Streszczenie

Stres oksydacyjny, w tym réwniez stres swietlny, moze przyczynia¢ si¢ do patogenezy
starczego zwyrodnienia zoitej plamki (ARMD), ktore jest gldwna przyczyna utraty wzroku u
ludzi w wieku powyzej 60-ciu lat w rozwinigtych krajach Zachodu. Postuluje sie, iz
potencjalnym miejscem gromadzenia si¢ pierwotnych uszkodzen siatkowki prowadzacych do
rozwoju choroby jest nabtonek upigmentowany (RPE) — tkanka, ktora zapewnia wsparcie
metaboliczne dla catej siatkowki oraz zaangazowana jest w biologicznej odnowie bton
zewnetrznych segmentow fotoreceptoréw (POS). Wykazano, iz sprawna fagocytoza dyskow
POS przez komorki RPE jest niezbgdna dla wlasciwego funkcjonowania catej siatkowki. Biony
dyskow bowiem zawieraja duze st¢zenie wielonienasyconych kwasow tluszczowych oraz
potencjalny fotosensybilizator (catkowicie trans retinal — produkt rozpadu biatka
fotoreceptorowego — rodopsyny) przez co moga generowac tzw. reaktywne formy tlenu (ROS)
zdolne do uszkadzania waznych sktadnikéw komorki. Pomimo wieloletnich badan wiedza o
etiologii i patogenezie ARMD jest wysoce niekompletna.

Naczelnym celem pracy bylo zbadanie wptywu stresu oksydacyjnego na aktywnosé
faéocytarnq komoérek RPE oraz analiza modulujacego dziatania zeaksantyny i witaminy E w
ewentualnej ochronie komérek RPE przed stresem oksydacyjnym.

W badaniach opisanych w niniejszej pracy komérki ARPE-19 eksponowano na przyzyciowe
dawki stresu oksydacyjnego generowanego reakcjami fotosensybilizowanymi przy pomocy
merocyjaniny-540 (MC-540) lub r6zu Bengalskiego (RB). Przyzyciowy charakter indukowanego
w komorkach stresu oksydacyjnego potwierdzano przy pomocy testu MTT oraz barwieniem
btgkitem trypanu i jodkiem propidyny. Do analizy rozmieszczenia N-kadheryny, ZO-1 oraz
F-aktyny wykorzystano mikroskopi¢ fluorescencyja. Pomiary specyficznej aktywnosci
fagocytarnej wyznakowanych fluorescencyjnie POS wyizolowanych z oczu wolich oraz
niespecyficznej fagocytozy kuleczek polistyrenowych wykonano przy pomocy cytometrii
przeptywowej. Mikroskopi¢ konfokalng zastosowano do okreslenia wewnatrzkomoérkowej
lokalizacji uzytych barwnikéw fotosensybilizujacych. Detekcje i identyfikacj¢ ROS,
generowanych podczas stresu fotodynamicznego w komoérkach, przeprowadzono poprzez pomiar
specyficznych wodoronadtlenkéw cholesterolu przy pomocy HPLC-EC (Hg), wykorzystujac
cholesterol jako endogenng mechanistycza sond¢ komdrkowa. Poziom biatek podjednostki av
oraz podjednostki B5 receptora integrynowego, receptora MerTK a takze aktyny, katalazy i

dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH) byt analizowany przy uzyciu metody

il




Western blot. Natomiast poziom catego heterodimeru avpS receptora integrynowego
analizowano stosujac metod¢ Western blot poprzedzona immunoprecypitacja w obecnosci
specyficznych przeciwciat anty- avps.

Wykazano, iz jedna z podstawowych biologicznych funkcji komérek RPE - specyficzna
fagocytoza, moze by¢ hamowana w wyniku przyzyciowych dawek stresu oksydacyjnego
generowanego przy pomocy obu fotosensybilizatorow. Natomiast niespecyficzna fagocytoza
byta hamowana jedynie przez stres fotodynamiczny indukowany MC-540. W obu przypadkach
obserwowane zahamowanie fagocytozy bylo zjawiskiem odwracalnym i po 24 godzinach
fotodynamicznie traktowane komorki wykazywaly aktywno$¢ fagocytarna na poziomie
zblizonym do komorek nietraktowanych. Stwierdzono, iz stopien zahamowania specyficznej
aktywnosci fagocytarnej korelowat ze stopniem fotosensybilizowanego utleniania lipidow, a
zwlaszcza z iloscia specficznego produktu reakcji cholesterolu z tlenem singletowym- 5a-OOH.
Przyzyciowy stres oksydacyjny generowany przy pomocy obu fotosensybilizatorow indukowat
przejSciowe, odwracalne obnizenie ekspresji biatka receptora MerTK. W przypadku
podjednostek av oraz B5 receptora integrynowego rdwniez obserwowano spadek poziomu
biafka, jednak ta zmiana byta tylko czg¢Sciowo odwracalna. Wyniki pokazuja, ze funkcjonalny
heterodimer avp5 byt w petni odbudowywany. Dziatanie fotodynamiczne przy udziale MC-540
indukowato spadek ekspresji biatka aktyny, zaangazowanej w procesy zardwno specyficznej jak
I niespecyficznej fagocytozy. Wzbogacanie w zeaksantyng¢ i witaming E wplywato ochronnie na
przezywalnos¢ komorek tylko w przypadku najwyzszych zastosowanych stezen obu
fotosensybilizatorow. Poprzedzajaca indukcje stresu oksydacyjnego ekspozycja komoérek na
przeciwutleniacze zmniejszala zahamowanie aktywnosci fagocytarnej komoérek ARPE-19.
Obserwowano tez znaczny spadek akumulacji wodoronadtlenkow cholesterolu 50-OOH
i 7a/B-OOH po zastosowaniu obu przeciwutleniaczy. Ponadto wykazano, iz wzbogacanie w
zeaksantyn¢ 1 witaming E wplywa ochronnie na biatko receptora MerTK oraz biatka obu
podjednostek receptora integrynowego av oraz f5.

Uzyskane wyniki wspieraja hipotezg, iz chroniczny stres $wietlny w komédrkach RPE in
situ moze redukowac wydajnos¢ fagocytozy a w konsekwencji powodowaé degeneracje i utrate
fotoreceptoréw. Wydaje sig, iz naturalne przeciwutleniacze zeaksantyna i witamina E moga
efektywnie chroni¢ ludzka siatkdwke przed chronicznym stresem oksydacyjnym zabezpieczajac
btony komorkowe i elementy ukladu fagocytarnego przed krytycznymi modyfikacjami
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oksydacyjnymi.
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