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Wstęp
Patogeneza zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem 

(Age-related Macular Degeneration – AMD) do dzisiaj nie zosta-
ła wyjaśniona i prawdopodobnie ma podłoże wieloczynnikowe. 
Dane z literatury medycznej wskazują, że stres oksydacyjny jest 
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Abstrakt: Cel: ocena zdolności enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej do obrony przed procesem peroksydacji u chorych na wysiękową 
postać zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem w porównaniu ze zdolnością u osób zdrowych.

 Materiał i metody: w hemolizatach krwi u 25 chorych na wysiękową postać zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem 
i u 25 osób z grupy kontrolnej oznaczono aktywność dysmutazy ponadtlenkowej według metody Misry i Fridovicha, katalazy 
metodą Beersa i Sizera, peroksydazy glutationowej według metody Sedlaka i Lindsay’a w modyfikacji Little’a i O’Briena oraz 
stężenie dialdehydu malonowego (TBARS) metodą opisaną przez Placera.

 Wyniki: zaobserwowano statystycznie istotne zmniejszenie aktywności badanych enzymów u chorych na wysiękową postać 
zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem w odniesieniu do osób zdrowych: SOD (2086,3 vs. 2348,5 U/gHb/100 ml; p ≤ 0,05), 
CAT (6,9 vs. 7,6 BU/gHb; p ≤ 0,05) i GPx (36,3 vs. 45,8 U/gHb; p ≤ 0,05), oraz zwiększenie stężenia substancji reagujących 
z kwasem tiobarbiturowym w erytrocytach i osoczu krwi u chorych na wysiękową postać zwyrodnienia plamki związanego 
z wiekiem w odniesieniu do tych samych parametrów u osób z grupy kontrolnej (0,119 vs. 0,286 µmol/gHb; p ≤ 0,001).

 Wnioski: wyniki badań wskazują na niewydolny enzymatyczny układ antyoksydacyjny oraz nasilony proces peroksydacyjny 
u chorych na wysiękową postać zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem.

Słowa kluczowe: zwyrodnienie plamki związane z wiekiem, enzymy antyoksydacyjne, stres oksydacyjny.
Abstract: Objective: The aim of study was to evaluate the ability of the enzymatic antioxidant barrier to protect against peroxidation in pa-

tients with wet age-related macular degeneration, as compared to healthy subjects.
 Material and methods: Hemolysate blood samples collected from 25 patients with wet form age-related macular degenera-

tion and 25 healthy controls were analysed to determine the activity of superoxide dismutase (using Misra and Fridovich me-
thod), catalase (using Beers and Sizer method), glutathione peroxidase (using Sedlak and Lindsay method modified by Little 
and O’Brien), and malondialdehyde concentration (using Placer method).

 Results: We observed a statistically significant decrease in the activity of following enzymes in patients with wet age-related 
macular degeneration, as compared to controls: superoxide dismutase (2086.3 vs. 2348.5 U/gHb/100 ml; p ≤ .05), catalase 
(6.9 vs. 7.6 BU/gHb, p ≤ .05) and glutathione peroxidase (36.3 vs. 45.8 U/gHb; p ≤ .05). At the same time, an increase in age-
-related macular degeneration thiobarbituric acid reactive substance concentration was demonstrated in patients with wet age-
-related macular degeneration, as compared to healthy subjects (.119 vs. .286 µmol/gHb; p ≤ .001).

 Conclusion: The obtained results indicate inefficient enzymatic antioxidant system which manifests as intense peroxidation 
in patients with age-related macular degeneration.

Key words: age-related macular degeneration, antioxidant enzymes, oxidative stress.

PRACE ORYGINALNE

jednym z najistotniejszych czynników przyspieszających proces 
starzenia się organizmu, odgrywa zatem istotną rolę w rozwoju 
AMD, albowiem w przypadku tej choroby wiek jest kluczowym 
czynnikiem ryzyka. Zwyrodnienie plamki związane z wiekiem 
dotyka już 50-latków i jest trzecią w kolejności, tuż po jaskrze 



285Klinika Oczna 2016, 118 (4)ISSN 0023-2157 Index 362646

Małgorzata Mrowicka, Jerzy Mrowicki, Jacek P. Szaflik, Marta Szaflik, Magdalena UlińSka, Jerzy Szaflik, ireneUSz MaJSterek

i zaćmie, przyczyną ślepoty w tej populacji oraz pierwszą nieod-
wracalną przyczyną utraty wzroku w populacji osób starszych. 
Według danych szacunkowych na AMD choruje 30% osób, któ-
re przekroczyły 70. rok życia, najczęściej chorują kobiety, u nich 
po 75. roku życia dwa razy częściej niż u mężczyzn w tym sa-
mym wieku występują zmiany początkowe choroby i aż siedem 
razy częściej zmiany zaawansowane (1). Poza wiekiem i płcią 
coraz częściej podkreśla się znaczenie dyspozycji genetycznej, 
dodatni wywiad rodzinny w kierunku AMD oraz 100-procento-
we współwystępowanie tego schorzenia u bliźniąt homozygo-
tycznych. Rolę w rozwoju schorzenia mogą odgrywać mutacje 
w obrębie genu kodującego czynnik H dopełniacza i genu ko-
dującego czynnik I oraz B i składowe dopełniacza C3 i C2 (2). 
Do czynników zachorowalności na AMD zalicza się również 
palenie papierosów, które podwaja ryzyko, jasny kolor tęczów-
ki oka, nadwzroczność, wysoki wskaźnik BMI i schorzenia ser-
cowo-naczyniowe. Wpływ na rozwój AMD ma także niedobór 
luteiny oraz zeaksantyny – karotenoidów chroniących siatków-
kę oka przed procesami wolnorodnikowymi (3). Zwyrodnienie 
plamki związane z wiekiem jest chorobą zewnętrznych warstw 
siatkówki tj. nabłonka barwnikowego siatkówki (Retinal Pig-
ment Epithelium – RPE) i fotoreceptorów oraz struktur funkcjo-
nalnie z nią powiązanych takich jak błona Brucha i choriokapilary, 
ograniczoną do jej centralnego obszaru – plamki. Niezdrowy tryb 
życia, złe nawyki żywieniowe i związana z tym niska zawartość 
przeciwutleniaczy takich jak witaminy E i C, beta-karoten, selen 
oraz cynk osłabiają wydolność bariery antyoksydacyjnej i wpły-
wają na niską aktywność białek enzymatycznych chroniących 
komórki RPE oraz błony komórkowe fotoreceptorów oka przed re-
aktywnymi formami tlenu (RFT, Reactive Oxygen Species – ROS).

Nadmierna produkcja i aktywność RFT wynikają z niedosta-
tecznej skuteczności antyoksydacyjnych mechanizmów obron-
nych w siatkówce – enzymatycznych i/lub nieenzymatycznych, 
które w warunkach fizjologii skutecznie neutralizują skutki stre-
su oksydacyjnego. Układ enzymatyczny w siatkówce składa się 
z enzymów antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza ponadtlen-
kowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza glutationowa (GPx), 
których aktywność jest zależna od elementów egzogennych 
– są nimi jony metali: cynku, miedzi, manganu i selenu. Część 
nieenzymatyczną systemu antyoksydacyjnego w oku stanowią 
karotenoidy: luteina i zeaksantyna, witaminy C i E, glutation, 
koenzym Q i inne, których ilość w tkankach oka ulega zmniej-
szeniu wraz z wiekiem, stwarzając zagrożenie rozwoju zwyrod-
nienia plamki związanego z wiekiem.

Cel
Celem pracy jest ocena poziomu procesu wolnorodnikowe-

go poprzez pomiar związków tiobarbiturozależnych (Thiobarbitu-
ric Acid Reactive Substances – TBARS), których przedstawicie-
lem jest dialdehyd malonowy we krwi, oraz ocena wydolności 
enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej poprzez określenie ak-
tywności SOD, CAT i GPx w krwinkach czerwonych u chorych 
na AMD oraz osób zdrowych.

Materiał i metody
Badaniami objęto grupę 25 pacjentów (8 mężczyzn i 17 ko-

biet) w wieku od 64 do 87 lat (średnia 75,5 ± 11,5), diagno-
zowanych w Klinice Okulistyki II Wydziału Lekarskiego War-

szawskiego Uniwersytetu Medycznego z powodu podejrzenia 
zmian zwyrodnienia plamki związanego z wiekiem. Wszystkich 
pacjentów poddano badaniu okulistycznemu obejmującemu: 
ocenę ostrości wzroku i poczucia kontrastu, pomiar ciśnienia 
wewnątrzgałkowego (Intraocular Pressure – IOP) oraz badanie 
dna oka w obrazie stereoskopowym. Rozpoznanie wysiękowej 
postaci AMD potwierdzano za pomocą optycznej koherentnej 
tomografii (Optical Coherence Tomography – OCT) oraz angio-
grafii fluoresceinowej (Fluorescein Angiography – FA) i indocy-
janinowej (Indocyanine Green Angiography – ICG).

Grupę odniesienia stanowiło 25 osób zdrowych (9 mężczyzn 
i 13 kobiet) w wieku od 51 do 78 lat (średnia 64,5 ± 13,7), 
u których podczas rutynowego badania przeprowadzanego 
w Klinice Okulistyki II Wydziału Lekarskiego Warszawskiego 
Uniwersytetu Medycznego AMD i inne choroby siatkówki zo-
stały wykluczone.

Materiał badawczy stanowiła krew pobrana z żyły odłokcio-
wej – pobierano ją od uczestników badania po uprzednim wyra-
żeniu przez nich świadomej zgody.

Przygotowanie hemolizatu krwi do oznaczeń polegało na od-
wirowaniu, usunięciu osocza i przemyciu masy erytrocytarnej 
0,9-procentowym NaCl. Tak przygotowane erytrocyty hemolizo-
wano, mieszając je z wodą redestylowaną, i zamrażano w tem-
peraturze -18°C. W hemolizacie oznaczono stężenie związków 
reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) metodą opi-
saną przez Placera (4). Większość związków chemicznych re-
agujących z kwasem tiobarbiturowym to dialdehyd malonowy 
(Malondialdehyde – MDA), którego stężenie wyrażono w µmol 
MDA x g-1 Hb.

Metoda, według Misry i Fridovicha (5), oznaczania aktywno-
ści SOD polegała na hamowaniu przez enzym reakcji samoutle-
niania adrenaliny do adrenochromu w środowisku alkalicznym.

W oparciu o metodę Beersa i Sizera (6) oznaczono aktyw-
ność CAT. Mierzono zmniejszenie absorbancji nadtlenku wodoru 
rozkładanego przez enzym.

Pomiar aktywności GPx został wykonany w hemolizatach 
krwi według metody Sedlaka i Lindsay’a w modyfikacji Little’a  
i O’Briena (7). W pomiarze wykorzystano różnicę w szybkości 
reakcji enzymu z glutationem i kumenem w próbie badanej 
i próbie kontrolnej.

Parametr – stężenie hemoglobiny w hemolizacie krwi – ko-
nieczny do wyliczeń aktywności badanych enzymów oznaczo-
no standardową metodą Drabkina (8). Pomiarów dokonano za 
pomocą gotowych odczynników firmy Aqua-Med (ZPAM-Kolasa 
sp.j. catalogue no 1010.2).

Wszystkich oznaczeń analizowanych parametrów dokonano 
na spektrofotometrze Bodenseewerk Perkin-Elmer GmbH, Über-
lingen, Germany.

Analizy statystycznej dokonano z użyciem pakietu Statisti-
ca 6.0. W pracy obliczono średnie arytmetyczne (x) z odchyle-
niem standardowym (Standard Deviation – SD). W obliczeniach 
do oceny istotności statystycznej różnic między średnimi przy-
jęto poziom istotności p ≤ 0,05 jako znamienny statystycznie. 
W badaniach zastosowano nieparametryczne odpowiedniki te-
stu t-Studenta, a dla zmiennych niepowiązanych – test U Man-
na-Whitneya.

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Komisji Bioetycz-
nej Uniwersytetu Medycznego w Warszawie nr KB/107/2008.
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Wyniki
W tabeli I oraz na rycinach 1.–4. przedstawiono wyniki 

– średnie arytmetyczne ± odchylenie standardowe (x ± SD) 
aktywności enzymów antyoksydacyjnych oraz stężenia dial-
dehydu malonowego we krwi u chorych na AMD oraz u osób 
zdrowych.

Średnia aktywność SOD w erytrocytach u chorych na AMD 
była istotnie niższa w porównaniu do jej parametrów u osób 
z grupy kontrolnej (2086,3 vs. 2348,5 U/gHb/100ml; p ≤ 0,05).

Dla CAT wykazano różnice w aktywności istotne statystycz-
nie – mniejsze wartości u osób z grupy chorych na AMD w od-
niesieniu do osób zdrowych (6,9 vs. 7,6 BU/gHb; p ≤ 0,05).

Wartości średniej aktywności GPx we krwi u osób z grupy 
chorych na AMD różniły się istotnie od tych wartości u osób 
z grupy kontrolnej (36,3 vs. 45,8 U/gHb; p ≤ 0,05).

Porównanie wykazało, że oznaczenia stężeń TBARS we krwi 
istotnie statystycznie (p ≤ 0,001) różniły się u chorych na AMD 
i u osób z grupy kontrolnej (0,119 vs. 0,286 µmol/gHb; p ≤ 0,001).

Badane parametry/ 
Studied parameters

Grupa odniesienia/ Reference group
x ±SD
n = 25

Chorzy na AMD/ Patients with AMD
x ± SD
n = 25

Istotność statystyczna/  
Statistical significance

SOD (U/gHb/100 ml) 2348,5 ± 564,6 2086,3 ± 125,3 p ≤ 0,05

CAT (BU/gHb) 7,6 ± 1,2 6,9 ± 0,7 p ≤ 0,05

GPx (U/gHb) 45,8 ± 10,7 36,3 ± 8,96 p ≤ 0,05

TBARS (µmol/gHb) 0,119 ± 0,006 0,286 ± 0,08 p ≤ 0,001

Tab. I. Poziom aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPx) we krwi u chorych na AMD i u osób 
z grupy odniesienia.

Tab. I. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) activity levels in the blood of patients with AMD and a reference 
group.

Ryc. 1. Poziom aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) we krwi 
u chorych na AMD i u osób zdrowych.

Fig. 1. Superoxide dismutase (SOD) activity in the blood of patients 
with AMD and healthy controls.

Ryc. 2. Poziom aktywności katalazy (CAT) we krwi u chorych na AMD 
i u osób zdrowych.

Fig. 2. Catalase (CAT) activity in the blood of patients with AMD 
and healthy controls.

Ryc. 3. Poziom aktywności peroksydazy glutationowej (GPx) we krwi 
u chorych na AMD i u osób zdrowych.

Fig. 3. Glutathione peroxidase (GPx) activity in the blood of patients 
with AMD and healthy controls.

Ryc. 4. Stężenie TBARS we krwi u chorych na AMD i u osób zdro-
wych.

Fig. 4. TBARS concentration in the blood of patients with AMD and 
healthy controls.
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Omówienie
Procesy prooksydacyjne, przeważające nad antyoksydacyj-

nymi, przebiegające z udziałem wolnych rodników prowadzą do 
stresu oksydacyjnego i związanych z nim zaburzeń komórko-
wych. Mechanizm powstawania procesów wolnorodnikowych 
w obrębie zewnętrznych warstw siatkówki okolicy plamki oka 
jest wieloczynnikowy. Jednym z ważniejszych czynników jest 
wysokie ciśnienie parcjalne tlenu w naczyniówce oraz naczy-
niach siatkówkowych, które przyczynia się do zwiększenia stę-
żenia substratu dla reaktywnych form tlenu. Ponadto oko jest 
narażone na ciągłe działanie światła widzialnego, a szczegól-
nie niebezpiecznego wysokoenergetycznego promieniowania 
krótko falowego, które prowadzi do powstawania wielu form re-
aktywnych tlenu, m.in. anionorodnika nadtlenkowego, nadtlen-
ku wodoru i bardzo toksycznego rodnika hydroksylowego (9).

Ocena stężenia TBARS w badanych hemolizatach krwi 
u chorych na AMD wykazała jego statystycznie istotne pod-
wyższenie (140%) w porównaniu do wartości u osób z grupy 
kontrolnej.

Powstawanie nadtlenków lipidów w procesie peroksydacji 
jest nasilone w błonach komórkowych fotoreceptorów boga-
tych w wielonienasycone długołańcuchowe kwasy tłuszczowe, 
a szczególnie kwasu dokozaheksaenowego (DHA). Ponadto siat-
kówka oka jest bogata w kwasy tłuszczowe takie jak palmity-
nowy, stearynowy, oleinowy i arachidonowy. Osłabiona obrona 
przed wolnymi rodnikami zwiększa podatność ww. kwasów 
tłuszczowych na proces peroksydacji (10). Stres oksydacyjny 
jest generowany również przez gromadzącą się wraz z wiekiem 
lipofuscynę, marker starzenia się komórki. Wydaje się, że istot-
ną rolę w rozwoju AMD odgrywa karboksyetylopirol (CEP) – ko-
lejny produkt utleniania DHA. Karboksyetylopirol w wyniku łą-
czenia się z białkami modyfikuje je, prowadząc do powstania 
immunogennych adduktów, które pobudzają układ dopełniacza 
i nasilają reakcję zapalną w siatkówce oka, nabłonku barwniko-
wym siatkówki i błonie Brucha (11).

Autorzy prac poświęconych ocenie parametrów określają-
cych przebieg procesów prooksydacyjnych u chorych na AMD 
dowodzą przewagi reakcji prooksydacyjnych, uszkadzających 
struktury komórek oka, nad reakcjami antyoksydacyjnymi (12, 13).  
W dostępnej literaturze medycznej w pracach doświadczalnych 
in vitro (14–16) przedstawiono interesujące wyniki hamujące-
go wpływu produktów peroksydacji lipidów, takich jak HNE 
(4-hydro ksy2-nonenalu) i MDA (dialdehydu malonowego), na 
aktywność proteazy lizosomalnej RPE. Autorzy tych prac wyka-
zali, że zdolność degradacyjna lizosomów komórek RPE ulega 
inhibicji, a tym samym dochodzi do dysfunkcji autofagocytozy.

Procesy lipofuscynogenezy i druzogenezy nasilają zanik fo-
toreceptorów, proces zapalny oraz postępujące niedotlenienie 
komórek i w konsekwencji prowadzą do nadmiernej ekspresji 
naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu (Vascular Endo-
thelial Growth Factor – VEGF), a to indukuje neowaskularyzację 
i postępujące zwyrodnienie plamki.

Antyoksydacyjny system ochronny przed reaktywnymi 
formami tlenu i azotu oraz procesami prooksydacyjnymi w ko-
mórkach siatkówki oka tworzą związki enzymatyczne i nieenzy-
matyczne. W komórkach RPE oraz fotoreceptorach wykazano 
obecność enzymów: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i pe-
roksydazy glutationowej, które usuwają wolne rodniki (10).

Dysmutaza ponadtlenkowa (CuZn-SOD; SOD-1) to cytopla-
zmatyczny enzym zależny od miedzi i cynku, katalizujący reakcję 
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wo-
doru i tlenu. Katalaza zawiera hem i redukuje nadtlenek wodoru. 
Selenozależna peroksydaza glutationowa z udziałem glutationu 
katalizuje reakcję redukcji nadtlenków zarówno organicznych, 
jak i nieorganicznych.

Autorzy tej pracy w badaniach własnych zaobserwowali 
istotne statystycznie zmniejszenie aktywności enzymów SOD 
(11,2%), CAT (9,2%) i GPx (20,7%) u chorych na AMD w porów-
naniu z wartościami tych parametrów u osób zdrowych.

Zmniejszoną aktywność enzymów antyoksydacyjnych 
w erytrocytach u chorych na AMD w odniesieniu do ich aktyw-
ności u osób z grupy kontrolnej potwierdzają również wyniki in-
nych badań opublikowane w literaturze medycznej.

Zafrilla i wsp. (17) wykazali przewagę reakcji prooksydacyj-
nych nad antyoksydacyjnymi u chorych na wysiękową postać 
AMD. Poprzez ocenę aktywności dysmutazy ponadtlenkowej, pe-
roksydazy i reduktazy glutationowej oraz całkowitej aktywności 
antyoksydacyjnej dowiedli oni, że u tych chorych bariera obronna 
przed wolnymi rodnikami jest osłabiona, a stężenie białkowych 
grup karbonylowych – markera stopnia oksydacji białek, zwiększo-
ne. Plestina-Borjan i wsp. (18) też opisali zachwianie równowagi 
proantyoksydacyjnej – w badaniach własnych oznaczali obniżenie 
aktywności erytrocytarnej SOD, CAT i GPx oraz obniżenie całko-
witego poziomu statusu antyoksydacyjnego (Total Antioxidant 
Status – TAS) u chorych na AMD w porównaniu do odnośnych 
parametrów u osób z grupy kontrolnej. Interesujące wyniki badań 
porównujące aktywność SOD, stężenie całkowitej zdolności anty-
oksydacyjnej (Total Antioxidant Capability – TAC) i witaminy C 
z poziomem MDA u Azjatów chorych na AMD przedstawili Shen 
i wsp. Autorzy wykazali istotnie podwyższoną aktywność dys-
mutazy ponadtlenkowej wobec nasilonego procesu peroksydacji 
(zwiększoną wartość markera MDA) oraz obniżony poziom TAC 
i zmniejszone stężenie witaminy C u chorych na AMD w odniesie-
niu do tych parametrów u osób zdrowych. Podobny rezultat ozna-
czeń parametrów równowagi pro-antyoksydacyjnej w populacji 
azjatyckiej wyrażony podwyższoną aktywnością SOD i nasilonymi 
reakcjami oksydacyjnymi kwasów tłuszczowych (marker MDA) 
otrzymał zespół badawczy Jia i wsp. (20). Wyniki badań prowa-
dzonych przez Delacourta i wsp. 1999 (21) – POLA Study – nato-
miast nie wykazały zależności między aktywnością SOD we krwi 
a występowaniem AMD. Badacze z tego samego zespołu uzyskali 
wyniki wskazujące na mniejsze stężenie glutationu w erytrocytach 
u chorych na AMD wobec ujemnej korelacji między aktywnoś-
cią GPx a występowaniem zaawansowanej postaci AMD.

Podsumowanie
Wyniki naszych badań dowodzą, że zdolność antyoksyda-

cyjna układu enzymatycznego do obrony przed prawdopodobnie 
nasilonym procesem peroksydacji u chorych na AMD jest obni-
żona w porównaniu z tą zdolnością u zdrowych osób. Patogene-
za AMD, pomimo licznych badań biochemicznych i klinicznych, 
wciąż pozostaje słabo poznana. Na podstawie dostępnych 
w piśmiennictwie wyników wielu przeprowadzonych do tej 
pory eksperymentów jednak przyjmuje się obecnie, że stres 
oksydacyjny jest jednym spośród wielu czynników biorących 
udział w patomechanizmie AMD.
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Do potwierdzenia wyników oceny aktywności enzyma-
tycznej SOD, CAT i GPx konieczne wydają się eksploracja 
na poziomie genetycznym i poszerzenie badań o obserwacje 
relacji między zmianami polimorficznymi w genach obrony anty-
oksydacyjnej a predyspozycją do rozwoju AMD, a także ocena 
poziomu uszkodzeń oksydacyjnych DNA oraz zdolności do ich 
naprawy.
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