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1. Roviditések jegyzéke

AO

CB
DAPI
DCCT
DRS
ERG
ETDRS
GCL
GFAP
ILM
INL
IPL
IPM
L-opszin
M-opszin
OCT
OLM
ONL
OPL
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PB
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PFA
PKC-a
PNA
RPE
RPE65
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S-opszin
STZ
TUNEL
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glia fibrillaris savas protein

belsd hatarhartya

belsé magvas réteg

belsd plexiform réteg

interfotoreceptor matrix

hossz hulldimhossz-érzékeny opszin
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optikai koherencia tomograf

kiils6 hatarhartya
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kiils6 plexiform réteg
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,peanut” agglutinin lektin

retinalis pigmentham

retinalis pigment epitélium-specifikus protein 65 kDa
standard deviacio

rovid hullamhossz-érzékeny opszin
streptozotocin
,deoxynucleotidyltransferase-mediated biotinylated UTP nick end labeling”

»wheat germ” agglutinin lektin



2. Bevezetés

A diabetes mellitus, valamint latast veszélyeztetd szovodménye, a diabéteszes retinopatia
vildgméretli probléma. A diabétesz elterjedése ,jarvanyszeri” méreteket kezd oOlteni,
napjainkban a vildgon koriilbeliil 382 milli6 diabéteszes beteg €l, becslések szerint 2035-re ez
a szam az 592 milliot 1s elérheti [1]. Hazankban jelenleg a korkép eldéforduldsa a teljes
népességet tekintve nagysagrendileg 5-5,5%-ra becsiilhetd. SOt - tekintettel arra, hogy az
¢letkorral nd az eléfordulasi arany -, az idésebb korti magyarorszagi lakossag akar 15-20%-at
is érintheti a diabétesz [2].

A diabétesz szemészeti szovOdményeinek eldforduldsi incidencidja és prevalencidja
szintén magas. Az 1980-as ¢és 90-es években végzett multicentrikus tanulmanyok alapjan 30
é¢vvel a diabétesz fennallasit kovetden gyakorlatilag minden betegnél megfigyelhetd a
retinopatia valamely stddiuma, méghozza 14-20%-ban a teljes latasvesztéssel jar6 forma van
jelen [3, 4].

A diabétesz, valamint a diabéteszes retinopatia patomechanizmusat még ma sem ismerjiik
teljes egészében, tanulmanyozasa tehat minden tekintetben aktualis, sOt slirgetd jelentdséggel
bir. A diabéteszes retinopatia lefolyasdnak leirasdhoz és terapias célpontok tesztelés¢hez
kontrollalt koriilmények, allatkisérletes modellek beallitasa sziikséges. Ugyanakkor, tisztaban
kell lenniink azzal, hogy az alkalmazott kisérleti koriilmények €és a fajok kozti kiillonbségek
miatt az allatkisérletekbdl nyert eredmények relevancidja a human diabéteszes retinopatiara
vonatkozoan korlatozott lehet.

Vizsgéalataim sordn az irodalomban jol ismert allatmodellt alkalmaztam az I-es tipusu
diabétesz tanulmanyozéasahoz: streptozotocin indukcioval diabéteszessé tett patkanytorzseket
vizsgaltam. A Huméanmorfologiai és Fejlodésbiologiai Intézet Retina munkacsoportja, ahol a
kutatd munkamat végeztem, évtizedek Ota tanulmanyozza a fotoreceptorok szerkezetét,
fejlodését. Munkacsoportunk etéren szerzett tobb évtizedes tapasztalatai nyujtottak alapot
vizsgélatainkhoz. Jelen ¢értekezésben taglalt j eredményeink a diabéteszes retinopatia

neuralis elemeire vonatkoznak, kiilonos tekintettel a fotoreceptorokra.



2.1. A retina egyes rétegei, sejttipusok
A retinat felépitd kiilonbozo sejttipusok keresztmetszeti felvételen jol elkiilonithetd

rétegekbe rendezddnek (1. abra).

choroidea.

(ON}

1. dabra Felnott patkany retina keresztmetszeti képe, toluidinkek festéssel. GCL: ganglionsejt
réteg, IPL: belso plexiform réteg, INL: belso magvas réeteg, OPL: kiilsé plexiform réteg, ONL:
kiils6 magvas réteg, IS: fotoreceptor beltagok, OS: fotoreceptor kiiltagok, RPE:
pigmenthamsejt réteg. Bar 50 um.

A fotoreceptorok (csapok és palcikak) magvai alkotjak a kiils6 magvas réteget (ONL),
kiilsé nyulvanyuk a kiilsé hatarhartyan (OLM) tulnytlik, a retindlis pigmenthdmot (RPE)
eléri. A nyulvanyok kiil- és beltag részekbol allnak, ezeket keskeny Osszekotd csilld koti
Ossze. A szembe érkezd fény feldolgozasa a kiiltagok korongjaiban, a fotopigmentek révén
kezdddik. A fotonok hatdsara az ingeriilet gy keletkezik, hogy a fotopigmentek
fehérjerészéhez, azaz az opszinhoz kovalensen kapcsolt kromofor molekula (11-cisz retinal)
konformaci6 valtozason megy keresztiil és csupa-transz retinalla alakul. Ezzel a 1épéssel
kezdddik a fototranszdukcios kaszkad, mely végeredményeképpen a sejt hiperpolarizalodik, a

foton energidja elektromos jellé alakul, és tovabbhalad a bipolaris sejtek felé. A bels6 magvas



rétegben (INL) a bipolaris sejtek €és az interneuronok (horizontélis sejtek, amakrin sejtek)
magvai taldlhatoak. Az ilivegtesthez legk6zelebbi magvas réteg a ganglionsejt réteg (GCL); a

ganglionsejtek axonjai tovabbitjak a retina feldl az agyi kozpontok felé az informaciot [5].

2.1.1.Gliasejtek

A retina gliasejtjei k6z¢ a mikro- ¢s a makrogliasejtek (Miiller sejtek és asztrocitdk)
tartoznak. A mikrogliasejtek els6sorban a belsd retinarétegekben megtaladlhatd rezidens
makrofagok, kiilsd karositd agensek ellen nyujtanak védelmet. A Miiller sejtek a retinalis
gliapopulacid 90%-at teszik ki, csaknem a retina teljes vastagsdgan atérnek: a belsé (ILM) és
a kiils6 hatarhartya (OLM) kozott helyezkednek el. Ezzel szemben a masik makrogliasejt
tipus, az asztrocitak lokalizacioja csak az idegrostrétegre korlatozodik.

Mind az asztrocitak, mind pedig a Miiller sejtek jelentds fejlddéstani és €lettani szerepet
toltenek be a tobbi retindlis sejttipus szdmara. F6 funkcidjuk a retina idegi elemeinek és a
fotoreceptoroknak a neurotrofikus, metabolikus ellatasa, az extracelluléris retinalis tér normal
homeosztazisdnak fenntartasa, illetve novekedési faktor termelésiik révén neuroprotektiv
szerepiiket is feltételezik. A Miiller sejtek elhelyezkedésiik szerint tdmasztd és mechanikai
védelmet nytjto funkciot is betdltenek [6].

A retinadban jellemz6 radidlis informécidtovabbitas a fotoreceptoroktdl a ganglionsejtek
felé oszlopszerii egységekbe rendezetten zajlik, ahol egy-egy Miiller sejt all a kozéppontban, a
kornyez6 neuronok szdmara metabolikus ellatast biztositva. Elhelyezkedésiik tovabba
lehetdvé teszi, hogy a fény Utjat a fotoreceptorok iranyaba optikai rostokként biztositsdk, mely
funkcidhoz magas refrakcios indexiik, tolcsérszerti formajuk is hozzajarul [7].

Kiilonbozo sériilésekre a kozponti idegrendszer, ezen beliil a retina is, gliasejt
aktivacioval reagal [6, 8]. A gliaaktivacid sordn jellegzetes molekularis ¢s morfologiai
valtozasok torténnek a citoszkeletonban: tobbek kozott az intermedier filamentum proteinek
glia fibrillaris savas protein- (GFAP-), nestin-, synemin-, vimentin-expresszidja fokozodik.
Sériilés hatasara retinaszerte a Miiller sejtek és az asztrocitdk is teljes egésziikben GFAP-
pozitivitdst mutatnak, holott nyugalmi allapotban csak a belsé hatarhartydra korlatozodo
expresszid jellemzd [9, 10]. A megndvekedett GFAP immunreaktivitds a legkordbban
kialakulo diabéteszes elvaltozdsok kozé tartozik. A diabéteszes retinaban a mikro- és
makrogliasejtek proliferacidja is megfigyelhetd, mely szdmbeli és méretbeli novekedéssel is
jar [11, 12]. A mikroglia-aktivaci6 a humdn diabéteszes retinopatidban elsdsorban
érrendellenességekhez, tagult vénadkhoz, mikroaneurizmakhoz, gyapottépéses gocokhoz

kapcsoltan fordul elé [13]. Experimentalis adatok utalnak a mikrogliasejtek és a retina



neuralis elemeinek kapcsolatara. Streptozotocin (STZ) altal indukalt diabéteszben a
mikrogliasejtek mar 1 honappal a diabétesz indukciot kovetden aktivalodnak, szamuk 4-6
honap elteltével a legmagasabb, a szignifikans sejtpusztulassal parhuzamosan [12].

A glidzis célja a neuroprotekcid, de feltételezések szerint bizonyos foku regeneracio is,
ugyanakkor ezekkel a folyamatokkal toxikus hatas is jarhat: experimentélis diabéteszben a
gliaaktivaciod soran az extracellularis térbe juté glutamat mennyisége megné [9, 14, 15]. Ez az
un. glutamat excitotoxicitdshoz vezet, mely soran a sejten beliili kalcium koncentraciéd
emelkedik és kalciumdependens enzimek, példaul foszfolipidek, protein kindzok, protedzok,
kaszpazok aktivalodnak, sejthalalt indukalnak. A gliaaktivacio €s a kovetkezményeként

kialakul6 folyamatok a diabéteszes retinopatia patogenezisének kulcslépései [6].

2.1.2. Fotoreceptorok

Az emldsOk retindjaban 1€évé csapok ¢€s palcikak specifikus opszintartalmuk révén,
illetve metabolikusan és morfologiailag is jelentdsen kiilonboznek egymastol [16]. A palcikak
rodopszin molekuldjuk révén a szkotopikus latasért felelosek, mig a csapok a fotopikus latast
¢s a szinek megkiilonboztetését teszik lehetdve.

Az emberi trikromatikus latasért felelds egyes csap-opszinok a révid (,,short wavelength
sensitive”, azaz S-opszin), a kdzepes (,,medium wavelength sensitive”, azaz M-opszin) €s a
hosszu (,,long wavelength sensitive”, azaz L-opszin) hulldimhossz tartomadnyokban mutatjak
érzékenységilk maximumat. A legtobb emlds, igy az altalunk vizsgélt patkany is, ezzel
szemben dikromat, azaz az S-opszin tartalmt csapjaik mellett a spektrum vagy csak a zdld,
vagy csak a vOros (azaz kozepes vagy hosszi hullamhossz) tartomanyaban érzékeny csapjaik
vannak [17].

A Humdanmorfologiai Intézet Sejt- és Molekularis Biologiai laboratoriuma Szél
Professzor ur €s Rohlich Professzor Gr munkéssaga soran, a vildgon elsdként allitott eld a
fotoreceptorok kiilonboz6 opszinjai ellen specifikus antitesteket [18]. Ezek kozott van a
rodopszin ellenes antitest (AO, antiopszin), az M- és L-opszin ellenes COS-1 antitest és az S-
opszin ellenes OS-2 antitest, melyeket az itt részletezett munkainkban is alkalmaztunk [19].

A csapok ¢és palcikdk morfoldgiaja is, ultrastrukturdlisan vizsgalva, részben lehetové
teszi a megkiilonboztetésiiket. A palcikdk kiil- és beltagjai vékonyabbak és hosszabbak,
hengerded jelleglick. A pélcikédkban a sejtmembrantdl elkiiloniilé lemezek vannak, azokat az
extracellularis tértdl folyamatos sejtmembran valasztja el. A palcikdk magjai az ONL

iivegtesthez kozelebbi sejtmagsoraiban foglalnak helyet.



A csapok neviiket a vastagabb, rovidebb beltagjuk utan kaptak. A palcikakkal szemben,
a csap-kiiltagok korongjai a sejtmembrannal Osszefliggésben 4llnak, beltagjuk
mitokondriumokban gazdag. Magvaik egy sejtmagsort alkotnak az ONL-ben, az OLM
kozvetlen szomszédsdgaban. Tisztan morfoldgiai jegyek alapjan azonban az egyes
csaptipusok megkiilonboztetése nem (vagy csak nehézkesen) lehetséges [16, 19].

A fotoreceptorok kiiltagjait az interfotoreceptor matrix (IPM) hiivelyszeriien koriilveszi
¢s ezzel az OLM és a retinalis pigmentham kozotti un. szubretinalis teret tolti ki [20]. Az [PM
OsszetevOi elsOsorban szénhidratok, illetve proteinek, proteoglikdnok, glikoproteinek,
gluk6zaminoglikanok. A szénhidratlancok egy része altalanos, mas része pedig az egyes
fotoreceptor tipusokra specifikus [21]; a palcikakra az N-acetil-D-glukézamin, a csapokra
pedig a D-galaktoz-béta-N-acetil-D-galakt6zamin jelenléte specifikus, ezaltal lehetdvé valik,
hogy a kotddo lektinek segitségével megkiilonbdztessiik Oket (/1. tdblazat). Az IPM-nak a
fotoreceptorok fejlédésében ¢és fenntartdsdban is fontos szerepet tulajdonitanak, a
taplalasukhoz sziikséges mikrokornyezetet biztositjak, illetve részt vesznek a fagocitozis

folyamatéban is [22].

2.1.3. Retinalis pigmentham

A fotoreceptorok ¢és a retinalis pigmentham (RPE) mar fejlddésiik soran is szoros
interakcioban allo egységet képeznek [23, 24], és késdbb is egymas megfeleld mikodéséhez
sziikségesek [25]. A RPE egyrétegli kobham, nevét a fényabszorpcidoban szerepet jatszo
fagoszomakat is. A RPE egyik fontos feladata a szubretinalis tér ion homeosztdzisanak
fenntartasa, ehhez sziikséges iontranszportot bonyolit.

Funkcidi koziil tovabba kiemelendd a fototranszdukcidban valéo részvétel. A
kromoforokban foton hatésara bekdvetkezd 11-cisz-retinal — csupa-transz-retinal konformacio
valtozas a fotoreceptorok kiiltagjaban =zajlik, a reizomeracid pedig nagyrészt a
pigmenthdmban, ahol az ehhez sziikséges enzimkészlet rendelkezésre all. A reizomerizacid
tobb lépésben zajlik, melyeket harom enzim katalizal: a lecitin:retinol transzferaz, a 65 kDa
molekulasulyG RPE protein (RPE65, izomerohidrolaz) és a 11-cisz-retinol dehidrogenaz
enzimek [23, 26].

Diabéteszes allatainkban a RPE morfologiai vizsgélata mellett a funkcidra vonatkozoan

is nyertlink adatokat az RPE65 enzim immuncitokémiai vizsgalata révén.



2.1.4. Bipolaris sejtek, interneuronok

A fotoreceptor — bipolaris sejt — ganglionsejt irdnyu vertikalis informaciotovabbitas
szinaptikus szinterei a kiilsd €s a belsé plexiform rétegek (OPL, IPL). A plexiform rétegekben
jelentés moduldlo szerepet jatszanak az interneuronok: az OPL-ben a horizontalis sejtek, az
IPL-ben pedig az amakrin sejtek képeznek szinapszist, magvaik a bipolaris sejtekkel egylitt az
INL-be rendezddnek (2. dbra).

Az OPL-ben a fotoreceptor — bipolaris sejt kozotti kapcsolatok mellett, jelen vannak a
horizontdlis sejtek termindlisai is, melyek az un. laterdlis szinapszisokat alkotjak. Egy
horizontélis sejt szinaptikus kapcsolatban all tobb fotoreceptorral, valamint bipolaris sejtekkel
i1s. Szinapszisaikat a valtozé fényviszonyoktol fliggd neuromoduldcié jellemzi, tehat

feltételezhetéen a fény- ¢és sotétadaptacioban 1s szerepet jatszhatnak. Mintdinkban a

horizontalis sejteket egy kalcium-koto fehérje ellenes antitesttel, calbindinnel jel6ltiik [27].

)

OPL

IPL OFF

IPL ON

2. abra Sémas abra a kiilso és belso retina rétegek egyes sejttipusairol és szinapszisairol. R:
palcika, C: csap, H: horizontalis sejt, RB: pdlcika bipolaris sejt, CB: csap bipolaris sejt, AIl:
AlIl amakrin sejt, A: amakrin sejt, G: ganglionsejt, OPL: kiilso plexiform réteg, IPL OFF, IPL
ON: belsé plexiform réteg OFF és ON rétege. Az dbra forrasa: [28].

A bipolaris sejtek kozott megkiilonboztetiink csak pélcika, csak csap, illetve csap €s

palcika jelet is kozvetitoket. Az 1960-as évekbdl szarmazik a bipolaris sejtek elsé tipusokba
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sorolasa: ON ¢és OFF tipusokat kiilonboztettek meg, attél fliggden, hogy a kisiilési
frekvenciajuk né vagy csokken a receptiv mezejlik centrumanak megvilagitasara. Az elmult
évtizedekben a tipizalds szempontjai kiterjedtek, igy egyre tobb tipus valt ismertté:
morfoldgidjuktol, a kiilonbozé IPL alrétegekben szinapszist képezd axonterminalisuktol,
receptor-expressziotol stb. fliggden.

Bar szamos tipusu bipoldris sejt kiilonboztethetd meg, a pdlcika bipolaris sejtek
emlésokben jellemzéen egységesek: ON tipusuak, axonjaik az IPL ON sublamina b
alrétegében végzddnek (2. abra). Az axontermindlisaik nem kozvetleniil a ganglionsejtekkel
szinaptizalnak, hanem a jeltovabbitas az intermedier All tipust amakrin sejtek révén zajlik. A
palcika bipolaris sejtek az altalunk is vizsgalt protein kinaz C-alfa ellenes antitesttel (PKC-a)
jelolhetdek [29]. Az ON bipolaris sejteket altalanossdgban véve sériilékenyebbnek tartjak.
Specialis jellegzetességiik, hogy szelektiven sériilhetnek, példdul a metabotrop glutamat
receptor-6 mutacidja, vagy a glikoprotein nyctalopin karosoddsa esetén. Sériilésiik a
sziirkiileti 1atas romldsaval jar, mig a retina egyéb sejttipusai és funkcidi épek maradnak.

A csap bipolaris sejtek ON és OFF tipusuak is lehetnek, csapokkal és palcikakkal is
dendritikus kapcsolatban allhatnak. Szemben a palcika bipolaris sejtekkel, a csap bipolarisok
a ganglionsejtekkel AIl amakrin sejtek kdozremiikodése nélkiil teremtenek kapcsolatot.

Az IPL interneuronjai, az amakrin sejtek jellemzden gatld tipusuak. Tipusokba
sorolasuk tobbek kozott morfologiai jegyek alapjdn torténik, olyan szempontok
figyelembevételével, mint a dendritikus elagazddasaik kiterjedése €s hogy melyik IPL
sublamina(k)-ban képeznek szinapszist. Az egyik legtobb informacié az irodalomban az All
amakrin sejt tipusrol all rendelkezésiinkre. Az AIl amakrin sejtek fontos szerepet toltenek be a
fent emlitett médon a palcika jelek ganglionsejtek felé torténd tovabbitasdnak modulalasaban

[30, 31]. Az AIIl amakrin sejtek az altalunk vizsgalt parvalbumin antitesttel jelélhetdk [32].

2.1.5. Ganglionsejtek

A fotoreceptorokban keletkezd jel bipolaris sejtek €s interneuronok segitségével jut el a
ganglionsejtek felé. A ganglionsejtek a retina ,,output” sejtjei, axonjaik alkotjak a latoideget,
mely révén az informéciot agyi kozpontok felé tovabbitjak.

Az emberi retindban legalabb 18-féle ganglionsejt tipust emlit az irodalom, mely
tipusok jelentdsen eltérnek egymastol méretiik, receptiv mezejiik, vezetési sebességiik,
valamint funkcidjuk tekintetében. Az egyes altipusok megkiilonboztetése ma sem konnyt,
hiszen csak néhany tipusnak van ismert specifikus molekularis markere [33]. Kiilonleges

csoportot alkotnak az un. ,.intrinsically photosensitive” ganglionsejtek, melyek fotoreceptiv
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pigmentet, melanopszint tartalmaznak. Ezéltal ezek a ganglionsejtek a fény hatdsara a
fotoreceptorsejtektdl fliggetleniil is ingeriiletbe keriilnek. A retindlis interneuronok a
melanopszin-pozitiv  ganglionsejtekkel is kommunikdlnak. Az altalunk is vizsgalt
fotoszenzitiv ganglionsejtek csupan 1-3%-at teszik ki a GCL réteg sejtjeinek, azonban
rendkiviil fontos szerepiik van tobbek kozott a szemmozgds szabalyozasahoz, a pupilla

reflexhez és a cirkadian ritmushoz sziikséges informacio kozvetitésében [34].

2.2. Az emberi és a patkany retina jellegzetességei

Az emberi retina specialis (a f0emldsokon kiviil mas emldsre nem jellemzd) teriilete a
fovea. A fovea a szem optikai tengelyébe esé kb. 1,5 mm atmérdji teriilet. A fovea kozepén
az ¢leslatas helye egy apro, kb. 250-350 pm atmérdji kor (foveola), mely kizarolag csapokat
tartalmaz. Ekoriil nagy szamban S-, M- és L-opszin tartalmt csapok helyezkednek el, kifelé a
csapok denzitdsa egyre csokken, a makulatijon kiviil pedig a human retina palcika-
dominansnak tekintheté [16, 35] (3. dbra). A human retina csapdenzitdsa a patkdnyénak
tobbszorose [36], mivel a patkdnynak - éjszaka aktiv €l6lény 1évén - valdoban palcika-

dominans retinaja van.

Fotoreceptor denzitds
(10°/mnr’) csapok

180 -

160 1

palcikak
140 1

100 -
80
60 -
40 -

20

70 ©0 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90

Temporilis retinafél F n.II  Nazalis retinafél
3. abra Csapok és palcikak denzitasa emberi retindaban, Osterberg és mtsai. 1935-0s abrdja
utan. Az adatok horizontalis meridianban, a foveatol valo ekcentrikus tavolsag fiiggvényében,

fokokban vannak megadva. F: fovea. Az abra forrasa: [17].

A humdan retindban a szemfenéken tiikrozéssel is lathatd erek arkadot képeznek,
létrehozva a fovea koriil egy 5-600 pum-nyi avaszkularis teriiletet, ezzel szemben a patkany

retinaban érarkad helyett sugariranyban futnak az erek. A patkany retindbdl tovabba hianyzik
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a fovealis behuzottsag, az ,.¢les” latdsuk helye centralisan egy széles sav (un. visual streak),
ennek megfelelden itt emelkedett a csapok szama, a periféria felé pedig egyre csokken. Mind
a human, mind a patkany retinaban a sz€li periférian, az ora serrata kozelében S-csapokban

gazdag régid van, melynek jelent0sége egyeldre nem ismert [19, 35].

2.3. A diabéteszes retinopatia a szemészeti gyakorlatban

A diabetes mellitus két 6 tipusat kiilonboztetjiik meg: az I-es tipus a pancreas B-sejtek
pusztuldsaval €és abszolut inzulinhidnnyal jar6 forma, mig a diabéteszes esetek 90%-at kitevo
II-es tipus kialakulasa soran inzulinrezisztencia 1ép fel, mely a késObbiekben inzulinszekrécio
elégtelenséggel, relativ inzulinhiannyal parosul. A kordbbi nomenklattra (inzulindependens
¢s —nondependens diabétesz) nem feleltethetd meg teljes egészében a mai elnevezés szerinti I-
es ¢s Il-es tipusnak, hiszen a Il-es tipusu diabéteszben gyakran, a korkép 5 éves ismert
fennallasa esetén az esetek 40 szdzalékaban inzulinkezelés sziikséges [37].

A diabetes mellitus mind az abszolut, mind a relativ inzulinhiannyal jar6 tipusainak
szemészeti szovodményei kozott legsulyosabbként szerepel a diabéteszes retinopatia.
Klinikailag maguk a retinopatids elvaltozasok nem kiilonboznek attol fliggden, hogy I-es, I1-
es vagy egyeb tipusu diabéteszrdl van-e szo, am a 1€ziok sulyossaga €s incidencidja eltérd
lehet az egyes tipusokban [38, 39]. Mivel napjainkban a diabétesz egyre fiatalabb életkorban
iti fel a fejét, és a diabéteszes retinopatia prevalenciaja a diabétesz fennallasi idejével no,
ezért aggodalomra ad okot, hogy a korkép hosszi tava fenndllasa soran latdélesség-
csokkenéshez, latasvesztéshez vezethet 3, 4].

A szemészeti gyakorlatban a diabéteszes retinopatia diagndzis felallitdsat a szemfenéki
kép alapjan végezziik (sziikség esetén kiegészitd vizsgalatok mellett), mely a stddiumokba
sorolas alapjaul, valamint a kezelés sziikségessének megitélésére is szolgal. Klinikailag a
diabéteszes retinopatia  non-proliferativ  és  proliferativ  stadiumokba  oszthato,
megkiilonboztetiink preretinopatia, enyhe, mérsékelt ¢és sulyos non-proliferativ retinopatia
allapotokat. A diabéteszes retinopatia lefolyasa sordn, a szemfenéki képen jellemzden
megjelennek mikroaneurizmdk, gyapottépéses gocok, vérzések, kemény exszudatumok,
intraretinalis mikrovaszkularis abnormalitdsok, vénarendellenességek. A mikroaneurizmak
vagy pontszerll vérzések a retinakapillarisok fokalis dilatacidjaval alakulnak ki, nagy szadmuk
a retinopatia progresszidjara utald jel lehet [40]. A non-proliferativ érrendellenességek
kovetkeztében egyes teriiletek a keringéstdl elzarédhatnak.

A non-proliferativ retinopatia talajdn kialakulo nagy kiterjedésii non-perfundalt

teriileteken érujdonképzddés, azaz proliferativ retinopatia indulhat. A proliferacié kialakulasa
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feltehetden a progressziv ischaemia kovetkeztében termelddé angiogén faktorokkal fligg
0ssze. A proliferaci6 soran jonnan képzddott erek ndnek a retina feldl, az ILM-en penetralva,
az Uvegtesti térbe. Ezek az erek koros szerkezetliek, torékenyek, idovel fibrotikus kotegekkeé
vaskosodnak. Az érujdonképzddés szovodményekeént preretinalis vagy az tivegtesti térbe tor6d
vérzeés ¢€s trakcios retinalevalas léphet fel, hirtelen latasvesztést okozva [40]. A proliferativ
retinopatia az I-es tipusu diabéteszes paciensek 50%-aban ¢€s a Il-es tipus 15%-aban fordul eld
25 ¢évnyi diabétesz utan [41]. Sulyosbithatja a korallapotot a barmely stadiumban fellépd
makulopatia, ischaemids vagy 0démas formaban, tovabbi jelentds latoélesség-csokkenést,
akar vaksagot okozva [40, 42].

A diabéteszes betegek egyharmadaban jelen van a diabéteszes retinopatia valamely
stadiuma. Ezen beliil, a latast potencidlisan veszélyezteté formak (proliferativ retinopatia,
vagy makuladdéma) a betegek egytizedét érintik [43]. A szemészeti ellatas fejlodésének és
jobb hozzaférhetdségének koszonhetden a legstilyosabb tipusokba torténd progresszid aranya

az elmult évtizedekben csokkend tendenciat mutat [44].

2.3.1. A diabéteszes retinopatia kezelési lehetéségei

A diabétesz el6fordulasi gyakorisaganak emelkedd tendencidja, valamint a szemészeti
szovOdmények sulyossaga az idOben torténd felismerés és a megfeleld kezelés jelentoségére
hivjak fel a figyelmet. Az elmult évtizedekben jelentds erdfeszitések torténtek a kezelés
optimalizalasdra (multicentrikus tanulmanyok, példaul a ,Diabetic Retinopathy Study” —
DRS, az ,Early Treatment Diabetic Retinopathy Study” - ETDRS, a ,,Diabetes Control and
Complications Study” - DCCT). Ennek ellenére, a WHO adatai szerint a diabétesz
szovodményeinek kovetkezményeként 5 millio ember €l ma vakon, ezzel az 0sszes vaksagi
okok koziil 1 szédzalék irhat6 a diabéteszes retinopatia szdmldjara [45].

A klinikai gyakorlatban a fentiekben részletezett, a szemfenéken oftalmoszkoppal
lathato vaszkuléris elvaltozasok képezik a terapias javallatok alapjait. A DRS és az ETDRS
prospektiv randomizalt tanulményok az 1970-es és ’80-as években vizsgaltdk a pan-retinalis
lézer fotokoagulacid hatékonysagat a sulyos non-proliferativ és a korai proliferativ retinopatia
kezelésében. Azota evidenciaként ismert, hogy a lézerkezelés a megfeleld idépontban
alkalmazva 50%-kal csokkenti a stlyos latoélesség-csokkenés rizikojat a kovetkezd 2 évben
[46, 47]. A proliferativ stadiumban, az livegtesti vérzés kezelésére vitrektomia végezhetd; a
,Diabetic Retinopathy Vitrectomy Study” vizsgdlatokat végzett a korai vitrektomia
eredményességérdl. A vitreoretinalis sebészet instrumentalis fejlddésével a varhatd kimenetel

egyre javul [48]. Az ETDRS vizsgalati eredményei 0ta a makuladdéma standard kezelésére a
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fokalis/grid 1ézer fotokoagulaciot alkalmazzuk, haszndlata jelentdsen csokkenti a latoélesség-
csokkenés rizikdjat a kovetkezd 3 éven beliil [46]. A lézerkezelés mellett tovabbi terapids
lehetdséget jelentenek az intravitrealis injekciok: a triamcinolon acetat, dexamethason és a
VEGF-gatlok is a klinikai gyakorlatban a makuladdéma kezelésében alkalmazhatok. Fentiek
koziil kiilonosen a VEGF-gatlok biztonsdgos ¢€s hatékony mivoltara van egyre tobb
bizonyitek, akar elsd valasztand6 kezelésként is, azonban szélesebb korli alkalmazasanak a
rendkiviil magas ara hatart szab [49].

Mindezen tul is, intenziv kutatasok zajlanak ma a diabéteszes retinopatia farmakologiaja
terén. A korkép patomechanizmusanak tanulmanyozasa soran kiilonb6zd tdmadaspontu szerek
meriilnek fel potencialis terdpias alkalmazas céljara, ezek kozott kisérleti stddiumban vannak
példaul gyulladascsokkentdk, NMDA receptor blokkold (glutamat gétld) szerek, apoptozist
gatld készitmények, renin-angiotenzin rendszert gatlo szerek, fibratok, peroxiszoma
proliferator-aktivalt receptor gamma agonisték, protein kinaz C-§ gatlok [48, 50].

A diabéteszes retinopatia kialakulasanak legfobb rizikdtényezdi az anyagcsere-
egyensuly felboruldsanak mértéke €s idotartama. A kialakulas megeldzése €s a progresszio
lassitdsa szempontjabol a megfeleld glikémids és vérnyomas kontroll szerepe a legfontosabb.
Sajnos, sok beteg szdmdra az intenziv inzulinterdpia beéllitasa nehézségekbe iitkozik és nem
megoldott. Egy tobb, mint 10 évvel ezeldtti vizsgalat szerint a diabétesszel diagnosztizalt
betegek minddssze egyharmadanak volt a javasolt 7%-os célértéken beliil a hemoglobin-Alc
értéke [51]. Ez az ardny szerencsére javuld tendenciat mutat: 2006-ban mar a betegek 50%-a
érte el a célértéket [52]. Ugyanakkor, a DCCT felmérésébdl kideriilt az is, hogy még a
megfelelden karban tartott diabétesz mellett is kialakulhat jelentOs latdélesség-csokkenéssel
jar6 forma [53]. A diabetes mellitus és szovodményeinek kezelését illetéen tehat tovabbi

optimalizalasra varo teriiletek vannak.

2.4. A diabéteszes retinopatia kisérletes koriilmények kozott

A diabéteszes retinopatia patomechanizmusanak alaposabb megismeréséhez
allatkisérletekbOl szarmazo adatokra tamaszkodhatunk. A diabétesz, valamint a diabéteszes
retinopatia modellezésére a zebradaniotdl a féemldsokig szamos fajban, szamos kisérleti
beallitasi koriilmények kozott van példa a szakirodalomban [54, 55]. Ezzel kapcsolatban
fontos figyelembe venni azt, hogy a diabéteszes retinopatia lezajlasa az egyes fajok, sot, fajon
beliil egyes torzsek esetén is jelentdsen kiilonbozhet [56]. Fontos aspektus, hogy az
alkalmazott modell tipusatol és kisérleti bedllitasoktol fliggéen mennyire kozeliti meg a

humdan diabéteszes retinopatia természetes folyamatat [55, 56]. Itt bemutatott kisérleteinkhez
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ragcsaldo modellt valasztottunk, mivel a patkdnyok konnyen kezelhetd, viszonylag olcson
hozzatérhetd allatok, és genetikai hatterilk az emberéhez hasonlit [43, 55]. Ugyanakkor,
tisztaban kell lenniink azzal, hogy a patkanymodell vizsgdlata a human diabéteszes
retinopatiara vonatkozoan csak korlatozottan szolgaltathat kovetkeztetéseket, példaul a
korabbiakban ismertetett anatomiai kiilonbségek miatt: a ragcsalok retindja a human retinaval
szemben ¢érarkdd helyett sugdrirany erekkel rendelkezik, nincs foveajuk, opszinkészletiik
pedig nem tri-, hanem dikromatikus latast biztosit.

A human I-es tipusi diabéteszt modellezhetjiik ragcsalokban (leggyakrabban
patkdnyban ¢€s egérben) streptozotocinnal (STZ) vagy alloxannal, melyek a pancreas p-sejtjeit
szelektiven pusztitjak [57], illetve sebészi modszerekkel is. Ismertek spontan és genetikailag
diabéteszes (,.knock out”, transzgénikus) térzsek a human Il-es tipusu diabétesz modelljeiként
is [43].

Ragcsalokban, az STZ-indukcios hiperglikémias modellekben, mar 1-2 honappal a
diabétesz kivaltasat kovetden jelentds patologias elvaltozasokat irtak le (lasd részletesen a
kovetkezd alfejezetben). Ennek megfelelden a diabéteszes retinopatia korai jeleinek
megfigyelésére alkalmas, kontrollalhato paraméterekkel bird, gyors, konnyen reprodukalhato
modellr6l van sz6, melyet leginkdbb a human preretinopatia allapotban kimutathato
elvaltozasok vizsgalatara hasznalhatunk. Ezzel szemben a retinopatia késobbi stadiumai,
példaul a preretinalis érujdonképzédés ezekben a modellekben jellemzden nem alakulnak ki
[43], aminek lehetséges magyarazata lehet a ragcsalok gyorsabb életciklusa miatti rovidebb
utankdvetési lehetdség. Hiperglikémia indukciot kdvetden ezidaig maximum 24 hdnapig tartd
kovetésrdl van ismert adat az irodalomban [43].

A human proliferativ retinopatia allatkisérletes modelljeként egyes transzgénikus

torzsek [58], illetve oxigén-indukcids, vagy VEGF-indukcios modszerek ismertek [55].

2.5. A diabéteszes retinopatia kialakulasa
2.5.1. A retina funkciézavarai diabéteszben

A diabétesz szovodményei kozott a kozponti idegrendszer érintettségérdl szamos
tanulmany beszdmol. Mar a retinopatia kialakuldsat megelézden is, a diabéteszes paciensek
rosszabbul teljesitenek bizonyos kognitiv funkciok terén, feltételezések szerint szubklinikus
vaszkularis és hemodinamikai valtozasokkal 6sszefliggésben [59]. Az 1980-as évektdl kezdve
ismert, hogy korai diabéteszben a retinafunkciok is karosodnak, a szinlatds, a térbeli és
dinamikus észlelés terén. Ezek a funkcionalis eltérések normal latoélesség mellett €és mar a

klinikailag kimutathat6 vaszkulopatia jelei nélkiil is jelen lehetnek allatkisérletekben [60] (4.

16



abra) és human paciensekben is [61]. Egyes tanulmanyok szerint a vaszkularis retinopatiaval
egyltt progredidlnak, soét, akdr a retinopatia progresszidjat jelezhetik elére [62]. Korai
diabéteszben a latas egyes elemeinek és a retina funkcidbeli eltérései lehetnek kozvetlentil a
retinopatia egyértelmii jelei, de akar a kozponti idegrendszerben mashol, a latopalya

magasabb szintjeinek klinikailag detektalhato karosodasara is utalhatnak.

STZ injekeio Hiperglikémias idészak Sajat vizsgalataink
{ ) ) 1} ) E
0. heét 4. hét 8. hét 12. hét

Latoélesség csokkenés
Csokkent kontraszt érzékenység

ERG elvaltozasok

\m

Sziirkehalyog kialakulasa

Detektalhato vaszkularis 1éziok |1. megnivekedett érpermeabilitas: 8. hét el6tt
2. pericita veszteség: 6-12. honapban
3. acellularis kapillarisok / mikroaneurizmak: 24. hénap utan

4. abra STZ injekcioval kivaltott diabéteszben Aung és mtsai. altal leirt funkcionalis eltérések
megjelenési sorrendje. Az altalunk valasztott vizsgalati idopont a diabétesz indukcio utani 12.
hét, amikorra irodalmi adatok szerint a funkciondlis eltérések mar kimutathatok, a
vaszkularis eltérések pedig klinikailag és szovettani modszerekkel még nem detektalhato
stadiumban vannak. Ugyanakkor egyéb modszerekkel bizonyos vaszkularis elvaltozasok mar

ekkor is mérhetoek. STZ: streptozotocin. (Aung és mtsai. modositott abrdja [60].)

2.5.1.1.  Szinlataszavar

A szinlataszavar diabéteszben gyakori, prevalenciaja 30-80% kozotti [61, 63]. Egyes
tanulmanyok szerint a szinldtis zavara diabéteszben kifejezettebben a kék-sarga tengely
mentén alakul ki [64], ez a rovid hulldimhosszra érzékeny S-opszint tartalmazd csapok
karosodasat veti fel. Ez a felvetés Osszhangban all azzal, hogy az S-opszint tartalmazo
csapokat sériilékenyebbnek tartjdk a kozepes €s hossza hullamhosszra érzékeny M- és L-
opszint tartalmazd csapokhoz képest [65]. Erre a feltételezésre szerkezeti vagy egyéb

magyarazat az irodalomban jelenleg sincs [66].



Ugyanakkor, a szinlatast teszteld vizsgalati eredmények kozott sincs teljes dsszhang. A
legtobb tanulmany ugyan a kék-sarga tengely érintettséget veti fel, azonban vannak olyan
vizsgalati eredmények is, melyek a vords-zold tengely mentén, vagy tengely-specificitas
nélkiili, voros-zold €s kék-sarga szinlataszavart egyarant talaltak diabéteszben [67-69].

A szinlatas vizsgalatara tobbféle egyszerlien és olcson kivitelezhetd klinikai modszer all
rendelkezésiinkre, példaul a Farnsworth 15D hue teszt. A szinlatas vizsgalat jelenleg nem
része a rutin szemeészeti vizsgalatoknak diabéteszben. Ennek egyik oka lehet, hogy a tesztek
eredményét befolydsolhatjdk a diabétesz egyéb aspektusai, példaul a koran kialakulod
sziirkehalyog [70]. Tovabb4, olyan prospektiv tanulmany nem késziilt, amely kovette volna a

szinlataszavarok alakuldsat a diabéteszes retinopdatia progresszidjaval [71].

2.5.1.2. Elektrofiziologiai eltérések

A fény hatasara keletkezd elektromos jelet non-invaziv modon elektroretinograffal
tudjuk kovetni. Az elektroretinogram (ERG) gorbéjének egyes részletei az egyes retinalis
sejttipusokban  keletkezd valaszt rogzitik, igy a detektalt valtozdsok vélhetden
sejtspecifikusak. A feltételezések szerint, az elsé negativ hulldmot (a-hullam) a fotoreceptorok
generaljak, a pozitiv b-hullimot a depolarizalodd bipolaris sejtek, az oszcillacios
amakrin sejtek aktivitasa hozza 1étre.

Az elmult évtizedekben igen sokan tanulmanyoztak az ERG-n lathatd diabéteszes
elvaltozasokat human vizsgalatokban ¢és allatkisérletekben is, meglehetdsen valtozatos
eredményekkel, a technikaktol, kisérleti beallitdsoktol, allatmodell tipustol fiiggden. Az
irodalomban mind a bels6, mind a kiilsé retina rétegek sejttipusainak érintettségét illetéen
talalunk ERG adatokat. A csapok kéarosodasara utalva leirtak, hogy a fotopikus (30 Hz) flicker
valaszok implicit ideje megnyulik, mig az amplitidoja csokken [72, 73]. A palcikarendszer
karosodésara utald adat is van: a sotét adaptacid utan is az oszcillacids potencidl késését
figyelték meg. A belsd retina sejttipusainak karosodésara utald jelként, a szkotopikus flash
ERG-n a b-hullam implicit ideje novekszik, amplituddja csdkken, az oszcillacids potencial
implicit id6 késik [39, 72, 74].

Hasonloképpen, allatkisérletes adatok is ismertek korai funkcionalis eltérésekrdl. STZ-
indukcids patkanymodellben, 9 hetes diabéteszben kontrasztérzékenység-csokkenésrdl €s
ERG elvaltozasokrol szamoltak be Aung és mtsai. [60]

A retinalis diszfunkci6 a diabéteszes retinopatia korai jeleként értékelendd, mely eszkoz

lehet az 1) terapids irdnyok meghatarozdsdhoz. Erre iranyuld torekvéssel dolgozik az
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,Buropean Consortium for the Early Treatment of Diabetic Retinopathy” munkacsoport, akik
U] terdpias célpontok kiprobalasahoz a multifokalis ERG-n az implicit id6 alakulédsat tekintik a
vizsgalataik végpontjanak, jelentdsen leroviditve ezzel a megfigyelési idot [50]. Diabéteszes
paciensekben a belsdé ¢€s kiils0 neuroretindlis rétegek <érintettségére mar a manifeszt
vaszkulopatia kialakuldsat megel6zOen is utalnak ERG jelek, és feltételezik, hogy az eltérések

parhuzamosan fejlddnek a retinopatia progresszidjaval [74].

2.5.2. A diabéteszes retinopatia, mint neurovaszkularis korkép
2.5.2.1. Hemodinamikai és egyéb vaszkularis eltérések kialakulasa

Diabéteszben a legkorabban kialakuld retina elvaltozasoknak a hemodinamikai
valtozasokat tartjuk. A retina erekben a vérdramlast - az erek autondom beidegzése hijan -
lokalis tényezdk szabalyozzak [75]; hiperglikémia €s egyéb koros metabolikus paraméterek
hatasara a kaliberingadozasok kifejezettebbé valnak. Korai diabéteszben, a klinikailag
detektalhatd vaszkuldris 1€ziok megjelenése elott, a véraramlas csokkenését lehet észlelni
fluoreszcein angiogramon €s lézer Doppler technikaval.

A tekintetben egyeldre nincs egyértelmii bizonyiték, hogy direkt oki dsszefliggés van-e
a korai hemodinamikai valtozasok és a patologiai elvaltozasok kozott. Annyi bizonyos, hogy
a korai diabéteszes retindban a véraramlds csokkenés Osszefligg a szoveti hipoxia
kialakulasaval. Az oxigénszegény allapot kovetkezménye kronikus gyulladas, permeabilitéds-
novekedés, endotélsejt karosodas. A klinikai retinopatia elérehaladdsaval a hossza ideig
fennallo diabétesz soran, a glikémids ingadozasokkal, a korai vazokonstrikcido helyét
vazodilataci6 valtja fel [38, 41].

Az ily modon megndvekedett véraramlas a vér viszkozitasanak ndvekedésével egyiitt,
hozzajarul a posztmortem diabéteszes retindk tanulmanyozasa sordn megismert 1ézidk
kialakulasahoz, mint a bazdlmembran vastagodas, az endotélsejtek és a pericitdk pusztulasa,
az acellularis kapillarisok megjelenése. Ezek a valtozasok experimentalisan diabéteszessé tett
ragcsalokban minimum 12 hoénapig tartd hiperglikémids iddszak alatt alakulnak ki [76, 77].
Az erek allapotat tripszines kezelés utdn lehet jo1 lathat6an tanulmanyozni, mely a neuroretina
emésztésével csak a retina érhalozatat lattatja [77].

Human retindban a tartdsan fennallo, progressziv, irreverzibilis ischaemia
kovetkezményeként a szemfenéken olyan oftalmoszkoppal lathatd mikrovaszkularis eltérések
alakulnak ki, mint az intraretinalis mikrovaszkularis abnormalitasok és a mikroaneurizmak, a

tovabbiakban pedig a 2.3. fejezetben ismertetett proliferativ stddium fel¢ halad a korkép.
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2.5.2.2.  Neurodegeneracio a diabéteszes retinaban

Korabban a diabéteszes retinopatia kialakulasdval kapcsolatos uralkodd nézet a
vaszkularis eredet volt [78]. Mara azonban vilagossd valt, hogy a klinikailag definitiv
vaszkulopatiat szubklinikus vaszkuldris elvaltozasok iddben megel6zik, igy komplex
folyamatrol van sz6: a diabétesz kovetkezményeként funkcionalisan és strukturalisan is
karosodik a retina, mikrovaszkuléaris €s neurdlis eltérések egyarant fellépnek [41, 79] (4.
abra).

A neurélis retina karosoddsa mar akkor fennall, amikor oftalmoszkoppal vaszkuléris
elvaltozas még nem mutathato ki [80]. Ezt els6ként Barber és mtsai. igazoltak 1998-ban [81],
amikor STZ-indukalt diabéteszben patkdnyon €s diabéteszes human posztmortem retindkon is
a vaszkularis rendszertdl fiiggetleniil apoptotikus sejteket mutattak ki. A neuroretindban
emelkedett mértékli apoptozist talaltak a nem-diabéteszes retindkhoz képest, abban a
stadiumban, amikor vaszkuléris eltérések klinikailag még nem detektalhatdak. Tovabba,
proapoptotikus molekuldk (példaul kaszpazok, bax protein) jelenléte is megerdsiti, hogy a
neuroretinaban apoptozis zajlik [81-83]. Az apoptotikus sejtek szdma azonban egy adott
idépontban mindvégig viszonylag alacsony.

A diabéteszes neurodegeneracid koncepciojat igazolandd patoldgids eltérésekrdl is
talalhatoak irodalmi adatok. Az egyik patoldgiai bizonyiték a neurodegeneraciora a
diabéteszben rendkiviil kordn, allatkisérletes adatok szerint akdr 1 honappal a diabétesz
indukciot kovetden jelentkezd gliaaktivacio [9]. Diabéteszes paciensekben is megfigyeltek
GFAP expresszid novekedést mar enyhe non-proliferativ diabéteszes retinopatia fennallasakor
is [84].

A neurodegeneraci® masik megjelenési formaja experimentélis diabéteszben a koran
mérhetd retinavékonyodés. A retina vékonyodasat a leirdsok szerint a belsdé retina rétegek
atrofidja okozza elsdsorban: az INL, a GCL réteg ¢s az idegrost réteg vastagsagcsokkenés, a
ganglionsejtek szamanak csokkenése. A GCL ¢és INL réteg vastagsagesokkenésére
diabéteszes paciensekben mar klinikailag negativ funduskép mellett is van irodalmi adat,
spektral domén OCT-vel vizsgalva [85-87]. Arrdl azonban nincs adat, hogy Osszefiiggenek-e
a ganglionsejt €s idegrostréteg veszteséggel a retina egyes funkcionalis eltérései.

STZ-indukcios diabéteszes patkanymodellben a GCL atrofidjat, a ganglionsejtek
szamanak csOkkenését szdmos munkacsoport leirta, a ganglionsejtek érintettségét kisérleti
beallitastol fiiggden 4 héttel - 9 honappal az indukciot kovetd idépontra dataljak [88]. Az INL,
IPL ¢és ONL rétegek vastagsagesokkenését a diabétesz indukcid utan legkorabban 6 honappal

irtdk le [81, 89]. Az irodalmi adatok azt sugalljdk, hogy a korai neuroretinalis elvaltozasok a
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diabéteszes retinopatia késobbi, latast veszélyeztetd stadiumaival direkt Osszefliggésbe
hozhatoak [88].

Hogy miként alakulnak ki a neurdlis retina diabéteszes elvaltozdsai? Vélhetden
Osszefliggésben allnak korai szubklinikus vaszkularis €s hemodinamikai tényezdkkel, de
ezeken tul molekularis szinten szdmos egyéb okot talalhatunk, ami a karosodashoz vezethet.
A hiperglikémia és inzulinhidny mellett diszlipidémia is jelen van, tovabba gyulladasrol,
glutamat excitotoxicitasrol, megnovekedett oxidativ stresszrél, hormonalis valtozasokrdl, a
neuroprotektiv faktorok hidnyarol is ir az irodalom korai diabéteszben [50, 82, 88, 90]. Ezek a
folyamatok oki tényezdként felmeriilhetnek nemcsak a vaszkularis, hanem a neuralis

elvaltozasok kialakulasaban is.
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3. Célkitiizések

Célunk az STZ injekcioval kivaltott I-es tipusii diabétesz retinara gyakorolt hatdsanak
tanulmanyozasa volt. Vizsgélatainkat olyan id6pontra terveztilk, amikor az adott
patkanymodellben a retinat érintd funkcionalis eltérések irodalmi adatok alapjan mar jelen
vannak, azonban klinikailag manifeszt vaszkulopatia ekkor még nem varhato.

A kérdés az volt, hogy korai diabéteszben van-e mar a neurdlis retindban szdvettani
vizsgalatokkal kimutathatdo karosodéas a funkciondlis eltérések hatterében? Célunk az volt,

hogy keresztmetszeti képet nyujtsunk 12 hetes experimentdlis diabéteszben a retina

crers

o Kimutathat6-e szignifikans mértékli sejtpusztulas ilyen korai stadiumu diabéteszben?

e Van-e gliaaktivaciora utald intermedier filamentum protein-expresszidvaltozas a korai
diabéteszes retinaban?

e Van-e kimutathat6 valtozas korai diabéteszben a fotoreceptorok morfoldgidjat, finom
szerkezetét, valamint a kiilonb6z0 tipusti opszint tartalmazd csapok eloszlasat és
denzitasat tekintve?

e Van-e kimutathato valtozds korai diabéteszben a retindlis pigmentham (RPE)
morfoldgidjat, ultrastrukturajat és funkcidjat tekintve?

e Kimutathat6-e morfologiai és szdmbeli valtozas a neuroretina belsé magvas rétegeiben
talalhato egyéb sejttipusok (horizontdlis sejtek, bipolaris sejtek, amakrin sejtek,

ganglionsejtek) esetében korai diabéteszben?
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4. Modszerek
4.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkat Wistar és Sprague-Dawley tipust patkanytorzseken (Charles River
Magyarorszag Kft., Isaszeg, Magyarorszag) végeztiik. Kor alapjan valasztottunk allatokat:
azonos kort (a kisérlet 0. napjan betdltott 12 hetes), hasonld testsulyt, him allatokkal
dolgoztunk. Az egyes csoportokat megegyez6 koriilmények kozott tartottuk, azaz allando, 21
°C homérsékleten, 12-12 o6ras vildgos-sotét ciklusokban, azonos megvilagitds mellett,
standard ragcsalotap ¢€s csapviz korlatlan fogyasztidsi lehetOsége mellett. Kiegészitd
vizsgalatainkat posztnatalis 14. napot betoltott (P14) Sprague-Dawley patkdnyokon végeztiik,
a fent részletezett tartasi koriilmények kozott.

A vizsgalatokat az ,,Association for Research in Vision and Ophthalmology” szemészeti
allatkisérletekre vonatkozd eldirasainak, a Magyar Koztarsasdg allatvédelmi ¢€s
allatkisérletekkel kapcsolatos torvényeinek (1998/XXVIIL.), valamint a Semmelweis Egyetem
allatkisérletekre vonatkozd irdnyelveinek megfelelden végeztiik (4llatkisérleti engedély

szama: 22.1/2194/3/2010).

4.2. Diabétesz indukcid, csoportok

A diabétesz indukciot mindkét térzs egy csoportjaban (diabéteszes csoport) egyszeri,
natrium-citrat pufferben (0,1 M; pH 4,5) oldott streptozotocin (STZ; 70 mg/ttkg; Sigma-
Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) intraperitonedlis injektalasaval végeztiik, mig mindkét
torzsben a masik csoport allatai (kontroll csoport) STZ nélkiil kaptak vivOanyagot,
hasonloképpen (Wistar ¢és Sprague-Dawley felnétt patkdnyok: n=7/csoport, illetve
n=12/csoport).

Kozvetleniil az injekcid el6tt, az injekcid utan 24 oraval és 12 héttel minden allatot 2
oran keresztiil €éheztettiink, majd farokvénat szartunk, és Dcont Personal tipust vércukormérd
keésziilék segitségével vércukor szintet mértiink. A diabéteszes csoportban csak azok az
allatok maradtak, ahol az injekci6 utdn mindkét alkalommal 20 mmol/1 feletti éhomi értékeket

meértiink.

4.3. Szovetpreparalas, fixalas
12 héttel a diabétesz indukcidt kovetden intramuszkularis ketamin injekcioval
talaltattuk az allatokat, az orientadcido €s az oldalisag megtartasaval kétoldali enukledciot

végeztiink, majd minden esetben eltavolitottuk a corneat, a lencsét €s az livegtesti allomanyt.
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Az igy kapott hatso szegmensek koziil a Wistar patkany hatsé szegmensek mindegyikét,
a Sprague-Dawley patkény hatso szegmensek egy részét foszfat pufferben (PB; 0,1 M; pH
7,4) oldott 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban 2 oOran keresztiil szobahdn fixaltuk.
Mindkét patkanytorzsben a hatsé szegmensek egy részében (csoportonként n=7 esetben)
levalasztottuk a retinat (igynevezett whole mount retina), a tobbi esetben a hatsé szegmens
egeészével dolgoztunk. A whole mount retindkat €s a hats6 szegmenseket 4 °C-on PB-ben
taroltuk felhasznalasukig.

Fénymikroszkopos vizsgalatok céljara az igy fixalt hats6 szegmenseket cryoprotekcio
céljabol PB-ben oldott 30%-o0s szahardéz oldatba helyeztiik €jszakdra. Masnap a hatso
szegmenseket bedgyazd médiumban (Shandon Cryomatrix, Thermo Scientific, UK)
lefagyasztottuk, majd fagyasztott metszéssel 10 um vastag metszeteket készitettiink. A
metszeteket zselatinos targylemezen -20 °C-on tartottuk felhasznéalasukig.

Fentiekben részletezett fixalasi és szovetpreparalasi modszerrel dolgoztuk fel a P14

patkdnyok hatsé szegmenseit is.

4.4. TUNEL
Az apoptotikus testek kimutatdsat in situ kit (In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein; Roche (Magyarorszag) Kft., Budadrs, Magyarorszag) segitségével Biehlmaier és
mtsai. [91] médszere (,,terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated biotinylated UTP nick
end labeling”; TUNEL) szerint végeztiik el. A reakciot €s a jelolést az alabbi 1épések szerint
végeztik:
1. fagyasztott metszetek dehidralasa termosztatban (37 °C, 1 oran at)
2. utofixalas PFA oldatban (szobahdn, 20 percen at)
3. emésztés proteinaz K oldatban (37 °C, 3x5 percen at)
4. mkubacid 70% etanol/30% ecetsav keverékeében (-20 °C, 5 percen at), majd mosas
5. nem-specifikus kot6helyek blokkolasa (10% normal kecske szérum, 1% marha szérum
albumin, 1% halzselatin, 0,4% Triton X-100 sos foszfat pufferben (PBS, 0,1 M, pH
7,4) feloldva)
6. TUNEL keverék (enzim és jeloldanyag keverék, a gyartd utasitdsainak megfelelden,

37 °C, 1 6rén at)

A TUNEL reakciot Sprague-Dawley patkany fagyasztott hatsé szegmenseken (n=4
patkdny/csoport, 4 metszet/retina), a latdidegfd szintjében késziilt vertikdlis metszeteken

végeztik el. A metszeteket a superior ora serrata és az inferior ora serrata kozott
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végigvizsgaltuk, illetve ugyanezen teriilet kiilsé magvas rétegében kiilon is megszdmoltuk a
jelolt apoptotikus sejteket.

Negativ kontrollként a gyartd utasitdsa szerint a transzferdz enzim hozzaadédsa nélkiil
végeztik el a reakcidt, pozitiv kontrollként a gyartd utasitasa szerint DN-dzzal emésztett

metszeteket, illetve P14 patkany retina metszeteket hasznaltunk.

4.5. Lektincitokémiai és immunhisztokémiai vizsgalat

A retina egyes neuralis elemei €s a pigmentham vizsgalata céljabol lektincitokémiai €s
immunhisztokémiai analizist végeztiink. A reakcidkat whole mount retindkon és hatso
szegmens fagyasztott metszeteken hasonld technikéval, de kiilonb6z6 inkubacios iddkkel
vegeztiik. A felhasznalt lektinek €és primer antitestek adatait és jelolési jellegzetességeit az 1.
¢s a 2. tabldzatban foglaltam §ssze.

A lektin- és immuncitokémiat az alabbi protokoll szerint végeztiik fagyasztott

metszeteken:

1. afagyasztott metszetek dehidralasa termosztatban (37 °C, 1 6ran 4t)

2. a metszetek rehidralasa PBS oldatban (szobahdn, 10 percen at)

3. nem-specifikus kotohelyek blokkolasa: 1%-0s marha szérum albumin ¢és 0,4% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) PBS-ben feloldva (blokkolas
szobahOn, 2 6ran at)

4. 1inkubacio lektinnel (szobahOn, 2 6réan at; /. tabldzat), vagy primer antitesttel (4 °C-on,
¢jszakara; 2. tabldzat)

5. inkubacio streptavidinnel, vagy faj-specifikus szekunder antitesttel konjugalt Alexa
488 vagy Alexa 594 fluorokromokkal (1:200; szobahdn, 2 6ran at; Life Technologies
Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag)

6. kettds jelolés esetén a 4. és 5. Iépések ismétlése a masodik primer és a masodik
szekunder antitestekkel

7. sejtmagjelolés 4,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) festéssel (szobahdn, 20 percen at)

Whole mount retinak vizsgélatahoz a fagyasztott metszetek fenti protokolljanak 3-6.
Iépéseit végeztiik el, azzal a kiilonbséggel, hogy a primer antitestekkel 3 ¢jszakan keresztiil
inkubaltunk.

Negativ kontrollként a primer antitest kihagyasaval végeztiik el a reakciot.

Az immunreakciok vizsgalatat Bio-Rad Radiance 2100 Rainbow Confocal Laser

Scanning System (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) tipusu konfokalis mikroszkoppal, a
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mikroszkophoz kapcsolt Nikon Eclipse ES00 (Nikon, Tokid, Japan) késziilekkel végeztiik. A

felvételek készitéseéhez LaserSharp 2000 6.0 (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) tipust

szoftverrel dolgoztunk. A kiértékelést minden esetben vakon, két kutatd végezte. A végleges

abrak szerkesztésére az Adobe Photoshop 7.0 (San Diego, CA, USA) programot hasznaltuk.

1. tablazat A kisérlet soran alkalmazott lektinek adatai. IPM: interfotoreceptor matrix.

Lektin neve, eredete Lektin Jelolt struktiara Forras Referencia
higitasa
“peanut” agglutinin | 5 ng/ml Minden tipusu csap | Sigma-Aldrich | [92]
lektin (PNA), Arachis IPM Kft.,
hypogaea Budapest,
Magyarorszag
“wheat germ” | 1:1000 Palcika IPM Sigma-Aldrich | [21]
agglutinin lektin Kft.,
(WGA), Triticum Budapest,
vulgaris Magyarorszag
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2. tablazat A kisérlet soran alkalmazott primer antitestek adatai. GCL: ganglionsejt réteg.

Antitest neve Antitest Epitop Forras Refe-
tipusa és specificitas rencia
higitasa patkany

retinaban
Glia fibrillaris savas | Monoklonalis, | Miiller sejtek Sigma-Aldrich Kft., [9]
protein (GFAP) egér, 1:400 végtalpai és Budapest,
asztrocitak Magyarorszag
Vimentin Monoklonélis, | Miiller sejtek Millipore, Billerica, [93]
egér, 1:10000 MA, USA
Anti-rodopszin (AO) | Poliklonalis, Elsésorban Humanmorfologiai és | [18]
patkany, rodopszin N- Fejlodésbiologiai
1:1000 terminalis Intézet Prof. Dr. Sz¢l
Agoston
laboratériuma
0S-2 Monoklonalis, | S-csap opszin, C- | Humanmorfologiai és | [18,
egér, 1:5000 | terminalis Fejlodésbioldgiai 94]
COS-1 Monoklonalis, | M-csap opszin, Intézet Prof. Dr. Sz¢él | [18]
egér, 1:50 C-terminalis Agoston
laboratoriuma €s az
MTA Szegedi
Biologiai
Kutatokdzpont
kollaboraciojaval
AB5405 Poliklonalis, M-csap opszin Merck Kft., [95]
nyul, 1:1000 Budapest,
Magyarorszag
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(2. tablazat folytatisa)

AB5407 Poliklonalis, S-csap opszin Merck Kft., [96]
nyul, 1:1000 Budapest,
Anti-RPE65 Monoklonalis, | Izomerohidrolaz, | Magyarorszag [97]
egér, 1:500 retinalis
pigmentham
Parvalbumin Monoklonalis, | Els6ésorban AIl Sigma-Aldrich Kft., [32,
egér, 1:300 amakrin sejtek Budapest, 98]
Magyarorszag
Calbindin Monoklonalis, | Horizontalis Swant, Marly, Svajc [98,
egér, 1:200 sejtek, néhany 99]
amakrin sejt,
néhany sejt a
GCL-ben
Calretinin Poliklonalis, Amakrin sejtek és | Millipore, Billerica, [100,
nyul, 1:2500 | sejtek a GCL-ben | MA, USA 101]
Recoverin Poliklonalis, Csap bipolaris Karl-Wilhelm Koch [102]
nyul, 1:500 sejtek, palcikak és | szivélyes ajandéka,
csapok, néhany Oldenburgi Egyetem,
sejt a GCL-ben Németorszag
Protein kinaz C-alfa | Monoklonalis, | Palcika bipolaris | Santa Cruz [103,
(PKC-a) egér, 1:200 sejtek, néhany Biotechnology, Santa | 104]
amakrin és Cruz, CA, USA
,»displaced”
amakrin sejt
Anti-Brn-3a Monoklondlis, | Ganglionsejtek Millipore, Billerica, [105]
egér, 1:500 MA, USA
Melanopszin Poliklonalis, Fotoszenzitiv Affinity Bioreagents, | [106]
nyul, 1:80 ganglionsejtek Golden, CO, USA
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4.6. Elektronmikroszkopia

Wistar patkdnyokban a 4.3. fejezetben részletezett PFA fixalast kdvetden, a hatséd
szegmensekbdl (csoportonként n=4 esetben) 1 x 1 mm-es centralis darabokat vagtunk ki, a
latoidegfotdl dorzalisan. Az ily médon megkozelitéen identikus lokalizacidja darabokat PB-
ben oldott 1,5%-0s glutaraldehid oldatban utofixaltuk (szobahdn, 90 percen at).

Sprague-Dawley patkdnyokban a még nem fixalt hatsé szegmenseket (csoportonként
n=4) PB-ben oldott 2,4%-0s PFA ¢s 1,65%-0s glutaraldehid oldatok keverékében fixaltuk (37
°C-on, 30 percen at). A glutaraldehides fixalast kovetden a mintdkat kakodilat pufferben (CB;
0,1 M, szobahén) mostuk, majd CB-ben oldott 1%-0s ozmium-tetroxid oldattal tovabbi
utofixalast végeztiink (4 °C-on, 1 O6rén at). Mosds utdn a hatsdé szegmensek centrélis, a
latoidegfotdl dorzalisan esé teriiletét - a Wistar patkany mintdkhoz hasonloan - feldaraboltuk
Ix] mm-es részekre. A darabokat felszallo alkoholsorban dehidraltuk, majd aralditba
(Durcupan ACM Fluka, Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) agyaztuk. Félvékony
¢s ultravékony metszeteket készitettiink gyémdantkéssel, Reichert-Jung UltraCut E tipust
ultramikrotommal. Az ultravékony metszeteket uranil-acetattal ¢és  oOlom-citrattal
kontrasztoztuk. A mintdkat Hitachi H 7500 tipust transzmisszids elektronmikroszkoppal
tanulmanyoztuk ¢és felvételeket készitettlink a pigmentham ¢és a fotoreceptorok finom
szerkezetérdl. A felvételeken a pigmentham vastagsagat csoportonként n=4 retindbol

szarmazo6 metszeten, metszetenként 3 helyen megmértiik.

4.7. Kvantifikalas, sztereologia
4.7.1. Teljes retina vastagsag és a kiils6 magvas réteg vastagsag mérése

A retina vastagsdganak mérés¢hez Wistar és Sprague-Dawley patkdny hatso
szegmenseibdl szarmazo fagyasztott metszeteket vettiink (n=4/csoport, 3 metszet/retina). A
vizsgalathoz a sziikséges felvételeket Zeiss Axiophot (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
tipust mikroszkop 40x-es nagyitast objektiv lencséjével készitettiik. A vizsgalt metszetek a
latoidegtd szintjébdl szarmaztak minden esetben, attdl adott tavolsagokra vettiink latotér
mintakat: a centralisabb értékek a 1atoidegfotdl superior €s inferior iranyba, attdl 250 €és 500
um tavolsadgokra esd teriiletekrdl, a periférias értékek az ora serrata melletti, attél 250 pm
tavolsagra esd terililetekrdl szdrmaztak. Ezeken a terlileteken mértiik a retina teljes vastagsagat
¢s a kiils6 magvas réteg vastagsagat onalloan. A teljes retina vastagsag kifejezés alatt az [LM

¢s OLM rétegek kozotti tavolsagot értjik.
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4.7.2. Csapok eloszlasanak és denzitasanak vizsgalata

Az M- ¢és S-opszint expresszalod csapok eloszlasat €s denzitdsat Wistar patkanyok teljes
retingjdn (n=4 diabéteszes ¢és kontroll patkanyon) tanulmanyoztuk. Opszinspecifikus
antitestekkel (2. tdblazat) immuncitokémiai jelolést alkalmaztunk a 4.5. fejezetben leirtak
szerint. Az analizist Neurolucida szoftver segitségével végeztiik, melyhez sziikséges
felszerelés egy modositott fénymikroszkop (BX50; Olympus, Tokid, Japan), motorizalt
targyasztal (Mérzhauser, Wetzlar, Németorszag), CCD videokamera (HV-C20AMP, Hitachi,
Tokid, Japan) és egy adatgyiijté kartyaval rendelkezé szamitogép (FlashPoint Intrigue Lite,
Integral Technologies, Indianapolis, IN, USA). Szisztémds random mintavételezési
technikdval, retinanként atlagosan 83,2 + 4,7 latomezdt vettliink, melyeken beliil
megszamoltuk az M- és S-opszint expresszald csapokat. Az analizis egyes paramétereit a 3.
tablazatban tiintettiik fel. Az adott latdbmezdkben az M-csapok esetén 130 x 130 pum, az S-
csapok esetén 250 x 250 pum-nyi jelolonégyzeteket vettliink, melyeken beliill manudlisan

jeloltiik meg a szdmolando6 csapokat.

3. tablazat M-, S-opszint expresszalo és mindkét opszint koexpresszalo (dualis) csapok

denzitasanak becsléséhez végzett mérések adatai. A: szamoldshoz felhasznalt jelolonégyzetek
mérete; D: tavolsdag a jeldlonégyzetek kozott x és y tengely iranyban, SUVCF: jelolénégyzetek

atlagos szama.

Centralis Centralis | Periférias Periférias Periférias
M-csapok S-csapok | M-csapok S-csapok dualis csapok
Objektiv 40 x 20 x 20 x 20 x 20 x
A (pm”) 16900 62500 2500 2500 2500
Dx (um) 750 630 75 75 75
Dy 750 630 150 150 150
SUVCF 83 83 330 330 330

A szamoléssal lefedett teriileteken nyert adatok alapjan a lefedetlen teriileteken 1€vo
csapok denzitasara becslést végeztiink az un. ,,Adaptive Neuro-Fuzzy Inference System”
rendszer segitségével ¢és izodenzitds térképet készitettiink. Jelen dolgozat keretében
eltekintlink az izodenzitds térkép készités modszerének leirdsatdl, a részletes modszer a
csatolt cikk [107] kiilonlenyomataban, az S1 ,Supplementary Material” fejezet alatt

hozzatérheto.
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Munkacsoportunk kordbbi megfigyelései [108] és az irodalom alapjan is ismert [109-
111], hogy a felndtt patkany retina periférias régioja S-csapokban gazdag. Emiatt erre a
teriiletre (a retina széli részén, az ora serrata melletti mintegy 200 um széles savban)
vonatkozolag a centralishoz képest slirlibben, és azoknal kisebb (50 x 50 pm-nyi)
jelolonégyzetekben szamoltunk, a négyzeteket a centralis teriiletektdl eltéréen radier iranyba
es0 modon helyeztiik el. A periférian retinanként atlagosan 330 + 32 jelolonégyzetet vettiink,
melyekben az S-csapokat ¢s a kettésen jelolt elemeket manudlisan jeloltik meg a

szamolashoz.

4.7.3.Bels6 retinarétegek sejttipusainak kvantitativ elemzése

A parvalbumin, calbindin, recoverin antitestekkel jelolt sejtek szamszeri vizsgalata
céljabol Wistar patkanyok (0sszesen 3-3 kontroll és diabéteszes allat) whole mount retindinak
temporalis €és nazalis felén végeztiink immunreakciokat. Az egyes sejttipusokat 10 random
valasztott 250 x 250 pm-nyi teriileten szamoltuk. Az adatokat atlagos sejtszam/mm’ +
standard deviacio (SD) formaban tiintettiik fel.

PKC-o antitesttel jelolt amakrin és ,displaced” amakrin sejtek szamoldsahoz 10 pm
vastag, vertikalis, superior-inferior iranyban orientalt metszeteket vettiink, a nervus opticus
magassagabol (csoportonként n=3 patkany 1-1 retindjabdl, retindnként 1-1 metszet). Az egyes
sejttipusokat metszetenként 6 kiilonb6zd helyen (1, 2 és 3 latdbmezdvel a nervus opticus-tol
inferior €s superior irdnyban), 6sszesen 700 um hossza szakaszokon szamoltuk meg. Ezzel a
retinametszet hosszanak koriilbeliil a felét fedtiik le szdmoldssal. Az adatokat atlagos

sejtszam/l mm-nyi retinaszakasz + SD formaban kozdljiik.

4.8. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag = SD formaban tiintettem fel. A teststly, vércukor, retina vastagsagi
adatokat, a TUNEL-, parvalbumin-, calbindin-, recoverin-, PKC-a-pozitiv elemek szamat
STATISTICA 11 szoftverrel (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA), Student-féle #-teszttel végeztiik.
Ha masképp nem jeloltiik, p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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5. Eredmények
5.1. Vércukor értékek, testsulyok

Mar az STZ-indukciot kovetd 1. napon jelentds vércukorszint emelkedést mértiink a
diabéteszes allatokban, szemben a kontroll csoport valtozatlanul normalis értékeivel. A
diabéteszes csoportokban a vércukorszintek a kisérlet végéig, a 12. hétig magasak maradtak.
Ezzel parhuzamosan, a diabéteszes csoportokban az atlagos testsuly értékek csokkentek, a 7.
naptol szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a parhuzamos kontroll allatok gyarapodd

értékeihez képest (4. tablazat).

4. tablazat Kisérleti allataink testsuly adatai és vércukorszint értékei. A kisérlet kezdetének (0.
napnak) tekintettiik azt a napot, amikor a 4.2. fejezetben leirtak szerint beadtuk az injekciokat.

*: p<0,05, diabéteszes vs kontroll.

T ly (dtlag (g)  SD) Vércukorszint
estsuly (atlag (g) +
(atlag (mmol/l) = SD)
Csoport 0. nap 7. nap 12. hét 0. nap 1. nap 12. hét
Wistar kontroll
. 383,8£12,6 | 377,6+12,1 457+£29,5 6,1+£0,3 5,7£0,4 | 6,3£0,2
n:
Wistar
395,6+£9,1 | 333,3£23,3* | 287,4+£21,1* | 5,8+0,3 >25,0* >25,0*
diabéteszes n=7
Sprague-Dawley
441,7424,2 | 458,8£23,4 | 609,8+40,2 | 6,0+£0,4 6,1+0,3 7,0+0,6
kontroll n=12
Sprague-Dawley
440,8+18,1 | 393,8+20,5* | 295,8+47,3* | 6,15+£0,3 | 21,5+4,3* | >25,0*
diabéteszes n=12

5.2. Apoptozis jelenlétére utalo jelek vizsgalata
5.2.1. Retinavastagsag vizsgalata

A retina a periféria felé vékonyodik, ezért a vastagsagméréseket orientalt metszeteken,
minden csoportban identikus helyeken végeztiik el. Eredményeink szerint a diabéteszes €s a
kontroll retindk vastagsdga nem kiillonbozott szignifikansan egyik mérési ponton (periférian,
illetve a 1atdidegfotdl adott tavolsagra esd centrdlis teriileteken) sem, fliggetlentil attol, hogy a

retina teljes vastagsagat (ILM és OLM kozott mért adatok alapjan), vagy pedig csak az ONL
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réteg vastagsdgat hasonlitottuk Ossze az egyes csoportokban. A diabéteszes csoportban
szignifikans atrofiat tehat nem tudtunk kimutatni (/. grafikon). A tilnyomoérészt palcika

magokat tartalmazd6 ONL valtozatlan rétegvastagsaga arra utal, hogy a pélcikdk szama nem

valtozott.
. —— Sprague-Dawley DM ILM-OLM
. . o gﬁ:? E]\IAL&]_\(A)'B\%M —o— Sprague-Dawley K ILM-OLM
Retina VaStagsag —&— Wistar DM ONL —&— Sprague-Dawley DM ONL
250 1 —— Wistar K ONL 250 —o— Sprague-Dawley K ONL
200 - 200 1
\ \ /"
150 - \ J 150 \ /"
\ 7 \ V4
100 - \ / 100 1 \ V
\ 7 N
50 | K/g:\//aén\i 5 | g/cz—q\ ./
0 T T g T T 0 . T T T
4000 500 250 n. 1L 250 500 4000 4000 500 250 n Il 250 500 4000
pm - pm - pm pm - pm - pm um pm  pm pum  pm  pm
n. II- t6l inferior n. II- tol superior n. [I-t6l inferior n. [I-t6l superior

1. grafikon A retina vastagsaga Sprague-Dawley és Wistar patkanyokban. A méréseket
orientadlt metszeteken, a nervus opticustol adott iranyban és adott tavolsagra végeztiik. Mértiik
a belsé és kiilso hatarhartya kozotti tavolsagot és a kiilsé magvas réteg vastagsagat (um =
SD). Kontroll vs diabétesz; p>0,01.

DM: diabéteszes, K: kontroll, ILM-OLM: belso és kiilso hatarhartya kézotti tavolsag, ONL:

kiils6 magvas réteg.

5.2.2. TUNEL reakcié elemzése
Egészséges kontroll és diabéteszes retina metszetek elemzése soran, a TUNEL-pozitiv
elemek szamaban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget, sem a retina teljes vastagsagat, sem

az egyes magvas rétegeket tekintve (5. abra, 2. grafikon).

Meérési eredményeink szerint tehat ebben a modellben, a diabétesz 12. hetében a retina
nem vékonyabb sem teljes egészét, sem a kiils6é magvas réteget tekintve, mint egészséges
kontroll allatokban. Ezzel egybecseng, hogy a TUNEL reakciéval sem talaltunk jelentds
emelkedést az apoptotikus sejtek szdmaban. Megallapithatjuk tehat, hogy vizsgalatainkat a
diabétesz azon korai pontjan végeztiik, amikor szignifikdns mértékli apoptdzis még nem

mutathat6 ki, €s szignifikans rétegvastagsag csokkenés még nem kovetkezett be.
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5. abra TUNEL reakcio. Reprezentativ képek kontroll (A) és diabéteszes (B) patkany retina
metszetekbol. A nyil egy TUNEL-pozitiv elemet jelol. Bar 30 um.
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2. grafikon TUNEL-pozitiv elemek atlagos szama diabéteszes és kontroll retinakban (atlag +
SD). Diabéteszben semelyik magvas rétegben, sem pedig a teljes vastagsdagot tekintve nincs
szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest, bar emelked6 tendencia figyelheto meg, n=4
patkany/csoport, dllatonkeént 4 vertikalis metszet vizsgalati eredményei alapjan (C).

GCL: ganglionsejt réteg, INL: bels6 magvas réteg, ONL: kiilso magvas réteg, ILM-OLM:
belsé és kiilsé hatarhartya kozott. Kontroll vs diabétesz; p>0,05.
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5.3. Gliaaktivacio vizsgalata diabéteszben

A Miiller glia sejtek vizsgalatahoz GFAP ¢€s vimentin primer antitestekkel végeztiink
reakcidkat. Az immuncitokémiai vizsgalatokat fagyasztott metszeteken, Wistar és Sprague-
Dawley patkanyokon is kiviteleztiik.

Az egészséges kontroll retinakban GFAP antitesttel a Miller sejtek végtalpai
jelolédnek, valamint sajat és szakirodalmi adatok is vannak arra, hogy az ora serrata mellett
kozvetlentiil fekvo periférias retina részeken a teljes Miiller sejt adhat jelet [9]. Ezzel szemben,
a diabéteszes allatainkban a GFAP jelolés egyenetlen volt: a retina egyes részein kifejezett
gliaaktivacionak megfeleld képet mutatott, intenziven jelolve a Miiller sejtek komplett
sejttestjeit, mig mas teriileteken a kontroll retindk jeloléséhez hasonléan az ILM-re
korlatozodott. A 6. dbran egyazon diabéteszes retina két kiillonbozo festddési mintdzatot
mutatd teriilete lathato. A gliozis tehdt nem érintette a teljes retinat, am semmilyen

rendszerszerliséget nem figyeltiink meg a gliaaktivacid lokalizaciojat tekintve: sem centro-

periférias, sem superior-inferior iranyu gradienst nem fedeztiink fel.

6. abra GFAP expresszio kontroll és diabéteszes retina metszeteken. Kontroll retinakban a
GFAP jelolés az ILM rétegre lokalizalt (A). A diabéteszes retinakat reprezentalo felvételeken
latszik, hogy a kontrollhoz hasonlo GFAP expresszio (D) mellett megtalalhato nyilvanvaloan
fokozott (C) jelolés is. A magvas rétegeket DAPI-val jeloltiik (B).

ONL: kiilso magvas réteg, INL: belso magvas réteg, GCL. ganglionsejt réteg. Bar 20 um.
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A Miiller glia sejtek markereként vimentin jelolést is alkalmaztunk. A vimentin jelolés -
a GFAP jelhez hasonloan- diabéteszben szintén teriileti inhomogenitast mutatott. Am a GFAP
jellel ellentétben, a vimentin expresszidja nem nétt, hanem helyenként csokkent. A csokkent
vimentin immunreaktivitdst mutato terililetek egyenetleniil helyezkedtek el, egyebiitt a
retindban a kontrollhoz hasonld, ép vimentin jel volt lathatd (7. dbra). Egymast kovetd
metszeteket attekintve, megallapitottuk, hogy a fokozott GFAP és a csokkend vimentin

expressziot mutato teriiletek egybeestek.

7. abra Vimentin expresszio kontroll és diabéteszes retina metszeteken. Vimentinnel a teljes
Miiller sejt festodik kontroll retinakban (A). A vimentin jelolés intenzitisa diabéteszben
nehany helyen csokkent (C), de vannak a kontrollhoz hasonlo intenzitdassal jelolt teriiletek is
(D). A sejtmagokat az orientdcio céljabol DAPI-val jeloltiik (B).

ONL: kiilso magvas réteg, INL: belso magvas réteg, GCL. ganglionsejt réteg. Bar 20 um.

A vizsgalt diabéteszes mintdinkban a gliaaktivacio tehat foltokban volt jelen, a folyamat
a GFAP fokozott és a vimentin csokkent expresszidjaval jart. Superior-inferior iranyban
orientalt metszeteinken, semmilyen konzekvens lokalizaciot nem fedeztiink fel a 1éziok
tekintetében, de az érintett teriileteken jellemzden mindkét vizsgalt intermedier filamentum

protein valtozasait megfigyelhettiik.
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5.4. Fotoreceptorok vizsgalata diabéteszben
5.4.1. M- és S-csapok eloszlasanak és denzitasanak vizsgalata
retindkon vizsgaltuk, melyeken fluoreszcens immuncitokémiaval kettds jelolést alkalmaztunk.
A kétféle csaptipus jellegzetességeit diabéteszes €s egészséges kontroll Wistar patkanyokon
hasonlitottuk 6ssze.

Az egyes csaptipusokrol késziilt izodenzitas térképek koziil egy-egy reprezentativ darab a
8. dbran lathato. A kontroll retindkon az M-opszin tartalmu csapok tipusos eloszlast mutattak,
centralis-periférids iranyban csokkend gradiens figyelhetd meg: a csapszam centralisan eléri
az 5000 M-csap/mm’ siirliséget, mig a periférian 2000 M-csap/mm’ ala esik. Az S-csapok
esetében jellemzod az inferior-superior irdnyban csokkend gradiens: az atlagos értékek az also
retinafélen 800 csap/mm” 616, mig a felsé retinafélen inkabb 200 csap/mm” al4 esnek. A felsé
retinafél periférias részén a sz€li kb. 200 um széles sadvban azonban joval magasabb értékeket
mértiink (> 1200 csap/mm?). Ezek az értékek az irodalmi adatok alapjan a vartnak
megfelelden alakultak, ugyanakkor jelentds egyéni kiilonbségek is megmutatkoztak [111-
113]. A diabéteszes retindk a kontrollhoz hasonld denzitasi és eloszlasi mintazatot mutattak,
mindkét csaptipus esetében.

Az 4tlagosan szamolt 0Ossz-csapszam (retindnként atlagosan 83 jelolonégyzetben
szamolva) nem mutatott kiilonbséget a csoportokban: 5621 + 754 ¢és 5467 + 660 volt az M-
csapokat illetéen, mig 3048 + 776 ¢és 2725 +£ 259 S-csapot szdmoltunk a kontroll és
diabéteszes retinakban.

A fenti szamolast és abrdzolast Wistar patkdnyokon végeztiik, majd az eredmény
ismeretében a vizsgalatot megismételtiik Sprague-Dawley patkany egy kvadransnyi retindjan.
Ezen a teriileten Iényegében a Wistar patkanyokéval megegyezd eredményeket kaptunk,

melyek a dolgozatban nem keriilnek részletes bemutatasra.
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8. dbra Reprezentativ izodenzitas térképek; az M-opszint tartalmazo csapok (A, B), az S-
opszin tartalmu csapok (C, D) és a mindkét opszint egyarant expresszalo dualis csapok (E, F)
eloszlasa és denzitasa lathato kontroll (A, C, E) és diabéteszes (B, D, F) Wistar patkany
retinakon. A denzitds értékeket a feltiintetett szinkod alapjan adtuk meg. A széli 200 um széles
sav (sziirke szinnel jelolve a C-F képeken) S-csapokban gazdag régio, ezért a periférian
korben a szamolashoz hasznalt jelolonégyzetek kisebbek (50 x 50 um) és stiriibben helyeztiik
el Oket, mint egyebiitt (C-F). A széli (sziirke szinnel jel6lt) periférian a szamolt értékeket a
retina koriil tiintettiik fel (szinkoddal ellatott kérokkel), a szamolassal le nem fedett teriiletek
csapszamara itt nem veégeztiink becslést. A dualis csapokat (E, F) ugyanezeken a
jelolonégyzeteken beliil szamoltuk, szinkoddal azonban csak abban az esetben jeléltiik, amikor
legalabb egy kettosen jelolt elemet talaltunk. A sziirkével jelolt periférias részeket a C, D, E, F
dabrakon a szinkod jobb lathatosaga érdekében 1,6-szorosra nagyitottuk. Az M- és S-csapok
denzitisa és eloszlasa nem kiilonbozik a diabéteszes és a kontroll csoportokban, sem a
centralis, sem a periféerias értékek tekintetében. A kék csapokban gazdag széli régioban
azonban az M- és S-opszint is expresszalo, kettosen jelolt elemek joval nagyobb szamban
fordulnak elo diabéteszben (F), mint egészséges kontroll retinakban (E).

S: superior, T: temporalis, I: inferior, N: nasalis. Bar 2 mm.

5.4.2. Dualis csapok vizsgalata

A teljes retindkon (8-9. dbra) j6l lathato moédon az M- és S-opszint egyarant expresszalod

s

crcr

diabéteszben kozel 4%-at tették ki a kettdsen jelolt elemek.

Nemcsak a periférian, hanem a retina teljes teriiletén feltiint egy-egy koexpressziot mutato
csap. Kontroll retinakban csak elvétve, vagy egyaltalan nem fordult el6, mig a diabéteszes
retindkat a kontrollhoz képest mindenképpen nagyobb szamu dualis csap jelenléte jellemezte.

Centralis értékekrdl azonban nem allnak rendelkezésiinkre pontos szamadatok.
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A M-opszin/

9. abra Reprezentativ whole mount retina mintak M- és S-csap markerekkel jelolve. Az M-
csapokat (AB5405 antitest) zolddel, az S-csapokat (OS-2 antitest) pirossal jeloltiik kontroll
(4, C, E) és diabéteszes (B, D, F) Wistar patkany retinakban. Kiilonbozo retina teriiletekrol
vettiink mintakat: centralis (latoidegfotol superior iranyban, A, B), kozép-periférias
(latoidegfo és superior ora serrata kozott féltavon, C, D) és a széli periféridas részen
(kozvetleniil a superior ora serrata mellett, E, F). A diabéteszes retinakon az M-csapok
kiiltagjanak kontrollhoz képest deformalt alakja retinaszerte megfigyelheto. Jol lathato a
periférias retinaban a kettosen jelolt elemek szamanak emelkedése diabéteszben.

Nyilakkal jeloltiink néhany kettosen jelolt elemet. Bar 50 um.
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5.4.3. M- és S-csap kiiltagok vizsgalata

Az M- ¢és S-opszin tartalmu csapok morfologidjat Wistar ¢€és Sprague-Dawley
patkdnyokon, teljes retindkon ¢&s fagyasztott retina metszeteken is tanulmanyoztuk,
fluoreszcens jelolés alkalmazasaval.

Az M-csapok kiiltagja opszin ellenes antitesttel jelolve, egészséges patkdny retinaban
jellemzden vonalszeri képz6dmény, egyenetlenség és fragmentacido nem lathatd rajta, PNA
jeloléssel lathato, hogy egyenletesen csaphiively veszi koriil. Diabéteszes allatainkban az M-
csapok jellemzden legalabb két kibunkdsodassal és vékony 0sszekotd szakasszal rendelkeztek
(9-10. abra). Ezt a képet lattuk mindkét M-opszin specifikus antitest alkalmazasakor, az M-
csapok tobbségében, centralis €s periféridsabb teriileteken 1s, mindkét patkanytorzs
vizsgalatakor. Erdekes, hogy a kiiltag jellegzetes elvaltozasa a csaphiivelyt nem érintette, a
PNA jeloléssel elvékonyodas €és kibunkdsodas nem volt megfigyelhetd ebben a stadiumban
(10. dbra).

Az S-opszint tartalmazd csapok kiiltagjai opszin ellenes antitesttel jelolve egészséges
patkany retinaban két fragmentumként abrazolodnak. Diabéteszes patkanyaink S-csapjainak
tobbsége a kontrollhoz hasonléan festodott (9. dbra). A Wistar patkdny retindkban
metszetenként 1-2 esetben az S-csap markereinkkel sejttest festddést lattunk (/0. dbra).
Azoknak az S-csapoknak, ahol a sejttest jelolodott, egy esetben sem tudtuk a kiiltagjat
vizualizélni. Sprague-Dawley patkany retina metszeteinken S-csap markereinkkel ezt a

jelenséget nem tudtuk kimutatni.
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A M-opszin / B M-opszin /
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10. dabra Reprezentativ felvételek az egyes fotoreceptor tipusok morfologiai
és festodesi jellegzetességeirol fagyasztott retina metszeteken. Kontroll
Wistar patkanyok retinaja (A) normal zéld csap festodést mutat (AB5405
antitest zolddel jelélve), normal csaphiivellyel (PNA lektin vorossel
jelolve). A diabéteszes retindkon megfigyelheto az M-csapok kiiltagjanak
deformitasa Wistar (B) és Sprague-Dawley (C) patkanyokban is: két
kiszelesedett vég lathato keskeny 6sszekoto szakasszal (nyilheggyel jelolve).
Ezzel szemben mindkét torzsben a csaphiively a kontrollhoz hasonlo: PNA
lektincitokémiai  jeloléssel a csap interfotoreceptor matrix normal
morfologiat mutat (B, C). A diabéteszes Sprague-Dawley-kban a PNA
lektin jelolées a palcika kiiltagokat is jelolte (C). Ugyanakkor, WGA

lektincitokémiaval (voros szinnel jelolve) a diabéteszes Sprague-Dawley
patkanyok palcika interfotoreceptor matrix jelolése (E) csokkent a kontrollhoz képest (D).
Néhany S-csap (OS-2 antitest voros szinnel jelolve) karosoddsa abban mutatkozott meg,
hogy a teljes sejtmembran adott jelet S-opszin érzékeny antitesttel reagalva, ugyanakkor a
kiiltag jel hianyzott (F). Karosodott S-csapokat csak Wistar patkany retinaban tudtunk
kimutatni.

Bar 20 um (A-E), 5 um (F).
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5.4.4. Palcika kiiltagok vizsgalata

A palcikédk kiiltagjai kontroll és diabéteszes retindkban is rodopszin immunpozitivitast
mutattak, bar a jelolés intenzitdsa kiss¢ gyengiilt diabéteszben a kontrollhoz képest. A
diabéteszes kiiltagok fagyasztott metszeteken vizsgalva nem mutattdk az egészséges palcikak
rendezettségét, elmosodottnak tiintek, a palcikdk finom szerkezete nem volt kivehetd (/1.
dbra). A dezorganizalt, elmosott szerkezet mindkét torzsben megfigyelhetd volt, de Sprague-

Dawley patkany retinakban kifejezettebbnek lattuk.

A rodopszin /

4

11. dabra Reprezentativ felvételek a retindlis pigmentepitélium és a palcikak kiiltagjainak
diabéteszes kdarosodasarol. Az immunreakcio soran RPEGS (vorossel jeldlve) és anti-
rodopszin (zold szinnel jelolve) antitestekkel dolgoztunk. A felsé sorban Wistar patkany
retinak, az also sorban Sprague-Dawley patkany retinak lathatok. A, C: kontroll, B, D:
diabéteszes retina metszetek. A diabéteszes pigmentham vékonyodasa figyelheto meg mindkét
torzsben, kifejezettebben a Wistar patkanyokban. A diabéteszes palcikak kiiltagjai mindkét
torzsben a kontrollhoz képest kisebb intenzitasu jelet adnak, elmosott jellegiik feltiind.

Bar 30 um.
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A lektincitokémiai vizsgalat soran, a palcikak IPM-at jel616 WGA reakcid csokkent jelet
adott diabéteszben a kontrollhoz képest (/0. dbra). Ugyanakkor a masik altalunk vizsgalt
lektin, a PNA jele nem korlatozodott a csaphiivelyre, hanem halvanyan a palcikakét is jelolte
diabéteszben. Ez a megfigyelésiink érdekes moddon, csak a Sprague-Dawley allatokat
jellemezte.

A kiil- és beltagok rendezetlenségét elektronmikroszkoppal is megtigyeltiik a diabéteszes
csoportokban. A kontroll retindkat rendezett szerkezetli, egymastol jol elkiiloniild kiil- €s
beltagok jellemezték, az egyforma vastagsagu korongok szabalyosan egymasra rendezddtek.
A diabéteszes retinakban ez a rendezettség csak nyomokban volt felfedezhetd. A diabéteszes
beltagok duzzadtak voltak, sokszor a kiiltagok kozé nytltak be, kerek és duzzadt
mitokondriumokat, helyenként kiilonb6z6 méretli vakuolumokat is tartalmaztak. A kiiltagok
rendkiviil rendezetlen strukturat mutattak, benniik a korongokbdl csak kisebb csoportok
maradtak meg. A bel- ¢s kiiltagok kozotti hatar zavart volt, ennek kovetkeztében a kiiltag-
korongok  maradvanyai  kozé  mitokondriumok  keveredtek (/2.  dbra). Az
elektronmikroszkoppal lathatd strukturarél is elmondhaté, hogy a karosodds minden
diabéteszes retinaban jelen volt, a rendezetlenség mértéke azonban egyazon retindn beliili

teriileteken, illetve allatonként is nagy kiilonbségeket mutatott.
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12. abra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek kontroll (A, C) és diabéteszes (B, D)
Sprague-Dawley patkany retina fotoreceptor rétegérdl, a C és D képek nagyobb nagyitassal a
részleteket mutatjak. Duzzadt beltagok és kevés épnek tiné kiiltag mellett, sok deformalt,
fotoreceptorkorongokat alig tartalmazo, dezorganizalt kiiltag jellemzi a diabéteszes retindkat.

Bar 5 um (4, B), 1 um (C, D).
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5.5. A retinalis pigmentham vizsgalata diabéteszben

Vizsgalataink kiterjedtek a retinalis pigmentham fény- és elektronmikroszkopos
morfologiajara és az RPE65 immuncitokémiai jelolése révén a funkciora is.

Elektronmikroszképos felvételeken a RPE sejtjei diabéteszes Wistar patkanyokban
szignifikansan vékonyabbak voltak a kontrollhoz képest (/3. dbra). A sejtek magja ellapult,

¢s a citoplazma simafelszinii endoplazmas retikulum tartalma lathatéan csokkent.

13. dbra Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek 1-1 retinalis pigmenthamsejtrol
kontroll (Wistar, A, Sprague-Dawley, C) és diabéteszes (Wistar, B, Sprague-Dawley, D)
patkanybol. A pigmentham morfologiai elvaltozasai Wistar patkanyban kifejezettebben
vannak jelen, mint Sprague-Dawley patkanyokban. Lathato, hogy diabéteszben a
pigmenthamsejtek vékonyabbak, sejtmagjuk ellapult, csokkent az endoplazmas retikulum
tartalmuk. Nyillal jelolt a diabéteszes pigmenthamsejtben jellegzetesen elofordulo nagyméretii
fagocitalt kiiltag fragmentum.

N: sejtmag, OS: pdlcika kiiltag. Bar 2 um.
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Ennek a képnek megfelelden, az RPE65 immunreaktivitas is jelentdsen csokkent
diabéteszben (/1. dbra). A morfologiai kép €s a parhuzamos RPE65 immunreakcié gyengiilés
a pigmentham diabéteszes karosodasara utalhat.

Sprague-Dawley patkanyokban a pigmentham érintettsége kevésbé volt kifejezett. Az
elektronmikroszkopos felvételeken mért pigmenthdm vastagsag nem csokkent szignifikansan
diabéteszben (3. grafikon) és az RPE65 immunreaktivitas is diszkrétebb intenzitdscsokkenést

mutatott, mint Wistarokban (/1. abra).

B kontroll

diabétesz
%

12

10 ~

Pigmenthamsejtek magassage
(@)

Wistar Sprague-Dawley
3. grafikon Elektronmikroszkopos felvételeken mért atlagos RPE sejt vastagsag (um + SD)
kontroll és diabéteszes retinakban. Wistar patkanyokban szignifikans vastagsdagcsokkenést
mértiink diabéteszben (kontroll vs diabétesz; *: p=0,001;, n=4.), mig Sprague-Dawley
patkanyokban nem volt szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest (kontroll vs diabétesz;

p>0,05; n=4).
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5.6. A bels6 magvas réteg sejtjeinek vizsgalata diabéteszben
5.6.1. Kalcium-koté fehérjék jelolési mintazata diabéteszben
5.6.1.1. Parvalbumin

Parvalbumin markerrel els6sorban AIl amakrin sejtek jelolddnek, illetve halvany
festodést kapunk ,,widefield” amakrin sejteken, néhdny bipolaris és ganglion sejten is [32,
114]. Ezt a képet lattuk a vizsgalt kontroll retindkban (/4. abra). A diabéteszes retindkban
tobbnyire a kontroll retindkhoz hasonlo jel6lési mintazatot, morfologiat és jelolési intenzitast
tapasztaltunk. Ugyanakkor, a retina egyes részein foltokban csokkent a jelintenzitas. Ezeken a
retinateriileteken mindegyik jelolt sejttipus immunreaktivitdsa csokkent. A jelolési mintdzat
azonban nem valtozott, és a detektalt AIl amakrin sejtek szamdban (kontroll 4912 + 1159 vs

diabéteszes 5197 + 711 sejt/mm”) és a GCL rétegben szamolt sejtek szaméaban (kontroll 96 +

42 vs diabéteszes 144 + 105 sejt/mm’) sem tortént szignifikins valtozas (14. dbra, 4.

grafikon).

14. dabra Reprezentativ felvételek parvalbumin ellenes antitesttel reagaltatott (voros szinnel
jelolt) kontroll és diabéteszes retinakbol. A parvalbumin ellenes antitesttel elsésorban az AIl
amakrin sejtek, és néhany bipolaris sejt jelolodott (nyilakkal jelolve). Diabéteszben bizonyos
retina teriileteken csokkent a jelintenzitas (D) a kontrollhoz (A) képest, mig mas teriileteken
(C) nem lathato valtozas. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (B).

ONL: kiilso magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, GCL: ganglionsejt réteg. Bar 20 um.
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4. grafikon Nincs kiilonbség a parvalbumin-pozitiv sejtek szamaban a belsé magvas rétegben

és a ganglionsejt rétegben sem (kontroll vs diabétesz; p>0,05).

Egy korabbi tanulmany egészséges kontroll retinakban elvétve detektalt parvalbumin-
pozitiv bipolaris sejteket, mig diabéteszben sok jol festddd sejtet, csaknem 20-szoros
novekedést irt le [115]. Ezt megerdsiteni nem tudjuk, mivel a bipolaris sejtek mar a kontroll
retina mintainkban is jelolddtek, bar nagyon halvanyan, diabéteszben pedig még halvanyabb
jelet lattunk. Emiatt, whole mount retindkon nem tudtunk biztonsaggal szamolast végezni,
ugyanakkor a metszeteken latottak alapjan lényeges szambeli emelkedésrél biztosan nem

tudunk beszamolni.

5.6.1.2.Calbindin

Kontroll patkany retinakban calbindin jeloléssel a horizontalis sejtekben kifejezett
immunreaktivitast mutattunk ki, valamint kevés halvanyan fest6dd sejtet lattunk az INL és
GCL rétegekben. Irodalmi adatok szerint az INL-ben és a GCL-ben jeldlt calbindin-pozitiv
elemek valoszinlileg amakrin és ,,displaced” amakrin sejtek lehetnek [98]. Ezzel megegyezd
modon, a diabéteszes patkany retina metszeteken intenziv horizontélis sejt jelet €s halvany
INL és GCL rétegbeli sejtfestodést lattunk. Teljes retinakbol vett mintakat vizsgélva, a
calbindin-pozitiv horizontélis sejtek szama nem kiilonbozott szignifikansan a kontroll (892 +
97 sejt/mm?®) és a diabéteszes (941 + 200 sejt/mm”) mintainkban (5. grafikon). A pars optica

retinae festédése tehat hasonlo volt a két csoportban.
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5. grafikon Nincs szignifikans kiilonbség a calbindin-pozitiv horizontdlis sejtek szamdaban

(kontroll vs diabétesz; p>0,05).

A pars ciliaris retinae kontroll allatokban calbindin markerrel nem adott jelet,
diabéteszben azonban a cilidris retina belsd sejtrétege (a corpus ciliare pars plana résznek
megfeleld teriilet) intenziven festddott (/5. dbra). Superior-inferior iranyban orientalt
metszeteinken ez a megfigyelés altalanos volt, nazalis €és temporalis ciliaris retina részekre

vonatkozdan nincs informacionk.
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15. abra Reprezentativ felvételek a kontroll és diabéteszes retindk calbindin jeldlési
mintdazatarol. A calbindin (voros szinnel jelélve) horizontdlis sejteket, néhdany amakrin és
,displaced” amakrin sejtet jelol egészséges felnott patkany retina fotoszenzitiv részében (4),
mig a pars ciliaris retinae-ben (D) nincs calbindin-pozitivitas. Diabéteszben calbindin ellenes
antitesttel jelolve, a pars optica retinae teljes teriiletén a kontrollhoz hasonlo jelolési mintdazat
és immunreaktivitas lathato (C). Ugyanakkor diabéteszben a ciliaris retina belso,
pigmentdlatlan rétegében intenziv jelolés jelenik meg (E). A sejtmagokat DAPIl-val, kék
szinnel jeloltiik (B, D, E).

ONL: kiils6 magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, GCL. ganglionsejt réteg. Bar 20 um (4-
C), 40 um (D, E).
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5.6.1.3. Calretinin, recoverin

Calretinin antitesttel jelolt kontroll retina metszeteinken az amakrin ¢és ,,displaced”
amakrin sejtek mellett a GCL-ben is festddik néhany sejt, illetve a pozitiv sejteknek az IPL
harom j6l elkiilonithetd alrétegében végz0dd nyulvanyai jelolddnek. Ez a festddési mintazat
az irodalmi adatokkal megegyezik [101]. Diabéteszes patkanyainkon ehhez hasonlod jelolést
mutattunk ki, a kontrollhoz képest nem figyeltiink meg festédési kiilonbséget (/6. dbra).

A recoverin az ON ¢és OFF tipusu csap bipolaris sejtek ismert markere, emellett jeloli az
Osszes fotoreceptort €s n¢hany sejtet a GCL-ben is [102]. Ezt a képet lattuk mi is, mind
kontroll, mind pedig diabéteszes mintdinkban, nem volt kiilonbség a jelolés mintdzatidban sem
a fotoreceptor sejteket, sem a csap bipolaris sejteket, sem a GCL-ben jelolt sejteket illetéen
(16. abra). Teljes patkanyretina mintdkat attekintve az INL recoverin-pozitiv bipoldris
sejtjeinek szama (kontroll retindkban: 3932 + 773 sejt/mm’, diabéteszes retindkban: 3798 +
396 sejt/mm’, p>0,05) nem kiilonbdzott szignifikansan (6. grafikon).

A recoverin-pozitiv csap bipolaris sejtek axon termindlisait €s szinaptikus végzddéseit
tekintve azonban jelentOsen kiilonboztek a kontroll és diabéteszes mintdink: diabéteszben
kevésbé kiterjedt nyalvanyrendszert €s duzzadtabb szinaptikus végtalpakat figyeltiink meg
(16. dbra).
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16. dbra Reprezentativ felvételek kontroll és diabéteszes patkany retindk calretinin és
recoverin jelolési mintazatarol. Calretinin ellenes antitesttel végzett immunreakcioval (zéld
szinnel jelélve) nincs jelentos kiilonbség a kontroll (A) és a diabéteszes (C) mintak jelolési
mintdazataban. A recoverin (zolddel) jelolés eseteben sem kiilonbozott a jelolési mintdazat
kontroll (D) és diabéteszes (F) mintak kozott. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (B, E).

ONL: kiilso magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, GCL. ganglionsejt réteg. Bar 20 um.
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6. grafikon A recoverin-pozitiv bipolaris sejtek szama az INL-ben nem kiilonbozik a kontroll

és a diabéteszes mintdakban (kontroll vs diabétesz; p>0,05).

5.6.2. Protein kinaz C-alfa marker vizsgalata diabéteszben

PKC-o markerrel els6sorban palcika bipolaris sejtek jelolédtek kontroll mintdinkban,
ezen kiviil kis szdmban valosziniileg amakrin és ,,displaced” amakrin sejtek is feltlintek; ezt a
jelolési mintazatot az irodalmi adatok is alatamasztjak [103, 104, 116].

Diabéteszes metszeteinken a PKC-a-pozitiv palcika bipolaris sejtek jeldlése valtozatlan
volt, ugyanakkor jellegzetes valtozast tapasztaltunk a tobbi sejt jelolésében (/7. dbra): a
palcika bipolaris sejtek mellett felttind volt az INL rétegen beliil két elkiilonithetd
sejtpopulacio szignifikansan nagyobb aranyban torténd festddése (kontroll retina metszeteken:
1,4 £ 0,5 sejt/mm vs diabéteszes metszeteken: 6,8 + 2,2 sejt/mm; p<0,05). Tovabba, a GCL
PKC-a-pozitiv sejtjei is nagyobb szdmban fordultak eld diabéteszes metszeteinken (kontroll
metszeteken: 0,3 + 0,4 sejt/mm vs diabéteszes metszeteken: 2,0 = 1,3 sejt/mm; p<0,05; 7.
grafikon).

A diabéteszes retinak INL-jében jellemzd nagyszamu PKC-a-pozitiv amakrin ¢€s
»displaced” amakrin sejtek jelenléte ahhoz a mintdzathoz hasonlit, amelyet a fejlodo,
posztnatalis 14. napos (P14) patkany retindjaban lathatunk (/7. abra). A P14 patkany
retindban tapasztalhatd jelolési mintdzat munkacsoportunk altal kordbban leirdsra keriilt
[117].
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17. abra Reprezentativ felvételek kontroll, diabéteszes és fejlodo (P14) retinarol PKC-a

ellenes antitesttel jelolve. Nyilakkal jeloltiik azt az INL rétegben festodé amakrin sejt
populaciot, amely nagyobb szamban jelolodott diabéteszben (C) és fejlodo retinaban (D),
mint a felnott egészséges kontrollban (A). Nyilhegyekkel jeloltek a PKC-a—pozitivitast mutato
sejtek a ganglionsejt rétegben.

A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (B). Pl14: posztnatdlis 14. napos patkany, ONL: kiilso
magvas réteg, INL: bels6 magvas réteg, GCL: ganglionsejt réteg. Bar 20 um.

9 - M kontroll
8 diabétesz l

*

PKC-a-pozitiv sejtek/mm
(9]
1

1 -
 —
O _
GCL diszlokalt sejtek az INL-ben

7. grafikon A PKC-a ellenes antitesttel a GCL-ben és INL-ben jelolt sejtek szama

szignifikansan magasabb volt diabéteszben, mint kontrollban (kontroll vs diabétesz, p<0,05).
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5.7. Ganglionsejtek vizsgalata diabéteszben

A ganglionsejtek vizsgalata céljabol Brn-3a és melanopszin antitestekkel végeztiink
immunreakciot. Fenti antitestekkel jelolt ganglionsejtek nem mutattak morfologiai elvaltozast
diabéteszben, a kontroll és a diabéteszes mintak kozott nem fedeztiink fel eltérést (/8. abra).
Szamszerlsitett adataink jelen értekezés megirdsakor még nem allnak rendelkezésiinkre, de
mar folyamatban vannak vizsgélatok. Jovobeli terveink kozé tartozik tovabba a ganglionsejtek

tovabbi altipusainak részletes, morfologiai és kvantitativ elemzése diabéteszes modellben.

18. dbra Reprezentativ felvételek ganglionsejt markerekkel jelolt kontroll és diabéteszes
retinakrol. A diabéteszes retindkban (C, F) sem a Brn-3a (4, C), sem pedig a melanopszin (D,
F) antitestekkel végzett reakcio soran nem abrazolodik jelentos kiilonbség a jelolt
ganglionsejt tipusok immunreaktivitasat tekintve, a kontroll mintakhoz (4, D) képest.

DAPI (B, E) jeloli a magvas rétegeket. ONL: kiils6 magvas réteg, INL: belso magvas réteg,
GCL: ganglionsejt réteg. Bar 20 um.
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6. Megbeszélés

Vizsgalataink soran egy népegészségiligyi szempontbol igencsak aktualis korképpel, a
diabéteszes retinopatiaval foglalkoztunk. A diabetes mellitus népbetegség, legsulyosabb
szemészeti szovodménye a diabéteszes retinopatia, mely vilagszerte a vaksaghoz vezetd fobb
okok kozott szerepel a felndttek korében [48].

A diabéteszes retinopatia patomechanizmusanak ezidaig tisztazatlan komponensei koz¢é
tartozik a neurodegeneraci6. Az irodalomban évtizedek oOta ismert, hogy a diabéteszes
retinopatia a szemfenéki képen latott vaszkularis elvaltozasokat megeldz6en mar okoz a latas
funkcidjaban bizonyos elvaltozasokat. Allatkisérletes modellinkben funkcionalis és
vaszkularis komponenseket nem vizsgéaltunk, azt azonban irodalmi adatok alapjan tudjuk,
hogy STZ-modellben a 12. héten oftalmoszkoppal vaszkularis elvaltozasok még nem
detektalhatoak, viszont a funkcionalis karosodasok ekkor mar mérhetdek. Jelen értekezés
célja, hogy az irodalomban leirt korai funkciobeli kéarosodasok morfologiai hatterét
vizsgaljuk. Az itt részletezett morfologiai elvaltozdsok kialakuldsa vélhetéen szubklinikus

vaszkularis és hemodinamikai tényezdkkel allhat osszefiiggésben.

6.1. Apoptozisra utalo jelek vizsgalata korai diabéteszben

Az apoptozis, mint a diabéteszes retinopatia egyik jelentés komponense, kiterjedt
irodalommal bir [81, 118-121]. Korabbi tanulmdnyok kimutattak, hogy TUNEL-pozitiv
elemek és proapoptotikus molekuldk retinaszerte jelen vannak, mar a vaszkularis eltérések
megjelenését megelozden, kezeletlen diabéteszes allatmodellekben [119, 122] és diabéteszes
paciensekben is [83, 84, 123]. Apoptotikus testeket nemcsak a retinalis ereknek megfelelen,
hanem azoktol fliggetleniil is észleltek, valoszinlisitve ezzel a diabéteszes retinopatia
neurodegenerativ mivoltat [81, 124].

Kisérleteink soran a diabétesz indukciot kovetd 12. héten vizsgaltuk apoptozis
jelenlétét. Eredményeink szerint az egészséges, korban illesztett kontroll 4llatokhoz hasonl6an
TUNEL-pozitiv elemek csak kis szamban vannak jelen diabéteszes retinakban. Ezzel
Osszhangban all, hogy a retina teljes vastagsdga sem mutatott még valtozast, tovabba az
altalunk vizsgalt sejttipusok egyike sem mutatott szdmbeli csokkenést.

Eltér6 eredményekrél szdmolnak be azonban Barber ¢és mtsai.,, akik hasonlo
allatmodellben mar egy honappal a diabétesz indukcié utan hatszoros TUNEL-pozitivitast
regisztraltak. A TUNEL-pozitiv elemek aranyat nagyjabol valtozatlannak lattak, 6sszesen 12
honapon keresztiil [81]. Barber ¢és mtsai. valamint sajat eredményeink kozott tehat lényeges

kiilonbség latszik, amely egyelOre tisztazasra var. A fenti munkacsoport ugyanakkor jelentos
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rétegvastagsag-csokkenést csak 7,5 honap elteltével irt le, korabban bekdvetkezd szignifikans
rétegvastagsag-csokkenésre utald adatokat nem kozoltek [81]. Minthogy diabéteszben az
apoptozis mértékét szamos tényezd befolyasolhatja, példaul az allatok kora, kisérleti
koriilmények beallitasa stb. [125], ezért elképzelhetd, hogy a sajat adataink és a fenti
munkacsoport eredményei kozti kiilonbség ilyen tényezdknek tudhaté be.

Nem kétséges, hogy a diabéteszes retinadegeneracié folyaman hosszll tavon jelentOs
sejtpusztuldssal és kovetkezményes retinavékonyodassal kell szdmolnunk [121]. Minthogy
azonban kisérleteink soran a diabétesz 12 hetes fennallasanak idépontjaban nem talaltunk
kimutathatd sejtpusztulast, arra a kovetkeztetésre kell jutnunk, hogy eredményeinkkel a
diabéteszes retinopatianak azt az allapotat rogzitettiik, amely megeldzi a neurodegeneracidban

kulcsszerepet jatszo sejthaldl jelentds retinavastagsag-csokkenéssel jard mértéket.

6.2. Gliaaktivacio a diabéteszes retinaban

A Miiller sejtek a retinat €rd karosité hatasokra hasonloképpen, altalanos valasszal,
ugynevezett aktivalodassal reagalnak [10]. A diabéteszes retinopatia sordn is, a neuronalis
karosodasok egyik gyakran vizsgélt komponense a gliaaktivacio [9, 14], am jelentds
mértékben szornak az irodalmi adatok a GFAP immunreaktivitds ndvekedésének kezdete és a
jelolés mintazata tekintetében. A szords oka lehet az, hogy ezek a paraméterek vélhetden a
kiilonb6zd kisérleti beallitasoktol, modellektdl, allattorzsektdl fliggden valtozhatnak. Van
irodalmi adat patkanymodellben arra, hogy mar 1 honappal diabétesz indukcidt kdvetden a
GFAP immunreaktivitds ndvekszik [9], egy masik munkacsoport 1 honap utan még nem talalt
eltérést, csak 6 honap utan [126]. Egy harmadik munkacsoport egérmodellt vizsgéalva
megallapitotta, hogy atmeneti a reakcio: 1 honap elteltével a legintenzivebb, majd a
tovabbiakban csokken az immunjelolés [8].

Eredményeink az irodalmi adatok [127] koz¢ illeszkednek, amennyiben a GFAP jel 12
héttel STZ-indukcié utdn a glidzis jeleként kiterjed a teljes sejttestre. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a GFAP immunreakcié novekedése a retinaban egyenetleniil oszlik el, egyes
helyeken a kontrollhoz hasonléan nincs lathato elvaltozas. Luna €és mtsai. experimentalis
retinalevalas allatmodelljében egy-egy retinan beliil nem egységes, sejtenként valtozd
meértekll gliasejt aktivaciot irtak le [10], foltokban jelentkezd gliaaktivaciora diabéteszben
azonban nem talalunk példat az irodalomban.

Ly ¢és mtsai. a glidzis kialakulasat diabéteszben egyenetlennek irtdk le, olyan
folyamatnak, mely soran a gliaaktivaci6 a periféria fel6l a centralis teriiletek felé haladva

fejlodik ki [128]. Sajat mintainkban a 1ézidk nem korlatozodtak sem centrélis, sem periférias
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régiokra. Ugyanakkor, fontos itt megjegyezni, hogy felndtt egészséges patkany retindban
gyakran latunk az ora serrata kozelében GFAP immunreaktivitdst az egész Miiller sejtre
kiterjeddleg. Ly €s mtsai-val szemben, mi nem vizsgaltuk a gli6zis idobeli lefolyasat.

A GFAP mellett a vimentin expresszioja is valtozast mutatott, egyenetleniil, foltokban
csokkend immunreakciot észleltiink. Egymast kovetd metszeteket vizsgalva megallapithato,
hogy azonos teriileteken fokozddott a GFAP- és csokkent a vimentin-expresszid. A vimentin-
expresszid csOkkenését elsoként mutattuk ki diabéteszes retindkban, de tudomasunk szerint
hasonld jelenséget mas tipust retinakarosodas modelljében sem irtak le. In vitro koriilmények
kozo6tt azonban, mikroglia-aktivacio esetén a Miiller sejtek csokkend vimentin- €s valtozatlan
GFAP expressziojarol szamoltak be Wang €s mtsai. [129]. Sériilés hatasara a mikrogliasejtek
korabban aktivalédnak, mint a Miiller sejtek, majd a tovabbiakban kétiranyu kapcsolat all
fenn a két sejttipus kozott. A fenti munkacsoport sejttenyészeten végzett vizsgalatai alapjan a
Miiller sejtek morfologiai, gén- és sejtszintll valtozdsokkal reagilnak a mikroglia-aktivaciora.
Tobbek kozott, fokozddd novekedési faktor termelésiik révén a fotoreceptorok szamara
neuroprotektiv hatdst gyakorolhatnak. Irodalmi adatok szerint a mikrogliasejtek mar korai
diabéteszben is (a szignifikans apoptodzis kialakuldsat megelézden) aktivalt allapotba keriilnek
[11, 130, 131]; mar 12 héttel az STZ-indukcié utéan is kimutattak, hogy nagy ardnyban
aktivalodnak [132]. Ezért elképzelhetd, hogy az altalunk bemutatott vimentin expresszid
csokkenés korai diabéteszben a mikroglia-aktivacioval all 6sszefliggésben.

Az altalunk kimutatott egyenetlen GFAP- és vimentin-jelolés arra utalhat, hogy a
gliaaktivacid nemcsak a retinalevalas modelljében [10], hanem diabéteszben is fokozatosan
alakulhat ki, a teljes gliapopulacio érintettsége ilyen korai diabéteszben még nem varhatd. A
gliaaktivacid egyenetlensége az ardnylag korai diabéteszes stddiumban magyarazatként
szolgélhat arra, hogy miért szdmolnak be hasonld kisérleti bedllitasok eltéré eredményekrdl a
GFAP expresszio fokozodasanak kezdetét tekintve. Vizsgalataink sordn minden diabéteszes
allat retindjat érintettnek talaltuk, a diabéteszes retindkon beliili teriiletenként valtozo mértékii
karosodas azonban felhivja a figyelmet a teljes retina vizsgalatdnak sziikségességére. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy felderitsiik, hogy az elvaltozasok elhelyezkedésében

van-e rendszerszerliség, példaul 6sszefiigg-e az érhaldzattal.
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6.3. Diabéteszes kiiltag-degeneracio

A diabéteszes patkany retindban mindharom fotoreceptor tipusban (M- és S-csapokban,
illetve a palcikakban is) tapasztaltunk valamilyen meértékii kiiltagkarosodast. A fotoreceptorok
morfoldgiai elvaltozasai feltételezhetéen megfeleltethetok az irodalomban leirt korai
funkciobeli karosodasoknak, koztiik a ,,Bevezetés” fejezetben részletezett szinlatdszavaroknak
és egyes elektrofiziologiai elvaltozasoknak. Az M- és S-opszint expresszald csapok
kiiltagdegeneracioja opszinspecifikus antitestekkel vizsgalva mar fénymikroszkopos szinten
lathato, klinikailag pedig példaul a voros-zold és a kék-sarga tengelyen észlelhetd szinlatas
zavarban nyilvanulhat meg. A palcika kiiltagok karosodasa elektronmikroszkopos
felvételeinken szembetiind, mely morfologiai karosodas klinikai szempontbol a szkotopikus
ERG koros gorbéin manifesztalodhat. A szovettanilag kimutathatd eltérések mellett
ugyanakkor izodenzitds térképeink alapjan elmondhatjuk, hogy a csapok eloszlasa, stirtisége
nem kiilonbozott az egészséges kontroll patkanyokétol. A palcika kiiltagok szamszeri
vizsgalatatol eltekintettiink, mivel azok vékonyak, egymast atfedve siirlin helyezkednek el,
ezzel az érdemi szdmolast lehetetlenné téve. Az azonban nyilvanvalo, hogy a pélcikasejtek
szama ebben a modellben, ebben a diabéteszes stadiumban nem csokkenhetett szamottevoen,
tekintettel arra, hogy az ONL réteg vastagsaga nem csokkent €s ugyanitt apoptotikus testek is
csak elvétve fordultak el6. A kiiltagok karosodasat minden diabéteszes mintaban
megfigyelhettiikk, ugyanakkor fontosnak tartjuk kihangstlyozni, hogy jelentds egyéni
kiilonbségek voltak a karosodés stlyossagat illeten.

Az S-csapokat altalanossagban sériilékenyebbnek gondoljdk a legtobb korallapotban,
mint az M-csapokat [65]. Diabéteszes retinopatidban szenvedd betegekben is csak az S-
csapok érintettségére van adat: posztmortem mintdkban szignifikansan csokkent S-csap
denzitést irtak le [66]. Ezzel szemben az altalunk vizsgalt korai diabéteszben sem az M-, sem
az S-csapok denzitdsa nem mutatott (vagy még nem mutatott) csokkenést.

Vizsgalataink sordn az M-csap kiiltagok tobbségében kifejezett morfologiai elvaltozast
talaltunk, mig az S-csapok koziil csak néhany karosodott. A diabéteszes M-csapok kiiltagja
tobbnyire deformalt volt, a kibunkosodasokat elkeskenyedett szakasz kototte Gssze. Ehhez
hasonlé morfologiai elvaltozast egyéb patologias allapotokban, példaul idéskori makula
degeneracioban [133] és RPE65 ,knock out” allatokban [134] is kimutattak. A hasonlo
morfoldgiai kép ezekben a korképekben arra enged kovetkeztetni, hogy ez az elvaltozas az M-
csapok altalanos valaszreakcidja karositd noxa hatisara. Az emlitett kérdllapotokban az M-

csapok késObb elpusztulnak. Ennek alapjan az altalunk tapasztalt M-csap degeneraciot
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feltehetdleg diabéteszben is tekinthetjiik az apoptdzist megeldzd 1€pesonek, de erre iranyuld
kisérleti eredményeket egyeldre még nem tudunk bemutatni.

Neéhany S-csap esetében opszin ,,miszlokalizaciot” figyeltiink meg: az opszin markerek
a teljes sejtmembranban jelet adtak, viszont a kiiltagokban nem jelentek meg. A jelenséget
magyarazhatja, hogy a kiiltag valoban hidnyzik ezekben az esetekben, vagy pedig az opszin
kiiltag felé¢ iranyuld transzportja zavart vagy gatolt. Az opszin-jel sejtmembranban torténd
megjelenése irodalmi adatok alapjdn a pigmenthdm karosodéasakor, méghozzd az RPE65
enzim hidnyaban kovetkezik be [135], de a miszlokalizacid jelenségére az irodalomban
idéskori makula-degeneracioban is van példa [133]. Erdekes modon, ezt az S-csap elvaltozast
csak Wistar retinakban figyeltiik meg, Sprague-Dawley patkanyokban nem talaltunk ra példat.

Immunjeldléssel tortént vizsgalatainkkal az M-csapok kiiltagjainak deformalodasat, (de
nem fragmentalddasat), egyes S-csapok kiiltagjainak hiadnyat, a palcikaréteg 6sszemosddasat
irtuk le. Ezeket a leleteinket a palcikakra vonatkozolag jelentdésen kiegészitették
elektronmikroszkopos megfigyeléseink, melyek a palcika-kiil- és beltagok tobbségének
mélyrehatd elvaltozasait mutattdk, mindkét patkanytorzsben, mindkét fixalasi technikaval. Az
érintett palcikdk kiiltagjaban a korongokbol felépiildé szabdlyos szerkezet teljesen
dezorganizalodott, a korongok nagyobb része eltiint, a kiiltagok a hozzajuk tartozo
beltagokkal fuzionaltak, a beltagok megduzzadtak ¢s mitokondriumaik gyakran feltolodtak a
deformalt kiiltagba. A legtobb pélcika degeneracidja tehat szembetiind volt. Ugyancsak a
palcikdk érintettségére utalnak fénymikroszkopos lektincitokémiai vizsgalataink, melyek
szerint diabéteszben a palcikdkat koriilvevd interfotoreceptor matrixban csokkent a WGA
jelintenzitds és megjelent a PNA jelolés. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a palcikak
glikozilacids enzimtevékenysége modosult, és feltehetdleg a termelt IPM szénhidratlancain a
végalld szidlsav (WGA-kotohely) nem keriilt fel a ldncra (valdsziniileg a szialil-transzferaz
enzim elégtelen mitkodése miatt), ezért az utolsd eldtti szénhidrat, a galaktdozamin (PNA-
kotdhely) valt szabadda. Feltételezéseink szerint a palcika IPM-ban megjelend PNA-
pozitivitas korai stadiumui pélcika degeneraciora utalhat [21].

Korabbi tanulményok PNA lektincitokémiai jelolést végeztek diabéteszes patkany retina
csap kiiltagjainak fénymikroszkdpos morfologiai vizsgalatara. Ezen vizsgalatok koziil két
cikk a csapok interfotoreceptor matrixanak rovidiilésérél [126, 136], egy cikk pedig
valtozatlan PNA jel6lésrél szamolt be [137]. Sajat megfigyeléseink szerint a csap-matrix
karosodasa nyilvanvalo. Ez arra utal, hogy a kiiltag joval érzékenyebben reagal a sejtet €rd

artalomra, mint az azt koriilvevd extracellularis allomany. Opszin-specifikus antitestekkel
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tudomasunk szerint kordbban nem tortént még vizsgalat diabéteszben, igy a kiiltagok
morfologidjara, hosszara vonatkozdan nem volt a szakirodalomban elérhetd informacio.
Munkank soran elséként végeztiink diabéteszes modellben kiterjedt vizsgéalatot a csap
kiiltagok morfoldgiai elvaltozasair6l. A kiiltag-kdrosodas nyilvanvaléan jelen van tehat mar
korai diabéteszben, azonban a morfologiai elvaltozasok funkciondlis kdvetkezményeit még
nem ismerjiik és a kiiltagok késdbbi sorsardl sincs egyeldre adatunk. Eredményeink tovabbi
érdekes kérdéseket vetnek fel a morfologia €s a funkcid Osszefliggéseivel, valamint azok

iddbeli lefolyasaval kapcsolatosan.

6.4. Mi allhat a fotoreceptorok diabéteszes karosodasanak a hatterében?

A diabéteszes kiiltag-degeneracid okaként elsOsorban a retindlis pigmenthdm
karosodasat vetettiik fel. A felvetés hatterében az all, hogy a fotoreceptorok ¢€s a retinalis
pigmenthdm szoros, egymastol fliggd viszonyban vannak: a fototranszdukcio folyamata,
valamint a pigmentham trofikus és fagocitotikus funkcioja révén [138]. Felmeriilt benniink,
hogy ennek a sokrétli kapcsolatnak a sériilése okozhatja az altalunk tapasztalt kiiltag-
degeneraciot. Irodalmi adat van arra, hogy a pigmentham [139], illetve annak fagocitotikus
aktivitasa diabéteszben érintett lehet [138], mint ahogy leirtak azt is, hogy a makrofagok és
monocitdk fagocita aktivitisa csokken diabéteszben [140, 141]. Egy korabbi tanulmany
szerint, a retina organotipikus tenyésztése soran a retinalis pigmenthdm teljes hidnyaban sériil
a kiiltag korongok kialakuldsa [24].

A diabéteszes Wistar patkanyokban valoban a pigmentham jelentds karosodésara utald
jeleket taldltunk elektronmikroszkoppal €s az RPE65 immuncitokémiai vizsgalataval is. Az
RPE65 protein (izomerohidrolaz enzim) a fotopigment kromoforjanak, a retindlnak a cisz-
izomer formaba torténd reizomerizacidjaban jatszik dontd szerepet, €s a pigmenthdm
endoplazmés retikulumanak membranjdhoz kototten funkcional. Hianyaban sulyos
fotoreceptor-degeneraci6 kovetkezik be [142, 143]. Az Aaltalunk taldlt pigmenthdm
elvaltozasok tehat felvetik a pigmentham szerepét a fotoreceptorok karosodasadban, azonban
egyértelmli Osszefliggést nem tudtunk kimutatni, tekintve, hogy a Wistar patkanyokban
kifejezettebb pigmenthdm karosodast és kevésbé kifejezett kiiltagkarosodast talaltunk, mig
Sprague-Dawley patkanyokban markans fotoreceptor-degeneracio mellett alig érintett
pigmenthdmot  figyelhettiink meg. A  retindlis pigmentham  karosodasa ezért
valoszinilisithetden nem kozvetlen kivaltd oka a diabéteszes kiiltag-degeneracionak, sokkal

inkabb egy parhuzamosan kialakul6 elvaltozasrol lehet sz6.
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Mi egyéb okozhatja a fotoreceptorok diabéteszes degenerdciojat? A szdbajovo
lehetséges okokat szambavettiik, a pontos Osszefliggések feltarasdra azonban nem végeztiink
kisérleteket, ezek megismeréséhez a jovoben tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az egyik lehetséges ok a fotoreceptorok vérellatasanak karosodasa lehet diabéteszben.
A fotoreceptorok vérellatasat a choroidea biztositja, melyben diabéteszben - a retina erekhez
hasonldan - vaszkulopatia 1éphet fel [144]. Mar 10 héttel a diabétesz indukcioé utan detektalni
lehet a choriocapillarisokban a véraramlas valtozasait és a csokkend autoregulacidt egér
modellben [145]. Ugyanigy, human adatok is vannak diabéteszes choroidopatiara. Egy
korabbi vizsgalat posztmortem huméan diabéteszes mintdk patologias elvaltozéasai kozott a
choroidedban acelluléris kapillarisokat és endotélsejt diszfunkciot irt le [146]. Tobb adat is
van diabéteszes paciensekben a choroidea réteg vékonyodasara, melynek in vivo detektalasara
lehetdséget ad a spektral domén OCT késziilek [147, 148].

A fotoreceptorok integritasat befolyasolhatja a diabéteszben megvaltozott gliikoz- és
inzulinszint is. Ervényesiilhet a hiperglikémia vagy hipoinzulinémia direkt toxikus hatésa.
Ugyanakkor a csapokon 1év0 receptoron keresztiil az inzulin jelpalya elemei is sériilhetnek,
mely befolyassal lehet a tuléléstikre [149, 150]. Kozeljovobeli terveink kozott mas diabéteszes
allatmodellek (pl. genetikailag diabéteszes torzs) vizsgalata is szerepel. Ezaltal arra a kérdésre
kereslink valaszt, hogy mennyiben altalanos 6nmagaban a hiperglikémia retinara kifejtett
hatasa, illetve mennyiben felelds a szisztémas inzulin csokkenése az itt ismertetett
elvaltozasok kialakulasaért.

A fotoreceptorok miikodéséhez elengedhetetlentiil sziikséges a kiiltagokat ellato IPM
[22]. Az IPM glikozilacios zavarara utald lektincitokémiai eltérések alapjan felmeriilhet, hogy
ok-okozati Osszefliggés lehet a fotoreceptor kiiltagok és az IPM karosodasa kozott, erre

vonatkozoan azonban nem allnak rendelkezésiinkre megfeleld adatok.

6.5. Kalcium-koto fehérjék jelolési mintazatanak valtozasa diabéteszben

Az altalunk vizsgalt kalcium-ko6td proteinek, a parvalbumin, a calbindin, a calretinin €s
a recoverin a kozponti idegrendszer sokat tanulmanyozott molekulai kdz¢é tartoznak. ,,Knock
out” torzseken végzett vizsgalatok és in vitro kisérletes adatok szerint részleges védelmet
nyujtanak a magas kalcium szint toxikus hatidsaval szemben, ez alapjdn neuroprotektiv
szerepiik feltételezhetd, ez azonban egyeldre nem nyert elegendd bizonyitékot. In vivo
szerepiikr6l annyi bizonyos, hogy kalcium-pufferként mitkodnek, az idegsejteken beliili
homeosztazis szabalyozdsaban vesznek részt [100, 151]. Patoldgids esetekben, példaul

diabéteszben is, a magas glutamatszinttel egylittjaré intracellularis kalcium koncentracio-
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emelkedés potencialisan neurotoxikus folyamatokhoz vezet [152], igy felmeriil a kalcium-
kotd proteinek esetleges patofiziologias szerepe. Ischaemias retina modellekben, oxigén-
indukalta retinopatidban vagy fotoreceptor degeneraciés modellekben vizsgalva a
parvalbumin, calbindin, calretinin és recoverin immunreaktivitas csokkenésére szdmos példa
van irodalmi adatok kozott [116, 153-157].

A diabéteszes retindban azonban a kalcium-kotd fehérjék jelolési mintazatardl kevés és
kevéssé egybehangzd informdacid lelhetd fel az irodalomban. Parvalbumin jel tekintetében
nem egyértelmii a valtozas: Ng €s mtsai. vizsgélatai szerint a parvalbumin-pozitiv sejtek
szama 16 héttel a diabétesz indukcid utdn masfélszeresére emelkedett [158], mig egy masik
munkacsoport 12 hetes diabéteszben az AIl amakrin sejtek szdmaban nem talalt valtozast, de
a parvalbumin-pozitiv bipoldris sejtek szdmaban husszoros emelkedését regisztralt [115].
Sajat vizsgalatainkban csak az AIl amakrin sejteket és a GCL réteg parvalbuminnal jelSlt
sejtjeit szamoltuk, itt a diabéteszes mintainkban a jelolt sejtek szama nem valtozott sem az
INL, sem a GCL rétegekben. A parvalbumin-pozitiv bipolaris sejtek jelolési intenzitasa
azonban gyenge volt mindkét csoportban, ezért pontos szamolast nem tudtunk végezni. Batran
kijelenthetjiik azonban, hogy hasonld szdmban voltak jelen a diabéteszes €és a kontroll
mintakban, legalabbis komolyabb (akar husszoros) emelkedés a bipolaris sejtek szdmaban
biztosan nem volt megfigyelhetd. A gliaaktivaciohoz hasonléan, a parvalbumin antitesttel
jelolt metszeteinken szintén foltokban lattunk diabéteszes karosodast: a jeldlés intenzitdsa
egyenetlen volt, helyenként csokkent. A csokkent reaktivitasu teriiletek kialakuldsa vélhetéen
a kalcium-k6té kapacitas csokkenésével jar egyiitt, erre azonban nincs kozvetlen
bizonyitékunk. Az amakrin sejtek funkcidromlasara diabéteszben az ERG felvételeken észlelt
koros oszcillacios potencidl adatok utalhatnak [72, 74, 126], ez az azonban nem ismert, hogy
specifikus lenne a parvalbumin-pozitiv amakrin sejtekre. A pélcikarendszer érintettségére utal
- az All amakrin sejtek foltokban észlelhetd parvalbumin immunreaktivitas csokkenésén tul -,
a palcika kiiltagok morfologiai karosodésa is. Véleményiink szerint a palcikarendszer tagjait
érintd ismert funkciobeli karosodasok (példaul a szkotopikus koriilmények kozott regisztralt
koros ERG, manifeszt diabéteszes retinopatias jelek nélkiil [74]) az altalunk leirt morfologiai
eltérések kovetkezményei lehetnek.

A calbindin-pozitiv horizontalis sejtek szadma diabéteszes €s kontroll mintdinkban
megegyez0 volt, hasonloképpen irodalmi adatokhoz [158, 159]. A recoverin-pozitiv bipolaris
sejtek  szamat  els6ként  vizsgaltuk  diabéteszben,  szamukat  valtozatlannak,

nyulvanyrendszeriiket azonban kevésbé kifejezettnek talaltuk. Mas munkacsoport 6 hetes
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diabéteszben csokkent recoverin proteinszintet mért [160], dsszehasonlitasra azonban nincs
modunk, mert 6k immuncitokémiai vizsgalatot nem végeztek.

Az INL vastagsagbeli csokkenését hosszii tava (6 honapos) diabéteszben varjuk
irodalmi adatok alapjan [81]. Ez nem mond ellent eredményeinknek, miszerint 12 héttel az
indukcié utan az altalunk vizsgélt sejttipusok (calbindin-pozitiv horizontalis sejtek,
parvalbumin-pozitiv sejtek, recoverin-pozitiv bipolaris sejtek, PKC-a-pozitiv sejtek) koziil
egyik sem mutatott szambeli csOkkenést, és ugyanitt a TUNEL-pozitiv elemek szama sem
volt emelkedett. A vizsgaltakon kiviil szamos egyéb tipust sejt is van az INL-ben, ezeknek

diabéteszes valtozasait jovobeli vizsgalatok keretei kozott ismerhetjiik meg.

6.6. A neuroretina diabéteszes karosodasainak lokalizacidja
A retina egyes sejttipusait vizsgalva, az altalunk észlelt diabéteszes karosodasok eloszlasa
tobbféleképpen alakult:
e GFAP, vimentin és parvalbumin markerekkel a diabéteszes retindk egyenetleniil,
randomnak tin6 mddon érintettek;
e a diabéteszes palcikdk és M-csapok tobbsége érintett;
e diabéteszben az S-csapok kozott egy-egy csap érintettsége mutathato ki
e recoverin €s calretinin markerekkel, valamint Brn-3a €s melanopszin markerekkel
jelolt sejttipusok nem érintettek diabéteszben;
e PKC-a markerrel a diabéteszes retinak egyenletesen, teljes egésziikben érintettnek
bizonyultak;
e calbindin markerrel a diabéteszes retindk fotoszenzitiv része €p, csak a cilidris retinara

lokalizalt az érintettség.

Mivel az egyes markerekkel tobbféle eloszlasban detektaltunk diabéteszes eltéréseket, és a
kontroll retindk egészségesek voltak, ezért kizartuk azt a lehetdséget, hogy feldolgozasbeli
miitermékekrdl lenne sz6. Arra jelenleg nem tudunk magyarazattal szolgalni, hogy miért
mutatnak az altalunk detektalt karosodasok tobbféle eloszlast. Ismertek olyan tanulmanyok,
melyek jelentOs eloszlasbeli kiilonbséget talaltak a temporalis €s nazalis retinafelek kozott,
klinikailag mérhetd vaszkuldris komponensek, biokémiai markerek, [161] s6t ERG
paraméterek tekintetében is [162]. Jelen vizsgélataink soran a temporalis-nazalis retinafeleket
kiilon nem vizsgaltuk, csak superior-inferior orientaciot jeloltiink. Tovabbi vizsgalatok

sziikségesek ahhoz, hogy esetlegesen az egyes kvadransok kozott, illetve egyéb rendszer
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szerint a karosodasok lokaliz4ciojat felderitsiik. A hattérben all6 mechanizmusok is tisztdzasra
varnak. Minden bizonnyal az altalunk nem vizsgalt szubklinikus vaszkularis eltérésekre és
hemodinamikai valtozasokra adott reakcio az egyes sejttipusok esetén eltérd. Felmertil, hogy a
foltokban jelentkezd elvaltozasokkal a diabéteszes retinopatia egy ezidaig szovettanilag
részleteiben még nem vizsgalt korai allomasat regisztraltuk. A korai elvaltozasok talajan
alakulhatnak ki az STZ-indukalt diabétesz folyaman késobb kialakuld irodalomban leirt
elvaltozasok (pl. rétegvastagsag csokkenéssel jard apoptdzis, vagy a teljes retinat érintd
gliaaktivacio).

Az altalunk vizsgélt eltérések dontd tobbsége mindkét vizsgalt patkanytdrzs minden
allatdban el6fordult. Ugyanakkor, az eltérések stlyossagat illetéen nyilvanvald kiilonbségek
voltak a két torzs kozott, ide sorolhatd példaul a pigmentham vékonyodasa. Az eltérések
minden bizonnyal a két torzs kozti genetikai kiilonbségekre vezethetdk vissza, de
feltételezhetOen a korkép elérehaladasaval mindkét torzsben sulyosbodéast mutatnanak. Ennek
tisztazasa céljabol érdemes volna (és munkacsoportunk tervei kozott szerepel is) az egyes

neuralis sejttipusok karosodasanak idébeli progresszidjat kdvetni.

6.7. Parhuzamos események diabéteszben és a fejlodés alatt

Munkacsoportunk évtizedek ota tanulméanyozza a fotoreceptorok fejlédését. SzEl €s
Rohlich professzor urak munkaja soran valt ismertté, hogy a legtobb emlds fajban (igy az
altalunk vizsgalt patkdnyban is) a retina posztnatalis fejlddése soran az M-csapok kialakulasa
transzdifferentacio révén zajlik: a folyamat sordn az eredetileg S-opszint expresszald csapok
donté tobbsége atmenetileg M- €és S-opszint egyidejiileg expresszal (dudlis csapok), ezt
kovetden alakulnak definitiv M-csappa [95, 108, 112] (/9. dbra). Bizonyitott, hogy a dudlis
csapok az emberi retina fejlédése soran is jelen vannak [163].

Szintén részben a munkacsoport leirasa alapjan valt ismertté, hogy egészséges, felnott
patkany retindban is [108, 111], s6t, a feln6tt human retinaban is jelen vannak duélis csapok

[163, 164]. A felndttkori dudlis csapok funkcidja maig tisztazatlan.
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19. dabra A sziiletés utani csapfejlodés semas modellje. A posztnatalis 5-7. napon minden csap
csak S-opszint expresszal. A csapok kisebb hanyada valtozatlanul, felndttkorig, csak S-opszint
fog expresszalni. A csapok nagy részében a posztnatalis 10-16. napon az opszinexpresszio
valtozik: datmenetileg M- és S-opszint is termelnek, majd definitiv M-csappa alakulnak, azaz

transzdifferencidalodnak. P: posztnatalis napokat jelzi. Az abra forrasa: [108].

Kisérleti adataink szerint diabéteszben megemelkedik az M- és S-opszint koexpresszalo
csapok szama a periférids retinan. A periférids dudlis csapok szaméanak emelkedését
egyértelmiien magyardaz6 okot nem taldltunk. Tekintve, hogy a degenerdciora utald jelek
mellett a csapok denzitdsa €s eloszlasa nem valtozott, a retina nem vékonyodott, €s semelyik
vizsgalt sejttipus szamaban csokkenést nem tapasztaltunk diabéteszben, ezért feltételezhetd,
hogy a degeneracido mellett regenerativ folyamatok is fellépnek. Lehetséges, hogy a normal
fejlodés posztnatalis elsd két hete alatt 1atottakhoz [112] hasonloan, differencialodas torténik:
a karosodott csapok helyébe a mindkét opszint expresszaldo csapok lépnek. Felmeriil tehat a
regeneracid lehetdsége, melynek morfoldgiailag lathaté jelet a dudlis csapok. A
fotoreceptorok regeneraldddsa nem ismeretlen folyamat az éldvildgban: kiilonbozé fajok
esetében fiziologias €s patologias allapotokban is eléforduld folyamat [108, 165, 166].
Irodalmi adatok tanulmanyozasa soran felmertiilt benniink, hogy mind a fotoreceptorok, mind
differencialt sejtcsoport lehet, hanem akar a reaktiv Miiller sejtek is. A Miiller sejteknek
metabolikus és neurotrofikus szerepe mellett ugyanis az elmult években tobb munkacsoport
potencialis neurogén funkciot is felvetett. A retindt érd sériilések hatdsara a gliasejtek
nemcsak biokémiailag és morfologiailag valtoznak, hanem egy dedifferencialodd populdcio is
felbukkan, mely retinalis neuronokra, illetve fotoreceptorokra jellemz6 proteineket expresszal

(0sszefoglalo cikk: [6]).
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A kettdsen jelolt csapok eredetére egy masik teoriat is felvetiink. A csapok fenotipus
valtozasat diabéteszben elséként tanulmanyoztuk, azonban bizonyos korképekben van az
opszinexpresszid valtozasarol irodalmi leirds, példaul alacsony [167] vagy magas [96]
pajzsmirigyhormon szint mellett. Hipotire6zisben Glaschke €s mtsai. leirasa szerint a felndtt
retindban - a fejlodd retinahoz hasonldéan - M-csapok helyett ismét a dualis csapok és az S-
opszint expresszald csapok lesznek tobbségben [167]. Ezek alapjan felmeriil, hogy
diabéteszben a thyroid-homeosztdzis zavara kapcsan alakulhat ki a vizsgalataink soran
tapasztalt dudlis csapszam emelkedés. Jelen kisérleti felallasban a pajzsmirigy milkddést nem
vizsgaltuk, azonban a diabétesz - pajzsmirigy diszfunkcioé 0sszefiiggésére utalhat az az ismert

tény is, hogy a pajzsmirigy miitkodési zavara gyakoribb diabéteszes betegekben [168, 169].

A koexpressziot mutatd csapok mellett, a fejlddd retina mas jellemvonasai is jelen
voltak diabéteszes mintainkban: véltozott a PKC-a €s a calbindin jeldlési mintdzata is. A
PKC-a markerrel jelolt palcika bipolaris sejtek szama nem valtozott, azonban az INL-ben
festdd0 amakrin és a GCL-ben jelolt ,displaced” amakrin sejtek szdma szignifikdnsan
magasabb volt a kontrollhoz képest, akarcsak a retina fejlddésének posztnatalis elsd hetei alatt
[117]. Calbindin markerrel jelolve, a diabéteszes retina cilidris részében calbindin-pozitivitas
jelent meg. Ez az a teriilet, ahol egyes vizsgalatok szerint dssejtek is vannak emlds allatokban
[170], a nem-emlds gerincesekben pedig folyamatos osztodas €s a retina regeneracioja zajlik a
corpus ciliare felol [171]. Vizsgalataink azt jelzik, hogy az ora serrata kornyékén diabéteszben
a fejlodo retina képéhez hasonlo valtozasok jelennek meg, ezzel felvetjiik - bar bizonyitani

egyeldre nem tudjuk -, hogy diabéteszben regeneracios torekvések lehetnek jelen.
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6.8.

Uj eredmények

Els6ként hivtuk fel a figyelmet arra, hogy a diabéteszes retinopatia kovetkeztében
kialakulo gliaaktivacid és a parvalbumin kalcium-kotd fehérje karosodasara utald
immunreakcido csokkenés nem egyenletesen, hanem foltokban kezd kialakulni.
Demonstraltuk a gliaaktivacio uj aspektusat, miszerint a glia fibrillaris savas protein
fokozott expresszioja mellett a vimentin expresszid csokken.

Els6ként irtuk le, hogy korai diabéteszben a fotoreceptor kiiltagok karosodasra utalod
morfoldgiai jeleket mutatnak: az M-csapok tobbségének kiiltagja deformalt, az S-
csapok kis héanyadaban opszin-miszlokalizacié kovetkezik be, a palcikak
kiiltagkorongjai rendezetlenekké valnak, valamint kiil- és beltagjaik fuzionalnak.
Ugyanakkor a csapok eloszlasa valtozatlan marad, a csapok denzitdsa, valamint
vélhetden a palcikak szama sem csokkent.

Els6ként mutattunk ki k6z0s vonasokat a diabéteszes és a fejlddésben 1€vo retina
kozott. Az ora serrata kozelében az M- és S-opszint koexpresszald csapok szamanak
emelkedése, a protein kinaz C-alfa és a cilidris retinaban a calbindin kalcium-k&to
fehérje jelolési mintdzatanak megvaltozasa diabéteszben és a fejlédd patkdny
retindban is hasonld képet mutat. Ezek alapjan felmeriilhet, hogy a diabéteszes

retindban regeneraciora iranyuld folyamatok léphetnek fel.
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7. Kovetkeztetések

Egyre tobb arra utald adat van a szakirodalomban, hogy a diabéteszes retinopatia
patogenezisében a klinikailag megfigyelhetd vaszkularis jelek megjelenése eldtt, a
szubklinikus vaszkulopatia és a hemodinamikai valtozdsok mellett a neurodegeneracio is
jelentds szerepet tolt be. Mar korai diabéteszben is leirtdk a retina bizonyos funkcidinak
karosodasat, mint a szinlatdszavart és egyes elektrofiziologiai eltéréseket. A funkcidbeli
karosodasok hatterében 4ll6 morfologiai eltérések azonban ma is sok szempontbol
ismeretlenek. Doktori értekezésemben taglalt ) eredményeink a funkciondlis elvaltozasok
morfoldgiai alapjai lehetnek.

Eredményeink a gliaaktivacid 1j aspektusait bizonyitjdk. A foltokban jelenlévd
elvaltozasok egy olyan korai stadiumot jelenthetnek, mely talajan a teljes retinat érintd gliozis
kialakulhat, tovabba magyarazatul szolgalhatnak a gliaaktivacio kialakulasanak kezdeti
idOpontjat illetd irodalmi szorasra. Elsoként irtuk le diabéteszes retindban a fotoreceptorok
kiiltagjainak morfolégiailag kimutathaté degeneraciojat. Egyértelmii ok-okozati kapcsolatot
nem tudtunk bizonyitani a kiiltagkarosodas és a retinalis pigmenthdm diabéteszes elvaltozasai
kozott. Vizsgalt diabéteszes mintdinkban a retina nem vékonyodott, valamint a kiilsé és belsd
magvas rétegekben vizsgalt sejttipusok szama nem csokkent a kontrollhoz képest. Az
irodalmi adatok hosszabb tavu diabéteszben jelentds sejtszamveszteséget okozd apoptozisrol
szamolnak be, feltételezéseink szerint az altalunk ismertetett karosodasok az ezt megel6zo
allapotnak felelhetnek meg.

A korai diabéteszes retinopatia kisérletes koriilmények kozott torténd tanulméanyozasa a
patomechanizmus megismerésén tal a terdpias lehetdségek kiszélesitését illetden is hasznos
lehet. A neuroprotekcid lehetdsége a diabéteszes retinopatia terapidjaban tobb
kutatécsoportban is felmeriilt, mely nemcsak a neuralis elemekre hathat, hanem a vaszkularis
eltérések kialakuldsat is késleltetheti. Kisérletes adatok mar vannak pl. a szomatosztatin €s a
brimonidin hatékonysdgara, azonban a neuroprotektiv szerek klinikai alkalmazasa egyeldre a
jovobeli kihivasok kozé tartozik [172]. A neuroprotekcio a jovOben a diabétesz kezelésének
igéretes kiegészitd része lehet [173], az altalunk vizsgalt neurodegeneraciora utald jelek
potencialisan kisérleti végpontok lehetnek a kisérleti stddiumban 1évd szerek tesztelése soran.

Vizsgalati eredményeink koziil tobb adat is ahhoz a feltételezéshez vezetett minket, hogy
az ora serrata kozelében a retina regeneracios kapacitasa felnéttkorban is bizonyos mértékben
megmaradhat, €s diabéteszben regeneraciora iranyuld folyamatok I€phetnek fel. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy az esetleges regeneracidés kapacitasban rejld

lehetdségeket megismerjiik.
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8. Osszefoglalas

A diabetes mellitus és vaksaghoz vezetd szovodménye, a diabéteszes retinopatia, Oriasi
globalis terhet jelent, szocialis és gazdasagi, egyéni és tarsadalmi szempontbol is. A
diabéteszes retinopatia kezelése ma elsOsorban a fundusképen detektalhatd jelek alapjan
torténik. Bizonyos funkciondlis ¢és szubklinikus vaszkuldris eltérések, valamint
neurodegenerativ komponensek azonban mar ezt megeldzden bizonyitottan jelen vannak a
retinaban.

Vizsgalataink soran patkany modellben experimentalisan indukalt diabéteszben, 12 héttel
a streptozotocin injekciot kovetd idopontrél nyujtottunk keresztmetszeti képet. Kimutattuk,
hogy korai diabéteszben a belsd retina egyes sejttipusai, valamint a fotoreceptorok ¢&s
pigmentham is érintettek lehetnek, de szignifikdns sejtszdm veszteséget okozd apoptdzisra
utalo jelek még nem voltak jelen.

Diabéteszben ismert, hogy gliaaktivacido zajlik, mely komplex folyamatban elséként
mutattuk ki, hogy az intermedier filamentum proteinek koziil a vimentin csdkkend ¢és a glia
fibrillaris savas protein fokozott expresszidja foltokban van jelen az altalunk vizsgalt
diabéteszes mintdkban. A parvalbumin kalcium-k6td fehérje markerrel kimutathato
immunreakcio szintén foltokban csokkent. Ugyanakkor mas kalcium-k6té fehérjék (calbindin,
calretinin, recoverin) jelolési mintdzata nem mutatott kdrosodasra utalo morfologiat, a teljes
retindn egyenletes immunreakciot figyeltiink meg €s a jelolt sejtek szdma sem csokkent.
Eredményeink az egyes sejttipusok eltérd érzékenységére utalnak.

Els6ként irtuk le, hogy a fotoreceptorok mar korai diabéteszben karosodasra utald
morfoldgiai jeleket mutatnak, ugyanakkor a csapok szama, eloszlasa €és denzitdsa, valamint
vélhetden a palcikdk szdma sem csokkent. Felmeriil, hogy a karosodott morfologia a
diabéteszben leirt funkciondlis eltérésekkel 6sszefliggésben alakul ki.

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a diabéteszes retina tobb tekintetben hasonlo
vonasokkal bir, mint a fejlddésben 1év0 retina. Az ora serrata kdzelében az M- és S-opszint
koexpresszald csapok szamdnak emelkedése, a protein kindz C-alfa és a cilidris retinaban a
calbindin kalcium-koto fehérje jelolési mintdzatanak megvaltozasa diabéteszben €s a fejlodd
patkdny retinaban is hasonld képet mutat. Felmeriilhet ezek alapjan, hogy a diabéteszes
retindban regeneraciora iranyuld folyamatok léphetnek fel.

Az altalunk bemutatott neuralis eltérések eddig felfedezetlen korai jelekhez tartoznak,
hatteret szolgéltathatnak a retina korai és késoi diabéteszes funkciobeli karosodasdhoz. Jelen
értekezés soran felderitett morfologiai eltérések patkany retindban egy jelentds szegmenssel

jarulhatnak hozzé a diabéteszes retinopatia kialakuldsanak megértéséhez.
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Summary

Diabetic retinopathy is a common complication of diabetes mellitus. Diabetic
retinopathy is among the leading causes of legal blindness in adults, therefore it is a great
social and economical burden globally.

Neurodegeneration as an early event of diabetic retinopathy preceding clinically
detectable vascular alterations is a widely proven issue today. Whilst there is evidence for the
impairment of color vision and contrast sensitivity in early diabetes, the underlying
neuropathology of these functional alterations is still unknown. Our aim was to demonstrate
the effects of early diabetes on different types of cells in the neural retina of rats.

Prior to apoptotic loss of cells, degenerative changes of certain cell types in the inner
nuclear layer, and also of photoreceptors and the pigment epithelium were shown by us.

Glia activation in our diabetic samples was arranged in a patchy manner, the patches
were distributed irregularly throughout the retina, with no specific localization to the central
or peripheral regions, or to the superior or inferior retinal halves. To our best knowledge,
similar data is not known in literature. The immunoreactivity of calcium binding protein
parvalbumin was also altered in patches, while the labeling patterns of other calcium binding
proteins like calretinin and calbindin were homogeneously intact. These results may refer to
the different sensitivity of cell types towards diabetes.

While the density of cones expressing middle- (M-) and shortwave- (S-) sensitive opsins
was similar in diabetic and control retinas, we detected remarkable morphological signs of
degeneration in the outer segments of diabetic rods, most M- and some S-cones. The
morphological degeneration detected by us may be a key step in the pathogenesis of diabetic
retinopathy, ending up in apoptosis later, as described elsewhere.

We have shown here for the first time that diabetic retinas of rats share some common
features with the postnatal developing retinas. An increase in the number of dual cones (co-
expressing both M- and S-opsins) at the peripheral retina, a change in the labeling pattern of
protein kinase C-alpha and the calbindin immunpositivity of the ciliary retina are
characteristics of both diabetic and developing rat retinas. These changes may represent a

previously uninvestigated regenerative potential in adult diabetic rats.
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