Streszczenie

Zwyrodnienie plamki zottej (AMD) jest przewlekla chorobg oczu, ktéra kojarzona
byla z osobami po 50 r.z. Niestety obecnie pojawia si¢ u coraz mtodszych oséb. W populacji
kaukaskiej choroba ta jest najczestsza przyczyna slepoty. W dalszym ciggu mechanizm
rozwoju AMD nie jest doktadnie poznany, jednak istotnym czynnikiem rozwoju jest stres
oksydacyjny, ktéry uznawany jest za gtowny czynnik ryzyka. Na skutek dziatania czynnikow
stresowych dochodzi do zmian w budowie plamki z6ltej, nastepnie do podsiatkowkowych
wynaczynien krwi, powstawania druz i niszczenia fotoreceptorow w plamce zottej. Wyroznia
si¢ dwie formy AMD: sucha, ktora jest lagodniejszym typem i wysickowa o gwattowniejszym
przebiegu. W niniejszej pracy skupiono si¢ na analizie mokrej formy AMD. Rozwo6j AMD
sktada si¢ z czterech etapow: lipofuscynogenezy, druzogenezy, miejscowego stanu zapalnego
i neowaskularyzacji. W pierwszym z etapéw w nabtonku barwnikowym siatkowki (RPE) jest
wytwarzana lipofuscyna, nastgpnie na skutek jej uposledzonego procesu fagocytozy dochodzi
do odktadania si¢ ztogdw i tworzenia si¢ druz. W efekcie ciata obce generujg rozwoj
miejscowego stanu zapalnego wskutek ktérego w ostatnim etapie dochodzi do tworzenia

nowych naczyn krwiono$nych pod siatkowka, w obrebie plamki zottej i do degradacji RPE.

Celami niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie, jak na rozwd) AMD wplywa
pte¢, wiek, dieta, miejsce zamieszkania, choroby wspotistniejace, natogi i leki. Ponadto
wskazanie, jak stezenia makroelementow (Ca, Mg, Na, K, P), mikroelementéw (Mn, Fe, Zn,
Cu, Se, Mo, Cr, Li, V, Co, Ag, Ba, Ti, Tl, Sr, Al, Ni, Sn, B, Sb) i pierwiastkow
toksycznych (Hg, Cd, Pb, As, Be), aktywnosci enzymatycznych (SOD, CAT, GR, GPx) i
nieenzymatycznych (GSH, bilirubina, kwas moczowy, all-trans retinol, alfa-tokoferol)
mechanizmow antyoksydacyjnych korelujg z ta choroba. Przeprowadzono tez analizg stopnia
peroksydacji lipidow (poprzez pomiar stgzenia MDA) i poziomu stresu oksydacyjnego (za
pomoca koncentracji CP). Zbadano tez obecno$¢ polimorfizméw w
genach: GSTT1, GSTM1 i Il-4 (wariant C589T) i stopien ich korelacji z rozwojem
AMD. Innymi celami byto przeanalizowanie wzajemnych powigzan pomigdzy badanymi
parametrami 1 wptywu degradacji sSrodowiska w miejscu zamieszkania, na zmiany zachodzace

w organizmie i rozwoj AMD.



W niniejszej rozprawie zbadano 83 osoby chore ze stwierdzonym wysickowym AMD
oraz 121 zdrowych ochotnikéw. Wszyscy pochodzili z Wojewodztwa Lubuskiego. Od kazdej
z 0s6b, po podpisaniu zgody na badanie, o§wiadczen i ankiet, pobrano 2 ml krwi do probdéwki
zawierajacej KsEDTA do badan molekularnych i 12 ml do fiolek z heparyng litowa do

pozostatych analiz.

Stezenie pierwiastkow chemicznych okreslono przy uzyciu metody ICP-MS. Analize
SOD, CAT, GR, GPx wykonano za pomocg zestawOow do oznaczen kolorymetrycznych firmy
Cayman Chemical Company. St¢zenie GSH réwniez przeprowadzono uzywajac kompletow
odczynnikow z tej firmy. Do wyznaczenia koncentracji bilirubiny i kwasu moczowego
wykorzystano metode kolorymetryczna, przy uzyciu zestawoéw firmy Cormay. Z kolei metode
HPLC zastosowano do wyznaczenia st¢zenia all-trans retinolu i alfa-tokoferolu. Koncentracja
CP zostala zbadana przy zastosowaniu testu ELISA firmy Wuhan EIALab Science Co. Do
wyznaczenia stezenia MDA wykorzystano metode tiobarbituranowg w zestawie Cayman
Chemical Company. Badanie polimorfizmu 1l-4 (wariant C589T) przeprowadzono
wykorzystujac metod¢ PCR RFLP. Z wyizolowanego z krwi petnej DNA za pomoca reakcji
PCR namnazano gen Il-4, a nastgpnie wykorzystujac enzym Avall, trawiono go. Produkty
rozdzielano na zelu agarozowym, allel C typu dzikiego wedrowat dalej (bo miat dlugos¢ 177
pz), niz zmutowany allel T (o dtugosci 195 pz). Z kolei polimorfizmy GSTT1 i GSTM1
wykrywano przy uzyciu metody multiplex PCR. W tej metodzie po izolacji DNA
przeprowadzano reakcje PCR, w ktorej stosowano zestaw starteréw dla

genow GSTT1, GSTML1 i albuminy (ktora byta kontrolg prawidlowo przeprowadzonej reakcji).

Na podstawie danych ankietowych wyciagnigto wiele cennych wnioskow.
Potwierdzono korelacje plci zenskiej z rozwojem AMD (P=0,001). 54,22% 0s6b chorych
stanowily kobiety, przy czym wsrod kontroli byto to 76,03%. Nie stwierdzono korelacji
miejsca zamieszkania z zachorowaniem na te¢ chorobe oczu (P=0,304). Jednakze zgodnie z
danymi literaturowymi, zauwazono, ze wiek jest znaczgcg statystycznie zmienng (P<0,001).
Wisrdd cierpigcych na AMD najwigcej byto 0sob po 50. roku zycia (97,59%), z kolei
najwiekszy odsetek 0sob zdrowych byt w przedziale wickowym 31-40 lat (28,33%). Co
ciekawe, wskazano nawet istotne statystycznie roznice, pordwnujac stopien wyksztalcenia
(P<0,001), poniewaz chorzy najczgsciej deklarowali wyksztalcenie Srednie (44,58%), a osoby
zdrowe — ukonczone studia (52,94%). Jednakze nie tyle wyksztalcenie ma wptyw na rozwodj

choroby, co rodzaj wykonywanej pracy i narazenie na czynniki, jakie tam wystepuje. Ponadto



potwierdzono istotng rolg czynnika BMI (P<0,001). Chore osoby charakteryzowaty si¢
wyzsza wartoscia tego czynnika, co wskazywato na nadwage (26,40 kg*m™), a przecietny
wynik w grupie kontrolnej byt w granicach normalnej wartosci (24,71 kg*m2). Podobnie
analiza diety wskazala istotne statystycznie rdznice, poniewaz osoby chore czgsciej zglaszaty
stosowanie specjalnego sposobu odzywiania (21,69%), niz zdrowe (5%). Prawdopodobnie
byto tak dlatego, ze cierpigcy na AMD mieli inne choroby wspotistniejace, przez co mogli
wymagac innego zywienia, co posrednio mogto mie¢ wptyw na rozwo6j AMD. Tak, jak w
wielu innych pracach, wskazano wazna role palenia papieroséw, tak obecnego (P=0,016) jak i
w przesztosci (P=0,10). Liczne szkodliwe sktadniki dymu tytoniowego niekorzystnie
wplywaja na wiele narzadéw, w tym na oczy, przez co promujg rozwoj AMD. Istotne
statystycznie rdznice zaobserwowano tez przy analizie przyjmowanych lekow i suplementow
diety (P=0,003). Tak, jak spodziewano sig¢, osoby cierpigce na AMD przyjmowaly wigcej tego
typu preparatow (2,18+1,55), niz zdrowe (1,53%1,31), co wynikato w duzej mierze z
obecnosci innych choréb wspétistniejacych. Co ciekawe, narazenie na czynniki szkodliwe
takze wykazywato istotne statystycznie roznice (P<0,001), jednak to w grupie kontrolne;j
badani czgsciej uskarzali sig, niz chorzy (czynniki biologiczne 33,33%). Lecz najczg¢sciej byty
to czynniki, ktore nie sa kojarzone z rozwojem AMD. Z kolei chorzy najczesciej zgtaszali
narazenie na czynniki chemiczne (30,77%). W zakresie chorob wspoétistniejacych wskazano
istotne statystycznie roznice w obydwu grupach (P<0,001). Zgodnie z przewidywaniami i
doniesieniami literaturowymi, osoby cierpigce na AMD zgtaszaly znacznie wigcej

patologicznych stanow (Srednio 2,83), niz osoby z grupy kontrolnej (0,34).

Analiza st¢zenia pierwiastkdéw chemicznych w grupie oséb chorych wykazata, ze
najwiekszy wptyw na gospodarke pierwiastkowa miaty Mn 1 P. Z kolei u 0s6b zdrowych
najistotniejsze byly Pb, Na, Cr, Mn i Ba. Wynika to z czgstotliwosci korelacji, w ktorych

pierwiastki analizowane uczestniczyly.

W analizie enzymatycznych parametréw antyoksydacyjnych istotne statystycznie
réznice wykazano dla SOD (P<0,001), CAT (P<0,001) i GPx (P<0,001). Parametry te
znamiennie roznity si¢ pomiedzy analizowanymi grupami. Dysmutaza osiggneta wyzsze
stezenie wsrod 0sob zdrowych (Me=5,716 U*mL™?), a u 0sob chorych (Me=0,537 U*mL™). Z
kolei katalaza u chorych miata wyzsza aktywno$¢ (Me=54,33 nmol*min™**mL™), niz u osob

zdrowych (Me=11,50 nmol*min**mL). Podobnie peroksydaza glutationowa u cierpiacych



na AMD osiggneta wyzszg aktywnoéé (Me=123,9 nmol*min**mL™), niz u zdrowych

(Me=11,46 nmol*min-t*mL™).

Dialdehyd malonowy (MDA) rowniez wykazywat istotne roznice (P=0,003). MDA
osiggnat wyzsze stezenie u 0s6b zdrowych (Me=5,320 uM), niz u chorych na AMD
(Me=3,832 uM).

W obrebie nieenzymatycznych parametrow antyoksydacyjnych istotne statystycznie
réznice zaobserwowano dla bilirubiny (P<0,001), kwasu moczowego (P=0,018), all-trans
retinolu (P<0,001) i alfa-tokoferolu (P<0,001). Wsréd osob chorych wyzsze stezenie
miaty bilirubina (Me=1,147 mg*dL™), a u 0s6b zdrowych (Me=0,126 mg*dL™), alfa-
tokoferol (Me=16,960 ug*L™), a u zdrowych (Me=12,489 ug*L™). Kwas moczowy réwniez
mial wyzsze stezenie u chorych os6b (Me=9,393 mg*dL™), w poréwnaniu ze zdrowymi
(Me=7,515 mg*dL™?). Z kolei w grupie kontrolnej wyzsza byta koncentracja all-trans retinolu
(Me=0,184 pg*L™Y) niz u chorych Me=0,149 ug*L™).

Biatko ostrej fazy CP takze wykazywato istotne statystycznie réznice w obydwu
badanych grupach (P<0,001); stezenie tego parametru byto wyzsze wsrdd osob zdrowych
(Me=8,266 ng*mL™), niz wéréd chorych na AMD Me=3,731 ng*mL™?).

W grupie 0séb chorych wykazano wiele korelacji pomigdzy aktywnoscig GPx 1 SOD
(r=0,301), aktywnoscig GSH i st¢zeniem CP (r=0,303), stezeniem alfa-tokoferolu i all-trans
retinolu (r=0,365), GSH 1 bilirubiny (r=0,317). Wykazano tez odwrotnie proporcjonalng
zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem bilirubiny i aktywno$cig SOD (r=-0,300). Wzajemne
powigzania mechanizméw antyoksydacyjnych wynika z pelnionej przez nie funkcji. Poza tym
porownanie pierwiastkOw z parametrami antyoksydacyjnymi wskazato w grupie chorych na
AMD na kilka waznych zalezno$ci, gldwnie pomiedzy st¢zeniem i aktywnoscia Fe i CAT
(r=0,324), stezeniem P i alfa-tokoferolu (R=0,359), Na i GSH (r=0,343), Li i GSH (r=0,328)
oraz Ca i GSH (r=0,318), a takze odwrotnie proporcjonalng pomigdzy Al i alfa-tokoferolem
(r=-0,329). Wsrod zdrowych osob byto ich znacznie mniej, jednak najsilniejszg zalezno$¢
stwierdzono pomiedzy st¢zeniem GSH i aktywnosciag SOD (r=0,704), a takze koncentracja
GSH 1 aktywnoscig CAT (r=0,460). Poza tym odwrotnie proporcjonalng korelacje wykazano
pomiedzy stezeniem CP i bilirubiny (r=-0,311). Z kolei znacznie wigcej korelacji

zaobserwowano, poréwnujac stezenie pierwiastkow chemicznych; wéréd osob zdrowych



zauwazono zalezno$ci o stabej sile (0,5>1r>0,3), ktore wskazaly, jaki wptyw na organizm maja

pierwiastki czerpane z pokarmu i §rodowiska na obrong antyoksydacyjna organizmu.

Wykazano takze podioze genetyczne badanej choroby. Zmiany w genie 11-4 wykazaty
istotne statystycznie roznice (P=0,002) w obrgbie badanych oséb. Zmieniony allel czesciej
manifestowat si¢ u 0so6b chorych i korelowatl ze zwigkszonym stresem oksydacyjnym.
Zauwazono takze statystycznie istotne réznice pomiedzy osobami o genotypach CC, TT i CT,
a stezeniem Sr. Pierwiastek ten osiggnal najwyzsze stezenie u 0so6b posiadajgcych dwa
zmienione allele T (Me=0,03125 mg*L™). Z kolei u 0s6b majacych niezmieniony
genotyp CC stezenie Sr bylo najnizsze (Me=0,01815 mg*L™?), a u badanych o
genotypie CT wynik ten byt posredni (Me=0,02381 mg*L™). Analiza korelacji pomigdzy
badanymi parametrami wskazata zaleznosci dla osob o genotypie TT pomig¢dzy: Cu i Co
(r=0,705), Cd i Mn (r=0,873), Be i kwasem moczowym (r=-0,810), Cr i CP (r=0,794). U
homozygot zas$ zaleznosci w genotypie CC stwierdzono pomiedzy Ni i Co (r=0,719) oraz Co i
Mn (r=0,977). A dla 0s6b o genotypie CT pomiedzy Co i Mn (r=0,897), As i Be (r=1,000)

oraz P i alfa-tokoferolem (r=0,840).

Nie wskazano istotnych réznic pomigdzy badanymi w tym zakresie polimorfizmami w
w genach GSTT1 i GSTM1 (P=0,076), przez co ten czynnik nie mogt by¢ taczony z rozwojem
AMD. Analiza stezenia pierwiastkow, nieenzymatycznych antyoksydantow, aktywnos$ci
enzymow, koncentracji MDA i1 CP wskazata istotne statystycznie roznice pomi¢dzy grupami
o r6znych genotypach GST dla all-trans retinolu (P=0,025). Grupa o pierwotnym
genotypie GSTT1(+)/GSTM1(+) miata mediane stezenia na poziomie 0,141 pg*L™. Badani o
obydwu zmutowanych genach: GSTT1(-)/GSTM1(-) mieli niewiele nizsza mediane
(Me=0,129 pg*L™*). Z kolei najwyzsze i najnizsze stezenie bylo u heterozygot i ich mediana
wynosita 0,162 pg*L?t dla GSTT1(+)/GSTM1(-) oraz 0,097 pg*L* u 0séb o
genotypie GSTT1(-)/GSTM1(+). Analiza korelacji pomiedzy badanymi parametrami u 0s6b
0 genotypie GSTT1(+)/GSTM1(-) pokazata najistotniejsze pomigdzy stezeniem i aktywnoscia
parametrow: Mg i Na (r=0,858), Fe i GR (r=-0,733), Cu i GR (r=0,748), Zn i SOD (r=0,804),
Zn i MDA (r=0,731), Cd i SOD (r=0,807). U 0s6b o uktadzie genetycznym GSTT1(+)/
GSTM1(+) stwierdzono najwazniejsze zalezno$ci pomiedzy Ni i Mn (r=0,939) oraz Ca i GSH
(r=0,710). Z kolei analiza dla badanych o genotypach GSTT1(-)/GSTM1(+) i GSTT1(-)/

GSTM1(-) nie data jednoznacznych wynikow, z uwagi na niewielkie grupy osob



posiadajacych takie uktady genetyczne. W efekcie wskazano bardzo duzo zaleznosci,

jednakze nie pozwolilo to na wyciagniecie jednoznacznych wnioskow.

Podsumowujac, wykazano, jak istotny jest wptyw zanieczyszczenia srodowiska na
zwigzek z AMD, co stwierdzono na podstawie obserwacji narazenia na czynniki szkodliwe w
pracy (P<0,001) oraz palenie papierosow (P=0,010). Istotnym faktem byla nieprawidlowa
dieta i nadwaga (P<0,001), ktore sprzyjaty kumulowaniu si¢ lipofilnych substancji
toksycznych oraz fakt, ze rozwojowi AMD sprzyjat starszy wiek (P<0,001). Porownawcza
analiza os6b zdrowych i chorych potwierdzita istotny udziat gospodarki pierwiastkowej na
rozwoj AMD. Najistotniejszym z makroelementow byt P, ktory osiagnal wyzsze stezenie u
0s6b zdrowych, jednak jego rola w rozwoju AMD wymaga dalszych analiz. Z kolei z
mikroelementéw to Mn byt najwazniejszy 1 jego niskie st¢zenie u chorych wigzato si¢ z
ostabiong ochrong antyoksydacyjna. Sposrod pierwiastkow toksycznych najwazniejszymi
byly Pb i As, ktore u zdrowych osiggaty wyzsze stezenie, wynikajace prawdopodobnie z faktu
skumulowania w narzadach u chorych na AMD, wskutek czego byly one niewykrywalne w
0soczu. Z kolei wérdd enzymatycznych parametréw antyoksydacyjnych najwazniejsze
znaczenie mialty SOD (P<0,001), CAT (P<0,001), GPx (P<0,001). Chorzy charakteryzowali
si¢ wyzszg ich aktywnoscia, potwierdzajac podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego.
Sposrdd czynnikdw nieenzymatycznych nie mozna jednoznacznie okresli¢ potencjalnej roli
tych czynnikow w monitorowaniu rozwoju AMD, z uwagi na ich niska specyficzno$¢ i wzrost
ich stezenia przy wielu chorobach. MDA (P=0,003) i CP (P<0,001) byty istotnymi
parametrami, jednak to u 0s6b zdrowych ich st¢zenie byly wyzsze. Prawdopodobnie wynikato

to z dziatania innych stresoréw, przez co 1 te parametry nie mogly by¢ powigzane z AMD.



