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Wykaz stosowanych skrotow

alv

ADHD

AF

AMD

BDNF

BP

CACG

cGMP

CNTF

cRGC

DBP

ELISA

ERG

GCL

GDNF

GDx

ICD-10

stosunek $rednicy tetnic do $rednicy zyt (ang. artery/vein)

zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. Attention
Deficit Hyperactivity Disorder)

angiografia fluoresceinowa

zwyrodnienie plamki zottej zwigzane z wiekiem (ang. Age-related Macular
Degeneration)

neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (ang. Brain-Derived
Neurotrophic Factor)

cis$nienie tetnicze (ang. Blood Pressure)

przewlekta jaskra z zamknigtym katem przesaczania (ang. Chronic Angle-
Closure Glaucoma)

cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan

rzeskowy czynnik neurotroficzny (ang. Ciliary Neurotrophic Factor)
centralne komorki zwojowe siatkowki (ang. central Retinal Ganglion Cells)
rozkurczowe cisnienie tetnicze (ang. Diastolic Blood Pressure)

test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunoassay)
elektroretinografia (ang. Electroretinography)

warstwa komorek zwojowych (ang. Ganglion Cell Layer)

glejopochodny czynnik neurotroficzny (ang. Glial Cell Line-derived
Neurotrophic Factor)

skaningowa polarymetria siatkowki wykrywajaca jaskre (ang. laser scanning
polarymetry, Glaucoma Detection)

Migdzynarodowa Klasyfikacja Chorob, rewizja dziesigta (ang. International

Classification of Diseases, 10" Revision)
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] interleukina

ILM warstwa graniczna wewnetrzna (ang. Inner Limiting Membrane)
INL warstwa jadrzasta wewnetrzna (ang. Inner Nuclear Layer)

IOP cisnienie $rodgatkowe (ang. Intraocular Pressure)

IPL warstwa splotowata wewngtrzna (ang. Inner Plexiform Layer)
IQR rozstep migdzykwartylowy (ang. Interquartile Range)

MAP $rednie cisnienie tetnicze (ang. Mean Arterial Pressure)

NGF czynnik wzrostu nerwow (ang. Nerve Growth Factor)

NVG jaskra neowaskularna (ang. Neovascular Glaucoma)

OCT optyczna koherentna tomografia (ang. Optical Coherence Tomography)
oD gestos¢ optyczna (ang. Optical Density)

OoLM btona graniczna zewnetrzna (ang. Outer Limiting Membrane)
ONL warstwa jadrzasta zewnetrzna (ang. Outer Nuclear Layer)

OPL warstwa splotowata zewngtrzna (ang. Outer Plexiform Layer)
OUN osrodkowy uktad nerwowy

P2X7R receptor purynergiczny P2X7
p75NTR receptor neurotrofiny pan75 (ang. pan75 Neurotrophin Receptor)

PEDF czynnik wywodzacy si¢ z nablonka barwnikowego siatkowki (ang. Pigment
Epithelium-Derived Factor)
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PFA

PG

POAG

pRGC

RGC

rh-NGF

RNFL

ROS

RPE

RT

SBP

Shp2

SHR

SP-SHR

STZ

TNF-a

TrkA

TrkB

paraformaldehyd

jaskra barwnikowa (ang. Pigmentary Glaucoma)

pierwotna jaskra otwartego kata (ang. Primary Open-Angle Glaucoma)

obwodowe komorki zwojowe siatkowki (ang. peripheral Retinal Ganglion
Cells)

komorki zwojowe siatkowki (ang. Retinal Ganglion Cells)

rekombinowany ludzki czynnik wzrostu nerwéw (ang. recombinant human
Nerve Growth Factor)

warstwa wiokien nerwowych (ang. Retinal Nerve Fiber Layer)

reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

nablonek barwnikowy siatkowki (ang. Retinal Pigment Epithelium)

grubo$¢ siatkowki (ang. Retinal Thickness)

skurczowe cisnienie tetnicze (ang. Systolic Blood Pressure)

biatkowa fosfataza tyrozynowa 2 zawierajgca region homologii Src 2

szczur spontanicznie rozwijajgcy nadci$nienie te¢tnicze (ang. Spontaneously
Hypertensive Rat)

szczur ze spontanicznym nadci$nieniowym udarem mozgu (ang. Stroke Prone —
Spontaneously Hypertensive Rat)

streptozotocyna

czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. Tumor Necrosis Factor alpha)

Kinaza receptora tropomiozynowego A (ang. Tropomyosin Receptor Kinase A)

kinaza receptora tropomiozynowego B (ang. Tropomyosin Receptor Kinase B)
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UBM ultrabiomikroskopia (ang. Ultrasound Biomicroscopy)

VEGF czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth
Factor)

WKY Wistar-Kyoto

XFG jaskra w przebiegu zespotu eksfoliacji (ang. Exfoliative Glaucoma)
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Streszczenie

Wzrok to jeden z najwazniejszych zmyslow, a jego pogorszenie lub utrata wigze si¢ ze
znacznym spadkiem jakosci zycia. Slepota jest konsekwencja wielu choréb oczu, takich jak
zaéma, jaskra, nieskorygowana wada refrakcji, zwyrodnienie plamki zottej zwigzane
z wiekiem, czy tez retinopatia cukrzycowa. Wyniki leczenia sg satysfakcjonujgce jedynie
w przypadku za¢my i wad refrakcji, natomiast terapie jaskry, zwyrodnienia plamki zottej
zwigzaneg0 z wiekiem oraz retinopatii cukrzycowej stanowig nadal istotne wyzwanie kliniczne.
Patologie te nalezg do grupy chorob neurodegeneracyjnych, ktorych istotg jest nicodwracalne
uszkodzenie neuronow siatkowki. Wedtug najnowszych doniesien procesy neurodegeneracyjne
zachodza rowniez w przebiegu retinopatii nadci$nieniowej. W pracy doktorskiej skupitam si¢
na badaniach dotyczacych patomechanizmoéw chorob o podlozu neurodegeneracyjnym,
a W szczeg6lnosci  zaangazowaniu w  tym  procesie bialek  neuroprotekcyjnych,

odpowiedzialnych za ochron¢ neuronow przed $miercig.

Jaskra to heterogenna grupa chordéb prowadzgcych do neuropatii nerwu wzrokowego. W jej
przebiegu w siatkowce dochodzi do utraty komorek zwojowych siatkowki, zmniejszenia
warstwy wiokien nerwowych siatkowki i pojawienia si¢ zaglebienia w obrebie tarczy nerwu

wzrokowego.

Przewlekle nadcisnienie tetnicze prowadzi do zmian struktury 1 czynno$ci naczyn
krwionos$nych oraz ich przebudowy, przyczyniajgc si¢ do rozwoju retinopatii nadcisnieniowe;j.
W jej przebiegu wyr6zni¢ mozna faze wazokonstrykcji, sklerotyzacji, wysickowg oraz
neuroretinopatii. Cho¢ retinopatia nadci$nieniowa jest znana przede wszystkim jako choroba
naczyn, w piSmiennictwie pojawiaja si¢ doniesienia o wudziale 1 roli procesow

neurodegeneracyjnych juz we wczesnych fazach tej choroby.

W cukrzycy, hiperglikemia prowadzi do uszkodzenia komorek naczyn, co przyczynia si¢ do
zmiany ich morfologii oraz wzrostu ich przepuszczalno$ci prowadzacego w efekcie do rozwoju
retinopatii cukrzycowej. Wyr6zni¢ mozna nastepujace stadia retinopatii cukrzycowej: tagodna
retinopati¢  nieproliferacyjna, ciezka retinopati¢ nieproliferacyjng oraz retinopati¢
proliferacyjna. W wyniku zaburzen unaczynienia siatkowki dochodzi do uszkodzenia jej

struktury oraz komoérek nerwowych.
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Leczenie jaskry, retinopatii nadcisnieniowej i cukrzycowej ograniczone jest do modyfikacji
czynnikow ryzyka — obnizenia warto$ci ci$nienia srédgatkowego, ci$nienia tetniczego, czy tez
glikemii. Dlatego tez, poszukuje si¢ nowych, skutecznych terapii. Bialkami, ktére maja
potencjalng role w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych siatkowki sa czynniki
neuroprotekcyjne, do ktorych nalezg migdzy innymi neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor; BDNF) oraz czynnik wzrostu nerwow
(ang. Nerve Growth Factor; NGF). Ich rola w procesie jaskry, retinopatii nadci$nieniowe;j

i cukrzycowej nie zostata jednak ostatecznie wyjasniona.

Gloéwnym celem pracy doktorskiej byta ocena zmiany poziomu biatek neuroprotekcyjnych
BDNF i NGF oraz wyjasnienie ich potencjalnej roli w patogenezie chordb przebiegajacych

z neurodegeneracjg siatkowki (jaskra, retinopatia nadci$nieniowa i cukrzycowa).

Do badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykorzystano zwierzgce modele
choréb oczu. Model jaskry stanowity myszy szczepu DBA/2 spontanicznie rozwijajace jaskre
barwnikowa, model nadci$nienia tetniczego — szczury szczepu SHR spontanicznie rozwijajace
nadci$nienie t¢tnicze, a model cukrzycy — szczury szczepu Lewis z cukrzycg typu 1 indukowang
poprzez dootrzewnowe podanie streptozotocyny. Do wszystkich grup doswiadczalnych
dobrano odpowiednie grupy kontrolne. U zwierzat wykonywano badania przyzyciowe —
obrazowanie dna oka z pomiarem stosunku $rednicy te¢tnic do Srednicy zyt, pomiar ci$nienia
srodgatkowego, ci$nienia tgtniczego (w modelu nadcisnienia tetniczego) oraz glikemii
(w modelu cukrzycy). Ponadto od zwierzat po uSmierceniu pobrano krew i gatki oczne, ktore
poddano dalszym analizom. Wykonano analiz¢ histopatologiczng siatkowki (pomiar grubosci
siatkowki 1 jej warstw, ocena liczby komoérek zwojowych siatkowki) oraz analize
immunoenzymatyczng z oznaczeniem poziomu BDNF i NGF w surowicy oraz homogenacie
gatek ocznych. Wyniki wszystkich oznaczen zostaly porownane migdzy grupami

doswiadczalnymi i kontrolnymi. Ponadto, zostaty policzone korelacje badanych parametrow.

U myszy szczepu DBA/2 potwierdzono rozwoj jaskry na podstawie podwyzszonych warto$ci
ci$nienia $roédgatkowego, a mniejsza liczba komoérek zwojowych siatkowki 1 spadek grubos$ci
siatkowki wskazywata na toczacy si¢ proces neurodegeneracyjny. U myszy z jaskrag
zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu poziomu BDNF i NGF w galce ocznej wraz z wiekiem
oraz nizsze poziomy BDNF i NGF w galce ocznej myszy z jaskra, niz u odpowiadajacych im

wiekiem myszy zdrowych.
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U szczur6w z nadci$nieniem tetniczym nie rozpoznano retinopatii nadci$nieniowej
charakteryzujacej si¢ zaburzeniem unaczynienia siatkowki, obserwowano natomiast istotnie
wyzszy poziom BDNF w galce ocznej i surowicy oraz NGF w galce ocznej w poréwnaniu
z grupg kontrolng szczurdw szczepu nierozwijajacego nadci$nienia tetniczego. Wyzszy poziom

NGF w gatce ocznej korelowat z wigkszg grubo$cig warstwy jadrzastej wewngtrznej siatkowki.

U szczuréw z cukrzycg rozpoznano retinopati¢ cukrzycowa na podstawie poszerzenia zyt
siatkowki (wzrost wartosci stosunku $rednicy tetnic do srednicy zyl na dnie oka). W analizie
immunoenzymatycznej zaobserwowano nizszy poziom BDNF w surowicy szczurow
z cukrzyca niz u szczuréw kontrolnych. Ponadto, u chorych zwierzat wystgpita bardzo silna
korelacja warto$ci stosunku $rednicy tetnic do Srednicy zyt na dnie oka i poziomu NGF w

surowicy.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono: (i) skutecznos¢ wywotania modeli badanych
chorob; (ii) obecnos¢ zmian neurodegeneracyjnych siatkowki w przebiegu jaskry i cukrzycy;
(iii) zmiany poziomu BDNF i NGF w tkankach badanych zwierzat (obnizenie poziomu biatek
w gatce ocznej w jaskrze, wzrost poziomu NGF w galce ocznej w nadci$nieniu tetniczym,

spadek poziomu BDNF w surowicy w cukrzycy).

Podsumowujac, wykazano zaangazowanie BDNF i NGF w patomechanizmy zwigzane
Z rozwojem patologii siatkowki w przebiegu jaskry, nadcis$nienia tetniczego i1 cukrzycy.
Dlatego tez moja praca doktorska stanowi uzupetnienie dotychczasowej wiedzy na temat roli

czynnikéw neuroprotekcyjnych (BDNF, NGF) w patogenezie chordb oczu.
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Abstract

Title: The role of neuroprotective factors in the pathogenesis of selected eye diseases.

The sight is one of the most important senses, and its deterioration or loss is associated with
a significant decrease in the quality of life. Blindness is a consequence of many eye diseases,
such as cataracts, glaucoma, uncorrected refractive errors, age-related macular degeneration,
and diabetic retinopathy. The treatment results are satisfactory only in the case of cataracts and
refractive errors, while the therapies for glaucoma, age-related macular degeneration, and
diabetic retinopathy are still a significant clinical challenge. These pathologies belong to the
group of neurodegenerative diseases, in which irreversible damage to retinal neurons occurs.
According to the latest reports, neurodegenerative processes also occur in the course of
hypertensive retinopathy. In my doctoral thesis, | focused on researching the pathomechanisms
of neurodegenerative diseases, in particular the involvement of neuroprotective proteins, which

are responsible for promoting neuron survival.

Glaucoma is a heterogeneous group of diseases that lead to optic neuropathy. In the disease
course, the retina shows the loss of retinal ganglion cells, thinning of the retinal nerve fiber

layer, and optic nerve head cupping.

Chronic arterial hypertension leads to changes in the structure and function of blood vessels,
and their remodeling, which contributes to the development of hypertensive retinopathy. Its
course includes the phase of vasoconstriction, sclerosis, exudation, and neuroretinopathy.
Although hypertensive retinopathy is known primarily as a vascular disease, there are reports
in the literature about the significance of neurodegenerative processes, seen already in the early

stages of this disease.

In diabetes mellitus, hyperglycemia leads to damage to vascular cells, which contributes to
a change in their morphology and an increase in their permeability, leading to the development
of diabetic retinopathy. The following stages of diabetic retinopathy can be distinguished: mild
non-proliferative retinopathy, severe non-proliferative retinopathy, and proliferative

retinopathy. As a result of retinal vascular disorders, its structure and nerve cells are damaged.

The treatment of glaucoma, hypertensive and diabetic retinopathy is limited to the modification
of risk factors - lowering the intraocular pressure, blood pressure, or glycemia. Therefore, new,

effective therapies are sought. Proteins that have a potential role in the pathogenesis of
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neurodegenerative diseases of the retina are the neuroprotective factors, which include, among
others, the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF).
However, their role in the process of glaucoma, hypertensive and diabetic retinopathy has not
yet been fully explained.

The main purpose of the doctoral thesis was to assess the change in the level of neuroprotective
proteins, BDNF and NGF, and to explain their potential role in the pathogenesis of diseases in
which retinal neurodegeneration is an underlying mechanism (glaucoma, hypertensive and

diabetic retinopathy).

Animal models of eye diseases were used for the research carried out as part of the doctoral
thesis. Mice of the DBA/2 strain, that spontaneously develop pigmentary glaucoma, were used
as the animal model of glaucoma, rats of the SHR strain, that spontaneously develop arterial
hypertension — as the model of arterial hypertension, and rats of the Lewis strain with type 1
diabetes mellitus induced by an intraperitoneal administration of streptozotocin — as the model
of diabetes mellitus. Appropriate control groups were selected for all experimental groups. In
vivo examinations were performed on the animals - eye fundus imaging with the measurement
of the ratio of the arterial diameter to the venous diameter, measurement of intraocular pressure,
arterial pressure (in the model of hypertension), and glycemia (in the model of diabetes
mellitus). In addition, blood and eyeballs were harvested from the animals after sacrifice and
subjected to further postmortem analyses. A histopathological analysis of the retina was
performed (measurement of retinal thickness and thickness of its layers, assessment of the
number of retinal ganglion cells) and an enzyme-linked immunoassay to determine the levels
of BDNF and NGF in the serum and eyeball homogenate. The results of all assays were
compared between the experimental and control groups. In addition, correlations of the

measured parameters were counted.

Among mice of the DBA/2 strain, the development of glaucoma was confirmed based on the
increased intraocular pressure, while a lower number of retinal ganglion cells and a decrease in
the retinal thickness indicated the ongoing process of neurodegeneration. The level of BDNF
and NGF in the eyeballs in glaucoma tended to increase with age. The level of BDNF and NGF
in the eyeballs of glaucoma mice tended to decrease in comparison to age-matched healthy

mice.
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Hypertensive retinopathy, characterized by impaired retinal vasculature, was not diagnosed in
hypertensive rats; however, significantly higher levels of BDNF in the eyeballs and serum, and
NGF in the eyeballs were observed among rats compared to the strain not susceptible to
developing arterial hypertension. A higher level of NGF in the eyeballs correlated with a greater
thickness of the inner nuclear layer of the retina.

In diabetic rats, diabetic retinopathy was diagnosed based on the dilation of the retinal veins (an
increase in the ratio of the arterial diameter to the venous diameter in the eye fundus). In the
enzyme-linked immunoassay, a lower level of BDNF was observed in the serum of diabetic
rats than in the control group. In addition, there was a very strong correlation between the ratio
of the arterial diameter to the venous diameter in the eye fundus and the level of NGF in the

serum seen among sick animals.

Based on the obtained results, it can be concluded that: (i) the models of the studied diseases
were effectively induced; (ii) neurodegenerative changes of the retina were present in the course
of glaucoma and diabetes mellitus; (iii) changes in the level of BDNF and NGF were seen in
the tissues of the tested animals (a decrease in the level of proteins in the eyeballs in the
glaucoma model, an increase in the level of NGF in the eyeballs in the arterial hypertension

model, a decrease in the level of BDNF in the serum in the diabetes mellitus model).

In summary, the involvement of BDNF and NGF in the pathomechanisms associated with the
development of retinal pathologies in the course of glaucoma, arterial hypertension, and
diabetes mellitus has been demonstrated. Therefore, my doctoral thesis complements the
existing knowledge on the role of neuroprotective factors (BDNF, NGF) in the pathogenesis of

eye diseases.
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1. Wstep

Narzad wzroku uwazany jest za jeden z najwazniejszych zmystow (1), a jego pogorszenie lub
utrata znacznie zmniejsza komfort zycia. Przewazajaca wiekszos$¢ choréb 0czu moze posrednio
lub bezposrednio prowadzi¢ do utraty wzroku, co jedynie w czesci przypadkow jest odwracalne
lub mozliwe do ograniczenia. Na przyktad, $lepota spowodowana spadkiem przezierno$ci
rogowki (W wyniku urazu lub infekcji) jest leczona poprzez keratoplastyke (przeszczepienie
rogowki) (2). Slepota wynikajaca ze zmetnienia soczewki w przebiegu zaémy réwniez moze
by¢ odwrdocona w efekcie zabiegu chirurgicznego, ktory polega na usunigciu nieprzezierne;j
soczewki i zastgpieniu jej sztuczng proteza (3). Niestety, w przypadku wielu chordb oczu, utrata
wzroku jest nieodwracalna. Choroby oka prowadzace do trwatej §lepoty t0 miedzy innymi
zaburzenia neurodegeneracyjne, w przebiegu ktorych dochodzi do nieodwracanego
uszkodzenia neuronow siatkowki oraz drogi wzrokowej (4). Dlatego tez, w mojej pracy
doktorskiej skupitam si¢ na badaniach dotyczacych patomechanizméw chordb o podiozu
neurodegeneracyjnym, a w szczegolnosci roli biatek neuroprotekcyjnych w tym procesie, ktore

odpowiedzialne sg przede wszystkim za ochron¢ neuronéw przed $miercia.
1.1. Budowa galki ocznej

Gatka oczna to kulista struktura stanowigca narzad wzroku, ktérej budowa nie roézni si¢
znacznie pomiedzy poszczegélnymi gatunkami ssakow. Sciana gatki ocznej zbudowana jest
Z trzech warstw. Najbardziej zewnetrzng warstwa jest twardowka, ktora dzigki swojej twardej
strukturze chroni gatke oczng przed urazem oraz utrzymuje jej ksztatt. Twardowka w duzej
cze$cCi jest strukturg nieprzezroczysta, poza przednim biegunem gatki ocznej, w obrebie ktorego
przechodzi w przezierng rogowke. Pod twardowkg zlokalizowana jest blona naczyniowa, ktorej
funkcja jest przede wszystkim odzywianie struktur oka. Blona naczyniowa tworzy
naczyniowke, a w obrgbie przedniego biegunka gatki ocznej — cialo rzgskowe oraz teczowke.
Najbardziej wewngtrzng warstwe stanowi siatkdwka, ktora zbudowana jest z warstwy nabtonka
barwnikowego oraz warstw komodrek nerwowych odpowiedzialnych za odbidr i transmisj¢
bodzca wzrokowego (5). Niniejsza praca doktorska dotyczy siatkowki, dlatego tez jej budowa

zostata doktadnie omowiona w nastepnym podrozdziale.

Whnetrze galki ocznej podzielone jest na trzy przestrzenie. Komora przednia znajduje si¢
pomiedzy rogdwka, a teczowka i soczewka. Teczowka jest strukturg okrezng, w srodku ktore;j

znajduje si¢ otwor zwany zrenica. W miejscu potaczenia rogéwki z teczowka znajduje si¢ kat
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przesaczania, w ktorym wyspecjalizowany system beleczek odprowadza ciecz wodnista z gatki
ocznej do systemu zylnego. Komore tylng ogranicza tgczowka, ciato rzgskowe 1 soczewka,
a takze utrzymujace ja w miejscu wiokna obwodki rzgskowej Zinna. Za soczewka znajduje si¢
natomiast komora ciala szklistego, ktora jest najwicksza przestrzenig gatki ocznej. W komorze
tej znajduje si¢ ciato szkliste, ktore przylega do siatkowki na catej jej powierzchni, przez co
stabilizuje jej potozenie. Na zewnetrz galki ocznej znajdujg si¢ migsnie gatkoruchowe oraz

aparat ochronny gatki ocznej zbudowany przez powieki, spojowke oraz narzad tzowy (5).
1.2. Budowa siatkowki

Siatkowka jest wysoce wyspecjalizowang strukturg oka odbierajacg bodzce swietlne w zakresie
$wiatta widzialnego — u ludzi zakres ten dotyczy dtugosci fal 400-700 nm (6). Zbudowana jest
z komorek roznego typu. Pierwszg grupg komorek sg neurony, ktorych rolg jest odbior
i przekazanie impulsu wzrokowego. Do neuronow siatkowki naleza komorki: fotoreceptorowe
(czopki 1 preciki), poziome, dwubiegunowe, amakrynowe oraz zwojowe siatkéwki (ang.
Retinal Ganglion Cells; RGC) (7, 8). Poza neuronami obecne sg rowniez komorki glejowe, do
ktorych nalezag komoérki Miillera, astrocyty oraz mikroglej. Komorki te obecne sg we
wszystkich warstwach siatkowki, w ktorych pelnig bardzo wiele funkcji. Do najwazniejszych
z nich nalezg: odzywianie neurondéw, wspottworzenie bariery krew-siatkdwka, utrzymanie
warstwowej budowy siatkowki poprzez strukturalne wsparcie neurondéw, regulacja ich
metabolizmu, wydzielanie biatek czynnych biologicznie odpowiedzialnych za funkcjonowanie,
wzrost i przezycie komorek nerwowych oraz wptyw na procesy immunologiczne. Istotny dla
moich badan jest fakt, ze komorki gleju wydzielajg czynniki neuroprotekcyjne, ktore wptywaja
na czas przezycia neuronow siatkowki (9). Trzecim typem komoérek budujacych siatkowke sa
barwnikowe komorki nabtonkowe tworzgce jej najbardziej zewnetrzng warstwe. Jako bariera
miedzy naczyniowka i siatkowka, komorki nabtonka barwnikowego reguluja dwukierunkowy
transport produktow przemiany materii i sktadnikow odzywczych. Funkcja ta jest bardzo
istotna dla komorek fotoreceptorowych, ktore znajduja si¢ z bezposrednim sasiedztwie
komoérek nabtonka barwnikowego i1 sa odzywiane gléwnie przez naczynia krwiono$ne
znajdujace si¢ w obrgbie btony naczyniowej. Komorki nabtonka barwnikowego dodatkowo
chronig siatkdbwke przed uszkodzeniem pochlaniajac energi¢ $wietlng 1 neutralizujac

wytwarzane przez $wiatto reaktywne formy tlenu (10).
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W siatkowce ssakow wyroznia si¢ dziesieé warstw:

e nabtonek barwnikowy siatkowki (ang. Retinal Pigment Epithelium; RPE),
e warstwa komorek fotoreceptorowych — precikow i czopkow,

e Dblona graniczna zewnetrzna (ang. Outer Limiting Membrane; OLM),

e warstwa jadrzasta zewnetrzna (ang. Outer Nuclear Layer; ONL),

e warstwa splotowata zewngtrzna (ang. Outer Plexiform Layer; OPL),

e warstwa jadrzasta wewnetrzna (ang. Inner Nuclear Layer; INL),

e warstwa splotowata wewngtrzna (ang. Inner Plexiform Layer; IPL),

e warstwa komorek zwojowych (ang. Ganglion Cell Layer; GCL),

e warstwa wiokien nerwowych (ang. Retinal Nerve Fiber Layer; RNFL),

e warstwa graniczna wewngtrzna (ang. Inner Limiting Membrane; ILM) (7).

Najgrubszymi warstwami siatkowki sg trzy warstwy cial neuronow z jadrami (ONL, INL,
GCL) 1 dwie warstwy wypustek z potagczeniami synaptycznymi pomigdzy nimi (OPL, IPL)
(11). Jadra komorek fotoreceptorowych tworzg warstwe ONL, a ich wypustki presynaptyczne
zlokalizowane s3 w warstwie OPL, gdzie lacza si¢ z dendrytami komorek dwubiegunowych
i poziomych. Wewnatrz warstwy INL zlokalizowane sg ciala i jadra komoérek poziomych,
dwubiegunowych oraz amakrynowych. Aksony komoérek dwubiegunowych 1 amakrynowych
tworzag warstwe IPL, gdzie tacza si¢ poprzez synapsy z dendrytami RGC. Ciata RGC
zlokalizowane sa w obrebie GCL, a ich aksony wewnatrz galki ocznej tworzg RNFL. Wtokna
RGC pochodzace z catego obwodu siatkowki kierujg si¢ do tarczy nerwu wzrokowego, za ktérg
w formie jednolitego nerwu opuszczaja gatke oczng, aby dotrze¢ do mozgu i osrodkow

wzrokowych (12, 13, 14).

Siatkdwka odzywiana jest przez krew pochodzaca z dwoch zrodet. Srodkowa tetnica siatkowki
(bgdaca odgatezieniem tetnicy ocznej) zaopatruje wnetrze gatki ocznej, do ktorej kieruje si¢
wraz z wioknami nerwu wzrokowego. Nastepnie dzieli si¢ dychotomicznie, a naczynia
wlosowate dochodzg az do warstwy OPL. To unaczynienie odpowiada za 20 — 30% ukrwienia
gatki ocznej. 65 — 85% zapewnione jest przez naczynia krwionosne naczyniowki, ktore

odzywiajg zewngtrzne warstwy siatkowki, zwlaszcza warstwe fotoreceptoréw (15).
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1.3. Fizjologia procesu widzenia

Swiatto wpadajace do gatki ocznej pokonuje droge, ktéra tworza kolejno: rogéwka, komora
przednia oka, zZrenica, soczewka oraz cialo szkliste. Zadaniem wymienionych struktur jest
skupienie promieni $wietlnych na siatkowce (refrakcja). Komoérkami —siatkowki
odpowiedzialnymi za odebranie bodzca $wietlnego sa komorki fotoreceptorowe (Czopki

i preciki) (16).

Komorki fotoreceptorowe zawieraja barwniki wzrokowe — w czopkach znajduje si¢ jodopsyna,
a w precikach rodopsyna. Barwniki te, obecne w btonie komodrkowej fotoreceptorow,
zbudowane sg z potaczenia dwoch zwigzkoéw: 11-cis-retinalu oraz opsyny. Opsyna przyjmuje
kilka form, ktore r6znig si¢ od siebie rodzajem chromoforu, z ktorym wystepujg w kompleksie
— stad wyrdzni¢ mozna m. in. rodopsyne i jodopsyne. 11-Cis-retinal to czgsteczka posiadajaca
wigzanie podwojne pomigdzy atomami wegla, przy ktorych podstawniki ustawione sg
w izomerii cis. W warunkach pobudzenia tej czastki $wiattem, pojedynczy foton powoduje
wzbudzenie elektronu w obrgbie wigzania podwoéjnego. Zaburzenie struktury wigzania
umozliwia czgstce izomeryzacje z formy cis w forme trans (11-trans-retinal — forma aktywna
0 zmienionej konformacji). Odstoniete miejsca aktywne rozpoczynajg kaskade przekazywania
sygnatu, aktywujac transducyng, ktora pobudza fosfodiesteraze, a ta z kolei aktywuje hydrolize
czasteczek cyklicznego guanozyno-3',5’-monofosforanu (cGMP). Nastepnie otwarte zostaja
cGMP-zalezne kanaty blonowe, przez ktore do cytoplazmy dostajg si¢ jony sodowe, powodujac
depolaryzacje btony koméorkowej. Czgstka barwnika wzrokowego jest fosforylowana i rozpada
si¢ do opsyny i 11-trans-retinalu. 11-trans-retinal jest transportowany do komorek RPE, ktore

odtwarzajg strukture barwnika wzrokowego (17).

Sygnat z fotoreceptoréw (I neuronu drogi wzrokowej) przekazywany jest nastgpnie przy
pomocy glutaminianu przez synapsy do komorek dwubiegunowych (II neuronu drogi
wzrokowej). Proces ten jest regulowany przez komorki poziome. Nastgpnie, impuls z komorek
dwubiegunowych dociera do komoérek RGC (IIT neuronu drogi wzrokowej), ktorych wtokna
tworzg nerw wzrokowy (18, 19, 20). Komoérki amakrynowe regulujg z kolei prace oraz
sygnatl odbierany przez RGC (21). Nerw wzrokowy opuszcza gatke oczng tworzac tarcz¢ nerwu
wzrokowego, a nastepnie przechodzi przez szczeling gérng oczodotu, za ktoéra splata sig
Z przeciwleglym nerwem wzrokowym tworzac skrzyzowanie wzrokowe. W obrgbie
skrzyzowania krzyzuje si¢ jedynie czgs¢ wiokien, ktore stanowia wypustki RGC

zlokalizowanych w nosowej czesci siatkdwki (odbierajacej impulsy $wietlne ze skroniowe;j
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czesci pola widzenia). Nastepnie, widkna tworza pasma wzrokowe, ktore docieraja do jadra
kolankowatego bocznego wzgorza, gdzie tworzg synaps¢ z IV neuronem drogi wzrokowe;.
Poprzez promienisto§¢ wzrokowa, wiokna docieraja do kory wzrokowej zlokalizowanej

W placie potylicznym moézgu, gdzie bodzce wzrokowe sg analizowane i interpretowane (22).

Komorki drogi wzrokowej, ktorych aksony tacza gatke oczng z mozgiem to RGC. Ich obecnosé
jest niezbedna w procesie widzenia, a ich uszkodzenie skutkuje trwalg §lepota (23). Ochrona
tych komorek przed neurodegeneracjg stanowi szeroko badang, potencjalng strategig
terapeutyczng W wielu chorobach oczu (24).

1.4. Podzial chorob oczu

Podziat chorob oczu moze by¢ dokonywany w rézny sposdb, w zaleznosci od przyjetego
kryterium. Najczgsciej stosowanym jest podziat oparty na obszarze oka zajetego chorobg i ten
wlasnie podzial znalazl zastosowanie w Miedzynarodowej Klasyfikacji Chorob, rewizji
dziesigtej (ang. International Classification of Diseases, 10" Revision; 1CD-10) z roku 2008

(25). Klasyfikacja 1CD-10 dzieli choroby oczu na:

e zaburzenia powiek, narzadu zowego i1 oczodotu,

e zaburzenia spojowek,

e zaburzenia twardowki, rogowki, teczowki i ciata rzeskowego,

e zaburzenia soczewki,

e zaburzenia btony naczyniowej i siatkowki,

e jaskre,

e zaburzenia ciata szklistego i gatki oczne;,

e zaburzenia nerwu wzrokowego i drogi wzrokowej,

e zaburzenia mig¢$ni gatki ocznej, obuocznej motoryki, akomodacji i refrakc;i,
e uposledzenie widzenia i §lepote,

e inne zaburzenia oka i przydatkow oka (25).
1.5. Choroby oczu powodujace Slepote

Wiele chordb oczu, jesli nie jest odpowiednio leczona, moze prowadzi¢ do uszkodzenia narzadu
wzroku, a wtornie do $lepoty. Dodatkowo, wiele chorob oczu prowadzi do utraty wzroku

pomimo prawidlowej terapii. Obszerna meta-analiza oceniajaca dane pochodzace z calego
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swiata z lat 1980-2018 wykazata, ze do najczestszych zaburzen powodujacych §lepote u oséb
po 50. roku zycia nalezy za¢ma, nastgpnie, w kolejnosci: jaskra, nieskorygowana wada
refrakcji, zwyrodnienie plamki zoéttej zwigzane z wiekiem (ang. Age-related Macular
Degeneration; AMD) oraz retinopatia cukrzycowa (26). Warto zwroci¢é uwage na fakt, ze
sposrod wymienionych pieciu najczestszych chorob powodujacych Slepote, wyniki leczenia sa
satysfakcjonujace jedynie w przypadku zaémy i wad refrakcji. Terapia jaskry, AMD oraz
retinopatii cukrzycowej stanowi nadal istotne wyzwanie Kliniczne. Dlatego tez, w pracy
doktorskiej skupitam si¢ na patogenezie jednostek chorobowych nalezacych do grupy chorob

neurodegeneracyjnych.
1.6. Choroby neurodegeneracyjne oka

Neurodegeneracja to proces, w przebiegu ktorego komorki uktadu nerwowego ulegaja
uszkodzeniu na skutek czego dochodzi do zaburzenia ich funkcji i1 ostatecznie $mierci.
Wigkszos¢ chorob neurodegeneracyjnych jest nieuleczalnych, a ich objawy poglebiaja si¢
z uptywem czasu (27). W okulistyce, choroby neurodegeneracyjne powodujg istotne problemy
kliniczne obnizajgce jakos¢ zycia pacjentow. Choroby neurodegeneracyjne oka dotycza
siatkowki 1/lub nerwu wzrokowego, czyli struktur, ktore zbudowane sg z neurondéw. Prowadza
do nieodwracalnej $lepoty, gdyz w ich przebiegu, trwalemu uszkodzeniu ulegaja komorki
odpowiedzialne za przekazanie informacji z siatkowki do kory wzrokowej méozgu (4). Do
chorob tych nalezg migdzy innymi jaskra, retinopatia cukrzycowa, AMD, dystrofie siatkowki
I zwyrodnienie barwnikowe siatkowki (4, 28). Wedlug najnowszych doniesien, degeneracja
siatkowki jest rOwniez obserwowana w przebiegu retinopatii nadci$nieniowej (29, 30). Dlatego
tez w pracy doktorskiej skupiono si¢ na roli wybranych czynnikow neuroprotekcyjnych
w patomechanizmie jaskry, retinopatii nadcisnieniowej oraz cukrzycowej (jednostki

chorobowe wybrano w oparciu 0 ich czgstos¢ wystgpowania oraz brak skutecznej terapii).
1.6.1. Jaskra

Jaskra jest chorobg przewlekta, na ktorg choruje 76 milionéw osob na $wiecie, a przewiduje
si¢, ze liczba ta w roku 2040 wzrosnie do 111,8 miliona (31). Jaskra stanowi jedna
Z najczestszych przyczyn nieodwracalnej §lepoty U dorostych na catym $wiecie (32), cho¢ jej

patogeneza do dzi$ nie zostala w pelni wyjasniona.
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Definicja jaskry jako choroby zmieniala si¢ wraz z postgpem technologicznym oraz
diagnostycznym w okulistyce. Poczatkowo definiowana byta jako stan podwyzszonego
cisnienia $rodgatkowego (ang. Intraocular Pressure; IOP), przekraczajacego 21 mmHg.
W miar¢ rozwoju oftalmoskopii (wziernikowania dna oka) umozliwiajacej coraz doktadniejsza
oceng tarczy nerwu wzrokowego, jaskre zaczeto definiowaé jako przewlekla neuropatie nerwu
wzrokowego (33). Podwyzszone IOP traktowane jest natomiast jako czynnik ryzyka jej
rozwoju, bedacy wynikiem utrudnionego odpltywu cieczy wodnistej z przedniej komory oka
(34, 35).

Jaskra to heterogenna grupa chordb prowadzaca do uszkodzenia komoérek RGC 1 ich wypustek
tworzacych nerw wzrokowy. Wspolnymi cechami wszystkich typdw jaskry sa: utrata komoérek
RGC, zmniejszenie warstwy wtokien nerwowych siatkdwki 1 widoczne zaglgbienie w obregbie
tarczy nerwu wzrokowego (36, 37). Jaskra jest najczesciej dzielona na podstawie morfologii
kata przesgczania ocenianego w gonioskopii (wizualna ocena obrazu kata przesaczania przy
uzyciu specjalnej soczewki lub lustra). Wyr6zni¢ mozna jaskre kata otwartego, gdzie kat
stworzony przez rogowke oraz teczowke 1 ciato rzgskowe jest wiekszy niz 20°, 1 jaskre kata
zamknigtego, charakteryzujaca si¢ mniejszg wartos$cig kata. Inny podziat wyrdznia jaskre
pierwotng, ktorej przyczyna jest czesto niezidentyfikowana, oraz jaskre wtorng do innej

choroby lezacej u podtoza patologii (38).

Najczestszym typem jaskry jest pierwotna jaskra otwartego kata (ang. Primary Open-Angle
Glaucoma; POAG), stanowigca nawet 75% przypadkow. POAG spowodowana jest
zwigkszong opornoscig na drenaz cieczy wodniste] przez beleczkowanie w obrgbie kata
przesaczania, ktory jest otwarty. Z powodu tej blokady ci$nienie w oku stopniowo wzrasta,
powodujac uszkodzenie nerwu wzrokowego (w obrazowaniu dna oka widoczna jest typowa
zmiana tarczy nerwu wzrokowego — zwezenie pierscienia nerwowo-siatkowkowego i obecnosé¢
centralnego zaglebienia w obrgbie tarczy). Z czasem dochodzi do utraty widzenia
obwodowego, co powoduje postepujaca utrate wzroku, do Slepoty wlacznie. Nalezy jednak

pamigtaé, ze podwyzszone IOP nie jest kryterium wymaganym do rozpoznania POAG (39).

Jaskra kata zamknigtego spowodowana jest zblizeniem teczéwki do rogéwki i zamknigciem
drogi odptywu cieczy wodnistej z komory przedniej oka, co skutkuje wzrostem 10P. Proces ten
moze by¢ nagly — stanowi podstawe rozpoznania ostrego ataku jaskry. Zamkniecie kata moze
by¢ rowniez spowodowane dlugotrwalym pociagnigciem teczowki do przodu, na przyktad

przez zrosty w obregbie przedniej komory oka (wytworzone w odpowiedzi na zapalenie), lub

32



przesunigcie tgczowki jako skutek bloku Zrenicznego (ktéry moze by¢ spowodowany m.in.
przez docisnigcie tgczowki przez powickszajaca si¢ soczewke w przebiegu za¢my). Stan
przewlekty, w ktorym zmiany pojawiaja si¢ stopniowo, nazywany jest przewlekla jaskra
z zamknigtym katem przesaczania (ang. Chronic Angle-Closure Glaucoma; CACG). CACG

jest drugim co do czestosci typem jaskry rozpoznawanym u pacjentow (40).

Jako ze nie kazdy przypadek jaskry jest zwigzany z podwyzszeniem IOP, wyodrebniony zostat
specjalny podtyp POAG - jaskra normalnego cis$nienia. Jest to pierwotna neuropatia nerwu
wzrokowego nieznanej przyczyny, ktéra charakteryzuje si¢: (1) prawidtowymi warto$ciami IOP
(< 22 mmHg), (i1) obecnoscia charakterystycznych dla POAG zmian w obrgbie tarczy nerwu
wzrokowego oraz uszkodzeniem warstwy siatkowki RNFL zawierajacej aksony RGC, (iii)
ubytkami w polu widzenia odpowiadajagcymi uszkodzeniom RNFL, (iv) otwartym katem

przesaczania oraz (v) wykluczeniem innych przyczyn patologii.

Do czesto rozpoznawanych typow jaskry, ktore charakteryzujg si¢ okre§long przyczyna, naleza
jaskra barwnikowa (ang. Pigmentary Glaucoma; PG), jaskra w przebiegu zespotu eksfoliacji
(ang. Exfoliative Glaucoma; XFG) oraz jaskra neowaskularna (ang. Neovascular Glaucoma;
NVG). PG to typ wtornej jaskry otwartego kata, gdzie odptyw cieczy wodnistej z gatki ocznej
jest utrudniony z powodu akumulacji czgstek pigmentu w obrebie struktur przedniego odcinka
galki ocznej, w tym w rejonie kata przesaczania. Prowadzi to do wzrostu IOP i neuropatii (41).
XFG to najczgsciej spotykany typ wtornej jaskry otwartego kata rozwijajacej si¢ w przebiegu
zespotu eksfoliacji — zwigzanej z wiekiem elastozy (choroba zwigzana z zaburzeniem
metabolizmu elastyny), w wyniku ktorej do cieczy wodnistej przedniej komory oka wydzielane
sa nieprawidlowe czasteczki biatka, ktore odkladaja si¢ na jej strukturach. Réwniez
beleczkowanie w obregbie kata przesaczania jest blokowane przez gromadzace Si¢ witokna
biatkowe, co prowadzi do wzrostu IOP i uszkodzenia nerwu wzrokowego (42). NVG
spowodowana jest neowaskularyzacja w okolicach kata przesgczania (patologicznym procesem
rozrostu naczyn w obrebie tkanki, ktdra nie powinna by¢ unaczyniona). Do neowaskularyzacji
dochodzi w odpowiedzi na niedotlenienie 1 niedokrwienie. Czgstymi przyczynami NVG jest
dlugotrwata cukrzyca oraz niedrozno$¢ zyly centralnej siatkowki w wyniku zakrzepu.
W przebiegu NVG dochodzi do zamknigcia drogi odptywu cieczy wodnistej, wzrostu IOP
i neuropatii (43).

Pomimo bardzo licznych i réznorodnych przyczyn jaskry, efekt koncowy w formie uszkodzenia

nerwu wzrokowego jest wspélny. Smieré komérek RGC odbywa sie w wyniku apoptozy, ktéra
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indukowana jest w rozny sposéb. Aktualne hipotezy wskazujg, ze apoptoza RGC w przebiegu
jaskry promowana jest przez czynniki: genetyczne, neurotroficzne, autoimmunologiczne, i/lub
ekscytotoksyczne (zwyrodnienie neurondéw promowane przez aktywacje receptoréw
glutaminergicznych) (44). Przewlekla jaskra w wigkszosci przypadkow ma przebieg
bezobjawowy, przy czym zauwazalna utrata wzroku (ubytki w polu widzenia) pojawiaja si¢
dopiero przy zaawansowanej neuropatii (32, 45). Ostry atak jaskry jest natomiast zwigzany z:
silnym bdlem oka oraz glowy, postrzeganiem kolorowego halo wokot zrédel $wiatta,

nudnosciami i wymiotami, zaczerwienieniem oka oraz niereaktywna, owalng Zrenicg (46).

W celu postawienia rozpoznania jaskry oraz roznicowania jej typoOw, wymagane jest
przeprowadzenie szeregu badan diagnostycznych. Podstawowe badania oceniajgce stan uktadu

wzrokowego pacjenta to:

e fundoskopia (obrazowanie dna oka) — wizualna ocena morfologii tarczy nerwu
wzrokowego z uwzglednieniem oceny pierscienia nerwowo-siatkowkowego
I obecnosci centralnego zaglebienia; dodatkowo oceniany jest ubytek RNFL, widoczny
jako jasniejsze kliny odchodzace od tarczy nerwu wzrokowego;

e gonioskopia — wizualna ocena kata przesgczania;

e tonometria — pomiar wartosci IOP;

e perymetria — ocena pola widzenia (47, 48).

Posrod metod pomiaru IOP wyrdzni¢ mozna tonometri¢: aplanacyjng, wglobieniowa,
odbiciowg oraz dynamiczng konturowa. W badaniach przedklinicznych wykonywanych
u zwierzat laboratoryjnych najczesciej wykorzystuje si¢ tonometrie odbiciowa. Przewagg tej
metody jest mozliwo$¢ wykonania pomiaru bez znieczulenia, bez wykorzystania lampy
szczelinowej badz dodatkowych substancji podawanych na powierzchni¢ oka. Zaletg jest
rowniez maty rozmiar sprzgtu, ktory umozliwia zastosowanie go U matych zwierzat (49, 50, 51,

52, 53, 54).

Diagnostyke jaskry rozszerzy¢ mozna o badania dodatkowe, takie jak: optyczna koherentna
tomografia (ang. Optical Coherence  Tomography; OCT), elektroretinografia
(ang. Electroretinography; ERG), skaningowa polarymetria siatkowki wykrywajaca jaskre
(ang. laser scanning polarymetry, Glaucoma Detection; GDx), czy tez ultrabiomikroskopia
(ang. Ultrasound Biomicroscopy; UBM). OCT oraz UBM to badania umozliwiajace oceng

morfologii struktur gatki ocznej, w tym morfologii przedniego odcinka oka wraz z katem
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przesaczania (55). W badaniu GDx oceni¢ mozna grubos$¢ warstwy RNFL zawierajacej aksony
komorek RGC tworzacych nerw wzrokowy (56). ERG natomiast to badanie czynno$ciowe
siatkowki oceniajgce zmiang¢ potencjatu na powierzchni oka w odpowiedzi na bodziec $§wietlny

(57). Badania te obecnie nie nalezg jednak do ztotego standardu diagnostyki jaskry.

Leczenie jaskry jest ograniczone do modyfikacji najwazniejszego czynnika ryzyka —
podwyzszonego IOP. Zaleca si¢ leczenie farmakologiczne. Najczgséciej wykorzystywane sa
krople do oczu zawierajace: analogi prostaglandyn (trawoprost, bimatoprost, tafluprost),
antagonistow receptorow [ (tymolol, betaksolol), inhibitory anhydrazy weglanowej
(dorzolamid, brinzolamid), agonistow receptorow a-2 (brymonidyna) lub leki cholinergiczne
(pilokarpina) (58). Aktualnie prowadzone sa badania kliniczne z zastosowaniem lekow
wspomagajacych funkcje uktadu nerwowego (czynniki neuroprotekcyjne, nikotynamid,
cytokolina i inne) oraz regulujacych przeptyw krwi przez siatkowke (fosfodiesteraza,
tetrahydrokannabinol) (59). Druga metoda leczenia jaskry sg zabiegi okulistyczne, wsrod
ktorych wyrdzni¢ mozna migdzy innymi: trabekuloplastyke, trabekulektomie, irydotomie, czy
tez zastosowanie przetok filtracyjnych (60, 61). Trabekuloplastyka to metoda laserowa, ktora
polega na selektywnym na$wietlaniu fragmentow beleczkowania, co skutkuje uszkodzeniem
struktury, zwigkszajac tym samym przeptyw cieczy wodnistej. Trabekulektomia jest natomiast
metoda chirurgiczng uwazang za ztoty standard leczenia zabiegowego jaskry, polegajaca na
wytworzeniu przetoki z przedniej komory oka do przestrzeni podspojowkowe;j. Te dwie metody
sg najczesciej wykorzystywane w leczeniu jaskry kata otwartego (62). Irydotomia rowniez jest
metodg laserows, ktora polega na wytworzeniu za pomocg wigzki laserowej otworu
W teczowcee, stanowigcego dodatkowa droge odptywu cieczy z tylnej komory gatki ocznej do
przedniej. Metoda ta jest przede wszystkim stosowana w jaskrze kata zamknigtego (63).
W przypadku niektorych pacjentow dostepne leczenie jest jednak niewystarczajgce (nie
dochodzi do zatrzymania progresji zmian patologicznych). Dlatego tez, poszukuje si¢ nowych,
skutecznych terapii, a lepsze poznanie patogenezy jaskry pozwoli réwniez na rozwdj

profilaktyki.
1.6.2. Retinopatia nadciSnieniowa

Nadcis$nienie tgtnicze to jedna z najczgstszych chorob przewlektych dotykajaca okoto 1,3
miliarda osob w wieku 30-79 lat na calym $wiecie (64). Zle kontrolowane nadcisnienie tetnicze
prowadzi do uszkodzenia naczyn, szczegodlnie w obrebie ukladu sercowo-naczyniowego,

mozgu, nerek i siatkowki. Najczestszym powiktaniem nadcisnienia tetniczego gatce ocznej jest
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retinopatia nadci$nieniowa (65). Czesto$¢ wystepowania retinopatii nadci$nieniowe;]
U pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym rézni si¢ w zaleznosci od badanej populacji, i wynosi
odpowiednio od 10,7% w Niemczech (66) do 38,95% w Nepalu (67). Wykazano, ze stopien
zaawansowania retinopatii koreluje z uszkodzeniem innych narzadéw w przebiegu nadcisnienia
tetniczego, ogdlnym stanem zdrowia i $miertelnoscig pacjentow (68). Ta zaleznos¢ podkresla
wage badania okulistycznego u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym, poniewaz obrazowanie
dna oka to jedyna metoda umozliwiajaca bezposredniag wzrokowa ocene morfologii tetnic 1 zyt
krazenia obwodowego pacjenta, ktora dodatkowo moze dostarczy¢ informacji o stanie naczyn

catego organizmu.

Przewlekle nadcisnienie tetnicze prowadzi do zmian struktury 1 czynno$ci naczyn
krwiono$nych oraz ich przebudowy. Procesy te sa zapoczatkowywane zaréwno przez
mechaniczne uszkodzenie naczyn wynikajace ze zwigkszonego naprezenia $cian, ale rowniez
przez zmiany zachodzace w uktadzie neurohormonalnym, mi¢dzy innymi: wzrost aktywnosci
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, poziomu katecholamin, czy mediatoréw zapalnych
(69). W poczatkowych fazach choroby przebieg moze by¢ bezobjawowy dla pacjenta, a zmiany
$wiadczgce o retinopatii mogg by¢ widoczne jedynie w badaniu dna oka. W pierwszej fazie
choroby (fazie wazokonstrykcji), tetniczki siatkowki reaguja skurczem na wysokie ci$nienie
tetnicze, co ma na celu optymalizacje przeptywu krwi. W obrazie dna oka zaobserwowac
mozna wowczas odcinkowy lub uogdlniony skurcz tetnic siatkowki powodujacy zmniejszenie
stosunku $rednicy tetnic do $rednicy zyt (ang. artery/vein; a/v; norma 2:3). W miar¢ rozwoju
choroby dochodzi do uszkodzenia §rdédblonka naczyn przez wysokie ci$nienie t¢tnicze krwi
oraz przebudowe Sciany naczyn, ktora zachodzi na skutek wzrostu, migracji i $Smierci komoérek
oraz syntezy lub degradacji macierzy pozakomodrkowej. Procesy te zachodza pod wpltywem
lokalnych czynnikéw troficznych, substancji wazoaktywnych i bodzcéw hemodynamicznych.
Strukturalne zmiany te¢tniczek prowadza do ich zwezenia, co wptywa na wzrost warto$ci
cisnienia tetniczego (70). Przebudowa naczyn obejmuje procesy: hialinizacji (szkliwienia)
i martwicy wioknikowatej $cian tetnic siatkowki (zwyrodnienie z odktadaniem ztogow
fibrynoidu), pogrubienia blony podstawnej, degeneracji warstwy migsni gtadkich i zamknigcia
kapilar (71). Jest to faza sklerotyzacji, w ktorej zmiany sa juz utrwalone i nieodwracalne.
Pogrubienie $cian tetniczek moze by¢ obserwowane w fundoskopii jako objaw ,drutu
miedzianego” badz ,.drutu srebrnego” $wiadczacych o przebudowie $cian tetnic tudziez
objawOw na skrzyzowaniach tetniczo-zylnych. W miejscu skrzyZzowania naczyn, tetnice i zyly

dziela pochewke. Pogrubiata tetniczka moze uciska¢ zyte powodujac jej wygigcie, rozdgcie,
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a nawet zamknigcie $wiatta widziane jako ,,przerwanie stupa krwi”. Kolejng fazg retinopatii
nadci$nieniowej jest faza wysickowa, gdzie uszkodzeniu ulega bariera krew-siatkowka, przez
co z krwi do siatkdwki przedostaja si¢ jej elementy. Wysiek ptynu obserwowany jest jako
obrzek, a krwi jako wybroczyny i krwotoki siatkdbwkowe. Obecne moga by¢ réwniez
mikrotetniaki oraz zmiany niedokrwienne dajace objaw ,klebkow waty” (mikrozawatly
siatkdwki). Ostatecznym etapem retinopatii nadcis$nieniowej jest uszkodzenie nerwu
wzrokowego (neuroretinopatia nadci$nieniowa), prowadzace do utraty wzroku (72, 73).
Rozpoznanie stawiane jest klinicznie na podstawie zmian na dnie oka odpowiadajagcym
poszczegolnym fazom choroby, u pacjenta z rozpoznanym nadci$nieniem tetniczym (73).
W badaniach przedklinicznych z uzyciem malych zwierzat, popularnoscia ciesza si¢ reczne
funduskamery (74, 75, 76) oraz mikroskopy do obrazowania siatkowki (77, 78), ktére moga

uwidoczni¢ zmiany naczyniowe o podobnej morfologii.

Cho¢ retinopatia nadcisnieniowa jest znana przede wszystkim jako choroba naczyn,
W pismiennictwie pojawiajg si¢ doniesienia o udziale 1 roli procesOw neurodegeneracyjnych juz
we wczesnych jej fazach (29, 30). Leczenie retinopatii nadci$nieniowej przede wszystkim
polega na normalizacji warto$ci ci$nienia tetniczego, czyli na profilaktyce pierwotnej (68).

Aktualnie nie ma wystarczajgcych dowodow na skutecznos$¢ innych metod leczniczych (79).
1.6.3. Retinopatia cukrzycowa

Cukrzyca jest przewlekta choroba dotyczacg az 463 milionow ludzi na $wiecie (9,3% populacji)
(80). Retinopatia cukrzycowa to mikrowaskularne powiktanie cukrzycy, w ktérym dochodzi do
uszkodzenia naczyn siatkdbwki w przebiegu przewleklej hiperglikemii (81). Globalne
wystepowanie retinopatii cukrzycowej U pacjentow z cukrzyca szacowane jest na 34,6% (82).
Choroba ta stanowi jedng z gldwnych przyczyn slepoty u dorostych oséb, ktorej mozna bytoby

zapobiec przy prawidlowym i wezesnym leczeniu choroby podstawowej (83).

Rozwoj retinopatii cukrzycowej ma silny zwigzek z czasem trwania cukrzycy, wysoka
hiperglikemiag i wspotwystgpowaniem nadci$nienia t¢tniczego (84). W klasycznym ujeciu,
retinopatia cukrzycowa rozumiana jest jako choroba naczyn, w ktorej dochodzi do ich
uszkodzenia w wyniku akumulacji zaawansowanych produktow koncowych glikacji oraz
aktywacji szlaku polioli, kinazy biatkowej C i heksozaminy. Szlaki te prowadza do wzrostu
poziomu reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species; ROS) i powoduja

nieodwracalne uszkodzenia komoérek poprzez modyfikacje histonéw oraz metylacje DNA.
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Dodatkowo dochodzi do pobudzenia wydzielania czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF), ktory pobudza angiogeneze. Uszkodzenie
komorek $ciany prowadzi do zmiany morfologii naczyn oraz zwigkszenia ich
przepuszczalnosci, co skutkuje wystgpieniem objawdéw obserwowanych w badaniu dna oka
(85). W ostatnich latach, coraz wigcej uwagi w kontekscie patofizjologii zmian w przebiegu
retinopatii cukrzycowej poswiecane jest zrozumieniu towarzyszacego przewleklego procesu
zapalnego oraz procesom neurodegeneracyjnym, ktore moga odpowiadaé za utratg¢ wzroku
W przebiegu choroby. Za teorig zapalng retinopatii cukrzycowej przemawia obserwowana
leukostaza (leukocytoza przekraczajaca 100 000/ul powodujgca zaburzenie przeptywu krwi
W naczyniach wlosowatych) oraz podwyzszone stezenie cytokin prozapalnych (czynnika
martwicy nowotworow alfa [ang. Tumor Necrosis Factor alpha; TNF-a] oraz interleukin [I1]:
[1-6, IL-8 i IL-1B). Procesy neurodegeneracyjne siatkdOwki mogg natomiast by¢ obserwowane
jeszcze przed pojawieniem si¢ jakichkolwiek zmian naczyniowych i prawdopodobnie wynikaja
z uszkodzenia komorek siatkdwki przez ROS. U pacjentow z retinopatig cukrzycowa dochodzi

do spadku liczby RGC oraz zmniejszenia grubos$ci siatkowki (86, 87, 88).

Poczatek choroby u pacjentow moze by¢ bezobjawowy, stad niezbedna jest regularna kontrola
u specjalisty choréb oczu (83). W zaleznosci od stadium rozwoju choroby obserwowanym
W badaniu dna oka, retinopati¢ cukrzycowa dzieli si¢ na nieproliferacyjng i proliferacyjna.
Retinopatia nieproliferacyjna to stan, w ktorym doszto do zaburzenia morfologii i funkc;ji
naczyn siatkowki, lecz nie jest widoczna neowaskularyzacja (proces tworzenia nowych naczyn
o nieprawidlowej budowie, stymulowany przez VEGF). W lagodnej retinopatii
nieproliferacyjnej obserwuje si¢ poszerzenie tetniczek w formie mikrotetniakow;
w umiarkowanej dodatkowo widoczne sg wybroczyny w obrgbie siatkowki, wysieki twarde
(biatozotte ogniska lipoprotein przesaczonych z krwi do siatkowki przez nieprawidlowe
naczynia) oraz wysicki migkkie (bialawe obszary niedotlenionej siatkdéwki wygladem
przypominajace kigbki waty); w ciezkiej retinopatii nieproliferacyjnej dochodzi ponadto do
krwotokow $rodsiatkowkowych 1 znieksztalcenia $cian zyt siatkowki w formie licznych
przewezen. Retinopatia proliferacyjna to najbardziej zaawansowane stadium retinopatii
cukrzycowej, w ktorym widoczna jest neuowaskularyzacja w obrgbie wewnetrznych struktur
oka oraz krwawienia doszklistkowe i/lub przedsiatkbwkowe. Dodatkowo, w przebiegu
cukrzycy, na kazdym etapie retinopatii moze doj$¢ do cukrzycowego obrz¢ku plamki zottej
(w badaniu obserwowanego jako pogrubienie siatkowki i/lub obecnos¢ wysickow twardych

w okolicy plamki). W wyniku zaburzen unaczynienia siatkowki dochodzi do uszkodzenia jej
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struktury oraz komorek nerwowych. Zmiany te moga by¢ nieodwracalne i prowadzi¢ do $lepoty

(89, 90, 91, 92).

Diagnostyka retinopatii cukrzycowej opiera si¢ na badaniu dna oka, gdzie wizualnie dokonuje
si¢ oceny wystepowania charakterystycznych zmian naczyniowych. Do podstawowych badan
wykonywanych u pacjenta z podejrzeniem retinopatii cukrzycowej naleza: fundoskopia z oceng
siatkdwki, tarczy nerwu wzrokowego i ciata szklistego wykonywana po rozszerzeniu zrenicy,
ocena kata przesgczania w gonioskopii pod wzgledem potencjalnej neowaskularyzacji oraz
pomiar IOP. W badaniach dodatkowych stosowanych w diagnostyce retinopatii cukrzycowej
wykorzysta¢ mozna OCT, angiografi¢ fluoresceinowg (AF) oraz ultrasonografi¢ w projekcji B
(prezentujacej przekrdj poprzeczny przez narzad, tworzac dwuwymiarowy, czarno-bialty obraz;
B — brightness [jasnos¢]). Metoda OCT umozliwia ocen¢ struktur wewnetrznych gatki ocznej
w przekroju poprzecznym, w tym ocene¢ potencjalnego obrzeku plamki zottej. AF umozliwia
ocen¢ unaczynienia siatkoOwki obrazujac obszary awaskularne tudziez neowaskularyzacji
I stosowana jest do rdéznicowania patologii plamki zoéttej. Ultrasonografia jest natomiast
niezastgpiong metoda umozliwiajaca oceng¢ siatkbwki u pacjentdow z nieprzeziernymi
osrodkami optycznymi (na przyktad z powodu krwotoku do ciata szklistego w przebiegu

retinopatii cukrzycowej, ale tez w wyniku zaémy i innych chordb oczu) (93).

Leczenie retinopatii cukrzycowej taczy (i) dziatania farmakologiczne podejmowane w celu
modyfikacji czynnikow ryzyka (prawidtowa kontrola glikemii, ci$nienia t¢tniczego, lipidemii),
(i1) leki hamujace angiogenez¢ oraz (iii) zabiegi laserowe i (iv) chirurgiczne. Metoda leczenia
dobierana jest do stopnia zaawansowania retinopatii. Do podstawowych metod laseroterapii
nalezy fotokoagulacja laserowa, ktérej celem jest zniszczenie nieprawidlowych naczyn
krwiono$nych w siatkdwce, co zmniejsza ryzyko krwotokéw 1 uszkodzen siatkowki.
Najczesciej stosowang metoda chirurgiczng jest witrektomia, wybierana w zaawansowanych
lub powiktanych przypadkach retinopatii cukrzycowej, na przyktad, jesli doszto do krwotoku
do ciata szklistego, lub trakcyjnego odwarstwienia siatkowki. Zabieg polega na usunigciu
zmienionego patologicznie ciala szklistego, aby zmniejszy¢ ryzyko uszkodzenia siatkowki.
Lekiem hamujacym angiogeneze jest na przyktad przeciwcialo monoklonalne anty-VEGF,
podawane w iniekcji doszklistkowej. Wykazano jego skuteczno$¢ w leczeniu cukrzycowego
obrzeku plamki zottej oraz retinopatii w fazie proliferacyjnej (94, 95). Mimo poprawy
skuteczno$ci leczenia retinopatii cukrzycowej, nadal brakuje terapii wplywajacych na

hamowanie proceséw neurodegeneracyjnych zachodzacych w siatkdwcee, stanowiacych wazny
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element obserwowanych zmian patofizjologicznych. Role taka, wobec komodrek nerwowych

siatkdwki, petnig biatka neuroprotekcyjne.
1.7. Czynniki neuroprotekcyjne siatkowki

W przebiegu chorob neurodegeneracyjnych siatkéwki dochodzi do uszkodzenia, a nawet
$mierci komorek nerwowych, co prowadzi do nieodwracalnej utraty wzroku. Organizm moze
chroni¢ komoérki nerwowe przed uszkodzeniem wydzielajac czynniki neuroprotekcyjne,
ktorych rola jest istotna nie tylko w przebiegu chordb neurologicznych, ale réwniez siatkowki,
gdyz galka oczna stanowi wypustke osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) (96, 97, 98). Do
biatek o potwierdzonej roli ochronnej w chorobach neurodegeneracyjnych oka naleza miedzy
innymi: neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (ang. Brain-Derived Neurotrophic
Factor; BDNF), czynnik wzrostu nerwoéw (ang. Nerve Growth Factor; NGF), rzeskowy
czynnik neurotroficzny (ang. Ciliary Neurotrophic Factor; CNTF), czynnik wywodzacy sie
Z nabtonka barwnikowego siatkowki (ang. Pigment Epithelium-Derived Factor; PEDF),
glejopochodny czynnik neurotroficzny (ang. Glial Cell Line-derived Neurotrophic Factor;
GDNF), VEGF oraz bialko Norrin (99). Czynniki neuroprotekcyjne sg przedmiotem
zainteresowania badaczy, ze wzgledu na ich potencjalne zastosowanie w terapii chorob
neurodegeneracyjnych. Obiecujgce wyniki prac na modelach zwierzecych nie znalazlty jak
dotad zastosowania w terapiach ludzkich. Trwaja jedynie nieliczne badania kliniczne,
w ktorych stosuje sie czynniki neuroprotekcyjne w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych oka.
Badania te dotyczg przede wszystkim oceny profilu bezpieczenstwa i skutecznosci podawania
kropli zawierajacych ludzki rekombinowany NGF oraz stosowania implantow wydzielajacych
GDNF u pacjentéw z jaskra, zwyrodnieniem barwnikowym siatkoéwki, chorobami plamki zottej
i niedokrwienng neuropatig nerwu wzrokowego (99). W pracy doktorskiej skupitam si¢ na
dwoch neuroprotekcyjnych biatkach, BDNF oraz NGF, o stosunkowo dobrze poznanych

mechanizmach dziatania.
1.7.1. BDNF

BDNF to biatko neurotroficzne, ktorego podstawowe funkcje w uktadzie nerwowym obejmuja
regulacje rozwoju neurondw, neuroprotekcje i modulacje synaptogenezy. BDNF, wraz z NGF
oraz neurotrofing 3 i 4, poprzez podobienstwo w budowie czasteczki tworzg rodzing neurotrofin
(100). Synteza BDNF rozpoczyna si¢ w jadrze komorkowym, gdzie gen BDNF jest
transkrybowany na mRNA. Prekursor mRNA BDNF jest nastepnie transportowany z jadra do
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cytoplazmy, a translacja zachodzi kolejno do pre-pro-BDNF w siateczce $rodplazmatycznej
i do pro-BDNF i BDNF w aparacie Golgiego. Dojrzata forma BDNF jest transportowana z ciata
komorki do szczeliny synaptycznej wzdluz aksonéw za pomocg kinezyny i dyneiny, gdzie
moze oddzialywa¢ z receptorami na powierzchni innych neuronéw. Biatko uwalniane jest
Zz komorki przez blone komodrkowa i nastepnie wigze si¢ z receptorami na powierzchni
neurondow, w tym kinaza receptora tropomiozynowego B (ang. Tropomyosin Receptor Kinase
B; TrkB) oraz receptorem neurotrofiny pan75 (ang. pan75 Neurotrophin Receptor; p75NTR),
przy czym TrkB ma wigksze powinowactwo do BDNF, a p75N™® do pro-BDNF. Po zwigzaniu
Z receptorami, BDNF aktywuje szereg wewnatrzkomdrkowych szlakow sygnatowych, ktore
wplywaja na funkcjonowanie neurondéw i plastycznos$¢ synaptyczng (szlaki kinaz PI3K/Akt,
MAPK/ERK, PLC/CREB) (101, 102). Wptyw aktywacji receptoréw TrkB i p75N™R na neurony
przedstawia Rycina 1.
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Rycina 1. Mechanizm dzialania czynnikow neuroprotekcyjnych (BDNF, NGF) na neurony.

BDNF wydzielany jest przede wszystkim przez komoérki nalezace do uktadu nerwowego (103),
a takze watrobe, miesnie szkieletowe czy tkanke tluszczowa. BDNF znajdujacy sie¢ w gatce
ocznej pochodzi z dwoch zrodet: (i) jest transportowany przez nerw wzrokowy z OUN (104,
105) oraz (ii) jest produkowany przez komorki siatkowki: RGC, komoérki amakrynowe,
komorki glejowe siatkowki (komorki Miillera, astrocyty) i fotoreceptory (106, 107). W gatce
ocznej BDNF odgrywa istotng rol¢ w rozwoju siatkowki poprzez wpltyw na rozwoj dendrytéw
RGC (108). W dojrzatej siatkbwce BDNF wywiera dziatanie neuroprotekcyjne wobec RGC,

istotnie ograniczajgc ich uszkodzenie w obliczu niedotlenienia czy neurohipoglikemii (109),
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jak rowniez w przebiegu nadci$nienia ocznego i jaskry (104, 110). Poza uktadem nerwowym,
BDNF wydzielany jest rowniez do surowicy. Badania przeprowadzone u pacjentow
z chorobami neuropsychiatrycznymi wykazaty, ze zwigkszona aktywno$¢ fizyczna poprawiata
funkcjonowanie poznawcze — wysuwane sg wigc hipotezy, ze BDNF produkowany obwodowo
moze przekracza¢ barier¢ krew-mozg i wptywaé na czynnos¢ OUN. BDNF w surowicy
pochodzi z kilku zZrodet: (i) narzadoéw takich jak watroba, tkanka tluszczowa i migsénie
szkieletowe, (ii) komorek szpiku kostnego i krwi, takich jak megakariocyty, ptytki, limfocyty
I monocyty, (iii) komorek srodbtonka naczyn oraz (iv) neurondow (102). Tkanki i narzady

wydzielajace BDNF schematycznie przedstawia Rycina 2.

Wydzielanie BDNF do surowicy Wydzielanie BDNF do gatki ocznej

=

watroba

komorki
srédblonka

tkanka tluszczowa \ O

komorki krwi

(limfocyty, O

monocyty, plytki)

(o000 O
megakariocyty
\ naczynie
krwionosne

miesnie szkieletowe

Rycina 2. Zrédla BDNF wydzielanego do surowicy i gatki ocznej.
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W zwigzku z dzialaniem neuroprotekcyjnym, podjeto liczne proby zastosowania BDNF
w terapii w zwierzecych modelach jaskry. Podanie rekombinowanego biatka do ciata szklistego
moze jednak mie¢ ograniczony efekt terapeutyczny wynikajacy z kompensacyjnego
zmnigjszenia ilosci receptorow TrkB dla BDNF w btonach komoérkowych (efekt ten zostat
wykazany w neuronach hipokampa i komorkach ziarnistych mézdzku) (111, 112, 113). Aby
przeciwdziata¢ takiemu dziataniu, zaproponowano terapi¢ genowa zwigkszajaca jednoczesnie
ekspresje genu zaréwno BDNF, jak i TrkB. W ten sposéb w zwierzgcym modelu uszkodzenia

nerwu wzrokowego osiggni¢to dlugoterminowe przezycie RGC (114).

Efekt neuroprotekcyjny w modelach zwierzgecych byl rowniez wywotywany poprzez
selektywna aktywacje receptora TrkB specyficznymi immunoglobulinami. Wykazano, ze
podanie mysich przeciwcial monoklonalnych, ktore dziataja jako egzogenni selektywni
agonisci TrkB, promuje procesy antyapoptotyczne RGC w zwierzecych modelach uszkodzenia
i neurodegeneracji siatkowki (115). Kolejnym biatkiem odgrywajacym role w szlaku
sygnatowym BDNF-TrkB jest biatkowa fosfataza tyrozynowa 2 zawierajaca region homologii
Src 2 (Shp2). Defosforylacja TrkB za posrednictwem Shp2 hamuje szlak sygnatowy, a tym
samym prowadzi do zmniejszenia przezywalnosci RGC. Dlatego tez, modulacja aktywnosci
Shp2 stanowi punkt uchwytu dla potencjalnych, nowych terapii jaskry i pozostatych chordob

neurodegeneracyjnych u pacjentow (116).

Kolejnym elementem wplywajacym na aktywno$¢ neuroprotekcyjng szlaku BDNF/TrkB jest
aktywnos$¢ receptora purynergicznego P2X7 (P2X7R), gdyz hamowanie aktywnosci P2X7R
prowadzi do aktywacji TrkB (117). P2X7R jest receptorem jonotropowym obecnym na
licznych komorkach OUN i siatkowki, aktywowanym przez zewnatrzkomérkowy adenozyno-
5’-trifosforan, ktory promuje synteze mediatorow prozapalnych. Stan zapalny w obrgbie tkanki
nerwowej prowadzi do neurodegeneracji (118, 119). Zablokowanie P2X7R ostabia odpowiedz
zapalng i prowadzi do neuroprotekcji (118, 120, 121, 122). Wykazano, ze przewlekle
stosowanie kropli do oczu zawierajacych antagonist¢ P2XR7 u myszy z jaskra zmniejszato
aktywacje mikrogleju i zapobiegato utracie RGC (121). Ekspresja BDNF moze by¢ roéwniez
modulowana przez receptory purynergiczne nalezagce do rodziny Pl receptorow
metabotropowych aktywowanych przez zewnatrzkomodrkowa adenozyne. Dlatego tez,
zablokowanie receptoréw P1A1 i P2A2A moze stanowi¢ przyszta metode leczenia chordb

neurodegeneracyjnych OUN (119, 123).
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Wyniki licznych badan przedklinicznych, badajacych potencjat terapeutyczny BDNF,
przyczynily si¢ do rozpoczgcia badan klinicznych, dotychczas jednak tylko w chorobach

neurologicznych (u pacjentéw z chorobg Alzheimera i tagodnymi zaburzeniami poznawczymi)
(124).

1.7.2. NGF

NGF jest czynnikiem neuroprotekcyjnym z rodziny neurotrofin, ktéry reguluje neurogeneze
I apoptozg, promuje plastycznos$¢ neuronéw oraz moduluje odpowiedZ neuronéw na ciepto
ibol. W organizmie jest wydzielany przez komorki wielu uktadow: nerwowego,
odpornosciowego, skory, a nawet przez komorki miesni gtadkich, skad moze trafia¢ rowniez
do krwi krazacej (125). NGF znajdujacy si¢ w siatkdwce, podobnie jak BDNF, nie jest
wytwarzany jedynie in situ, ale pochodzi takze z mozgu, skad jest transportowany poprzez

wsteczny transport aksonalny przez widkna nerwu wzrokowego do siatkowki.

W siatkéwce znajdujg sie dwa typy receptorow dla NGF: w btonie RGC obecna jest
przezblonowa kinaza receptora tropomiozynowego A (ang. Tropomyosin Receptor Kinase A;
TrkA), podczas gdy komorki glejowe posiadaja receptor p75N™R (126). Brak funkcji troficznej
NGF prowadzi do zmniejszenia przezywalnoSci komorek siatkowki (127). Podobnie jak
BDNF, biatko NGF przechodzi szereg modyfikacji w trakcie dojrzewania. Ostatnig formg
przejsciowq biatka jest proNGF, ktora nastgpnie przeksztatcana jest w forme dojrzala NGF.
Receptory TrkA i p75N™ maja dzialanie przeciwstawne: NGF wywiera dzialanie
neuroprotekcyjne poprzez aktywacje TrkA (poprzez aktywacje szlakow kinaz PI3K/Akt,
MAPK/ERK, PLC/CREB), lecz proNGF (prekursor NGF) aktywuje receptor p75NTR
promujacy apoptoze (poprzez aktywacje szlaku kinazy JNK). Ostatecznym wynikiem tych
dwoch procesow jest degeneracja RGC (128). Wplyw aktywacji receptorow TrkA i p75N™R na
neurony przedstawia Rycina 1. W celu wykorzystania potencjatu neuroprotekcyjnego NGF
w terapii, w zwierzecych modelach jaskry wykorzystano leki selektywnie aktywujace TrkA
oraz selektywnie hamujace p75N™R osiagajac dobry efekt leczniczy (129, 130). Selektywna
aktywacje TrkA osiagnigto rowniez przez miejscowe podawanie rekombinowanego ludzkiego
czynnika wzrostu nerwoéw (ang. recombinant human Nerve Growth Factor; rh-NGF)

wykazujacego efekt neuroprotekcyjny w zwierzecych modelach neuropatii nerwu wzrokowego
(131).
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W ostatnich latach rozpoczeto liczne badania kliniczne koncentrujgce si¢ na wykorzystaniu
neuroprotekcyjnego dziatania NGF, zarowno w neurologii, jak i w okulistyce. Badania
kliniczne z zastosowaniem NGF w chorobach oczu dotycza terapii: zespotu suchego oka,
zespotu Sjogrena, keratopatii, uszkodzen nerwu wzrokowego, zwyrodnienia barwnikowego
siatkdwki, zapalenia rogdwki, jaskry, teleangiektazji plamkowej typu 2. Pacjentom podawany
jest rh-NGF w formie kropli do worka spojowkowego lub iniekcji domigéniowych. Badania
kliniczne w wigkszos$ci wykazuja bezpieczenstwo stosowanej terapii, lecz nie wskazuja na
poprawe objawow klinicznych, ostrosci wzroku czy pola widzenia (132, 133, 134, 135, 136,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144).

1.8. Modele zwierzece badanych choréob

Wiele chordb oczu, w tym choroby neurodegeneracyjne siatkowki, to choroby nieuleczalne,
ktore nieuchronnie prowadza do $lepoty (4). Badania przedkliniczne z uzyciem zwierzat
doswiadczalnych stwarzajg mozliwo$¢ oceny patomechanizméw lezacych u podioza chordb
0Czu oraz rozw0j nowych strategii leczniczych. Zwierzeta sa czgsto wykorzystywane jako
modele chorob, poniewaz ich uktady wzrokowe cechuja si¢ podobng anatomia i fizjologig do
uktadu ludzkiego. Wszystkie ssaki sg podobne w zakresie budowy siatkowki, cech
biologicznych komorek, wewnatrzkomérkowych —szlakow sygnalowych 1 sposobu
przetwarzania sygnatlu w siatkéwce. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami dotycza
zwykle roznic we wzglednych objetosciach poszczegoélnych struktur oka, whasciwosciach
optycznych, poziomie wyspecjalizowania ciata szklistego, wzorcach rozmieszczenia
fotoreceptorow oraz budowie plamki. Aby prawidlowo wykorzysta¢ modele zwierzece do
badan translacyjnych nalezy wiasciwe zrozumie¢ fizjologi¢ danego gatunku oraz wzigé pod
uwage ograniczenia danego modelu. Druga mozliwosciag w badaniach przedklinicznych jest
wykorzystywanie linii komorkowych badz hodowli narzadow, lecz wszystkie modele ex vivo
pozbawione s3 ztozono$ci zywego organizmu 1 interakcji pozostatych uktadow organizmu
z uktadem wzrokowym (145). Choroby oka moga by¢ modelowane zaréwno u zwierzat duzych
(malpy, krowy, psy i koty), jak i matych (kroliki, szczury, myszy i danio prggowane).
Wykorzystanie wigkszych zwierzat umozliwia lepszy dostep do oka ze wzgledu na jego
rozmiar. Doswiadczenia wykonywane z uzyciem gryzoni cechuja si¢ natomiast tatwoscia
wykonywania, a ich stosunkowo szybki rozrod umozliwia hodowle szczepéw wsobnych
cechujacych si¢ podatnos$cia na wystapienie niektorych chorob (146, 147). Wérod zwierzgcych

modeli chordb wyrézni¢ mozna migdzy innymi: modele indukowane, spontaniczne oraz
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genetycznie modyfikowane (148). Choroby moga by¢ indukowane poprzez interwencje
chirurgiczne badz farmakologiczne, modele spontaniczne sg tworzone przy uzyciu selektywnej

hodowli, natomiast modele genetycznie modyfikowane — przez edycje¢ genow.
1.8.1. Zwierzece modele jaskry

W modelach jaskry indukowanej, choroba moze by¢ wywotana przez sztuczne podwyzszenie
ci$nienia $rodgatkowego, na przyklad poprzez podanie lateksowych mikrokulek lub kwasu
hialuronowego do komory przedniej oka, hipertonicznego roztworu chlorku sodu do zyt
nadtwardowkowych czy tez fotokoagulacj¢ zyt nadtwardowkowych lub rgbka (149, 150).
Druga metoda wywolania jaskry jest bezposrednie uszkodzenie aksonow komorek RGC
poprzez przecigcie lub zmiazdzenie nerwu wzrokowego (151). Spontaniczna postaé jaskry
rozwija si¢ natomiast u myszy szczepu DBA/2, zwierzat z mutacja genu miocyliny oraz
z dysgenezja przedniego segmentu galki ocznej (posiadajacych mutacje w obrebie genow
czynnikow transkrypcyjnych, biatek miedzykomérkowych szlakéw sygnatowych, czy tez
biatek kolagenowych) (152, 153).

W pracy doktorskiej, jako model jaskry wybratam spontanicznie rozwijajace jaskr¢ myszy
szczepu DBA/2. Jest to jeden z najcze$ciej wykorzystywanych modeli tej choroby, co
umozliwia powtarzalno$¢ i1 poréwnywalnos¢ wynikdw pomigdzy badaniami. Myszy te
posiadaja mutacje w obrebie genow Tyrplb (gen kodujacy biatko melanosomalne o funkcjach
strukturalnych i enzymatycznych) oraz Gpnmb (gen kodujacy transbtonowsg glikoproteing),
ktore prowadza do rozwoju przewlektej jaskry barwnikowej zwigzanej z wiekiem, bedacej
podtypem POAG (110, 154, 155). Mutacje obecne u myszy szczepu DBA/2 prowadzg do
wadliwego rozwoju teczowki i rozproszenia barwnika, ktory zamyka droge odpltywu cieczy
wodnistej. Dodatkowo, u zwierzat dochodzi do wytworzenia zrostow w obrgbie przedniego
odcinka gatki ocznej. Zmiany te prowadza do stopniowego wzrostu ci$nienia srédgatkowego
i w konsekwencji — jaskry. U samic, wzrost IOP obserwowany jest juz od 6. miesiaca zycia,
a usamcow od 9., przy czym wartoéci IOP sg wyzsze u samic (156). Wiek rozwoju jaskry,
ktorej poza podwyzszonym IOP towarzysza cechy neurodegeneracji (utrata aksonow RGC
i glejoza nerwu wzrokowego — reakcja komorek glejowych polegajaca na wzmozonej
proliferacji i hipertrofii astrocytow i komorek mikrogleju w odpowiedzi na uraz badz chorobg
prowadzaca do degeneracji w obrebie tkanki nerwowej (157)) szacowany jest na 8-9 miesigc
zycia (155, 158, 159, 160). Ze wzgledu na genetyczng posta¢ choroby, szczep DBA/2 stanowi

najbardziej odpowiedni i szeroko wykorzystywany model do badan nad patogeneza i rozwojem
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jaskry z uwzglednieniem szlakow wewnatrzkomorkowych (155). Nalezy zaznaczy¢, ze jaskra

typu POAG jest najczesciej rozpoznawanym typem jaskry u ludzi (31).
1.8.2. Zwierzece modele nadci$nienia tetniczego

Wsrod modeli spontanicznych nadci$nienia tgtniczego wyrdzni¢é mozna SZCZep SZCZUrow
spontanicznie rozwijajgcych nadci$nienie tetnicze (ang. Spontaneously Hypertensive Rat; SHR)
(71, 161) oraz szczep podwdjnie transgenicznych szczuréw wykazujacych nadekspresje genow
reniny i angiotensyny (162). Modele indukowane nadcisnienia tetniczego obejmuja gryzonie
poddane nefrektomii (163) oraz zwierzgta z nadci$nieniem tg¢tniczym wywotanym przez
kilkutygodniowe podskorne infuzje angiotensyny I (164, 165). Zwierzece modele retinopatii
nadci$nieniowej opieraja si¢ w wigkszosci o modele nadci$nienia tgtniczego, w ktorych

zwierzeta rozwijajg retinopati¢ jako powiktanie choroby podstawowe;.

Jako model nadci$nienia tetniczego W pracy doktorskiej uzytam szczury szczepu SHR.
Stanowig one szeroko stosowany model w pracach do$wiadczalnych z powodu samoistnie
rozwijajacego si¢ w ciggu zycia nadcis$nienia tetniczego, przy czym wartosci ci$nienia
tetniczego sg istotnie podwyzszone juz okoto 10. tygodnia zycia (166, 167). Z czasem
nadci$nienie tetnicze prowadzi do rozwoju retinopatii nadci$nieniowej, ktéra objawia si¢
zmianami naczyniowymi na dnie oka oraz prowadzi do uszkodzenia komorek nerwowych
siatkowki (77, 168). Szczep SHR wywodzi si¢ ze szczepu Wistar-Kyoto (WKY), dlatego tez
nierozwijajgce nadcisnienia tetniczego szczury szczepu WKY sa standardowo wykorzystywane
jako grupy kontrolne w badaniach, w ktorych wykorzystywane sg szczury szczepu SHR (168).
Samoistne nadcis$nienie tetnicze rozwijane przez szczury Szczepu SHR odpowiada

pierwotnemu nadci$nieniu tetniczemu obserwowanemu nawet u 95% pacjentow (169).
1.8.3. Zwierzece modele cukrzycy

Cukrzyca typu 1 u zwierzat moze by¢ indukowana przez chirurgiczne usunigcie trzustki,
podanie lekow uszkadzajacych trzustke (alloksan, streptozotocyna [STZ]), natomiast cukrzyca
typu 2 — przez zastosowanie odpowiedniej diety (na przyktad bogatej w galaktoze).
W przebiegu cukrzycy moze dochodzi¢ do rozwoju retinopatii cukrzycowej jako powiktania.
Sama retinopatia cukrzycowa u naczelnych wywotana moze by¢ bezposrednio przez laserowe
uszkodzenie zyt siatkowki prowadzace do niedotlenienia tkanki, cO przypomina zmiany

obserwowane w przebiegu cukrzycy. Wsrod spontanicznych mysich modeli cukrzycy wyréznié
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mozna szczepy: Ins2Akita, Non-Obese Diabetic, Kimba i Akimba rozwijajace cukrzyce typu 1
oraz szczep Leprdb prezentujacy objawy cukrzycy typu 2. U szczurdéw, cukrzyce typu 1
spontanicznie rozwijaja osobniki ze szczepu Biobreeding Diabetes-prone, a cukrzyce typu 2 —
Zucker Diabetic Fatty, Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty, WBN/Kob, Spontaneously
Diabetic Torii, and Goto-Kakizaki (170, 171).

Do przeprowadzenia badan w pracy doktorskiej wybratam model cukrzycy indukowanej przez
podanie STZ u szczuréw szczepu Lewis. Jest to popularny model, w ktérym dochodzi do
rozwoju retinopatii cukrzycowej jako powiktania choroby podstawowej. Popularno$¢ modelu
umozliwia przeprowadzenie szerokiej i doktadnej dyskusji otrzymanych wynikow. Cukrzyca
indukowana jest u dorostych zwierzat poprzez dootrzewnowe podanie STZ (172, 173, 174).
W ciggu 72 godzin od iniekcji STZ dochodzi do zniszczenia wysp trzustkowych powodujacego
rozwo0j cukrzycy typu 1, a rownolegle z nig retinopatii cukrzycowej. W pracy doktorskiej
wybratam model cukrzycy typu 1, poniewaz w Polsce retinopatia u pacjentow Stosunkowo
czesciej pojawia sie jako powiktanie wiasnie tego typu cukrzycy (175). U szczurdéw szczepu
Lewis nie dochodzi do samoistnego rozwoju chordb oczu. Dzigki temu moga by¢ stosowane
jako grupa kontrolna dla szczurow z wyindukowang cukrzycg. Do przedklinicznych badan nad
retinopatig cukrzycowg czgsciej stosowane sg szczury niz myszy, gdyz u myszy z indukowang

cukrzycg powiktanie w postaci retinopatii wystepuje rzadziej (176).
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2. Zalozenia i cele pracy

2.1. Zalozenia pracy

W zwiagzku z rosngcym zainteresowaniem procesami neurodegeneracyjnymi w chorobach
oczu, coraz wigcej badan ukierunkowanych jest na poszukiwanie mechanizmow regulujacych
je. Badanie czynnikow neuroprotekcyjnych jako biatek o potwierdzonym dziataniu ochronnym
wobec neurondow siatkowki obejmuje analizg ich wydzielania podczas uszkodzenia siatkowki
oraz uzycia jako potencjalne biomarkery czy czynniki terapeutyczne. Dotychczasowe wyniKi
badan zaréwno przedklinicznych, jak i klinicznych, pozostaja niejednoznaczne. Nadal brakuje
doktadnych danych dotyczacych mechanizméw wydzielania biatek neuroprotekcyjnych
W chorobach neurodegeneracyjnych, co przektada si¢ na niepelne zrozumienie ich potencjatu
diagnostycznego i terapeutycznego. W pracy doktorskiej podjetam probe doktadniejszej oceny
roli biatek neuroprotekcyjnych (BDNF, NGF) w patogenezie wybranych chorob siatkowki —

jaskry, retinopatii nadci$nieniowej 1 cukrzycowe;.
2.2. Cele pracy

Gléwnym celem pracy doktorskiej byta ocena zmiany poziomu biatek neuroprotekcyjnych
BDNF i NGF oraz wyjasnienie ich potencjalnej roli w patogenezie chorob przebiegajacych
z neurodegeneracjg siatkowki (jaskra, retinopatia nadci$nieniowg i cukrzycows). Aby

zrealizowac cel glowny, wyznaczono cele szczegdtowe:

a) potwierdzenie rozwoju choroby w modelach zwierzecych wykorzystanych w pracy

doktorskiej i identyfikacja fazy rozwoju choroby;

b) ocena ci$nienia $rodgatkowego i naczyn siatkowki w przebiegu choroby na podstawie

badan przyzyciowych;
) ocena zmian histopatologicznych siatkowki;

d) ocena immunoenzymatyczna poziomu BDNF i NGF w gatkach ocznych oraz

surowicy zwierzat;

e) ocena korelacji poziomu BDNF i NGF z wynikami badan przyzyciowych oraz analiza
histopatologiczng gatek ocznych w celu oceny wspotwystepowania zmian w przebiegu

choroby.
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3.  Materialy i metody

Niniejsza praca doktorska obejmuje badania przedkliniczne przeprowadzone z wykorzystaniem
zwierzecych modeli chorob oczu. Przeprowadzone zostaly zarowno badania przyzyciowe, jak
i analiza histopatologiczna oraz immunoenzymatyczna tkanek (krwi i galek ocznych)
pobranych od zwierzat po usmierceniu przez dyslokacj¢ kregéw szyjnych. Na podstawie
zebranych danych literaturowych, wybrano najodpowiedniejsze modele zwierzece, metody
pomiaru ci$nienia srodgatkowego, obrazowania dna oka, a takze opracowano protokot analizy

histopatologicznej gatek ocznych wyizolowanych od zwierzat.

3.1. Zwierzeta i badania przyzyciowe

3.1.1. Modele zwierzece

W pracy doktorskiej, do badan wykorzystano modele zwierzece trzech chordb: jaskry,
nadci$nienia tetniczego 1 cukrzycy. Jako model jaskry wybrane zostaty myszy szczepu DBA/2,
rozwijajace spontanicznie jaskre wraz z wiekiem, dla ktorych grupe kontrolng stanowity myszy
szczepu C57Bl/6. Model nadcisnienia tetniczego stanowily szczury szczepu SHR samoistnie
rozwijajace nadci$nienie tetnicze wraz z wiekiem, a grupg¢ kontrolng odpowiednio szczury
szczepu WKY. Jako model cukrzycy wykorzystane zostaty natomiast szczury szczepu Lewis
Z cukrzyca indukowang przez dootrzewnowe podanie streptozotocyny, a grupe kontrolng
stanowity szczury szczepu Lewis, ktérym nie podano STZ. Badanie zostato przeprowadzone
na podstawie uchwaty WAW2/122/2020 wydanej przez II Lokalng Komisj¢ Etyczna

W Warszawie (w zalaczeniu).
3.1.2. WarunKki utrzymania zwierzat

Zwierzeta przebywaly w pomieszczeniu z wentylacja mechaniczng (wymiany powietrza 8-10
razy na godzing), regulowang doba $§wietlng (cykl 12 h $wiatlo — 12 h ciemnos$¢), temperaturg
(20-24°C) i wilgotnoécia powietrza (55% =+ 10% wilgotnoéci wzglednej). Zwierzeta
utrzymywane byly w standardowych klatkach plastikowych ze wzbogaceniami w formie
plastikowych domkoéw i tekturowych rurek, po 2 w klatce w przypadku szczurow i po 5-6
w klatce w przypadku myszy. Karma i woda byta dostepna ad libitum. Przed rozpoczeciem

badan zwierzgta przechodzity 2-tygodniowy okres aklimatyzacji.
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3.1.3. Model jaskry i schemat przeprowadzenia badan

Jako model jaskry wybrano samice myszy szczepu DBA/2 u ktérych choroba rozwija sig¢
samoistnie, co umozliwia analiz¢ patomechanizméw lezacych u podioza jej rozwoju. Do
doswiadczenia wlaczono milode myszy, ktore poddano obserwacji. Rozwdj choroby
Z neuropatig nastgpuje okoto 8-9 miesigca zycia, dlatego tez zwierzgta usmiercano przez
dyslokacje kregdw szyjnych w dwoch punktach czasowych, przed i po rozwinigciu choroby:
grupa zwierzat z jaskra (grupa doswiadczalna) — DBA/2_10m_JAS i grupa zwierzat przed
wystgpieniem objawow (grupa kontrolna) — DBA/2_11t. Jako dodatkowe grupy kontrolne do
doswiadczenia wykorzystano zwierzeta bez predyspozycji genetycznej do rozwinigcia jaskry,
usmiercone przez dyslokacje kregdw szyjnych w odpowiadajacym wieku: grupa zwierzat
mtodszych, nierozwijajacych jaskry — C57Bl/6 11t 1 grupa zwierzat starszych,
nierozwijajacych jaskry — C57BI/6_10m (Tabela 1).
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Tabela 1. Podziat na grupy myszy szczepow DBA/2 i C57Bl/6 w doswiadczeniu dotyczqgcym patomechanizmow

jaskry.
Gatunek Typ Wiek ) Liczeb-
Nazwa grupy _ Opis grupy
I szczep grupy uSmiercenia nos¢ (n)
11-tygodniowe
Mysz myszy ze szczepu
C57BI/6_11t Vo Kontrolna 11 tygodni y Y o P n=10
C57BI/6 nierozwijajacego
jaskry
10-miesigczne
Mysz 10 miesigc myszy ze szczepu
C57BI/6_10m ey Kontrolna @-y i P n=12
C57BI/6 (44 tygodnie)  nierozwijajacego
jaskry
11-tygodniowe
myszy ze szczepu
Mysz rozwijajacego
DBA/2_11t ysey Kontrolna 11 tygodni Jaces n=10
DBA/2 jaskre, przed
wystapieniem
objaw6w choroby
Myszy  Doswiad- 10 miesiecy 10-miesigczne
DBA/2_10m_JAS n=10

DBA/2 czalna (44 tygodnie) myszy z jaskrg

Myszy z grup C57BI/6_11t i DBA/2_11t byly wazone i jednokrotnie poddane badaniu IOP,
a nastgpnie u$miercone przez dyslokacje kregdw szyjnych. Myszy z grup C57B1/6 10m
i DBA/2 10m_JAS byly wazone co tydzieh i badane okulistycznie co dwa tygodnie
w znieczuleniu wziewnym izofluranem, od 11. tygodnia do 10. miesigca zycia (Rycina 3). Po
wykonaniu ostatniego badania myszy zostaly usmiercone przez dyslokacje kregdw szyjnych.
Od us$mierconych zwierzat izolowano tkanki (krew i gatki oczne) do dalszych analiz. Krew

pobierano bezposrednio z lewej komory serca.
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Rycina 3. Schemat badan przyzyciowych u myszy szczepow DBA/2 i C57BI/6 w modelu jaskry.

Rozpoznanie jaskry u myszy stawiano na podstawie istotnego statystycznie wzrostu 10P oraz
zmian $wiadczacych o procesach degeneracyjnych w analizie histopatologicznej (mniejsza

liczba komorek zwojowych siatkowki) (49, 177).

3.1.4. Model nadcis$nienia tetniczego i schemat przeprowadzenia badan

Jako model nadci$nienia tetniczego wybrano samce szczuréw szczepu SHR, ktore
spontanicznie rozwijaja chorobe. W zwigzku z tym, wyznaczono dwa punkty czasowe,
w ktorych u$miercano zwierzeta przez dyslokacje kregow szyjnych: grupa szczurdéw
Z nadci$nieniem tetniczym (grupa doswiadczalna) — SHR 12t NAD 1 grupa zwierzat ze
szczepu podatnego na rozw0j nadcisnienia tetniczego, przed pojawieniem si¢ choroby (grupa
kontrolna) — SHR 6t. Dodatkowe grupy kontrolne stanowily nierozwijajgce nadcisnienia
tetniczego szczury ze szczepu WKY, usmiercone przez dyslokacje kregéw szyjnych

w odpowiadajacym wieku (grupy WKY 6t i WKY 12t) (Tabela 2).
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Tabela 2. Podzial na grupy szczuréw szczepow SHR i WKY w doswiadczeniu dotyczgcym patomechanizmow

retinopatii nadcisnienioweyj.

Gatunek Typ Wiek ) Liczeb-
Nazwa grupy Opis grupy
I szczep grupy uSmiercenia nos¢ (n)
6-tygodniowe szczury
ze szczepu
WKY_6t Szczury Kontrol 6 tygodni i ijaj 9
ontrolna odni nierozwijajacego n=
_ WKY Y9 jajaceg
nadci$nienia
tetniczego
12-tygodniowe
szczury ze szczepu
Szczury )
WKY_12t WKY Kontrolna 12 tygodni nierozwijajacego n=10
nadci$nienia
tetniczego
6-tygodniowe szczury
ze szczepu
Szczury ) rozwijajacego
SHR_6t Kontrolna 6 tygodni n=10
SHR nadci$nienie tetnicze,
przed wystapieniem
objaw6w choroby
12-tygodniowe
Szczury  Doswiad- ] szczury z
SHR_12t NAD 12 tygodni n=12
SHR czalna nadci$nieniem

tetniczym

Zwierzeta z grup WKY 6t 1 SHR 6t zostaly jednokrotnie poddane pomiarowi masy ciata,
pomiarowi ci$nienia tetniczego 1 badaniom okulistycznym w znieczuleniu wziewnym
izofluranem (pomiar IOP i obrazowanie dna oka), a nastgpnie usmiercone przez dyslokacje
kregow szyjnych. U szczurow z grup WKY 12t1 SHR 12t NAD raz w tygodniu dokonywano
pomiaru masy ciata, a co dwa tygodnie wykonywano badania okulistyczne w znieczuleniu
wziewnym izofluranem (pomiar IOP i obrazowanie dna oka) oraz pomiar ci$nienia tetniczego.
Pozostajace w znieczuleniu szczury zostaly usmiercone poprzez dyslokacje kregéw szyjnych.

Krew z lewej komory serca oraz gatki oczne zostaly pobrane do dalszych analiz (Rycina 4).
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Rycina 4. Schemat badan przyzyciowych u szczuréw szczepow SHR | WKY w modelu nadcisnienia tetniczego.

Nadci$nienie tetnicze u szczuré6w bylo rozpoznane na podstawie wysokich wartosci
skurczowego cisnienia tetniczego (> 150 mmHg) (178). Retinopati¢ nadci$nieniowg mozna
rozpozna¢ na podstawie charakterystycznych zmian naczyniowych widocznych na dnie oka

(zmiana warto$ci wspolczynnika a/v).

3.1.5. Model cukrzycy i schemat przeprowadzenia badan

Jako model cukrzycy wykorzystano szczury szczepu Lewis z cukrzyca typu 1 wyindukowang
przez dootrzewnowe podanie STZ. Do do§wiadczenia wigczono mtode doroste samce szczurdéw
szczepu Lewis podzielone na dwie grupy: zdrowe szczury, ktorym nie podano STZ (grupa
kontrolna, Lewis KON) oraz szczury, ktorym podano STZ powodujacg rozwoj cukrzycy. STZ,
roztworzong w buforze cytrynianowym, podano w formie dootrzewnowej iniekcji w dawce 60
mg/kg masy ciata (172, 173, 174). Po 72 godzinach zmierzono glikemi¢ w celu potwierdzenia
rozwoju cukrzycy — szczury z poziomem glukozy we krwi przekraczajagcym 300 mg/dl (16,7
mmol/l) zostaty wlaczone do grupy doswiadczalnej (179, 180, 181). Szczury te obserwowano
przez 4 tygodnie i nastgpnie u$miercono przez dyslokacje kregow szyjnych (grupa
doswiadczalna — Lewis_CUK; Tabela 3).
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Tabela 3. Podzial na grupy szczurow szczepu Lewis w doswiadczeniu dotyczqcym patomechanizmow retinopatii

cukrzycowe;j.

Gatunek Typ
Nazwa grupy

I szczep grupy
) Szczury
Lewis_ KON ) Kontrolna
Lewis

) Szczury  Doswiad-
Lewis_ CUK ]
Lewis czalna

Wiek )
_ ) Opis grupy
usmiercenia
12-tygodniowe
) szczury bez
12 tygodni
cukrzycy (bez
podania STZ)
12 tygodni + ]
) 16-tygodniowe
4 tygodnie
] szczury z cukrzyca
trwania _
(po podaniu STZ)
cukrzycy

Liczeb-

nos¢ (n)

n=10

n=10

Szczury z grupy kontrolnej (Lewis KON) jednorazowo poddane zostaty badaniu masy ciata

i badaniom okulistycznym w znieczuleniu wziewnym izofluranem (pomiar 10P, obrazowanie

dna oka), a nastepnie, pozostajac w znieczuleniu, zostaly usmiercone poprzez dyslokacje

kregow szyjnych. U zwierzat z grupy doswiadczalnej (Lewis CUK) w ciggu 4 tygodni

obserwacji, raz w tygodniu dokonywano pomiaru masy ciata oraz glikemii. Badania

okulistyczne wykonywano w odstgpach dwutygodniowych w znieczuleniu wziewnym

izofluranem. Po zakonczeniu ostatniego badania, znieczulone zwierzg¢ta usmiercono poprzez

dyslokacje kregdw szyjnych, a nastepnie pobrano gatki oczne oraz krew z lewej komory serca

do dalszych analiz (Rycina 5).
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Rycina 5. Schemat badan przyzyciowych u szczuréw szczepu Lewis w modelu cukrzycy.

Cukrzyce u szczurOw rozpoznanO na podstawie wysokich wartosci glikemii (>300 mg/dl),
a retinopatie cukrzycowg na podstawie zmian naczyniowych widocznych na dnie oka (zmiana

warto$ci wspdlczynnika a/v).

3.1.6. Badania przyzyciowe

Zwierzeta poddawane byty regularnym badaniom przyzyciowym, na ktore sktadaty si¢ pomiar
masy ciata oraz badania okulistyczne wykonane u zwierzat w znieczuleniu wziewnym
izofluranem (pomiar IOP, obrazowanie dna oka). Dodatkowo przeprowadzane byly badania
niezbedne do monitorowania rozwoju choréb uktadowych: badanie cisnienia te¢tniczego

u szczurdéw szczepow SHR i WKY oraz badanie glikemii u szczuroéw szczepu Lewis.

3.1.6.1. Pomiar masy ciala

U zwierzat dokonywano pomiaru masy ciata co tydzien, przy uzyciu wagi laboratoryjne;j,
W celu monitorowania ich wzrostu i dobrostanu, a takze w celu obliczenia dawek leku

znieczulajacego.

3.1.6.2. Badania okulistyczne w znieczuleniu wziewnym izofluranem - metoda

znieczulenia, obrazowania dna oka i pomiaru cisnienia srodgalkowego

Badania okulistyczne przeprowadzano co dwa tygodnie u zwierzat znieczulonych wziewnie

izofluranem, gdyz zdjecia dna oka odpowiedniej jakosci i ostrosci byly mozliwe do uzyskania
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jedynie u gryzoni pozostajacych w bezruchu. Zwierzgta znieczulano przy pomocy izofluranu
dostarczanego przez system anestezjologiczny o niskim przeptywie (SomnoSuite®). Do
wprowadzenia znieczulenia stosowano 4% roztwor izofluranu w powietrzu atmosferycznym,
a do podtrzymania znieczulenia roztwor 2%. Przeplyw §rodka znieczulajacego obliczany byt

przy pomocy wzoru: przeptyw (ml/min) = 0,65 x masa ciala (g).

W celu rozszerzenia zrenic, do kazdego oka szczura zakraplano po jednej kropli 0,5% roztworu
tropikamidu (Tropicamidum WZF 0,5%, Polfa Warszawa). Nastgpnie za pomoca r¢cznej
kamery weterynaryjnej EpiCam V (Epipole) obrazujacej dno oka z odwzorowaniem kolorow
rejestrowano obraz fragmentu dna oka, w ktorym wyraznie widoczna bylta tarcza nerwu
wzrokowego oraz naczynia wychodzace z jej okolicy. Zarejestrowane obrazy cyfrowe
analizowano za pomocg oprogramowania ImageJ (wersja 1.53). W kazdym oku mierzono
srednice naczyn tetniczych 1 zylnych. Nastepnie obliczano wspotczynnik a/v dzielagc wartosé
pomiaru $rednicy tetnic przez $rednice zyl, co pozwolito unikngé biledow pomiarowych
wynikajacych z wpltywu odlegtosci ustawienia kamery od oka na obserwowang wielkos¢
obrazowanego naczynia. Wyniki przedstawiono na wykresach jako $rednie wartoSci

wspotczynnika a/v osobnikdéw w danej grupie zwierzat w kolejnych punktach czasowych.

U zwierzat pozostajagcych w znieczuleniu wziewnym, po obrazowaniu dna oka dokonywano
pomiaru IOP w obu gatkach ocznych. Do tego celu wykorzystywano rgczny tonometr
weterynaryjny TonoVet Plus (iCare), za pomocg ktorego pomiar IOP wykonywany byl metoda
tonometrii odbiciowej (Rycina 6). Metoda ta wykorzystywana byla przez szerokie grono
badaczy oceniajgcych wartosci IOP u gryzoni w okulistyce eksperymentalnej (49, 50, 51, 52,

53, 54). Wyniki pomiaréw IOP przestawiono jako $rednie warto$ci pomiarow.
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Rycina 6. Przykladowe zdjecie szczura w trakcie pomiaru cisnienia srodgatkowego metodq odbiciowq.
3.1.6.3. Pomiar ci$nienia tetniczego

Pomiar cis$nienia tetniczego (ang. Blood Pressure; BP) wykonywany byt co 2 tygodnie
U szczurdw z samoistnym nadci$nieniem tetniczym oraz z grup kontrolnych (szczury szczepow
SHR 1 WKY). W celu ograniczenia wptywu stresu na warto§¢ BP, zwierzeta na 2 tygodnie
przed rozpoczgciem doswiadczenia poddano procedurze przyuczenia do badania, polegajace;]
na wykonaniu wszystkich czynnos$ci, jednak bez zapisu 1 analizy BP. Pomiar ci$nienia krwi
wykonywany byl metoda nieinwazyjna, za pomocg mankietu zakladanego na ogon szczura,
pofaczonego z urzadzeniem analizujagcym sygnal CODA® High Throughput System (Kent
Scientific). W celu wykonania badania szczury unieruchamiano w plastikowych cylindrach
o wymiarach 21 x 7 cm (Kent Scientific) oraz umieszczano na platformie grzewczej na 10
minut, aby doszto do rozszerzenia naczyfh krwionosnych w ogonie. Nastgpnie dokonywano 15
pomiardéw, gdzie pierwsze 5 pomiaréw stanowito cykle aklimatyzacyjne (Rycina 7). Na
podstawie uzyskanych wynikow dla kazdego szczura wyliczone zostaly $rednie wartosci
skurczowego ci$nienia tetniczego (ang. Systolic Blood Pressure; SBP), rozkurczowego
cisnienia tetniczego (ang. Diastolic Blood Pressure; DBP) i $redniego cisnienia tetniczego
(ang. Mean Arterial Pressure; MAP). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci SBP, DBP

1 MAP osobnikéw w danej grupie zwierzat w czasie.
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Rycina 7. Przyktadowe zdjecie szczuréw w trakcie pomiaru cisnienia tetniczego na ogonie (Szczury szczepéow SHR
i WKY).

3.1.6.4. Pomiar glikemii

Pomiar glikemii wykonywany byt u szczuréw z cukrzyca (szczury ze szczepu Lewis).
Zwierzeta unieruchamiano w plastikowych cylindrach o wymiarach 21 x 7 cm (Kent Scientific)
oraz umieszczano na platformie grzewczej na 10 minut. Po rozszerzeniu naczyn krwionosnych
w ogonie, naktuwano igla zyte ogonowa w celu pozyskania kropli krwi, umieszczanej nastgpnie
na pasku glukometru dokonujacego odczytu glikemii (OneTouch® Select Plus Flex) (Rycina
8).
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Rycina 8. Przyktadowe zdjecie szczuréw w trakcie pomiaru glikemii z krwi Zylnej z Zyly ogonowej (SzCzury szczepu

Lewis).
3.2. Analiza tkanek wyizolowanych od zwierzat

Od wszystkich zwierzat bezposrednio po usmierceniu pobrane zostaly tkanki (krew i gatki
oczne). Krew pobierano z lewej komory serca i nast¢gpnie pozostawiano do wykrzepienia
(1 godzina, temperatura pokojowa). Po wykrzepieniu, krew wirowano (3000 obrotow na
minute, temperatura pokojowa, 15 minut) 1 zbierano surowicg, ktdrg nastepnie zamrazano.
Gatki oczne pobierano do analiz histopatologicznych  (lewa gatka oczna)
I immunoenzymatycznych (prawa gatka oczna). W tym celu lewg gatk¢ po pobraniu utrwalano
(kolejno w: 4% roztworze paraformaldehydu [PFA] przez 24 godziny, 10% roztworze
sacharozy przez 24 godziny, 20% roztworze sacharozy przez 24 godziny, 30% roztworze
sacharozy przez 24 godziny) 1 nast¢pnie zamrazano, a prawg zamrazano bezposrednio po

pobraniu. Zamrozone tkanki przechowywano w temperaturze -80°C do czasu analiz (Rycina 9).
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Utrwalenie do analizy histologicznej:
@ L —— 4% PFA24h — 10% sach. 24h — 20% sach. 24h
—> 30% sach. 24h —> mrozenie

Mrozenie, do analizy immunoenzymatycznej

Wykrzepienie —> wirowanie —> zebranie
surowicy —» mrozenie, do analizy molekularnej

Legenda: @ - zwierze po usmierceniu; @)L - lewa gatka oczna; (@) P - prawa gatka oczna; ‘ - krew.

Rycina 9. Schemat pobrania tkanek do analiz od usmierconych zwierzqt. PFA — paraformaldehyd; sach. —

sacharoza

3.2.1. Analiza histopatologiczna

Analiza histopatologiczna siatkéwki nie jest elementem standardowej diagnostyki u ludzi, lecz
jest szeroko stosowang metodg w badaniach przedklinicznych. Wyniki histopatologiczne;j
oceny siatkowki mogg by¢ odniesione do wynikow przyzyciowego badania OCT u ludzi,
roOwniez obrazujgcego poprzeczny przekrdj przez siatkdwke. Preparaty histopatologiczne
z gatek ocznych zostaly przygotowane na podstawie metodologii opracowanej W oparciu
o prace Chai i wsp., lgarashi i wsp., Zhang i wsp. oraz Dorfman i wsp. (182, 183, 184, 185).
Sposdb pomiaru grubosci siatkowki oraz poszczegdlnych warstw opisano na podstawie
metodologii przedstawionej przez Chai i wsp. oraz Barber i wsp. (182, 186). Metodg¢ zliczania
RGC w siatkéwce opracowano na podstawie przegladu prac Chai i wsp., Zhang i wsp., Steinle

i wsp. oraz Dorfman i wsp. (182, 184, 185, 187).

Analizie histopatologicznej poddawano mysie gatki w catosci, natomiast gatki oczne szczurze
przekrawano na pot w ptaszczyznie strzatkowej. Przecigcie wykonywano w celu zapewnienia
wystarczajacej penetracji odczynnikow chemicznych wykorzystywanych w kolejnych etapach
utrwalania i barwienia tkanki, co bylo potrzebne jedynie przy przygotowywaniu galek
szczurzych, ze wzgledu na ich 10-krotnie wigksza objetos¢ w porownaniu do gatek mysich. Po
rozmrozeniu, gatki oczne ptukano w wodzie celem wyptukania sacharozy i dalej procesowano
w roztworach alkoholu etylowego o wzrastajacych stgzeniach (70%; 80%; 96%; 99,8%),
acetonie 1 ksylenie. Nastepnie tkanki zatapiano w bloczkach parafinowych uktadajac gatke
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oczng na boku. Tkanke skrawano na skrawki grubosci 3,5 pm przy uzyciu mikrotomu (Microm
HM 340 E, Thermo Scientific), w ptaszczyznie strzatkowe;j tak, aby uwidoczni¢ przekrdj przez
rogoéwke, teczowke, ciato rzgskowe, siatkowke obwodowa oraz centralng. Skrawki barwiono
hematoksyling 1 eozyng wedlug standardowej metody 1 skanowano za pomoca
histopatologicznego skanera slajdow (NanoZoomer 2.0HT, Opta-Tech). Obrazy zapisywano w
formie pliku cyfrowego wysokiej rozdzielczosci. Siatkowke analizowano na przekrojach
przechodzacych przez zrenice galki ocznej, na trzech kolejnych skrawkach, przy pomocy
programu NDP.view 2 (wersja 2.9.29). Na uzyskanych obrazach analizie poddawano:

e grubos¢ siatkowki (ang. Retinal Thickness; RT) mierzong jako odlegto$¢ od btony
granicznej glejowej zewnetrznej do wewnetrznej w najszerszym miejscu [um],
e grubos¢ poszczegolnych warstw siatkowki — ONL, OPL, INL i IPL, w ich najszerszym

miejscu [um].

Wartos$ci grubosci poszczegolnych warstw przedstawiono jako stosunek grubosci danej

warstwy do wartosci RT:

ONL/RT (stosunek grubosci warstwy jadrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki),

OPL/RT (stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki),

INL/RT (stosunek grubos$ci warstwy jadrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki),

IPL/RT (stosunek grubos$ci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubos$ci siatkowki).

Liczbe komorek zwojowych u myszy (model jaskry) analizowano w cze$ci centralnej siatkowki
na dtugosci 500 um (centralne komorki zwojowe siatkowki; ang. central Retinal Ganglion
Cells; cRGC) oraz w czes$ci obwodowej, na dtugosci 250 pm po jednej stronie i 250 pm po
przeciwnej stronie przekroju (pomiar rozpoczynano w odleglosci 500 um od brzegu ciata
rzgskowego). Liczbe obwodowych komorek zwojowych sumowano, aby wyrazi¢ ilo$¢
komorek na 500 um siatkéwki obwodowej (obwodowe komodrki zwojowe siatkowki; ang.

peripheral Retinal Ganglion Cells; pRGC).

Podczas skrawania przecietych na pot szczurzych gatek ocznych na mikrotomie (modele
nadcis$nienia t¢tniczego i cukrzycy), siatkdwka ulegala drobnym rozerwaniom, co powodowato
trudnosci w jednoznacznym rozrdznieniu centralnych i obwodowych fragmentow siatkowki.

Na kazdym z analizowanych przekrojow, losowo wybierano pig¢ odcinkéw o dtugosci 100 pm
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wzdluz siatkéwki i liczono komoérki RGC. Liczbe komorek z kazdego fragmentu sumowano,

aby uzyska¢ taczng liczb¢ RGC dla kazdej gatki oczne;.
3.2.2. Analiza immunoenzymatyczna

Poziom czynnikéw neuroprotekcyjnych BDNF i NGF oznaczano w surowicy i 10%
homogenatach galek ocznych przy uzyciu testu immunoenzymatycznego (ang. Enzyme-Linked
Immunoassay; ELISA) zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu przez producenta.
Homogenaty przygotowano w zimnym roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanem
poprzez mechaniczne rozdrobnienie tkanki (50 Hz, 9 minut) za pomoca homogenizatora
kulkowego (TissueLyser LT, Qiagen). Probki poddano dwom cyklom zamrazania-rozmrazania
w celu rozerwania bton komérkowych, a nastepnie wirowano (20 000 obrotéw na minute, 4°C,
15 minut). Supernatant zebrano i zamrozono w -80°C. Do analizy poziomu BDNF uzyto testow:
Rat BDNF ELISA Kit (FineTest ® Wuhan Fine Biotech Co.), Mouse BDNF ELISA Kit
(FineTest ® Wuhan Fine Biotech Co.). Do analizy poziomu NGF uzyto testow: Rat NGF/NGFf3
ELISA Kit (FineTest ® Wuhan Fine Biotech Co.), Mouse NGF/NGFJ ELISA Kit (FineTest ®
Wuhan Fine Biotech Co.). W przypadku zbyt malej objetosci materiatu niewystarczajacej do
wykonania analiz (tkanki mysie), prébki pulowano (faczono) w obrebie grup (ilos¢
analizowanych probek w grupach: C57Bl/6 11t — 2 probki homogenatu galek ocznych,
0 probek surowicy; C57B1/6 _10m — 4 probki homogenatu gatek ocznych, 4 probki surowicy;
DBA/2_11t — 3 probki homogenatu gatek ocznych, 0 probek surowicy; DBA/2 10m JAS —
4 probki homogenatu gatek ocznych, 4 probki surowicy). Metoda pulowania prébek opisywana
byta rowniez przez innych badaczy (188). Ptytki analizowano za pomocg czytnika ptytek iMark
Microplate Reader (Bio-Rad), przy dlugosci fali 450 nm. Wyniki przestawiano jako $rednie
wartosSci gestosci optycznej probek (ang. Optical Density; OD).

3.3. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna przeprowadzona zostata przy uzyciu programu GraphPad Prism 9 (wersja
9.4.1) oraz arkusza kalkulacyjnego Microsoft® Excel (wersja 16.67). Analiz¢ normalnosci
rozktadu danych wykonano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Do poréwnania danych migdzy
dwiema grupami uzyto testow: t-Studenta dla danych o rozktadzie normalnym lub Manna-
Whitneya dla danych o rozktadzie nienormalnym. Dla poréwnania danych migedzy wieloma
grupami uzyto testow: ANOVA dla danych o rozktadzie normalnym lub Kruskala-Wallisa dla

danych o rozktadzie nienormalnym. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto a < 0,05, a w
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celu wykazania jej warto$ci przyjeto oznaczenia: *p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001. Aby
oceni¢ zwigzek migdzy zmiennymi ciggltymi, wykonano testy korelacji: test korelacji Pearsona
dla poréwnania danych o rozktadzie normalnym lub test korelacji Spearmana dla poréwnania
danych o rozktadzie nienormalnym. Na podstawie analizy warto$ci wspotczynnika korelacji
I, korelacje o wartosci bezwzglednej r = 0 — 0,3 interpretowano jako korelacje stabe; r = 0,3
— 0,5 korelacje umiarkowane; r = 0,5 — 0,7 korelacje silne; r = 0,7 —1 korelacje bardzo silne. Na
wykresach przedstawiajacych korelacje, dla korelacji o istotno$ci statystycznej p < 0,05

wykreslano lini¢ regresji.
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4. Wyniki

W niniejszym rozdziale zaprezentowano wyniki badan przyzyciowych, analizy
histopatologicznej siatkowki oraz analizy immunoenzymatycznej tkanek zwierzat (gatek
ocznych i surowicy). Dodatkowo, w tresci rozdzialu opisane zostaty wybrane korelacje, ktore
uznano za wartoSciowe i interesujagce w dyskusji naukowej. Wyniki wszystkich analiz
statystycznych (poréwnania migdzy grupami oraz korelacje) przedstawione zostaty w tabelach

stanowigcych zalgczniki do doktoratu (Tabele 4-16).

4.1. Model jaskry
4.1.1. Badania przyzyciowe

4.1.1.1. CiSnienie srodgalkowe

Wyniki ci$nienia $rodgatkowego mierzonego w odstgpach dwutygodniowych przedstawia
Rycina 10. U myszy szczepu DBA/2 w 10. miesigcu zycia zaobserwowano istotnie wyzsze
wartosci cisnienia srodgatkowego w porownaniu do myszy szczepu C57BI/6 w tym samym
wieku — 17 mmHg (rozstgp migdzykwartylowy [ang. Interquartile Range; IQR] 16 — 18,75
mmHg) vs. 15 mmHg (IQR 13 — 17 mmHg), p = 0,005. IOP u myszy z grupy doswiadczalne;j
byto réwniez istotnie wyzsze niz u myszy tego samego szczepu w 11. tygodniu zycia — 17
mmHg (IQR 16 — 18,75 mmHg) vs. 13 mmHg (IQR 12 — 14 mmHg), p < 0,001. Dodatkowo,
zaobserwowano roznic¢ miedzy 11-tygodniowymi myszami szczepow DBA/2 i C57Bl/6, gdzie
mtode myszy szczepu DBA/2 miaty nizsze ci$nienie $rodgatkowe, niz mtode C57Bl/6 — 13
mmHg (IQR 12 — 14 mmHg) vs. 15 mmHg (IQR 14 — 17 mmHg), p < 0,001. Pomimo tej
roéznicy u mtodszych osobnikow, wartosci cisnienia srodgatkowego u myszy z jaskra (myszy
szczepu DBA/2 w wieku 10 miesiecy) przewyzszyly wartosci IOP U zwierzat z grupy
kontrolnej (Rycina 11).
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Rycina 10. Srednie wartosci cisnienia Srédgatkowego (IOP) u myszy szczepéw DBAJ2 i C57BI/6 w przebiegu

doswiadczenia.
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Rycina 11. Wartosci cisnienia srédgatkowego (IOP) u myszy szczepéw DBAI2 1 C57BI/6 w dniu usmiercania.

Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego

kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <(,001
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4.1.2. Analiza histopatologiczna
4.1.2.1. Grubos¢ siatkowki

Przekroje przez siatkbwke myszy obrazujace roznice w jej grubosci przedstawia Rycina 12.
Myszy z jaskrag (DBA/2 10m_JAS) mialy istotnie cienszg siatkdbwke od myszy z grupy
kontrolnej DBA/2_11t (106 um [IQR 90,1 — 124 um] vs. 194,5 pm [IQR 180,25 — 242,25 um],
p < 0,001). Dodatkowo, siatkdwka 10-miesiecznych myszy z jaskrg (DBA/2_10m_JAS) byta
istotnie ciensza od siatkowki 10-miesigcznych myszy kontrolnych (C57BI/6_10m) (106 pm
[IQR90,1— 124 um] vs. 194 um [IQR 127,25 — 223,75 um], p < 0,001). Nie znaleziono réznic
statystycznych miedzy grupami 11-tygodniowych zwierzat, ani migdzy grupami 11-

tygodniowych i 10-miesiecznych myszy szczepu C57BI/6 (Rycina 13).

Rycina 12. Przykladowy przekrdj poprzeczny przez siatkéwke oka (A) 11-tygodniowej myszy szczepu C57BI/6;
(B) 10-miesigcznej myszy szczepu C57BI/6; (C) 11-tygodniowej myszy szczepu DBA/2; (D) 10-miesigcznej myszy
szczepu DBA/2 z jaskrg. Barwienie hematoksylina + eozyna. RT — grubos¢ siatkéwki; ONL — warstwa jgdrzasta
zewnetrzna, OPL — warstwa splotowata zewnetrzna, INL — warstwa jgdrzasta wewnetrzna,; IPL — warstwa

splotowata wewnetrzna. Powiekszenie mikroskopowe 200x.

69



skkok

sk

Rycina 13. Grubosé siatkowki (RT) u myszy szczepow DBA/2 i C57BI/6. Wykres pudetkowy przedstawia mediang
(linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wagsy od kwartyli do

wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < (0,001
4.1.2.2. Grubos¢ poszczegélnych warstw siatkowki

Wraz z wiekiem, w siatkdbwce u myszy obu szczepow doszto do zmian grubosci warstw
wewnetrznych — zaobserwowano spadek grubosci warstwy jadrzastej wewnetrznej oraz wzrost
grubo$ci warstwy splotowatej wewnetrznej w stosunku do grubos$ci siatkowki (Rycina 14).
Zmiana, ktora dotyczyla jedynie myszy z jaskrg (DBA/2 10m_JAS), to zmniejszenie udziatu
zewngetrznej warstwy splotowatej w strukturze siatkowki. Warto$¢ wspotczynnika OPL/RT u
myszy z jaskrg (DBA/2 10m_JAS) byta nizsza niz u 11-tygodniowych myszy podatnych na
rozwinigcie jaskry, przed wystgpieniem objawoéw (DBA/2 11t) — 0,061 (IQR 0,051 — 0,069)
vs. 0,072 (IQR 0,062 — 0,078), p = 0,011. Réznicy istotnej statystycznie nie zaobserwowano
jednak przy poréwnaniu 10-miesiecznych myszy szczepu DBA/2 z 10-miesi¢cznymi myszami
szczepu C57BI/6 (Rycina 14).
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Rycina 14. Grubosé (A) warstwy jgdrzastej zewnetrznej, (B) warstwy splotowatej zewnetrznej; (C) warstwy
Jjadrzastej wewnetrznej; (D) warstwy jgdrzastej wewnetrznej siatkowki u myszy szczepow DBA/2 i C57Bl/6.
ONL/RT - stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkéwki; OPL/RT — stosunek grubosci
warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej
wewnetrznej do grubosci siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci
siatkowki. Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do
trzeciego kwartyla oraz wagsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p <0,05; **p <0,01;

%) < (),001
4.1.2.3. Liczba komoérek zwojowych siatkowki

Przekroje przez siatkowke myszy obrazujace roznice w ilosci komorek zwojowych w czesci
centralnej 1 obwodowej siatkowki przedstawia Rycina 15. U myszy z jaskrg
(DBA/2_10m_JAS) zaobserwowano mniejsza liczbe komodrek zwojowych siatkdwki, zar6wno

w czesci centralnej (cRGC) jak i w czesci obwodowej (pRGC) w poréwnaniu do grupy 10-
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miesi¢cznych myszy szczepu C75BI/6 (cCRGC: 36,5 [IQR 30,25 — 40,75] vs. 56,5 [IQR 38 —
74,75], p < 0,001; pRGC: 29 [IQR 20,75 - 32,5] vs. 38 [IQR 34,25 — 425],
p <0,001) oraz w porownaniu do 11-tygodniowych myszy szczepu DBA/2 (cRGC: 36,5 [IQR
30,25 — 40,75] vs. 55,5 [IQR 50,25 — 62], p < 0,001; pRGC: 29 [IQR 20,75 — 32,5] vs. 46,5
[IQR 41,25 — 51], p < 0,001). Pomigdzy pozostalymi grupami zwierzat nie zaobserwowano

roéznic w liczbie komorek zwojowych w siatkowce (Rycina 16).

cRGC

, i
A% B 50
=z o . - SN . j

Rycina 15. Przykiadowy przekrdj poprzeczny przez siatkéwke oka przedstawiajgcy centralne komorki zwojowe

siatkéwki (cRGC) i obwodowe komorki zwojowe siatkowki (pRGC): (A) cRGC u 11-tygodniowej myszy szczepu
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C57BI/6; (B) pRGC u 11-tygodniowej myszy szczepu C57BI/6; (C) cCRGC u 10-miesiecznej myszy szczepu C57BI/6;
(D) pRGC u 10-miesigcznej myszy szczepu C57B1/6; (E) cCRGC u 11-tygodniowej myszy szczepu DBA/2; (F) pRGC
u 11-tygodniowej myszy szczepu DBA/2; (G) cRGC u 10-miesigcznej myszy szczepu DBA/2 z jaskrg; (H) pRGC u
10-miesigcznej myszy szczepu DBA/2 z jaskrg. Barwienie hematoksylina + eozyna. Okregami zaznaczono komorki

zwojowe siatkowki, w centralnej i obwodowej czesci siatkowki. Powigkszenie mikroskopowe 200x.
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Rycina 16. Liczba (A) centralnych komorek zwojowych siatkéwki (cRGC) i (B) obwodowych komorek zwojowych
siatkéwki (pRGC) u myszy szczepéow DBAI2 | C57BII6. Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma),
pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci minimalnej

i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < (0,001
4.1.3. Analiza immunoenzymatyczna

Rycina 17, przedstawiajaca poziom czynnikow neuroprotekcyjnych, ukazuje tendencje do
wzrostu poziomu BDNF i NGF w galce ocznej wraz z wickiem, oraz nizszy poziom BDNF
i NGF w galce ocznej 10-miesiecznych myszy z jaskra niz u 10-miesigcznych myszy
kontrolnych. W poréwnaniach miedzy grupami nie mozna bylo obliczy¢ istotnosci
statystycznej, ze wzgledu na matg liczebnos¢ grup po pulowaniu. U 11-tygodniowych myszy
(grupy DBA/2_11t i C57BI/6_11t) nie oznaczono biatek w surowicy z przyczyn technicznych

(niewystarczajaca ilo$¢ materiatu do przeprowadzenia analizy).
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Rycina 17. Poziom neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF) w (A) galce ocznej i (B) surowicy;
poziom czynnika wzrostu nerwow (NGF) w (C) galce ocznej i (D) surowicy U myszy szczepow DBA/2 i C57BI/6.
ODuso — gestos¢ optyczna mierzona przy dlugosci fal 450 nm. Do oznaczen molekularnych probki byly pulowane
— ilos¢ probek wykorzystana do oznaczen w kazdej grupie wynosita: C57Bl/6 11 t — 2 probki; C57Bl/6_10m —
4 probki; DBA/2 11t — 3 probki; DBA/2 _10m_JAS — 3 probki. Wykres pudetkowy przedstawia mediang (linia
pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci

minimalnej i maksymalnej.
4.1.4. Whyniki korelacji otrzymanych wynikow

Wyniki korelacji parametrow oznaczonych u zwierzat zostaly przedstawione w tabelach w

zatgczniku do doktoratu (Tabele 5-8).

4.2. Model nadci$nienia tetniczego
4.2.1. Badania przyzyciowe

4.2.1.1. CiSnienie tetnicze

U 12-tygodniowych szczuréw szczepu SHR (grupa SHR 12t NAD) rozpoznano nadci$nienie
tetnicze na podstawie podwyzszonych wartosci Skurczowego cisnienia tetniczego (SBP > 150

mmHg). Szczury szczepu SHR w wieku 6 tygodni kryterium tego nie spetnity, dlatego w grupie
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SHR 6t nie rozpoznano nadci$nienia tetniczego, cho¢ wartosci byty istotnie wyzsze niz u
zwierzat z grupy WKY 6t. Obserwowano tendencj¢ do wzrostu BP w 8. i 10. tygodniu zycia,
a nastepnie spadek w 12. tygodniu (Rycina 18). Zmiana od széstego do dwunastego tygodnia
nie byta istota statystycznie. Warto$ci ci$nien tgtniczych U szczurow szczepu SHR byly istotnie
wyzsze niz szczurdéw szczepu WKY w odpowiadajagcym im wieku: SHR_6t vs WKY _6t: SBP:
147 + 27,34 mmHg vs 105,5 + 23,38 mmHg, p <0,001; DBP: 108 + 27,85 mmHg vs 68,52 +
18,65 mmHg, p < 0,001; MAP: 120,9 + 27,41 mmHg vs 80,52 + 19,79 mmHg, p < 0,001;
SHR_ 12t NAD vs WKY 12t: SBP 153,8 + 29,73 mmHg vs 107,7 £ 27,81 mmHg, p = 0,001,
DBP 103,8 + 24,74 mmHg vs 72,36 + 20,05 mmHg, p = 0,013; MAP 120,2 £+ 25,99 mmHg vs
83,79 + 22,47 mmHg, p = 0,004 (Rycina 19).
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Rycina 18. Srednie wartosci (A) skurczowego cisnienia tetniczego (SBP); (B) rozkurczowego cisnienia tetniczego

(DBP); (C) sredniego cisnienia tetniczego (MAP) u szczurow szczepow SHR 1 WKY w przebiegu doswiadczenia.
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Rycina 19. Wartosci (4) skurczowego cisnienia tetniczego (SBP); (B) rozkurczoweqo cisnienia tetniczego (DBP);
(C) sredniego cisnienia tetniczego (MAP) u szczuréw szczepow SHR i WKY w dniu usmiercenia. \Wykres

pudetkowy przedstawia mediang (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla

4.2.1.2. Stosunek $rednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka

U szczurdw, na podstawie zdjg¢ dna oka obliczano stosunek $rednicy tetnic do Srednicy zyt
(wspotczynnik a/v) (Rycina 20). Wyniki pomiaréw a/v wykonywanych co dwa tygodnie
przedstawia Rycina 21. Podczas analizy danych nie zaobserwowano istotnych statystycznie

roznic w porownaniu wartosci wspotczynnika a/v migdzy grupami (Rycina 22).
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Rycina 20. Przyktadowe zdjecia dna oka ze zblizeniem na tarcz¢ nerwu wzrokowego: (A, B) 6-tygodniowego
szczura szczepu WKY; (C, D) 12-tygodowego szczura szczepu WKY;; (E, F) 6-tygodniowego szczura szczepu SHR;
(G, H) 12-tygodowego szczura szczepu SHR z nadcisnieniem tetniczym. Biafe odcinki obrazujg sposob pomiaru

Srednicy tetnic siatkowki, czarne odcinki obrazujg sposob pomiaru zyt siatkowki.
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Rycina 21. Srednie wartosci stosunku srednicy tetnic do srednicy zyt siatkowki (a/v) u szczuréw szczepow SHR i

WKY w przebiegu doswiadczenia.
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Rycina 22. Wartosci stosunku sSrednicy tetnic do Srednicy zyt (a/v) u szczuréw szezepéw SHR 1 WKY w dniu
usmiercenia. Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego
do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01,

w4k < ().001
4.2.1.3. CiSnienie Srodgalkowe

Wyniki pomiaru IOP wykonywanego co dwa tygodnie u szczuréw przedstawia Rycina 23.
Szczury z nadci$nieniem tetniczym w 12. tygodniu zycia (grupa SHR 12t NAD) wyro6zniaty
si¢ istotnie wyzszym IOP, niz zwierz¢ta z grup kontrolnych: SHR 12t NAD vs. SHR 6t: 16,75
mmHg (IQR 14,37 — 19 mmHg) vs. 14,67 mmHg (IQR 13,04 — 15,92 mmHg), p = 0,003;
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SHR_12t NAD vs. WKY_12t: 16,75 mmHg (IQR 14,37 — 19 mmHg) vs. 14,92 mmHg (IQR
13,04 — 16,05 mmHg), p = 0,032 (Rycina 24).
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Rycina 23. Srednie wartosci cisnienia Srédgatkowego (IOP) u szczuréw szczepéw SHR i WKY w przebiegu

doswiadczenia.
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Rycina 24. Wartosci cisnienia srodgatkowego (IOP) u szczuréw szczepéw SHR I WKY w dniu usmiercenia. Wykres
pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla

oraz wagsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05, **p <0,01; ***p < (0,001
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4.2.2. Analiza histopatologiczna
4.2.2.1. Grubos¢ siatkowki

Na przekrojach przez siatkdwke szczurow mierzona byla jej grubos¢ (Rycina 25). Podczas
analizy danych nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic migdzy badanymi grupami

zwierzat (Rycina 26).

Rycina 25. Przykiadowy przekrdj poprzeczny przez siatkowke oka (4) 6-tygodniowego szczura szczepu WKY;; (B)

12-tygodniowego szczura szczepu WKY; (C) 6-tygodniowego szczura szczepu SHR; (D) 12-tygodniowego szczura
szczepu SHR z nadcisnieniem tetniczym. Barwienie hematoksylina + eozyna. RT — grubosé siatkéwki; ONL —
warstwa jgdrzasta zewnetrzna;, OPL — warstwa splotowata zewnetrzna, INL — warstwa jgdrzasta wewnetrzna,

IPL — warstwa splotowata wewnetrzna. Powigkszenie mikroskopowe 200x.

81



400

300
£
= 200
=
[v'4 = =
1004
0 1 1 1 1
< KU < °
’ > &
& &8 & Kiad

Rycina 26. Grubosé¢ siatkowki (RT) u szczurow Szczepow SHR | WKY. Wykres pudetkowy przedstawia mediane
(linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wqsy od kwartyli do

wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
4.2.2.2. Grubosé¢ poszczegélnych warstw siatkowki

W analizie histopatologicznej przekrojow siatkowki mierzone byty grubosci poszczegdlnych
warstw siatkowki w odniesieniu do RT (wspoétczynniki: ONL/RT, OPL/RT, INL/RT, IPL/RT).
Wyniki zwierzat z nadci$nieniem tetniczym (SHR 12t NAD) nie roznity si¢ od grup
kontrolnych (SHR 6t 1 WKY 12t). R6znice obserwowane w analizie warstw dotyczyty przede
wszystkim grupy mtodych, nierozwijajacych nadcisnienia tgtniczego szczurow szczepu WKY
(grupa WKY _6t), ktorych warstwa ONL byta grubsza, a warstwa IPL ciensza, niz u szczurow
z grup WKY 12t i SHR 6t. Dodatkowo, mtode szczury szczepu WKY (WKY 6t) mialy
grubsza warstwe OPL, niz odpowiadajgce im wiekiem szczury szczepu podatnego na rozwoj

nadcis$nienia tetniczego (SHR_6t) (Rycina 27).
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Rycina 27. Grubos¢ (A) warstwy jgdrzastej zewnetrznej; (B) warstwy splotowatej zewnetrznej, (C) warstwy
Jjadrzastej wewnetrznej,; (D) warstwy jgdrzastej wewnetrznej siatkéwki u szczuréw szezepéw SHR 1 WKY. ONL/RT
— stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosSci warstwy
splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do
grubosci siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki. Wykres

udetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla
¢ jmu £ &

4.2.2.3. Liczba komorek zwojowych siatkowki

Przekroje przez siatkdwke szczurow szczepéw SHR 1 WKY obrazujace roznice w ilosci
komorek zwojowych siatkowki przedstawia Rycina 28. Istotne roznice w liczbie komorek
zwojowych siatkowki widoczne byly jedynie pomiedzy grupami zwierzat 6-tygodniowych i
12-tygodniowych wewnatrz danego szczepu, lecz nie byly obserwowane w pordéwnaniach
miedzy WKY, a SHR: WKY 6t vs WKY 12t: 70 (IQR: 60,5 — 77,5) vs 53,5 (IQR: 47,5 —
58,75), p=10,005; SHR_6tvs SHR_12t NAD: 67 (IQR: 58,75 —83,25) vs 54 (IQR: 48 —61,25),
p < 0,001 (Rycina 29).
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Rycina 28. Przyktadowy przekrdj poprzeczny przez siatkéwke oka przedstawiajgcy komorki zwojowe siatkéwki
(RGC): (A) 6-tygodniowego szczura szczepu WKY; (B) 12-tygodniowego szczura szczepu WKY; (C) 6-
tygodniowego szczura szczepu SHR; (D) 12-tygodniowego szczura szczepu SHR z nadcisnieniem tetniczym.
Barwienie hematoksylina + eozyna. Okregami zaznaczono komorki zwojowe siatkowki. Powigkszenie

mikroskopowe 200x.

*% sokk
100~ |—| I_I
80
3
x 60+
©
o
N 40-
2
20+
o T 1 1 1
¢ )
4 / o -
& & &S
&
o

Rycina 29. Liczba komérek zwojowych siatkowki (RGC) u szczuréw szczepéw SHR 1 WKY. Wykres pudetkowy
przedstawia mediang (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy

od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < (,001
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4.2.3. Analiza immunoenzymatyczna

U szczurdw szczepu podatnego na rozwoj nadcis$nienia tetniczego (grupy SHR 6t i
SHR 12t NAD) zaobserwowano wyzszy poziom bialek neuroprotekcyjnych, niz u zwierzat
kontrolnych ze szczepu WKY (odpowiednio WKY 6t1 WKY 12t). U szczurow szczepu SHR
poziom BDNF byt wyzszy zar6wno w gatce ocznej (SHR_ 6t vs WKY 6t: 0,3785 [IQR: 0,3638
— 0,4595] vs 0,252 [IQR: 0,2333 — 0,282], p < 0,001; SHR_12t NAD vs WKY_12t: 0,461
[IQR: 0,3795 — 0,5665] vs 0, 2675 [IQR: 0,221 — 0,2993], p < 0,001), jak i surowicy (SHR_6t
vs WKY 6t: 1,297 £ 0,215 vs 1,047 + 0,378, p =0,016; SHR 12t NAD vs WKY 12t: 1,423
+0,1279 vs 1,11 £ 0,214, p < 0,001). Poziom NGF u szczurow szczepu SHR byt wyzszy w
galce ocznej niz u szczuréow szczepu WKY (SHR_6t vs WKY _6t: 0,235 [IQR: 0,2213 - 0,2465]
vs 0,1455 [IQR: 0,122 — 0,1848], p < 0,001; SHR_12t NAD vs WKY_12t: 0,2685 [IQR: 0,229
— 0,3303] vs 0,145 [IQR: 0,1355 — 0,175], p < 0,001), lecz nie zaobserwowano rdznic jego

poziomu w surowicy (Rycina 30).
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Rycina 30. Poziom neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF) w (4) galce ocznej i (B) surowicy;
poziom czynnika wzrostu nerwow (NGF) w (C) gatce ocznej i (D) surowicy u szczuréow szczepéw SHR i WKY.,
ODusp — gestos¢ optyczna mierzona przy diugosci fal 450 nm. Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia

pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci

4.2.4. Wyniki korelacji otrzymanych wynikow
4.2.4.1. Korelacja wartosci SBP i ONL/RT

U szczurow z nadci$nieniem tetniczym (grupa SHR 12t NAD) wykazano silnie ujemna
korelacj¢ pomigdzy wartoScia SBP, a grubo$ciag warstwy jadrzastej zewnetrznej siatkowki
(przedstawiong jako warto§¢ wskaznika ONL/RT). WyzZszym warto§ciom SBP towarzyszyly
niskie wartosci ONL/RT (r = -0,6463; 95%CI = -0,9069 — -0,0281; R? = 0,4177; p = 0,044).
Korelacji takiej nie zaobserwowano u zadnej z trzech grup kontrolnych szczuréw (grupy

SHR_6t, WKY_6t i WKY_12t) (Rycina 31).
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Rycina 31. Korelacja miedzy wartosciami skurczowego cisnienia tetniczego (SBP) i udziatem warstwy jgdrzastej

zewnetrznej w Strukturze siatkowki (ONL/RT) u (A) 6-tygodniowych szczuréw WKY; (B) 12-tygodniowych

szezurow WKY; (C) 6-tygodniowych szczuréow SHR; (D) 12-tygodniowych szczuréow SHR z nadcisnieniem

tetniczym.

4.2.4.2. Korelacja poziomu BDNF i NGF w galce ocznej

Zaro6wno u szczurOw ze szczepu podatnego na rozwdj nadcis$nienia tetniczego (SHR 6t i

SHR_12t NAD), jak i u 12-tygodniowych szczuréw normotensyjnych (WKY 12t) wykazano

bardzo silne korelacje mi¢dzy poziomami BDNF i NGF w galce ocznej. Im wiecej BDNF, tym

obserwowano wyzszy poziom NGF. Korelacji takiej nie zaobserwowano w grupie miodych

szczuré6w normotensyjnych (WKY _6t) (Rycina 32). Nie zaobserwowano korelacji pozioméw

BDNF i NGF w surowicy szczuréow w zadnej z grup (Tabele 10-13).
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Rycina 32. Korelacja miedzy poziomem neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF) i czynnika
wzrostu nerwéw (NGF) w galce ocznej U (A) 6-tygodniowych szczurow WKY; (B) 12-tygodniowych szczuréw
WKY; (C) 6-tygodniowych szczuréw SHR; (D) 12-tygodniowych szczuréw SHR z nadcisnieniem tetniczym. ODasg

— gestoS¢ optyczna mierzona przy diugosci fal 450 nm.
4.2.4.3. Korelacja poziomu NGF w galce ocznej i INL/RT

U 12-tygodniowych szczurow szczepu SHR z nadci$nieniem te¢tniczym  (grupa
SHR 12t NAD) poziom NGF w galce ocznej korelowal z gruboscig warstwy jadrzastej
wewnetrznej siatkowki (przedstawiong jako warto$¢ wskaznika INL/RT). Wyzszym poziomom
NGF odpowiadata grubsza warstwa INL (r = 0,6868; 95%CI = 0,1008 — 0,9190; R? = 0,4717;
p = 0,028). Podobnej korelacji nie zaobserwowano u szczuréw normotensyjnych z pozostatych

grup (Rycina 33).
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Rycina 33. Korelacja migdzy poziomem czynnika wzrostu nerwow (NGF) w galce ocznej i udzialem warstwy
Jjadrzastej wewnetrznej w strukturze siatkowki (INL/RT) u (A) 6-tygodniowych szczuréow WKY; (B) 12-
tygodniowych szczurow WKY; (C) 6-tygodniowych szczurow SHR; (D) 12-tygodniowych szczuréw SHR

Z nadcisnieniem tetniczym. ODaso— gestos¢ optyczna mierzona przy diugosci fal 450 nm.

4.2.4.4. Pozostale korelacje

Wyniki pozostatych korelacji parametréw oznaczanych u zwierzat zostaty przedstawione w

tabelach w zatgczniku do doktoratu (Tabele 10-13).

4.3. Model cukrzycy
4.3.1. Badania przyzyciowe

4.3.1.1. Stosunek Srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka

Roéznice w obrazie dna oka oraz sposob pomiaru $rednicy tetnic i zyt przedstawia Rycina 34.
Wyniki pomiaréw a/v wykonywanych w odstepach dwutygodniowych prezentuje Rycina 35.
Poréwnujac dwie grupy zwierzat, wartos¢ wspotczynnika a/v u szczurow z cukrzyca byla
istotnie wyzsza niz u szczuro6w z grupy kontrolnej (a/v: 0,7182 [IQR: 0,6665 — 0,7482] vs
0,6337 [IQR: 0,584 — 0,677], p < 0,001) (Rycina 36).
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Rycina 34. Przyktadowe zdjecia dna oka ze zblizeniem na tarcze nerwu wzrokowego: (4, B) 12-tygodniowego

szczura szczepu Lewis; (C, D) 16-tygodowego szczura szczepu Lewis z cukrzycq. Biale odcinki obrazujq sposob

pomiaru Srednicy tetnic siatkowki, czarne odcinki obrazujg sposob pomiaru Zyt siatkowki.

0,71
0,7 a
0,69
0,68
0,67
0,66
0,65
0,64 A
0,63

alv

12 (przed ST2) 14 (2 tyg po STZ) 16 (4 tyg po STZ)

Wiek szczuréw Lewis [tygodnie]

Rycina 35. Srednie wartosci stosunku Srednicy tetnic do Srednicy zyt (a/v) u szczuréw szczepu Lewis w przebiegu

doswiadczenia. STZ — streptozotocyna
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Rycina 36. Stosunek srednicy tetnic do Srednicy zyt (a/v) u szczuréw szczepu Lewis w dniu usmiercenia. \Wykres

pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla

oraz wagsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < (0,001

4.3.1.2. Ci$nienie srédgatkowe

Wyniki pomiarow IOP wykonywanych co dwa tygodnie u szczuréw przedstawia Rycina 37.

Pomiedzy zwierzgtami z grupy kontrolnej i doswiadczalnej nie zaobserwowano réznic wartosci

IOP (p = 0,521) (Rycina 38).
16,5

16 A
15,5

15

IOP [mmHg]

14,5
A

14
0 12 (przed STZ) 14 (2 tyg po ST2) 16 (4 tyg po STZ)

Wiek szczuréw Lewis [tygodnie]

Rycina 37. Srednie wartosci cisnienia srédgatkowego (IOP) u szczuréw szczepu Lewis w przebiegu doswiadczenia.

STZ — streptozotocyna
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Rycina 38. Wartosci cisnienia Sréodgatkowego (IOP) u szczuréw SzCzepu Lewis w dniu usmiercenia. \Wykres
pudetkowy przedstawia mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla

oraz wasy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < (0,001

4.3.2. Analiza histopatologiczna
4.3.2.1. Grubos¢ siatkowki

Zdjecia preparatow histopatologicznych z przekrojem przez siatkoéwke szczurow oraz
sposobem pomiaru grubosci siatkowki i jej warstw przedstawia Rycina 39. Miedzy grupami

zwierzat nie zaobserwowano istotnych réznic w wartosci RT (Rycina 40).

Rycina 39. Przykladowy przekrdj poprzeczny przez siatkéwke oka (4) 12-tygodniowego szczura szczepu Lewis;

(B) 16-tygodniowego szczura szczepu Lewis z cukrzycq. W siatkowcee szczura z cukrzyeq widoczne liczne erytrocyty
(zaznaczone strzatkami). Barwienie hematoksylina + eozyna. RT — grubosc siatkowki; ONL — warstwa jgdrzasta
zewnetrzna, OPL — warstwa splotowata zewnetrzna, INL — warstwa jgdrzasta wewnetrzna, IPL — warstwa

splotowata wewnetrzna. Powiekszenie mikroskopowe 200x.
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Rycina 40. Grubosé¢ siatkowki (RT) u szczuréw SzCzepu Lewis. Wykres pudetkowy przedstawia mediane (linia
pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci

minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < (0,001
4.3.2.2. Grubosé poszczegélnych warstw siatkowki

U szczuréw z cukrzycag (Lewis CUK) udzial warstwy jadrzastej zewngtrznej w strukturze
siatkowki byt istotnie wiekszy niz u szczuréw z grupy kontrolnej (Lewis KON) (ONL/RT:
0,4152 [IQR: 0,3519 - 0,4908] vs 0,3367 [IQR: 0,2887 — 0,3698], p < 0,001), a udziat warstwy
splotowatej wewnetrznej — istotnie mniejszy (IPL/RT: 0,228 [IQR: 0,1782 —0,2721] vs 0,2983
[IQR: 0,23 — 0,333], p = 0,003). Nie zaobserwowano réznic grubos$ci warstw splotowatej

zewngetrznej i jadrzastej wewngtrznej migdzy grupami (Rycina 41).
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Rycina 41. Grubos¢ (A) warstwy jgdrzastej zewnetrznej; (B) warstwy splotowatej zewnetrznej, (C) warstwy
Jjadrzastej wewnetrznej; (D) warstwy jgdrzastej wewnetrznej siatkéwki u szczuréw szczepu Lewis. ONL/RT —
stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy
splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do
grubosci siatkéwki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkéwki. Wykres
pudetkowy przedstawia mediang (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla

oraz wagsy od kwartyli do wartosci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < (0,001
4.3.2.3. Liczba komoérek zwojowych siatkowki

Przekroje przez siatkowke oka u szczuréw szczepu Lewis obrazujgce roznice w ilosci komorek
zwojowych siatkowki przedstawia Rycina 42. Pomiedzy grupami szczuroéw nie zaobserwowano

roznic w liczbie RGC (Rycina 43).
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Rycina 42. Przyktadowy przekrdj poprzeczny przez siatkéwke oka przedstawiajgcy komorki zwojowe siatkéwki

(RGC): (A) 12-tygodniowego szczura szczepu Lewis; (B) 16-tygodniowego szczura Szczepu Lewis z cukrzycq.
Barwienie hematoksylina + eozyna. Okregami zaznaczono komorki zwojowe siatkowki. Powigkszenie

mikroskopowe 200x.
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Rycina 43. Liczba komérek zwojowych siatkéwki (RGC) u szczuréw Szczepu Lewis. Wykres pudetkowy przedstawia
mediane (linia pozioma), pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli

do wartoSci minimalnej i maksymalnej. *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < (0,001

4.3.3. Analiza immunoenzymatyczna

U szczuréw z cukrzyca (Lewis CUK) poziom BDNF w surowicy byl istotnie nizszy niz w
grupie kontrolnej (ODaso: 0,1785 [IQR: 0,1468 — 0,2223] vs 0,65 [0,323 — 0,965], p < 0,001).
Nie zaobserwowano statystycznych réznic migdzy grupami przy porownaniu poziomu BDNF

i NGF w galce ocznej, ani poziomu NGF w surowicy (Rycina 44).
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Rycina 44. Poziom neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF) w (A) galce ocznej i (B) surowicy;
poziom czynnika wzrostu nerwow (NGF) w (C) galce ocznej i (D) surowicy u szczuréw szczepu Lewis. ODaso—
gestos¢ optyczna mierzona przy diugosci fal 450 nm. Wykres pudetkowy przedstawia mediang (linia pozioma),
pudetko obejmuje wartosci od pierwszego do trzeciego kwartyla oraz wgsy od kwartyli do wartosci minimalnej i

maksymalnej. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < (0,001

4.3.4. Wyniki korelacji otrzymanych wynikow

4.3.4.1. Korelacja wspoélczynnika a/v i poziomu NGF w surowicy

U szczurdéw z cukrzyca (grupa Lewis CUK) wystapita bardzo silna korelacja migdzy wartosciag
alv, a poziomem NGF w surowicy — im wyzsza warto$¢ a/v, tym wyzszy poziom biatka
obecnego we krwi (r = 0,7946; 95%CI = 0,2043 — 0,9611; R? = 0,6314; p = 0,019). Korelacja
taka nie byta obserwowana u szczurdéw z grupy kontrolnej (r = 0,5581; p = 0,151) (Rycina 45).
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Rycina 45. Korelacja miedzy wartoscig stosunku srednicy tetnic do zZyt (a/v) i poziomem czynnika wzrostu nerwow
(NGF) w surowicy u (A) 12-tygodniowych szczuréw Lewis; (B) 16-tygodniowych szczuréow szczepu Lewis z

cukrzycq. ODuso— gestos¢ optyczna mierzona przy diugosci fal 450 nm
4.3.4.2. Korelacja ONL/RT i IPL/RT

U szczurdéw z cukrzycg zaobserwowano bardzo silng korelacje miedzy warstwami jadrzastg
zewnetrzng (najbardziej zewnetrzng z ocenianych warstw) oraz splotowata wewnetrzng
(najbardziej wewnetrzng z ocenianych warstw). Im grubsza ONL, tym ciensza IPL, a blisko
90% wartosci IPL mogto by¢ wytlumaczone przez dang wartos¢ ONL (r = -0,9458; 95%CI = -
0,9922 — -0,6698; R? = 0,8945; p = 0,001). Podobna zalezno$¢ nie zostata zaobserwowana
U szczurdéw z grupy kontrolnej (r = -0,7704; p = 0,073) (Rycina 46).
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Rycina 46. Korelacja migdzy udziatem warstwy jgdrzastej zewnetrznej (ONL/RT) i udziatem warstwy splotowatej
wewnetrznej w strukturze siatkowki (IPL/RT) u (A) 12-tygodniowych szczuréw Lewis; (B) 16-tygodniowych

szczurow SZCZepu Lewis z cukrzycq.
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4.3.4.3. Pozostale korelacje

Wyniki korelacji pozostalych parametrow oznaczanych u zwierzat zostaly przedstawione w

tabelach w zataczniku do doktoratu (Tabele 15-16).
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5. Dyskusja

Leczenie chordb neurodegeneracyjnych stanowi wyzwanie dla medycyny XXI wieku, gdyz
uszkodzenie tkanki nerwowej jest na dzi§ procesem nieodwracalnym. Choroby
neurodegeneracyjne trwale uposledzaja jakos¢ zycia pacjentow, prowadzac do
niepetnosprawnosci. Zastosowanie czynnikow neuroprotekcyjnych w terapii choréb
przebiegajacych z uszkodzeniem komorek nerwowych to potencjalna szansa na opracowanie
nowych, efektywnych strategii diagnostycznych i leczniczych. W niniejszej pracy doktorskiej
badana byta rola BDNF i NGF w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych siatkowki. Wyniki
uzyskane w pracy doktorskiej wskazujg na potencjalny udziat BDNF i NGF w patogenezie
badanych choréb oczu.

5.1. Model jaskry
5.1.1. Rozpoznanie jaskry na podstawie wzrostu ci$nienia Srodgatkowego i zmniejszenia

ilosci komoérek zwojowych siatkowki

U myszy z jaskra (10-miesieczne DBA/2) zaobserwowano znaczny wzrost IOP w poroéwnaniu
z myszami zdrowymi (11-tygodniowymi myszami tego samego szczepu oraz 10-miesiecznymi
myszami ze szczepu nierozwijajacego jaskry) (Rycina 11). IOP jest gldéwnym czynnikiem
ryzyka rozwiniecia choroby (189), stad wiele modeli zwierzecych jaskry opiera si¢ na tym
zatozeniu. U myszy szczepu DBA/2 dochodzi do genetycznie uwarunkowanego, wadliwego
rozwoju teczowki. Rozproszone czastki barwnika uwalniane z tgczoOwki zamykajg droge
odptywu cieczy wodnistej z przedniej komory oka. Dodatkowo dochodzi do wytworzenia
si¢ zrostow w obrebie przedniego odcinka gatki ocznej. Te dwa procesy powodujg wzrost IOP,
ktorego konsekwencja jest uszkodzenie komorek nerwowych siatkowki (159). Jako usredniony
czas rozwoju jaskry u myszy szczepu DBA/2 przyjmuje si¢ 7-9 miesigc zycia (155, 158, 159,
160), co potwierdzity réwniez wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej. Na
podstawie regularnych pomiaréw IOP, znaczny wzrost warto$ci obserwowano od 30. tygodnia

(7. miesigca) zycia (Rycina 10).

W pracy doktorskiej dowiodtam, ze poza wzrostem IOP u myszy doszto réwniez do
zmniejszenia liczby komorek zwojowych siatkowki, ktorych wypustki tworza nerw wzrokowy.
Liczba RGC liczonych zaréwno w centralnej, jak i obwodowej czgsci siatkowki, byta istotnie
obnizona u myszy z grupy do$wiadczalnej w poroéwnaniu ze zwierzgtami z grup kontrolnych

(Rycina 16). Swiadczy to o uszkodzeniu nerwu wzrokowego, co zgodnie z definicja
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zaproponowang przez Amerykanska Akademi¢ Okulistyki w 2016 r. umozliwia postawienie
rozpoznania jaskry jako neuropatii nerwu wzrokowego (33). Jaskr¢ na podstawie
podwyzszonego IOP i zmniejszonej ilosci ciat lub aksonéw RGC u myszy szczepu DBA/2

rozpoznawali réwniez Grillo i wsp. oraz Inman i1 wsp. (49, 177).

Utrata komorek zwojowych siatkowki w przebiegu jaskry to ztozony proces, zachodzacy
réznoczasowo w poszczegdlnych czesciach siatkdwki. Poczatkowo zanik komorek jest
obserwowany w obwodowej czgsci siatkowki, a nastepnie pojawia si¢ w rejonach coraz blizej
tarczy nerwu wzrokowego (190). Smier¢ komoérki zwojowej poprzedzona jest uszkodzeniem
i dysfunkcjg jej poszczegolnych struktur, poczynajgc od aksonu (191). Zmienione jest rOwniez
funkcjonowanie dendrytow i dziatanie synaps taczacych RGC z komorkami dwubiegunowymi
1 amakrynowymi w obrebie IPL. Przyczyng wadliwego funkcjonowania synaps moze by¢
nieprawidlowy transport wewnatrzkomérkowy substancji poprzez uszkodzony akson komorki
(192, 193). Dodatkowo, uszkodzone aksony RGC nie transportujg prawidlowo czynnikow
neurotroficznych z mézgu do siatkowki (194). Zmniejszone ilosci biatek neuroprotekcyjnych
docierajacych do ciala komorki przyczyniaja si¢ do zainicjowania procesOw apoptozy, co
objawia si¢ poczatkowo zmniejszeniem wielkosci komorki, a nastepnie jej zanikiem (195, 196).
Zrozumienie procesu uszkodzenia i $mierci RGC w przebiegu jaskry jest istotne ze wzgledu na
ocen¢ skutecznos$ci leczenia pacjentow. Leczenie podjete na etapie, w ktorym nie doszto do
apoptozy RGC, moze potencjalnie umozliwi¢ komoérce regeneracje, a nawet odtworzenie
uszkodzonego aksonu. Jesli natomiast doszto do $mierci komorki, to proces ten jest
nieodwracalny. Substancjami wspomagajacymi  odtworzenie prawidlowej struktury
uszkodzonej RGC sg czynniki neuroprotekcyjne (195). Biatka te sg wydzielane endogennie
W odpowiedzi na uszkodzenie w obrgbie siatkdwki, miedzy innymi przez komorki glejowe

Miillera (195), badZ podawane egzogennie w eksperymentalnych terapiach jaskry (110).
5.1.2. Procesy neurodegeneracyjne siatkowki w przebiegu jaskry

W pracy doktorskiej, poza zmniejszeniem liczby RGC, u myszy z jaskrg zaobserwowano
atrofi¢ siatkowki (znaczny spadek grubosci RT) (Rycina 13). U myszy z jaskrg rowniez doszto
do spadku udziatlu warstwy OPL w budowie siatkowki, cho¢ réznica ta obserwowana byla
jedynie w porownaniu 10-miesi¢cznych myszy szczepu DBA/2 do 11-tygodniowych myszy
DBA/2, ale nie do 10-miesi¢cznych myszy szczepu C57BI/6. Opisywana zmiana patologiczna
prawdopodobnie doprowadzita do rozwoju jaskry (Rycina 14). U myszy z jaskra doszto takze

do zmiany grubos$ci najbardziej wewnetrznych warstw siatkdwki: zmniejszenia grubosci INL
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I zwigkszenia grubosci IPL, liczonych w stosunku do grubosci catej siatkowki (Rycina 14).
Zmiana grubosci warstw INL i1 IPL wydaje si¢ by¢ jednak zwigzana z procesem starzenia oka,
gdyz zaobserwowana bylta u wszystkich myszy 10-miesigcznych (zard6wno myszy Szczepu
DBA/2 z jaskra, jak i kontrolnych C57BI/6).

Znaczny spadek grubosci siatkdéwki jednoznacznie wskazuje na zaangazowanie procesOw
neurodegeneracyjnych w patogeneze jaskry. Atrofia siatkdéwki nie zachodzi jednak
symetrycznie we wszystkich warstwach. Komorkami, ktorych apoptoza stanowi podstawe
zaburzen Wzroku u pacjentow z jaskrg sa RGC, ktorych ciala tworzg warstwe GCL (197).
Komorki te sg jednak najdtuzszymi komorkami drogi wzrokowe;j 1 ich fragmenty buduja kilka
warstw siatkowki. Dendryty RGC zlokalizowane sa w IPL, gdzie lacza si¢ synapsami
Zz komorkami dwubiegunowymi i amakrynowymi, ktorych ciata zlokalizowane sa w INL.
Aksony RGC tworza warstwe wiokien nerwowych RNFL. W zwiagzku z tym, ocena warstw
sgsiadujacych z GCL stanowi element badan nad procesami neurodegeneracyjnymi siatkowki
w przebiegu jaskry (198). Podobnie jak w niniejszej pracy doktorskiej, wyniki innych,
przeprowadzonych dotychczas do$wiadczen badajacych zmiany grubosci i funkcjonowania
poszczegbdlnych warstw siatkowki byly niejednoznaczne. Istniejg nieliczne badania
przedkliniczne analizujgce warstwy siatkowki u myszy szczepu DBA/2. Meah i wsp. oceniali
funkcjonowanie komorek amakrynowych i1 dwubiegunowych (ktérych ciata zlokalizowane sg
w INL, a aksony tworza synapsy z RGC w IPL) w przebiegu jaskry u 13-16 miesi¢cznych
myszy szczepu DBA/2. Do oceny komorek wykorzystali nowag metode mikroskopii Second
Harmonic Generation, ktéra umozliwia obrazowanie pojedynczych aksonéw komorek
siatkowki. W przebiegu jaskry nie zaobserwowali utraty aksonow komoérek amakrynowych, ani
dwubiegunowych w obrebie IPL (199). Nickells i wsp. w swojej pracy przegladowej rowniez
zwrocili uwage na wptyw jaskry na funkcjonowanie innych komorek siatkowki. Wykazali, ze
komoérki amakrynowe przechodza zmiany czynnosciowe polegajace na zmianie poziomu
ekspresji neurotransmiteréw, lecz nie dochodzi do zmniejszenia ich liczby w siatkowce. W
komorkach fotoreceptorowych, a szczegdlnie czerwonych i zielonych czopkach, dochodzi
natomiast do obrzgku ciata komorki (zlokalizowanego w ONL), obrzeku kolbek synaptycznych

(zlokalizowanych w OPL) oraz zmniejszenia ekspresji genu jodopsyny (195).

Wiegcej danych dotyczacych zmian w obrgbie poszczegodlnych warstw siatkdwki w przebiegu
jaskry pochodzi z badan siatkowki ludzkiej przeprowadzonych z uzyciem metody OCT. Cho¢

badanie to znacznie ro6zni si¢ czutoscia 1 swoistoscia od histopatologicznego badania siatkowki
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wybarwionej eozyng i hematoksyling, obserwowanej przy uzyciu mikroskopu $wietlnego, to
OCT umozliwia zobrazowanie siatkowki w przekroju poprzecznym z rozréznieniem jej warstw
in vivo. W badaniach OCT wykonanych u pacjentow z jaskra wykazano, ze w przebiegu
choroby dochodzi do zmniejszenia grubosci warstwy IPL, natomiast warstwy zewnetrzne
(ONL, OPL) nie sg uszkadzane w procesie chorobowym. Ocena zmiany grubosci warstwy INL
pozostaje dyskusyjna, gdyz cze$¢ badaczy donosi o spadku jej grubosci w przebiegu jaskry,
a czeg$¢ temu zaprzecza (198, 200, 201).

5.1.3. Rola BDNF w patogenezie jaskry

W pracy doktorskiej, u myszy zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu poziomu BDNF z wiekiem
oraz tendencje¢ do spadku w przebiegu jaskry (Rycina 17). Nizszy poziom BDNF moze wigzaé

si¢ z uszkodzeniem siatkowki.

Niewiele badan przedklinicznych przedstawia analize poziomu BDNF w surowicy badz gatce
ocznej w przebiegu jaskry u myszy szczepu DBA/2. Jedynie Jassim i wsp. stwierdzili, ze u 12-
miesigcznych myszy szczepu DBA/2 poziom BDNF w siatkowce byl podwyzszony (202).
Wyniki uzyskane w doswiadczeniu przedstawionym w niniejszej pracy doktorskiej sugerujg
natomiast, ze jaskra u 10-miesiecznych myszy Sszczepu DBA/2 moze by¢ zwigzana
Z obnizeniem poziomu BDNF, prawdopodobnie wynikajgcego z uszkodzenia komoérek RGC
odpowiedzialnych za jego wydzielanie. Poziom BDNF, jak wykazat Jassim i wsp., rost w 12,
miesigcu zycia, CO moglo by¢ spowodowane wzmozong odpowiedzig na zaawansowany proces

neurodegeneracyjny.

U ludzi, zmiana poziomu BDNF przede wszystkim obserwowana byta w przebiegu przewlektej
jaskry otwartego kata POAG (203). Oddone i wsp. wykazali, ze u pacjentow w przebiegu
POAG poziom BDNF w surowicy byt obnizony w pierwszych etapach choroby, przy czym
najnizsze poziomy biatka byly obserwowane we wczesnym stadium jaskry, a wyzsze
w umiarkowanym. W zaawansowanym stadium jaskry poziom BDNF nie r6znit si¢ od grupy
kontrolnej (204). Analogiczne wyniki uzyskali Shpak i wsp., ktorzy wykazali, ze w przebiegu
POAG poziom BDNF w surowicy, cieczy wodnistej oraz ptynie izowym pacjentow byt
najnizszy we wczesnym etapie choroby, a w kolejnych stadiach jaskry wzrastat (205). Harper
i wsp. wykonali immunohistochemiczng oceng¢ poziomu BDNF w siatkdéwce zmartych
pacjentow (dawcoéw narzaddéw) o zrdéznicowanym stopniu zaawansowania POAG wykazujac

brak roznic statystycznych w poroéwnaniu do siatkoéwek pacjentow bez zdiagnozowanej jaskry
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(206). Igarashi i wsp. zaobserwowali obnizony poziom BDNF w surowicy pacjentow we
wczesnej fazie jaskry normalnego ci$nienia oraz POAG, przy czym pacjenci z jaskrg
normalnego ci$nienia mieli nizsze poziomy biatka w surowicy, niz pacjenci z POAG. Poziom
BDNF u pacjentdéw z bardziej zaawansowang chorobg byt wyzszy. Oznaczono takze poziom
BDNF w cieczy wodnistej gatki ocznej, gdzie poziom biatka byl ekstremalnie niski,
nieoznaczalny przy uzyciu standardowych testéw ELISA. Ultraczute zestawy do oznaczenia
biatka metodag ELISA nie wykazaty natomiast réznic w poziomie BDNF w cieczy wodnistej
miedzy pacjentami z jaskra, a grupa kontrolng (207, 208). Poziom BDNF w przebiegu jaskry

byt zatem prawdopodobnie zmienny i zalezy od stopnia zaawansowania choroby.

Whnioskowa¢ mozna wigc, ze w poczatkowych etapach rozwoju jaskry POAG (oraz jaskry
barwnikowej rozwijajacy si¢ u myszy szczepu DBA/2, bedacej podtypem jaskry otwartego kata
(110)) dochodzito do zmniejszenia poziomu BDNF. Nastepnie, w przebiegu choroby poziom
tego biatka rost, az ostatecznie przewyzszal poziom obserwowany u zdrowych. Znaczne
obnizenie poziomu BDNF w tkankach we wczesnych etapach rozwoju jaskry mogtoby
stanowi¢ podstawe do wykorzystania oznaczen poziomu BDNF w surowicy, ptynie tzowym
lub cieczy wodnistej jako biomarkera u pacjentow. Dzigki wczesniejszemu rozpoznaniu
choroby mozliwe byloby szybsze wdrozenie leczenia, co mogloby zapobiec utracie wzroku

pacjenta i poprawi¢ jakos¢ zycia.

Ze wzgledu na neurotroficzne i antyapoptotyczne dziatanie BDNF w stosunku do RGC (99)
oraz wplyw na prawidlowe funkcjonowanie i tworzenie synaps (209), biatko to jest
wykorzystywane w badaniach przedklinicznych jako potencjalny, nowy sposob leczenia
przyczynowego jaskry. Egzogenne podanie BDNF w formie zastrzyku doszklistkowego ma
ograniczone zastosowanie, poniewaz BDNF nie przekracza bariery krew-mozg (210) oraz
charakteryzuje si¢ krotkim okresem pottrwania. Inng metoda zwigkszenia poziomu BDNF
w galce ocznej jest terapia genetyczna oparta na wprowadzeniu do organizmu
adenowirusowego wektora zawierajagcego gen BDNF. Dziatanie takie wptywato na
poprawienie profilu neuroprotekcyjnego (211), lecz niektorzy badacze zarzucili tej terapii brak
efektu dlugoterminowego ze wzgledu na nastgpujacy spadek wrazliwosci komorek nerwowych
na dziatanie BDNF (212). W leczeniu jaskry, dobor odpowiedniego stezenia BDNF jest
najistotniejszy w dlugoterminowej ochronie RGC i utrzymaniu prawidlowego poziomu
receptora TrkB warunkujacego odpowiedZ komorki na dziatanie tego czynnika

neuroprotekcyjnego (213). Inne sposoby modulowania poziomu BDNF obejmujg podawanie
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substancji zwigkszajacych wydzielanie endogennego BDNF. Naleza do nich migdzy innymi

witamina D3 oraz kwas walproinowy (53, 214).
5.1.4. Rola NGF w patogenezie jaskry

W badaniu przedstawionym w pracy doktorskiej, poziom NGF wykazywat tendencje do
wzrostu wraz z wiekiem oraz spadku w przebiegu choroby (Rycina 17). Przedstawione badanie
jest pierwszym, gdzie oznaczono poziom NGF w galce ocznej i surowicy myszy szczepu
DBA/2 z rozpoznang jaskrg. Cho¢ neuroprotekcyjny efekt wywierany przez to biatko na
komorki nerwowe jest dobrze poznany (215), jedynie nieliczne badania oceniajg proces
endogennego wydzielania NGF w obrebie oka w przebiegu jaskry. Colafrancesco 1 wsp. oraz
Coassin i1 wsp. oceniali poziom NGF w siatkdbwce u szczurow, gdzie model jaskry
wyindukowany byl poprzez podanie hipertonicznego roztworu chlorku sodu do zyty
nadtwardowkowej. Sztucznie podniesione ci$nienie srédgatkowe prowadzito do uszkodzenia
siatkowki. Pierwszy z wymienionych zespotéw oznaczyt NGF w siatkéwce 14 tygodni po
zabiegu indukcji jaskry, wykazujac znaczne obnizenie poziomu biatka, natomiast drugi zespot
wykonywat kilkukrotne oznaczenia biatka w ciggu 5 tygodni od indukcji choroby, wykazujac
jego stopniowy wzrost (216, 217). Rudzinski i wsp. do zbadania poziomu czynnikow
neuroprotekcyjnych w jaskrze wykorzystali inny szczurzy model choroby — model jaskry
indukowanej przez kauteryzacj¢ (przyzeganie) zyly nadtwardéwkowej. W doswiadczeniu
zaobserwowali, ze poziom NGF wzrost w ciggu 2 tygodni od indukcji jaskry, a w ciggu

kolejnych dwoch tygodni spadt do poziomu wyjsciowego (54).

Wyniki badan klinicznych pozostajg niejednoznaczne. Analiza doniesien pochodzacych
Z badan przekrojowych prowadzonych u pacjentow jest utrudniona poprzez fakt, ze trudno jest
okresli¢ czas trwania choroby, ktory najprawdopodobniej wptywa na poziom NGF. Oddone
i wsp., w badaniu przeprowadzonym u pacjentow z POAG, analizowali poziom biatek
neurotroficznych (w tym BDNF i NGF) w surowicy na r6znych etapach zaawansowania jaskry.
Wykazali, ze poziom NGF, podobnie jak BDNF, jest najnizszy na wczesnym etapie jaskry,
wyzszy (lecz dalej obnizony) w umiarkowanej jaskrze, a w zaawansowanej — nie rdzni si¢ od
poziomu oznaczonego u pacjentow z grupy kontrolnej (204). Noureddin i wsp. natomiast
oceniali poziom NGF w osoczu pacjentOow z nowo rozpoznang, nieleczong POAG, nie
wykazujac istotnych statystycznie réznic (218). Poziom NGF w plynie tzowym pacjentow

zleczong POAG byt podwyzszony, wedlug doniesien zespotu Murugesan i wsp. (219),

104



a W cieczy wodnistej, wedlug Chalam i wsp., ekstremalnie niski, pozostajacy poza zakresem

oznaczalnosci testow laboratoryjnych (220).

Rola NGF w procesie neurodegeneracji i neuroprotekcji jest ztozona ze wzgledu na obecnosé
w komorkach siatkowki dwodch receptoréw o przeciwstawnym dziataniu. Aktywacja receptora
TrkA, obecnego miedzy innymi w btonie RGC, wywiera dziatanie protekcyjne, a pobudzenie
receptora p75NTR, obecnego miedzy innymi w btonach komérkach gleju, wywiera dziatanie
proapoptotyczne (130). Dodatkowo dowiedziono, ze prekursor biatka NGF — proNGF,
wykazuje aktywno$¢ biologiczng, aktywujac proapoptotyczny szlak sygnalizacyjny kinazy c-
Jun N-koncowej (kinazy JAK) poprzez wigzanie z receptorem p75NTR (221). W celu pelne;
oceny roli endogennego NGF w procesach neurodegeneracji i neuroprotekcji nalezy rozwazy¢
wzajemne oddziatywanie czterech elementow: biatek NGF i pro-NGF, oraz receptoréw TrkA
i p75NTR, Mesentier-Louro i wsp. wykazali, ze w zwierzecym modelu mechanicznego
uszkodzenia nerwu wzrokowego, natychmiast po uci$nigciu nerwu dochodzito do wzrostu
poziomu receptorow p75NTR w siatkowcee, co posredniczylo w procesie degeneracji siatkowki.
Do wzrostu poziomu receptora TrkA oraz biatka NGF dochodzito dopiero po pewnym czasie
(7-14 dni od uszkodzenia nerwu wzrokowego). Przewaga ekspresji pro-NGF i p75N™ nad
ckspresjia NGF 1 TrkA warunkowata przewage procesdOw neurodegeneracyjnych nad

neuroprotekcyjnymi (128).

Potencjat neuroprotekcyjny biatka NGF jest wykorzystywany w terapiach doswiadczalnych
jaskry. Najwieksza popularnoscig cechuja si¢ krople do oczu zawierajace rh-NGF, ktore
podawane miejscowo do worka spojowkowego daly dobry efekt terapeutyczny w zwierzgcych
modelach jaskry (216, 222, 223). W fazie 1b badania klinicznego, u pacjentow z POAG
wykazano, ze leczenie kroplami zawierajacymi rekombinowany ludzki NGF jest bezpieczne,
ale nie wykazuje dhugotrwalego korzystnego dziatania na komorki siatkowki (ocenianego po
32 tygodniach) (224). Nadzieja na celniejsze wykorzystanie potencjatu NGF w leczeniu jaskry
jest zastosowanie selektywnych agonistow receptora TrkA (129, 130).

5.2. Model nadci$nienia tetniczego
5.2.1. Rozpoznanie nadcis$nienia t¢tniczego na podstawie pomiarow ciSnienia tetniczego

na ogonie

Jako kryterium rozpoznania nadci$nienia tgtniczego u szczuroOw przyjeto warto§¢ SBP > 150

mmHg za Aragane i wsp. (178). Wedlug tego kryterium, w pracy doktorskiej postawiono
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rozpoznanie nadci$nienia tetniczego u szczurdéw z grupy doswiadczalnej (szczury szczepu SHR

w wieku 12 tygodni) (Rycina 18, Tabela 9).

Dane literaturowe donoszace o wartosciach cisnienia tg¢tniczego szczuréw szczepu SHR sg
réznorodne. Wyniki analogiczne do tych zaprezentowanych w pracy doktorskiej przedstawili
Otani i wsp., Aragane i wsp. oraz Civantos 1 wsp., ktérzy doniesli, ze $rednie wartosci SBP
szczurow szczepu SHR w wieku 6 tygodni wynosity odpowiednio: 145 mmHg, 142 mmHg
oraz mniej niz 145 mmHg (178, 225, 226). Wyzsze wartosci SBP u szczuréw szczepu SHR
w wieku 6 tygodni zaprezentowali Oddo i wsp. oraz Anishchenko i wsp. — odpowiednio 157
mmHg oraz 164 mmHg (227, 228), a nizsze Majzunova i wsp. — okoto 130 mmHg (229).
Rozbieznosci wynikajg prawdopodobnie z roznych warunkéw wykonywania pomiaru ci$nienia
tetniczego 1 towarzyszacego poziomu stresu, wykonaniem badania kilka dni przed lub po
osiggnigciu wieku doktadnie 6 tygodni (wzrost ci$nienia t¢tniczego u szczuréw szczepu SHR
w tym wieku jest dynamiczny (228)), przyuczenia szczuréw do badania redukujgc stres,

réznego pochodzenia zwierzat, badz innych czynnikow.

Warto$ci cisnienia tetniczego rozwijane przez szczury Szczepu SHR w 12. tygodniu zycia
w innych do$wiadczeniach byty natomiast przewaznie wyzsze niz Uzyskane w niniejszej pracy
doktorskiej. Civantos i wsp. doniesli, ze wartosci SBP u szczuréw szczepu SHR w wiek u 12
tygodni wyniosty blisko 170 mmHg, Cho i wsp. — 187 mmHg, Mowry i wsp. — ponad 200
mmHg, Oddo i wsp. — 204 mmHg, a Anishchenko i wsp. — 211 mmHg (226, 227, 228, 230,
231). Nizsze wartosci zaprezentowali Yang i wsp., u ktorych 12-tygodniowe szczury szczepu
SHR osiagnety wartosci SBP bliskie 140 mmHg; badanie wykonywane bylto jednak

W znieczuleniu, co mogto wptyngé na wartosci cisnienia tetniczego (232).

5.2.2. Morfologia naczyn siatkowki w przebiegu nadci$nienia tetniczego

W pracy doktorskiej, szczury z nadci$nieniem tetniczym nie ro6znity si¢ od grup kontrolnych
pod wzgledem wartosci wspotczynnika a/v (Rycina 22), choé¢ zgodnie z zalozeniem modelu
retinopatia nadci$nieniowa w wieku 12 tygodni u szczuréw szczepu SHR powinna by¢ juz
widoczna. Okamura i wsp. doniesli, ze u szczuréw szczepu SHR w wieku 12-14 tygodni
dochodzi do istotnego zwezenia tetniczek (233), a Li i wsp. osiagneli taki wynik juz w 10.
tygodniu zycia zwierzat (77). Ruchoux i wsp. w swojej pracy podali, ze u szczurow ze
spontanicznym nadci$nieniowym udarem mozgu (ang. Stroke Prone - Spontaneously

Hypertensive Rat; SP-SHR), pierwsze uszkodzenia narzagdowe spowodowane wysokim
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ci$nieniem tetniczym, pojawiaty si¢ migdzy 7., a 11. tygodniem zycia zwierzat (234). Inni
naukowcy zwrocili uwage na niejednorodno$¢ zmian naczyniowych w obrazie dna oka
szczurow Szczepu SHR — obserwowano zmiany ogniskowe i segmentalne, widoczne jedynie

u czesci osobnikow (71, 232).

Brak zmian warto$ci wspolczynnika a/v u szczurow badanych w pracy doktorskiej moze
wynika¢ zatem z doboru miejsca pomiaru. Srednica naczyn mierzona byta na wysokosci brzegu
tarczy nerwu wzrokowego (Rycina 20). Zmiany $rednicy naczyn nie dotyczg jednoczesnie
wszystkich tetniczek siatkowki, lecz zachodzg ogniskowo w rdznych jej sektorach. W wieku
12 tygodni moglto wigc nie dojs¢ jeszcze do zwezenia grubszych tetniczek w okolicy tarczy
nerwu wzrokowego. Ponadto, wartosci ci$nienia tetniczego u szczurdw w niniejszej pracy byly
znacznie nizsze niz w innych badaniach, co mogto wplyna¢ na wolniejszy rozwoj retinopatii

nadci$nieniowej.
5.2.3. Morfologia siatkowki w przebiegu nadcis$nienia tetniczego

U szczurow z nadci$nieniem tetniczym nie zaobserwowano histopatologicznych cech
swiadczacych o degeneracji siatkowki. Nie odnotowano réznic w grubosci siatkowki migdzy
grupami (Rycina 26), a réznice obserwowane w ilosci RGC zwigzane byty najprawdopodobniej
z wiekiem. Zaré6wno u 12-tygodniowych szczuréw szczepu WKY, jak i 12-tygodniowych
szczurow Szczepu SHR obserwowano mniejszg liczbe RGC, niz u odpowiadajgcych im
wiekiem 6-tygodniowych grup kontrolnych (Rycina 29). Podczas analizy grubosci
poszczegbdlnych warstw siatkowki, wyniki pomiarow u szczuréw z nadcisnieniem t¢tniczym
nie roznity si¢ od zadnej z grup kontrolnych. 6-tygodniowe szczury szczepu SHR miaty
natomiast znacznie ciensze warstwy ONL oraz OPL, niz 6-tygodniowe szczury szczepu WKY
nierozwijajace nadci$nienia tg¢tniczego, oraz grubsze warstwy IPL. Roéznicy takiej nie
zaobserwowano przy pordwnaniu 12-tygodniowych szczurow szczepu SHR z nadci$nieniem
tetniczym i 12-tygodniowych szczuréw szczepu WKY nieobcigzonych chorobg (Rycina 27).
Zmiany te moga $Swiadczy¢ o rozpoczynajacym si¢ procesie zaburzenia morfologii siatkowki
zwigzanym z wiekiem, ktory zostal przyspieszony przez wysokie ci$nienie tetnicze
predysponujace do rozwoju retinopatii nadcis$nieniowej. Brak jednoznacznych zmian
Swiadczacych o procesach neurodegeneracyjnych w siatkowce szczurdw z nadci$nieniem
tetniczym (12-tygodniowe SHR) badanych w pracy doktorskiej moze wskazywac na brak
zmian w morfologii siatkdéwki we wczesnym etapie choroby, badz wynika¢ z wybranego

sposobu wyliczania wartosci RT, ONL/RT, OPL/RT, INL/RT i IPL/RT (pomiary zostaty
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wykonane w najgrubszym miejscu siatkowki, bez rozdzielenia na cz¢$¢ centralng i obwodowa)

(Rycina 25).

W pracy doktorskiej wykazatam jednak silnie ujemng korelacje miedzy wartoscia SBP,
a gruboscig warstwy ONL u szczuréw z nadcis$nieniem tetniczym (Rycina 31), co wskazywaé
moze na tendencj¢ do uszkodzenia tej warstwy przez rosnace cis$nienie tetnicze. W przebiegu
nadci$nienia tetniczego warstwa ta mogla by¢ zatem uszkadzana jako pierwsza, co jest zgodne
z doniesieniami przedstawionymi przez Li i wsp. (77). Mechanizm uszkodzenia warstwy ONL
w przebiegu wysokiego ci$nienia tetniczego moze by¢ tlumaczony faktem, ze zewnetrzne
warstwy siatkowki, szczegolnie fotoreceptory, ktorych jadra znajdujg si¢ w obrebie ONL, sg
zaopatrywane w sktadniki odzywcze przede wszystkim przez naczynia naczyniowki (15). W
przebiegu nadci$nienia t¢tniczego dochodzi do wzrostu aktywnosci wspotczulnej, co skutkuje
zwezeniem tetniczek naczynidwki i1 niedotlenieniem fotoreceptoréw, co moze prowadzi¢ do

zmniejszenia grubosci ONL.

Analiza histopatologiczna siatkowki szczuréw szczepu SHR przeprowadzana byla przez
nielicznych naukowcow, a prezentowane wyniki byty niejednoznaczne. Lin 1 wsp. wykonujac
histopatologiczng oceng siatkowek szczurow szczepu SHR w wieku 4 i 14 miesiecy nie znalezli
zadnych zmian w jej morfologii, a uktad warstw siatkowki szczurdw z retinopatia
nadcisnieniowa nie odbiegat od normy (235). Li i wsp. natomiast w badaniu szczurow 10-
tygodniowych i 40-tygodniowych wykazali, ze w porownaniu ze szczurami szczepu WKY,
U szczurow Szczepu SHR warstwa ONL jest ciensza 1 zawiera mniej komorek (w
doswiadczeniu tym grubo$¢ warstwy byta mierzona od RPE do OPL, zawierata wigc w sobie
rowniez warstwe fotoreceptoréw, a w zaprezentowanej pracy doktorskiej warstwa ONL
mierzona byla zgodnie z jej definicja, od OLM do OPL, czyli z wylaczeniem warstwy
fotoreceptorow). Li i wsp. nie znalezli tez réznic w grubosci warstw INL i GCL, ani w ilosci
komorek w warstwach INL i GCL (liczba RGC), jak rowniez roznic migedzy 10-tygodniowymi,
a 40-tygodniowymi szczurami szczepu SHR (77). Z kolei Yamori i wsp., badajacy szczury
szczepu SHR w szerokim przedziale czasowym (od 2 do 17 miesigca zycia), w badaniu
histopatologicznym wykazali jedynie obrzgk wewngtrznych warstw siatkowki (IPL, GCL)
(236). Liu i wsp. w badaniu histopatologicznym siatkowki zaobserwowali, Ze zmiany struktury
siatkdwki towarzyszace retinopatii nadcisnieniowej zachodza jedynie w jej czeSci centralne;j,
anie obwodowej. W siatkowce 6-miesiecznych szczurow szczepu SHR obserwowali

pogrubienie warstw IPL, INL i warstwy fotoreceptoréw, natomiast nie znalezli roznic

108



W grubos$ci warstw siatkowki obwodowej miedzy grupa doswiadczalng, a grupami kontrolnymi
(237).

Pomimo danych dostepnych w pisSmiennictwie wskazujacych na obecno$¢ retinopatii
nadci$nieniowej w 12. tygodniu zycia szczuréw szczepu SHR, wyniki badan przyzyciowych
oraz analizy histopatologicznej przeprowadzonych w mojej pracy doktorskiej nie wskazuja

jednoznacznie na rozwoj choroby oczu.
5.2.4. WartoSci ciSnienia Srédgalkowego w przebiegu nadcisnienia tetniczego

W pracy doktorskiej, 12-tygodniowe szczury szczepu SHR miaty podwyzszone IOP wzgledem
grup kontrolnych (Rycina 24). Wartosci IOP nie korelowaty jednak z wartosciami SBP, DBP,
czy MAP w zadnej z czterech badanych grup zwierzat (Tabele 10-13).

W pismiennictwie znajduja si¢ jedynie pojedyncze badania oceniajace ci$nienie Srodgatkowe
jednoczasowo z ci$nieniem tg¢tniczym u szczuréw Szczepu SHR, a ich wyniki sg niespojne.
Wzrost IOP u szczurow szczepu SHR zaobserwowali Vaajanen 1 wsp., ktorzy badali szczury
w wieku od 6 do 14 tygodni przy uzyciu tonometrii odbiciowej. Zaobserwowali, ze zarowno
szczury w wieku 6, jak 1 14 tygodni miaty wyzsze IOP, niz odpowiadajace im grupy kontrolne.
Przedstawili rowniez dodatnig korelacj¢ migdzy wartoSciami cisnienia t¢tniczego,
a srodgatkowego (238). Przeciwne wyniki przedstawili Funk i wsp. wykazujac, ze u starszych
szczurow, w wieku 8-9 miesigcy, wartosci IOP sg nizsze, niz u grup kontrolnych. Réwniez
zaobserwowali korelacje wartosci IOP z BP, lecz byta ona ujemna. W doswiadczeniu tym
zastosowano jednak inwazyjny pomiar IOP poprzez sond¢ umieszczong w komorze przedniej
oka (239). Brak r6znic migdzy IOP i BP u szczurow szczepu SHR w wieku 15 tygodni wykazali
natomiast Skrzypecki 1 wsp., ktorzy w dwoch doswiadczeniach mierzyli wartosci IOP zaréwno

metodg tonometrii odbiciowej, jak i inwazyjnej (240, 241).

W badaniach przekrojowych oraz prospektywnych u ludzi obserwuje si¢ silny zwigzek IOP
z SBP oraz DBP, a nawet wyliczono, ze na kazdy wzrost 10 mmHg w SBP przypada wzrost
IOP o0 0,21 mmHg (242, 243). Rozbieznosci wynikow obserwowanych w badaniach
przedklinicznych oraz klinicznych wskazuja na zlozono$¢ procesu regulacji IOP w obliczu
podwyzszonego BP. Skrzypecki i wsp. zasugerowali, ze zmiany wartosci IOP w przebiegu
nadci$nienia tetniczego mogg zaleze¢ nie od samego poziomu BP, lecz od dzialania hormonow

lezacych u podstaw danego typu nadcis$nienia tetniczego. Na przyktad, wazopresyna to hormon
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podwyzszajacy cisnienie t¢tnicze, ale obnizajacy ci$nienie Srodgatkowe; tlenek azotu dziata

natomiast depresyjnie na BP, a podwyzsza IOP (244).

Badania zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej sugeruja, ze w przebiegu nieleczonego
nadcis$nienia tetniczego rzeczywiscie dochodzi do wzrostu ci$nienia $rodgatkowego, lecz do

wyjasnienia przyczyn tego zjawiska niezbedne sg dalsze badania.
5.2.5. Zmiany poziomu BDNF u szczuréw z podwyzszonym ci$nieniem tetniczym

W przedstawionej pracy, poziom BDNF byt wyzszy zar6wno w galce ocznej jak i surowicy
szczurow szczepu SHR (6-tygodniowych oraz 12-tygodniowych) w pordéwnaniu do
nierozwijajacych nadci$nienia te¢tniczego szczuréw szczepu WKY w odpowiadajacym wieku
(Rycina 30). Nie wykazano roznic miedzy poziomem biatka u 6-tygodniowych i 12-
tygodniowych szczurow szczepu SHR (co wynika¢ moze z braku istotnych statystycznie rdéznic
w wartosciach SBP, DBP 1 MAP miedzy tymi szczurami), lecz obydwie grupy osiagnely
istotnie wyzsze poziomy niz odpowiadajace im grupy szczurow szczepu WKY (Rycina 19).
Whnioskowa¢ mozna wigc, ze w warunkach podwyzszonego cisnienia tetniczego (szczury
z grupy SHR 6t mialy wyzsze BP, niz WKY 6t; szczury z grupy SHR 12t NAD miaty
wyzsze BP, niz WKY 12t) dochodzi do zwigkszenia poziomu biatka BDNF w galce ocznej
oraz surowicy. Nie wykazano jednak korelacji pomiedzy SBP i poziomem BDNF w galce

ocznej czy surowicy w zadnej z czterech badanych grup zwierzat (Tabele 10-13).

Niniejsza praca doktorska jest pierwszym badaniem, w ktérym przedstawiono poziom BDNF
w siatkowce szczurow szczepu SHR. Oznaczenie poziomu BDNF w surowicy przedstawicieli
tego szczepu przeprowadzili jedynie Amoureux i wsp. Badajgc gryzonie w wieku 6 i 13
tygodni, nie wykazali rdznic istotnych statystycznie pomiedzy szczurami z nadcisnieniem

tetniczym, a kontrolnymi szczurami szczepu WKY (245).

Badania przeprowadzone u ludzi réwniez nie dostarczajg jednoznacznych informacji na temat
zmiany poziomu BDNF w przebiegu nadci$nienia t¢tniczego. Ding i wsp. nie znalezli roéznic
W poziomie BDNF w surowicy miedzy pacjentami z nadci$nieniem tetniczym, a grupa
kontrolng (246). Natomiast Nemcsik i wsp. wykazali podwyzszony poziom BDNF w surowicy
dorostych pacjentow z nadcisnieniem tetniczym (247). Golden i wsp. dowiedli pozytywnej

korelacji miedzy poziomem krazacego BDNF, a wartoscig cisnienia rozkurczowego (248).
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Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej wymagaja jednak krytycznej analizy
W celu rozwazenia czy podwyzszenie poziomu BDNF w galce ocznej oraz surowicy jest
rzeczywiscie zwigzane z nadci$nieniem te¢tniczym. Pomimo wyzszego niz u grup kontrolnych
poziomu biatka BDNF u szczuréw podatnych na nadcisnienie tetnicze, nie wykazano korelacji
mi¢dzy BDNF, a SBP czy DBP w zadnej z badanych grup zwierzat. Nalezy pamigtaé, ze mtode
szczury szczepu SHR stanowig réwniez model zespolu nadpobudliwosci psychoruchowe;j
z deficytem uwagi (ang. Attention Deficit Hyperactivity Disorder; ADHD), a oznaczenie
poziomu bialek neuroprotekcyjnych w przebiegu tej choroby psychiatrycznej jest obiektem
zainteresowania badaczy. Szczury szczepu SHR wykazujg zachowanie przypominajace objawy
ADHD w mtodym wieku, badania nad ADHD przeprowadzane s3 wigc zwykle na szczurach
kilkutygodniowych (do 8 — 10 tygodnia zycia) (249, 250). Cho¢ szczury 12-tygodniowe nie
powinny juz wykazywa¢ objawow ADHD, to mtodsza grupa kontrolna (6-tygodniowe szczury
szczepu SHR) prawdopodobnie je prezentowala. Istnieje kilkadziesiat prac przedstawiajacych
role BDNF w patogenezie ADHD, lecz wszystkie badania przedkliniczne obejmowaty
oznaczenie poziomu tego biatka w homogenacie tkanki mozgowej. Autorzy nie zaprezentowali
wigc pomiarow poziomu BDNF w surowicy, ktore mozna byloby poréwna¢ z wynikami
niniejszej pracy doktorskiej. Przeprowadzono jednak kilka badan u dzieci z ADHD, gdzie
oceniano poziom BDNF w surowicy, cho¢ wyniki badan nie sa jednoznaczne. Younan i wsp.
oraz Gumus i wsp. wykazali, ze poziom BDNF w surowicy nieleczonych dzieci z ADHD byt
wyzszy niz u grup kontrolnych, przy czym obserwowana byta silnie ujemna korelacja migdzy
poziomem BDNF, a wiekiem (251, 252). Bilgic i wsp. oraz Scassellati i wsp. nie znalezli
natomiast roznic w poziomie BDNF miedzy nieleczonymi pacjentami z ADHD, a grupami
kontrolnymi (253, 254). W badaniu przeprowadzonym przez Corominas-Rosso i wsp. oceniano
BDNF u dorostych z ADHD i wykazano obnizenie poziomu tego biatka (255). Badania
przeprowadzone u ludzi sugeruja, ze poczatkowo podwyzszony poziom BDNF spada wraz

z czasem trwania choroby.

Bioragc powyzsze pod uwage, Wyniki zaprezentowane w pracy doktorskiej wymagaja
uzupetnienia o dalsze badania przeprowadzone réwniez u starszych przedstawicieli szczepu

SHR w p6zniejszym stadium retinopatii nadcisnienioweyj.
5.2.6. Zmiany poziomu NGF u szczuréw z podwyzszonym ci$nieniem tetniczym

W pracy doktorskiej u szczurow szczepu SHR (z predyspozycja do rozwoju nadci$nienia

tetniczego) zaobserwowano istotnie wyzszy poziom NGF w galce ocznej niz u szczuréw
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szczepu WKY, bez wzgledu na wiek (Rycina 30). Dodatkowo, wykazano dodatnig korelacje
poziomu NGF z poziomem BDNF w oku (Rycina 32) oraz z gruboscig warstwy INL (Rycina
33), co moze $§wiadczy¢ o synergistycznej roli tych dwdch czynnikow neuroprotekcyjnych
W promowaniu przezycia komorek siatkéwki zlokalizowanych w obrebie tej warstwy (komorek
poziomych, dwubiegunowych oraz amakrynowych). Poziom NGF w surowicy nie roznit si¢
miedzy badanymi grupami (Rycina 30).

Niniejsza praca doktorska jest pierwszym badaniem, w ktérym oznaczono poziom NGF w galce
ocznej 1 surowicy szczuréw szczepu SHR w przebiegu nadcis$nienia tetniczego. Posrod badan
przeprowadzonych u ludzi, Tomoda 1 wsp. oceniali poziom NGF w osoczu pacjentow
Z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym. Zaprezentowane przez nich wyniki r6znig si¢ jednak
od tych osiggnietych w niniejszej pracy doktorskiej — pacjenci z nadci$nieniem tetniczym mieli
podwyzszony poziom NGF w osoczu (256). Roznice te wynikaé moga z roznych przyczyn
nadci$nienia tetniczego u szczurdw Sszczepu SHR oraz ludzi, badz z rdznego stadium 1 czasu
trwania choroby. W celu jednoznacznej oceny roli NGF wydzielanego do krwi w przebiegu

nadci$nienia tetniczego potrzebne jest wykonanie wigkszej ilosci badan.

Liczne badania przedkliniczne wykazaly jednak, ze NGF u szczuréw szczepu SHR
Z nadci$nieniem tetniczym jest wydzielany migdzy innymi przez komorki warstwy miesni
gtadkich naczyn, co przyczynia si¢ do zwigkszenia wspotczulnego unerwienia okolicznych
tkanek, takich jak: nerki, pecherz moczowy, $ledziona, serce, nerw kulszowy, czy tez tetnica
krezkowa. W wymienionych narzagdach obserwowano wyzszy poziom NGF niz w narzadach
szczurow szczepu WKY stanowigcych grupy kontrolne. Wzrost aktywnos$ci wspotczulnej oraz
zwiekszenie produkcji amin katecholowych powoduje skurcz naczyn i w efekcie wzrost BP
(257, 258, 259, 260). Z czasem dochodzi do przebudowy Sciany naczyn i utrwalenia zmian
prowadzacych do przewlektego nadcisnienia tg¢tniczego. Uwaza sig, ze NGF jest jednym

z czynnikow promujacych ten proces (256, 261).

Wyniki badania przedstawionego w pracy doktorskiej sugeruja, ze NGF wydzielany przez
komorki warstwy migéni gladkich naczyn nie jest transportowany do surowicy (brak roznic
mi¢dzy grupami w poziomie NGF w surowicy), lecz do tkanek gatki ocznej (wyzszy poziom
NGF w gatce ocznej szczuréw szczepu SHR) (Rycina 30). Naczynia blony naczyniowej gatki
ocznej s3a unerwione wspotczulnie przez widkna ze splotu szyjnego goérnego,
a przywspotczulnie przez widkna ze zwoju skrzydtowo-podniebiennego; naczynia siatkowki

natomiast nie sg unerwione autonomicznie (262, 263). Niniejsza praca doktorska jako pierwsza
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moglaby zasugerowaé, ze NGF jest wydzielany w galce ocznej w celu promowania wzrostu
unerwienia wspotczulnego tetnic dna oka w przebiegu nadci$nienia tetniczego, w fazie
poprzedzajacej istotne zwezenie $rednicy tetnic obserwowane w retinopatii nadcisnieniowe;.
Hipoteza ta wymaga potwierdzenia poprzez ocen¢ wiokien uktadu autonomicznego obecnych
w galce ocznej 1 porownanie ich ilosci u zwierzat w przebiegu nadcisnienia tgtniczego,

a nastepnie skorelowanie z poziomem NGF w tym narzadzie.

5.3. Model cukrzycy
5.3.1. Rozpoznanie cukrzycy

U szczuréw z grupy Lewis CUK cukrzyce rozpoznano na podstawie wartosci glikemii
przekraczajacej 300 mg/dl (16,7 mmol/l) (179, 180, 181) w pomiarze wykonanym 72 godziny
po dootrzewnowym podaniu STZ w dawce 60 mg/dl (172, 173, 174).

5.3.2. Rozpoznanie retinopatii cukrzycowej na podstawie glikemii i wspoétczynnika a/v

U szczuréw z cukrzycg zaobserwowano zaburzenie struktury naczyn wyrazone poprzez
zwigkszajacg sie wartos¢ wspotczynnika a/v (Rycina 36), obecnos¢ zaburzen unaczynienia, CO
potwierdzito rozwoj retinopatii cukrzycowej (172, 173, 174, 179, 180, 181, 264). Wedlug
Kristinsson i wsp., poszerzenie te¢tniczek jest cechg wczesnego stadium zaawansowania
retinopatii cukrzycowej. Poszerzenie tetniczek w przebiegu cukrzycy prowadzi do wzrostu
cisnienia w mikrokrazeniu siatkowki, co uszkadza Sciany naczyn prowadzac do pojawienia si¢
mikrotetniakow 1 wysickow krwistych w dalszych etapach retinopatii (265). Dzigeki tym
obserwacjom, w pracy doktorskiej rozpoznano wczesne stadium retinopatii cukrzycowej, gdzie
zwigkszona warto$¢ wspotczynnika a/v wskazywata na poszerzenie tgtniczek siatkowki. Na
podstawie przegladu wynikéw badan klinicznych zaproponowa¢ mozna nastgpujaca kolejnosc
wystapienia zmian: poszerzenie tetniczek we wczesnych etapach retinopatii cukrzycowe;j
poprzedzajacych faze obrzeku plamki zottej, nastepnie poszerzenie zytek w fazie retinopatii

nieproliferacyjnej i ostatecznie zwe¢zenie t¢tniczek w fazie retinopatii proliferacyjnej (265,

266).
5.3.3. Zaburzenie struktury siatkdwki w przebiegu retinopatii cukrzycowej

W pracy doktorskiej, u szczurdw szczepu Lewis 4 tygodnie po indukcji cukrzycy
zaobserwowano zaburzenie struktury siatkowki wyrazone przez spadek grubosci warstwy IPL

1 wzrost grubo$ci warstwy ONL mierzonych w stosunku do grubosci calej siatkowki (Rycina
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41). Dodatkowo, wyzszym warto$§ciom ONL towarzyszyly nizsze wartosci IPL, co $wiadczy o
zalezno$ci grubosci tych dwoch warstw od siebie (Rycina 46). Nie obserwowano zmiany
grubosci pozostatych warstw (INL, OPL) (Rycina 41), grubosci catkowitej siatkowki (warto$¢
RT, mierzona od ILM do OLM) (Rycina 40), ani zmiany w liczbie RGC (Rycina 43). Obraz
zmian histopatologicznych siatkowki $wiadczyl o wczesnym etapie zmian siatkowki
zachodzacym w przebiegu retinopatii cukrzycowej, co odpowiada rozpoznaniu postawionemu

na podstawie zwigkszonych warto$ci a/v.

Wyniki oceny histopatologicznej zmian w siatkdbwce w przebiegu retinopatii cukrzycowe;j
zaleza od czasu trwania choroby. Dluzej trwajacej 1 nieleczonej cukrzycy towarzysza bardziej
zaawansowane zmiany neurodegeneracyjne. Dorfman i wsp. w badaniu wykonywanym
u szczurdéw szczepu Wistar, 6 tygodni po indukcji cukrzycy przez podanie STZ, rowniez nie
wykazali zmian RT i RGC u szczurow z retinopatig cukrzycowa (185). Zhang i wsp.
analizowali siatkowke szczuréw szczepu Sprague-Dawley 6 tygodni po indukcji cukrzycy,
gdzie zwrocili uwage na wystepujace drastyczne zaburzenie struktury siatkowki.
Zaobserwowali zmniejszenie wartosci RT, INL oraz ONL. Pomiary grubos$ci warstw wyrazane
byty jednak jako wartos$ci bezwzgledne, a nie jako stosunek grubosci warstwy do grubosci
calkowitej siatkowki, co odréznia wyniki opisane przez innych badaczy od tych
prezentowanych w niniejszej pracy doktorskiej (267). Badania prowadzone u zwierzat
Z dluzszym czasem trwania cukrzycy wykazaly rézne wyniki w zalezno$ci od przyjetego
sposobu pomiaru oraz sposobu wyrazenia wyniku pomiaru grubosci konkretnych warstw (jako
wartos¢ bezwzgledng, stosunek do grubosci siatkowki, stosunek do grubosci naczyniowki,
stosunek do grubosci warstwy fotoreceptorow, i tak dalej), lecz zawsze jednoznacznie
wskazywaly na zaburzenia struktury swiadczace o procesach neurodegeneracyjnych. Badania
wykonane w ciggu 3 miesiecy od indukcji cukrzycy pokazaly, ze u zwierzat doszto do spadku
grubosci RT, INL i ONL (268), spadku grubosci IPL i INL (269) lub zmniejszenia liczny RGC
bez zmiany grubosci RT (270). Dodatkowo, Thangaraju i wsp. zwrdcili uwage na pojawiajace
si¢ zwyrodnienie wodniczkowe warstw wewnetrznych siatkdwki (GCL i1 IPL) obecnych
w siatkdwce juz 3 miesigce po indukcji choroby (271). Badania wykonane 4 miesigce oraz 7,5
miesigca po indukcji choroby wykazaly zmniejszenie RT, INL, ONL, RGC $wiadczace o atrofii

siatkowki w przebiegu zaawansowanej retinopatii cukrzycowej (182, 186).

Podsumowujac analiz¢ zmian morfologii siatkowki dokonang w niniejszej pracy doktorskiej

oraz na podstawie analizy danych zebranych w przegladzie piSmiennictwa, przebieg zmian
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struktury siatkéwki w retinopatii cukrzycowej wydaje si¢ nastepujacy: w poczatkowych
etapach retinopatii cukrzycowej dochodzi do zaburzenia struktury siatkowki, bez zmian jej
calkowitej grubosci 1 uszkodzenia komoérek RGC. W przebiegu kolejnych miesigcy trwania
cukrzycy dochodzi do poglebienia procesu neurodegeneracyjnego, ktory prowadzi do
zmniejszenia catkowitej grubosci siatkowki i liczby komodrek zwojowych siatkowki,

ostatecznie prowadzac do atrofii siatkowki.
5.3.4. Cisnienie srodgalkowe w przebiegu retinopatii cukrzycowej

W pracy doktorskiej nie zaobserwowano wzrostu ci$nienia $rodgatkowego w przebiegu
wczesnej fazy retinopatii cukrzycowej (Rycina 38), co zgodnie jest z doniesieniami innych
badaczy (272, 273). Wzrost IOP w przebiegu retinopatii cukrzycowej moze by¢ obserwowany
w zaawansowanych stadiach choroby, w fazie proliferacyjnej. Jesli dojdzie do
neuowaskularyzacji w obrebie kata przesagczania przedniej komory gatki ocznej, moze dojs¢ do
wzrostu IOP w wyniku zamkniecia odptywu cieczy wodnistej. W sytuacji tej rozpoznaje si¢
jaskre neowaskularna, ktorej jedng z najczestszych przyczyn jest retinopatia cukrzycowa (274).

Powiktanie to nie jest jednak charakterystyczne dla wczesnych faz choroby.

5.3.5. Rola BDNF w przebiegu retinopatii cukrzycowej

W pracy doktorskiej u szczur6w we wczesnym stadium retinopatii cukrzycowej doszto do
istotnego spadku poziomu BDNF w surowicy, lecz nie byt on obserwowany w galce ocznej
(Rycina 44). Ponadto, nie znaleziono korelacji miedzy poziomem BDNF w galce ocznej czy
surowicy, a wynikami badan przyzyciowych (IOP, a/v) oraz wynikami analizy

histopatologicznej (RT, RGC, grubos$ci poszczegdlnych warstw) (Tabele 15-16).

Analogiczne wyniki dotyczace oceny poziomu BDNF zaprezentowal Shen 1 wsp., ktorzy
u szczurOw szczepu Sprague-Dawley po 2 tygodniach od czasu indukcji cukrzycy STZ
wykazali spadek poziomu BDNF w surowicy, lecz brak zmian w poziomie BDNF
w homogenacie przygotowanym z siatkowki oka zwierzat (275). W innych badaniach
wykazano spadek poziomu BDNF w homogenatach siatkowki zardwno miesiac, jak i 6 tygodni
po indukcji cukrzycy (276, 277). Poziom BDNF w przebiegu retinopatii cukrzycowej
analizowano réwniez za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej, gdzie zaobserwowano znaczacy
spadek immunoreaktywnos$ci BDNF w przekroju przez nerw wzrokowy u szczuréw 6 tygodni

po indukcji cukrzycy (185). Obnizony poziom BDNF w galce ocznej wigzat sig ze
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zwigkszonym wydzielaniem cytokin prozapalnych i stresem oksydacyjnym, ktore stanowig
element patogenezy cukrzycy i retinopatii cukrzycowej (275, 277). W pracy doktorskiej nie
wykazano zmniejszenia poziomu BDNF w galce ocznej, co moglo by¢ wynikiem

przeprowadzenia badania na wczesniejszym etapem choroby.

Obnizony poziom BDNF w surowicy jest $cisle zwigzany z cukrzycg, czego dowodzi meta-
analiza z 2021 r. (278). Wykazano, ze u pacjentdow z podwyzszonym stezeniem glukozy we
krwi, dochodzi do zmniejszenia ilosci BDNF wydzielanego przez moézg do krwi obwodowe;j
(279). Obnizony poziom BDNF w przebiegu cukrzycy moze by¢ zwigzany z zaburzeniami

gospodarki wodoroweglanowej, obserwowanymi w tej chorobie (102).

BDNF to biatko o dziataniu neuroprotekcyjnym, ktoére dzieki pobudzeniu receptora TrkB,
promuje przezycie komorek nerwowych. Zwigzanie BDNF z receptorem TrkB powoduje
aktywacje szlakow sygnatowych hamujacych apoptoze indukujacych transkrypcje gendow
zwigzanych z przezyciem neurondw. Cho¢ pelen mechanizm dzialania BDNF w przebiegu
cukrzycy 1 retinopatii cukrzycowej nie zostal w petni wyjasniony i wymaga dalszych badan,
stosowanie terapii majacych na celu zwigkszenie jego poziomu w galce ocznej wykazuje dobre
efekty w badaniach przedklinicznych. Na przyktad, doszklistkowe podanie nerwowych
komorek macierzystych wydzielajagcych  BDNF  wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne

zwigkszajac przezywalnos¢ RGC w przebiegu retinopatii cukrzycowej (184).

5.3.6. Rola NGF w przebiegu retinopatii cukrzycowej

U szczurow, 4 tygodnie po indukcji cukrzycy nie zaobserwowano réznic w poziomie NGF
W surowicy ani w galce ocznej w porownaniu z grupa kontrolng (Rycina 44). Wynikato to
prawdopodobnie ze wczesnego stadium rozwoju retinopatii cukrzycowej. Zmniejszenie
poziomu NGF w surowicy szczurow zostalo zaobserwowane w 4. tygodniu po indukcji
cukrzycy przez Ahmad i wsp. oraz w 6. tygodniu po indukcji cukrzycy przez Zhang i wsp. Oba
zespoty badaty jednak szczury szczepu Sprague-Dawley, a poza indukcja cukrzycy poprzez
podanie STZ, szczury dodatkowo zywione byly pokarmem bogatym w ttuszcz i cukry (280,

281). Przyczynilo si¢ to do szybszego rozwoju retinopatii.

Spadek poziomu NGF w przebiegu cukrzycy i retinopatii cukrzycowej moze wynikaé ze
zmniejszonej produkcji przez komorki Schwanna, zmniejszonego aksonalnego transportu

wstecznego biatka oraz zmniejszonego powinowactwa receptora TrkA do NGF (280), cho¢

116



dane literaturowe wskazuja, ze w przebiegu retinopatii cukrzycowej nie obserwuje si¢
zmniejszonej ekspresji tego receptora w siatkowce (282, 283). Po 8 tygodniach trwania
cukrzycy Fico i wsp. zauwazyli natomiast wzrost poziomu nieaktywnej formy prekursorowe;j
NGF (pro-NGF) (283), co moze $wiadczy¢ o zaburzeniu procesu przeksztatcania pro-NGF
w NGF w przebiegu retinopatii cukrzycowej, przyczyniajac si¢ do spadku poziomu NGF
w tkankach. Kolejng przyczyng spadku poziomu NGF w przebiegu choroby jest obnizenie
ekspresji jego genu (284).

Pomimo braku réznic poziomu NGF miedzy grupami, w pracy doktorskiej wykazano dodatnig
korelacj¢ pomiedzy wartoscig wspotczynnika a/v, a poziomem NGF w surowicy szczurow
z nadcisnieniem tetniczym (Rycina 45). Wartos¢ wspotczynnika a/v byla podwyzszona
W poczatkowych etapach retinopatii cukrzycowej, a wraz z rozwojem choroby warto$¢ a/v
malala ze wzgledu na postgpujace poszerzenie S$rednicy zylek siatkowki. U szczurow
z retinopatig cukrzycows, wyzszy poziom NGF w surowicy korelowat z wyzszymi warto$ciami
a/v $wiadczacymi o zaburzeniu morfologii naczyn siatkoéwki. Moze to wskazywaé na
zwigkszone wydzielanie biatek protekcyjnych w odpowiedzi na rozpoczynajacy si¢ proces

patologiczny w naczyniach i siatkbwce zwierzat.

W zwiazku z licznymi doniesieniami podkreslajgcymi istotno$¢ roli NGF w patomechanizmie
retinopatii cukrzycowej, terapie oparte na podaniu rekombinowanego NGF sg przedmiotem
badan przedklinicznych. NGF moze by¢ podany miejscowo w formie kropli do oczu badz
w formie zastrzyku pozagatkowego. Zwigkszenie poziomu NGF w galce ocznej przyczynia si¢

do zwigkszenia przezywalnosci RGC i ograniczenia utraty wzroku (283, 285).
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6. Whioski

e W pracy doktorskiej potwierdzono uzyskanie prawidtowego modelu do§wiadczalnego
jaskry, nadcisnienia tetniczego oraz cukrzycy. W przebiegu cukrzycy potwierdzono
rozw6j retinopatii cukrzycowej, natomiast nie doszlo do rozwoju retinopatii
nadci$nieniowej w przebiegu nadcisnienia tetniczego.

e U myszy z jaskrg obserwowano zmiany swiadczace 0 procesach neurodegeneracyjnych
siatkowki (zmniejszenie RT, zmiana grubosci warstw siatkowki, zmniejszenie liczby
CRGC, pRGC). U szczuréw z nadci$nieniem tetniczym nie potwierdzono cech
neurodegeneracji, natomiast u szczuréw szczepu Lewis zaobserwowano jedynie zmiany
grubos$ci warstw siatkowki.

e W badanych modelach zwierzgcych zaobserwowano zmiany poziomu BDNF i NGF
w tkankach (obnizenie poziomu biatek w gatce ocznej w jaskrze, wzrost poziomu NGF
w galce ocznej w nadcisnieniu te¢tniczym, spadek poziomu BDNF w surowicy
w cukrzycy), co wskazuje na wudzial tych bialek w patogenezie chorob
neurodegeneracyjnych siatkowki.

e Na podstawie badan wlasnych, jak i obserwacji innych autorow poziom BDNF i NGF
w przebiegu badanych choréb neurodegeneracyjnych siatkowki wydaje si¢ by¢ zmienny
i zalezny od etapu rozwoju choroby. Zmiany poziomu biatek neuroprotekcyjnych
w tkankach mogg w przysztosci zosta¢ by¢ moze uzyte jako potencjalne biomarkery

wczesnego stadium rozwoju choroby.
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7. Podsumowanie

W zaprezentowanej pracy oceniano rolg biatek BDNF oraz NGF w przebiegu chorob
neurodegeneracyjnych siatkowki. W tym celu wykonywane byty badania przyzyciowe (pomiar
IOP, a/v), analiza histopatologiczna (pomiar RT, ONL/RT, OPL/RT, INL/RT, IPL/RT, RGC)
oraz immunoenzymatyczna (oznaczenie poziomu BDNF i NGF w galce ocznej i surowicy)

W zwierzgcych modelach jaskry, retinopatii nadcisnieniowej i cukrzycowe;j.

7.1. Model jaskry

10-miesieczne myszy szczepu DBA/2 rozwinely jaskre, ktéra objawiata si¢ podwyzszonymi
warto$ciami IOP w pomiarach przyzyciowych oraz cechami neurodegeneracji siatkowki

obserwowanymi w badaniu histopatologicznym (uszkodzenie RGC oraz atrofia siatkowki).

W tkankach wyizolowanych od zwierzat (surowica, gatka oczna) obserwowano tendencje do
wzrostu poziomu BDNF i NGF w galce ocznej wraz z wiekiem, oraz nizsze poziomy u 10-

miesigcznych myszy z jaskra, niz u 10-miesiecznych myszy kontrolnych.

7.2. Model nadcis$nienia tetniczego

Model nadcisnienia tetniczego stanowity 12-tygodniowe szczury szczepu SHR rozwijajace
chorobeg spontanicznie. Nadcis$nienie t¢tnicze zostato rozpoznane u 12-tygodniowych szczurow
na podstawie podwyzszonych wartosci SBP (SBP > 150 mmHg). Szczury z nadci$nieniem
tetniczym nie roznily si¢ jednak od grup kontrolnych pod wzgl¢dem warto$ci wspotczynnika
alv.

Nie zaobserwowano rowniez histopatologicznych cech swiadczacych o degeneracji siatkowki,
cho¢ wyniki analizy gruboSci poszczegdlnych warstw siatkdbwki moga $wiadezyd
0 rozpoczynajacym si¢ procesie zaburzenia jej morfologii zwigzanym z wiekiem, ktory zostat
przyspieszony przez wysokie cisnienie tetnicze predysponujace do rozwoju retinopatii
nadci$nieniowej. Szczury w wieku 12 tygodni mogly zatem rozwina¢ retinopati¢ na bardzo
wczesnym etapie choroby, przed wystapieniem uchwytnych zmian w $rednicy naczyn na

wysokosci brzegu tarczy nerwu wzrokowego.

W analizie immunoenzymatycznej poziom BDNF byl wyzszy zarowno w galce ocznej jak

I surowicy szczuroéw Szczepu SHR, zarowno 6-tygodniowych, jak i 12-tygodniowych. Podczas
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analizy NGF wykazano wzrost jego poziomu w przebiegu nadci$nienia t¢tniczego w gatce
ocznej, lecz poziom w surowicy pozostal bez zmian. NGF moze zatem odgrywaé rolg
W promowaniu unerwienia wspotczulnego naczyn blony naczyniowej oka przyczyniajac si¢

nastepnie do rozwoju retinopatii i uszkodzenia warstwy ONL siatkowki.

U szczurow szczepéw SHR oraz WKY poziom biatka NGF w galce ocznej pozytywnie
korelowal z gruboscig warstwy INL, co moze wskazywaé na promowanie przezycia komorek

poziomych, dwubiegunowych oraz amakrynowych przez ten czynnik neuroprotekcyjny.

7.3. Model cukrzycy

W pracy doktorskiej, model cukrzycy stanowily szczury szczepu Lewis, 4 tygodnie po
dootrzewnowym podaniu STZ. Cukrzyce rozpoznano na podstawie wysokich wartosci glikemii
(> 300 mg/dl), a rozw@j retinopatii na podstawie obecno$ci zaburzen unaczynienia siatkowki.
Na podstawie wzrostu wartosci wspdlczynnika a/v sugerujacego poszerzenie tetniczek,

U szczurow w do$wiadczeniu rozpoznano wczesny etap retinopatii cukrzycowe;.

We weczesniej fazie retinopatii cukrzycowej zaobserwowano zaburzenie struktury siatkowki
wyrazone przez spadek grubos$ci warstwy IPL i1 wzrost grubos$ci warstwy ONL, ktorych

warto$ci wykazywaty ujemna korelacje.

W przedstawionym doswiadczeniu, u szczuréw z cukrzyca doszto do znacznego spadku
poziomu BDNF w surowicy, lecz nie byt on obserwowany w galce ocznej. Ponadto, nie
znaleziono korelacji miedzy poziomem BDNF w galce ocznej czy surowicy, a wynikami badan
przyzyciowych (IOP, a/v), czy tez wynikami analizy histopatologicznej (RT, RGC, grubosci
poszczegblnych warstw). Brak spadku poziomu BDNF w galce ocznej byt najprawdopodobniej
zwigzany z wczesniejszym etapem choroby, a spadek w surowicy moze mie¢ zwigzek

z zaburzeniami metabolicznymi obserwowanymi w przebiegu cukrzycy.

U szczurow nie zaobserwowano roznic w poziomie NGF w surowicy ani w galce ocznej
W poréwnaniu grupy doswiadczalnej 1 kontrolnej. Wynika to prawdopodobnie ze wczesnego
stadium rozwoju retinopatii cukrzycowej. Pomimo braku réznic w poziomie NGF migdzy
grupami, w pracy doktorskiej wykazano dodatnia korelacje pomigdzy wartoscig wspotczynnika
a/v, a poziomem NGF w surowicy u szczuréw z cukrzyca, co moze $wiadczy¢ o zwickszonym
wydzielaniu biatka protekcyjnego w odpowiedzi na rozpoczynajacy si¢ proces patologiczny

W naczyniach i siatkowce zwierzat.
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7.4. Dalszy kierunek badan

Temat przedstawionej pracy doktorskiej dotyczy rozwijajacej si¢, waskiej dziedziny okulistyki.
Na dzi$, w pismiennictwie jest niewiele doniesien dotyczacych badanych proceséw. Praca
doktorska powinna by¢ traktowana jako wstep do kolejnych badan, ktorych poglebienie, by¢

moze, doprowadzi do rozwoju profilaktyki i terapii choréb neurodegeneracyjnych siatkowki.

Warto$ciowym uzupetnieniem i rozszerzeniem badan przedstawionych w pracy doktorskiej
bytoby dodatkowe oznaczenie poziomu pro-BDNF, pro-NGF, TrkB, TrkA oraz p75N™R
W zgromadzonym materiale zwierzecym, w celu szerszej oceny wspoldzialania biatek
prekursorowych czynnikow neuroprotekcyjnych oraz ich receptorow w patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych. Dodatkowo, ciekawym kierunkiem dalszych badan bytoby oznaczenie
markerow apoptozy, nekrozy i stresu oksydacyjnego w siatkowce, a nast¢pnie skorelowanie
wynikéw z poziomem czynnikoOw neuroprotekcyjnych. W ten sposéb mozna bytoby ocenic¢
wydzielanie BDNF i NGF w odpowiedzi na uszkodzenie i $mier¢ komorek siatkowki. Ponadto,
u szczurow z nadci$nieniem tetniczym, cennym uzupetnieniem byloby wyznakowanie wiokien
uktadu autonomicznego w galce ocznej i skorelowanie z poziomem NGF, w celu zbadania
hipotezy dotyczacej roli NGF w promowaniu rozwoju unerwienia wspotczulnego naczyniowki

w przebiegu nadci$nienia tetniczego.
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8. Ograniczenia badania

Istotnym ograniczeniem dotyczacym badania przeprowadzonego w pracy doktorskiej jest fakt,
ze zwierzeta badane byty tylko w dwoch punktach czasowych (przed rozwinigciem choroby
I po). Wartoéciowe byloby rozszerzenie badania o dodatkowe punkty czasowe, tak aby byta
mozliwa ocena patologii zarowno we wczesnym, $redniozaawansowanym, zaawansowanym,

jak 1 schytkowym etapie rozwoju choroby.

Interpretacje analizy immunoenzymatycznej (poziomu BDNF 1 NGF) w doswiadczeniu
dotyczacym jaskry ogranicza fakt, ze wyniki nie zostaly poddane analizie statystycznej ze
wzgledu na zbyt matg ilo$¢ materiatu biologicznego (krwi, homogenatu gatek ocznych), wobec

czego mozna mowic jedynie o tendencjach.

Wyniki oznaczen immunoenzymatycznych w szczurzym modelu nadci$nienia tetniczego
obarczone s3 ryzykiem blednej interpretacji wynikajacym z faktu, ze mtode szczury Szczepu
SHR stanowig rowniez model ADHD. U szczuréw 6 tygodniowych nie mozna rozroéznié, co
jest bezposrednig przyczyng zmian poziomu BDNF — ADHD, czy nadci$nienie tetnicze. Z tego
powodu wyniki przedstawione w pracy doktorskiej powinny zosta¢ rozszerzone o dalsze
badania przeprowadzone dodatkowo u starszych szczurow szczepu SHR, ktore rozwinetyby
retinopati¢ w bardziej zaawansowanym stadium oraz w jasny sposéb udowodnityby, czy
zmiana poziomu biatka BDNF wynika z obecnosci ADHD, czy podwyzszonych wartosci

ci$nienia tetniczego.

Z kolei w doswiadczeniu dotyczacym retinopatii cukrzycowej, po iniekcji STZ, 4-
tygodniowym obserwacjom poddano jedynie zwierzeta z grupy doswiadczalnej. Zwierzeta
Z grupy kontrolnej, niepoddane zadnym manipulacjom usmiercono juz w 12 tygodniu zycia.
Przy planowaniu do$wiadczenia pod uwage wzigty zostal dobrostan gryzoni oraz fakt, ze
zarbwno zwierz¢ta w wieku 12 1 16 tygodni to mlode doroste osobniki bedace
przedstawicielami stabilnego szczepu, u ktorego z wiekiem samoistnie nie dochodzi do rozwoju
chorob narzadu wzroku. Szczep Lewis stosowany jest jedynie jako model chorob

indukowanych, w tym autoimmunologicznych (286, 287).
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10. Zalaczniki do pracy doktorskiej

Tabela 4. Analiza opisowa parametréw ocenianych w modelu jaskry (myszy szczepow DBAI2 1 C57BI/6).

1op [Tm RT [pm] ONLRT OPLIRT INURT IPLRT CRGC PRGC B%\‘; °]k° B[[(’)'\[‘)F T "Eg; °k]° 'E‘gg 3
Grupa sre dr?ia N $rednia + $rednia + $rednia = $rednia = $rednia = $rednia = srednia = o dn‘i;ﬂi & edn‘i;ﬂi & ednAif:i & edn"i:i
So(lory | SDUQR) | SDUQR) | SDGQR) | SD(QR) | SDUQR) | SDUQR) | SDUQR) | giiicm | smdom | sogom | Sodom
197,5+ 0,349 + 0,068 + 0,223 + 0,233 + 0,421 + 0,707 +
1593 + P 4 o o 2 54,67+ 42,89 + . >
; 2622 0,044 0,008 0,017 0,043 Y ; 0,023 0,027
CafAL 2'8‘;%4 - | are- (0333 (0,062 ©021- (0,199 *{262:2(;‘? s gg (0,397 - (0,678 -
225) 0,372) 0,073) 0,235) 0,281) k : 0,433) 0,728)
commoiom | 22 | s | b | oo | oo | oow | e | gure | o | bms | omr | ose
L eie o 29— (0,053~ (0,183~ (024 ) ) (0,464~ (0,158 (0,692 (0,163—
; 0,362) 0,073) 0,214) 0,326) : 0,578) 0.186) 0,917) 1,058)
12,77 £ 2156+ 0,377 £ 0,074 £ 0,233 £ 0,225 £ 56,77+ 464+789 0,33+ 0,504 +
DBA/2 11t 2,03 4378 0,054 0,017 0,021 0,048 1527 ("w 75 - 0,038 _ 0,036 _
= (1175 (1795 (0,343~ (0,062— ©0.219- 0,197 (49,75 P (0,308~ (0,464~
14) 244,8) 0,409) 0,078) 0,244) 0,259) 64) : 0,362) 0,536)
meas | mw | ‘oo | Gots | o | oo | getex | seee | OSeet | %o | oo | owsr
DBA/2_10m_JAS ; P N p p ! 111 (29— (19,75— P P p P
LAt (16-19) (899 - (0,326 (0,049~ (0,188~ 023 - 99 (0,353~ (0.162— (0617 (0,268~
124,5) 0,397) 0,07) 0,226) 0,319) k 0,493) 0,18) 0,779) 0,565)
Wartoéci p w porownaniach migdzy grupami
C57BI/6_11tvs.
C57BI/6_10m 0,790 >0,999 >0,999 0,548 0,005 0,018 >0,999 0,380 - - - -
C57BI/6_11tvs.
DBA/Z 11t <0,001 >0,999 0,159 >0,999 0,575 0,970 >0,999 0,439 - - - -
DBA/2_11t vs.
DBA/2_10m_JAS <0,001 <0,001 >0,999 0,018 <0,001 0,002 <0,001 <0,001 - - - -
C57BI/6_10m vs.
DBA/2_10m_JAS 0,005 <0,001 0,245 >0,999 0,924 >0,999 <0,001 <0,001 - - - -

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; RT — grubos¢ siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej
do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosSci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT —
stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki;, IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej
wewnetrznej do grubosci siatkowki—; CRGC — centralne komérki zwojowe siatkéwki; pRGC — obwodowe komdrki zwojowe
siatkéwki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy; NGF oko — poziom NGF
W galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; ODaso— gestos¢ optyczna odezytywana przy diugosci fal 450 nm; SD —

odchylenie standardowe; 1QR - rozstep migdzykwartylowy
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Tabela 5. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie C57BIl/6 11t (analiza niekierunkowa [dwustronnaj)

10p RT ONLRT OPLRT INURT IPLRT CRGC PRGC
r=0,252; r=-0,407; r=-0,078; r=0,767; r=0,513; r=063L:
Cl=-0,703 Cl=-0916— r= 0151 Cl=-0837- Cl=-0118- Cl=-0511- ez on os
10p - 0,883; 0,604; e 0.783; 0,973; 0,935; A
R2 = 0,064; R2 = 0,166; p>0. R2 = 0,006; Re=0,588; R?=0.263; =079’
p=063 p=0423 p=0883 p=0075 p=0208 p=0,
r=0,252; r=0,593; r=0,404; = 0,534 r=0,588;
Cl=-0703— . Cl=-0421- Cl=-0,606 _r=oss Cl=-0427 -
RT 0,883; =0 0,948; 0,916; O 3s: 0,948;
R2 = 0,064; P=0, R?=0352; R? = 0,164 tom R? = 0,346
p=063 p=0215 p=0,426 p=0 p=0,219
r=-0,407; r=-0,493; 20124 r=0,094;
Cl=-0916— = e Cl=-0932- =0 Cl=-0,777-
ONLRT 0,604; 0,602; - = 0%% 0,531 Ol Do s 0.841;
R? = 0,166; R?=0168; p=0, R?=0243; Zoons: R? = 0,009;
p=0,423 p=042 p=032 p=0. p=086
OPURT r=0,131; r=-0,655; r=-0,393; r=0; r=0,133; r=-0,664; r=-0,664;
p>0999 p=0333 p=0667 p>0999 p>0999 p=0333 p=0333
Sy 0 r=0842;
INURT 0,048; 0,531; e - .08 090s:
Re=0352; R? = 0,243; p>0, un
p=0215 p=032 p=0
r=0.767; r=0.404; o 010 r=027;
C1=-0.118- Cl=-0,606- =0,133; 1= o aas; C1= oL n g =-0.693-
IPLRT 0,973; 0,916; -0,233; r=0.133; =-0.65-0.803; =-0.731- 087; 0,887;
973; 916; 233; >0,999 R? = 0,117; R? = 0,039; 887,
R? = 0,588; R?=0,164; R2=0,772; p>0, o 0% R =0073;
p=0075 p=0,426 p=0,021 p=0, p=0 p=0,604
r=0513; 006l
Cl=-0511- — 0664 o8 09%;
CRGC 0,935; r=000% - ZO08 3
e p=0333 R? = 0924;
p=0298 p=0002
r=0588; r=0,093; r=-0,095 r=027
r=0,631; =0.588; =00%8; =-0.095; =027, r=0,961;
Cl=-037 - 0954; C1=-0.427 - CI=-0.777- r=-0,664; C1=-0842— C1=-0693- Cl=0,68 - 0996;
PRGC el 0,948; 0.841; e 0.776; 0,887; PR
233, R? = 0,346; R? = 0,009; p=0, R? = 0,009; R =0073; et
p=0. p=0219 p=086 p=0857 p=0,604 p=0

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; RT — grubosé siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej

do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT —

stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki;, IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej

wewnetrznej do grubosci siatkowki; ¢cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komérki zwojowe
siatkowki; CI — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 6. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie C57B1l/6 _10m (analiza niekierunkowa [dwustronnaj).

10P RT ONLRT OPLIRT INURT IPLRT CRGC PRGC
r=061; r=0262; = 0556: r=-0,021; r=-0,559; r=-0,284;
Cl=-0,091— Cl=-0487— o oo gs: Cl=-0676- Cl=-0,892 Cl=-0,798
10P - 0,907; 0,789; a0 0,652; 0,167; 0,469;
R2=0372; R? = 0,060; Tone R2=0,001; R2=0312; R = 0,081;
p=0,081 p=0,4% p=0. p=0,958 p=0,118 p=0,459
r=-0,603; r=0,13; r=0,595; 406: r=-0,144;
Cl=-0,893 Cl=-0544— Cl=-0,055- LI N, Cl=-0,709 -
RT - 0,043; 0,702; 0,891; R 0,534;
R2=0,364; R2=0,017; R2=0,354; - 0’244' R2=0,021;
p=0,065 p=072 p=007 p=0 p=0692
r=0,61; r=-0,603; r=0,745: r=-0,026; r=-0,626; r=-0,456; r=0,26;
Cl=-0,091 Cl=-0,893 It e Cl=-0645- Cl=-0901— Cl=-0,843 Cl=-0,442 -
ONLRT 0,907; 0,043; - ] 0,614; 0,007; 0,244; 0,764;
R2=0372; R2=0364; 2o R2=0,001; R2=0301; R? = 0,208; R? = 0,067;
p=0,08L p=0,065 p=00 p=0943 p=0053 p=0,186 p=0,469
r=0262 r=-0,639; e r=0,187; 1oe r=0,109;
Cl=-0487 - cr=0008"- | o _S0T Cl=-0502- i Cl=-0859-
OPLIRT 0,789; 0,016; e - 0,731; 7~ 0.548;
R? = 0,069; R? = 0,409; ~0014 R? = 0,035;
p =049 p=0047 p=0 p=0,605
. r=0,13; r=0,187;
CI=ate ogs: Cl= 0044 Cl=-0502-to
INLRT e 0,702; 0,731; -
e R2=0017; R? = 0,035;
" p=072 p=0,605
r=-0021; r=0,595; r=-0,626; iz 0823 r=-0,083; r=0225; r=-0,174;
Cl=-0676- Cl=-0,055— Cl=-0,901— cim e Cl=-0677- =.0472- Cl=-0,724~
IPLRT 0,652; 0,891; 0,007; et 0,577; - 0,748; 0,512;
R2=0001; R = 0354; R2=0301; oo R? = 0,007; R2=0,05; R?=003;
p=0,958 p=007 p=0,053 p=0 p=04821 p=0533 p=063
=.0,550; = -0,456; r=0225;
Cl=-0892- Cl=-0843— Cl=-0472- p
cRGC 0,167; 0,244; 0,748; - 0,051
R2=0312; R? = 0,208; R2=005; =052
p=0118 p=0,186 p=053 p=0.
r=-0284; r=-0,144; r=0.26; r=-0174; r0227:
Cl=-0,798 Cl=-0,709 - Cl=-0442- Cl=-0724— Ly
PRGC 0,469; 0,534; 0,764; 0512; wooosn -
R?=0,081; R?=0,021; R?=0,067; R?=003; =052
p=0459 p=0,692 p=0,469 p=0,63 p=0.

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; RT — grubosé siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej
do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT —
stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki;, IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej
wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe

siatkowki; CI — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 7. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie DBA/2 11t (analiza niekierunkowa [dwustronna]).

10P RT ONLRT OPLIRT INLRT IPLRT CRGC PRGC
r=0,102; r=-0,195; r=0,187; r=-0,139;
, comn | G | o | oom | Gnamo | e | dogm
p=0463 2001 p =0,415 p=0,62 0038 ~ 0.035- 2 0019-
R2=001; R =0,038; R = 0,035; R2=0,019;
p=078 p=0,589 p=0,605 p=0,702
RT r=0,262; _ r=0,28; r=0,386; r=0,303; r=-0,448; r=0,345; r=0,321;
p=0,463 p=043 p=0,268 p=0,397 p=0,198 p=033 p=0,368
r=0,102; r=-0,119;
=002 =-0.119; r=-0,239;
ONURT R r=028; - r=0,66; Ol o6 Cl=-0,755- 0,46;
2001 p=043 p=0043 p=0,003 o oia R? = 0,057;
RZ=001; R2=0,014; o507
p=078 p=0,744 p=0.
OPLIRT r=0,287; r=0,386; r=0,66; _ r=-0,139; r=-0,603; r=-0,272; r=-0,26;
p=0415 p=0,268 p=0043 p=0,071 p=0444 p=0,467
INURT r=0,178; r=0,303; r=-0,565; r=-0,139; _ r=023; r=0,114; r=-0114;
p=062 p=0397 p=0,003 p=0,683 p=0522 p=0,761 p=0,761
r=-0,195; r=-0,872; r=0,364; r=0,245;
PURT o =-ous, s =003, =023 . A
R? = 0,038; p=0. R? = 0,761; p=0 p=0 R?=0,133; R? =006,
p=0589 p=0001 p=0,301 p=0495
r=0,187; =-0119; r=0364; r=0,192;
erec o =038 s (=022 ot Lo : T
R? = 0,035; p=0 R?=0,014; p=0 p=0 R?=0,133; R? =0,037;
p=0,605 p=0,744 p=0,301 p=0595
r=-0,139; r=-0,239; r=0,245; r=0,192;
GG Losn reao “Lowo =0z r=-odis Dome | o )
R = 0,019; p=0 R? = 0,057; p=0 p=0 R?=0,06 R? =0,037;
p=0,702 p=0507 p=0,495 p=0595

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; RT — grubosé siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej
do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT —
stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki;, IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej
wewnetrznej do grubosci siatkowki; ¢cRGC — centralne komorki zwojowe siatkéwki; pRGC — obwodowe komdrki zwojowe

siatkowki; CI — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 8. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie DBA/2 _10m (analiza niekierunkowa [dwustronnaj).

10P RT ONLRT OPLIRT INLRT IPLURT CRGC PRGC
1= 0064: r=-0,003; r=-0,319; r=0,058; r=0,736; r=0,4812;
o oo Cl=-0,755- = 020 Cl=-0864— Cl=-0727- Cl=-0037 Cl=-0426
10P - Plea s 0,755; N 0,571; 0,777; 0,958; 0,906;
R o R2 <0,001; p=062 R2=0102; R?=0003; Re=0542; Re = 0232;
p=0 p=0995 p=0485 p=0901 p=0,059 p=0274
r=0,064; r_= -0,782; r=-0414; ri-0,797: 1= 0,848; rf0,511; rf0,512;
_ ) Cl=-0,966" - Cl=-0969 _ : Cl=-0394 Cl=-0393
RT Cl=-0.724-0.78; - 0,071; p=0357 -0,109; C1=0263 0,977, 0,913; 0,913;
R oo R?=0612; R?=0634; b R2=0261; R2=0262;
p=0 p=0,038 p=0,032 p=0 p=0242 p=0241
r=-0,003; r=-0,782; —0679: r=0,39; r=-0,555; r=-0,446;
Cl=-0,755- Cl=-0,966 - - r=0ems: Cl=-0514- Cl=-0923- Cl=-0898
ONLRT 0755 0,071; - p=0, 0,884 0.341; 0462,
R? <000L; R2=0612; R2=0152; R2=0308; R2=0,109;
p=099 p=0038 p=0.387 p=019 p=0315
OPURT r=-0234; r=-0414; r=-0679; - r=0821; r=-0,679; r=-0,685; r=-0,63L;
p=062 p=0357 p=011 p=0034 p=011 p=0,098 p=0,143
r=-0319; r=039; r=-0558; r=-045L; = 0348
Cl=-0864— - Cl=-0514- =081 Cl=-0923— Cl=-0,899- o
INLRT 057L; -0,109; 0,884; vyl - 0,337; 0457; ReZoaL;
R2=0102; R2=0634; R2=0452; p=0 R2=031; R2=0203; o
p=0485 p=0032 p=0.387 p=0193 p=031 p=0
r=0,058; r=0,848: r=-0,558; r=0,656; r=0,62;
cl=-0727- _rsos8es . Cl=-0923- Cl=-0192- Cl=-0249-
IPLRT 0.777; R ol -0633; v 0337; - 0943; 0,936;
R2=0003; Cone R2=088L; p=0. R2=0311; R2Z043; R2=0385;
p=0901 p=0 p=0002 p=0,193 p=011 p=0137
r=073% r=0511 r=0,656;
736; 511, 656; r= 0878
Cl=-0037- Cl=-0,394 - o eass Cl=-0,192 =087
cRGC 0,958; 0,913; 0,341; =008 0,043; - CI o8- 098
R2=0542; R?=0,261; R?=0,308; p=0 R2=043; 20009
p=0,059 p=0242 p=0,1% p=011 =0
r=0,4812; r=0512 r=062;
s Z0e12 r=-0,348; =oea r=0878;
reC R O 53 P r=-0,631; Cl=-0872-055; O o249 CI=0,37-0982; B
’ R2=0232; R2=0262; R2=0,199; p=0143 Re=0121; Re = 0,385; Re=0772;
p=0274 p=0241 p=0315 p=0445 p=0137 p=0009

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; RT — grubos¢ siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej

do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT —

stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej

wewnetrznej do grubosci siatkowk); cRGC — centralne komérki zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe

siatkowki; CI — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 9. Analiza opisowa parametréw ocenianych w modelu nadcisnienia tetniczego (szczury szczepow SHR i

WKY).

SBP DBP MAP 10P BDNF BDNF NGF NGF
[mm [mm [mm [mm av [E;] ONLR | OPLIR 1 Rt | 1PLRT RGC oko sur oko sur
Hg] Hg] Hg] Hg] $rednia A A1l - $rednia $rednia $rednia [ODaso] [ODuso] [ODuso] [ODuso]
Cobe $rednia $rednia $rednia $rednia +SD s;egr;)m sf‘;']')m s;e(;r]ga +SD +SD +SD $rednia $rednia $rednia $rednia
+SD +SD +SD +SD (IQR) (10R) (10R) (10R) (IQR) (IQR) (IQR) +SD +SD +SD +SD
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
1055+ 68,52+ 80,52+ 1522+ 0,628 = 2209 = 0,354 + 0,047 = 0,195 = 0279 + 68,38 + 0,267 + 1,047 £ 0,154 + 0,078 +
WKY 6t 2338 18,65 19,79 2,141 0,08 36,99 0,059 0,011 0,02 0,033 1143 0,055 0,378 0,04 0,006
- (84,92 - (52,17 - (64,28 - (13,75 - (0,56 - (197 - 0,312 - (0,039 - (0,181 - (0,253 - (605 - (0,233 - (0,799 - (0,122 - (0,073 -
126) 89,01) 102,1) 16,92) 0,695) 249,5) 0,396) 0,057) 0,215) 0,305) 775) 0,282) 1,495) 0,185) 0,084)
107,7 + 7236+ 83,79+ 1474 + 0,59 = 232+ 0313+ 0,046 = 0,19+ 0315+ 56,13+ 0,265 + LI+ 0,152+ 0,076 +
WKY 12t 2781 20,05 2247 2,292 0,104 73,72 0,029 0,009 0,026 0,019 10,13 0,051 0,214 0,023 0,019
~ (8421 - (568 - 67,11- | (1304- | (0536- (150 - (0,203 - (0,04 - 047- (0,303 - 75- (0221- | (0918- | (0136- | (0,068 -
131,9) 86,33) 101,3) 16,05) 0,613) 298,8) 0,334) 0,054) 0,204) 0,322) 58,75) 0,299) 1,301) 0,175) 0,078)
1477+ 108 = 1209 = 14,67 = 0,655 = 1985+ 0,302 = 0,037 = 0,182 = 0312+ 7035+ 0,393 + 1,297 = 0,238 + 0,083 +
SHR 6t 2734 2785 2741 2,412 0,066 3523 0,033 0,007 0,019 0,024 12,28 0,058 0,215 0,028 0,012
- (131 - (8609- | (1007- | (1304- | (0614- | (1605- | (0.275- | (0031- | (0171- | (0.291- | (s875- | (0.364- | (117- | (0.221- | (0.075-
173,1) 132) 146,1) 1592) 0,699) 218,3) 0,329) 0,043) 0,195) 0,326) 83,25) 0,46) 1,477) 0,247) 0,09)
1538+ 1038 = 1202 = 1721+ 0,613 = 2129+ 0,305 = 0,04 = 0,188 = 0,321 = 54,67 0,467 = 1,423 £ 0,28 + 0,084 +
SHR_12t_ 29,73 2474 2599 3,559 0,092 51,26 0,034 0,009 0,03 0,032 8,434 0,097 0,128 0,058 0,021
NAD (1338- | (8122- (944 - (1437- | (0532- | (1838- | (0276- | (0034- | (0,163- | (0,297- (48 - (0,38 - (1,316- | (0,229- (0,07 -
170,1) 119,1) 134,4) 19) 0,679) 217,3) 0,324) 0,046) 0,202) 0,345) 61,25) 0,567) 1,553) 0,33) 0,09)
Wartoéci p w porownaniach migdzy grupami
WKY_6t
Vs, 0,999 0,991 0,996 >0,999 0,206 >0,999 0,01 0,674 >0,999 0,001 0,005 >0,999 0,921 >0,999 0,579
WKY_12t
WKY_6t
vs. SHR_6t <0,001 <0,001 <0,001 >0,999 0,656 0,525 <0,001 0,002 0,103 <0,001 >0,999 <0,001 0,016 <0,001 >0,999
WKY_12t
SHI;/SiZt 0,001 0,013 0,004 0,032 >0,999 >0,999 0,95 0,146 >0,999 0,916 >0,999 <0,001 0,001 <0,001 0,314
NAD
SHR_6t vs.
SHR_12t_ 0,951 0,981 >0,999 0,003 0,149 >0,999 0,997 0,382 >0,999 0,67 <0,001 0,862 0,333 0,784 >0,999
NAD

Skroty: SPB — skurczowe cisnienie tetnicze; DBP — rozkurczowe cisnienie tetnicze; MAP — Srednie cisnienie tetnicze; 10P —
cisnienie srodgatkowe; RT — grubos¢ siatkowki; ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci
siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci
warstwy jgdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkéwki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do
grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe siatkowki; BDNF
oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy; NGF oko — poziom NGF w galce ocznej;, NGF
sur — poziom NGF w surowicy; ODaso— gestosé optyczna odczytywana przy diugosci fal 450 nm; SD — odchylenie standardowe;

IQR - rozstep miedzykwartylowy
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Tabela 10. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie WKY 6t (analiza niekierunkowa [dwustronnal).

sBP DBP MAP 10p alv RT RGC ONUR | oprT | INURT | ipurT | BDNF | BDNF NGF | NGF sur
T oko sur oko
r= r= r=- r=- r=- r= r= r= r=-
0,871; 0.951; 0,071; 0,011; 0,465; 0.747; 0,115; 0,186; 0112;
cl= cl= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- - Cl=-
0491- | o779— | o702- | o67- | o0927- | o1es- | o768- 0.737- ok 0,905
sBP - 0,973; 0,99; 0,622; 0,658; 0,556; 0.97; 0,848; 0.867; L1 0,855;
R2= R2= R2 = R2 < R2 = R2= R2 = R2= Opliﬁ R2=
0.759; 0,904; 0,005; 0,001; 0.216; 0557; 0,013; 0,035; k 0012;
p= p< p= p= p= p= p= p= p=
0,002 0,001 0,855 0,978 0,353 0,088 0,828 0,725 0,858
r=-
r= r= 0,08568 r=- r=- r= r= r= =- r=002:
0,871; 0,9803; : 0,168; 0,449; 0,785; 0,284; 0148; | 0644 v
Cl= Cl= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- r= 0,878
0491 09059 | 07004- | o749 | o0924— | 0073~ | 0686- o754 | ogse- | = ke
DPB 0,973; - 0,9960; 0,6133; 0,558; 0,571; 0,975; 0,89; 0,857; 0,351; i R <
Re = Re = Re = Re = Re = Re = Re = Re= Re= = N
0,759; 09609; | 000734 | 0028 0,201; 0,616; 0,081; 0,022; 0415; 0.047 O';?(i :
p= p< L p= p= p= p= p= p= 075
0,002 0,001 p= 0,665 0,372 0,064 0,585 0,779 0,168 :
0,626
r= r= r=- r=- r=- r= r= r= = r=-
0951; | 0.9803; 0,08; 0,108; 0,462; 0.781; 0,215; 0165 | 0667; 0,029;
Cl= Cl= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- - Cl=-
0779~ | 0,9059 - 0707- | o7~ | o096~ | oosa- | 0723- o747- | o0gs9- | o 0,889
MAP 0,99; 0,9960; - 0,617; 0,599; 0,56; 0,975; 0.874; 0861; | 0315 1647; 0,876;
RZ= R2= R2 = R2 = R2= R2 = R2 = R? = R? = ‘1 R2=
0904; | 0.9609; 0,006; 0,012; 0.213; 0,609; 0,046; 0027, | 0445 0.09 0.001;
p< p< p= p= p= p= p= p= p= p=
0,001 0,001 0,838 0,783 0,357 0,067 0,683 0,755 0,148 0,963
r=-
r=- 0,08568 r=- r= - r=- r=- r=- = =
0,071; : 0,08; 0,435; o 0,362; 0,829; 0236; | 0108 0,531;
Cl=- cl=- Cl=- Cl=- 0532 Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- . Cl=-
0702- | 07084~ | 0707- 0a2- | ogo7- | oger- | ogra— | osss- | = 0,962
10p 0622, | 06133 0,617; - 0.853; X 0837, | 0054 | o7z | o7 319; 0,661;
e i 855 oo, 054 | oma | o b= oL
= > = = Re = = > 0,433 >
0005, | 000734 | 0,006; 0,189; o 0.131; 0,688; 00s6; | 0012 " 0,282;
p= L p= p= P05 p= p= p= p= p= p=
0,855 p= 0,838 0,242 : 0,639 0,481 0,041 0,653 0,837 0,357
0,826
r=. r=- r= r= . r=- r=-
0,011; 0,108; 0,435; oars; | 224 | oy 0,559;
Cl=- Cl=- Cl=- a= | S= | a= P Cl=- . . .
0,67 o72- | o0322- 0,548 1484 0,854 0,943 s = = | r=os
alv 0,658; 0,599; 0,853; - 0,929; 0.94; o758 | %L~ 0,462; 0.216; 0.886; 0.214; p=
658 508 2 926 Re= 001, o p= p= p= 0333
0001; 0012 | 0189 o5 | O g oas; | 0609 | 003 | 0619
p= p= p= p= 0260 p= p’=Oé p= p=
0,978 0,783 0,242 0,341 k 0,793 " 0,327 0,249
r=. r=. r=- r= r= r=- r= r= r=- r= r=- r=-
0,465; 0,449; 0,462; 0,475; 0,404; 0,173; 0,055; 0098; | 0206 0514, | 0077, | o04s7;
cl=- cl=- Cl=- Cl=- cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- i Cl=- Cl=- cl=-
0927 | o0924- | o0926- 0,548 0s02- | o819~ | o78- | o7ror- | o~ | = | oe7a- | o785 | 0985
RT 0,556; 0571; 0,56; 0,929; - 0.887; 0,667; 0,776; 0793 | 0648 ST o961 | o718 | 0,899;
RZ= R2= Ri= R2= R2= R2= R2= R2= R2= Op584 R2= R = RZ=
0,216; 0.201; 0.213; 0,225; 0,163; 0,03; 0,003; 0.01; 0,042; - 0264; | 0006 | 0209;
p= p= p= p= p= p p= p= p= p= p= p=
0,353 0372 0,357 0,341 0,369 0711 0,907 0,834 0,658 0,375 0,869 0,543
r= r= r= Cnea r= r= e y r=- r=
0,747; 0,785; 0,781 e VS o200 | TE0A% | TEOI8 | o7 0,018;
Cl=- Cl=- Cl=- " Cl=- Cl=- . - Cl=- _ Cl=-
0165- | 0073 | 0084- 0584~ | os02- oess— | QUTT | 0T | ogse | f= 096
RGC 0.97; 0,975; 0,975 o 0,887; - 0,831; o o 0,058 1543, 0,963
R = RZ= R = 0,201 R2= Rz= " 0,026 R = Op2§7 R
0,557; 0,616; 0,609 1291 0,163; 0,044; 02 0528 " 0,001;
> - > 2 p= ® : p= A >
P P P P 060 p p o1 p P
0,088 0,064 0,067 0,639 - 0,369 0,653 : 0,064 0,982
= = = r=- r=- r= r= r=
0,115; 0,282; 0,215; 0,362; 0,173; 0,209 0,718 0873;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- - Cl=-
ony | o7es— | osss- | o723 | og07- 0819~ | 0646 0,077 o 0547
e 0,848; 0,89; 0,874; 0,637; 0,667 0,831 - 0,955 371 0,997;
R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= Op4§7 Rz2=
0,013; 0,081; 0,046; 0,131; 0,03; 0,044; 0515; " 0,763;
p= p= p= p= p= p= p= p=
0,828 0,585 0,683 0,481 0711 0,653 0,069 0,127
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r= r= r=- = r= r=0.49: r= r= r= r= r=
0548 | oe7; 089, | Jao | oms | 229 | oms; 0,305; 0435 | oso2 | o0279;
c=- | a-=- a= | W% | = | 9= cl=- ci=- - c=- | a=- | a-=-
0475 | 0282- s | S5 ors- | QU oor7- 0582 ohne | 0726- | 0127 | o0832-
OPLRT | 0941 | 0962 0054, | 0% | o776 508 | ogss: - 0,861; Tk ogs | o 0978;
Re= Re= Re= 0L Re= o Re= R2= P36 Rz Rz Re=
03; 0472; 0688 | oo | 0003 2 0515; 0,093; ' 0189; | oar9; | o07;
p= p= p= p=02 p= 065 p= p= p= p= p=
0261 0132 0041 : 0907 : 0,069 0506 o464 | o085 | 0722
r= r= r=- r=- r= =016 r=- r= r=- r=-
0186 | o048 06 | o4gs; | o009 | 'S0 | o3ss | o305 0.243; 077;
ci=- | a-=- c=- | c=- | a=' | 4= a=- | a-=- - cl=- cl=-
0737- | 0754- ogro- | oga1- | ozr- | G54 | ogrs- | ose2- b | 0o27- 0,995
INURT | 0867; | 08T: or2 | 058 | 0798 815 | osan | o - 58| osie; o72r;
R = R = R = R = R = 0026 R2 = R2 = 097 R? = R =
0035 | 0022 0056, | 0238; 001; 26| oz | 0093 ' 0,059; 0,604;
p= p= p= p= p= o1 p= p= p= p=
0725 0779 0,653 0327 0,834 : 0431 0,506 0,694 0223
067; 0,644; 0109; | o0ss9; | o206, | o727 | o0e39: | o7 0011; 0667, | o361 | 0378
ci=- | a-=- c=- | a=- | a=' | ca=" | a=- | c=- | a-=- . c=- | a=- | a-=-
09 - | 0956- 0846- | 0943- | o0g3- | 09%- | 0%4- | 0953- | 0758 oz | o5 | ogrs- | ogs2-
IPURT | 031 035%; o1 | o2 | osss | ogss; 0.22; 0093; | 0.748; - 143 | osa; | o538 | ool
R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2 = R2< 0p863 R2= R2= R2=
o449, | ous; 0012, | o33 | o042 | oses | o400 | o0soa | o001 ’ o44; | o | o1
p= p= p= p= p= p= p= p= p= p= p= p=
045 0168 0837 0,249 0,658 0,064 0.122 0074 | 0982 0,219 0426 | 0g24
r= r= r= r=- r=- r= r= r= r= r= r=- r= r=
BONF | ogi; | o731 | oe7: | o319 | o2 | o34 | osas | 03y | ona | o074 | 043 B 0432 | o628 | r=ou;
oko p= p= p= p= p= p= p= p= p= = p= p= p= p=095
016 0047 0091 0433 0,609 0564 0297 0497 0136 0136 0,803 0327 0,077
oass; | 204 0219; o514 | T 0435, | 0243; 0,353; -
a=- os7- | 1= a=- r=- A= | ome- a=- a=- a=- r= as- | oar
sone | 08%- | oorc | oss- | omaa- | 2o | oera- | 4TS 076 | ogr- | ogrs— | = osas— | Ol
0931; 24| 0%y | og7s: 8861 0961 999 092 | osw4 | os24; 432 - 0874; -
sur R = R = R = R?= p= R2= R = R2= R2= R2= p= R2= 0.174;
- 0203; by - 0,033 y 096; o b - 0327 - p=
0238; 2| ez | oo ' 0264; P 0189 | 0059 | 0444 ' 015 | P
P> 0371 P> p= = 0,004 p= = p= p= '
0326 ' 0323 0678 0375 : o464 | 0694 | 0219 0438
r= r=- r=- r=- r= r= =034 r= r=-
0561; 0228; 0077, | ooms | ozn | ooz | "5 0,353; 0379;
ci=- ci=- . c=" | c= | d= | c=" | 9= i ci=- ci=-
NGE 0165 0775 | o | oms- | om2- | osm- | on7- | 0% ok | 0545~ 0911-
o 0892; 0514; 2% | oms | oms | ogm | 09 87 628 | os74; - 0,624;
oko R2= R2= p= R?= R2= R?= R2= Re= p= R2= R2=
0314; ooz | 0% | ooos | ooz | o | oare | O 00771 o,125; 0.144;
p= p= p= p= p= p= p= 056 p= p= p=
0133 016 0554 0,869 0924 0419 0,085 ' 0,426 0,438 0458
=- =002 = r=- = = = r=- r=- r=-
oL 0018; o457, | oos | ogrx | o2re | omm | o0 i 0379;
g cl=- ca=. | a=! | a=. | c=- | a=" | a=- o | c=-
Py 0%- | r=08 | ogs- | 09%- | os7- | o932 | 05— | ow2- | _., | %47 | oo~
NGF sur 887 0963; p= 0899; | 093 | 0%z | og7s | o072 | 0916 0l S | oes -
000 R2< 0.333 R2= R?< R2= R2= R2= R2= p=0; 174 R2=
o 0001; 0209; | o001 | o073 | oors | oeos | 0142 Fos | 01es
p= cors p= p= p= p= p= p= p= ‘ p=
0858 : 0982 0543 0982 0,127 0722 0,223 0624 0458

Skroty: SPB — skurczowe cisnienie tetnicze; DBP — rozkurczowe cisnienie tetnicze; MAP — Srednie cisnienie tetnicze; 10P —

cisnienie Srédgatkowe; a/v — stosunek srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka; RT — grubosé siatkéwki; ONL/RT — stosunek

grubosci warstwy jadrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej

do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstw

Jjadrzastej wewngtrznej do grubosci siatkéwki, IPL/RT — stosunek

grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC —

obwodowe komérki zwojowe siatkéwki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy;

NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial ufnosci

153




Tabela 11. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie WKY 12t (analiza niekierunkowa [dwustronna]).

sBP DBP MAP 10p alv RT RGC ONUR | oprT | INURT | ipurT | BDNF | BDNF NGF | NGF sur
T oko sur oko
r= =099 r=- r=- r= r=- r= r=- r=-
0,972; e 0.14; 0.12; 0432, | 0403; 0865 | 0538 | 0208
Cl= 095_—/ Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl= Cl=- Cl=- r=
0,883 0 998_’ 0,707 - 0,849 — 0,585 — 0,915 - 0,179 0,886 — 0,795 0 5_59
sBP - 0,994; 996 0537, | o7es; | 0921, | 0607; 0985 | 0196 | 0583; /559;
RZ= 0.98; Re = Re= RZ= Re= RZ= R? = Re= o007
0,945; ot 0,02; 0014; | o018 | 0163; 0.748; 0.29; 0,042; k
p< oS b= b= = - b= P .
0,001 k 0,699 0,821 0,393 0,428 0,026 0,135 0,625
r= r= r=- r=- = - r=. r=. . ‘= r=- r=-
0972 o | 0067 | oas | omsa | (i | oms | ozse | Jro | oses 0.48; 0.248;
Cl= Cl= Cl=- Cl=- Cl=- 0.555; Cl=- Cl=- P Cl= Ci=- Cl=- .
0,883 oo | oees | o3 | oses- | oo | ooz | oges- | SiTT | oor- | osss- | ogu- ot
DPB 0,99; - oo, | ose7 | oses | oras | S | oese; 07; e 0981 | 0271 | 0553 377
R?= R?= R?= R?= R?= s R?= R?= e R2= R2= R2= 0282
0.945; 0% | o004 | 0106 | 003 | e | oms | ooer | R | o 023 0.062; -
p< p< p= p= p= D204 p= p= P04 p= p= p=
0,001 0,001 0.854 0.359 0.727 k 0511 0621 k 0,039 0.191 05553
o r= r=- r=- = ‘= - IR =
T ogos; 0,121; 0.252; 0,159; 0,387; 0,367; TS osos; 0,232;
Py Cl= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- o | a=- Cl=- .
N | 0% 0698 | o761~ | 086- | 0619~ | 0908- W2 | osre- | oss- oo
MAP e | 0999; - 055; 0,449; 0,75; 0912; | 0633; 98| 09 | 065 /529;
- R = R = R = R = R = R? = - R? = R? = P
0.98; 0,991; 0,015; 0,064; 0,025; 0,15; 0,135; 0.723; 0,255; 0,054; 0119
p< p< p= p= p= = = p= p= p= p=
0,001 0,032
0,001 0.739 0.482 0.764 0,448 0474 0.165 0,581 0,008
=- r= r= =- r= r= r=
r=02 0.121; o416, | 0251 | o0467; 0028, | 0782 | 0628
cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl= Cl=- -
0737- | oe6s— | 0698- 0597- | o704- | 0862- 0802— | 0244— | 0137- o
10P 0492, | 0587; 055; - 0918; | 0883 | 0746; 021, | 0952 | 0924 332;
R2 = R? = R2= R2 = R2 = R? = R2 = R2= R2= =
0,04; 0,004; 0,015; 0,173; 0,063; 0,028; 0001; | 06109; | 0395; 0343
p=0v58 p= p= p= p= p= = p= p= p=
0.854 0.739 0,019 0412 0,632 0.752 0.958 0,013 0,095
- - - r=- r= r= r=
0,14; 072; 0136; | 0195 | 0002 | 0336 | 0155
cl=- Cl=- Cl=- cl=- _ Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- _ _ _
0707- | 0793~ | o761~ | 0920 0838 | 0750 | 0869- | 0811 | 0654- | 0751- = > .
av 0537, | 0383 | 0449, | -0.65; o7811; | 0853 | 0733 | 0812 | o090z | ogse; | OO | 0524 | 0043 0152
R2= R2= R2= R?= R2= R2= R2= R2< R2= R2= p= p= p= p=
0,02; 0106; | 0064 | 0518; o007 | oo | oo3s | oo | o3 | 0024 0.982 0.097 0.0 0674
p= p= p= p= p= p= p= p= p= p=
0,699 0,359 0,482 0,019 0,875 0,797 0711 0,997 0515 0,769
r=. r=. r=- r= r=- . r=- r= r= ocs r= r=
012; 0184; | 0159 | o416, | 0083 r=076; | Joo | o3a | oses | 0032 SoL% | 003 | og0s;
ci= Cl= Cl= cl= cl= cl= 052, Cl=- Cl=- a= | Gal | o= Cl=-
0849~ | -0866- | -086- | -0507- | -0838- o135 | = | og2- | o8- | 08- Vo35~ | o8- | oaos— | r=og;
RT 0766; | 0738; 0.75; oo1s; | 07811 - ogrz | U%T | oesa | 0% | og; 7S 0,92; 0.95; p=
R2= R2= R2= R?= Ri= R2= o R = R2= R= N 4375' R= R= 0,242
0014; | 0034 | o025 | 0173 | o007 0578; = | ome | oass | o001 4351 opar; | o367
- ¥ = i o - 0,426; v % o p= Y o
p= p= p= p= p= p=008 | % p= p= p= ozt p= p=
0,821 0.727 0,764 0,412 0,875 - 0512 0,126 0,952 - 0,744 0,203
r= = r= r= - r=- r=
0,432; = | oz | o021 r=0.76; = 0073; | 0386
cl=- 95| ci=- cl=- cl=- 9.683: cl=- Cl=-
0s85- | A= | oete- | o704~ 0,135 e 0897- | o753~ | o8- | r=o2
RGC oger; | O | ooz | o 0.972; - e 0865 | 0946 | 0813; p=
Re = 506 Re = Re = Re = 338 Re= Re= R? < 0,714
0,186; = 0,15; 0,063; 0,578; = 0005, | om9; | o001
o 0,126; 6 L i~ 0,426; o x >
p= p=0.49 p p= p= p=008 b0t p= p= p=
0,393 k 0,448 0,632 0,797 : 0,908 0522 0,995
r=- r=- r=- r=- = = r=- r=
0,403 0339 0367 0.167; iy iy 0,091 0349
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- 0052 P Cl=- Cl=- -
0915- | 0902- | o0g908- | 0862- - iy 0901- | 0771- =
Ry 0,607 0,652 0,633 0,746 0,957~ | 0957~ - 0,86; 0,941 0,029;
RT i 2 = 16 0,338 0,338 6; H p>
Re= Re= Re= Re= Re = Re = Re= R= 0,999
0163; | 0115 0135 | 0028 oo | o 0008; | 0122 L
p= p= p= p= p= pe016 | pe0i6 p= p=
0,428 0511 0,474 0,752 0711 : : 0,885 0,565
r=- r=- r=- r=- r= r=- r=- r= r= r= r=-
0313, | 0259 | 0284 0007; | 0002 0,338 0727 | 0320 0,297 0211; | 0746;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- -
0897 | o0gss- | o0so- | o84 | ogil- | 0002- | 0968 | 0:658- 0,678 ogs- | og2- | om2- | =
OPLRT | 0,668; 07; 0,686 0,809 0812 0,653 0,206; 0,9 - 0,893 0922; | 0308 | 0845 086;
Re= Re= R < R? < R? = R = R = Re = Re= Re= Re= R
0098, | 0067; 0,001 o001 | o014 | o0s29 | o108 0,088 0044; | 05568 | 001L; ;
p= e p= b= b= Z = b= pe P p=
0,546 0,621 0,989 0,997 0512 0,102 0,524 0,568 0,734 0,148 0,842
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r=- r= r= r= r= r=- r= r= r=- r=
‘= r=- r=-
0314; ) | oos; | o33 | oses: | o308 | o3es; | o027 | o7 | o3sa | o4
c=/ | 0¥ 1 O¥S | g | d=. | a=- | a= | a= | c=! 984 | a=- | a=- | a-=-
ogor- | S ae 0806— | 0654- | 0268- | 0671~ | 0908- | 0678- o 0a22- | o0%42- | os79- | r=0s;
INURT | oges; | o9 | G06- | om7 | om2 | ogs | o0 | Oes2 | 0893 - 082~ | ogms; | omes; | og2 P
R?= 626; 842 R?< R = R = R = R = R = 583 Re = Re= Re = 0.242
o,;gzg; oo | owe 0’,?21; 0511:3; o,:sf; og)gzs; obmze; o,;)sis; e 0;51:2; o,p12:5; o,p19:3;
0544 | PO | P=049 1 ggre 0515 0,126 0,552 04723 0,568 P=039 | 518 0,559 0,384
r= r= r= 0.85: r= r= r= r= r=- . = r=- r= r=-
0,865; 0,834; P 0,028; 0,155; 0,032; 0,603; 0,51; o 1ma- 0,73; 0,176; 0,57;
- _ Cl= - — . _ ~ 0,715; 0,434; ° c !
Cl= Cl= o | = Cl=- Cl=- Cl=- ci=- o P ci=- Cl=- cl=- .
omro- | oor- | %240 | oso2- | om1- | os- | oms- | oms- | ST | Sr7 og1- | ogs- | oms- | oo
PURT | o0g85 | o981; B3| oga1; | osse | 0822 0.95; 0515; 1966 1921 - - 0428, | 0916 | 04d9; 886
R2= R2= R . R2= R2= R2= R2= R2= 0,223, 0’5233~ R2= R2= R2= p=
oms | oese | 72 | ooon; | ooz | ooon; | oas | o0z | oo | RS 0533 | ooy | oas | 008
P P 0,032 v ne b n - p=011 | p=039 P s b
0,026 0,039 0,958 0.769 0.952 0.205 0.302 0.162 0.777 0.237
- - r= - - r= ‘= - r= o
0538; 0,48; 0.782; 0073 | 0091 | o211 | o783 073 0.258; P
Cl=- Cl=- Cl= ‘e Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- 0,194
one | 0885- | o088 0240 | r= 0897 | 0901- | o0ss- | 032~ | o0981- ogra- | G| r=o,
, 0196 | 0271; 0.952; 017 0,865; 0,86 0922, | 0985 | 0428; 0.847; 946 p=
oxo R = R = R?= LA R? = R? = R = R? = R = R? = R 0,004
0.29; 0.23; o6t09; | 0982 000s; | o008 | 0044 | o0g12; | 0533 oger; | 057
p= p= p= p= p= p= p= p= p= oots
0.135 0.191 0,013 0.908 0.885 0.734 0.118 0.162 0576 !
= = r= ‘= ‘= = - r=
0.20 0,248, 0,628; 0386, | 0349 | o7e | 034 0.258;
Cl=- Cl=- Cl=- ‘= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- -
0795- | 0811- 0137 = 0753~ | 0771~ | 0982~ | o092~ | 086 | 06L4- =
BONF | osss; | 0ss3; oo | 0924 0946; | 0941 | o208 | o768 | 096 | 0847 - 0539;
sur R2= R2= R?= p= R?= R? = R? = R = R = R = P=
0,042; 0,062; 0,395; 0.097 0,149; 0122; | oss68; | 04125 | 0081 | 0067; 0475
p= e e b z P P po b= be
0,625 05553 0,095 0,522 0,565 0,148 0,559 0.777 0576 0,199
r=- r=- r= r= r= r=- r= r= =076 r=
057; 0,535 0,303; os06; | 0004 | 0142 | 0106 | 0439 76| osos;
Cl=- Cl=- Cl=- - Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- o | a=
nee | 0883 | osni- 0403— | ot | osos— | ogi- | ogss- | o7z | os9- e | 0306 r=
o 0004 | 0142 0,783; 043; 0.95; 0813 | o757 | o085 | 092 9461 0.803; - 0523;
G R = R = R = o R = R < R = R = R = Pyt R? = p=015
0324, | 0286; 0,002; k 0367, | 0001 0,02; 0011; | 0193 S| oass;
p= p= p= p= p= p= p= p= p= oo p=
0,086 0.11 0,394 0.203 0.995 0.789 0,842 0,384 0,237 : 0.199
r=- r=- r= r=- . r= r= o r=- r= _
NeEsur | 0559 | oar, 0382 | 0152 2| oms | oooes | %% | o 089, | ot B
007 o2 s o674 0.714 0999 o1 0.242 003 0.004 ous | P=015

Skroty: SPB — skurczowe cisnienie tetnicze; DBP — rozkurczowe cisnienie tetnicze; MAP — Srednie cisnienie tetnicze; 10P —

cisnienie Srodgatkowe; a/v — stosunek Srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka; RT — grubos¢ siatkéwki; ONL/RT — stosunek

grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej

do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkéwki; IPL/RT — stosunek

grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC —

obwodowe komérki zwojowe siatkéwki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy;

NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 12. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie SHR_6t (analiza niekierunkowa [dwustronnal).

sBP DBP MAP 1op alv RT RGC ONUR | opUrT | INURT | ipurT | BDNF | BDNF NGF | NGF sur
T oko sur oko
r= r= r= r= _ . r=- r= r= _ " r=
0,934; 0,973; 0.177; oaw; | 0% 0,592; 0,091; 0230, | 22 | oaos:
Cl= Cl= Cl=- Cl=- 046‘3' Cl=- Cl=- Cl=- 054‘3' Cl=-
0737- | o0g86- | 0509- | 0303- 463~ og2- | og- | osoe- | G- | o
sBP - 0,985; 0,994; 0,726; 0.788; o8 0.118; 0.712; 0.779; 1361 0.72;
R2= R= Re= Re= 0,084 Re= R = RE= 0,036; Re=
0,871; 0,946; 0,031; 0,099; ol 0.351; 0,008; 0,057; 26| oo
p< p< p= p= p= p= p= p=
0,001 0,001 0,625 0377 0449 0,003 0,816 0,536 0,625 0,786
r= r= r= = r= (e r=- r= r= r=
0,934; 0,991; 0,122; = 0,246; = 0,499; 0,098; 0,046; 0,137;
Cl= Cl= Cl=- 0.189: Cl=- 0.049: Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
0,737 0,962 — 0,55 — 0 5‘ 3 05— o 63‘6' 0,874 0,606 — 0,638 — 0,58 —
DPB 0,985; - 0,998; 0,698; o5 0.782; 6% | oaur; 0.716; 0,689; 0.734;
R?= R?= R?= e R?= . R?= R?= R2= R2=
0,871; 0,982; 0,015; ) 0,06; > 0,249; 0.01; 0,002; 0,019;
L 0,036; % 0,002; * - _ -
p< p< p= p=06 p= p=09 p= p= p= p=
0,001 0,001 0,737 : 0,524 : 0,172 0,802 0,907 0,725
r= r= r= r= ‘e r= =- r= r= r= r=
0,973; 0,991; 0,144; 0,239; 098s: 0,017; 054; 0,097; 0119; | 0273 | o128;
ci= = cl=- cl=- P cl=- ci=- cl=- cl=- ci=- Cl=-
0886 | 0962 084~ | o046 | = | oess- | 0886 | 006- | 0592~ | 0478 | 0586-
MAP 0,994; 0,998; - 0,709; 0.755; pol 0,673; 0,193; 0.715; 0726, | 0793 0.73;
Re = Re = Re = Re = : Re < Re = Re = Re= Re= Re=
0,946; 0,982; 0,021; 0,057; i 0,001; 0,292; 0,009; o0o014; | 0074 | oot6;
2! 5 0,07; . > > z s -
p< p< p= p= b2 049 = = p= p= p= p=
0,001 0,001 0,692 0,507 k 0,966 0,133 0,804 0,761 0477 0,743
r= r=-
0.177; 0,318;
Cl=- Cl=-
0,509 0,811
10p 0,726; - 0,439;
Re= Re =
0,031; 0,101;
p= p= p=
0,625 0,972 0,404
r= " r= - r=
0,314; a0 0,239; 0,013; 0,067;
c=- | M8 = | cl=- ci=-
0a3- | S~ 046 | 0637- 0,625
alv 0,788; o 0.755; 0,622; - 0.7;
R?= e R?= R? < R2=
0,099; 0.036; 0,057; 0,001; 0,005;
p= » 206 p= p= p=
0,377 k 0,507 0,972 0,864
. r= - = r=- r= r=- r=- r= r=- r=
2% | o obes: 0,535; 0,591; 0.818; 0377; 0,356; 0295 | oms1 | o0as;
aes. | ci=- 0.265: cl=- Cl=- cl= Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
o 05~ | gaga. | 021 | ogo1- 033%6- | 0833~ | 0825~ | 0459- | 0732- | 0446-
RT il 0,782; ped 0,885; 0.12; - 0.96; 0,383; 0,403; 0802, | 0584 | 0855
o 08a: R2= e R2= R2= R2= R2= R2 = R2= R2= R =
\084; 0,06; iy 0,286; 0,349; 0,668; 0,142; 0.127; 0087 | o007 | 0143
oo p= p=l0;19 p= p= = = p= p= p= p=
k 0,524 k 0,138 0,004 0,007 0317 0,347 0,441 0.737 0,357
B r= r=- r= r=- r=- r=
oo 0,017; 0,808; 0,818; 0,021; 0303; | 0126;
0.049; cl=- Cl=- Cl= Cl=- Cl=- Cl=-
ao | 088 0958 | 0336 0,676 0805~ | 0635-
ReC 0,601 0673; -03L; 0.96; - 0,652; 0,453; 0,763;
e R?< R2= Ri= Rl < R2= R2=
g 0,001; 0,653; 0,668; 0,001; 0092 | o0016;
= 202 = = = = p= p= =
o019 | P09 | ogs6 0,141 0,008 0,007 0,9565 0,429 0,766
r=- r=- = r= r= r=- r=- r=- r=- r=- r=-
0,592; 0,499; 054; 0,095; 0,165; 0377; 0,021; 0,023; 0734; | o424 | o404
Cl=- cl=- cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
ony | 02— | osra— | osss- | oeos- | oser- | o083 | o7e- 0677- | 094-- | oss9- | 0753-
e 0,118 0,247 0,193; 0,714 0.747 0,383 0,652; - 0,651 0136; | 0335 0,648;
Re= Re= R2= R2= R2= R2= RZ< R2= Rz= Rz= R =
0,351; 0,249; 0,292; 0,009; 0,027; 0,142; 0,001; 0,001; 0,538; 0,18; 0,011;
p= p= p= p= p= p= p= p= p= p= p=
0,003 0,172 0,133 0,808 0,671 0317 0,9565 0,953 0,025 0,256 0,807
= = r= r= r=- r=- r=- r= r=-
0,001 0,119 0,007 0251 0,356 0,407 0,023 0,037 0576
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
061- | 0592- | 0606- | 0496- 0825~ | 0843~ | 0677- 0643- | 0011-
OPLRT | 0712 0,726 0715 0,784 0,403 0,353; 0,651 - 0684; | 0217
R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= Rz2= R2=
0,008; 0,014; 0,009; 0,063 0,127; 0,165; 0,001; 0,001 0,331;
p= p= p= o b= be z - b= b= pe
0,816 0,761 0,804 0515 0,728 0,347 0,278 0,953 0,889 0,925 0,136
r= r= r= r=- r=- r= r=- r=- r= r=- =
0,239; 0,046; 0,119; 0,134; 0219 0,295 0,03 0,734 0,055 0,003 o
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- cl=- Cl=- Cl=- Cl=- 0.205;
0506- | 0638- | 0592- | 0733~ | 0771~ | o4s9- | 0681~ | 094—- | 0632- 06— | -
INURT | 0.779; 0,689; 0,726; 0,582; 0521 0,802 0,647; 0,136 0,694 - 0,662 i
R2= R2= R2= RZ2= R2= R2= R2= R2= R2= Rz< hz_'
0,057; 0,002; 0,014; 0,018; 0,048 0,087 0,001 0,538 0,003 oo | RS
p= p= p= p= p= p= p= = p= = p‘206v3
0,536 0,907 0,761 0732 0571 0,441 0,939 0,025 0,889 0,993 :
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r=019; r= r= r=- r= r=- r=- r=- r= r=- r= r= r=- r=
| o 0,273; 0,318; 0,067; 0,131; 0,303; 0,424; 0,037; 0,003; 0,208; 0517; 0,245; 0,185;
0543 Cl=- Cl=- Cl=- cl=- cl=- Cl=- cl=- cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Ci=- Ci=-
Vs | 0441- | o4rs- | osii- | og25- | 0732~ | 0805- | 0849- | 0643~ | 0666 0582 | 0295- | 0782- | 0598
IPLRT g 081; 0,793; 0,439; 0.7; 0,584; 0,453; 0,335; 0,684; 0,662; - 0,796; 0,896; 05; 0,787;
0 03_6' R2= R2= R2= R2= R2= R2= RZ= RZ= R2< R2= R2= R2= R2=
o 0.1; 0,074; 0,101; 0,005; 0,017; 0,092; 0,18; 0,001; 0,001; 0,043; 0,268; 0,0602; 0,034;
Sz p= p= p= p= p= - - p= p= p= p= p= p=
: 0,408 0477 0,404 0,864 0,737 0,429 0,256 0925 0993 0,622 0,189 0525 0,661
r= r= r= - r= r= r= - - . r= r= r= r=
0,106; 0137; 0,128; 0,221; 0,219; 0,378; 0,126; 0,104; 0,576; 0203 0,208; 0,667; 0,783; 0579;
Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- cl=- Cl=- o Cl=- Cl=- ci= Cl=-
— 06- 058 0586- | 0772- | 0574- | o0a46- | 0635- | 0753- | o8- | 7O | 0582- 0072- | 0247- | 0,309
3 0.72; 0.734; 0,73; 0,52; 08; 0,855; 0,763; 0,648; 0217; ey 0,796; - 0933; 0952; 0,928;
OO R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R?= R2 = 0’5285' R = R = R2= R =
0,011; 0,019; 0,016; 0,049; 0,048; 0,143; 0,016; 0,011; 033L; oRo a1 0,043; 0,445; 0,613; 0,335;
= = = = p= = = = = Sl p= = = =
0.786 0.725 0.743 0,569 0,603 0.357 0.766 0.807 o013 | PTOS | g6 0,071 0,013 0173
r= r= r= r=- r= r= r=- r=- r=- r= r= r=
0,396; 0,448; 0,007; 0,159; 0,326; 0,036; 0,463; 0,115; 0,167; 0,667; 0273; 0,083;
Ci=- Ci=- Ci=- Cl=- Ci=- Ci=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
— 0363- | 0308- 0,66 - 0777- | 0491- | 0,686- 088 0,758 0,78 0205- | 0072- 0478— | 0715-
ar 0,84; 0,857; 0,668; 0,615; 0,838; 0,722; 0,359; 0,641; 0,609; 0,896; 0933; - 0,793; 0,787;
R2= R2= R2< R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2=
0,157; 02 0,001; 0,025; 0,107; 0,001; 0,214; 0,013; 0,028; 0,268; 0,445; 0,074; 0,007;
p= p= p= p= p= p= p= p= - p= p= p= p=
0,291 0,227 0,986 0,707 0,430 0933 0,249 0,786 0,693 0,189 0071 0477 0,859
r= r=- r= r=- r= _. r=007: r= r= r=
0,164; 0,011; 0,515; 0,126; 0,056; 0114 Ci=- 0,783; 0,273; 0,727;
Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- Ci=- A ol ci= Cl=- ci=
B 0519 0636- | 0226- 0729~ | og32- | o 02 0247— | 0478 0,045
o 0,719; 0,623; 0,879; 0,587; 0,694; 005 e 0952; 0,793; - 0,947;
R? = R? < R?= R? = R? = e 0,005 R?= R?= RZ=
0,027; 0,001; 0,266; 0,016; 0,003; 0013: e 0,613; 0,074; 0,528;
p= p= p= p= = = p;07’7 0858 p= p= p= p=
0,509 0,651 0976 0,156 0,746 0,886 i k 0,525 0,013 0477 0,041
r= r= r=- r= r= r=- r= r=- r=- r= r= r= r=
0,556; 0,551; 0,058; 0,406; 0,026; 0,163; 0,032; 0,084; 011; 0,185; 0579; 0,083; 0,727;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- cl=
0245- | 0251 0,733 05- 0691- | 0778— | o0688— | 0745- | 0756— | 0598 | 0309- | 0715- | 0045-
NGFsur |  0,906; 0,905; 0,674; 0,888; 0,718; 0612; 0,72; 0,66; 0,645; 0,787; 0,928; 0,787; 0047; -
R?= R?= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R?=
0,309; 0,30; 0,003; 0,165; 0,001; 0,0261; 0,001; 0,007; 0012; 0,335; 0,007; 0,528;
p= p= p= p= p= - = p= p= p= p= p= p=
0,153 0,157 0,892 0,366 0952 0,701 0941 0,843 0,795 0,661 0173 0,859 0,041

Skroty: SPB — skurczowe cisnienie tetnicze; DBP — rozkurczowe cisnienie tetnicze; MAP — Srednie cisnienie tetnicze; |0OP —

cisnienie Srodgatkowe; a/v — stosunek srednicy tetnic do srednicy zyl na dnie oka; RT — grubos¢ siatkowki; ONL/RT — stosunek

grubosci warstwy jgdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej

do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkowki; IPL/RT — stosunek

grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC —

obwodowe komorki zwojowe siatkéwki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy;

NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial ufnosci

157




Tabela 13. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie SHR 12t NAD (analiza niekierunkowa

[dwustronna]).
ONLRR BDNF | BDNF NGF
SBP DBP MAP 10P av RT RGC " OPLRT | INURT | IPLRT on oN NoF | NeFsur
r=- r=
r=0,99; r=
cl= 0.043: 9312 0402;
Py 0602- | r=02 0,396 - v
SBP - A 0,544; p= 0,787; )
ol 2 37 0,807;
e Re = 0,584 Re = ool
981, 0,002; 0,097; :
p< o o 0,162;
0,001 0,895 0,381 p=02
- 0ses. r= =
=09 0517; | 0003;
n _ Cl=- Cl=-
Py o2 0166- | 0631- 0,107
DBP 997, - 127 0865 | 0628 0,856;
§ 1, g R2= R2< R2=
0’582’ 0738 0,268; 0,001; 0,278;
S b= A b= = b=
: 0,365 0,126 0,994 0,969 0,096
r= r=- r=- r= r= r= =
0,972; 0.2747; : 0,657; o118, | o448 | 0079 | 0009 r=
- Cl=- i > X 4 & o 0485
o 0,7331 - e Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- cl=- o8
0,902 s Y 0852~ | 0253~ | 0579- | 0606 e
MAP 0,093; - 1355 0,423; 079 o2 0,047; 0696, | 0841 | 0675 | 0504 1162
R2 = R2= Re = P= R = R = R2= R = R2= R2< 0.841;
0,07548 0,838 Ri=
0,046; o7 0,04; : 0,001; 0.432; 0014 | 0201 | 0008; 0,001 fyihd
p< p’: p= p= = = p= p= p= p= p'=01'3
0,001 ohas | 053 0,987 0,039 0.745 0,194 0.828 0,979 0873 .
= r=- r=- =- r= r= =- =- =- r= =-
0232, | 0293 | 0aTaT 0545 | 0439; | 0402 | 0191 | o486 | 0202 | 0515
a=" | % | oS Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
o1 | QHZ- | 0rEE 0875~ | 0263~ | 0304~ | 0732~ | ogsa- | 0738 | 0122-
10p 0,395; B e - 0,129; 0837, | 0823 | 0499, | 0,208 049; 0.852;
R~ | ooseos | o07sa8 Re= R R R R Rz R= R= Ri=
0,054; 08 07 e 0.297; 0193 | 0162 | 0036 | 023 | 0041 | 0266; 0.986:
= o o oo - - a b= A - = = e
0a69 | b= | o 0,103 0,204 0,249 0,598 0,155 0577 0,105 0,904
r=- r=- = r= r=- r=- r= r= r=- r=- r=- r=-
0043, | 0.288; i 0,567; 0599; | 0254, | o588 | 0213 | o0os; | o207 | 0283 | 0155
Cl=- Cl=- P _ Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
0602- | 0739- e ofis | 0007 | o@e2- | o7~ | oos7- | o4s1- | ogs1- | o718- | 0737 | opo1-
alv 0544, | 0343; o - 1S o2 0049; | 0447, | o889 | 0743 | o596 | o0aae; | o247 | od91;
R2= R2= ,484; p= R2= R2= R2= R2= R2= R2= R2= Rz= Rz=
Re = 0,759
0002, | 0083; e . 0.322; 0359, | 0085 | 0345 | 0046 | 0003 | 0,043; 0,08; 0,024;
p= p= pl=0% p= p= p= p= p= = = p= p=
0,895 0,365 . 0,087 0,067 0,479 0,074 0,554 0,882 0,542 0,373 0,649
02 r= = = = r= r=- r=- r= r=- r=- r=- r= r=-
T 22| oazn | oorer | oozss | ous: - 0,503; 0207, | o788 | o213 | oms | o092 | o127 | oo0az | 0083;
P ne p= e b= b= b= p= b= b= - - p= p=
: 0733 0,838 0,475 0.759 0,144 0,407 0,015 0,448 0.759 0,819 0,733 0,918 0,843
r= r=- r=- r=- r= r=- r=- - r= r=- r=-
0039; | o072 | o028 | osss | o567 0,39; 0191 | b= 0535 | 0146; 0,258;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- - ci=- Cl=- 9055 | o2 Cl=- Cl=- Cl=-
0605- | o671~ | o067 | ogrs— | o007 | = os9- | oms- | G | Q= | o1 | om- 0,787
RGC 0653 | o584 | 0612 | 0120 | 0882 »503; - 0318 0,499 e | o 0885 | 0532 0,49;
R2= R2= RZ= R2= RZ= p= R?= R?= 1691, \ R2= R = RZ=
0,144 i i
0002 | o005 | o001 | o207 | 0322 - o2 | oms | So | K2 0286, | 0021 0,067
= = = p= = = = 0%, ) = = = p=
0,915 0,844 0,937 0,103 0,087 0,265 0507 | PTOOT | pEOTA | gyag 0,687 0,323 0,503
r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=- r=-
0646, | 0633 | 0657 0.39; 0,675 0,392; 0,46 0231
Cl=- Cl=- Cl=- . Cl=- Cl=- Cl=- cl=- Cl=-
ony | 0907 | 0% | oo omr | 0819~ 0916- | 0819- | o0861- | 0751-
e -0028; | -0006; | 0047 29 0,318; - 0,079 0316; | 0204 | 0467
o o Re e oo g Res v ol e
0418, | 0401 | 0432 k 0,152; 0,456 054; | o0211; | 00s3;
b= b= . be z Z - z
0,044 0,049 0,039 0,265 0,032 0,263 0213 0,522
r=- r= r= _ _
0,128; 0,239 0,041; o | (0%
a 3 4 0248 | cl=-
Cl=- r=- cl=- Cl=- Cl=- | 0136-
0.701 - o | 0733 | 046~ 0,604 - o4%e— | 0873
OPLRT 0556; | 0545 V7S¢ 0,499; 0,755 - 0,654 1498 - 873,
i i p= o g o 0,783; Re =
= = 0,015 = = = Re = 0.291;
0013; | 0016 : 0,036 0,057 0,002 0061 >
= = = = = p= = = ol =
0,754 0,724 0,249 0479 0,507 0,506 011 O | pE0s2 | 007
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r= r= r= r=- r= _ r=- r= r=- r= r= r= r=-
0,201; 0,057; 0,118; 0,191; 0,588; 0r5§5' 0,675; 0,041; 0,27; 0,593; 0,151; 0,687; 0,456;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- = d|7: Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl= Cl=-
0,491 0,594 — 0,552 - 0,732 0,067 — 0 2;3_ 0 05_5 0,916 — 0,604 — 0,769 — 0,117 - 0,529 - 0,101 0,86 —
INL/RT 0,737; 0,663; 0,696; 0,499; 0,889; o 689 R -0,079; 0,654; - 0,434; 0,902; 0,713; 0,919; 0,299;
R2= R2= R2= R2= R2= 094;8 P 1 RZ= RZ= R = R2= R= RZ= R =
0,04; 0,003; 0,014; 0,036; 0,345; ! 0 35_4_ 0,456; 0,002; 0,073; 0,352; 0,023; 0,472; 0,208;
= = p= p= = 3o = = p= p= = = =
0,579 0,876 0,745 0,598 0,074 p=007 0,032 0,911 0,451 0,092 0,678 0,028 0,218
r= r= r= r=- r= = r=- r=- r=- r= r=- r=- r=
0,312; 0,517, 0,448; 0,486; 0,213; 0 1_21 0,392; 0,381; 0,27; 0,055; 0,097; 0,006; 0,273;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- = C’I‘-’ Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
0,396 — 0,166 — 0,253 - 0,854 — 0,481 — 0 1_15_ 0 69_7 _ 0,819 0,815 0,769 — 0,632 0,685 — 0,633 0,478 —
IPL/RT 0,787; 0,865; 0,841; 0,208; 0,743; P 0’551_ 0,316; 0,327; 0,434; - 0,694; 0,568; 0,626; 0,793;
R2= R2= R2= Re= R2= 0p7gg o R2= R2= R2= R2= R2= R? < R?=
0,097; 0,268; 0,201; 0,236; 0,046; ! 0 01;.’ 0,154; 0,145; 0,073; 0,003; 0,009; 0,001; 0,074;
p= p= p= p= = p=074 p= p= p= p= p= p= p=
0,381 0,126 0,194 0,155 0,554 ! 0,263 0,277 0,451 0,888 0,791 0,987 0,478
r= r=- r= r=- r=- r= r=- r= r=-
0,216; 0,003; 0,079; 0,202; 0,054; 0,535; 0,17; 0,915; 0,337;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- ' Cl=- Cl=- Cl= Cl=-
BDNF 0,479 0,631 0,579 0,738 - 0,661 — 0,002: 0,201 0,722 - 0,674 0,818 —
o 0,744; 0,628; 0,675; 0,49; 0,596; o 0,885; - 0,515; 0,98; 0,421;
R = R < R = R = R = o1 R = R = Re=
0,047, 0,001; 0,006; 0,003; ! 0,286; 0,029; 0,114;
p= p= = p= p= p= p=
0,549 0,994 0,828 0,882 0,138 0,639 0,375
=- =- r= =- =- =- =- =- =-
0,101; 0,009; 0,515; 0,207; 0,146; 0,231; 0,17; 0,04; 0,526;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- 0136 Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
BDNF 0,661 — 0,606 — 0,122 0,718 0.127: 0,71 - 0,751 0’ 873 0,529 - 0,685 — 0,722 - 0,625 0,868 —
0,531; 0,594; 0,852; 0,449; P 0,532; 0,467; é? = 0,713; 0,568; 0,515; - 0,574; 0,155;
s R?= R? < R?= R?= 09753 R?= R?= 0201 R2= R2= R2= R2= R2=
0,01; 0,001 0,266, 0,043; ! 0,021; 0,053; ’D= ' 0,023; 0,009; 0,029; 0,002; 0,277;
p= = p= p= = p= p= 0107 p= p= p= p= p=
0,767 0,893 0,979 0,105 0,542 0,687 0,522 ! 0,678 0,791 0,639 0,908 0,118
= =- = =- =- = =- = r= =- = =- =-
0,154; 0,012; 0,052; 0,039; 0,283; 0,349; 0,496; 0,231; 0,687; 0,915; 0,04; 0,426;
Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- - Cl=- Cl=- Cl=- Cl= Cl=- Cl= Cl=- Cl=-
NGE 0,461 — 0,582 — 0,538 — 0,6 - 0,737 - 0,042: 0,36 - 0,858 — 0,466 — 0,101 - 0,633 - 0,674 — 0,625— 0,817 —
REo 0,669; 0,566, 0,608; 0,547; 0,347; oo 0,802; 0,195; 0,751; 0,919; 0,626, 0,98; 0,574; - 0,234;
R?2= R?2< R2= R?2= R2= 09918 R2= R2= R2= R2= R2< R2= R2= R2=
0,024; 0,001; 0,003; 0,002; 0,08; ! 0,122; 0,246; 0,053; 0,472; 0,001; 0,838; 0,002; 0,181;
p= = p= p= = = p= p= p= p= P < p= p=
0,634 0,969 0,873 0,904 0,373 0,323 0,145 0,521 0,028 0,987 0,001 0,908 0,192
= = = . =- =- = =- r= =- =- =
0,402; 0,5%7: 0,485: 0,534 0.15:5; r= 0.25:8; 0.153; 0.3?6; 0,456; 0,27_ 0,3517: 0,52_5: 0‘42_6;
Cl=. Cl=- Cl=- Cl=- Cl=- 0.083: Cl=- Cl=- Cl=- Cl Cl=- Cl=- Cl=- Cl=-
0261 0,107 - 0.162 - 0,859 — 0,691 — oy 0,787 — 0,59 - 0,836 — 0,86 — 0,478 — 0,818 — 0,868 — 0,817 —
NGF sur 0 807: 0,856, 0 841: 0 096 0,491; p= 0,49; 0,728; 0,374; 0,299; 0,793; 0,421; 0,155; 0,234; -
o R2= R e R2= 0,843 R2= R2= R?= R = R = R2= R2= R2=
0,162: 0,2_8: 0,236 0,286 0.0_4; 0.0_7; 0.0_5; 0.1_9; 0,2_8: 0,0_4: 0,1_4: 0,2_7: 0‘1_1;
022 p= p=013 | p=009 p= p= p= p= p= p= p= p= p=
b 0,096 ! : 0,649 0,503 0,753 0,305 0,218 0,478 0,375 0,118 0,192

Skroty: SPB — skurczowe cisnienie tetnicze; DBP — rozkurczowe cisnienie tetnicze; MAP — Srednie cisnienie tetnicze; 10P —
cisnienie Srodgatkowe; a/v — stosunek Srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka; RT — grubos¢ siatkéwki; ONL/RT — stosunek
grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej zewnetrznej
do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej wewnetrznej do grubosci siatkéwki; IPL/RT — stosunek
grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki zwojowe siatkowki; pRGC —

obwodowe komérki zwojowe siatkéwki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur — poziom BDNF w surowicy;

NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial ufnosci
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Tabela 14. Analiza opisowa parametrow ocenianych w modelu cukrzycy (szczury Szczepu Lewis).

'Of‘[’]""‘ a/vérednia |  RT [um] ONLRT OPLRT INURT IPLRT RGC B[DON; °]k° BE)"I‘DF 53” N[gFD"k]" "[‘gg 5”]’
Grupa G dr?ia + +SD $rednia + Srednia + Srednia + Srednia + Srednia + Srednia + P dn‘i:la + i ednAiZ + i ednAi: + & ednAi: +
i (IQR) SD(QR) | SD(QR) | SD(QR) | SD(QR) | SD(QR) | SDUQRI | §iiow | Stiom | Siom | o5 om
1591+ 0,638+ 23s 0335+ 0,052+ 0,193+ 0287 4572+ 0,468 + 0,639 + 0,165+ 0,101 +
Lewis KON 2273 0,081 2686 628 0,045 0,011 0,019 0081028 7722 0,119 0,321 0,023 0,027
- (467~ (0,584 e (0,289~ (0,042 (0,186 sy (39.75 - (0,385 (0,323 (©0.151 - (0,088
1767) 0,677) ; 0.37) 0,061) 0,203) : 51.25) 0,571) 0,965) 0,177) 0,112)
TP I S 1 OV B Y O - s L S - )
- (467~ (0,667 o | o (0,045 ST Sy A (0,466 0,147 (0,161 (0,089
18,33) 0,748) 0.461) 0,059) k k 0,569) 0.222) 0,187) 0,124)
Warto$ci p w porownaniach migdzy grupami
Lewis_KON
vs. 0521 0,001 0,243 <0001 0,052 0,295 0,003 0,437 0,147 <0,001 0,073 0,557
Lewis_CUK

Skroty: IOP — cisnienie srodgatkowe; a/v — stosunek srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka; RT — grubos¢ siatkowki,
ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy
splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do grubosci
siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki
zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe siatkéowki; BDNF oko — poziom BDNF w galce ocznej; BDNF sur —
poziom BDNF w surowicy; NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; ODaso — gestos¢

optyczna odczytywana przy diugosci fal 450 nm,; SD — odchylenie standardowe; IQR - rozstgp migdzykwartylowy.
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Tabela 15. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie Lewis KON (analiza niekierunkowa [dwustronna]).

10P alv RT ONLRT OPLIRT INLRT IPLRT RGC BDNFoko | BDNFsur NGF oko NGF sur
r= r=
r=0,2478; . r=0,752; r=0,292; r=0,379; . r=-0,262;
ci= 0,805 cl= cl= ci= 0726 cl= - -
. B 0452 089 0,154 0,681 0,625 Py 0,885 0.036: r=0765; 05T
0,759; e 0.971; 0,892; 0911; Py 0,698; My p=0013 oo
RE=006L | oo pero | RE=0565: | Re=008s5; | Re=0144; | o000 | Re=0068 p=0. p=0.
p=049 p=0013 p=0,085 p=0575 p=0,459 p=0103 p=0,616
r=
r=0,2478; . r=0,048; r=0,583; r=-0,22; r=0,171; r=-0,173; r=-0,657; _ r=0,154; r=0,558;
ci= o cl= cl= c cl= cl= cl= r=-0,289; ci= cl=
- 0,452 B Py 0,795 0,434 0,875 0,744 - -0,863 0,943 - e -0,527 - -0,242-
0,759; e 0,827; 0,947; 0,72; 0,863; 0,743; 019; 20083 0,714; 0,906;
R? = 0,061; 0025 | Rezo002; | Rez034 | Re=0048; | Re=0029; | Ri=003; | Re=0432; Z0083 | meZoo24; | REZ0312;
R?=0,144 =0,638
p=049 =044 p=0,225 p=067 =0,747 p=0,743 p=0,109 p=0. p=0671 p=0,151
p=0458
r= r= r= r= _ . r=
-0,905; -0,869; -0,557; -0,599; i - -0,965;
ci= ci= ci= ci= " o ci=
RT 099 - 0,986 0,943 0,949 - gggi’ R;‘}gggég, 0,998 — -
-0,351; -0,194; 0,465; 0,414; Re 054 Zomr 0,552;
R?=0819; R?=0,755; R2=03L; R?=0,358; —0324 p=b R2=093;
p=0013 p=0025 p=0,251 p=0,209 p=0. p=0,008
r=0752; r=0,048; 0589 r=0,483; 1=0534; r=-0,77; 1= -0,456; r=0,345; r=0,773;
ci= ci= Pt ci= ci= ci= cl= r= 0432 - cl= cl=
. -0,154 - -0,795 - iy B -0,540 - 0,489 0973 0,925 wetrm | Rt -0,648 - 0,343~
0,971; 0.827; o 0,93; 0,939; 01L; 0,565; Tone o 0,904; 0,984;
R? = 0,565; e R?=0234; | Re=0286; | Re=0504; | Re=0208; | P~ p=0 R?=0119; | R2=0598;
p=0085 b0 p=0,332 p=0.275 p=0073 p=0,364 p=0503 p=0125
_ _ r= _ . r= iy
reow reoss: -0,557; o -0,061; =250 r=0401;
OPLIRT -0.681 - 0434 o8- - 0743~ o1~ 0951 - co-ooum | ome | ova
0.892; 0.947; 0.465; 0.863; 0.79; 0.40L; R:=0002; | Re=0161;
R? = 0,085; Rt oa1 RE=003 | poogvon | RE=037L Zo033 o503
=0575 = 0ok p=0743 = o0 p=02 p=0. p=0.
p=0. p=0251 i p=0909 -
= =-0,22; "= = . = :
A B -0,599; A I r=-0829; | r=-0023; r=0618 | r=0702
Fyoay Py ci= Py o Cl=-0819 | r=0755; r<000L; | CI=-0389 | Cl=-0474
INLRT o fihs -0,949 00%0: 0863 - - 0,804; R:=057; | R?<000L; ~0,952; ~0,978;
Re o0 Tad v 0,414; reonoss | Recons: R?<0001; | p=0455 p=01 R:=038L; | Rt=0492:
[peiag R?=0,358; Jiponng o p=0,965 p=0191 p=0,187
p=0459 = p=0275 p=0,743
p=0209
= r=0,171 r=0,803 =
-0,726; ot s -0,061; r=-0,829; r=0,208;
ci= orua Fyoay ci= Cl=-0981 Cl=-0,726 r=-0,205;
IPURT -0,968 - o863 P 0,831 —-0,053; - —0872;
0,209; 863 R =064 0,79; R? = 0,687; R? =0,043;
R?= 0527; Cooe R2=0004; | p=0041 p=0,693
p=0103 p=0 p=0909
r:(-:l:,iez r:(-:l:.l73 r:cllligz r:écll.ise r:éCII.SOQ r=-0,023 120615
RGC 0885 0863 0534 0,925~ oL | U - Fo - 0o Lo | “omn
0,698; 0,743; 0,931; 0,565; 0,401; R? <0001 p =023 Ri=0378: | Re=0227
R? = 0,068 R?=0,03; Re=024; | RP=0208 | Re=0371 = k by by
p=0616 p=0,743 p=0324 p=0364 p=02 p=0,965 p=0.1%4 p=0418
r=-0,657 = 0108
r= _0%'4; 0793 r=0881; r=0,755; r=-0,396 Cl=-0,704
BDNF oko -0,036; oo i, R:=0776; | Re=057; | R - ~0,795;
p=0964 1o e p=0314 p=0,455 p=0,741 p=0,252 R?=0011;
p=0 p=0,825
r=-018;
na. r=-0,234; r=-0,522; r<0,001; r=-0,205; r=0,937; r=0,378; Cl=-0917
r=03
BDNF sur S o RE=0055; | Re=0272; RZ<000L; | R? | Re=o0s7; | Re=0.43; - ~0,835;
p=0 p=085 p=0651 p=01 p=0,869 p=0,228 p=0,753 R?=0,032;
p=07172
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r=oLs -0.38L =05 | r=oms; | r=oe1s | r=-0485 | r=015 r=0104 Cl=-0795
rco7es | 0B Ci= s | c1=082% | ci1=038 | ci=-08 | ci=-0393 | ci=-0704 —0,585;
NGF oko _0T8s o2 -0901- 068 —0,796; ~0952; ~0539; ~0,952; ~0,7%5; - R2=0042
P Re = 0024 0657; Rl | Re=0002 | Rez0l | =023 | Re=0a7E; | Re=0o11 b= 0,627
pooert | REOLL | TZogg | psosm | peoal p=033 p=0194 | p=0825
, p=0. ,
- . r= - . r=-0,204;
=05 0,965 =T r=0,401 r=0,702 r=092 | r=-0476; | r=0125 r=0193 | cl=-0795
o -0,242 Cl= osas. | C1=-0745 | Ci=-0474 Cl=-0957 | Cl=-0851 | CI=-0831 | 0585
NGF sur -0,347; 0.906: 0,998 - - 0.984; —0,948 —0,978; —0,907; ~0,919; R2=0,042; .
p=0as | 000 0552; e | me=0nel | Re=0a% | Re=0gar; Re=0016; | Re=0037; | p=o0j27
p=01s1 | FE0SE | oo p=0503 p=0187 p=0027 b=0841 b= 0756
, Y ,

Skroty: IOP — cisnienie srodgatkowe; a/v — stosunek Srednicy tetnic do srednicy Zyl na dnie oka; RT — grubosc siatkowki;

ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy

splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do grubosci

siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki

zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe siatkowki; BDNF oko — poziom BDNF w gatce ocznej; BDNF sur —

poziom BDNF w surowicy; NGF oko — poziom NGF w galce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial

ufnosci
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Tabela 16. Wyniki korelacji badanych parametrow w grupie Lewis CUK (analiza niekierunkowa [dwustronnal).

10P av RT ONLRT OPLIRT INURT IPLURT RGC BDNFoko | BDNFsur | NGFoko NGF sur
- - r= r= - - - .
r—(g)l,fi29, .0r0;;3- 0,592 -0.145: r—COI,EiBA, r -(gl,(]fl, 1 =0,348; r -(-:(:{81,
- 0055- | ci=o7s7 Cl= Cl= 0302- 073 - = CI=-0361 | 75,
el 0,616 ~0.715; 0930~ v 0,929 0.775: p'g'gzlg;? e 0,549;
Rizou0 | Rizogor | 0% |00 R=0341; | Ri=0003 D loae | Re=003;
p=0o7s | p=og0 | PR D% p=0169 | p=0913 p=0,641
r=03z r=0079; | r=-0744; | r=0122 r=0881 r=058L; r=079;
o cl=-0717 Cl=-0,695 cl=038 - rco714 | C1=0135 | c1=0204
av : - ~0,785; ~0,021; ~0,80L; 0,982; T -0,898; ~0961;
R2=0006; | R=0553 | R2=0015; R2=0776; p=0. R2=0338; | Re=083L;
p=0867 | p=005 p=0795 p=0,009 p=0101 | p=0019
r=-0271; | r=-0348 | r=-0088 | r=0148 | r=-0452 r=0.23; =05,
cl=-085 | Cl=-0872 | cI=-0769 | Cl=-0881 | CI=-0899 Cl=-0633 | Cl=-0158
RT - ~0,606; —0,549; ; —0811; - 0,457; -0,838; —0971;
R2=0073; | Re=0121; R2=0022; | R=020; R2=0053; | Re=0562
p=0557 | p=045 p=0751 | p=0309 p=062 p=0,086
=
-0,592; r=0,292; r=0,324; r=0423 | r=01s5;
Cl= Cl=-0591 Cl=-0,568 Cl=-0484 N
ONLRT 0930 —0857; - —0,866; -0892; ~0813; Yo
0.291; R?=0,085; R?=0,105; Re=0179; | Re=0024; | P70
R?=035; p=0526 p=0479 p=0384 p=0,74
p=0162
=
-0,145; r=-0271; r=-0,358; r=0032; r=-00242;
ci= Ccl=-085 Cl=-0875 CI=-0,739 . cl=-082
OPLIRT 081 —0801; —0,606; ; - —0,541; —0,767; —0316; v ~0,757; ~0,803;
0,683; Re=0015 | R=0073 | Re=0079; R2=0,128; Re=0001; | Rez0329; | PTO0 R2<000L; | RP<000L;
Re=0021; | p=0795 | p=0557 | p=0543 P=0430 =046 | p=0178 p=098 | p=0964
p=0,757
r=-0,348; r=-0534; r=0,687; r=-0557; r=0,052;
Cl=-0872 Cl=-0918 | CI=-0137 rz04 | C1=-0823 | ci=-0793
INLRT —~0,549; - —0,949; -0,938; o ~0338; ~0829;
R?=0,121; Re=0472 | Re=0ges; | P70 R=03L; | Re=0003;
p=0445 p=0088 | p=013 p=0194 | p=092
=351 =0 =0038; | r=-0046; | r=0286; | r=-053; r=-051; r=0563 | r=-0152;
e =038 | CI=-0769 Cl=-0595 | Cl=-0918 cl=-0913 o CI=-0330 | CI=-0858
IPURT pres —~0,736; —-0,67; —0,855; —0,367; - ~0,394; —0,528; oo - 0924; ~0752;
b Re=0001; | Re=0895 | Re=0082 | Re=0285; Re=026; | Re=ou4; | P70 R2=0317; | Re=0023;
Ny p=0935 | p=0001 | p=053 | p=0217 p=0242 | p=0409 p=0188 | p=0774
r=a0t r=0,687 r=0,007
a5 Cl=-0437 cl=-0,75
RGC s —0,949; - - 0,756;
oo Re=0472; | Re=026; R2<0,00L
Y p=0088 | p=0242 p=0983
r=-0,104 r=0,627, r=-0,374, r=0,007; r=-0,56;
Cl=-0238 cl=-0,75 rco1 | C1=-0892
BDNFoko | - 0,602; —~0938; : ~0,756; - e ~0,166;
R2=0011 R=03%4; | Re=014; | Re<000L; p=0 R2=0314;
p=0,79L p=0132 | p=0408 | p=0988 p=0117
BDNF sur 0871 r=0714; r=-04; r=0; r=-08; r=04; r=0; r=02; r=01; - r=-0.143 r=-02
oo | p=os p=075 p>0999 p=0333 =075 p>0999 | p=0917 p=095 p=0803 | pe07i4:
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r=0348 | r=0561 r=023 | r=-0332 | r=0008 | r=-055% | r=0563 | r=-05 r=031s5;
Cl=-0361 | Cl=-0135 | Cl=-0633 | Cl=-0868 | Cl=-075 | Cl=-0923 | CI=-0330 | Cl=-031 r=-0143; cl=-0441
NGFoko | 0802 - 0,898; - 0,838; - 0562 - 0,757; - 0,338 ~0.924; - 0.286; - ~081;
RP=0121; | Re=033; | Re=0083; | Re=0110; | RP<000L; | Re=031; | Re=0317%; | Re=035 p=0803 R?=0099;
p=0325 | p=0101 | p=062 | p=0467 | p=0986 | p=0194 | p=0188 | p=0150 P = 0409
O | r=oges | r=o7s r=028 | r=-00242; | r=0052; | r=-0152 r=-0312 r=0315
ogsa. | c1=0204 | ci=-0158 | ci=-0e88 | ci=-082 | ci=0793 | ci=-0858 cl=-0834 | r=02 | cl=-0da
NGF sur 0549: —0,961; ,971; —0,889; —0,803; —0,829; —0,752; —0,503; -081; -
R | Re=0s31 Re=0078; | Re<0001; | Re=0003; | Re=0023 RE=0008; | P=0714; | Re=0009;
p= 0,'641’ p=0,019 p=0,591 p=0,964 p=0,922 p=0,774 p=0451 p=0,409

Skroty: 10P — cisnienie srodgatkowe; a/v — stosunek Srednicy tetnic do Srednicy zyl na dnie oka; RT — grubos¢ siatkowki;

ONL/RT — stosunek grubosci warstwy jqdrzastej zewnetrznej do grubosci siatkowki; OPL/RT — stosunek grubosci warstwy

splotowatej zewnetrznej do grubosci siatkowki; INL/RT — stosunek grubosci warstwy jgdrzastej wewnetrznej do grubosci

siatkowki; IPL/RT — stosunek grubosci warstwy splotowatej wewnetrznej do grubosci siatkowki; cRGC — centralne komorki

zwojowe siatkowki; pRGC — obwodowe komorki zwojowe siatkowki; BDNF oko — poziom BDNF w gatce ocznej; BDNF sur —

poziom BDNF w surowicy; NGF oko — poziom NGF w gatce ocznej; NGF sur — poziom NGF w surowicy; Cl — 95% przedzial

ufnosci
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