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1. BEVEZETES

A diabetes mellitus, mint népbetegség, valamint vaksaghoz vezetd
szovédménye, a diabéteszes retinopatia oridsi globalis terhet jelent szocialis és
gazdasagi, egyéni és tarsadalmi szempontbol is.

A diabéteszes retinopatia kezelése a mai szemészeti gyakorlatban
elsésorban a fundusképen detektalhato jelek alapjan torténik. Ugyanakkor mara
vilagossa valt, hogy a klinikailag definitiv vaszkulopatiat szubklinikus
vaszkularis elvaltozasok idében megeldzik, a diabétesz kovetkezményeként
komplex folyamat zajlik: funkcionalisan és strukturalisan is karosodik a retina.
Diabéteszben a latds bizonyos funkcionalis elemei, mint a szinlatas, a
kontrasztérzékenység ¢és egyes elektrofizioldgiai paraméterck bizonyitottan
koéros vonasokat mutatnak. A funkcidézavarok mar korai diabéteszben, a
manifeszt vaszkulopatiat megelézéen kialakulnak, a vaszkularis retinopatiaval
egylitt progredialnak, sot, akar a retinopatia progressziojat jelezhetik elére. A
funkcionalis eltérések hatterében allo patologia egyelore a kevéssé ismert
tertiletek kozé tartozik.

A neurodegeneracié ismert aspektusa experimentalis diabéteszben ¢és
posztmortem diabéteszes human retinakban is, hogy a vaszkularis rendszertol
fliggetleniil apoptotikus testek mutathatok ki. A neuroretina diabéteszes
karosodasat a keresztmetszeti képen mérhetd szignifikans retinavékonyodas
tamasztja ala. A retina vékonyodasat az irodalmi leirasok szerint els6sorban a
magvas retina rétegek atrofiadja okozza: a belsé (INL) és a kiilsé (ONL) magvas
rétegek vastagsagcsokkenését legkorabban 6 honappal a diabétesz indukciot
kovetden, a ganglionsejt réteg (GCL) érintettségét kisérleti beallitastol fliggden
4 héttel - 9 honappal az indukciot kdvetd idopontra dataljak. A GCL és az INL
rétegek vastagsagcesokkenésére diabéteszes paciensekben mar klinikailag
negativ funduskép mellett is van irodalmi adat, spektral domén optikai

koherencia tomograffal vizsgalva.



A neuroretina karosodasat bizonyitandd, tobb sejttipus diabéteszes
érintettségérol is beszamolnak egyes morfologiai tanulmanyok. Bizonyos
tipusu amakrin és ganglionsejtek karosodasa mellett ismert az is, hogy
diabéteszben koran kialakul gliaaktivacio: allatkisérletes adatok szerint akar 1
honappal a diabétesz indukciot kovetéen mar kimutathatd modon. Diabéteszes
paciensekben is megfigyeltek glidzisra utalo jeleket mar enyhe non-proliferativ
retinopatia fennallasakor is.

Korai diabéteszben a neuroretinalis karosodasok szamos komponense
ezidaig még ismeretlen volt, tovabba a leirt neuralis és funkcionalis eltérések
kozotti Osszefiiggések megismerése is még varat magara. A szubklinikus
elvaltozasok tanulmanyozasa azonban rendkiviil aktualis feladat, tekintve, hogy
a korai neuroretinalis elvaltozdsok a diabéteszes retinopatia késobbi, latast

veszélyeztetd stadiumaival direkt dsszefliggésbe hozhatoak.



2. CELKITUZES

Korai diabéteszben a latas egyes funkcionalis elemei mar akkor karosodast
mutatnak, amikor klinikailag manifeszt vaszkulopatia még nem alakult ki.
Kérdés, hogy a funkcionalis eltérések hatterében allhat-e szovettani
vizsgalatokkal kimutathat6 eltérés a neuralis retina egyes sejttipusaiban. Célunk
az volt, hogy keresztmetszeti képet nyujtsunk streptozotocinnal indukalt

diabétesz 12. hetében a retina patologiajarol, az alabbi pontok alapjan.

o Kimutathatd-e szignifikans mértékii sejtpusztulas ilyen korai stadiumu
diabéteszben?

e Van-e gliaaktivaciéra wutald intermedier filamentum protein-
expresszidvaltozas a diabéteszes retinaban?

e Van-e kimutathatdé valtozas korai diabéteszben a fotoreceptorok
eloszlasat és denzitasat tekintve?

e Van-e kimutathato valtozas korai diabéteszben a retinalis pigmentham

e Kimutathat6-e morfologiai és szambeli valtozas a neuroretina belsd
magvas rétegeiben talalhatd egyéb sejttipusok (horizontalis sejtek,
bipolaris sejtek, amakrin sejtek, ganglionsejtek) esetében korai

diabéteszben?



3. MODSZEREK
3.1. Diabétesz indukcio, mintavétel

Vizsgalatainkat him Wistar és Sprague-Dawley tipust patkanytdrzseken
végeztiik. Kor alapjan végeztiik az allatok kivalogatasat: azonos koru (a kisérlet
0. napjan betoltott 12 hetes), hasonld testsuly(l allatokkal dolgoztunk. A
diabétesz indukciot mindkét patkanytdrzs egy csoportjaban egyszeri, natrium-
citrat pufferben (0,1 M, pH 4,5) oldott streptozotocin (70 mg/ttkg)
intraperitonealis injektalasdval végeztik, mig a kontroll csoport allatai
streptozotocin nélkiil kaptak vivéanyagot, hasonloképpen (Wistar patkanyok
n=7/csoport, Sprague-Dawley patkanyok, n=12/csoport). 12 héttel az
injekciokat kdvetden tulaltattuk az allatokat, az oldalisag és az orientacio
megtartasaval kétoldali enukleaciot végeztiink, majd minden esetben
eltavolitottuk a corneat, a lencsét és az iivegtesti allomanyt. Az igy nyert hatsé
szegmensek koziil a Wistar patkany hatso szegmensek mindegyikét, a Sprague-
Dawley patkany hatso szegmensek egy részét foszfat pufferben (PB; 0,1 M, pH
7,4) oldott 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban fixaltuk (2 o6ran at,
szobahdmérsékleten). Mindkét patkanytorzsben csoportonként n=7 hatso
szegmensrol levalasztottuk a retinat (Un. whole mount retina), a tobbi esetben a
hats6 szegmens egészével dolgoztunk. Az igy fixalt hats6 szegmenseket
cryoprotekciot  kovetden bedgyazé6 médiumban lefagyasztottuk, majd

fagyasztott metszeteket készitettiink.

3.2. TUNEL médszer

Az apoptotikus testek kimutatasa céljabol in situ kit segitségével az un.
»terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated biotinylated UTP nick end
labeling” (TUNEL) modszert végeztiik el. Fagyasztott metszeteken végeztiik a

vizsgalatokat.



3.3. Lektincitokémiai és immunhisztokémiai analizis

A retina egyes neuralis elemei és a pigmentham vizsgalata céljabol
lektin- és immuncitokémiai analizist végeztiink, opszin- és sejtspecifikus
antitestek felhasznalasaval. A reakcidkat whole mount retindkon ¢és hatso

szegmens fagyasztott metszeteken végeztiik el.

3.4. Elektronmikroszképia

Wistar patkanyokban a PFA fixalast kdvetden, n=4/csoport hatso
szegmensbdl 1x1 mm-es centralis darabokat vagtunk ki, a latoidegfotol
dorzalisan. Az ily modon megkozelitéen identikusan lokalizalt darabokat PB-
ben oldott 1,5%-os glutaraldehid oldatban utofixaltuk (90 percen at,
szobahdmérsékleten).

Sprague-Dawley patkanyokban (n=4/csoport) a még nem fixalt hatso
szegmenseket PB-ben oldott 2,4%-0s PFA ¢€s 1,65%-os glutaraldehid oldatok
keverékében fixaltuk (30 percen at, 37 °C-on). A glutaraldehides fixalast
kdvetden a mintakat kakodilat pufferben oldott 1%-0s ozmium-tetroxid oldattal
utofixaltuk (1 oran at, 4 °C-on). Mosas utan a hatsé szegmenseket a Wistar
patkany mintdkhoz hasonléan feldaraboltuk 1x1 mm-es részekre, majd a
darabokat aralditba agyaztuk. Félvékony ¢és ultravékony metszeteket
készitettlink, majd elektronmikroszkoppal tanulmanyoztuk a retinalis
pigmentham (RPE) és a fotoreceptorok finom szerkezetét. A pigmentham
vastagsagat megkozelitéen identikus teriileteken mértiik kontroll és diabéteszes

retinakban (n=4/csoport, 3 mérés/metszet).

3.5. Retinavastagsag mérése
A vastagsagmérésekhez olyan fagyasztott metszeteket vettiink, melyek
minden esetben a latdidegfd szintjébol szarmaztak. A 1atdidegfotdl adott

tavolsagokban vettiink latotér mintakat: a centralisabb értékek a 1atdidegfotol
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superior ¢és inferior iranyba esé 250 és 500 pum tavolsagokrol, a periférids
értékek pedig az ora serrata mell6l 250 um-nyi tavolsagrol szarmaztak. Mértiik
a retina teljes vastagsagat (a kiilso és bels6 hatarhartyak kozotti tavolsagot) és a

kiilsé magvas réteg vastagsagat onalléan (n=4/csoport, 3 metszet/retina).

3.6. Csapok eloszlasanak és denzitasanak vizsgalata

A kozepes (M) és rovid (S) hullamhosszra érzékeny opszin tartalmi
csapok, valamint az M- és S-opszint koexpresszalo un. dualis csapok eloszlasat
és denzitasat Wistar patkanyok teljes retindjan (n=4 diabéteszes és kontroll
patkanyon) tanulmanyoztuk. Opszin-specifikus antitestekkel immuncitokémiai
jelolést alkalmaztunk, majd Neurolucida szoftver segitségével szisztémas
random mintavételezéssel atlagosan 83,2 + 4,7 mikroszkopikus latomezot
vettiink. Az M-csapok esetén 250x250 pm-es, mig az S-csapok esetében
130x130 pm-es latomezdkben manualisan megszamoltuk a jeldlt kiiltagokat.
Azokon a teriileteken, ahol nem nyertiink szamadatokat, az Un. ,,Adaptive
Neuro-Fuzzy Inference System” rendszerrel becslést végeztiink, s ez alapjan

izodenzitas térképet készitettiink a csapok denzitasarol.

3.7. Belsé retinalis sejttipusok kvantitativ elemzése

A parvalbumin, calbindin és recoverin antitestekkel jeldlt sejtek
szamszer(l vizsgalata céljabol Wistar patkanyok (n=3/csoport) whole mount
retinainak temporalis és nazalis felén végeztiink immunreakciokat. A pozitiv
sejteket random mintavételezéssel a teljes retinafelenként 10 darab 250x250
um-nyi teriileten szamoltuk meg.

A protein kinaz C-alfa (PKC-a) antitesttel jelolt amakrin és ,,displaced”
amakrin sejtek szamolasahoz orientalt metszeteket vettiink, a nervus opticus

magassagabol (n=3/csoport Wistar patkanyokban). Metszetenként 6 kiilonbozo



helyen (1, 2 és 3 latomezdvel a nervus opticus alatt és f616tt) 6sszesen 700 um

hosszu szakaszokon szamoltuk meg.

3.8. Statisztikai analizis

A testsulyra, vércukorra és retinavastagsagra vonatkozé adatokat,
valamint a TUNEL-, parvalbumin-, calbindin-, recoverin- és PKC-a-pozitiv
elemek szamadatait STATISTICA 11 szoftverrel, Student-féle r-teszttel
értékeltiik. A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.



4. EREDMENYEK
4.1. Kontroll és diabéteszes csoportok validalasa

A kisérlet kezdetén mindkét patkanytorzs allatainak normalis
vércukorszintet mértiink. Az injekciot kdvetd 1. napon a vivéanyagot kapott
allatok vércukra normal tartomanyban maradt. A streptozotocinnal injektalt
allatok vércukorszintje 20 mmol/l fol¢€ ugrott és a 12. héten mért adatok szerint

ef6lotti tartomanyban is maradt.

4.1. Apoptozis jelenlétére utalé jelek vizsgalata

Mérési eredményeink szerint a diabétesz 12. hetében az apoptotikus
sejtek szama nem emelkedett szignifikans mértékben a korban illesztett
kontrollhoz képest. Ezzel egybecsengden, adataink szerint, szignifikans

rétegvastagsag-csokkenés sem kovetkezett ekkor még be.

4.2. Gliaaktivacio vizsgalata diabéteszben

Diabéteszes retina mintdinkban intermedier filamentum proteinek
expresszio valtozasait mutattuk ki: fokozott glia fibrillaris savas protein-
(GFAP-) és csokkent vimentinexpressziot regisztraltunk. A gliaaktivaciora
utald jelek nem homogén modon, hanem foltokban fordultak eld a retindban.
Superior-inferior irdnyban orientalt metszeteinken semmilyen konzekvens
lokalizaciét nem fedeztiink fel a karosodasok tekintetében, de egymast kovetd
metszeteket attekintve, az érintett teriileteken jellemzden mindkét vizsgalt

intermedier filamentum protein valtozasat egységesen megfigyelhettiik.

4.3. Fotoreceptorok vizsgalata diabéteszben
Az M-opszin tartalmi csapok eloszlasat kontroll whole mount
retindinkon a centro-periférids iranyban csokkend gradiens jellemezte: a

csapszam centrélisan elérte az 5000 csap/mm? siirliséget, mig a periférian 2000
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csap/mm’ ald esett. Az S-opszint tartalmazé csapok eloszlisa inferior-
superior iranyban csokkend gradienst mutatott: az atlagos értékek az also
retinafélen 800 csap/mm’ f6lé, mig a fels6 retinafélen 200 csap/mm” ala estek.
A felsé retinafél periférias részén a szE€li mintegy 200 pm széles savban
azonban joval magasabb értékeket mértink (> 1200 csap/mm’). Ezek az
értékek az irodalmi adatok alapjan vartnak megfeleléen alakultak. A
diabéteszes retindkban mindkét csaptipust illetéen a kontrollhoz hasonlo
denzitasi és eloszlasi mintazatot figyeltink meg. A retinanként Osszesen
megszamolt csapok atlagos szama nem mutatott kiilonbséget a csoportokban:
5621 + 754 és 5467 + 660 M-csapot, valamint 3048 + 776 és 2725 + 259 S-
csapot szamoltunk a kontroll és diabéteszes retinakban.

Az M- és S-opszint egyarant expresszalo (un. dualis) csapok nagy

s

s

megszamolt atlagos Gssz-csapszam mintegy 0,5%-at, mig diabéteszben kozel
4%-at tették ki a kettdsen jelolt elemek. Nemcsak a periférian, hanem a retina
teljes teriiletén feltlint egy-egy koexpressziot mutatd csap: kontroll retinakban
elvétve, mig a diabéteszes retindban a kontrollhoz képest mindenképpen
nagyobb szamban fordultak el6.

Az M-csap Kkiiltagok opszinellenes antitesttel jelolve, egészséges patkany
retinakban jellemzden vonalszerti képzodményként voltak lathatok, rajtuk
egyenetlenség ¢és fragmentacid6 nem volt megfigyelhetd, a kiiltagokat
egyenletesen PNA-pozitiv csaphiively vette koriil. Ezzel szemben, a
diabéteszes allatainkban az M-csapok kiiltagjai jellemzden kibunkosodtak, a
végeket vékony szakasz kotdtte Ossze, de a kiiltag elvaltozasa a csaphiivelyt

nem érintette.



Az S-csapok Kkiiltagjai opszin ellenes antitesttel jeldlve az egészséges
patkany retindkban két fragmentumként abrazolodtak. Diabéteszes patkanyaink
S-csapjainak tobbsége a kontrollhoz hasonloan fest6dott, de a Wistar patkany
retinakban metszetenként egy-két esetben az S-csap markereinkkel kiiltagjel
nélkiili sejttest festodést lattunk.

A palcikak kiiltagjai kontroll és diabéteszes retindkban is rodopszin
immunpozitivitast mutattak. Fagyasztott metszeteken vizsgalva a diabéteszes
palcika kiiltagok nem mutattak az egészséges palcikak rendezettségét, a jelolés
intenzitasa kissé gyengiilt diabéteszben a kontrollhoz képest. A lektincitokémiai
vizsgalat soran, a palcikdk interfotoreceptor matrixat jelold6 WGA reakcio
csokkent jelet adott diabéteszben a kontrollhoz képest. Ugyanakkor a masik
altalunk vizsgalt lektinnel, a PNA-val kapott jel diabéteszben nem
korlatozodott a csaphiivelyre, hanem halvanyan a palcika interfotoreceptor
matrix is pozitivitdst mutatott. A kiil- és beltagok rendezetlenségét
elektronmikroszkoppal is megfigyeltik és dokumentaltuk a diabéteszes

csoportokban.

4.4. A retinalis pigmentham vizsgalata diabéteszben

Elektronmikroszkopos felvételeinken mért adatok szerint az RPE sejtjei
szignifikansan vékonyabbak voltak diabéteszes Wistar patkanyokban a
kontrollhoz képest. Ennek a képnek megfelelden, az RPE65 immunreaktivitas
is jelentdsen csokkent diabéteszben. A Sprague-Dawley patkanyokban a
pigmentham érintettsége kevésbé volt kifejezett: az elektronmikroszkopos
felvételeinken mért pigmenthamvastagsag-csokkenés mértéke nem érte el a
szignifikancia-kiiszobszintet, és az RPE65 immunreaktivitas is diszkrétebb

intenzitascsokkenést mutatott diabéteszben, mint a Wistar patkanyokban.
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4.5. Belsé retina rétegek sejttipusainak vizsgalata diabéteszben

A parvalbumin kalcium-ko6td protein ellenes antitesttel tortént
vizsgalataink soran - a gliaaktivaciora utal6 expressziovaltozasokhoz hasonldéan
- szintén foltokban lattunk diabéteszes karosodast: a jel6lés intenzitisa
egyenetlen volt, helyenként csokkent. Ugyanakkor a parvalbumin-pozitiv All
amakrin sejtek szamaban nem volt mérhetd szignifikdns csokkenés
diabéteszben a kontrollhoz képest. Diabéteszes mintainkban a calbindin-pozitiv
horizontalis sejtek €s a recoverin-pozitiv bipolaris sejtek szamat a kontrollhoz
képest valtozatlannak, a recoverin-pozitiv nyalvanyrendszert azonban kevésbé
kifejezettnek talaltuk.

Calbindin markerrel jelolve, a diabéteszes retina cilidris részében
calbindin-pozitivitds jelent meg. A calretinin kalcium-k6td protein ellenes
markerrel, valamint bizonyos ganglionsejteket jel6l6 Brn-3a és melanopszin
markerekkel jelolt sejttipusok nem mutattak karosodast diabéteszes
mintainkban.

PKC-a markerrel a palcika bipolaris sejtek jelolése nem valtozott,
azonban az INL-ben jelolt amakrin sejtek és a GCL-ben jeldlt vélhetden
,.displaced” amakrin sejtek szama szignifikansan magasabb volt diabéteszben a

kontrollhoz képest.
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5. KOVETKEZTETESEK

A diabéteszes retinopatia patogenezisében a klinikailag manifeszt
vaszkularis jelek kialakuldsa eldtt, neurodegenerativ komponensek is
helyet kapnak. Az altalunk bemutatott neuralis eltérések a diabéteszes
neurodegeneracid ezidaig felfedezetlen korai jeleihez tartoznak, hatteret

szolgaltathatnak a retina mashol leirt funkciobeli karosodasahoz.

Az altalunk leirt korai diabéteszes eltérések nem jarnak szignifikans

rétegvastagsag-csokkenéssel jarod apoptotikus sejtveszteséggel.

Diabéteszes mintainkban a gliaaktivacio 1j aspektusait demonstraltuk: az
intermedier filamentum expresszio valtozasok foltokban voltak jelen.
Felmeriil, hogy ez a stadium el6zi meg a teljes retinat érintd elvaltozasok

kialakulasat.

Elsoként irtuk le diabéteszes retindban a fotoreceptorok kiiltagjainak
morfologiailag kimutathatd karosodasat. A morfologiai karosodas

normalis eloszlas és denzitas mellett kovetkezett be.

Adataink nem erdsitik meg egyértelmtien, hogy ok-okozati kapcsolatban
lennének a pigmentham diabéteszes elvaltozasai a fotoreceptorok

kiiltagkarosodasaval.
Ramutattunk arra, hogy a belsé retina rétegek kiilonbozo sejttipusai

eltér6 eloszlasban mutattak karosodast. Eredményeink az egyes

sejttipusok eltérd érzékenységére utalnak.
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Elséként vetjiik fel, hogy a diabéteszes retina a fejlédo retina bizonyos

vonasait hordozza. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az ora serrata

kozelében a retina regeneracios kapacitasa felndttkorban is bizonyos

mértékben megmaradhat, ¢és diabéteszben regeneraciora iranyuld

folyamatok 1éphetnek fel, az alabbi jelek alapjan:

1

2)

Nagy szamban fordulnak elé az M- és S-opszint koexpresszalo
un. dualis csapok a diabéteszes retindk periférids részén. A
koexpresszid  jelenségét a retina fejlodése soran leirt
transzdifferenciaci6 részeként tartja szdmon az irodalom,

diabéteszes retinaban ezidaig nem ismert jelenségrol van szo.

A PKC-a (a palcika bipolaris sejtek markere) és a calbindin
(kalcium-koto fehérje) jelolési mintazata diabéteszben valtozast

mutat a kontrollhoz képest, a fejlodo retindéra emlékeztet.
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