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Wprowadzenie

Proces starzenia sie dotyka wszystkich komorek, tkanek i organéw, jednak w przypadku
organu wzroku — oka, wiaze si¢ nie tylko ze znaczacym wzrostem ryzyka rozwoju chorob
degeneracyjnych, ale takze grozba utraty wzroku, co ma ogromne znaczenie wobec problemu
starzenia sie spoteczenstw [1, 2]. Jedna z gléwnych przyczyn utraty wzroku w krajach
wysoko rozwinietych jest zwigzana z wiekiem degeneracja plamki zottej (AMD, ang. age-
related macular degeneration). Szacuje sie, ze w Europie AMD dotyka nawet do 17 % o0sob
powyzej 85 roku zycia [3], a w Polsce liczba chorych sigga 1,3-1,5 miliona osob, z ktérych co
najmniej 10% jest zagrozonych calkowita utratg wzroku [4]. Chociaz etiologia i patofizjologia
AMD sg bardzo ztozone, najwickszym czynnikiem ryzyka pozostaje wiek [5].

Wyjasnienie proceséw molekularnych, ktére towarzysza starzeniu si¢ siatkowki oraz/lub
pojawieniu si¢ i rozwojowi AMD jest bardzo istotne dla opracowania skutecznych strategii
zapobiegania/spowalniania rozwoju tego schorzenia oraz, chociaz w posredni sposob, moze
przyczyni¢ si¢ do poprawienia jakosci zycia najstarszych osob, szczegodlnie tych zagrozonych
utratg wzroku. Pierwotnym miejscem zmian patologicznych we wczesnych stadiach AMD sg
komorki nabtonka upigmentowanego siatkowki (RPE, ang. retinal pigmet epithelium) oraz
btona Brucha (BM, ang. Bruch’s membrang).

RPE to pojedyncza warstwa postmitotycznych, dtugozyjacych komérek, oddzielonych od
naczyniowki cienka, wyspecjalizowana blona podstawna — blong Brucha, z ktéra tworza
kompleks RPE/BM bedacy integralng cz¢scig bariery krew-siatkéwka. Poniewaz zmiany
starcze sg najbardziej widoczne w komdrkach dlugozyjacych, kompleks RPE/BM jest
miejscem bardzo wyraznej manifestacji procesu starzenia si¢, szczegdlnie w obszarze
makularnym charakteryzujacym si¢ najwieksza gestoscia fotoreceptorow [6]. W przypadku
RPE zmiany te obejmujg m.in. spadek gestosci komorek, spadek poziomu melaniny i innych
przeciwutleniaczy, obnizenie wydajnodci degradacji zluszczonych POS i akumulacje
pigmentu starczego — lipofuscyny oraz wzrost poziomu oksydacyjnie zmodyfikowanych
biatek [7]. Zmiany te zaklocaja prawidtowe funkcjonowanie komorek RPE, co moze
prowadzi¢ w dtuzszym czasie do degeneracji fotoreceptoréw i1 zaburzen w procesie widzenia.
Powszechnie przyjmuje sie, ze u podstaw rozwoju AMD lezg uszkodzenia komorek siatkowki
wywolane przez stres oksydacyjny [6].

Siatkowka jest czes$cia centralnego uktadu nerwowego 1, tak jak inne jego elementy,
charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscig lipidow. Lipidy stanowig 20-30% suchej masy
siatkéwki, z ktorych ponad 80% to fosfolipidy (PL, ang. phospholipids) [8]. Jedna trzecia PL
zawiera reszty wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFAs, ang. polyunsaturated
fatty acids). Do najobficiej wystepujacych PUFAs w siatkowce nalezg kwas
dokozaheksaenowy (22:6n-3) i kwas arachidonowy (20:4n-6), ktorych poziom siega,
odpowiednio, 21 i 10% wszystkich reszt kwasow thuszczowych [9, 10]. Obecnos¢ tak duzych
ilosci PUFAs w komérkach siatkowki, a szczegélnie w zewnetrznych segmentach
fotoreceptorow (POS, ang. photoreceptor outer segments), jest niezbedna dla utrzymania
wysokiej plynnosci bton dyskow w POS, od ktorej zalezy wydajnosc transdukcji sygnatu
wzrokowego [11, 12]. Jednak obecno$¢ wigzan nienasyconych sprawia, ze PUFAs sg bardzo




wrazliwe na utlenienie [13]. Ze wzgledu na wysokie tempo metabolizmu, siatkéwka wykazuje
takze bardzo duze zapotrzebowanie na tlen i glukoze [14].

Wszystkie te czynniki: duza zawartos¢ PUFAs w komorkach siatkowki, wysokie st¢zenie
tlenu i glukozy, ekspozycja na intensywne Swiatto oraz obecno$¢ endogennych
sensybilizatorow sprawia, ze siatkowka jest miejscem chronicznego stresu oksydacyjnego
[15, 16].

Lipofuscyna oczna

Wsrod endogennych sensybilizatorow, szczegdlng uwage badaczy od lat przykuwa
lipofuscyna (Lf) — pigment starczy, ktory akumuluje si¢ z wiekiem w komorkach RPE,
zajmujac nawet do 20% ich objetosci u osob powyzej 80 roku zycia [17]. Substratem w
procesie powstawania Lf w komorkach RPE sg produkty niepelnej degradacji POS [18].
Codzienne zluszczanie szczytowych fragmentow POS, fagocytowanych nastgpnie przez
komérki RPE, jest jednym z najbardziej wydajnych mechanizmoéw ochronnych w siatkowce
[19]. Jednak wydajnos¢ procesu fagocytowania i degradowania POS przez komoérki RPE
spada z wiekiem, co prowadzi do akumulacji niestrawionego materialu we witdrnych
lizosomach [18]. Lf to heterogeniczny material, charakteryzujacy si¢ zotto-pomaranczowa
fluorescencjg, ktory wykazuje takze wysoka fotoreaktywnos$¢ po naswietlaniu Swiatlem
niebeskim [20, 21]. Co wigcej, lipidy obecne w ziarnach LF sa jednoczesnie substratem w
reakcji fotochemicznej indukowanej przez fotowzbudzong LF i w reakcji tej ulegaja
utlenieniu [20]. Skfad i whasnosci Lf izolowanej z ludzkich komdrek RPE, zmieniaja si¢ wraz
z wiekiem donoréw, m.in. ro$nie stosunek bialek do lipidow w ziarnach Lf, spada poziom
PUFAs, zmieniaja sie wiasnosci absorpcyjne i fluorescencyjne [22, 23]. Uwaza sig, ze ze
wzgledu na obserwowang fotoreaktywno$¢ i fototoksycznos¢, Lf moze posredniczyé w
fotouszkodzeniu komérek RPE poprzedzajagcym rozwdj AMD [24].

Po wieloletnich badaniach majgcych na celu identyfikacje glownych chromoforow
odpowiedzialnych za fotoreaktywnos¢ Lf, zainteresowanie badaczy skierowalo si¢ na
pochodne retinoidéw obecnych w ziarnach Lf, przede wszystkim na produkt reakcji dwoch
czgsteczek calkowicie frams retinalu z etanolaming — A2E (ang. N-retinylidene-N-
retinylethanolamine) [25].

Badania fotoreaktywnosci wybranych sktadnikow Lf: A2E i fosfolipidu 1-palmitoilo-2-
dokozaheksaenylo fosfatydylocholiny ((16:0)(22:6)PC) stanowily podstawe mojej pracy
doktorskiej. Wyniki uzyskanych badan sklonily mnie do zwrocenia wigkszej uwagi na
wielonienasycone lipidy wchodzace w skiad siatkéwki, obecne w najwickszym stezeniu w
blonach dyskéw POS, ktore stanowia z kolei substrat dla Lf.

Badania, ktore prowadzilam od 2004 roku, po obronie pracy doktorskiej, w wiekszosci
dotyczyly réznych aspektéow funkcjonowania lipidéw oraz produktéw ich utlenienia w
siatkowce i RPE/BM: ich wlasnosci strukturalnych i przeciwutleniajacych, reaktywnosci
i fotoreaktywnosci oraz zmian wywolanych przez proces starzenia.

W jednej z pierwszych prac opublikowanych po obronie doktoratu, ktérej jestem
wspolautorem, wykazano, ze fotoreaktywnos$¢ Lf izolowane]j z ludzkich RPE wzrasta wraz z
wiekiem donorow. Ponadto stwierdzono, ze dotyczy to obu badanych frakcji Lf:
rozpuszczalnej (ChS) jak i nierozpuszczalnej w chloroformie (ChNS), zatem, w przypadku
frakcji ChS, zawierajgcej gtéwnie lipidowe sktadniki Lf [26]. Wyniki tej pracy utwierdzity




mnie w przekonaniu, ze obralam wlasciwy kierunek badan, a rola lipidow w
(foto)uszkodzeniu siatkowki moze mie¢ znacznie wigksze znaczenie niz dotychczas
przypuszczano.

Pozne produkty lipooksydacji (ALEs) i p6Znymi produkty glikacji (AGEs)

Wielokrotnie pokazano, ze w czasie utleniania PUFAs powstajg bardzo reaktywne produkty
takie jak nienasycone y-ketoaldehydy, a,B-hydroksyaldehydy czy epoksydy. Zwiazki te w
wyniku reakcji z grupami nukleofilowymi biatek i DNA indukujg ich nieenzymatyczne,
nieodwracalne modyfikacje tworzac addukty nazywane ogoélnie péznymi produktami
lipooksydacji (ALEs, ang. advanced lipid oxidation end-products) [27]. Cz¢$¢ koncowych
produktow utleniania PUFA i rodzaj generowanych przez nie ALEs jest tozsamych z p6znymi
produktami glikacji (AGEs, ang. advanced glycation end-products) (Rysunek 1). Dzieje si¢
tak dlatego, ze zarowno AGEs jak i ALEs powstaja w wyniku fragmentacji i/lub utlenienia
czesto bardzo podobnych produktéow przejsciowych roznych reakcji i/lub proceséw
metabolicznych, takich jak zwigzki karbonylowe (Schemat 1) [28, 29].
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Rys. 1 Wzory strukturalne wybranych poznych produktow glikacji (AGEs) (A) oraz pdzinych
produktow lipooksydacji (ALEs) (B); CML — karboksymetyllizyna, CEL — karboksyetyllizyna, 2-AAA4 —
kwas 2-amino-adypinowy, G-HI - N5-(5-hydro-4-imidazolon-2-yl)L-ornityny, 4-HNE - 4-
hydroksynonenal, 4-HHE — 4-hydroksyheksenal, MDA — dialdehyd malonowy, 4-ONE — 4-okso-2-
nonenal, 4-HNDE — 4-hydroksy-2,6-nonadienal, GO — glioksal, MGO — metyloglioksal. GO i MGO
powstajg zaréwno na drodze glikacji jak i peroksydacji lipidow (Pawlak AM et al., J Raman
Spectroscc. 2008, 39: 1635-1642, zmodyfikowany)

AGEs powstaja w wyniku oddzialywania grup karbonylowych redukujacych cukrow
(glukozy, fruktozy i in.), kwasu askorbinowego i jego pochodnych z e-resztami aminowymi
aminokwasow (lizyny, argininy). Wzrost poziomu biatek zmodyfikowanych przez AGEs
towarzyszy cukrzycy i procesowi starzenia [30], co jest nie tylko skutkiem, ale tez inicjatorem
kolejnych, czesto o charakterze patologicznym, zmian zaleznych od wieku: powstawania
wigzan krzyzowych, spadku aktywnosci enzymatycznej, zaburzen oddziatywania biatek z
receptorami czy zaburzen ekspresji czynnikéw wzrostu [31]. Uwaza sig, ze elementem, ktory
posredniczy w zaburzeniu funkcjonowania bialek i nieprawidlowej odpowiedzi komoérek



przez AGEs, jest receptor dla AGEs — RAGE (ang. receptor for advanced glycation
endproducts) [32].
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Schemat 1. Podstawowe szlaki powstawania péznych produktow glikacji (AGEs) oraz péznych
produktéw lipooksydacji (ALEs) w reakcji Maillarda i w procesie peroksydacji lipidow (Pawlak AM et
al., J Raman Spectroscc. 2008, 39: 1635-1642, zmodyfikowany)

Jak juz wspomniano, ALEs i AGEs akumulujg si¢ przede wszystkim w dlugozyjgcych,
postmitotycznych komorkach oraz bialkach macierzy zewnatrzkomérkowej, a zatem,
akumulujg sie takze w siatkowce, szczegélnie w komorkach nablonka upigmentowanego
(RPE) oraz btonie Brucha i znaczaco zaburzaja funkcjonowanie kompleksu RPE/MB [33, 34].
Nagromadzenie takich modyfikacji wydaje si¢ mie¢ duzy udzial w indukowaniu zmian
patologicznych i procesu zapalnego w obrebie RPE/BM, co w konsekwencji moze prowadzi¢
do rozwoju AMD [35, 36].

W 2002 roku wykazano, ze poziom ALEs, szczegdlnie z grupy adduktéw typu 2-(o-
karboksyalkilo)pyrroli powstajacych w wyniku utlenienia PUFAs, jest znacznie wyzszy w
zewngtrznej siatkowce 0sob dotknietych AMD niz oséb zdrowych [37]. Sugerowano nawet,
ze podniesiony poziom tego typu modyfikacji w bialkach osocza moze shuzy¢ za wskaznik
ryzyka wystgpienia AMD [38]. Przede wszystkim jednak po raz pierwszy pokazano, ze
immunizacja myszy albuming mysig modyfikowang carboxyetylpyrrolem (CEP) - produktem
utlenienia kwasu dokozaheksaenowego (CEP-MSA, ang. CEP-modified mouse serum
albumin) wystarcza do wywolania zmian patologicznych w obszarze siatkowki i kompleksu
RPE/BM charakterystycznych dla AMD [39, 40].

Identyfikacji i pomiaréw ilosciowych ALEs/AGEs mozna dokonaé¢ przy uzyciu metod
analitycznych (HPLC, GC), spektroskopowych (MS, detekcja fluorescencji) czy
immunohistochemicznych [41]. W 2007 roku zupelnie nowe podejscie zaproponowata grupa
Prof. Stitta wykorzystujgc konfokalng mikroskopi¢ ramanowska (CRM, ang. confocal raman
microscopy) do analizy wybranych AGEs w blonie Brucha [42]. Wyniki zamieszczone w
cytowanej pracy zostaly uzyskane za pomocag CRM, bardzo dobrze korelowaty z wynikami
otrzymanymi konwencjonalnymi metodami. Pozwolilo to na wypracowanie modelu




wigzacego proces starzenia si¢ BM z okreslonymi zmianami w widmie Ramana. Bardzo
dobra korelacja zmian spektralnych w widmie ramanowskim ze zmianami starczymi, dawata
szans¢ wykorzystania modelu do przewidywania z duzg doktadnoscia wieku np. nieznanego
dawcy BM. Po dotgczeniu do grupy Prof. Stitta, wielokrotnie korzystalam z tego modelu.

W cytowanej pracy wykazano m.in. zalezna od wieku akumulacje wybranych AGEs w btonie
Brucha, przede wszystkim jednak zademonstrowano uzytecznos$¢ i skutecznos¢ CRM dla
analizy zmian zaleznych od wieku w probkach biologicznych.

Spektroskopia Ramana

U podstaw spektroskopii i mikroskopii ramanowskiej lezy zjawisko nazywane efektem
Ramana polegajagce na zdolno$ci czasteczki poddanej promieniowaniu o okreslonej
czestotliwosdei do nieelastycznego rozpraszania tego promieniowania [43, 44]. W widmie
promieniowania rozproszonego pojawiaja sie fotony o czestotliwosci nizszej oraz wyzszej od
czestotliwosci fotondow promieniowania padajacego (odpowiednio pasma stokesowskie i
antystokesowskie). Obecnos¢ i intensywnos¢ pasm w widmie rozproszenia Ramana zalezy od
czgstotliwodei drgan poszczegdlnych wigzan 1 symetrii czasteczki. Z tego wzgledu
rejestrowane widmo ramanowskie jest unikatowe dla badanej substancji i na jego podstawie
mozna jg zidentyfikowa¢. Indywidualno$é widm ramanowskich czyni spektroskopie Ramana
bardzo czulg i specyficzng metoda analityczna, ktéra dostarcza — w sposdb bezposredni -
szczegOtowej informacji o skladzie chemicznym i biochemicznym badanych substancji.
Wielka zaletg spektroskopii Ramana jest takze to, ze nie wymaga specjalnego przygotowania
probki do pomiaru, a w czasie samego pomiaru, przy odpowiednio dobranej dlugosci fali i
mocy lasera wzbudzajgcego, probka nie ulega zniszczeniu [45].

Konfokalna mikroskopia ramanowska (CRM, ang. Confocal Raman Microscopy) dodatkowo
umozliwia zbieranie widm ze znacznie wyzszg rozdzielczoscig przestrzenng, jednoczesng
identyfikacje wielu rdéznych substancji oraz szczegoélowe obrazowanie (2D i 3D) ich
rozmieszczenia w ,,mapowanym” obszarze tkanki lub warstwie komoérek [42, 46-48]. Z tego
wzgledu spektroskopia i mikroskopia Ramana stanowi doskonale narz¢dzie analityczne w
badaniach biomedycznych, o wcigz zbyt mato wykorzystywanym potencjale.

Wykorzystanie CRM do identyfikacji ALEs/AGEs i oceny ryzyka rozwoju AMD

W latach 2007-2009 odbylam moéj pierwszy staz podoktorski pracujac w grupie Profesora
Stitta, Queen’s University, Belfast, UK. Zostalam wtedy zaangazowana w realizacje projektu
~Raman spectroscopic evaluation of protein modification: a new, noninvasive diagnostic tool
for age-related eye” finansowanego przez Medical Research Council (MRC) (grant#
G0600053).

Nadrzednym celem projektu bylo wykorzystanie spektralnej i przestrzennej rozdzielczosci
oferowanej przez CRM do identyfikacji szeregu AGEs/ALEs w wybranych tkankach ocznych
oraz badania procesu ich zaleznej od wieku akumulacji. Dalekosieznym celem z kolei byto
wykorzystanie AGEs/ALEs jako wskaznikow procesu starzenia si¢ tkanek ocznych oraz jako
czynnikow stuzgcych do oceny ryzyka zwigkszonej podatnosci na rozwo) AMD.
Systematyczne badania metoda CRM — zbieranie pojedynczych widm oraz mapowanie
okreslonych obszaréw, makularnego i peryferialnego, badanych tkanek miato na celu
identyfikacje obecnych w nich AGEs/ALEs, ich rozmieszczenia przestrzennego oraz



zalezno$ci ich poziomu od wieku dawcéw. Takie kompleksowe podejscie, przy duzej liczbie
powtdrzen i duzej iloéci badanych tkanek, od wielu dawcéw, dawalo niepowtarzalng szanse
na stworzenie nowego sposobu monitorowania procesu starzenia si¢ oka, ale przede
wszystkim nowej metody diagnozowania zwigkszonego ryzyka czy podatnosci na rozwdj
AMD. Dlatego ostatecznym etapem realizacji projektu bylo zastosowanie metody
wypracowanej na tkankach izolowanych ex vivo przy uzyciu CRM do szybkiego,
nieinwazyjnego oszacowania poziomu i rozmieszczenia AGEs/ALEs in vivo (np. poprzez
mapowanie niewielkiego fragmentu twardowek) i na tej podstawie oceny ryzyka rozwoju
AMD. Spektroskopia Ramana byta juz wykorzystywana do szacowania zawartosci i rozktadu
przestrzennego ksantofili w oku in vivo [49]. CRM jest metoda nieinwazyjng i
niedestrukcyjng, a jednoczesnie bardzo czula i specyficzna. dlatego plan wykorzystania jej do
ilosciowych i jakosciowych pomiarow poziomu i rozktadu AGEs/ALEs in vivo wydaje si¢
bardzo obiecujacy i jak najbardziej realny.

Opisane wyzej zjawiska towarzyszace procesowi starzenia si¢ oka zostaly dos¢ szczegolowo
oméwione w mojej pracy przegladowej, przygotowanej po rozpoczgciu pracy w grupie Prof.
Stitta:

(1) Pawlak Anna M.; Glenn Josephine V.; Beattie James R.; McGarvey JJ, Stitt AW. (2008)
Advanced glycation as a basis for understanding retinal aging and non-invasive risk
prediction. Ann NY Acad. Sci., 1126: 59-65

W tej publikacji oméwiono juz dos¢ dobrze wowcezas poznane zmiany starcze manifestowane
w obszarze kompleksu RPE/BM oraz ich wptyw na prawidlowe funkcjonowanie siatkowki, a
takze problem powstawania, akumulacji i udziatlu péznych produktéow glikacji (AGEs) oraz
lipooksydacji (ALEs) w indukowaniu w siatkowce zmian o charakterze patologicznym.
Ponadto opisano mozliwosé wykorzystania AGEs/ALEs jako markerow starzenia si¢ oka i
wskaznikow ryzyka rozwoju AMD przy zastosowaniu konfokalnej mikroskopii ramanowskie;j
CRM.

Natomiast wyniki uzyskane podczas realizacji projektu zostaly opublikowane w trzech
kolejnych pracach, ktdre stanowig znaczng czes$¢ osiggniecia naukowego habilitanta.

Na poczatkowym etapie mojej pracy skoncentrowatam si¢ na zarejestrowaniu i zanalizowaniu
mozliwie najwiekszej liczby widm ramanowskich syntetycznych i dostepnych komercyjnie
AGEs/ALEs. Skontaktowatam sie rowniez z bardzo wieloma badaczami z laboratoriow
zajmujacych si¢ identyfikacja, charakterystyka oraz synteza nowych AGEs/ALEs. Dzigki
uprzejmosci tych badaczy otrzymatam wiele niedostepnych na rynku koncowych produktow
glikacji 1 peroksydacji lipidow. Zebranie widm AGEs/ALEs mialo na celu stworzenie
unikatowej ,,biblioteki” ramanowskiej widm tych produktow, stuzgcej na kolejnych etapach
badan do wyodrebnienia pasm charakterystycznych dla AGEs/ALEs w widmach wybranych
tkanek izolowanych z oczu ludzkich od dawcow w roznym wieku (m.in. siatkowek, bion
Brucha, twardowek). Identyfikacja AGEs i/lub ALEs w tkankach ocznych pozwolilaby na
ustalenie, czy istnieje korelacja pomiedzy poziomem zidentyfikowanych adduktow a wiekiem
dawcy badanej tkanki.

Pierwszy krok w kierunku budowy obszernej ramanowskiej biblioteki spektralnej wykonatam
szczegblowo analizujgc widma kilku wybranych AGEs i ALEs oraz zewngtrznych



segmentow fotoreceptorow izolowanych wyizolowanych z siatkéwek bydlgcych i, ex vivo,
poddanych procesowi utlenienia. Wyniki tych eksperymentoéw przedstawiono w pracy:

(2) Pawlak Anna M.; Beattie J. Renwick; Glenn Josephine V.; Alan W. Stitt and John J.
McGarvey (2008), Raman spectroscopy of advanced glycation end products (AGEs),
possible markers for progressive retinal dysfunction. J. Raman Spectrosc., 39(11): 1635-1642

Gléwne cele naukowe pracy:

- szczegotowa analiza widm Ramana wybranych przedstawicieli AGEs i ALEs

- rejestracja widm natywnych i utlenionych zewnetrznych segmentow fotoreceptoréw (POS)
wyizolowanych z siatkéwek bydlecych oraz analiza zmian indukowanych procesem
utlenienia

- podjecie proby identyfikacji wybranych ALEs w utlenionych POS za pomoca spektroskopii
ramanowskiej

W pracy bardzo dokladnie scharakteryzowano widma Ramana wybranych AGEs:
karboksyetyllizyny (CEL), karboksymetyllizyny (CML), kwasu 2-aminoadypinowego (AAA)
oraz ALEs: 4-hydroksynonenalu (HNE), akroleiny (ACR) i aldehydu krotonowego (CRA).
Szczegotowo opisano charakterystyczne pasma i roznice pomiedzy bardzo podobnymi
strukturalnie zwigzkami w poszczegolnych grupach [29]. W widmach Ramana badanych
zwigzkow z grupy ALEs widoczny jest motyw charakterystyczny dla o,B-nienasyconych
aldehydow, w ktorych koniugacja grupy karbonylowej i wiazania podwdjnego indukuje
podwdjne pasma przy 1644 i 1684 cm™ w przypadku 4-HNE, 1642 i 1683 cm™ oraz 1656 i
1718 ecm™ w widmach, odpowiednio, akroleiny i aldehydu krotonowego (Rysunek 2A).
Aldehyd krotonowy od akroleiny, podobnie jak to jest w przypadku CEL i CML, rézni
jedynie obecno$é grupy metylowej. W widmie CRA, udzial grupy metylowej wyraza si¢ w
postaci dubletu pasm przy 1377 i 1394 cm™. Widmo 4-HNE ma cechy widma typowego dla
krotkiego tancucha weglowodorowego z jednej strony i obecnym, typowym dla produktow
peroksydacji lipidow, strukturalnym motywem grupy karbonylowej skoniugowanej z
wigzniem nienasyconym z drugiej (pasmo typowe dla O=C-C=C miedzy 1600-1700 cm™)
(Rys. 2A). Ponadto, zarejestrowano i zanalizowano widma ramanowskie zewnetrznych
segmentéow fotoreceptorow (POS) wyizolowanych z siatkéwek bydlecych i poddanych
utlenieniu na drodze autooksydacji w kontrolowanych warunkach. W widmie POS, tak jak w
widmach innych materiatéw bogatych w lipidy czy czystych lipidow, sg obecne typowe dla
tego typu probek pasma: przy 1060 i 1130 cm-l pochodzace z drgan rozciagajacych
trans/gauche C-C w ancuchu alkilowym czy intensywne pasma przy 1270 i 1662 cm-1
charakterystyczne dla wigzan nienasyconych (Rys. 2B).

Analiza widm ramanowskich natywnych i utlenionych POS wskazuje na indukowany
procesem utlenienia wzrost intensywnosci pasm typowych dla produktow utlenienia lipidow
(w tym o,B-nienasyconych aldehydow) przy jednoczesnym spadku intensywnosci pasm w
obszarze 1650-1680 cm™ wskazujacym na spadek poziomu nienasycenia lipidow w badanej
probee. Porownanie widma Ramana POSox z widmami znanych ALEs, pozwolito na
identyfikacje oraz potwierdzenie obecnosci opisywanych w pracy ALEs (gléwnie CRA 1
ACR) w utlenionych POS.
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Rys. 2 Widma Ramana wybranych ALEs: 4-hydroksynonenalu (HNE), akroleiny (ACR) i aldehydu
krotonowego (CRA) (4). Zaznaczono pasma typowe dla strukturalnego motywu skoniugowanej grupy
karbonylowej z wigzaniem nienasyconym (O=C-C=C).

Widma natywnych zewnetrznych segmentow fotoreceptorow wyizolowanych z siatkowek bydlecych
(POS) oraz po poddaniu procesowi utlenienia na drodze autooksydacji w ciemnosci (POS ox) (B).
Literkami A/C/H zaznaczono pasma typowe dla akroleiny, aldehydu krotonowego oraz 4-
hydroksynonenalu. (Pawlak AM et al., J Raman Spectrosce. 2008, 39: 1635-1642)

Podsumowanie:

Wykazano, ze wysoka rozdzieleczosé¢, czulo§¢ i specyficzno$¢ CRM pozwala na
identyfikacje i rozréznienie, nawet podobnych strukturalnie, zwigzkow oraz
potwierdzenie ich obecnosci w bardzo zlozonym materiale biologicznym.

Zademonstrowano uzyteczno$¢ CRM do monitorowania zmian indukowanych procesem
utlenienia takich jak powstawanie i akumulacja ALEs czy rozpad zwigzkéw wrazliwych
na utlenienie w ztozonym materiale biologicznym.

Blona Brucha (BM), wyizolowana i opisana po raz pierwszy w 1844 roku przez niemieckiego
uczonego Carla LW Brucha w jego pracy doktorskiej, stanowi szczegdlny przypadek blony
podstawnej [50]. BM to cienka, pieciowarstwowa btona lezaca pomigdzy RPE a naczyniowka
i wraz z RPE stanowigca cze$¢ bariery krew-siatkowka [50]. Poniewaz BM, ze wzgledu na
duzg zawarto$¢ glikandéw, jest obdarzona ujemnym tadunkiem [51], kontroluje przeplyw
jondéw pomiedzy siatkowka a naczyniowkg. Chociaz tak cienka, BM stanowi bardzo wazny
element prawidtowego funkcjonowania siatkdwki. '

Grubos¢ starzejgcej si¢ blony Brucha wzrasta z wiekiem nawet 3-krotnie, a ona sama traci
swojg elastyczno$¢ i przepuszczalnos¢ dla wody i jonow. Czesciowo wynika to z faktu
gromadzenia sic w BM druzéw i ztogéw o réznym pochodzeniu i skladzie [52]. Druzy i
niektore ztogi akumulujgce sie¢ w BM zawierajg neutralne lipidy, gtéwnie wolny (Ch) 1
zestryfikowany cholesterol (ECh), ale takze produkt metabolizmu i/lub utlenienia Ch -7-
ketocholesterol, ktoremu jako czynnikowi prozapalnemu przypisuje si¢ udzial w AMD.
Obecnoéé druzéw i BLM, ich wielkos¢ 1 lokalizacja stanowig wazny czynnik oceny ryzyka
rozwoju AMD i czynnik diagnostyczny na wezesnych etapach schorzenia. Wykazano takze
zalezng od wieku akumulacje AGEs i ALEs w BM, przy czym ich zwigkszony poziom
charakteryzowal BM izolowana od dawcoéw ze zdiagnozowanym wezesnym etapem AMD
[33, 53]. Jednoznaczna identyfikacja 1 ilosciowe oznaczanie AGEs/ALEs w materiale
biologicznym wymagaja zastosowania inwazyjnych metod, dlatego kolejnym krokiem w




realizacji projektu bylo podjecie systematycznych badan bion Brucha izolowanych z oczu
ludzkich od dawcow w roznym wieku przy wykorzystaniu, jak wczesniej wykazano
nieinwazyjnej i niedestrukcyjnej metody CRM. Wyniki tej cze$ci badan zostaly opublikowane
W pracy:

(3) Beattie J. Renwick; Pawlak Anna M.; Boulton Michael E.; Jianye Zhang, Vincent M.
Monnier, John J. McGarvey, and Alan W. Stitt (2010) Multiplex analysis of age-related
protein and lipid modifications in human Bruch's membrane. FASEB J., 24(12): 4816-4824

Gléwne cele naukowe pracy:

- przygotowanie mozliwie szerokiej bazy danych widm Ramana AGEs 1 ALEs

- kompleksowa analiza wywolanych procesem starzenia zmian sktadnikéw blony Brucha —
biatek 1 lipidéw

- identyfikacja AGEs/ALEs akumulujacych si¢ z wiekiem w BM

Poniewaz zmiany starcze i patologiczne, zwigzane z rozwojem AMD pojawiajg si¢ najpierw
w obszarze makularnym i okotomakularnym, kazda badana BM poddawana byla analizie
ramanowskiej zarOwno w obszarze makularnym jak i peryferialnym.

Podczas systematycznych pomiaréw ,,mapowano” wybrane regiony BM zbierajac od 64 do
400 widm z obszaru o powierzchni co najmniej 256 pm? w czesci makularnej i peryferialnej
BM (w co najmniej 3 niezaleznych powtodrzeniach). W obszarze makularnym wybranych BM
wykonano takze mapy ze znacznie wigkszych powierzchni 3900 um? zbierajac kilkadziesiat
tysiecy widm. Wyniki zebrane z BM podzielonych, ze wzgledu na wiek dawcow, na grupy
wiekowe zostaly usrednione i poddane analizie metodg PCA (ang. principal component
analysis) oraz analizie statystycznej. Metoda PCA pozwala na wyodrgbnienie glownych
sktadnikow biochemicznych ztozonego materialu biologicznego. W przypadku badanych BM
analiza spektroskopowa ujawnita obecno$¢ 60 odrgbnych sktadnikéw, w tym osiem
zidentyfikowano jako AGEs i/lub ALEs.

Do analizy widm BM, wyodrebnienia i identyfikacji sktadnikéw budujgcych BM (m.in.
kolagenu, elastyny, proteoglikanéw, lipidow i innych) oraz tych pojawiajacych i
akumulujacych sie z wiekiem (ECh, AGEs, ALEs) wykorzystano przygotowane wczesniej
biblioteki widm Ramana. Na rysunku 3 przedstawiono tylko czg¢s$¢ ze zgromadzonych widm
AGESs i ALEs, ktorych obecnos¢ zostata potwierdzona w roznych tankach ludzkich in vivo.
Podzial badanego materiatu ze wzgledu na wiek dawcow, oprocz identyfikacji zwigzkow
pojawiajacych i akumulujacych si¢ z wiekiem w BM, umozliwit takze przesledzenie zmian
wywolanych procesem starzenia w poziomie sktadnikow, z ktorych zbudowana jest BM. I
tak, wykazano, ze poziom kolagenu typu I rosnie, a kolagenu III i IV spada w BM z wiekiem.
Zanotowano takze znacznie podwyzszony poziom a-krystaliny w BM od dawcow powyzej
80 roku zycia. Warto zauwazy¢, ze zwiekszona zawarto$¢ a-krystaliny w druzach i BM
towarzyszy AMD [37, 54]. Roéwnie duze zmiany indukowane procesem starzenia
zaobserwowano w obrebie lipidow. Podczas gdy poziom jednonienasyconych kwasow
thuiszczowych (MUFA, ang. monounsaturated fatty acids) pozostawal wzglednie staly
niezaleznie od wieku dawcow, w BM od o0sob powyzej 80 roku Zycia zanotowano wzrost
zawarto$ci Ch i bardzo duzy wzrost poziomu produktéw utlenienia PUFAs (Rys. 4).
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Rys. 3 Widma Ramana wybranych AGEs/ALEs (produktow przejsciowych i koncowych modyfikacji
bialek) zidentyfikowanych dotychczas w tkankach ludzkich. GA — algehyd glicerynowy, GO — glioksal,
MGO — metyloglioksal, HHE — 4-hydroksyheksenal, HNE- 4-hydroksynonenal, ACR — akroleina,

MDA — dialdehyd malonowy, CEL — karboksyoetyllizyna, CML- karboksymetyllizyna, 2-AAA — kwas
2-aminoadypinowy, CEP — karboksyetylpyrrol, DHPL — dihydropirydyna lizyny, MetSO — sulfotlenek
metioniny, CMC — karboksymetylcysteina, ARP — argpirymidyna, MOLD — dimer metyloglioksal-
lizyna, GOLD — dimer glioksal-lizyna, Pento — pentozydyna, G-HI1, MG-H2 i MG-HI —
hydroimidazolony, pochodne glioksalu i metyloglioksalu (Beattie JR, Pawlak AM et al, 2010, FASEB
J, 24(12): 4816-4824)

Ponadto wykazano w BM akumulacje modyfikacji indukowanych AGEs oraz ALEs, w tym
CEP — produkt utlenienia kwasu dokozaheksaenowego (22:6n-3), obecnego w duzym stezeniu

w POS (Rys. 4).
Podsumowanie:

Przygotowano obszerna baz¢ widm Ramana koncowych produktow glikacji i
peroksydacji lipidow oraz modyfikacji przez nie indukowanych (AGEs/ALEs),
umozliwiajacq identyfikacje poszczegélnych zwiazkéw w zlozonym materiale
biologicznym.

Wykazano zalezna od wieku, istotng statystycznie, akumulacj¢ w blonach Brucha
produktow utlenienia PUF As i bialek zmodyfikowanych przez produkty glikacji (AGEs)
oraz ALEs, w tym CEP - produkt pochodzacy z utlenienia kwasu dokozaheksaenowego
(22:6n-3). Z widm BM wyodre¢bniono i zidentyfikowano osiem réznych AGEs/ALEs.
Wykazano takze, ze rozklad akumulujjcego si¢ z wiekiem hemu w BM, pokrywa si¢ z
obszarem odkladania si¢ produktéw utlenienia PUFAs, m.in. CEP, co wskazuje na
indukowana hemem peroksydacje¢ lipidow w BM.

Zademonstrowano wysoksg specyficznos¢ i skutecznos¢ CRM w analizie zaleznych od
wieku zmian w materiale biologicznym i mozliwo$¢ jednoczesnego monitorowania zmian
poziomu kilkunastu zwigzkéw, zaréwno bialek i lipidéw.
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Rys. 4 Poziom wybranych skiadnikow: jednonienasyconych kwasow tluszczowych (MUFA),
cholesterolu (Ch), produktow utlenienia wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFAs ox) oraz
G-HI1/CEP/AGE — produktéw modyfikacji bialek indukowanych roznymi AGEs i karboksyetylpyrrolem
(CEP) w blonach Brucha w zaleznosci od wieku dawcow (4)

Mapy ramanowskie BM od dawcéw w wieku 55, 76 oraz 83 lat przedstawiajgce rozklad CEP (kolor

zielony) oraz PUFAs ox (kolor czerwony) na obszarze ok. 2500 ym’ oraz ich nalozenie (B). (Beattie
JR, Pawlak AM et al, 2010, FASEB J., 24(12): 4816-4824)

Ostatnim etapem projektu, w ktorego realizacje bylam zaangazowana, byly badania zmian
starczych w obrebie twardowek izolowanych z ludzkich gatek ocznych od dawcdéw w réznym
wieku. Badania te byly kluczowe w aspekcie dalekosieznych planow zastosowania CRM jako
nieinwazyjnej i niedestrukcyjnej, a jednoczesnie szybkiej i wiarygodnej metody w badaniach
in vivo i wykorzystania AGEs/ALEs jako biomarkeréw stuzacych ocenie ryzyka rozwoju
AMD u badanych pacjentéw. Blona Brucha, ze wzgledu na liczne ograniczenia nie mogtaby
by¢ wykorzystana w diagnostycznych badaniach in vive, natomiast twardéwka znakomicie
spelnia podstawowe wymagania: ma wystarczajacg grubo$¢, jest nieprzezroczysta, zatem
dobrze rozprasza $wiatto, a jej lokalizacja pozwala na wykonanie pomiarow bez ryzyka
uszkodzenia kluczowych tkanek wewnatrz oka.

Wiasnosei i sktad biochemiczny twardowki podlegajg znaczacym zmianom z wiekiem.
Tkanka staje sie mniej elastyczna i ciensza, nastepuje zwickszona synteza duzych glikobiatek
(agrekanu) przy jednoczesnym spadku poziomu matych (biglikanu i dekorinu) oraz wzrost
poziomu AGEs [55, 56]. Ze wzgledu na te zmiany, a przede wszystkim obecnos¢ AGEs,




twardowka mogtaby shizy¢ jako tkanka zastgpcza w monitorowaniu procesu starzenia si¢ oka
1 oceny ryzyka rozwoju AMD.

Wyniki systematycznych badan ludzkich twardowek od dawcow z réznych grup wiekowych
metodg CRM opublikowano w pracy:

(4) Beattie J. Renwick; Pawlak AM.; McGarvey John J. and Stitt AW (2011) Sclera as a
Surrogate Marker for Determining AGE-Modifications in Bruch's Membrane Using a Raman
Spectroscopy-Based Index of Aging. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 52(3): 1593-1598

Glowne cele naukowe pracy:

- ustalenie, czy AGEs/ALEs mogg by¢ rownie skutecznie identyfikowane za pomocg CRM w
twardowce tak jak w przypadku BM

- ustalenie, czy wyniki uzyskane z badan zaleznych od wieku zmian w obrgbie BM korelujg 1
w jaki stopniu z wynikami takich samych pomiaréw przeprowadzonych na twardowkach

- ocena przydatnosci twardowki jako tkanki do nieinwazyjnych badan procesu starzenia si¢
oka in vivo i posredniej oceny stanu BM

Chociaz obecno$é tych samych komponentow, ktére zostaly zidentyfikowane wczesniej w
BM, zostala rowniez potwierdzona w twardowece, to zalezno$é ich poziomu od wieku w obu
tkankach przedstawiala si¢ zupelnie inaczej. W twardowce z wiekiem akumulujg sie
jednonienasycone kwasy ttuszczowe (MUFA), ktorych poziom nie zmienial si¢ w przypadku
BM. Chociaz w twardowce, podobnie jak w BM, akumuluja si¢ z wiekiem niektore AGEs:
CML/CEL i G-H1, to obserwowany wzrost nie jest tak spektakularny jak w przypadku BM.
Dopiero po zsumowaniu udziatu wszystkich pojedynczych zidentyfikowanych AGEs/ALEs,
uzyskano wyrazny trend potwierdzajacy zalezng od wieku akumulacje AGEs/ALEs w
twardowce. Zestawienie tej zalezno$ci obliczonej dla twardowek z zaleznoscia wyliczong w
ten sam sposob dla BM, wskazuje, ze tempo akumulacji AGEs/ALEs w twardowce jest okolo
czterokrotnie nizsze niz w BM. Niemniej model przewidywanych zmian spektralnych w
widmie Ramana badanej probki korelujgcych z jej wiekiem wypracowany dla BM [42], dos¢
dobrze korelowal z wynikami uzyskanymi dla twardowek. Mimo, iz tempo zmian starczych w
twardowce jest nizsze niz w BM i zachodzg one w mniejszej skali, sg mierzalne, a dzigki
wykorzystaniu nieinwazyjnej spektroskopii ramanowskiej, mogg, nawet w ograniczonym
zakresie, stanowi¢ podstawe do szybkiej, ale wiarygodnej oceny stanu BM.

Podsumowanie:

Wykazano zalezna od wieku akumulacj¢ w twardowkach kilku roéznych poéznych
produktéw glikacji i peroksydacji lipidéow AGEs/ALEs, ktorych laczna zawartosé
bardzo dobrze korelowala z wiekiem badanej tkanki

Wykazano, ze tempo zmian starczych w twardowce, chociaz czterokrotnie wolniejsze niz
w przypadku BM, dobrze koreluje z ramanowskim modelem zmian starczych
wypracowanym dla BM, co pozwala na wykorzystanie twardéowek do szybkich,
nieinwazyjnych pomiaréw metodg spektroskopii Ramana in vive majgcych na celu
wstepna oceng stanu BM

Chociaz rola wysoce reaktywnych produktow utlenienia PUFAs, a szczegdlnie indukowanych
przez nie ALEs, jest znana i szeroko dyskutowana jako istotny czynnik w patogenezie wielu




chorob degeneracyjnych, w tym AMD [57], wszelkie opracowania zupelnie pomijajg ich
potencjalng fotoreaktywno$¢ indukowang swiatlem widzialnym. To bardzo wazny aspekt ich
reaktywnosci, szczegOlnie w siatkowce, gdzie — jak juz wielokrotnie wykazano — produkty
utlenienia PUFAs i ALEs akumuluja si¢ z wiekiem i moga by¢ eksponowane na krétkofalowe
$wiatto widzialne. Wykazano takze, ze poziom zmodyfikowanych przez HNE i HHE biatek w
siatkOwce wzrasta po ekspozycji na swiatlo [58].

Potowa fosfolipiddow w blonach dyskow zewnetrznych segmentoéw fotoreceptorow zawiera
PUFAs, ktére w warunkach chronicznego stresu oksydacyjnego panujacego w zewnetrznej
czesci siatkéwki fatwo ulegajg utlenieniu. Mimo nieustannego procesu zluszczania i
fagocytowania przez komoérki RPE dyskéw znajdujacych si¢ w szezytowej czgsci POS, czas
zycia pojedynczego dysku wynosi 10-12 dni [59]. Zatem, jesli koncowe produkty utlenienia
PUFAs moga przejsciowo gromadzié si¢ w POS, gdzie sa eksponowane na silne krotkofalowe
$wiatlo widzialne, to jesli sa fotoreaktywne, moga stanowi¢ dodatkowa pule endogennych
sensybilizatorow i posredniczy¢ w procesie fotouszkodzenia siatkowki.

Dlatego kolejnym etapem podjetych badan dotyczgcych roli lipidow w procesie starzenia si¢ i
degeneracji siatkowki byta analiza fotoreaktywnosci lipidéw ekstrahowanych z siatkowek
bydlecych.

Przygotowany przeze mnie projekt zatytulowany ,LRola produktow utlenienia
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych w fotouszkodzeniu komorek siatkowki oraz
udzial plazmalogenéw w ochronie siatkowki przed skutkami stresu oksydacyjnego”
obejmujgcy m.in. ten rodzaj badan, ztozony w konkursie Narodowego Centrum Nauki
SONATA BIS w 2012 roku otrzymat pozytywne recenzje i zostat sfinansowany.

Czes¢ wynikéw uzyskanych podczas realizacji projektu w latach 2013-2016 zostata
opublikowana w pracy:

(5) Koscielniak A, Serafin M, Duda M, Oles T, Zadlo A, Broniec A, Berdeaux O, Gregoire S,
Bretillon L, Sarna T, Pawlak A*™ (2017) Oxidation-Induced Increase In Photoreactivity of
Bovine Retinal Lipid Extract. Cell Biochem. Biophys., 75(3-4): 443-454

Glowne cele naukowe pracy:

- Zbadanie fotoreaktywnosci ekstraktu Folcha z neuronalnej czgsci siatkowek bydlecych oraz
zmian ewentualnie obserwowanej fotoreaktywnosci w czasie utleniania ekstraktu w
liposomach, w kontrolowanych warunkach

- Poréwnanie fotoreaktywnosci ekstraktu Folcha z neuronalnej czgsci siatkowek bydlecych z
fotoreaktywnos$cig mieszaniny syntetycznych lipidow o skladzie lipidowym zblizonym do
sktadu tego ekstraktu, utlenianych w takich samych warunkach

Procedura ekstrakcji Folcha [60] pozwala na bardzo wydajng ekstrakcje lipidow z komorek,
tkanek czy innych uktadéw biologicznych. Gloéwnymi skladnikami esktraktu Folcha sg
oczywiscie lipidy, ale ekstrakt ten zawiera takze inne hydrofobowe skladniki materiatu
poddanego ekstrakeji. W przypadku neuronalnej czgsei siatkowek, ekstrakt Folcha zawiera,
oprocz lipidow, takze endogenne hydrofobowe przeciwutleniacze (np. a-tokoferol,
karotenoidy czy retinoidy) oraz endogenne hydrofobowe sensybilizatory (np. produkty
blaknigcia rodopsyny - catkowicie frams retinal). Poniewaz obecno$¢ endogennych
sesybilizatoréw i przeciwutleniaczy w badanym ekstrakcie Folcha powaznie utrudnia ocene



udziatu samych lipidéw i produktéw ich utlenienia w badanej fotoreaktywnosci ekstraktu,
przygotowano dodatkowy uklad badawczy skladajacy si¢ z syntetycznych lipidow, ktorych
sktad i stosunek molowy odpowiadatl w przyblizeniu sktadowi lipidowemu ekstraktu Folcha z
siatkowek bydlecych (BRex). Sktad lipidowy BRex zostal szczegétowo zanalizowany przy
uzyciu chromatografii gazowej oraz spektrometrii masowej sprzgzonej z chromatografig
cieczowg. Przygotowano liposomy z BRex oraz z mieszanin syntetycznych lipidow 1 poddano
je procesowi utleniania na drodze autooksydacji w ciemnosci, w temperaturze 370C. W
wybranych punktach czasowych odbierano cze$¢ utlenionych liposomow i badano ich
fotoreaktywno$é. Zarowno w liposomach przygotowanych z nieutlenionego ekstraktu Folcha
z siatkowek bydlecych jak i w liposomach sporzgdzonych z mieszaniny syntetycznych
lipidéw, zaobserwowano wyrazng konsumpcje tlenu indukowang $wiatlem niebieskim.
Tempo konsumpcji tlenu w obu badanych probkach dramatycznie wzrastato wraz z czasem
utleniania obu rodzajow liposoméw (Rys. 5)
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Rys.5 Tempo konsumpcji tlenu w liposomach przygotowanych z ekstraktu Folcha z siatkéwek
bydlecych (4) oraz w liposomach przygotowanych z mieszaniny syntetycznych lipidow o skladzie
odpowiadajgcym sktadowi lipidowemu ekstraktu Folcha siatkéwek bydlecych (B). Konsumpcja tlenu
mierzona w ciemnosci (czarne stupki) i podczas naswietlania swiattem biatym (395-700 nm, 34-40
mW/em?) w probkach nieutlenionych (0 h) i po réinym czasie utleniania (130-380 h). Gwiazdkami
oznaczone roznice istotne statystycznie. (Koscielniak A. et al., 2017, Cell Biochem. Biophys., 75(3-4):
443-454)

Za obserwowang w obu probkach, indukowang swiattem konsumpcje tlenu czesciowo
odpowiada generowany w ukladzie tlen singletowy (!0, 'Ag) oraz anionorodnik
ponadtlenkowy. Z pomiaréw przeprowadzonych w roztworach homogenicznych wynika, ze w
obu probkach tlen singletowy generowany jest z podobng wydajnoscia kwantowg. W
przypadku ekstraktu Folcha z siatkowek bydlecych utlenianego przez 332 h, wartosci
wydajnosci kwantowej generowania 'O, wynosity odpowiednio 0,08 i 0,06 po wzbudzeniu
$wiattem o dhugosei fali 360 i 410 nm. W obu badanych prébkach wydajnos¢ kwantowa
generowania 'O, wydaje sie nie zaleze¢ od czasu utleniania. Tempo generowania
anionorodnika ponadtlenkowego rosnie z czasem utleniania zarowno BRex jak i mieszaniny
syntetycznych lipidow [61].

Obserwowang fotorektywos¢ nieutlenionego BRex mozna przypisywaé obecnosci
endogennych sensybilizatoréw, w tym wolnego catkowicie trans retinalu. Niskie wartosci
tempa fotokonsumpcji tlenu w probkach nieutlenionych mogg by¢ réwniez wynikiem
przeciwutleniajgcego  dziatania obecnych w  BRex wydajnych hydrofobowych




przeciwutleniaczy. Zwiazki te jednak (atRAL czy ksantofile) ulegajg dos¢ szybkiej degradacji
podczas procesu utleniania, dlatego wyrazny wzrost fotoreaktywnosci BRex po 168 czy 332 h
autooksydacji wskazuje na rosngca role utlenionych lipidow. Obserwacje te potwierdzajg
wyniki badan fotoreaktywnosci mieszaniny syntetycznych lipidow, ktére nie zawieraly
zadnych sensybilizatoréw ani przeciwutleniaczy [61].

Podsumowanie:

Dokonano szczegolowej analizy skladu lipidowego ekstraktu Folcha z neuronalnej czesci
siatkowek bydlgcych

Wykazano, ze esktrakt Folcha z neuronalnej czesci siatkowek generuje tlen singletowy
oraz rodniki tlenowe w wyniku naswietlania Swiatlem niebieskim, a obserwowana
fotoreaktywnos¢ ekstraktu wyraznie rosnie z czasem utleniania

Potwierdzono, ze za obserwowang fotoreaktywnos¢ utlenionych ekstraktow Folcha z
siatkowek bydl¢cych, odpowiedzialne sa gléwnie produkty utlenienia lipidéw
wchodzacych w sklad ekstraktu

Najwazniejsze osiagniecia i wnioski naukowe plynace z cyklu publikacji stanowiacych

podstawe postepowania habilitacyjnego.

Znaczna cze$é mojej dotychczasowej pracy badawczej dotyczyta roli lipidéw i produktéw ich
utlenienia w procesie starzenia sie 1 fotouszkodzenia siatkowki 1 kompleksu RPE/BM. Wyniki
opublikowane w kilku pracach pozwalajg na sformutowanie kilku kluczowych wnioskow:

- Produkty utlenienia wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFAs) oraz indukowane
przez nie addukty (ALEs) oraz addukty generowane przez p6zne produkty glikacji (AGEs)
akumulujg si¢ w blonach Brucha oraz twardowkach oczu ludzkich, a ich poziom bardzo
dobrze koreluje z wiekiem dawcow tkanek

- Produkty utlenienia PUFA akumulujg si¢ w zewnetrznych segmentach fotoreceptorow
izolowanych z siatkowek bydlecych podczas procesu ich utleniania ex vivo, a konfokalna
mikroskopia ramanowska moze by¢ wykorzystana do monitorowania zmian zachodzacych
podczas procesu utleniania nawet w ztozonym materiale biologicznym

- Konfokalna mikroskopia ramanowska umozliwia jednoczesng identyfikacje wielu, nawet
bardzo podobnych strukturalnie AGEs/ALEs oraz odtworzenie ich rozktadu przestrzennego w
tkankach ocznych w szybki i nieinwazyjny sposob

- Twardoéwki, mimo znacznie wolniejszego tempa akumulacji AGEs/ALEs i zmian starczych,
moga zosta¢ wykorzystane do szybkich, nieinwazyjnych pomiaréw monitorujgcych proces
starzenia si¢ oka in vivo oraz stluzacych szacunkowej ocenie kondycji btony Brucha

- Produkty utlenienia PUFAs, ktore moga powstawa¢ i akumulowac si¢ w siatkowce sg
fotoreaktywne i zdolne do generowania tlenu singletowego oraz wolnych rodnikéw po
naswietleniu krétkofalowym $wiattem widzialnym



5.0méwienie pozostalych osiaggnie¢ naukowo — badawczych wnioskodawcy, Swiadezacych o
istotnej aktywno$ci naukowej habilitanta

5.1. Prace poSwiecone badaniu wiasno$ci plasmalogenow

Drugim istotnym problemem, ktorym zajmuje si¢ w swojej pracy badawczej jest rola
plazmalogendéw (PLs) w komérkach siatkowki. Wihasnos$ci przeciwutleniajgce PLs i badania
ich wplywu na fotoreaktywnos$¢ innych lipidéw obecnych w siatkowce stanowily znaczng
czed¢ mojego projektu badawczego (SONATA BIS, Grant 2012/05/E/NZ3/00473, 2013-
2016). Plazmalogeny stanowig unikalna grup¢ glicerofosfolipidéw, ktdéra charakteryzuje sie
obecnoscig wigzania winylowo-eterowego w pozycji sn-1 glicerolu [62]. Plazmalogeny w
siatkowce stanowig 10% wszystkich glicerofosfolipidéw 1 wystgpuja w formie
fosfatydyloetanolaminy siegajac odpowiednio 29% i 28% wszystkich fosfatydyloetanolamin
odpowiednio w siatkéwece i w RPE [63]. Poziom PLs w siatkowce zmienia si¢ z wiekiem,
szczegoOlnie w poczatkowej fazie rozwoju, natomiast brak PLs powoduje szereg zaburzen w
rozwoju i funkcjonowaniu tkanek ocznych, co wskazuje na istotng role plazmalogenow w
tych procesach [63]. Uwaza sie, ze obecno$¢ wigzania winylowo-eterowego redukuje
hydrofilowos$¢ czasteczek PLs i sprawia, ze PLs s3 istotnymi skladnikami mikrodomen
lipidowych [62]. Sugeruje sie takze, ze plazmalogeny moga dziala¢ jako endogenne
przeciwutleniacze [64]. Wigzanie winylowo-eterowe w PLs jest bowiem pierwszym celem
ataku wolnych rodnikéw czy tlenu singletowego chronigc w ten sposob nienasycone kwasy
thuszczowe w pozycji sn-2 samego plazmalogenu i innych fosfolipidéow, co wykazaliSmy w
naszej pracy:

Broniec A, Klosinski R, Pawlak A, Wrona-Krol M, Thompson D, Sarna T (2011),
Interactions of plasmalogens and their diacyl analogs with singlet oxygen in selected model
systems, Free Radic Biol Med., 50(7): 892-898;

(IF2011 5,423; MNiSW 40; liczba cytowan: 43)

Reaktywnos¢ Pls w kierunku wolnych rodnikéw jest znacznie bardziej zlozona i istotnie
zalezy zarowno od rodzaju lipidow sgsiadujacych z PLs (mechanizm miedzyczasteczkowy)
jak 1 kwasu thuszczowego zestryfikowanego w pozycji sn-2 samego plasmalogenu
(mechanizm wewnatrzczasteczkowy). Wyniki badan tych mechanizméw przedstawiono w

pracy:
Broniec A, Zadto A, Pawlak A, Fuchs B, Klosifiski R, Thompson D, Sarna T. (2017)
Interaction of plasmenylcholine with free radicals in selected model systems. Free Radic Biol

Med., 106: 368-378;
(IF2017 6,020; MNiSW 40; liczba cytowan: 4)

W pracy tej wykazano, ze podczas gdy w pozycji sn-2 plasmalogenu znajduje si¢
zestryfikowany jednonienasycony kwas thuszczowy, reakcja Pls z wolnymi rodnikami nie
rozni sie od reakcji jego diacylowego analogu. Jezel natomiast w tym miejscu znajduje si¢
kwas wielonienasycony, wowczas wigzanie winylowo-eterowe chroni ten wilasnie PUFA
przed utlenieniem. To bardzo wazny wewnatrzczasteczkowy mechanizm przeciwutleniajacy.




Podczas realizacji projektu wykazano rowniez, ze obecno$¢ PLs wyraZnie obniza wydajnos¢
kwantowa generowania tlenu singletowego w mieszaninie syntetycznych lipidow o sktadzie
zblizonym do skladu lipidowego siatkowek, nie wplywaja natomiast na poziom
generowanych wolnych rodnikéw. Ponadto, wykazano, ze PLs indukujg ekspresje niektorych
enzymoOw przeciwutleniajgcych w komorkach ARPE-19 (dane nie opublikowane).

Czes¢ wynikdéw uzyskanych podczas realizacji projektu zostala wykorzystana w projekcie
zatytutowanym “The role of plasmalogens in physiology and pathophysiology of the human
retina — cellular and molecular aspects” ztozonym przez habilitanta do Europejskiej Rady ds.
Badan Naukowych (ERC — European Research Council) w konkursie ERC Consolidator
Grant (ERC-2016-COG, proposal number 726427) w 2016 roku. Projekt niestety nie uzyskat
finansowania.

5.2. Praca zwigzana z badaniem strukturalnej roli lipidéw

Jak juz wspomniano, wysokie stezenie wielonienasyconych lipidow w siatkéwce, a
szczegolnie w zewngtrznych segmentach fotoreceptorow (POS) jest kluczowe dla utrzymania
wysokiej ptynnosci bton dyskéw w POS, od ktorej zalezy wydajnoéé transdukeji sygnatu
wzrokowego [11, 12]. Pigment wzrokowy, rodopsyna, zlokalizowany jest w btonach dyskow
lub w fatdkach btony plazmatycznej w przypadku, odpowiednio, precikow 1 czopkdw.
Szczytowe czesci zewngtrznych segmentdw fotoreceptordw, czyli te najstarsze 1 najbardziej
wzuzyte” dyski sa zluszczane i fagocytowane przez komorki nablonka upigmentowanego
siatkowki (RPE). Jeszcze w latach 90’ wykazano, ze sktad lipidowy blony plazmatycznej
fotoreceptoréw oraz miodych i starych dyskéw bardzo si¢ rézni [65]. Blony najstarszych
dyskéw zawierajg zaledwie 5 % molowych cholesterolu i niemal 35% molowych kwasu
dokozaheksaenowego (22:6, n-3) [66]. Ponadto, w blonach fotoreceptoréw obecne sa takze
kasantofile, ktore obok istotnej roli przeciwutleniajgcej, petnig takze wazng role strukturalng
[67, 68]. Fizykochemiczne wtasnosci blon, powstawanie i sktad lipidowy domen oraz wptyw
cholesterolu (Ch) i ksantofili na wilasnosci i funkcjonowanie blon sg przedmiotem pracy
badawczej Prof. Anny Wisniewskiej-Becker, z ktéra od lat wspdtpracuje.

Badania, ktore prowadzimy dotyczg wplywu produktow utlenienia PUFAs i produktéw
degradacji ksantofili na wiasnosci strukturalne blon fotoreceptorow. W naszych badaniach
wykorzystujemy glownie metode elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Czesé
wynikow naszych badan zostata opublikowana w pracy:

Duda M, Kawula K, Pawlak A, Sarna T, Wisniewska-Becker A. (2017) EPR Studies on the
Properties of Model Photoreceptor Membranes Made of Natural and Synthetic Lipids. Cell
Biochem. Biophys., 75(3-4): 433-442;

(IF2017 1,455; MNiSW 25; brak cytowan)

W tej pracy opublikowano wyniki badan wlasnosci strukturalnych modeli bton nasladujacych
trzy typy bton obecnych w POS: blony plazmatycznej oraz blon mlodych i starych dyskéow.
Ponadto, badano takze wplyw procesu utlenienia na ich wlasnos$ci. Wykazano, ze
fizykochemiczne wiasnosci badanych blon znacznie si¢ rdznig. Blona plazmatyczna, ze
wzgledu na wysokie stezenie cholesterolu (dochodzgce do 40% molowych) wykazuje duzg
sztywnos¢, podczas gdy biona starych dyskow zawierajaca zaledwie 5% molowych Ch,
charakteryzuje si¢ najwiekszg ptynnoscia. Zaobserwowano tylko niewielki wptyw utleniania



powodujgcy zwickszenie sztywnosci blon w ich centralnej czgsci. Brak silnych efektow
utlenienia lipidéw wchodzgeych w sktad bton mozna thumaczy¢ tym, ze blony byly utleniane
w bardzo tagodnych warunkach, w ktérych nie uzyskano wystarczajaco wysokiego poziomu
reaktywnych produktow utlenienia, ktore moglyby spowodowaé istotne zmiany wilasnosci
bton. W siatkowce jednak, lipidy obecne w POS sg eksponowane na silny i dlugotrwaty stres
oksydacyjny, zatem zaproponowany model bton POS znacznie odbiega od warunkow
fizjologicznych. Badania te sg kontynuowane przy znacznie zmodyfikowanych warunkach
eksperymentu.

5.3. Prace poswiecone badaniu skladnikow lipofuscyny.

Po obronie pracy doktorskiej w marcu 2004 roku, kontynuowatam badania fotoreaktywnosci
lipofuscyny ocznej (Lf) oraz jej wybranych sktadnikéw. Wyniki badan fotoreaktywnosci
rozpuszczalnych (ChS) i nierozpuszczalnych w chloroformie (ChNS) frakcji Lf izolowanej z
ludzkich komdrek nabtonka upigmentowanego siatkéwki (RPE) od dawcow z réznych grup
wiekowych opublikowano w pracy:

Rézanowska M, Pawlak A, Rozanowski B, Skumatz C, Zareba M, Boulton ME, Burke
JM, Sarna T, Simon JD. (2004) Age-related changes in the photoreactivity of retinal
lipofuscin granules: Role of chloroform-insoluble components, Invest Ophthalmol Vis Sci.,
45(4): 1052-60

(IF2004 3,577; MNiSW 40; liczba cytowan: 45)

W pracy wykazano, ze fotoreaktywnos¢ obu badanych frakcji Lf wzrasta z wiekiem donoréw
komorek RPE (wspomniano juz o tym wyzej w podrozdziale ,Lipofuscyna oczna”).
Jednoczesnie zaobserwowano stopniowy wzrost zawartosci ChNS w ziarnach Lf z wiekiem,
podczas gdy zawarto$¢ ChS pozostawala wzglednie stala niezaleznie od wieku donorow.
Warto podkresli¢, ze gdy uzyskane wyniki znormalizowano do suchej masy obu frakeji, a nie
liczby ziaren Lf, obserwowana fotoreaktywnos¢ wydawala si¢ nie zaleze¢ od wieku.
Wskazuje to na rosnaca role sktadnikow frakeji ChNS w wypadkowej fotoreaktywnosei Lf i
rosngce z wiekiem zagrozenie ze strony akumulujacej si¢ Lf dla komorek RPE.

Wyniki badan fotoreaktywnos$ci produktu reakcji dwoch czasteczek catkowicie frans retinalu
z etanolaming — A2E (ang. N-retinylidene-N-retinylethanolamine) stanowily znaczng czgsé
mojej rozprawy doktorskiej (uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pigciu pracach przed
uzyskaniem stopnia doktora). W mojej pracy doktorskiej wykazalam, ze stany wzbudzone i
generowanie tlenu singletowego nie sg wprost odpowiedzialne za indukowane $wiattem
reakcje A2E, co jednak nie wykluczato udziatu form wolnorodnikowych A2E w tych
reakcjach. Badania A2E kontynuowatam koncentrujac si¢ gldwnie na reaktywnosci form
wolnorodnikowych A2E. Wyniki pomiaréw metoda radiolizy impulsowej zostaly
opublikowane w pracy:

Broniec A, Pawlak A, Sarna T, Wielgus A, Roberts JE, Land EJ, Truscott TG, Edge R,
Navaratnam S. (2005) Spectroscopic properties and reactivity of free radical forms of A2E,
Free Radic Biol Med., 38(8): 1037-46;

(TF2005 4,971; MNiSW 40; liczba cytowan: 10)



Poniewaz radioliza impulsowa oferuje mozliwos¢ badania rodnikowych form przejsciowych
réznych substancji, podjeto si¢ charakterystyki form rodnikowych A2E w ukladzie
micellarnym i uktadach homogenicznych. Wykazano, ze ze wzgledu na dlugi czas zycia,
produkt jednoelektronowej redukcji A2E (neutralny rodnik A2E®), moze wydajnie
oddziatywaé z biologicznie znaczgcymi akceptorami elektronéw (np. z tlenem i melaning).
Uzyskane wyniki wskazuja tez, ze A2E w przeciwienstwie do karotenoidow i retinoidow,
raczej nie ulega reakcji jednoelektronowego utlenienia, chociaz z silnie utleniajgcymi
rodnikami, zaobserwowano powstawanie kationorodnika A2E (A2E®**"). W obecnosci
karotenoidéw, kationorodnik AZ2E wulegat redukcji, ktorej towarzyszylo generowanie
kationorodnikow karotenoidéw. Reakcje oddziatywania neutralnego rodnika A2E z tlenem 1
melaning oraz kationorodnika A2E z karotenoidami sugerujg, ze ewentualne powstawanie
rodnikow A2E in situ w siatkéwce, moze mie¢ duze znaczenie biologiczne.

5.4. Praca dotyczaca wykorzystania spektroskopii EPR do wizualizacji rodnikow w ukladach
modelowych i tkankach biologicznych

W 2010 roku rozpoczetam swdj drugi staz podoktorski w zespole Prof. Hiroshi Hiraty na
Uniwersytecie Hokkaido, Sapporo, Japonia, podczas ktérego zostatam zaangazowana do
realizacji dwoch projektow: ,,Development of fast CW-EPR Imaging” oraz ,,Imaging of chiral
molecules based on magnetic resonance”. Badania, ktére tam prowadzitam dotyczyty
zastosowania elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) do wizualizacji rozkladu
rodnikéw w uktadach modelowych oraz probkach biologicznych. Profesor Hiroshi Hirata jest
bardzo doswiadczonym konstruktorem spektrometrow EPR (kilka jego projektéw nowych
rezonatorow zostalo opatentowanych), a przede wszystkim szybkich spektrometrow
stuzacych do obrazowania EPR (tzw. imagerow). W 2010 roku, kiedy rozpoczynatam prace w
grupie Profesora Hiraty, dysponowal on najszybszym imagerem EPR na $wiecie,
umozliwiajgcym rejestracje obrazu 3D dystrybucji rodnika w czasie 3.6s

Ponadto, Profesor Hirata opracowal metode jednoczesnego pomiaru i wizualizacji dwoch
réznych rodnikow. Czes¢ wynikéw uzyskanych tg metodg zostato opublikowanych w pracy:

Pawlak A, Ito R, Fujii H, Hirata H (2011) Simultaneous molecular imaging based on electron
paramagnetic resonance of (14)N- and (15)N-labelled nitroxyl radicals, Chem. Comm., 47
(11): 3245-3247

(IF2011 6,169; MNiSW 40; liczba cytowan: 6)

Wypracowana przez grupg Prof. Hiraty metoda wykorzystania dwoch oznakowanych roznymi
izotopami azotu (N i N) rodnikéw nitroksylowych umozliwita symultaniczne
zobrazowanie przestrzennego rozkfadu dwoch rodnikow w mézgu myszy. Uzyskane wyniki
wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania tej metody do pomiardw chiralnych zwigzkow 1
badania farmakokinetyki chiralnych lekow.

5.5. Inne prace

Ze wzgledu na moje zainteresowania naukowe, szczegdlnie z dziedziny fotobiologii oraz
znajomo$¢ technik stosowanych w badaniach (foto)biofizycznych, wielokrotnie bytam
angazowana w projekty dotyczgce badan wiasnosei fotochemicznych i fizykochemicznych



roznych zwigzkoéw. Wspolpraca z wieloma wybithymi badaczami zaowocowata kilkoma
bardzo dobrymi, wielokrotnie cytowanymi, publikacjami dotyczacymi:

5.5.1.Badan wiasnosci zupelnie nowych sensybilizatordow:

Mroz P, Pawlak A, Satti M, Lee H, Wharton T, Gali H, Sarna T, Hamblin MR. (2007)
Functionalized fullerenes mediate photodynamic killing of cancer cells: Type I versus Type 1I
photochemical mechanism, Free Radic Biol Med., 43(5): 711-9

(IF2007 4,813; MNiSW 40; liczba cytowan: 149)

Vakrat-Haglili Y, Weiner L, Brumfeld V, Brandis A, Salomon Y, McLlroy B, Wilson
BC, Pawlak A, Rozanowska M, Sarna T, Scherz A. (2005) The microenvironment effect on
the generation of reactive oxygen species by Pd-bacteriopheophorbide. J 4m Chem Soc.,
127(17): 6487-97

(IF2005 7,419; MNiSW 45; liczba cytowan: 131)

5.5.2 Badan wlasnosci melaniny i kwasow humusowych

Ye T, Hong L, Garguilo J, Pawlak A, Edwards GS, Nemanich RJ, Sarna T, Simon JD. (2006)
Photoionization thresholds of melanins obtained from free electron laser-photoelectron
emission microscopy, femtosecond transient absorption spectroscopy and electron
paramagnetic resonance measurements of oxygen photoconsumption., Photochem. Photobiol.,
82(3): 733-737

(TF2006 2,0615; MNiSW 25; liczba cytowan: 62)

Ye T, Pawlak A, Sarna T, SimonJD, (2008) Different molecular constituents in
pheomelanin are responsible for emission, transient absorption and oxygen
photoconsumption. Photochem. Photobiol., 84(2): 437-443

(IF2008 2,287; MNiSW 25; liczba cytowan: 21)

Polewski K; Slawinska D; Slawinski J; Pawlak A (2005) The effect of UV and visible light
radiation on natural humic acid EPR spectral and kinetic studies, GEODERMA, 126(3-4):
291-299

(IF2005 1,773; MNiSW 45; liczba cytowan: 25)

5.5.3 Badan reakcji tokoferoli i tokotrienoli z tlenem singletowym

Gruszka Jolanta; Pawlak Anna; Kruk Jerzy (2008) Tocochromanols, plastoquinol, and other
biological prenyllipids as singlet oxygen quenchers-determination of singlet oxygen
quenching rate constants and oxidation products, Free Rad. Biol. Med., 45(6): 920-928

(IF2008 5,399; MNiSW 40; liczba cytowan: 61)
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