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1. Wstęp
Jaskra jest drugą najczęstszą przyczyną ślepoty. Choroba ta prowadzi do degeneracji komórek zwojowych siatkówki (retinal ganglion cells, RGC) i nerwu. Związane z wiekiem zwyrodnienie plamki (age-related macular degeneration, AMD) jest zaś trzecią główną przyczyną ślepoty (występującą głównie u ludzi w wieku powyżej 50 lat). W jej przebiegu następuje uszkodzenie części centralnej siatkówki – plamki żółtej. 
Dane pozyskane z obserwacji wykonanych na pacjentach i z doświadczeń wykorzystujących modele zwierzęce pozwalają przypuszczać, że w patogenezie obu wyżej wspomnianych chorób istotną rolę odgrywają endogenne wolne rodniki. Kaskadę reakcji wolnorodnikowych rozpoczyna anionorodnik ponadtlenkowy, a pierwszym krokiem w jego detoksykacji jest dysmutacja katalizowana przez enzymy dysmutazy ponadtlenkowe (superoxide dismutases, SOD). Anionorodnik ponadtlenkowy może zarówno bezpośrednio, jak i pośrednio (jako substrat dla tworzenia kolejnych oksydantów) uszkadzać kluczowe składniki komórek, toteż usprawnienie jego inaktywacji powinno przynosić korzyści terapeutyczne. 

Tempol (4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-N-oksyl) jest łatwo penetrującym błony biologiczne antyoksydantem, który działa cytoprotekcyjnie w wielu zwierzęcych modelach chorób, w których etiologii biorą udział wolne rodniki. Uważa się, że cytoprotekcyjne działanie tempolu jest związane głównie z katalizowaniem dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. Wadami tego mimetyku SOD są jednak krótki czas półtrwania w organizmie i konieczność stosowania dużych, zbliżonych do toksycznych, dawek dla uzyskania istotnej cytoprotekcji. 

Spotęgowanie aktywności cytoprotekcyjnej tempolu można uzyskać przez dołączenie „molekuły adresowej”, która skieruje cząsteczki do miejsc, w których intensywnie wytwarzane są wolne rodniki. Znanym rozwiązaniem tego rodzaju są koniugaty tempolu „adresowane” do mitochondriów poprzez połączenie z fragmentem cyklicznego antybiotyku hemigramicydyny o wysokim powinowactwie do błon mitochondrialnych. Wolne rodniki mogą jednak być wytwarzane nie tylko w mitochondriach, ale także w błonach komórkowych. Z tego względu wysunięto przypuszczenie, że neuroprotekcyjną skuteczność tempolu można wzmocnić przez dołączenie lipofilnych „molekuł adresowych”, których obecność zwiększy względne stężenie tej substancji we frakcji błonowej.

2. Cel

Celem badań stanowiących podstawę przedstawianej rozprawy było:

1) scharakteryzowanie acylowych estrów tempolu o różnej liczbie atomów węgla w łańcuchu pod względem fizykochemicznym: wyznaczenie ich lipofilności, zbadanie oddziaływań z modelowymi błonami lipidowymi, oraz widm elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) dla potwierdzenia charakteru wolnorodnikowego.

2) zbadanie aktywności retinoprotekcyjnej tempolu i jego estrów w modelach dwóch chorób degeneracyjnych siatkówki: jaskry i AMD. 
3. Materiał i metody

Acylowe estry tempolu o różnej liczbie atomów węgla w łańcuchu (C4, C8, C12 i C16) otrzymano od prof. Michała Woźniaka (Katedra i Zakład Chemii Medycznej, Gdański Uniwersytet Medyczny). Współczynniki rozdziału woda-oktanol tempolu i jego estrów wyznaczono  mierząc stężenia tych substancji w zrównoważonych układach oktanol/woda. Przy pomocy techniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego wyznaczono entalpię transferu badanych substancji między liposomamami, które posłużyły jako modelowa błona biologiczna. Wyznaczono także widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) badanych substancji.
Badania na zwierzętach wykonano zgodnie z wytycznymi Association for Research in Vision and Opthalmology i po uzyskaniu stosownych pozwoleń. Wszystkie doświadczenia zostały wykonane na samcach szczurów szczepu Brown Norway. W badaniach wykorzystano trzy modele jaskry normotensyjnej:

· model częściowego zmiażdżenia nerwu wzrokowego (partial optic nerve crush, PONC) polegający na zaciśnięciu na 15 s kalibrowanej pęsety na odsłoniętym nerwie wzrokowym;
· PONC połączony z obciążeniem ustroju żelazem poprzez podanie dootrzewnowo dekstranu żelaza w dawce 500 mg/kg masy ciała;
· model toksyczności NMDA – polegający na podaniu do ciała szklistego oka ekscytotoksyny NMDA (2µl 10 mM roztworu);
 i jeden model AMD:

· uszkodzenie fotoreceptorów światłem – polegający na ekspozycji adaptowanych do ciemności zwierząt na silne (2700 lx) białe światło przez 6 h.
Tempol i jego estry podawano dootrzewnowo. W modelach jaskry roztwory badanych substancji podawano 24 h i 30 min przed urazem, a następnie codziennie do zakończenia doświadczenia. W modelu uszkodzenia światłem podawano pojedynczą dawkę badanych substancji 30 min przed rozpoczęciem ekspozycji na światło.

Do oceny stopnia uszkodzenia siatkówki używano:

· fluorescencyjnego znakowania RGC przy pomocy znacznika Fluorogold podanego w okolice wzgórków czworaczych mózgu, który wstecznie jest transportowany przez aksony RGC i znakuje ciała tych komórek – pozwoliło to na uwidocznienie RGC na preparatach siatkówek i ocenę gęstości tych komórek;
· barwień immunohistochemicznych – w celu uwidocznienia markerów uszkodzeń wolnorodnikowych: lipidów (8-izoprostan), białek (nitrotyrozyna);
· rejestracji elektroretinogramu (ERG) – metody umożliwiającej ocenę odpowiedzi elektrycznej siatkówki na standaryzowane błyski światła.
4. Wyniki

Wyznaczone doświadczalnie współczynniki podziału woda-oktanol (log P) wynosiły: 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. Zależność log P od długości dołączonego łańcucha miała charakter liniowy. Widma EPR tempolu i jego acylowych pochodnych miały podobny kształt. Tempol i jego estry różniły się wyraźnie charakterem interakcji z modelową błoną lipidową. Transfer tempolu-C8 i -C12 między błonami lipidowymi miał charakter egzotermiczny, w przypadku pozostałych związków transfer między błonami wymagał dostarczenia ciepła (tempol, tempol-C4) bądź nie zarejestrowano znaczącego sygnału przepływu ciepła (tempol-C16).

Tempol podawany przez siedem kolejnych dni zapobiegał częściowo uszkodzeniu wywoływanemu przez PONC. Dawką działającą było 20 mg/kg masy ciała. Wykonano także eksperyment mający na celu porównanie aktywności tempolu i jego estrów w modelu PONC – podawano je dootrzewnowo w dawce równoważnej 1 mg tempolu/kg masy ciała. W takim układzie doświadczalnym neuroprotekcyjnie działał jedynie tempol-C8. U zwierząt, które otrzymywały tempol-C4 zauważono nieznamienną statycznie tendencję w kierunku większej liczby przeżywających komórek.
W siatkówkach gałek ocznych poddanych PONC podanie dekstranu żelaza zmniejszało znamiennie gęstość RGC. Podawanie tempolu w dawce 20 mg/kg u zwierząt, które otrzymały wcześniej dekstran żelaza powodowało, że utrata RGC była mniejsza. Tempol u zwierząt, którym podano dekstran żelaza „ratował” więc większy odsetek RGC niż u zwierząt niepoddanych obciążeniem żelazem. Po PONC w grupie, której podawano PBS pojawiła się silna immunoreaktywność przeciwko nitrotyrozynie w obrębie warstwy komórek zwojowych w porównaniu z oczami poddanymi pozorowanej operacji. U zwierząt, którym podawano dekstran żelaza ta różnica była bardziej widoczna. Podawanie tempolu w dawce 20 mg/kg zmniejszało znacząco barwienie na obecność nitrotyrozyny w oczach poddanych PONC pobranych od zwierząt, którym nie podano dekstranu żelaza. U zwierząt, którym podano dekstran żelaza podanie tempolu w dawce 20 mg/kg jedynie nieznacznie zmniejszyło barwienie na obecność nitrotyrozyny, mniej było barwiących się ciał komórkowych w obrębie warstwy komórek zwojowych.
Podanie doszklistkowo NMDA zmniejszało liczbę RGC o ok. 90%. Nie zauważono statystycznie znamiennej różnicy między zwierzętami młodymi (6 tygodni) a starszymi (9-10 tygodni). Podawanie tempolu nie wywołało efektu protekcyjnego przeciwko wywołanej NMDA utracie RGC w żadnej z badanych dawek. Nie było statystycznie znamiennej różnicy między grupą młodych zwierząt a zwierząt starszych. Podawanie tempolu-C8 chroniło częściowo przed utratą RGC wywołaną podaniem doszklistkowym NMDA, ale jedynie w grupie zwierząt młodych.
Sześciogodzinna ekspozycja na silne światło powodowała u zwierząt, które otrzymywały nośnik głęboką, choć niecałkowitą utratę sygnału ERG. Tempol w sposób znaczący zapobiegał pogorszeniu ERG. Zmniejszenie amplitudy fali b w wyniku ekspozycji na silne światło było znacznie mniejsze u zwierząt, które otrzymały tempol. W siatkówkach szczurów poddanych ekspozycji na światło o natężeniu 2700 lx obserwowano w centralnej części siatkówki utratę jąder komórkowych fotoreceptorów. U szczurów, które otrzymały tempol, jądra fotoreceptorów były dobrze zachowane. Jedynie w niektórych częściach siatkówki obserwowane nieznaczne skrócenie zewnętrznych segmentów fotoreceptorów.
5. Wnioski
1) Wzmacnianie naturalnych mechanizmów obrony przed wolnymi rodnikami przez układowe podawanie mimetyku dysmutazy ponadtlenkowej tempolu może być skuteczną strategią terapeutyczną w leczeniu chorób neurodegeneracyjnych siatkówki, jaskry i AMD.
2) Ester tempolu i kwasu kaprylowego – tempol-C8 – w niektórych badanych modelach działał w stężeniach mniejszych niż tempol i spośród badanych związków budzi największe nadzieje jako potencjalny lek. Wydaje się, że jego własności katalityczne są podobne do tempolu, ale oddziaływanie z błonami biologicznymi sprzyja penetrowaniu do przedziałów komórkowych, w których rodniki te dokonują największych zniszczeń.

3) W badaniach z użyciem jednego z modeli jaskry (model ekscytotoksyczności NMDA) wiek zwierząt doświadczalnych może decydować o skuteczności testowanego leczenia; Zależność zachodzących procesów degeneracyjnych od wieku w modelach zwierzęcych chorób retinodegeneracyjnych jest słabo poznana - ale nie można wykluczyć możliwości, że mechanizmy neurodegeneracji są odmienne u zwierząt młodych i dojrzałych.
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