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1. UVOD

1.1. Senilna makularna degeneracija

1.1.1. Definicija i povijesni pregled

Senilna makularna degeneracija (SMD) ili kako se u engleskom govornom podrucju, da bi se
izbjegao nepopularan izraz "senilna", uctivije 1 ljepSe naziva "Age-Related Maculopathy"
(ARM), odnosno "Age-Related Macular Degeneration" (AMD) za njezin uznapredovali stadij,
vode¢i je uzrok sljepoce u osoba starijih od 50 godina u razvijenim zemljama [1,2], a rezultat
je progresivne degeneracije stanica retinalnoga pigmentnoga epitela (RPE) 1 fotoreceptora u
makularnoj regiji, koja u konacnici uzrokuje potpun i nepovratan gubitak centralnoga vida [3].

Bolest uklju€uje: razli¢ite promjene u makuli starijih osoba: druze, hiperpigmentacije i/ili
hipopigmentacije RPE-a, korioidalne neovaskularizacije (CNV), subretinalne ili sub RPE
hemoragije, odignu¢e RPE-a i/ili neurosenzorne retine, geografsku atrofiju (GA) RPE-a,
stvaranje fibrovaskularnoga oziljka, a u odsutnosti drugih bolesti, koje su ih mogle uzrokovati

[4].

Promjene u makuli sukladne SMD-u prvi je opisao Donders 1855. godine [5]. Hutchinson i
Tay, 1874. godine opisuju takve promjene u makuli kao "simetricnu srediSnju zilni¢no-
mrezni¢nu bolest koja se javlja u starijih osoba" [6]. Pagenstecher i Genth (1875) [7] opisali su
disciformnu fazu SMD-a. Deset godina kasnije, 1885. godine, Svicarski oftalmolog Otto Habb
[8] prvi je upotrijebio naziv SMD da bi oznacio klini¢ki entitet razli¢itih promjena u makularnoj
regiji starijih ljudi. Oeller 1905. godine spominje naziv disciformna degeneracija makule [9]
Kuhnt 1 Junius 1926. [10] upotrebljavaju taj naziv da bi opisali lezije u obliku diska, koje se
pojavljuju u makularnoj regiji starijih osoba (disciformna faza SMD-a dobila je poslije ime
Kuhnt-Juniusova disciformna makularna degeneracija). Maumenace, 1965. [11] godine i Gass
1967. [12,13] ispravno su pretpostavili da su uzrok svih krvarenja neovaskularizacije iz
korioideje, koje se mogu pojaviti kao odgovor na nakupljanje abnormalnih depozita izmedu
RPE i Bruchove membrane (BM).

Istinsko razumijevanje SMD-a zapocinje Gassovim radovima prije 50-ak godina [12,13].
Zahvaljuju¢i razvoju fluoresceinske angiografije (FA), on je bio u mogucénosti objelodaniti
svoju monumentalnu studiju patogeneze disciformne makularne degeneracije te je usporedbom
klini¢kih, fluoresceinsko-angiografskih i histopatoloskih nalaza, postao zacetnikom danasnjih
spoznaja o0 SMD-u [12,13].

Novo razdoblje za SMD nastaje posljednja dva desetlje¢a uvodenjem opticke koherentne
tomografije (engl. Optical Coherence Tomography — OCT) [14] u dijagnostiku 1 inhibitora



¢imbenika vaskularne endotelne proliferacije (engl. Vascular Endothelial Growth Factor —
VEGF) u njezino lijeCenje [15].

Unato¢ opseznim istrazivanjima SMD-a diljem svijeta (proslima i onima koja su u tijeku),
trenutno nema opce prihvacene definicije bolesti. Razli¢ite definicije ranoga 1 kasnoga oblika
bolesti, koriStene u mnogim studijama, prave velike poteskoce i ¢ine nemogucim usporedbu
rezultata. Daljnje poteskoce stvaraju raznolike 1 nestandardizirane metode koriStene u razli¢itim
klini¢kim 1 epidemioloskim studijama, kao i razli¢ito ogranic¢ena dob ispitanika ukljucenih u
pojedine studije (od 1 — 98 godina) [4]. U ranijim studijama oslanjali su se samo na klini¢ki
pregled brojnih nezavisnih ispitivaca s razliitom razinom iskustva, bez standardizacije
dijagnoze [4,16]. U novijim studijama, temeljenim na fotografijama fundusa, fotografije nisu
standardizirane [4,17-21].

Uglavnom se rabe dvije klasifikacijske sheme: ranije, koje su ukljucivale i smanjenje centralne
vidne oStrine kao jedan od dijagnostickih kriterija, 1 novije koje na temelju morfoloskih
promjena na fundusu, temeljenih na fotografijama fundusa, bez implikacije vidne oStrine,
procjenjuju i klasificiraju SMD.

U nastojanju da se standardiziraju definicija SMD-a 1 metodologije istrazivanja, medunarnodna
skupina znanstvenika (International Age-related Maculopathy Epidemiological Study Group)
objavila je godine 1995. Medunarodnu klasifikaciju i sustav stupnjevanja SMD-a u nadi
stvaranja zajednickoga detekcijskoga 1 klasifikacijskoga sustava za buduce studije [4] kako bi
se olaksSala usporedba podataka izmedu njih. Ta nova terminologija, na Zalost, i dalje nije opce
prihvacena.

SMD su definirali kao degenerativnu bolest u osoba starijih od 50 godina, karakteriziranu
prisutnos¢u sljede¢ih abnormalnosti u makularnoj regiji: mekih druza > 63 pm,
hiperpigmnentacija i/ili hipopigmentacija RPE-a, odignuéa RPE-a i/ili senzorne retine,
retinalnih hemoragija, GA RPE-a, retinalnoga fibroznoga oziljka, bez pokazatelja da su one
sekundarne zbog drugih retinalnih (ponajprije vaskularnih) bolesti koje su ih mogle prouzrociti.

Bolest su imenovali dvama nazivima: rani ARM, rane promjene (druze i retinalne pigmentne
abnormalnosti) i kasni ARM (koji se Cesto naziva i AMD), koji ukljucuje vlazni oblik —
neovaskularne promjene (odignu¢e RPE-a 1/ili odignuée neurosenzorne retine; neovaskularne
membrane subretinalno ili sub-RPE; fibrozni oziljak, subretinalne ili retinalne i vitrealne
hemoragije) i suhi oblik — GA (oStro ograni¢ene areje atrofije RPE-a, promjera vecega od 175
um kroz koji prosijavaju korioidalne krvne Zile).

Rani ARM je podijeljen u tri stadija (obicno bez gubitka vida ili s neznatnim gubitkom), a
cetvrti kasni stadij (s gubitkom vida) ¢ini kasni ARM [4].

Za Kklasifikaciju i stupnjevanje SMD-a, prema Medunarodnoj klasifikaciji, rabe se fotografije
fundusa u boji, dobivene fundus kamerom 30° i prozirne folije s otisnutom standardnom
mrezicom za klasifikaciju s krugovima razli¢itoga dijametara (1000, 3000 i 6000 pm).
Centriranjem mreZice na makulu, procjenjuje se udaljenost lezije od foveole. Veli¢ina samih
lezija procjenjuje se standardnim krugovima za stupnjevanje promjena na fundusu veli¢ine 63,



125, 175,2501 500 pm, odnosno 1/24, 1/12, 1/8,6, 1/6, 1 1/3 dijametra diska. Unutarnju makulu
¢ini krug s centrom na foveoli dijametra 3000 pm (odnosno otprilike dva papilarna promjera —
PP, jedan PP na prosje¢nom fundusu iznosi 1500 pm), a vanjsku makulu krug dijametra 6000
um (Cetiri PP) s centrom na foveoli. Poveéanje koje daje fundus kamera 30° je takvo da 4,7 mm
na mrezici korespondira s oko 1500 um na prosje¢nom fundusu, Sto iznosi jedan papilarni
promjer.

U ovoj definiciji vidna oStrina nije ukljucena kao kriterij prisutnosti ili odsutnosti SMD-a [4].
Dio novijih studija ukljucuje i naziv intermedijalni SMD, koji oznacava ve¢e meke druze (>
125 pum) pracene pigmentnim promjenama, koje su rizi¢ne za razvoj uznapredovaloga kasnoga
oblika bolesti [22,23]. U nekoliko novijih studija takoder su kasni stadiji SMD-a podijeljeni u
dvije kategorije prema klini¢kim manifestacijama (suhi 1 vlazni) [24]. U nasoj smo studiji rabili
nazive rani SMD za ARM (prva 3 stadija) i kasni SMD za AMD — kasni oblik bolesti (Cetvrti
stadij).

1.1.2. Udestalost

SMD nije samo vode¢i uzrok sljepo¢e u osoba starijih od 50 godina u razvijenim
industrijaliziranim zemljama, nego takoder, prema svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl.
World Health Organization — WHO), tre¢i po ucestalosti globalni uzrok gubitka vida (nakon
katarakte 1 glaukoma ) ako se uzmu u obzir svi dobni uzrasti 1 zemljopisne regije [25-27]. To
je progresivni, binokularni poremecaj koji pogada vise od 20 % populacije izmedu 65 1 75
godina te viSe od 35 % onih u dobi iznad 75 godina Zivota [18,22,28,29]. Ucestalost 1 tezina
SMD-a povecavaju se s godinama starenja. Prevalencija se razlikuje od istrazivanja do
istrazivanja, razli¢iti autori navode razlicite podatke, §to je posljedica ograni¢enja navedenih u
prethodnom poglavlju (razliciti kriteriji za ukljucenje u studiju, razlika u dobi, definiranju
bolesti, itd.), ali svi ukazuju na strogu povezanost prevalencije i incidencije SMD-a sa zivotnom
dobi [2,16-18,20,30-32].

Prevalencija znatno varira ovisno o lokacijama, rasnim i etni¢kim skupinama diljem svijeta.
Pojavnost SMD-a je znatno ucestalija medu bijelcima nego medu crncima i ima mnogo tezi
tijek [19,29,33-36].

I medu Hispanjolcima kasni oblik SMD-a mnogo je rjedi nego medu bijelcima [32]. Azijati
imaju niZu stopu prevalencije i incidencije, ali s trendom povecanja sukladno starenju azijskoga
stanovniStva. Istrazivnanje Beijing Eye Study pokazalo je 1 znatno poveéanje prevalencije i
incidencije SMD-a medu Kinezima [37]. Inuiti na Grenlandu imaju visoku prevalenciju
neovaskularnoga SMD-a. GA je mnogo ¢e$¢i u Kineza, Islandana i NorveZana u usporedbi s
drugim skupinama [38—41].

Procjenjuje se da je danas viSe od 30 milijuna ljudi diljem svijeta zahva¢eno kasnim oblikom
SMD-a [38]. Ocekuje se da bi se taj broj mogao udvostruciti do 2025. godine kao posljedica
globalnoga progresivnoga starenja stanovniStva [42].



Temeljem rezultata metaanalize svih populacijskih studija o SMD-u publiciranih do svibnja
2013. (ukljucene samo studije sa standardiziranim stupnjevanjem, 129 664 bolesnika, u dobi
od 37 do 97 godina) smatra se da danas u svijetu ima oko 170 milijuna osoba s nekim oblikom
SMD-a. Prevalencija SMD-a raste i na globalnoj razini kao posljedica starenja populacije.
Predvida se da ¢e broj osoba s nekim od oblika SMD-a u 2020. godini biti 196 milijuna, s
povecanjem na 288 milijuna do 2040. godine. Prevalencija ranoga SMD-a (u osoba u dobi 45—
85 godina) na globalnoj razini iznosi 8,01 %, kasnoga 0,37 % 1 opcenito 8,69 %. Prevalencija
SMD-a (bez obzira na stadij) u Europi iznosi 18,3 %, u Sjevernoj Americi 14,3 % i u Aziji 6,9
%. Europa je tre¢a najmnogoljudnija regija s najviSom prevalencijom SMD-a. Azija ¢ini vise
od 60 % svjetskoga stanovniStva 1 stoga ¢e dozivjeti najveci porast broja slu¢ajeva SMD-a
(tre¢inu slu¢ajeva na globalnoj razini) te se ocekuje da ¢e se tijekom godina taj broj povecavati
mnogo brZze nego u ostalim regijama, unato¢ tomu $to trenutno ima najniZu procijenjenu
prevalencijsku stopu [42].

Studija Americkoga Nacionalnoga centara za istraZivanje zdravlja i prehrane (The National
Health and Nutrition Examination Survey — NHANES) [16], Beaver Dam studija (Beaver Dam
Eye Study — BDES) [18], Blue Mountain studija (Blue Mountain Eye Study — BMES) [20],
studija prevalencije SMD iz 7 europskih zemalja — EUREYE (The European Eye Study) [32] i
Rotterdamska studija (Rotterdam Eye Study — RS) [31] kao 1 njihovi udruzeni rezultati [2,30]
temeljne su studije za prevalenciju SMD-a.

Priblizno 15 — 20 milijjuna Amerikanaca ima neki od oblika SMD-a [2]. Prema BDES
prevalencija ranoga oblika SMD-a iznosila je od 8,4 % za dob 43 — 45 godina pa do 30 % za
dob od 75 1 viSe godina, dok je prevalencija kasnoga SMD-a iznosila od 0,1 % do 7,1 % za iste
dobne skupine [2,18].

Prevalencija kasnoga SMD-a u stanovniStvu Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) iznad 40
godina iznosi 1,47 %, $to ukupno ¢ini 1,75 milijuna sa 200 000 novih slucajeva godisnje, i
prosjecno 16 000 novih sljepoca godi$nje. Oko 8 milijuna stanovnika SAD u riziku je da razvije
kasni oblik tijekom iducih 5 godina. Do godine 2030. ofekuje se da ¢e se broj bolesnika s
kasnim oblikom povecati za 50 %, §to bi iznosilo oko 3 milijuna slu¢ajeva [2].

Prevalencija kasnoga oblika u Europi prema multicentri¢noj studiji EUREYE (Norveska,
Estonija, UK, Francuska, Italija, Gréka i Spanjolska, 5040 sudionika) za dob visu od 65 godina
iznosi 3,3 %. Kada se to primijeni na stanovni§tvo od 65 i viSe godina u Europskoj uniji,
procjenjuje se da 3,35 milijuna osoba ima kasni oblik SMD-a i viSe od 1,5 milijun ima teSke
poremecaje vida zbog obostranoga SMD-a [32].

U australskoj epidemioloskoj studiji BMES (3654 ispitanika u dobi viSoj od 49 godina)
prevalencija kasnoga stadija SMD-a bila je 1,9 % od 0 % u dobi manjoj od 50 godina do 18,5
% u dobi sa 80 i vise godina [20].

Sve studije ukazuju da se i incidencija SMD-a povecava s dobi. Tako se u BMES navodi
incidencija kasnoga stadija od 3,7 % (od 0,17 % za dob do 60 godina do 24,3 % za dob viSu od
80 godina) za razdoblje od 10 godina. Prosje¢na incidencija za rani oblik u desetogdisSnjem
razdoblju bila je 14.1 % (za dob do 60 godina 4,2, a za dob iznad 80 godina 32,5 %) [20].



Incidencija da se CNV razvije na drugom oku, ako je jedno ve¢ imalo CNV u petogodisnjem
pracenju iznosila je od 12 % do 26 % prema razli¢itim studijama [43].

Petogodisnja incidencija progresije intermedijalnoga u kasni oblik SMD-a u RS studiji iznosila
je za osobe starije od 80 godina 42 % [44]. AREDS 1 (Age-Related Eye Disease Study) pokazala
je da je incidencija progresije ranoga oblika u kasni u petogodi$njem razdoblju iznosila 20,2 %,
s godiSnjom stopom povecanja od 4 % [45]. Slicne rezultate godiSnjega povecanja pokazale su
1 BMES (4,8 %) 1 RS (2,5 %). U bolesnika sa CNV-omu jednom oku, a GA u drugom,
kumulativna incidencija CNV-a na drugom oku (sa GA) iznosila je 34 % u 4 godine pracenja
[46].

SMD ¢ini 8,7 % ukupnih sljepoca u svijetu (oko 3 milijuna, od ukupno 39 milijuna slijepih) od
0 u subsaharskoj Africi do vise od 50 % u industrijaliziranim zemljama [47,48].

U SAD je SMD odgovoran za 54 % sljepoca u bjelackoga stanovniStva, a u UK je uzrok 42 %
sljepoc¢a u dobi 65 — 74 godine, 2/3 u dobi 75 — 85 i gotovo 3/4 u osoba starijih od 85 godina
[22,45,49].

Americki nacionalni institut za starenje (engl. National Institute of Aging) smatra da ¢e godine
2030. svaka peta osoba biti starija od 65 godina, a ocekuje se da bi osoba starijih od 75 godina
moglo biti 27 milijuna, dok ¢e istodobno broj osoba od 85 i viSe godina premasiti 10 milijuna
[50]. S produljenjem Zivotnoga vijeka sve se vise povecava i incidencija sljepoce kao posljedica
SMD-a i ubrzo bi mogla poprimiti razmjere epidemije u SAD i drugim razvijenim zemljama
[51]. Ne ¢udi stoga da je Americki nacionalni institut za starenje istrazivanje moguce uloge
antioksidacijskih nutrienata u prevenciji SMD-a postavio kao cilj visokoga prioriteta [52].

1.1.3. Socioekonomski i psiholoski uc¢inci SMD-a

Senilna makularna degeneracija je progresivna, bilateralna bolest, prisutna u vise od tre¢ine
osoba starijih od 75 godina. Ta ¢e se populacija, prema procjenama, udvostruciti u iducih 25
godina [42,48,50,51] §to upozorava na SMD kao golem drustveni problem.

SMD postupno napreduje 1 u konacnici uzrokuje potpun i nepovratan gubitak centralnoga vida,
posljedica Cega je nemogucnost jasnoga videnja detalja, prepoznavanja lica, ¢itanja, gledanja
televizije, voznje automobila, rukovanja novcem i1 dokumentima i dr. U¢inak SMD-a na
aktivnosti dnevnoga zivota, samoskrb, dobro poznate emocionalne i opée kvalitete Zivota veliko
je opterecenje za samoga bolesnika (mogucnost starijih da budu neovisni), ali 1 za drustvo u
cjelini [53].

Medu oboljelima od SMD-a niska je stopa zaposlenosti, drustveno su izolirani, stopa depresije
u njih je vecéa za 3 puta, rizik padova povecan im je za 2 puta, oboljeli se ¢esce koriste razliitim
uslugama i servisima te imaju puno raniju potrebu za kuénom njegom i pomo¢i [54,55]. SDM
stvara druStvu goleme troskove [56,57]. Australiju tako SDM godiSnje kosta 2,3 milijarde
dolara, a do godine 2025. ocekuje se povecanje godisnjih troskova do 6,5 milijarda dolara, §to



¢ini iznos od oko 59 milijarda dolara u idu¢ih 20 godina [56]. U SAD-u troskovi su
dvadeseterostruko veci (s obzirom na broj stanovnika i cijene medicinskih usluga) [57,58].

Globalan porast prevalencije i incidencije SMD-a, zbog ocekivanoga produljenja zivotnoga
vijeka, smanjene stope nataliteta i posljediénoga demografskoga skretanja u smjeru starije
populacije, imat ¢e znatne socio-ekonomske i javnozdravstvene posljedice [22,45,59].

Nove mogucénosti lijeCenja uzrokuju s jedne strane povecanje troskova lijecenja, a s druge su
strane drustveni troskovi, zbog smanjene vidne sposobnosti bolesnika, takoder u porastu. Tako
u Njemackoj, koja ima priblizno 50 000 novih slu¢ajeva eksudativnoga oblika SMD-a godi$nje,
samo troSkovi za anti-VEGF terapiju iznose 1,1 — 2,9 milijarda eura godis$nje [60].

Zaustavljanje razvoja uznapredovaloga SMD-a ima veliki u¢inak na kvalitetu zivota osobe.
Vazno je sprije€iti uznapredovali SMD barem na jednom oku [45].

lako je anti-VEGF terapija revolucionirala lijeCenje vlaznog oblika SMD-a, pokazala se
korisnom samo u malom postotku bolesnika s vlaznim oblikom SMD-a s ograni¢enim u¢inkom
(terapija je djelotvorna u samo 5 % ukupno oboljelih, od 10 % bolesnika s vlaznim oblikom
SMD njih 45 % ne pokazuje odgovor na terapiju — engl. non responders) [61]. Za suhi oblik
SMD-a koji ¢ini 90 % svih slucajeva bolesti, danas nema dokazane terapije.

Provodenje terapije vlaznoga oblika SMD-a u smislu ucestalosti, ponavljanja, kombinacije
razlic¢itih terapija, metode davanja lijeka, intenzitet pracenja i preopterecenost retinalnih klinika
ostaju problemi koji se moraju rijesiti. Visoka cijena odobrenih lijekova (drugi su nelegalni iako
se uspjesno primjenjuju kao npr. bevacizumab — Avastin) multiplicirana dugim trajanjem
tretmana daljnji je vazan nerijeSeni problem vlaznoga SMD-a [62].

Rastu¢i utjecaj SMD-a na druStvenoj i ekonomskoj razini zajedno s njegovom nejasnom
patogenezom i ograni¢im moguénostima lijecenja, poti¢u znanstvenike da pronadu ¢imbenike
koji bi se mogli modificirati, kako bi se sprijecila pojava SMD-a i/ili promijenio njegov prirodni
tijek i prognoza [63,64].

1.1.4. Cimbenici rizika

Unato¢ visokoj prevalenciji i javnozdravstvenoj vaznosti SMD-a, njegova etiopatogeneza
ostaje 1 dalje do kraja nerazjaSnjena.

SMD je rezultat sloZzenih medudjelovanja razli¢itih ¢imbenika iz okoli$a i nasljednih ¢imbenika
rizika, medu kojima su do danas utvrdeni: eksponencijalni porast ucestalosti SMD-a sa
starosnom dobi pacijenta, obiteljska i genetska komponenta i snazna povezanost s pusenjem
[65] 1 s prekomjernom izlozenoS¢u suncevom zracenju [66].

Provodene su brojne epidemioloske studije kako bi se otkrili moguéi rizi¢ni ¢imbenici. Neke
su bile dio velikih javnozdravstvenih studija, pa su uklju¢ivale golem broj varijabla (npr. studija
Framingham sa 667 varijabla) tako da su neke pronadene povezanosti mogle biti posljedicom



slucajnosti [4] Analiza Cimbenika rizika za SMD sama je po sebi teska jer su mnogi od njih
medusobno usko povezani (npr. rasa, pigmentacija i izlozenost suncevu svjetlu). Takoder je i
veliki izazov mjerenje nekih ¢imbenika rizika (npr. mjerenje kroni¢ne cjelozivotne izloZenosti
suncevu svjetlu) [64].

Brojni Cimbenici rizika, inkriminirani za nastanak SMD-a govore u prilog njegove
multifaktorijalne etiologiji. Op¢enito se mogu podijeliti na: osobne ¢imbenike i ¢imbenike iz
okolisa. Osobni se mogu dalje podijeliti na: sociodemografske, oéne i sustavne. Cimbenike iz
okolisa Cine: pusenje, dugotrajna izlozenost suncevu svjetlu i odredeni dietetski deficiti.

Mnogi od ovih rizi¢nih ¢imbenika koji se povezuju s razvojem SMD-a izgleda da dijele
zajednicki mehanizam kumulativnoga oStec¢enja makule svakodnevnim oksidacijskim stresom,
potaknutoga cjelozivotnim fokusiranjem svjetla u tu kisikom i nezasi¢enim masnim kiselinama
prebogatu regiju, o ¢em ¢e se opSirno raspravljati u idu¢im poglavljima, a Sto je i glavna tema
ovoga istrazivanja.

1.1.4.1. Sociodemografski ¢imbenici

Dob

.....

prije 50-e godine Zivota. Oko 20 % populacije u dobi 66 — 74 godine ima naznake SMD-a, a u
dobi iznad 75 godina prevalencija raste do preko 30 %, sa 6 — 8 % kasnoga oblika SMD-a
[38,62,65].

U svim dosadasnjim studijama ukazano je na snaznu povezanost dobi i nastanka SMD-a. Kao
Sto je u prethodnom poglavlju pokazano prevalencija, incidencija i progresija svih oblika bolesti
izrazito strmo rastu s godinama starosti [2,18,20,30-32,67] .

Danas se smatra da bi s dobi povezan povecani rizik od SMD-a mogao biti posredovan
postupnim, kumulativnim oste¢enjem makule svakodnevnim oksidacijskim stresom.

Spol

U literaturi se nailazi na oprjecne podatke u vezi s povezanosti odredenoga spola i SMD-a.
BMES pokazao je vecu ucestalost retinalnih pigmentnih abnormalnosti u muskaraca [20].
Odredene studije pokazale su vecu ucestalost SMD-a u zena (udruzeni podatci iz BDES-a,
BMES-a i RS-a) [30], pogotovo za dob nakon poslije 75. godine, s dvostruko ve¢im rizikom za
neovaskularni oblik SMD-a nego u muskaraca. Uzrok je tomu mozda u ¢injenici §to je u
populaciji vise starijih zena od muskaraca. S obzirom na to da zene zive dulje, a SMD je strogo
povezan s dobi, nedovoljna prilagodba s dobi mogla bi objasniti ta zbivanja [65, 67]. Regresivan
model, kad se dob uzela kao kontinuirana varijabla, a ne po dekadama, nije pokazao statisticki
znacajnu povezanost SMD-a sa spolom [20].



Moguce objaSnjenje za viSu prevalenciju SMD-a u Zena, ako ona postoji, moze biti gubitak
zastitne uloge estrogena (koji Cine antioksidacijsku zastitu) u postmenopauzi [63,67]. U RS
pronaden je visi rizik za SMD u Zena u ranoj menopauzi zbog kirurS§koga odstranjenja ovarija
[67]. U BMES primijeceno je da je u Zena s ranim SMD-om manji raspon godina od menarhe
do menopauze [67]. Korisnu ulogu estrogena nije potvrdila studija BDES [67] kao ni
Pathologies Oculaires Liées a I'Age (POLA) studija [63,68]. Zanimljivo je da se u RS-u otkrilo
da je povecana izlozenost endogenomu estrogenu (veci raspon godina od menarhe do
menopauze) povezana s veCom ucestaloséu GA [30,69].

Rasa

Dosadasnje studije, kao Sto je ranije navedeno, pokazale su da je SMD uglavnom bolest bijele
rase, pogotovo njezin kasni oblik [2,16,19,29,33-36,45]. Sljepoca uzrokovana SMD-om rijetka
je u crnackoj populaciji [68]. Sli¢no je i s Latinoamerikancima i Meksikancima [70,71]. U
Eskima na Grenlandu visoka je u€estalost SMD-a [72]. Prevalencija GA na Islandu, znacajno
vi$a nego u drugim europskim populacijama s prosje¢nom prevalencijom u osoba u dobi iznad
50 godina od 3,2 % [72]. Moguce je da ove znatne razlike u prevenciji odrazavaju selekcijske
sile, Stetne ili zaStitne genetske ¢imbenike ili ¢imbenike Zivotnoga stila (nutritivne i druge)
povezane s rasama i narodima. Medutim i drugi Cimbenici, poput razlike u kolicini
korioidalnoga melanina, mogu imati vaznu ulogu. Sadrzaj melanina u RPE isti je u obiju rasa,
ali crnci imaju znacajno vise koroidalnoga melanina [28], koji smanjuje Stetan ucinak (second
pass) reflektiranih fotona, a time i1 oksidativne reakcije u RPE-u 1 BM.

Nasljede

Klinicka iskustva pokazuju pozitivhu korelaciju izmedu SMD-a i obiteljske anamneze,
sugerirajuci nasljede kao moguci vazan ¢imbenik u etiologiji ove bolesti. Smatra se da genetska
predispozicija uz odgovarajuce utjecaje ¢cimbenika iz okoli$a uzrokuje razvoj SMD-a.

U vise je studija utvrdena pozitivna obiteljska anamneza u bolesnika sa SMD-om, kao i veca
ucestalost bolesti u brace 1 sestara, posebno u blizanaca, pogotovo monozigotnih [73,74].
Klever (RS) procjenjuje da braca i sestare osoba s kasnim oblikom SMD-a imaju pet puta veci
rizik da dobiju srednje teski oblik SMD-a i dva puta veéi rizik za dobivanje kasnoga oblika od
osoba Cija su braca i sestre zdravi [67]. Studije takoder pokazuju da je prosjec¢na podudarnost
SMD-a u monozigotnih blizanaca 37 % prema 19 % u dizigotnih blizanaca [63]. Ta opazanja o
podudarnosti SMD-a u blizanaca potaknula su genetska istraZivanja o upletenosti pojedinih
gena u patogenezu SMD-a. Prema novijim studijama sama genetska predispozicija nedostatna
je za razvoj bolesti bez utjecaja ¢imbenika iz okoliSa, pa je za razumijevanje patogeneze i
patofiziologije SMD-a klju¢no razumijevanje dinamike interakcije izmedu tih dviju skupina
¢imbenika rizika.

Kompletiranje ljudskoga genomskoga projekta (kojim je u cijelosti izvrSena identifikacija svih
ljudskih gena i odreden slijed svih 3 milijarde parova baza DNK) omoguc¢ilo je identifikaciju
varijanata alela nekoliko gena za koje se pretpostavlja da bi mogli biti glavni rizi¢ni lokusi za
nastanak i razvoj SMD-a, a to su: komplement faktor H (engl. Complement Factor H— CFH),
komplement faktor B (BF) komplement komponenta 2 (C2), PLEKHA 1, LOC387715 (ARMS?2)



i HTRAI [76]. Gen za komplement faktora H (CFH), integralnu komponentu alternativnoga
puta aktivacije komplemenata, lociran je na kromosomu 1q 25 — 31. Zamjena tirozina,
histidinom na aminokiselini 402 (Y402H) CFH gena, poznata kao Y402H polimorfizam, smatra
se da povisuje rizik za razvoj SMD-a. To je u skladu s onim §to znamo o fizioloSkoj ulozi CFH.
On prevenira nekontroliranu aktivaciju komplemenata inflamacije, pa se smatra da je njegova
mutacija uzrokom nereguliranoga upalnoga odgovora [77].

Tri druga vaZzna gena s povecanim rizikom za nastanak SMD-a PLEKHA, LOC387715 (ARMS
2) 1 HTRA preklapaju se locirani na kromosomu 10q26. Iako je funkcija LOC387715 (ARMS
2) nepoznata, pretpostavlja se da se odnosi na mitohondrijsku oksidaciju [63].

Gen ARMS? je lokaliziran u fotoreceptorima, uglavnom u mitohondrijima [78,79]. HTRAI se
povezuje sa stani¢nim prezivljavanjem putem proteaze i inhibicije imunoloskoga odgovora, a
PLEKHA je ukljucen u limfocitnu aktivnost [80]. Ostali geni koji se povezuju sa SMD jesu:
apolipoprotein E, komplement faktor B (BF), komplement komponenta 3 (C3) i komplement
komponenta 2 (C2) [67]. Mnogi drugi geni kandidati za SMD tek trebaju biti istrazeni (ABCA4,
PONI, HEMICENTIN 1 (fibulin 6), ELOVL 4, VLDLR i ACE [63].

Istrazivanje SMD-a kao genetske bolesti teSko je zbog dobno vezane naravi bolesti. Pojavljuje
se kasnije u zivotu te je zapravo samo jedna generacija dostupna za istrazivanje, jer su roditelji
ve¢ mozda umrli, a djeca su premlada za ispoljavanje bolesti [63]. Najnoviji dokazi naglaSavaju
da je bolest, multifaktorijalna, oblikovana multiplim genima, jednako kao i utjecajima iz
okoliSa. Povecani rizik za razvoj SMD-a postoji kad je prisutna genetska predispozicija bolesti
i odredeni okolisni ¢imbenik (npr. puSenje). Rezultati RS-a pokazali su da puSenje moze
modificirati uéinak bilo koje genetske predispozicije za razvoj SMD-a [81]. S druge strane
zdravi stil Zzivota, uklju¢ujuéi povecanje antioksidacijske zaStite i1 smanjenje razine
prooksidansa (izbjegavanje puSenja), mogu ponistiti mnoge od genetskih predispozicija. Medu
nositeljima genetske varijante CFH i/ili ARMS2 koji konzumiraju veliku koli¢inu cinka,
karotena, omega-3 masnih kiselina ili luteina, stopa SMD-a gotovo je jednaka onoj u pacijenata
bez genetskoga rizicnoga ¢imbenika [81]. Tako prema Klaveru izgleda da osoba zapravo moze
"pojesti" svoj genetski rizik za nastanak i razvoj SMD-a [81].

Socioekonomski status

U NHANESI pokazano je kako je uCestalost SMD-a smanjena u osoba s viSim stupnjem
edukacije naobrazbe. Druge studije, ukljuc¢uju¢i 1 BDES, nisu pokazale razlike u ucestalosti
SMD-a medu ispitanicima s razli¢itim stupnjem naobrazbe [64]. Neke studije prije ukazuju na
pozitivan odnos SMD-a 1 bruto dohotka nego na stupanj naobrazbe [64].

1.1.4.2. O¢ni ¢imbenici

Oc¢ni Cimbenici kao §to su svijetle Sarenice, mrena, operacija mrene, i hipermetropija povezuju
se sa SMD-om u nekim, ali ne u svim, studijama [29].



Boja Sarenice

U nekim se studijama navode svijetle Sarenice kao moguci ¢imbenik rizika za visu stopu SMD-
a, zbog njihova smanjenoga sadrzaja melanina [65].

Svijetle Sarenice propustaju 100 puta viSe svjetla od tamnih [82], a k tomu su svijetle Sarenice
povezane 1 sa smanjenom koli¢inom makularnoga pigmenta (luteina 1 zeaksantina) i niskim
korioidalnim melaninom, koji dodatno Stite mreznicu od oksidativnoga osSte¢enja suncevim
svjetlom i smanjuju rizik od SMD-a [65].

Od velikih populacijskih studija samo je BMES pokazao povisenu ucestalost SMD-a u osoba s
plavim o¢ima [67]. BDES nije pokazao povezanost plavih o€iju s incidencijom i prevalencijom
SMD-a, ali je kasnije u petogodiSnjem pracenju primije¢ena znacajna povezanost smedih
Sarenica s razvojem mekih druza [65]. U BDES-u primije¢ena je i jaka povezanost smede boje
kose i Sarenica sa smanjenom ucestalosti ranoga SMD-a [65].

Katarakta i SMD

Epidemioloske studije daju proturjecne podatke o povezanosti katarakte 1 SMD-a [63]. U
Framingamskoj studiji (engl. Framingham Eye Study) nuklearna se skleroza negativno
povezuje sa SMD-om, a kortikalna mrena pozitvno [83]. Prema NHNES 1 osobe i s jednim i s
drugim oblikom mrene u pove¢anom su riziku za razvoj SMD-a [16]. U BDES-u nuklearna je
skleroza povezana s pove¢anom prevalencijom ranoga, ali ne i kasnog SMD-a [84], a nije
utvrdena bilo kakva povezanost s kortikalnom ili subkapsularnom mrenom.

Smatra se da operacija mrene moze rezultatirati povecanjem rizika za nastanak i napredovanje
SMD-a. Povecéana ucestalost SMD-a nakon operacije mrene primije¢ena je u vise studija [63].
U BDES-u je u desetogodisnjem pracenju o€iju s operiranim mrenama uocen ¢etverostruko
povecani rizik za razvoj neovaskularnog oblika SMD-a i trostruko povecana incidencija GA
[85]. Sli¢na su opazanja i u BMES-u [86]. Udruzeni podatci iz studija BDES i BMES u
petogodisnjem pracenju pokazali su da je incidencija za razvoj kasnoga SMD-a 6 puta veca u
pseudofaknim i afaknim odima nego u faki¢nim [87]. Cesto se nedugo nakon operacije
katarakte primjecuje razvoj neovaskularnoga SMD-a. Objasnjenje te povezanosti moglo bi biti
oStecenje svjetlom tijekom operacije mrene ili nakon nje ili pak upalni odgovor [67].

Katarakta moze imati zaStitni uc¢inak na razvoj SMD-a, apsorbiraju¢i plavo svjetlo i1 tako
smanjujuc¢i oksidativno oStec¢enje makule [88]. Taj se zastitni ucinak pripisuje odredenom
obliku mrene: nuklearnoj sklerozi i nuklearnoj mreni [63]. O odnosu izmedu operacije mrene i
SMD-a zadnjih se godina puno raspravljalo, a rezultiralo je naputkom o ugradnji filtera za plavi
dio vidljivog spektra u IOL [88,89] §to je joS uvijek tema mnogih znanstvenih rasprava [63].

Hipermetropija

Maltzman [90] je prvi sugerirao povezanost refrakcijske anomalije 1 SMD-a, odnosno
hiperopije s rizikom SMD-a. Poslije su to potvrdile i druge studije [63,67]. U BMES-u
pronadena je slaba pozitivna povezanost umjerene hipermetropije i incidencije ranoga SMD-a
[91]. U RS je u hipermetropa pronaden poviseni rizik incidencije i prevalencije neovaskularnog
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oblika SMD-a, ali ne i ranog SMD-a [67]. Povecanjem hipermetropije za jednu dioptriju,
povecavao se rizik za razvoj SMD-a za 5 %, $to je pokazala i Beijing studija [92]. Taj
patomehanizam nije potpuno jasan. Hipermetropne o¢i imaju kracu aksijalnu duljinu od
emetropnih i miopskih oc€iju i tendiraju povecanju skleralne debljine, Sto moze pridonijeti
veé¢emu rigiditetu sklere u hipermetropa, a time i povecanoj rezistenciji korioidalnom venskom
otjecanju krvi (u skladu s vaskularnom pretpostavkom patogeneze SMD-a) [63]. Kraca
aksijalna duljina 1 fokusiranje svjetla blize mreZnici u skladu je s hipotezom o ostecenju makule
svjetlom.

1.1.4.3. Sustavne bolesti i senilna makularna degeneracija

Najcesc¢e se SMD povezuje s kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika: hipertenzijom, razinom
kolesterola u serumu, kolesterolom visoke molekularne gustoée (engl. High Desity Lipoprotein
— HDL) ili s indeksom tjelesne mase (engl. Body Mass Indeks — BMI). Studije su pokazale
nekonzistentne rezultate [63].

Debljina i SMD

Izgleda da bi debljina mogla biti vazna odrednica za razvoj i progresiju SMD-a iako uvjerljivi
dokazi nedostaju. Takve osobe imaju smanjeni dijetetski unos vaznih mikronutrienata za zastitu
od SMD-a [63]. Povecane tjelesne masnoée mogu ostetiti antioksidacijske obrambene
mehanizme retine zbog toga Sto se makularni pigmenti (lutein 1 zeaksantin, koji §tite srediSnju
retinu od oksidacijskoga stresa), dobro uskladi$tuju u masnom tkivu pa u makuli postoji njihov
relativni nedostatak u adipoznih ljudi, ¢ime se smanjuje makularna prirodna antioksidacijska
obrana.

Istrazivanja su pokazala da su osobe s visokim BMI-om u povec¢anom riziku za progresiju
ranoga SMD-a u njegov kasni oblik [63]. POLA studija je pokazala da je u osoba s BMI ve¢im
od 30, rizik kasnoga SMD-a dva puta veci, a povecan je i rizik za rani SMD [93]. U BMES-u i
visoki 1 niski BMI povezani su s povecanim rizikom za razvoja ranoga SMD-a. I udruZeni
podatci iz BDES-a, BMES-a i RS-a pokazali su povezanost izmedu BMI-a i incidencije SMD-
a[30,69]. U istrazivanju Physicians’ Health Study [94] putvrdeno je da i jako mrSavi ljudi (BMI
< 22) imaju takoder povecan rizik za nastanak i razvoj SMD-a.

Hipertenzija 1 SMD

Iako bi hipertenzija zbog svog utjecaja na smanjenje korioidalne cirkulacije mogla biti
suspektan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj SMD-a, podatci epidemioloskih studija nisu konzistentni
[29].-Podatci iz nekih case control studija pokazali su pozitivnu korelaciju izmedu hipertenzije
i SMD-a [63]. Medutim velike populacijske studije nisu pokazale zna¢ajnu povezanost [95].
BDES i RS pruzaju dokaze o blagoj ili srednje jakoj povezanosti hipertenzije i SMD-a [96,97].
Rezultati BDES-a u petogodisnjem prac¢enju podupiru takoder ulogu povecanoga sistolickoga
tlaka u patogenezi neovaskularnoga forme oblika SMD-a. Nema uvjerljivih klini¢kih niti
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epidemioloskih studija koje ukazuju na smanjenje rizika za razvoj SMD-a uz uzimanje
antihipertenziva [63].

Plazma lipidi i SMD

Povecana konzumacija zasi¢enih masnoca 1 kolesterola pokazala je pozitivu korelaciju s
rizikom SMD-a u nekim studijama [98,99]. U pojedinim studijama pokazana je protektivna
uloga HDL kolesterola za nastanak SMD-a [100,101]. Epidemioloske studije nisu pokazale
povezanost sredstava za sniZenje kolesterola (statina) i incidencije ili progresije SMD-a
[102,103].

1.1.4.4. Cimbenici okolisa

Pusenje

razvoja SMD-a 2 — 3 puta [94,104-111].

Rezultati velikoga broja studija, ukljucujuéi i tri velike studije na tri kontinenta (BDES, BMES
i RS) [105,106,109] kao i njihovi udruzeni rezultati, snazno potvrduju pusenje kao izravan
riziéni ¢imbenik u nastanku SMD-a. lako nije poznat pravi mehanizam ucinka, mogla bi biti
rije¢ o oksidativnom ucinku puSenja na makulu. PuSenje, naime, izrazito smanjuje
antioksidacijski ucinak preko smanjenja makularnoga pigmenta, smanjenja korioidalnoga
protoka i smanjenja razine serumskih antioksidansa [29,65,82], a duhanski dim uzrokuje
stvaranje ROS-a i povecanje lipidne peroksidacije [63,112].

PusSenje takoder moZe imati uc¢inak na imunosni sustav [28]. Prestanak puSenja ne znaci 1
smanjenje rizika za razvoj SMD-a [29,113].

Rezultati Nurses Health Study pokazali su da je SMD 2,4 puta ¢eS$¢i u u Zena pusSacica i 2 puta
¢e8¢i u bivsih puSacica nego u onih koje uopce nisu pusile [111]. Ucestalost SMD-a povecava
se s brojem cigareta i godinama pusenja. Physicians health studija je pokazala da su muskarci
pusaci (lijeCnici) [94] imali 2,57 puta veci rizik za SMD ako su pusili vise od 20 cigareta na
dan [100]. PuSaci imaju 4 puta ve¢i rizik za razvoj kasnoga oblika SMD-a od nepusaca, a bivsi
pusaci 3 puta [78,105,106,111].

U pokusu na miSevima izloZenima pusSenju, ili s puSenjem povezanim moc¢nim antioksidansom
hidrokvinonom, rezultiralo je stvaranjem sub-RPE-a depozita unutar BM [112]. U drugoj studiji
nadeno je da nikotin povisuje broj i tezinu CNV-a na mi§jem modelu [114].

Izlozenost suncevu svjetlu

Smatra se da dugoro¢na kumulativna izloZenost sunc¢evu svjetlu, pogotovo UV dijelu spektra i
kra¢im valnim duljinama vidljive svjetlosti, mogu biti vazan etioloSki ¢imbenik za razvoj
SMD-a.
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Potvrde za to nalaze se u brojnim eksperimentalnim i laboratorijskim ispitivanjima. Studije na
zivotinjama 1 laboratorijske studije pokazale su da je retina (ponajprije RPE i fotoreceptori)
ranjiva za oStecenje utjecajem svjetla, a oStecenje je funkcija valne duljine i snaga potrebna da
nastane fotooksidativno oStecenje retine je vise od 1000 puta niZa za plavo svjetlo nego za
infracrveno, ovisno o trajanju ekspozicije [63,115,116]. Temeljem toga moZe se pretpostaviti
da je kumulativna izloZenost vidljivomu svjetlu, posebno kratkim valnim duljinama (plavomu
svjetlu), etioloski vazna u patogenezi SMD-a. Ta je pretpostavka propitivana u brojnim
epidemioloSkim studijama. Tako iako ne nedostaje eksperimentalnih dokaza o povezanosti
izloZenosti suncevu svjetlu 1 oSte¢enja makule, rezultati epidemioloskih studija su nedosljedni.

U BDES-u navodi se povecana petogodiSnja i desetogodi$nja incidencija ranoga SMD-a u
tridesetim godinama u ispitanika koji su ve¢i dio slobodnoga vremena proveli na otvorenom,
na ljetnom suncu u mladenackoj dobi (kao tinejdzeri) [63]. Isto istrazivanje nije pokazalo
povezanost izmedu prosjecne godiSnje ambijentalne izloZenosti UV-B zracenju i1 progresije ili
desetogodisnje incidencije SMD-a [116-118]. U Chespeak Bay Watermen Study utvrdena je
povezanost izmedu izloZenosti suncu i kasnoga SMD-a, ali ne i ranoga [119,120]. NasSe
prethodno istrazivanje pokazalo je vecu ucestalost svih oblika SMD-a u ispitanika koji su
tijekom Zivota, od ranoga djetinjstva, kad leca jos nije razvila svoj prirodni filter UV zracenja,
bili izloZeni velikoj kumulativnoj dozi sunéeva svjetla (otok Solta i boravak u izbjeglistvu u El
Shatu) [121].

Suprotno tome u studiji POLA rizik za razvoj ranoga SMD-a [95] nizi je u osoba izlozenih
visokoj ambijentalnoj solarnoj radijaciji. Ali utvrdena je manja ucestalost mekih druza u
ispitanika koji su nosili sun¢ane naocale [28].

Zastitni ucinak SeSira i1 suncanih naocala na desetogodiSnju incidenciju ranoga SMD-a
primijecen je i BDES-u, ali samo u ispitanika s najve¢om izloZeno$¢u suncevu svjetlu [116].

Studija EUREYE nije pokazala povezanost izmedu izloZenosti plavomu svjetlu i kasnoga ili
ranoga oblika SMD-a, ali je pokazala znacCajnu negativhu povezanost izmedu izloZenosti
plavomu svjetlu 1 osoba u najvisoj kvartili antioksidantne zaStite [122]. Na Zalost, teSko je to¢no
izmjeriti kumulativnu, cjeloZivotnu, izloZenost mreZznice suncevu svjetlu. Nulti ishod cesto
moze biti rezultatom netocne procjene izloZenosti. To je najceSce posljedica slabo osjetljivih
upitnika koriStenih u epidemioloSkim studijama. Veliki je problem metodologije upitnika taj
Sto tocnost dobivenih podataka ovisi o kvaliteti pitanja i sje¢anju onih koji na njih odgovaraju.

S obzirom da su svi ljudi izloZeni sunc¢evu svjetlu, cudno je da rezultati epidemioloskih studija
ne pokazuju snazniju povezanost sa SMD-om. To je potaknulo skupinu istrazivaca da naprave
metaanalizu studija koje su istraZivale povezanost izloZenosti suncevu zracenju s rizikom za
nastanak SMD-a, kako bi razrijesili tu kontroverzu [66]. Uradena je metaanaliza pregledanih
radova sa PubMed-a, WoS-a (Web of Science) i CNKI-a (The China National Knowledge
Infrastructure), objavljenih do 25. ozujka 2012. godine. Od ukupno 465 epidemioloskih radova
u konacnici je 14 studija klasificirano pogodnima za visoke kriterije metaanalize (medu njima
je 1 nasa ranije citirana studija) [121]. Rezultati metaanalize podrzavaju hipotezu da je
izloZenost suncevu svjetlu riziéni ¢cimbenik za nastanak SMD-a.

13



Dijeta i SMD

U nekoliko velikih studija istrazivani su uc¢inak antioksidantnih suplemenata i dijetetskih
pripravaka na nastanak i razvoj SMD-a. Nizak dijetetski unos ili niska koncentracija
antioksidansa u plazmi mogu biti povezani s razvojem SMD-a [123]. Visoka doza antioksidansa
(vitamina C 1 E, B-karotena, cinka i bakra), preporucena u AREDS 1, povezana je sa
smanjenjem rizika progresije SMD-a u kasni eksudativni oblik [82]. Dijeta bogata
nehidrogeniziranim nezasi¢enim masnim kiselinama, cjelozrnatim Zitaticama, obiljem voca i
povrca te orasastim plodovima, ribom i odgovaraju¢im omega-3 masnim kiselinama uz fizicku
aktivnost, izbjegavanje pusenja i odrzavanje tjelesne tezine takoder se smatra zastitnom od
razvoja SMD-a [23,45,123]. Ipak multicentri¢na prospektivna studija AREDS 2 (koju je, kao i
AREDS 1, sponzorirao Americki Nacionalni institut za zdravlje — National Institutes of Health,)
nije pokazala pozitivan ucinak omega-3 masnih kiselina na progresiju SMD-a tijekom
petogodisnjeg pracenja [124].

1.1.5. Etiopatogeneza senilne makularne degeneracije

Jos od kraja 19. stoljeca, od vremena Habba [8], SMD je veliki izazov u pogledu etiologije,
patogenetskih mehanizama 1 lijecenja.

Kao i drugi bioloski procesi i nastanak i razvoj SMD-a pod utjecajem su velikog broja razlicitih
¢imbenika, $to je prikazano u prethodnom poglavlju. Danas se op¢enito smatra da je SMD
multifaktorijalna bolest koja se razvija u slozenom meduodnosu okolisnih ¢imbenika i genetski
zadane baze [59].

Trenutno nema znanstveno utvrdene etiologije SMD-a koja bi mogla sluziti kao uporiste
preventivnoj medicini 1 lijecenju.

Iako je u novije vrijeme veliki napredak postignut na polju genetskih istrazivanja, nedostaje
saznanja o temeljnim patoloSkim mehanizmima pa patogeneza SMD-a, unato¢ intenzivnim
bazi¢nim 1 klini¢kim istrazivanjima, zbog svog multifaktorijalnog karaktera, Sto ukljucuje
sloZene interakcije imunogenetskih, biokemijskih i okoli$nih ¢imbenika, na Zalost ostaje i dalje
nerazjasnjena [21,63,77,100,125,126].

Najnovija istrazivanja upucuju na kljucnu ulogu oksidacijskog stresa u nastanku SMD-a, §to je
do sada nedovoljno istrazeno [21,22,28,63,77,100,101,127-132].

Brojna su neslaganja i o primarno pogodenom makularnom tkivu bez sigurnih patogenetskih
osnova.

Odredene promjene u makuli pripisuju se makularnom starenju.

Prije se mislilo da je SMD posljedica skleroze i obliteracije koriokapilarisa u makularnoj regiji
[133]. Promjene korioideje zaista se primjec¢uju u starijoj zivotnoj dobi, no prema brojnim
istrazivaCima, atrofija koriokapilarisa je sekundarna, kao 1 iS¢eznuce fotoreceptora [133,134], a
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javljaju tek kad je unisten RPE s kojim su funkcionalno povezani. Dokaz za to su laboratorijska
istrazivanja na zeCevima, koja su pokazala da nakon injekcije natrijeva jodata, koji selektivno
unisStava RPE stanice, sekundarno atrofira i koriokapilaris [135,136].

lako se glavne abnormalnosti zatje€u u Ccetirima funkcionalno povezanim tkivima
(fotoreceptorima, RPE-u, Bruchovoj membrani i koriokapilarisu), oSte¢enje RPE stanica rani
je 1 kljuéni dogadaj, na molekularnoj razini koji vodi prema klinicki relevantnim SMD
promjenama. RPE stanice progresivno degeneriraju, Sto rezultira progresivnom ireverzibilnom
degeneracijom i s njima povezanih fotoreceptora i koriokapilarisa. Dakle, iako sljepoca
uzrokovana SMD-om nastaje zbog degeneracije vidnih stanica, primarni je dogadaj uniStenje
RPE stanica.

Istrazivanja Sarksa [133] i Younga [134] i mnogih drugih autora [22,38,53,77,125,137,138]
daju takoder, bez dvojbe, primat RPR-u. Young [139] razvija svoj koncept bioloske obnove,
temeljen na odbacivanju vanjskih dijelova fotoreceptora koje fagocitiraju RPE stanice. U tijeku
molekularne obnove RPE stanice neprestano razgraduju golemu koli¢inu membranskog
materijala koji svakodnevno odbacuju Stapici 1 Cunjié¢i, kao i svoje strukturne dijelove i Ciste ih
putem koriokapilarisa [38]. Zivotni je ciklus RPE stanica neprekinuti tijek zahvaljujuéi
neprestanoj unutarstanicnoj bioloskoj obnovi. Sve komponente stanica mogu se ponovo
sintetizirati osim DNK i nekih histona povezanih s DNK [134,139].

Zasto RPE stanice bivaju progresivno ostecene?

Postoji pretpostavka o stani¢noj nesavrSenosti zbog nepotpune molekularne razgradnje
temeljene na nacelu molekularnog neprepoznavanja ostec¢enih molekula fotoreceptora od strane
razgradnih lizosomalnih enzima RPE stanice [139]. U normalnim okolnostima degradacija
fagocitiranog materijala provodi se tako da se okruZzen membranama u obliku vezikula spaja s
lizosomima i lizosomni enzimi ga razgraduju na male molekule koje mogu difundirati vani iz
stanice ili se mogu ponovno koristiti u sintetskim putevima.

Ostecene molekule fotoreceptora ne mogu dose¢i aktivho mjesto na stanicnim razgradnim
enzimima i molekularna degradacija se ne moze dogoditi, a nerazgradeni materijal unutar
digestivnih vakuola ostaje kao trajni nekoristan sastojak unutar lizosoma RPE stanica u obliku
rezidualnih tjeleSaca — lipofuscina, s progresivnim nakupljanjem, pocevsi od najranije dobi 1
nastavljajuéi tijekom Citavog zivotnog vijeka. Ta je degradacija u SMD-u nepotpuna zbog toga
Sto su supstrati za lizosomne enzime (odbaCeni membranski otpad vanjskih segmenata
fotoreceptora) oSteceni Stetnim ucinkom svjetlosnog zracenja 1 kisika mehanizmom
fotooksidacije. Molekularna se oSte¢enja tih membrana procesom fagocitoze prenose na RPE
stanice.

Citoplazma RPE stanica progresivno se pretrpava tim nekorisnim otpadom. Kad ispunjenost
citoplazme dosegne prag pri kojem normalni stanicni metabolizam RPE stanica biva ugrozen,
nastaje praznjenje materijala kroz bazu stanice. Taj se membranski otpad zajedno s proizvodima
vlastite autodigestije RPE stanica difuzno talozi na bazalnoj membrani RPE-a kao bazalni
laminarni depoziti (BlamD), ili izmedu bazalne lamine RPE stanica i unutarnjeg kolagenog
sloja Bruchove membrane (BM) kao bazalni linearni depoziti (BlinD) [140]. Daljnje oSte¢enje
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RPE-a povezano je s otpuStanjem membranskog otpada u obliku vezikula na povrSinu
unutarnjeg kolagenog sloja BM-a, §to se klini¢ki oCituje druzama, koje se smatraju pocetkom
razvoja SMD-a i1 njezin su zastitni znak (engl. hallmark) [28,53,77,113,134,135,137].

Poremecena izmjena tvari izmedu RPE-a i korioidalne cirkulacije zbog nakupljanja stani¢nog
otpada rezultira uniStenjem RPE stanica i s njima funkcionalno povezanih fotoreceptora i
koriokapilarisa. Tako nastaje suhi oblik SMD-a, GA.

Taj akumulirani membranski otpad, osim $to interferira s normalnom metaboli¢kom aktivnos¢u
RPE-a, rezultira stvaranjem lokalnog upalnog i imunoloskog odgovora na stani¢noj i
molekularnoj razini i poti¢e migraciju proangiogenih mehanizama (neutrofila, makrofaga,
mastocita, aktivatora mikroglije) [113] koji su svi, uz RPE, sposobni proizvoditi i otpustati niz
proangiogenih ¢imbenika, ukljuuju¢i i vaskularni endotelni cimbenik rasta (VEGF)
[113,141,142], te su, uz prisutnu hipoksiju, stimulatori korioidalne neovaskularne invazije u
sub-RPE 1 subretinalni prostor. Smatra se da je angiogeneza rezultat ravnoteze izmedu
stimulatora i inhibitora angiogeneze. U RPE-u je identificiran 1 mo¢ni inhibitor angiogeneze
izveden od RPE stanica (engl. Pigment Epithelium Derived Factor — PDEF) [113]. Seceniraju
ga same RPE stanice, a smatra se kljuénim ¢imbenikom za odrzavanje avaskularnom roZnice,
vitreusa i vanjskih slojeva retine.

Neravnoteza izmedu stimulatora endotelne proliferacije (VEGF-a) i inhibitora endotelne
proliferacije (PEDF-a) u RPE stanicama uzrokovana ponajprije oksidacijskim stresom, moze
rezultirati  disregulacijom endotelijalne stani¢ne proliferacije 1 razvojem CNV
[28,113,142,143]. Novostvorene krvne Zile imaju sposobnost erodiranja puta kroz BM. Sklone
su krvarenju i transudaciji. Teku¢ina se Siri prema mjestu ve¢ otprije oslabljenog kontakta
izmedu RPE-a i BM-a. Integritet RPE stanica, ¢vrsti spojevi (engl. tight junction) i zone
okludens izmedu RPE stanica u normalnim okolnostima, sprjecavaju daljnji prolaz transudata
ispod senzorne retine. Zakazivanje ionskog crpnog mehanizma u degeneriranom RPE-u, u
slucaju SMD-a, moze biti uzrokom nakupljanja tekucine ispod RPE-a, §to se klinicki
manifastira kao njegovo serozno odignuce [135]. Uz to progresivno nakupljanje lipida i
lipoproteina na BM-u, €ini ga hidrofobnim i onemogucava prolaz tekuc¢ina kroza nj, §to rezultira
dodatnim nakupljanjem tekuc¢ine izmedu RPE-a i BM-a [135].

Serozni eksudat i krv mogu takoder pro¢i kroz defekte u odlijepljenom RPE-u subretinalni
prostor i uzrokovati serozno odignuée senzorne retine. Posljedica je toga naglo propadanje
RPE-a i vidnih stanica (odnosno vlazni oblik SMD-a).

Novostvorene krvne Zile i pratec¢e vezivno tkivo i u fibroblaste metaplazirane RPE stanice, uz
krvarenja i eksudaciju, u konacnici stvaraju izmedu BM-a i RPE-a, a poslije izmedu toga i
preostalih unutarnjih slojeva mreznice, disciformnu vezivnu tkivnu ploCu. Vanjski slojevi
mreznice potpuno propadaju. Unutarnji slojevi cijele gliozno sa zadebljanom c¢ahurom
vezivnog tkiva. U tom sluc¢aju vid je mnogo vise oste¢en nego u GA-u.

Fotoreceptori su, kao i RPE stanice, postmitoti¢ke stanice [28] i jednom uni§tene ne mogu se
nadomjestiti novim stanicama.
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1.2. Starenje makule

Odredene promjene u makuli pripisuju se makularnom starenju pa se SMD smatra
uznapredovalim stadijem procesa starenja uz dodatne patoloSke promjene. Pigmentne promjene
i sitne druze Cesto se, ali u blazem obliku, opazaju u ofima gotovo svih osoba starije dobi, ali
samo u nekih one progrediraju do stadija stani¢ne smrti i gubitka funkcije te prelaze u bolest.
Normalno je starenje povezano s bioloSkim i histoloSkim promjenama u fotoreceptornim i RPE
stanicama, BM-u i koriokapilarisu. Starenje i SMD dijelom se preklapaju.

U biokemijskim je studijama [28,128] pokazano da je 65 % proteina prisutnih u druzama u
SMD-u isto kao u zdravih osoba iste dobi, a da ih se samo 35 % razlikuje, Sto upucuje na
odredenu vezu (kontinuitet) izmedu procesa starenja i SMD-a, ali 1 odredene razlike [28,144].

1.2.1. Starenje Bruchove membrane

Starenjem se mijenjaju i sastav 1 propusnost BM-a. Membranski otpad 1 vezikule akumuliraju
se u njezinu unutarnjem kolagenom sloju. Zbog povecanog stvaranja i smanjene degradacije
izvanstanicnoga materijala (engl. Extracellular Matrix — ECM) nastaje zadebljanje BM-a od
prosjecno 2 pum pri rodenju do 4 — 6 um u 10-0j dekadi Zivota [28,145]. Smanjuje se
funkcionalna veli¢ina pora u unutarnjem kolagenom sloju, Sto otezava difuziju molekula kroz
BM [28]. Nastaje hijalinizacija, poviSena bazofilija i promjena u sastavu proteina (s godinama
se povecava krizno vezanje proteina, engl. cross-linking) BM-a, a nakon 40-ih godina pocinje
1 jaa akumulacija lipida, Sto povecava hidrofobicitet BM-a i smanjuje njegovu hidraulicnu
konduktivnost [28]. Elastinski sloj se s godinama stanjuje, postaje viSe porozan, kalcificira se i
fragmentira [28]. Taj sloj normalno ¢ini prepreku (barijeru) rastu krvnih Zila izmedu koroideje
i sub-RPE prostora, pa te promjene mogu dopustiti rast CNV-a.

Smanjenje permeabilnosti 1 povecanja hidrofobiciteta s eksponencijalnom redukcijom
hidrauli¢ne provodljivosti BM-a uzrokuje ometanje izmjene nutrijenata i otpadnih proizvoda
izmedu korioideje i RPE-a.

1.2.2. Starenje koriokapilarisa

S dobi se smanjuje gustoca koriokapilarisa 1 dijametar lumena kapilara, a povecava Sirina
interkapilarnih pilara. Korioidalni protok krvi submakularno se smanjuje [146]. Progresivno se
smanjuje i debljina korioideje od 200 um pri rodenju do 80 um u 90-im godinama Zivota [145].
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1.2.3. Starenje RPE stanica

S godinama se smanjuje gustoc¢a RPE stanica, osobito u makuli i one gube svoj heksagonalni
oblik [28,144].

U studijama je pokazano da se gustoca RPE stanica smanjuje prosje¢no 0.3 % sa svakom
godinom zivota [147]. Starenjem se, kao S§to je prije receno, nakuplja neprobavljeni odbaceni
membranski otpad vanjskih segmenata fotoreceptora u obliku lipofuscina u RPE stanicama.
Lipofuscin ¢ini 1 % volumena citoplazme RPE stanica u prvom desetljec¢u zivota i 19 % u 80-
im godinama [28]. Redukcija u funkcionalnom citoplazmatskom volumenu moze
kompromitirati funkcije RPE stanica. Starenjem RPE stanice pokazuju lizosomnu
destabilizaciju i ekstenzivan gubitak mitohondrijske aktivnosti [148]. Starenjem se takoder
smanjuje koli¢ina melanina u RPE stanicama.

1.2.4. Starenje fotoreceptora

Vanjski segmenti fotoreceptora u starijih osoba cesto pokazuju presavijanja i iregularnost u
slaganju diskova sa spiralnim uzorkom.

godina zivotnog vijeka gubi se priblizno 30 % Stapica unutar 4 mm od foveolarnog centra [82].
Najveci je gubitak Stapica izmedu 0.5 i 3 mm od foveolarnog centra [82]. U toj regiji nastaju i
prve promjene povezane sa SMD-om [82].

Od tri tipa Cunji¢a najvise se starenjem smanjuje broj za plavo osjetljivih ¢unji¢a (B-Cunjica)
[82], koji najvise stradaju zbog ponavljane izloZenosti svjetlu. B-Cunji¢a, kao i Stapi¢a, nema u
samom centru foveole [82], ali su brojni uzduz nagiba foveolarne depresije. Pretpostavlja se da
foveolarne Cunji¢e (crvene i zelene) od propadanja Stiti zuti makularni pigment (MP) (koji
apsorbira plavo svjetlo).

1.3. Oksidacijski stres

Sto je uzrok makularnog starenja? Koji je od ovih procesa starenja upleten u patogenezu SMD-
a ili u kojem stupnju postaje patogen? Sto uzrokuje da prirodan proces starenja skrene u
bolest? Zasto je unistenje RPE stanica mnogo brze u nekih osoba predisponiranih za ranu
pojavu SMD-a, a u drugih osoba se ne javija? Sto uzrokuje molekularno ostecenje RPE
stanica?

Odgovor na sva postavljena pitanja mogao bi se svesti na samo dvije rijeci: oksidacijski stres.
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Gubitak vida zbog SMD-a jest nesreca starenja, ali prirodni tijek bolesti pocinje rano u zivotu.
Sa svakom minulom godinom povecava se moguc¢nost da progresivno osStec¢enje interferira s
gubitkom vida, signaliziraju¢i da starenje prelazi u bolest.

Starenje je neizbjezna posljedica temeljnih prirodnih zakona, medutim brzina kojom se dogada
nije. Smatra se da je starenje rezultat meduodnosa ¢imbenika koji poti€u propadanje stanica i
onih koji to suzbijaju. Glavni antisenescentni proces, koji djeluje na odrzavanje prirodne
strukture molekula 1 obnavlja ih nakon oStecenja, jest bioloska obnova. Danas se smatra da su
kisik i svjetlo, dva temeljna entiteta svega zivota na Zemlji, mehanizmom oksidacijskog stresa
glavni ¢imbenici koji imaju udjela i u procesu starenja i da su odgovorni za nastanak SMD-a.

Kisikove reaktivne vrste (engl. Reactive Oxygen Species — ROS), koje nastaju kao Stetne
nuspojave temeljnih zivotnih procesa, postupkom oksidacije mogu unistiti svaku biolosku
molekulu pa tako prouzrociti i oSte¢enje mreznice. Sunceva svjetlost, koja uzrokuje ostecenja
u svim djelovima tijela koji su joj izlozeni (kozi 1 o¢ima), pojacava oksidacijsko oSte¢enje
dodatno stvaraju¢i ROS kao okoli$ni su¢imbenik u nastanku SMD-a.

Rezultati najnovijih studija [22,77,101,127,131,132] ukazuju da bi oksidacijski stres mogao biti
uklju€en u patogenezu SMD-a 1 kao etioloski ¢imbenik 1 kao patogenetski mehanizam, Sto je
do sada nedovoljno istrazeno. S obzirom na to da oksidacijski stres uklju¢uje gotovo sve
pretpostavljane patogenetske mehanizme i1 gotovo sve poznate Cimbenike rizika za SMD,
mogao bi biti klju€an za injiciranje bolesti i njenu progresiju. Oksidacijski stres najpotpuniji je
pristup za objasnjenje patogeneze SMD-a, €ak i za lokalizaciju u makuli. Prekomjerno stvaranje
slobodnih radikala (SR) i drugih ROS-a i neravnoteza izmedu njihova stvaranja i mogucnost
njihove razgradnje obrambenim antioksidacijskim sustavom organizma c¢ini se da su
najodgovorniji za razvoj SMD-a.

1.3.1. Oksidacijski stres — poremecaj oksidacijsko-redukcijske ravnoteze

Oksidacijski je stres poremecaj u ravnoteZzi oksidacijsko-redukcijskih procesa u organizmu, pri
¢em je pomak ravnoteze usmjeren prema oksidaciji [101,132,149,150].

Oksidacijski procesi su dio bioloskih stani¢nih funkcija [101,132,149,150]. Stanje biokemijske
ravnoteZe ovisi o delikatnoj ravnotezi izmedu stvaranja SR kisika i drugih ROS-a i moguénosti
njihove razgradnje antioksidacijskim sustavom organizma. Ako se ravnoteZa poremeti,
reaktivne molekule kisika, bilo da potje¢u od endogenih (stvorene unutar stani¢nog sustava) ili
egzogenih izvora mogu injicirati citotoksi¢ne reakcije u stanicama s devastiraju¢im rezultatima,
mijenjajuci strukturu i1 funkciju bioloSkih molekula (lipida, proteina i DNK) [149,150].
Prekomjerna oSteCenja nastala nekontroliranom oksidacijom mogu prouzrociti apoptozu,
programiranu smrti stanice, koju stanica sama zapocne kad je oSteenje nemoguce popraviti.

Danas se smatra da su i sam proces starenja, kao i brojna patoloSka stanja (kardiovaskularne
bolesti, karcinomi, infektivne i reperfuzijske ozljede, neurodegenerativne bolesti, dijabetes i
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autoimune bolesti, kao i mrena i SMD 1 dr. ), povezani s oksidacijskim stresom i njegovim
biokemijskim posljedicama [149,151,152].

Kako to da su organizmi nesavrseni?

Prije se moze reéi da u pitanju moze biti manjkavost antioksidacijskog obrambenog sustava
(npr. manjak antikosidacijskih enzima) ili povecani oksidacijski stres uzrokovan vanjskim
¢imbenicima. Ako je visoka izloZenost egzogenim izvorima oksidansa, obrambeni se
antioksidansi ne ¢e mo¢i nositi s izazovom.

1.3.2. Reaktivne kisikove vrste

Glavni je razlog toksi¢nosti kisika njegovo svojstvo stvaranja reaktivnih vrsta — ROS-a.
Kisikovi radikali mogu uzrokovati lipidnu peroksidaciju, oste¢enje DNK i proteina te oksidirati
gotovo svaku organsku molekulu [149]. S druge strane ROS imaju neprijepornu vaznost u
mnogobrojnim procesima, primjerice u unutarstani¢noj signalizaciji, proliferaciji, apoptozi te
imunosnom odgovoru.

ROS je zajednicki naziv za SR kisika i reaktivne neradikalne derivate kisika. U ljudskom se
organizmu ROS stvaraju neprestano tijekom oksidacijske fosforilacije kao nusproizvodi
normalnog unutarstani¢nog metabolizma u mitohondrijima [101,132,149].

Sva aerobna ziva bica (ljudi, Zivotinje, biljke i1 aerobne bakterije) ne mogu opstati bez kisika, a
on je, s druge strane, opasan za njihovo postojanje [153].

Aerobna ziva bica trebaju kisik za djelotvornu proizvodnju energije u elektronskom
prijenosnom lancu u mitohondrijima (poguban ucinak inhibicije tog procesa cijanidima govori
u prilog njegovoj vaznosti), ali taj proces neminovno stvara ROS [149].

Prvi je Gershman 1954. godine svojom teorijom slobodnih radikala upozorio na "tamnu stranu"
kisika [154]. Ona se odnosi na ¢injenicu da svaki atom kisika ima jedan nespareni elektron u
svojoj vanjskoj valentnoj ljusci, a molekula kisika dva nesparena elektrona. Tako je atom kisika
slobodni radikal, a molekula kisika slobodni biradikal [127,149,155].

Uskladenom cetverovalentnom redukcijom kisik, u mitohondrijskom elektronskom
prijenosnom lancu, prelazi u bezopasnu molekulu vode, a nepotpuna postupna jednovalentna
ili dvovalentna redukcija kisika stvara potencijalno Stetne reaktivne spojeve superoksidni anion
(O2™) ili peroksidni ion (02%) [101,149,150]:

+e +e
02 — 02° — 02> — peroksidni ion

l

superoksidni anion
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Reakcija prijenosa elektrona ili vodika s reducirajuce supstancije na oksidirajuce sredstvo (npr.
kisik), pri ¢em reducirajuc¢a supstancija oksidira (gubi elektron), a kisik se reducira (prima
elektron) naziva se oksidacija [101,149,150]. Oksidacijskom reakcijom stvaraju se novi SR.
Oni mogu opet, zauzvrat, pokrenuti lancanu reakciju, koja, kad se jednom pokrene, mozZe
uzrokovati oStecenje i smrt stanice.

U zivom organizmu ROS se stvaraju na nekoliko nacina [132,149]:

1. u mitohondrijima, tijekom procesa stani¢nog disanja, zbog "bijega" pojedinih elektrona
u prijenosnom elektronskom lancu i nepotpune redukcije kisika (proces oksidacijske
fosforilacije)

2. sintezom u stanicama imunoloS§kog sustava, neutrofilima i makrofazima, posredstvom

enzima (respiracijski prasak) [101,149]

u peroksisomima

pojacanom aktivacijom citokromnog enzima P 450

tijekom fagocitoze

u reakcijama oksidoredukcije u prisutnosti metala s promjenljivim valencijama

u procesu lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina

u upalnim stanjima i procesu reperfuzije [156]

prilikom napornog vjezbanja itd.

e P SN

Veliki je broj vanjskih ¢imbenika koji takoder mogu uzrokovati stvaranje ROS-a:

fotokemijske reakcije (djelovanje visokoenergetskog UV zracenja i plavog svjetla)
pusenje

djelovanje ionizirajuéeg zracenja na bioloske molekule

onecis¢ivaci iz okolisa

lijekovi (u prvom redu citostatici)

sjedilacki nacin zivota, loSe zivotne navike, psihicki stresovi i dr.

AR e e

Mehanizmi nastanka ROS-a u Zivim organizmima [149]:

1. apsorpcijom energije, dovoljne da “obrne” spin jednomu od nesparenih elektrona
2. monovalentnom redukcijom (prijenosom jednog elektrona)
3. u prisutnosti iona prijelaznih metala (Fe, Cu, Mn)

Oksidacijska fosforilacija

Oksidacijska fosforilacija metabolicki je put koji se odvija na unutarnjoj membrani
mitohondrija, energetskih stani¢nih centrala, ¢ija je najvaznija uloga stvaranje adenozin
trifosfata ~ (ATP)  koriStenjem  energije = oslobodene  oksidacijom  nutrienata
[101,148,150,154,157]. Tijekom oksidacijske fosforilacije u elektronskom prijenosnom lanacu
hranjive se tvari oksidiraju, gube elektrone, koje prihvacaju nosaci elektrona nikotinamid
adenin dinukleotid (NAD") i flavin adenin dinuklaotid (FAD). Oni procesom oksidacije
elektrone prenose na molekule kisika (idealanog akceptora elektrona, zahvaljuju¢i njegovu vrlo
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jakomu oksidacijskomu potencijalu) u nizu redoksnih reakcija, stvarajuci veliku koli¢inu ATP-
a. U mitohondrijima se proizvodi 95 % ATP-a [149]. Elektronski prijenosni lanac ¢ini 90 %
ukupne potrosnje kisika [149].

Oksidacijska fosforilacija jedan je od najbitnijih dijelova metabolizma, jer se oksidacijom
nutrienata proizvodi energija neophodna za zivot, ali ona nuzno oslobada i ROS (ponajprije
superoksidni anion), koji kontinuirano istjecu iz prijenosnog lanca elektrona. Posebno je
osjetljiv korak readukcija koenzima Q kompleksa III, jer podrazumijeva stvaranje
visokoreaktivnog slobodnog radikala ubisemikinona [150].

Procjenjuje se da gotovo 1 —2 % [157], odnosno prema drugim autorima [150] 1 — 3 % od svih
elektrona koji produ kroz respiratorni lanac zavrse kao superoksidni anion. Covjek dnevno
konzumira vise od 250 g kisika, a pretpostavlja se da od toga 1 — 5 % bude pretvoreno u ROS
[100].

Tako su se mikroorganizmi koji su se prilagodili poviSenoj razini kisika u atmosferi susreli s
novim problemom, zvanim ROS, koji su nastali kao nusproizvodi normalnog metabolizma.

Neki od vaznih ROS-a u zivuéim organizmima 1 mehanizmi njihova nastanka [127,132,149]:

Slobodni radikali (SR):
Hidroksilni radikal (OH")
Superoksidni radikal (O2)
Peroksilni radikal (HOO")

Lipidni peroksilni radikal (LOO)

Neradikalne reaktivne Kisikove vrste (ROS):
Vodikov peroksid (H202)
Singletni kisik (102)

Hipoklorna kiselina (HOCl)

Ozon (03)
+e
O2 — O (superoksidni anion)
+2e + 2H*

202" — 2 H202  (vodikov peroksid)
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+e +H*
H202 — OH"+ H20  (hidroksilni radikal)

x02 — 102 (singletni kisik)

1.3.2.1. Slobodni radikali

Gershman je, kao Sto smo ranije naveli, prvi upozorio da toksi¢nost kisika potjece od
djelomi¢no reduciranih oblika kisika [154], a Harman je 1956. godine ukazao na ulogu SR u
procesu starenja [158].

SR svaka je kemijska vrsta sposobna za samostalan zivot, ma koliko on kratko trajao, koja u
vanjskoj ljusci ima jedan ili viSe nesparenih elektrona [149]. Karakterizira ih iznimno visoka
reaktivnost, kao rezultat njihova nastojanja da popune valentnu orbitalu, odnosno spare
nespareni elektron i time postignu stabilnu elektronsku konfiguraciju. U Zivu¢im sustavima su
najvazniji slobodni radikali kisika, iako postoje 1 drugi radikali u bioloSkim organizmima
(duSikovi, ugljikovi, tiolni) [149].

Proces nastanka radikala u stanicama je neprekidan, "slucajan", vezan za normalne metabolicke
reakcije (respiracijski lanac u mitohondrijima).

SR imaju kratak zivotni vijek [132,149]. Vrlo se lako vezu za sve strukture u svojoj neposrednoj
okolini (kao S§to su npr. masti 1 proteini stani€énih membrana), "kradu¢i" im elektrone. Na taj
nacin destabilizira se do tada stabilna molekula i ona postaje slobodni radikal, a reakcija moze
postati lan¢ana.

Srednji radijus difuzije slobodnih radikala vrlo je malen (manji od 100 nm), a vrijeme trajanja
poluzivota u bioloSkim sustavima iznosi nekoliko mikrosekundi. Ve¢inu SR u organizmu ¢ine
reaktivne vrste kisika: superoksidni anion (O2"), peroksilni radikal (ROO") te hidroksilni
radikal (OH").

Radikali koji proizlaze iz kisika najvaznija su klasa radikalnih vrsta u Zivu¢im sustavima [150].

Slobodni radikali nastaju gubitkom jednog elektrona ili primanjem jednog elektrona od
neradikala, cijepanjem kovalentnih veza ili apstrakcijom vodikova atoma. Ukoliko SR izgubi
ili dobije jedan elektron, prestaje biti SR, kao i kada dva SR djeluju medusobno.

Utvrdeno je da SR uzrokuju brojne bolesti, ukljuc¢ujuci i najraSirenije bolesti razvijenih zemalja
(aterosklerozu 1 rak), kao 1 Citav niz kroni¢nih degenerativnih bolesti, poput sive mrene,
artritisa, autoimunosnih bolesti i preranog starenja [150,159].
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Superoksidni anion

Nastaje u fizioloskim uvjetima uglavnom u mitohondrijima kako se kisik postupno reducira duz
elektronskog prijenosnog lanca. Tijekom pretvorbe energije, ispusta se mali broj elektrona na
kisik prerano, formiraju¢i superoksidni radikal [149,150,157].

Moze nastati i kao posljedica djelovanja imunosnog sustava organizma. Leukociti u okruzju
mikroorganizama ili nekih drugih patogena zapocCinju stvaranje velikog broja superoksida.
Aktivna fagocitoza leukocita povezana je sa superoksidnim radikalom. Kaze se da leukociti
ubijaju fagocitiranu bakteriju "utapajuci” je (imerzirajuéi je ) u bazenu superoksidnog radikala
1 hidroksilnog radikala [149,150].

Vanjski su izvor tog Stetnog radikala fotooksidacijski procesi 1 duhanski dim [149].

Superoksid je sam po sebitoksi¢an i moZe izravno oStetiti bioloSke molekule ili moZe reagirati
s vodikovim peroksidom pri ¢em (u Haber — Weissovoj reakciji) nastaje vrlo toksican
hidroksilni radikal (151).

02"+ H202 - OH" + O2 + OH- (Haber — Weissova reakcija)

Hidroksilni radikal

Hidroksilni radikal (OH") posebno je nestabilan i izrazito reaktivan, Sto ga ¢ini vrlo opasnim
radikalom s vrlo kratkim poluzivotom in vivo, priblizno 10 s [150], koji brzo reagira s brojnim
bioloskim molekulama blizu svog mjesta nastanka. Nastaje od vodikova peroksida u prisutnosti
zeljeznih iona u Fentonovoj reakciji (kao i u spomenutoj Haber — Weissovoj reakciji). U
uvjetima oksidacijskog stresa viSak superoksida otpusta "slobodno Zeljezo" iz molekula koje
ga sadrzavaju. Otpusteno Zeljezo Fe** mozZe sudjelovati u Fentonovoj reakciji stvarajuéi iz
vodikova peroksida visokoreaktivne hidroksilne radikale [101,148,149].

H202 + Fe**—OH- + OH'+ Fe3* (Fentonova reakcija)

Hidroksilni radikal najintrigantniji je kisikov radikal [149,153]. Ima nekoliko puta snaznije
destruktivno djelovanje na stanice od superoksidnog radikala [149]. Izrazito je reaktivan i
napada sve bioloske molekule s kojima dode u dodir (lipide, proteine, DNK).Taj slobodni
radikal moZe trenutno pokrenuti lanac lipidne peroksidacije ili oksidirati DNK ili proteine.
Oste¢enjem DNK mozZe prouzrociti mutacije ili karcinom, a oSteenjem proteina inhibiciju
enzima, denaturaciju 1 degradaciju proteina [149].

Peroksilni radikal

Peroksilni radikal (HOO") protonirani je oblik superoksidnog aniona (O27) i obi¢no se naziva
hidroperoksilni radikal. Dokazano je da injicira peroksidaciju masnih kiselina [149].
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1.3.2.2. Neradikalne reaktivne kisikove vrste

Neradikalni ROS sadrzavaju puni broj elektrona ali u nestabilnom stanju, pa su zbog toga vrlo
reaktivni.

Singletni kisik

Singletni kisik (O2) ekscitirano je stanje kisika koje je mnogo reaktivnije od tripletnog stanja
(*02) u kojem se nalazi molekularni kisik u svom osnovnom stanju. Nastaje prijenosom
apsorbirane energije s pobudenog elektrona (pri njegovu povratku u osnovno stanje, u normalnu
orbitalu) na molekulu kisika. Singletni kisik naj¢eS¢e stvaraju fotosenzitivni pigmenti €iji
elektroni apsorpcijom energije fotona prelaze u pobudeno stanje. Vracanjem u osnovno stanje
otpustaju viSak energije sudarima (kolizijama), reradijacijom, ili prijenosom viska energije na
molekulu kisika, podizu¢i je iz osnovnog (tripletnog) stanja u vise energetsko, visokoreaktivno
singletno stanje obratom (inverzijom) spina. U singletnom stanju kisika u vanjskoj se ljusci
nalaze dva elektrona antiparalelnih spinova. Opasan je za mnoge molekule jer je
visokoreaktivan i ima relativno dugo poluvrijeme zivota, u usporedbi s drugim singletnim
stanjima (do 72 sata). Singletni kisik po definiciji nije slobodni radikal (nema nespareni
elektron), ali mu je skinuto spinsko ogranicenje (restrikcija) koje smanjuje reaktivnost, tj.
nastao je obrat spina i njegova je oksidiraju¢a sposobnost jako povecana [149,160]. Visak
energije singletni kisik moze troSiti "napadom" na organske molekule poglavito. molekule
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (engl. Polyunsaturated Fatty Acid - PUFA) i pokrenuti
lanac lipidne peroksidacije. Stetno djelovanje sunéeva svjetla (fotooksidacijom) najéesée se
pripisuje ucinku singletnog kisika.

Vodikov peroksid

Vodikov peroksid (H202) jak je i Stetan oksidans [150]. Nastaje djelovanjem superoksidne
dismutaze (SOD) koja katalizira dismutaciju superoksidnog radikala na molekulu kisika
(oksidacija) i vodikov peroksid (redukcija). Tako nije slobodni radikal i ne sadrzava nesparene
elektrone (u Fentonovoj reakciji, kataliziranoj prijelaznim metalima — Zeljeznim ili bakrenim
ionima), moze stvoriti mnogo Stetniji, vrlo toksican, hidroksilni radikal.

U Fentonovoj reakciji dvovalentni ion zeljeza (Fe2+) reagira s vodikovim peroksidom i prelazi
u trovalentni ion zeljeza (Fe3+), a pri tom nastaje hidroksilni radikal i hidroksilni ion [149,150].

Vodikov peroksid topljiv je u mastima pa moze djelovati na mjestima udaljenim od mjesta
njegova stvaranja.

25



1.3.3. Toksiéni u¢inci reaktivnih kisikovih vrsta na bioloSke molekule

Prekomjerno stvaranje ROS-a rezultira oksidacijskim stresom koji moze modificirati i oStetiti
proteine i DNK te injicirati lan¢anu reakciju lipidne peroksidacije. Oksidacija DNK moze imati
za posljedicu nastanak mutacija i karcinogenezu. Osobito je izlozena mitohondrijska DNK, u
okruzenju koje se smatra glavnim mjestom nastanka ROS-a. Lipidna peroksidacija, stani¢nih,
jezgrinih i mitohondrijskih membrana oStecuje strukturalni i funkcionalni integritet stanice, uz
to je izvor drugih citotoksi¢nih produkata (npr. malondialdehida — MDA i 4-hidroksi-2-
nonenala, krajnjih produkata razgradnje lipida), koji dalje oSte¢uju membrane i enzime [149].

1.3.3.1. Oksidacijsko oStecenje lipida

Lipidna peroksidacija oStec¢enje je stani€énih membrana toksi¢énim uc¢inkom ROS-a. Cilj su
peroksidacije PUFA, prisutne u fosfolipidima membrana. Zbog svojih mnogostrukih
nezasi¢enih dvostrukih veza PUFA su izuzetno osjetljive na oStecenja uzrokovana ROS-om
[161].

Lipidnu peroksidaciju najceS¢e pokrecu hidroksilni radikal (OH") ili singletni kisik, a
superoksidni radikal je nedovoljno reaktivan za eliminaciju vodika iz PUFA [161]. Lipidnu
peroksidaciju moze aktivirati i fotooksidacija (preko singletnog kisika) [161]. Lipidna se
peroksidacija odvija kroz tri faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju [161].

Injicijacija je pokretanje lancane reakcije oduzimanjem vodika s metilenske (-CHz-) skupine
PUFA-e djelovanjem SR-a (najces¢e hidroksilnog). Pri tom nastaju slobodni lipidni radikali.
Uzimanjem vodikovih atoma od PUFA-a nastali se radikali nastoje stabilizirati reorganizacijom
molekula stvaranjem konjugiranih diena, koji spajanjem s molekularnim kisikom mogu stvarati
peroksilne radikale (LOO"), koji mogu oduzimati vodik (H" ) od druge molekule PUFA-e pri
¢em nastaju lipidni hidroperoksidi (LOOH) i novi lipidni slobodni radikal (LO) koji kroz fazu
propagacije nastavljaju i dalje Sire reakciju lipidne peroksidacije (propagacijska faza). Na taj se
nacin lipidna peroksidacija lancano S§iri 1 proces moze imati 4 — 20 propagacija iz jedne
injicijacije. U prisutnosti iona Zeljeza lipidni hidroperoksidi (LOOH) disociraju na lipidne (LO")
1 peroksilne (LOO") radikale, koji uzrokuju reinicijaciju peroksidacije. Disocijacijom lipidnih
hidroperoksida (LOOH) oslobadaju se krajnji razgradni proizvodi lipidne peroksidacije
aldehidi (npr. MDA 1 dr.) Oni se vezuju za proteine i fosfolipide u membranama, §to produbljuje
oksidacijsko ostecenje biomolekula. Lancana se reakcija zaustavlja (terminacijska faza) kad se
spoje dva radikala ili radikal s antioksidansom.

Stvarajuci citotoksicne kaskade lipidna peroksidacija trosi vrijedne PUFA i producira oSte¢ene
molekule [149].

Posljedice su lipidne peroksidacije fragmentacija i povecanje rigidnosti lipidnih membrana, §to
smanjuje njihovu fluidnosti, uzrokuje opadanje vrijednosti membranskoga potencijala,
povecanje permeabilnosti za vodikove i druge ione, gubitak funkcije kanala i unos velikih
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koli¢ina Ca®* u stanicu. Konacdan rezultat je gubitak integriteta membrane s moguéno$éu rupture
stanice, otpusStanje njezina sadrzaja i na kraju stani¢na smrt. Lipidna peroksidacija rezultira i
inaktivacijom membranskih enzima, a moZe uzrokovati i oste¢enje DNK [65,78,150].

Citotoksi¢ni krajnji razgradni proizvodi lipidnih peroksida aldehidi (npr. MDA), bioloski vrlo
aktivni, mogu uzrokovati stvaranje kriznih veza (cross-linking) proteina 1 lipida $to inaktivira
mnoge dijelove stanice, uklju¢uju¢i membrane i enzime [149]. Serumski MDA moze sluziti i
kao pouzdan biljeg oksidacijskog stresa.

1.3.3.2. Oksidacijsko oSte¢enje proteina

Utjecaj oksidacijskog stresa na proteine uzrokom je modifikacije i denaturacije proteina,
agregacije, fragmentacija i kriznog vezanja proteina, odcjepljenja polipeptidnih lanaca i
pojaCane osjetljivosti na proteolizu, nastanka karboksilnih skupina, gubitka kataliticke
aktivnosti 1 inhibicije enzimske aktivnosti [101,128,149,150].

1.3.3.3. Oksidacijsko oStec¢enje DNK

Sve komponente DNK molekula mogu biti oSteCene djelovanjem ROS-a: purinske i
pirimidinske baze, kao i deoksiriboza [149]. Oksidacijsko oSte¢enje DNK moZe uzrokovati
razgradnje baza, jednolancane lomove DNK i krizno vezanje DNK i proteina. Stalno mijenjanje
genetskog materijala kao rezultat oksidacijskog oStecenja za posljedicu moZe imati genetske
mutacije, kromosomske aberacije, aktivaciju onkogena, deaktivaciju tumorskih supresivnih
gena te ubrzanu stopu starenja. Pretpostavlja se da je proces starenja posljedica oksidacijske
mutogeneze mitohondrijske DNK (mtDNK), kao i pove¢anog udjela skrac¢enja telomera DNK
zbog ostecenja slobodnim radikalima [150,162,163]. Takoder se pretpostavlja da je i izdvajanja
DNK u jezgri jedan od razloga izbjegavanja oksidacijskog oste¢enja. Mitohondrijska DNK jace
je osjetljiva na oStecenje djelovanjem ROS-a nego nuklearna DNK i njezina se oStec¢enja
akumuliraju u stanicama s godinama starenja. Posebno je ranjiva na oksidacijsko oStecenje,
prvenstveno zbog svoje blizine unutarnjim mitohondrijskim membranama (izvoru stvaranja
ROS-a), nedostatka histona 1 slabih reparacijskih sposobnosti te je uz to cirkularna s visokom
stopom transkripcije. Ostec¢enje mtDNK uzrokom je poveéanja stvaranja ROS-a koji u
zacaranom krugu poticu daljnje oStec¢enje mitohondrija i mtDNK-a i ugrozavaju mitohondrijske
funkcije [149,150,159]. Oste¢enje mitohondija SR-om uzrokuje povecano stvaranje ROS-a i
smanjenje metabolicke aktivnosti, Sto ometa optimalnu stani¢nu bioenergiju.

Ostecenje mtDNK posebno je pogubno za stanice koje se ne dijele, kao §to su postmitoticke
stanice, npr. stanice mozga, srca, fotoreceptori i RPE stanice. U njima se abnormalnosti mtDNK
nakupljaju zbog nemogucnosti da se defekti replikacijom izgube [28].
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1.3.4. Korisni u€inci slobodnih radikala u organizmu

Slobodni radikali su poznati po dvostrukoj ulozi: kao Stetne i korisne vrste [150]. Korisni u¢inci
SR-a javljaju se u niskim koncentracijama.

Visoke razine ROS-a mogu biti Stetne, uzrokujuéi stani€nu smrt, ubrzavajuci starenje i poti¢uci
razvitak dobno vezanih degenerativnih bolesti.

U malim koli¢inama ROS imaju koristan uc¢inak i neophodni su u mnogim biokemijskim
procesima. Posreduju u stvaranju energije, fagocitozi, regulaciji stanicnog rasta, indukciji
stani¢nog starenja i apoptoze, indukciji mitogenog odgovora, sudjeluju u unutarstani¢noj i
medustanicnoj signalizaciji (sekundarni su glasnici unutarstani¢ne signalizacijske kaskade) te
u obrani od mikroorganizama [149,150]. Uz to, §to je izuzetno vazno, pri povisenju razine ROS-
a, stresnim signalima koji aktiviraju redoksno osjetljive signalne putove (metodom povratne
sprege), uspostavljaju redoksnu ravnotezu.

Ta osjetljiva ravnoteza izmedu korisnih 1 Stetnih ucinaka SR-a vazan je aspekt aerobnog
Zivljenja 1 postize se mehanizmom nazvanim redoksna regulacija [150]. Stoga Zivot na zemlji
ne bi mogao postojati bez sprege s antioksidacijskim obrambenim sustavom, koji prevenira
nastanak oksidacijskog stresa te zamjenjuje i uklanja posljedice oksidacijskog stresa u
stanicama [149,164].

1.4. Antioksidacijska obrana organizama

Kako prezivjeti u tako "neprijateljskom" okruzenju kisika?

Kad se kisik pojavio u dovoljnoj koli¢ini u atmosferi prije oko dvije i pol milijarde godina u
prekambriju, zahvaljuju¢i sposobnosti fotosinteze modrozelenih alga (cijanobakterija), mnogi
su tadasnji anaerobni organizmi zbog oksidacije njihovih esencijalnih stani¢nih komponenti
izumrli ili opstali ogranic¢avajuci se na okolis koji ne dopusta penetraciju kisika [165]. Drugi su
zapoceli evolucijski proces prilagodbe, razvijajuci brojne antioksidacijske obrambene sustave
zastite od toksi¢nosti kisika 1 koriste¢i dobrobit aerobnog Zivota (viSe energije po jedinici hrane)
[165].

Zivot u oksigeniziranom okoli§u zahtijeva djelotvorne stani¢ne strategije otkrivanja i
detoksifikacije Stetnih metabolita kisika. Ne iznenaduje stoga da je priroda razvila brojne
zaStitne antioksidacijske sustave.

Antioksidansi su raznolika skupina molekula koje su prisutne u niskim koncentracijama, u
usporedbi s koncentracijama oksidacijskog supstrata, koje kontroliraju odnos izmedu stanja
redukcije 1 oksidacije u bioloSkim sustavima [149,164].
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Antioksidansi neutraliziraju slobodne radikale, donirajuci im svoj elektron, prekidajuci na taj
nacin lanCanu reakciju "krade" elektrona drugim molekulama. Doniraju¢i svoj elektron
antioksidansi ne postaju nestabilni, ne postaju SR.

Obrambeni mehanizam od toksicnosti ucinka oksidacijskog stresa ukljuCuju: stani¢nu
kompartmentalizaciju (sektorizaciju), prevenciju stvaranja SR-a i uklanjanje (¢iS€enje) veé
nastalih SR-a te popravljanje oStecenja nastalih djelovanjem SR-a i drugih Stetnih reaktivnih
vrsta [101,149].

Organizmi su u uz to u mogucnosti prilagoditi se promjenama razine oksidacijskog stresa
sintezom antioksidacijskih enzima i enzima za reparaciju.

Kompartmentalizacija

Kompartmentalizacija je odvajanje ROS-a od staniénih komponenti koje su osjetljive za
oksidacijsko ostecenje [101]. Tako se npr. enzimi koji su ukljuCeni u stvaranje vodikova
peroksida (H202) nalaze u peroksisomima koji imaju visok sadrzaj antioksidacijskih enzima i
koji rabe H202 za druge oksidacijske reakcije unutar iste organele, onemogucavajuci njegovo
Stetno djelovanje.

Prevencija stvaranja i uklanjanje slobodnih radikala

Zivi organizmi sintetiziraju niz antioksidacijskih enzima: superoksidnu dismutazu (SOD),
glutationsku peroksidazu (GPx) i katalazu (CAT), koji ¢ine prvu crtu antioksidacijske obrane
organizma. Neenzimsku obranu ¢ini veliki broj endogenih spojeva niske molekularne mase
(glutation, proteini, transferini i feritini, celuloplazmini i mioglobini, melatonin, urati, bilirubin,
reducirani CoQio 1 tioli), kao 1 razli¢iti antioksidacijski mikronutrijenti koji se u organizam
unose hranom (B-karoteni, tokoferol, askorbinska kiselina, karotenoidi, polifenoli, fenoli,
flavonoidi, tiamini i lignini) [149]. Uloga je navedenih antioksidansa onemoguciti stvaranje
novih ROS-a ili presresti 1 onesposobiti ve¢ stvorene.

Popravak ostec¢enja nastalih djelovanjem SR-a

Kako unato¢ svemu ipak nastane oksidacijsko oste¢enje, organizam posjeduje niz reparacijskih
enzima (proteaza, lipaza, transferaza te enzima za popravak DNK), koji popravljaju i uklanjaju
ostecenja biomolekula (proteina i lipida i DNK) [149].

Popravak DNK ukljucuje, na primjer, zamjenu distorziranih dijelova spirala (heliksa)
djelovanjem DNK polimeraza i popravak oSte¢enja baza pomo¢u DNK glikozilaza. Oksidirane
aminokiseline popravljaju se proteinskom razgradnjom i resintezom novih proteina, a postoji i
mehanizam za uklanjanje oksidiranih masnih kiselina iz membranskih lipida [149].

Razli¢iti su antioksidacijski sustavi komplementarni jedni drugima, jer razlic¢itim mehanizmima
djeluju na razli¢ite oksidanse i u razlicitim dijelovima stanica [100,149].
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1.4.1. Enzimski antioksidansi

Tri klju¢na enzima koji uklanjanju ROS iz stanica svih aerobnih organizama su superoksidna
dismutaza (SOD), glutationska peroksidaza (GPx) i katalaza (CAT). Oni ¢ine prvu crtu
antioksidacijske obrane, u kojoj je vrlo teSko razdvojiti njihovo medusobno djelovanje
[149,150,165].

1.4.1.1. Superoksidna dismutaza

Enzim SOD otkrili su 1969. godine Mc Cord i Fridovich [166,167]. On katalizira razgradnju
superoksidnog aniona (oduzimajué¢i mu ekstra elektron, kao da skida bombi detonator) na
vodikov peroksid i molekularni kisik, ubrzavaju¢i tu detoksikacijsku reakciju otprilike 10 000
puta [168]. SOD se nalazi u gotovo svim aerobnim stanicama i izvanstani¢nim teku¢inama. U
sisavaca se pojavljuje u trima izoformama koje se medusobno razlikuju prema smjestaju u
stanici i1 vrsti metalnog kofaktora, koji se nalazi u njegovu aktivnom srediStu [149]. [zoenzim
SODI1 (CuZnSOD) nalazi se u citosolu (peroksisomima), a u srediStu sadrzava ione bakra (Cu)
i cinka (Zn) (slika 1).

Slika 1. Shematski prikaz strukture ljudske superoksidne dismutaze — CuZnSOD (SOD1).
Preuzeto iz Wikipedije, autor: Dcrjsr, CC BY 4.0.
http://en.wikipedia.org/wiki/File:2c9v_CuZn_rib_n_site.png

SOD2 (MnSOD) (slike 2 i 3) se nalazi u matriksu mitohondrija, a svaka od cetiriju podjedinica
tetramera sadrzava po jedan atom mangana (Mn).
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Slika 2. Shematski prikaz strukture tetramera ljudske mitohondrijske superoksidne dismutaze
—MnSOD (SOD2), manganovi ioni prikazani su ljubi¢astim kuglicama. Preuzeto iz
Wikipedije, autor: Fvasconcellos (public domain).
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Superoxide dismutase 2 PDB 1VAR.png

Slika 3. Aktivno mjesto ljudske mitohondrijske superoksidne dismutaze MnSOD (SOD2).
Preuzeto iz Wikipedije, autor : Federico Cisnetti (public domain).
http://en.wikipedia.org/wiki/File:SODsite. gif

Izoenzim SOD3 (ECSOD) (slika 4) izvanstani¢ni je SOD, koji §titi izvanstani¢ni prostor od
Stetnog ucinka superoksidnog radikala, a kao kofaktore takoder sadrzava ione bakra i cinka.
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Slika 4. Kristalografska struktura izvanstani¢ne superoksidne dismutaze (SOD3), narancaste
kuglice predstavljaju bakrene, a sive cinkove katione. Preuzeto iz Wikipedije, autor: Boghog
(public domain). https://en.wikipedia.org/wiki/File:SOD3 2JLP.png

Cini se da je mitohondrijski SOD2 najvazniji od svih. Misevi kojima od rodenja nedostaje taj
1zoenzim ugibaju ubrzo nakon rodenja zbog izuzetno jakog oksidacijskog stresa [148,157,169].
Misevi koji nemaju SOD1 prezivljavaju [170], ali s brojnim oboljenjima (rak jetre, neuroloske
bolesti i dr.) i smanjenjem zivotnog vijeka te razviju promjene fenotipski slicne SMD-u (druze,
CNV), dok miSevi bez izvanstanicnoga SOD-a (SOD3) imaju minimalne defekte (osjetljivost
na hiperoksiju).

Gen koji kodira CuZn-SOD smjesten je na kromosomu 21, a gen za MnSOD (SOD?2) nalazi se
na kromosomu 6. Trisomija 21, Downov sindrom, povezana je s pove¢anjem CuZnSOD-a
[149].

Razgradnjom superoksidnoga radikala djelovanjem SOD-a nastali vodikov peroksid, koji je jak
1 sam po sebi Stetan oksidans, u Fentonovoj reakciji [149,150], moZe stvoriti drugu, mnogo
Stetniju vrstu — hidroksilni radikal, danas najmo¢niji oksidans.

Zbog toga SOD djeluje u suradnji s drugim dvama enzimima GPx-om i CAT-om, koji
razgraduju vodikov peroksid na vodu i molekularni kisik.

1.4.1.2. Glutationska peroksidaza

Taj se enzim nalazi u svim eukariotskim stanicama. Djeluje u citosolu, ali i u mitohondrijima
(do 40 % ukupne enzimske aktivnosti). Postoji viSe izoenzima GPx-a koji se razlikuju po
smjeStaju unutar stanice (ili izvan nje) te afinitetu prema specificnom supstratu (slike 5 i 6).
GPx u svom aktivnom srediStu sadrzava atom selena (Se) [65,149].
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Slika 5. Prikaz strukture glutationske peroksidaze (GPx1 izomer kojeg nalazimo u citoplazmi
stanica 1 mitohondrijima). Preuzeto iz Wikipedije, autor: Emw, CC BY- SA 3.0.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Protein GPX1 PDB 2f8a.png

Slika 6. Struktura glutationske peroksidaze (GPx4 izomer s posebnim afinitetom za lipidne
hidroperokside). Preuzeto iz Wikipedije, autor: Emw, CC BY- SA 3.0.
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Protein GPX4 PDB 2gs3.png

Nedostatak GPx-a u miSeva je uzrokom skracenja Zivotnog vijeka i hemoliticke anemije.

GPx katalizira reakciju redukcije vodikova peroksida nastalog djelovanjem SOD-a,
razgradujuci ga na vodu i molekularni kisik u prisutnosti reduciranog oblika glutationa (GSH),
koji sluzi kao donor vodika, tj. donor elektrona [101]. Odgovorna je za razgradnju najveceg
dijela H202 u stanicama. Tako zavrSava detoksikacijsku reakciju koju je pokrenuo SOD.
Takoder uklanja toksi¢ne lipidne perokside (reducira ih na hidroksilnu kiselinu) i citotoksi¢ne
aldehide krajnje produkte lipidne peroksidacije, reducirajuc¢i ih na odgovaraju¢e alkohole
[149,171].
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GPx
H202 + 2GSH (reducirani glutation) —  2H20 + GSSG (oksidirani glutation)

GPx
LOOH+2GSH — LOH + H20 + GSSG

1.4.1.3. Katalaza

Katalaza takoder katalizira konverziju vodikova peroksida na vodu i kisik, koriste¢i kao
kofaktor Zeljezo (Fe) ili mangan (Mn) (slika 7). Taj je enzim lokaliziran u peroksisomima u
vecini eukariotskih stanica [65,149,150].

Slika 7. Struktura enzima katalaze. Preuzeto iz Wikipedije, autor: Emw, CC BY- SA 3.0.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Catalase Structure.png

CAT
2H0, — 02+ H20

Jedan je od najrasprostranjenijih enzima u prirodi, nalazi se u svim Zivim organizmima.
Odgovorna je za razgradnju peroksida iskljuivo u uvjetima oksidacijskog stresa. U
mitohondrijima se nalazi u zanemarivoj koli¢ini. Osobito je aktivha u hepatocitima i
eritrocitima, a malo u mozgu i srcu. Gradena je od cetiriju podjedinica, od kojih svaka u
aktivnom sredi$tu ima hem skupinu. Gen za katalazu nalazi se na kromosomu 11 [149].

34


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Catalase_Structure.png

Usprkos njezinoj vidljivoj vaznosti u otklanjanju vodikova peroksida, ljudi s genetskim
nedostatkom katalaze (akatalazemija) ili miSevi iz genetskog inzenjeringa s potpunim
nedostatkom katalaze ne pokazuju znatnije patogenetske promjene [149].

1.4.2. Neenzimski antioksidansi

Drugu crtu antioksidacijske obrane €ine molekule niske molekularne mase. One pomazu
djelovanje enzimskih antioksidansa. Tu se ubrajaju ranije spomenuti proizvodi normalnog
metabolizma (glutation, ubikvinol, mokraéna kiselina, bilirubin, albumini i dr., vidi prije) kao
1 niskomolekularni antioksidacijski mikronutrienti (vitamini E 1 C, karotenoidi, fenoli,
polifenoli 1 dr.) [149].

Zanimljivo je da mnogi od tih antioksidansa mogu u odredenim okolnostima funkcionirati kao
prooksidansi (C vitamin, mokraéna kiselina) [172].

Ukratko ¢emo se osvrnuti na djelovanje nekih od neenzimskih antioksidansa. Pojedini od njih
djeluju putem vise mehanizama, koji se medusobno dopunjuju. Mnoge od tih interakcija jo$
nisu u potpunosti razjasnjene.

Glutation

Glutation je tripeptid sastavljen od triju aminokiselina: glicina, glutamata i cisteina. Zbog vrlo
reaktivne sulfihidrilne skupine (-SH) vaZan je unutarstanicni antioksidans. Najveca koli¢ina
glutationa intracelularno je u reduciranom stanju (GSH). Djelotvoran je u uklanjanju H20:2 1
hidroksilnog radikala te S§titi od inhibitornog ucinka H202 na membransku kloridnu
provodljivost [173]. Uz to je upleten u modulaciju aktivnosti nekoliko enzima. Kofaktor je
glutation peroksidaze.

Osim navedenoga, brojne male molekule funkcioniraju kao endogeni antioksidansi, medu
kojima se izdvaja mokra¢na kiselina, koja ima najve¢i udio u ukupnom antioksidacijskom
statusu (TAS) u ljudskom serumu ili plazmi.

Mokracna kiselina

Unato€¢ tomu $to je glavni antioksidans u ljudskoj plazmi, mokraéna kiselina (MK) takoder
korelira s razvojem debljine, hipertenzije 1 kardiovaskularnih bolesti, stanja koja su povezana s
oksidacijskim stresom [174]. Ona je krajnji proizvod razgradnje purinskih baza u ljudi i velikih
majmuna, kod kojih je tijekom evolucije izgubljen gen za enzim uratnu oksidazu (urikaza), koji
u drugih sisavaca katalizira konverziju MK-a u alantoin koji se izlu¢uje urinom. Posljedica je
toga da se u ljudi nalazi pove¢ana razina MK-a u krvi. To je s jedne strane pruzilo evolucijsku
prednost predcima homosapiensa (MK je snazan Cista¢ SR-a, zastita od oksidacijskog oSte¢enja
stanica, produljenje zivotnog vijeka, zaStita od karcinoma). S druge strane pri visokim
vrijednostima MK-a s oksidansima moze stvarati druge radikale koji mogu stvarati lan¢ane
reakcije 1 oksidacijsko oStecenje stanice. Uz to MK-a moZze sudjelovati kao bioloski aktivan
proinflamatorni ¢imbenik i na taj na€in povecati unutarstani¢no stvaranje oksidansa. Mokra¢na
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je kiselina antioksidans samo u hidrofilnom okoliSu, Sto je najveée ograniCenje njezine
antioksidacijske funkcije.

Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E (o-tokoferol) je u mastima topljiv antioksidans koji Stiti nezasi¢ene membranske
lipide od oksidacije [149].

Askorbinska kiselina (vitamin C)

Askorbinska je kiselina (vitamin C) u vodi topiv antioksidans, koji moZe reducirati SR-e iz
razlicitih izvora. Uz navedena antioksidacijska svojstva C vitamin ima ulogu i u procesu obnove
vitamina E, u njegovu prevodenju iz oksidiranog u reducirani oblik. Zanimljivo je da i C
vitamin pod odredenim okolnostima funkcionira kao prooksidans [149,172].

U savrSenom svijetu pri¢a ovdje zavrSava. Stvarnost je, na zalost, kao §to smo prije opisali,
drugacija. Unato¢ sofisticiranim antioksidacijskim i reparacijskim mehanizama, oksidacijsko
je ostecenje, dijelom pogorSano ili ¢ak injicirano okoliSnim ¢imbenicima, neizbjezan ishod
aerobnog postojanja [132].

1.5. Uloga oksidacijskog stresa u patogenezi senilne makularne
degeneracije

Najnovija istraZivanja temeljena na laboratorijskim pokusima i istraZzivanjima na Zivotinjama
sugeriraju da bi oksidacijski stres mogao biti glavni ¢cimbenik i glavni patogenetski mehanizam
u nastanku SMD-a [21,22,77,101,127-132).

U retini postoje brojni mehanizmi prevencije i sprje¢avanja oksidacijskog inzulta, medutim u
srednjoj Zivotnoj dobi mnogi od tih antioksidacijskih mehanizama pocinju otkazivati, §to
povisuje osjetljivost retine za akumulaciju oksidacijskih oste¢enja s godinama starenja [175].

Smatra se da je SMD rezultat oSte¢enja uzrokovanog fotokemijskim i nefotokemijskim
oksidacijskim stresom.

Opcenito nakon srednje zZivotne dobi smanjuje stvaranje antioksidacijskih enzima starenja [175]
ali su pri tom uocene znatne individualne razlike [65,176]. Istodobno se mijenja zastitni
pigment melanin od antioksidansa u prooksidans, a lipofuscin se akumulira do koncentracija
dovoljno visokih za stvaranje ROS-a.

Prekomjerno stvaranje SR-a i drugih ROS-a te naruSena ravnoteza izmedu njihova stvaranja i
mogucénosti razgradnje antioksidacijskim sustavom organizma mogli bi biti najodgovorniji za
razvoj SMD-a [130,149]. ROS se, kao S§to je prije prikazano, neprestano stvaraju kao
nusproizvodi normalnog aerobnog metabolizma [132,149,165,177], a u mreznici uz to i kao
proizvodi fotooksidacijske reakcije medudjelovanja svjetla i kisika. Mreznica je (osobito
makula) neprestalno izlozena svjetlu 1 visokoj koncentraciji kisika, $to pridonosi njenu svjetlom
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induciranomu oksidacijskomu stresu s posljedi¢nim oksidacijskim oSte¢enjem biomolekula u
njenim stanicama.

Uz mreznicu je vezan paradoks: s jedne su strane svjetlo i kisik esencijalni su za njezinu
funkciju (vid), a s druge strane pogoduju stvaranju ROS-a, koji uzrokuju oStecenja njezinih
stanica.

Mehanizam nastanka SMD-a oksidacijskim stresom podrazumijeva da bi velika koli¢ina
slobodnih radikala, desetlje¢ima dugog supklinickog oste¢enja fotoreceptora svjetlom, mogla
imati za posljedicu pojacanu razgradnju vanjskih dijelova fotoreceptora i nemoguénost
lizosomnog uklanjanjanja njihova detritusa preko RPE stanica [171]. Otpadni materijal
(detritus) nakuplja se u obliku lipofuscina u citoplazmi RPE stanica te uzrokuje njihovu
dekompenzaciju i propadanje, a s njima i propadanje funkcionalno povezanih fotoreceptora i
koriokapilarisa. Masa natalozenog otpadnog materijala na Bruchovoj membrani poticaj je za
fibrovaskularni odgovor zilnice. Lipofuscin 1 sam djeluje kao fotosenzibilizator (engl.
Photosensitizer), ima sposobnost apsorpcije svjetla i stvaranja SR-a [125,171].

Zasto je najvise ugrozena makula?

Laboratorijska su istrazZivanja pokazala da kad se eksperimentalna Zivotinja izlozi svjetlu
dovoljne jacine da prouzroCi oSteCenje mreznice, oSte¢enje je i u zivotinja koje nemanju
anatomski definiranu makulu, najozbiljnije u vanjskim slojevima sredi$nje mreznice, $to se
podudara i s patoloskim zbivanjima u SMD-u [171]. Primarna je odlika SMD-a njegova
srediSnja lokacija. Podudarnost nije sluc¢ajna. Fotoreceptori i RPE stanice osobito su osjetljivi
na oksidacijska oStecenja, jer su izloZeni visokoj razini kisika i svjetlosne energije, a
koncentracija im je najveca u makuli [178].

Zbog visokog stupnja svoje metabolicke aktivnosti makula je izlozena sukladno visokim
razinama ROS-a. S godinama je ravnoteza izmedu stvaranja ROS-a i razine antioksidansa
poremecena i nastaje oStecenje.

1.5.1. Grada i funkcija makule, rizik za oSte¢enje oksidacijskim stresom

Da bi se pojasnila uloga fotooksidacijskog stresa u SMD-u, valja se ukratko prisjetiti grade i
funkcije makule.

Makula je srediSnji dio mreznice, opticki centar pozadine oka, promjera 5 — 6 mm. SrediSnji
dio makule je fovea (promjera 1,5 mm), sa srediSnjom foveoleom (promjera 0,35 mm). Makula
sadrzava samo fotoreceptore i njihove jezgre, avaskularna je (nema vlastitih krvnih zila) i
iskljucivo ovisi o opskrbi krvlju iz korioideje. U makuli su unutarnji slojevi retine razmaknuti
tako da svjetlo moZe nesmetano padati na fotoreceptore.
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U makuli je najveca gustoca fotoreceptora, koja se smanjuje prema periferiji. U foveoli se
nalaze isklju¢ivo crveni i zeleni ¢unji¢i u centralnih 100 um [65]. Plavi su ¢unji¢i najgusci
izmedu 100 1 300 um od srediSta foveje. Gustoca se Stapic¢a rapidno povecava inverzno od
gusto¢e Cunjica, tako da vrh retinalne gustoce Stapica lezi u prstenu upravo izvan granice
makule. Ve¢ 0,5 mm od foveolarnog sredista cunjic¢i su i Stapi¢i zastupljeni gotovo u jednakom
broju [65].

U blizini foveolarne kreste, malo ekscentri¢no, mreZnica je posebno ranjiva za razvoj SMD-a
[82]. To je podrucje u kojem se i starenjem izgubi najveéi postotak Stapica i mjesto gdje se
javlja lokalni maksimum lipofuscina u RPE stanicama. Razlog toj lokalnoj ranjivosti nije u
potpunosti jasan. Prema nekim istrazivaima foveolarna kresta ima nizi antioksidacijski
potencijal. I MP tu je u svom lokalnom minimumu, mnogo nizi nego u foveolarnom sredistu
[82].

1.5.1.1. Grada i funkcija fotoreceptora

Ljudska mreZnica sadrzava oko 115 milijuna §tapiéa i oko 6,5 milijuna Gunjiéa. Stapiéi su
odgovorni za osjet kontrasta, svjetline 1 pokreta, a ¢unji¢i za boje 1 finu prostornu rezoluciju.
Distribucija Stapica 1 Cunji¢a u mreznici nije jednoli¢na. Na periferiji mreznice prevladavaju
Stapic¢i. U makuli su prevladavajuéi ¢unjiéi, a u foveji se nalaze iskljucivo cunjici.

Fotoreceptori su gradeni od unutarnjih i vanjskih segmenata povezanih modificiranom cilijom.
Unutarnji segmenti sadrzavaju jezgre fotoreceptora, mitohondrije, Golgijev aparat i druge
organele. Vanjski segmenti sadrZavaju stogove s nekoliko stotina do nekoliko tisuc¢a diskova
ogradenih plazmatskim membranama u kojima je pakiran vidni pigment rodopsin, klju€an za
apsorpciju svjetla u Stapi¢ima, s vrhom apsorpcije na 500 nm. Tri vrste ¢unji¢a sadrzavaju
crveni, zeleni 1 plavi jodopsin s apsorpcijskim maksimumom na 564, 533 1 437 nm redom [65].
Diskovi se kontinuirano obnavljaju sintezom (invaginacijom) na cilijarnom spoju unutarnjih i
vanjskih segmenata i odbacivanjem starih na vrhu vanjskih segmenata. Odbacene vrhove
vanjskih segmenata neprestano fagocitiraju 1 razgraduju RPE stanice u svojim lizosomoma te
Ciste putem koriokapilaris, tako da se svaki dan nadomjesti 10 % diskova Stapica. Na taj nain
Stapi¢i obnove Citavih svojih 22 — 37 pm vanjskog segmenta svakih 9 — 12 dana [65,139].
Cunjiéi takoder odbaciju svoje diskove, ali na manje sinkroniziran na¢in i nesto sporije.
Oksidacija membranskih diskova smatra se klju¢anim ¢imbenikom koji moze povecati koli¢inu
odbacenih diskova i modulirati tijek membranskog materijala.

Fotoreceptorne membrane Stapica i Cunjica gradene su od lipidnih dvoslojeva. Visestruko
nezasi¢ene masne kiseline ¢ine oko 50 % lipidnog membranskog dvosloja vanjskih segmenata
Stapica, a proteini Cine preostalih 50 %. Dokozaheksaenska kiselina (DHA) prevladavajuci je
fosfolipid Stapica (¢ini oko 50 %) [179].

Vanjski segmenti fotoreceptora zive u potencijalno toksicnom okoliSu, $to ukljucuje visoki
sadrzaj kisika i visoki protok fotona. Ti su uvjeti pogodni za fotooksidacijsko ostecenje.
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Svjetlo se apsorbira u vanjskim segmentima fotoreceptora i oni su mjesto gdje nastaje
fotooksidacijsko oStecenje.

Molekularna bioloska obnova (engl. Molecular Renewal) membranskih diskova vazan je
mehanizam kojim se fotoreceptori nastoje zastititi od visokog stupnja fotooksidacijskog
oStecenja kojemu su izlozeni [139,180,181].

Svjetlo se apsorbira vidnim pigmentom u fotoreceptorima i konvertira u zivcéane impulse. Dio
apsorbirane energije trosi se prijenosom energije ili elektrona na molekulu kisika, pri cem se
stvaraju ROS (singletni kisik, superoksidni radikal, vodikov peroksid, hidroksilni radikal), koji
uzimanjem elektrona od okolnih molekula (naj¢es¢e PUFA-a, kojima obiluju lipidne membrane
diskova fotoreceptora) zapo€inju lipidnu peroksidacijsku kaskadu [65] kroz vanjske segmente
fotoreceptora. Nastaju oSte¢enja membrana, koje se odbacuju i bivaju fagocitirane RPE
stanicama, a pri bazi vanjskih segmenata stvara se novi disk.

U normalnim okolnostima RPE stanice fagocitiraju, probave i recikliraju odbaceni materijal.
Kada su te molekule oksidacijski modificirane, ne mogu se lako probaviti lizosomnim
enzimima. Rezultat toga je stvaranje naslaga nedigestibilnih molekula u RPE stanicama u
obliku lipofuscinskih zrnaca.

1.5.1.2. Grada i funkcija retinalnog pigmentnog epitela

Fotoreceptori, kao jedne od metabolicki najaktivnijih stanica, zahtijevaju funkcionalnu potporu
RPE stanica za izmjenu metabolita i osiguranje energije za njihovu funkciju (pretvaranje
svjetlosne enrgije u ziv€ane impulse), kao i za regeneraciju vidnog pigmenta. Svakodnevna
fagocitoza 1 digestija tisuca diskova vanjskih segmenata tijekom Zivota ¢ini RPE stanice
najaktivnijim fagocitima u tijelu. Funkcija fotoreceptora izravno ovisi o djelotvornosti
fagocitoze vanjskih segmenata RPE stanicama.

RPE je monosloj plitkih poligonalnih postmitoti¢kih stanica koje sadrZzavaju melanin (crni
pigment) [65]. SmjeStene su izmedu fotoreceptora i1 koriokapilarisa te €ine integralni dio krvno
retinalne barijere [144]. Bazalna strana RPE stanica u dodiru je s BM-om, a apikalna se
suceljava s vanjskim segmentima fotoreceptornih stanica. RPE stanice pripadaju medu
metaboli¢ki najaktivnije stanice u tijelu. One su posrednci u izmjeni metabolita izmedu
fotoreceptora i korioideje. Glavna je funkcija RPE stanica odrZavanje zivota i normalnih
funkcija fotoreceptora: prijenos kisika i nutrijenata iz koriokapilarisa u avaskularni vanjski sloj
mreznice te prijenos otpadnih proizvoda u obrnutom smjeru. Svaka RPE stanica u ljudskom
oku usluzuje oko 30 — 45 fotoreceptora [28]. RPE stanice su za fotoreceptore ¢uvari kuce (engl.
housekeepers), kako ih nazivaju pojedini autori [182]. One sudjeluju u vidnom ciklusu:
pohranjuju i regeneriraju izbijeljene kromofore vidnog pigmenta i rekonfiguriraju trans
konfiguraciju molekule retinala u cis oblik i1 vraéaju ga natrag u vanjske segmente za koristenje
u resintezi aktivnog vidnog pigmenta [113]. Odrzavaju krvnoretinalnu barijeru. Medu klju¢nim
je ulogama RPE stanica regulacija volumena i sustava elektrolita subretinalnog prostora, $to se
postize regulacijom transepitelnog prijenosa klorida iz subretinalnog prostora u korioideju s
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obveznim kretanjem vode [144]. Prekid klornog prijenosa RPE stanicama moze rezultirati u
akumulaciji tekucine u subretinalni prostor 1 posljedi¢noj retinalnoj ablaciji [28,182]. RPE
stanice odgovorne su i za odrzavanje integriteta koriokapilarisa. Kada se RPE kirurski ukloni
ili farmakoloSki oSteti intravitrealnom injekcijom ornitina ili natrijeva jodata nastaje
sekundarna atrofija koriokapilarisa [28]. Melanin u RPE stanicama apsorbira zalutale svjetlosne
zrake 1 §titi retinu od svjetlosnog rasprsenja.

Kao odgovor na metabolicku patnju, RPE stanice stvaraju supstancije koje poti¢u rast CNV-a,
tj. VEGF 1 bazalni fibroblastni ¢imbenik rasta [28]. RPE stanice takoder stvaraju i PEDF
[28,113], koji uz neuroprotektivni u¢inak ima i ulogu inhibicije angiogeneze [28]. RPE stanice
stvaraju mnoge od 30 i viSe proteina koji grade sustav komplemenata, a genetske su studije
pokazale da je komplementni sustav ukljucen u razvoj SMD-a.

RPE stanice su podlozne riziku za oksidacijsko osSte¢enje zbog njihove lokacije u
visokooksigeniziranom okoliSu vanjske retine 1 njihovoj izloZenosti svjetlu (posebno plavomu
dijelu spektra). Povecanje oksidacijskog stresa povezano je s fagocitozom i degradacijom
vanjskih segmenata. Oksidacijski stres u RPE stanicama pridonosi gubitku melanosoma i
njihove funkcije, kao i ekstenzivnomu gubitku mitohondrijske aktivnosti i lizosomne stabilnosti
RPE stanica.

Oksidacijski stres aktiviran u RPE stanicama moZe inducirati upalni odgovor, §to potice
dodatno stvaranje ROS-a. Odgovor imunoloSkog sustava na inflamaciju jest aktivacija
komplamentnog sustava, §to je povezano s pove¢anom ekspresijeom interleukina IL-8, vaznog
upalnog citokina [137].

U studijama radenim na kulturi stanica pokazano je da je lipofuscin u RPE stanicama mocan
generator ROS-a, uklju€ujuéi i superoksidni anion, singletni kisik i lipidne hidroperokside koji
"istjecu" iz lizosoma i modificiraju druge stani¢ne dijelove, kao i nuklearnu i mitohondrijsku
DNK i membrane stani¢nih organela [3,28,113].

RPE stanice imaju brojne funkcije a minimalne moguénosti obnove pa se moZze pretpostaviti da
njihove funkcije s godinama oslabe. Zbog svog ekscesivnog metabolizma i okoliSa visoko
rizinog za oksidacijsko oStecenje, zbog izlozenosti svjetlu kratkih valnih duljina, kontinuiranoj
golemoj koli¢ini peroksidiranih lipida iz odbacdenih vanjskih segmenata fotoreceptora i vrlo
visokim tlakom kisika iz koriokapilarisa, RPE stanice jako su ovisne o zaStitnom
antioksidacijskom sustavu.

Valja ponoviti da su posljedice oksidacijskog oSte¢enja RPE stanica i stanica fotoreceptora
ozbiljne, jer su obje vrste tih stanica postmitoticke 1 ne repliciraju se nakon rodenja te moraju
cijeli Zivot odgovarati na oksidacijski inzult koji uklju€uje svjetlom inducirani oksidcijski stres
[28,183].

Iako RPE stanice raspolazu brojnim mehanizmima za prevenciju oksidacijskog oSte¢enja, vec
od srednje Zivotne dobi oni pocinju propadati, Sto moze povecati osjetljivost RPE stanica za
akumulaciju oSte¢enja 1 u konacnici prouzrociti njthovu smrt.
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1.5.1.3. Grada i funkcija Bruchove membrane

Bruchova je membrana sastavljena od pet slojeva: bazalne membrane RPE-a, unutarnjeg
kolagenog sloja, srediSnjeg elastinskog sloja, vanjskog kolagenog sloja i bazalne membrane
koriokapilarisa. Ona razdvaja RPE 1 koriokapilaris te sluZi kao sito [184], pasivno dopustajuci
prolaz odabranim molekulama izmedu RPE stanica i1 koriokapilarisa [28]. U makuli je BM 3 —
6 puta tanja i 2 — 5 puta manje gustoce nego na srednjoj periferiji.

Promjene BM-a povezane sa SMD-om ukljucuju fragmentaciju, ili frakturiranje povezano s
kalcifikacijom, progresivno zadebljanje dvaju kolagenih slojeva te modifikaciju i degeneraciju
kolagena 1 elastina, kao 1 povecanu razinu krajnjih produkata degeneracije proteina i lipida
[185]. Progresivno taloZenje izvanstanicnog otpada u BM-u i na njem uzrokuje povecanje
hidrofobiciteta, redukciju u hidrauli¢koj konduktivnosti, smanjenje permeabiliteta i izmjene
nutrijenata izmedu korioideje i RPE stanica. Destrukcija elastinskog sloja u makuli, kao §to smo
prije opisali, moze takoder imati vaznu ulogu u nastanku SMD-a [185].

S obzirom na to da su komponente BM-a sintetizirane ili od endotela koriokapilarisa ili od RPE
stanica, logi¢no je zakljuciti da patogeneza SMD-a mora zapoceti ili u RPE stanicama ili u
koriokapilarisu, a ne u samom BM-u.

1.5.1.4. Grada i funkcija koriokapilarisa

Korioideja i koriokapilaris sastoje se od kompleksne mreze krvnih zila ugradenih u vezivno
tkivo debljine u rasponu od oko 0,1 do 0,3 mm koje opskrbljuju krvlju vanjske slojeve retine
(fotoreceptore) i RPE stanica koji nemaju retinalnog dotoka krvi.

1.5.2. Osjetljivost mreznice (makule) za oSte¢enje oksidacijskim stresom

Mreznica, ponajprije makula, idealno je okruZenje za stvaranje ROS-a iz viSe razloga:

1.5.2.1. Visoka potrosnja kisika

Mreznica (pogotovo makula) najveci je potrosac kisika medu svim tjelesnim tkivima [186, 187]
zbog svoje visoke metabolicke aktivnosti. Makula, koja ima najvecu gustoc¢u fotoreceptora, rabi
mnogo vise kisika od bilo kojeg drugog tkiva u organizmu zbog visokih metabolickih potreba
kompleksa fotoreceptora i RPE stanica. Za usporedbu potrosnja kisika mnogo je visa od one
potrebne za metabolicke potrebe mozga po gramu tkiva. Primjerice, protok krvi u mozgu iznosi
700 ml/min/100 g tkiva, u bubrezima 1100 ml/min/100 g tkiva [78,186,188,189] a korioideja,
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koja u cijelosti krvlju opskrbljuje vanjske slojeve mreznice, ima protok krvi od 1200
ml/min/100 g tkiva [190].

Gradijent se kisika u retini postupno smanjuje od korioideje prema unutarnjoj retini. Visoki
korioidalni protok krvi i nizak arterio-venski gradijent kisika (razlika kisika) sluzi kao izvor
kisika za vanjsku retinu. Kompleks fotoreceptori-RPE stanice troSe viSe od 2/3 ukupne
retinalne potrosnje kisika [191]. S obzirom na to da su fotoreceptori i RPE stanice izloZeni
ekstremno visokoj koncentraciji kisika, visoko su rizi¢ni za oksidacijsko oSte¢enje.

Unutarnja retina nema tako velike oscilacije u potros$nji kisika u normalnim uvjetima.
Autoregulacija pomaze odrzanju unutarnje retinalne cirkulacije konstantnom [191].

1.5.2.2. Cjelozivotna izloZenost vidljivom svjetlu

Fotoreceptori i RPE stanice (posebno u makuli) cijelog su Zivota izloZeni visokoj razini
fokusiranog svjetlosnog zracenja [171,192].

U brojnim je laboratorijskim studijama pokazano da izloZenost vidljivomu svjetlu rezultira
oStecenjem retine 1 da oksidacijski stres ima ulogu u tom procesu [63,101].

U pojedinim je epidemioloskim studijama utvrdena pozitivna korelacija izmedu incidencije
SMD-a i akumulirane izlozenosti kra¢im valnim duljinama vidljive komponente solarnog
zracenja, tijekom prethodnih 20 godina [3,117,119,121]. Na Zalost, teSko je precizno izmjeriti
kumulativnu cjelozivotnu izloZenost vidljivomu svjetlu. Metaanaliza epidemioloSkih studija
koje su istrazivale povezanost SMD-a i izloZenosti svjetlosnomu zracenju tek je nedavno
pozitivno odgovorila na to pitanje [66].

Cjelozivotnu izloZenost svjetlu teSko je kvantificitati, posebno u djetinjstvu, kad je mreznica
izloZzena viSemu intenzitetu kratkovalnog svjetla, ukljucujuéi i UV, u usporedbi s odraslim
osobama (u djece le¢a jos nije razvila svoju zastitnu ulogu) [3,191].

Brojni su eksperimentalni 1 laboratorijski dokazi koji podupiru pretpostavku da se svjetlosno
zracenje, djelujuci zajedno s kisikom, moZe se smatrati odgovornim za sva glavna obiljezja
SMD-a, ¢ak i za lokaciju retinalnog oStecenja u makuli i da je oSte¢enje povezano s valnom
duljinom. Sto je valna duljina kraéa, veéa je energija zradenja i sukladno tomu veée otecenje

[3].

Retinu od oStecenja ozracenjem kra¢im valnim duljinama svjetla Stite roZznica (apsorbira valne
duljine krac¢e od 300 nm) i leca (apsorbira valne duljine kra¢e od 400 nm). Tako do mreznice
odraslog zdravog oka dolazi uglavnom zracenje iz dijela vidljivog spektra od kojeg je plavi
visokoenergetski dio spektra valnih duljina 400 — 500 nm najveci rizik za fotokosidativno
oSte¢enje — hazard plavog svjetla (engl. blue light hazard). Pokusi na rezus majmunima
izloZzenim plavomu svjetlu (441 nm tijekom 1000 s) pokazali su gubitak PUFA-a i povecanje
vezanih, konjugiranih diena u vanjskim segmentima fotoreceprora te atrofi¢éne promjene u RPE
stanicama, $to je dokazom da lipidna peroksidacija ima ulogu u oste¢enju mreznice svjetlom
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[78]. Snaga potrebna za fotiCko oStecenje bila je 70 — 1000 puta manja za plavo svjetlo (441)
nego za infracrveno (1064 nm), ovisno o duljini izlaganja [78,115,193].

1.5.2.3. Visoki sadrzaj PUFA-a u membranskim diskovima vanjskih segmenata fotoreceptora

Membrane vanjskih segmenata fotoreceptora bogate su PUFA-om koji lako oksidiraju i mogu
pokrenuti  nekontroliranu  citotoksi¢nu  lanfanu  reakciju  lipidne  peroksidacije
[101,125,137,149,194]. PUFA-a ¢ine oko 50 % lipidnog dvosloja membrana vanjskih
segmenata Stapica, a proteini preostalih 50 % [63,78,101,125,137,161,194].

DHA ¢ini vise od 50 % fosfolipida u vanjskim segmentima Stapica kraljeznjaka [78,101]. Vrlo
je nestabilna masna kiselina 1 moZze se lako oksidacijski fragmentirati zbog svojih 6 dvostrukih
veza (slike 8 i 9). Osjetljivost PUFA-a za oksidaciju korelira izravno s brojem dvostrukih
vezova, pa su one prirodno osjetljive za pokretanje citotoksi¢ne lancane reakcije lipidne
peroksidacije, koja rezultira gubitkom strukturnog integriteta i membranske funkcije.

Slika 8. 3D prikaz modela dokozaheksaenske kiseline (DHA). Preuzeto iz Wikipedije, autor
Ben Mills (public domain). https://en.wikipedia.org/wiki/File:Docosahexaenoic-acid-3D-

balls.png

Slika 9. Strukturna formula dokozaheksaenske kiseline (DHA). Preuzeto iz Wikipedije, autor
Timlev37 (public domain).http://en.wikipedia.org/wiki/File:DHA numbers.svg
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IzloZen kisiku 1 svjetlu DHA je nestabilan te lako oksidira i stvara reaktivne karboksilne
proizvode, koji reagiraju s proteinima tvore¢i bioloski aktivan spoj karboksietilpirol (CEP)
(engl. Carboxyethylpyrrole — CEP) [53,128,186].

DHA 1 njezin prekursor esencijalna masna kiselina o-linolna kiselina u cijelosti su
prehrambenog podrijetla. Zbog njihove osjetljivosti na lipidnu peroksidaciju dietetski unos
masnih kiselina moZe biti povezan sa SMD-om, povecavajuéi ranjivost membrana vanjskih
segmenata fotoreceptora za oksidacijsko oStec¢enje [63]. S druge strane, studije na Zivotinjama
pokazale su da odredene masne kiseline, posebno DHA, mogu zapravo dati otpornost na
retinalnu oksidaciju, vjerojatno zato Sto nadopunjuju nedostatak PUFA-a u membranama
fotoreceptora nakon gubitka uzrokovanoga oste¢enjem SR-om [63,78]. Ipak u AREDS2 nije
utvrden pozitivan u€inak DHA-a, niti eikozapentaenske kiseline (EPA) na usporavanje
progresije SMD-a [125].

De La Paz i sur. [194] su pronasli da je u makularnoj regiji u usporedbi s periferijom smanjena
razina DHA-a, sugerirajuci da je makula suo€ena s ve¢im oksidacijskim izazovom od periferije.
Bush i sur. hranili su Stakore dijetnim pripravcima siromasnim DHA-om 1 a-linolnom
kiselinom. U tih Zivotinja razina retinalne DHA-a bila je 65 — 75 % niza nego u kontrolnoj
skupini [101]. Zivotinje su pokazale zna¢ajno manju disrupciju membrana vanjskih segmenata
Stapica i svjetloS¢u uzrokovano odbacivanje diskova u usporedbi s kontrolnom skupinom.

1.5.2.4. Brojni kromofori

Fotoreceptori i RPE stanice sadrZavaju obilje fotosenzibilizatora (rodopsin, lipofuscin, melanin,
mitohondrijske respiratorne enzime, kao Sto je citokrom c oksidaza i dr.) koji povecavaju
fotokemijsko stvaranje ROS-a [65,78,101,195,196]. Uz to koriokapilaris sadrzava u krvi nastale
fotosenzibilizatore (protoporfirine).

Kromofori ili fotosenzibilizatori su molekule koje apsorbirajuéi svjetlo stvaraju kemijske
reakcije koje ne nastaju bez njihove prisutnosti [3,78]. OSteCenje djelovanjem
fotosenzibilizatora posredovano je kisikom. Apsorbirajuéi svjetlo oni tvore ROS [3].

Fotokemijsko oSte¢enje moZe se definirati kao oSteCenje koje nastaje apsorpcijom
visokoenergetskog svjetla od strane kromofora, Sto rezultira pobudivanjem njihovih elektrona
(prijelazom elektrona u vanjskoj ljusci u viSu orbitalu) odnosno prijelazom kromofora u
pobudeno stanje, koji vracanjem u osnovno stanje predaje visak energije ili elektron kisiku [78].

Rodopsin

Osnovna je funkcija retine pretvaranje apsorbiranih fotona svjetlosne energije u Ziv€ane
impulse 1 njihovo odasiljanje u koru velikog mozga u okcipitalnoj regiji. Medutim, apsorpcija
svjetla u kisikom bogatom okruzenju u vidnim pigmentima u membranskim diskovima vanjskih
segmenata fotoreceptora neminovno dovodi i do stvaranja ROS-a i njihova oste¢enja. Tako su
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fotoreceptori zapravo zagonentan fenomen: mogu biti oSteceni ili ¢ak unisteni svjetlom za ¢ije
su otkrivanje prirodno predodredeni [197].

Rodopsin je vidni pigment Stapica smjeSten u membranskim diskovima njihovih vanjskih
segmenata. Molekula vidnog pigmenta sastoji od kromofora aldehida 117-cis-retinala,
kovalentno vezanog za G-protein opsin (skotopsin u Stapi¢ima i crveni, zeleni i plavi opsin u
cunji¢ima) [171,198]. Opsin je signalizirajua komponenta vidnog pigmenta, koja konvertira
svjetlo u ziv€ani impuls, a 11-cis-retinal je za svjetlo osjetljiva komponenta i samo on moze
apsorbirati svjetlo.

Kada se svjetlo apsorbira u rodopsinu, retinal mijenja svoju izoformu i iz cis oblika prelazi u
trans oblik 1 odvaja se od opsina. Rodopsin pri tome gubi svoju boju, izbjeljuje se. Kako se
samo cis konfiguracija moze ponovno kombinirati s opsinom u vidni pigment da bi on ponovno
bio sposoban apsorbirati svjetlo, nuzno je da se all-trans-retinal konvertira u 11-cis-retinal
konfiguraciju. To se zbiva u dugackom metabolickom procesu zvanom vidni ciklus [199]. Rije¢
je o lancu biokemijskih reakcija koje obnavljaju vidni pigment nakon izlaganja svjetlu. Vidni
ciklus zapoc€inje u vanjskim segmentima Stapic¢a, a nastavlja se enzimskim putem i u RPE-u. U
ljudi potpuna regeneracija vidnog pigmenta traje oko 40 minuta [3].Vidni ciklus zapocinje
apsorpcijom fotona od strane kromofora //-cis retinala u molekuli vidnog pigmenta i njegovom
izomerizacijom u all-trans retinal. Slijedi separacija all-trans retinala od opsina i njegova
redukcija u all-trans retinol. Sve se to odvija u vanjskim segmentima fotoreceptora. Od te se
tocke vidni ciklus Stapica i ¢unjiéa razlikuje [199]. Trans retinol iz Stapi¢a ulazi izvanstani¢nim
matriksom u RPE stanice gdje prolazi kroz niz enzimski potpomognutih konverzija i
izomerizira se u [ I-cis retinol, koji se zatim oksidira u //-cis retinala. Tako obnovljen 11-cis
retinal ponovno se prebacuje u vanjske segmente fotoreceptora, gdje se spaja s opsinom i
obnovljeni vidni pigment (rodopsin) ponovno je spreman za apsorpciju svjetla. Time je vidni
ciklus zavrSen. 11-cis retinol (vitamin A) pohranjuje se u RPE stanicama, gdje mu se pridodaje
1 11-cis retinol iz cirkulacije.

Vidni ciklus ¢unji¢a razlikuje se od onog u Stapi¢ima. U cunji¢ima se all-trans retinol prebacuje
u unutarnje segmente u Milerove stanice gdje se, bez pomo¢i RPE-a, enzimski izomerizira u
11-cis retinol, a zatim prebacuje u vanjske segmente, gdje oksidacijom retinol prelazi u retinal
i veze se s opsinom [199].

Toksi¢ni nusproizvodi vidnog ciklusa formirani iz all-trans retinala povezani su s depozitom
lipofuscina u RPE stanicama i njhovim o$te¢enjem. Predpostavlja se da se all-trans-retinal
otpusten od opsina na unutarnju stranu membranskih diskova spaja s fosfatidiletanolaminom
rezultiraju¢i  stvaranjem  toksi¢nog  piridin-bis-retinoida, = A2E  (N-retinilidin-N-
retiniletanolamin) Cija se sinteza zavrSava u lizosomima RPE stanica [65].

Brza stopa regeneracije rodopsina povisuje osjetljivost za fotooksidacijsko ostecenje.

Povecanjem apsorpcije svjetla povecava se disrupcija membranskih diskova. Ostecenja
ograni¢ena na vanjske segmente fotoreceptora uklanjaju se u tijeku njihove bioloske
molekularne obnove, koja do odredene granice smanjuje posljedice Stetnog u¢inka oksidacije i
stoga se mogu smatrati reverzibilnima. Odbacivanje oSte¢enih membrana, noseci oksigenirane
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proteine 1 lipide, namece, medutim, metabolicki teret digestivnom aparatu RPE stanica, 1 rizik
njihova ireverzibilnog oksidacijskog oStecenja koji se povecava neprestanim obnavljanjem
fotoreceptora [197].

Brza obnova rodopsina djelovanjem plavog svjetla — photoreversal — znacajno povecava
hazard plavog svjetla

Kad vidni pigment rodopsin u Stapi¢ima apsorbira plavo svjetlo, proces photoreversal uzrokuje
njegovo brzo izbjeljivanje preko meduspojeva i on ponovno biva sposoban za apsorpciju svjetla
[3]. Ekscitirane molekule rodopsina apsorpcijom svjetlosnih fotona brzo se izbjeljuju na niz
meduproizvoda koji svi sadrzavaju all trans retinal vezan za opsin. Metarodopsin II je klju¢an
uovom nizu jer aktivira G protein transducin odgovoran za prijenos elektri¢nih signala (nastalih
zatvaranjem natrijevih kanala i hiperpolarizacijom stanica fotoreceptora) do centra u mozgu,
nakon Cega se brzo deaktivira razlazuéi se na opsin i all-trans retinal koji se u vidnom ciklusu
ponovo izomerizira u cis oblik da bi se rodopsni mogao regenerirati. Medutim,
visokoenergetsko plavo svjetlo moze se apsorbirati u metarodopsinu II, §to dovodi do brze
izomerizacije all-trans retinala u //-cis retinal kromofor, koji se zatim veZe s opsinom u
rodopsin. Tim procesom rodopsin se obnavlja brzom fotokemijskom reakcijom, mnogo puta
brze nego metabolickim putem u dugom vidnom ciklusu. U visokom protoku fotona plavog
svjetla jedna molekula rodopsina moze se obrnuti viSe od 50 puta u 30 minuta [200]. To
povisuje apsorpciju svjetla za nekoliko redova veli¢ine. Kako stupanj fotickog ostecenja u
fotoreceptorima korelira s kolicinom apsorbiranog svjetla, to znatno povisuje koli¢inu
oksidacijskog stresa u fotoreceptorima i njihovo oSte¢enje plavim svjetlom. Normalni
metabolicki put kroz vidni ciklus preko RPE stanica pruza moguénost obnove diskova vanjskih
segmenata Stapica, za razliku od photoreversal procesa [200].

Dokazano je da akcijski spektar retinalnog oSte¢enja u Stakora ne samo da se poklapa s
apsorpcijskim spektrom rodopsina, nego takoder stupanj retinalnog fotooSte¢enja pozitivno
korelira sa sadrzajem rodopsina u retini prije izlaganja svjetlu [3,201]. Oksidacijsku prirodu
rodopsinom posredovanog svjetlosnog osSte¢enja poduprla su i otkrica Organisciaka, da
povecanje retinalne antikoksidacijske obrane, djelovanjem dimetiltiourje (Cista¢ vodikova
peroksida 1 hidroksilnog radikala) moZe poboljsati ocuvanje rodopsina prilikom izlaganja
vidljivomu svjetlu [196]. Zastitni ucinak protiv fotooksidacijskog osStecenja primijecen je i
usporavanjem regeneracija rodopsina mutacijom ili potpunim nedostatkom RPE proteina Rpe
65, jednog od enzima koji je ukljucen u regeneraciju 11-cis-retinala [3].

Rapp i sur. [202] sugeriraju da je oSte¢enje kratkim i dugim valnim duljinam svjetla potaknuto
apsorpcijom od istih kromofora i da se pojavljuje u istoj areji retine, vanjskim segmentima
Stapica, samo S$to su kratke valne duljine 50 — 80 puta djelotvornije u stvaranju oStecenja.
Njihovo je istrazivanje pokazalo da je izlaganje Stakora niskomu intenzitetu plavog svjetla (3.1
mW/cm?, 403 nm) u trajanju od 30 minuta prouzro¢ilo vezikulaciju vanjskih segmenata $tapica,
izlaganje u trajanju od 10 minuta visokointenzivnomu plavomu svjetlu (33 mW/cm?, 403 nm)
prouzrocilo teSko ostecenje retine, a zeleno svjetlo ni pri gotovo dvostruko veéem intenzitetu
svjetla (visoka energija 47 mW/cm?) nije aficiralo ni jedan tip retinalnih stanica. Iradijacija
zelenim svjetlom rezultira fotoizbjeljivanjem svih molekula rodopsina, nakon ¢ega nema vise
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kromofora koji se mogu pobuditi, za razliku od plavog svjetla, koje photoreversal mehanizmom
uzrokuje brzu fotoizomerizaciju all-trans-retinala u cis oblik i brzu obnovu rodopsina. Daljnji
dokaz da je za fotooSteCenje vazan photoreversal rodopsina jest izlaganje Stakora 1 miSeva
halotanskoj anesteziji. Halotan inhibira obnovu rodopsina zbog kompeticije s retinalom za
opsin §tite¢i tako makulu od oksidacijskog oste¢enja induciranog plavim svjetlom [203].

Ipak nema dokaza da je rodopsin izravno odgovoran za retinalno fotoostecenje. Cini se
vjerojatnijim da su za citotoksi¢nost odgovorni meduproizvodi fotoizbjeljivanja rodopsina,
ponajprije all-trans-retinal, koji izbjeljivanjem vidnog pigmenta nastaje u velikim koli¢inama.
Njegova je akumulacija u membranskim diskovima vanjskih segmenata fotoreceptora rizik za
fotooStecenja inducirana plavim svjetlom.

Retinal je dobro poznat fotosenzibilizator 1 nakon fotoekscitacije plavim svjetlom on prelazi u
tripletno stanje. Energija njegova tripletnog stanja dovoljno je visoka i dovoljnog trajanja da
omoguci djelotvoran prijenos energije na molekularni kisik (koji je u izobilju otopljen u
lipidima membranskih diskova fotoreceptora) tvoreci singletni kisik. Prijenosom elektrona na
molekulu kisika fotoekscitirani retinal moze stvoriti i superoksidni anion. Oni mogu inducirati
oksidacijsko oStecenje stani¢nih komponenti osobito fosfolipidnih membrana, pogotovo kad
opseg peroksidacije prelazi njihov antioksidacijski kapacitet [161]. Superoksidni anion (sam
nedovoljno reaktivan da pokrene lipidnu peroksidaciju) moze dismutirati u vodikov peroksid,
koji u Fentonovoj reakciji formira visokooksidiraju¢i hidroksilni radikal (OH'), koji, kao i
singletni kisik, moze odmah pokrenuti lanac peroksidacije [161] i oStetiti fosfolipidne
membrane, koje tako oSte¢ene ne mogu biti probavljene u lizosomima RPE stanica pa se
akumuliraju u obliku lipofuscina.

Lipofuscin

Razina oksidacijskog stresa u RPE stanicama usko je povezana s dvama pigmentima:
melaninom 1i lipofuscinom. S godinama se gube melanosomi i smanjuje koli¢ina melanina, a
povecava se koli¢ina lipofuscina.

Lipofuscin, koji je rezultat oksidacijskog oStecenja vanjskih fotoreceptora i sam je
fotoreaktivna supstancija (stvara velike koli¢ine toksi¢nih ROS-a kada je osvijetljeni plavim
svjetlom) [204-206].

Lipofuscin u RPE stanicama, poznat i kao pigment starenja, agregat je visokooksigeniziranih
krizno vezanih proteina i lipida koji su primarno sastavljeni od materijala koji potje¢e od
fagocitiranih vanjskih segmenata fotoreceptora [134], a samo je manjim dijelom rezultat
autofagne razgradnje unutarstani¢nih organela RPE stanica. Retinalni lipofuscin pocinje se
akumulirati u RPE stanicama pri rodenju i povecava se s godinama, tako da u 80-im godinama
zauzima 19 % volumena citoplazme [3]. Najveca mu je akumulacija na straznjem polu u makuli
zbog najvece gustoce fotoreceptorskih stanica s najve¢im kapacitetom za apsorpciju fotona i
najve¢om koli¢inom all-trans-retinala raspolozivog za formiranje A2E.

U samoj foveoli postoji fokalno snizenje koncentracija lipofuscina, vjerojatno zbog zastitnog
u¢inka MP-a. Lipofuscin je mocan fotosenzibilizator. In vivo su lipofuscinska zrnca
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kontinuirano izlozena vidljivomu svjetlu i visokomu tlaku kisika (oko 70 mmHg) [82], §to je
idealno stanje za formiranje ROS-a, s mogucnos¢éu oSteCenja stani¢nih proteina, lipidnih
membrana i DNK, osobito mtDNK, s funkcionalnim oSte¢enjem i smrcéu stanica. Tako
lipofuscin koji je produkt lipidne peroksidacije istodobno i sam postaje izvor oStecenja lipidnom
peroksidacijom. Stvaranje ROS-a od strane lipofuscina povecava se s povecanjem energije
fotona. Stvaranje ROS-a je najvece pri izloZzenosti plavomu svjetlu. Nakon apsorpcije fotona
blizu UV valnih duljina, lipofuscin reemitira radijaciju (fluorescira) Zutonarancastim valnim
duljinama [134]. Akumulacija lipofuscina unutar sekundarnih lizosoma u RPE stanicama
rezultira fotooksidacijskim oSte¢enjem lizosomnih membrana, otpuStanjem lizosomnog
sadrzaja u citosol 1 posljedicnom degeneracijom RPE-a apoptotickog tipa. Lipofuscin je
fotoinducibilan generator superoksidnih aniona, vodikovog peroksida i lipidnih hidroperoksid
koji mogu pokrenuti lipidnu peroksidaciju, izazvati enzimatsku inaktivaciju, smanjiti kapacitet
fagocitoze i u konacnici rezultirati smréu RPE stanica [28]. Svjeze izolirana zrnca lipofuscina
inkubirana s vidljivim svjetlom induciraju 30 % povecanje u lipidnoj peroksidaciji u odnosu na
kontrolu, a inkubacija zrnaca s CAT-om i lizosomalnim enzimima (kisela fosfataza), smanjuju
lipidnu peroksidaciju za 30 — 50 %. Kultura ljudskih RPE stanica hranjena izoliranim
lipofuscinskim granulama izlagana je plavomu (400 — 500 nm) ili Zutomu svjetlu (boje jantara)
(550 — 800 nm) iradijacije od 0,1 — 2,8 mW/cm? na 37 °C tijekom 14 dana. Stanice su tada
testirane na promjenu morfologije, na stani¢nu opstojnost, na lizosomnu stabilnost i lipidnu
peroksidaciju. One izloZene plavomu svjetlu pokazale su gubitak RPE stanica s promjenama u
morfologiji preostalih stanica, poviSenu vakuolizaciju stani¢nih membrana i gubitak lizosomne
stabilnosti, a sposobnost za Zivot smanjena im je, ovisno o vremenu izlozenosti, za 1,5 do 2,5
puta. Te promjene bile su povezane s dvostrukim povecanjem krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije MDA. Stanice izloZene Zutomu svjetlu ostale su nepromjenjene za vrijeme
trajanja pokusa, naglasavajuci da je fototoksi¢ni u¢inak ovisan o valnoj duljini [3].

Lipofuscin, osvijetljen plavim svjetlom, kao i1 rodopsin, prelazi u tripletno stanje stvarajuci
znatne koli¢ine singletnog kisika i1 povecavaju¢i razinu oksidacijskog stresa. Brzi rast
lipofuscina prvih 20 godina Zivota moze se tumaciti porastom izloZenosti retine UV zracenju
prije nego se pojavi zastitni zuti pigment u le¢i (nakon 20-e godine) [191].

Sadrzaj lipofuscina nekoliko je puta ve¢i u RPE stanicama u SMD-u nego u zdravim o¢ima iste
dobi. Tri su glavna mehanizma kojima lipofuscin moze narusiti aktivnosti RPE stanica [101]:

1. Metabolicki procesi mogu biti poremeceni jednostavno zbog funkcionalnog smanjenja
prostora citoplazme nakupljanjem unutarstani¢nog lipofuscina.

2. Lipofuscin moze prouzrocCiti oStecenje RPE stanica djelujuc¢i kao fotosenzibilizator
stvaranjem ROS-a.

3. Glavni sastojak lipofuscina piridin-bis-retinoid, A2E je fototoksi¢na neprobavljiva,
nerazgradiva molekula nastala u lizosomima RPE stanica, Cije stvaranje pocinje u
vanjskim segmentima fotoreceptora kondenzacijom dviju molekula all-trans-retinala s
molekulom fosfatidiletanolamina. IzloZzen plavomu svjetlu inhibira aktivnost
proteosoma 40 — 60 %, smanjujuéi sposobnost RPE stanica da razgrade otpadni
materijal. Osim §to djeluje kao fotosenzibilizator, A2E je lizosomotrofi¢an. Inhibira
degradivne funkcije 1 ugrozava integritet i stabilnost lizosoma RPE stanica,
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ogranicavajuci njihovu sposobnost da probave nakupljeni detritivni materijal. Takoder
izravno ostecuje DNK RPE stanica stvaranjem epoksida i uzrokuju smrti stanice [207].
Odredena istraZivanja sugeriraju da akumulacija A2E inducira i povecanje VEGF
ekspresije, sugeriraju¢i ulogu A2E u progresiji eksudativnoga SMD-a [208].

Melanin

Crnomu pigmentu melaninu (proizvodu enzimske oksidacije tirozina) smjeStenomu u
melanosomima RPE stanica pripisuju se i fotozastitna i fototoksi¢na uloga. Melanin je
dominiraju¢i pigment u mladim RPE stanicama. Javlja se rano u fetalnom razvoju i za prvih
postnatalnih godina (do druge godine Zivota). Melanociti u RPE stanicama razvijaju se iz
neuralnog ektoderma, kao 1 melanociti cilijarnog epitela i epitela irisa. Korioidalni melanociti i
melanociti strome irisa (kao i oni koze i1 kose) nastaju iz neuralne kreste. Za razliku od
korioideje i1 Sarenice, nema razlike u sadrzaju melanina u RPE stanicama u crne i bijele rase
[3,191]. Koncentracija melanosoma najvisa je u centru makule i gradacijski se smanjuje prema
ekvatoru, gdje je najmanja, i zatim se povisuje prema periferiji mreznice [3]. Opcéenito se smatra
da mu je glavna funkcija zastititi fotoreceptore od rasprsene svjetlosti i konverzija apsorbiranih
fotona u toplinu.

Melanosomi apsorpcijom svjetla smanjuju koli¢inu svjetla koje bi u protivnom reflektirano od
BM-a moglo ponovo dosegnuti fotoreceptore i ponovo proci kroz njih (engl. second pass)
[191]. To se ces€e javlja u bijelaca zbog slabije apsorpcije u njihovim manje pigmentiranim
korioidejama (refleksija u bijelaca 5 %, a u crnaca 1 %). lako melanin opcéenito ima zastitnu
antioksidacijsku ulogu (prevenirajuci ionima Zeljeza induciranu oksidaciju u RPE stanicama),
fotoekscitacija melanina pod aerobnim uvjetima rezultira stvaranjem superoksidnih aniona i
vodikovih peroksida. Sadrzaj se melanina u RPE stanicama smanjuje s godinama zivota,
melanosomi podlijezu foto izbjeljivanju. Razgradivi su plavim svjetlom. Razgradeni
melanosomi gube antioksidacijska svojstva i postaju prooksidansima. Prooksidacijski u¢inak
fotoekscitiranog melanina strogo je odreden valnom duljinom svjetla i najve¢i je za valne
duljine od 340 nm, i zatim se smanjuje, ali se jo§ moZe detektirati ¢ak i na 600 nm. Stari
melanosomi mogu postati oblozeni lipofuscinom (tzv. melanolipofuscin) [198] sudjelujuci u
povecanju razine oksidacijskog oSte¢enja u RPE stanicama i susjednim fotoreceptrorima. U 90-
im godinama melanolipofuscin ¢ini gotovo sva pigmentna zrnca u RPE stanicama. Postoji
inverzan odnos izmedu koncentracije lipofuscina i melanina u RPE stanicama s godinama i
topografski od periferije prema centru [185]. U RPE stanicama starijih osoba koli¢ina
lipofuscina moZe prije¢i onu od melanina za 5 — 10 puta [171].

Citokrom c oksidaza

To je vazan mitohondrijski enzim ukljucen u oksidacijsku fosforilaciju. Njegova apsorpcija
varira ovisno o njegovu redoksnu statusu s maksimumom na 440 nm u reduciranom stanju
[101]. Smatra se da je oSteéenje retine djelovanjem plavog svjetla posredovano i
mitohondrijskim respitatornim enzimima. Tu pretpostavku podupire opazanje da se sadrzaj
citokrom c oksidaze smanjuje u RPE stanicama nakon izlaganja plavomu svjetlu.

Fotosenzibilizatori koji se prenose krvlju

49



Protoporfirin IX, prekursor hemoglobina, stvara singletni kisik i superoksidni anion kad je
izlozen plavomu svjetlu [101]. Nalazi se u eritrocitima i plazmi. Neki istrazivaci povezuju SMD
s mogucim oStec¢enjem ROS-om stvorenim od tih fotosenzibilizatora u jako vaskulariziranom
koriokapilarisu.

Egzogeni fotosenzibilizatori

Neki fotosenzibilizatori mogu biti uneseni u tijelo hranom ili kao lijekovi. Oni dodatno oStec¢uju
mreznicu ako prelaze krvno-okularnu barijeru. Tu se ubrajaju derivati hematoporfirina,
psolareni, neki antimalarici, fenotiazin, klorprimazin, kinin, klorokvin, alopurinol 1 antibiotici:
nalidiksi¢na kiselina, tetraciklini itd. [209].

1.5.2.5. Fagocitoza — oksidacijski stres

Proces fagocitoze vanjskih segmenta fotoreceptora od strane RPE stanica sam je po sebi
oksidacijski stres (respiratorni prasak) i rezultatira stvaranjem ROS-a [149,210,211].
Funkcionalni integritet retine ovisi o odrzanju aktivnosti RPE stanica. One svakodnevno
razgraduju veliku koli¢inu vanjskih segmenata fotoreceptora u procesu fagocitoze. Medutim
tijekom samog procesa fagocitoze utvrden je nastanak superoksidnog aniona, kao i
deveterostruko povecéanje proizvodnje vodikova peroksida [28,101,210,212].

1.5.2.6. Visoki tlak kisika

RPE stanice 1 vanjski segmenti fotoreceptora (posebno u makuli, koja nema retinalne opskrbe
kisikom) [82] izloZeni su visokomu tlaku kisika od gotovo 70 mmHg (preko korioideje)
[28,101]. On se postupno smanjuje prema unutarnjim slojevima retine pa ve¢ na razini
unutarnjih segmenata fotoreceptora iznosi samo 7 mmHg [82]. To govori u prilog visokoj
potro$nji kisika u sprezi RPE stanica i fotoreceptora, ali i o zaStiti samog organizma od
oksidacijski uzrokovanog oste¢enja snizenjem tlaka kisika prema unutarnjim segmentima
fotoreceptora (budu¢i da su u unutarnjim segmentima fotoreceptora koncentrirane velike
koli¢ine mitohondrija).

1.5.3. Fotooksidacijski stres u senilnoj makularnoj degeneraciji

Patogeneza SMD-a vrlo je slozena (zbog svoje multifaktorijalnosti), kako je prikazano u
prethodnim poglavljima i nije u cijelosti razjaSnjena. Moguce je ustvrditi da kumulativna
zivotna izlozenost svjetlu (osobito visokoenergetskomu UV i plavomu dijelu vidljivog spektra)
znatno pridonosi povecanju razine oksidacijskog stresa sudjelujuci u razvoju SMD-a. Stoga se
moze re¢i da je SMD posljedica oSte¢enja oksidacijskim stresom uzrokovanim ponajprije
neravnotezom izmedu svjetlom induciranog ROS-a i retinalne antioksidacijske obrane.
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Makula je jedinstvena anatomska regija gdje su u interakciji visoki protok fokusiranih fotona i
visokooksigenirano delikatno tkivo bogato PUFA-om [178] §to je ¢ini pogodnom za
fotooksidacijsko oStecenje.

Koli¢ina oksidacijskog oStecenja stvorena u fotoreceptorima proporcionalna je koliCini
apsorbiranih fotona. Apsorpcija plavog svjetla moze skratiti duljinu metabolickog vidnog
ciklusa u procesu koji se naziva photoreversal, kao S§to smo prije prikazali i1 znatno povecati
koli¢inu oksidacijskog stresa u fotoreceptorima.

Dobro je poznato da intenzivna kratkotrajna izloZenost mreZnice suncevu svjetlu dovodi do
solarne retinopatije (pomrcinskog sljepila). Tako je u Njemackoj 1912. godine kao rezultat
promatranja pomrcine samo u jednom danu oStecenje makule zadobilo 3500 osoba [171,198].
Malo se medutim zna o dugotrajnoj, kroni¢noj (cjelozivotnoj) izlozenosti sunc¢evu svjetlu i
oSte¢enju mreznice, ponajprije makule.

Suncevo svjetlo je Cista energija zracenja. Ona je rezultat milijarda malih nuklearnih fuzijskih
reakcija u kojima cetiri vodikove jezgre grade jedan atom helija. Unutar Sunca oko 564 000
000 tona vodika svake se sekunde pretvara u 560 000 000 tona helija, a razlika od 4 000 000
tona materijala pretvara se u energiju zracenja. Suncevo svjetlo je neshvatljivo velika kolekcija
energetskih Cestica zvanih fotoni, koji svi putuju istom brzinom, ali se razlikuju u sadrzaju
energije. Stetan u¢inak sundeve svjetlosti na oko usko je povezana s energetskim sadrzajem
fotona.

Svjetlosno zracenje moze uzrokovati oSteCenje mreznice na tri nacina: mehanicki ili
ionizacijski, toplinskom fotokoagulacijom i fotokemijski [3,198]. Mehanicko oSte¢enje rezultat
je visoke razine zracenja apsorbirane u kratkom vremenu (nano i piko sekundama), Sto stvara
kratkotrajne Sok valove, koji mehanicki probijaju tkivo (princip rada Nd YAG lasera)
[3,192,198]. Toplinsko oSte¢enje nastaje kada je energija apsorbirana u RPE i okolnim
strukturama (u mikrosekundama) u koli¢ini dovoljnoj da izazove porast temperature od 10 do
20 °C ili vise i izazove koagulaciju bjelanéevina, odnosno oStecenje mreZnice (argon laser,
kripton laser i diodni laser) [198]. Fotokemijsko oStecenje je rezultat ponavljane, produljene
1zlozenosti svjetlu kra¢ih valnih duljina 1 visoke energije. To je oSte¢enje kumulativno. Jedino
ovaj mehanizam mozZze izazvati oSteenje mreZnice u ambijentalnim okolnostima [198].

Svjetlo moze izravno ostetiti bioloske sustave, ali u¢inak je zanemariv u usporedbi s
oStec¢enjima kojima posreduje kisik.Vidne stanice proporcionalno degeneriraju s povecanjem
koncentracije kisika. U studijama in vitro takoder je pokazano da se fotokemijsko oStecenje
retine moze pripisati oksidacijskomu stresu i da antioksidacijski enzimi Stite od te vrste ozljede
[101]. PoviSenjem tlaka kisika povecava se svjetlosno oste¢enje vidnih stanica i RPE-a u o¢ima
Stakora 1 primata [115], povisujuéi retinalnu fotoosjetljivost, snizujuéi prag osteenja i
povecavajuci tezinu oste¢enja pri zadanoj duljini izlaganja zra¢enju [171].

Ham [115,193] je prvi uo¢io da dugorocna izloZzenost mreznice svjetlu moze rezultirati
oSte¢enjem i da ono ovisi o kisiku. Takoder je u nizu eksperimenata pokazao da je potrebno
trostruko smanjenje vremena izloZenosti svjetlu da se prouzroci ostecenje kad se tlak kisika
poveca na 217 mmHg [65]. Dokazano je takoder da se povecanjem razine kisika povecava
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ucinak ostec¢enja vidljive radijacije na kulturi govedih RPE stanica [171]. Toksi¢nost plavog
svjetla na kulturi RPE stanica bila je 10 puta vec¢a pri koncentraciji kisika od 95 % u odnosu na
20 %-tnu koncentraciju dok svjetlosno ozraenje RPE stanica pod anaerobnim uvjetima nije
rezultiralo toksi¢no$¢u niti kad se jacina svjetla udvostrucila [3].

Ham je takoder prvi primijetio (u istrazivanju na rezus majmunima) odnos izmedu radijacijskog
spektra 1 oSte¢enja retine te utvrdio da razli¢ite komponente solarnog zraCenja nisu jednako
Stetne za retinu [193]. Kratke valne duljine blizu UV dijela spektra mnogo su $tetnije. Utvrdio
je da je 3000 puta vise energije potrebno svjetlu valne duljine 1064 nm nego onomu od 350 nm
da proizvede jednako tesko oStecenje mreznice [193]. Unutar vidljivog spektra (400 — 700 nm)
Stetni ucinak zracenja takoder se progresivno povecava kako se povecava energija fotona
odnosno smanjuje valna duljina. Kada energija fotona dosegne priblizno 2.43eV (odnosno 510
nm), oste¢enje retine naglo se povecava. Svjetlo bilo koje valne duljine dovoljne jacine 1 trajanja
izlaganja moze prouzrociti oSte¢enje mreznice primata u regiji koja degenerira i u SMD-u, ali
je oSteCenje ponajprije povezano s valnom duljinom [171]. Visokoenergetskomu dijelu
solarnog spektra (UV-u i plavomu svjetlu) potrebno je mnogo krace izlaganje da bi proizvelo
jednako tesko mrezni¢no ostecenje kao i svjetlo vecih valnih duljina.

Mreznica je osjetljiva na oSte¢enje fotonima najvise energije koji je dosezu. To je ljubicasto-
plavi dio spektra. Ti opasni fotoni sadrzavaju energiju u rasponu izmedu 2.5 1 3.1 eV za valne
duljine izmedu 400 i 500 nm [3,213]. U dje¢jem oku vise kratkovalnog zracenja doseze retinu.
U djece do 5. godine zivota leéa propusta oko 8 % svjetlosnog zrac¢enja valne duljine 320 nm.
Efikasna UV apsorpcija je moguca tek nakon 22. godine Zivota kada se u le¢i akumuliraju UV
apsorbiraju¢e kromofore dostatno da blokiraju gotovo sve UV zracenje (i samo 0.1 — 1.0 %
blizu UV radijacije doseZe mreznicu odraslih osoba), ali ne i plavo svjetlo [191].

Kao $to je prikazano u prethodnom poglavlju, apsorpcija kratkovalnog dijela vidljivog spektra
(plavog svjetla) fotoosjetljivim pigmenatima povezana je s povecanjem razine oksidacijskog
stresa u vanjskim segmentima fotoreceptora ponajprije zbog skracenja duljine metabolickog
vidnog ciklusa putem procesa photoreversal 1 povecane koliine apsorbiranih fotona. Samo
apsorbirano svjetlo moZe pokrenuti fotooksidacijsku reakciju. Da bi pokrenule fotooksidacijsku
reakciju valne duljine svjetla moraju biti incidentne na kromofore (moraju biti valne duljine
koju je doti¢ni kromofor sposoban apsorbirati). Foton energije zracenja moze biti apsorbiran
samo ako je njegova energija jednaka razlici energije izmedu trenutne razine i dopustene vise
energetske razine molekule koja ga apsorbira.

Tijekom zivota milijarde se svjetlosnih fotona apsorbira u molekulama vidnog pigmenta u
vanjskim segmentima fotoreceptora.

Kada se elektroni u molekulama vidnog pigmenta apsorpcijom fotona pobude, odnosno prijedu
iz osnovnog u vise energetsko stanje, viSak energije pri povratku u osnovno energetsko stanje
najcescée brzo trose sudarima (kolizijama) ili reradijacijom (npr. fluorescencija lipofuscina) i ne
izazivaju osteéenja. Stetan ucinak nastaje troSenjem viska energije prijenosom energije ili
samog elektrona na drugu molekulu, a najpogubnije je kada je primatelj elektrona ili energije
molekula kisika (pri ¢em nastaju superoksidni radikali, odnosno singletni kisik). Laboratorijski
su pokusi pokazali da osvjetljenjem all-trans retinala u tekuéini koja sadrzava kisik dolazi do
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stvaranja singletnog kisika. Formacije singletnog kisika otkrivene su u svjetlom ozracenoj
retini, gdje se smatra da imaju peroksidacijski ucinak [209]. Singletni kisik viSak energije moze
trositi adicijom kisikove molekule na PUFA, kojima obiluju membrane vanjskih segmenata
fotoreceptora, injicirajuci lance lipidne peroksidacije. Kako raste broj dvostrukih veza PUFA-
a tako raste osjetljivost za napad SR-a i drugih ROS-a, jer se vodikov atom u susjedstvu svakog
dvostrukog veza lako otrgne njihovim djelovanjem [171]. Nastali lipidni peroksilni slobodni
radikal otima drugi vodikov atom, na taj na¢in dolazi do Sirenje lanCane reakcije u kojoj se
stvara novi SR kako se jedan ugasi, kako je prije opisano. Taj lanac proliferira beskona¢no dugo
prije nego bude uniSten kombinacijom dvaju SR-a ili interakcijom s antioksidacijskom
molekulom, koja moze dati vodikov atom, a da ne postane SR. Lipidni peroksidi se u protivhom
na kraju lanca razlazu na aldehide (npr. MDA) koji krizno vezu lipide s proteinima i drugim
molekulama, stvaraju¢i abnormalne molekularne agregate. Te abnormalne molekule ne mogu
biti probavljene lizosomnim enzimima RPE stanica jer se ne podudaraju s aktivnim mjestima
na prirodno razgradnim enzimima u lizosomima RPE-a. Stoga se postupno akumuliraju s dobi
u obliku rezidualnih tjeleSaca — lipofuscina [171].

Brojni su eksperimentalni dokazi za lipidnu peroksidaciju potaknutu fotooksidacijskim
stresom. U Stakora izlozenih svjetlu znatno se povisuje sadrzaj lipidnih hidroperoksida i
povecava potrosSnja PUFA-a u membranama vanjskih segmenata fotoreceptora [171].
Antioksidansi smanjuju stvaranje lipidnih hidroperoksida u kulturama stanica vanjskih
segmenata fotoreceptora zabe i goveda [171] kao i koli¢inu vodikova peroksida i u¢inak vidljive
radijacije u retini Stakora izloZzenih Zzarkomu suncu [171]. U albino Stakora izloZenih
kontinuiranomu svjetlu, otkriveno je smanjenje dugih lanaca PUFA-a i povecanje razine
lipidnih konjugiranih diena u fotoreceptorima, $to je uvjerljiv dokaz da lipidna peroksidacija
ima ulogu u o$te¢enju mreznice svjetlom [101].

U vanjskom sloju retine uvjeti za fotoksidacijski u€inak su optimalni. Noell je prvi uocio da su
RPE i fotoreceptori (istodobno) primarno mjesto fotooksidacijskog oStecenja (koje se prema
njemu naziva Noellov sindrom) [209,214]. Ukratko se za fotooksidacijsko oste¢enje makule
moze re¢i: Vanjski segmenti Stapica i Cunji¢a sastoje se od gustih stogova od oko 2000 slojeva
fosfolipida. Masne kiseline u tim fosfolipidima imaju izuzetno visoku koncentraciju dvostrukih
veza. Kisik je koncentriran u slojevima masnih kiselina u kojima je vrlo dobro topiv [171].
Opticki sustav oka fokusira svjetlosnu energiju zraCenja upravo u tu regiju. Zbog svega
navedenog membrane vanjskih segmenata fotoreceptora su u jedinstvenom riziku od
fotooksidacijskog oStecenja (posebno u makuli gdje je njihova koncentracija najveca). U tim
gusto pakiranim slojevima visokooksigeniranih PUFA koncentrirane su molekule vidnog
pigmenta. Njihov je elektronski sustav podesen za apsorpciju fotona $to ih podiZe u pobudeno
stanje. Fotooksidacijsko oste¢enje vanjskih segmenata prenosi se fagocitozom toga oksidacijski
promijenjenog membranskog otpada na RPE stanice, gdje se akumulira kao lipofuscin. RPE
stanice bivaju pretrpane neprobavljenim oksidacijskim otpadom u obliku lipofuscina (koji je i
sam podlozan fotooksidaciji), a nemaju moguénosti bioloSke obnove kao fotoreceptori.

Koje su molekule u retinalnim stanicama osjetljive za fotokemijsku ekscitaciju? Retina
sadrzava, kako smo u prethodnom poglavlju pokazali, brojne kromofore, medu kojima je
najocitiji vidni pigment. Kromofor vidnog pigmenta //-cis retinal (sadrzava 6 konjugiranih
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dvostrukih veza) apsorbira vidljivu radijaciju kroz cijeli vidni spektar, a posebno u
visokoenergetskoj (plavo-ljubicasto) regiji, s maksimumom od 3,10 eV, na granici s UV
zracenjem [3]. All-trans retinal i all-trans retinol, proizvodi izbjeljivanja fotopigmenta
apsorbiraju plavo svjetlo sadrZaja energije iznad 2,75 eV. Meduproizvodi izbjeljivanja vidnog
pigmenta (metarodopsin [ i I i dr.) takoder apsorbiraju vidljivo zraenje najvise energije (2,26
-3,10eV) [171].

Snazni dokazi da plavo svjetlo sudjeluje u razvoju SMD-a nadeni su i u odnosu izmedu gustoce
zutog MP-a koji apsorbira plavo svjetlo i razvoja SMD-a. Gustoa makularnog pigmenta
obrnuto je proporcionalna s osjetljivos¢u za SMD. Zastitna uloga MP-a odnosi se na moguénost
ogranicenja koli¢ine plavog svjetla koje dospijeva do fotoreceptora i RPE stanica u makuli.

Retina sadrzava, kao Sto smo prije kazali, i brojne druge kromofore. Oni ukljucuju:
Sirokopojasne apsorbere melanin i lipofuscin, apsorpcija kojih takoder raste sa smanjenjem
valne duljine.

Plavo svjetlo, fotooksidacijskim uc¢inkom ostecuje i melanin u RPE stanicama. Degradirani
melanosomi i sami postaju prooksidansima [215].

Lipofuscin i njegov glavni sastojak A2E apsorbiraju strogo u plavom dijelu spektra. Osvijetljen
plavim svjetlom lipofuscin, kao i rodopsin, prelazi u tripletno stanje i moze donirati elektron ili
energiju molekuli kisika 1 tako stvarati znatne koli¢ine razli¢itth ROS-a u izuzetno
oksigeniranom lipofilnom okruZenju.

Halotanska anestezija miSeva koji su izlozeni zelenomu ili bijelomu svjetlu ne pokazuje
retinalne lezije jer se halotan natjeCe za mjesto na kojem se veze 11-cis-retinal na opsinu u
rodopsin i blokira stvaranje rodopsina [203]. Medutim, miSevi su bili oSteceni plavim svjetlom,
Sto znaci da je oStecenje plavim svjetlom bilo potaknuto drugim mehanizmom odvojenim od
rodopsina [203]. OStecenje je posljedica fotooksidacije lipofuscina, koji takoder apsorbira u
plavom dijelu spektra stvarajuci SR.

Zrnca melanina, lipofuscina i melanolipofuscina izolirana iz govedih i ljudskih o¢iju oksidiraju
polinezasi¢ene masne kiseline kad se ozrace kratkim valnim duljinama vidljivog spektra (< 550
nm) [216].

Unato¢ brojnim dokazima temeljenim na laboratorijskim pokusima 1 ispitivanjima na
zivotinjama, povezanost izmedu retinalne fotooksidacije i SMD patologije ostaje kontroverzna
jer nije jo$ egzaktno potvrdena u klinicko-epidemioloSkim istrazivanjima. Klinicki dokaz
fotooksidacijskog oStecenja mreznice (makule) zabiljeZen je u mladih vojnika svijetle koZze 1
plavih ociju, koji su za vrijeme Drugog svjetskog rata dulje vrijeme bili zarobljenici u kampu
na tropskom otoku u jugoistocnoj Aziji. Lose hranjeni, radeci na otvorenom, na jakom tropskom
suncu razvili su promjene u makuli sukladne onima u ranom SMD-u. Bolest su nazvali camp-
eyes 1 blue eye white man's disease. Odnos oboljelih s obzirom na boju o€iju bio je 4:1, za plave
u odnosu na smede oci [171]. Takoder je jo§ 1918. godine Van der Hoeve primijetio u seriji od
1336 bolesnika da opacitati le¢e djelomiéno §tite od SMD-a. Zuti pigment, koji se nakuplja u
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sklerozi nukleusu apsorbira visokoenergetski dio vidljivog spektra (plavi 1 ljubicasti) koji
posebno ostecuje retinu [171].

I u nekoliko epidemioloskih studija [116,117,119,121,217] utvrden je suodnos izmedu
izloZenosti suncu u ranoj mladosti i razvoja SMD-a u starijoj dobi, sugerirajuci potrebu zastite
makule od Stetnog kratkovalnog svjetla od ranog djetinjstva. Trebalo bi $to vise blokirati plavo
svjetlo krac¢ih valnih duljina (posebno valne duljine 441 nm, jer maksimalno pobuduje A2E), a
dopustiti transmisiju onom oko 500 nm, koje je kriticno za funkciju Stapi¢a i no¢ni vid. Ako se
ono potpuno blokira, mogu nastati jaki poremecaji no¢nog vida.

1.5.4. Ostecenje mitohondrija u SMD-u kao posljedica oksidacijskog stresa

Vazan je razlog oStec¢enju fotoreceptora i RPE stanica mehanizmom oksidacijskog stresa i u
njihovoj izuzetnoj metabolickoj aktivnosti jer pripadaju, kao $to smo prije naveli, medu
metaboli¢ki najaktivnije stanice u tijelu. Sukladno tomu te stanice imaju velik broj mitohondrija
— stani¢nih "izvora snage" (engl. power sources). OSteceni mitohondriji stvaraju visoku razinu
ROS-a koji mogu sudjelovati u oksidacijskom ostecenju stanica. Mitohondriji su takoderi sami
osjetljivi na oSte¢enje ROS-om. Tako nastali ROS sudjeluju u daljnjem oste¢enju mitohondrija,
koji pak sudjeluju u daljnjem stvaranju ROS-a u za¢aranom krugu (circulus vitiosus). Uz to
mitohondriji sadrzavaju kromofore koji stvaraju ROS kad apsorbiraju plavo svjetlo [218].
Apsorpcija plavog svjetla i ROS takoder oSte¢uju mtDNK, uzrokuju¢i dodatno produkciju
ROS-a i povecanje razine oksidacijskog stresa u RPE stanicama te smanjenje stvaranja energije
(ATP-a) za visoke metabolicke potrebe RPE-a i fotoreceptora, uzrokujuéi njihovu smrt.

1.5.5. Druze, bazalni laminarni i bazalni linearni depoziti kao posljedice oksidacijskog
stresa

Povecéanje fotooksidacijskog stresa i rezultirajuéa akumulacija lipofuscina povezano je s
povecanim odlaganjem ECM-a na bazalnoj membrani RPE-a ili na BM-u. Formacije druza
izmedu RPE-a i BM-a u makularnoj regiji smatraju se zaStitnim znakom SMD-a. Ti su depoziti
prepreka koja ometa odvijanje normalnog metabolizma u makularnoj regiji, $to pridonosi
poremecaju funkcije 1 smrti RPE stanica, a rezultira smréu susjednih fotoreceptora vodec¢i u
sljepocu poznatu kao GA, ili suhi oblik SMD-a.

Prekomjerna akumulacija lipofuscina 1 povecani oksidacijski stres unutar RPE stanica u
makularnoj regiji te posljedi¢no formiranje druza takoder je povezano s poticanjem rasta CNV-
a u podrucju ispod RPE zone i subretinalnog prostora, vode¢i u vlazni oblik SMD-a, §to je prije
detaljno opisano.

Druze je prvi opisao Donders 1954 [5]. Nastaju nakupljanjem membranskog otpada na BM-u
izbacenog iz RPE-a, a posljedica su njegove lokalne disfunkcije.
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Tvrde se druze mogu manifestirati dvojako: ekscesivnom lipidnom akumulacijom unutar RPE
stanica, kao i izbacivanjem tog materijala na BM.

Meke su druze vece, Cesto neostro ograni¢ene, konfluirajuce, i znak su opseznije, difuzne
disfunkcije RPE stanica. Velike meke druze klinicki se o€ituju seroznim odignu¢em RPE-a i
tesko ih je od njega razluciti.

Kad su pra¢ene pigmentnim promjenama, makularne se druze smatraju, kako je utvrdeno u
AREDSI1 [23], glavnim rizi¢nim faktorom za razvoj uznapredovanog oblika SMD-a. Smatra se
da njihov negativni ucinak na RPE stanice nije samo posljedica fizickog odvajanja RPE
podruc¢ja od BM-a i koriokapilarisa, nego i lokalne upalne reakcije i aktivacije imunoloSkog
sustava [113].

Druze su manifestacije kroni¢ne, lokalne upale (prouzrocene naslagama ECM-a na razini BM-
a), koja je, kao sekundarna posljedica oksidacijskog stresa, ukljucena u patogenezu SMD-a i
sama pridonoseci oksidacijskomu stresu. Druze stoga sadrzavaju brojne proteine povezane s
komplementnom kaskadom i njihovom regulacijom.

Molekularni 1 stani¢ni sastav druza ekstenzivno su analizirani [128,219,220]. Stani¢ne
komponente druza ¢ine membranski otpad, vezikule, abnormalni kolagen, uz lipofuscinska i
melanolipofuscinska zrnca, neprobavljeni fotoreceptorni fagosomi i fragmenti mitohondrija
[77]. Sve govori u prilog njihovoj ekstruzivnoj prirodi iz RPE stanica. U njima se nalaze i
korioidalne dendriticke stanice aktivirane oksidacijskim oSte¢enjem RPE stanica monocitnim
kemotaktickim proteinima, kao 1 oksidacijom proteina i lipida BM-a.

Crabb je pruzio vazan prinos hipotezi uloge oksidacijskog stresa u SMD-u, pronasavsi
karboksietil pirol proteinski adukt (CEP), proizvod oksidacije DHA-a, u mnogo vec¢oj koli¢ini
u BM-u 1 druzama u bolesnika sa SMD-om nego u zdravih osoba [128]. Hageman [219] je
dokazao da su mnogi proteini, identificirani u druzama, podrijetlom iz RPE stanica. U druzama
je znatan broj citosolnih proteina, ali i drugih koji uklju¢uju komponente komplementne
kaskade ili druge aspekte imunosnog odgovora (imunoglobuline, komponente imunosnih
kompleksa C3, C5 i C9), kao i proteina koji moduliraju imunosne reakcije (vitronektin,
fibrinogen, klusteri, apolipoporiteini B i1 E, komplementni receptor 1, kompleks klase II
antigena i HLA — DR kao i klusterske diferencijacijske antigene), ili pak imaju svojstva
membranskih proteina [77,113].

U SMD-u se membranski otpad talozi i difuzno izmedu plazmaleme RPE-a i bazalne membrane
RPE-a u obliku bazalnih laminarnih depozita (BlamD) ili izmedu bazalne membrane RPE-a i
unutarnjeg kolagenog sloja BM-a kao bazalni linearnih depoziti (BlinD). BlinD su vise
specificni za SMD.

Sarks [140] smatra da je prisustnost BlamD i BlinD pocetak (histoloski prag) ranoga SMD-a,
iako je klinicki (oftalmoloski) nalaz jo$ uredan. Pretpostavlja se da dva puta vode k razvoju
kasnog oblika SMD-a [140]: jedan preko velike kolicine membranskog debrisa u obliku velikih
druza, koji se ¢esce razvija u vlazni SMD, i drugi, sporijega tijeka, koji vodi preko formacija
kontinuiranih BlamD i BlinD i pigmentnih promjena k suhomu SMD-u.
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1.5.6. Hipoksija kao posljedica oksidacijskog stresa u senilnoj makularnoj degeneraciji

Jos jedan apsurd obiljezuje SMD. Kako mogu i oksidacijsko ostecenje i hipoksija igrati ulogu
u patogenezi SMD-a? Pretpostavlja se da oksidacijsko oSte¢enje inicijalno uzrokuje
prekomjerno stvaranje abnormalnog ECM-a i zadebljanje BM-a, §to moze stvarati hipoksi¢ni
okoliS. I male promjene u difuzijskoj sposobnosti BM-a ili korioidalnog optoka mogu imati
znatan uc¢inak na RPE stanice i fotoreceptore, s obzirom da fotoreceptori konzumiraju 90 — 100
% kisika dostavljenog iz korioideje [28]. IstraZivanja na primatima pokazala su da tlak kisika
na razini unutarnjih segmenata fotoreceptora iznosi prosje¢no 7 mmHg, nasuprot 70 mmHg u
korioideji. Hipoksija RPE stanica moze rezultirati njthovom smréu i GA ili u stimulaciji rasta
CNV-a. Abnormalnosti RPE-a i ECM mogu poticati rast CNV-a. Rizik nastanka CNV-a u
SMD-u poveéava se s veli¢inom, brojem i konfluencijom druza, odnosno koli¢inom ECM-a.
Uz to peroksidacija lipida koji se akumuliraju u BM-u, ne mijenja samo hidraulicnu
provodljivost BM-a, nego takoder 1 promovira neovaskularizaciju. ECM moze takoder
stimulirati ili inhibirati angiogenezu vezuci integrine ili mijenjaju¢i ekspresiju integrina na
endotelne stanice [28,221].

1.5.7. Promjene koriokapilarisa kao posljedica oksidacijskog stresa u senilnoj
makularnoj degeneraciji

Gustoca se koriokapilarisa, kao Sto smo prije kazali, smanjuje s godinama. Prosjecan protok
kroz korioideju jo§ je nizi u SMD bolesnika. U njih je uobicajeni sinusoidalni raspored
kapilarnih lobula (gdje centralna arteriola hrani sinusoid koji se drenira u periferne venule)
zamijenjen tubularnom kapilarnom mrezom, koja ima nizi odnos povrSine i volumena [28].
Koriokapilarna atrofija moze biti posljedicom primarnog oste¢enja koriokapilarnog endotela
oksidacijskim stresom posredovanim porfirinima, potom sekundarna, zbog osStecenje RPE
stanica oksidacijskim stresom s prate¢im gubitkom VEGF-a 1 drugih trofi¢kih ¢imbemika [28]
ili pak kombinacija tih procesa. Gubitak VEGF-a, uzrokovan oSte¢enjem RPE stanica, moze
rezultirati koriokapilarnom atrofijom kakva se zatjeCe u GA [28]. GA ima tendenciju da se
razvija u blizini foveje, ali ¢uva foveolarni centar do kasnog stadija bolesti [28]. Subfoveolarni
RPE najdulje je sacuvan od atrofije mozda zbog makularnog pigmenta [28] koji filtrira plavo
svjetlo. Objasnjenje za to, prema naSem misljenju, moze biti i najveci oksidacijski stres u
Stapi¢ima, koji su, lokalizirani izvan foveje (u foveji su sami cunji¢i), $to je paralelno s
distribucijom lipofuscina u RPE stanicama u SMD-u. U foveoli su smjesteni iskljuc¢ivo crveni
1 zeleni ¢unji¢i, koji su, smatramo, manje podlozni oSte¢enju fotooksidacijskim stresom zbog
svog apsorpcijskog spektra i nisu podlozni hazardu plavog svjetla. Zasto su CNV c¢esto pod
samom foveolom? Mozda je subfoveolarni RPE najdulje zivuéi izvor neovaskularnih signala u
toj metaboli¢ki stresnoj regiji. O¢uvane RPE stanice lu¢e VEGF. Cini se da se CNV ne javlja
unutar areje GA, nego ispod areja u kojima su RPE stanice 1 fotoreceptori jos relativno o¢uvani
[28]. Sve navedeno govori u prilog oksidacijskomu stresu kao glavnomu patogenetskom
mehanizmu za razvoj SMD-a i primarnoj pogodenosti RPE stanica.
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1.5.8. Upalni odgovor na oksidacijski stres u senilnoj makularnoj degeneraciji

Visoka razina oksidacijskog stresa u RPE stanicama inducira i upalni odgovor, koji moze
povecati stvaranje ROS-a. lako se SMD ne smatra tipi¢nom upalnom boles¢u, a retina se ubraja
u imunosno povlastena tkiva [128], patoloska uloga upale 1 imunosno posredovanih reakcija
kao posljedica oksidacijskog stresa prisutne su u patogenezi SMD-a. Tako SMD lezije i druze
sadrzavaju imunokompetentne stanice, makrofage i limfocite, pokazuj¢i znakove kroni¢nog
upalnog oStecenja, nakupljanje mikroglije i prisutnost upalnih komponenti, poput
komplementnih ¢imbenika i1 proupalnih citokina — kemokina [77]. Takoder se u cirkulaciji
bolesnika sa SMD-om nalaze i protutijela na CEP proteinski adukt u koli¢ini mnogo vecoj od
one u kontrolnoj skupini [128]. Imunosni sustavni odgovor na inflamaciju jest aktivacija
komplementnog sustava. RPE stanice stvaraju mnoge od 30 i viSe proteina koji Cine sustav
komplemenata. U genetskim je studijama potvrdeno da je aktivacija sustava komplemenata
upletena u razvoj SMD-a [222]. Najnovija su genetska istrazivanja pokazala da polimorfizam
u genu za komplementni ¢imbenik H, koji inhibira aktivnost komplementnog sustava djelujuci
snazno antiinflamacijski, kao 1 polimorfizam drugih c¢lanova komplementnog sustava,
ukljucujué¢i komplementne komponente C1, C2, C3 i C7 i komplementni ¢imbenik B, mijenjaju
osjetljivost za razvoj SMD-a.

Upalni proces, kao i imunosni odgovor, smatraju se sekundarnom posljedicom oksidacijskog
oStecenja retine. Smatra se da su aktivacija komplementa i pridruzeni upalni dogadaj u SMD-u
rezultat nepotpune stani¢ne degeneracije oksidacijskog otpada i akumulacije abnormalnih
tkivnih depozita (kao npr. u aterosklerozi i Alzheimerovoj bolesti) [28], stoga se moZe ocekivati
da ¢e mijenjanje razine oksidacijskog oStec¢enja utjecati i na upalni odgovor.

1.6. Antioksidacijski zaStitni mehanizmi u mreZznici (makuli)

Iako bi, kao $to je i1z svega dosad prikazanog vidljivo, oksidacijski stres mogao bez sumnje biti
kljucni ¢imbenik u patogenezi SMD-a, jos je uvijek mnogo pitanja bez odgovora, primjerice:
Zasto je unistenje RPE stanica mnogo brze u nekih osoba, a u drugih se uopce ne pojavljuje?
Kako to da je u pojedinih osoba makula sposobna dobro funkcionirati i u dobi iznad 80 godina,
a u drugih rano propada (vec¢ sa 50 godina)?

Odgovor bi mogao biti: za to su odgovorne razlike u njihovu antioksidacijskom obrambenom
sustavu.

Fotoreceptori i RPE stanice posjeduju cijeli niz antioksidacijskih zaStitnih mehanizama.
Kontrola Stetne razine svjetla i valnih duljina obavlja se filterima unutar oka: roZnica zadrzava
sve zracenje manje od 300 nm, a le¢a ono manje od 400 nm (osim juvenilne, koja dopusta prolaz
visokomu postotku svjetla izmedu 300 1 400 nm). Unutar retine Zuti makularni pigment blokira
plavi dio spektra [191]. Melanin u RPE stanicama apsorbira svjetlo koje je ve¢ proslo
fotoreceptore i sprje¢ava njegovo rasprsenje i refleksiju. Fotoreceptori mogu potpuno obnoviti
svoje vanjske djelove [191]. Oni, kao i RPE stanice, posjeduju izobilje Cistaca slobodnih
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radikala i drugih reaktivnih kisikovih spojeva: antioksidacijske enzime (SOD, GPx i CAT) i
neenzimske antioksidanse (male molekule endogenih antioksidansa, kao i neendogene
mikronutrijente — vitamine i minerale) [191]. Korioidalna cirkulacija s najviS§im protokom krvi
u organizmu programirana je za uklanjanje viSka topline (toplina pojacava ucinak
fotooksidacijske reakcije i SR-a). Tlak se kisika u oku smanjuje od BM-a prema unutarnjim
slojevima retine, Sto bi takoder moglo djelovati zastitno protiv fotooksidacijskog oStecenja
[191].

1.6.1. Makularni pigment

Makularni pigment Cine lutein, zeaksantin 1 mezozeaksantin, koji su ksantofilnog podrijetla.
Zbog svoje zute boje 1 anteriorne pozicije u odnosu na vanjske segmente fototreceptora Stiti
njih i RPE od fotooksidacijskog oste¢enja apsorpcijom velike koli¢ine plavog svjetla
[101,129,123]. On smanjuje propustanje plavog svjetla prije nego dosegne mreznicu za vise od
40 % [224] (prema nekim autorima ¢ak do 80 %) [3], a djeluje i1 kao hvatac¢ slobodnih radikala
Neizravna je zaStita od oksidacijskog stresa suzbijaju¢i hazard plavog svjetla, apsorbirajuci
visokoenergetske fotone (2,39 — 3,10eV) s apsorpcijskim maksimum na valnoj duljini od 460
nm (plavo svjetlo) [171,191]. Druga mu je uloga, prema nekima autorima — osnovna — da
smanjuje kromatsku aberaciju i tako povecava vidnu ostrinu [191]. Lutein i zeaksantin ne mogu
se sintetizirati 1 moraju se u organizam unositi hranom (zeleno lisnato povrée, narancasto voce
i povrée) [65,225].

Eksperimentalno je dokazano da lutein moze $tititi o¢i primata od oStecenja svjetlom [170].
Naime, majmuni na dijeti bez luteina razvili su abnormalnosti RPE stanica u makuli nalik onima
u ranom SMD-u [171]. Smanjenje tih karotenoida u makuli u osoba sa SMD-om primije¢eno
je 1u o¢ima kadavera, u odnosu na kontrolnu skupinu iste dobi [65].

Lutein i zeaksantin mogu se naci u serumu i u nekoliko drugih tkiva, a mezozeaksantin samo u
makuli, gdje se stvara biokemijskom konverzijom luteina. To je dokazano u istrazivanju na
majmunima, koji su nakon dugotrajne deprivacijske dijete makularnim karotenoidima nakon
suplementacije luteinom ili zeaksantinom pokazali njihovu akumulaciju u makuli [65]. Oni koji
su dobivali €isti zeaksantin, imali su samo taj karotenoid u retini, a u onih hranjenih luteinom u
retini je pronaden i lutein i mezozeaksantin. Time se podupire pretpostavka da je u retini
mezozeaksantin deriviran iz luteina. On se ne nalazi u regularnoj dijeti. Naden je u nekim
Skoljkasima, Skampima i rakovima, u ribi (pastrvi i lososu) i kornjacama [226].

Od svih triju makularnih pigmenata mezozeaksantin pruza makuli najvecu zastitu. Sredi$nja
retina akumulira viSe zeaksantin u odnosu na lutein, a ¢ini se da je on i bolji protektor od
produljenog izlaganja svjetlu kra¢ih valnih duljina i po tom vaZzniji od luteina [63].

Ocuvanje srediSnje makule u SMD-u od fotooSte¢enja korespondira s najve¢om optickom
gustocom MP-a. Najveca je koncentracija MP-a u sloju aksona i u unutarnjem pleksiformnom
sloju u foveoli i ve¢ se 5° od nje ekcentri¢no, izrazito smanjuje [144]. Opéenito je koncentracija
MP-a 100 puta veca u makuli nego na periferiji retine i vise od 1000 puta nego u serumu i
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drugim tjelesnim tkivima [65]. lako su normativne vrijednosti serumskih koncentracija i
dietetskog unosa karotenoida utvrdene, joS uvijek postoji problem ucinkovitog mjerenja MP-a
u klinickim istrazivanjima. Unato¢ proturjecnostima u pojedinim studijama glede zaStitnog
djelovanja MP-a, sve kategorije osoba u viSem riziku za razvoj SMD-a (npr. Zene, puSaci, osobe
svijetlih Sarenica) skloni su nizoj gusto¢i MP-a [223]. Primijeene su i znatne individualne
razlike u njegovoj gustoci.

Istrazivanje na prepelicama pokazalo je da je broj svjetlom oSte¢enih fotoreceptora nakon
suplementacija karotenoidima (nakon prethodne SestomjeseCne deprivacijske dijete
karotenoidima), obrnuto kolerirao s koncentracijom zeaksantina i luteina u retini, ali ne i u
serumu [227].

U BDES-u nije dokazana povezanost izmedu uzimanja karotenoida i prevalencije ranoga ili
kasnoga SMD-a [63].

U NHANES 3 utvrdeno je da je u mladoj dobnoj skupini visoka razina luteina i zeaksantina u
dijeti povezana s nizim rizikom abnormalnosti RPE stanica [63], ali nije utvrdena povezanost
izmedu serumskog luteina ili zeaksantina 1 bilo kojega oblika SMD-a [63]. U POLA studiji
utvrdeno je da je visoka razina zeaksantina u plazmi povezana sa znatnim smanjenjem rizika
za razvoj SMD-a [228]. U Rotterdamskoj studiji nije utvrdena povezanost luteina ili
zeaksantina sa SMD-om [63].

U AREDS 2 [229] utvrdeno je da suplementacija 10 mg luteina, 2 mg zeaksantina, uz osnovnu
formulu 1z AREDS 1, smanjuje za 20 % progresiju u kasni uznapredovali oblik SMD-a u
odnosu na kontrolnu skupinu u petogodisnjem pracenju.

1.6.2. Antioksidansi u mreZnici

MrezZnica posjeduje znatan broj antioksidansa u fotoreceptorima i RPE stanicama (posebno u
makularnoj regiji). Antioksidacijaska obrana ukljucuje enzime (SOD, GPx i CAT) i neenzimske
antioksidanse, koji se dijele na endogene neenzimske antioksidanse (npr. glutation, mokra¢nu
kiselinu, bilirubin, albumine i dr.) i antioksidacijske mikronutriente (vitamin E, vitamin C i -
karoten).

1.6.2.1. Enzimski antioksidansi u mreznici

Antioksidacijski enzimi SOD, GPx i CAT cine dio kompleksnog sustava koji $titi od ROS-a.
Oni kataliticki detoksificiraju ROS 1 sva tri su nadeni u fotoreceptorima i RPE stanicama u
visokim koncentracijama [101,132]. Relevantne kofaktore za navedene enzime ¢ine cink, bakar
1 mangan za SOD, Zeljezo i mangan za CAT i selen za GPx [132,149].
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Antioksidacijski enzimi endogenog su podrijetla i imaju kljuénu ulogu u odrzavanju
antioksidacijske ravnoteze u retinalnom tkivu, prvenstveno makule, ¢ine¢i prvu obrambenu
crtu, za razliku od antioksidacijskih niskomolekularnih dijetetskih komponenti, koje im, ¢ini
se, samo pruzaju potporu u njihovu antioksidacijskom djelovanju. Antioksidacijski enzimi
znatno su mo¢niji ¢ista¢i ROS-a u usporedbi s antioksidansima niske molekularne mase.

U srednjoj se Zivotnoj dobi pocinje progresivno smanjivati stvaranje pojedinih antioksidacijskih
enzima i u makuli 1 na periferiji mreZnice. S druge strane, $to je izuzetno vazno, pokazalo se da
su individualne razlike tih enzima velike i neovisne o dobi [230]. Prema nekim istrazivanjima,
¢ini se da je povezivanje ekspresije pojedinih enzima i fotickog oSteéenja pouzdanije nego
njihovo povezivanje sa starenjem. Tako npr. MnSOD, prirodni enzim mreZnice, mozZe biti
induciran izlaganjem jakomu svjetlu, a s druge strane moze se deaktivirati fototoksi¢nim
uc¢inkom svjetla [65].

Optimalne vrijednosti razine i aktivnosti antioksidacijskih enzima u retinalnim tkivima jo$ nisu
utvrdene 1 kvantificirane.

Superoksidna dismutaza

Enzim SOD koncentriran je u membranama vanjskih segmenata fotoreceptora [171]. On
katalizira dismutaciju superoksidnog radikala na vodikov peroksidi molekularni kisik
[101,132]. U organizmu se nalazi u trima izooblicima: CuZnSOD-u (SODI) u citosolu,
MnSOD-u (SOD2) u mitohondrijskom matriksu 1 izvanstanicni SOD (SOD 3) u tkivhom
intersticijumu [170].

Tri izoenzima SOD-a Cine jedan od glavnih antioksidacijskih sustava u retini. U mladih miSeva
kojima je nedostajao SOD1 induciran je nastanak druza stalnim izlaganjem bijelomu svjetlu od
10 000 luksa tijekom 24 sata. MiSevi s nedostaju¢im izoenzimom SOD1 (SOD17/°) pokazali su
citoplazmatska razina B-kantenina, sugerirajuci time da oksidacijsko oSte¢enje RPE stanica
moze promijeniti lokaciju P-kantenina iz stani¢ne stijenke u citoplazmu, Sto uzrokuje
destrukciju ¢vrstih (tight junctions) veza koje odrzavaju stanice [3].

[zoenzim SODI1 u velikoj je koli¢ini prisutan u citosolu, nukleusu, peroksizomima i
mitohondrijalnim intermembranskim prostorima.

MnSOD (SOD2), lokaliziran u mitohondrijima, kljuéni je enzim u za$titi stanice od
oksidacijskog stresa. U nekoliko je studija pokazano da je njegov nedostatak izravno povezan
s apoptotickom smrcu stanice. lako miSevi kojima nedostaje SOD2 ugibaju brzo nakon rodenja
i nisu prikladni za studije dugoro¢nih dobno povezanih retinalnih promjena [170] genetski
polimorfizam SOD2 gena povezan je sa SMD-om. Rezultati istrazivanja oksidacijski
inducirane apoptoze RPE stanica na miSevima s razli¢itim razinama SOD2 (SOD2 hemi
zigotima */°ili heterozigotima */* , ili onima s prekomjernom ekspresijom SOD2 gena ), na
misevima kojima nedostaje SOD2 gen (engl. knockout) i na divljoj vrsti (SOD2 */*) pokazali
su vaznu ulogu SOD2 u zastiti od oksidacijskog stresa induciranog u RPE stanicama [211].
MiSevi s prekomjernom ekspresijom SOD2 pokazivali su vecu otpornost na ucinak
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oksidacijskog stresa. RPE stanice uzete od SOD2 knockout miSeva pokazale su vecu
apoptoticku smrt RPE stanica od divlje kontrolne skupine [211]. Antioksidacijski enzimi SOD2
i GPx, Sstite mitohondrije od oksidacijskog inzulta reguliraju¢i stvaranje ROS-a u
mitohondrijima. SOD2 je lokaliziran u mitohondrijskom matriksu 1 katalizira dismutaciju
superoksidnog radikala na vodikov peroksid i kisik, a GPx katalizira daljnju razgradnju
vodikova peroksida na vodu i molekularni kisik [211].

Odnos izmedu SOD-a i SMD-a proucavan je i u ljudi. Uloga SOD-a u razvoju SMD-a tema je
brojnih rasprava. Prema nekim studijama SOD bi mogao biti vazan enzim u patogenezi SMD-
a. Rezultati su pojedinih studija nekonzistentni [170]. Iako se u prijaSnjim studijama sugerira
da je aktivnost SOD-a u plazmi i eritrocitima manja u SMD bolesnika [231,232], druge su
studije pokazale povecane vrijednosti. Pronadene visoke vrijednost SOD-a u nekim studijama
protumacili su kompezatornom reakcijom, odnosno odgovorom na povecani oksidacijski stres.

Vodikov peroksid, nastao dismutacijom superoksidnog aniona, uz pomo¢ SOD-a, u Fentonovoj
reakciji moze prije¢i u izuzetno Stetan hidroksilni radikal. Zbog toga SOD djeluje u suradnji s
drugim dvama enzimima GPx-om i CAT-om, koji oba konvertiraju vodikov peroksid u
netoksi¢ne proizvode vodu i molekularni kisik. Kombinirano djelovanje tih triju enzima ¢ini
jedan metabolicki put u zastiti protiv oksidacijskog napada [212]. Antioksidacijski enzimi SOD,
CAT i GPx tako imaju integralnu ulogu i u kontroli ROS-a koji mogu ostetiti RPE stanice.

Glutationska peroksidaza

Glutationska peroksidaza razgraduje vodikov peroksid reducirajuci ga na vodu i molekularni
kisik te takoder razgraduje organske hidroperokside i krajnje proizvode lipidne peroksidacije
aldehide na korespodentne alkohole [101,161]. Za provodenje redukcije rabi glutation kao
darivatelja elektrona. Ovisna je o selenu kao kofaktoru. GPx se nalazi u cilijarnom epitelu 1
sobnoj vodici, ali i u mreznice u fotoreceptorima, te posebno u RPE stanicama, §tite¢i ih od
vodikova peroksida ili lipidnih hidroperoksida [3,171]. GPx djeluje i u mitohondrijima.

U prethodnim studijama utvrdene su niZe vrijednost GPx-a u plazmi i eritrocitima u SMD
bolesnika [231,232).

Katalaza

Aktivnost katalaze usko je povezana s mehanizmom degradacije vanjskih segmenata
fotoreceptora. Ona je takoder prisutna unutar peroksisoma u RPE stanicama [212], a nakon
spajanja peroksisoma s fagosomima prisutna je i unutar sekundarnih lizosoma koji sadrzavaju
vanjske segmente fotoreceptora u razli¢itim stadijima degradacije. Fagocitoza vanjskih
segmenata fotoreceptora uzrokuje mobilizaciju peroksisoma in vivo (u zaba) i povecava
aktivnost CAT-a u kulturi RPE stanica [212].

U RPE stanicama dokazana je 6 puta veca aktivnost CAT-a nego u drugim o¢nim tkivima.
Pojedine su studije pokazale da se aktivnost CAT-a u RPE stanicama smanjuje i s dobiiu SMD-
u u makularnom podrucju i na perifernoj retini, ali je primijeéeno 1,5 puta veée smanjenje u
makularnom RPE-u nego na periferiji retine [212]. Druga su istrazivanja pokazala da aktivnost
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CAT-a ostaje nepromijenjena s godinama Zzivota, za razliku od aktivnosti SOD-a i GPx-a
[231,232].

Cini se da je najvaznija uloga CAT-a u RPE stanicama otklanjanje H202 iz fagosoma.

1.6.2.2. Neenzimski antioksidansi u mreznici

Vitamini i minerali

U ocjeni djelotvornosti antioksidacijskih vitamina u zastiti od SMD-a rezultati se u studijama
razlikuju. Njihova koncentracija je jako podlozna promjenama ovisno o unosu, 0sobito
zadnjemu, kao i apsorpcijskim moguénostima i prijenosu do samih tkiva gdje djeluju, pa daju
manje objektivnu sliku dugotrajnijeg stanja obrane od oksidacijskog stresa, a posebno je tesko
istraziti koncentraciju vitamina topljivih u mastima.

Kako su vitamin i minerali s antioksidacijskim u¢inkom lako dostupni, a primijenjeni u velikim
dozama koje nisu bez Stetnih posljedica, potrebno je njihovo razumno koristenje. U odredenim
studijama primijecena je ucestalija pojava karcinma pluca 1 smrtnost u puSaca koji su koristili
suplementaciju B-karotenima, javljanje Alzheimerove bolesti, povecanje urinalnih infekcija,
hiperplazije prostate, stres inkontinencija u onih koji su koristili velike doze cinka, kao i
povecani rizik kardiovaskularnog morbiditeta i smrtnost uzrokovana hemoragijskim inzultom,
priuzimanju doza vitamina E ve¢ih od 400 IU [82,123,130]. Iako u AREDSI1 istrazivanju [233]
nisu primijecene Stetne nuspojave ucinka AREDS1 formule na ispitanike, u AREDS 2 je ipak,
iz preventivnih razloga, u formuli smanjena koli¢ina cinka, a ispitivana je i kombinacija
antioksidansa s izostavljenim f-karotenom, a u ispitanika su prije ukljucenja u studiju testirane
kognitivne sposobnosti zbog moguceg Stetnog djelovanja viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina [229].

Vitamin C se smatra vaznim u zastiti od bolesti uzrokovanih oksidacijskim stresom. To je
najdjelotvorniji u vodi topljivi antioksidans u ljudskoj krvi. U ve¢ini studija nije pokazana jasna
povezanost izmedu uzimanja C-vitamina i njegove razine u serumu u SMD-u, iako vitamini C
1 E ¢ine “zlatni standard” antioksidacijskih vitamina i vazni su u odrzavanju prooksidacijske i
antioksidacijske homeostaze u bioloskim sustavima [65]. U vodi topiv C-vitamin
predominantan je u neuralnoj retini, daleko od fotoreceptora.

Istrazivanje NHANES-a pokazalo je da je konzumacija vitamina C negativno povezana s
prevalencijom SMD-a, iako se ta povezanost gubi nakon uskladivanja demografskih i
medicinskih ¢imbenika [63]. I u BDES-u primije¢ena je negativna povezanost C-vitamin sa
SMD-om (rani oblik), ali statisticki neznacajna [63]. U BMES-u nije potvrdena povezanost C-
vitamina i prevalencije SMD-a [63]. U Rotterdamskoj studiji utvrdena je u 35 % slucajeva
redukcija incidencije SMD-a uz uzimanje kombinacije vitamina C i E, B-karotena i Zn, ali ne i
samog C-vitamina, $to upucuje na njihovo sinergijsko djelovanje [63]. U AREDSI1 istrazivanju
pokazano je da visoke dnevne doze C i1 E vitamina i1 B-karotena uz Zn za 25 % smanjuju rizik
progresije relativno uznapredovalog ranog stadija SMD-a u kasni stadij bolesti [233]. U toj
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studiji nije izdvojeno ispitivan C-vitamin niti je odgovoreno na pitanje primarne prevencije u
osoba bez znakova SMD-a.

Vitamin E glavni je neenzimski antioksidans stani¢nih membrana. Postoji u Cetirima najces¢im
oblicima (tokoferol a, B, y 1 8). U ljudskoj retini predominantan je a-tokoferol. Nalazi se u
vanjskim segmentima Stapica i RPE stanicama (lipofiliénim strukturama), a koncentracija mu
ovisi o dijetetskom unosu [63,65]. Na Zivotinjskim modelima dokazano je da E-vitamin pruza
zaStitu fotoreceptora od fotooksidacijskog oStecenja. U visokoj koncentraciji nalazi se u foveji,
a u podrucju perifoveje, gdje Cesto pocinje SMD, zatje¢e se minimalno [65]. Nedostaju ¢vrsti
dokazi za izdvojenu zastitnu ulogu suplementacije E-vitaminom na razvoj i progresiju SMD-a
[63].

Rezultati epidemioloskih studija o vitaminu E kao zaStitnom ¢imbeniku za nastanak SMD-a
proturjecni su kao i za vitamin C. U BDES-u potvrdeno je da je visoki unos E-vitamina povezan
sa smanjenjenom incidencijom velikih druza, ali da ipak nije zaStitan za rani SMD [63]. U
POLA studiji [234] pronadeno je da razina tokoferola u plazmi pokazuje slabu negativnu
povezanost s prevalencijom kasnoga SMD-a.

Vitamin A vazan je za regeneraciju rodopsina i1 time kljuan za vid, uz to mu se pridodaje
antioksidacijska aktivnosti u fotoreceptorima [63]. U NHANESI pruzeni su dokazi da je
uzimanje hrane bogate vitaminom A negativho povezano s prevalencijom SMD-a [63]. U
studiji BMES, kao i u POLA studiji [63,243] nije otkrivena povezanost izmedu uzimanja
vitamina A i SMD-a.

Cink (Zn) je u oku najzastupljeniji element u tragovima. Kljucan je kofaktor u CuZnSOD-u i
sudjeluje u regulaciji aktivnosti CAT-a te stabilizira lipidne membrane Stite¢i ih od oksidacije
[63]. Nedostatak cinka uzrokuje poviSenja oksidacijskog stresa u eksperimentalnih Zivotinja.
Cink je, a ne bakar, taj koji ogranicuje aktivnost CuZnSOD-a [65]. lako postoji uvjerljiv razlog
zbog kojega cink Stiti od SMD-a, rezultati klini¢kih i epidemioloskih studija su proturije¢ni. U
BDES nije otkriven znacajan odnos izmedu serumske razine cinka i SMD-a, iako je njezina
retrospektivna grana poslije pronasla slabi zasStitni uc¢inak u najvisoj kvintili dietetskog unosa
cinka u odnosu na najniZu kvintilu [101]. U BMES nije pronaden znacajan odnos uzimanja Zn
i prevalencije i incidencije SMD-a. U istrazivanju AREDS 1 [233] pokazano je da sam cink
Stiti bolje od progresije intermedijalnog u kasni stadij SMD-a nego sami antioksidacijski
vitamini uzimani bez cinka.

Melanin

O zastitnoj antioksidacijskoj ulozi melanina govorili smo detaljno u poglavlju o podloZnosti
makule oSte¢enju oksidacijskim stresom.

Glutation

Glutation je u vodi topiv tripeptid, endogen u vanjskim segmentima fotoreceptora sisavaca, koji
djeluje kao cista¢ SR-a i drugih ROS-a. Uz to je kofaktor za GPx (donor elektrona) i sudjeluje
u razgradnji vodikova peroksida koju katalizira GPx. Istrazivanja su pokazala da se s godinama
zivota smanjuje reducirani glutation (GSH) u plazmi 1 povecava oksidirani (GSSG) [130].

64



Naden je u govedoj mreznici, gdje se pretpostavlja da Stiti fotoreceprorne PUFA-e od
oksidacije. Tretiranje RPE stanica o-kristalinima pridonosi njihovoj zastiti od oksidacijskog
stresa Sto korelira s dvostrukim povecanjem koncentracije reduciranog glutationa (GSH).
Povecanje koncentracije GSH-a moze biti posljedicom njegove pojacane biosinteze ili vece
konverzije GSSG-a u GSH-u djelovanjem glutationske reduktaze, za koju je primije¢eno da je
snizena u SMD bolesnika. U POLA studiji nije se uspjela otkriti znacajna povezanost izmedu
glutationa u eritrocitima i SMD-a [234].

1.7. Procjene razine oksidacijskog stresa

Hipoteza nastanka SMD-a uslijed oksidacijskog stresa, kao §to je prikazano, ima potporu u
brojnim ispitivanjima na Zivotinjama, na kulturi stanica ili pak na donorskim (post mortem)
mreznicama, ali ne i u klini¢ko-epidemioloskim istrazivanjima, koja su znatno rjeda i Cesto
kontradiktorna [21,122,235,236].

U procjeni razine oksidativnog stresa moguca su tri pristupa: izravno odredivanjem slobodnih
radikala (koje je oteZano samom njihovom prirodom: labilnos$¢u i1 kratkim Zivotnim vijekom)
putem elektronske paramagnetne rezonancije, neizravno odredivanjem krajnjih produkata
nastalih razgradnjom bioloSkih molekula kao posljedice oSte¢enja slobodnim radikalima (npr.
malondialdehida) ili mjerenjem razine razli¢itih antioksidansa u krvi ili tkivima [149].

Razina antioksidacijskih mikronutrijenata ovisi o trenutnom unosu i ne daje pravu sliku
dugotrajnijeg stanja obrane od oksidacijskog stresa [223]. Medutim, oksidacijski stres se moze
mnogo objektivnije procijeniti mjerenjem aktivnosti enzimskih antioksidansa, koji ¢ine prvu
crtu antioksidacijske obrane i pruzaju mnogo objektivniju sliku razine oksidacijskog stresa
odredenog tkiva ili organizma u cijelosti [132,149].

Kako procjena antioksidacijskih enzima u retinalnim stanicama in vivo nije moguca, najveci bi
izazov za SMD bio razvoj krvnih testova koji bi identificirali osobe pod pove¢anim rizikom za
SMD prije pojave bilo kojeg znaka bolesti. NaSe je istraZivanje pokuSalo odgovoriti tom
izazovu 1 koriste¢i aktivnost antioksidcijskih enzima (SOD-a, GPx-a i CAT-a) u eritrocitima i
vrijednosti TAS-a u serumu, kao pokazatelje razine oksidacijskog stresa, ispitati povezanost
oksidacijskog stresa 1 SMD-a.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteze

Temeljna je znanstvena pretpostavka ovomu istrazivanju da su niske vrijednosti
aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD-a; GPx-a 1 CAT-a) u eritrocitima i ukupnog
antioksidacijskog statusa (TAS-a) u serumu, mehanizmom poviSenog oksidacijskog
stresa, povezani s nastankom SMD-a.

Interakcije izmedu aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD i GPx i/ ili SOD i CAT)
mogu biti jednakog (ili ¢ak 1 veceg) znacenja za nastanak SMD-a kao i same niske
vrijednosti aktivnosti enzima.

Razina aktivnosti enzimskih antioksidansa u eritrocitima niza je u kasnom stadiju SMD-
a u odnosu na rani.

Aktivnosti enzimskih antioksidansa u eritrocitima i vrijednost TAS-a u serumu mogli
bi se rabiti kao ulazna varijabla u dijagnostickom testu za utvrdivanje SMD-a, §to bi
bilo posebno vazno za rano dijagnosticiranje bolesti i identifikaciju osoba rizi¢nih za
SMD.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj:

Osnovni je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi je su li, 1 u kolikoj mjeri, aktivnost
enzimskih antioksidansa u eritrocitima i razina TAS-a u serumu povezani s nastankom
1 tezinom SMD-a.

Specifi¢ni su ciljevi:

1.

Odrediti aktivnost enzimskih antioksidansa, SOD-a, GPx-a i CAT-a, u eritrocitima kao
i ukupni antioksidacijski status (TAS) u serumu u trima skupinama ispitanika: u skupini
ispitanika s ranim stadijem SMD-a, s kasnim stadijem SMD-a te u ispitanika koji ne
boluju od SMD-a (kontrolna skupina), pri ¢em se skupine ispitanika sa SMD-om
uskladuju s kontrolnom skupinom s obzirom na dob i spol i izloZenost svjetlosnom
zracenju.

Usporediti dobivene vrijednosti aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-a
CAT-a u U/g Hb) u eritrocitima te TAS-a (u mmol/L) u serumu izmedu pojedinih
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skupina ispitanika, te utvrditi postoji li medu njima statisticki znacajna razlika u
aktivnosti pojedinog enzima i/ili vrijednosti TAS-a.

3. Ako se utvrdi razlika izmedu skupina u aktivnosti pojedinog enzima i/ili TAS-a, istraziti
detaljnije izvore te razlike tako da se ispita postoji li statisticki znacajna razlika u
testiranoj varijabli izmedu pojedinih parova skupina, te istraZiti povezanost testiranih
varijabli s nastankom SMD-a.

4. Istraziti postoji li povezanost (interakcija) medu pojedinim enzimima (SOD-a i GPx-a,
SOD-a i CAT-a te GPx-a i CAT-a) te ako se utvrdi da postoji, istraziti kako utjece na
nastanak SMD-a.

5. Utvrditi postoji 1i povezanost izmedu ranog i kasnog stadija SMD-a i aktivnosti
pojedinog enzima i/ili razine TAS-a, te ako postoji utvrditi jacinu te povezanosti.

6. Ako se razlika izmedu skupina utvrdi za jednu ili viSe testiranih varijabla (enzim i/ili
TAS), iskoristiti vrijednosti tih varijabla kao prediktore nastanka SMD-a, uz izracun
pokazatelja dijagnosticke tocnosti takvog testa.

Sekundarnyji cilj:

Utvrditi je li pojavnost SMD-a povezana s obiteljskom anamnezom te u tu svrhu ispitati
ucestalost pozitivne obiteljske anamneze u skupini bolesnika sa SMD-om i u kontrolnoj
skupini 1 dobivene vrijednosti usporediti.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je s obzirom na pristup eksperimentalno, a s obzirom na namjenu primijenjeno.
Glede nacina dobivanja podataka rijeC je o opservacijskom, a vremenska orijentacija je
retrospektivna. Specifi¢an ustroj koji smo koristili bio je ugnijezdeno istrazivanje parova (engl.
nested case-control study).

U istraZivanju je mjerena aktivnost enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-a i CAT-a) u
eritrocitima i ukupnog antioksidacijskog statusa (engl. Total Antioxidant Status — TAS) u
serumu u tri skupine ispitanika: dvije skupine ispitanika sa SMD-om, skupini s ranim oblikom
SMD-a, 1 skupini s kasnim (suhim 1 eksudativnim) oblikom SMD-a te u kontrolnoj skupini
ispitanika bez SMD-a. Skupine ispitanika sa SMD-om uskladili smo s kontrolnom skupinom
prema dobi i spolu i izloZenosti suncevu zracenju.

3.2. Ispitanici

Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 107 ispitanika obaju spolova, u dobi od 60 i vise godina,
od toga 57 bolesnika sa SMD-om (25 s kasnim 1 32 s ranim oblikom bolesti) te 50 ispitanika
kontrolne skupine, komplementarnih eksperimentalnoj skupini po dobi, spolu i kumulativnoj,
cjelozivotnoj, izloZenosti suncevu svjetlu, ali bez promjena na o¢noj pozadini u smislu SMD-
a. Bolesnici sa SMD-om odabrani su prema strogim kriterijima uklju¢enja, medu redovitim
bolesnicima retinalne ambulante Klinike za o¢ne bolesti KBC-a Split u vremenu od studenog
2012. do sijecnja 2014. godine. Ispitanici kontrolne skupine odabrani su medu redovitim
bolesnicima op¢ih ocnih ambulanti i medu odjelnim bolesnicima Klinike za o¢ne bolesti KBC-
a Split.

3.2.1. Kiriteriji iskljucenja

Iz studije su iskljuceni svi ispitanici u kojih bi pratece bolesti ili loSe Zivotne navike mogle
rezultirati mijenjanjem oksidacijskog statusa. Tako su iskljuene osobe s dijabetesom,
utvrdenim kardiovaskularnim bolestima, malignim bolestima, imunoloskim bolestima i drugim
teskim kroni¢nim upalnim bolestima te osobe s nekom tezom i ve¢om traumom unutar zadnja
tri mjeseca. Iskljuceni su takoder 1 pusaci, alkoholicari ili oni koji su uzimali lijekove koji mogu
mijenjati aktivnost antioksidacijskih enzima (npr. velike doze paracetamola, neki citostatici i
dr.). Iskljuceni su takoder i bolesnici s uznapredovalom mrenom ili drugim smetnjama na
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prednjem ocnom segmentu, koje onemogucuju detaljan pregled ocne pozadine, kao i bolesnici
s glaukomom. Bolesnici koji su uzimali vitamine s antioksidacijskim u¢inkom zamoljeni su da
ih dva mjeseca prestanu uzimati te su nakon toga, ako su zadovoljavali kriterije, ukljuceni u
studiju. Iz istrazivanja su takoder iskljuceni svi bolesnici sa SMD-om koji su prije bili lijeceni
ili je bilo u tijeku njihovo lijecenje anti-VEGF lijekovima.

3.2.2. Veli¢ina uzorka

Broj je ispitanika veci nego Sto je zadano izraCunatom veli¢inom uzorka uz statisticku snagu
istrazivanja od 80 % i razinu statisti¢ke znacajnosti od 0,05, s klini¢ki zna¢ajnom razlikom od
20 % u vrijednostima aktivnosti antioksidacijskih enzima u eritrocitima 1 TAS-a u serumu
izmedu bolesnika s ranim oblikom SMD-a i kontrolne skupine, i razlikom od 30 % u
vrijednostima navedenih parametara izmedu bolesnika s kasnim oblikom SMD-a i kontrolne
skupine. U procjeni vrijednosti 1 razlika parametara sluzili smo se rezultatima iz literature
[237,238]. Uz te uvjete ukupan potreban broj ispitanika iznosio je 88: za rani SMD 30
ispitanika, za kasni 14 i za kontrolu 44 (ugnijezdeno istrazivanje parova).

3.3. Postupci

3.3.1. Oftalmoloske pretrage

U svih ispitanika uzeta je detaljna obiteljska i osobna anamneza temeljem ranije izradenog
ispitnog listi¢a (upitnika) s obzirom na sve relevantne rizi¢ne ¢imbenike za SMD, s posebnim
osvrtom na obiteljsku anamnezu u svezi sa SMD-om, ukupnu izloZzenost sun¢evu zraenju
tijekom zivota (od najranijeg djetinjstva), jednako profesionalnu kao i u slobodnom vremenu,
te na uporabu zastitnih sredstava (SeSir, naocale).

Svim je ispitanicima odredena najbolje korigirana vidna oStrina (iako nije uklju¢ena u
stupnjevanje bolesti) prema medunarodnim optotipima i obavljen detaljan op¢i oftalmoloski
pregled (pregled prednjeg ocnog segmenta na biomikroskopu s procijepnom svjetiljkom,
mjerenje o¢nog tlaka).

Dijagnoza SMD-a postavljana je temeljem pregleda fundusa biomikroskopom kontaktnom
metodom Maistnerovim WF panfundoskopom u midrijazi.

Svim ispitanicima iz eksperimentalne skupine (bolesnici sa SMD-om) uradena je fotografija
fundusa u boji 1 fluoresceinska angiografija (FA) na digitalnoj fundus kameri tvrtke Zeiss, FF
450 plus IR. Kontrolnoj skupini ispitanika nije radena FA, njima je samo uradena snimka
fundusa u boji, kao i bolesnicima sa SMD-om kojima je u anamnezi utvrdena sklonost
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alergijama, a bolest stupnjevana samo temeljem fotografija fundusa. Pri obostranom nalazu
SMD-a kategorizacija se obavila prema nalazu na jac¢e zahva¢enom oku.

Velikomu dijelu bolesnika sa SMD-om uradena je i opti¢ka koherentna tomografija (OCT) na
uredaju Cirrus HD-OCT Model 400, Carl Zeiss Meditec, uglavnom onima s kasnim vlaznim
oblikom. Na zalost, nije uradena svima jer u vrijeme provodenja istrazivanja Klinika za ocne
bolesti KBC-a Split jo$ nije imala vlastiti OCT pa su bolesnici uglavnom sami snosili troSkove
pretrage. Zbog toga je pretraga, iako neinvazivna, radena samo u onih bolesnika koji su imali
medicinsku indikaciju za njezino provodenje (kasni vlazni oblik, radi uklju¢ivanja anti-VEGF
terapije, odmah nakon $to bi im bio uzet uzorak krvi za analizu za potrebe istrazivanja).

3.3.2. Klasifikacija SMD-a

Klasifikacija promjena i odredivanje tezine bolesti obavljeno je temeljem fundus fotografija i
fluoresceinskih angiograma, a u skladu s Medunarodnim klasifikacijskim sustavom [4].
Velic¢inu lezija i njihovu udaljenost od foveole procjenjivali smo prema veli¢ini promjera
papilarnog diska — PP (oko 1500 um na prosje¢nom fundusu). Unutarnju makulu ¢ini krug sa
srediStem na foveoli promjera 3000 pm (odnosno otprilike 2 PP), a vanjsku makulu krug
promjera 6000 um (4 PP) sa srediStem na foveoli. Veli¢ina samih lezija procjenjivana je
temeljem 1/24, 1/12, 1/8,6, 1/6, 1 1/3 PP §to odgovara veli¢ini lezije od 63, 125, 175, 250 1 500
pm.

U rani oblik SMD-a (slike 10A, 10B, 10C i 10D) svrstali smo sve promjene koje su ukljucivale
manje 1 veée meke druze (=63 pm), konfluirajuée druze i/ili zone hiperpigmentacije i
hipopigmentacije bez vidljivih korioidalnih krvnih zila unutar 3000 pm od foveole (stupnjeve
od prvog do trec¢eg, prema Medunarodnom klasifikacijskom sustavu).

Kasni oblik SMD-a ukljucivao je vlazni (neovaskularni) (slike 11A, 11B, 11C, 11D, 11E i slike
12A, 12B, 12C, 12D, 12E) te suhi oblik (geografsku atrofiju) (slike 13A, 13B, 13C, 13D i 13E)
u zoni unutar 3000 um od foveole (Sto odgovara 4. stupnju prema Medunarodnom
klasifikacijskom sustavu) [4]. Vlazni (neovaskularni) oblik ukljucivao je hemoragije i eksudat,
prisutnost seroznog ili hemoragijskog odignu¢a RPE-a ili senzorne mrezZnice, subretinalne ili
subepitelne neovaskularizacije i fibrovaskularni oziljak unutar 3000 um od foveole. Geografska
atrofija podrazumijevala je zonu oStro ograni¢enu depigmentacije, ve¢e od 175 um (za
usporedbu, toliko iznosi i prosjean promjer vena na papilarnom disku) s rubnom
hiperpigmentacijom i vidljivom korioidalnom vaskularizacijom.
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Slika 10A. Mnogobrojne meke, dijelom konfluirajuée, druze u Sirem podrucju makule s
centralnim hiperpigmentacijama i1 hipopigmentacijama RPE, rani oblik senilne makularne
degeneracije (SMD-a), fotografija fundusa u boji.

Slika 10B. Fluoresceinografski prikaz fundusa istog bolesnika: diskretne hiperfluorescencije u
podru¢ju mekih druza te blokada fluorescencije u podrucju aglomeracije RPE-a te zone
hipopigmentacije s prosijavanjem korioidalne fluorescencije u podrucju atrofije RPE-a u ranoj
fazi fluoresceinske angiogragije.
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Slika 10C. Hiperfluorescencija mekih druza u kasnoj fazi angiografije zbog zadrzavanja
akumuliranog fluoresceina.

Slika 10D. OCT istog bolesnika: valoviti izgled RPE sloja, hiperreflektivne strukture druza
ispod RPE-a, mjestimi¢no isprekidan iako odrzan sloj fotoreceptora. Nepravilna
hiperpigmentacija RPE-a uz mjestimi¢nu elevaciju slojeva RPE-a i fotoreceptora.
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Slika 11A. Fotografija fundusa u boji: vlazni (kasni) oblik senilne makularne degeneracije
(SMD-a), zuc¢kastosivkasta lezija u makuli s rubnim krvarenjima, klasi¢n oblik CNV-a.

Slika 11B. Floresceinografski prikaz fundusa istog bolesnika: u ranoj fazi fluoresceinske
angiografije pokazuju se centralno smjestene klasicne CNV kao jasno ogranicene, tockaste
blaze izrazene hiperfluorescencije u unutrasnjosti lezije. Rubna blokada fluorescencije
odgovara hemoragijama.
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Slika 11C. Postupno intenziviranje fluorescencije CNV lezija u daljnim fazama fluoresceinske
angiografije.

Slika 11D. U kasnoj fazi fluoresceinske angiografije vidljiva intenzivna fluorescencija,
akumulacija i propustanje fluoresceina s rubnim zamagljenjem u podrucju CNV lezija



Slika 11E. OCT istog bolesnika, klasi¢ni oblik CNV u vlaznoj formi SMD-a: kupolasta
hiperreflektivna subretinalna tvorba iznad signala RPE-a, odgovara klasi¢noj neovaskularnoj
membrani, hiporefleksivna zona u subretinalnom prostoru s hiperrefleksivnim tockastim
odjecma odgovara subretinalnim hemoragijama.

Slika 12A. Fotografija fundusa u boji: blijedoZuckasto odignuce u Sirem makularnom podrucju,
rarifikacija RPE-a s centralmon hemoragijom, kasni vlazni oblik senilne makularne
degeneracije, okultni oblik CNV.
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Slika 12B. Floresceinografski prikaz fundusa istog bolesnika. U ranoj fazi fluoresceinske
angiografije uz centralnu blokadu fluoresceina (hemoragije) naznacene su nejednolike i
nepravilne rubne hiperfluorescencije (okultne CNV).

Slika 12C. U daljnjim fazama angiografije rubne se hiperfluorescence intenziviraju i
homogeniziraju.
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Slika 12D. U kasnoj fazi fluoresceinske angiografije dolazi do akumulacije fluoresceina ispod
RPE i pojacane fluorescencije u podrucju okultnih CNV.

Slika 12E. OCT istog bolesnika: hiperrefleksivne strukture, koje odizu sloj RPE-a i slojeve
mreznice (okultna neovaskularna membrana) s akumulacijom tekucine subretinalno 1 prisutstvo
subretinalnih hemoragija. Sloj fotoreceptora i RPE-a nehomogene je debljine uz prekid
kontinuiteta fotoreceptorskog i1 RPE-e sloja fibroznim hiperrefleksivnim tkivom.
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Slika 13A. Fotografija fundusa u boji: suhi, kasni oblik senilne makularne degeneracije —
geografska atrofija (GA), velika zona atrofije RPE-a u makularnom podrucju s prosijavanjem
korioidalne vaskulature.

Slika 13B. Fluorosceinografski prikaz fundusa u istog bolesnika: tijekom rane arterijske faze
angiografije u podrucju geografske atrofije vidljiva je fluorescencija korioidalnih krvnih zila uz
prosijavanje korioidalne fluorescencije.
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Slika 13C. Intenzivnija hiperfluorescencija u dobro ograni¢enoj zoni geografske atrofije, bez
znakova propustanja fluoresceina u arterijsko-venskoj fazi angiografije.

Slika 13D. Dobro ogranicene hiperfluorescencije u zoni geografske atrofije, bez znakova
propustanja fluoresceina u kasnoj fazi angiografije.
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Slika 13E. OCT istog bolesnika: stanjenje retine u podruc¢ju makule uz djelomic¢nu destrukciju
sloja RPE-a i sloja fotoreceptora.

3.3.3. Laboratorijske pretrage

Svim je ispitanicima (i u eksperimentalnoj 1 u kontrolnoj skupini) za odredivanje enzimskih
antioksidanata (SOD-a, GPx-a, i CAT-a), TAS-a, i drugih biokemijskih parametara (mokra¢ne
kiseline, bilirubina, albumina) s antioksidacijskim u¢inkom te biokemijskih parametara koji se
povezuju sa SMD-om (kolesterola, triglicerida i CRP-a), jednokratno nataste uzet uzorak
venske krvi (10 ml) izmedu 8 — 9 sati ujutro nakon 12 — 14 sati posta tijekom noci. Analiza je
radena na Odjelu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split.

Uzorak krvi za odredivanja aktivnosti enzima SOD-a i CAT-a uzet je u epruvete s podtlakom
(Becton Dickinson) uz dodatak etilen diamin tetra-acetata (K3-EDTA) kao antikoagulansa. Za
uzork krvi za odredivanje aktivnosti GPx-a koristene su takoder epruvete s podtlakom (Becton
Dickinson), ali s dodatkom litium heparina. Unutar jednog sata od prikupljanja iz uzorka krvi
pripremljen je lizat eritrocita u kojem je spektrofotometrijski pri temperaturi od 37 °C mjerena
aktivnost enzima: SOD-a na 505 nm, GPx-a na 340 nm 1 CAT-ana 520 nm. Do obrade su uzorci
krvi bili pohranjeni na suhom ledu.

Za odredivanje TAS-a krv se uzimala u silikonizirane epruvete s podtlakom (Becton Dickinson)
bez antikoagulansa.

3.3.3.1. Odredivanje aktivnosti superoksidne dismutaze u eritrocitima

Za odredivanje aktivnosti SOD-a koriSten je komercijalni test RANSOD tvrtke Randox
Laboratories, Crumlin, UK. Eritrociti su izolirani iz pune krvi i lizirani slijede¢i naputak
proizvodaca, postupkom koji je primijenjen u radu Winterborna i suradnika s manjim
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preinakama [239]. Uzorak pune svjeZze krvi s antikoagulansom centrifugiran je na 3000
okretaja/min tijekom 10 minuta, nakon ¢ega se plazma s leukocitima i trombocitima pazljivo
odstranjivala, a eritrociti 4 puta ispirali sa 0,9 %-tnom otopinom NaCl 1 nakon svakog ispiranja
centrifugirali 10 minuta na 3000 okretaja/min. Isprani 1 centrifugirani eritrociti lizirali su se
dodatkom hladne destilirane vode i ostavljali tijekom 15 min na temperaturi od 4 °C da se proces
hemolize dovrsi. Lizat se zatim razrjedivao sa 0,01 mol/l fosfatnog pufera, pH 7,0 (0,05 ml
lizata + 1200 ml fosfatnofg pufera ili 50 pl lizata sa 1,2 ml fosfatnog pufera) i u razrijedenom
lizatu spektrofotometrijski na valnoj duljini od 505 nm pri temperaturi od 37 °C odredivala se
aktivnost SOD-a izrazena u U/gHb.

Hemoglobin je mjeren u uzorku pune krvi standardnim laboratorijskim metodama.

3.3.3.2. Odredivanje aktivnosti glutatonske peroksidaze u eritrocitima

Aktivnost GPx-a mjerena je u hemolizatu pune krvi komercijalnim testom RANSEL (Randox
Laboratories, Crumlin, UK), metodom prema Paglia i Valentinu [240] slijede¢i naputak
proizvodaca. Heparinizirana krv (0,05 ml) razrijedena je dodavanjem razrjedivata R3
(isporucenog uz test) 1 inkubirana tijekom 5 minuta. Zatim je dodan 1 ml Drabkinova reagensa
kako bi se proizveo stabilni cijanmethemoglobin i sprijecila oksidacija NADH-a. Unutar 20
minuta od dodavanja Drabkinova reagensa odredivana je aktivnost GPx-a spektrofotometrijski
na 340 nm pri temperaturi od 37 °C izrazena kao U/gHb.

Mjerenje SOD-a i GPx-a obavljano je na automatskom analizatoru Architect C8000 (Abbott
Diagnostics, USA).

3.3.3.3. Odredivanje aktivnosti katalaze u eritrocitima

Aktivnost katalaze odredivala se u lizatu eritrocita korisStenjem testa OxiSelect catalase activity
(Cell Biolabs, San Diego, CA, USA), prema uputama proizvodaca. Katalaza razgraduje H202
pri cemu nastaje voda i molekularni kisik, a koli¢ina razgradenog H20O:2 proporcionalna je
aktivnosti enzima. Promjena boje reakcijske smjese (proporcionalna aktivnosti katalaze)
mjerena je spektrofotometrijski na 520 nm, na uredaju BioTek (MTX Lab Systems, INC.
Virginia, USA). Aktivnost katalaze izraZzena je u U/gHb.

3.3.3.4. Odredivanje TAS-a u serumu

TAS je odredivan u serumu pri ¢em je koristen komercijalni TAS kit (Randox, Crumlin, UK)
po uputi proizvodaca, metodom prema Milleru i sur. [241] na analizatoru Architect C8000).
Boja 2, 2’-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) je u reagensu inkubirana s
peroksidazom (metmioglobinom) 1 H202. Boja ABTS u prisutnosti peroksidaze reagira sa H202
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stvaraju¢i kationski radikal ABTS* koji je zelene boje (mjeri se na 600 nm). Dodatkom
antioksidansa prisutnog u uzorku seruma suprimira se nastanak ABTS radikala (suprimira se
razvijanje boje), a koncentracija antioksidansa je obrnuto proporcionalna razvoju boje (ABTS
radikala). Vrijednosti TAS-a izrazene su u mmol/L.

Ostali neenzimski parametri odredivani su standardnim laboratorijskim metodama.

3.4. Statisticki postupci

Razina statisti¢ke znacajnosti odredena je na P<0,05 i svi intervali pouzdanosti dani su na 95%-
tnoj razini. U svim slucajevima upotrijebili smo dvosmjerne (engl. two-tail) testove statisticke
znacajnosti. Univarijatna analiza razlika medijana vrijednosti TAS-a, SOD-a GPx-a i CAT-a
izmedu SMD-a i kontrolne skupine napravljena je Mann — Whitney U testom s Monte Carlo
dvosmjernim izraCunom statisticke znacajnosti, utemeljenim na uzorku od 10.000 tablica.
Raspodjele rezultata opisane su medijanima i interkvartilnim rasponima. Prikazane su apsolutne
i relativne razlike medijana vrijednosti izmedu SMD-a i kontrolne skupine. Intervali
pouzdanosti razlika izmedu dva medijana izraunati su pomoc¢u metode koju su preporucili
Bonett i Price (2002.) [242]. Procjena enzimske aktivnosti i interakcije aktivnosti GPx-a 1 SOD-
a kao neovisnih prediktora SMD-a napravljena je multivarijatnom, binarnom logistickom
regresijom. Kontrola mogué¢ih demografskih, vitalnih, klini¢kih i biokemijskih zbunjujuéih
varijabli odnosno prilagodba povezanosti aktivnosti GPx i TAS za ucinak tih varijabli
napravljena je multivarijatnom, binarnom logisti¢Ckom regresijom. U prvom koraku analizirane
su univarijatne povezanosti svih varijabli sa SMD. Prema kriteriju koji su predlozili Hosmer i
Lemeshow 2000, u multivarijatnu analizu ukljuene su one varijable koje su se univarijatno
pokazale povezanima sa SMD na razini statisticke znacajnosti P<0,25 [243,244]. Prije analize
svi su markeri standarizirani. Standardizacija je napravljena tako Sto su od svih podataka
oduzete aritmeticke sredine, a zatim je ta razlika podijeljena standardnim devijacijama svakog
markera. Moderatorski utjecaj SOD-a na povezanost aktivnosti GPx-a i SMD-a analiziran je u
programu Process, verzija 2.12., Andrewa F. Hayesa, The Ohio State University, 2014.
Vrijednosti SOD-a, pri kojima je povezanost GPx-a 1 SMD-a bila statisticki zna€ajna odredene
su Johnson-Neymanovom tehnikom kako je implementirana u programu Process. Vjerojatnosti
SMD-a izracunate su temeljem omjera izgleda kao: vjerojatnost = omjer izgleda/(1+omjer
izgleda). Optimalne grani¢ne vrijednosti TAS-a i GPx-a za predikciju SMD-a odredene su
pomocu Receiver Operating Characteristic (ROC) analize 1 Youdenova indeksa J. Ta dva
markera su dihotomizirana i kombinirana u kompozitni prediktor s dvjema vrijednostima: 1)
barem jedan od dvaju markera na ili ispod grani¢ne vrijednosti, 2) oba markera, i TAS i1 GPx,
iznad grani¢ne vrijednosti. Prediktivna vrijednost dihotomiziranih i kombiniranih markera
odredena je pomocu povrsine ispod ROC krivulje, osjetljivosti, specifi¢nosti, pozitivnih i
negativnih prediktivnih vrijednosti i omjera vjerojatnosti (engl. likelihood ratios). Statisticka
analiza podataka napravljena je pomocu programa R Development Core Team (2008) (R: A
language and environment for statistical computing), R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria, ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/. Analiza ROC krivulja
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napravljena je pomocu statistickog programa MedCalc verzija 13.3 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org/; 2014).

3.5. Eti¢nost postupaka

Ovo je istrazivanje pregledalo i odobrilo Eticko povjerenstvo KBC-a Split.

U istraZivanju su se poStivala temeljna eticka 1 bioetiCka nacela — osobni integritet
(autonomnost), pravednost, dobrocinstvo i neSkodljivost — u skladu s Niirnberskim kodeksom i
Helsinskom deklaracijom [245].

Medicinski podatci prikupljeni su u skladu s etickim i1 bioetickim nacelima. Osigurana je
privatnost (medicinska tajna) ispitanika ukljucenih u istraZivanje, kao 1 zaStita tajnosti podataka.

Svi su ispitanici dobili na potpis obrasce Obavijest za ispitanike i Suglasnost za sudjelovanje u
istrazivanju, koje je odobrilo Eticko povjerenstvo KBC-a Split.
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4. REZULTATI

4.1. Opis uzorka prema demografskim, vitalnim i klini¢ckim obiljezjima

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 107 ispitanika: 57 sa SMD-om (32 s ranim i 25 s kasnim
oblikom bolesti) i 50 zdravih (u smislu SMD-a) ispitanika u kontrolnoj skupini (tablica 1).
Skupine su inicijalno bile izjednacene prema dobi, spolu i cjelozivotnoj izloZenosti suncevu
zracenju. U skupini bolesnika sa SMD-om bilo je 36 zena (61,4 %) 1 21 muskarac (38,6 %). U
kontrolnoj skupini bila je 31 Zena (62,0 %) 1 19 muskaraca (38,0 %) (tablica 1). S ranim oblikom
SMD-a bilo je 11 muskaraca (34,4 %) 1 21 zena (65,6 %), a s kasnim SMD-om 10 muskaraca
(40,0 %) 1 15 Zena (60,0 %). U skupini bolesnika skupni medijan (interkvartilni raspon) zivotne
dobi iznosio je 77 (71 — 81) godina, a u kontrolnoj skupini 78 (73 — 81) godina (tablica 1).

Skupina bolesnika sa SMD-om statisticki se zna¢ajno razlikovala od kontrolne skupine samo u
pogledu zastite o¢iju od sunca noSenjem suncanih naocala ili SeSira (P<0,001) (tablica 1).

Osim moguceg "zbunjuje¢g" utjecaja te varijable na odnos enzimskih antioksidansa i TAS-a sa
SMD-om, odlu¢ili smo multivarijatnim statistickim metodama kontrolirati i eventualni
zbunjujuci utjecaj te i svih drugih varijabla koje su univarijatno bile statisticki znacajno razlicite
izmedu skupine bolesnika sa SMD-om i kontrolne skupine na razini statisticke znacajnosti
P<0,25 [243,244].To su bile boja o¢iju (P=0,137) i poviSeni krvni tlak (P=0,128) (tablica 1).
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Tablica 1. Demografska, vitalna i klinicka obiljezja ispitanika (SMD bolesnika i1 zdravih
ispitanika)

Skupina sa SMD-om Kontrolna skupina

(n=57) (n=50) P
Dob, medijan (IQR) 77 (71-82) 78 (73-81) 0.474*
Spol
Muskarci 21 (36.8) 19 (38.0) 0.902
Zene 36 (63.2) 31 (62.0)
Pozitivna obiteljska anamneza za SMD 3 (5.3 4 (8.0) 0.568
CjeloZivotna izloZzenost suncu 1
Niska 0 (0.0 0 (0.0 0.792
Srednja 7 (12.3) 7 (14.0)
Visoka 50 (87.7) 43 (86.0)
Zastita oCiju od suncat 2 (3.5 15 (30.0) <0.001
IzloZenost suncu u djetinjstvus 55 (96.5) 48 (96.0) 0.89%4
Boja oCiju
Svijetla 27 (47.4) 16 (32.0) 0.137
Srednje tamna 27 (47.4) 27 (54.0)
Tamna 3 (5.3 7 (14.0)
Boja kose
Svijetla 20 (35.1) 13 (26.0) 0.392
Srednje tamna 32 (56.1) 29 (58.0)
Tamna 5 (8.8) 8 (16.0)
Mrena
Ne 3 (5.3 5 (10.0) 0.615
Da 40 (70.0) 32 (67.0)
Pseudofakija 14 (24.5) 13 (26.0)
Poviden krvni tlak Il 33 (57.9) 36 (72.0) 0.128

Podatci su prikazani kao n (%) osim ako nije drukcije oznaceno.

KRATICE: SMD= senilna makularna degeneracija; IQR = interkvartilni raspon;

P= x2 test; statisticka znacajnost rezultata;

*Mann — Whitney U-test;

tNiska zastita od sunca = prosje¢na zivotna izloZzenost suncu < 4 sata dnevno; srednja izlozenost 4 — 7 sati dnevno i visoka
izloenost = 7 sati dnevno;

$NoSenje naocala ifili $eSira;

§ Jesu li ispitanici vie vremena provodili kao djeca na suncu;

Il Je li u ispitanika dijagnosticiran poviSeni krvni tlak.
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4.2. Razlike u vrijednostima neenzimskih antioksidansa (bilirubina,
mokracne Kiseline, albumina) i drugih ispitivanih biokemijskih
parametara izmedu skupine bolesnika sa SMD-om i kontrolne skupine

Mann — Whitney U testom ispitali smo statisticku znacajnost razlika u vrijednostima odredenih
neenzimskih antioksidansa (bilirubina, mokra¢ne kiseline, albumina), kao i biokemijskih
parametara (kolesterola, HDL i1 LDL kolesterola, triglicerida i CRP-a) koji se povezuju s
nastankom SMD-a, kao i vrijednosti Hb (koji je koriSten za izraun aktivnosti enzimskih
antioksidansa) izmedu bolesnika sa SMD-om i ispitanika kontrolne skupine (tablica 2). Jedina
statisticki znaCajna razlika izmedu promatranih skupina dobivena je za vrijednosti albumina
(P=0,039). Albumini su u skupini bolesnika sa SMD-om bili statisticki znacajno nizi nego u
kontrolnoj skupini. U drugim pra¢enim biokemijskim parametrima nismo dobili statisticki
znacajne razlike izmedu ispitivanih skupna (tablica 2). Multivarijatnim statistickim metodama
u nastavku smo kontrolirali doprinos albumina i triglicerida (jer su se trigliceridi univarijatno
statisticki znacajno razlikovali izmedu skupine bolesnika sa SMD-om i kontrolne skupine na
razini znacajnosti P<0,25), kao mogucéih "zbunjujuéih" varijabli za odnos enzimskih
antioksidansa i TAS-a i SMD-a.

Tablica 2. Razlike u vrijednostima odredenih neenzimskih antioksidansa, biokemijskih
parametara koji se povezuju s nastankom SMD-ate vrijednosti Hb izmedu skupine bolesnika sa
SMD-om i kontrolne skupine ispitanika

Skupina sa SMD-om Kontrolna skupina

(n=57) (n=50) P
Bilirubin ukupni pumol/l 9.9 (7.5-134) 10.8 (7.3-15.5) 0.774
Bilirubin direktni umol/l 29 (1.8-4.1) 3.1 (2.2-45) 0.765
Bilirubinin direktni pumol/l 7.5 (5.3-11.5) 7.9 (5.3-11.9) 0.789
Albumini g/l 41.0 (40.0-43.0) 43.0 (40.0-45.0) 0.039
Mokracna kiselina pmol/l 300 (264-361) 318 (256-396) 0.939
Kolesterol mmol/l 5.7 (4.7-6.7) 59 (5.0-6.8) 0.500
HDL mmol/l 1.5 (1.2-1.8) 1.6 (1.4-1.9) 0.395
LDL mmol/l 34 (2.8-4.6) 3.8 (3.0-4.4) 0.844
Trigliceridi mmol/l 1.2 (1.0-1.7) 1.5 (1.1-1.9) 0.183
CRP mgl/l 1.9 (1.1-4.5) 23 (1.3-3.9) 0.908
Hb g/l 136 (131-145) 139 (130-148) 0.508

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon)
P = Mann-Whitney U test, statisticka znaCajnost rezultata;
SMD = Senilna makularna degeneracija.
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4.3. Razlike u aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-ai CAT-a)
u eritrocitima i razine TAS-a u serumu izmedu skupine bolesnika sa
SMD-om i kontrolne skupine

Mann — Whitneyevim U testom s Monte Carlo dvosmjernim izra¢unom statisticke znacajnosti
temeljenim na uzorku od 10.000 tablica istrazili smo postoji li statisticki znacajna razlika u
aktivnosti pojedinih enzimskih antioksidansa u eritrocitima i vrijednosti TAS-a u serumu
izmedu bolesnika sa SMD-om i ispitanika kontrolne skupine (tablica 3). Aktivnost GPx-a u
eritrocitima bila je statisti¢ki znac¢ajno niza u skupini bolesnika sa SMD-om nego u kontrolnoj
skupini. Razlika je iznosila 15 U/gHb (28 %) (P<0,001). Medijan TAS-a bio je 0,17 mmol/l
(10 %) nizi u skupini bolesnika sa SMD-om, indiciraju¢i statisti¢ki znacajnu razliku izmedu
dviju skupina (P=0,015). Nakon prilagodbe za ucinak vrijednosti svih Cetiriju parametara, nize
vrijednosti GPx-a i TAS-a bile su statisticki znac¢ajno povezane sa SMD-om. SniZenje
aktivnosti GPx-a za jednu standardnu devijaciju povecavalo je vjerojatnost izgleda za nastanak
SMD-a 4,10 puta. SniZzenje vrijednosti TAS-a za jednu standardnu devijaciju povecavalo je
izgled za nastanak SMD-a 2,34 puta.

Izmedu skupine sa SMD-om i kontrolne skupine nismo uocili statisti¢ki znacajne razlike u
aktivnosti SOD-a (P=0,984) 1 CAT-a (P=0,426) u eritrocitima (tablica 3).

Tablica 3. Razlike u medijanima aktivnosti SOD-a, GPx-a i CAT-a u eritrocitima te razine
TAS-a u serumu izmedu bolesnika sa SMD-om i zdrave kontrolne skupine; povezanost
smanjenja vrijednosti pojedinih biljega 1 SMD-a

Skupina sa SMD-om Kontrolna skupina Multivarijatna analiza*
dabs (95 % Cl d P
(n=57) (n=50) s (95 % C1) " OR(95%Cl) P

SOD UigHb 1389 (1185-1601) 1413 (1221-1575) 25 (-166-116) 2% 0.984 1.10 (0.68-1.79) 0.701
GPxUigHb 39 (33-48) 54 (43-62) -15(-21--9)  28% <0.001 4.10 (2.19-7.70) <0.001
CATUigHb 52 (48-58) 54 (47-60) -2 (-6-2) 4% 0.426 0.70 (0.41-1.20) 0.191
TAS mmolll 147 (1.33-1.71)  1.64 (1.47-1.77) -0.17 (-0.28--0.05) 10% 0.015 2.34 (1.42-3.86) 0.001

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon)

KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; SOD = superoksidna dismutaza; GPx = glutationska peroksidaza; CAT =
katalaza; TAS = ukupni antioksidacijski status;

P = Mann-Whitney U test s Monte Carlo dvosmjernom statistickom znacajno$cu temeliem uzorka od 10.000 tablica; dabs =
apsolutna razlika izmedu medijana; drel = relativna razlika izmedu medijana; 95 % Cl = 95 % interval pouzdanosti razlika
izmedu medijana; OR = omjer izgleda za SMD pri jedini¢noj promjeni aktivnosti biliega, multivarijatna binarna logisticka
regresija;

*Vrijednosti SOD-a, GPx-a, CAT-a i TAS-a bile su standardizirane prije ukljuivanja u multivarijatnu logisticku regresiju; od
svakog rezultata je oduzeta aritmeticka sredina svih rezultata te je ta razlika podijeljena standardnom devijacijom svih
rezultata.
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4.4. Multivarijatna logisticka regresijska analiza povezanosti aktivnosti
GPx u eritrocitima i TAS-a u serumu sa SMD-om, nakon kontrole
zbunjujucih varijabla

Nakon S§to smo multivarijatnom binarnom logistickom regresijom napravili prilagodbu za
ucinke za sve proucavane varijable koje su se univarijatno pokazale statisticki znacajno
razli¢itima izmedu skupine bolesnika sa SMD-om i kontrolne skupine na razini statisticke
znacajnosti P<0,25 (zastita ociju od sunca, boja o€iju, poviseni krvni tlak, albumini u serumu
te trigliceridi), snizavanje TAS-a za jednu standardnu devijaciju statisticki je znacajno
povecavalo izglede za SMD (OR=2,11; 95 % CI 1,18-3,76; P=0,012), kao i snizavanje GPx-a
za jednu standardnu devijaciju (OR=4,1; 95 % CI 2,1 — 7,96; P<0,001) (tablica 4). SniZzene
vrijednosti TAS-a i aktivnosti GPx-a pokazali su se neovisnim prediktorima SMD-a. Osim
vrijednosti aktivnosti GPx-a u eritrocitima i razine TAS-a u serumu, zastita o¢iju od sunca i
albumini u serumu bili su statisticki znacajno razli¢iti izmedu skupine bolesnika sa SMD-om i
kontrolne skupine.

Tablica 4. Analiza povezanosti aktivnosti GPx-a u eritrocitima i TAS-a u serumu sa SMD-om,
nakon kontrole zbunjujucih varijabla

Skupina sa SMD-om  Kontrolna skupina Multivarijatna analiza*
(n=57) (n=50) OR (95 % CI) P

GPx U/gHb 39 (33-48) 54 (43-62) 410 (2.11-7.96)  <0.001
TAS mmol/l 1.47 (1.33-1.71) 1.64 (1.47-1.77) 2.11(1.18-3.6) 0.012
Zastita oCiju od sunca t 2(3.9) 15 (30.0) 0.09 (0.01-0.75) 0.026
Boja oCiju
Svijetla 27 (47.4) 16 (32.0) 1
Srednje tamna 27 (47.4) 27 (54.0) 0.53 (0.17-1.7) 0.283
Tamna 3(5.3) 7(14.0) 0.14 (0.02-1.01)  0.051
Povien krvni tlak 1 33 (57.9) 36 (72.0) 0.55(0.18-1.69)  0.297
Albumini g/l 41.0 (40.0-43.0) 43.0 (40.0-45.0) 0.79 (0.65-0.96)  0.019
Trigliceridi mmol/l 1.2(1.0-1.7) 5(1.1-1.9) 1.21(0.5-2.9) 0.675

KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; TAS = ukupni antioksidacijski status; GPx = glutationska peroksidaza;
OR = omjer izgleda za SMD pri jedini¢noj promjeni aktivnosti biliega, multivarijatna binarna logisticka regresija;

*Vrijednosti TAS-a, GPx-a bile su standardizirane prije ukljucivanja u multivarijatnu logisticku regresiju; od svakog rezultata je
oduzeta aritmeti¢ka sredina svih rezultata te je ta razlika podijeljena standardnom devijacijom svih rezultata;

T NoSenje naoCala ifili $eSira;

1 Je li uispitanika dijagnosticiran poviSeni krvni tlak.
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4.5. Razlika u aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-a i CAT-a)
i razine TAS-a u serumu izmedu skupina ispitanika s ranim i kasnim
oblikom SMD-a i kontrolne skupine

Nakon §to smo skupinu bolesnika sa SMD-om podijelili u dvije kategorije — na one s ranim i
one s kasnim stadijem — usporedivali smo ih medusobno i s kontrolnom skupinom radi
utvrdivanja postojanja povezanosti ispitivanih varijabla s tezinom SMD-a (tablica 5).
Jonckheere-Terpstra test nije indicirao statisticki znacajne razlike u aktivnostima SOD-a i CAT-
a izmedu triju promatranih skupina. Razlike u vrijednostima aktivnosti GPx-a i razine TAS-a
bile su statisticki znaCajne izmedu promatranih skupina. Izmedu skupina bolesnika s ranim
SMD-om i kasnim SMD-om vrijednost TAS-a nije se statisticki znacajno razlikovala (Mann —
Whitney U test; z=0,306; P=0,759). Aktivhost GPx-a takoder se nije statisticki znaCajno
razlikovala izmedu skupine bolesnika s ranim i kasnim SMD-om (Mann — Whitney U test; z=
0,321; P=0,748).

Iako se aktivnost GPx-a nije statisticki znacajno razlikovala izmedu bolesnika s ranim i kasnim
SMD-om, aktivnost GPx-a bila je statisticki znacajno niza i u bolesnika s ranim (z=3,63;
P<0,001) i u bolesnika s kasnim (z=3,6; P<0,001) SMD-om u odnosu na kontrolnu skupinu.
Isto tako vrijednosti TAS-a bile su statisticki znacajno nize u skupini bolesnika s kasnim SMD-
om (z=2,3; P=0,023) u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika, a vrijednosti TAS-a u skupini
bolesanika s ranim SMD-om bile su nize od vrijednosti TAS-a u ispitanika kontrolne skupine
na razini znac¢ajnosti od 92 % (a ne na zadanih 95 %) (z=1,73; P=0,084).

Tablica 5. Razlika u aktivnosti enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-ai CAT-a) i razine TAS-
a u serumu izmedu skupina ispitanika s ranim i kasnim SMD-om i kontrolne skupine

Skupina sa SMD-om ,
Kontrolna skupina p 5
Rani SMD Kasni SMD (n=50) N
(n=32) (n=25)
SOD U/gHb 1430 (1089-1713) 1378 (1227-1577) 1413 (1221-1575)  0.961 0.00
GPx U/gHb 39 (35-47) 38 (30-51) 54 (43-62) <0,001 0.18
CAT U7gHb 53 (48-57) 52 (44-62) 54 (47-60) 0.514 0.01
TAS mmol/l 1.45(1.29-1.75) 1.48 (1.35-1.68) 1.64 (1.47-1.77) 0.022 0.06

Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon)

KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; SOD = superoksidna dismutaza; GPx = glutationska peroksidaza; CAT =
katalaza; TAS = ukupni antioksidacijski statusa; P= Jonckheere-Terpstra test s Monte Carlo dvosmjernom statistickom
znaCajano$c¢u temeljem uzorka od 10.000 tablica; n2= standardizirana mjera veli¢ine ucinka izracunata kao [x%(n-1)].
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4.6. Interakcija aktivnosti SOD-a i GPx-a u predikciji SMD-a

Iako aktivnost SOD-a nije bila statisticki znac¢ajno povezana sa SMD-om, imala je statisticki
zna¢ajan moderatorski utjecaj na povezanosti GPx-a i SMD-a (P=0,003). Pri aktivnosti SOD-a
nizoj od prvog kvartila, odnosno nizoj od —0,73 standardne devijacije (Sto je odgovaralo
vrijednosti aktivnosti SOD-a nizoj od 1209 U/gHb), razlike u aktivnosti GPx-a nisu bile
statisticki znacajno povezane sa SMD-om (tablica 6). Iznad 75-og percentila vrijednosti
aktivnosti SOD-a, §to je iznosilo vise od 0,59 standardnih devijacija (Sto je odgovaralo
aktivnosti SOD-a >1581 U/gHb), jedna standardna devijacija smanjenja GPx-a povecavala je
izglede za SMD za viSe od Sest puta (OR = 6,22; P<0,001).

Sto je aktivnost SOD-a bila visa, to je bila ve¢a povezanost smanjenja aktivnosti GPx-a i SMD-
a (slika 14).

Interakcije SOD-a i CAT-a (P=0,810) te GPx-a i CAT-a (P=0,679) nisu bile statisticki
znacajne.

Tablica 6. Povezanost aktivnosti GPx-a sa SMD-om pri razli¢itim razinama aktivnosti SOD-a

Ucinak smanjenja aktivnosti GPx-a

SOD* (z vrijednosti)
OR (95 % Cl) P Vjerojatnost SMD-a
10. percentil (-1.31) 0.98 (0.45-1.08) 0.953 0.49
25. percentil (-0.73) 1.73 (1.00-2.97) 0.049 0.63
50. percentil (-0.06) 3.31 (1.88-5.81) <0.001 0.77
75. percentil (0.59) 6.22 (2.66-14.44) <0.001 0.86
90. percentil (1.28) 12.16 (3.56-41.68) <0.001 0.92

KRATICE: GPx = glutationska peroksidaza; SOD = superoksidna dismutaza; OR = omjer izgleda za SMD pri jedini¢nom
smanjenju standardizirane vrijednosti GPx-a; 95 % Cl = 95 % interval pouzdanosti; P = razina statisticke znacajnosti;
Vjerojatnost = vjerojatnost SMD-a predvidena logistiCckom regresijom temeliem smanjenja GPx z vrijednosti;

*Vrijednosti GPx-a, SOD-a i CAT-a bile su standardizirane prije uklju¢ivanja u multivarijatnu logisti¢ku regresiju; od svakog
rezultata je oduzeta aritmeticka sredina svih rezultata te je ta razlika podijeljena standardnom devijacijom svih rezultata.
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Slika 14. Vjerojatnost SMD-a prema aktivnosti GPx-a pri razli¢itim razinama aktivnosti SOD-
a; sve vrijednosti su standardizirane (z) vrijednosti

4.7. Prediktivna vrijednost aktivnosti GPx-a u eritrocitima i TAS-a u
serumu za SMD

4.7.1. Prediktivna vrijednost aktivnosti GPx-a za SMD

Vrijednost aktivnosti GPx-a u eritrocitima kao potencijalno klini¢ki upotrebljivog instrumenta
za predikciju statusa SMD-a ispitali smo analizom ROC krivulja. Vjerojatnost SMD-a prije
testa, odnosno ocekivana prevalencija procijenjena je na 25 % temeljem prevalencije u
values) aktivnosti GPx-a, utvrdena temeljem Youdenova indeksa J iznosila je 48,97 U/gHb
(slika 15). Ukupna to€nost razlikovanja bolesnika sa SMD-om i zdrave kontrolne skupine,
izraCunata kao povrsina ispod krivulje, iznosila je AUC =73 % (95 % CI 63 — 81 %; P<0,001),
s osjetljivoséu od 79 % i specificnoséu od 66 % (tablica 7). Pozitivni omjer vjerojatnosti (engl.
likelihood ratio) za SMD iznosio je 2,32 (95 % CI 1,56 — 3,43). Negativni omjer vjerojatnosti
iznosio je 0,32 (95 % CI1 0,18 — 0,55). Broj koji je potrebno dijagnosticirati da bi se prepoznao
jedan sluc¢aj SMD-a (engl. number needed to diagnose) iznosio je 2,2 (95 % CI 1,63 — 4,02).
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Uz prevalenciju odnosno vjerojatnost za bolest, prije testa vrijednosti aktivnosti GPx-a od
25 %, apsolutno povecanje vjerojatnosti za bolest pri pozitivnom testu iznosi 18 %, a relativno

povecanje 76 %. Pri negativnom testu aposlutno povecanje vjerojatnosti za odsustvo bolesti
iznosi 15 %, a relativno 60 %.
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Slika 15. ROC krivulja osjetljivosti i 100 — specifi¢nosti aktivnosti GPx-a za SMD. PovrSina

ispod krivulje (AUC) = 0,73; 95 % CI 0,63 do 0,81; P=0,001. Bijelim kruzi¢em oznacen je
Youdenov indeks J=48,97 U/gHb; isprekidana crta oznacava 95 %-tni interval pouzdanosti

Tablica 7. Predikcija SMD-a temeljem aktivnosti GPx-a u eritrocitima

Aktivnost GPx-a Skupln?ns;aWS)MD-om Kontrc():]n=a5gl)<uplna Prediktivna vrijednost
< 48.97 UlgHb* 45 (78.9) 17 (34.0) . 7;&53{‘8 )
> 48.97 UlgHb 12 (21.1) 33 (66.0) 0 72‘?35’62"_”0383)
Ukupno 57 (100.0) 50 (100.0)
Osijetljivost Specificnost AUC =73 %
0.79 (0.70-0.87) 0.66 (0.55-0.75) (95 % Cl 63-81 %)

Vrijednosti su prikazane kao n (%)

KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; GPx = glutationska peroksidaza; AUC = povrSina ispod krivulje;
*Optimalna grani¢na vrijednost, utvrdene temeljem Youdenova indeksa J.

92



4.7.2. Prediktivna vrijednost TAS-a u serumu za SMD

Vrijednost razine TAS-a u serumu kao potencijalno klini¢ki upotrebljivog instrumenta za
predikciju statusa SMD ispitali smo takoder analizom ROC krivulja. Vjerojatnost SMD-a prije
testa, odnosno ocekivana prevalencija, procijenjena je na 25 % temeljem prevalencije u
temeljem Youdenova indeksa J iznosila je 1,44 mmol/l (slika 16). Ukupna to¢nost razlikovanja
bolesnika sa SMD-om 1 zdrave kontrolne skupine, izraCunata kao povrsina ispod krivulje,
iznosila je AUC =65 % (95 % CI 55 — 72 %; P=0,001), s osjetljivoscu od 49 % i specifi¢noscu
od 82 % (tablica 8). Pozitivni omjer vjerojatnosti za SMD iznosio je 2,73 (95 % CI 1,4 — 5,74).
Negativni omjer vjerojatnosti iznosio je 0,62 (95 % CI 0,48 — 0,84). Broj koji je potrebno
dijagnosticirati da bi se prepoznao jedan slu¢aj SMD-a iznosio je 3,2 (95 % CI 2,15 —8,72). Uz
prevalenciju odnosno vjerojatnost za bolest, prije testa temeljenog na razini TAS-a u serumu,
od 25 %, apsolutno povecanje vjerojatnosti za bolest pri pozitivnom testu iznosi 22 %, a
relativno povecanje 88 %. Pri negativnom testu apsolutno povecanje vjerojatnosti za odsutnost
bolesti iznosi 8 %, a relativno povecanje 32 %.
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Slika 16. ROC krivulja osjetljivosti i 100 — specifi¢nosti razine TAS-a za SMD. PovrSina ispod

krivulje (AUC) = 0,65; 95 % CI: 0,55 do 0,72; P=0,001. Bijelim kruzi¢m oznacen je Youdenov
indeks J=1,44 mmol/l; isprekidana crta oznacava 95 %-tni interval pouzdanosti
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Tablica 8. Predikcija SMD-a temeljem razine TAS-a u serumu

Skupina sa SMD-om Kontrolna skupina

TAS (n=57) (n=50) Prediktivna vrijednost
< 1.44 mmoll 28 (49.0) 9(18.0) 0_76P("(Jz_iéizvfg_87)
> 1.44 mmolll 29 (51.0) 41 (82.0) o 52?3?;"_”0?6 "
Ukupno 57 (100.0) 50 (100,0)
Osijetljivost Specificnost AUC =65 %
0,49 (0.40-0.56) 0,82 (0.72-0.90) (95 % Cl 55-72 %)

Vrijednosti su prikazane kao n (%)
KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; TAS = ukupni antioksidacijski status; AUC = povrsina ispod krivulje;
*Optimalna grani¢na vrijednost, utvrdena temeljem Youdenova indeksa J.

4.7.3. Prediktivna vrijednost kombinacije GPx-a i TAS-a za SMD

Istrazili smo vrijednost kombinacije aktivnosti GPx-a u eritrocitima i razine TAS-a u serumu,
kao potencijalno klinicki upotrebljivog instrumenta (dijagnostickog testa) za predikciju statusa
SMD-a, analizom ROC krivulje (slika 17). Istom metodom odredene su i grani¢ne vrijednosti
GPx-a 1 TAS-a pri kojima je razlikovanje izmedu bolesnika sa SMD-om i zdravih osoba bilo
najvece. Vjerojatnost SMD-a prije testa, odnosno o¢ekivana prevalencija, procijenjena je na 25
vrijednost, utvrdena temeljem Youdenova indeksa J, iznosila je 1,44 mmol/l za TAS i 48.97
U/gHb za GPx (slika 18). Ta dva parametra su dihotomizirana oko tako utvrdenih grani¢nih
vrijednosti te kombinirana u kompozitni prediktor s dvjema vrijednostima: 1) barem jedan od
dvaju parametara ispod ili na grani¢noj vrijednosti, 2) oba parametra, 1 TAS 1 GPx, iznad
grani¢ne vrijednosti. Ukupna to€nost razlikovanja bolesnika sa SMD-om i zdrave kontrolne
skupine, izracunata kao povrsina ispod krivulje, iznosila je AUC =75 % (95 % CI 66 — 79 %;
P<0.001), s osjetljivoséu od 95 % 1 specifino$¢u od 52 % (tablica 9). Pozitivni omjer
vjerojatnosti za SMD iznosio je 1,97 (95 % CI 1,52 — 2,26). Negativni omjer vjerojatnosti
iznosio je 0,10 (95 % C1 0,03 —0,31). Broj koji je potrebno dijagnosticirati da bi se prepoznao
jedan sluc¢aj SMD-a iznosio je 2,1 (95 % CI = 1,82— 3,37). Uz prevalenciju, odnosno
vjerojatnost za bolest prije testa kombiniranim vrijednostima TAS-a 1 GPx-a od 25 %, apsolutno
povecanje vjerojatnost za bolest pri pozitivnom testu iznosi 14 %, a relativno povecanje 56 %.
Pri negativhom testu apsolutno povecanje vjerojatnosti za odsutnost bolesti iznosi 22 %, a
relativno povecanje 88 %. Na ciljanoj populaciji od 1000 osoba, temeljem prevalencije SMD
od 25 % za populacijsku dobnu skupinu > 65 godina, za o¢ekivati je da ¢e njih 250 razviti SMD,
a 750 ¢e ostati zdravo. Uz opisani test kombinacijom vrijednosti aktivnosti GPx-a u eritrocitima
i razine TAS-a u serumu u 237 bolesnika SMD ¢e biti pravilno prepoznat; a njih 13 sa
SMD-om biti ¢e pogresno iskljuceno (nece biti prepoznati kao bolesnici); u 360 zdravih SMD
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¢e bit pogreSno prepoznat (bit ¢e proglaSeni bolesnima), a u njih 390 SMD ¢e biti pravilno
iskljucen (dakle, bit ¢e ispravno prepoznati kao zdravi).
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Slika 17. ROC krivulja osjetljivostii 100 — specifi¢nosti kombinacije aktivnosti GPx-a i TAS-
a. Povrsina ispod krivulje (AUC) = 0,80; 95 % CI: 0,71 do 0,87; P<0.001. Bijelim kruzi¢em
oznacen je Youdenov indeks J; isprekidana crta oznacava 95 %-tni interval pouzdanosti.
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Slika 18. ROC krivulja osjetljivosti i 100 — specifi¢nosti vrijednosti aktivnosti GPx-a (krivulja
pune crte) i razine TAS-a (krivulja isprekidane crte) za SMD. PovrS$ina ispod krivulje za TAS
(AUC) =0,65; 95 % CI: 0,55 do 0,72; P=0,001; Povrsina ispod krivulje GPx (AUC) = 0,73; 95
% CI: 0,63 do 0,81; P=0,001. Bijelim kruzi¢ima oznaceni su Youdenovi indeksi J = 48,97
U/gHb za GPx i J = 1,44 mmol/l za TAS; isprekidana crta oznaCava 95 %-tni interval
pouzdanosti.
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Tablica 9. Predikcija SMD-a temeljem dihotomiziranih, kombiniranih vrijednosti aktivnosti
GPx-a u eritrocitima i razine TAS-a u serumu

Skupina sa SMD-om Kontrolna

(n=57) (n=50) Prediktivne vrijednosti

Barem jedan parametar
(GPx ili TAS) ispod ili na 54 (94.7) 24 (48.0)
grani¢noj vrijednosti’

Pozitivna
0.69 (0.63-0.72)

Oba parametra i GPx i

. - Negativna
TAS |znaq graniénih 3(5.3) 26 (52.0) 0.90 (0.74-0.97)
vrijednosti
Ukupno 57 (100.0) 50 (100.0)

Osijetljivost Specifiénost AUC=75%
0.95 (0.87-0.99) 0.52 (0.43-0.56) (95 % CI 66-79 %)

Vrijednosti su prikazane kao n (%)

KRATICE: SMD = senilna makularna degeneracija; TAS = ukupni antioksidacijski status; GPx = glutationska peroksidaza;
AUC = povrsina ispod krivulje

*Optimalna graniéna vrijednost, utvrdena temeljem Youdenova indeksa J, iznosila je 1,44 mmol/l za TAS i 48,97 U/gHb za
GPx.

96



5. Rasprava

PoboljSanjem u javnom zdravstvu suzbijanjem infekcija i preveniranjem dijetetskih deficita
znatno je produljen prosjecni zivotni vijek, prije svega u razvijenim zemljama Zapada. Ocekuje
se da bi se broj osoba u dobnoj skupini od 80 i viSe godina do 2050. godine globalno mogao
povecati na 379 milijuna, za oko 5,5 puta u odnosu na 2000. godinu, kad je iznosio 69 milijuna
[42]. Na zalost, moguénosti preveniranja i lijeCenja brojnih poremecaja i bolesti povezanih sa
starijom zivotnom dobi nisu se razmjerno poboljSale [134]. Kao rezultat toga, bolesti povezane
sa starenjem progresivno dobivaju na znacenju. O¢ne bolesti nisu izuzetak. Vode¢i je uzrok
sljepoce u osoba u dobi viSoj od 50 godina starosti u razvijenim zemljama Zapada SMD [25—
27]. On je 1 tre¢i globalni uzrok sljepoce, neovisno o dobi 1 zemljopisnoj regiji i koji se danas
ne moze prevenirati, a sadasnja terapijska strategija ima brojne nedostatke i znatan je financijski
problem zdravstvenim sustavima [25-27,56,57,60,62]. Vid milijuna osoba ve¢ je tesko ostecen
zbog te bolesti, a mnogim milijunima oStec¢enje prijeti, ako prevalencija SMD-a nastavi ovako
rasti [2,26,27,42,67]. Nemogucnost prevencije razvoja SMD-a i nedostatak odgovarajuceg
lijecenja uzrokovani su multifaktorijalno$¢u i nepotpunim poznavanjem temljnih patogenetskih
mehanizama bolesti na stani¢noj i biokemijskoj razini.

Najnovija istrazivanja (temeljena poglavito na zivotinjskim i tkivnim modelima i kulturama
stanica [169,194,218,235,246-253], a znatno manje na klinickim 1 epidemioloskim
istrazivanjima u ljudi) [234,254-256], upucuju da bi kumulativni oksidacijski stres, odgovoran
za proces starenja, mogao imati 1 klju¢nu ulogu u patogenezi SMD-a [22,77,101,127,128,130—
132,234].

Uloga oksidacijskog stresa u SMD-u bioloski je vrlo uvjerljiva (zbog izloZzenosti makule velikoj
kolicini kisika 1 svjetla), ali jo§ uvijek nedokazana. Nedostaju ¢vrsti dokazi o uzrocno-
posljedi¢noj povezanosti.

Istrazivaci su dosad uglavnom bili usredotoceni na ispitivanje povezanosti oksidacijskog stresa
i SMD-a temeljem procjene serumske razine mikronutrijenata (vitamina i minerala) s
antioksidacijskim uc¢inkom [82,122,123,130,228,233,254]. Na takvom pristupu utemeljene
studije ne pruzaju dosljedne i pouzdane podatke, a 1 podlozne su mnogim ograni¢enjima: od
toga da vrijednosti u serumu odrazavaju posljednji unos, a ne dugoroc¢no stanje, da su niske 1
visoke razine mikronutrijenata razlicito definirane pa do toga da se nisu uzimale u obzir razlike
u apsorpciji nutrijenata u odredenom tkivu (E-vitamin i karoteni topivi u mastima bolje se
apsorbiraju u masnom tkivu), kao i medusobno djelovanje medu nekima od njih (npr. vitamin
C omogucuje ponovnu redukciju E-vitamina) [130,149,223].

Ovo je istrazivanje poduzeto kako bi se pokuSala rasvijetliti uloga oksidacijskog stresa u
nastanku SMD-a. Kao bioloske pokazatelje (biljege) razine stresa koristili smo aktivnost
antioksidacijskih enzima u eritrocitima i razinu TAS-a u serumu. Analiza enzimskih
antioksidansa smatra se najboljom metodom procjene oksidacijskog stresa u Zivim
organizmima.
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Osnovni cilj istrazivanja bio je provjeriti hipotezu da je nastanak SMD-a povezan s niskim
aktivnostima enzimskih antioksidansa (SOD-a, GPx-a i CAT-a) u eritrocitima i razinom
TAS-a u serumu te dokazati da su za nastanak bolesti jednako vazne (€ak i vaznije) 1 interakcije
medu pojedinim enzimima (SOD-a i GPx-a te SOD-a i CAT-a) od njihovih niskih vrijednosti.

Kako je dob jedan od najdosljednijih ¢imbenika koji se povezuju sa SMD-om, a takoder se
smatra da antioksidacijska obrana organizma slabi s godinama (smanjeno stvaranje enzimskih
antioksidansa), skupine bolesnika sa SMD-om 1 kontrolnu zdravu skupinu ispitanika inicijalno
smo izjednacili po dobi. Kako odredene studije pokazuju vecu prevalenciju SMD-a u Zena, a to
povezuju sa smanjenjem antioksidacijske obrane nakon menopauze [63,67], da bismo izbjegli
"zbunjujuéi" utjecaj spola na aktivnost antioksidacijskih enzima, inicijalno smo skupine
izjednacili 1 po spolu. Skupine su takoder injicijalno uskladene i1 po cjelozivotnoj izlozenosti
suncu, respektiraju¢i veliki prinos svjetlosnog zracenja ukupnomu oksidacijskomu stresu u
SMD-u.

Istrazivanje nije pokazalo statisticki znacajnu razliku u aktivnosti SOD-a i CAT-a u eritrocitima
izmedu bolesnika sa SMD-om i zdravih ispitanika kontrolne skupine, dok su aktivnost GPx-a
u eritrocitima i vrijednosti TAS-a u serumu bile statisticki znacajno nize u bolesnika sa SMD-
om u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom.

Nakon prilagodbe za ucinak aktivnosti svih Cetiriju parametara (SOD-a, GPx-a, CAT-a i TAS-
a), nize vrijednosti aktivnosti GPx-a i niza vrijednost TAS-a pokazale su su statisticki znac¢ajno
povezane sa SMD-om. SniZene vrijednosti aktivnosti GPx-a i razine TAS-a pokazali su se
neovisnim prediktorima SMD-a, nakon S§to smo multivarijatnom logistickom regresijom
napravili prilagodbu za moguéi "zbunjujuci" ucinak svih promatranih varijabli koje su se
univarijatno pokazale statisticki znacajno razli¢itim izmedu promatranih skupina na razini
znacajnosti P<0,25 [243,244] (zastita ociju od sunca, boja ociju, poviSeni krvni tlak, albumini
u serumu 1 trigliceridi).

Iako aktivnost SOD-a nije bila statisticki znacajno povezana sa SMD-om, otkrivena je znacajna
interakcija izmedu aktivnosti GPx-a i SOD-a. SOD je imao znacajan moderatorski u¢inak na
povezanost GPx-a i SMD-a. Pri niskim vrijednostima aktivnosti SOD-a, §to odgovara
vijednostima aktivnosti nizim od 1209 U/gHb, razlike u aktivnosti GPx-a nisu bile statisticki
znacajno povezane sa SMD-om. Ali pri visokim vrijednostima aktivnosti SOD-a (jednakim ili
viSim od 1581 U/gHDb), smanjenje aktivnosti GPx-a za samo jednu standardnu devijaciju
zna&ajno je povecavalo (za vise od 6 puta) izgled za nastanak SMD-a. Sto je bila visa aktivnost
SOD-a, veca je bila povezanost smanjenja GPx-a i SDM-a, odnosno bila je veca vjerojatnost
za nastanak SDM-a smanjenjem vrijednosti GPx-a.

Istrazivanje je pokazalo da povecana aktivnost SOD-a pri niskoj aktivnosti GPx-a, uz
nedostatak interakcije izmedu SOD-a i CAT-a, znacajno povecava vjerojatnost za nastanak
SMD-a. Prema naSem miSljenju ovaj je nalaz klju¢no objasnjenje ucinka aktivnosti
antioksidacijskih enzima na nastanak SMD-a, isticu¢i u¢inak lipidne peroksidacije.

Nasi rezultati razlikuju se od onih koji se navode u literaturi. Ranija istrazivanja, uglavnom
temeljena na mjerenjima razine ili aktivnosti antioksidacijskih enzima na donorskom tkivu
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mreznice [212], tkivnim kulturama [250] ili na Zivotinjskim modelima [169,247], kao i rezultati
rijetkih klini¢kih studija [21,231,255,256], uglavnom su proturije¢ni. Ne c¢udi nimalo
nekonzistentnost rezultata pojedinih istraZivanja. Razli€iti istrazivaci rabili su razlicite uzorke
(tkivo, kulture stanica, zivotinjske modele, serum, plazmu, eritrocite) i razli¢ite metode u
odredivanju razlicitih biokemijskih parametara da bi utvrdili povezanost enzimskih
antioksidansa sa SMD-om, a njihove su vrijednosti izrazavali u razli¢itim mjernim jedinicama.
To je uzrokom velikih poteskoca u pokusaju usporedbe rezultata.

Opcenito se smatra se da su vrijednosti enzimskih antioksidansa nize u bolesnika sa SMD-om
i da to pridonosi razvoju bolesti zbog povecanja oksidacijskog stresa. Mi smatramo da i visoke
vrijednosti aktivnosti SOD-a, pra¢ene smanjenom aktivnoS¢u GPx-a i smanjenom ili
nepromijenjenom aktivno$éu CAT-a (kao §to je slucaj u nasem istrazivanju) znacajno pridonose
formiranju toksi¢ne razine vodikova peroksida (H202) i povecanju oksidacijskog oStecenja.
Uklanjanje viSka superoksidnog aniona djelovanjem SOD-a vazan je antioksidacijski
obrambeni mehanizam, ali visoka aktivnost SOD-a u odnosu na aktivnosti antioksidacijskih
enzima GPx-a i CAT-a (koji uklanjaju H202) mozZe biti vrlo Stetna.

Vodikov peroksid, sam po sebi, vrlo je reaktivan i Stetan ROS. Dokazano je da izravno uzrokuje
znacajno oSte¢enje mtDNK u ljudskim RPE stanicama [257,258]. U stanicama koje se dijele,
abnormalnosti mtDNK mogu se izgubiti replikacijama, za razliku od postmitotickih stanica
(kao $to su fotoreceptori i RPE) [28, 183], u kojima se abnormalnosti nakupljaju. Posljedica
toga je povecano stvaranje ROS-a, daljnje oSte¢enje mitohondrija i smanjenje stvaranja energije
u obliku ATP-a. Smanjena razina energije uzrokuje disfunkciju i apoptozu RPE stanica i mogu¢
je rani patoloski dogadaj u SMD-u.

Vodikov peroksid takoder aktivno napada i telomere DNK uzrokujué¢i njihovo ubrzano
skrac¢ivanje [162] te starenje i smrt RPE stanica. On takoder inhibira membransku kloridnu
provodljivost, slabe¢i funkciju membrana RPE stanica i omogucavaju¢i eksudaciju u
subretinalni prostor [173]. Nadalje izravno oStecuje proteine, oksidirajuci tiolnu skupinu [259].

Osim toga, H2O2moZe u Fentonovoj reakciji konvertirati u puno reaktivniji i Stetniji hidroksilni
radikal (OH), koji lako 1 brzo pokrece lancanu reakciju lipidne peroksidacije, kao i singletni
kisik, nastao u procesu fotooksidacije djelovanjem suncevog svjetla. Sam superoksidni radikal
nije dovoljno reaktivan za eliminaciju vodika [161] 1 pokretanje lipidne peroksidacije, koja je,
prema nasem misljenju, glavni mehanizam oksidacijskog oSte¢enja lipidnih membrana (bogatih
PUFA-om) vanjskih segmenata fotoreceptora, stani¢énih membrana RPE stanica, kao i
membrana stani¢nih organela, osobito mitohondrijskih [3,149], §to uzrokuje smrt stanica i
razvoj SMD-a.

Zbog toga SOD djeluje u suradnji s GPx-om i CAT-om, koji razgradaju H202 na netoksi¢ne
proizvode vodu i molekularni kisik [149] stiteci fotoreceptore i RPE stanice od oksidacijskog
ostecenja. GPx je djelotvorniji od CAT-a u detoksifikaciji H2O2 zbog svojih kinetickih
svojstava [260]. Osim na H202, GPx djeluje i na lipidne hidroperokside kao i na toksi¢ne
aldehide (krajnje produkte razgradnje lipida), reducirajuci ih na odgovarajuce alkohole [149].
GPx je jedini poznati enzim koji djelotvorno smanjuje lipidne hidroperokside, unutar bioloskih
membrana. Ti organski peroksidi smatraju se primarnim fizioloskim supstratom za GPx
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[149,260]. Kao S§to je spomenuto, za razliku od CAT-a, GPx se takoder nalazi 1 u
mitohondrijima, u kojima se odvija 40 % njegove aktivnosti, a odgovoran je i za maturaciju i
prezivljavanje fotoreceptornih stanica [252].

Nasi rezultati o izravnoj povezanosti niskih vrijednosti GPx-a s nastankom SMD-a imaju
potvrdu u mnogim eksperimentalnim studijama. Nicolas i sur. ukazali su da niske vrijednosti
GPx-a mogu pridonijeti razvoju SMD-a. Primijetili su 60 % sniZenje GPx-a i CAT-a u
cinomolgus majmuna s ranim SMD-om [247]. Lu 1 sur. dokazali su da hiperekspresija GPx-a,
za razliku od hiperekspresije SOD-a, smanjuje u transgeni¢nih misSeva razinu oksidacijskog
stresa [251]. De La Paz i sur. primijetili su smanjenu aktivnost GPx-a u retinalnom homogenatu
cinomolgus majmuna s ranim pojavljivanjem SMD-a [194]. Dokazano je da miSevi s
nedostatkom gena za GPx (GPx knock out misSevi) ve¢ u ranoj Zivotnoj dobi razvijaju mrenu, a
mogu i uginuti ranoj zivotnoj dobi [261].

NiZe vrijednosti GPx-a u plazmi ili serumu ili u eritrocitima u povezanosti sa SMD-om u ljudi
navodi nekoliko istrazivaca (Yildirim, Cohen, Evereklioglu i dr.) [231,232,260,262].
Primijeéeno je takoder da stanice u progerijskih bolesnika imaju nisku razinu GPx-a. Cini se da
je to razlog oksidacijskomu oStecenju, fragilnosti telomera, jednostrukim lomovima DNK i
drugim poremecajim u tih bolesnika s preranim starenjem [148].

Suprotno naSim rezultatima, u POLA studiji [234] pokazano je da je visoka razina GPx-a u
plazmi povezana sa 9-ostrukim povecanjem ucestalosti kasnoga SMD-a, upucujuéi na iznimnu
vaznost GPx-a u patogenezi SMD-a.

U POLA studiji, za razliku od naSe studije, odredivana je razina GPx-a u plazmi, a ne njegova
aktivnost [234]. Mjerenje razine enzimskih antioksidansa manje je pouzdano od odredivanja
njihovih aktivnosti. Visa razina ne znac¢i uvijek i vecu aktivnost, zbog genetski baziranih
stvaranja neaktivnih enzimskih kompleksa [149], ili inaktivacije enzima oksidacijskim
ostecenjem [263]. Takoder u POLA studiji nema podataka o interakciji izmedu GPx-a i drugih
enzimskih antioksidansa. Uz to u njoj je odredivan GPx u plazmi, a ne u stanicama, a zna se da
bas stani¢ne izoforme GPx-a (GPx 1 i GPx 4) posebno S§tite fosfolipidne membrane od Stetnog
ucinka vodikova peroksida 1 lipidnih hidroperoksida. Autori pretpostavljaju da je povecani
oksidacijski stres rezultirao poja¢anom regulacijom (engl. upregulation) razine GPx-a u plazmi.
S obzirom na to da u plazmi GPx (izoenzim GPx3) €ini izvanstanic¢ni oblik enzima, znacenje
nalaza u POLA studiji tek treba odgonetnuti [234].

Inaktivacija ili smanjenje aktivnosti GPx-a mogu biti sekundarni, tj. rezultat povecane potrosnje
aktivnosti enzima za redukciju velikih koli¢ina ROS-a (zbog visoke razine oksidacijskog stresa)
ili nedostatka ili nemoguénosti koriStenja esencijalnih metalnih kofaktora (selena). S druge
strane, inaktivacija moze biti primarna, tj. posljedica nedostatka ili smanjenja ekspresije gena
koji reguliraju stvaranje enzima ili zbog stvaranja neaktivnih enzimskih kompleksa (zbog
genetskih varijanti enzima s razli¢itom aktivnoscéu) [149,260]. Ireverzibilna inaktivacija GPx-a
moze nastati 1 djelovanjem samog vodikova peroksida (supstratom, za Cije je odstranjenje
programiran), kad je prisutan u ve¢im koli¢inama [263]. Uz to GPx zahtijeva reducirani
glutation (GSH) za svoje djelovanje, a 1 sam GSH, kao i glutationska reduktaza (neophodna za

100



redukciju oksidiranog glutationa), izuzetno su osjetljivi na inaktivaciju djelovanjem H202
[263].

Manje aktivni i neaktivni oblici antioksidacijskih enzima, koji ne mogu u potpunosti obavljati
svoju funkciju, mogu prouzrociti povecani u¢inak oksidacijskog stresa u odredenim tkivima,
uklju€ujudi i retinu (RPE stanice i fotoreceptori), i oste¢enje njihove funkcije te razvoj bolesti
(SMD-a). Cak i kad bi CAT mogla u cijelosti otkloniti visak nastalog H202, jo§ uvijek ostaje
problem organskih peroksida koje CAT ne moze ukloniti [263].

Kako je naSa studija prva (temeljem pregleda dostupne literature) u kojoj je istraZivana
interakciju izmedu aktivnosti pojedinih enzimskih antioksidansa u bolesnika sa SMD-om u
usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom ispitanika, nismo imali moguénost usporedbe
nasih rezultata s rezultatima drugih istrazivaca. Nasi rezultati naglasavaju izuzetnu vaznost
medusobne uskladenosti aktivnosti SOD-a i GPx-a.

Znatnu potporu nasim rezultatima nalazimo u nekoliko istrazivanja na zivotinjskim modelima
[149,253]. Tako su istrazivanja na transgeni¢nim misevima i na transgeni¢noj vinskoj muhi
(Drosophila melanogaster) s prekomjernom ekspresijom gena za CuZnSOD-a (SODI)
[100,149,251-253,264,265] obeshrabruju¢a. Nisu urodili ocekivanim smanjenjem
oksidacijskog stresa u retini miSeva, niti o¢ekivanim produljenjem Zivota vinske muhe [157]
iako su misevi s nedostatkom enzima SOD1 pokazali promjene konzistentene onima u SMD-u
(druze, zadebljanja BM-a, CNV, premjesStanje [(-katenina iz membrana RPE stanica u
citoplazmu 1 narusavanje stani¢nog integriteta) i imaju kratak Zivotni vijek [170], a miSevi s
nedostaktom gena za MnSOD (SOD2) (SOD2 knockout misevi) ugibaju prije ili ubrzo nakon
rodenja [149].

Povisenje SOD-a istodobno djelotvorno katalizira uklanjanje superoksida, a s druge strane
uzrokuje mnogo brzu sintezu vodikova peroksida, pa je produljenje Zivotnog vijeka vinske
muhe za 40 % [157] nastalo tek kad je povecana ekspresija SOD-a bila pra¢ena povecanom
ekspresijom GPx-a (ili CAT-a), koji uklanja vodikov peroksid. Takoder se u transgeni¢nih
misSeva znatno smanjio oksidativni stres uzrokovan prekomjernom ekspresijom SOD-a tek
nakon povecane ekspresije gena za GPx.

Bolesnici sa Downovim sindromom, [266], koji imaju trisomiju 21. kromosoma, na kojem se
nalazi 1 gen za CuZnSOD (SOD1), imaju 1/3 vise SOD1, ali ne 1 GPx-a, te pokazuju znakove
poviSene lipidne peroksidacije u mozgu kao posljedice poviSenog oksidacijskog stresa s
posljedi¢nim nenormalnim neuromuskularnim vezama [266].

Andersen i sur. [267], u skladu s nasim rezultatima, nalaze nize vrijednosti SOD-a i visoke
vrijednosti glutationske reduktaze i GPx-a u stogodiSnjaka, u odnosu na osobe u Zivotnoj dobi
izmedu 60 1 70 godina. Niske vrijednosti aktivnosti SOD-a tumace posljedicama niske stope
metabolizma i smanjene potroSnje kisika, smatrajuéi to prirodnom selekcijom prezivljavanja i
razlogom dugovjecnosti stogodisnjaka, pogotovo Sto su niske vrijednosti SOD-a prac¢ene viSim
vrijednostima GPx-a i glutationske reduktaze [267]. Djelovanje glutationske reduktaze takoder
je povezano s vrijednostima GPx-a preko redukcije oksidiranog glutationa (koji je donator
elektrona za GPx).
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Ranije objavljeni podatci koji se odnose na povezanost SMD-a i SOD-a nedosljedni su. Mora
se naglasiti da je SOD vazan i neophodan enzim za smanjenje oksidacijskog oStecenja RPE
stanica. Rezultati istraZivanja na miSevima sa smanjenom genskom ekspresijom SOD2 (SOD2
knockdown miSevima) pokazali su vaznost SOD2 u zastiti od oksidacijskog stresa induciranog
u RPE stanicama [211]. Medutim, poveéana proizvodnja vodikova peroksida u citosolu i
naknadno stvaranje OH- odgovorni su §to su transgenicni miSevi s prekomjernom ekspresijom
gena za SOD1 viSe osjetljivi na zracenja, podloZni karcinogenezi i infekcijama [149].

U POLA studiji nije otkrivena povezanost SMD-a s aktivnosti SOD-a [21]. De La Paz je
odredivao aktivnost SOD-a u sredi$njoj i perifernoj neurosenzornoj retini na zdravim o¢ima
donora u Zivotnoj dobi u rasponu 7 — 87 godina 1 nije pronasao dobno smanjenje aktivnosti
enzima u makuli [194]. Frank i sur. mjerili su imunoreaktivnost SOD-a u makuli 19 zdravih
donorskih o¢iju pomocu poliklonalnih antitijela na govede eritrocite i na istom broju ociju sa
CNV-om [235]. Pozitivni odnos izmedu dobi 1 citoplazmatske i lizosomne imunoreaktivnosti
SOD-a utvrden je u objema skupinama, ali ne i u povezanosti s CNV-om. Liles je dokazao da
je ukupna aktivnost SOD-a u RPE stanica statisticki usporediva u o¢ima sa SMD-om i bez
njega, ali je povezana s dobi [212]. Prema navedenim studijama izgleda da retinalni SOD nema
vaznu ulogu u =zaStiti od SMD-a izvan svoga doprinosa ukupnomu lokalnomu
antioksidacijskomu obrambenomu sustavu.

Medutim, s druge strane, Yildirim [231] i Prashar [262] nalaze nisku razinu SOD-a u serumu
bolesnika sa SMD-om, a vise autora [255,256,268] navodi znacajno povisene vrijednosti SOD-
a u serumu povezane sa SDM-om [255,256,268]. Povecana razina SOD-a ¢ini drozofilu
preosjetljivom za oste¢enje oksidacijskim stresom [265]. PoviSene vrijednosti aktivnosti SOD-
a u eritrocitima ili moZdanom tkivu nadene su i u Alzheimerovoj i Parkinsonovoj bolesti [267].
Mi smatramo da je pojacana ekspresija gena za SOD problemati¢na kao i smanjena, ukoliko
nije prac¢ena odgovaraju¢om aktivnos¢u GPx-a.

U naSem istrazivanju aktivnost CAT-a nije se statisticki zna€ajno razlikovala u bolesnika sa
SMD-om u odnosu na zdrave ispitanike. Podatci iz literature 1 glede povezanosti SMD-a s
aktivnoS¢u CAT-a takoder su proturjecni. De La Paz i sur. [194] nisu pronasli povezanost
izmedu SMD-a i CAT-a. Suprotno tomu Nicolas i sur [247] nalaze na retinalnom homogenatu
cinomolgusa majmuna s ranim SMD-om 60 %-tno sniZenje aktivnosti GPx-a i CAT-a. Tate je
primijetio dvostruko povecanje aktivnosti CAT-a u RPE stanicama kao odgovor na egzogeni
H20:1ili fagocitozu vanjskih segmenata fotoreceptora [210]. Frank i sur. su primijetili inverzni
odnos dobi i CAT-a u RPE stanicama [235]. Povec¢anje razine CAT-a do 80 % ne produljuje
zivotni vijek drozofile niti poboljSava oporavak od oksidacijskog stresa induciranog s H20: ili
parakvatom [264]. Liles i sur. [212] prona$li su na humanim donorskim ljudskim oc¢ima
smanjenje aktivnosti CAT-a u perifernoj i srediSnjoj retini sa starenjem, ali nije bilo razlike u
aktivnosti u osoba sa SMD-om u odnosu na zdrave osobe. Frank i sur. [235] potvrdili su
inverzni odnos izmedu dobi i aktivnosti CAT-a u RPE stanicama, ali nisu pronasli razliku u
RPE sadrzaju tog enzima u o¢ima sa SMD-om i bez njega. Takoder nisu primijetili razliku u
aktivnosti CAT-a izmedu srediSnje i periferne neurosenzorne retine. Zakljucili su da vjerojatno
nije povezan s patogenezom SMD-a. Takoder nema dokazane patologije povezane s
homozigotnim deficitom CAT-a [149].
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Mi takoder smatramo, naglasavaju¢i ulogu lipidne peroksidacije, da je uloga CAT-a u
patogenezi SMD-a sporedna ili barem neusporedivo manja u odnosu na ulogu GPx-a, s obzirom
na ranije spomenute uloge GPx-a u redukciji lipidnih hidroperoksida i toksi¢nih aldehida te
mitohondrijsku lokalizaciju.

Antioksidacijska obrana djeluje kao uravnotezen i uskladen sustav. Prethodne klinicke studije
o utjecaju antioksidacijskih enzima na nastanak SMD-a nisu bile koncipirane kao nasa studija
i nisu uzimale u obzir tu vaznu kariku antioksidacijske obrane pa nisu istrazivale medusobno
djelovanje pojedinih enzima [21,231,255]. U nekima je istrazivana razina antioksidacijskih
enzima u serumu ili eritrocitima, a ne aktivnost [21,255]. U drugima su odredivane vrijednosti
samo pojedinih antioksidacijskih enzima a ne svih triju, s mjerenjem razine TAS-a [256,269]
ili bez njegova mjerenja [231,255,260].

Nase je istrazivanje pokazalo znacajno niZe vrijednosti razine TAS-a (predstavlja i neenzimske
antioksidanse u serumu) u serumu bolesnika sa SMD-om u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Rezultati su u skladu s rezultatima drugih istrazivanja [256,269] u kojima se takoder isti¢e da
niske vrijednosti TAS-a u serumu upucuju na povecani rizik za nastanak SMD-a.

Uklju¢ili smo TAS u serumu u naSe istrazivanje zbog medusobnog sinergistickog 1
kompenzacijskog djelovanja izmedu unutarstani¢nih enzimskih antioksidansa (u eritrocitima) i
izvanstani¢nih (serumskih) neenzimskih antioksidansa na smanjenje oksidacijskog oSte¢enja
[149].

Antikosidacijska obrana djeluje kao uskladeni sustav: ako postoji deficit u jednoj komponenti,
to se moze odraziti na djelotvornost ostalih. Enzimski antioksidansi imaju klju¢nu ulogu, a
ostali im antioksidansi pruzaju potporu. Procjenjivanje oksidacijskog statusa jedne osobe
pojedinacnim mjerenjem samo jednog antioksidacijskog parametra nedostatno je i neobjektivno
zbog moguce interakcije in vivo pojedinih komponenti. Stoga je nuzno odredivanje cijelog niza
antioksidacijskih biomarkera.

Iz tih smo razloga uz enzimske antioksidanse u nase istrazivanje ukljucili i odredivanje TAS-a.
Antioksidacijsku obranu ne ¢ine samo pojedine komponente nego u zivom organizmu postoji
cijela mreza biokemijskih i enzimskih mehanizama njihova medudjelovanja. Putem TAS-a smo
u nase istrazivanje ukljucili 1 neenzimske antioksidanse.

Antioksidacijsku ulogu nekih od endogenih komponenti TAS-a (mokraé¢ne kiseline, bilirubina,
albuminia) smo i pojedinacno istrazili. Primije¢ene su statisticki znacajno nize vrijednosti
albumina u skupini bolesnika sa SMD-om u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika. Ovaj
rezultat sukladan je niskim vrijednostima TAS-a u bolesnika sa SMD-om. Naime, ljudski
serumski albumini ¢ine najveéu koli¢inu cirkuliraju¢ih proteina djeluju¢i kao vazna
izvanstani¢na antioksidacijska obrana. Njihova antioksidacijska svojstva mogu se pripisati
njihovoj jedinstvenoj biokemijskoj strukturi. Zbog njihove tiolne skupine (—SH skupine) djeluju
kao cista¢i SR-a, vezuéi ¢vrsto bakar, nesto slabije Zeljezo. Mogu smanjiti dostupnost pro-
oksidansa i mogu se oksidirati za zastitu drugih makromolekula [259, 270]. Snizenje albumina
u serumu, koje je uzrok slabije antioksidacijske zaStite, i samo moze biti posljedica
oksidacijskog osteé¢enja (posljedica oksidacijske modifikacije proteina). Rezultati upuéuju na
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to da su promjena u redoks ucinku albumina posljedica oksidacije visSe aminokiselinskih
ostataka djelovanjem razli¢itih oksidansa (prvenstveno hidroksilnog radikala, ali i vodikova
peroksida) [271].

Rezultati nase studije upucuju na izostanak kompenzacijskog ucinka TAS-a na povecani
oksidacijski stres zbog snizenih vrijednosti aktivnosti GPx-a (oba su pokazivala sniZene
vrijednosti) u bolesnika sa SMD-om.

Metoda odredivanja vrijednosti TAS-a u serumu komercijalnim TAS kitom tvrtke Randox (kao
1 druge metode mjerenja ukupnog antioksidacijskog statusa seruma, primjerice Ferric reducing
antioxidant power assay — FRAP, Oxygen radical absorbing capacity — ORAC itd.) [149,151]
ima odredena ogranicenja. Jedan je od glavnih nedostataka te metode Sto razrjedivanje uzorka
u postupku pripreme moze rezultirati lazno pozitivnim vrijednostima TAS-a. U nasSem je
istrazivanju to ograni¢enje izbjegnuto samom ¢injenicom §to razrjedivanje uzorka nije niti bilo
potrebno, jer ni u jednom uzorku vrijednosti TAS-a nisu bile ve¢e od 2,5 mmol/l, a u tom slucaju
razrjedivanje se ne obavlja [272]. Osim toga, kontrola seruma na procjenu analiticke
nepreciznosti ponavljana je za svaku seriju uzoraka.

NaSe istrazivanje nije pokazalo statistiC¢ki znaCajnu razliku u aktivnosti antioksidacijskih
enzima i vrijednosti TAS-a izmedu bolesnika s ranim oblikom SDM-a i onih kasnim oblikom
pa se odredivanjem ovih biljega ne moze utvrditi tezina 1 stupanj bolesti, iako su i bolesnici s
kasni oblikom i oni s ranim oblikom SMD-a imali zna¢ajno niZe vrijednosti GPx-a i TAS-a u
odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika, $to pruza mogucnost koristenja istih za rano otkrivanje
bolesti. Neke su studije pokazale snizenje pojedinih antioksidacijskih enzima u kasnom obliku
SMD-a u odnosu na rani [273]. Moguce da bi te razlike bile znacajne i u nasem ispitivanju na
ve¢em uzorku jer su vrijednosti aktivnosti svih enzimskih antioksidansa pokazivale naznacen
trend nizih vrijednosti u kasnom stadiju SMD-a u odnosu na rani, ali bez statisticke znacajnosti.

U studiji smo istrazili vrijednost pojedinacnih i kombiniranih optimalnih grani¢nih vrijednosti
aktivnosti GPx-a u eritrocitima i razine TAS-a u serumu (za razgranicenje zdravih osoba od
bolesnika sa SDM-om), dobivenih analizom ROC krivulja, kao potencijalno klinicki
upotrebljivog dijagnostickog testa za predikciju statusa SMD-a. Pri odabiru grani¢nih
vrijednosti vodili smo se potrebom §to vece osjetljivosti testa za razdvajanje bolesnika sa SMD-
om od zdravih osoba, racunajuc¢i na moguénost koristenja testa za probir za SMD rizi¢nih osoba
ili otkrivanje bolesnika u §to ranijem stadiju bolesti, kako bi smo cijelim nizom detaljnih
oftalmoloskih pretraga omogucili daljnje pracenje i pokusSali sprije€ili progresiju bolesti u kasni
stadij s naj¢eS¢e potpunim gubitkom centralnog vida. Rezultati su pokazali da bi kombinacija
navedenih biljega (aktivnosti GPx-a u eritrocitima 1 vrijednosti TAS-a u serumu) mogla biti
obecavaju¢i model za predvidanje SDM-a (AUC = 75 % i osjetljivost testa 95 %). Uz
prevalenciju, odnosno vjerojatnost za bolest (injicijalno) prije testa kombiniranim
vrijednostima GPx-a i TAS-a od 25 % (za dobnu skupinu od 65 1 viSe godina), aspolutno
povecanje vjerojatnosti za bolest nakon pozitivnog testa iznosilo je 14 %, a relativno 56 %.

To bi u praksi znacilo da vjerojatnost da osoba u dobi iznad 65 godina (koja je prije testa imala
vjerojatnost da razvije SMD-a od 25 %, s obzirom na prevalenciju SMD-a u toj dobnoj skupini),
s pozitivnim ishodom testa (vrijednostima aktivnosti GPx-a u eritrocitima jednakim ili nizim
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od 48,97 U/gHb i/ili vrijednostima TAS-a u serumu jednakim ili nizim od 1,44 mmol/l) boluje
od SMD-a sada iznosi 39 % (mogu¢énosti predvidanja bolesti raste za 56 %).

Kod negativnog ishoda testa apsolutno povecanje vjerojatnosti odsutstnosti bolesti iznosilo je
22 %, a relativno 88 %. U praksi to znaci da ¢e vjerojatnost da je osoba s negativnim ishodom
testa (odnosno vrijednostima aktivnosti GPx-a visSim od 48,97 U/gHb 1 vrijednostima TAS-a
viS$im od 1,44 mmol/l) zdrava sada iznositi 97 %, umjesto ranijih 75 %.

Ovo je, prema naSim saznanjima, prvi prediktivni model za procjenu statusa SDM-a temeljem
odredivanja aktivnosti antioksidacijskih enzima i razine TAS-a u perifernoj krvi. S obzirom da
je naSe istrazivanje presjecno (engl. cross sectional) na temelju njega nije bilo moguce u
potpunosti oblikovati i validirati prediktivni model SMD-a. NasSa analiza predstavlja prvi korak
u izradi konacnog prediktivnog modela. U buduénosti planiramo formirati derivacijsku i
nezavisnu validacijsku kohortu na temelju kojih ¢emo provjeriti prediktivnu valjanosti
kombinacije aktivnosti GPx-a i TAS-a kao dijagnosti¢kog testa za SMD.

[ako smo brojem ispitanika ukljucenih u studiju presli veli¢inu statisticki zadanog uzorka,
glavno je ograni¢enje ovog istrazivanja relativno malen broj ispitanika, ali mislimo da to
ogranicenje ne utjece znacajno na vrijednost nasih rezultata.

U zakljucku rasprave mozemo reci da nasi rezultati, koji su pokazali da niska aktivnost GPx-a
u eritrocitima, poja¢ana moderatorskim ucinkom aktivnosti SOD-a i niskim vrijednostima
TAS-a u serumu, upucuju na manjkavu ucinkovitost antioksidacijskog obrambenog sustava u
bolesnika sa SMD-om 1 potvrduju ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi SMD-a.

Procjena enzimskih antioksidansa u eritrocitima i njihove interakcije u kombinaciji s mjerenjem
vrijednosti TAS-a u serumu mogli bi biti obecavajuci prediktori statusa SMD-a.

Antioksidacijski mehanizam nije posve jasan. Postoji jo§ mnogo otvorenih pitanja na koja treba
odgovoriti, kao Sto su: moze li se prekomjerna ekspresija antioksidacijskih enzima, koja
opcenito S§titi od oksidacijskog stresa na stanicnom modelu, primijeniti 1 na organizam u
cijelosti, odnosno do koje granice prekomjerna ekspresija antioksidacijskih enzima pruza
zastitu, ili kako uspostaviti ravnotezu izmedu aktivnosti pojedinih enzima? Kako odrediti
genske varijacije pojedinih antioksidacijskih enzima koje utje¢u na njihovu aktivnost, odnosno
uzrokuju stvaranja manje aktivnih ili neaktivnih oblika enzima?

Nasi rezultati otvaraju put (i pokazuju potrebu za) budu¢im genetskim, biokemijskim i
biomolekularnim istrazivanjima na polju uloge antioksidacijskih enzima u patogenezi SMD-a,
koji ¢e izna¢i metode kako povecati antioksidacijski kapacitet, uskladiti aktivnost pojedinih
enzima i smanjiti Stetno stvaranje ROS-a u fotoreceptorima i RPE stanicama 1 tako sprijeciti
nastanak bolesti. Pri tom ne smijemo zaboraviti da je minimalni oksidacijski stres nuzan za
odrzavanje integriteta bioloskih sustava [149]. To objasnjava zaSto visoke suplementacije
antioksidansima nisu uspjele poboljSati zdravlje i nisu preporucene [151], a mogu biti Stetne,
kao $to je ranije prikazano.
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6. ZAKLJUCCI

Zakljucci o glavnom cilju istraZivanja

1. Znacajno niZe vrijednosti aktivnosti GPx-a u eritrocitima i razine TAS-a u serumu u
bolesnika sa SMD-om u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom ispitanika ukazuju
na poviSeni oksidacijski stres u bolesnika sa SMD-om.

2. Niske vrijednostima aktivnosti GPx-a u eritrocitima i TAS-a u serumu znaajno su
povezane sa SMD-om (GPx i TAS su neovisni prediktori SMD-a), §to na neizravan
nacin ukazuje na znacajnu ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi SMD-a.

3. Visoke vrijednosti aktivnosti SOD-a zna¢ajno moduliraju povezanost niskih vrijednosti
aktivnosti GPx-a i SMD-a, na nacin da je vjerojatnost za nastanak SMD-a zbog snizenja
aktivnosti GPx-a veca §to su viSe vrijednosti aktivnosti SOD-a, $to ukazuje na vaznost
medusobnog djelovanja ovih enzima u antioksidacijskoj zastiti od SMD-a, a Sto
neizravno upucuje na vaznost lipidne peroksidacije za nastanak SMD-a (viSe vodikova
peroksida, viSe hidroksilnih radikala, pojacana lipidna peroksidacija).

4. lIzostanak znacajne razlike u aktivnosti pojedinih enzima (SOD-a, GPx-a i CAT-a) u
eritrocitima i TAS-a u serumu izmedu bolesnika u ranoj i kasnoj fazi SMD-a, ukazuje
na to da odredivanjem tih biljega nije moguce odrediti teZinu bolesti. Medutim s
obzirom da su vrijednosti aktivnosti GPx-a i razine TAS-a nize i u skupini bolesnika s
ranim SMD-om kao 1 onih s kasnim SMD-om u odnosu na kontrolnu skupinu, temeljem
mjerenja tih parametara moguce je rano otkrivanje i predvidanje bolesti.

5. Temeljem analize kombiniranih optimalnih grani¢nih vrijednosti aktivnost GPx-a u
eritrocitima i vrijednosti TAS-a u serumu, kao klinicki korisnog dijagnosti¢kog testa za
predvidanje SMD-a, zaklju¢ujemo da bi ti bioloski biljezi u perifernoj krvi mogli biti
obecavajuéi prediktori SMD-a. Odredivanje tih parametara moglo bi pomo¢i u
identifikaciji osoba riziénih za SMD, kao i otkrivanju bolesnika u ranom stadiju bolesti,
Sto smatramo izuzetno znaCajnim s obzirom da bolest predstavlja veliki
javnozdravstveni problem i da je njen krajnji ishod obostrani gubitak centralnog vida.
Otkrivanjem rizi¢nih osoba i/ili bolesnika u ranoj fazi bolesti doprinijet ¢e njihovu
pomnomu oftalmoloskomu pracenju, nastojanju smanjenja modifibilnih ¢imbenika
rizika koji poveéavaju oksidacijski stres (visoka izlozenost svjetlosnom zracenju,
puSenje) a nadamo se u buducnosti i novim moguénostima lijeCenja. Stoga ovaj
prediktivni model planiramo do kraja oblikovati i provjeriti njegovu prediktivnu
valjanosti na nezavisnoj kohorti.
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Zakljucak o sekundarnom cilju istraZivanja
Nismo dokazali povezanost SMD-a s pozitivnom obiteljskom anamnezom.

Izostanak razlike u ucestalosti pozitivne anamneze za SMD izmedu promatranih skupina
ispitanika (bolesnika sa SMD-om i kontrolne zdrave skupine) rezultat je nepoznavanja pravog
razloga slabosti vida u njihovih predaka (roditelja, baka i djedova) u njihovoj starijoj dobi, zbog
slabe razine zdravstvene zastite u to vijeme. S druge strane djeca ispitanika jo$ nisu u dobi da
razviju bolest, tako da se podatci o pozitivnoj anamnezi odnose isklju¢ivo na bracu i sestre
ispitanika, pa se ovi rezultati moraju promatrati u svjetlu navedenog ogranicenja.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: lstraziti povezanost oksidacijskog stresa s nastankom senilne makularne
degeneracije (SMD) koriste¢i aktivnost antioksidacijskih enzima: superoksidne dismutaze
(SOD), glutationske peroksidaze (GPx) 1 katalaze (CAT) u eritrocitima i ukupni
antioksidacijski status (TAS) u serumu kao pokazatelje razine oksidacijskog stresa. Procijeniti
dijagnosticke vrijednosti pojedinih varijabla kao i njihovih kombinacija u predvidanju nastanka
SMD-a.

Metode i ispitanici: Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 107 ispitanika: 57 bolesnika sa SMD-
om (32 s ranim, a 25 s kasnim oblikom SMD-a) 1 50 zdravih ispitanika kontrolne skupine,
komplementarnih eksperimentalnoj skupini po dobi, spolu i kumulativnoj Zivotnoj izlozenosti
suncevu zracenju.

Mjerena je aktivnost SOD-a, GPx-a 1 CAT-a u eritrocitima i vrijednosti TAS-a u serumu te
procjenjivana njihova povezanost sa SMD-om. Za utvrdivanje razlike istrazivanih varijabla
izmedu ispitivanih skupina koristen je Mann — Whitneyev U test s Monte Carlo dvosmjernim
izraCunom statisticke znacajnosti. Analizirana je interakcija izmedu pojedinih antioksidacijskih
enzima. U procjeni dijagnosticke vrijednosti ispitivanih varijabla kao nezavisnih prediktora u
predvidanju nastanka SMD-a koristene su Receiver Operating Characteristic (ROC) analiza 1
multivarijatna logisti¢ka regresija.

Rezultati: Aktivnost GPx-a u eritrocitima (P<0,001) 1 vrijednosti TAS-a u serumu (P=0,015)
bile su znacajno niZe u skupini bolesnika sa SMD-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nije
bilo statisticki znacajne razlike u aktivnosti SOD-a (P=0,984) i CAT-a (P=0,426) izmedu
promatranih skupina ispitanika. Utvrdena je znaajna interakcija izmedu GPx-a i SOD-a
(P=0,003). Pri visokim vrijednostima aktivnosti SOD-a (iznad 75. percentila) smanjenje
aktivnosti GPx-a za jednu standardnu devijaciju poveéava omjer izgleda za nastanak SMD-a za
vise od 6 puta (OR=6,22; P<0,001).

ROC analiza pokazala je da su kombinirane vrijednosti aktivnosti GPx-a i razine TAS-a
znacajne odrednice SMD statusa. Ukupna toc¢nost, osjetljivost, specifi¢nost, pozitivne i
negativne prediktivne vrijednosti ovog testa bili su redom: 75 %, 95 %, 52 %, 69 % 1 90 %.
Pozitivan omjer vjerojatnosti za SMD iznosio je 1,97, a negativni 0,10.

Zakljucak: Istrazivanje je pokazalo da su niske vrijednost aktivnosti GPx-a u eritrocitima i
TAS-a u serumu povezane s nastankom SMD-a. SOD modulira povezanost GPx-a i SMD-a.
Rezultati upucuju na to da bi antioksidacijski enzimi u eritrocitima i TAS u serumu mogli biti
obecavajuci prediktori u predvidanju nastanka SMD-a.
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8. SUMMARY

The role of erythrocyte antioxidant enzymes activity in the occurrence of age-
related macular degeneration

Objective: The aim of the research was to estimate association of the oxidative stress with the
occurrence of age-related macular degeneration (AMD). The activities of erythrocyte
antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase
(CAT) and serum total antioxidant status (TAS) were used as indicators of the oxidative stress
level. Furthermore, diagnostic value of individual and combined markers in determining AMD
status was assessed.

Participants: 57 AMD patients (32 with early and 25 with late form of AMD) and 50 healthy,
age, gender and sunlight exposure matched controls were included.

Methods: Erythrocyte SOD, GPx and CAT activity and serum TAS level were measured and
their association with AMD was assessed. Mann-Whitney U test with Monte Carlo two-tailed
statistical significance was used to compare marker values between the studied groups. Analysis
of interaction between each antioxidant enzymes was done. Receiver Operating Characteristic
(ROC) analysis and multiple logistic regression model were used to estimate the diagnostic
value of markers and their independent associations with AMD.

Results: Erythrocyte GPx activity (P<0.001) and serum TAS (P=0.015) were significantly
lower in AMD patients than in controls. The difference was not significant for SOD (P=0.984)
or CAT activities (P=0.426). Significant interaction between GPx and SOD was detected
(P=0.003). At high levels of SOD activity (over 75" percentile) one standard deviation decrease
in GPx increases the odds for AMD for six times (OR=6.22; P<0.001). ROC analysis revealed
that combined values of GPx activity and TAS were significant determinants of AMD status.
Total accuracy, sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of this test were:
75 %, 95 %, 52 %, 69 %, and 90 %, respectively. Positive likelihood ratio for AMD was 1.97,
and negative likelihood ratio was 0.10.

Conclusion: The study showed that low GPx activity and TAS are associated with AMD. SOD
modulates the association of GPx and AMD. The obtained results suggest that erythrocyte
antioxidant enzymes activity and serum TAS could be promising markers for the prediction of
AMD occurrence.
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Ime i prezime: Ivna Plestina-Borjan
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Telefon/mobitel: +385 21 556 402; +385 91 790 5709

e-posta: ivna.plestina@gmail.com

Datum i mjesto rodenja: 18. 07. 1955., Split, Hrvatska

Matic¢ni broj iz Upisnika znanstvenika: 175504

Bracéno stanje: Udana, majka jednog djeteta
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1995. obranila magisterij znanosti na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu pod
naslovom "Kroni¢na izlozenost suncevu ultraljubi¢astom zracenju kao faktor rizika u nastanku
senilne degenerativne makulopatije"

1987. — 1990. znanstveni poslijediplomski studij iz oftalmologije na Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu

1989. polozila specijalisticki ispit iz oftalmologije u Klinici za o¢ne bolesti Rebro Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu

1982. diplomirala na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu

Radno iskustvo
1990. — danas zaposlenica Klinike za ocne bolesti KBC-a u Splitu

1989. — 1990. zaposlenica Klinike za o¢ne bolesti KBC-a Rebro Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu

1986. — 1989. specijalizantica oftalmologije u Vojnoj bolnici u Splitu

1982. — 1986. zaposlenica u razli¢itim jedinicama Doma zdravlja u Splitu
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OPIS STRUCNOG I ZNANSTVENOG RADA

Zavrsila Klasi¢nu gimnaziju u Splitu. Diplomirala na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu u ozujku 1982.

Specijalisticki ispit iz oftalmologije polozila u veljaci 1989. u Klinici za o¢ne bolesti KBC-a
Rebro Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Znanstveni poslijediplomski studij iz podrucja biomedicine i zdravstva (Klinicke medicinske
znanosti — oftalmologija) zavrSila na Medicinskom fakultetu u Zagrebu. Magistarski rad pod
naslovom "Kroni¢na izlozenost sunc¢evu ultraljubi¢astom zracenju kao faktor rizika u nastanku
senilne degenerativne makulopatije" obranila 1995.

U listopadu 1990. izabrana u znanstveno istrazivacko zvanje istraziva¢ suradnik za znanstveno
podrucje medicine (mat. br. 175504).

Po zavrSenoj specijalizaciji radila odredeno vrijeme u Klinici za o¢ne bolesti KBC-a Rebro u
Zagrebu. Od travnja 1990. zaposlenica u Klinici za ocne bolesti KBC-a Split.

1992. zavrsila poslijediplomski teaj “Primjena ultrazvuka u oftalmologiji* u organizaciji
Medicinskoga fakulteta u Zagrebu, HL.Z-a 1 Zavoda za oftalmologiju Op¢e bolnice Sv. Duh.

Odobrenjem Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi Republike Hrvatske 1. ozujka 2011.
priznat joj je naziv primarijus.

Odobrenjem Ministarstva zdravstva 1 socijalne skrbi Republike Hrvatske od 20. rujna 2011.
priznat joj je status specijalista iz uze specijalnosti za straznji segment oka.

Uze joj je podrucje djelovanja dijagnostika i lijeCenje bolesti straznjeg segmenta oka
(ukljucujuéi vitreoretinalnu kirurgiju, lasersko lije¢enje, fluoresceinsku angiografiju i opticku
koherentnu tomografiju), kao i kirurSko zbrinjavanje prednjeg segmenta oka te ultrazvuk u
oftalmologiji, Sto su i naj¢es¢e teme njezinih objavljenih radova. Posebno je angazirana na
problemu senilne degeneracije makule 1 retinopatije nedonoSc¢adi. Pokretac je i ¢lanica radne
skupine HOD-a koja je donijela Nacionalne smjernice i program probira 1 lijeenja retinopatije
nedonoscadi.

Predavac je u poslijediplomskoj nastavi "Ultrazvuk oka" Medicinskoga fakulteta u Splitu i
Klinike za o¢ne bolesti 2005. 1 2006. te mentor polaznicima individualnog tecaja "Ultrazvucna
dijagnostika oka i orbite" od sije¢nja do travnja 2009.

Sudjelovala je kao istrazivac u nekoliko znanstvenoistrazivackih projekata:

- Ultraljubicasto zracenje kao faktor rizika u nastanku oc¢nih bolesti (3-01-373), glavni
istrazivac prof. dr. sc. Mery Klinger-Lasi¢

- Istrazivanje nasljedne nedostatne aktivnosti glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G-6-PD)
(0216010), glavni istrazivac: prof. dr. sc. Vjekoslav Krzelj

- Genetske, klinicke 1 populacijske osobitosti deficita G-6-PD u Hrvatskoj (216-0000000-
3464), glavni istrazivac: prof.. dr. sc. V. Krzelj
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Strucno se usavrSavala u zemlji 1 inozemstvu.

Aktivno je sudjelovala na vise od 40 znanstvenih i stru¢nih skupova, tecajeva i kongresa u
zemlji 1 inozemstvu, a njezin rad "Wartime open-globe eye injuries", prikazan na 7.
Medunarodnom simpoziju o¢ne traume (ISOT) u Rimu 2006. nagraden je prestiznom nagradom
Zaklade Helen Keller.

Autorica je 1 suautorica viSe od 20 znanstvenih i stru¢nih radova objavljenih u domacim i
stranim ¢asopisima, od toga 5 objavljenih u Casopisima indeksiranim u CC-u.

Izdvaja se znanstveni rad: Plestina-Borjan I, Klinger-Lasic M. Long-term exposure to solar
ultraviolet radiation as risk factor for age-related macular degeneration. Coll Antropol 2007;
31(Suppl. 1):33-8. Rad je uklju€en u metaanalizu: Sui GY, Liu GC, Liu GY i sur. Is sunlight
exposure a risk factor for age-related macular degeneration? A systematic review and meta-
analysis, Br J Ophthalmol 2013;97:389-94. kao jedna od cCetiriju europskih studija izmedu 14
studija (odabranih od ukupno 465 pregledanih radova) u kojima je istrazivan utjecaj sunceva
zratenja na oSte¢enje mreznice, te su po strogim kriterijima klasificirane pogodnim za
metaanalizu.

Suautorica je poglavlja Ultrazvuk oka. U: Hozo I, Karelovi¢ D, ur. Ultrazvuk u klini¢koj praksi.
Split: Hrvatsko gastroenterolosko drustvo, Ogranak Split; 2004. str. 49-73.

Aktivno se sluzi engleskim i njemackim jezikom.

Clanica je brojnih stru¢nih i druStvenih organizacija u zemlji i inozemstvu: Hrvatskog
lijecni¢kog zbora, Hrvatskog oftalmoloskog druStva (HOD), UdruZenja retinologa, Udruzenja
oftalmologa ultrasonicara, Perdijatrijske oftalmoloSke sekcije pri HOD-u, European society of
Cataract and Refractive Surgeons (ESCRS), Udruzenja kontaktologa Hrvatske, European
Contact Lens Society of Ophthalmology (ECLSO), Europskog udruzenja oftalmologa (SOE),
Hrvatskog drustva za pomorsku, podvodnu i hiperbari¢nu medicinu, Katolickog udruzenja
lije€nika Hrvatske i dr.
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