektywnos$¢ wychwytywania rodnikow w btonach. Mogtoby to
znacznie ograniczy¢ uszkodzenia wolnorodnikowe w komorce poprzez uniesz-
kodliwianie rodnikdw w miejscu ich powstania, a takze poprzez efektywng
ochrone wrazliwych na peroksydacje sktadnikéw bton.

Badane zwigzki roznity sie wyraznie hydrofobowoscig, a takze charak-
terem interakcji z btong modelowg. Nie réznity sie natomiast znaczaco ich
widma EPR. Sposrdd czterech przebadanych nowych zwigzkéw na najwiekszg
uwage zastuguje tempol-C8, ktéra okazat sie by¢ bardziej efektywny niz tem-
pol w modelach PONC i toksycznosci NMDA.

5.1. Wplyw modyfikacji czasteczki tempolu na wiasnosci

fizykochemiczne i farmakologiczne powstatych zwiazkow

5.1.1. Znaczenie lipofilnosci dla wtasnosci farmakologicznych potencjalnego
leku

W celu zwiekszenia powinowactwa tempolu do bton biologicznych stwo-
rzono estry tempolu i kwaséw ttuszczowych o réznej dtugosci tancucha we-
glowego, a wiec zwigzki, ktére miaty by¢ bardziej lipofilne od wyjsciowej cza-
steczki. Inng metode zwiekszenia powinowactwa do bton zastosowali np. Pi-
gnatello i wsp. (2006), ktorzy stworzyli estry idebenonu (zmiatacza wolnych
rodnikow bedacego syntetycznym analogiem koenzymu Q10) i krétkotancu-
chowych kwaséw 2-alkiloaminowych. Sugerowali oni, ze takie koniugaty nie

tylko sg bardziej hydrofobowe, ale takze majg wtasnosci amfifilowe, co zwiek-
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sza ich wchtanianie poprzez btony biologiczne i zwieksza ich stabilnos¢ we
krwi. Stwierdzili tez przy pomocy metod kalorymetrycznych, ze pochodne te
majq wieksze powinowactwo do modelowej btony biologicznej niz estry ide-
benonu i kwasoéw ttuszczowych o takiej samej dtugosci tancucha.

Modyfikowanie aktywnosci leku przy pomocy wptywania na jego lipofil-
nos$c¢ jest znane od dawna. Lipofilno$¢ potencjalnego leku ma bowiem ogrom-
ne znaczenie dla jego wiasciwosci - wptywa na jego charakterystyke wchta-
niania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji z organizmu, a takze na farma-
kodynamike i profil toksykologiczny. Wieksza lipofilno$¢ sprzyja przechodze-
niu przez bariere krew-moézg (Liu i wsp. 2008). Zbyt duza lipofilnos¢ nie jest
jednak korzystna, gdyz zwigzana jest z niepozgdanymi cechami leku, takimi
jak szybki i nieprzewidywalny metabolizm, intensywne wigzanie sie z biatkami
osocza krwi i nagromadzanie sie w tkankach (Smith i wsp. 1996). Wysoka
lipofilno$¢ powoduje tez problemy z rozpuszczalnoscig substancji, wigze sie
ze stabym wchfanianiem, moze tez skutkowac wigzaniem sie z hydrofobowy-
mi domenami biatek, ktére nie sg celem badanego leku i w ten sposéb zwiek-
szac jego toksycznos¢ (Pajouhesh i Lenz 2005).

Zaleznos$¢ aktywnosci grupy podobnych substancji (np. o réznej diugo-
$ci dotaczonego fancucha alkilowego) od hydrofobowosci ma charakter para-
boliczny - zwiekszanie lipofilnosci zwieksza aktywno$¢ do pewnej granicy,
dalsze zwiekszanie hydrofobowosci prowadzi do obnizenia aktywnosci sub-
stancji. Taki efekt obserwowano w przypadku homologicznych serii substancji
0 dziataniu przeciwbakteryjnym (Birnie i wsp. 2000), znieczulajgcym
(Nakahiro i wsp. 1996), cytotoksycznym (Locatelli i wsp. 2008) i plemniko-
bdjczym (Wong i wsp. 2002). Optymalne dtugosci dotgczonego tancucha we-
glowego byty rézne dla tych substancji. Nie jest znana uniwersalna optymalna
lipofilno$¢ leczniczej substancji (mierzona np. opisanym w dalszej czesci pod-
rozdziatu wspoétczynnikiem podziatu woda-oktanol, log P), ale dla niektérych
grup substancji udato sie jg okresli¢, np. w przypadku barbituranéw, ktorych
aktywnos¢ biologiczna bardzo wyraznie zalezata od wartosci log P ustalono,
ze jego optymalna wartos¢ wynosi 2 (Hansch i wsp. 1968).

W oparciu o witasciwosci obecnych na rynku lekéw Lipinski i wsp.
(1997) sformutowali obecnie szeroko akceptowang tzw. regute pieciu (rule of
5) — warunki, ktére powinna spetnia¢ substancja bedaca dobrym kandydatem



Dyskusja 87

na lek. Jako jeden z tych warunkéw wymieniana jest wartos¢ log P nieprze-
kraczajaca 5.

Szczegodlnie istotna wydaje sie lipofilnos¢ w przypadku zmiataczy wol-
nych rodnikéw. Ich powinowactwo do bton lipidowych determinuje bowiem
zdolnos¢ do hamowania peroksydacji lipiddw. Przy pomocy EPR wykazano, ze
lipofilne substancje — a-tokoferol i zblizony do niego strukturalnie TAK-218
wydajnie hamowaty peroksydacje lipidow w liposomach, przy czym bardziej
efektywny byt bardziej lipofilny TAK-218 (Murakami i wsp. 2000).

Niektore doswiadczenia z antyoksydantami stosowanymi w przemysle
spozywczym i kosmetycznym wskazujg na istnienie innej zaleznosci miedzy
lipofilnoscig a wydajnoscig zmiatania wolnych rodnikéw w emulsjach lipido-
wych. Porter i wsp. (1989) sformutowali hipoteze paradoksu polarnosci (polar
paradox), zgodnie z ktéra polarne antyoksydanty (hydrofilowe) sg bardziej
efektywne niz niepolarne w niepolarnych lipidach, ale w emulsjach lipidow
i btonach lipidowych to antyoksydanty niepolarne (hydrofobowe) sg bardziej
aktywne. Pdzniejsze badania wykazaty, ze zalezno$¢ miedzy hydrofobowoscig
antyoksydantu a jego aktywnoscig jest bardziej ztozona i nie jest zaleznosciq
liniowa (Laguerre i wsp. 2009). W przypadku serii estrow kwasu rozmaryno-
wego i alkoholi o réznej dtugosci fanicucha zalezno$¢ miedzy aktywnoscig an-
tyoksydacyjng w emulsji lipidow a dtugoscig tancucha miata ksztatt parabo-
liczny z maksimum dla fancucha o$mioweglowego (Laguerre i wsp. 2010).
Podobnie byto z aktywnoscig estrow hydroksytyrozolu i kwasow ttuszczowych
- w emulsjach lipidowych najsilniej przeciwutleniajgco dziatata pochodna hy-
droksytyrozolu i kwasu oktanowego (Medina i wsp. 2009). Jedno z wyjasnien
tego zjawiska sformutowane przez Frankela (1994) jest zwigzane z lokalizacjq
antyoksydantu w micelach lipidowych lub btonach lipidowych. Zgodnie z tg
hipotezg antyoksydant dziata najskuteczniej, jesli jest zlokalizowany w prze-
strzeni miedzyfazowej, gdzie dochodzi do proceséw utleniania lipidéw. Zbyt
duza hydrofobowos¢ powoduje, ze antyoksydant jest zlokalizowany w gitebi
miceli lub btony, gdzie jest znacznie mniej skuteczny.

W przypadku kilku substancji (kwas rozmarynowy, hydroksytyrozol, ty-
rozol) aktywnosc¢ antyoksydacyjng w emulsjach lipidowych najbardziej zwiek-
szato dotgczenie oSmioweglowego fanicucha do wyjsciowej czasteczki antyok-
sydantu (Laguerre i wsp. 2010; Lucas i wsp. 2010; Medina i wsp. 2009).
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5.1.2. Lipofilnos¢ badanych substancji i ich oddziatywanie z btonami

biologicznymi

Powszechnie przyjetym sposobem badania lipofilnosci zwigzkdéw jest
okreslanie wspdtczynnika podziatu woda-oktanol, ktéory przedstawiany jest
zazwyczaj w formie logarytmicznej. Wspotczynnik ten jest znany dla wielu
substancji i podawany w komercyjnie dostepnych bazach danych, mozliwe
jest tez jego szacowanie z wykorzystaniem programéw komputerowych. Pa-
rametr ten jest wykorzystywany w wielu modelach komputerowych stuzacych
do analizy zaleznosci miedzy strukturg zwigzku a jego aktywnoscig biolo-
giczng (QSAR, quantitativestructure-activityrelationship; Giaginis i Tsantili-
Kakoulidou 2008).

Pojawiajq sie jednak gtosy, ze log P nie do konca odzwierciedla roz-
puszczalno$¢ substancji w btonach biologicznych. Chociaz korelacja miedzy
wspotczynnikiem podziatu woda-oktanol a rozpuszczalnoscig badanego zwigz-
ku w lipidach nie ulega watpliwosci, to jednak Alakoskela i wsp. (2009) do-
wodzg, ze wartos¢ log P nie jest wystarczajgca do przewidywania oddziaty-
wan konkretnej substancji z blonami. Zgodnie z ich argumentacjg wspotczyn-
nik podziatu woda-oktanol jest stosunkowo stabym predyktorem rozpuszczal-
nosci w btonie, gdyz w przeciwienstwie do oktanoludwuwarstwa lipidowa jest
anizotropowym i heterogennym S$rodowiskiem (grupy polarne znajdujg sie
blizej powierzchni dwuwarstwy lipidowej, a w jej wnetrzu znajdujq bardziej
hydrofobowe grupy lipidow). Dla podziatu miedzy dwuwarstwe lipidowg a faze
wodng ma znaczenie wzajemne potozenie w badanej czasteczce grup hydro-
fobowych i hydrofilowych, co nie ma znaczenia w przypadku podziatu miedzy
wode a oktanol. Z tego wzgledu rozpatrywanych jest wiele nowych metod,
ktére pomogtyby oceni¢ oddziatywanie zwigzkéw chemicznych z btonami
(przeglad w pracy Giaginis i Tsantili-Kakoulidou 2008). Réwniez w tej pracy
zastosowatem dodatkowo drugg metode, ktéra miata na celu zbadanie inte-
rakcji badanych substancji z blonami biologicznymi.

Estry tempolu sq bardziej lipofilowe od tempolu - wartos¢ log P dla es-
tréw tempolu byta wyzsza niz dla wyjsciowej czasteczki i zalezata w sposdb
liniowy od dtugosci dotaczonego tancucha acylowego. Zaleznos$¢ oddziatywa-
nia z modelowymi btonami biologicznymi w zastosowanym uktadzie doswiad-

czalnym od dtugosci dotgczonego tancucha weglowego byta jednak bardziej
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skomplikowana. Oddziatywanie tempolu z modelowg btong ztozong z DOPC
byto endotermiczne, co sugeruje, niskie powinowactwo tempolu do fazy lipi-
dowej, zgodnie z niskg wartoscig wspétczynnika podziatu czasteczki,a co za
tym idzie, niskg wydajnos$¢ transferu tempolu do bton lipidowych. Podobnie
tempol-C4, cho¢ bardziej lipofilny zgodnie z pomiarem wspoétczynnika podzia-
tu woda-oktanol, oddziatywat z modelowg btong w sposdb endotermiczny.
Oddziatywanie dwéch estréw acylowych: tempolu-C8 i tempolu-C12 byto eg-
zotermiczne, co sugeruje, ze mogg akumulowac sie w btonach biologicznych.
W koncu, dla tempolu-C16 nie zarejestrowano znaczgcego sygnatu przeptywu
ciepta, co oznacza, ze jego wysokie powinowactwo do srodowiska lipidowego
zapobiega transferowi pomiedzy btonami lipidowymi w zwigzku z barierg
energetyczng zwigzang z transferem poprzez faze wodna.

Wszystkie badane substancje spetniaty réwniez pozostate zawarte
w regule pieciu warunki (por. tab. 2) — ich masa czasteczkowa byfa mniejsza
niz 500, liczba donoréw wigzania wodorowego nie przekraczata 5, a akcepto-
row 10.

Tab. 2. Wiasciwosci tempolu i jego estrow i ich zgodnos$¢ z regutq pieciu Li-
pinskiego.

substancia| M35\ oo LogP | Donory | Akceptory |2 Toguiy
Tempol 172,24 0,53 1 3 B TAK
Tempol-C4 242,34 2,44 0 4 TAK
Tempol-C8 298,45 3,08 0 4 TAK
Tempol-C12 354,55 3,38 0 4 TAK
Tempol-C16 410,66 4,51 0 4 TAK

Wyniki analizy kalorymetrycznej miareczkowania liposoméw DOPC
tempolem i jego liposomowymi preparatami mogqg by¢ rowniez wykorzystane
do projektowania nosnika lipidowego i wyboru optymalnej pochodnej tempolu
do terapii z wykorzystaniem nosnika lipidowego. Na podstawie uzyskanych
danych najbardziej obiecujace wydajg sie by¢ liposomowe preparaty tempolu-
C8i-C12.
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5.1.3. Wptyw dotaczenia taricuchow acylowych do czgsteczki tempolu na

otoczenie chemiczne rodnika nitroksydowego w powstatych zwigzkach

W spektroskopii EPR sygnat pochodzi od zwigzkéw posiadajacych nie-
sparowane elektrony — wolnych rodnikéw. Widmo EPR jest charakterystyczne
dla danego rodnika. Otoczenie chemiczne rodnika moze jednak wptywaé na
parametry widma EPR, a zjawisko to jest szeroko wykorzystywane do bada-
nia struktury makromolekut, do ktérych przytacza sie dajace sygnat EPR
znaczniki spinowe (Biswas i wsp. 2001). Przy pomocy EPR mozna byto wiec
nie tylko potwierdzi¢ obecnos$c¢ i rodzaj rodnika obecnego w badanych zwigz-
kach, ale tez stwierdzi¢, czy nie zmienito sie otoczenie chemiczne tego rodni-
ka. Widma EPR wszystkich badanych zwigzkéw nie roznity sie znaczgaco, co
sugeruje, ze ich grupy nitroksydowe mogg reagowac podobnie jak grupa ni-
troksydowa tempolu. Nalezy jednak pamietac, ze w badanych estrach tempo-
lu nieobecna jest grupa hydroksylowa, ktéra w czasteczce tempolu réwniez

moze reagowac z niektérymi wolnymi rodnikami (patrz wstep, str. 43).

5.1.4. Estry tempolu - substancje dziatajgce w niezmienionej postaci czy
~proleki” tempolu?

Mozna postawi¢ pytanie, czy estry acylowe tempolu dziatajg jako wy-
miatacze wolnych rodnikdw w postaci niezmienionej, czy tez s prekursorami
aktywnej substancji — tempolu. Przeksztatcenie estréw tempolu w tempol
i kwasy ttuszczowe mogtoby sie odbywaé za pomocg enzyméw esteraz obec-
nych w osoczu krwi (Koitka i wsp. 2010; Li i wsp. 2005). Jednak niektore es-
try tempolu dziataty w dawkach znacznie mniejszych niz tempol, z czego wy-
nika, ze dziatajg one przede wszystkim w niezmienionej postaci, a nie jako

~proleki”.

5.2. Wptyw podawania tempolu i jego estrow na uszkodzenia
siatkowki w modelach jaskry i starczego zwyrodnienia plamki

Do oceny neuroprotekcyjnej aktywnosci estréw tempolu uzytem szczu-
rzych modeli choréb neurodegeneracyjnych siatkowki wykonywanych na

szczurach szczepu Brown Norway. Budowa histologiczna siatkéwki szczurzej



Dyskusja 91

i ludzkiej nie jest jednak identyczna (Hanson 2004a) i trzeba o tym pamietac
interpretujgc wyniki ze szczurzych modeli w odniesieniu do ludzkich choréb
siatkdwki. Przede wszystkim w siatkdwce szczura nie wystepuje obecna u lu-
dzi plamka zétta - miejsce szczegdlnego nagromadzenia fotoreceptorow.
U ludzi wystepuja trzy rodzaje czopkéw - odpowiedzialne za widzenie koloru
zielonego, niebieskiego i czerwonego. Szczury posiadajg tylko dwa rodzaje
czopkow - zielone i niebieskie. Niebieskie czopki u szczura sg wrazliwe na
krotsze fale niz ludzkie - szczury widzg wiec ultrafiolet (soczewka szczurza
w odréznieniu od ludzkiej przepuszcza az 50% promieniowania UVA). Ponad-
to w siatkdwce szczura znajduje sie mniej czopkédw - u cziowieka stanowig
one 5% fotoreceptoréow, a u szczura tylko 1%. Inng wazng rdznicg miedzy
siatkdwka ludzkg a szczurza jest znacznie wieksza liczba fotoreceptoréw
przypadajacych na komodrki dwubiegunowe i RGC w siatkdwce szczurzej
(Hanson 2004a). RGC majq u szczura znacznie wieksze pola recepcyjne. Re-
zultatem jest wieksza czuto$¢ szczurzej siatkéwki, uzyskiwana kosztem gor-
szej ostrosci widzenia.

Mimo tych rdéznic szczurze modele jaskry i AMD sg szeroko wykorzy-
stywane w badaniach nad tymi chorobami i uwaza sie je za cenne zrddto in-
formacji o patogenezie tych choréb (Johnson i Tomarev 2010; Tanito i wsp.
2008).

5.2.1.Neuroprotekcyjna aktywnosc¢ tempolu i jego estrow w modelach jaskry

normotensyjnej

W niniejszej pracy zastosowatem trzy rézne modele zwierzece jaskry

normotensyjnej. Ich cechg wspdlng jest eliminacja RGC.

PONC jest procedurg, ktéra prowadzi do wystandaryzowanej i powta-
rzalnej niekompletnej aksotomii RGC. Jej zastosowanie prowadzi do pierwot-
nej i wtérnej degeneracji RGC.Po zmiazdzeniu nerwu wzrokowego mozna wy-
rozni¢ cztery populacje w rozny sposéb dotknietych uszkodzeniem komdrek
zwojowych:

- degenerujace szybko w wyniku nekrozy (uszkodzenie pierwotne)
- degenerujace wolniej poprzez droge apoptotyczng (uszkodzenie

wtérne)
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- przezywajace dtugi czas pomimo aksotomii (ich aksony mogq ulec
regeneracji)

- przezywajqce, z nienaruszonymi potgczeniami z ich celami w mo-
zgu.

Doktadne proporcje miedzy tymi populacjami zalezg od zastosowanej
procedury uszkodzenia, ale populacja wolno umierajgcych komérek jest zaw-
sze stosunkowo duza (Kreutz i wsp. 1999). Znaczny odsetek uszkodzonych
aksondéw regeneruje (Dieterich i wsp. 2002).

Mozna sie spiera¢, czy PONC jest modelemjaskry, czy tez raczej mode-
lem urazu nerwu wzrokowego (Gellrich i wsp. 2002). Jaskrowa utrata RGC
jest znacznie powolniejsza niz ma to miejsce po PONC - zachodzi w ciggu lat,
a nie tygodni. Prawdopodobnie tez PONC rézni sie znaczgco na poziomie mo-
lekularnym od innych modeli jaskry. Roznice takie wystepowaty bowiem mie-
dzy kompletng aksotomig nerwu wzrokowego a modelami polegajacymi na
zwiekszeniu cisnienia $rdodgatkowego (Levkovitch-Verbin i wsp. 2003;
Levkovitch-Verbin i wsp. 2006). Z drugiej jednak strony PONC moze rekapi-
tulowac postulowany przez niektoérych autoréw (patrz wstep, str. 25) mecha-
nizm uszkodzenia nerwu wzrokowego w wyniku ekspozycji na réznice ci$nie-
nia srédgatkowego i srodczaszkowego w blaszce sitowej.

Podawanie tempolu w dawce 20 mg/kg masy ciata statystycznie zna-
miennie ograniczato utrate RGC w wyniku PONC. Takiego efektu nie powodo-
wato podawanie tempolu w dawce 5 mg/kg i 1 mg/kg. Inni autorzy uzyskali
podobne wyniki. W réznych modelach doswiadczalnych in vivo tempol dziatat
neuroprotekcyjnie po podaniu dozylnym badz dootrzewnowym w dawkach od
5 do 100 mg/kg masy ciata (Beit-Yannai i wsp. 1996; Rak i wsp. 2000; Tanito
i wsp. 2007b). Jednorazowe podanie tempolu w dawce 300 mg/kg okazato sie
protekcyjne w modelu urazowego uszkodzenia modzgu (Deng-Bryant i wsp.
2008). Podawany dootrzewnowo tempol chronit siatkdwke w podobnych daw-
kach, jak w modelach uszkodzenia mézgu. Mozna wiec posrednio wniosko-
wac, ze stezenie tempolu w siatkéwce po podaniu dootrzewnowym jest po-
dobne jak w mdzgu.

Porownatem takze neuroprotekcyjne dziatanie tempolu i czterech jego
estrow acylowych. Tempol-C8 dziatat protekcyjnie w stosunku do RGC w mo-
delu PONC w znacznie nizszych dawkach niz tempol: w dawce odpowiadajacej
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molowo 1 mg tempolu/kg dziatat podobnie jak tempol w dawce 20 mg/kg.
Wydaje sie mozliwe, ze estry tempolu po podaniu do organizmu akumulujg
sie w miejscach intensywnego generowania ROS, np. w mitochondriach
(Turrens 2003b) i btonach komdrkowych. Bardziej lipofilne od tempolu estry
tempolu mogq miec tez diuzszy okres pottrwania w tkankach. Lipofilne estry
tempolu akumulujgc sie w btonach moga chroni¢ przed uszkodzeniem wolno-
rodnikowym obecne tam wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Inne lipofilne
substancje byty opisywane jako neuroprotekcyjne. Lipofilny antyoksydant
witamina E (a-tokoferol) spowalniat u pacjentéw jaskrowych utrate pola wi-
dzenia (Engin 2009). Melatonina, inny lipofilny antyoksydant, jest propono-
wany jako potencjalny lek w terapii jaskry (przeglad w pracy Lundmark i wsp.
2007).

Estry -C4, -C12 i -C16 nie dziataty jednak protekcyjnie. Co wiecej,
tempol-C16 okazat sie toksyczny wzgledem RGC. Obserwacja ta jest zgodna
z wynikami Jianga i wsp. (Jiang i wsp. 2007), ktére sugerujg, ze wysoka hy-
drofobowos$¢ nie jest wystarczajgca dla protekcyjnej aktywnosci nitroksydu.
Brak neuroprotekcyjnej aktywnosci tempolu-C16 mozna wyjasni¢ trudno-
$ciami z transferem miedzy btonami. Trudniejszy do wyjasnienia jest brak
protekcyjnej aktywnosci tempolu-C12. By¢ moze kluczowa jest lokalizacja
zwigzku w dwuwarstwie lipidowej. Wyjasnienie tego zagadnienia wymagatoby
dalszych badan z wykorzystaniem modelowania komputerowego oddziatywa-

nia estréw tempolu z btonami lipidowymi.

Modyfikacja modelu cze$ciowego zmiazdzenia nerwu wzroko-
wego. 24h przed wykonaniem PONC podano jednorazowo dootrzewnowo
dekstran zelaza (III). Podanie dekstranu zelaza prowadzito do zwiekszenia
poziomu zelaza w siatkdwkach, co byto szczegdlnie widoczne w siatkdwkach
poddanych PONC. Podwyzszenie poziomu zelaza miato charakter diugotrwaty,
gdyz poziom ten byt podwyzszony w osiem dni od podania zelaza. Jest to
zgodne z obserwacjami Zhou i wsp. (2000), ktérzy donoszg, ze podanie dek-
stranu zelaza prowadzito do dtugotrwatego podwyzszenia poziomu zelaza we
krwi i w nerkach i powodowato zwiekszony stres oksydacyjny w nerkach i we

krwi. Réwniez obserwacja poziomu nitrotyrozyny wskazuje, ze podanie dek-
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stranu zelaza prowadzi do zwiekszonego stresu wolnorodnikowego w siatkow-
ce.

W siatkdéwce, zelazo jest szczegdlnie wazne dla funkcjonowania kaska-
dy fototransdukcji. W warunkach fizjologicznych poziom zelaza jest precyzyj-
nie regulowany (He i wsp. 2007). Niemalze cate nie-hemowe zelazo jest
zwigzane z transferyng, biatkiem wigzacym zelazo (III). Transferyna nie prze-
chodzi przez bariere krew-siatkdwka i moze by¢ internalizowana jedynie
przez wigzanie z odpowiednim receptorem. Wewnatrzkomdrkowe zelazo jest
kompleksowane przez inne biatko - ferrytyne. Ten ukfad jest zaburzony
w réznych sytuacjach patologicznych. Zelazo, a w szczegblnosci akumulacja
zelaza odgrywa role w rdéznych chorobach neurodegeneracyjnych, w tym
w AMD (Wong i wsp. 2007). Moze tez odgrywac role w innych zwigzanych
z wiekiem chorobach siatkéwki, gdyz poziom zelaza w siatkdwce wzrasta
z wiekiem (Hahn i wsp. 2006). Wzrost zwigzanych z zelazem biatek byt ob-
serwowany w jaskrowych oczach ludzkich i w matpim modelu jaskry (Farkas
i wsp. 2004). Wydaje sie wiec, ze modyfikacja PONC polegajaca na podaniu
dekstranu zelaza moze petniej odzwierciedla¢ sytuacje kliniczng w jaskrze niz
sam PONC.

Kombinacja podania dekstranu zelaza i PONC prowadzita do wiekszego
uszkodzenia RGC niz sam PONC. W siatkdwkach oczu poddanych pozorowa-
nej operacji podanie zelaza nie wptywato na gestos¢ RGC. Rowniez akumula-
cja zelaza w siatkdwkach po podaniu dekstranu zelaza byfa wyraznie silniej-
sza w oczach poddanych PONC niz w oczach poddanych pozorowanej opera-
cji. Podobne wyniki uzyskano w modelu niedokrwienia mézgu - podanie zela-
za potegowato uszkodzenie po niedokrwieniu moézgu, ale nie w grupie kontro-
Inej (Mehta i wsp. 2004). Autorzy tej pracy sugerowali, ze zelazo moze
uszkadza¢ médzg jedynie po uszkodzeniu bariery krew-mdzg. Mozliwe tez, ze
stres oksydacyjny wywotywany przez podanie zelaza nie jest wystarczajacy,
aby doprowadzi¢ do $mierci zdrowych neuronéw, ale moze potegowac uszko-
dzenie, jesli szlaki sygnatowe prowadzace do $mierci komdrkowej zostaty juz
aktywowane, np. w wyniku PONC czy niedokrwiennego uszkodzenia médzgu.

Co ciekawe, neuroprotekcyjne dziatanie tempolu byto znaczaco wyraz-
niejsze w grupie zwierzat, ktére otrzymaty dekstran zelaza i zostate poddane
PONC niz w grupie, ktéra zostata poddana jedynie PONC. Wydaje sie, ze nie
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byto to jednak zwigzane ze zmniejszong akumulacjg zelaza w grupie otrzy-
mujacej tempol, gdyz w siatkdéwkach zwierzat z tej grupy nie zaobserwowa-
tem mniej intensywnego barwienia na obecnos$¢ zelaza. Mechanizm dziatania
tempolu jest do$¢ ztozony i dziata on nie tylko jako mimetyk SOD, ale réw-
niez m. in. mimetykferoksydazy, w wyniku czego moze hamowac reakcje
Fentona ograniczajgc toksycznos$¢ zelaza (Mehlhorn i Swanson 1992; Samuni
i wsp. 2003).

3-nitrotyrozyna (3-NT), ktéra jest uznawana za miarodajny znacznik
stresu nitrooksydacyjne (Radi 2004) byta rowniez badana w opisywanym do-
Swiadczeniu. Wyrazne barwienie na obecnos$¢ 3-NT bylo obecne w siatkow-
kach poddanych PONC, ale nie w siatkdwkach poddanych pozorowanej opera-
cji — zaréwno u zwierzat, ktorym podano dekstran zelaza jak i tych, ktore
otrzymaty nosnik.

Podawanie tempolu zmniejszato intensywnos$¢ barwienia na obecnos¢
3-NT, co sugeruje ze tempol zapobiegat nitrozylacji tyrozyny. Podobne wyniki
uzyskali inni autorzy (Deng-Bryant i wsp. 2008). Jednakze u zwierzat, ktérym
podano zelazo intensywnos$¢ barwienia na obecnosé nitrotyrozyny zmniejszyta
sie dos¢ nieznacznie. Biorgc pod uwage obserwowane dos$¢ znaczace dziatanie
neuroprotekcyjne tempolu w tej grupie, wydaje sie, ze tempol moze ograni-
czac inne niz wywotywanie stresu nitrooksydacyjnego efekty podawania zela-
za. Mogtoby to by¢ np. ograniczanie indukowanej zelazem ekscytotoksyczno-
$ci (Coyle i Puttfarcken 1993; Davalos i wsp. 2000).

Model toksyczosci NMDA opiera sie na zatozeniu, ze w jaskrze do-
chodzi do ekscytotoksycznego uszkodzenia RGC, a w szczegdlnosci na hipote-
zie, ze w wyniku jaskry dochodzi do zwiekszenia stezenia glutaminianu w cie-
le szklistym. Jak juz wspomniano we wstepie, hipoteza o zwiekszonej zawar-
tosci glutaminianu w ciele szklistym w jaskrze jest obecnie do$¢ kontrower-
syjna. Nie udato sie potwierdzi¢ wczesniejszych doniesien wskazujacych na
prawdziwos$c¢ tej hipotezy. Nie wyklucza to jednak udziatu ekscytotoksycznosci
w patomechanizmie jaskry.

Mechanizm, jaki prowadzi w modelu toksycznosci NMDA do $mierci
RGC jak juz wspomniano we wstepie polega prawdopodobnie m. in. na nad-
miernej aktywacji syntazy tlenku azotu i zwiekszonej produkcji anionorodnika
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ponadtlenkowego. NO* i O,* reagujg tworzac nadtlenoazotyn, ktéry uszkadza
neurony (Lipton i wsp. 1993). Mechanizm uszkodzenia w wyniku ekscytotok-
sycznosci jest jednak bardziej skomplikowany i jest zalezny od wieku. Nie
zaobserwowatem co prawda réznic ilosSciowych w ubytku RGC miedzy zwie-
rzetami w réznym wieku, jednak rézna podatnos$¢ na leczenie tempolem-C8
wskazuje na réznice w mechanizmie dziatania NMDA u zwierzat w réznym
wieku.

Doszklistkowe podanie NMDA prowadzito do masowej smierci RGC, co
udowodnitem barwigc te komorki barwnikiem Fluorogold po tygodniu od
podania NMDA. Uszkodzenie byto najwieksze spos$réd zastosowanych trzech
modeli uszkodzenia RGC - po tygodniu od urazu barwito sie okoto 90% ko-
morek mniej niz w oczach kontrolnych. Znaczna utrata RGC jest zgodna
z obserwacjami innych autoréw (Li i wsp. 1999).

Obserwacje Li i wsp. (1999) wskazujq, ze podobnie jak w wyniku PONC
doszklistkowe podanie NMDA prowadzi do apoptotycznej $mierci RGC. By¢
moze wiec mechanizm uszkodzenia RGC jest zblizony. Duzg zaletg modelu
toksycznosci NMDA w poréwnaniu z PONC byto to, ze jest to model duzo
mniej skomplikowany w wykonaniu. By¢ moze dzieki temu uzyskane wyniki
majq znacznie mniejszy rozrzut. Podobnie jak PONC model ten prowadzi do
szybkiej i masowej $mierci RGC. Sytuacja ta odbiega wiec od tego, co obser-
wowane jest w jaskrze, gdzie mamy do czynienia z procesem przewlektym.

Niespodziewanie w modelu toksycznosci NMDA, inaczej niz w PONC,
tempol nie wykazywat protekcyjnej aktywnosci w stosunku do RGC. Wynik
ten rézni sie od wyniku El-Remessy i wsp. (2003), ktérzy pokazali, ze poda-
wany doszklistkowo tempol (0,4 mg/oko) ograniczyt barwienie TUNEL w ob-
rebie GCL i INL,gdy podawano go jednoczesnie z NMDA (200 nmoli/oko, tj. 2
Ml 100 mM roztworu NMDA). Tempol zmniejszat takze intensywnos$¢ barwienia
na obecnos$¢ malondialdehydu i nitrotyrozyny. Model uzyty przez tych auto-
row réznit sie jednak znaczaco od uzytego w moich badaniach: roztwér NMDA
byt 10 razy bardziej stezony niz podawany przeze mnie, a tempol byt poda-
wany inng droga (stezenie tempolu w oku mogto by¢ wielokrotnie wieksze niz
w moich doswiadczeniach). Tempol byt tez podawany w tym samym czasie,
co NMDA.
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Tempol-C8 podobnie jak w PONC byt rowniez neuroprotekcyjny w mo-
delu toksycznosci NMDA. Co zaskakujace jednak, tempol-C8 dziatat protek-
cyjnie jedynie w grupie mtodych (6-tygodniowych), a nie starszych (mtodych
dorostych, 9-10-tygodniowych) zwierzat. U zwierzat otrzymujacych nosnik
tempolu-C8 liczba RGC po podaniu NMDA nie rdznita sie jednak znamiennie
u obu tych grup zwierzat. By¢ moze ta ,niewrazliwos¢” RGC starszych zwie-
rzat na tempol-C8 jest zwigzana z réznymi mechanizmami wywotujacymi
uszkodzenie RGC aktywowanymi w wyniku podania NMDA. Rzeczywiscie
w badaniach in vitro na neuronach pochodzacych z hipokampa pokazano wy-
razne nastepujace z wiekiem zmiany w podatnosci na ekscytotoksyczne
bodzce. Obserwowano tzw. dojrzewanie do ekscytotoksycznosci: neurony izo-
lowane z trzydniowych szczuréw nie wykazywaty niemal zadnej podatnosci,
a te izolowane od szczurow 21-dniowych byty w ponad 90% podatne na
Smieré¢ komérkowa wywotang NMDA (Marks i wsp. 2000). Réwniez Ullian
i wsp. (2004) pokazali, ze hodowane in vitro RGC wyizolowane z szesciodnio-
wych szczuréw jak i eksplanty siatkdwek szesciodniowych szczuréw nie byty
podatne na uszkodzenie w wyniku ekspozycji na NMDA.

Wydaje sie, ze zalezne od wieku réznice w mechanizmie ekscytotok-
sycznego uszkodzenia neurondéw wystepujg réwniez u starszych zwierzat. In-
dukowana glutaminianem produkcja ROS i uwalnianie dehydrogenazy mle-
czanowej (znacznika $mierci komdrkowej) byty znaczaco wyzsze u szczuréw
80- niz u 21-dniowych (Kannurpatti i wsp. 2004). Wiadomo tez, ze w zalez-
nosci od stopnia rozwoju organizmu aktywacja réznych receptoréw odpowia-
da za zjawisko toksycznosci glutaminianu. Zostato to udowodnione zaréwno
na skrawkach kory moézgowej (Sanganahalli i wsp. 2006) jak i RGC (Cady
i wsp. 2001; Luo i wsp. 2001).

5.2.2.Neuroprotekcyjna aktywnos¢ tempolu w modelu starczego zwyrodnienia
plamki

Uszkodzenie siatkdwki obserwowane w AMD mozna modelowa¢ nie tyl-
ko z uzyciem modeli transgenicznych, ale réowniez z uzyciem modelu uszko-
dzenia $wiattem. Co wiecej, jak juz wspomniano we wstepie niektérzy autorzy
(Marc i wsp. 2008) sugerujg, ze model uszkodzenia $wiattem wierniej niz

modele transgeniczne odzwierciedla warunki patologiczne wystepujace w za-
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awansowanej zanikowej postaci AMD. Model uszkodzenia swiattem moze tez
stuzy¢ jako model réznych chordb degeneracyjnych siatkéwki przebiegajg-
cych z degeneracjg fotoreceptoréw, np. retinitispigmentosa (Tanito i wsp.
2007a). Uszkodzenie w tym modelu przebiega, inaczej niz w zanikowej AMD
szybko, bo w ciggu dni-tygodni od ekspozycji na silne $wiatto. Zmiany w ERG
byty obserwowane juz nastepnego dnia po ekspozycji na silne Swiatto.

Stopien uszkodzenia w tym modelu zalezy nie tylko od czasu ekspozy-
cji na Swiatlo i jego intensywnosci Swiatta, ale tez od fazy rytmu okotodobo-
wego (Vaughan i wsp. 2002) i rejonu siatkéwki (Vaughan i wsp. 2003). Z te-
go wzgledu doswiadczenia przeprowadzano zawsze o tej samej porze, a do
analizy histologicznej pobierano skrawki tych samych rejonéw siatkdwki.

Duze znaczenie dla wykonania tego modelu ma pigmentacja, gdyz
szczury albinotyczne, ktére nie posiadajg barwnika w teczéwce ani barwnika
w obrebie RPE, majg zaburzone widzenie (Hanson 2004b). Ich siatkéwka jest
znacznie bardziej narazona na dziatanie $wiatta niz u szczuréw z normalng
pigmentacjq. Swiatto jest w mniejszym stopniu absorbowane przez teczéwke,
a to, ktére dostato sie juz do komory tylnej oka nie jest pochfaniane przez
barwnik siatkowki. W zwigzku z tym u szczurdéw albinotycznych dochodzi do
spontanicznej degeneracji siatkowki. U szczuréw albinotycznych obserwuje
sie szereg zaburzen w rozwoju siatkéwki — m. in. zmniejszong liczbe fotore-
ceptorow i zaburzen widzenia — matq ostro$é¢ widzenia, uposledzone widzenie
w jasnym Swietle, wolniejszg adaptacje do widzenia w ciemnosci, gorsza per-
cepcje ruchu i uposledzong koordynacje obu oczu.

Zaletg zastosowanej procedury byta stosunkowo krétka (6h) ekspozy-
cja na silne swiatto (w innym dos$wiadczeniu z uzyciem szczuréw Brown Nor-
way ekspozycja trwata 24h, Ishikawa i wsp. 2006), ktéra jednak pozwolita na
wywotanie znaczgcego uszkodzenia siatkéwki. W wyniku tego uszkodzenia
zmniejszyta sie znaczaco amplituda fali a i fali b w badaniu ERG. Na tej pod-
stawie mozna przypuszczaé, ze powaznemu uszkodzeniu ulegty nie tylko foto-
receptory, ale i RPE (Noell 1980). Uszkodzenie to byto trwate, badanie ERG
powtdrzone po siedmiu dniach od ekspozycji na silne swiatto nadal wskazy-
wato na podobny jak po jednym dniu poziom uszkodzenia funkgcji siatkdwki.

Uszkodzenie siatkéwki, cho¢ widoczne w badaniach histologicznych je-
dynie w centralnej czesci siatkdéwki miato silny wptyw na odpowiedz elektrofi-
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zjologiczng catej siatkdwki. By¢ moze wiec nie tylko bezposrednie uszkodze-
nie fotoreceptoréow przez silne $wiatto wptywato na odpowiedz ERG, ale réw-
niez w sposob posredni (gtdwnie poprzez uszkodzenie RPE).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze tempol moze czesciowo uchroni¢ przed
uszkodzeniem w wyniku ekspozycji na silne swiatto. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach z zastosowaniem morfologicznych metod oceny siatkowki
u szczurdw albinotycznych (Tanito i wsp. 2007b; Wang i wsp. 1995). Wyniki
prezentowane w tej pracy wskazujg, ze podawanie tempolu nie tylko zapo-
biegato uszkodzeniu siatkdwki obserwowanym w badaniach morfologicznych,

ale rowniez gwarantowato zachowanie funkcji siatkowki.

5.3. Potencjalne uboczne skutki wzmocnienia obrony przed wolnymi

rodnikami

Antyoksydanty czesto sq ukazywane jednostronnie jako wszechstronne
i bezpieczne leki majace chroni¢ przed nowotworami i skutkami starzenia po-
przez zmniejszanie destrukcyjnego wptywu wolnych rodnikéw na organizm.
Wolne rodniki okazujq sie jednak dziata¢ nie tylko niekorzystnie na funkcjo-
nowanie organizmu - pelnig role czasteczek sygnatowych w komorce,
a szczegdlne znaczenie odgrywajgq w regulowaniu proliferacji i apoptozy ko-
morek (Clement i Pervaiz 1999). Co wiecej, oprocz pozytywnych skutkéw po-
dawania antyoksydantéw obserwuje sie tez dziatania niepozgadane, a w nie-
ktérych sytuacjach ich podawanie moze miec¢ skutek odwrotny do zamierzo-
nego - zwieksza¢ uszkodzenie, np. poprzez dziatanie pro-oksydacyjne
(Halliwell 2000; Meffert 2008).

Szczegb6lng grupg zmiataczy wolnych rodnikéw sg mimetyki SOD,
a wsrod nich tempol i inne zwigzki nitroksydowe. We wstepie przedstawitem
argumenty za zwiekszaniem aktywnosci SOD w tkankach w celach terapeu-
tycznych. Nalezy jednak wspomnie¢, ze podwyzszony poziom SOD moze pa-
radoksalnie prowadzi¢ do zwiekszonego stresu oksydacyjnego i dziata¢ szko-
dliwie. Szkodliwos$¢ nadekspresji SOD jest znana od dawna i zostata potwier-
dzona w wielu ukfadach doswiadczalnych - zaréwno in vitro w transfekowa-
nych SOD-1 liniach komérkowych (Groner i wsp. 1986) jak i in vivo u Dro-
sophilamelanogaster (Orr i Sohal 1993; Reveillaud i wsp. 1991) oraz u myszy
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transgenicznych (Avraham i wsp. 1988; Ceballos-Picot i wsp. 1991; Ceballos-
Picot i wsp. 1992; Minc-Golomb i wsp. 1991; Schickler i wsp. 1989). Nadeks-
presja SOD-1, ktérego gen znajduje sie na chromosomie 21 jest tez od daw-
na kojarzona ze zwiekszonym stresem oksydacyjnym obserwowanym w ze-
spole Downa (Sinet 1982). Krzywa zaleznosci dawka-efekt dla SOD
w roznych ukfadach doswiadczalnych ma ksztaltt dzwonowy - po osiggnieciu
maksymalnego efektu dalsze zwiekszanie dawki prowadzi do zmniejszenia
efektu, a niekiedy nastepnie obserwowana jest toksyczno$¢ SOD (McCord
2008).

Mechanizm, w wyniku ktérego zbyt duza dawka SOD prowadzi do
zwiekszonego stresu oksydacyjnego nie zostat do konca wyjasniony. Najpo-
pularniejsza jest hipoteza zgodnie z ktdrg nadekspresja SOD prowadzi do
zwiekszonej produkcji nadtlenku wodoru. Inne wyjasnienie zwigzane jest ze
zdolnoscig SOD zaréwno do hamowania jak i inicjowania wolnorodnikowych
reakcji tancuchowych, ktérych wynikiem jest peroksydacja lipidéw. Doktadny
mechanizm, ktory stoi za tym zjawiskiem jest przedmiotem kontrowersji
(Gardner i wsp. 2006; Kowald i wsp. 2006). Offer i wsp. (2000) twierdzg, ze
wyzsze stezenie SOD jedynie nieznacznie wptywa na stezenie H,0,, ale
znacznie obniza stezenie anionorodnika ponadtlenkowego. W wyniku tego
SOD reaguje nie tylko z 0,7, ale tez atakuje i utlenia czgsteczki, ktére miat
chronidé.

Jak juz wspomniatem we wstepie nitroksydowemimetyki SOD przeja-
wiajg znacznie wiecej dziatan niz sam SOD. Skutki ich przedawkowania zdajq
sie by¢ jednak podobne jak skutki nadekspresji SOD. Podobnie jak SOD cha-
rakteryzujq sie dzwonowg krzywg zaleznosci dawka-efekt (Offer i wsp. 2000).
Podobnie jak w przypadku SOD proponowane sg rézne wyjasnienia tego zja-
wiska - Offer i wsp. proponujg mechanizm zwigzany z obnizeniem stezenia
0,7 i zmiang kinetyki reakcji katalizatora.

W przypadku tempolu-C8 w modelu toksycznosci NMDA réwniez zaob-
serwowatem krzywg zaleznosci dawka-efekt o dzwonowym ksztatcie. Opty-
malna byta dawka odpowiadajgca molowo 1 mg tempolu/kg masy ciata. Po-
dawanie wyzszych dawek tempolu-C8 (odpowiadajacych 5 mg tempolu/kg

i wiekszych) nie wywierato efektu neuroprotekcyjnego. Zakres dawek terapu-
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tycznych jest wiec w tym przypadku dos¢ waski, wezszy niz w przypadku
tempolu (Wilcox 2010).

5.4. Perspektywy praktycznego zastosowania estrow tempolu

Wydaje sie, ze mimo pewnych watpliwosci badane estry tempolu,
a zwitaszcza tempol-C8 sg interesujacymi zwigzkami, ktére warto dalej badac
pod katem ich wykorzystania w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych siat-
kéwki. Oczywiscie wykonane badania mogg stanowic¢ jedynie wstep do dal-
szych badan, ktére mogtyby zaowocowaé badaniami klinicznymi. Ponizej opi-
suje drogi dalszego rozwijania tej koncepcji leczenia chordb neurodegenera-
cyjnych siatkowki, a takze mozliwe rozwigzania problemoéw, ktére pojawity sie
w trakcie badan nad estrami tempolu.

Modyfikowanie czasteczki tempolu poprzez dotgczanie do niej tancu-
chéw acylowych i zwiekszanie jej lipofilnosci skutkuje niestety powstaniem
substancji, ktéore w znacznie mniejszym stopniu niz wyjSciowa substancja
rozpuszczajq sie w wodzie. Skutkuje to problemami z przygotowaniem odpo-
wiedniego do podania preparatu. Zmniejszona jest takze dostepnos$¢ bada-
nych substancji. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ przygotowanie lipo-
somowych preparatow badanych zwigzkéw. Zastosowanie liposomowego no-
$nika leku moze poprawia¢ farmakokinetyke, chroni¢ podawang substancje
przed degradacjg, wydtuzyé czas obecnosci leku w krazeniu, a takze moze
skutkowac¢ selektywnym dziataniem leku (Langner i Kral 1999). Mozliwe jest
tez tworzenie ,adresowanych” liposoméw, ktére mogtyby by¢ np. aktywowa-
ne Swiattem (Shum i wsp. 2001). Niektdrzy autorzy (Drummond i wsp. 2008)
zwracajq jednak uwage, ze korzysci z opracowania liposomowej postaci hy-
drofobowego leku sg dos$¢ skromne w poréwnaniu z innymi grupami substan-
cji — np. zazwyczaj znacznie krétszy jest okres péttrwania takiegopreparatu
we krwi niz np. liposomowej postaci lekko zasadowego amfifilowego leku.

Ochrona przed neurodegeneracjq, jakg zapewnia tempol i jego estry
ma swoje ograniczenia. Rowniez w moich badaniach tempol-C8 chronit mak-
symalnie 41% komodrek przed degeneracjg w modelu PONC. Wedtug Offera
i wsp. (2000) zaréwno z SOD jak i jej mimetykami synergistycznie dziata ka-

talaza, chociaz autorzy ci nie byli w stanie wyjasni¢ mechanizmu tego zjawi-
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ska. Znane sg réwniez mimetyki katalazy, takie jak metaloporfiryny
AEOL10150 i AEOL11207 czy mimetykisalenowe EUK-134 i EUK-189 (prze-
glad na temat mimetykdéw katalazy w pracy Day 2009). By¢ moze jednocze-
sne podawanie estrow tempolu i mimetyku katalazy pozwolitoby osiggnac

lepszy efekt terapeutyczny.
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6. Whnioski

1. Wzmacnianie naturalnych mechanizméw obrony przed wolnymi rodnikami
przy pomocy uktadowego podawania mimetyku dysmutazy ponadtlenko-
wej tempolu moze byc¢ skuteczng strategig terapeutyczng w leczeniu cho-
rob neurodegeneracyjnych siatkdéwki, takich jak jaskra i AMD.

2. Ester tempolu i kwasu kaprylowego- tempol-C8 w niektorych badanych
modelach dziatat w stezeniach mniejszych niz tempol i sposréd badanych
zwigzkow budzi najwieksze nadzieje jako potencjalny lek. Wydaje sie, ze
jego wiasnosci katalityczne sg podobne do tempolu, ale oddziatywanie
z btonami biologicznymi sprzyja penetrowaniu do przedziatéw komorko-

wych, w ktorych rodniki te dokonujg najwiekszych zniszczen.

3. W badaniach z uzyciem jednego z modeli jaskry (model ekscytotoksyczno-
$ci NMDA) wiek zwierzat doswiadczalnych moze decydowac o skutecznosci
testowanego leczenia; Zalezno$¢ zachodzacych proceséw degeneracyjnych
od wieku w modelach zwierzecych choréb retinodegeneracyjnych jest sta-
bo poznana - ale nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze mechanizmy neuro-

degeneracji sg odmienne u zwierzat mtodych i dojrzatych.
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