Streszczenie rozprawy doktorskiej: Tempol i jego estry acylowe: aktywność w modelach neurodegeneracji siatkówki
Autor: Michał Fiedorowicz

Promotor: prof. dr hab. n. med. Paweł Grieb, Zakład Farmakologii Doświadczalnej Instytut Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej 
im. Mossakowskiego PAN 

Jaskra i starcze zwyrodnienie plamki (AMD) to powszechnie występujące choroby wzroku i najczęstsze przyczyny nieodwracalnej ślepoty. W chorobach tych dochodzi do degeneracji i śmierci neuronów wchodzących w skład siatkówki. Proces jaskrowy prowadzi do wybiórczej śmierci komórek zwojowych siatkówki i ich aksonów tworzących nerw wzrokowy. W przebiegu AMD dochodzi do postępującego uszkodzenia fotoreceptorów, przede wszystkim 
w obrębie plamki żółtej. Wiele obserwacji przemawia za tym, że w patogenezie obu tych retinopatii istotną rolę odgrywają endogenne wolne rodniki tlenowe. Kaskadę reakcji wolnorodnikowych rozpoczyna anionorodnik ponadtlenkowy 
(O2•-). Pierwszym krokiem w jego fizjologicznej detoksykacji jest dysmutacja katalizowana przez enzymy dysmutazy ponadtlenkowe, a jedną z potencjalnie korzystnych strategii terapeutycznych w chorobach powodowanych przez wolne rodniki - podawanie mimetyków dysmutazy ponadtlenkowej, takich jak tempol, związek piperydynowy o charakterze stabilnego wolnego rodnika. Główne enzymy generujące O2•-związane są z błonami, a rodnik ten jest szczególnie szkodliwy dla składników fazy lipidowej w komórkach. Na tej podstawie wysunięte zostało przypuszczenie, że zwiększenie lipofilności tempolu poprzez estryfikację krótkołańcuchowymi nasyconymi kwasami tłuszczowymi spotęguje jego własności neuroprotekcyjne.

Acylowe pochodne tempolu zostały zsyntetyzowane przez zespół prof. Michała Woźniaka (Gdański Uniwersytet Medyczny). Pierwszym celem niniejszej pracy było scharakteryzowanie tych nowych substancji pod względem fizykochemicznym – wyznaczenie ich lipofilności, zbadanie oddziaływań z modelowymi błonami lipidowymi, oraz wyznaczenie widm elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) dla potwierdzenia ich charakteru wolnorodnikowego decydującego o własnościach katalitycznych.

Drugim celem pracy było zbadanie aktywności retinoprotekcyjnej tempolu i jego estrów (-C4, -C8, -C12, -C16) w szczurzych modelach jaskry, 
a tempolu także w AMD. Zastosowano: (1) częściowe zmiażdżenie nerwu wzrokowego, (2) modyfikację tego modelu polegającą na dodatkowym obciążeniu ustroju żelazem, oraz (3) doszklistkowe podanie ekscytotoksyny NMDA. Modelem AMD było uszkodzenie fotoreceptorów światłem. W celu określenia stopnia uszkodzenia siatkówki badano gęstość komórek zwojowych, które zachowały połączenia z mózgiem, wykonywano barwienia histologiczne i immunohistochemiczne, a także badania elektroretinograficzne.

Badane związki wykazywały różne własności fizykochemiczne. Wraz 
z długością łańcucha wzrastała ich hydrofobowość i zmieniały się oddziaływania z modelową błoną lipidową. Natomiast ich widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego nie różniły się znacząco, co świadczy o tym, że są - podobnie jak substancja macierzysta - stabilnymi wolnymi rodnikami.

Tempol wykazywał działanie protekcyjne w dwóch modelach jaskry (model częściowego zmiażdżenia nerwu wzrokowego i jego modyfikacja z obciążeniem ustroju żelazem) i w modelu AMD (model uszkodzenia siatkówki intensywnym światłem). Porównanie serii estrów tempolu w modelu zmiażdżenia nerwu wzrokowego wskazało na większą od macierzystej substancji aktywność neuroprotekcyjną tempolu-C8. W czwartym modelu jaskry (model ekscytotoksyczności NMDA) tempol-C8 był także aktywny, działając protekcyjnie w dawce molowo równoważnej 1 mg tempolu/kg masy ciała, ale jedynie w grupie zwierząt młodych. 

Uzyskane wyniki wskazują, że wzmacnianie obrony przed wolnymi rodnikami przy pomocy mimetyku dysmutazy ponadtlenkowej może być skuteczną strategią terapeutyczną w leczeniu chorób neurodegeneracyjnych siatkówki. Największe nadzieje jako potencjalny lek budzi tempol-C8, który wykazał się większą niż tempol aktywnością neuroprotekcyjną. Wydaje się, że charakter jego oddziaływania z błonami biologicznymi bardziej sprzyja penetrowaniu do przedziałów komórkowych, w których dochodzi do intensywnej produkcji wolnych rodników i gdzie rodniki te dokonują największych zniszczeń.
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