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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Jaskra to przewlekla choroba nerwu wzrokowego i siatkéwki, ktéra prowadzi do
$lepoty milionéw ludzi na calym s$wiecie. Podwyzszone ciénienie wewngtrzgatkowe w
polgczeniu z nie do kofica jeszcze poznanymi zmianami molekularnymi i komoérkowymi,
prowadzi do uszkodzenia nerwu wzrokowego oraz struktur na wyzszych pietrach drogi
wzrokowej. Wszystkie dostepne obecnie metody leczenia jaskry, farmakologiczne, laserowe
czy chirurgiczne majg na celu obniZenie cisnienia wewngtrzgatkowego (baroprotekcje).
Jednak u czeéci pacjentdw nadal dochodzi do progresji uszkodzen jaskrowych pomimo
utrzymywania wartosci cinien wewnatrzgatkowych w granicach normy. A zatem sama tylko
baroprotekcja nie jest ani optymalna, ani wystarczajacg metoda leczenia jaskry. Mechanizmy
zmian patofizjologicznych towarzyszacych jaskrze sa poznane w niewielkim stopniu, dlatego

uznano, ze podjg¢cie badan, ktére moga rozszerzyé istniejacy stan wiedzy oraz wplynaé na



projektowanie i skuteczno$é metod terapeutycznych, wspomagajacych dotychczasowe

postepowanie lecznicze jest goracg potrzeba.

Prezentowana praca poswigcona jest zbadaniu mechanizmu rozwoju jaskry w
warunkach zaburzonej podazy czynnika neurotroficznego BDNF do komérek zwojowych
statkowki. Czynniki neurotroficzne takie jak NGF, BDNF, neurotrofina 3 (NT-3) oraz
neurotrofina 4/5 (NT-4/5) odgrywajg kluczowg role w rozwoju, przezyciu i plastycznodci
neuronéw. W swietle dostgpnych danych wskazujacych, ze szczegolnie BDNF ma wplyw 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 wywolang jaskrg oraz weryfikacja hipotezy o zmianie stezenia
BDNF i receptora TrkB w siatkéwce obu oczu oraz korze wzrokowej tozstronnej i
przeciwstronnej do oka z jaskra. Niniejsze badania mialy na celu rowniez ocene skutecznosci
terapii genowej wywolujacej nadekspresje BDNF z uzyciem podanego doszklistkowo
konstruktu genowego AAV2-BDNF. Chciano uzyskaé odpowiedZ na pytanie, czy
nadekspresja BDNF moze spowodowaé ochrong komérek zwojowych siatkowki w
zwierzgcym modelu jaskry oraz jak zmiany ekspresji BDNF modyfikujg poziom receptora
TrkB.

MATERIAL | METODOLOGIA BADAN

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar. Zwierzgta zostaly 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 doswiadczen:
Badania podzielono na dwie czesci:

1. Pierwsza cze$¢ obejmowala ocene patofizjologicznych zmian w przebiegu jaskry. W
celu okreslenia stopnia utraty komorek, w siatkdwee liczono komérki zwojowe w oku
z wywolang jaskrg, poréwnujgc ich liczbe z liczbg komoérek w oku kontrolnym tego
samego zwierzgcia oraz natywng kontrola. W celu (1) zweryfikowania hipotezy o

zmniejszeniu zasobnosei siatkowki w czynnik neurotroficzny BDNF oraz receptor



TrkB i (2) odpowiedzi na pytanie, czy zmienia si¢ rowniez zasobno$é kory wzrokowe;j
w powyzsze czynniki, mierzono ich stgzenie w obu strukturach, po stronie z
wywolang jaskrg i przeciwstronnie. ;
2. Druga czg$é miala na célu oszacowianie efektywnodci terapii genowej z uzyciem
wektora wirusowego AAYV, bedacego nosnikiem sekwencji kodujacej biatko BDNF
(wektor AAV2-BDNF). Aby ten cel wuzyskaé, przeprowadzono ocene
neuroprotekcyjnego wplywu podwyzszonego poziomu BDNF w oku z wywolang
jaskra, badajac przezywalnosé komérek zwojowych siatkowki. Ponadto zbadano, czy
zwigkszony poziom BDNF wplywa na ekspresje receptora TrkB w tkance siatkéwki i
porownano go z ekspresja TrkB w korze mozgowej, aby scharakteryzowaé

potencjalne zmiany adaptacyjne, modyfikujace receptywno$é komorek na BDNF.

WYNIKI:

Wyniki analizy statystycznej pokazaly, ze po szesciu tygodniach od indukcji jaskry w
centralnej czgsei siatkéwee dochodzito do zmniejszenia liczby komérek zwojowych o 31% w
poréwnaniu do oka towarzyszacego, nie poddanego procedurom zabiegowym tego samego
zwierzecia. U zwierzat, u ktérych w oku z indukowang jaskrg wywolana zostala nadekspresja
BDNF, rowniez dochodzilo do spadku liczby komérek zwojowych w obszarze centralnym

siatkowki, byl on jednak znacznie mniejszy i ksztaltowat si¢ na poziomie 15%.

W obwodowych czesciach siatkowki oka, po szesciu tygodniach od indukcji jaskry
nastepowalo zmniejszenie liczby komorek zwojowych o 29% w poréwnaniu do oka
towarzyszacego nie poddanego procedurom zabiegowym tego samego zwierzecia.
Wywolanie nadekspresji BDNF w tym samym oku zwierzat z II grupy doswiadczalnej
powodowalo ochrong komérek zwojowych na obwodzie siatkowki. Liczba komoérek
zwojowych w obwodowych czgéciach siatkdwek pozostawala niezmieniona w poréwnaniu do
oka towarzyszacego, nie poddanego procedurom zabiegowym u tego samego zwierzgcia

siatkowki,

Warto roéwniez podkre$lié, ze liczba komorek zwojowych w siatkdwkach oczu
towarzyszacych nie réznila sie u obu grup doswiadczalnych zwierzat, ale byla ona mniejsza

od liczby komoérek zwojowych siatkowek zwierzgt natywnych o ok. 7%.

Przeprowadzone testy ELISA okreslajace stezenia biatka BDNF pokazaly, ze indukcja
jednostronne) jaskry, powodowala obustronny spadek stezenia BDNF w siatkowkach o okolo



30% w porownaniu do wartosci uzyskanych od zwierzat natywnych. Ponadto, obniZone
poziomy BDNFu w siatkdwkach OP i OL byly silnie skorelowane co wskazuje, ze dysfunkcja
w oku jaskrowym nie jest dysfunkcjg izolowana i wywoluje réwniez zmiany w oku

towarzyszacym.

Inickcja doszklistkowa wektora AAV2-BDNF skutkowala znaczacym, obustronnym
wzrostem poziomow stezen BDNF w siatkdwkach. Stezenia te byly ponad dwukrotnie
wyzsze niz u zwierzat natywnych stanowiacych kontrole i trzykrotnie wyzsze niz u szczuréw
z indukowang jaskra, ktérym nie podawano wektorow wirusowych z BDNF. Stezenia BDNF
w siatkéwkach oka prawego i lewego byly ze sobag skorelowane, co ponownie sugeruje
mozliwos¢ transportu czynnika BDNF z oka prawego z indukowang jaskra do oka
towarzyszacego. Iniekcja wektora AAV2-BDNF nie miala istotnego statystycznie wplywu na
wartosci stezen BDNF w korze mézgowe;j.

6 tygodni po indukgcji jednostronnej jaskry u zwierzat, zaobserwowano obustronny wzrost
stgzenia biatka TrkB w siatkéwkach wszystkich szczuréw. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze
po stronie oka z jaskra i 2- krotnie wyzsze w siatkéwkach oka towarzyszacego w poréwnaniu
Z grupa zwierzat natywnych. Poziomy biatka TrkB w siatkowkach oka prawego i lewego byly
slabo skorelowane co wskazuje na mozliwosé pojawiania si¢ proceséw adaptacyjnych

zwigkszajgcych miejscowo synteze TrkB .

Doszklistkowa iniekcja AAV2-BDNF, skutkowala obustronng normalizacjg poziomow
TrkB w siatkéwkach obu oczu. Stezenia TrkB w siatkowce oka lewego i prawego byly 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, kiorym przed indukcja jaskry
podano AAV2- BDNF.

WNIOSKI:

1. Model jaskry beleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych powoduje
szybki wzrost cisnienia wewnatrzgatkowego trwajgcy kilka tygodni.
2. Jednostronna indukcja jaskry powoduje istotng utrate komorek zwojowych siatkowki

w centrum i na obwodzie.



3. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny spadek stezenia BDNF w
siatkdwkach.

4. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny wzrost stezenia biatka TrkB w
siatkowkach wszystkich szczuréw. St¢zenie to bylo 4- krotnie wyzsze po stronie oka z
jaskrg i 2- krotnie wyzsze w siatkdwkach oka towarzyszacego w poréwnaniu z grupg
zwierzat natywnych.

5. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowang jaskra, powoduje znacznie mniejszg utrate komérek zwojowych
siatkowki w centrum i pozwala na zahamowanie utraty komoérek zwojowych
znajdujgcych sie na obwodzie siatkdwki.

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

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

8. W warunkach umiarkowanej nadekspresji BDNF w siatkéwce, 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 ilosci komoérek zwojowych oraz stezeniach
BDNF i TrkB w oku towarzyszgcym, niepoddanym procedurom zabiegowym.

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

metoda neuroprotekcji komorek zwojowych siatk6wki.

Dalszy rozwdj strategii zwigzanych z terapiami genowymi oraz neurotrofinami moze
stanowi¢ nowa, skuteczng opcj¢ leczenia uzupelniajgcego dla pacjentdéw z jaskrag. Mam
nadzieje, ze niniejsze badanie przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw
patofizjologicznych wystepujacych u pacjentdw z jaskrg. Poznanie i zrozumienie tych

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



