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Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2016/23/N/NZ7/ 02555
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Experimental protocols involving animals were approved by the First Local Ethics Committee in
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September 2010 on the protection of animals used for scientific purposes.
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Journal of Molecular Sciences w 2020 roku:

Article: Neuroprotection of Retinal Ganglion Cells with AAV2-BDNF Pretreatment Restoring
Normal TrkB Receptor Protein Levels in Glaucoma

Authors: Anna Wojcik-Gryciuk, Olga Gajewska-Wozniak, Katarzyna Kordecka, Pawet M.
Boguszewski, Wioletta Waleszczyk, Matgorzata Skup

Link: https://www.mdpi.com/1422-0067/21/17/6262
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SPIS RYCIN

RYCINA 1. Najwazniejsze czynniki biorgce udzial w patogenezie rozwoju jaskry wywolanej
wysokim ci$nieniem wewnatrzgatlkowym oraz skutki strukturalne i funkcjonalne. Rycina

pochodzi z pracy przegladowej Wojcik-Gryciuk A et al., 2016.

RYCINA 2. Schemat podania iniekcji doszklistkowej (intravitreal) i podsiatkowkowej
(subretinal) (A). Warstwy siatkowki: nablonek barwnikowy (ang. retinal pigment epithelium-
RPE), fotoreceptory (ang. photoreceptors), warstwa jadrzasta wewngtrzna (ang. inner nuclear
layer), komoérki zwojowe siatkowki (ang. retinal ganglion cells) oraz powierzchnia ciata

szklistego (ang.vitreous side) (B).

Rycina pochodzi z pracy Trapani | i wsp. Gene Therapy of Inherited Retinal Degenerations:
Prospects and Challenges. HUMAN GENE THERAPY 26:193-200 (April 2015)

RYCINA 3. Schematyczny protokét badania

RYCINA 4. Budowa konstruktu  wektora pAAV2 [Exp] CMV> hBDNF
[NM_001143810.1]:WPRE

RYCINA 5. ELISA- test podwojnego wigzania ,.kanapkowy”. Rycina pochodzi ze strony e-
biotechnologia.pl

RYCINA 6. Zestaw ChemiKine™ BDNF Sandwich ELISA

RYCINA 7. Wykres przestawia wartosci ciSnienia wewnatrzgatkowego (IOP) w czasie. Pomiary
IOP przeprowadzano od 1-go do 42-dnia po jednoocznej indukcji jaskry. W oku prawym
dochodzito do istotnego wzrostu IOP natychmiast po podaniu mikrogranulek do komory
przedniej oka. IOP w oku lewym pozostato niezmienione, utrzymujac wartosci IOP w zakresie
podobnym do warto$ci sprzed indukcji jaskry. Zaprezentowane dane zostaty usrednione +/- SD z
8 szczurdow (I grupa doswiadczalna z jaskra) 1 7 szczuréw (II grupa do§wiadczalna AAV2-BDNF

+ jaskra) * p<0.01, t-test dla zmiennych zaleznych
Rycina pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.

RYCINA 8. Wptyw jaskry i nadekspresji BDNF na liczb¢ komoérek zwojowych w centralnej 1
obwodowej czesci siatkowek po 6 tygodniach od indukcji jaskry. Stupki w jasnych barwach
oznaczajg lewe oko kontrolne; stupki w ciemnych barwach odnosza si¢ do prawego oka z jaskra.

Stupki biate oznaczajg zwierzgta natywne. Zaprezentowane dane zostaty usrednione +/- SD z 8
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szczurow (I grupa doswiadczalna z jaskra) 1 7 szczurow (Il grupa doswiadczalna AAV2-BDNF +
jaskra) Dwuczynnikowa ANOVA z powtorzeniem pomiardw, test post-hoc Sidaka; ***p< 0.001,
**p=0.01, *p=0.05.

Rycina pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.

RYCINA 9. Poziomy stezen bialek BDNF (A) i TrkB (B) w siatkowce i1 korze wzrokowe;j
szczuréw: natywna kontrola (Naive), z jednostronng jaskrg (Glaucoma) oraz po doszklistkowe;j
iniekcji AAV2-BDNF 3 tygodnie przed indukcja jaskry (AAV2-BDNF + Glaucoma). Stupki w
jasnych barwach oznaczajg lewe oko kontrolne; stlupki w ciemnych barwach odnosza si¢ do

prawego oka z jaskra. Stupki biale oznaczaja zwierzeta natywne.

**n<0.01, *p<0.05, "p=0.056.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AAYV - zmodyfikowane wirusy zwigzane z adenowirusami (ang. adeno-associated virus)
ALT - trabekuloplastyka laserem argonowym (ang. argon laser trabeculoplasty)

AMD - wysieckowe zwyrodnienie plamki zwigzane z wickiem (ang. neovascular age-related

macular degeneration)

BDNF - czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic

factor)

CNTF - rzeskowy czynnik wzrostu (ang. ciliary neurotrophic factor)
CSF - ptyn mézgowo- rdzeniowy (ang. cerebrospinal fluid)

ECM - macierz pozakomorkowa (ang. extracellular matrix)

ECP - endocyklofotokoagulacja (ang. endocyclophotocoagulation)
FGF-2 - czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)
GCC - kompleks komorek zwojowych (ang. ganglion-cell-complex)

GDNF - czynnik neurotroficzny z linii komoérek glejowych (ang. glial cell line-derived

neurotrophic factor)

IOP — ci$nienie wewnatrzgatkowe (ang. intraocular pressure)

LCAZ2 - wrodzona $lepota Lebera 2 (ang. Leber’s congenital amaurosis 2)

LGN - jadro kolankowate boczne (ang. lateral geniculate nucleus)

LHON - dziedziczna neuropatia wzrokowa Lebera (ang. Leber hereditary optic neuropathy)
MIGS - techniki chirurgii mikroinwazyjnej w jaskrze (ang. microinvasive glaucoma surgery)
MLT - mikropulsowa trabekuloplastyka (ang. micropulse laser trabeculoplasty)

NGF - czynnik wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor)

NTG - jaskra normalnego ci$nienia (ang. normal tension glaucoma)

NT-3 - neurotrofina 3 (ang. neurotrophin-3)
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OCT - optyczna koherentna tomografia siatkowki (ang. optical coherence tomography)
OHT - nadcisnienie oczne (ang. ocular hypertension)

ON - nerw wzrokowy (ang. optic nerve)

ONI - uszkodzenie nerwu wzrokowego (ang. optic nerve injury)

POAG - jaskra pierwotna otwartego kata (ang. primary open angle glaucoma)

PACG - jaskra zamykajacego si¢ kata (ang. primary angle-closure glaucoma)

Ret - siatkowka (ang. retina)

RGC — komorka zwojowa siatkowki (ang. retinal ganglion cell)

RP - zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (ang. retinitis pigmentosa)

SLT - selektywna laserowa trabekuloplastyka (ang. selective laser trabeculoplasty)

SC - wzgorek gorny blaszki czworaczej (ang. superior colliculus)

TLPD - translaminarna rdznica ci$nien (ang. trans-lamina cribrosa pressure difference)
TrkB — receptor kinazy tropomiozyny B (ang. tropomyosin-related kinase receptor-B)

Vctx - kora wzrokowa (ang. visual cortex)
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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Jaskra to przewlekta choroba nerwu wzrokowego 1 siatkowki, ktora prowadzi do $lepoty
milionéw ludzi na catym $wiecie. Podwyzszone ci$nienie wewnatrzgatkowe w polaczeniu z nie
do konca jeszcze poznanymi zmianami molekularnymi i komoérkowymi, prowadzi do
uszkodzenia nerwu wzrokowego oraz struktur na wyzszych pigtrach drogi wzrokowe;j.
Wszystkie dostgpne obecnie metody leczenia jaskry, farmakologiczne, laserowe czy chirurgiczne
maja na celu obnizenie cisnienia wewnatrzgatkowego (baroprotekcje). Jednak u czesci
pacjentdw nadal dochodzi do progresji uszkodzen jaskrowych pomimo utrzymywania wartosci
cisnien wewnatrzgatkowych w granicach normy. A zatem sama tylko baroprotekcja nie jest ani
optymalna, ani wystarczajaca metoda leczenia jaskry. Mechanizmy zmian patofizjologicznych
towarzyszacych jaskrze sg poznane w niewielkim stopniu, dlatego uznano, ze podjecie badan,
ktére moga rozszerzy¢ istniejacy stan wiedzy oraz wplyna¢ na projektowanie i skutecznosé
metod terapeutycznych, wspomagajacych dotychczasowe postgpowanie lecznicze jest goraca

potrzeba.

Prezentowana praca po§wigcona jest zbadaniu mechanizmu rozwoju jaskry w warunkach
zaburzonej podazy czynnika neurotroficznego BDNF do komoérek zwojowych siatkowki.
Czynniki neurotroficzne takie jak NGF, BDNF, neurotrofina 3 (NT-3) oraz neurotrofina 4/5
(NT-4/5) odgrywaja kluczowa rol¢ w rozwoju, przezyciu i plastycznosci neuronow. W swietle
dostepnych danych wskazujacych, ze szczegdlnie BDNF ma wpltyw na przezycie komorek

zwojowych, ten wlasnie czynnik zostal wybrany do niniejszego badania.
CEL:

Glownym celem pracy byla ocena zmian patofizjologicznych tj. ocena stopnia utraty
komorek zwojowych w oku z wywotang jaskra oraz weryfikacja hipotezy o zmianie st¢zenia
BDNF i receptora TrkB w siatkowce obu oczu oraz korze wzrokowej tozstronnej i
przeciwstronnej do oka z jaskra. Niniejsze badania miaty na celu rowniez ocene¢ skutecznos$ci
terapii genowej wywotujacej nadekspresje BDNF z uzyciem podanego doszklistkowo konstruktu
genowego AAV2-BDNF. Chciano uzyska¢ odpowiedz na pytanie, czy nadekspresja BDNF
moze spowodowac ochron¢ komoérek zwojowych siatkdwki w zwierzecym modelu jaskry oraz

jak zmiany ekspresji BDNF modyfikujg poziom receptora TrkB.
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MATERIAL I METODOLOGIA BADAN

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar. Zwierzgta zostaty podzielone na 3
grupy: natywna kontrola (n=9), grupa I z jaskra (jednostronna indukcja jaskry, n=14) oraz grupa
II z jaskrg + AAV2-BDNF (jednostronna indukcja jaskry poprzedzona podaniem
doszklistkowym AAV2-BDNF, n=13)

Schemat do$wiadczen:
Badania podzielono na dwie czesci:

1. Pierwsza cze$¢ obejmowata oceng patofizjologicznych zmian w przebiegu jaskry. W celu
okreslenia stopnia utraty komorek, w siatkdwce liczono komorki zwojowe w oku z
wywotang jaskra, porownujac ich liczb¢ z liczbg komorek w oku kontrolnym tego
samego zwierzgcia oraz natywng kontrola. W celu (1) zweryfikowania hipotezy o
zmniejszeniu zasobnos$ci siatkowki w czynnik neurotroficzny BDNF oraz receptor TrkB i
(2) odpowiedzi na pytanie, czy zmienia si¢ rdwniez zasobno$¢ kory wzrokowej w
powyzsze czynniki, mierzono ich st¢zenie w obu strukturach, po stronie z wywotang
jaskra 1 przeciwstronnie.

2. Druga czg$¢ miata na celu oszacowanie efektywnosci terapii genowej z uzyciem wektora
wirusowego AAV, bedacego nos$nikiem sekwencji kodujacej biatko BDNF (wektor
AAV2-BDNF). Aby ten cel uzyskaé, przeprowadzono ocen¢ neuroprotekcyjnego
wpltywu podwyzszonego poziomu BDNF w oku z wywotang jaskra, badajac
przezywalno$¢ komorek zwojowych siatkowki. Ponadto zbadano, czy zwigkszony
poziom BDNF wptywa na ekspresje receptora TrkB w tkance siatkdwki i poréwnano go
z ekspresja TrkB w korze modzgowej, aby scharakteryzowaé potencjalne zmiany

adaptacyjne, modyfikujace receptywnos¢ komorek na BDNF.

WYNIKI:

Wyniki analizy statystycznej pokazaty, ze po szeSciu tygodniach od indukcji jaskry w
centralnej czgsci siatkowce dochodzito do zmniejszenia liczby komoérek zwojowych o 31% w
porownaniu do oka towarzyszacego, nie poddanego procedurom zabiegowym tego samego

zwierzecia. U zwierzat, u ktorych w oku z indukowang jaskra wywotana zostata nadekspresja
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BDNF, réowniez dochodzito do spadku liczby komorek zwojowych w obszarze centralnym

siatkdwki, byl on jednak znacznie mniejszy i1 ksztattowal si¢ na poziomie 15%.

W obwodowych czgs$ciach siatkowki oka, po szesciu tygodniach od indukcji jaskry
nastegpowato zmniejszenie liczby komoérek zwojowych o 29% w pordwnaniu do oka
towarzyszacego nie poddanego procedurom zabiegowym tego samego zwierzecia. Wywotanie
nadekspresji BDNF w tym samym oku zwierzat z Il grupy doswiadczalnej powodowato ochrong
komoérek zwojowych na obwodzie siatkdwki. Liczba komorek zwojowych w obwodowych
czgdciach siatkdwek pozostawata niezmieniona w pordéwnaniu do oka towarzyszacego, nie

poddanego procedurom zabiegowym u tego samego zwierzgcia siatkowki.

Warto roéwniez podkreslié, ze liczba komorek zwojowych w  siatkdbwkach oczu
towarzyszacych nie rdznita si¢ u obu grup doswiadczalnych zwierzat, ale byla ona mniejsza od

liczby komorek zwojowych siatkowek zwierzat natywnych o ok. 7%.

Przeprowadzone testy ELISA okreslajace stezenia biatka BDNF pokazaty, ze indukcja
jednostronnej jaskry, powodowata obustronny spadek st¢zenia BDNF w siatkdéwkach o okoto
30% w pordéwnaniu do wartosci uzyskanych od zwierzat natywnych. Ponadto, obnizone poziomy
BDNFu w siatkowkach OP i OL byly silnie skorelowane co wskazuje, ze dysfunkcja w oku

jaskrowym nie jest dysfunkcja izolowang 1 wywotuje réwniez zmiany w oku towarzyszacym.

Iniekcja doszklistkowa wektora AAV2-BDNF skutkowata znaczacym, obustronnym
wzrostem poziomow stezen BDNF w siatkowkach. Stezenia te byty ponad dwukrotnie wyzsze
niz u zwierzat natywnych stanowigcych kontrole 1 trzykrotnie wyzsze niz u szczurow z
indukowang jaskra, ktérym nie podawano wektoréw wirusowych z BDNF. Stezenia BDNF w
siatkdbwkach oka prawego i lewego byty ze soba skorelowane, co ponownie sugeruje mozliwos¢
transportu czynnika BDNF z oka prawego z indukowang jaskrg do oka towarzyszacego. Iniekcja
wektora AAV2-BDNF nie miata istotnego statystycznie wplywu na wartosci stezen BDNF w

korze mozgowe;.

6 tygodni po indukcji jednostronnej jaskry u zwierzat, zaobserwowano obustronny wzrost
stezenia biatka TrkB w siatkowkach wszystkich szczurow. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze po
stronie oka z jaskrg 1 2- krotnie wyzsze w siatkdwkach oka towarzyszacego w poroéwnaniu z
grupg zwierzat natywnych. Poziomy biatka TrkB w siatkowkach oka prawego i lewego byty
stabo skorelowane co wskazuje na mozliwo$¢ pojawiania si¢ procesOw adaptacyjnych

zwigkszajacych miejscowo synteze TrkB.
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Doszklistkowa iniekcja AAV2-BDNF, skutkowatla obustronng normalizacja poziomoéw TrkB
w siatkowkach obu oczu. St¢zenia TrkB w siatkowce oka lewego i prawego byty silnie

skorelowane co wskazuje na silng odpowiedz w warunkach zwiekszonej podazy BDNF.

W mozgowej korze wzrokowej nie zaobserwowano istotnych zmian w stezeniach receptora
TrkB ani w grupie z jednostronng jaskra, ani w grupie zwierzat, ktérym przed indukcja jaskry

podano AAV2- BDNF.

WNIOSKI:

1. Model jaskry beleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych powoduje szybki
wzrost cisnienia wewnatrzgatkowego trwajacy kilka tygodni.

2. Jednostronna indukcja jaskry powoduje istotng utrate¢ komorek zwojowych siatkowki w
centrum i na obwodzie.

3. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny spadek st¢zenia BDNF w
siatkdwkach.

4. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny wzrost stezenia biatka TrkB w
siatkowkach wszystkich szczuréw. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze po stronie oka z
jaskra 1 2- krotnie wyzsze w siatkdwkach oka towarzyszacego w porOwnaniu z grupg
zwierzat natywnych.

5. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowanag jaskra, powoduje znacznie mniejszg utrat¢ komorek zwojowych siatkowki w
centrum i pozwala na zahamowanie utraty komoérek zwojowych znajdujacych si¢ na
obwodzie siatkdwki.

6. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowang jaskra, obustronnie zwigksza poziomy BDNF powyzej normalnych wartosci
w obrebie siatkowki, ale nie w korze wzrokowe;j.

7. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF normalizuje
poziomy receptora TrkB w siatkdéwce, nie majac wplywu na poziom receptora TrkB w
korze wzrokowej u szczuréw z indukowang jednostronnie jaskra.

8. W warunkach umiarkowanej nadekspresji BDNF w siatkowce, nie dochodzi do obnizenia
stezenia receptora TrkB.

9. Dysfunkcja w oku jaskrowym nie jest dysfunkcja izolowang 1 wywoluje rowniez zmiany

w oku towarzyszgcym, w ktorym nie indukowano jaskry. Jednostronna indukcja jaskry
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powoduje zmiany w ilo$ci komodrek zwojowych oraz stezeniach BDNF i TrkB w oku
towarzyszacym, niepoddanym procedurom zabiegowym.
10. Pojedyncze, doszklistkowe podanie transgenu AAV-BDNF wydaje si¢ by¢ skuteczng

metoda neuroprotekcji komorek zwojowych siatkowki.

Dalszy rozwoj strategii zwigzanych z terapiami genowymi oraz neurotrofinami moze
stanowi¢ nowa, skuteczng opcje leczenia uzupetniajacego dla pacjentow z jaskra. Mam nadzieje,
ze niniejsze badanie przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow patofizjologicznych
wystepujacych u pacjentéw z jaskra. Poznanie i zrozumienie tych mechanizméw moze okazaé

si¢ kluczowe w prewencji nieodwracalnej utraty widzenia z powodu jaskry.

str. 18



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Neuroprotection of retinal ganglion cells in experimental glaucoma and
regulation of BDNF and TrkB receptor on the level of retina and

primary visual cortex after AAV2-BDNF transfection

Glaucoma is a chronic optic neuropathy characterized by progressive, painless damage to
the optic nerve and death of retinal ganglion cells (RGCs). RGCs transmit the information
processed by the retina to higher visual centers, loss of RGCs inevitably leads to impairment of
visual function and ultimately visual field loss. It is one of the leading causes of irreversible loss

of vision worldwide.

The most important trigger of the glaucomatous damage is an elevated eye pressure and
current standard approach in glaucoma therapy is reduction of the intraocular pressure. Untreated
glaucoma ultimately leads to irreversible loss of vision. However, despite of effective
medications or surgical treatment leading to lowering of the intraocular pressure, progression of
glaucomatous changes and loss of vision among glaucoma patients is common. Therefore it is
critical to prevent vision loss through appropriate, additional treatment. To implement such
treatment(s), elucidation of pathophysiological changes in glaucoma and development of

therapeutic methods which take into account neuroprotection is an imperative.

Neurotrophins are a family of growth factors crucial for the regulation of neuronal
maintenance, differentiation and survival of specific neuronal populations in the adult brain.
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an important survival factor for RGC, both during
development and in adult life. The neurotrophin family consists of four major types of proteins
with similar function: nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
neurotrophin 3 (NT-3) and neurotrophin 4/5 (NT-4/5). BDNF has emerged as a major regulator
for several types of neurons, including sensory neurons, retinal ganglion cells, spinal motor
neurons, certain cholinergic neurons, and some dopaminergic neurons. Dysregulation of brain-
derived neurotrophic factor has been implicated in enhanced vulnerability to neurodegenerative
diseases. The deficiency of BDNF, though not necessarily the initial trigger for the disease

process, may result in accelerated cell damage and other associated symptoms. Intraocular

str. 19



injections of viral vectors carrying BDNF gene construct (AAV-BDNF) are an attractive
alternative to cause a long-term increase of BDNF concentration in the retina and support
survival of RGCs. This approach has been also shown to be superior to BDNF treatment at the

level of neurotrophin-releasing superior colliculus, targeted by the RGC.

To secure therapeutic action, the effective intraocular concentration of BDNF needs that
the expression of BDNF high-affinity TrkB receptor in retinal cells is maintained. Increased 10P
was reported to change BDNF and TrkB availability owing to impairment of retrograde transport
in the optic nerve. Also, in several in vitro and in vivo systems high BDNF concentration was
shown to down-regulate its TrkB receptors, possibly affecting BDNF signaling. However,
whether intraocular BDNF overexpression leads to TrkB downregulation, impairing BDNF
signaling in retina, is far from clear. Numerous studies show that after optic nerve injury and
ocular hypertension, when increased BDNF mRNA and protein in retina are detected,
concomitant increase, no change or a decrease of TrkB occurs, both early and long-term post-

injury.
AIM OF THE STUDY

Answering the question on dependence of TrkB expression on BDNF changes in
glaucoma pathology and after treatment is crucial for designing efficient clinical trials.
Therefore, this study was undertaken to validate the neuroprotective efficacy of classical AAV2-
BDNF transgene, measuring the concentrations of BDNF and TrkB proteins in the retina of
AAV2- BDNF treated and untreated rats and comparing them to naive controls. To investigate
the impact of pathology and treatment on higher visual centers we examined both proteins also in

the visual cortex.
MATERIAL AND METHODS

All experiments were carried out on Wistar rats. Animals were divided into groups:
Naive Control (CN, n =9), Glaucoma (unilaterally induced glaucoma, n = 14), and Glaucoma +
AAV2-BDNF (unilaterally induced glaucoma preceded by BDNF overexpression from AAV2-
BDNF transgene, n = 13).

A microbead pretrabecular occlusion model of glaucoma was chosen, with rapid elevation of
IOP, which serves as the equivalent of a severe glaucoma attack. Contralateral fellow eyes

served as untreated controls, a common approach used to eliminate the factor of individual
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variability. A rat experimental model of glaucoma incorporating rapid-onset elevation of
intraocular pressure (IOP) has been reproduced successfully.

RESULTS

After 6 weeks, the rats with glaucoma induction showed a 31% loss of RGC in central
retina of glaucomatous eye, as compared to the contralateral, fellow eye. In rats which received
BDNF transgene the loss of RGC in the Right Ret was markedly reduced (to approx. 15%) as
compared to rats with no BDNF gene transfer. An importance of BDNF overexpression for
protection of RGC from degeneration in the central part of the glaucomatous Ret has been
confirmed by the significant interaction of glaucoma x BDNF overexpression.

In that study, unilateral glaucoma leads to bilateral decrease of BDNF concentration
accompanied by up to 4-fold TrkB upregulation in glaucomatous eye and 2-fold TrkB
unregulation in fellow eye. Increased TrkB did not compensate reduced BDNF signals
sufficiently to promote signaling towards protection of retina from significant cell loss after six
weeks of pathology. Long-term, moderate BDNF overexpression in glaucomatous eye
normalizes TrkB levels, driving signaling towards long-term RGC neuroprotection both in the
central and peripheral regions of the retina. Neither glaucoma nor BDNF treatment affected
BDNF and TrkB levels in the visual cortex. Presented results suggest that in severe glaucoma
attack single administration of AAV2-BDNF may be sufficient for significant RGC
neuroprotection and for glaucoma therapy careful selection of appropriate BDNF concentration
is the main factor securing long-term responsiveness of RGC and maintenance of TrkB normal

levels.
CONCLUSIONS

1. Microbead pretrabecular occlusion model of glaucoma causes an immediate and
a few-weeks lasting increase of 10P.

2. Elevated IOP in microbead pretrabecular occlusion model of glaucoma leads to
significant RGC loss in central and peripheral retina.

3. Unilateral glaucoma leads to bilateral decrease of BDNF concentration in both
retinas.

4. Unilateral glaucoma leads to 4-fold TrkB upregulation in glaucomatous eye and 2-

fold TrkB upregulation in fellow eye.
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5. Retinal BDNF overexpression alleviates retinal ganglion cell loss in center and
periphery of retina.

6. Retinal BDNF overexpression raises BDNF beyond normal concentration.

7. Retinal BDNF overexpression normalizes upregulated TrkB in the retina not affecting
BDNF and TrkB in the visual cortex in rats with induced glaucoma.

8. In conditions of moderate BDNF overexpression in the retina TrkB does not undergo
downregulation but follows BDNF levels, what may be of significant functional
importance.

9. Dysfunction of glaucomatous eye is not isolated and draws the line of changes in the
contralateral eye in which no glaucoma was induced.

10. Single administration of AAV2-BDNF seems to be sufficient for significant RGC

neuroprotection.

We hope that our studies will help to understand pathological mechanisms present in glaucoma
patients within the higher level of visual system. Understanding of these mechanisms is crucial

for prevention of irreversible loss of vision in glaucoma patients.
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1. WSTEP

Jaskra to przewlekla neuropatia nerwu wzrokowego charakteryzujaca si¢ postepujacym,
bezbolesnym uszkodzeniem nerwu wzrokowego i $miercig komoérek zwojowych siatkowki (ang.
retinal ganglion cells- RGCs) oraz ich aksonow tworzacych nerw wzrokowy (Gupta N et al.,
2007; Quigley H et al., 2011) Komorki zwojowe siatkowki przekazujg informacje z siatkowki do
wyzszych pieter uktadu wzrokowego, a zatem ich utrata nieuchronnie prowadzi do zaburzen
funkcji widzenia, a ostatecznie do utraty widzenia. Jaskra jest jedng z gtownych przyczyn

nieodwracalnej utraty wzroku na §wiecie.

Uwaza si¢, ze najwazniejszym czynnikiem wywolujacym uszkodzenia jaskrowe jest
podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe, dlatego obowigzujacym obecnie standardem
klinicznym jest jego redukcja (Nickells RW, 2007; Gugleta K et al., 2013). Nieleczona jaskra
nieuchronnie prowadzi do nieodwracalnej $lepoty. Pomimo dostepnych lekow oraz technik
chirurgicznych skutecznie obnizajacych ci$nienie wewnatrzgatkowe, u niektorych pacjentow
jaskrowe zmiany w polu widzenia czgsto postepuja nadal (Lestak J et al., 2014). Dlatego tak
istotne jest zastosowanie odpowiedniego, dodatkowego leczenia, ktore zahamuje postgp
uszkodzen  jaskrowych — poprzez ~ wykorzystanie = metabolicznych ~ mechanizmow
neuroprotekcyjnych, powstrzymujacych utrate komorek zwojowych. Aby taka terapia mogta si¢
pojawi¢, konieczne jest pelne zrozumienie 1 wyjasnienie wystepujacych w przebiegu jaskry
zmian patofizjologicznych na poziomie komoérkowym i sygnalow metabolicznych, jakie
docieraja do komorek zwojowych uruchamiajac procesy ich programowej $mierci (Vasudevan

SK etal., 2011).

Neuropatia nerwu wzrokowego jest konsekwencja triady patologicznych sktadowych: (1)
degeneracji nerwu wzrokowego bedacego wynikiem postepujacej utraty komorek zwojowych
siatkowki, (2) aktywacji 1 reorganizacji komorek gleju, oraz (3) zaburzen w krazeniu krwi w
obrebie tarczy nerwu wzrokowego. A zatem jaskre nalezy rozumie¢ nie tylko jako neuropati¢
nerwu wzrokowego, ale réwniez jako gliopatie i waskulopati¢ (Coorey NJ et al., 20102).
Morfologicznymi konsekwencjami uszkodzen jaskrowych jest wyglad tarczy nerwu
wzrokowego w badaniu klinicznym, tj zwigkszenie zaglebienia w tarczy z jednoczasowym
Scienczeniem warstwy wiokien nerwowych, jak réwniez utrata komoérek gleju i naczyn
krwiono$nych. Dotychczas nie rozstrzygnig¢to w jakim stopniu zmiany te s3a wynikiem
zmienionego mechanizmu regulacji ci$nienia, zaburzonego transportu neuronalnego i

przekazywania sygnatu przez komorki siatkowki, oraz jakie znaczenie dla postepu choroby ma
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zmiana aktywno$ci enzyméw proteolitycznych wplywajacych na strukture macierzy
pozakomorkowej (ang. extracellular matrix- ECM). Zmiany jaskrowe nie ograniczaja si¢
jedynie do galki ocznej (Gupta N et al., 2007). Uszkodzenia jaskrowe siegajg poza komorki
zwojowe siatkowki i1 obejmujg catg droge wzrokowa: nerw wzrokowy, wzrokowe osrodki
podkorowe tj jadro kolankowate boczne (ang. lateral geniculate nucleus - LGN) oraz wzgorek
gorny blaszki czworaczej (ang. superior colliculus -SC); oraz kor¢ wzrokowa (ang. visual
cortex) (Yucel YH et al., 2000).

W wielu badaniach udowodniono, Zze w przebiegu jaskry dochodzi do atrofii i utraty
komoérek zwojowych siatkdwki. Procesy neurodegeneracyjne w jaskrze sig¢gaja poza gatke
oczng. Aksony 90% komoérek zwojowych siatkowki tworza nerw wzrokowy, ktorego
zakonczenia znajdujg si¢ w ciele kolankowatym bocznym (ang. lateral geniculate nucleus -
LGN) - pierwszym, duzym osrodku drogi wzrokowej w moézgu. Badania neuropatologiczne
pokazaty, ze podobnie jak w siatkéwce, do obkurczania si¢ i utraty neuronéw dochodzi w
obrebie wszystkich szesciu warstw LGN (Weber AJ et al., 2000, Yucel YH. et al., 2000).
Przenoszenie dysfunkcji z uszkodzonych neuronéw na zdrowe za posrednictwem polaczen
synaptycznych nosi nazwe transsynaptycznej lub transneuronalnej degeneracji (Yucel YH et al.,
2003). Proces rozprzestrzeniania si¢ zmian patologicznych pomigdzy komunikujacymi si¢
neuronami dobrze poznano i opisano w chorobie Alzheimera (Su JH et al., 1997). W badaniach
na zwierzetach zaobserwowano wystepowanie transsynaptycznej degeneracji neuronow
W postaci zmniejszania ich rozmiarow oraz zubozenia drzewa dendrytycznego w obrgbie LGN
i kory wzrokowej po jednoocznej enukleacji (Haseltine EC et al.,1979). Podobne procesy
obserwuje si¢ w modelach jaskry eksperymentalnej (Gupta N et al., 2001). Uszkodzenie komorki
zwojowej siatkowki wywiera wigc gleboki wptyw na odlegte, zalezne neurony w obrebie

struktur mézgowych drogi wzrokowe;.

Istniejg badania dowodzace, ze zaburzenia w obrebie drogi wzrokowej do jakich dochodzi
w przebiegu jaskry sg relatywnie wczesnym, szybko wystepujacym procesem. Zauwazono,
ze w przebiegu jaskry u naczelnych, podwyzszone ci$nienie wewnatrzgatkowe jeszcze bez
istotnych, wykrywalnych uszkodzen w obrgbie nerwu wzrokowego indukuje obkurczanie si¢
neuronow w obrebie LGN. W efekcie dochodzi do zmian w aktywno$ci metabolicznej
odpowiednich warstw kory wzrokowej. Nie wyjasniono, czy zmiany w aktywnosci
metabolicznej kory wzrokowej u zwierzat z wywotang jaskra sa wynikiem utraty, obkurczania

si¢ czy tez ostabienia aktywnos$ci neuronow (Yucel YH et al., 2003).
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Metaanaliza ponad 1900 badan wykonanych z uzyciem nieinwazyjnych technik
neuroobrazowania u ponad 2300 oséb chorujacych na jaskre pokazala, ze u tych chorych
dochodzi do zmian neurodegeneracyjnych w obrebie catego uktadu wzrokowego (Nuzzi R et al.,
2018). Zmiany te przede wszystkim polegaly na zmniejszeniu grubosci i objetosci kory
moézgowej. A zatem jaskre nalezy rozpatrywac jako chorobe nie tylko oka, ale catej drogi
wzrokowej biegnacej od nerwu wzrokowego, poprzez ciato kolankowate boczne i konczacej si¢

w korze wzrokowej.

W obecnej chwili nie ma skutecznej, potwierdzonej badaniami klinicznymi metody
neuroprotekcji na poziomie metabolizmu komoérkowego, ktora sprawdzitaby si¢ w wieloletnim
leczeniu, cho¢ prowadzi si¢ w tym zakresie szereg badan klinicznych. Wiele nadziei wigze si¢
z wytwarzang endogennie molekuta, tj. czynnikiem neurotroficznym pochodzenia mézgowego
BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor), ktory w badaniach na zwierzgtach zwigkszat
przezywalnos¢ komorek zwojowych siatkdbwki w stanach podwyzszonego cisnienia
wewnatrzgatkowego (Martin K et al., 2003; Fu QL et al., 2009). Stworzenie bezpiecznej,
nieinwazyjnej 1 skutecznej metody dlugotrwatego podwyzszania wewnatrzgatkowego poziomu

BDNF moze okaza¢ si¢ przetomowg terapig u pacjentéw chorujacych na jaskre.

Postuluje sie istnienie wielu mechanizméw patogenetycznych w jaskrze. Zaden z tych
mechanizmow nie charakteryzuje jednak w pelni jaskry i nie jest uniwersalny. Brak pelnej
wiedzy na temat patogenezy jaskry stanowi fundamentalne wyzwanie w tworzeniu terapii
neuroprotekcyjnej. A zatem przeprowadzenie badan, ktore poszerzyltyby wiedz¢ w tym zakresie
oraz stworzenie nowych metod leczenia, wspomagajacych obecnie stosowane terapie to pilna

potrzeba.
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1.1. EPIDEMIOLOGIA | RODZAJE JASKRY

Jaskra to przewlekla neuropatia nerwu wzrokowego. Nieleczona jaskra nieuchronnie
prowadzi do nieodwracalnej utraty widzenia. Wiek jest jednym z gtownych czynnikow ryzyka
rozwoju jaskry, a zatem w zwigzku z gwaltownym starzeniem si¢ populacji ludzkiej, czgstosé
zachorowan na jaskre stale ro$nie. Wyniki badan populacyjnych wskazuja, ze prawie 17% ludzi
powyzej 85 roku zycia i jedna na 40 oséb powyzej 40 roku zycia choruje na jaskre. To daje
liczbe 60 milionéw ludzi chorych na jaskre na calym $wiecie 1 8,4 miliona ludzi, ktorzy z
powodu tej choroby sg obuocznie Slepi (praca przegladowa Quigley HA et al., 2011). Szacuje
sig, ze w 2040 r populacja chorych na jaskre zwigkszy si¢ o ok. 75% do ponad 110 milionow
ludzi (Barkana Y et al., 2015). Utrata widzenia, niezaleznie od jej przyczyny w powazny sposob
zaburza zycie cztowieka 1 wptywa niekorzystnie na jego niezalezne funkcjonowanie. Choroby

prowadzace do Slepoty stanowig istotne, odczuwalne obcigzenie spoteczne.

Szacuje si¢, ze w USA, liczba 0sob cierpigcych z powodu jaskry wynosi 2,47 miliona
(Quigley HA et al., 1997), 2,7 miliona (wg National Eye Institute, 2015) lub nawet 4 miliona
(zrodto: Prevent Blindness America, The Eye Diseases Prevalence Research Group). Blisko
130,000 Amerykanow cierpi z powodu $lepoty w przebiegu jaskry (Quigley HA et al., 1997) co
stanowi 12% wszystkich przyczyn S$lepoty w USA (Zrédto: National Eye Health
Program/National Institutes of Health). Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia, jaskra jest

druga po za¢mie, wiodaca przyczyna $lepoty na swiecie.

Wsrdd czynnikow epidemiologicznych ryzyka rozwoju jaskry, poza wiekiem, nalezy
réwniez wymieni¢ ras¢, a nawet przynalezno$¢ etniczng oraz pte¢. Okazuje si¢, ze wszystkie te
czynniki koreluja z populacyjng zmiennoscia fizjologii gatki ocznej (czasem na podiozu budowy
anatomicznej) lub zakresu ci$nienia wewnatrzgatkowego. Jednoczes$nie, réwniez stany
chorobowe (hipercholesterolemia, cukrzyca, otytos¢), czy palenie papierosow, prowadzac do

patologii naczyniowych, predestynuja do rozwoju jaskry.

Obowiazujagca klasyfikacja jaskry opiera si¢ na mechanizmach prowadzacych
do uszkodzenia nerwu wzrokowego. Jaskre mozna podzieli¢ na pierwotng i wtérng oraz

otwartego 1 zamknigtego kata.

Jaskra pierwotna otwartego kata (ang. primary open angle glaucoma — POAG)
to najczestszy rodzaj jaskry. Ta wieloczynnikowa choroba charakteryzuje si¢ przewlekltym,

powoli postepujacym przebiegiem, spowodowanym zmniejszonym przeptywem cieczy
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wodnistej 1 zwigzanym z nim uszkodzeniem nerwu wzrokowego. Ryzyko rozwoju jaskry
pierwotnej otwartego kata ros$nie z wiekiem, w krotkowzroczno$ci, u 0séb z obnizonym
rozkurczowym ocznym ci$nieniem perfuzyjnym, u osob z cienkg rogowka, jest czgsta u Afro-
Amerykanow. Jaskra pierwotna otwartego kata, w przeciwienstwie do wigkszosci innych typow
jaskry, moze przebiega¢ z normalnym lub podwyzszonym cisnieniem wewnatrzgatkowym.
Najwazniejsze czynniki ryzyka jej rozwoju to: wiek, rasa i etniczno$¢. Ryzyko rozwoju POAG
wzrasta 5- krotnie w 5ej i 10-krotnie w 8e¢j dekadzie zycia. Okoto 2% populacji swiata w wieku
40-50 lat 1 8% powyzej 70 roku zycia ma podwyzszone ci$nienie wewnatrzgaltkowe stanowigce
jeden z gléwnych czynnikdw ryzyka rozwoju zmian jaskrowych. Uwaza si¢, ze jaskra jest
glowna przyczyng $lepoty w niektoérych populacjach. Dane i wyniki meta-analiz 14 badan
azjatyckich, 10 badan z udzialem osob rasy czarnej i 24 badan z udziatem oséb rasy biatej
pokazatly, ze czgsto$¢ wystgpowania jaskry pierwotnej otwartego kata jest wyzsza wsrdd
populacji rasy czarnej (4,23% vs. 2,09% w populacji rasy biatej i 1,41% w populacji
azjatyckiej); (Rudnicka AR et. al., 2006). Czestos¢ wystgpowania POAG w populacji rasy
czarnej w wieku powyzej 40 roku Zycia jest nawet czterokrotnie wyzsza, wystepuje we
wczesniejszym wieku, ma gorsze rokowanie i bardziej gwaltowny przebieg niz POAG u ludzi
rasy kaukaskiej (Quigley HA et al., 1997). Amerykanie pochodzenia afrykanskiego czgsciej
tracg wzrok z powodu jaskry (26%) niz w populacji kaukaskiej w tym samym wieku (6,4%);
(Stein JD et al., 2008). Czestos¢ wystgpowania POAG wsrdod Amerykanow pochodzenia
latynoskiego w wieku 40 1 wigcej lat, rowniez jest bardzo wysoka (4,7%) 1 uwaza sig, ze jest to
glowna przyczyna $lepoty w tej grupie wiekowej, odpowiada ona za 28,6% wszystkich przyczyn
Slepoty (Stein JD et al., 2008). Zalezno$¢ pomiedzy czgstoscig wystepowania jaskry pierwotnej
otwartego kata a plcig jest nadal kontrowersyjna. W badaniach the Baltimore Eye Survey
(Tielsch JM et al., 1991), Beaver Dam Eye Study (Klein B et al., 1992) oraz Blue Mountains Eye
Study (Mitchell P et al., 1996), nie znaleziono istotnych statystycznie réznic pomigdzy picia
meskg 1 zenska w przypadku jaskry pierwotnej otwartego kata. Jednakze w badaniach
Framingham Eye Study (Kahn HA et al., 1977), Barbados Eye Study (Leske MC, et al., 1994)
oraz Rotterdam Study (Wolfs RC et al., 2000), wykazano dwukrotnie wigksza czgstotliwosé
zachorowan na jaskre wsérdéd mezczyzn. Dane pochodzace z badania Rotterdam Study zostaly
niedawno ponownie poddane analizie. Wykazano, ze kobiety, ktore przeszty menopauze przed
45 rokiem zycia sg bardziej narazone na rozwdj jaskry niz kobiety przechodzace menopauze
w pozniejszym wieku (Hulsman CA et al., 2001). Wyniki te sugeruja, ze zenskie hormony

plciowe petnig prawdopodobnie rolg ochronng w konteks$cie rozwoju jaskry.
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Jaskra normalnego cisnienia (ang. normal tension glaucoma - NTG) zwana roéwniez
jaskra niskiego ci$nienia, jest uwazana za rodzaj jaskry otwartego kata, cho¢ zagadnienie to do
tej pory nie zostalo wyjasnione i nadal pozostaje kontrowersyjne (Lestak J et al., 2013). Szacuje
sig, ze jaskra normalnego ci$nienia stanowi az 30-40% przypadkow jaskry otwartego kata
(Grabska-Liberek 1, 2015; Klein B et al., 1992). Wigksza zachorowalno$¢ obserwuje si¢
w populacji Japonczykéw i Koreanczykoéw niz w populacjach rasy kaukaskiej (Suzuki Y et al.,
2006). A zatem rasa stanowi istotny czynnik ryzyka rozwoju NTG. Do innych waznych
czynnikow naleza: wiek i choroby sercowo- naczyniowe (Org™ul S et al., 1995; Emre M et al.,
2004). Pacjenci z NTG podobnie jak pacjenci z POAG majg szeroki, otwarty kat przesgczania w
gonioskopii, poszerzone zaglebienie w tarczy nerwu wzrokowego, czgsto rowniez krwotoczki na
tarczy i charakterystyczne zmiany w polu widzenia (Konieczka K et al., 2014). Jednakze jaskra
normalnego cisnienia ma kilka cech wyrdzniajacych. Pacjenci z jaskra normalnego cis$nienia sg
bardziej narazeni na uszkodzenia w obregbie nerwu wzrokowego przy relatywnie niskich
warto$ciach ci$nienia wewnatrzgatkowego. Zmiany w polu widzenia sg glebsze, bardziej strome
1 umiejscowione blizej punktu fiksacji niz w przypadku pacjentéw z jaskra pierwotng otwartego
kata. Dodatkowo, mroczki w polu widzenia u pacjentow z NTG sa zwykle wigksze nizZ mozna

si¢ tego spodziewac po samym tylko wygladzie tarczy nerwu wzrokowego.

Chociaz jaskra zamykajacego si¢ kata (ang. primary angle-closure glaucoma - PACG)
wystepuje rzadziej niz jaskra pierwotna otwartego kata, czesciej powoduje utrate widzenia wsrod
pacjentow chorych na jaskre (Foster PJ et al., 2000). PACG wystepuje u okoto 0,5% populacji
rasy biatej i czarnej w wieku powyzej 40 roku zycia (Buhrmann RR et al., 2000; Day AC et al.,
2012; Mitchell P et al., 1996; Rotchfor AP et al., 2003; Tielsch JM et al., 1991) i w 0,5-1,5%
populacji chinskiej i hinduskiej w tym samym wieku (He M et al., 2006; Liang Y et al., 2011;
Dandona R et al., 2000). Sposrod wszystkich pacjentow chorujgcych na jaskre w Chinach,
az 35% cierpi z powodu jaskry zamykajacego si¢ kata (Foster PJ et al., 2001). Podobne wyniki
przedstawiono dla populacji hinduskiej, gdzie ponad 40% pacjentow z PACG jest z powodu tej
choroby $lepa na jedno oko lub obuocznie (Dandona R et al., 2000). Czestos¢ wystgpowania
jaskry zamykajacego si¢ kata jest wyzsza wsrdd kobiet niz mezczyzn. Dzieje si¢ tak z przyczyn

anatomicznych predyspozyciji.
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1.2. CZYNNIKI RYZYKA ROZWQOJU JASKRY

Sposrod wielu czynnikow ryzyka rozwoju jaskry, glownym 1 na razie jedynym
modyfikowalnym czynnikiem pozostaje cisnienie wewnatrzgatkowe (IOP). Ponizszy diagram
prezentuje najwazniejsze czynniki biorgce udzial w patogenezie rozwoju jaskry wywotanej

wysokim ci$nieniem wewnatrzgatkowym oraz skutki strukturalne i funkcjonalne (RYCINA 1).

ﬂszkodzenie glowy nerwu Wzrokowegx

zaburzenia perfuzji naczyniowej

niedokrwienie
ekscytotoksycznosé
. zaburzenia w aksonalnym transporcie antero- i
Stl'llktlll'y Ob] (;te retrogradalnym w obrebie nerwu wzrokowego Zaburzenia
Zmianami . utrata ochronnego dziatania czynnikow fun kCJ onalne
choro bowym I troficznych

uszkodzenie aksonow i ciata komorek
zaburzenia snu . .
aktywacja gleju

[ droga siatkowkowo- podwzgorzowa

system
okolodobowy

& jadro nadwzrokowe

struktury podkorowe
(wzgorze, wzgorek gorny
blaszki czworaczej)

.

p
kora wzrokowa ]

uklad wzrokowy

RYCINA 1. Najwazniejsze czynniki biorace udzial w patogenezie rozwoju jaskry wywotanej wysokim ci$nieniem
wewnatrzgatkowym oraz skutki strukturalne i funkcjonalne. Rycina pochodzi z pracy przegladowej Wojcik-Gryciuk
Acetal., 2016.
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Redukcja ci$nienia wewnatrzgatkowego (farmakologiczna lub chirurgiczna) zwykle
hamuje postep zmian jaskrowych. Dlatego ci$nienie wewnatrzgatkowe jest pierwszym

czynnikiem podlegajacym modyfikacji na poczatku dlugoczasowe;j terapii.

Przyjmuje si¢, ze prawidtowe wartosci IOP wahajg si¢ w zakresie 11- 21 mmHg, a
ryzyko rozwoju neuropatii jaskrowej rosnie przy warto$ciach ci$nienia wewnatrzgatkowego
powyzej 21 mmHg. Uwaza si¢ mechanizm szkodliwego wptywu podwyzszonego IOP jest co
najmniej trojaki. Po pierwsze, wysokie IOP powoduje mechaniczne uszkodzenie prowadzace do
$mierci komorek zwojowych 1 ich aksondw, co z kolei staje si¢ przyczyng astrocytozy zwigzanej
z nadmierng produkcja tlenku azotu (NO), poprzez aktywacj¢ syntazy tlenku azotu- (ang. nitric
oxide synthase —NOS) (Neufeld AH et al., 2003). W konsekwencji, reaktywne formy tlenu
wchodzg w reakcje z tlenkiem azotu, produkujac nadtlenoazotyn, uszkadzajacy szereg molekut
komoérkowych, w tym DNA 1 biatka, prowadzac tym samym do $mierci komorki. Po drugie,
podwyzszone cis$nienie na poziomie blaszki sitowej twardéwki prowadzi do uszkodzenia
aksonalnego transportu wstecznego neurotrofin z mézgu do komoérek zwojowych siatkowki.
Zaburzenie tego transportu moze prowadzi¢ do utraty czynnikdw zapewniajacy homeostazg w
obrebie komorek siatkéwki. Zaburzenia w transporcie neurotrofin zostalo opisane w modelu
jaskry eksperymentalnej u szczurdéw i potwierdzone w samoistnej jaskrze u psow (Iwabe S et al.,
2007). Po trzecie, podwyzszone ci$nienie wewnatrzgatkowe ma negatywny wptyw na krazenie w

matych naczyniach tarczy nerwu wzrokowego (He Z et al., 2011).

Podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe pozostaje gldéwnym, cho¢ nie jedynym
czynnikiem ryzyka rozwoju zmian jaskrowych. U pacjentow, u ktorych rozwija si¢ jaskra typu
NTG, pomimo utrzymywania si¢ prawidtowych parametréw IOP, zmiany jaskrowe w obrgbie
nerwu wzrokowego 1 stopniowa utrata pola widzenia nadal postgpuja. Przyczyna uszkodzenia
nerwu wzrokowego u pacjentow z jaskrag normalnego ci$nienia nadal pozostaje nieznana,
a zakresy ci$nien wewnatrzgatkowych wu takich pacjentow zawsze s3 prawidiowe.
Charakterystyczne dla pacjentow z rozwijajaca si¢ NTG sa inne objawy na poziomie
systemowym. Mianowicie, chodzi o dysfunkcje krazeniowo-naczyniowe. Wydaje si¢, ze moga
one stanowi¢ glowng przyczyne rozwoju jaskry NTG. Mozna rowniez przypuszczaé, ze w
progresji tego typu jaskry biorg udziat czynniki zwigzane z niedokrwieniem nerwu wzrokowego.
Wsréd wspomnianych dysfunkeji krazeniowo-naczyniowych, u pacjentow z NTG wystepuja
epizody kurczu naczyn, hipoperfuzja, nocne spadki ci$nienia tetniczego, zwickszona lepkosé
krwi 1 nadmierna krzepliwos¢ krwi, migreny. Dysregulacja naczyniowa jest cechg

charakteryzujaca pacjentéw z jaskra normalnego ci$nienia, ktorzy czesto skarza si¢ zimne rece i
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stopy, niskie cisnienie tetnicze krwi oraz przedtuzony czas normalizacji krazenia po prowokacji
zimnem. Prawdopodobnym czynnikiem sprawczym jest endotelina-1, silnie obkurczajgca
naczynia krwionos$ne, a ktorej udzial w patogenezie jaskry normalnego ci$nienia opisano W
wielu pracach (Grieshaber MC et al., 2007; Mi XS et al., 2012, 2014). Dodatkowo, chorzy z
dysregulacja naczyniowa podaja w wywiadzie: zaburzenia rytmu dobowego, trudnosci z

zasypianiem, zmniejszone uczucie pragnienia, nizszy prog bolowy (Konieczka K et al., 2014).

W ostatnim czasie badacze skupili si¢ rOwniez na ocenie zalezno$ci pomi¢dzy rozwojem
jaskry, a zaburzeniami kognitywnymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem choroby Alzheimera i
choroby Parkinsona (Lin IC et al., 2014; Maurano STP et al., 2018). W jednym z badan opisano
wysoki odsetek zmian strukturalnych w korze biatej mozgu japonskich pacjentow z NTG, co
moze $wiadczy¢ o tym, ze jaskra normalnego ci$nienia nalezy do szerokiego spektrum chorob o
charakterze neurodegeneracyjnym (Boucard CC et al., 2016). Co wigcej, zardOwno u pacjentow z
jaskra normalnego ci$nienia jak 1 0s6b z choroba Alzheimera zaobserwowano obecnos$¢
podobnych zmian w siatkowkach, np. $cieficzenie grubosci warstwy widkien nerwowych oraz
zmniejszenie grubosci kompleksu komoérek zwojowych (ang. ganglion-cell-complex - GCC),
co sugeruje, ze patogeneza NTG moze by¢ podobna do patogenezy chordb

neurodegeneracyjnych (Eraslan M et al., 2015).

Choroba Parkinsona, podobnie jak choroba Alzheimera naleza do chorob
neurodegeneracyjnych o charakterze progresywnym, zwigzanych z selektywng degeneracja
neurondéw dopaminergicznych w istocie czarnej mozgu. Istniejg badania wskazujace na wigksze
prawdopodobienstwo wystgpienia zmian w polu widzenia podobnych do zmian jaskrowych u
pacjentdw z chorobg Parkinsona (Garcia-Martin E et al., 2012). Coraz wigcej badaczy sugeruje,
ze jaskre NTG nalezy klasyfikowa¢ jako chorobe mozgu, nie tylko oka. Nie wiadomo tylko czy
zmiany pojawiajace si¢ z mozgu poprzedzaja rozwQj jaskry, czy tez sg jej nastepstwem (Prins D
et al., 2016).

Pacjenci z NTG czgsto cierpig rowniez z powodu réznych choréb autoimmunologicznych
oraz migrenowych bolow glowy przebiegajacych z aurg wzrokows (Anderson DR, 2011). Dla
doktadniejszego wyjasnieniu tej kwestii nalezy zwrdci¢ uwage na sposob ksztaltowania sie
gradientu ci$nien mi¢dzy czeScia gatkowa i pozagatkowa nerwu wzrokowego. Anatomia nerwu
wzrokowego jest wyjatkowa w poréwnaniu z pozostalymi nerwami czaszkowymi.
Nerw wzrokowy bedacy cz¢scig centralnego uktadu nerwowego jest otoczony trzema oponami i

ptynem moézgowo- rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid- CSF). Blaszka sitowa twardowki
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stanowi anatomiczng granic¢ pomiedzy przestrzenia wewnatrzgatkowa o wyzszym cisnieniu i
przestrzenig zagatkowa o nizszym ci$nieniu. Gradient tych ci$nien tworzacy si¢ wzdhuz blaszki
sitowe] mozna wyrazi¢ jako roznice pomiedzy ci$nieniem wewnatrzgatkowym a cisnieniem
ptynu moézgowo- rdzeniowego w przestrzeni zagatkowej 1 tkankach otaczajgcych pozagatkowa
cze$¢ nerwu wzrokowego, czyli ci$nienie translaminarne (ang. trans-lamina cribrosa pressure
difference — TLPD) (Jonas JB, 2011). Nieprawidlowo wysokie i/ lub niskie TLPD moze miec¢
niekorzystny wptyw na fizjologi¢ tarczy nerwu wzrokowego. Podwyzszone TLPD moze by¢
prowokowane przez wzrosty IOP lub zbyt niskie ci$nienie ptynu mozgowo-rdzeniowego w
przestrzeni pozagatkowej. Zbyt niskie ci$nienie ptynu mozgowo-rdzeniowego otaczajacego nerw
wzrokowy moze sta¢ za mechanizmem barotraumatycznego uszkodzenia nerwu wzrokowego u
pacjentow z jaskra niskiego cisnienia (Zhang Z et al.,, 2014). Niskie ci$nienie tgtnicze,
szczegolnie w nocy jest fizjologicznie zwigzane z niskim ci$nieniem plynu modzgowo-
rdzeniowego, co prowadzi do nieprawidlowo wysokiego TLPD. Stan taki moze by¢ poréwnany
do sytuacji, w ktorej to ci$nienie wewnatrzgatkowe jest podwyzszone, a ci$nienie ptynu
mozgowo- rdzeniowego pozostaje w granicach normy. Ten model tlhumaczylby, dlaczego
pacjenci z jaskra normalnego ci$nienia maja zwykle niskie cis$nienie tetnicze, a w oczach
z prawidlowym ci$nieniem wewnatrzgatkowym jak 1 jaskra przebiegajaca z wysokim ci$nieniem
wewnatrzgatkowym dochodzi do bardzo podobnych zmian w obrebie tarczy nerwu wzrokowego.
Zarowno badania kliniczne jak i1 eksperymentalne sugeruja, ze niskie ci$nienie ptynu mézgowo-
rdzeniowego moze wigzac si¢ z neuropatia nerwu wzrokowego u pacjentow z jaskra normalnego

cisnienia (Jonas JB et al., 2015).

Niedawno opisano zmiany we krwi pacjentow chorujacych na jaskr¢ normalnego
ci$nienia. Istnieja bowiem roznice w ekspresji genow w limfocytach krwi pomiedzy pacjentami
z jaskra a grupa kontrolng, a takze pomiedzy podgrupami pacjentow z réznymi typami jaskry
(Fraenkl SA et al., 2013). Badanie to, cho¢ ograniczone do analizy 22 preselekcjonowanych
gendw u pacjentow rasy kaukaskiej, dowiodlo, ze we wszystkich grupach chorych z jaskra
dochodzi do nadekspresji genow w poréwnaniu z grupg kontrolng (9 genow w POAG/PEX;
7 gendbw w NTG). Badanie to pokazalo rowniez, ze w NTG dochodzi do specyficznego wzorca
nadekspresji, tj. geny ulegaja nadmiernej ekspresji u pacjentow z NTG roznigcej si¢ od
nadekspresji genéw u pacjentow z POAG/ PEX. Sugeruje si¢, ze gen RAR (ang. RAR-related
orphan receptor C), najbardziej istotnie statystycznie ulegajacy nadekspresji w NTG, moze

rowniez odgrywac istotng role w patofizjologii tej choroby. Koduje on bowiem receptor jadrowy
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regulujacy transkrypcj enu bioracego udzial w modulacjie odpowiedzi immunologicznej
gulujacy ypcje g aceg )€ odp g 1)

i procesOw apoptozy, opisywanych w jaskrze (Quigley HA et al., 1995; Tezel G et al., 2004).

Podsumowujac, ostateczng i bezposrednia przyczyna utraty wzroku we wszystkich
rodzajach jaskry jest smier¢ komoérek zwojowych i ich aksondéw (Tamm ER et al., 2013).
Dochodzi do niej na drodze mechanicznego uszkodzenia komorek zwojowych pod wptywem
wysokiego cisnienia w galce ocznej. Alternatywnie, w przebiegu jaskry normalnego ci$nienia,
zaburzenia gradientu ci$nien po Obu stronach blaszki sitowej moga réwniez prowadzi¢ do
barotraumatycznego uszkodzenia nerwu wzrokowego, zmian niedokrwiennych w obrebie nerwu

wzrokowego i zaburzen w transporcie neurotrofin.

Zmiany niedokrwienne nerwu wzrokowego powstaja pod wpltywem zaburzonego
krazenia w matych naczyniach tarczy nerwu wzrokowego na skutek ucisku wywotywanego
przez podwyzszone IOP. Z kolei u pacjentow z jaskra typu NTG niedokrwienie w obrebie galki
ocznej moze by¢ pochodng systemowej dysregulacji naczyniowej. Zmieniona fizjologia okolicy
blaszki sitowej wystepujaca zaroOwno w przebiegu jaskry wywotanej wysokim ci$nieniem, jak
réwniez jaskry niskiego ci$nienia uposledza transport neurotrofin do komorek zwojowych.

Odcigcie komorek od neurotrofin zwigksza ich umieralnos¢.

1.3. OBECNE METODY LECZENIA

Celem wspotczesnych metod leczenia jaskry jest zapobieganie rozwojowi uszkodzen
jaskrowych nerwu wzrokowego i zmianom w polu widzenia przy jednoczesnym zachowaniu
wysokie]j jakosci zycia pacjenta, poprzez ograniczenie dzialan niepozadanych samego leczenia
(Parikh RS et al., 2008). Chociaz ci$nienie wewnatrzgatkowe jest tylko jednym z czynnikow
ryzyka rozwoju jaskry, jego farmakologiczne, chirurgiczne lub laserowe obnizanie jest obecnie

podstawowag metoda leczenia tej choroby.

1.3.1. FARMAKOLOGIA

Cis$nienie wewnatrzgatlkowe mozna obniza¢ stosujaCc krople okulistyczne o réznym
mechanizmie dziatania. Gtéwny mechanizm dziatania wigkszosci lekow polega na hamowaniu

produkcji cieczy wodnistej przez nabtonek ciata rzgskowego.
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Analogi prostaglandyn i prostamidy to obecnie leki pierwszego rzutu w terapii jaskry. Maja one
unikalny mechanizm dzialania, albowiem ulatwiaja odptyw cieczy wodnistej droga
naczyniowkowo- twardowkowsg. Obserwowany efekt powstaje prawdopodobnie dzieki
zwigkszeniu przestrzeni pomiedzy wioknami migsnia rzeskowego poprzez zmniejszenie
znajdujgcej si¢ tam macierzy zewnatrzkomorkowej (Marquis RE et al., 2005). Analogi
prostaglandyn (np. latanoprost, trawoprost, bimatoprost) odkryto w latach 90-tych i od tego
momentu zaczety one stopniowo zastepowac beta-blokery, bedace wczesniej lekami pierwszego
rzutu. Analogi prostaglandyn skutecznie obnizajg ciSnienie wewnatrzgatkowe, rzadko wywotuja
objawy niepozadane, a mozliwo$¢ stosowania ich raz dziennie znacznie zwigksza Szanse na
przestrzeganie przez pacjentow zalecen lekarskich. Do typowych dziatan niepozadanych tej
grupy lekoéw naleza: tagodne przekrwienie spojowki gatkowej, hipertrychoze - nadmierny wzrost
rzes, zwigkszona pigmentacja teczowki, spojowki i skory powiek. Hiperpigmentacje spojowek i
skory tlumaczy si¢ prawdopodobnym wzrostem produkcji melaniny wywolanym przez
prostaglandyny. U pacjentow z herpetycznym zapaleniem rogdéwki w wywiadzie, nalezy
zachowac ostrozno$¢, poniewaz miejscowe stosowanie prostaglandyn moze spowodowaé nawrot

tej choroby.

Beta-adrenolityki (beta-blokery) to grupa lekow, ktora przez wiele dekad byta stosowana jako
terapia pierwszego rzutu w leczeniu jaskry. Obecnie czgstos¢ stosowania beta-blokerow zostata
znacznie ograniczona, jednak o istotnym znaczeniu tej grupy lekow swiadczy fakt, ze wigkszos¢
nowoczesnych preparatow taczonych zawiera w swoim sktadzie beta- bloker, a w badaniach
klinicznych oceniajacych skuteczno$s¢ nowo wprowadzanych lekéw przeciwjaskrowych,
punktem odniesienia jest nadal timolol (Timololum), ktoéry blokuje receptory P1- i p2-
adrenergiczne. Beta-blokery ograniczajg produkcje cieczy wodnistej poprzez hamowanie
zaleznej od katecholamin syntezy cAMP w nabtonku ciata rzgskowego. Beta-adrenolityki to leki
skuteczne i dobrze tolerowane, jednak czgsto wystepujace zjawisko tachyfilaksji powoduje
stopniowy spadek wrazliwosci na ich stosowanie. Potowa pacjentow po okoto 2 latach leczenia

moze wymaga¢ zmiany leku lub zastosowania politerapii.

Powszechnie znane dzialania niepozadane beta-blokeré6w obejmuja bradykardi¢, obnizenie
ci$nienia tetniczego krwi, arytmig, skurcz oskrzeli i1 zaostrzenie zastoinowej niewydolnosci
serca. Stosowanie beta-blokeréw jest zatem przeciwwskazane u pacjentéw z cigzkimi chorobami

serca, przewlekla obturacyjng chorobg ptuc, astmg i miastenia.
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Agonisci receptora alfa-2- adrenergicznego obnizajg ci$nienie zarOwno poprzez ograniczenie
produkcji cieczy wodnistej jak i zwigkszenie odptywu droga niekonwencjonalng tj. droga
naczyniowkowo- twardowkowsg. Brimonidyna (Brimonidinum) bedaca gtéwnym lekiem z tej
grupy (epinefryna i adrenalina - nieselektywni agonisci pobudzajacy receptory alfa i beta
adrenergiczne nie s3 obecnie stosowane w codziennej praktyce klinicznej) poprzez swoje
oddziatywanie na receptory alfa-2 w siatkowce moze oslabia¢ procesy immunologiczne w
obrebie gleju oraz ogranicza¢ gromadzenie glutaminianu zewngtrzkomoérkowo, przez co
poprawia metabolizm komorek zwojowych dziatajac tym samym neuroprotekcyjnie na modelach
zwierzecych jaskry (Arthur S et al., 2011). Mozliwo$ci zastosowania brimonidyny ograniczajg
wywolywane przez nig reakcje alergiczne np. przekrwienie i zapalenie spojéwek, sucho$¢ w

jamie ustnej, zawroty glowy, spadki ci$nienia te¢tniczego, uczucie zmeczenia.

Inhibitory anhydrazy weglanowej to sulfonamidy, ktore stosowane doustnie lub miejscowo
hamujg produkcj¢ cieczy wodnistej. Preparatem doustnym jest acetazolamid (Acetazolamidum)
znany pod nazwa handlowg jako Diuramid. Jego przejsciowe dziatanie moczopedne, ktore wigze
si¢ z nadmiernym wyptukiwaniem potasu, moze powodowac parestezje dtoni i stop. Do czgsto
zglaszanych dziatan niepozadanych naleza rowniez nudnoS$ci, utrata masy ciala, rzadziej-
supresja szpiku kostnego i zespol Stevensa-Johnsona. Ze wzgledu na mozliwe reakcje
niepozadane, doustnego preparatu acetazolamidu nie stosuje si¢ w przewlektym leczeniu czy tez
w stalym schemacie. W praktyce okulistycznej lek ten zaleca si¢ do leczenia pooperacyjnych
wzrostow ci$nienia wewnatrzgatkowego, wysokiego cisnienia w oku, ktérego nie udaje si¢

obnizy¢ lekami miejscowymi, lub przygotowujac pacjenta do operacji przeciwjaskrowe;.

Inhibitory anhydrazy weglanowej stosowane miejscowo moga powodowac bol oka i zamglone
widzenie. Szczeg6lng ostrozno$¢ nalezy zachowac u pacjentow z dysfunkcja srodbtonka rogowki

ze wzgledu na mozliwo$¢ rozwoju dekompensacji rogowki.

Agonisci receptora acetylocholinowego (miotyki/ parasympatykomimetyki) to najstarsza,
obecnie rzadko stosowana grupa lekow. Dziatanie tej grupy lekéw polega na zwigkszeniu
odplywu cieczy wodnistej przez beleczkowanie. Jedynym nadal obecnym na rynku preparatem z
tej grupy jest pilokarpina. Pilokarpina, pobudzajac receptory muskarynowe ciata rzgskowego,
poszerza kat przesaczania i tym samym zwigksza odptyw cieczy wodnistej. Pilokarpina
réwnoczes$nie zmniejsza odptyw drogg nickonwencjonalng, Co ostatecznie ogranicza jej dziatanie

hipotensyjne. Do ocznych objawow niepozadanych pilokarpiny nalezy zwezenie Zrenicy, skurcz
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akomodacyjny i przejsciowa krotkowzrocznosé, a ogolnoustrojowe objawy typu S$linotok,

nadmierna potliwo$¢ i tachykardia czynig z niej lek o ograniczonym zastosowaniu.

Leki obnizajace ci$nienie wewnatrzgalkowe u pacjentow z jaskrg wywotuja swoj
neuroprotekcyjny  efekt poprzez ochrone aksonow komoérek zwojowych  przed
barotraumatycznym uszkodzeniem. Wiadomo, Ze taka terapia skutecznie spowalnia uszkodzenia

strukturalne i funkcjonalne zmiany w obrebie komodrek zwojowych i ich aksonow.

Problemem pozostaje jednak efektywna wspotpraca ze strony pacjenta i jego skrupulatne
stosowanie si¢ do zalecen, ktore w praktyce czesto okazujg si¢ by¢ zbyt ucigzliwe. Pacjent z
rozpoznang jaskrag powinien codziennie, przez wiele lat, regularnie stosowa¢ jeden lub wiegcej
preparatow, aby osiggnaé¢ docelowe ci$nienie wewnatrzgatkowe, przy ktorym nie postepuja
uszkodzenia jaskrowe, a to jak pokazuja badania- stanowi ogromny problem (Reardon G et al.,
2011, Sleath B et al., 2011). Chociaz terapia farmakologiczna pozostaje pierwsza linig leczenia
wigkszosci pacjentow z jaskrg, to jednak brak wspotpracy, dziatania niepozadane terapii lub w
niektorych przypadkach jej nieskuteczno$é, moga sktoni¢ lekarza do podjecia decyzji o
przeprowadzeniu zabiegu operacyjnego. Obecnie dostgpnych jest szereg zabiegdéw
chirurgicznych zapewniajacych spadek ci$nienia wewnatrzgatkowego przy jednoczesnie

minimalnych dziataniach niepozadanych.

1.3.2. CHIRURGIA JASKRY

Konwencjonalna chirurgia jaskry ma na celu stworzenie nowej drogi w beleczkowaniu,
utatwiajacej odplyw cieczy wodnistej. Jeszcze kilka lat temu najczgstsza procedurg operacyjng W
chirurgii jaskry byla trabekulektomia, ktora polega na usunigciu czes$ci beleczkowania i tym
samym zwigkszeniu odplywu cieczy wodnistej. Niestety metoda ta moze generowaé szereg
powiktan w postaci zapalenia pecherzyka filtracyjnego, nadmiernego odptywu cieczy wodnistej i
zwigzanej z tym hipotonii, zapalenia wnetrza gatki ocznej, odwarstwienia siatkowki a nawet
zaniku galtki ocznej. Jako alternatywe dla tak inwazyjnego zabiegu jakim jest trabekulektomia,
opracowano techniki o wysokim profilu bezpieczenstwa i skuteczno$ci oraz minimalnym
wplywie na jako$¢ zycia pacjentow- techniki chirurgii mikroinwazyjnej (ang. microinvasive
glaucoma surgery- MIGS). Zabiegi te s3 wykonywane ab interno czyli od komory przedniej, co
ogranicza powstawanie blizn na rogdéwce, oszczgdza tkanke spojowki i umozliwia ich

wykonanie jednoczasowo z chirurgig za¢my bez koniecznosci robienia dodatkowych nacie¢ w
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rabku rogowki. Zabiegi MIGS wykonywane sg (1) w obrebie kanatu Schlemma (stenty iStent,
Hydrus, kanaloplastyka), (2) w przestrzeni nadnaczyniowkowe;j (stenty Cypass, iStentsupra) lub
(3) maja na celu ominiecie fizjologicznej drogi odptywu cieczy wodnistej (XEN GelStent)
(Saheb H. et al., 2012).

1.3.3. LECZENIE LASEROWE

Czasami alternatywg dla leczenia technikami chirurgicznymi, sa zabiegi laserowe, np.
trabekuloplastyka. Ma ona na celu poszerzenie przestrzeni w siateczce beleczkowania w jaskrze
otwartego kata i ulatwienie odptywu cieczy wodnistej. Trabekuloplastyka wykonywania laserem
argonowym (ang. argon laser trabeculoplasty- ALT), rzadko obecnie wykonywana, polega na
ogniskowaniu wigzki $wiatla laserowego na pigmentowanej czgsci beleczkowania i
wywotywaniu uszkodzen termicznych i nekrozy na skutek koagulacji w obrebie leczonej
struktury kata. Miejscowe uszkodzenia powodujg obkurczanie si¢ tkanki i poszerzenie
sasiadujace] przestrzeni w siateczce beleczkowania, a tym samym zwigkszenie odptywu cieczy
wodnistej. Wielko$¢ uszkodzen spowodowanych przez laser argonowy nie ogranicza si¢ do
miejsca ogniska, lecz rozszerza si¢ na komorki trabekulum posiadajgce melaning. Procedure SLT
(ang. selective laser trabeculoplasty) przeprowadza si¢ laserem Nd:YAG Q-switched. Z
zatozenia procedura SLT jest bardzo podobna do ALT, z tg roznica, ze laser Nd:YAG dziata
selektywnie na komoérki w obrebie pigmentowanej czgsci beleczkowania minimalizujac tym
samym rozlegto$¢ termalnych i strukturalnych uszkodzen sasiadujacych struktur (Wang W et al.,
2013). Mikropulsowa trabekuloplastyka (MLT), rzadko obecnie wykonywana, wymaga
zastosowania lasera diodowego o dlugosci fali 810 nm. Ta dlugos$¢ fali nie jest skutecznie
absorbowana przez melaning, a zatem penetruje gleboko w tkanki beleczkowania. Rdznice
pomiedzy ALT, SLT 1 MLT polegaja na czestoSci wystgpowania dziatan niepozadanych
wywotanych nadmiernymi uszkodzeniami w obrebie siateczki beleczkowania. Poziomy energii
laserow stosowanych w SLT i MLT stanowig mniej niz 1% energii wykorzystywanej przez laser

argonowy w ALT, dlatego s3 to procedury bezpieczniejsze.

Obwodowa irydotomia wykonywania laserem ND:YAG polega na wycigciu otworéw W
obwodowej czesci teczowki. Ma to na celu ulatwienie odptywu cieczy wodnistej i zmniejszenie

ryzyka ostrego ataku jaskry w jaskrze z waskim, zamykajgcym si¢ katem przesgczania.
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Endocyklofotokoagulacja (ang. endocyclophotocoagulation- ECP) to endoskopowa
metoda leczenia jaskry otwartego 1 zamykajacego si¢ kata, polegajaca na zniszczeniu wyrostkow
rzgskowych laserem diodowym od strony komory przedniej. Zabieg ten mozna taczy¢ z operacja
zaémy. Dotychczas, zabiegi cyklodestrukcyjne zarezerwowane byty do leczenia ci¢zkich postaci
jaskry, jednak coraz wigcej badan wskazuje, ze endocyklofotokoagulacja moze by¢ wykonywana
jako pierwszy zabieg przeciwjaskrowy u chorych w ré6znym stadium zaawansowania neuropatii

jaskrowej i z dobrg ostroscig wzroku (Leonard K et al., 2015).

Zabieg transskleralnej cykloablacji laserem diodowym polega na zniszczeniu czesci
wydzielniczej nablonka barwnikowego ciata rzeskowego i w tym mechanizmie obnizeniu
cisSnienia wewnatrzgatkowego. Zabieg ten jednak zarezerwowany jest dla ciezkich,

niereagujacych na inne terapie rodzajow jaskry.

1.4. NEUROPROTEKCJA

Neuroprotekcja to kazde dzialanie, leczenie czy procedura, ktorej celem jest

spowolnienie lub ochrona przed degeneracja komorek neuronalnych.

Celem trwajacych obecnie badan jest opracowanie metod spowalniajacych progresje
neuropatii jaskrowej na drodze regulacji metabolicznych szlakéw sygnalowych wplywajacych na
przezywalno$¢ komorek siatkowki. Strategie neuroprotekcji opartej na neurobiologii
zapowiadaja nowe rozwigzania terapeutyczne dla neuropatii jaskrowej. Nawet, jesli leczenie
nadal wymagatoby redukcji ci$nienia wewnatrzgatkowego, potaczenie obu S$ciezek terapii
mogloby znaczaco poprawi¢ efektywnos¢ leczenia jaskry. Skuteczno$¢ technik molekularnych
zalezy od doglebnego, szczegdélowego zrozumienia mechanizmoéw prowadzacych do dysfunkcji 1
smierci komorek zwojowych siatkowki. Dzieki wynikom szeregu badan przeprowadzonych na
modelach zwierzgeych jaskry oraz ostrych i przewlektych uszkodzeniach nerwu wzrokowego u
zwierzat uzyskano sporo informacji na temat molekularnych podstaw $mierci komorek
zwojowych. Obraz wylaniajacy si¢ z tych badan jest ztozony i wskazuje na istnienie szeregu
sygnatow molekularnych, dziatajacych osobno lub w powigzaniu z innymi sygnatami, ktore
promuja $mier¢ komorki zwojowe;j siatkowki. Nalezg do nich: zaburzony transport aksonalny i w
konsekwencji deprywacja czynnikow neurotroficznych, aktywacja toksycznych pro- neurotrofin,

aktywacja wewnatrzpochodnych i zewnatrzpochodnych sygnatow apoptotycznych np.
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dysfunkcja mitochondrialna, uszkodzenia ekscytotoksyczne, stres oksydacyjny, deprywacja

glukozy, aktywacja mikrogleju i utrata tacznosci synaptyczne;.

Celem terapii opartych na neuroprotekcji na poziomie molekularnym (neuroprotekcja
bezposrednia) jest zahamowanie lub niedopuszczenie do progresji choroby poprzez wplyw na
szlaki metaboliczne kontrolujace przezycie komoérek w ramach ktorych, w warunkach
normalnych, Sciezka apoptozy komorek zwojowych siatkowki jest stale hamowana, lecz pod
wptywem okreslonych, wymienionych powyzej sygnaldow zostaje uruchomiona. Stosowang
powszechnie w terapii jaskry baroprotekcje, czyli obnizanie ci$nienia wewnatrzgatkowego
mozna nazwa¢ posrednig neuroprotekcja. Sa jednak autorzy, ktérzy prezentuja inny poglad,
twierdzac, ze neuroprotekcja to postgpowanie majace na celu funkcjonalng ochron¢ wzroku

niezaleznie od redukcji ci$nienia wewnatrzgatkowego (Levin LA, 2018).

Neuroprotekcja moze zahamowac utrate komorek zwojowych siatkdwki w €O najmniej
trzech poznanych dotychczas mechanizmach. Pierwszy z nich jest zalezny od receptora i
prowadzi do aktywacji kaskady zwiagzanej z kinazg PI3K (ang. phosphoinositide-3 kinase)
hamujacej wewnatrzpochodng mitochondrialng droge. Drugi mechanizm polega na
zahamowaniu dziatania neuroprzekaznikow takich jak glutaminian, ktory poprzez nadmierng
aktywacje receptorow NMDA, prowadzi do przedtuzonego otwarcia kanalow jonowych,
nadmiernego naptywu jonéw wapnia do komorki, produkcji wolnych rodnikow i ostatecznie
dezintegracji i rozpadu catej komorki. W trzecim mechanizmie, neuroprotekcja polega na
regulacji zaburzonego transportu aksonalnego, ktory odpowiada za dostarczenie do ciata
komorek zwojowych neurotrofin takich jak BDNF lub dostarczenie ich bezposrednio do
siatkowki. Istnieje caly szereg molekut, zarowno pochodzenia naturalnego jak i syntetycznego,
ktore pomagaja przeciwdziata¢ tym niekorzystnym efektom: antyoksydanty, antagonisci
receptorow ~ NMDA,  blokery  kanatow  wapniowych, galantamina  (inhibitor
acetylocholinesterazy), neurotrofiny, kwas acetylosalicylowy, Ginko Biloba, resveratrol, oleje
ryb oraz kwasy omega-3 (Dahlmann-Noor AH et al., 2010).
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1.4.1. CYTYKOLINA

Cytykolina (cytydyno- 5'-difosfocholina, CDP-cholina) wystepuje naturalnie jako produkt
posredni w zachodzgcym powszechnie W komorkach zwierzecych procesie przemiany choliny w
fosfatydylocholing, jeden z fosfolipidow bton komoérkowych (Kennedy EP, 1956). Syntetyczna

forma cytykoliny dostepna jest w postaci szeregu preparatow.

Istnieje sporo badan wskazujacych, ze suplementacja cytykoliny (ang. citicoline) moze
znaczaco opozni¢ progresj¢ zmian jaskrowych (Ottobelli L et al., 2013). Neuroprotekcyjne
wilasciwosci cytykoliny zostaly odkryte w 1981 roku (Horrocks LA et al., 1981). Horrocks i
wspotpracownicy dowiedli wtedy, ze zwiazek ten hamuje uwalnianie wolnych kwasow
thuszczowych z fosfolipidow bton komoérek nerwowych podczas niedokrwienia mozgu.
Neuroprotekeyjne dziatanie cytykoliny, w postaci zmniejszenia ogniska udarowego zostato
dowiedzione w badaniach nad zmianami niedokrwiennymi i pourazowymi mé6zgu na modelach
zwierzgcych (Bustamante A et al., 2012). Wieloosrodkowe badania kliniczne nie potwierdzity
jednak korzystnego dziatania cytykoliny u pacjentéw z udarem niedokrwiennym moézgu.
Prawdopodobnie zwigzane jest to z ogromng réznorodnoscig postaci tego schorzenia. Niemniej
jednak, cytykolina wydaje si¢ mie¢ korzystne dzialanie w hamowaniu postepujacych chorob
neurodegeneracyjnych takich jak jaskra lub tagodne zaburzenia kognitywne (Grieb P, 2014). Jej
zastosowanie moze mie¢ charakter wspomagajacy, niejako dodatkowy do podstawowe] metody

terapii.

A zatem, w chwili obecnej brakuje skutecznego we wszystkich rodzajach jaskry czynnika
biochemicznego o dziataniu neuroprotekcyjnym. Pomimo szeregu badan na modelach
zwierzgcych 1 krétkich badan klinicznych wskazujacych na neuroprotekcyjne dziatanie r6znych
czynnikoéw, zadne z dlugoczasowych, randomizowanych badan klinicznych nie potwierdzito ich
ochronnego wptywu na komorki zwojowe siatkowki (Sena DF et al., 2010). Na przyktad,
badanie kliniczne trzeciej fazy nad skutecznoscia i bezpieczenstwem memantyny, inhibitora
nadmiernej aktywno$ci receptora NMDA, ktorej neuroprotekcyjne dziatanie Zostato
udowodnione na modelach zwierzecych ostrego uszkodzenia nerwu wzrokowego (Kim TW et

al., 2002), nie zostalo pozytywnie ukonczone z udziatem ludzi (Osborne NN, 2009).
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1.4.2. NEUROTROFINY

Istnieje szereg dowodow na neuroprotekcyjne dziatanie neurotrofin wzgledem komorek

zwojowych siatkowki (Martin K et al., 2003, Wilson AM et al., 2012).

Neurotrofiny nalezag do rodziny czynnikow wzrostu, ktére w tkance nerwowej odgrywaja
kluczowa rol¢ w regulacji srodowiska, stwarzajac warunki dla przezycia, roznicowania, wzrostu,
funkcjonowania i plastyczno$ci populacji komérek nerwowych. Gléwna podaz neurotrofin dla
neuronéw siatkowki pochodzi z mozgu, skad przedostaja si¢ droga aksonalnego transportu

wstecznego, w znacznie mniejszym stopniu produkowane sg rowniez w same;j siatkowce.

Rodzina neurotrofin sktada si¢ z czterech glownych typdéw biatek o podobnych
funkcjach: czynnik wzrostu nerwéw (NGF), czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego
(BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) i neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Shen T et al., 2018). Poszczegodlne
neurotrofiny dzialaja na specyficzne populacje komorek nerwowych. BDNF jest glownym
regulatorem dla r6znego rodzaju neurondéw, w tym neurondéw czuciowych, komoérek zwojowych
siatkdbwki, neurondw motorycznych rdzenia, neuronéw cholinergicznych i niektérych neuronow
dopaminergicznych (Allen SJ et al.,, 2013). Niezwykle wazne znaczenie BDNF odgrywa
rowniez w siatkowce, decydujac o przezyciu komorek zwojowych zard6wno w okresie rozwoju

(Ma YT et al., 1998) jak i w zyciu dorostym (Takano M et al., 2002).

Uwaza si¢, ze dysregulacja BDNFu stanowi podioze chordéb neurodegeneracyjnych.
Deficyt w zakresie BDNF, cho¢ niekoniecznie stanowi czynnik wyzwalajacy sam proces
chorobowy, moze jednak przyspiesza¢ uszkodzenie komorek. BDNF ulega ekspresji w uktadzie
nerwowym, a jego ekspresja spada w niektoérych chorobach neurodegeneracyjnych, jak
zademonstrowano w badaniach post-mortem, rowniez w chorobie Alzheimera (Hock C et al.,
2000), w chorobie Parkinsona (Mogi M et al., 1999) i chorobie Huntingtona (Ferrer | et al.,
2000). Wykazano, ze w warunkach wysokiego ci$nienia wewnatrzgatkowego, dochodzi do
zablokowania transportu BDNF i wzrostu stgzenia jego receptora TrkB (ang. tropomyosin-
related kinase receptor-B), co ostatecznie prowadzi do deficytu tej neurotrofiny w obrgbie
komorek zwojowych i moze prowadzi¢ do aktywacji proceséw apoptotycznych (Pease ME et

al., 2000).

Jak wspomniano powyzej, jaskra jest zlozong choroba neurodegeneracyjng
charakteryzujaca si¢ postepujaca degeneracja komorek zwojowych siatkowki, poszerzonym

zaglebieniem W tarczy nerwu wzrokowego i $cienczeniem wiokien nerwowych, co skutkuje
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spadkiem czulo$ci siatkoéwki 1 nieodwracalng utrata widzenia. Istnieje szereg danych
sugerujacych, ze czynniki neurotroficzne takie jak BDNF wplywaja na rozwoj i przezycie
komorek zwojowych. W obrebie siatkowki, BDNF jest produkowany przez komorki warstwy
jadrzastej wewnetrznej (ang. inner nuclear layer - INL) i warstwe komorek zwojowych (ang.
ganglion cell layer- GCL) (Perez MT, et al.,1995). Receptor TrkB produkowany przez komorki
zwojowe i amakrynowe stanowi cel dla BDNF (Cellerino A, et al., 1997). Niektorzy badacze
wykazali, ze BDNF moze by¢ uzytecznym markerem biochemicznym do wczesnego
rozpoznawania jaskry pierwotnej otwartego kata. Poziom BDNF w surowicy krwi oraz w filmie
Izowym jest znaczaco nizszy u pacjentow z jaskrag w pordwnaniu z osobami zdrowymi, co

potwierdza neuroprotekcyjna rolg neurotrofin w rozwoju jaskry (Ghaffariyeh A. et al., 2011).

Suplementacja siatkowki egzogennym BDNF stosowana we wczesnych badaniach
eksperymentalnych dawata bardzo obiecujace wyniki, jednocze$nie wskazujac na ograniczony
czas dziatania tej neurotrofiny i konieczno$¢ ponownych jej podan, aby osiaggnaé dlugotrwala
neuroprotekcje komorek zwojowych siatkowki (Ko M et al.,, 2001; Chen H et al., 2001).
Doszklistkowe iniekcje wektorow wirusowych zawierajace konstrukt genowy (AAV-BDNF)
okazaly si¢ by¢ atrakcyjng alternatywa umozliwiajaca dlugoczasowe podwyzszenie stezenia
BDNF i wsparcie przezycia komorek zwojowych siatkowki (Martin K et al., 2003; Garafalo A
etal., 2019).

Aby osiagnaé efekt terapeutyczny, stezenie wewnatrzgatkowego BDNF wymaga
odpowiedniej ekspresji receptora TrkB. Wyniki kilku badan pokazaty, ze podwyzszone
ci$nienie wewnatrzgatkowe wywoluje zmiany w poziomie BDNF 1 receptora TrkB z powodu
zaburzen w transporcie wstecznym w nerwie wzrokowym (Pease M et al., 2000; Quigley HA et
al., 2000). Rowniez w kilku badaniach in vitro 1 in vivo wykazano, ze wysokie stezenie BDNF
powoduje obnizenie ekspresji receptora TrkB, co prawdopodobnie ma negatywny wptyw na
dziatanie BDNF (Di Polo A et al., 1998; Sommerfeld M et al., 2000; Osborne A et al., 2018).
Jednak na podstawie danych dostepnych w literaturze, trudno jednoznacznie odpowiedzie¢ na
pytanie czy wewnatrzgatkowa nadekspresja BDNF prowadzi do obnizenia ekspresji receptora
TrkB (Chen H et al., 2004; Dekeyster E et al., 2015). Wyniki licznych badan pokazaty, ze po
mechanicznym  uszkodzeniu nerwu  wzrokowego lub przy wzroscie ci$nienia
wewnatrzgatkowego, gdy ro$nie poziom BDNF moze jednoczasowo doj$¢ do wzrostu (Pease M
et al., 2000; Quigley HA et al., 2000), braku zmiany (Rudzinski M et al., 2004) lub spadku
(Cheng L et al., 2002) poziomu receptora TrkB, zar6wno we wczesnym jak i poznym okresie od

uszkodzenia. A zatem odpowiedz na pytanie o zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptora TrkB a
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zmianami w stezeniu BDNF w jaskrze oraz podczas leczenia jest kluczowym elementem

tworzenia skutecznych badan klinicznych i przysztych terapii.

1.4.3. TERAPIE GENOWE

Terapie genowe zostaly opracowane w celu wprowadzenia materialu genetycznego do
komorek pacjenta w celu regulacji, naprawy, dodania lub usunigcia sekwencji genetyczne;.
Wszystkie te dzialania maja na celu uzyskanie terapeutycznego lub profilaktycznego efektu.
Korzysci terapeutyczne moga si¢ utrzymywac przez dluzszy czas bez koniecznosci ich

powtarzania.

Oko posiada kilka kluczowych zalet, ktore sprawiaja, ze jest to atrakcyjny cel dla terapii
genowej. W poréwnaniu z innymi narzadami, oko jest mate i dzigki temu nie wymaga podazy
duzej dawki wektorow wirusowych, aby osiagna¢ efekt terapeutyczny. Dostgp do réznych
tkanek oka nie jest skomplikowany bez wzgledu na wybrang droge podania terapii. Oko nalezy
do narzadow uprzywilejowanych immunologicznie, wykazuje stabg reakcj¢ immunologiczng na
wektory wirusowe. W oku wystgpuje bariera krew-siatkdwka, dzieki ktorej siatkdwka jest
oddzielona od reszty ciala 1 praktycznie nie ma mozliwo$ci przechodzenia molekut
terapeutycznych poza obszar gatki ocznej (Runkle EA et al., 2001), co istotnie ogranicza ryzyko
wystepowania ogolnych dziatan niepozadanych. Dodatkowo, kilka nieinwazyjnych testow
stosowanych w praktyce klinicznej takie jak: oftalmoskopia bezposrednia, elektroretinografia i
optyczna koherentna tomografia siatkowki (OCT) pozwalaja na nieinwazyjne i obiektywne
monitorowanie wynikéw zastosowanego leczenia. Co wigcej, jesli tylko jedno oko jest leczone,
oko towarzyszace moze stuzy¢ jako kontrola. Jest to do$¢ powszechne podejscie, stosowane
przez wielu badaczy, poniewaz eliminuje czynnik zmiennos$ci osobniczej (Morrison JC et al.,

2008; Urcola JH et al., 2006, Dekeyster E et al., 2015)

Do chwili obecnej terapie genowe w jaskrze miaty na celu rekonstrukcje w obrgbie
beleczkowania, aby poprawi¢ odplyw cieczy wodnistej oraz w nabtonku barwnikowym ciata
rzeskowego, aby zmieniajac jego aktywno$¢ neuroendokrynng, zmniejszy¢ produkcje cieczy

wodnistej 1 poprawic jej odptyw (Wilson AM et al., 2012).

W ramach terapii genowej, skuteczne wprowadzenie kodu genetycznego do komorek

wymaga zastosowania no$nikow, ktore sa w stanie przeniknaé przez btong komoérkowa wraz z
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niesiong kaseta genows, ktora zawiera pozadang sekwencje genow i sekwencje regulatorowe
umozliwiajace ich ekspresje. Nosnik musi by¢ dobrany w taki sposob, aby pomiescil cata

sekwencj¢ genowa. Role nos$nika genow z bardzo dobrym skutkiem spetniaja wektory wirusowe.

1.5. WEKTORY WIRUSOWE STOSOWANE W TERAPIACH GENOWYCH

Wektory stosowane obecnie w badaniach klinicznych nad wrodzonymi dystrofiami
siatkowki to wektory zmodyfikowanych wirusow zwigzanych z adenowirusami (ang. adeno-
associated virus, AAV), bedace matymi wirusami o jednoniciowym DNA oraz lentiwirusy,
nalezace do rodziny retrowirusow. Oba typy wektorow moga ulega¢ transdukcji w komorkach
niedzielgcych si¢, ale AAV s3 wirusami nieintegrujagcymi si¢ z genomem gospodarza, w
przeciwienstwie do lentiwirusow. Pojawily si¢ juz doniesienia o wektorach lentiwirusowych
nieintegrujacych si¢ z genomem (Non-Integrating Lentiviral Vectors, NILV), ale nie maja one

jeszcze zastosowania klinicznego.

Lentiwirusy sa wektorami, ktéore ulegaja integracji z genomem gospodarza, nie
wymagajac do tego procesu podzialow komorkowych (Sakuma T, et al., 2012). Ich zaleta jest
duza pojemnos¢ klonowania, do 10 kb (Kumar M, et al., 2004). Ryzyko zwigzane z
zastosowaniem wektoréw lentiwirusowych ulegajacych integracji polega na tym, ze integruja si¢
one w aktywnych miejscach regulatorowych lub transkrypcyjnych, co moze skutkowaé
procesami onkogenezy, jesli insercja powoduje nadekspresje endogennych proto-onkogenow
(Lee JH et al., 2019).

Potencjal jaki niesie ze soba dostarczanie genow za pomoca wektorow AAV zostat
dostrzezony i zyskat w ostatnich latach ogromne zainteresowanie. Wektory AAV umozliwiaja
dtugotrwatg ekspresj¢ genow w obrebie siatkdwki, nie wywotujgc przy tym istotnych reakcji
zapalnych i immunologicznych. Wektory AAV cechuja si¢ niskg patogenicznoscig, dobrym
profilem ekspresji i zdolno$cig do transdukcji w wielu typach komorek. Dzigki tym wszystkich
cechom staly si¢ wiodacymi, najczgsciej wybieranymi wektorami w rdznych terapiach
genowych. W przesztosci, wektory AAV nie znajdowaly zbytniego zainteresowania w $wiecie
medycznym z powodu braku szerokiej wiedzy na ich temat (Daya S et al., 2008). Adenowirusy
to jedne z najmniejszych wirusow (~22 nm) nalezgce do rodziny Parvoviridae. Znanych jest 12
ludzkich serotypow (od AAV1 do AAV12). Dotychczas poznano i opisano ponad 100 serotypow
innych niz ludzkie (Daya S et al., 2008). Wirusy te posiadajg szereg zalet, ktore sprawiaja, ze sg
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to doskonale narzedzia do zastosowania w terapiach genowych u ludzi: brak patogennosci,
wysoka zdolno$¢ przetrwania, niski potencjal prozapalny, niska immunogenno$¢, niska
toksyczno$¢ dla siatkowki, zdolnos¢ do transdukcji w komoérkach niedzielgcych si¢ oraz szeroka
dostepno$¢ roznych serotypow. Wszystkie te cechy sprawity, ze zainteresowanie tymi wirusami
jako potencjalnymi wektorami moggcymi znalez¢ zastosowanie w terapiach genowych, znaczaco

wzrosto.

1.5.1. PODSTAWY BIOLOGII WEKTOROW NA BAZIE WIRUSOW ZWIAZANYCH Z
ADENOWIRUSAMI

Wigkszos¢ wektorow wirusowych stosowanych w prowadzonych obecnie badaniach
klinicznych ma serotyp AAV2. Jest to najlepiej przebadany serotyp tego wirusa, ma zdolno$¢
do transdukcji o réznym nasileniu w réznych rodzajach komoérek oka, np. komoérkach nabtonka
barwnikowego siatkowki, komorkach zwojowych, fotoreceptorach i komoérkach Miillera
(Ramlogan-Steel CA et al. 2018). Istnieje jednak kilka probleméw zwigzanych z wyborem
AAV?2 jako wektora wirusowego. Jedng z nich jest ich ograniczona pojemno$¢ w przypadku
proby przeniesienia wigkszych gendow oraz opozniona ekspresja transgenéw (Day TP et al.,

2014).

Infekcja AAV jest dynamicznym, wieloetapowym procesem. Obejmuje on przylaczenie
si¢ wirusa do receptora na powierzchni komorki, jego internalizacjg, transport endosomalny,
import do jadra oraz ekspresje/ replikacje genu (Balakrishnan B et al., 2014). Pierwszym etapem
jest przytaczenie si¢ kapsydu wirusowego do swojego pierwotnego receptora na powierzchni
komorki gospodarza. Polaczenie si¢ kapsydu wirusowego z receptorem indukuje zmiany w
strukturze kapsydu, ktére prawdopodobnie utatwiaja dalsze przemieszczanie si¢ wirusa
wewnatrzkomorkowo (O'Donnell J et al., 2009). Endocytoza komorkowa jest procesem, podczas
ktérego komorki pobieraja makromolekuty z otaczajacego srodowiska. Internalizacja AAV jest
prawdopodobnie formg endocytozy regulowanej przez receptor. Btona komoérkowa komorki
gospodarza ulega wgtobieniu tworzac forme pegcherzyka wokét wirusa (Duan D et al., 1999).
Doktadny proces laczenia si¢ wirusa z jadrem komorkowym nie zostal dotychczas poznany i

opisany, nadal pozostaje przedmiotem aktywnie prowadzonych badan.
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1.5.2. WEKTORY WIRUSOWE AAV W OKULISTYCE

Istnieja dwa glowne podejécia w terapeutycznym zastosowaniu wektorow AAV do
transferu genéw w konteks$cie chorob okulistycznych. Po pierwsze, terapia genowa z
zastosowaniem wektorow AAV ma potencjal do korygowania okreslonych defektow
genetycznych - jesli defekt ten jest dobrze poznany i okreslony (Keith RG et al., 2002). Naprawa
okulistycznych defektow genetycznych wymaga podania genu bezposrednio do uszkodzonej
komorki. Udato si¢ to osiggnagé w przypadku powolnej utraty fotoreceptoréw na kilku modelach
zwierzecych pierwotnych chordb precikowo- czopkowych (Liang FQ et al., 2001). Wymiana
gendw z udzialem wektorow AAV zostata rowniez niedawno opracowana dla ludzi do
przywrdcenia funkcji widzenia we wrodzonej $lepocie Lebera 2 (ang. Leber’s congenital
amaurosis — LCA2), spowodowanej przez wadliwe funkcjonowanie genu RPE 65 i prowadzacej

do ciezkiej utraty widzenia we wczesnym dziecinstwie (Lloyd A et al., 2019).

Jednak w przypadku wielu choréb okulistycznych nie okreslono jeszcze gendéw
odpowiedzialnych za ich rozwoj. Podtoze patologiczne wielu chordb okulistycznych jest bardziej
ztozone niz mutacja pojedynczego genu. Jaskra jest przykladem choroby okulistycznej, u
podstaw ktorej lezy interakcja wielu czynnikéw genetycznych i §rodowiskowych (Liu Y et al.,
2017). Jaskra to wtasciwe zespo6t chordb, o zroznicowanym podlozu, ktore taczy wywotywany
przez nie skutek - uszkodzenie nerwu wzrokowego. A zatem jako choroba wieloczynnikowa,
jaskra nie moze zosta¢ definitywnie wyleczona poprzez wymiang pojedynczego genu. Wobec
takich okolicznos$ci, przydatna okazuje si¢ by¢ druga z mozliwych strategii, jaka oferuje terapia
genowa. Polega ona nie na wymianie uszkodzonego, wadliwego genu, ale na transferze genu
ograniczajgcego utrate funkcji. Przyktadem takiego podejscia jest transfekcja komorek siatkowki
za pomocg wektora AAV przenoszacego gen dla podstawowego czynnika wzrostu fibroblastow
(ang. fibroblast growth factor - FGF-2), czynnika neurotroficznego pochodzacego z linii
komorek glejowych (ang. glial cell line-derived neurotrophic factor - GDNF) oraz rz¢skowego
czynnika wzrostu (ang. ciliary neurotrophic factor - CNTF), ktore spowalniaja utrate
fotoreceptorow w szczurzym modelu zwyrodnienia barwnikowego siatkowki (ang. retinitis

pigmentosa - RP) (Liang FQ et al., 2001).

Obecnie na swiecie prowadzonych jest ponad 120 badan klinicznych zarejestrowanych na
stronie clinicaltrials.gov (dane z wrzes$nia 2020), ktoére wykorzystuja terapi¢ genowa w leczeniu
chorob okulistycznych u ludzi. Niestety, zadne z tych badan nie dotyczy terapii genowej w

jaskrze.
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Wiemy juz, ze dostarczanie genéw do siatkdwki za pomocg wektorow wirusowych jest
skuteczng metodg ograniczania strukturalnych i funkcjonalnych uszkodzen w Kkilku modelach
chorob okulistycznych. Terapie genowe obecnie stosuje si¢ w kilku badaniach klinicznych nad
wrodzong $lepotg Lebera (LCA2) (Lee JH et al. 2019), zwyrodnieniem barwnikowym siatkowki
(ang. retinitis pigmentosa - RP) (Dalkara D et al., 2013, Dias MF et al., 2018), choroideremia
(Edwards TL et al., 2016), dziedziczng neuropatia wzrokowa Lebera (ang. Leber hereditary
optic neuropathy - LHON), achromatopsja oraz wrodzonym rozwarstwieniem siatkowki

sprzezonym z chromosomem X (ang. X-linked retinoschisis) (Lee JH et al. 2019).

Wiele badan klinicznych z zastosowaniem terapii genowej z wirusami AAV w terapii
wrodzonej Slepoty Lebera potwierdzito skuteczno$¢ i bezpieczenstwo tej metody leczenia
(Russel S et al., 2017). Potencjat jaki niosga ze sobg terapie genowe wykorzystujace wektory
adenowirusowe zyskal w ostatnich latach ogromne zainteresowanie gléwnie dzieki
wprowadzeniu na rynek pierwszej w okulistyce terapii genowej, leku znanego pod nazwa
marketingowag Luxturna (voretigene neparvovec-rzyl- AAV2-hRPE65v2), firmy Spark
Therapeutics, do leczenia wrodzonej Slepoty Lebera 2 (Russel S et al., 2017). Wektory wirusowe
mozna wykorzysta¢ do transfekowania réoznych typow komorek oka, w tym fotoreceptoréw (Lee
JH et al., 2019), komoérek nabtonka barwnikowego siatkowki (Balakrishnan B et al., 2014),
komorek zwojowych siatkowki (Daya S et al., 2008), komorek siateczki beleczkowania oraz
komorek $rodblonka rogdéwki (Liu MM et al., 2011). Te pozytywne wyniki silnie przemawiajg

za mozliwoscig stworzenia podobne;j terapii genowej dla pacjentow z jaskra.

Wyniki badan klinicznych zwigzanych z zastosowaniem terapii genowych w
dziedzicznych chorobach okulistycznych zachgcity badaczy do zastosowania jej w leczeniu i
kontroli niedziedzicznych chorob okulistycznych, szczegdlnie tych, ktorych obecne metody
leczenia maja krotkotrwatg skuteczno$¢. Do takich chorob nalezg: jaskra, wysickowe
zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (ang. neovascular age-related macular degeneration -
AMD) oraz retinopatia cukrzycowa. Chociaz etiologia tych chordb jest wieloczynnikowa,
ztozona, heterogenna i cz¢sto wielogenowa, caty czas wida¢ postgp w tworzeniu skutecznych

metod leczenia u ludzi (clinicaltrials.gov).
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1.5.3. BARIERY | OGRANICZENIA TERAPII GENOWYCH

W ciggu ostatnich kilku dekad dokonal si¢ ogromny podstep w dziedzinie terapii
genowych, szczegdlnie w zakresie chorob okulistycznych. Nadal jeszcze istnieje kilka istotnych
barier do pokonania. Zasadniczym warunkiem stworzenia skutecznej terapii genowej jest
doktadna identyfikacja mutacji genowych, ktéore wigza si¢ z dang jednostka chorobowa
(Broadgate S et al., 2017). Chociaz terapie genowe sg obiecujacg i ekscytujacg forma leczenia
wielu chordb, gldwng barierg dla dalszego rozwoju badan nad nimi sg kwestie zwigzane z ich

bezpieczenstwem.

Jednym z podstawowych zagrozen wiazacych si¢ z transferem genow jest insercyjna
mutagenaza. Polega ona na niepozadanej transpozycji materiatu genetycznego, ktora zaktoca
struktur¢ chromatyny lub struktury genu, a w konsekwencji zmienia procesy transkrypcji,
regulacji lub kodowania genu. Obserwuje si¢ bowiem zjawiska proto-onkogenne, wtorne do
transferu genow za pomoca wektorow AAV do hepatocytow (Logan GJ et al., 2017). W
badaniach eksperymentalnych przeprowadzonych do chwili obecnej, nie zaobserwowano
zadnego nowotworzenia w obrebie galki ocznej po podaniu podsiatkéwkowym, doszklistkowym

lub dokomorowym wektorow AAV lub lentiwirusdéw.

Wektory AAV maja swoje ograniczenia. Jednym z nich jest ich niewielka pojemnosc¢ (4,5
- 5,0 kb) oraz ryzyko szybkiej eliminacji na drodze odpowiedzi humoralnej pacjentow,
szczegOlnie jesli byli oni wczesniej eksponowani na ten rodzaj wirusa (Surace EM, 2008).
Uwaza si¢ jednak, ze ryzyko rozwinigcia odpowiedzi immunologicznej na obecno$¢ wektora
AAV jest niezwykle niska w przypadku tak uprzywilejowanej immunologicznie tkanki jaka jest
siatkéwka (Moore NA et al., 2018).

Kolejnym zagadnieniem zwigzanym z bezpieczenstwem okulistycznych terapii
genowych jest genotoksyczno$¢ dlugoczasowej nadekspresji transgenéw 1 wektorow
wirusowych w oku. W kilku badaniach zaobserwowano rozwoj opoznionych odpowiedzi
zapalnych po podaniu wektoréw wirusowych (Bainbridge JW et al.,, 2008). W badaniu
okreslajacym bezpieczenstwo i1 skutecznos¢ wektora AAV2/2 przenoszacego gen RPE65 do
leczenia LCA, u 5 na 8 pacjentow wystapit tagodny stan zapalny oka (Bainbridge JW et al.,
2015). Istotne jest rowniez okreslenie stadium zaawansowania choroby, w ktorym nalezaloby
rozpoczaé terapie genowa. W zaawansowanych stadiach choroby, stopien zniszczen
strukturalnych moze by¢ juz nieodwracalny, czyniagc wybrang terapi¢ bezuzyteczng. A zatem

okreslenie optymalnego czasu rozpoczecia leczenia jest kluczowe dla osiggniecia sukcesu
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terapeutycznego. Skutecznosc i czas trwania efektu terapeutycznego to kolejne kluczowe kwestie
zwigzane z terapig genowg w chorobach okulistycznych. Aby opracowac realna, trwalg i
bezpieczng metode leczenia chorob okulistycznych, musi by¢ osiggnigta skuteczna, stabilna,

dtugoczasowa ekspresja okreslonego genu.

Droga podania wirusow rowniez stanowi wazne zagadnienie (RYCINA 2).
Podsiatkdbwkowa iniekcja, ktéra pozwala na uwolnienie wektora do przestrzeni sgsiadujacej
bezposrednio z fotoreceptorami i komodrkami nabtonka siatkowki, wymaga wykonania
witrektomii, niewielkiej retinotomii i miejscowego, krotkotrwatego odwarstwienia siatkowki w
rejonie okotodoteczkowym, co moze skutkowaé trwalym uszkodzeniem tkanki siatkowki
(Bainbridge JW et al., 2008). Wirus skutecznie transfekuje fotoreceptory lub komorki nabtonka
siatkowki, prowadzac do szybkiego uruchomienia proceséw translacji i ekspresji pozadanych
biatek. Jednak iniekcja podsiatkowkowa to technicznie trudna i inwazyjna procedura. Budzi
szczegolne obawy w przypadku pacjentow z wrodzonymi dystrofiami siatkowki. U pacjentow z
LCA2, wlaczonych do badan klinicznych, opisywano przypadki Scienczenia warstw siatkowki w
doteczku, otwory w plamce, odlaczenie naczynidwki oraz hipotoni¢ 1 wysokie IOP w galce

ocznej (Maguire AM et al., 2008) .

Alternatywa dla inwazyjnej iniekcji podsiatkdwkowej jest tatwa technicznie iniekcja
doszklistkowa. Umozliwia ona szeroka dystrybucje wektora wirusowego na powierzchni
siatkowki bez konieczno$ci jej odwarstwiania. Uwaza si¢ jednak, Ze penetracja wirusa w
strukture siatkéwki przy takim podaniu jest gorsza niz w przypadku iniekcji podsiatkowkowe]
(Yu-Wai-Man P, 2016). Wigkszo$¢ serotypow AAV nie ulega tez wystarczajgco dobrej
transdukcji. Wyjatek stanowig wektory AAV 2/2, AAV2/6 i AAV 2/8, ktorych transdukcja jest
ograniczona do komodrek zwojowych, komoérek Miillera i wewngtrznych warstw siatkowki

(Trapani I et al., 2014).

str. 49



: RPE
N

‘.‘;;RAVWREAL

PHOTORECEPTORS

INNER
NUCLEAR
LAYER

RETINAL
GANGLION
CELLS

VITREOUS SIDE

RYCINA 2. Schemat podania iniekcji doszklistkowej (intravitreal) i podsiatkowkowej (subretinal) (A). Warstwy
siatkowki: nabtonek barwnikowy (ang. retinal pigment epithelium-RPE), fotoreceptory (ang. photoreceptors),
warstwa jadrzasta wewnetrzna (ang. inner nuclear layer), komorki zwojowe siatkowki (ang. retinal ganglion cells)

oraz powierzchnia ciata szklistego (ang. vitreous side) (B).

Rycina pochodzi z pracy Trapani | i wsp. Gene Therapy of Inherited Retinal Degenerations:
Prospects and Challenges. HUMAN GENE THERAPY 26:193-200 (April 2015)
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe pozostaje gldéwnym, cho¢ nie jedynym
czynnikiem ryzyka rozwoju zmian jaskrowych. Dost¢pne terapie polegajace na obnizaniu IOP
nie zawsze zapobiegaja postepujacej $mierci komodrek zwojowych 1 rozwojowi zmian
jaskrowych prowadzacych do §lepoty. Istnieje wigc pilna potrzeba opracowania skutecznej
metody neuroprotekcji, mogacej oddzialywaé bezposrednio na komorkowe szlaki metaboliczne

decydujace o przezyciu komorek zwojowych.

Stosowana we wczesnych probach doswiadczalnych suplementacja siatkowki
egzogennym BDNF przyniosta obiecujace wyniki, wskazujac jednoczesnie, ze czas dzialania
egzogennego BDNF jest ograniczony i wymaga ponownych podan do uzyskania dtuzszej niz
tygodniowa neuroprotekcja (LaVail MM et al., 1992; Unoki K et al., 1994). Dlatego
suplementacja czynnikami neurotroficznymi z uzyciem transferu genow jest obiecujaca strategia
wspomagania przezycia komorek zwojowych siatkéwki, poniewaz przedtuza czas ich dziatania
(Martin K et al., 2003). Wektory AAV2 sg wykorzystywane juz z powodzeniem w okulistyce
(Garafalo AV et al., 2019). Wewnatrzgatkowe iniekcje wektoréw z konstruktem genowym
BDNF (AAV-BDNF) wydaja si¢ by¢ atrakcyjng metoda dlugoterminowego podwyzszania
stezenia BDNF w siatkowce (Zhou XF et al., 2005).

Zaktadajac, ze wzrost poziomu tego czynnika neurotroficznego bedzie utrzymywat si¢
przez kilka tygodni od momentu indukcji jaskry, postawiono hipoteze, Zze zaproponowane
podejscie moze stanowi¢ skuteczng metode dlugotrwatej neuroprotekcji komorek zwojowych u
chorych z jaskra. Postanowiono réwniez zweryfikowaé doniesienia 0 regulacji poziomu
receptora TrkB w zalezno$ci od stgzenia BDNF i blokadzie transportu wstecznego tego receptora
przy podwyzszonym ci$nieniu wewnatrzgatkowym (Pease ME et al., 2000, Quigley HA et al.,
2000). Aktywny kompleks neurotrofiny i receptora jest transportowany aksonami komorek
zwojowych w kierunku jej ciata (DiStefano PS et al. 1992, Huang EJ et al. 2001). Gdy ci$nienie
wewnatrzgatkowe istotnie ro$nie, transport ten ulega zahamowaniu. Ograniczony czasowo efekt
terapeutyczny suplementacji samego BDNF moze wynika¢ z istnienia mechanizmu sprzezenia
zwrotnego pomiedzy BDNF a receptorem dla tej neurotrofiny. Suplementacja BDNF powoduje
obnizenie ekspresji receptora TrkB (Di Polo A et al., 1998; Frank L et al., 1996), co potencjalnie
moze ostabia¢ dziatanie neuroprotekcyjne omawianej neurotrofiny lub wymaga¢ ponownych jej
podan. Dzieje sie tak w wielu chorobach neurologicznych, prawdopodobnie rowniez w jaskrze,

co moze znacznie ograniczaé efekt terapeutyczny nadekspresji BDNF (Sommerfeld M et al.,
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2000, Osborne A et al., 2018). Wyniki licznych badan pokazaty, ze doszklistkowe iniekcje
BDNF w postaci rekombinowanego biatka (Domenici L et al., 2014) lub na drodze terapii

genowej (Igarashi T et al., 2016) zmniejszajg utrate komoérek zwojowych siatkowki.

W niniejszej pracy postanowiono zbada¢ neuroprotekcyjny wpltyw neurotrofiny BDNF
na komorki zwojowe siatkowki. Wykorzystano do tego celu zwierzgcy model jaskry. Wzrost
stezenia BDNFu w komoérkach zwojowych siatkowki udato si¢ osiaggna¢ dzigki wykorzystaniu
wektorow wirusowych zwigzanych z adenowirusami - AAV2 wykorzystywanych juz z
sukcesem w okulistyce — zapewniajacych diugotrwaly efekt terapeutyczny po jednokrotnym

podaniu doszklistkowym.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie, czy po jednokrotnej transfekcji doszklistkowej
AAV2-BDNF, poprzedzajacej o 3 tygodnie indukcje jaskry, mozna uzyskaé: dlugotrwala
nadprodukcje BDNF, regulacj¢ poziomu receptora TrkB i efekt terapeutyczny w postaci
zmniejszenia utraty komorek zwojowych. By odpowiedzie¢ na to pytanie, wyznaczono

nastepujace cele czastkowe:

(1) ocena patofizjologicznych zmian w przebiegu jaskry na poziomie siatkowki

(2) ocena modyfikacji mikrosrodowiska oka i jego zasobnosci w BDNF i receptor TrkB w
warunkach podwyzszonego ci$nienia wewnatrzgatkowego

(3) ocena skutecznosci transfekcji AAV2-BDNF i wplywu zmienionej zasobnosci
siatkbwki w BDNF na receptor TrkB w siatkowkach i1 korze wzrokowej bez jaskry i po
wywotaniu jaskry

(4) zbadanie efektywnosci wptywu podwyzszonego poziomu BDNF na przezywalnosc
komorek zwojowych

(5) ocena wptywu jednostronnie indukowanej jaskry na stezenie BDNFu i receptora TrkB w

siatkbwce oka towarzyszacego
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3. MATERIAL I METODOLOGIA BADAN

Badania przeprowadzono w Pracowni Neurobiologii Widzenia Instytutu Biologii

Do$wiadczalnej, PAN, w Warszawie kierowanej przez prof.  [Wiolette WaleszczyK.

Laboratorium to jest wyposazone w niezbedny sprzet potrzebny do wykonania barwien

histologicznych, immunohistochemicznych oraz doswiadczen elektrofizjologicznych.

Zwierzeta

Dos$wiadczenia przeprowadzono na 7-8 tygodniowych szczurach szczepu Wistar, o
poczatkowej masie ciata 250-300g. Szczury utrzymywano w pomieszczeniu z kontrolowanym
cyklem dobowym 12:12 godz. $wiatto/ciemno$¢, w temperaturze 21 - 23°C 1 wilgotnosci 50 —
60%. w autoklawowanych klatkach z materialem gniazdowym. Pomieszczenie byto
wentylowane z szybkoscig 10-15 wymian powietrza na godzing. Podtoga klatki byla wypelniona
$ciotka firmy Lignocel %-S (Premium hygienic Animal Bedding).

Zwierzeta mialy dostep do wody i pozywienia ad libitum. Liczba zwierzat w klatce nie
przekraczata 6 sztuk. Przed kazda procedurg zwierzeta umieszczano we wspolnej klatce (o
rozmiarze 800 cm?), w ktorej znajdowaty si¢ drewniane gryzaki, papierowe tunele oraz trociny.
Po zabiegach zwierzeta byty przenoszone ponownie do wspdlnej klatki, zeby nie wprowadzac
stresu zwigzanego z oddzieleniem ich od stada. Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z
obowigzujaca dyrektywa Rady Wspodlnoty Europejskiej (European Community Council
Directive - 2010/63/UE) po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej nr 1 w Warszawie (nr
zgody 625/2018). Podjeto wszelkie dziatania, aby ograniczy¢ cierpienie zwierzat.

Zwierzeta zostaly podzielone na 3 grupy: natywna kontrola (n=9), grupa I z jaskra (jednostronna
indukcja jaskry, n=14) oraz grupa II z jaskra + AAV2-BDNF (jednostronna indukcja jaskry
poprzedzona podaniem doszklistkowym AAV2-BDNF n=13)
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Schemat doswiadczen:
Badania podzielono na dwie cz¢$ci:

I. Pierwsza cze$¢ obejmowata ocene patofizjologicznych zmian w przebiegu jaskry. W celu
okreslenia stopnia utraty komorek, w siatkdwce liczono komorki zwojowe w oku z
wywotang jaskrg, porownujac ich liczbe z liczbg komérek w oku kontrolnym tego samego
zwierzecia oraz natywng kontrolg. W celu zweryfikowania hipotezy o zmniejszeniu
zasobnosci siatkowki w czynnik neurotroficzny BDNF oraz receptor TrkB i odpowiedzi na
pytanie, czy zmienia si¢ rowniez zasobnos¢ kory wzrokowej w powyzsze czynniki, mierzono

ich stezenie w obu strukturach, po stronie z wywotang jaskrg i przeciwstronnie.

I1. Druga cze$¢ miata na celu oszacowanie efektywnosci terapii genowej z uzyciem wektora
wirusowego AAV, bedacego nosnikiem sekwencji kodujacej biatko BDNF (wektor AAV2-
BDNF). By ten cel uzyskaé, przeprowadzono ocene neuroprotekcyjnego wpltywu
podwyzszonego poziomu BDNF w oku z wywotang jaskra, badajac przezywalno$¢ komoérek
zwojowych siatkowki. Ponadto zbadano, jak zwigkszony poziom BDNF wpltywa na
ekspresje receptora TrkB w tkance siatkowki i pordwnano go z ekspresja TrkB w korze
mozgowej, aby scharakteryzowa¢ potencjalne zmiany adaptacyjne, modyfikujace

receptywnos¢ komorek na BDNF.
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3.1. PROTOKOL BADANIA

Schematyczny protoko6t badania zostat zaprezentowany na RY CINIE 3.

l. CZESC BADAN (I. GRUPA ZWIERZAT)

POBRANIE TKANEK .
DO BARWIEN

) IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
@ —+ 5 siathiwek natywnych

INDUKCJA — B siatkéwek OP
JASKRY OP B ciatkOwek kontroimrch OL

. A
; DO TESTU ELISA-
— B siathdwek OF
— & siatkawek kontrolnych OL
O

o Aot — 8 x kora wzrokowa kontra

— G x kora warokowa ipsi

— 6 siatkowek
— G x kora warchowsa
oy

Il. CZESC BADAN (. GRUPA ZWIERZAT)

POBRANIE TKANEK

DO BARWIEN
IMMUNCHISTOCHEMICZNYCH:

INIEKC JA INDUKCJA
wektordw AAV-BDNF OF JASKRY OP @ ol 7 siatkéwek AAV-BONF! OP
—+ 7 siatkowek kontrolnych OL
DO TESTU ELISA:

— & siathowek AAV-BOMF OF

— § siatkowek kontrolnych OL
D&
— 6 ¥ kora wzrokowa kontra

— 6 ¥ kora wzrokowa ipsi

9 — Bsiatkowek
@ “ — & x kora warockowa.

RYCINA 3. Schematyczny protokot badania
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l. OCENA SKUTKOW PODWYZSZONEGO CISNIENIA
WEWNATRZGAELKOWEGO (IOP) W WYNIKU INDUKCJI JASKRY NA
LICZBE KOMOREK ZWOJOWYCH SIATKOWKI ORAZ NA ZASOBNOSC
SIATKOWKI I KORY WZROKOWEJ W BDNF | RECEPTOR TrkB.

U 14 szczuréw przeprowadzono procedure indukcji jaskry. 6 dodatkowych szczuréw stanowito
grupe kontrolng, ktéra nie byta poddawana zadnej procedurze do§wiadczalnej. 3 z tych zwierzat
zostala przeznaczona do barwien immunohistochemicznych (n=5), a 3 pozostate szczury zostaty

przeznaczone do badan ELISA (n=6)

Po 6 tygodniach od indukcji jaskry zwierz¢ta usmiercano przez perfuzje transkardialng.
Pozyskane od zwierzat tkanki wykorzystano do analiz dwojakiego rodzaju: (1) bawien

inmmunohistochemicznych oraz (2) testow ELISA.

| GRUPA DOSWIADCZALNA zwierzat (20 szczurdw)

1. BARWIENIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE W CELU OSZACOWANIA LICZBY
KOMOREK ZWOJOWYCH

o przeprowadzone na siatkowkach z obu oczu pozyskanych od 8 zwierzat, u ktorych wczesniej

indukowano jednostronnie jaskre (I0P)
— siatkowki z oka prawego z indukowang jaskrg (siatkdéwki OP, n = 8)
— siatkowki z oka lewego tych samych zwierzat (siatkowki OL, n = 8)

o oraz na siatkbwkach z obu oczu pozyskanych od 3 zwierzat niepoddanych procedurom

doswiadczalnym (zwierz¢ta natywne)

— kontrola natywna: siatkoéwki zwierzat natywnych (n = 5)

str. 56



2. ELISA W CELU ILOSCIOWEGO OSZACOWANIA BIALKA BDNF

o przeprowadzone na siatkowkach z obu oczu i z kory wzrokowej obu potkul pozyskanych od 6

zwierzat z jednostronnie indukowang jaskra
— siatkowki z oka prawego z indukowang jaskra (siatkdéwki OP, n = 6)
— siatkowki z oka lewego tych samych zwierzat (siatkowki OL, n = 6)
— kora wzrokowa ipsilateralna do siatkowki OP (kora ipsi, n = 6)

— kora wzrokowa kontralateralna do siatkowki OP (kora kontra, n = 6)

o oraz na siatkdbwkach z obu oczu i z kory wzrokowej obu potkul pozyskanych od 3 zwierzat

niepoddanych procedurom doswiadczalnym (zwierzeta natywne)
— siatkdwki z obu oczu (siatkowki kontrolne, n = 6)

— kora wzrokowa z obu potkul (kora kontrolna, n = 6)

Il. OCENA EFEKTU PODANIA WEKTOROW AAV NIOSACYCH SEKWENCIJE
KODUJACA BIALKO BDNF (AAV2- BDNF) DO OKA Z INDUKOWANA JASKRA.

Il GRUPA DOSWIADCZALNA zwierzat (16 szczurow)

U 13 szczuréw wykonano doszklistkowa iniekcje wektorow AAV2-BDNF do jednego oka. Po
trzech tygodniach od doszklistkowej iniekcji jednostronnie, w tym samym oku indukowano
jaskre. Po 6 tygodniach od wywotania jaskry od szczuréw pozyskiwane byty tkanki do analiz

analogicznych do wykonanych w ramach I. czesci badan.
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1. BARWIENIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE W CELU OSZACOWANIA LICZBY
KOMOREK ZWOJOWYCH (7 szczuréw)

o przeprowadzone na siatkdbwkach z obu oczu pozyskanych od 7 zwierzat z jednostronnie

indukowang jaskra po podaniu do tego samego oka wektora AAV-BDNF

— siatkowki z oka prawego z indukowang jaskra, po wczesniejszej iniekcji doszklistkowej

wektorow AAV-BDNF (siatkowki OP/ AAV-BDNF, n =7)

— siatkowki z oka lewego tych samych zwierzat (siatkowki OL, n = 7)

2. ELISA W CELU ILOSCIOWEGO OSZACOWANIA BIALKA BDNF

Materiat stanowity siatkowki oraz kora wzrokowa, z ktérych przygotowano homogenaty do

pozyskania frakcji S1 uzytych do ELISA

o przeprowadzone na siatkdwkach z obu oczu i z kory wzrokowej obu poétkul pozyskanych od
6 zwierzat z jednostronnie inndukowang jaskrg, po wczesniejszym podaniu do tego samego oka
wektoréw AAV-BDNF

— siatkowki z oka prawego z indukowang jaskra, po doszklistkowej iniekcji wektora AAV-
BDNF (siatkowki OP/ AAV-BDNF, n = 6)

— siatkowki z oka lewego tych samych zwierzat (siatkowki OL, n = 6)

— kora wzrokowa ipsilateralna do siatkowki prawego z indukowang jaskra w OP/ AAV-

BDNF (kora ipsi, n = 6)
— kora wzrokowa kontralateralna do siatkoéwki prawego z indukowang jaskra/ AAV-BDNF

(kora kontra, n = 6)
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o oraz na siatkowkach z obu oczu i1 z kory wzrokowej obu poétkul pozyskanych

od 3 zwierzat niepoddanych procedurom doswiadczalnym (zwierzata natywne)
— siatkowki z obu oczu (siatkdwki kontrolne, n = 6)

— kora wzrokowa z obu potkul (kora kontrolna, n = 6)

3.2. PROCEDURY EKSPERYMENTALNE

3.2.1. WYWOLANIE JASKRY

Jednostronny model jaskry, wykorzystany w niniejszej pracy, zostat zmodyfikowany i
opisany przez zespot badaczy z Uniwersytetu Medycznego w Katowicach pod kierownictwem
profesor Joanny Lewin- Kowalik (Smedowski A et al., 2014). Niniejszy model jaskry z

wykorzystaniem polistyrenowych mikrogranulek po raz pierwszy zostat opisany przez Urcola 1
wsp. w 2006 roku (Urcola JH et al., 2006).

Wzrost cisnienia wewnatrzgatkowego uzyskiwano przez szybkie podanie do komory
przedniej oka szczura polistyrenowych granulek o $rednicy 10,0 um i 6,0 um (Polybead
Microspheres, Polysciences, Warrington, PA, US), (ZDJECIE 1) oraz wiskoelastyku przez
szklang kapilar¢. Granulki podawano w celu mechanicznego blokowania beleczkowania w kacie
przesaczania, co mialo ogranicza¢ swobodny przeptyw cieczy wodniste] 1 wywota¢ wzrost
cisnienia wewnatrzgalkowego, a w jego nastepstwie rozwdj zmian jaskrowych. Mniejsze
granulki, podawane w pierwszej kolejnosci, zapewnialy skuteczng blokade beleczkowania w
kacie przesaczania oka. Obecno$¢ wigkszych granulek zapewniata utrzymywanie si¢
podwyzszonego cisnienia wewnatrzgatkowego w dtuzszym okresie czasu. Z kolei wiskoelastyk
(1,6% hialuronian sodu, Amvisc PLUS, Bausch& Lomb, US) stosowano w celu ograniczenia
wyptywu wstecznego granulek po wyjeciu z komory przedniej kapilary, uzywanej do ich

wprowadzenia.
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ZDJECIE 1. Polistyrenowe granulki o $rednicy 10,0 i 6,0 pm, w kolorze niebieskim i bialym.

Kazdorazowo, granulki polistyrenowe przygotowywano i sterylizowano przed podaniem
do komory przedniej oka. Granulki obu $rednic byly umieszczane w oddzielnych probowkach
Eppendorfa (obj. 0,5 ml), a nastgpnie wirowano do opadnigcia na dno zawiesiny granulek. Ptyn
znajdujacy si¢ powyzej granulek odciggano i wymieniano na 100% etanol, w celu uzyskania
sterylno$ci. Zawarto$¢ probowek ponownie worteksowano i1 wirowano. Etanol odciggano,
wymieniano na roztwor PBS + 0,5% Triton 1 ponownie worteksowano. Probowki nastepnie
umieszczano w kapieli wodnej o temperaturze 65° C na 2 godziny i od czasu do czasu
wstrzasano w celu uniknigcia tworzenia si¢ osadu ze zbitych granulek. Po dwoch godzinach,
zawarto$¢ probowek ponownie wirowano Po wymianie na PBS zawarto$¢ probowek trzykrotnie
worteksowano i wirowano. Po zwirowaniu, osadzone granulki byly gotowe do iniekcji u
szczurow. Do wykonania iniekcji granulki aspirowano z dna probowki do szklanej kapilary o
srednicy okoto 0,8 mm. Kapilar¢ napetniano kolejno: 5 ul wiskoelastyku, 5 pl granulek o
$rednicy 10,0 um oraz 5 ul granulek o $rednicy 6,0 um. Szklana kapilara byta taczona z gumowa
rurkg wypeliona olejkiem immersyjnym o niskiej lepkosci (Cargille Laboratories, Cedar
Groove, NJ, US), co zapobiegato dostawania si¢ pecherzykow powietrza i utatwiato prawidlowe

podanie catej zawiesiny do oka.

W celu przeprowadzenia iniekcji granulek do komory przedniej szczurzego oka,
zwierzeta byly usypiane poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy (75 mg/kg m.c.) wraz z
medetomidyna (0,5 mg/kg m.c.) Do worka spojéwkowego podawane byty krople miejscowo
znieczulajgce- preparat Alcainy (Alcon, Fort Worth, TX, US) (ang. proxymetacaine
hydrochloride).

Procedura indukcji jaskry wymagata pewnej wprawy. Szczegolnie istotne bylo szybkie

podane zawiesiny granulek polistyrenowych wraz z wiskoelastykiem. Szybkie podanie zapewnia
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bowiem lepsza dystrybucje granulek w obreb beleczkowania i skuteczniejszg blokade kata
przesaczania, niz ma to miejsce przy powolnym podaniu, gdy zawiesina granulek gromadzi si¢ w
centrum komory przedniej oka. Szklana kapilara powinna by¢ wprowadzona do komory
przedniej pod katem ok. 45 stopni. Wprowadzanie szklanej kapilary do komory przedniej pod
zbyt matym katem (zbyt ptasko) zwigksza ryzyko $rod-rogéwkowego podania zawiesiny. Z kolei

przy zbyt stromym podaniu ro$nie ryzyko uszkodzenia soczewki.

Przyktad tej procedury przedstawiono na ZDJECIU 2.

A 8

ZDJECIE 2. Ilustracja etapéw zabiegu dogatkowego wprowadzania granulek. Szklana kapilara wypekniona
zawiesing wiskoelastyku i polistyrenowych granulek o zétym zabarwieniu (A). Przednia komora oka szczura w

catosci wypetniona polistyrenowymi granulkami (B)

3.2.2. MONITOROWANIE CISNIENIA WEWNATRZGAEKOWEGO

Pomiar ci$nienia wewnatrzgatkowego byl zasadniczym elementem monitorowania
jaskry. Pomiar wykonywano raz w tygodniu, obuocznie, tonometrem przeznaczonym dla gryzoni
(Icare, TonoLab Wet; Colonial Medical Supply, Espoo, Finland). Oprogramowanie tonometru
obejmuje eliminacje warto$ci najwyzszych i najnizszych oraz prezentacje¢ wartosci usrednionej z

pigciu pomiarow.
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3.2.3. TRANSKARDIALNA PERFUZJA ZWIERZAT

Perfuzja transkardialna byta wykonywana po 6 tygodniach od indukcji podwyzszonego
ci$nienia. Zwierzeta otrzymywaly letalng dawke morbitalu (pentobarbital 80 mg/kd m.c). Zanik
odruchu rogowkowego wyznaczal czas przystapienia do perfuzji. W celu usuni¢cia krwi perfuzja
prowadzona byta schtodzonym (temperatura ok 5-6 °C) roztworem soli fizjologicznej w buforze
fosforanowym (ang. phosphate buffered saline, PBS) z dodatkiem heparyny. WskaZnikiem
odpowiedniego oczyszczenia tkanek z krwi byla zmiana zabarwienia watroby. Na tym etapie
nastgpowat koniec perfuzji u zwierzat, od ktorych pozyskiwane tkanki byly wykorzystane do
testu ELISA. Wyizolowane galki oczne oraz mozgi umieszczano w zimnym PBS. Po ich
schtodzeniu, natychmiast wypreparowano siatkowki i kore wzrokowa, a po ich przeniesieniu do
proboéwek, zamrazano je w -80°C. U zwierzat, od ktorych pozyskiwano material do barwien
immunohistochemicznych, w celu utrwalenia tkanki siatkowek perfuzje kontynuowano z
uzyciem schtodzonego (temp. ok 5-6 °C) paraformaldehydu (PFA, 4% w PBS, ok. 150 ml na
zwierze). Po perfuzji, wyizolowane gatki oczne przetrzymywano przez kilka godzin w
proboéwkach wypethionych paraformaldehydem, umieszczonych w lodzie. Nastepnie cate gatki
oczne byly kilkukrotnie przeptukiwane w PBS 1 tego samego dnia preparowane w celu
wyizolowania siatkowek. Wypreparowane siatkowki byly nacinane w 4 miejscach, aby utatwic
ich pozniejsze plaskie roztozenie na szkietku podstawowym. Nacigcia wykonywane byly w taki
sposob, aby uzyska¢ cztery segmenty siatkowki: goérny, dolny, skroniowy i nosowy. Po
wykonaniu nacie¢ siatkowki byly umieszczane w dotkach na ptytce pleksiglasowej
wypetnionych PBS i przetrzymywane w lodowce przez 24 h. W tym czasie PBS, w ktorym

zanurzone byty siatkowki byt 3-krotnie wymieniany.

3.2.4. BARWIENIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE SIATKOWEK

Po 24 godzinach przechowywania w lodowce siatkowek wypreparowanych po perfuzji
zwierzat, rozpoczynano proces pozbywania si¢ autofluorescencji (ang. quenching) tkanki
poprzez ptukanie siatkowek w roztworze 100mM glicyny (na wytrzasarce, temp. pokojowa, 45
minut). W celu pozniejszego usunigcia glicyny, siatkowki 3-krotnie przeptukiwano roztworem
PBS.
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Nastepnie, w celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial, inkubowano preparaty
siatkowki w 20 % roztworze normalnej surowicy koziej (ang. normal goat serum- NGS) z
dodatkiem 0,5% Tritonu X-100 (45 minut bez wytrzgsania).

Kolejnym etapem byta 24 godzinna inkubacja z przeciwcialem I rzgdowym skierowanym
przeciwko biatku BRN3a, ktore wystepuje specyficznie w komodrkach zwojowych siatkowki.
Mysie przeciwcialo monoklonalne IgG anty- BRN3a (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)
stosowano w rozcienczeniu 1:200 w roztworze sktadajacym sie z 1 czesci roztworu blokujacego

14 czesci PBS).

Do znakowania komorek zwojowych wybrano czynnik BRN3a, ktory jest wiarygodnym
markerem dla tych komorek siatkowki (Johnson T et al., 2008, Ficarrotta KR et al., 2020).

Po 24 godzinnej inkubacji z przeciwcialem I- rzedowym, siatkowki 3-krotnie przeptukano
w PBS 1 rozpoczeto 2-godzinng inkubacje z przeciwciatem II-rzegdowym, potaczonym
ze  znacznikiem  fluorescencyjnym,  skierowanym  przeciwko antygenom  mysim.
Po przylaczeniu si¢ przeciwciala Il-rzgdowego do antygendow mysich niesionych przez
przeciwcialo I-rzgdowe, ktore potaczylo si¢ z bialkiem BRN3a w komorkach zwojowych
siatkbwki, mozliwa staje si¢ detekcja tych komoérek pod mikroskopem fluorescencyjnym.
Jako ll-rzgdowe przeciwcialo zastosowane zostaty kozie przeciwciata IgG anty-mysie (ang. 1gG
goat anti-mouse Alexa fluor 555, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
w rozcienczeniu 1:300 w roztworze sktadajacym si¢ z 1 czgséci roztworu blokujacego 1 4 czesci
PBS w temperaturze pokojowej, na wytrzasarce. Po inkubacji z II-rzgdowym przeciwciatem,
siatkowki ponownie jednorazowo przeplukano PBS. Wykonane zostalo réwniez znakowanie
jader komorkowych. W tym celu siatkowki zanurzane byty w roztworze 4', 6-diamidyno-2-
fenyloindol (DAPI, Smg/ 250 ml) na czas 15 minut. Ostatnim etapem barwien bylo 6-godzinne

ptukanie wszystkich siatkdowek w PBS w lodoéwce, na wytrzasarce.

Siatkéwki, po przelozeniu na szkietka podstawowe, pokrywane byly medium
utrzymujacym fluorescencje tkanki (Vectashield antifade, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,

CA). Preparaty zabezpieczano szkietkami nakrywkowymi.
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3.2.5. OBLICZANIE LICZBY KOMOREK ZWOJOWYCH SIATKOWKI

Preparaty siatkowek ogladano i fotografowano korzystajac ze Spinningowego
mikroskopu konfokalnego Zeiss Spinning Disc (Carl Zeiss, Jena, Germany), w powiekszeniu 10-
krotnym (fotografowano catg siatkowke) i 20-krotnym (fotografowano poszczegdlne fragmenty

siatkowek).

Aby przeprowadzi¢ ilosciowa ocen¢ immunopozytywnych komodrek zwojowych
siatkbwki w roznych kwadrantach tkanki, siatkdéwke podzielono na cze$s¢ obwodowa (cze$¢
siatkobwki znajdujaca si¢ okoto 2,5-3 mm od tarczy nerwu wzrokowego) oraz cze$¢ centralng
(w okolicy 1 mm od tarczy nerwu wzrokowego). Komoérki zwojowe siatkowki znakowane
BRN3a zostaty policzone w algorytmie uzytym w oprogramowaniu ImageJ (National Institute of
Health, Bethesda, MD). Zdj¢cia wykonywano w formie zdje¢ warstwowych (tj. Z — stackow)
sktadajacy si¢ z 4-10 optycznych warstw, a podczas liczenia komorek zdjecia te byly naktadane
tworzac projekcje i montaz pojedynczego zdjecia o maksymalnej intensywnosci (ang. maximum-
intensity Z-projection). Program liczyl komoérki o okreslonej wielkosci pol 20-200 um?® co
pozwalato na policzenie wszystkich komorek zwojowych o roznych wielko$ciach ciata komorki
(Fukuda Y, 1977) we wszystkich 4 kwadrantach w cze¢éci centralnej i obwodowej. Komorki

liczono w obrebie kwadratow o powierzchni 300 um? x300 um? (16-64 pol na siatkowke,

catkowita powierzchnia 1,44 - 5,76 mm?) a ich gestosé przeliczono na obszar 1mm2.

Konfokalny mikroskop wielowigzkowy (ZDJECIE 3), dzigki zastosowaniu systemu
dwoch wirujgcych dyskow umozliwia szybka (do 60 klatek na sekundg¢) obserwacje fluorescencji
obiektéw biologicznych. System posiada dwie czule kamery EMCCD, co zapewnia znacznie
nizsza inwazyjno$¢ obrazowania w stosunku do klasycznych mikroskopow fluorescencyjnych.
Jest wyposazony w cztery lasery diodowe, o dtugo$ciach fal 405 nm, 488 nm, 561 nm i 639 nm.
Mikroskop ten idealnie nadaje si¢ do dlugotrwatego obrazowania delikatnego materiatu

biologicznego.
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ZDIJECIE 3. Mikroskop konfokalny z wirujacym dyskiem- Zeiss Spinning Disc

3.2.6. BADANIA PILOTAZOWE ZASIEGU TRANSFEKCJI WYBRANEGO WEKTORA
AAV

Zanim podje¢ta zostala decyzja o budowie wektora, upewniono si¢ o mozliwosci
uzyskania ekspresji biatka eGFP (ang. enhanced green fluorescent protein - biatko wzmocnionej
zielonej fluorescencji) znakujac komorki neuronalne siatkowki. Oceng przeprowadzono po 21
dniach od pojedynczej iniekcji doszklistkowej wektora transdukcyjnego pAAV2-CMV-eGFP o
objetosci 2 pl (miano 10" GC/ml). Wynik tego pilotazowego testu przedstawiono na ponizszych
zdjeciach (ZDJECIE 4).
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ZDJECIE 4. Ekspresja eGFP w siatkowce po 21 dniach od pojedynczej iniekcji doszklistkowej wektora pAAV2-
CMV-eGFP. Wyniki badania pilotazowego z zastosowaniem 2 pl wektora transdukcyjnego (miano 10" GC/ml).
Fotografia po lewej: ogdlny rozktad transfekowanych komorek i widkien (zielona fluorescencja) w wypreparowane;j
siatkdwce. Podtuzne profile utozone promieni§cie oznaczaja naczynia krwionos$ne (hieoznaczone). Zdjecie po

prawej z wstawka: pole z wyznakowanymi komorkami i wtoknami w powigkszeniu.

3.2.7. DOSZKLISTKOWE PODANIE WEKTOROW AAV Z BDNF

Iniekcje doszklistkowg wektorow AAV-BDNF wykonywano w czasie 3 tygodni przed
indukcja jaskry. Taki czas podawania wektorow wybrano na podstawie danych z piSmiennictwa
na temat dynamiki ekspresji egzogennych gendow niesionych przez wektory AAV,
wskazujacych, ze stabilna ekspresja uzyskiwana jest po okoto 2 tygodniowym czasie od iniekcji
wektora do tkanki (Fisher KJ, et al., 1996).

Do niniejszych badan, uzyto konstruktu AAV-BDNF (pAAV2 [Exp] CMV> hBDNF
[NM_001143810.1]: WPRE) firmy VectorBuilder (VectorBuilder Inc., Chicago, IL, USA),

specjalizujacej si¢ w tworzeniu konstruktow wektorow wirusowych (ZDJECIE 5).
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ZDJECIE 5. Wektory wirusowe zamrozone w temp -80°C
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Konstrukt wektora zastosowanego do niniejszych badan zawierat gen ludzkiego BDNF
(NM_001143810.1) oraz post-transkrypcyjny element regulacyjny (ang. woodchuck hepatitis
post-transcriptional regulatory element - WPRE). Obecnos¢ WPRE zwigksza liczbe jednostek
infekcyjnych przypadajacych na wszystkie jednostki wektora AAV (dzieje si¢ to w trakcie
produkcji wektorow, a nie w trakcie samej infekcji). W ten sposéb WPRE przyczynia si¢ do
zwigkszenia poziomu ekspresji niesionej sekwencji, zwigksza translacj¢ biatka wirusa i
stabilno$¢ wirusa (Patricio M et.al, 2017). Do opisywanych doswiadczen wybrano rowniez
promotor CMV (ang. Human cytomegalovirus), ktory jest silnym promotorem, istotnie
zwigkszajacym ekspresj¢ transgenow. Promotor CMV wspomaga wczesng transkrypcj¢ wirusa.
Uznaje sig, ze jest to jeden z najsilniejszych przenalizowanych dotychczas promotoréow, co czyni
z niego bardzo uzyteczny element wektorow wirusowych (Boshart M et al., 1985). W trakcie
procedury podan doszklistkowych zwierzeta nalezace do II. GRUPY DOSWIADCZALNE]J byly
usypiane poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy (75 mg/kg m.c.) wraz z medetomidyng (0,5
mg/kg m.c.). Do worka spojowkowego podawane byty krople miejscowo znieczulajace -
preparat Alcainy (ang. proxymetacaine hydrochloride). Iniekcje wektora AAV-BDNF do
komory ciata szklistego w miejscu pars plana oka wykonywane byly manualnie za pomocg iglty
22G i 10 pl strzykawki Hamiltonowki pod kontrolag wzroku przez binokular (ZDJECIE 6).
Wektor AAV-BDNF o mianie 10*° GC/ml i objetosci 2 ul podawany byt przez pars plana przez
tego samego chirurga. W TABELI 1 przedstawiono opis poszczegdlnych sktadowych konstruktu
AAV2-BDNF wraz z ich funkcja.

— ——

ZDJECIE 6. Strzykawka i igla Hamiltonéwka o objetosci 10 pl.

https://en.vectorbuilder.com/vector/VVB190107-1141uth.html

(budowa konstruktu - RYCINA 4)
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Ampicillin —

pUC ori

. VB190107-1141uth .
V[Exp}-CMV>hBDNF[NM:

~ SV

L~ Kozak

z

WPRE

RBONF[NM_001143510.1]

RYCINA 4. Budowa konstruktu wektora pAAV2 [Exp] CMV> hBDNF [NM_001143810.1]: WPRE

TABELA.1 Opis poszczegolnych sktadowych konstruktu AAV2-BDNF wraz z ich funkcja.

Name

5ITR

cmv

Kozak

hBDNF[NM_001143810.1]

WPRE

BGH pA

FITR

Ampicillin

pUC ori

Position

| 1-141

W 169-757

W752-787

W 7881777

W 1508-2405

W 2436-2643

W 2651-27H

W 3708-4568

W 4739-5327

Size (bp)

141

589

990

598

208

141
861

589

Type

ITR

Promoter

Miscellaneous

CRF

Miscellaneous

PolyA_signal

ITR
CRF

Rep_origin

Wector Components

Description

ARV 8 inverted terminal

Application notes

repeat (functional equivalent Allows replication of the viral genome and its packaging into virus.

of wild-type 5" ITR)

Human cytomegalovirus
immediate early
enhancer/promoter

Kozak translation initiation
sequence

None

Woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional
regulatory element

Bovine growth hormone
polyadenylation signal

ARV 3 inverted terminal
repeat

Ampicillin resistance gene

pUC origin of replication

Strong prometer; may have variable strength in some cell types.

Faciltates translation initiation of ATG start codon downstream of

the Kozak sequence.

None

Enhances virus stability in packaging cells, leading to higher fiter of

packaged virus; enhances higher expression of transgenas.

Allows transcription termination and polyadenylation of mRNA
transcribed by Pol Il RNA polymerase

Allows replication of the viral genome and its packaging into virus.

Allows E. coli to be resistant to ampicillin.

Facilitates plasmid replication in E. coli; regulates high-copy plasmid

number (500-700)
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3.2.8. ANALIZA ILOSCIOWA BIAEKA BDNF | RECEPTORA TrkB W TKANCE
SIATKOWKI I WZROKOWEJ KORZE MOZGOWEJ — TESTY ELISA

Oznaczenia stezen BDNF i receptora TrkB oraz analiz¢ danych wykonano w Zespole
Neurobiologii Naprawczej IBD PAN .

Po uptywie szeéciu tygodni od indukcji jaskry w obu grupach (w Il GRUPIE
DOSWIADCZALNE] - trzy tygodnie przed indukcja jaskry podawano doszklistkowo wektor
AAV2-BDNF) szczury zostaly uspione letalng dawka morbitalu dootrzewnowo (pentobarbital
80 mg/kg). Przeprowadzono perfuzj¢ transkardialng zimnym PBS. Obie gatki oczne kazdego
zwierzecia 1 mdzg zostaly usunigte i umieszczone na lodzie. Siatkéwki prawego i lewego oka
oraz prawa i lewa kora wzrokowa zostaly wypreparowane na suchym lodzie (ZDJECIE 7).
Wypreparowane tkanki zostaly umieszone w probowkach i zamrozone w -80°C, a nast¢pnie

zostaty poddane testom ELISA.

ZDIJECIE 7. Szczurzy mézg przed usunigciem kory wzrokowej (A) i po usunieciu prawej i lewej kory wzrokowej

(strzatki) (B).

Przygotowanie homogenatow do testow ELISA na BDNF i TrkB

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny to jeden

z najpowszechniej stosowanych testéw w badaniach biomedycznych, zar6wno naukowych, jak i

' Dr. Olga Gajewska- Wozniak i Prof. Malgorzata Skup
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diagnostycznych. Shuzy on do wykrycia okreslonych biatek i okreslenia ich stezen w badanym
materiale z uzyciem przeciwciat skoniugowanych z odpowiednim enzymem. Testy Sandwich
ELISA zastosowane do tej cze¢Sci badania, to testy podwdjnego wigzania. Ten rodzaj testu
immunoenzymatycznego stuzy do okreslania st¢zenia danego bialtka w badanej probce.
Angielska nazwa tej metody — sandwich ELISA, czyli , kanapkowa ELISA” — bierze si¢ stad, ze
antygen wigzany jest pomi¢dzy dwiema warstwami przeciwciatl. Test ELISA jest takze metoda
kolorymetryczng. Stosujac spektrofotometr, mozna precyzyjnie okresli¢ nat¢zenie barwy po
okreslonym czasie trwania reakcji, dzigki czemu mozna rowniez okresli¢ stezenie biatka w

materiale uzytym do badan. Caty proces reakcji zobrazowano na RYCINIE 5.

AAA
YYY YYY YYY

1. oplaszczenie ptytki 2. inkubacja z 3. inkubacja z
przeciwciatem badanym przeciwciatem
biatkiem pierwszorzgdowym

®@ @ o o 0 —__ 1 reakcja barwna
AMA A=
'i przeciwcialo drugorzedowe
AAA AA* przeciwciato pierwszorzedowe
antygen
ﬂY IIY/____, przeciwciato
ptytka

4. inkubacja z 5. inkubacja z
przeciwciatem odpowiednim
drugorzedowym substratem

RYCINA 5. ELISA- test podwdjnego wigzania , kanapkowy”. Rycina pochodzi ze strony e-biotechnologia.pl

Aby okreslié poziom biatka BDNF w tescie ChemiKine™ BDNF Sandwich ELISA Kit
(Millipore, Billerica, MA, USA) (RYCINA 6) postgpowano zgodnie w instrukcjg producenta.
Tkanki zostaty poddane homogenizacji na lodzie w 20 objetosciach buforu do homogenizacji za
pomocg mechanicznego homogenizatora IKA. Bufor do homogenizacji sktadat si¢ z 100 mM
Tris buffer pH 7.0, 2% BSA, 1M NaCl, 2% Triton X-100 oraz Complete Protease Inhibitor
Cocktail, 200 uM phenylmethyl-sulphonyl fluoride (PMSF; Sigma-Aldrich) i 157 pg/mL
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benzamidine hydrochloride (Serva, Heidelberg, Germany). Do homogenizacji tkanek zostat
uzyty rozdrabniacz tkanek IKA Ultraturrax. Homogenaty inkubowano przez 30-60 minut a
nastepnie wirowano wiréwka 15 000 x g przez 30 min w temp. 4°C. Testy ELISA wykonano na
supernatantach rozcienczonych 50-krotnie, zgodnie z instrukcjg producenta. Wszystkie probki
badano w dwodch powtdrzeniach. Te same supernatanty uzyto rowniez do testow TrkB ELISA.

Catkowity poziom biatka zmierzono metoda Bradforda.

Do testow TrkB ELISA uzyto ptytek Rat NTRK2/TRKB Sandwich ELISA Kit (LifeSpan
Biosciences Inc., Seattle, WA, USA) 1 homogenatow tkanek uzytych do wczesniejszych testow
BDNF ELISA, przechowywanych w temperaturze -18 °C. Probki zostaly rozmrozone, ponownie
zhomogenizowane i1 zwirowane 2 000 x g przez 10 min w temp. 4°C. Testy ELISA
przeprowadzono na supernatantach rozcienczonych 10- krotnie, zgodnie z instrukcja producenta.

Wszystkie probki badano w dwoch powtorzeniach.

RYCINA 6. Zestaw ChemiKine™ BDNF Sandwich ELISA stuzacy do detekcji ludzkiego i szczurzego BDNF

Analiza biatka

Stezenie biatka w badanych probkach oceniono za pomoca zmodyfikowanej metody Bradforda z
wykorzystaniem albumin surowicy bydlecej 1 Biospectrometru Eppendorf, Hamburg, Germany).
W TABELI 2 przedstawiono gotowe zestawy odczynnikéw do reakcji ELISA, zas w TABELI 3
przedstawiono roztwory wykorzystane do technik do ELISA.
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Wykaz odczynnikéw uzytych do reakcji ELISA

TABELA 2. Gotowe zestawy odczynnikéw do reakcji ELISA

Zestaw odczynnikow Zastosowanie Producent
ChemiKineTM BDNF Sandwich Merck Millipore, Billerica,
] Pomiar stezenia BDNF
ELISA Kit MA, USA
TrkB ELISA uzyto ptytek Rat ) o
] LifeSpan Biosciences Inc.,
NTRK2/TRKB Sandwich ELISA | Pomiar st¢zenia receptora TrkB
) Seattle, WA, USA
Kit
) ) ) Sigma-Aldrich, St.  Louis,
Bovine Serum Albumin (BSA) Sktadnik buforow
MO, USA
o Roche  Applied  Science,
Complete ULTRA Zestaw inhibitoréw proteaz )
Penzberg, Niemcy
Roche  Applied  Science,

PhosSTOP

Zestaw inhibitorow fosfataz

Penzberg, Niemcy

TABELA 3. Roztwory wykorzystane do technik do ELISA

Roztwor

Sktad

Roztwér do homogenizowania probek

tkankowych
oznaczenia BDNF i TrkB
(ELISA)

przeznaczonych do

2% BSA
1 M NaCl
2% Triton X-100

Sigma-Aldrich)

100 mM Tris-HCI, pH 7,0

157 pg/mL benzamidine hydrochloride
Heidelberg, Germany)

Inhibitory: Complete™ Protease Inhibitor Cocktail
200 puM phenylmethyl-sulphonyl fluoride (PMSF;

(Serva,

Odczynnik Bradforda A

(oznaczanie stezenia biatek)

100 ml 95% etanolu

200 ml 88% kwasu ortofosforowego
350 mg Serva Blue G

Roztwér roboczy Bradforda B

(oznaczanie stgzenia biatek)

425 ml dH,0
15 ml 95% etanolu

30 ml 88% kwasu ortofosforowego
30 ml Odczynnika Bradforda A
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Homogenizacja i frakcjonowanie materialu do oznaczen bialkowych

Probki tkankowe homogenizowano z uzyciem mechanicznego homogenizatora (IKA-
Werke GmbH, Staufen, Niemcy) (ZDJECIE 8) w 20 objetosciach buforu do ekstrakcji przez ok.
minute. Po okoto 30 minutach inkubacji probowek w lodzie, homogenaty wirowano (15 min,
4°C, 15000 x g). Supernatant postuzyt do oznaczenia zawartosci BDNF, TrkB i catkowitego
biatka.

ZDIJECIE 8. Mechaniczny homogenizator IKA-Werke GmbH, Staufen, Niemcy

Pomiar st¢zenia BDNF metoda ELISA

Stezenie BDNF w siatkdbwkach 1 w korze wzrokowej oznaczano z wykorzystaniem
dostgpnego komercyjnie zestawu ELISA, zgodnie z zaleceniami producenta. Oznaczenia
przeprowadzano w supernatantach, uzyskanych w dniu ekstrakcji. Przygotowano krzywa
standardowg w zakresie stezeh BDNF 500 — 7,81 pg/ml. W celu dobrania wiasciwego
rozcienczenia prob wykonano pomiar w dwdch powtorzeniach kazdego z trzech rozcienczen
probki. W doswiadczeniu gldéwnym pomiaru stezenia BDNF dokonywano przy rozcienczeniu

50x w dwdch powtdrzeniach.

Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie z uzyciem czytnika plytek Sunrise (Tecan
Trading AG, Mannedorf, Szwajcaria) przy dtugosci fali 450 nm. Na kazdej ptytce wykorzystanej
w eksperymencie znajdowat si¢ zestaw rozcienczen biatka standardowego do wyznaczenia
krzywych standardowych. Pomiar korygowany byt o warto$¢ absorbancji proby $lepej oraz o
warto$¢ absorbancji uzyskanej dla fali o dlugosci 570 nm, ktorej zrédtem jest material, z ktérego
wykonana jest plytka. Wyniki pomiaréw krzywej standardowej dla BDNF zostaly poddane

analizie regresji. Warto$¢ wspolczynnika determinacji R? — jednej z miar jakosci dopasowania
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modelu do danych wynosita >0,99. Uzyskany podczas analizy regresji wspolczynnik x postuzyt

do odczytu zawartosci BDNF w probkach do§wiadczalnych.

Pomiar stezenia TrkB metoda ELISA

Stezenie TrkB w siatkowkach 1 w korze wzrokowej oznaczano z wykorzystaniem
dostepnego komercyjnie zestawu ELISA, zgodnie z zaleceniami producenta. Oznaczenia
przeprowadzano w supernatantach, uzyskanych do oznaczenia BDNF w dniu ekstrakcji lub w
kilka dni pozniej. Przygotowano krzywg standardowa w zakresie stezen TrkB 6000 — 94 pg/ml.
W celu dobrania wlasciwego rozcienczenia préb wykonano pomiar w dwodch powtdrzeniach
kazdego z trzech rozcienczen probki. W do$wiadczeniu gtéwnym pomiaru stgzenia TrkB

dokonywano przy rozcienczeniu 10x w dwoch powtorzeniach.

Absorbancje mierzono analogicznie jak w oznaczeniu BDNF. Wyniki pomiarow krzywej
standardowej dla TrkB zostaly poddane zalecanej przez producenta analizie: Non-linear Curve

Models: 4-Parameter Logistic (4PL) przez program on line (https://www.mycurvefit.com/).

Wartos¢ wspoétczynnika determinacji R? wynosita >0,99. Uzyskane podczas analizy regresji

wspotczynnik x postuzyt do odczytu zawartosci TrkB w probkach doswiadczalnych.

Oznaczanie st¢zenia calkowitego bialka metoda Bradford

Stezenie catkowitego biatka w supernatantach homogenatow tkankowych oznaczano
metoda Bradford. Oznaczenie przeprowadzano w kuwetach. Pomiar biatka wykonano postepujac

wedtug protokotu:

Przygotowano wodne roztwory BSA (w stezeniach: 1,25; 2,5; 5; 10 1 20pug/ml) do wyznaczenia

krzywej standardowe;j.
Przygotowano dwa rozcienczenia probek do§wiadczalnych w wodzie (50x 1 200x).
Do dwoch probowek pobierano po 100 pl rozcienczonych prob.

Do kazdej probowki dodawano po 1 ml roztworu roboczego Bradforda.
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Po uptywie 5 minut, spektrofotometrycznie mierzono absorbancj¢ prob, przy dhugosci fali 595
nm, z uzyciem czytnika Spektrofotometr BioPhotometer Typ 6131 (cat no 6135000009;
Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

Przygotowano krzywe standardowe i1 obliczono wspotczynnik regresji w celu okreslenia
liniowosci krzywej. Wyniki pomiarow probek doswiadczalnych porownywano z wartosciami z

krzywej standardowej i uwzgledniajac rozcienczenie prob obliczano catkowitg zawartos$¢ biatka.
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4. WYNIKI

Analiza statystyczna

Wyniki poziomu biatlek BDNF i TrkB przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej z
pomiarow uzyskanych dla poszczegdlnych zwierzat w grupie. Poziom BDNF u zwierzat
kontrolnych byl wykrywany osobno dla lewej i prawej siatkowki oraz kory wzrokowej a

nastepnie usredniany, poziom TrkB byt oceniany jednostronnie.

Zbadano czy dane spelniajg zatozenia testu ANOVA. Wykorzystano test Shapiro-Wilka do
zweryfikowania normalnosci dystrybucji danych we wszystkich grupach i test Levena oraz

Bartletta w celu zbadania jednorodno$ci wariancji grup.

Poniewaz jednorodno$¢ wariancji nie byla rowna w niektorych grupach eksperymentalnych, do
porownania pozioméw biatka BDNF i1 TrkB w siatkdwce 1 korze wzrokowej zastosowano
jednoczynnikowa analiz¢ ANOVA Welch’a, a nastgpnie test post-hoc Games-Howell’a. Do
analizy danych uzyto oprogramowania STATISTICA 13.1 (StatSoft. Inc. Tulsa, OK, USA) i

oprogramowania R.

Do porownania liczby komorek zwojowych w siatkowkach zastosowano dwuczynnikowsa

ANOVA z powtarzanymi pomiarami, a nast¢pnie test wielokrotnych porownan Sidaka.

W celu porowniania wartosci IOP zmianiajacych si¢ w czasie, zastosowano t-test dla zmiennych

zaleznych.

Ocena modelu jaskry

Model jaskry przedbeleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych powoduje

natychmiastowy wzrost ciSnienia wewnatrzgalkowego trwajacy kilka tygodni

Model jaskry eksperymentalnej u szczura opisany przez Sme¢dowskiego 1 wsp. zostat z
sukcesem zastosowany w niniejszej pracy. Wartosci IOP w lewym oku kontrolnym oraz prawym

oku, w ktorym indukowano jaskre zostaty przedstawione na RYCINIE 7.
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RYCINA 7. Wykres przestawia wartosci cisnienia wewnatrzgatkowego (IOP) w czasie. Pomiary IOP
przeprowadzano od 1-go do 42-dnia po jednoocznej indukcji jaskry. W oku prawym dochodzito do istotnego
wzrostu I0P natychmiast po podaniu mikrogranulek do komory przedniej oka. IOP w oku lewym pozostato
niezmienione, utrzymujac wartosci IOP w zakresie podobnym do wartosci sprzed indukcji jaskry. Zaprezentowane
dane zostaty usrednione +/- SD z 8 szczurdéw (I grupa doswiadczalna z jaskrg) i 7 szczuréw (II grupa doswiadczalna

AAV2-BDNF + jaskra) * p<0.01, t-test dla zmiennych zaleznych

Rycina pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.

Wartosci IOP znaczaco rosty w chwili podawania mikrogranulek polistyrenowych do
oka. Gwaltowny, ponad 5-krotny wzrost ci$nienia wewnatrzgatkowego potwierdza, ze model
ten moze by¢ stosowany do badan nasladujacych model ostrego ataku jaskry (Smedowski A et
al., 2014). W trzecim dniu od indukcji jaskry obserwowano spadek 10P spowodowany gojeniem
rogowki po jej wczesniejszym naktuciu szklang kapilarg. Po pierwszym tygodniu od indukcji
jaskry IOP ponownie wzrastalo i pozostawalo wysokie, ponad 4- krotnie wyzsze niz w oku
kontrolnym 1 stopniowo obnizato si¢ pomi¢dzy drugim a pigtym tygodniem eksperymentu, by
powrdci¢ do wartosci prawidlowych w  6-tym tygodniu badania. Wartosci IOP byly
porownywalne zarowno w I jak 1 II grupie do§wiadczalnej (odpowiednio: grupa zwierzat z jaskra
1 grupa zwierzat z podanym BDNF 1 wywotang 3 tygodnie pdzniej jaskra). Wynik ten wskazuje,
ze podanie doszklistkowe wektoréw wirusowych nie zaburza mechanizméw zwigzanych z

przeplywem cieczy wodnistej w oku.
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Ocena patofizjologicznych zmian w siatkowce w przebiegu jaskry bez nadekspresji
BDNF oraz z nadekspresjg BDNF.

Tkanki siatkowki byty prawidlowo przygotowane do preparatyki, kazda z nich udalo si¢
w catosci wypreparowaé. Analizie poddano centralne i peryferyjne cze$ci siatkowek
(ZDJECIE 9).

Jaskra powodowata utratg liczby komorek zwojowych siatkowki zarowno w cze¢$ci centralnej jak

1 obwodowej siatkowki.

ZDIJECIE 9. Wplyw jaskry na liczbe RGC w centralnej czesci siatkowki. (A) cata siatkowka z
podziatem na czeg$¢ centralng i obwodowsa, (B) RGCs lewej siatkowki oka (C) RGCs prawej
siatkowki po indukcji jaskry, (D) RGCs prawej siatkowki po podaniu AAV-BDNF i pdzniejszej
indukcji jaskry. RGCs byty znakowane przeciwcialem anty-BRN3a.

Zdjecie pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.
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RYCINA 8. Wplyw jaskry i nadekspresji BDNF na liczbe komoérek zwojowych w centralnej i obwodowej czesci
siatkowek po 6 tygodniach od indukcji jaskry. Stupki w jasnych barwach oznaczaja lewe oko kontrolne; stupki w
ciemnych barwach odnosza si¢ do prawego oka z jaskra. Stupki biate oznaczaja zwierzeta natywne. Zaprezentowane
dane zostaty usrednione +/- SD z 8 szczurdéw (I grupa doswiadczalna z jaskrg) i 7 szczurdéw (I grupa doswiadczalna
AAV2-BDNF + jaskra) Dwuczynnikowa ANOVA z powtdrzeniem pomiardw, test post-hoc Sidaka; ***p< 0.001,
**p=0.01, *p=0.05.

Rycina pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.

Nadekspresja BDNF zmniejsza utrate komorek zwojowych w siatkowce oka w

przebiegu jaskry

W siatkdwkach zwierzat natywnych liczba komorek zwojowych wyniosta 1686 + 30 w
centrum siatkowek 1 1250 = 133 w czeSciach obwodowych ($rednia £ SD z 3 zwierzat;

5 siatkowek).

Po sze$ciu tygodniach od indukcji jaskry u zwierzat z 1 GRUPY DOSWIADCZALNE]J,
w siatkowce oka prawego w obszarze centrum dochodzilo do utraty komoérek zwojowych na
poziomie 31% w porownaniu do drugiego, nie poddanego procedurom oka u tego samego
zwierzecia (dwuczynnikowa ANOVA z powtorzeniem pomiardéw, test post-hoc Sidaka,
F(1,13) = 172.6, p < 0,001). Gestos¢ komérek zwojowych w mm? w oku prawym z indukowana
jaskra wyniosta 1071 + 137/ mm?% a w lewym oku towarzyszacym u tego samego zwierzecia

gestos¢ komorek zwojowych wyniosta 1556 + 145/ mm? ($rednia = SD).
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U zwierzat, u ktorych w oku z indukowang jaskrg wywotana zostata nadekspresja BDNF
(Il GRUPA DOSWIADCZALNA), réwniez dochodzito do spadku liczby komérek zwojowych
w obszarze centralnym siatkowki. Spadek ten byt jednak istotnie statystycznie nizszy niz w
grupie zwierzat bez nadeskpresji BDNF i ksztaltowat si¢ na poziomie ok. 15% (dwuczynnikowa
ANOVA z powtérzeniem pomiarow, test post-hoc Sidaka, p=0,001). Gestos¢ komorek
zwojowych w centrum siatkowki oka prawego z indukowang jaskra i nadekspresja BDNF
wyniosla 1267 + 60/ mm? za§ w oku lewym (towarzyszacym) gesto$¢ ta wyniosta
1500 + 49/mm?2 ($rednia = SD). Utrata komorek zwojowych w siatkdwkach z indukowang
jaskra, w ktorych wywotywano rowniez nadekspresj¢ BDNF, byla jednak znaczaco nizsza niz
w siatkowkach zwierzat z grupy z indukowang jaskra, lecz bez wzmocnienia ekspresji BDNF
(dwuczynnikowa ANOVA =z powtdrzeniem pomiardw, test post-hoc Sidaka, p=0,0038).
Znaczenie nadekspresji BDNF w oku z indukowang jaskra dla cze$ciowej ochrony komorek
zwojowych przed zanikiem w obszarze centrum siatkowki oka ujawnilo si¢ rowniez w istotnej
interakcji migdzy czynnikami, indukcja jaskry vs nadekspresja BDNF, w ksztaltowaniu liczby
komorek zwojowych (dwuczynnikowa ANOVA z powtdrzeniem pomiaréw, interakcja

p=0,0005).

W obszarze obwodowej czgséci siatkowki oka po szeSciu tygodniach od indukcji jaskry
nastgpowato zmniejszenie liczby komoérek zwojowych 0 29% w pordéwnaniu do drugiego, nie
poddanego procedurom oka u tego samego zwierzecia (dwuczynnikowa ANOVA z
powtorzeniem pomiardéw, test post-hoc Sidaka, F(1,12) = 67.9, p < 0,0001). Gestos¢ komorek
zwojowych mm? w prawym oku po indukcji jaskry wyniosta 758 + 124, zas w lewym oku
towarzyszacym 1060 + 124 ($rednia = SD).

Wywotanie nadekspresji BDNF w oku, w ktorym indukowano jaskre (I GRUPA
DOSWIADCZALNA), odwracato efekty jaskry i chronito przed utrata komorek zwojowych;
liczba komorek zwojowych w obszarze peryferii siatkobwki pozostawata praktycznie
niezmieniona w poréwnaniu do drugiego, nie poddanego procedurom oka u tego samego
zwierzecia (dwuczynnikowa ANOVA z powtorzeniem pomiardow, test post-hoc Sidaka,
p=0,038; liczba komoérek zwojowych w oku nie podanym procedurom wyniosta 912 + 37,
srednia = SD, vs liczba komorek zwojowych w oku z indukcjg jaskry i nadekspresjg BDNF
wyniosta 968 +77, $rednia + SD).

W tym kontek$cie warto rowniez podkresli¢, ze liczba komorek zwojowych w

siatkobwkach oczu nie poddanych procedurom nie réznita si¢ pomigdzy obiema grupami

str. 80



do$wiadczalnymi zwierzat. Roznica miedzy liczbg komoérek zwojowych w siatkdéwkach z
indukowang jaskra vs. w siatkowkach z indukowang jaskra i nadekspresja BDNF od drugiej
grupy zwierzat byla istotna statystycznie (dwuczynnikowa ANOVA z powtoérzeniem pomiarow,
test post-hoc Sidaka, p=0,0337). Analiza wykazala rowniez istotng interakcje miedzy dwoma
czynnikami, indukcja jaskry vs. nadekspresja BDNF, w ksztattowaniu liczby komorek
zwojowych w obszarze peryferii (dwuczynnikowa ANOVA z powtdrzeniem pomiarow,

interakcja p=0,0003).

Poziomy biatka BDNF i receptora TrkB w korze wzrokowej i siatkéwkach
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RYCINA 9. Poziomy stezen biateck BDNF (A) i TrkB (B) w siatkowce i korze wzrokowej szczur6w: natywna
kontrola (Naive), z jednostronng jaskra (Glaucoma) oraz po doszklistkowej iniekcji AAV2-BDNF 3 tygodnie przed
indukcjg jaskry (AAV2-BDNF + Glauc.). Stupki w jasnych barwach oznaczajg lewe oko kontrolne; stupki w
ciemnych barwach odnoszg si¢ do prawego oka z jaskra. Stupki biate oznaczaja zwierzeta natywne. **p<0.01,

*p< 0.05, “p=0.056.
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U szczurow z indukowang jaskrg, nadekspresja BDNF w siatkowce zwigksza poziomy

BDNF powyzej normalnych wartosci w obrebie siatkowki, ale nie w korze wzrokowe;j.

Po 6 tygodniach od indukcji jednostronnej jaskry przeprowadzono test ELISA celem
pomiaru poziomow biatka BDNF w siatkowkach (Ret) oraz korze wzrokowej (VCtx). Testy
ELISA przeprowadzono zarowno w 1 grupie zwierzat, ktorym nie podawano wektorow
wirusowych z BDNF, jak i w II grupie zwierzat- po wczesniejszym doszklistkowym podaniu

transgenow.

W szczuréw natywnych, zar6wno w siatkowkach jak i korze wzrokowej stgzenia BDNF miaty
wysokie wartosci w zakresie femtomolarnym i wynosity w probkach 1.11-1.50 ng/mg biatka w
siatkowkach [siatkowka lewa (L) + siatkowka prawa (R) érednia=1,29 +/- 0,1; n=9] oraz

0,93-1,34 ng/mg biatka w korze mézgowej [L+R $rednia=1,16 +/- 0,1; n=9] w probkach.

6 tygodni po indukcji jaskry w oku prawym, zaobserwowano obustronny spadek stezenia
BDNF w siatkdwkach u wszystkich poza jednym szczurem (n=6). St¢zenie BDNF wyniosto
srednio 70% w stosunku do wartosci uzyskanych od zwierzat natywnych (ANOVA, ANOVA z
korekcja Welsha F (4,28)=14.71, p=0.0001; Games-Howell post-hoc test; L-Ret p=0.003,
R-Ret p=0.138, vs szczury natywne) (RYCINA 9A). Poziomy BDNFu w siatkdéwkach oka
prawego i lewego byty silnie skorelowane (wspotczynnik korelacji Pearsona R=0.86, p=0.029)
wskazujac, ze dysfunkcja w oku jaskrowym nie jest dysfunkcja izolowang i wywotuje rowniez

zmiany w oku towarzyszacym.

Iniekcja doszlistkowa AAV2-BDNF skutkowata znaczacym, obustronnym wzrostem
poziomow stezen BDNF w siatkowkach (n=6). Stezenia te byly ponad dwukrotnie wyzsze niz u
zwierzat natywnych stanowigcych kontrolg (Games-Howell post-hoc test: L-Ret, p=0.056;
R-Ret, p=0.046) i trzykrotnie wyzsze niz u szczurdéw z indukowang jaskra, ktorym nie podawano
wektorow wirusowych z BDNF (I GRUPA DOSWIADCZALNA) (Games-Howell post-hoc test;
L-Ret, p=0.016; R-Ret, p=0.019 (RYCINA 9A). Ponownie, stezenia BDNF w siatkowkach oka
prawego i lewego byly ze soba skorelowane (wspotczynnik korelacji Pearsona R=0.76,
p=0.081), co sugeruje mozliwos$¢ transportu czynnika BDNF z oka prawego do lewego oka

towarzyszacego.

str. 82



Jednostronna jaskra prowadzila do niewielkiego obustronnego wzrostu BDNF w korze
mozgowej (o 15%, jednoczynnikowa ANOVA Welsch’a p=0.205). Iniekcja wektora
AAV2-BDNF nie miata istotnego statystycznie wptywu na wartosci stezen BDNF w korze

mozgowej.

Nadekspresja BDNF normalizuje poziomy receptora TrkB w siatkéowce, nie majgc
wplywu na poziom receptora TrkB w korze wzrokowej u szczurow z indukowang

jednostronnie jaskrg

Aby sprawdzi¢ czy zmiana wartosci stezen BDNF w siatkdwce prowadzi do zmian w
dostgpnosci receptora TrkB w siatkowkach oraz w korze wzrokowej, przeprowadzono testy

ELISA na TrkB u tych samych szczuréw.

W szczuréw natywnych, zar6wno w siatkdwkach jak i w korze wzrokowej st¢zenia
biatka TrkB zostaty okreslone w warto$ciach pikomolarnych i wynosily w probkach: 2.17-3.58
ng/mg biatka w siatkdwkach [siatkowka lewa (L) + siatkowka prawa (R) srednia = 2.92 +/- 0.56;
n=9] oraz 2.05-4.05 ng/mg biatka w korze moézgowej [L+R s$rednia = 3.26+/- 0.66; n=8] w
probkach.

RYCINA 9B pokazuje, ze 6 tygodni po indukcji jednostronnej jaskry, zaobserwowano
obustronny wzrost st¢zenia biatka TrkB w siatkdwkach wszystkich szczuréw (n=6). Stezenie to
byto ponad 4- krotnie wyzsze (12.38 +/-5.84 ng/mg biatka) po stronie oka z jaskra i 2- krotnie
wyzsze (6.70 +/- 1.87 ng/mg biatka) w siatkowkach oka towarzyszacego w poroéwnaniu z grupa
zwierzat natywnych (jednoczynnikowa ANOVA Welch’a, F(4,28) = 8.19, p=0.0018; Games-
Howell post-hoc test: R-Ret, p=0.052; L-Ret, p=0.019; L/R Ret p=0.272).

Poziomy biatka TrkB w siatkdbwkach oka prawego i lewego byly stabo skorelowane
(wspotczynnik korelacji Pearsona R = 0.30, p= 0.564) co wskazuje na mozliwo$¢ pojawiania si¢
procesow adaptacyjnych zwigkszajacych synteze/ utrzymanie TrkB w oku jaskrowym i

kontrolnym nieréwnolegle.

Doszklistkowa iniekcja AAV2-BDNF skutkowata obustronng normalizacjg poziomow
TrkB w siatkéwkach obu oczu (L: 3.21+/- 0.47 ng/mg biatka, R: 3.11+/- 0.69 ng/mg bialka;
Games-Howell posthoc test: N.S. vs szczury natywne, R-Ret, p=0.055, L-Ret, p=0.028 vs jaskra
bez AAV2-BDNF). Stezenia TrkB w siatkdwce oka lewego (L) 1 prawego (R) sa silnie
skorelowane (wspoOtczynnik korelacji Pearsona R=0.86, p=0.028) co wskazuje na silng

odpowiedz w warunkach zwiekszonej podazy BDNF.
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Aby okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy ekspresja TrkB a stezeniem BDNF, przeprowadzono
dalsza analize¢ Kkorelacji pozioméw BDNF i TrkB w obu grupach doswiadczalnych. Analiza
pokazala, ze istnieje negatywna korelacja pomiedzy zmiennymi R-Ret: r=-0.59, p=0.046;
L-Ret: r=-0.62, p=0.037, Spearman test), podczas gdy w grupie z podawanym AAV2-BDNF,
gdzie doszto do wzrostu stgzenia BDNF powyzej wartosci kontrolnych, korelacja ta jest

pozytywna (Right Ret: r=0.94, p=0.017; Left Ret: r=0.66, p=0.175).

Wynik ten pokazuje, ze w warunkach umiarkowanej nadekspresji BDNF w siatkdwce, nie

dochodzi do obnizenia ekspresji receptora TrkB, co moze mie¢ istotne znaczenie funkcjonalne.

W mozgowej korze wzrokowej nie zaobserwowano zmian w st¢zeniach receptora TrkB ani w
grupie z jednostronna jaskra (I GRUPA DOSWIADCZALNA), ani w grupie zwierzat, ktorym
przed indukcja jaskry podano AAV2- BDNF (Il GRUPA DOSWIADCZALNA) (RYCINA 9B).

str. 84



5. DYSKUSJA

Prezentowana praca zostata poswiecona zbadaniu mechanizmu rozwoju jaskry na drodze
zaburzonej podazy czynnika neurotroficznego BDNF dla komoérek zwojowych siatkowki.
Gléwnym celem pracy byla ocena zmian patofizjologicznych tj. ocena stopnia utraty komorek
zwojowych w oku z wywolang jaskrg oraz weryfikacja hipotezy o spadku stezenia BDNF w
siatkowce obu oczu oraz korze wzrokowej tozstronnej i przeciwstronnej. Niniejsze badania
mialy na celu réwniez przetestowanie efektu terapii genowej wywotujacej nadekspresje BDNF z
uzyciem podanego doszklistkowo konstruktu genowego AAV-BDNF. Chciano uzyskaé
odpowiedz na pytanie czy nadekspresja BDNF moze spowodowa¢ skuteczng ochrong komorek
zwojowych siatkdwki w zwierzecym modelu jaskry oraz mie¢ wptyw na zasobno$¢ siatkowek 1

kory wzrokowej w ten czynnik neurotroficzny oraz regulacj¢ poziomu receptora TrkB.

Walory szczurzego modelu jaskry przedbeleczkowej

Szczurzy model jaskry jest czesto wykorzystywany w badaniach eksperymentalnych.
Istniejg jednak istotne rdznice pomigdzy budowa oka szczurzego i ludzkiego, a widzenie nie
odgrywa istotnej roli w zyciu gryzoni. Jedna z tych roznic polega na braku blaszki sitowej nerwu
wzrokowego u szczura (Vecino E et al., 2011). Kolejna roéznica dotyczy zakresu mielinizacji
nerwu wzrokowego. U naczelnych ostonka mielinowa zaczyna si¢ zaraz za blaszka sitowa, zas$ u
szczurOw nerw wzrokowy pozostaje nieostonigty na odcinku 1-2 mm za twardéwka. Z drugiej
jednak strony, pomiedzy okiem gryzoni a okiem ludzkim wyst¢puje rowniez caly szereg
podobienstw w anatomii przedniego odcinka oka. Ponadto, podobny jest mechanizm cyrkulacji
cieczy wodnistej. Z tego powodu szczurzy model jaskry dobrze nasladuje mechanizm wzrostu
cisnienia wewnatrzgatkowego u ludzi I powstawanie zmian jaskrowych, dlatego jest szeroko

wykorzystywany w pracach badawczych.

Istnieje kilka roznych modeli jaskry u zwierzat. Mozna je podzieli¢ na trzy podgrupy w
zalezno$ci od mechanizmu prowadzacego do wzrostu ci$nienia wewnatrzgatkowego na (1)
przedbeleczkowe, (2) beleczkowe i (3) pozabeleczkowe (Vecino E et al., 2011). W modelach
jaskry przedbeleczkowej wykorzystuje si¢ iniekcje mikrogranulek (polistyrenowych lub
magnetycznych) do komory przedniej oka w celu zablokowania swobodnego przeptywu cieczy
wodnistej i wywotania wzrostu ci$nienia wewnatrzgatkowego. Modele jaskry beleczkowej

wykorzystujg zabiegi laserowej trabekuloplastyki, trudnej do wykonania u gryzoni z powodu
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matych rozmiaréw ich oczu. W modelach jaskry pozabeleczkowej wykonuje si¢ laserowa
koagulacje lub kauteryzacje zyl nadtwardowkowych lub iniekcje hipertonicznego roztworu soli
fizjologicznej do zyt nadtwardowkowych. W modelach pozabeczkowej jaskry uzyskuje sie
szybki, ale krotkotrwaty wzrost ci§nienia wewnatrzgatkowego. Model ten, cho¢ skuteczny, ma
sporo wad (Goldblum D et al., 2002). Uszkodzenia zyt indukowane laserem moga roéwniez
obejmowac¢ uszkodzenia nerwdéw rzeskowych, a zamknigcie zyl nadtwardoéwkowych czesto
prowadzi do miejscowych zmian niedokrwiennych w obrgbie rgbka rogowki oraz naczyniéwki,
zwigkszajac tym samym ryzyko rozwoju wtornej neowaskularyzacji. Zwierzgce modele jaskry
przedbeleczkowej i beleczkowej generujg mniejsze uszkodzenia tkanek oka i wierniej
odwzorowuja kliniczny przebieg jaskry. Bioragc pod uwagge zalety i wady wszystkich
opracowanych modeli jaskry eksperymentalnej, w niniejszej pracy zdecydowano si¢ na wybor

modelu jaskry przedbeleczkowej w uzyciem mikrogranulek polistyrenowych.

Jednostronny model jaskry, wykorzystany w niniejszej pracy, zostal zmodyfikowany i
opublikowany przez zespo6t badaczy z Uniwersytetu Medycznego w Katowicach pod kierunkiem
profesor Joanny Lewin- Kowalik (Smedowski A. et al., 2014). Model jaskry z wykorzystaniem
polistyrenowych mikrogranulek po raz pierwszy zostal opisany przez Urcola 1 wsp. w 2006 roku

(Urcola JH et al., 2006).

Procedura indukcji jaskry ta metoda wymaga szybkiego podania zawiesiny granulek
polistyrenowych wraz z wiskoelastykiem. Szybkie podanie zapewnia lepsza dystrybucje
granulek w obrgb beleczkowania i skuteczniejsza blokade kata przesgczania, niz ma to miejsce
przy powolnym podaniu, gdy zawiesina granulek gromadzi si¢ w centrum komory przedniej oka.
Szklana kapilara powinna by¢ wprowadzona do komory przedniej pod katem ok. 45 stopni; zbyt
maly kat jej wprowadzenia zwigksza ryzyko srodrogdwkowego podania zawiesiny. Z kolei przy
zbyt stromym podaniu ro$nie ryzyko uszkodzenia soczewki. Sposrod 35 zwierzat, u ktérych
wykonywane byty doszklistkowe podania granulek z wiskoelastykiem, poprawng iniekcje udato

si¢ osiggnac u 27 zwierzat i tylko te zwierzeta wiaczono do dalszych procedur doswiadczalnych.

Charakterystyka zmian jaskrowych

Zalozony na podstawie dostepnych danych (Urcola JH et al., 2006, Smedowski A et al.,
2014) czas 6 tygodni od wywolania podwyzszonego IOP za pomocg granulek polistyrenowych

okazal si¢ by¢ wystarczajacym okresem dla wyksztalcenia zmian charakteryzujacych jaskre.
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W grupie zwierzat, u ktérych jednoocznie wywolywany byt wzrost IOP, w dniu indukcji jaskry
(t]. podania do komory przedniej oka granulek polistyrenowych) nastgpowal nagly wzrost jego
wartosci. Ten wlasnie poziom IOP stanowil jego warto$¢ szczytowg - w kolejnych dniach
stopniowo spadatl az do osiggnigcia po okoto 5-6 tygodniach wartosci na poziomie kontrolnym.
Ten szybki, cho¢ przejsciowy, wzrost IOP skutkowat zmianami wystgpujacymi w siatkdwce na
poziomie komorkowym (ubytek komorek zwojowych) i molekularnym (obnizenie poziomu
neurotrofiny BDNF). Zmiany jakie zaobserwowano u badanych zwierzat nalezy sklasyfikowaé
raczej jako ostra neuropati¢ nerwu wzrokowego 1 ostrg retinopati¢ niz przewlekte uszkodzenie
jaskrowe, ktore zwykle rozwija si¢ powoli, niepostrzezenie przez wiele lat trwania choroby.
Niezaleznie jednak od dynamiki zmian ci$nienia wewnatrzgatkowego, to wtasnie jego wzrost
jest podstawowym mechanizmem prowadzacym do zmian w obrgbie komorek zwojowych i

nerwu WZI’OkOWGgO.

Przewlekly wzrost IOP w jaskrze u ludzi prowokuje do rozwoju istotnych,
nieodwracalnych uszkodzen nerwu wzrokowego. Sredni czas jaki musi uptyna¢, aby nieleczona
jaskra przeszta z fazy wczesnej do zaawansowanej, zalezy od wartoSci ci$nien
wewnatrzgatkowych. Dla wartosci w zakresie 21-25 mmHg to okoto 14 lat, dla wartosci w
zakresie 25- 30 mmHg- 6,5 roku, a powyzej 30 mmHg- jedynie 3 lata (Jay JL et al., 1993,
Hyman L et al, 2010). Krotki czas zycia gryzoni, wykorzystywanych do badan
eksperymentalnych nad jaskra nie daje mozliwosci tak dlugiego okresu obserwacji. Dlatego tak
istotne jest wywolanie wstgpnie wysokiego ci$nienia wewnatrzgatkowego, ktore - pomimo
pOzniejszego spadku, jest wystarczajace, aby wywota¢ degeneracj¢ nerwu wzrokowego

(Smedowski A et al., 2014).

Jaskra wplywa na poziom BDNF i receptora TrkB w siatkowce, ale nie w korze wzrokowej

Jak pokazaly wyniki niniejszej pracy, spadek stezenia BDNF prowadzit do istotnego
wzrostu stezenia receptora TrkB prawdopodobnie w mechanizmie sprzezenia zwrotnego.
Natomiast nadekspresja BDNF skutkowata obnizeniem ekspresji receptora TrkB. Wyniki te sa
tozsame z wynikami innych autoréw (Pease et al. 2000; Quigley et al. 2000), gdzie wykazano
zaburzenia w transporcie wstecznym mozgowego czynnika neurotroficznego (BDNF) i
akumulacje receptora TrkB u szczurdw z wywotlang jaskra. A zatem neuroprotekcyjny wplyw
BDNF moze by¢ limitowany poprzez mechanizm sprz¢zenia zwrotnego pomig¢dzy liczba

syntetyzowanych receptorow a dostepnoscig BDNF.
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Uszkodzenie komorki zwojowej siatkowki wywotuje gleboki wplyw na odlegle, zalezne
komorki neuronalne w obrebie catej drogi wzrokowej w o$rodkowym uktadzie nerwowym.
Liczne badania neuropatologiczne pokazaly rowniez, ze do podobnych zmian w postaci
obkurczania si¢ i utraty komorek neuronalnych dochodzi w obrebie wzgorka czworaczego
gornego, wszystkich warstw ciata kolankowatego bocznego oraz kory wzrokowej (Gupta N et
al., 2007). W badaniach z wykorzystaniem jednostronnej jaskry u zwierzat przeprowadzonych
przez Gupta i wsp. zaobserwowano zmiany degeneracyjne w  warstwach
olbrzymiokomoérkowych (ang. magnocellular layer), drobnokomoérkowych (ang. parvocellular
layer) i szlaku komoérek K (ang. koniocellular layer) LGN. Rozleglos¢ tych zmian korelowata z
ciezkoscig jaskrowych uszkodzen nerwu wzrokowego, ale szlak olbrzymiokomoérkowy byt
najbardziej podatny na uszkodzenia w przebiegu zmian jaskrowych. Rozwoj procesOw
degeneracyjnych opisywano rowniez w obrebie kory wzrokowej zwierzat naczelnych w jaskra
(Yicel YH etal.,, 2003). W niniejszej pracy analizie zostala rowniez poddana méozgowa kora
wzrokowa. Nie znalaziono w literaturze publikacji, w ktorych omowione zostalyby zagadnienia
zwigzane ze stezeniem BDNF oraz receptora TrkB w korze moézgowej zwierzat z indukowang
jaskra. Wyniki testow ELISA wykazaty, ze w grupie zwierzat z jednostronnie indukowang jaskra
dochodzi do bardzo niewielkiego, ok. 15% obustronnego wzrostu BDNF w korze mézgowej, zas
nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF normalizowata
poziomy receptora TrkB w siatkdwce, nie majac wptywu na poziom receptora TrkB w korze
wzrokowej u szczurow z indukowang jednostronnie jaskrg. Jak pokazaty wyniki niniejszego
badania, degeneracja komorek zwojowych nie stanowita wystarczajacego bodzca do
spowodowania wykrywalnych testami zmian w stezeniu BDNF 1 receptora TrkB w korze
wzrokowej. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze analiza poszczegélnych pol kory wzrokowej

moglaby potwierdzi¢ wystapienie bardziej lokalnych zmian.

Nalezy zwroéci¢ szczegdlng uwage na zaskakujacy wynik obustronnego spadku BDNF w
siatkdéwkach po jednostronnej indukcji jaskry oraz na obustronny jego wzrost przy jednostronne;j
podazy doszklistkowej wektora wirusowego z transgenem. Poziomy BDNFu w siatkdwkach oka
prawego i lewego sg silnie skorelowane, co moze sugerowac, ze dysfunkcja w oku jaskrowym
nie jest dysfunkcjg izolowang 1 wywotluje rowniez zmiany w oku towarzyszacym, w ktdrym nie
indukowano jaskry. Jak mozna ttumczy¢ ten fenomen? W opublikowanej w 2019 r przez Lucas-
Ruiz F 1 wsp. pracy, badacze opisujg, ze jednostronna axotomia nerwu wzrokowego U myszy
powodowata obustronny spadek ekspresji specyficznych genow dla RGCs co wywotywato utrate

komorek zwojowych siatkowki réwniez w oku towarzyszacym. Probujac wyjasni¢ ten fenomen,
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badacze wzigli pod uwage mozliwos¢ wystapienia odpowiedzi bezposredniej na Smieré komorek
zwojowych, aktywacje neurotoksycznej odpowiedzi zapalnej oraz propagowanie aktywacji
mikrogleju w siatkowce po stronie uszkodzenia poprzez skrzyzowanie czesci aksonow komorek
zwojowych wzrokowych, w kierunku oka towarzyszacego. Okazuje sie, ze jednostronne
uszkodzenie nerwu wzrokowego moze indukowa¢ odpowiedz zapalng i aktywacj¢ mikrogleju w
siatkowce oka towarzyszacego (praca przegladowa Ramirez JM et al., 2015). Siatkowka jest
odzywiana przez fenestrowane naczynia naczynidwki, posiada rowniez sie¢ wlasnego
unaczynienia wewngtrznego. Komorki endotelialne naczyn krwionos$nych siatkéwki zapewniaja
Scistg barier¢ krew-siatkowka, bedaca kluczowym czynnikiem pozwalajacym na utrzymanie
prawidtowej funkcji 1 struktury siatkowki. Przerwanie bariery krew-siatkowka jest
patologicznym objawem wielu naczyniowych choroéb okulistycznych, ktoérych rozwdj grozi
utratg widzenia, np. w retinopatii cukrzycowej, wysiekowym zwyrodnieniu plamki zwigzanym z
wiekiem i retinopatii wczesniaczej (Runkle E et al., 2011). By¢ moze przerwanie tej bariery w
mechanizmie naglego wzrostu ci$nienie wewnatrzgatkowego lub urazu chirurgicznego
indukowanego podczas procedury wywotywania jaskry, moze rowniez modyfikowaé
mikrosrodowisko komodrek zwojowych, co moze mie¢ wpltyw na transfer nadprodukowanego

czynnika BDNF do oka towarzyszacego.

Nadekspresja BDNF wplywa na przeiywalnosc¢ neuronow w przebiegu jaskry.

W celu sprawdzenia czy zwigkszenie podazy BDNF dla komorek zwojowych siatkowki
moze mie¢ znaczenie dla przetrwania tych komorek w warunkach patofizjologii jaskry, do gatki
oczne] wprowadzona zostata sekwencja gendéw kodujacych biatko BDNF. Nosnikiem tej
sekwencji do komorek byly wektory stworzone na bazie wiruséw zwigzanych z adenowirusem.
Najpowazniejszym ograniczeniem zwigzanym ze stosowaniem wektorow AAV jest dlugi czas
do osiagnigcia stabilnej ekspresji egzogennej sekwencji (Fisher KJ, et al., 1996, Ziemlinska E, et
al., 2014). Z tego powodu podjeto decyzj¢ o iniekcji doszklistkowej AAV-BDNF na 3 tygodnie
przed indukcja jaskry, aby przed indukcja jaskry zapewni¢ nadekspresje BDNF w obrebie
siatkowki. Taka strategia postgpowania wynika z braku szczegdélowych danych na temat
dynamiki $miertelnosci komoérek zwojowych siatkowki w wyniku naglego, radykalnego wzrostu
IOP. W razie, gdyby $mieré¢ wigkszosci komorek nastepowata krotko po wywotaniu
podwyzszonego IOP (wtedy, gdy IOP osigga najwickszg warto$¢), podanic AAV-BDNF w tym

lub pdzniejszym czasie mogloby udaremni¢ zaobserwowanie pozytywnego wptywu nadekspresji
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BDNF na przezywalno$¢ tych komorek. Podanie wektorow wirusowych z sekwencja kodujaca
BDNF przed wywotaniem jaskry jest oczywiscie swoistym dzialaniem o typie ,,pretreatment”,
ktore w leczeniu klinicznym nie znajdzie swojego zastosowania. Jednak nalezy wzig¢ pod uwage
fakt, ze praca ta ma charakter pracy badawczej, a nie aplikacyjnej przygotowujacej do badania

klinicznego z udzialem chorych na jaskre.

Jak pokazuja wyniki niniejszego badania, jednostronna indukcja jaskry spowodowata
utrate ok. 30% komorek zwojowych siatkowki w centrum i 29% utrate komorek zwojowych
siatkowki na obwodzie. Wynik ten jest zbiezny z obserwacjami innych badaczy. Smedowski
(Smedowski A et al., 2014) pisze o 28% utracie liczby aksondw nerwu wzrokowego po 6 tyg od
indukcji jaskry, a Facarrotta (Ficarrotta K et al., 2020) o utracie 38 + 4% komorek zwojowych
catej siatkowki, znakowanych przeciwcialem anty- BRN3a po 9 tygodniach indukcji wysokiego
IOP.

Zaobserwowany w niniejszym badaniu pozytywny wptyw nadekspresji BDNF na
przezycie komorek zwojowych siatkowki w warunkach indukowanej jaskry koresponduje z
wynikami pracy Martina K i wsp. opublikowanej w 2003 roku, w ktérej pokazano, ze
nadekspresja BDNF pozwala ograniczy¢ nastepujacy w wyniku podwyzszonego IOP zanik

aksonow komorek zwojowych, ktére tworzg nerw wzrokowy.

Chcialabym przyblizy¢ wyniki tego niezwykle ciekawego badania Martina K i wsp. z
2003 roku. Badacze podzielili 93 zwierzeta doswiadczalne na 3 grupy. W pierwszej grupie
(n=30) zwierz¢tom podawano jednoocznie sol fizjologiczng. W drugiej grupie (n=30) podawano
konstrukt AAV-BDNF-WPRE, za$ trzeciej grupie zwierzat (n=33) podawano doszklistkowo
AAV-GFP-WPRE. Dwa tygodnie pdzniej, w tym samym oku wywolywano jaskr¢ za pomoca
lasera aplikowanego na beleczkowanie w kacie przesaczania (model jaskry beleczkowej). Po
uptywie kolejnych 4 tygodni zwierzeta byly u$miercane, preparowano siatkowki i barwiono
RGCs celem oceny ich przezycia. Ekspresje transgendéw oceniano za pomoca badan
immunohistochemicznych, analizy Western blot oraz bezposredniej wizualizacji ekspresji biatka
GFP w mikroskopie. Utrata aksonow w grupie pierwszej (podanie soli fizjologicznej) wyniosta
52,3% + 27,1%; 52,3% + 24,2% w grupie zwierzat, ktorym podano AAV-GFP-WPRE i tylko
32,2% + 23,0% w grupie zwierzat, ktére otrzymaly doszklisktowo AAV-BDNF-WRPE.
Rowniez analiza Western blot dla BDNF wskazata na istotny wzrost ekspresji BDNF w grupie
zwierzat, ktore otrzymaty AAV-BDNF-WPRE w poréwnaniu do dwu pozostatych grup zwierzat

doswiadczalnych. Na podstawie otrzymanych przez badaczy wynikéw nalezy uznac,
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ze nadekspresja genu dla BDNF zadziatata ochronnie na komorki zwojowe siatkdwki w
zwierzecym modelu jaskry, cho¢ dziatanie to moze by¢ ograniczone przez mechanizm spadku

ekspresji receptora TrkB.

Wynik ten jest zbiezny z wynikami niniejszego badania. Nadekspresja BDNF po
doszklistkowym podaniu wektora AAV-BDNF u zwierzat z indukowang jaskrg, spowodowata
obustronny, ponad dwukrotny wzrost stgzenia BDNF w siatkéwce, co przelozylo sie na znacznie
mniejszg, bo jedynie 15% utrate komorek zwojowych siatkowki w centrum i pozwolito na

zahamowanie procesoéw utraty komorek zwojowych znajdujacych si¢ na obwodzie siatkowki.

Nadekspresja BDNF wplywa na receptywnosé komorek siatkowki na neurotrofiny.

Efekt terapeutyczny suplementacji samego BDNF moze by¢ ograniczony czasowo.
Wynika to z istnienia mechanizmu sprzezenia zwrotnego pomi¢edzy BDNF a receptorem dla tej
neurotrofiny. Suplementacja BDNF powoduje spadek ekspresji receptora TrkB. Dzieje si¢ tak w
wielu chorobach neurologicznych, rowniez w jaskrze, co moze znacznie ograniczy¢ efekt

terapeutyczny nadekspresji BDNF (Sommerfeld M et al., 2000, Osborne A et al., 2018).

Zapewne wyniki badan, wskazujace na ograniczenie neuroprotekcyjnego dziatania BDNF
z powodu spadku ekspresji receptora TrkB, miaty wptyw na konstrukcje projektu badawczego
przeprowadzonego przez Osborne A i wsp. Badacze w 2018 r opublikowali niezwykle ciekawe
doswiadczenia, do przeprowadzenia ktorych uzyli nowatorskiego konstruktu wirusowego
AAV2-TrkB-2A-mBDNF. Zwigkszal on nie tylko ekspresjc BDNF, ale roéwniez stezenie
receptora TrkB. Badacze uwazali, ze taka koncepcja konstruktu genowego, pozwoli na
uniknigcie obnizenia st¢zenia receptora TrkB, obserwowanego podczas nadekspresji BDNF we
wczesniej przeprowadzonych badaniach. Badacze oceniali neuroprotekcyjng skuteczno$¢
AAV2-TrkB-2A-mBDNF na mysim modelu ostrej neuropatii nerwu wzrokowego, polegajacym
na jego zmiazdzeniu (n=165), a nastepnie sprawdzali koncepcje neuroprotekcji na szczurzym
modelu jaskry beleczkowej z uzyciem lasera aplikowanego na trabekulum (n=30). 3 tygodnie
przed uszkodzeniem nerwu wzrokowego lub indukcja jaskry, zwierzeta otrzymywatly
doszklistkowo do jednego oka konstrukt AAV2 TrkB-2A-mBDNF. Oko towarzyszgce nie bylo
poddawane zadnym procedurom. Kontrole stanowily oczy nieleczone oraz te, ktérym
doszklistkowo podawano wektor AAV2-CAG-GFP. Drziatanie nowatorskiego konstruktu

wirusowego oceniano w réznych punktach czasowych (po 1, 3, 6, 12 i 24 tygodniach) od
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doszklistkowej iniekcji, oceniajac ekspresje transgenu zarowno dla TrkB jak i BDNF. 3 tygodnie
po iniekcji wektora uzyskano wysoka ekspresj¢ zarowno TrkB jak i BDNF w warstwie komorek
zwojowych siatkowki. Testy Western blot z uzyciem homogenatow mysich siatkowek wskazaty
na 3-krotnie wyzsza immunoreaktywnos¢ receptora TrkB u myszy z podanym wektorem AAV2-
TrkB-2A-mBDNF niz w kontroli. Doszklistkowa iniekcja AAV2-TrkB-2A-mBDNF réwniez
spowodowata sprawniejszy transport BDNF wzdtuz aksondéw nerwu wzrokowego, podczas gdy
receptor TrkB lokalizowat si¢ na powierzchni siatkowki. Ekspresja transgendéw dla TrkB i BDNF
byta oceniana w regularnych odstepach czasowych do konca 6 miesigca od doszklistkowej
iniekcji konstruktu. Okazato sig, ze ekspresja TrkB pozostaje caly czas na wysokim poziomie, tj
3-4 krotnie wyzszym niz w grupie kontrolnej, CO jest wysoce zbiezne z wynikami niniejszego
doswiadczenia. Wysoki poziom ekspresji transgenu dla BDNF uzyskano juz po pierwszym
tygodniu od iniekcji AAV2-TrkB-2A-mBDNF i pozostawal on wysoki az do 24 tygodnia.
Na postawie uzyskanych wynikéw, badacze wysnuli wniosek, ze stabilna, dlugoczasowa
ekspresja obu transgenow, skutkuje lepsza ochrong komoérek zwojowych zaréwno u myszy jak 1
szczurdw. Przeprowadzone badania immunohistochemiczne oraz elektrofizjologiczne
wykluczyly wystapienie dziatan niepozadanych nowatorskiego konstruktu wirusowego. A zatem
wnioski badaczy sg spojne z hipoteza innych naukowcow (Pease ME et al., 2000; Quigley HA et
al., 2000) oraz wynikami niniejszego badania, ktora zaktada, ze nadekspresja BDNF w obrebie
siatkowki moze kompensowa¢ zaburzenia we wstecznym transporcie BDNF z mézgu do oka,

ktory wystepuje w modelu jaskry eksperymentalne;.

str. 92



6. WNIOSKI

Celem niniejszej pracy byta ocena neuroprotekcyjnej skutecznosci klasycznego transgenu
AAV-BDNF, pomiar stezenia BDNF i TrkB w siatkowkach zwierzat poddanych procedurom
zabiegowym 1 poroéwnanie tych wynikdw do danych uzyskanych w oku towarzyszacym oraz
oczach zwierzat natywnych. Aby oceni¢ wptyw jaskry i zastosowanego leczenia na wyzszych
pietrach ukladu wzrokowego, pomiaru stezenia obu biatek dokonywano rowniez w korze

wzrokowej.

Wyniki tej pracy potwierdzity wczesniejsza tez¢ propagowang przez innych autorow,
ze nadekspresja BDNF stanowi skuteczng ochron¢ komorek zwojowych siatkoéwki w
zwierzecym modelu jaskry. Zastosowanie wektorow wirusowych kodujacych biatko BDNF
pozwolito na zwigkszenie zasobnos$ci siatkowek w ten czynnik neurotroficzny oraz regulacje
poziomu receptora TrkB, ktory odgrywa kluczowa rolg w ekspresji efektu neuroprotekcyjnego
BDNF. W niniejszym badaniu wykazano, ze jednostronna jaskra prowadzi do obustronnego
spadku stezenia BDNF w siatkowkach i 4- krotnego wzrostu poziomu receptora TrkB.
Podwyzszony poziom TrkB nie kompensowat spadku BDNF, co skutkowalo istotnym spadkiem

ilosci komoérek zwojowych siatkowki po 6 tygodniach jaskry.

Wykazano rowniez, ze dlugotrwatla, umiarkowana nadekspresja BDNF w oczach z jaskra
normalizuje poziomy TrkB i dziala neuroprotekcyjnie zarowno na centralne jak i obwodowe
komorki zwojowe siatkowki. W zZadnej z grup zwierzat doswiadczalnych nie zauwazono

istotnych statystycznie zmian w st¢zeniu BDNF i TrkB w korze wzrokowe;j.
Whioski z przeprowadzonych doswiadczen:

1. Model jaskry beleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych powoduje
natychmiastowy wzrost ci$nienia wewnatrzgatkowego trwajacy kilka tygodni.

2. Jednostronna indukcja jaskry powoduje utrate komorek zwojowych siatkowki w centrum
I na obwodzie.

3. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny spadek st¢zenia BDNF w
siatkowkach i1 niewielki obustronny wzrost BDNF w korze mézgowe;.

4. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny wzrost stezenia biatka TrkB w
siatkowkach wszystkich szczurdw. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze po stronie oka z
jaskrg 1 2- krotnie wyzsze w siatkdwkach oka towarzyszacego w poroOwnaniu z grupg

zwierzat natywnych.
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5. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowana jaskra, powoduje znacznie mniejszg utrate komorek zwojowych siatkdwki w
centrum i pozwala na zahamowanie utraty komoérek zwojowych znajdujacych si¢ na
obwodzie siatkowki.

6. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowang jaskra, obustronnie zwigksza poziomy BDNF powyzej normalnych wartosci
w obrebie siatkowki, ale nie w korze wzrokowe;j.

7. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF normalizuje
poziomy receptora TrkB w siatkowce, nie majac wptywu na poziom receptora TrkB w
korze wzrokowej u szczuréw z indukowang jednostronnie jaskra.

8. W warunkach umiarkowanej nadekspresji BDNF w siatkowce, nie dochodzi do obnizenia
stezenia receptora TrkB.

9. Dysfunkcja w oku jaskrowym nie jest dysfunkcjg izolowang i wywoluje réwniez zmiany
w oku towarzyszacym, w ktorym nie indukowano jaskry. Jednostronna indukcja jaskry
powoduje zmiany w ilo$ci komoérek zwojowych oraz stezeniach BDNF 1 TrkB w oku
towarzyszacym, nie poddanym procedurom zabiegowym.

10. Pojedyncze, doszklistkowe podanie transgenu AAV-BDNF wydaje si¢ by¢ skuteczng

metoda neuroprotekcji komorek zwojowych siatkowki.

W ciggu ostatniej dekady, dokonat si¢ ogromny postep w zakresie terapii genowych i
terapii bazujacych na komorkach macierzystych, dajac nadziej¢ na stworzenie skutecznych
metod leczenia réznych chordb okulistycznych, w tym wrodzonych degeneracji siatkowki,
AMD, cukrzycy. Wektory zmodyfikowanych wirusow zwigzanych z adenowirusami (AAV)
okazaty si¢ by¢ bezpiecznym i skutecznym narze¢dziem stuzacym do dostarczania gendéw do
wybranych komorek siatkowki. Nie istniejg proste rozwigzania pozwalajace przezwyciezy¢
Wyzwania zwigzane z tworzeniem skutecznej terapii neuroprotekcyjnej w jaskrze. Im wieksza
bedzie nasza wiedza dotyczaca patomechanizméw tej choroby, im bardziej innowacyjne beda
badania kliniczne oraz niestandardowe projekty badawcze, tym wigksza szansa na stworzenie

nowoczesnej i skutecznej terapii jaskry.

Dalszy rozwdj strategii zwigzanych z terapiami genowymi oraz neurotrofinami moze
stanowi¢ nowa, skuteczna opcj¢ leczenia uzupetniajacego dla pacjentow z jaskra. Mam nadzieje,
ze niniejsze badanie przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmoéw patofizjologicznych
wystepujacych u pacjentow z jaskra. Poznanie i zrozumienie tych mechanizméw moze okazaé

si¢ kluczowe w prewencji nieodwracalnej utraty widzenia z powodu jaskry.
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8. SPIS ZDJEC

ZDIJECIE 1. Polistyrenowe granulki o $rednicy 10,0 i 6,0 um, w kolorze niebieskim i biatym.

ZDIJECIE 2. Ilustracja etapéw zabiegu dogatkowego wprowadzania granulek. Szklana kapilara
wypelniona zawiesing wiskoelastyku i polistyrenowych granulek o zottym zabarwieniu (A).

Przednia komora oka szczura w cato$ci wypetniona polistyrenowymi granulkami (B)
ZDIJECIE 3. Mikroskop konfokalny z wirujagcym dyskiem- Zeiss Spinning Disc

ZDIJECIE 4. Ekspresja eGFP w siatkdwce po 21 dniach od pojedynczej iniekcji doszklistkowej
wektora pAAV2-CMV-eGFP. Wyniki badania pilotazowego z zastosowaniem 2 pl wektora
transdukcyjnego (miano 10 GC/ml). Fotografia po lewej: ogélny rozklad transfekowanych
komoérek 1 wiokien (zielona fluorescencja) w wypreparowane]j siatkdwce. Podluzne profile
ulozone promieniscie oznaczaja naczynia krwionosne (nieoznaczone). Zdjgcie po prawej z

wstawka: pole z wyznakowanymi komoérkami i wtoknami w powiekszeniu.
ZDJECIE 5. Wektory wirusowe zamrozone w temp -80°C
ZDJECIE 6. Strzykawka i igta Hamiltonowka o objetosci 10 pl

ZDJECIE 7. Szczurzy mézg przed usunigciem kory wzrokowej (A) 1 po usunigciu prawej i lewej

kory wzrokowej (strzatki) (B)
ZDJECIE 8. Mechaniczny homogenizator IKA-Werke GmbH, Staufen, Niemcy

ZDIJECIE 9. Wplyw jaskry na liczbe RGC w centralnej czgsci siatkowki. (A) cata siatkowka z
podzialem na czg¢$¢ centralng i obwodowa, (B) RGCs lewej siatkowki oka (C) RGCs prawe;j
siatkowki po indukcji jaskry, (D) RGCs prawej siatkowki po podaniu AAV-BDNF i indukcji
jaskry. RGCs byly znakowane przeciwciatem anty-BRN3a.

Zdjecie pochodzi z pracy Wojcik-Gryciuk A et al., 2020.
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9. SPIS TABEL

TABELA 1. Opis poszczegolnych sktadowych konstruktu AAV2-BDNF wraz z ich funkcja.
TABELA 2. Gotowe zestawy odczynnikéw do reakcji ELISA

TABELA 3. Roztwory wykorzystane do technik do ELISA
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