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Wykaz skrotow

Skrot Z jezyka angielskiego | jezyk polski
DM Diabetes mellitus Cukrzyca
GDM Gestational diabetes Cukrzyca cigzarnych
ICA Islet cell antibodies Przeciwciata przeciwko
antygenom wysp
trzustkowych
MODY Maturity onset diabetes of | Cukrzyca typu MODY
the young
DME Diabetic macular edema | Cukrzycowy obrzg¢k
plamki zottej
DR Diabetic retinopathy Retinopatia cukrzycowa
NPDR Nonproliferative diabetic | Nieproliferacyjna
retinopathy retinopatia cukrzycowa
PDR Proliferative diabetic Proliferacyjna retinopatia
retinopathy cukrzycowa
AAO American Academy of Amerykanska Akademia
Ophthalmology Okulistyki
NVD Neovascularization of the | Neowaskularyzacja na
disc tarczy n. Il
NVE Neovascularization Neowaskularyzacja
elsewhere siatkbwkowa obwodowa
VEGF Vascular endothelial Czynnik wzrostu

growth factor

$rédblonka naczyniowego




OCT Optical coherence Optyczna koherentna
tomography tomografia
SD-OCT Spectral domain optical Optyczna koherentna
coherence tomography tomografia w domenie
spektralnej
PS-OCT Polarization-sensitive Polaryzacyjna optyczna
optical coherence koherentna tomografia
tomography
FA Fluorescein angiography | Angiografia
fluoresceinowa
RPE Retinal pigment Nabtonek barwnikowy
epithelium siatkowki
OCTA Optical coherence Angiografia optycznej
tomography angiography | koherentnej tomografii
FAZ Foveal avascular zone Dotkowa strefa
beznaczyniowa
AO Adaptive optics Optyka adaptywna
ADA American Diabetes Amerykanskie
Association Towarzystwo
Diabetologiczne
UKPDS United Kingdom Badanie UKPDS
Prospective Diabetes
Study
SN-DREAMS 11 Sankara Nethralaya Badanie SN-DREAMS |1
Diabetic Retinopathy
Epidemiology and
Molecular-genetics Study
FDA Food and Drug Amerykanska Agencja do
Administration spraw Zywnosci i Lekow
AMD Age-related macular Zwyrodnienie plamki

degeneration

z6ltej zwigzane z
wiekiem




BMI Body mass index Wskaznik masy ciata
PKC Protein kinase C Kinaza biatkowa C
IGF-1 Insulin-like growth factor | Insulinopodobny czynnik
wzrostu
IMT Intima-media thickness Wskaznik IMT
WLR Wall-to-lumen ratio Wspotczynnik WLR
BCVA Best corrected visual Najlepsza skorygowana
acuity ostro$¢ wzroku
CaD Calcium dobesilate Dobesylan wapnia
NAC N-acetylcysteine N-acetylocysteina
SGLT2 Sodium-dependent Inhibitor kotransportera
glucose transporter 2 glukozowo-sodowego 2
AAV Adeno-associated viruses | Wirusy zalezne od
adenowiruséw
PEDF Pigment epithelium Czynnik pochodzacy z
derived factor nabtonka barwnikowego
siatkowki
ACE2 Angiotensin-converting Inhibitor konwertazy

enzyme 2

angiotensyny 2




BDNF Brain-derived Neurotroficzny czynnik
neurotrophic factor pochodzenia mozgowego
BMSCs Bone marrow Komorki macierzyste
mesenchymal stromal pochodzace ze szpiku
cells kostnego
BM Basement membrane Btona podstawna
ERG Electroretinography Elektroretinografia
CRT Central retinal thickness | Centralna grubos¢
siatkoOwki
ICGA Indocyanine green Angiografia
angiography indocyjaninowa
SCP Superficial capillary Powierzchowny splot
plexus naczyniowy siatkowki
DCP Deep capillary plexus Gleboki splot
naczyniowy siatkowki
WT Wall thickness Grubo$¢ $ciany naczynia
LD Lumen diameter Wymiar $§wiatta naczynia
VD Vessel diameter Wymiar naczynia
WCSA The cross-sectional area | Wspotczynnik

of the vascular wall

powierzchni przekroju
$ciany naczynia




Streszczenie

Cukrzyca to przewlekta choroba metaboliczna, charakteryzujgca sie
hiperglikemia, wynikajaca z zaburzenia wydzielania lub dziatania insuliny. Retinopatia
cukrzycowa nalezy do mikronaczyniowych powiktan cukrzycy i jest w krajach
rozwini¢tych jedng z gtownych przyczyn slepoty.

Nieprawidlowy poziom glukozy uszkadza bariere krew-siatkowka, doprowadza
do niedokrwienia siatkowki i pobudza neowaskularyzacj¢. Zwigkszona aktywno$¢ Kinazy
biatkowej C, czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego oraz zjawisko leukostazy to
glowne mechanizmy patogenezy retinopatii cukrzycowe;j.

W terapii retinopatii cukrzycowej rutynowo stosuje si¢ fotokoagulacje siatkowki
oraz iniekcje doszklistkowe z zastosowaniem inhibitorow angiogenezy oraz lekow
przeciwzapalnych. P6zne powiktania mogg zosta¢ zaopatrzone chirurgicznie poprzez
wykonanie zabiegu witrektomii. Nowe alternatywne metody terapeutyczne wykorzystuja
substancje o dziataniu antyoksydacyjnym, komorki macierzyste czy przeszczepy wysepek
trzustkowych.

Standardowo rozpoznanie retinopatii cukrzycowej opiera si¢ na badaniu dna oka
w lampie szczelinowej, obrazowaniu siatkowki za pomocg angiografii fluoresceinowej
oraz optycznej koherentnej tomografii (w tym z opcja uwidaczniajacg naczynia).

Nowg metodg, stosowang W diagnostyce retinopatii cukrzycowej, jest optyka
adaptywna. Urzadzeniem wykorzystujacym innowacyjng technologie jest aparat rtx1™
(Imagine Eyes, Orsay, France), ktory pozwala obrazowac¢ pojedyncze komorki
receptorowe siatkowki oraz mikronaczynia siatkowki. Badanie ma nieinwazyjny
charakter, jest powtarzalne i tatwe do wykonania.

W toku przewodu doktorskiego przeprowadzono badanie, ktorego celem byta
analiza wptywu warto$ci wskaznika BMI na morfologie siatkowki. Grupa badana liczyta
28 kobiet ze stwierdzona nadwaga i otytoscia; grupe kontrolng tworzyto 19 kobiet z BMI
< 25 kg/m?. Analiza skanéw wykonanych za pomocg aparatu rtx1™ wykazala, iz éredni
wymiar §wiatla, jak i catego naczynia nie jest istotnie zalezny od wartosci BMI. W grupie
0sob z nadwagg lub otytosciag zaobserwowano wczesne objawy patologii naczynioweyj,
takie jak, zwigckszona grubo$¢ $ciany naczynia, zwigkszony wspotczynnik WLR i WCSA.

W toku przewodu doktorskiego zastosowano aparat rtx1™ do oceny zmian w
gestosci | morfologii czopkdéw, stanu naczyn siatkowki w czasie trwania cukrzycy. Do
badania wtaczono 50 0s6b z rozpoznang cukrzyca (typ 1 lub 2) oraz 18 zdrowych oséb,
tworzacych grupe kontrolng. Pacjenci uczestniczyli w 3 wizytach- wstepnej, po roku oraz
po 2 latach. Kazda wizyta obejmowata oceng ostro$ci wzroku, pomiar centralnej grubosci
siatkowki z uzyciem aparatu OCT Triton oraz skany okotodotkowych miejsc siatkowki i
tetniczek siatkowki uzyskanych przy pomocy kamery rtx1™.

Juz na poczatku badania udowodniono, iz gestos¢ czopkow pacjentdw z cukrzyca
byta istotnie mniejsza niz w grupie kontrolnej. Ponadto, w 2-letniej obserwacji parametry
czopkowe ulegly wickszym zmianom w grupie badanej niz grupie kontrolnej. W toku
trwania choroby udowodniono zmiany w morfologii naczyn- zwigkszenie grubos$ci $cian
naczyn oraz wspotczynnika WLR.

Kamera rtx1™ znalazta zastosowanie w detekcji wczesnych zaburzen
mikrostruktury siatkowki w przebiegu otytosci, stanu przedcukrzycowego czy
poczatkowych stadiach retinopatii cukrzycowej. Optyka adaptywna jest obiecujagcym
narzgdziem zarowno do wczesnej diagnostyki, analizy patofizjologii, jak i przysztych
odkry¢ terapeutycznych chorob metabolicznych.
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Abstract

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by hyperglycaemia
resulting from the insulin malsecretion or malfunction. Diabetic retinopathy is a
microvascular complication of diabetes mellitus and has become one of the leading
causes of blindness in developed countries.

Abnormal blood glucose levels cause loss of the blood-retinal barrier integrity,
retinal ischemia and stimulate retinal neovascularization. An increased activity of protein
kinase C, vascular endothelial growth factor and a process of leukostasis are the main
pathways of the diabetic retinopathy pathogenesis.

The standard treatment involves laser therapy and intravitreal drug administration
of angiogenesis inhibitors and anti-inflammatory agents. Late complications of diabetic
retinopathy may be surgically managed by the vitrectomy procedure. Novel alternative
therapeutic options in the diabetic retinopathy include antioxidative agents, mesenchymal
stem cells and islet cell transplantation.

The standard diagnostic process requires a fundus examination at the slit lamp and
a retinal imagining compromised by fluorescein angiography and optical coherence
tomography (with vascular assessment).

Adaptive optics technology is a novel tool in the diabetic retinopathy diagnosis.
Rtx1™ (Imagine Eyes, Orsay, France) is a device using the innovative technique, that
allows the visualization of single retinal cells (photoreceptors) and microcirculation. The
measurements are non-invasive, repeatable and easy to perform.

The doctoral study analysed a possible influence of BMI values on the retinal
microstructure. The study group consisted of 28 women diagnosed with overweight or
obesity; the control group involved 19 women with BMI <25. Rtx1™ camera analysis
showed that the mean lumen and total diameter of the analysed retinal arteries were not
significantly BMI dependant. The study revealed some early symptoms of vascular
pathology such as the increased thickness of retinal arterioles, higher WLR and WCSA
parameters in obese and overweight women.

Rtx1™ technology was successfully used in the doctoral study as a method of
photoreceptors and retinal vasculature assessment over time in patients with diabetic
retinopathy. The study involved 50 diabetic individuals (type-1 or type-2 diabetes
mellitus) and 18 healthy volunteers. The patients participated in 3 visits- the initial visit
and two follow-up appointments, one and two years after the study. Each visit consisted
of best-corrected visual acuity (BCVA) assessment, OCT macula scanning (3D DRI OCT
Triton) with central retinal thickness (CRT) evaluation and AO retinal image acquisition.

The initial phase of study revealed that the cone density in diabetic patients was
significantly lower than in the controls. Moreover, in a 2-year follow-up, cone
parameters’ changes were more substantial in the diabetic than in the healthy group.
Microvascular retinal morphology changes such as the increase in WLR and the mean
value of artery walls were observed throughout the diabetes mellitus duration.

The rtx1™ camera was applied in the early detection of disruption in the retinal
microstructure throughout the course of the obesity, the prediabetes and the early stages
of diabetic retinopathy. Adaptive optics is a promising tool in the early diagnosis,
pathyphysiology analysis as well as future therapeutic discoveries in the metabolic
diseases.
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1. Wprowadzenie

Cukrzyca to grupa zaburzen metabolicznych, charakteryzujaca si¢ przewlekla
hiperglikemig. Nieprawidtowa glikemia w toku trwania choroby przyczynia si¢ do
rozwoju mikro i makroangiopatii, neuropatii oraz zmian wielonarzagdowych.

Klasyfikacja WHO obejmuje podziat cukrzycy na 4 grupy gtowne: cukrzyce typu 1
(ang. Diabetes mellitus type 1- DM1), cukrzyce typu 2 (ang. Diabetes mellitus type 2-
DM2), cukrzyce o znanej etiologii oraz cukrzyce ci¢zarnych (ang. Gestational diabetes-
GDM) [1].

Cukrzyca typu 1 jest zwigzana z destrukcjg komorek [ trzustki, co prowadzi do
bezwzglednego niedoboru insuliny. Najczestszg przyczynag tego zjawiska jest proces
immunologiczny zwigzany z obecno$cia w surowicy przeciwciat skierowanych
przeciwko antygenom wysp trzustkowych (ang. Islet cell antibodies, ICA),
dekarboksylazie kwasu glutaminowego (anty-GAD), fosfatazie tyrozyny 1A-2 i IA-2,
transporterom cynku oraz przeciwko insulinie [2]. Patogeneza cukrzycy typu 2 jest oparta
na insulinoopornosci tkanek obwodowych oraz wspétistniejacym defekcie wydzielania
insuliny. Cukrzyca o znanej etiologii to grupa obejmujaca cukrzycg¢ monogenowsa
(cukrzyceg noworodkowa, cukrzyce typu MODY (ang. Maturity onset diabetes of the
young)), cukrzyc¢ zwiagzang z chorobami trzustki (mukowiscydoza, zapaleniem trzustki),
a takze cukrzyce indukowang lekami (m.in. posterydowa). Cukrzyca ci¢zarnych
wystepuje jedynie u kobiet w cigzy, a patofizjologia choroby przypomina mechanizm
rozwoju cukrzycy typu 2 [3].

Na calym $wiecie obserwowany jest staly wzrost zachorowalnosci na cukrzyce, a
choroba jest powszechnie nazywana globalng epidemiag. W 2019 roku Migdzynarodowa
Federacja Diabetologiczna [4] oszacowala, 1z w ciggu 25 lat liczba chorych wzrosnie z
463 do 700 milionéw. Szacuje si¢, iz w 2030 roku grupa pacjentdow z rozpoznanym
cukrzycowym obrzg¢kiem plamki zottej (ang. Diabetic macular edema — DME) wyniesie
24 miliony [5].

Do wzrostu zachorowan przyczynia si¢ zmiana stylu Zycia oraz rosngca przeci¢tna
dhugos¢ zycia globalnej populacji. Niecodwracalnym skutkiem wigkszej zapadalnosci na
cukrzyce sg rosngce koszty leczenia, ktore istotnie obcigzajg Swiatowe systemy
zdrowotne.

Wedhug danych Narodowego Funduszu Zdrowia w 2018 roku w Polsce byto 2,86
miliona dorostych ze zdiagnozowang cukrzycg [6]. Trend wzrostu zachorowalno$ci nie
ominie Polski, a polska stuzba zdrowia bedzie musiata mierzy¢ si¢ z masowym leczeniem
samej choroby oraz jej licznych powiktan.

1.1 Retinopatia cukrzycowa- epidemiologia i klasyfikacja

Retinopatia cukrzycowa (ang. Diabetic retinopathy- DR) jest jednym z
najczestszych powiktan cukrzycy, zaliczanych do zaburzen mikronaczyniowych. Pacjenci
z dobrze kontrolowang glikemia, wynikajacg z wtasciwej terapii hipoglikemizujacej,
mogg utrzymac ostros¢ wzroku na zadowalajgcym poziomie. Niestety, utrzymujaca si¢
nieprawidlowa glikemia i rosngca insulinooporno$¢ powoduja, iz retinopatia cukrzycowa
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jest jedng z glownych przyczyn §lepoty ludzi aktywnych zawodowo [7]. Wedtug
literatury catkowita utrata widzenia dotyka co 10 pacjenta z rozpoznaniem DR [8].

Wyrdznia si¢ dwa typy retinopatii cukrzycowej- nieproliferacyjng (ang.
Nonproliferative diabetic retinopathy — NPDR) oraz proliferacyjna retinopati¢
cukrzycowg (ang. Proliferative diabetic retinopathy — PDR). NPDR dzielimy na:
tagodna, umiarkowang i ciezkg. W tagodnym stopniu wyrdznia si¢ jedynie mikrotgtniaki,
w stopniu umiarkowanym wigcej niz mikrotetniaki, a stopien ciezki charakteryzuje sie
wystepowaniem ktoregokolwiek z powyzszych objawdw- krwotoczkow
srodsiatkdowkowych (>20 w kazdym kwadrancie), przewezen naczyn zylnych (co
najmniej w 2 kwadrantach), $§rodsiatkdbwkowych nieprawidlowosci naczyniowych (Co
najmniej w 1 kwadrancie) oraz jednoczasowym brakiem cech proliferacyjnej retinopatii
cukrzycowej [9].

PDR charakteryzuje si¢ objawami typowymi dla cigzkiej nieproliferacyjne;
retinopatii cukrzycowej oraz 1 lub wiecej z wymienionych: neowaskularyzacja,
krwawieniem doszklistkowym lub przedsiatkéwkowym [9]. Wedtug wytycznych
Amerykanskiej Akademii Okulistyki (ang. American Academy of Ophthalmology- AAO)
proliferacyjna retinopatia cukrzycowa wysokiego ryzyka charakteryzuje si¢ jednym z
powyzszych:

e nowotwoOrstwem naczyniowym na tarczy i przy tarczy nerwu wzrokowego
(ang. Neovascularazation of the disc- NVD) wigkszym niz 1/4 do 1/3
rozmiaru tarczy

e kazdym NVD wraz z krwotokiem przedsiatkowkowymdoszklistkowym

e kazdym nowotwoérstwem nasiatkéwkowym obwodowym (ang.
Neovascularization elsewhere- NVE) wraz z krwotokiem
przedsiatkowkowym lub doszklistkowym [10]

Cukrzycowy obrzek plamki moze wystgpowac niezaleznie lub wspotwystepowaé
Z kazda forma retinopatii cukrzycowe;.

1.2 Retinopatia cukrzycowa- patofizjologia

Mechanizmy powstawania cukrzycowych zmian na dnie oka sg przedmiotem
wieloletnich badan, pomimo to patofizjologia retinopatii cukrzycowej pozostaje nadal nie
do konca wyjasniona. Wyrdznia si¢ kilka mozliwych szlakow patogenezy choroby.

Pierwszym etapem patofizjologii retinopatii cukrzycowej jest hiperglikemia.
Nieprawidtowy poziom glukozy uszkadza bariere krew-siatkowka i doprowadza do
przecieku krwi z naczyn do glebokich warstw siatkdwki. Proces ten prowadzi do
lokalnego niedokrwienia siatkowki 1 aktywacji czynnikow pobudzajacych
neowaskularyzacje.

Hipoksja i hiperglikemia warunkujg rozwdj cukrzycowych zmian na dnie oka
poprzez oddzialywanie na roznorodne procesy. Wzrost aktywnosci szlaku sorbitolu,
zwiekszenie nieenzymatycznej glikacji biatek, wzrost aktywnosci szlaku diacyloglicerolu
i kinazy biatkowej C, nadprodukcja czynnikow wzrostu (glownie czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego- (ang. Vascular endothelial growth factor- VEGF) i
insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1), zmiany hemodynamiczne, nasilenie stresu
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oksydacyjnego, aktywacja uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, subkliniczne zapalenie
wraz z leukostaza- to prawdopodobnie mechanizmy rozwoju retinopatii cukrzycowej,
zalezne od zmniejszonego przeptywu krwi i nieprawidtowej glikemii [11]. Kinaza
biatkowa C, nadmierna aktywnos¢ VEGF, wzrost ilo$ci i przylegania leukocytéw do
komorek $rodbtonka naczyniowego, taczac ze sobg wigkszo$¢ wymienionych wyzej
szlakow, wplywaja na rozwdj retinopatii cukrzycowe;.

1.3 Diagnostyka retinopatii cukrzycowej- zloty standard oraz nowoczesne
technologie

Diagnostyka i obserwacja progresji zmian siatkbwkowych u pacjentow z cukrzycg
oparta jest na rutynowym badaniu dna oka w lampie szczelinowej. Przesiewowym
zabiegiem sg tez zdjecia, wykonywane przy pomocy fundus kamery.

Do badan dodatkowych, przydatnych w diagnostyce zmian cukrzycowych
siatkowki, zaliczamy optyczna koherentng tomografie (ang. Optical coherence
tomography-OCT), angiografi¢ fluoresceinowa oraz optyke adaptywna.

Ztotym standardem diagnostycznym w cukrzycowym obrzgku plamki jest badanie
OCT. OCT w domenie spektralnej (ang. Spectral domain optical coherence tomography-
SD-OCT) pozwala na doktadng oceng struktury zewnetrznych warstw siatkowki- btony
granicznej zewngtrznej, fotoreceptorow, nabtonka barwnikowego. Polaryzacyjna
optyczna koherentna tomografia (ang. Polarization-sensitive optical coherence
tomography- PS-OCT) umozliwia precyzyjna ewaluacje stanu nabtonka barwnikowego
(ang. Retinal pigment Epithelium- RPE).

Bardzo doktadnym narzgdziem diagnostycznym, oceniajagcym dno oka u
pacjentow cukrzycowych, jest angiografia fluoresceinowa (ang. Fluorescein
angiography-FA). Badanie obrazuje przesi¢ki i krwotoki jako ogniska
hiperfluorescencyjne. Angiografi¢ charakteryzuje inwazyjnosc, zwigzana z ryzykiem
wystgpienia powiktan ogdlnych.

Nowsg technologia, stosowang do oceny zmian naczyniowych w retinopatii
cukrzycowej, jest angiografia optycznej koherentnej tomografii- angio-OCT (ang. Optical
coherence tomography angiography- OCTA). W odr6znieniu od standardowej angiografii
fluoresceinowej, OCTA jest nieinwazyjnym, fatwym do wykonania badaniem,
niewymagajacym uzycia dozylnego $rodka kontrastujacego.

Angio-OCT obrazuje przeptyw krwi w powierzchownym i glebokim splocie
naczyniowym, na poziomie warstw zewnetrznych siatkoéwki oraz w choriokapilarach
[12]. OCTA pozwala uwidoczni¢ zmiany typowe dla retinopatii cukrzycowej, takie jak
mikrotetniaki, srodsiatkéwkowe nieprawidtowosci oraz proliferacje naczyniowe.
Ponadto, angiografia optycznej koherentnej tomografii umozliwia pomiar $redniego pola
powierzchni dotkowej strefy beznaczyniowej (foveal avascular zone — FAZ), ulegajacej
powickszeniu w przebiegu DR.

Komplementarng technologia, ktora znalazta zastosowanie w prewencji i
obserwacji retinopatii cukrzycowej, jest optyka adaptywna (ang. Adaptive optics- AO).
AO wykorzystuje system lustra z plastyczng powierzchnig, modelowang za pomoca
czujnikow elektromagnetycznych, a zmiana ksztaltu zwierciadta pozwala na niwelacj¢
aberracji czota fali w trakcie przeprowadzania badania [13].
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Jednym z urzadzen, wykorzystujacych innowacyjna metode AO, jest aparat rtx1™
(Imagine Eyes, Orsay, France). Rtx1™ uzywa wiazke $wiatta podczerwieni (o dtugosci
fali 850nm) i jest najdoktadniejszym urzadzeniem, obrazujacym siatkowke z
rozdzielczo$cig Wynoszaca 1,6 um [14].

Zdjecie uzyskane za pomoca kamery rtx1™ obejmuje pole 4°x 4°, odpowiadajace
kwadratowi na siatkdéwce o wymiarze okoto 1.2 um x 1.2 um. Czas akwizycji jednego
obrazu wynosi 4 sekundy, a wykonanie petnego badania zajmuje od kilku do kilkunastu
minut, co zalezy od badanego obszaru, do§wiadczenia uzytkownika aparatu oraz
wspolpracy pacjenta [15].

Czynnikami warunkujacymi jako$¢ wykonanych zdjgc¢ jest wielko$¢ Zrenicy oraz
przezierno$¢ osrodkow optycznych. Minimalna szerokos$¢ Zrenicy, umozliwiajgca pomiar,
wynosi 4mm, dlatego czgsto akwizycja obrazu wymaga zastosowania mydriazy lub pracy
w warunkach stabego oswietlenia. Towarzyszace choroby okulistyczne takie jak: za¢ma,
choroby rogéwki (blizny, obrzgk, zmiany dystroficzne), zmetnienia ciata szklistego,
choroby siatkéwki (krwotoki, ptyn podsiatkowkowy) wptywaja na jako$¢ obrazu i
mozliwo$¢ wystapienia artefaktow [13]. Waznym elementem badania jest ostros¢ wzroku
pacjenta i wspotpraca w trakcie akwizycji zdje¢. Nieprawidtowa 0stro$¢ wzroku
ogranicza odpowiednia fiksacje oraz uniemozliwia zdolnos¢ jej utrzymania, co
niekorzystnie wptywa na jakos¢ otrzymanych obrazow.

Rtx1™ w sposéb szybki i nieinwazyjny ocenia mikrostrukture siatkwki-
pojedyncze fotoreceptory, blaszke sitowa, mikrokrwotoki, mikroprzesigki, depozyty,
obszary zanikowe siatkowki. Oprogramowanie urzadzenia dokonuje analizy
zobrazowanych komorek 1 pozwala stworzy¢ mapy gestosci 1 rozmieszczenia
fotoreceptorow. Pomiary znajduja zastosowanie w licznych chorobach siatkowki, takich
jak: zwyrodnienie barwnikowe siatkdwki, zespot Ushera, choroba Stargardta, dystrofia
czopkéw, achromatopsja, choroba Besta, dystrofia Biettiego, chorioideremia [13].
Ponadto analiza fotoreceptorow jest pomocna w diagnostyce i obserwacji progresji zmian
polekowych- retinopatii hydroksycholorochinowej czy talkowej [16,17], a takze zmian
poporomiennych [18].

Aparat jest przydatnym narz¢dziem do precyzyjnej oceny parametréw
naczyniowych. Analiza zdje¢ wykonanych przy pomocy rtx1™ pozwala obliczy¢ z duza
doktadnoscig srednice, grubos¢ Scian naczyn, CO moze by¢ przydatne nie tylko w
monitorowaniu cukrzycy, ale takze innych choréb przewlektych, takich jak nadcisnienie
czy choroby zapalne naczyn.

Aparat rtx1™ obrazuje zmiany morfologii siatkowki, zachodzace na bardzo
wczesnym etapie retinopatii cukrzycowej, niemozliwe do uchwycenia przy pomocy
zadnej innej technologii. Zdjecia wykonane tym urzadzeniem pozwalajg uwidocznié
mikrotetniaki, mikroskopowe krwotoczki, komoérki krwi, a takze mikrostrukturg
wysiekow twardych [19].

Analiza mikrowaskulatury siatkowki, precyzyjne obrazowanie mozaiki
pojedynczych komorek siatkdwki wraz z oceng ich gestosci i regularnosci stuza do oceny
progresji retinopatii cukrzycowej. Badania udowodnity skuteczno$¢ aparatu rtx1™ w
uwidocznieniu zmian na poziomie mikronaczyniowym i fotoreceptorowym zaréwno w
cukrzycy bez cech retinopatii cukrzycowej, jak i w stanie przedcukrzycowym [20,21].
Zatem wczesna diagnostyka nieprawidtowosci siatkowkowych przy pomocy optyki
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adaptywnej moze przyczynic si¢ do intensyfikacji leczenia i zapobiec dalszej progres;ji
choroby.

1.4 Retinopatia cukrzycowa- terapia

Podstawowa metoda leczenia retinopatii cukrzycowej jest utrzymywanie
prawidtowego poziomu glikemii. Wczesna intensyfikacja leczenia hipoglikemizujgcego
zmniejsza zaréwno ryzyko progresji zmian na dnie oka, jak i powiktan
wielonarzgdowych. Rekomendacje Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego
(ang. American Diabetes Association- ADA) zalecaja utrzymanie poziomu hemoglobiny
glikowanej (HbA1c) ponizej 7%; wedtug ADA zalecany poziom moze podlegac
modyfikacjom, uwzgledniajac indywidualne czynniki ryzyka pacjenta [22].

Uwaza si¢, iz monitorowanie ci$nienia t¢tniczego oraz parametrow lipidowych
krwi odgrywa wazna role w prewencji rozwoju i progresji retinopatii cukrzycowe;.

Wiele badan miato na celu znalezienie mechanizmu ochronnego dziatania
prawidlowego ci$nienia t¢tniczego na patofizjologiec DR w czasie trwania cukrzycy. W
analizie United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) udowodniono wptyw
obnizenia skurczowego cis$nienia t¢tniczego o 10 mm Hg na zmniejszenie ryzyka
mikroangiopatii, w tym retinopatii, 0 13% [23]. Natomiast w 2015 roku Do i inni
wykazali, ze kontrola ci$nienia t¢tniczego bez innych metod terapeutycznych nie
zmniejsza ryzyka rozwoju i progresji retinopatii cukrzycowej [24]. Pomimo to uwaza sig,
iz prawidlowe ci$nienie tetnicze krwi odgrywa wazng rolg w przeciwdziataniu
degeneracji srodbtonka naczyn, ograniczajac wystgpienie mikrowaskularnych powiktan
cukrzycy [24].

Wplyw poziomu lipidéw na rozw@j retinopatii cukrzycowej jest rowniez
kontrowersyjny i ztozony. Badanie przeprowadzone w 2001 roku (ang. Collaborative
Atorvastatin Diabetes Study and the Heart Protection Study) [25] sprawdzato znaczenie
atorwastatatyny w patogenezie chordb sercowo- naczyniowych w grupie pacjentow z
cukrzyca. Udowodniono brak wptywu stosowania statyn na progresj¢ retinopatii
cukrzycowej.

W 2003 roku Cusic i inni zaprezentowali odmienne wyniki. Dowiedli, ze
zwigkszenie stezenia cholesterolu o 10% powoduje przyrost liczby wysigkow twardych
W siatkéwce, a na ich zanik wplywa terapia statynami, a nie jak wczesniej uwazano
fotokoagulacja siatkowki [15].

Znamienng korelacj¢ pomiedzy poziomem lipidow a rozwojem zmian
cukrzycowych udowodniono réwniez w innych analizach. Badanie Sankara Nethralaya
Diabetic Retinopathy Epidemiology and Molecular-genetics Study (SN-DREAMS 1)
przeprowadzone w 2017 roku wykazato, iz podwyzszony poziom trojglicerydow
zwigksza istotnie ryzyko rozwoju PDR [26].

W terapii retinopatii cukrzycowej rutynowo stosuje si¢ fotokoagulacje siatkowki
oraz iniekcje doszklistkowe przeciwciat anty-VEGF. Zastosowanie lasera- zarowno
argonowego, jak i ksenowego- jest powszechne w leczeniu PDR. Fotokoagulacja
siatkdéwki hamuje progresje choroby, zmniejszajac ryzyko slepoty. Niestety nie jest
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pozbawiona dziatan niepozadanych, takich jak zawegzenie pola widzenia, pogorszenie
widzenia nocnego oraz wystepowanie mroczkow w polu widzenia [27].

Terapig pierwszego rzutu cukrzycowego obrzeku plamki sg preparaty anty-VEGF-
aflibercept, ranibizumab, zarejestrowane i dopuszczone w Polsce w terapii DME i PDR,
natomiast bevacyzumab jest stosowany ,,off-label”- na wtasng odpowiedzialno$¢ lekarza.
Opierajac si¢ na licznych badaniach [28, 29] Amerykanska Agencja do spraw Zywnosci i
Lekéw (ang. Food and Drug Administration- FDA) rozszerzyta rejestracj¢ afliberceptu o
leczenie NPDR. Protokot W DRCR.net nie udowodnit wplywu iniekcji z zastosowaniem
afliberceptu na poprawe ostrosci wzroku w umiarkowanej do ciezkiej NPDR [30]. Co
wigcej, terapia moze doprowadzi¢ do wzrostu ci$nienia i/lub zapalenia wnetrza gatki
ocznej. Dlatego standardem leczenia nieproliferacyjnej retinopatii pozostaje obserwacja i
kontrola ogélnego stanu zdrowia pacjenta.

W 2022 roku Komisja Europejska zatwierdzita dwa nowe leki w terapii DME-
brolucizumab i faricimab. Brolucizumab to humanizowany jednotancuchowy fragment
przeciwciala monoklonalnego. Lek ma bardzo malg czasteczke, co zwieksza penetracje
podsiatkowkowa. Faricimab jest monokolonalnym przeciwciatem o wielotorowym
dziataniu. Specyfika leku polega na hamowaniu czynnika VEGF, angiopoetyny oraz
kinazy tyrozyny; synergizm blokowania angiopoetyny 2 oraz VEGF-A zapewnia lepsza
stabilno$¢ naczyniowa oraz zmniejsza ryzyko przecieku naczyniowego [31]. Skuteczno$é
nowych preparatow doszklistkowych jest porownywalna ze standardowymi.
Innowacyjnos$¢ tych substancji polega na wydtuzonym interwale czasowym pomiedzy
iniekcjami, co moze zmniejszy¢ dziatania niepozadane zwigzane z formulg podania leku.

Trwaja badania nad innymi, bardziej trwalymi doszklistkowymi preparatami.
Pozytywne doniesienia co do skuteczno$ci dotycza wysokich dawek afliberceptu (8mg)
czy terapii genowej, czynnikami takimi jak RGX-314 i ADVM-022. Bezpieczenstwo
dhugotrwatej terapii bedzie oceniane w dalszych badaniach.

Podawanie steroidow do ciala szklistego jest rzadziej uzywang metoda
farmakoterapii retinopatii cukrzycowej. Potencjalny wzrost ci$nienia wewnatrzgatkowego
oraz wplyw na tworzenie si¢ zmetnien w soczewce ograniczajg uzytecznos¢ terapii
sterydowej. Triamcynolon jest podawany do komory ciata szklistego ,,0ff-label” w
przypadku nieskutecznosci terapii laserowej w rozlanym obrzeku plamki z6tte;.
Zarejestreowane do leczenia DME biodegradowalne implanty, uwalniajace
doszklistkowo dexamethason oraz fluocynolon, sa alternatywa dla triamcynolonu.
Wieloosrodkowe, prospektywne, randomizowane badania nie wykazaty wyzszosci
steroidéw nad terapitg anty-VEGF [25]. Wedlug przeprowadzonych analiz stosowanie
acetonidu fluocynolonu ma przewagg terapeutyczna nad przeciwciatami anty-VEGF w
leczeniu przewlektego DME [32]. Ze wzgledu na zwigkszong trwato$¢ preparatu,
doszklistkowe implanty steroidowe znalazty zastosowanie w leczeniu cukrzycowego
obrzegku plamki w grupie pacjentoéw po witrektomii.
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1 lipca 2021 roku Ministerstwo Zdrowia wprowadzitlo w zycie program lekowy
leczenia cukrzycowego obrzeku plamki zoéttej, ktorego podstawa jest lek z grupy
przeciwcial anty-VEGF- bevacyzumab (Avastin). W przypadku udokumentowanego braku
skuteczno$ci terapii pierwszego rzutu mozna zastosowa¢ doszklistkowe iniekcje z uzyciem
afliberceptu, ranibizumabu lub deksametazon w postaci implantu doszklistkowego. W
2022 roku Komisja Europejska zatwierdzita faricimab (Vabysmo) do leczenia
neowaskularnego zwyrodnienia plamki zottej zwigzanego z wiekiem (ang. Age-related
macular degeneration- AMD) oraz DME, prawdopodobnie bg¢dzie on kolejnym lekiem
zatwierdzonym do ministerialnego programu leczenia DME.

Chirurgia retinopatii cukrzycowej oparta jest przede wszystkim na witrektomii.
Zabieg ma zastosowanie w terapii PDR; wskazania do operacji obejmuja:

¢ niewchlaniajacy si¢ krwotok doszklistkowy

e nawracajacy krwotok doszklistkowy

e trakcyjne odwarstwienie siatkowki zagrazajace plamce zottej, trakcyjno-
przedarciowe odwarstwienie siatkowki

e gesty krwotok przedplamkowy

e jaskre cieni komorek

e neowaskularyzacje przedniego odcinka oka w oku z nieprzeziernymi
o$rodkami optycznymi

W teorii usunigcie ciata szklistego przyczynia si¢ do zwickszenia: oksygenacji
siatkowki, wewnatrzgatkowego obrotu cytokin i dostepnosci lekow podanych
doszklistkowo [25].

Zasadno$¢ witrektomii w przypadku DME pozostaje kontrowersyjna. Liczne
badania analizowaty efekty zabiegu w grupie pacjentdéw z opornym, niepodlegajacym
leczeniu DME. Wyniki udowodnity skuteczno$¢ witrektomii w zmniejszeniu grubos$ci
siatkowki w obszarze plamkowym z niewspdimiernie mniejszg poprawa ostrosci wzroku
[33,34]. Pomimo pozytywnego wplywu na stan siatkowki, witrektomia jest jedynie
alternatywna terapi¢ DME wymagajaca weryfikacji w dalszych randomizowanych
badaniach.

Swiat medycyny szuka innowacyjnych mozliwosci leczenia powiktan
cukrzycowych. Zalozenia nowych, potencjalnych metod terapeutycznych retinopatii
cukrzycowej opierajg si¢ na minimalizacji dziatan niepozadanych oraz jak najwigkszej
skutecznosci lekow.

Terapia genowa, leczenie z wykorzystaniem mezenchymalnych komoérek
macierzystych, terapia antyoksydantami (np. kurkuming) czy N-acetylocysteing- to
przyktady innowacyjnego postepowania w leczeniu cukrzycowych zmian na dnie oka
[35,36,37,38]. Wiele z nich daje nadziej¢ na szybka i skuteczng strategie¢ terapeutyczng
retinopatii cukrzycowej, ale wymienione metody wymagaja dodatkowej weryfikacji,
celem oceny ich skutecznos$ci i bezpieczenstwa.
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2. Cel pracy

Praca doktorska ma strukture spdjnego tematycznie zbioru artykutow, dotyczacych
diagnostyki, monitorowania oraz terapii zmian morfologicznych siatkéwki w czasie
trwania cukrzycy.

Glownym narzedziem, stuzagcym do oceny zmian morfologii siatkdwki,
zastosowanym w pracy, byta technologia optyki adaptywnej z zastosowaniem aparatu
rex1™.,

Celem pracy jest:

1) omoéwienie patofizjologii retinopatii cukrzycowe;j

2) analiza korelacji morfologii siatkowki z warto$cig wskaznika masy ciala (ang.
Body mass index- BMI) — badania z zastosowaniem techniki optyki
adaptywnej

3) ocena zmian morfologii siatkowki w czasie trwania cukrzycy przy pomocy
technik optyki adaptywnej

4) analiza korelacji zmian morfologii siatkowki ze zmiang ostro$ci wzroku i
centralnej grubosci siatkowki w czasie trwania cukrzycy

5) omowienie metod leczenia retinopatii cukrzycowej
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2.1 Artykul: “Introduction to pathophysiology of diabetic retinopathy”

Na calym $wiecie obserwowany jest lawinowy wzrost zachorowalnos$ci na
cukrzyce. Trend ten przyczynia si¢ do rozpowszechnienia groznych powiktan choroby, w
tym retinopatii cukrzycowej.

Retinopatia cukrzycowa stanowi gldéwng przyczyng utraty wzroku w grupie ludzi
aktywnych zawodowo, w szczegolnosci w krajach rozwini¢tych.

Patofizjologia uszkodzenia siatkowki w toku trwania choroby charakteryzuje si¢
znaczng ztozonos$cig, dlatego stata si¢ przedmiotem licznych badan i publikacji. Celem
artykutu bylo opisanie mechanizmow rozwoju choroby wraz z analiza mozliwych
zalezno$ci migdzy poszczegdlnymi szlakami patogenezy.

Badanie patofizjologii retinopatii cukrzycowej moze stuzy¢ opracowaniu
skutecznej terapii choroby.

Praca pogladowa.
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STRESZCZENIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ systematyczny wzrost zachoro-
walnosci na cukrzyce. Retinopatia cukrzycowa — powiktanie mi-
kronaczyniowe cukrzycy - jest jedng z gtéwnych przyczyn $lepo-
ty w grupie wiekowej ludzi aktywnych zawodowo. Patofizjologia
retinopatii cukrzycowej jest bardzo ztozona. Jedng z pierwszych
obserwowanych zmian w retinopatii cukrzycowej jest zmniejszony
siatkéwkowy przeptyw krwi. Hipoksja i hiperglikemia przyczynia-
ja sie do rozwoju retinopatii cukrzycowej w kilku nastgpujacych
mechanizmach: wzrost aktywnosci szlaku sorbitolu, zwigkszenie
nieenzymatycznej glikacji biatek, wzrost aktywnosci szlaku diacy-

WSTEP

W ostatnich latach na catym $wiecie obserwuje sie syste-
matyczny wzrost zachorowalnosci na cukrzycg, a chorobie tej
przypisuje si¢ miano globalnej epidemii. W 2015 r. Migdzy-
narodowa Federacja Diabetologiczna oszacowala, iz w ciaggu
25 lat liczba chorych na cukrzyce wzroénie z 415 milionéw do
642 milionéw w roku 2040 [1]. Wedlug danych Narodowego
Funduszu Zdrowia w 2018 r. w Polsce chorowalo na cukrzyce
2,86 miliona dorostych Polakéw [2].

Retinopatia cukrzycowa jest jednym z gtownych powiktan
mikronaczyniowych cukrzycy. W zwigzku ze stabg kontrolg
glikemii oraz rosngcg insulinooporno$cia retinopatia cukrzy-
cowa staje si¢ gléwna przyczyna lepoty w grupie wiekowej
ludzi aktywnych zawodowo [3]. Wyrdznia si¢ dwa typy reti-
nopatii cukrzycowej - nieproliferacyjng (nonproliferative dia-
betic retinopathy - NPDR) oraz proliferacyjng (proliferative
diabetic retinopathy - PDR), charakteryzujacg sie neowasku-
laryzacja siatkéwkowa. Gléwnym czynnikiem wplywajacym
na progresje retinopatii jest czas trwania choroby. Wedlug
badan epidemiologicznych - 20 lat po rozpoznaniu choroby
u prawie wszystkich pacjentéw z cukrzycg typu 1 i u okolo
80% pacjentow z cukrzycg typu 2 zaobserwowano zmiany
o charakterze retinopatii cukrzycowej [4].

ADRES DO KORESPONDENCJI

loglicerolu i kinazy biatkowej C, nadprodukcja czynnikéw wzrostu
(gtéwnie czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego - VEGF i in-
sulinopodobnego czynnika wzrostu — IGF-1), zmiany hemodyna-
miczne, nasilenie stresu oksydacyjnego, aktywacja uktadu renina—
angiotensyna-aldosteron, subkliniczne zapalenie wraz z leukostazg.
W patofizjologii retinopatii cukrzycowej istotng role odgrywaja
zmiany neurodegeneracyjne. Analiza wymienionych w artykule
szlakéw patogenezy retinopatii cukrzycowej moze stuzy¢ opraco-
waniu skutecznej terapii zmian cukrzycowych na dnie oka.
SEOWA KLUCZOWE: retinopatia cukrzycowa, kinaza biatkowa
C, VEGE leukostaza, zmiany neurodegeneracyjne

Patofizjologia zmian cukrzycowych na dnie oka jest
bardzo ztozona i pomimo wieloletnich badan nie do konca
wyjasniona. Zmniejszony siatkéwkowy przeplyw krwi zaob-
serwowany juz w poczatkowej fazie choroby, zmiany neuro-
degeneracyjne, zmiany o charakterze zapalnym, leukostaza,
okluzja naczyn prowadza do niedotlenienia oraz dalszej pro-
gresji choroby [5]. Tak w uproszczeniu mozna przedstawi¢
patogenez¢ zmian zachodzacych w retinopatii cukrzycowej.

HIPOKSJA I HIPERGLIKEMIA

Jedna z pierwszych zmian, jaka obserwuje sie w retino-
patii cukrzycowej, jest zmniejszony siatkéwkowy przeptyw
krwi. Juz w poczatkowej fazie choroby dochodzi do zaburzen
krazenia kapilarnego siatkéwki. Zmiany te mozna zaobser-
wowac za pomocg laserowej techniki Dopplera, a takze wideo
angiografii fluoresceinowej [6, 7]. Dochodzi do hipoperfuzji
siatkéwkowej i hipoksji.

Hipoksja i hiperglikemia przyczyniaja si¢ do rozwoju
retinopatii cukrzycowej w kilku nastepujacych mechani-
zmach: wzrost aktywnosci szlaku sorbitolu, zwigkszenie
nieenzymatycznej glikacji biatek, wzrost aktywnosci szlaku
diacyloglicerolu (DAG) i kinazy biatkowej C (protein kinase
C - PKC), nadprodukcja czynnikéw wzrostu (czynnik wzro-
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stu $rédblonka naczyniowego, vascular endothelial growth fac-
tor — VEGF i insulinopodobny czynnik wzrostu, insulin-like
growth factor — IGF-1), zmiany hemodynamiczne, nasilenie
stresu oksydacyjnego, aktywacja ukladu renina-angiotensy-
na-aldosteron, subkliniczne zapalenie wraz z leukostaza [8].

SZLAK SORBITOLU

W cukrzycy nadmiar glukozy ulega przeksztalceniu
w dwuetapowym szlaku sorbitolu (rycina 1, [8]). W komor-
kach siatkowki reduktaza aldozowa (aldose reductase — AR)
redukuje glukoze do sorbitolu, ktorego pézniej dehydroge-
naza sorbitolu (succinate dehydrogenase - SDH) przeksztatca
we fruktoze. Sorbitol jest nieprzepuszczalny dla blon komor-
kowych, zostaje akumulowany w nadmiarze i doprowadza do
osmotycznego uszkodzenia komorek [9]. Zwiekszenie utle-
niania NAPDH- (dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego)
do NADP+ oraz redukcji NAD+ do NADH doprowadza do
niedotlenienia tkanek. Stan taki nazywany jest pseudohipok-
sjg hiperglikemiczna [10].

Nadaktywno$¢ szlaku sorbitolu probowano wykorzystaé
w farmakoterapii retinopatii cukrzycowej. Badanie przepro-
wadzone na szczurach karmionych galaktozg pokazaly, iz
inhibitory reduktazy aldozowej (aldose reductase inhibitors -
ARIs) zmniejszajg czgstos¢ i zaawansowanie cukrzycowych
zmian siatkéwkowych [11]. Skuteczno$¢ sorbinilu (jednego
z ARI) w leczeniu retinopatii cukrzycowej pozostaje jednak
watpliwa [12]. Wydaje sig, iz ograniczona efektywnos¢ tego
leku moze wynikac ze zbyt stabej inhibicji szlaku sorbitolowe-
go w ludzkiej tkance w poréwnaniu z tkankami zwierzecymi
[12]. Trwaja badania nad wykorzystaniem innych niz sorbinil
ARI w profilaktyce i zmniejszeniu progresji retinopatii cu-
krzycowej. Wyniki bedg znane w niedalekiej przysztoéci.

NIEENZYMATYCZNA GLIKACJA BIALEK

W naszym ciele dochodzi do reakcji migdzy resztami
aminowymi bialek, lipidéw, kwaséw nukleinowych z grupg
aldehydowa glukozy, czyli nieenzymatycznej glikacji. W nor-
malnych warunkach proces ten zachodzi powoli i koficowe
produkty glikacji (advanced glycation end- products - AGEs)
gromadzg si¢ w czasie. W cukrzycy w wyniku nadmiaru do-
stepnosci glukozy dochodzi do zwigkszonej produkcji AGEs
i ich nadmiernej akumulacji. Nadmierna produkcja AGEs
przyczynia si¢ do rozwoju retinopatii cukrzycowej w kilku
mechanizmach. Jednym z nich jest odkladanie si¢ pétproduk-
tow AGEs w macierzy, blonie podstawnej i $cianie naczyn
krwiono$nych [8]. Innym mechanizmem jest interakcja AGEs
z receptorami na $cianie bton komérkowych, np. receptorem
zaawansowanych produktow glikacji (receptor for advanced
glycation end-products - RAGEs), receptorem galektyny-3,
CD36 oraz receptorami zmiataczami, co przyczynia si¢ do
aktywacji stanu zapalnego [13, 14]. Powstate kompleksy
AGE-receptor doprowadzajg do dysfunkcji komérek. Kom-
pleks AGE-RAGE na blonie komérek $rédblonka pobudza
ich proliferacje, zwigksza ich przepuszczalnos¢ oraz przyczy-
nia si¢ do powstawania zakrzepow [15-17].

redukdaza dehydrogenaza
O — aldazy—> [SOGAL0R *symbi?ouu* FRUKTOZA
NADPH — NADP l

Rycina 1. Szlak sorbitolu

Prowadzono liczne badania kliniczne oceniajgce skutecz-
nos¢ inhibitoréw nieenzymatycznej glikacji w leczeniu reti-
nopatii cukrzycowej. Stosowanie inhibitora produkeji AGEs,
jakim jest chlorowodorek aminoguanidyny, zmniejszylo pa-
tologie w obrebie naczyn krwionoénych - uszkodzenie pery-
cytow, bezkomdrkowos¢ naczyn wlosowatych czy tworzenie
mikrotetniakow [13].

SZLAK DIACYLOGLICEROLU I KINAZY
BIALKOWE] C

W patogenezie retinopatii cukrzycowej kluczows role od-
grywa takze szlak DAG i PKC. W cukrzycy, w warunkach
nadmiaru glukozy DAG jest syntezowany z produktéw po-
$rednich glikolizy: fosfodihyrdroksyacetonu (dihydroxyace-
tone phosphate - DHAP) i gliceraldehydo-3-fosforanu [18].
W wyniku nadmiaru DAG u pacjentéw z cukrzycg dochodzi
do zwigkszonej aktywnosci PKC. Kinaza biatkowa C jest za-
angazowana w wiele fizjologicznych proceséw. Zwigkszona
aktywno$¢ PKC wplywa na rozwdj retinopatii cukrzycowej
m.in. na skutek zwigkszonej produkeji biatek macierzy po-
zakomorkowej, zwigkszonej przepuszczalnosci i proliferacji
komorek $rodbtonka, skurczu komoérek mieéni gtadkich,
leukostazy, aktywacji VEGEF, uposledzenia siatkdwkowego
przeplywu krwi [8].

W badaniach eksperymentalnych i klinicznych spraw-
dzano skutecznos$¢ dobrze tolerowanego inhibitora PKC, ja-
kim jestem ruboksystauryna. Udowodniono, ze lek ten nie
przynosi korzysci w prewencji retinopatii cukrzycowej [19].
Wedtug badan klinicznych u pacjentow objawowych (zwtasz-
cza tych, z cukrzycowym obrzgkiem plamki) ruboksytaury-
na moze przyczynic si¢ jednak do istotnej poprawy ostroéci
wzroku i zmniejsza potrzebe laserowej fotokoagulacji siat-
kowki [19, 20].

CZYNNIKI WZROSTU

Innym istotnym mechanizmem rozwoju retinopatii cu-
krzycowej jest wzrost aktywnoéci czynnikéw wzrostu. Najbar-
dziej przebadanym pod katem wplywu na rozwdj retinopatii
jest VEGE. Wspominano juz w artykule o tym, ze jego akty-
wacja nastepuje w wyniku dziatania PKC. Czynnik wzrostu
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$rodblonka naczyniowego przyczynia si¢ do zatamania barie-
ry krew-siatkdwka, zwieksza przepuszczalno$¢ naczyn, sty-
muluje proliferacj¢ komérek $rodbtonka naczyn i neowasku-
laryzacje [21-23]. W tych mechanizmach wywoluje nasilong
angiogenezg siatkdwkowa. W Polsce doszklistkowe iniekcje
lekéw antyneowaskularyzacyjnych (aflibercept, bewacyzu-
mab, ranibizumab) sg powszechnie stosowane w leczeniu
powiklan retinopatii cukrzycowej. Niestety, coraz czesciej
przypisuje si¢ tym substancjom dzialanie neurodegeneracyj-
ne. W badaniu Hombrebueno dtugotrwale podawanie anty-
-VEGEF cierpigcym na cukrzyce myszom wywotalo uszko-
dzenie fotoreceptoroéw, komérek amakrynowych, komérek
zwojowych siatkowki oraz polaczen synaptycznych [24].

W patogenezie retinopatii cukrzycowej biorg udzial row-
niez inne czynniki wzrostu, np. czynnik wzrostu fibrobla-
stow (fibroblast growth factor - FGF), IGF-1, plytkopochod-
ny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor - PDGF)
[8]. Mechanizm wplywu wyzej wymienionych czynnikéw na
rozwdj retinopatii cukrzycowej nie jest do korca poznany,
dlatego tez ich inhibitory nie s3 wykorzystywane w leczeniu
powiktan cukrzycy.

Zmiany hemodynamiczne w postaci nadciénienia tetnicze-
go oraz aktywacja ukladu renina-angiotensyna-aldosteron maja
istotny wplyw na rozwdj retinopatii cukrzycowej. Wysokie cis-
nienie krwi uszkadza komoérki §rédbtonka naczyn oraz zwieksza
aktywno$¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron [8].

UKLAD RENINA-ANGIOTENSYNA-ALDOSTERON

W proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej udowodniono
podwyzszong aktywno$¢ uktadu renina-angiotensyna-aldo-
steron, a zwlaszcza reniny, enzyméw konwertujacych — ACEL
(angiotensin-converting-enzyme inhibitors) i ACEII, recep-
toréw dla angiotensyny [25, 26]. Mechanizm wplywu uktla-
du RAAS (renin-angiotensin-aldosterone system) na rozwoj

Angiotensynogen

Renina

Angiotensyna ll

ACE/Chymaza
AT 1 receptor
- wiéknienie Angiotensyna Il
- prozapalny

AT 2 receptor

Rycina 2. Uktad renina—angiotensyna—aldosteron

siatkdwkowych zmian cukrzycowych nie jest pewny. W pis-
miennictwie mowa o oddzialywaniu angiotensyny II z PKC
i VEGF [27]. Na podstawie eksperymentalnego badania na
myszach udowodniono zwigzek migdzy produktem degrada-
¢ji angiotensyny II - Ang 1-7 a retinopatig cukrzycowg [28].
Ang 1-7 hamuje siatkéwkowg proteinowg O-GlcNAcylacje,
tym samym zmniejsza ryzyko rozwoju zmian cukrzycowych
na dnie oka [2]. Wykorzystanie tego mechanizmu w terapii
retinopatii cukrzycowej moze stac si¢ alternatywg dla ACE
-inhibitoréw i blokeréw receptora angiotensyny (angiotensin
receptor blockers - ARBs) (rycina 2, [33]).

LEUKOSTAZA

Juz kilka tygodni od poczatku cukrzycy dochodzi do zja-
wiska zwanego leukostaza. Leukocyty $cisle przylegaja do
komorek $rédblonka naczyniowego i doprowadzajg do za-
blokowania drobnych naczyn, zmniejszenia przeptywu krwi
i lokalnego niedokrwienia [29]. W cukrzycy dochodzi do
zwigkszonego stezenia cytokin prozapalnych, czastek adhe-
zyjnych, co przyciagga leukocyty i wplywa na reakcje leuko-
cytéw z komorkami srédblonka [29]. Badania udowodnity,
ze poziom leukocytéw, cytokin prozapalnych i czynnikéw
adhezyjnych koreluje ze stopniem progresji retinopatii cu-
krzycowej [31].

Prébowano wykorzysta¢ mechanizm przeciwzapalny
w farmakoterapii retinopatii cukrzycowej. Iniekcje doszklist-
kowe steroidow (triamcinolonu) czy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (nepafenaku) sg skuteczne w zmniejszaniu
objawdw retinopatii cukrzycowej, zwlaszcza w jej zaawanso-
wanych stadiach, ale wigzg si¢ z ryzykiem dzialan niepozga-
danych typowych dla iniekcji doszklistkowych, np. jaskra,
zapaleniem wnetrza galki ocznej [31]. Najbardziej pozada-
na formga lekdw i dajacg najmniej powiklan ogélnoustrojo-
wych lub groznych dla funkeji widzenia jest forma kroplowa.

AT 2 receptor
- przeciwzapalny

" Angiotensyna (1-9)

Neprylizyna

MAS receptor
- antyfibrotyczny
- przeciwzapalny
- efekt wstepnego
wygaszania procesu
zapalnego

Angiotensyna (1-7)
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W Polsce powszechnie stosowanym lekiem w formie kroplo-
wej jest nepafenak, ktory charakteryzuje sie duzg skuteczno-
$cig w leczeniu cukrzycowego obrzeku plamki zottej [34].

STRES OKSYDACYJNY

Kolejnym mechanizmem patogenezy retinopatii cukrzy-
cowej jest stres oksydacyjny. Odgrywa on kluczowsg role w pa-
tofizjologii cukrzycy - w warunkach hiperglikemii i stresu
oksydacyjnego dochodzi do nasilonej glikolizy, nadprodukcji
NADP i zwigkszonego wytwarzania wolnych rodnikéw tle-
nowych (reactive oxygen species - ROS) [10]. W badaniach
eksperymentalnych na szczurach z cukrzycg wykryto pod-
wyzszony poziom wolnych rodnikéw w komérkach siatkowki
w poréwnaniu z grupg kontrolng - szczuréw z prawidlowym
stezeniem glukozy we krwi [32]. Reaktywne formy tlenu do-
prowadzaja do apoptozy komdrek, w tym apoptozy komérek
$rodbtonka, co skutkuje nasileniem leukostazy. Udowodnio-
no, iz zmniejszenie stresu oksydacyjnego wplywa takze na
inne mechanizmy istotne w retinopatii cukrzycowej — hamuje
szlak sorbitolu, zmniejsza aktywno$¢ PKC [10].

ZMIANY NEURODEGENERACY]JNE

Na koniec w artykule opisano istot¢ zmian neurodege-
neracyjnych w patogenezie retinopatii cukrzycowej. Wedtug
istniejacych badan zmiany neurodegeneracyjne - glioza,
zmniejszona aktywno$é¢ i apoptoza komérek nerwowych
siatkdwki pojawiajg sie przed zmianami typu mikroangiopatii
cukrzycowej [35-37]. Najbardziej narazone na ,,zaprogramo-
wang $§mier¢” sg komorki zwojowe siatkdwki i komérki ama-
krynowe; apoptozie ulegaja rowniez fotoreceptory - czopki
i preciki [38].

Do oceny zmian neurodegeneracyjnych w cukrzycy zasto-
sowanie znalazto badanie metodami optycznej koherentnej to-
mografii (optical coherence tomography — OCT) i multifokalnej
elektroretinografii (multifocal electroretinography - mfERG) -

Pismiennictwo

w OCT obserwuje si¢ zmniejszong grubo$¢ wiokien nerwo-
wych siatkowki, w mfERG - wydtuzona latencje fali [39].

Potencjalnych mechanizméw apoptozy komérkowej
w retinopatii cukrzycowej jest wiele. Do tych najczesciej przy-
taczanych nalezy wzmozona pozakomérkowa akumulacja
glutaminianu, zmniejszone st¢zenie czynnikoéw przetrwania
komorek nerwowych (np. neurotroficznego czynnika pocho-
dzenia mézgowego, insuliny, ptytkopochodnego czynnika
wzrostu), wzmozony stres oksydacyjny oraz lokalny proces
zapalny z leukostazg [40].

Prébowano wykorzysta¢ neurodegeneracyjng teori¢ w far-
makoterapii retinopatii cukrzycowej. Badanie z randomizacjg
Simo i wsp. (2017) nie udowodnilo skutecznosci podawanych
kroplowo lekéw neuroprotekcyjnych (brymonidyny i soma-
tostatyny) w profilaktyce i progresji retinopatii cukrzycowej
[41]. Niewykluczone, iz w przysztosci bedg prowadzone inne
badania wykorzystujace ten mechanizm w leczeniu powiktar
cukrzycy.

PODSUMOWANIE

W artykule opisano kilka istotnych szlakoéw patogenezy
retinopatii cukrzycowej. Wiekszos¢ z nich aczy sie ze sobg -
gltownie za sprawg aktywnoéci PKC, wzrostu aktywnosci
VEGF czy leukostazy. Pomimo tego, Ze $wiat nauki bada
patofizjologie retinopatii cukrzycy od lat i analizuje me-
chanizmy rozwoju powiktan w jej przebiegu, nie jest znana
skuteczna metoda zapobiegania i leczenia, umozliwiajacego
zapewnienie chorym dobrej ostrosci wzroku w diugotermi-
nowych obserwacjach. Nadzieje na odkrycie innowacyjnej,
skutecznej terapii retinopatii cukrzycowej by¢ moze przyniosa
nowsze techniki obrazowania siatkéwki.
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Omoéwienie:

Zmniejszenie siatkbwkowego przeptywu krwi jest jednym z pierwszych zjawisk
obserwowanych w przebiegu cukrzycy. Przewlekte niedotlenienie- hipoksja siatkowki
wraz z hiperglikemig warunkuja powstanie retinopatii cukrzycowej poprzez wptyw na
liczne szlaki i uktady.

Wzrost aktywnosci szlaku sorbitolu, zwigkszenie nieenzymatycznej glikacji
biatek, wzrost aktywnosci szlaku diacyloglicerolu i kinazy biatkowej C (ang. protein
kinase C — PKC), nadprodukcja czynnikow wzrostu (czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego- VEGF i insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor
— IGF-1)), zmiany hemodynamiczne, nasilenie stresu oksydacyjnego, aktywacja uktadu
renina—angiotensyna—aldosteron, subkliniczne zapalenie wraz z leukostaza- to
mechanizmy odgrywajace role w patogenezie retinopatii cukrzycowej. Wigkszos$¢ z nich
taczy si¢ ze sobg — glownie za sprawg aktywno$ci PKC, wzrostu aktywnosci VEGF czy
leukostazy.

Szczegolowa analiza wyzej wymienionych patomechanizméw jest przedmiotem
licznych badan, bedacych nadzieja dla nowych terapii retinopatii cukrzycowe;.
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2.2 Artykul: ,,The Relation between Body Mass Index and Retinal
Photoreceptor Morphology and Microvascular Changes Measured with
Adaptive Optics (rtx1) High-Resolution Imaging”

Celem artykutu byta analiza wptywu warto$ci wskaznika masy ciata- BMI na
morfologie siatkowki. Do oceny komorek receptorowych- czopkow 1 zmian
mikronaczyniowych zastosowano kamere rtx1™, postugujaca sie technikg optyki

adaptywnej.

Kryteria wtaczenia do badania obejmowaly: pte¢ zenska oraz wiek powyzej 18 lat.
Choroby ogdlne (stan przedcukrzycowy, cukrzyca, nadcis$nienie t¢tnicze, hiperlipidemia),
nikotynizm, stosowanie lekow (steroidow, doustnej antykoncepcji oraz srodkow
anabolicznych) dyskwalifikowatly i tym samym eliminowatly z udziatu w badaniu.
Kryteria wylaczajace obejmowaty rowniez choroby okulistyczne- krétkowzrocznos¢ >6
dioptrii, astygmatyzm powyzej 2,5 dioptrii, zmniejszona przezierno$¢ osrodkow
optycznych (uniemozliwiajacg wykonanie badania), brak centralnej fiksacji oraz inne
choroby plamki z6tte] w wywiadzie.

Grupa badana liczyta 28 kobiet- 11 z nich mialo stwierdzong nadwage (BMI >25

kg/m2 < 29.9 kg/m?), a 16 otytosé (BMI >30 kg/m?). Grupe kontrolng tworzyto 19 kobiet
z BMI < 25 kg/m?2.

Przy pomocy rtx1™ wykonano skany w 4 obszarach siatkéwki- potozonych w
odlegtosci 2 stopnii (okoto 540—-600 pm) skroniowo, nosowo, gora, dotem od dotka
plamki zottej. Analizy naczyn dokonano, wykonujac zdjecia naczyn o wielkosci od 70 do

130 um, zlokalizowanych w kwadrancie gorno-skroniowym siatkowki.

Praca Oryginalna.
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Background. Overweight and obese patients are at risk for diabetes, cardiovascular disorders, and microvascular complications.
The rtx1™ (Imagine Eyes, France) is a microscope that allows near histological visualizations of cones and retinal microcir-
culation. Objective. This study analysed the cones and retinal microvascular changes in a group of 47 healthy women with different
BMI values. Participants were divided into 2 groups: the BMI group (28 women with BMI >/25) and the control group (19 lean
women with BMI <25). Results. The lumen and diameter of retinal arteries were not significantly different between groups. There
were significant differences in the thickness of arteriole walls. The WLR and WCSA values differed significantly between the
control and BMI groups (for WLR 0.25 +0.03 vs. 0.29 +0.03, p < 0.001; for WCSA 4136.7 + 1140.0 vs. 5217.3 + 944.0, respectively,
P <0.001). In healthy eyes, cone density and morphology were not affected by weight. Conclusions. Retinal image analysis with
rtx1 offers a novel noninvasive measurement of early changes in retinal vasculature that are not detectable during routine clinical
examination. Abnormalities of retinal arterioles found by rtx1™examination should be considered as a strong risk factor for

cardiovascular changes resulting from overweight and obesity.

1. Introduction

The impact of obesity on general health and increased risk of
cardiovascular diseases (CVD) is well known [1-6]. The
relationship between body mass index (BMI), CVD risk
factors, and vascular disease endpoints was prospectively
examined in Framingham Heart Study participants, who
were followed for up to 44 years [1]. People with obesity
more often develop coronary heart disease and large-vessel
atherosclerosis in the carotid and femoral arteries [2, 4-6].
The increased carotid intima-media thickness (IMT), which
is one of the early markers of subclinical atherosclerosis and
may predict future myocardial infarction and stroke, was
found in young, healthy women, with no known cardio-
vascular disease but with obesity [7]. There is some evidence

that, even in healthy individuals, obesity is associated with
impaired microvascular function and increased risk of hy-
pertension and insulin resistance [8-12].

The retina is an easily accessible part of the microcir-
culation and in vivo evaluation of microvascular changes
due to different disorders can be done by examining the eye.
The development of diagnostic tools for retinal microvas-
culature has been difficult because of its location in the
posterior segment of the eye and very small size
(200-300 ym in thickness) [13, 14]. New diagnostic imaging
methods have gradually been introduced, including colour
fundus photography, fluorescein angiography, scanning
laser ophthalmoscopy, and optical coherence tomography
(OCT) [14]. Digital retinal photography and new imaging
technologies now allow more precise noninvasive
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visualization of subtle retinal changes. The high reliability of
retinal photography has been proved in the Atherosclerosis
Risk in Communities Study (ARIC) [15].

Advances in retinal imaging devices and the develop-
ment of more sophisticated optical systems have made it
possible to capture enface images of photoreceptors and
microcirculation. Adaptive optics (AO) is a noninvasive
method for visualizing microcirculation and retinal struc-
tures with resolution comparable to those achieved in his-
tological studies [16-18]. The rtx1™ (Imagine Eyes, Orsay,
France) is a microscope that uses AO technology. The AO
imaging system corrects aberrations arising from various
refractive surfaces within the eye. The rtx1 microscope in-
cludes image acquisition and object recognition software for
image analysis oriented towards cones and vessels [16].

The available international literature offers several
publications that examine findings using the rtx1 in healthy
patients [18-22]. To our knowledge, there are no publica-
tions based on rtx] measurements regarding changes in the
retinal photoreceptors and retinal arterioles depending on
the body mass index (BMI).

This study therefore analysed cone parameters and
retinal microvascular changes in a group of healthy women
with different BMI values.

2. Methods

Retinal examinations with the rtx1 device were conducted
between May and July 2018 at the Department of Oph-
thalmology, Second Faculty of Medicine, the Medical
University of Warsaw, located in the Ophthalmic University
Hospital in Warsaw. The study protocol was approved by the
Bioethical Commission of the Medical University of War-
saw. Each patient received both oral and written information
explaining the objective and design of the study, the op-
erating principles of the device, and the examination pro-
cedure. In accordance with the Declaration of Helsinki,
written informed consent was obtained from all subjects
who participated in the study.

2.1. Eligibility Criteria. The study group consisted of adult
(>18 years, white European) women, volunteers, with
normal weight, overweight, or obesity with no known ocular
and systemic diseases. Participants were recruited through
online advertisements or were relatives or friends of other
participants. All patients provided a medical history and
current blood samples to verify inclusion and exclusion
criteria. The blood tests were collected two days before the
retinal examinations with rtx1.

The inclusion criteria for the study group were female
gender and, for normal weight, BMI <24.99kg/m? for
overweight, BMI >25kg/m”* <29.9 kg/m?; for obesity, BMI
>30kg/m>. Besides the increased values of BMI participants,
participants had no known diseases related to obesity and
were not taking any treatment.

The exclusion criteria included the following: diag-
nosed and treated prediabetic syndrome, diabetes mellitus,
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systemic hypertension, hyperlipidaemia, and cigarette
smoking, as well as the use of steroids, oral contraception
pills, or any anabolic agents.

Hypertension was defined as systolic blood pressure
>/140 mmHg, diastolic blood pressure >/90 mmHg, or self-
reported physician diagnosis of hypertension or current use
of antihypertensive medications. Diabetes mellitus was de-
fined as fasting plasma glucose (FPG) test >/126 mg/dl or if
the patient was taking medication for diabetes. There was no
possibility of performing a 2-hour oral glucose tolerance test
(OGTT) during the screening visit, so only patients with
already diagnosed impaired fasting glucose (IFG) were ex-
cluded from the study. BMI was calculated as weight in
kilograms divided by the square of height in meters.

The ophthalmic exclusion criteria were refractive errors
for myopia >6 dioptre or astigmatism >2.50 dioptre cylin-
drical, the presence of media opacities, a scar in the fovea,
and no central fixation.

Eligibility for study participation was confirmed by
comprehensive ocular examination. Participant sampling,
recruitment, and exclusion are described in the flowchart
diagram (Figure 1).

2.2. Patients Characteristics. Initially, a group of 86 women
volunteers were asked to complete a questionnaire about
lifestyle risk factors and medical history. Of this group
screened, 26 were excluded due to systemic diseases, which
were currently treated (diabetes mellitus or impaired glucose
tolerance, 6; hypertension, 16; and both diseases in 4 cases);
60 women were invited to participate in the study, and 51
came to the Outpatient Clinic for blood tests. Based on the
results of the blood tests, we had to exclude a further 4
women. The final group of 47 participants was divided into
two groups. The study group consisted of 28 women with
BMI >25 and without any systemic diseases treated up to the
time when the study procedures were performed (BMI
group); 11 of these were overweight and 16 were obese. The
control group consisted of 19 lean women with BMI <25
(control group; Figure 1).

2.3. Image Acquisition with the rtx1™adaptive Optics (AO)
Camera. An AO retinal camera (rtx1™; Imagine Eyes,
Orsay, France) was used to acquire images of parafoveal
cones and retinal arterioles in all participants. The imaging
device is composed of 3 main components: high-resolution
fundus camera, a Shack-Hartmann wavefront sensor, and a
deformable mirror for real-time correction of the aberra-
tions of the ocular wavefront. The rtx1™uses enface re-
flectance imaging with flashed, noncoherent near infrared
illumination. Two computer programs are provided by the
manufacturer to analyse the examination findings: AOdetect
(for photoreceptor analysis) and AOdetectArtery (for retinal
vasculature analysis).

All subjects also had noncontact ocular biometry using
the IOL Master (Carl Zeiss Meditec AG, Hennigsdorf,
Germany).
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86 women were screened with a
questionnaire about systemic diseases and
lifestyle

26 were excluded: 6 with diabetes mellitus;
16 with hypertension; 4 because of both
diseases

—

60 women were invited to participate

9 did not come to the appointment
at the clinic

51 passed the blood tests at the outpatient
clinic

4 participants did not meet the inclusion
— 3| criteria because of abnormal results for the

blood test and/or blood pressure

measurement

28 women met the
inclusion criteria as
the study BMI group

19 lean women as
the control group

FiGurek 1: Flowchart diagram of participant sampling, recruitment,
and exclusion criteria.

2.4. Protocol for rtx1 Examination and Evaluation Parameters.
Each rtx1 examination captured scans of the 4 perifoveal
areas of the retina, 2° (approximately 540-600 ym) off the
centre of the fovea (temporally, nasally, superiorly, and
inferiorly) with a standardized 80 x 80 ym sampling window
size (fixed by the manufacturer in the new model). Most of
the examinations did not require dilation of the pupils. In
cases in which the width of the pupil was less than 4 mm, one
drop of 1% tropicamide (Polfa Warszawa) was administered.
None of the participants from the control group required
pupil dilation and only 4 (14.3%) participants from the BMI
group had the image acquisition after 1% tropicamide drop.
Study participants were instructed to fixate on the yellow
fixation cross in the camera. After finding the foveal ref-
erence point of the patient, eccentricities of 2° along the
meridians were measured and used for further images an-
alyses. In most cases, the acquisition of the best image of
cones required at least 3 scans. In retinal arteries imaging,
one scan was enough. It took approximately only 2-5 sec-
onds to reach a single scan. The best sections of images
captured were selected and analysed using the image pro-
cessing and recognition software AOdetect and
AOdetectArtery.

The analyses of the photoreceptors included the mean
(+standard deviation) cone density per square millimetre of
the retinal surface and the morphology of the cones in terms
of the neighbourhood (Voronoi domain), regularity, and
cones spacing. The arithmetic average of 3 measurements of
the selected cones images was taken for statistical analysis.

In the analyses of retinal vessels, three measurements of
the retinal arteriole with a size between 70 and 130 ym in the
temporal superior quadrant were taken. The arithmetic
average of these 3 values was taken. Measurements of the
total vessel diameter (VD), the two walls thickness (wall 1,

wall 2), and the lumen diameter (LD) were recorded, and the
wall-to-lumen ratio (WLR) and the cross-sectional area of
the vascular wall (WCSA) were then automatically calcu-
lated with the dedicated software. Vessel diameter resulted
from the single arteriolar wall (WT) plus vessel lumen (LD)
and  single  arteriolar  wall  thickness  (WT):
VD=WT+(WT+LD). WLR was calculated as
WLR =2-WT/LD. WCSA of the vascular wall was measured
on the basis of vessel diameter and lumen diameter, and the
value was obtained automatically from the AO artery detect
software. We use automated cone and vessel parameters
identification, in some cases with manual review of the artery
profile.

2.5. Medical History of the BMI Group and the Control Group.
The results of blood samples were analysed, including FPG,
glycated haemoglobin A;. (HbA,.), triglyceride (TG), total
cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol (LDL), high-
density lipoprotein cholesterol (HDL), white blood cells
(WBC), red blood cells (RBC), platelets, BMI, and the
correlation between chosen parameters and cone density
and retinal artery parameters.

2.6. Statistical Analyses. Descriptive analyses were con-
ducted for all variables that were visually assessed for out-
liers. Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests were
used to determine if the parameters were normally dis-
tributed. Because the parameters were not normally dis-
tributed, we used the Wilcoxon signed rank test to compare
data from the right and the left side and the Mann-Whitney
U test to compare the BMI and control groups.

Simple and multiple linear regressions were performed
to determine the effect of blood and serum lipid parameters
and BMI on parameters measured using the rtx1. Potential
modifiers were examined in stratified analysis. All proba-
bilities quoted are 2-sided, and a significant p value was
defined as <0.05. Statistically significant results obtained
using ¢ test and Mann-Witney U test are presented after
Bonferroni correction for multiple comparisons [23].

The Pearson correlation coefficient (r) was calculated to
examine the linear relationship between two continuous
variables. Statistical analyses were generated with TIBCO™
Statistica™ 13.1 (data analysis software system), version 13
(http://www.tibco.com).

3. Results

The best-corrected visual acuity (BCVA) was 1.0 in both
groups.

Age and axial length were not significantly different
between groups. The mean (+standard deviation) age in the
control group and the BMI group was 45.05 (+9.7) and 50.79
(+6.42), respectively (p = 0.0654).

The mean axial length of the right eye (RE) in the control
group was 23.12+0.97 mm and that of the left eye (LE) was
23.12+1.17mm (Mann-Whitney U test, p = 0.580). The
mean axial length of the RE in the BMI group was
23.21 £0.99 mm and that of the left eye was 22.68 + 1.02 mm
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(p t test, p = 0.417). Because eyes did not differ in terms of
axial lengths, only results obtained from right eyes were
included in further analyses.

The characteristics of both groups are shown in Table 1.

The results of the blood test after Bonferroni correction
(adjusted p value=0.0071) presented in Table 2 are not
significant. The results of serum lipid parameters revealed
significant differences between groups in levels of HDL and
TG after Bonferroni correction (adjusted p value =0.0125).
Compared with lean women, women with higher BMI levels
had dyslipidaemia with significantly lower HDL values and
higher TG. The mean FPG and LDL were slightly higher in
the group with greater BMI, but the difference was not
significant. The results of the blood and serum lipid pa-
rameters for both groups are presented in Tables 2 and 3.

Although all individuals were normotensive, systolic
(SBP) and diastolic (DBP) blood pressure were significantly
higher in women with higher BMI compared to the control
group (SBP 138.1+7.0 vs. 128.7+23, p=0.02; DBP
83.4+5.7 vs. 76.3+ 1.5, p = 0.03, respectively).

3.1. Cone Parameters. Cone density was significantly lower
after Bonferroni correction and interphotoreceptor spacing
higher in the BMI group compared to the control group at
the 2° retinal eccentricities only in the temporal quadrant. In
other locations, the cone density was comparable between
groups, with a higher standard deviation in the control
group. The results of cone density for all quadrants are
presented in Table 4.

Cone packing regularity was assessed through analysis of
the Voronoi domains. There were no significant differences
in cone regularity after Bonferroni correction (adjusted p
value=0.0042) and the mean percentage of cones with
hexagonal Voronoi tiles (N%6) in all analysed locations of
the retina between both groups (Table 5).

3.2. Retinal Artery Parameters. The mean lumen and total
diameter of the analysed retinal arteries were not signifi-
cantly different between groups. The mean of both artery
walls (walll, wall2) were significantly thicker in the BMI
group than in the control group (p < 0.001) after Bonferroni
correction (adjusted p value=0.0084). The mean WLR and
WCSA values also differed significantly between the control
and the BMI groups (for WLR 0.25+0.03 vs 0.29 +0.03,
P <0.001; for WCSA 4136.7 +1140.0 vs. 5217.3 + 944.0, re-
spectively, p < 0.001) after Bonferroni correction (adjusted p
value =0.0084), as shown in Table 6.

Figures 2 and 3 present the analysis of the cones mosaic
morphology and the retinal artery taken from an eye of a
patient from the control group and from the BMI group,
respectively. The image of the microvascular changes in an
artery taken from an overweight woman is shown in Fig-
ure 3, with increased WLR, WCSA, and thickening of ar-
teriole walls (Figures 2 and 3).
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TaBLE 1: Overall and group characteristics (n=47).

Total BMI group Control
group
n (%) n (%) n (%)
No. of
subjects 47 (100) 28 (59.6) 19 (40.4)

Mean+SD Mean+SD Mean+SD  p value
Age (years) 48.9+81  451£9.7 50.8+6.4 0.065
AL (mm) 2320+1.03 2321+0.99 23.12+097 0.974"
BMI 28.1+49  31.1+38 23.8x1.2 <0.001
Tt test; SD: standard deviation; AL: mean axial length; BMI: body mass
index.

TaBLE 2: The results of the blood parameters in both groups (n = 47)
after Bonferroni correction (adjusted p value=0.0071).

Blood parameters Mean + SD Mean £ SD p value
Control group BMI group
WBC (k) 6.56+1.81 6.60 + 1.69 0.839
RBC (M) 4.66 +£0.35 4.55+0.26 0.444
HGB (g/dl) 13.21+1.37 13.46+0.90 0.457
HCT (%) 40.56+3.18 40.62+2.30 0.991
PLT (k) 266.2+77.4 252.0+58.3 0.482
FPG (mg/dl) 92.6+7.2 96.9+7.3 0.028
HBA, ¢ (%) 5.36+0.31 5.5+0.31 0.333

SD: standard deviation; FPG: fasting plasma glucose; HbAlc: glycated
haemoglobin Alc; TG: triglyceride; LDL: low-density lipoprotein choles-
terol; HDL: high-density lipoprotein cholesterol; WBC: white blood cells;
RBC: red blood cells; HGB: haemoglobin; HCT: haematocrit; PLT: platelets.

3.3. Correlation between Cones and Artery and Parameters.
Adjustment WLR for diastolic blood pressure, lumen, and
HbAc revealed the association between increased BMI and
increased wall-to-lumen ratio in linear regression analysis.

No correlations were found between cone parameters
and any of the blood parameters (p>0.05). The differences
in retinal artery parameters found between lean and over-
weight women did not change with increasing BMI values.

4, Discussion

In this study we provided noninvasive measurements of
cones and retinal arteries morphologies with rtx1 AO in a
group of healthy women. We excluded from the study
women with already diagnosed hypertension, prediabetes,
diabetes mellitus, or other cardiovascular disorders, which
resulted in a smaller study group. We categorized the
participants into two groups depending on BMI values. The
control group consisted of lean women and the study (BMI)
group consisted of women with BMI >25 kg/m”.
Overweight and obesity are known risk factors for the
development of metabolic syndrome, diabetes, cardiovas-
cular disorders, and ischaemic stroke [1-8, 24, 25]. The
pathophysiological mechanism behind the relationship be-
tween obesity and microvascular dysfunction is probably
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TaBLE 3: The results of the serum lipid parameters in both groups (n =47) after Bonferroni correction (adjusted p value = 0.0125).

Mean + SD: Mean + SD:

Serum lipid parameters Control group BMI group p value
Total cholesterol (mg/dl) 198.8 +28.8 189.8 +21.4 0.229
HDL (mg/dl) 641+12.5 53.9+12.9 0.012*
LDL (mg/dl) 112.5+£23.9 125.8 £30.1 0.120
TG (mg/dl) 108.9 £ 61.0 136.6 £33.0 0.006"

SD: standard deviation; TG: triglyceride; LDL: low-density lipoprotein cholesterol; HDL: high-density lipoprotein cholesterol; WBC: white blood cells; RBC:
red blood cells; HGB: haemoglobin; HCT: haematocrit; PLT: platelets. *Statistically significant results after Bonferroni correction (p <0.0125).

TABLE 4: Mean cone density in 4 retinal quadrants at 2’eccentricities in both groups (n=47) after Bonferroni correction (adjusted p
value = 0.0125).

Quadrants Mean (+SD) cone density, cone/mm? Mean (+SD) cone density, cone/mm?* valuet
Control group BMI group P

T 26478 £2211 24144 + 2654 0.006*

N 23880 +6924 24597 £2265 0.622

N 23694 + 7077 23734 £2874 0.979

I 23262+ 7064 23879 £ 2415 0.679

Tp t test; SD:, standard deviation; T: temporal; N: nasal; S: superior; I: inferior. * Statistically significant results after Bonferroni correction (p <0.0125).

TaBLE 5: Mean (+SD) spacing, Voronoi, and cone regularity in Control and BMI groups in 4 quadrants after Bonferroni correction (adjusted
p value =0.0042).

Cone parameters in 4 quadrants Control group BMI group p value
Spacing_T (um) 6.80 +0.30 7.13+0.38 0.006
Voronoi N%6_T (%) 47.7+5.9 452+5.1 0.154
Regularity_T (%) 93.9+32 93.1+2.7 0.368
Spacing N (um) 6.45+1.81 7.06+0.32 0.096
Voronoi N%6_N (%) 44.2+12.8 47.3+54 0.280
Regularity_N (%) 88.2+24.5 93.9+2.4 0.228
Spacing_S (um) 6.48+1.83 7.19+0.44 0.058
Voronoi N%6_S (%) 44.4+13.3 48.4+5.7 0.1135
Regularity_S (%) 71.5+18.9 75.6+21.2 0.4949
Spacing_I (ym) 7.46+2.06 6.57 +1.86 0.1586
Voronoi N%6_I (%) 41.7+£11.8 444+133 0.4866
Regularity_I (%) 86.5+22.3 88+24.5 0.8371

SD: standard deviation; T: temporal; N: nasal; S: superior; I: inferior; regularity, the summary of the percentage of pentagonal, hexagonal, and heptagonal
cones in the analysed image; Voronoi N%6: percentage of hexagonal cones in analysed image; spacing, interphotoreceptor distance.

TaBLE 6: Characteristic of retinal artery parameters in the BMI and control groups (1 =28 and n = 19) after Bonferroni correction (adjusted
p value =0.0084).

Parameters Mean (+SD) Mean (+SD) p value
Control group BMI group
Lumen (ym) 96.47 +12.20 99.97 +11.30 0.352F
Total diameter (um) 120.5+ 14.4 128.8+13.3 0.0641
WALL_1 (um) 12.14+1.9 14.21+£2.7 <0.0011*
WALL_2 (um) 11.06 £ 3.6 14.60 +2.62 <0.001*
WLR (1) 0.25+0.03 0.29+0.03 <0.0011*
WCSA (,umz) 4136.7 £ 961.0 5217.3 £1041.0 <0.001"

Tt test; SD: standard deviation; WLR: wall-to-lumen ratio; WCSA: wall cross-sectional area. *Statistically significant results after Bonferroni correction
(p <0.0084).

multifactorial and has been analysed in several studies  between the control and BMI groups. We found significant
[6, 8,9, 11, 12]. differences in the thickness of retinal arteriole walls in women

Our results showed that the mean lumen and total diameter ~ with greater BMI. The WLR and WCSA parameters were also
of the analysed retinal arteries were not significantly different  significantly higher in participants with overweight and obesity.
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ROI1 ROI2 ROI3 ROI4

F1Gurke 2: Image of the retinal artery (upper) and of four retinal cones squares windows (cones depicted in red and Voronoi triangulation)
(lower) for a patient from the control group (IK) captured by rtx1 AO retinal camera. The following parameters are shown: in the artery
analysis; Lumen: 96.7 ym, Total diameter: 121.4 ym, Wall_1: 12.5 ym, Wall_2: 13.2 ym, WLR- 0.27, WCSA- 4277.0 ym?, AL- 22.87 mm; in
the cone analysis: for different ROI (region of interest) squares: Regularity: 82.9-92.5%, Cone spacing: 7.21-7.71 um, Cone density:

20264-22831 cone/mm?.

Our results suggest that individuals with overweight and
obesity demonstrate signs of an early dysfunction of the retinal
arterioles as measured by the wall thickness and WLR pa-
rameters. These findings are in compliance with results de-
scribed by de Jong and coworkers with a similar study group
[8]. There were no differences in baseline perfused nail fold
capillary density between lean and obese women, but post-
occlusive capillary recruitment and microvascular endothe-
lium-dependent vasodilation were decreased in obese women

[8]. Other studies have also demonstrated increased carotid
intima-media thickness in young, healthy women, without
known cardiovascular disease, but with obesity [7, 24, 25].

The obesity-related impairment in microvascular func-
tion may contribute to the increased risk of developing
microangiopathy, hypertension, and insulin resistance
18,9, 11, 26, 27].

Retinal circulation is closely related to cerebral circu-
lation and may be a marker of cerebral arteriole health. There
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Regularity

100microns

100microns

F1GUre 3: Image of the retinal artery (upper) and the cones mosaic window (cones depicted in red and Voronoi triangulation) (lower) for a
BMI group patient (AR) captured by rtx1 AO retinal camera. The following parameters are shown: in the artery analysis; Lumen: 95.1 ym,
Total diameter: 126.1 ym, Wall_1:16.1 ym, Wall_2: 14.9 ym, WLR: 0.33, WCSA: 5302.6 um”, AL: 23.00 mm; in the cone analysis: for different
ROI (region of interest) squares: Regularity: 98.6%, Cone spacing: 7.89 um, Cone density: 19636 cone/mm>.

apparently healthy women, BMI was strongly associated
with total and ischaemic stroke but not with haemorrhagic
stroke [25]. A statistically significant trend across BMI

is some evidence that obesity, even in healthy individuals, is
associated with an increased risk of ischaemic stroke
[24, 25]. In a large prospective cohort study of 39,000

34



categories for total and ischaemic stroke was found with
increased risks for ischaemic stroke beginning with BMI
values 27.0 kg/m?, which steadily increased with higher BML.
Women with BMI 35 kg/m? had a 2-fold increase in the risk
of total stroke and an almost 3-fold increase in the risk of
ischaemic stroke compared with women with BMI 20 kg/m*
[25]. Data from the Nurses’ Health Study showed similar
associations and found a 2-fold increase in the risk of
ischaemic stroke among women with BMI 32 kg/m*com-
pared with women with BMI 21 kg/m? [24].

In clinical practice, the examination of the retinal vessels
is commonly used to assess retinal microvascular damage in
diabetes and as an indicator of target organ damage in
hypertension.

Although all individuals participating in our study were
normotensive, systolic and diastolic blood pressure were
significantly higher in women with higher BMI compared to
the control group. The fact that there were some differences
in blood pressure could explain the differences in micro-
vascular function between lean and obese women. This may
suggest that the presence of obesity is an important predictor
of microvascular dysfunction before the onset of hyper-
tension. These suggestions are consistent with the results of
other authors who described the association between obesity
and microvascular dysfunction [9-11].

Changes in small artery structure characterized by in-
creased WLR are a characteristic feature of arterial
remodelling in hypertension [28-30]. This finding can be the
result of growth and/or remodelling of the vascular wall
[28, 29]. In our study, we found increases of both parameters
WLR and WCSA that may suggest growth of the arteries’
wall.

We have described similar findings in retinal arteries in
another study in patients with diagnosed prediabetes,
without hypertension or other vascular disorders, where the
increased WLR parameter was correlated with increased
BMI and total cholesterol [31].

In contrast to our results are the results from the large
prospective study of adults from Wisconsin, where retinal
arteriolar narrowing was not found to be positively asso-
ciated with obesity development during a 15-year follow-up
[12]. Retinal venular widening has been identified among
previously nonobese subjects who gained weight during the
period of observation as significantly different than in
participants with normal weight [12].

Aside from the assessment of retinal vessels, we used the
rtx] camera to analyse and compare cone density and
regularity at different BMI levels. Our findings indicate that
cone density and morphology are not affected by weight in
healthy eyes.

4.1. Study Limitations. We have identified several possible
limitations of this study, such as study size and inclusion
criteria. Due to our inclusion criteria, we did not check the
retinas of participants with diagnosed cardiovascular dis-
orders. We also cannot be sure that none of the participants
had insulin resistance because this was not analysed. The
only participants of this study were women because we

Journal of Ophthalmology

wanted to exclude sex differences in adipose tissue distri-
bution and its possible influence on the vasculature. The
study was designed as an exploratory study without an a
priori sample size calculation. The present results may
underestimate the effects of obesity in general because we
studied a group of healthy, nonhypertensive, and nondia-
betic overweight and obese women. Future prospective
studies with an expanded sample, including both genders,
should track changes in the microvascular and metabolic
risk factors and explore their possible interactions.

5. Conclusions

Retinal image analysis with rtx1 offers a novel noninvasive
measurement of early changes in the neural cells and retina
vasculature that are not detectable on routine clinical ex-
amination. AO retinal imaging accurately identified retinal
microvasculature and may serve as a promising, noninvasive
screening tool for the early detection of microvascular
complications. Our observations are consistent with the
findings in other vascular beds (skin, cardiac, and cerebral
microcirculation) showing a generalized adverse effect of
overweight and obesity on microvascular function. Retinal
arterioles may present early pathological changes, even
without the diagnosis of metabolic syndrome or cardio-
vascular disorders in overweight and obese women.
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Omoéwienie:

Liczne publikacje wykazaty wptyw otylosci i nadwagi na rozwoj chorob
metabolicznych i sercowo-naczyniowych [39,40]. Zwig¢kszona grubo$¢ warstwy
srodkowej i wewnegtrznej tetnic (wskaznik IMT (ang. ntima-media thickness)) u osob z
nieprawidlowym BMI koreluje z podwyzszonym ryzykiem powiktan kardiologicznych
[40].

Wedlug badania przeprowadzonego w toku doktoratu sredni wymiar §wiatla, jak i
catego naczynia nie jest istotnie zalezny od wartosci BMI. Zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami [41] wykazano, iz u 0s6b z nadwagg lub otytoscig obserwuje si¢ wezesne
objawy patologii naczyniowej, takie jak, zwigkszona grubos¢ §ciany naczynia lub
zwiekszony wspotczynnik WLR (ang. Wall-to-lumen ratio).

Udowodniono, iz w grupie badanej (pomimo wcze$niejszego wykluczenia
nadci$nienie tetniczego w wywiadzie) $rednie wartosci skurczowego i rozkurczowego
ci$nienia tetniczego byly znamiennie wyzsze w porownaniu do pacjentow z
prawidlowym BMI. Zasugerowano tym samym, iz zmiany mikronaczyniowe,
obserwowane w otylo$ci, sg czynnikiem predysponujacym do rozwoju nadcis$nienia
tetniczego.

Juz wezeéniej udowodniono, iz wysokie ci$nienie t¢tnicze prowadzi do
pogrubienia $ciany naczyn i nieprawidlowej wartosci wspotczynnika WLR [42,43].
Badanie przeprowadzone w toku przewodu doktorskiego wykazato, ze podwyzszony
poziom BMI i nadci$nienie tetnicze doprowadzajg do podobnego remodellingu naczyn
siatkowkowych.

Patologia mikronaczyniowa siatkowki, zobrazowana w grupie pacjentow z
otyloscia, odpowiada odchyleniom obserwowanym w stanie przedcukrzycowym [21].

Liczne badania wykazaty, iz zmiany mikrostruktury naczyn siatkowki, wynikajace
zZ nieprawidtowej masy ciata, moga prowadzi¢ do daleko idacych konsekwencji
zdrowotnych [44,45,46,47]. Nadci$nienie t¢tnicze, inuslinooporno$é, mikroangiopatia
cukrzycowa, mikrowaskularne zmiany w krazeniu mézgowia to prawdopodobnie nie
jedyne z nich. Wczesna analiza mikrostruktury siatkowki w otytosci moze przyczyni¢ si¢
do zmniejszenia ryzyka rozwoju groznych powiklan naczyniowych.
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2.3 Artykul: ,Retinal Photoreceptors and Microvascular Changes in the
Assessment of Diabetic Retinopathy Progression: A Two-Year Follow-Up
Study”

Celem artykutu byta ocena zmian w gestosci i morfologii czopkéw, stanu naczyn
siatkowki w czasie trwania cukrzycy. Do badania wykorzystano nowoczesny aparat
rtx1™, wykorzystujacy technologie optyki adaptywnej. Analizowano korelacje zmian
mikrostruktury siatkowki ze zmianami ostrosci wzroku i centralnej grubos$ci siatkowki.

Do randomizowanego badania wlaczono 50 pacjentdéw z rozpoznang cukrzyca
(typ 1 lub 2) oraz 18 zdrowych 0s6b, tworzacych grupe kontrolng. Koncowa grupa
badana liczyta 41 osob. Warunkiem wlaczenia do badania byt wiek 25-75 lat. Kryteria
wylaczajace obejmowaty: najlepsza skorygowang ostro$¢ wzroku (ang. Best corrected
visual acuity- BCVA) ponizej 0.5, zmniejszong przezierno$¢ osrodkéw optycznych,
uniemozliwiajacg wykonanie badania, brak centralnej fiksacji, stan po urazie oka,
przebyte iniekcje anty-VEGF, inne choroby plamki zotte] w wywiadzie,
krotkowzroczno$¢ >6 dioptrii oraz astygmatyzm powyzej 2,5 dioptrii.

Badanie sktadato si¢ z 3 wizyt- wstepnej, po roku oraz po 2 latach. Kazda wizyta
obejmowala: oceng ostrosci wzroku, badanie przedniego odcinka oka i dna oka z uzyciem
lampy szczelinowej, pomiar centralnej grubosci siatkowki przy pomocy aparatu OCT
Triton oraz pomiaréw aparatem rtx1™- okotodotkowych miejsc siatkowki i skanow
tetniczek siatkowki.

Analizowano wptyw poziomu glukozy we krwi, hemoglobiny glikowanej
(HbAZ1c) i BMI na zmiany zachodzace w mikrostrukturach siatkowki w czasie trwania
cukrzycy.

Praca Oryginalna.

38



é%w% diagnostics

Article

Retinal Photoreceptors and Microvascular Changes in the
Assessment of Diabetic Retinopathy Progression: A Two-Year
Follow-Up Study

Magdalena Kupis *©®, Zbigniew M. Wawrzyniak 2, Jacek P. Szaflik ! and Anna Zaleska-Zmijewska !

check for
updates

Citation: Kupis, M.; Wawrzyniak,
ZM.; Szaflik, ].P; Zaleska—Zmijewska,
A. Retinal Photoreceptors and
Microvascular Changes in the
Assessment of Diabetic Retinopathy
Progression: A Two-Year Follow-Up
Study. Diagnostics 2023, 13, 2513.
https://doi.org/10.3390/
diagnostics13152513

Academic Editor: Jae-Ho Han

Received: 10 July 2023
Revised: 25 July 2023
Accepted: 26 July 2023
Published: 27 July 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
40/).

Department of Ophthalmology, SPKSO Ophthalmic Hospital, Medical University of Warsaw,
02-097 Warsaw, Poland

Faculty of Electronics and Information Technology, Warsaw University of Technology,

00-665 Warsaw, Poland

Correspondence: magdalennakupis@gmail.com

Abstract: Background: With the increasing global incidence of diabetes mellitus (DM), diabetic
retinopathy (DR) has become one of the leading causes of blindness in developed countries. DR
leads to changes in retinal neurons and microcirculation. Rix1™ (Imagine Eyes, Orsay, France) is a
retinal camera that allows histological visualisations of cones and retinal microcirculation throughout
the DM duration. Objective: This study aimed to analyse the cones and retinal microvascular
changes in 50 diabetic individuals and 18 healthy volunteers. The patients participated in the initial
visit and two follow-up appointments, one and two years after the study, beginning with Rix1™
image acquisition, visual acuity assessment, macular OCT scans and blood measurements. Results:
The study revealed significant differences in the cone density, mosaic arrangement and vascular
morphology between healthy and diabetic patients. The final measurements showed decreased
photoreceptor and microvascular parameters in the DR group compared with the control group.
Furthermore, in the 2-year follow-up, both groups’ RtxlTM—acquired morphological changes were
statistically significant. Conclusions: Rix1™ technology was successfully used as a non-invasive
method of photoreceptors and retinal vasculature assessment over time in patients with diabetic
retinopathy. The study revealed a trend toward more vascular morphological changes occurring over
time in diabetic patients.

Keywords: diabetic retinopathy; adaptive optics; rtx-1 technology; cone morphology; retinal microcirculation

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease affecting multiple tissues with
subsequent organ failure. The medical world is struggling with an epidemic of diabetes.
According to an epidemiologic study from 2019, there were approximately 463 million DM
patients globally, which is expected to increase to 700 million patients in the next 25 years [1].
Diabetic retinopathy (DR) is one of the most common complications of DM and has become
one of the leading causes of blindness in developed countries. The development and
progression of DR is related to the type and duration of diabetes, glucose levels and blood
pressure [2].

DR can be classified into five stages: the first stage of no apparent retinopathy, the
second stage of mild non-proliferative diabetic retinopathy (M-NPDR), the third stage
of moderate NPDR, the fourth stage of severe NPDR (s-NPDR) and the fifth stage of
proliferative diabetic retinopathy (PDR) [3].

Persistent hyperglycaemia and hypoxia results in microvascular changes such as loss
of pericytes, basement membrane thickening, arteriole wall thickening and formation
of microaneurysms, which can characterise the DR onset. However, multiple studies
demonstrated that abnormal neuroretinal function precedes the development of these
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hallmark vascular lesions [4]. Early perturbations in the diabetic retina involve thinning
of the inner retinal layers. Both hyperglycaemia and hypoxia lead to apoptosis of several
populations of retinal cells, including retinal ganglion cells, photoreceptors and bipolar
cells [5]. Neuroretinal changes may manifest as colour vision defects, decreased contrast
sensitivity and electrophysiological abnormalities [6].

As DR is a disease of changes in the retinal neurons and microcirculation, perfect
diagnostic procedures should allow early and precise detection. The gold standard for
visualising human retinal vessels includes fluorescein angiography (FA). However, early
microvascular abnormalities such as arteriole wall thickening are not detectable in FA.
Novel optical technologies permit early detection of both microvascular and neuroretinal
changes. The abnormal neuroretinal function may be visualised in spectral domain op-
tical coherence tomography (SDOCT) as thinning of the inner retinal layers [7]. Optical
coherence tomography angiography (OCTA) enables high-resolution retinal vasculature
imaging; however, disrupted segmentation in the retinal layers may affect the visualisation
of the vascular flow.

Adaptive optics (AO) technology is an innovative method that allows non-invasive
visualisation and quantification of microcirculation and retinal cells in healthy eyes and
eyes with retinal diseases. AO has revolutionised the ways of examining eye structures
in vivo. It improves the quality of obtained images by compensating for the wavefront
aberrations in the eye with a system of deformable mirrors [8]. A series of electric actuators
connected to the mirror deform its surface to modify the light beam and thus effectively
remove optical distortion in real-time. AO itself does not create an image; this system must
be integrated into existing retinal imaging devices such as fundus camera (FC) or OCT. The
first device integrated with the AO to visualise the photoreceptor mosaic is FC- AO- and
the first commercially available system is rtx1™ (Imagine Eyes, Orsay, France). Multiple
studies have used AO technology in diabetic patients. In 2021, Ueno et al. [9] worked on
laser speckle flowgraphy and adaptive optics to prove that retinal vessel wall thickening
led to a narrowing of the lumen diameter and a decrease in the blood flow in the PDR
group. Zaleska-Zmijewska et al. [10] 2019 demonstrated changes in cone density, regularity
and the retinal artery parameters between DR and healthy patients.

Rtx1™ is an AO retinal camera using infrared illumination (wavelength 850 nm) with
a resolution of 3.5 um and a field of view of 4 x 4 degrees [11]. The area corresponds to an
approximately 1.2 x 1.2 mm? square on the retinal surface. The image acquisition time lasts
4 s and permits the capture of 40 individual images [10]. Compared with other diagnostic
technologies, the rtx1™ microscope visualises single retinal cells (photoreceptors) and
the minor blood vessel structure with the highest possible resolution. The device permits
the acquisition of images in any retinal region and the technology software allows for
repeated measurements in the same spots. AOdetect (for the photoreceptors analysis) and
AOdetectArtery (for the retinal microvasculature analysis) are two computer programs
supplied by the manufacturer to evaluate the rtx-1 retinal spotting.

In the previously published literature, multiple studies have analysed rtx-1 images in
diabetic patients [6,9-11]. However, as far as we know, no publications have used rtx1™
technology to assess both cone and retinal microvascular parameters over time in patients
with diabetes.

Thus, this study aimed to evaluate the cone density and spacing and retinal vascular
changes over a prespecified time of DR duration.

2. Materials and Methods

It was a prospective study, conducted between May 2018 and February 2021 at the
Department of Ophthalmology, Faculty of Medicine, the Medical University of Warsaw,
located in the Ophthalmic University Hospital in Warsaw. The Bioethical Commission
approved the study protocol of the Medical University of Warsaw (approval number
KB/87/2015). All investigations adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki. All of
the study subjects signed a written informed consent form.

40



Diagnostics 2023, 13, 2513

3o0f12

2.1. Participants

Patients of the study group were recruited during regular retinal clinical appointments.
They were enrolled in the study if the following inclusion criteria were met: age 25-75 and
confirmed diagnosis of type-1 or type-2 diabetes mellitus.

The exclusion criteria involved best corrected visual acuity (BCVA) less than 0.5, media
opacities to preclude good image quality, no central fixation, history of ocular trauma,
history of anti-VEGF (vascular endothelial growth factor) injections, myopia >6 dioptres
or astigmatism >2.50 dioptre cylindrical. Subjects with macular pathologies other than
diabetic disease were also excluded from the study.

Participants were divided into two groups: diabetic (type-1 or type-2 diabetes mellitus)
and control (healthy subjects). The study group consisted of patients with non-proliferative
diabetic retinopathy (NPDR), classified as the third stage of moderate NPDR according to
the International Clinical Disease Severity Scale for DR [3]. The control group consisted of
healthy patients of the same age and with the same exclusion criteria as the diabetic group.

Most participants (72%) from the study group had a history of laser photocoagulation;
however, laser treatment did not involve the perifoveal retinal area.

An initial group of 50 diabetic patients previously admitted to the laser service at the
Ophthalmic Hospital were enrolled in the study between May 2018 and February 2019. The
initial diabetic group (DR) included 31 men (62%) and 19 women (38%). All the patients
were scheduled to participate in the initial visit and two follow-up appointments one and
two years after the study onset. A total of 10 out of 50 subjects did not attend the last
control: 2 died, 1 was currently at the surgery ward diagnosed with diabetic foot syndrome
and 7 participants resigned due to the COVID-19 pandemic.

The control group consisted of 18 healthy volunteers, all recruited from hospital staff
members, including 3 men (16.6%) and 16 women (83.4%).

2.2. Examination Protocol and Parameter Evaluation

The initial appointment included ocular biometry measurements using IOL Master 700
(Carl Zeiss Meditec AG, Hennigsdorf, Germany). Each visit consisted of a comprehensive
ophthalmic examination, including refraction and best-corrected visual acuity (BCVA),
check (decimal notation), dilated fundus examination, OCT macula scanning (3D DRI OCT
Triton) with central retinal thickness (CRT) evaluation and AO retinal image acquisition.
The study protocol involved evaluating only one of the subjects’ eyes, usually the one with
better visual acuity.

AO camera- Rtx1™ (Imagine Eyes, Orsay, France) was used to acquire images of
the four perifoveal regions 2° (approximately 540-600 pum) temporally, nasally, superiorly
and inferiorly from the fovea centre. The manufacturer set the standardised sampling
window size at 80 pm x 80 um [12]. In cases where high-quality image acquisition was
unobtainable, the pupil was dilated by 1% tropicamide (Polfa, Warszawa). Seven patients
(14%) from the study group required pupil dilation, whereas none of the control group
participants required 1% tropicamide administration.

For the best possible quality accomplishment, we made 3—4 scans of cone regions and
arterioles. Frames with significant motion artefacts caused by blinking or eye movements
were excluded. Proprietary programs—AQOdetect and AOdetectArtery—were provided by
the manufacturer to correct distortions within frames and average the frames for the final
image production [8].

In photoreceptor visualisation, the software computed the mean cone density per square
millimetre of the retinal surface. It analysed the spatial distribution of the detected cells,
including intercell spacing and the number of nearest neighbours, using classical Delaunay
triangulation and Voronoi tessellation algorithms [11]. The software calculations included the
percentage of cone tailing, the optimal hexagonal (1 = 6) tailing and 4-, 5-, 7-, 8-, >9 tailing.

Retinal vessel measurements included arterioles located temporally—superiorly or
inferiorly—with sizes between 70 and 130 pm. As rtx1™ technology enables precise retinal
localisation, we analysed the same vessels in the initial and follow-up appointments. We
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obtained the vessel diameter (VD), the lumen diameter (LD) and the wall thickness (WT).
VD was calculated as the sum of the single arteriolar wall (WT) plus vessel lumen (LD)
and single arteriolar wall thickness (WT): VD = WT + (WT + LD). The wall-to-lumen ratio
(WLR) was automatically calculated as WLR =2 x WT/LD; VD and LD usage evaluated
the cross-sectional area of the vascular wall (WCSA).

Photoreceptor and retinal parameters were measured in 3 scans; the arithmetic mean
of these three values was included in the statistical analysis. We tried eliminating retinal
vessels and haemorrhages in the photoreceptor region of choice. The vascular images
were recorded at 0.5-1-disc diameter from the optic disc margin, avoiding artery—venous
crossings and retinal vein neighbourhoods.

2.3. Statistical Analyses

We obtained four measurements of the perifoveal regions located temporally, nasally,
superiorly and inferiorly from the fovea in each investigated eye. The data analysis
was performed using Dell Inc. (Austin, TX, USA, 2016) Dell Statistica (data analysis
software system), version 13.1. (software.dell.com). Continuous variables, expressed as
means + SD (standard deviation), were compared between the DR and control groups
using the Student’s f-test (t-test) or the Mann-Whitney (M-W) U-test, depending on the
distribution pattern. The Shapiro-Wilk (S-W) test was used to confirm or reject the normal
distribution of each continuous variable. Relationships between numerical variables were
analysed using Pearson correlation analysis when the parametric test condition was met
and Spearman correlation analysis when the parametric test condition was not met. The
p-value was based on the two-sided test, with statistical significance considered as p < 0.05.

3. Results

The study protocol involved evaluating only one of the subjects’ eyes, usually the
one with better visual acuity. The mean (+standard deviation) age in the study group
was significantly higher than in the control group: 49.7 & 11.1 vs. 41.6 + 11.5 (p = 0.011
t-test; see Table 1). The mean axial length in the DR and the control groups were not
significantly different: 23.2 mm = 1.0 mm for the right and the left eye in the DR group vs.
23.0 mm + 1.0 mm for the right eye and 22.8 mm = 1.3 mm for the left eye in the control
group (p = 0.612 t-test for the right eye and p = 0.339 t-test for the left eye; Table 1). The
mean best corrected visual acuity (BCVA) of the investigated eye was significantly lower in
the DR group than in the controls in the initial 0.866 + 0.2 vs 1.0 &= 0 and final examination
0.828 £ 0.173 vs. 0.983 & 0.038, respectively (M-W test p = 0.002 initially and p = 0.003
finally; Table 1).

Table 1. Group characteristics and results of the blood parameters.

Characteristics m + SD p-Value Wilcoxon m + SD p-Value Wilcoxon p-Value
DR Signed Rank Test Control Signed Rank Test t-Test

Age (years) 49.7 £ 11.1 41.6 £ 115 0.011
Initial Hypertension (%) 23.3 0.043 0.0 0.135F
Final Hypertension (%) 349 : 0.0 0.033*

AL-R (mm) 232 +£1.0 + 23.0+ 1.0 + 0.612

AL-L (mm) 232+1.0 0416 28+13 0211 0.339
Initial BCVA 0.866 +0.173 0233 1.000 + 0.000 0.109 0.002*
Final BCVA 0.828 +0.203 o 0.983 £ 0.038 : 0.003*
Initial BMI (kg/m?) 274449 0200 242+ 1.6 0.006 0.003*
Final BMI (kg/m?) 271+ 44 : 248+ 17 . 0.026 ¥
Initial Hbalc (%) 83+18 0507 56+0.6 <0.001
Final Hbalc (%) 8.1+ 18 ) 56406 <0.001
Initial FPG (mg/dL) 168.5 +49.8 0507 93.4+7.0 0276 <0.001*
Final FPG (mg/dL) 162.5 + 44.7 h 94.0 + 4.9 h <0.001

t p-value Mann-Whitney test; i p-value paired t-test; m—mean; SD—standard deviation; AL-R axial length of
the right eye; AL-L—axial length of the left eye; BCVA—best-corrected vision acuity; BMI—body mass index;
Hbalc—glycated haemoglobin Alc; FPG—fasting plasma glucose.
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The mean BMI (body mass index) significantly differed between the DR and the
control groups in the initial 27.4 4+ 4.9 vs. 24.2 £ 1.6 (M-W test p = 0.003; Table 1) and
final acquisition 27.1 + 4.4 vs. 24.8 = 1.7 (M-W test p = 0.026; Table 1). Other parameters,
including glycated haemoglobin Alc (Hbalc), fasting plasma glucose (FPG) levels, central
retinal thickness (CRT) or diagnosed hypertension, are presented in Table 1.

According to the figures presented in Table 1, the initial and final parameters were
compared in each group (Table 1). In a 2-year follow-up, statistically relevant changes
included a higher percentage of diagnosed hypertension in the DR group and an increase
in the mean BMI in the control group (Table 1).

3.1. Cone Parameters

The mean initial cone density was significantly lower in the DR group in comparison
with the control group in all four retinal locations: 20,380 + 4652 vs. 25,652 + 2513 in the
temporal, 20,203 + 4775 vs. 25,165 £ 3261 in the nasal, 19,680 & 4902 vs. 24,059 + 2846 in
the superior and 19,980 & 4652 vs. 23,481 + 3959 in the inferior quadrant (Table 2).

Table 2. Initial and final cone density in 4 retinal locations in the DR and the control groups.

p-Value p-Value
Initial Visit Final Visit Paired t-Test Paired t-Test
Ouad DR Control
MCD (= SD) MCD (+SD) Val MCD (+SD) MCD (45D) vl
(cone/mm?) (cone/mm?) Pt .F ue (cone/mm?) (cone/mm?) poraue
-Test t-Test
Control Control
T 20,380 *** + 4652 25652 +£2513  <0.001 19,412+ 5049 23920 *%+3037  0.001 <0.001 0.002
N 20,203 £ 4775 25165 +£3261  <0.001 19,634 %% +£4521 24,031 +2902  <0.001 <0.001 0.037
S 19,680 ** £ 4902 24,059 *** +2846  <0.001 18,491 *** £ 4841 22,768 ** +2826  0.001 <0.001 0.043
1 19,980 %% + 4652 23,481 +£3959 0007 19,047 *+ 5270 21,885 * + 3992 0.047 <0.001 <0.001
*p <0.05; % p <0.001; *** p < 0.001; MCD—mean cone density; SD—standard deviation; T—temporal; N—nasal;
S—superior; I—inferior.
For the final visit, the mean cone density was significantly lower in the DR group in com-
parison with the control group in all four retinal locations: 19,412 4 5049 vs. 23,920 =+ 3037 in
the temporal, 19,634 4= 4521 vs. 24,031 + 2902 in the nasal, 18,491 + 4841 vs. 22,768 + 2826
in the superior and 19,047 £ 5270 vs. 21,885+ 3992 in the inferior quadrant. The results are
presented in Table 2.
In a 2-year follow-up, the mean final cone density significantly decreased in all four
locations in both groups (in consecutive quadrants p < 0.001; <0.001; <0.001; <0.001 and
0.002; 0.037; 0.043; <0.001, respectively, in the DR and the control group; Table 2).
The mean initial interphotoreceptor spacing (SM) was significantly higher in all quad-
rants in the DR group compared with the controls (p < 0.05; Table 3). According to Table 3,
the mean final SM difference between both groups was statistically relevant apart from the
inferior quadrant.
Table 3. Initial and final interphotoreceptor spacing in 4 retinal locations in the DR and the control
groups.
Initial Visit Final Visit p-Value p-Value
Quadrants ~ gnf(19D) (wm)  SM (2SD) p-Value  SM(£SD)(um)  SM (£SD)(um)  p-Value  Paired t-Test  Paired t-Test
DR (nm) Control t-Test DR Control t-Test DR Control
T 784% £ 090  6.96** + 042 <0.001 8.06* + 1.11 7.25* 4 0.56 0.003 <0.001 0.001
N 7.88* £ 094  7.01%+048 <0.001 7.95% + 0.9 7.24* +0.63 0.006 0.002 0.160
S 799%% £098  7.14** + 041 0.001 824* + 1.1 7.35 % + 0.47 0.004 <0.001 0.063
I 7.91% 4092 7.28* + 0.64 0.012 811+ 1.12 7.49 £ 0.71 0.063 0.002 0.010

*p < 0.05 ** p <0.01; ** p < 0.001; SM—interphotoreceptor spacing; SD—standard deviation; T—temporal;
N-—nasal; S—superior; [—inferior.

In a 2-year follow-up, the mean interphotoreceptor spacing (SM) increased in the
examined groups in all four retinal locations (in the consecutive quadrants p < 0.001; 0.002;
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<0.001; 0.002 and 0.032; 0.606; <0.001; 0.208, respectively, in the DR and the control group;
Table 3).

According to Table 4, when comparing the DR group and the controls, there was a
significant difference between the cone regularity in the temporal quadrant in the initial
trial and the nasal quadrant in the final test (p < 0.05). Moreover, in the 2-year observation,
the mean cone regularity significantly decreased in most of the retinal locations in the DR
group (p < 0.05, Table 4).

Table 4. Initial and final cone regularity in 4 retinal locations in the DR and the control groups.

Initial Visit Final Visit
p-Value p-Value
Quadrants Reg((o/ijsm Reg(ﬁ/i)SD) p-Value Reg (+:5D) (%) Reg (+:SD) (%) p-Value Paired t-Test Paired t-Test
o " t-Test DR Control t-Test DR Control
DR Control

T 91.2* £ 3.6 93.3*+33 0.042 89.4 + 5.3 90.7 4+ 4.1 0343 <0.001 0.032

N 90.9 + 3.8 924+47 0212 90.4* 4.2 93.0* +2.8 0.023 0.002 0.606

s 82.3 + 100 85.4 = 7.0 0.244 915+52 92.7 + 4.4 0419 <0.001 <0.001

I 92.1 + 4.0 93.8+ 3.4 0.129 89.9 = 5.0 92.5+ 4.9 0.103 0.002 0.208

* p < 0.05; Reg—cone regularity; SD—standard deviation; T—temporal; N—nasal; S—superior; I—inferior.

The regularity of cones was additionally assessed by the mean percentage of Voronoi
tiles (N%6), with significantly lower results initially in the temporal, nasal and superior
quadrant in the DR group compared with the controls (p < 0.05; Table 5). However, in the
final trial, Voronoi tile values significantly differed in both groups in the nasal and superior
location (p < 0.05; Table 5).

Table 5. Initial and final percentage of hexagonal cones (6-Voronoi) in 4 retinal locations in the DR
and the control groups.
Initial Visit Final Visit
i R i j . p-Value p-Value
Quadrants 6-Vorol(l0(/n) (£SD) 6 (ViogoDn)m p-Value G'Vﬂmilo;)l) (£SD) 6'V0r0:lql/)l) (+SD) p-Value Paired t-Test Paired t-Test
o. 2 o o, . DR Control
DR (%) t-Test DR Control t-Test
Control
T 428*+51 46.8* £ 69 0.013 409 £7.0 411467 0946 0.073 0011
N 441%£49 442%+74 0026 * 39.8% £65 47.6*% £ 78 0.001 * <0.001* 0233
s 438%+69 49.0%+134 0020 * 40.1% =85 469%+97 0011 <0.001 # 0.979
1 440+63 458+7.1 0340 41177 48+94 0.160 0.002 0.743

*p <0.05;*** p < 0.001;  p-value Mann-Whitney test; ¥ p-value Wilcoxon signed rank test; 6-Voronoi—a percentage
of hexagonal cones; SD—standard deviation; T—temporal; N—nasal; S—superior; I—inferior.

Compared with the initial acquisition, the mean final percentage of hexagonal cones
was significantly lower in all four retinal locations in the DR group, whereas only in the
temporal quadrant in the control group (p < 0.05; Table 5).

3.2. Retinal Artery Parameters

The mean initial lumen and the total diameter of the analysed retinal artery did not
significantly differ between groups (p > 0.05; Table 6), even though initially the mean of
both artery walls (wall 1 and wall 2) was thicker and the mean WLR and WCSA values
were significantly higher in the DR group compared with the controls (p < 0.05; Table 6).

In the 2-year follow-up, the increase in WCSA and WLR and the mean value of artery
walls was observed in the DR group; nevertheless, a statistically significant difference
concerned only the mean value of artery wall 1 (14.5 & 2.5 vs. 15.1 £ 2.3 (p = 0.009)) and
wall 2 (14.6 = 2.4 vs. 15.1 & 2.3 (p = 0.025)) in the initial and final acquisition, respectively
(Table 6). The control group observation revealed significant differences in the retinal artery
measurements, including increases in the mean value of artery walls and WCSA and WLR
parameters (see Table 6). However, the final WLR measurements of the controls remained
within the normal range.
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Table 6. Initial and final retinal artery measurements in 2-year observation time in the DR and the
control groups.

Initial Visit Final Visit p-Value p-Value

Paired Paired

Quadrants M (SD) M (+SD) p-Value M (+SD) M (+SD) p-Value - Tost - Tost

DR Control t-Test DR Control t-Test DR Control
LD (£8D) (1m) 92,6+ 187 959 104 0495 904+ 135 959 £ 132 0.155 0.180 0495
VD (£5D) (1m) 1190+ 174 1200 + 132 0.836 1208+ 172 1205 + 151 0953 0773 0.836
WALLL (£5D) (um) ~ 145** £25 12019 <0.001° 151+ 23 123%+18  <0.001 0.000 <0.001
WALL2 (£SD) (um) ~ 14.6** £ 2.4 12015  <0.001" 151+ =23 126 £17  <0.001 0.025 <0.001
WCSA (+SD) (um?) 4938 + 1358 41227+ 979 00331 5081 % + 1254 4268% + 978 0.017 0.480 F 0.033

WLR (+D) 0342% £ 0063 0251 £0015  <0001"  0343*+0048 02620032 <0001 0.202% <0.001 %

*p <0.05; ** p < 0.001; T p-value Mann-Whitney test; ¥ p-value Wilcoxon signed rank test; M—mean; SD—standard
deviation; LD—Ilumen diameter; VD—vessel diameter; WLR—wall-to-lumen ratio; WCSA—cross-sectional
wall area.

Figures 1 and 2 were taken from a DR patient in the initial part of the study and
during a 2-year follow-up. Images present lower cone density, regularity and higher
interphotoreceptor spacing (SM) after the follow-up period. Microvascular changes shown
in Figure 2 include thickening of the arteriole walls and increased WLR and WCSA in the
2-year observation time.

ROI1 | ROz | ROI3 | ROI4
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25000 /\
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15000
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pacingimicron) 792 | 78 | 7a7 | 782
x oozr | 1een | oger | 1rer
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ensityfmm)
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Figure 1. Image of the macular region with four retinal acquisitions, ROI (region of interest) for a DR
patient initially (upper) and after a 2-year time (lower) captured by rtx1™ AO retinal camera. Cone
analysis included: regularity (%), dispersion (%), density (cone/ mm?) and spacing (um).
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Figure 2. Image of the retinal artery of a DR patient captured by rtx1™ AO retinal camera in three
different acquisitions: ROI (region of interest), initially (upper) and after a 2-year observation time
(lower). The charts present the following parameters: Lumen diam—lumen diameter; Total diam—total
diameter; walll and wall2, WCSA—<cross-sectional wall area; —WLR—wall-to-lumen ratio.

3.3. Visual Acuity, Hbalc, FPG, CRT, Age, BMI Correlations

The relationships between changes in cone and retinal artery parameters and fac-
tors such as visual acuity, Hbalc, FPG, CRT, age and BMI were determined with Pear-
son correlation coefficients in the DR group (Table 7). There was a correlation between
BCVA deterioration and interphotoreceptor spacing (SM) changes (cone density decreases
r=0.6200 and r = —0.6779, respectively). Both parameters’ changes correlated with age
(r= —0.4639 for cone density and r = 0.4014 for cone spacing (SM)). In contrast, other factors,
such as CRT, Hbalc and BMI, presented no apparent correlation with the cone or retinal
artery measurements.
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Table 7. Correlation between changes in BCVA, CRT, HbAlc, FPG, age, BMI and cone and vascular
parameters in the 2-year-time observation using Pearson correlation analysis.

Change between Final and Initial Acquisition BCVA CRT Hbalc FPG Age BMI
MCD 0.6200 —0.0804 0.0804 0.1647 —0.4639 —0.1103
SM —0.6779 0.1385 —0.0113 —0.0977 0.4014 0.0602
Reg 0.1102 0.0860 —0.0680 —0.0599 —0.3150 —0.0986
6-Voronoi 0.1894 0.0886 0.0752 —0.0465 —0.1154 —0.0792
LD —0.3572 0.1484 0.0040 —0.1453 0.0978 0.2308
VD —0.2344 0.1538 0.0189 —0.1970 0.2123 0.2552
WALL1 —0.1344 0.0681 0.1624 —0.0692 0.2504 0.0162
WALL2 0.1387 0.1090 0.2105 —0.1347 0.2309 0.1706
WCSA —0.2022 0.1559 0.1507 —0.1105 0.2363 0.0960
WLR 0.3389 —0.1664 0.1353 0.0941 —0.0856 —0.0150

BCVA—best-corrected vision acuity; CRT—central retinal thickness; Hbalc—glycated haemoglobin Alc;
FPG—fasting plasma glucose; BMI—body mass index; MCD—mean cone density; SM—interphotoreceptor
spacing; Reg—cone regularity; 6-Voronoi—the percentage of hexagonal cones; LD—lumen diameter; VD—vessel
diameter; WLR—wall-to-lumen ratio; WCSA—wall cross-sectional area.

4. Discussion

This study used the rtx-1 AO fundus camera to assess and compare cone density and
retinal microvasculature in the 2-year follow-up period in diabetic and healthy volunteers.
The study included central retinal thickness measurements, BCVA, BMI evaluation and
blood parameters analysis.

Our findings indicated that cone density was significantly lower in the DR group than
in the control group in all four retinal quadrants. The research confirmed the previous
studies’ results [10,11,13-16], indicating a difference in the photoreceptor counts between
healthy and diabetic patients. Lammer et al. [6] proved no relevant change in the cone
density and spacing in DR; however, their study emphasised a consistent association
between the regularity of cone arrangement and DR presence.

We did not observe significant differences in cone parameters in the DR group in
all four retinal locations. These results were similar to the findings of multiple previous
studies [10,13,17,18]. In contrast with our findings, Cristescu et al. 2019 proved an asym-
metry between the cone density in horizontal and vertical meridians in DR and the control
group [14]; the authors indicated that the higher density of cones in the horizontal line
might be explained by the vision usage while reading. Moreover, in our study, the control
group presented a variability of cone density in four meridians (Table 2). In line with
our findings, Zaleska-Zmijewska et al. and Park et al. stated that the highest density
of cones among healthy patients was in the temporal quadrant [17,19]. Further studies
must determine this issue because of the discrepancy between cone densities across retinal
meridians in diabetic and healthy subjects.

Our study revealed increased interphotoreceptor spacing distance, decreased regular-
ity and cone rearrangement mosaic (evaluated by the percentage of hexagonal cones) in
DR patients compared with controls. Previous analyses indicated the same results [6,10,13].
Lammer et al. suggested that the cone regularity and mosaic changes may result from reti-
nal cell swelling in diabetic macular oedema (DME) [6]. As DME is related to photoreceptor
layer disruption [20], the history of DME may cause cone density loss. However, our study
eliminated a possible influence of DME on cone mosaic by excluding participants with pre-
vious anti-VEGF treatment. Apart from macular oedema, cone spacing and regularity may
be affected by retinal pathologies such as intraretinal cysts, extracellular fluid accumulation,
haemorrhages and hard exudates that may commonly appear in diabetes [10].

It is commonly known that microvascular architecture is affected by glucose levels and
blood pressure. In our study, in the microvasculature analysis, we observed thicker artery
walls, higher WLR and higher WCSA in diabetic patients than in healthy ones, with no
significant difference in the lumen and external diameter. Similar results were presented by
Ueno et al., suggesting that the stiffening of the collagen may cause vascular wall changes
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in diabetic patients due to advanced glycosylated products with collagen cross-linking
and by the growth of the muscle cells [9]. Our study involved an inquiry about coexisting
hypertension, but further examination using AO technology should be performed to assess
blood pressure influence on vascular changes in diabetic patients.

No other studies have analysed both cone and retinal changes over time among
DR and healthy patients. After two years of our research, we observed a significantly
lower cone density in the DR group compared with the controls. Moreover, we found a
lower correlation between cone densities in the retinal quadrants in the diabetic group.
It may suggest that the illness duration can be associated with a higher diversity of cone
parameters between different retinal locations.

In our 2-year-time study, we detected that an increase in interphotoreceptor spacing
cone regularity was significantly lower in all retinal locations in the examined group. As
was previously stated, no other observational studies have assessed changes in cone density
and arrangement in time; however, some papers have noted no correlation between cone
density and the duration of diabetes [6,13]. Our findings indicated lower cone density in
healthy and diabetic patients over time. Some authors have found a relationship between
cone parameters and age factors, but others have not found such correlations [6,19,21]. Our
study found that changes in the cone density measured over time were more minor in
the DR group than in the controls. Sex inequality in the DR and the control group was
considered a potential reason for the cone changes’ disproportion; nevertheless, multiple
studies deny sex influence on cone density [14,17].

Most differences in microvasculature parameters in the 2-year time in our study group
were slight and not statistically significant. The results may correspond with stable Hbalc
and FPG levels in the DR group, which indicated well-controlled diabetes in our study
group. There are no other studies analysing microvasculature retinal changes occurring
over time in diabetic and healthy patients, so it was complicated to compare our results.
However, studies have proven that the severity of diabetes significantly affects lumen
diameters and WLR [9,22,23]. It has been confirmed that photocoagulation leads to retinal
vessel narrowing, autoregulatory vasoconstriction and reduced retinal blood flow [24,25].
Moreover, Sugimoto et al. stated that anti-VEGF agents are responsible for ocular blood
flow diminishment [26]; thus, our study excluded patients with a history of anti-VEGF
treatment. The vascular changes in the control group may have been determined by an
increase in BMI, consistent with other previously published studies [12,27].

In the 2-year time analysis, we have proven a significant relationship between BCVA
decrease, age augmentation and deterioration of the AO parameters. Our findings align
with the results of Cheng et al., who demonstrated greater cone density and smaller
spacing in patients with better BCVA [28]. Age factor was already discussed in this article,
mentioning various study research opinions. Morphological variables in the diabetic group
were not significantly related to HbAlc levels. Our results were similar to those of several
other authors [9,10,13]; however, Lombardo et al. [15] and Arichika et al. [23] demonstrated
significant relation between cone and vascular morphology with HbAlc changes.

Study Limitations

This study faced several limitations. First of all, the study size could have been more
significant. It was mainly due to the difficulty in recruiting diabetic patients without
lens opacification and macular oedema, which can interfere with eye fixation and precise
AO image acquisition. Because the study was conducted between 2018 and 2021, the
sample size was affected by the COVID-19 epidemic situation. Secondly, the rtx-1 did
not allow for assessing the density of tightly packed cones in the centre of the fovea, so it
remained questionable whether the perifoveal cone loss corresponded to the centre of the
fovea [13]. Finally, the control group was relatively small, with sex and age imbalances,
mainly because of restricted exclusion criteria, no history of widespread diseases and the
unstable pandemic.

48



Diagnostics 2023, 13, 2513 11 0f 12

5. Conclusions

This study revealed significant differences in mean cone density, mosaic arrangement
and microvascular morphology between healthy and diabetic patients. In the 2-year follow-
up period, we detected photoreceptor loss and rearrangement in both groups. We found a
trend toward vascular morphological changes occurring over time in diabetic patients and
controls. To thoroughly compare changes in microvasculature and photoreceptor loss in the
duration of the disease, future studies with a larger sample size should be conducted. This
study may provide more insight into the DR progression assessment, with the potential for
earlier detection of diabetic pathologies.
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Omoéwienie:

W 2-letniej obserwacji, wykorzystujac technologie optyki adaptywnej,
wykonanywano skany przy pomocy funduskamery rtx1™. Poréwnano zmiang
morfologii, gestosci czopkdéw oraz zmiang morfologii naczyn siatkowki w grupie
pacjentow cukrzycowych z wynikami zdrowych pacjentow.

Juz na poczatku badania udowodniono, iz gestosé czopkow pacjentdw z cukrzyca
byta istotnie mniejsza niz w grupie kontrolnej. Wyniki byty zgodne z opublikowanymi
wczesniej doniesieniami [14, 48-52]. W grupie badanej nie zauwazano istotnej
statystycznie roéznicy W gestosci czopkow migdzy poszczegdlnymi kwadrantami, co
zgadzato si¢ z obserwacjami innych autorow [14, 53]. Udowodniono, ze rozpoznanie
cukrzycy wptywa na parametry czopkoéw- w tym regularnos¢ czy migdzyfotoreceptorowe
odstepy. W grupie kontrolnej zauwazono najwieksza gestos¢ czopkoéw w kwadrancie
skroniowym, co wcze$niej zaobserwowano w innych pracach [54].

Postugujac sie technikg optyki adaptywnej, zauwazono rdéznice w morfologii
naczyn pacjentow cukrzycowych i zdrowych oséb. Podobne wnioski prezentowano we
wczesniejszych badaniach, w ktorych zachodzace zmiany ttumaczono wptywem
wysokiego poziomu glukozy na strukture wiokien kolagenowych oraz komoérek
mig¢$niowych Sciany naczyn [55].

Innowacyjnos$¢ powyzszego badania polegata na tym, iz nikt wczesniej nie
poréwnywat jednoczasowo zmian fotoreceptorowych i mikronaczyniowych,
zachodzacych w toku trwania cukrzycy. W 2-letniej obserwacji parametry czopkowe
ulegly wiekszym zmianom w grupie badanej niz grupie kontrolnej. Zaprzeczyto to
wczesniejszym doniesieniom o braku wptywu czasu trwania cukrzycy na gestosé
czopkow [56].

Powyzsze badanie udowodnito istotne zwigkszenie grubosci $cian naczyn i WLR
w toku trwania choroby. Wyniki te sa zgodne z dotychczas istniejacymi publikacjami,
donoszacymi 0 wptywie zaawansowania cukrzycy na stan naczyn siatkowki [57-58].

Badano oddziatywanie zmian ostro$ci wzroku, poziomu glukozy, hemoglobiny
glikowanej (HbAlc), BMI oraz wieku na parametry fotoreceptorowe i naczyniowe.
Udowodniono, iz wigkszo$¢ wymienionych czynnikow pozostawata bez wptywu na
wyniki obserwacji prowadzonych za pomoca rtx1™. Niemniej jednak, w grupie badanej
zauwazono Korelacje spadku gestosci czopkow z pogorszeniem ostrosci wzroku. Podobng
zalezno$¢ prezentowano we wczesniejszych badaniach [59].
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2.4 Artykul: ,,Novel therapies for diabetic retinopathy”

Rutynowo leczenie retinopatii cukrzycowej polega na normalizacji poziomu
glikemii (za pomocg lekow doustnych i insulinoterapii), laserowej fotokoagulacji
siatkowki oraz doszklistkowej terapii preparatami anty-VEGF. W okreslonych
przypadkach, takich jak przewlekty krwotok doszklistkowy czy odwarstwienie siatkowki,
metoda z wyboru jest operacja witrektomii z jednoczasowa fotokoagulacja siatkéwki i
podaniem przeciwciata anty-VEGF.

Analizowano rolg terapii, obnizajacej ci$nienie t¢tnicze krwi oraz lekow
hipolipemizujgcych w hamowaniu rozwoju i progresji retinopatii cukrzycowej [24, 60,
61, 62]. Wyniki badan nie udowodnity jednoznacznego wptywu nadci$nienia tetniczego i
dyslipidemii na nasilenie cukrzycowych zmian na dnie oka. Rola terapii hipotensyjnej i
hipolipemizujacej w leczeniu DR pozostaje kontrowersyjna.

Innowacyjne leczenie retinopatii cukrzycowej oparte jest na alternatywnych
substancjach, takich jak: kininogenaza pochodzenia trzustkowego, antyoksydanty
(dobesylan wapnia (ang. calcium dobesilate- CaD), N-acetylocysteina (ang. N-
acetylcysteine- NAC)), kurkumina) czy skwalamina. Protekcyjny efekt wymieniononych
preparatow polega na hamowaniu angiogenezy i zmniejszeniu stresu oksydacyjnego
[37,38,63].

Trwaja badania nad innymi, nowoczesnymi mozliwo$ciami terapeutycznymi
retinopatii cukrzycowej. Pozytywne doniesienia dotyczg terapii genowej, zastosowania
mezenchymalnych komoérek macierzystych, przeszczepow wysepek trzustkowych czy

doustnych inhibitorow SGLT2 (ang. Sodium-dependent glucose transporter 2) [64-67].

Praca Pogladowa.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by high blood glucose levels as well
as microvascular and macrovascular changes. According to the latest statistics the growth of DM inci-
dence is very fast. Diabetic retinopathy (DR) — one of the common DM complications — is the leading
cause of blindness among professionally active people. Traditional treatment of DR including drugs
controlling hyperglycemia, laser therapy, vitrectomy, and intravitreal injections of anti-VEGF is effec-
tively administered with the effect of neovascularization and macular edema prevention. However, new
potential DR therapies — focusing on a longer therapeutic effect and potentially fewer side effects — are
being widely investigated. Gene therapy — targeting retinal vasculopathy or targeting retinal protection,
mesenchymal stem cell injections, SGLT2 inhibitors, and islet cell transplantation have been proved to
stop DR progression. The majority of the new treatment research was performed on an animal model
and did not reach the final study stage. A further future human model and randomized studies with

optimized delivery vectors will hopefully confirm positive outcomes of the new DR therapies.

Key words: diabetic retinopathy, gene therapy, mesenchymal stem cells, SGLT2 inhibitors, islet

cell transplantation.

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a rapidly growing chronic
metabolic disease. DM onset and progression are related
to hyperglycemia, microvascular and macrovascular com-
plications caused by insulin secretion defect and/or its bi-
ological function disorder [1]. DM is divided into 3 main
groups: DM type 1, type 2, and gestational DM [2]. Type 1
DM is caused by an autoimmune condition attacking the
patient’s own insulin-producing beta cells, type 2 DM de-
velops from gradual insulin insensitivity and a decrease in
insulin production [1]. Gestational DM is only diagnosed
in pregnant women and shares similar pathophysiology
with type 2 DM [2]. A significant growth of DM incidence
is being observed. According to a prevalence study in 2019
there were approximately 463 million DM patients global-
ly and this figure was expected to increase to 700 million
patients in the following 25 years [3].

Long term progression of the disease affects critical
organs’ functions. Diabetic retinopathy (DR) is one of
the common complications of diabetes. Hyperglycemia
can damage the blood-retinal barrier and cause leakage
of blood from the central retinal artery, ciliary vessels,
and the deep layers of the retina, which triggers ischemic
changes in the surrounding retina [4]. The local retinal
ischemia causes proliferation of new vessels, which can
lead to tractional retinal detachment and resultant vision

(Cent Eur J Immunol 2022; 47 (1): 102-108)

loss. With successful general diabetic treatment vision acu-
ity can be maintained at an acceptable level. However, ac-
cording to Semeraro et al. blindness will inevitably occur
in about 10% of DR patients [5].

Diabetic retinopathy is divided into non-proliferative
diabetic retinopathy (NPDR) and proliferative diabetic reti-
nopathy (PDR). Currently two categories are classified into
six stages. Nonproliferative diabetic retinopathy (NPDR)
includes stage I: microangioma and small bleeding points,
stage II: hard exudates, and stage III: cotton wool spots.
Proliferative diabetic retinopathy (PDR) includes stage
IV: neovascularization, vitreous hemorrhage, stage V: fi-
brovascular proliferation, vitreous organization, and stage
VI: retinal detachment and resultant blindness caused by
stretching [4]. Patients with NPDR are usually asymptom-
atic and they do not complain about any vision problems.
However, when visual impairment occurs, the effective-
ness of NPDR treatment is poor [6]. In comparison to
NPDR, PDR can cause severe vision loss and lead to com-
plete blindness. Prevalence of DR inevitably corresponds
to DM duration. Some research proved that NPDR was
present in 25% of patients in 5 years after DM diagnosis,
in 60% at 10 years and 80% at 15 years [7]. On the other
hand, PDR was found in 2% of patients with DM duration
of less than 5 years and in 15.5% of patients who had DM
for 15 years or more [8].
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Traditional therapies for diabetic
retinopathy

Traditional DR therapies include laser therapy, vitrec-
tomy and drugs including anti- vascular endothelial growth
factor (VEGF) components and steroids. Supplementary
treatment involves controlling glucose, lipid blood levels
and hypertension treatment.

Anti-VEGF intravitreal injections are useful in visu-
al acuity improvement in patients with diabetic macular
edema (DME). Moreover, the injections are proved to be
as effective as panretinal photocoagulation at controlling
the complications of PDR, with fewer side effects [9].
Aflibercept, bevacizumab and ranibizumab are the three
main types of anti-VEGF agents, but only aflibercept and
ranibizumab are authorized for use in DME treatment [10].
Recently new drugs such as brolucizumab, faricimab, and
conbercept are being tested in clinical trials as potential
next-generation anti-VEGF treatment for DME [11].

DR treatment involves intravitreal injections of ste-
roids — triamcinolone acetonide, fluocinolone acetonide,
dexamethasone sodium phosphate — by using their anti-in-
flammatory effects. According to DRCR Protocol I, the
effect of intravitreal triamcinolone and laser was equiva-
lent to that of ranibizumab (RBZ) and laser in a 24-week
observation study; however, triamcinolone’s effect started
to decline because of cataract formation [12]. The study
investigating fluocinolone inserts proved better effec-
tiveness of the drug in patients with chronic DME than
in non-chronic DME [13]. This may indicate that chronic
DME is chemokine driven whereas non-chronic DME is
VEGEF driven. It suggests that anti-VEGF drugs may be
a better treatment option for non-chronic DME and ste-
roids should be used in chronic DME.

As was previously stated, intravitreal inserts of steroids
lead to visual improvement in DME and PDR; however,
they are a second-line treatment because of their side ef-
fects — intraocular pressure rises and cataract formation.

Laser therapy is applied mainly in patients with pro-
liferative eye fundus changes. Multiple studies emphasize
the importance of laser therapy in risk reduction of visual
loss. According to Jiang et al., panretinal photocoagulation
(PRP) can inhibit neovascularization, improve macular
edema and vision, and prevent deterioration of the disease
[14]. However, laser therapy has limitations and potential
complications such as vitreous hemorrhages and retinal
cell destruction. Post-PRP destruction of retinal cells may
result in permanent scotomas in the visual field, worse
night vision and slow light-to-dark adaptation [15, 16].

Vitrectomy is a possible therapeutic choice in DR cases
with retinal neovascularization and intravitreal hemorrhag-
es. Multiple studies have assessed the efficiency of vit-
rectomy in prevention of visual loss. Nathan et al. proved
that early vitrectomy performed in type 1 diabetes resulted
in visual acuity of 10/20 or more in 36% of eyes, whereas

Novel therapies for diabetic retinopathy

in 12% of eyes with no attempt of vitrectomy the visual
acuity remained the same [17]. According to Brinisteanu
et al. there is no significant difference in efficacy of retinal
repair between the less invasive technique of 23G vitrecto-
my and 20G vitrectomy [18].

As glycemia is the major risk factor for developing ret-
inopathy, control of blood glucose seems to be important
in DR treatment and prevention. A study by Chew et al.
revealed that glycemic control reduced the risk for DR pro-
gression by 33% [19]. However, it was proved that a positive
effect of low blood glucose levels was observed mainly in
early stages of DR, as moderately severe nonproliferative
diabetic retinopathy has been defined as the level beyond
which no further effect of intensified insulin therapy achieves
any benefit over a 6-year period in type 1 diabetes [20].

Hypertension is a well-known risk factor for several
chronic conditions such as DM. There have been several
studies investigating a potential beneficial role of hyper-
tension treatment in DR prevention. Estacio ef al. [21] and
Schrier et al. [22] revealed no difference between intensive
and moderate blood pressure (BP) control with DR progres-
sion in diabetic patients. However, Do et al. in 2015 proved
a benefit of more intensive blood pressure control interven-
tion with respect to 4- to 5-year incidence of diabetic retinop-
athy [23]. Further studies conducted in 2020 suggested that
tighter control of BP in participants with both hypertension
and diabetes may be helpful in DR prevention [24].

Dyslipidemia is another potential modifiable risk factor
of DR progression. Nielsen et al. proved that DM patients
with statin therapy had 40% lower risk of DR develop-
ment in comparison with DM patients with no dyslipidemia
treatment [25], whereas other observational studies found
no benefit of statins on diabetic retinopathy incidence
[26]. However, some studies emphasize a role of another
lipid-lowering agent, fenofibrate, in DR development and
progression. Although the mechanisms of the positive feno-
fibrate effect are not entirely clear, FIELD and ACCORD
trials proved that the drug delays DR progression [27].

Alternative drug therapies

Alternative drug therapy in DR consists of agents such
as pancreatic kininogenase, antioxidants (calcium dobesi-
late (CaD), N-acetylcysteine (NAC), curcumin, resvera-
trol) or squalamine. According to the study by Lin et al.
pancreatic kininogenase proved to be effective in NPDR
treatment by improving microcirculation, anticoagulative
and thrombolytic effects [28].

Calcium dobesilate with its antioxidant, antiapoptotic
potential is an angioprotective agent that can be used to
halt neovascularization and prevent DR progression. Anti-
VEGEF agents are a commonly used therapeutic option in
DR treatment. Intravitreal injections of anti-VEGF by in-
hibiting vascular proliferation improve PDR patients’ vi-
sual acuity and stop progression of the disease.

Central European Journal of Immunology 2022; 47(1) 103
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N-acetylcysteine is an antioxidant scavenging reac-
tive oxygen species (ROS). Moreover, NAC inhibits the
inflammatory process and angiogenesis by decreasing
expression of pro-inflammatory and pro-angiogenic mol-
ecules — ICAM-1 and interleukin (IL)-8 — in activated en-
dothelial and epithelial cells [29]. As diabetic retinopathy
pathogenesis relies on both oxidative stress and angiogen-
esis, NAC revealed satisfactory effects in prevention of
DR progression and became an alternative supplement of
DR therapy [30].

Curcumin is a natural antioxidant affecting free radi-
cals in multiple mechanisms. It inhibits angiogenesis by
decreasing levels of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) and in-
creasing the levels of the anti-oxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase [31]. By normalizing diabet-
ic microvasculature- reducing vessel tortuosity, shrinkage
and micro-aneurysms creation curcumin is a supplementa-
ry therapeutic agent in DR treatment [31].

Resveratrol is a natural polyphenol and antioxidant
that can be found in the skin of red grapes and red wine.
Brakenhielm et al. [32] demonstrated the inhibition of
neovascularization after orally administered treatment of
resveratrol. It protects retinal epithelium cells from in-
duced cell death; moreover it can reverse the apoptosis and
oxidant production generated by benzo(e)pyrene, a toxic
component of cigarette smoke [32]. Both antiangiogenic
and antiapoptotic effects of resveratrol are used in cardio-
vascular diseases and diabetic retinopathy treatment.

Topically used squalamine — an inhibitor of multiple
growth factors such as PDGF (platelet-derived growth
factor) and b-FGF (basic fibroblast growth factor) — was
proved to enhance post-anti-VEGF visual improvement in
DR patients; squalamine efficacy in diabetic macular edema
(DME) treatment is being assessed in clinical trials [33].

Emerging therapies
Gene therapy

Gene therapy is based on the expression of a specific
transgene in order to minimize or cure a medical condition

Angiotensin, endostatin, tissue
inhibitor metalloproteinase-3,
calreticulin antiangiogenic

(CAD) injections (HGFK1) injections

Flt23k intraceptor miR-15b
injections injections

Fig. 1. Gene-specific targeting in retinal vasculopathy

Amino-terminal fragment
(ATF) and kringle 1 domain
of hepatocyte growth

VEGF
decrease

with minimal possible side effects. Gene augmentation,
gene-specific targeting and genome editing are commonly
used methods of gene therapy [34].

In comparison to other organs, the eye is immune-priv-
ileged, so only a few inflammatory events are associated
with the introduction of viral particles [35]. Moreover, the
eye is a relatively small compartment, so it needs only
low doses of a vector for gene delivery [35]. These factors
enabled gene-specific targeting to become an alternative
option in DR treatment.

There are two groups of genes that have been studied
as potential objects for DR gene therapy — targeting retinal
vasculopathy and targeting retinal protection.

Selecting the first group of genes aimed to decrease
neovascularization and promote angiogenesis by inter-
fering in the intraocular VEGF pathway. F1t23k is an
anti-VEGF intraceptor that can interfere with the VEGF
pathway and reduce VEGF secretion intracellularly [36].
There have been multiple studies based on animal models
examining the efficacy of Flt23k injections in DR progres-
sion. Zhang et al. in 2015 proved that adeno-associated
virus (AAV)-mediated injections of FIt23k inhibit murine
choroidal neovascularization [37]. Several studies proved
that AAV2 is the preferable vehicle as it is the focus in the
regulation of VEGF signaling [35].

Gene therapy decreasing neovascularization involves
microribonucleic acids (RNAs) (miRs). MiRs associated
with VEGF were studied as a potential drug preventing
PDR. Yang et al. found that miR-15b regulates the ex-
pression of VEGF by targeting the 3'-untranslated regions
to inhibit their transcription [38]. The study proved that
miR-15b expression has an influence on angiogenesis;
however, Yang et al. used rats as a PDR animal model and
further human based research is required.

Another way of targeting retinal vasculopathy is to use
agents with antiangiogenic potential. AAV-mediated in-
jections of pigment epithelium-derived factor (PEDF) suc-
ceeded in VEGF level decrease and DR progression [37].
Transduction of AAV-mediated endogenous agents such
as angiotensin, endostatin, tissue inhibitor metallopro-
teinase-3 and calreticulin antiangiogenic domain (CAD)
was found to inhibit retinal neovascularization in animal
model-based research [12]. DR gene therapy includes in-
hibitors of cell proliferation such as amino-terminal frag-
ment (ATF) and kringle 1 domain of hepatocyte growth
(HGFK1); retinal transduction of the following molecules
was found to reduce retinal neovascularization in mice
models [39, 40] (Fig. 1).

AAV-mediated vectors inhibiting vasopermeability
such as sFlt-1 and vasoinhibin were reported as potential
DR gene treatments. Injections of these molecules resulted
in reduction of blood-retinal barrier breakdown and en-
hanced some of the retinal functions [41, 42].

The second group of genes that became a target for
DR comprises the genes responsible for retinal protection.
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The treatment is based on affecting oxidative stress and
apoptosis reduction and its indications are limited to initial
stages of DR.

A significant increase of early growth response 1
(EGR1) expression in vascular cells has been observed in
patients with high blood glucose levels. Ao et al. based on
this observation used an AAV vector encoding small hair-
pin RNAs (a molecule silencing gene expression) directed
against EGR1 which succeeded in retinal cell apoptosis
reduction [43].

Hyperglycemia in diabetes suppresses autophagic ac-
tivity in diabetes. Mao et al. arrested DR progression in rat
models by enhancing the expression of microtubule-asso-
ciated protein 1 light chain 3-II, a molecule responsible for
autophagic activity detection [44].

There were successful trials based on using inhibitors
of membrane attack complex to protect retinal neurons
from apoptosis. A soluble CD59 (sCD59) — an inhibitor of
membrane attack complex — reduced blood-retinal barrier
breakdown and vascular leakage by 60% compared with
the control group in a mouse model study by Adhi et al.
[45]. Furthermore, soluble CD59 was proved to activate
retinal glial cells, which are responsible for retinal gangli-
on cells’ (RGCs) protection from apoptotic stimuli [45].

DR gene therapy targeting retinal protection uses in-
jections of neurotrophic factors. Intravitreal admission of
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) or erythropoi-
etin (EPO) may induce positive neuroprotective effect by
preventing blood-retinal barrier disruption and neuronal
apoptosis [25]. Manganese-dependent superoxide dismutase
(MnSOD) delivery was also investigated as a potential way
of DR gene therapy by decreasing oxidative stress [35].

The development of DR involves oxidative stress-re-
lated signaling pathways. MiR-200b, a miRNA, may reg-
ulate oxidative stress-related factor oxidation resistance 1
(Oxrl). Yu et al. in their research found that small nucleo-
lar RNA host gene 4 (SNHG4) interacts with miR-200b and
inhibits cell apoptosis in DR by upregulating Oxr1 [46].

The renin-angiotensin system (RAS) has been widely
studied as a potential pathway for DR treatment. It was
proved that RAS inhibitors may be useful in diabetic pa-
tients; however, RAS inhibitors currently in use cannot
completely prevent the RAS neurodegenerative effect be-
cause of the presence of local angiotensin II [29]. Intrav-
itreal injections of AAV-mediated angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2), angiotensin-(1-7) and the Mas receptor
decreased vascular leakage, inflammation and oxidative
stress in diabetes-induced rodents [47] (Fig. 2).

Current studies are finding each year new possible
pathways for gene therapy. However, there are multiple
limitations of the treatment such as complexity of patho-
genesis, safety of the vector delivery of the transgenes, and
patient selection due to disease progression.

Mesenchymal stem cells

New DR therapy studies are focusing on the possible
regenerative potential of retinal pigment epithelium (RPE).
Many ocular diseases such as corneal limbal stem cell defi-
ciency, age-related macular degeneration (AMD), glauco-
ma, and retinal dystrophies have been proved to be a target
of stem cell therapies [48].

According to Gaddam er al. endothelial progenitor cell,
embryonic stem cell and mesenchymal stem cell treatment
could be a viable option as a prevention of retinal neovas-
cularization and promotion of retinal regeneration in DR
[49]. Mesenchymal stem cells (MSC) are found in a vari-
ety of different tissues and they have multi-differentiative
potential. Due to the simple procedure of isolation and
propagation mesenchymal cells derived from bone mar-
row (BMSCs) are the most commonly used MSCs [50].
BMSCs’ repair potential is based on the ability to express
basic fibroblast growth factor (bFGF) and ciliary neuro-
trophic factor (CNTF).

According to the Huang et al. study endothelial pro-
genitor cells, mesenchymal stem cells and hematopoietic
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stem cells induce endothelial cell damage repair and halt
new pathological retinal vessel formation [50]. The authors
did not include adult stem cells and induced pluripotent
stem cells in their investigation process, which could be
verified in further trials in the future.

In the Huang et al. research streptozotocin (STZ)-in-
duced rats were intravitreally injected with BMSCs and
CNTF, to study whether the combination of two agents
can enhance the viability of transplanted BMSCs [50].
The research emphasizes the dominant role of CNTF by
comparison of BMSC differentiative potential with or
without inductive factors pretreatment. Previously CNTF
was proved to prolong the perseverance of RPE cells by
JAK/STATS3 signaling pathway activation. Huang et al.
revealed that CNTF admission alone could influence reti-
nal regeneration by inducing the expression of rhodopsin
— both on post-injection days 14 and 21 [50]. The study
revealed that CNTF supplement can promote BMSCs’ cy-
tokine secretion and therefore accelerate RPE cell regen-
eration [50]. Moreover, it was proved that CNTF promote
BMSCs’ differentiation into RPE cells — crucial cells in
retinal damage repair. The research did not study whether
multiple injections could enhance the possible treatment
effect, or whether there is a correlation between concen-
tration of CNTF and the final effect. These missing aspects
merit further investigation in the future.

SGLT2 inhibitors

Sodium-dependent glucose transporter 2 (SGLT2) in-
hibitor is a new antidiabetic drug, included in the family
of sodium-glucose transporters. It controls hyperglycemia,
hypertension and hyperlipidemia; therefore it is mainly
dedicated to diabetic patients at risk of developing chronic
heart failure. Recent studies have revealed that SGLT2 is
found not only in the proximal convoluted tubules S1 and
S2 in kidneys but also in the lens and the retina [51].

SGLT?2 plays the role of a retinal glucose sensor;
Na*-dependent glucose cellular concentration causes peri-
cytes swelling, destruction and increased retinal vascular
leakage [52]. By preventing pericyte swelling SGLT2 in-
hibitor postpones vascular changes and could be a success-
ful treatment choice in an early stage of DR.

Vascular diameter changes play a significant role in
development and progression of DR. Multiple studies have
proved that wall to lumen ratio (WLR) and cross-sectional
area of arteriolar wall growth correlate with the onset and
the severity of DR [53]. Green et al. studied dapaglifloz-
in influence on the retinal microvasculature and found no
increase in the retinal wall-cavity ratio after the treatment
[54]. Moreover, the study emphasized dapagliflozin’s role
in the retinal capillary flow decrease and vascular hyper-
emia prevention.

Several studies revealed a possible connection between
SGLT2 expression and the sympathetic nervous system
(SNS), as early autonomic disorders have been found in

DR patients. SNS activation, which is indicated by norepi-
nephrine occurrence, increases kidneys’ SGLT2 expres-
sion and correlates with nerve damage in the outer layer
of the retina [54]. However, these interactions should be
investigated thoroughly in further clinical studies.

Although SGLT?2 has wide therapeutic potential in
general diabetic treatment, its efficacy as a DR drug has
been evaluated only in animal model-based studies and
should be examined in future research.

Islet cell transplantation

Islet cell transplantation (ICT) has been commonly
used in diabetes treatment since the early 1990s. Extensive
research has tried to examine the effectiveness of pancreas
transplantation in DR therapy, supporting the stability of
retinal changes after the procedure [55]. Thompson et al.
conducted a prospective, crossover, cohort study compar-
ing medical treatment and islet cell transplantation efficacy
in DR progression prevention in a 3-year follow-up. The
44 patients were 20 to 65 years of age, with a history of
more than 5 years of diabetes duration; they underwent
multiple eye fundus examination with possible macular
edema evaluation [56]. Progression was defined as a need
for laser treatment or one step worsening along the inter-
national disease severity scale [56].

The results revealed significant discrepancies in both
groups. Posttransplant patients had better hyperglycemia
control and progression was observed more often in the
medical group than in ICT subjects (12.2% vs. 0%) [56].
Possibly the better effect of IST may be due to the increase
of retinal blood flow after the therapy [57]. There was
a significant difference between the two groups in post-
ICT immunosuppression, which did not have any previ-
ously documented effect on DR progression.

Although Thompson et al. found that DR progression
is less probable in post-ICT patients than after intensive
medical therapy usage, their study was not randomized
and the determination of endpoints was not masked, which
should be changed in the future.

Conclusions

Traditional therapies including drugs controlling hy-
perglycemia, laser therapy, vitrectomy, and intravitreal
injections of anti-VEGF are widely applied in DR patients
with satisfactory therapeutic effects. Although these treat-
ments are effective in retinal neovascularization or retinal
macular edema prevention, they have some limitations
in clinical application. New therapies are bringing new
mechanisms such as gene control, enhancement of regen-
erative potential of retinal pigment epithelium focusing on
the minimal possible side effects. Recent treatments were
proved to be successful in pathological neovascularization
prevention; however, most of the therapeutic studies re-
mained at the basic research stage or were conducted on
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animal models. Hopefully, more randomized, human based
studies will be carried out in the future with high-quality
positive clinical therapeutic evidence.

The authors declare no conflict of interest.
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Omoéwienie:

Terapia genowa znajduje zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny z coraz
wiekszym powodzeniem. Geny wykorzystywane w terapii retinopatii cukrzycowej majg
dwa cele- hamowa¢ neowaskularyzacj¢ za posrednictwem szlaku VEGF oraz dziata¢
protekcyjnie wobec siatkdwki przez zmniejszenie stresu oksydacyjnego i redukcje
apoptozy komorek.

Terapia genowa, hamujaca neowaskularyzacjg, wykorzystuje intrareceptor anty-
VEGF-FIt23k, kwasy mikrorybonukleotydowe (mi-RNA), czasteczki mediowane
wirusami zaleznymi od adenowiruséw (ang. Adeno-associated viruses-AAV) zawierajace
czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkowki (ang. Pigment epithelium
derived factor- PEDF) oraz wiele innych [68, 69]. Protekcje siatkowkowa zapewniajg
doszklistkowe iniekcje AAV- mediowanym inhibitorem konwertazy angiotensyny 2 (ang.
Angiotensin-converting enzyme 2- ACE2), angiotensyna 1-7, MAS receptorem, a takze
doszklistkowe podanie neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang. Brain-
derived neurotrophic factor- BDNF) czy erytropoeytyny. [70,71].

Kolejna alternatywna terapia retinopatii cukrzycowej bazuje na wykorzystaniu
potencjalnej regeneracji komorek nabtonka barwnikowego siatkéwki z zastosowaniem
mezenchymalnych komorek macierzystych. Dotychczasowe badania na szczurach
wykazaty, iz pochodzace ze szpiku kostnego komoérki macierzyste (ang. Bone marrow
mesenchymal stromal cells- BMSCs) przyspieszajg regeneracje RPE [72].

Zahamowanie progresji retinopatii cukrzycowej zaobserwowano po zastosowaniu
inhibitorow SGLT2 oraz po przeszczepie wysepek trzustkowych. Jednak analizg
skuteczno$ci tych terapii oparto na badaniach nierandomizowanych lub z
wykorzystaniem zwierzat, dlatego wymagaja one dalszej weryfikacji w przysztosci
[73,54].
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3. Dyskusja

Zgodnie z definicja WHO, cukrzyca to grupa choréb metabolicznych,
charakteryzujaca si¢ hiperglikemia z powodu niedoboru lub nieprawidtowej sekrecji
insuliny. Przewlekle podwyzszony poziom glukozy we krwi nieodwracalnie zaburza
strukturg 1 funkcje organow, takich jak oczy, nerki, serce, uktad nerwowy czy uktad
naczyniowy [74].

Nieprawidtowa masa ciala, siedzacy tryb zycia, ograniczona aktywnos¢ fizyczna
przyczyniaja si¢ do coraz wigkszego rozpowszechnienia rozpoznania choroby i
koniecznosci leczenia jej wieloorganowych konsekwencji.

Retinopatia cukrzycowa jest powiklaniem, wynikajacym ze zmian na poziomie
mikronaczyniowym. Rozwdj choroby nastgpuje powoli i bezobjawowo- nawet w
zaawansowanych stadiach pacjent moze nie zauwazy¢ pogorszenia ostrosci wzroku.
Niemniej jednak, DR dotyczy nawet 1/3 pacjentow z cukrzycg, doprowadzajac do utraty
widzenia u 80 % z nich [75,76]. Szacuje sig¢, iz po okoto 30 latach trwania choroby az u
90 % chorych stwierdza si¢ liczne zmiany na dnie oka, w tym cukrzycowy obrzek plamki
[77]. Dlatego screening bezobjawowych chorych jest niezbedny w prewencji rozwoju
nieodwracalnych zmian w narzadzie wzroku.

Patofizjologia retinopatii cukrzycowej jest procesem ztozonym. Zmiany na
poziomie siatkdwki dotycza zarowno mikrowaskulatury, jak i komorek nerwowych
[78,79]. Procesy neurodegeneracyjne i waskulopatia sg warunkowane przez liczne szlaki
powiazane z aktywno$cig PKC, VEGF czy leukostazg, ktérych wspolnym mianownikiem
jest stres oksydacyjny. Wyzej wymienione mechanizmy majg wspdlne substraty, enzymy
1 czesto dziatajg na zasadzie sprzezenia zwrotnego.

Zmiany mikronaczyniowe siatkdwki rozpoczynajg si¢ od patologii w obrgbie
blony podstawnej (ang. Basement membrane- BM). W wyniku zwigkszonej syntezy
kolagenu 1V, fibronektyny, lamininy dochodzi od pogrubienia BM, a w konsekwencji do
zaniku perycytow [80].

Od lat badana jest kolejnos¢ wystgpienia zmian mikronaczyniowych i procesow
neurodegeneracyjnych. Wedtug wielu autoréw chronologia tych mechanizmow nie jest
spojna [81]. Zmiany neurodegeneracyjne dotyczg zarowno tkanki nerwowej, jak i
glejowej. Dochodzi do apoptozy komoérek nerwowych, aktywacji mikrogleju, co skutkuje
zmniejszeniem grubosci warstwy wlokien nerwowych, komoérek zwojowych 1 warstwy
splotowatej wewnetrznej [82]. Funkcjonalne zaburzenia siatkowkowe w przebiegu DR
mozna zaobserwowa¢ w calopolowym badz wieloogniskowym badaniu
elektroretinografii (ang. Electroretinography- ERG).

Naukowcy podkreslaja podobne pochodzenie etiologiczne siatkéwki 1 kory
mobzgowej, sugerujac powigzanie zaburzen funkcji wzrokowych (obnizenia czucia
kontrastu, zaburzenia widzenia barw 1 gorszego widzenia w ciemnosci) z pogorszeniem
procesow neurokognitywnych w przebiegu cukrzycy [83].

Znajomos¢ procesoOw uszkodzenia fotoreceptordw 1 naczyn siatkowki jest cenng
wiedza, niezbgdnag zaréwno do tworzenia nowych narzedzi diagnostycznych, jak i
nowoczesnych schematow terapeutycznych.

Standardem rozpoznania i monitorowania retinopatii cukrzycowej jest badanie
dna oka (przy pomocy oftalmoskopii posredniej lub bezposredniej), angiografia
fluoresceinowa oraz optyczna koherentna tomografia.

Do niedawna proces diagnostyczny pacjenta z podejrzeniem retinopatii
cukrzycowej kazdorazowo zaczynat si¢ od wykonania angiografii fluoresceinowej. FA
jest badaniem obrazujgcym mikrotetniaki, wysigki twarde, ogniska waty, anomalnie
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naczyniowe, obszary przecieku i hipoperfuzji, a takze pozwala okresli¢ postaé
cukrzycowego obrzeku plamki (ogniskowy, rozlany, niedokrwienny DME).

Ze wzgledu na konieczno$¢ podania kontrastu, FA nie jest wskazana w
przypadkach takich jak: cigza (1 trymestr) i karmienia piersig, odczyn alergiczny po
fluoresceinie w wywiadzie, ci¢zka niewydolno$¢ nerek czy stan po swiezym zawale lub
udarze. Inwazyjno$¢ angiografii ogranicza zastosowanie badania w monitorowaniu
przebiegu DR.

Wedlug wytycznych EURETINY ze wzgledu na mozliwos$¢ czestego powtarzania
testu, najlepszym narzgdziem diagnostycznym do oceny morfologii siatkowki jest OCT
(w tym z opcja uwidaczniajgca naczynia, czyli angio-OCT) [84]. OCT charakteryzuje si¢
tatwym i szybkim wykonaniem, jest badaniem nieinwazyjnym i powtarzalnym. W
przebiegu makulopatii cukrzycowej badanie optycznej koherentnej tomografii pozwala
oceni¢ centralng grubo$¢ siatkowki (ang. Central retinal thickness- CRT), zobrazowac
przestrzenie ptynowe $rod- i/lub podsiatkowkowe oraz patologiczne struktury, takie jak
klebki waty, wysieki twarde czy mikrotetniaki. Monitorowanie zmienno$ci wartosci CRT
jest waznym elementem oceny skutecznosci terapii DME. Wzrost grubosci siatkowki
oznacza zwigkszenie obrzeku i niepowodzenie leczenia, jednak mniejsze CRT moze by¢
konsekwencja nie tylko efektywnosci zastosowanych lekow, ale takze obecnosci
niedokrwiennej postaci DME [85].

Angiografia optycznej koherentnej tomografii- OCTA- jest innowacyjna,
bezkontrastowa metoda obrazowania przeptywu krwi w naczyniach siatkowki oraz
choriokapilarach. W przeciwienstwie do angiografii fluoresceinowej i indocyjaninowej
(ang. Indocyanine green angiography- ICGA) OCTA jest badaniem nieinwazyjnym i
statycznym. Obraz angio-OCT jest staty w czasie, w przeciwienstwie do FA i ICGA, w
ktorych wizualizacja naczyh zmienia si¢ w kolejnych minutach badania, w zaleznosci od
przeptywu barwnika [86].

W trakcie badania OCTA tworzony jest skan splotow naczyniowych siatkowki-
powierzchownego (ang. Superficial capillary plexus-SCP), glebokiego (ang. Deep
capillary plexus-DCP) oraz choriokapilar i naczyn siatkowki. W poréwnaniu do
tradycyjnej angiografii angio-OCT w doktadniejszy sposob ocenia tozysko naczyniowe i
obszary awaskularne, ale ogranicza si¢ do oceny strefy okotoplamkowej z pominigciem
obwodu siatkowki.

OCTA pozwala na wykrycie zaburzen mikrokrazenia na bardzo wczesnym etapie
retinopatii cukrzycowej. Przewaga angio-OCT nad FA w diagnostyce DR polega na
obrazowaniu patologii mikronaczyniowych nie tylko na poziomie splotu
powierzchownego, ale takze glebokiego [87]. Zmiany w DCP sg jednymi z pierwszych
obserwowanych w rozwoju mikroangiopatii cukrzycowej, co wiecej, wedtug licznych
prac, stanowig one wazny czynnik predykcyjny co do dtugoterminowej ostro§ci wzroku
pacjenta [88].

Oproécz nieprawidlowos$ci naczyniowych (mikrotetniakow, petli naczyniowych
itp.), OCTA stuzy do oceny zlewajacych si¢ ze sobg obszaréw niedokrwienia. Ubytki
naczyniowe doprowadzaja do poszerzenia dotkowej strefy beznaczyniowej (FAZ), ktorej
powierzchnia istotnie zwigksza si¢ w przebiegu DR w poréwnaniu ze zdrowymi osobami
[89,90].
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Ze wzgledu na brak dynamicznego charakteru i ograniczenie przestrzenne
badania, ktore cechujg angio-OCT, OCTA jest jedynie uzupeiniajacym narzedziem w
trakcie rozpoznania DR. Zgodnie z wytycznymi EURETINY angio-OCT, jako badanie
szybkie i nieinwazyjne, jest rekomendowane w monitorowaniu stopnia uszkodzenia
struktur naczyniowych siatkowki i naczyniowki [84].

Nowoczesnym narzedziem, shuzacym do oceny mikrowaskulatury i zmian na
poziomie komorek nerwowych siatkowki, jest technologia optyki adaptywnej.
Urzadzenia wykorzystujace AO pozwalaja na detekcj¢ wezesnych patologii,
niemozliwych do uchwycenia przy pomocy zadnego innego badania.

Technologia AO zostata wynaleziona w roku 1953, znajdujac zastosowanie w
latach 70-tych w przemysle militarnym [91]. Pod koniec XX wieku po raz pierwszy
skorzystano z optyki adpatywnej, aby in vivo zobrazowac¢ ludzka siatkowke.

Aparat rtx1™ (Imagine Eyes, Orsay, France) wykorzystujac obrazowanie
przeplywu $wietlnego, sprzgga czujnik czota fali i odksztatcone lustro z funduskamera o
duzym powigkszeniu [92]. W poréwnaniu do innych urzadzen, postugujacych si¢
technologia AO, rtx1™ charakteryzuje sie bardzo szybka akwizycja pojedynczego zdjecia
z zachowaniem wysokiej rozdzielczosci obrazu.

Aparat pozwala na wczesng detekcje zmian typowych dla retinopatii cukrzycowej,
uwidaczniajac struktury, takie jak mikroanueryzmaty, mikrokrwotoczki, wysigki twade,
cysty wewnatrzsiatkOwkowe czy §ciany naczyn tetniczych [93-95].

Rozdzielczoéé lateralna rtx1™ wynosi 1.6 mikronéw dla 850 nm dtugoéci fali, co
umozliwia obrazowanie mikrostruktur siatkowki, takich jak pojedyncze receptory
wzrokowe czy komorki krwi. Uktady fotoreceptorow sg przedstawiane w postaci mozaik
heksagonéw. Aparat rtx1™ postuguje sie domeng Voronoi celem oceny sasiedztwa
receptorow wzrokowych.

Podstawg analizy fotoreceptoréw z uzyciem technologii AO jest kalkulacja
$redniej gestosci czopkoéw. Domena Voronoi, ograniczajac niedoszacowanie wartosci,
wynikajacych z nakladania si¢ obrazoéw, pozwala policzy¢ gesto$¢ receptorow
nerwowych w systemie metrycznym (czopki/ mm?) lub katowym (czopki/stopnie) [40].
Waznym elementem, warunkujacym prawidlowa kalkulacj¢ parametrow fotoreceptorow,
jest dlugos¢ galtki ocznej. W przypadku diugiej gatki ocznej powierzchnia analizowane;
siatkowki ulega zwigkszeniu, a zatem gestos¢ czopkdéw w systemie metrycznym
zmniejsza si¢ [96].

Rozmieszczenie czopkow (ang. Cone spacing) to dodatkowy parametr powstaty w
analizie urzadzenia rtx1™. Charakterystyka rozmieszczenia bazuje na ocenie
najblizszych komorek dla konkretnego receptora, a warto$¢ czynnika ulega zwigkszeniu
w przypadku pojedynczych fotoreceptorow [97]. Analiza czopkéw przy uzyciu rtx1™
udowodnita, Ze prawidlowa ggsto$¢ moze wspotistnie¢ z wysokimi warto$ciami
rozmieszczenia fotoreceptorow. Dlatego wazna jest szerokospektralna ocena komorek
obejmujaca obydwa parametry, a takze dodatkowe aspekty takie jak ich regularnosé.

Aparat rtx1™ postugujac sie metodologia diagraméw Voronoi, tworzy mozaiki
fotoreceptorow, przypominajace uktady matych kafelkow. Kafelki to poligony, a im
wigkszy procent z nich ma ksztalt heksagonalny, tym mniejsze odchylenie od normy.
Wedlug wczesniejszych publikacji [98] w obszarze okotodotkowym czopki heksagonalne
stanowig wigcej niz 70 % wszystkich, a wartos¢ 50 % 1 mniej sugeruje istotne zaburzenie
morfologii siatkowki.

Technologia AO jest nieinwazyjng metodg obrazowania mikrowaskulatury
siatkowki. Kamera rtx1TM pozwala na doktadng i powtarzalng ocen¢ naczyn o $rednicy
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od 70 do 150 um. Dotychczas analiza mikrounaczynienia siatkéwki wymagata
mikromiografii materiatow pobranych w trakcie biopsji [99].
Parametry naczyniowe mierzone za pomocg aparatu rtx1TM to [40]:

grubos¢ Sciany naczynia (ang. Wall thickness-WT)

wymiar $wiatta naczynia (ang. Lumen diameter-LD)

wymiar naczynia (ang. Vessel diameter-VD), czyli suma WT oraz LD
wspotczynnik WLR, czyli stosunku grubosci §ciany naczynia do jego $wiatla

wspotczynnik powierzchni przekroju $ciany naczynia (ang. The cross-sectional area of
the vascular wall- WCSA), wyliczany automatycznie na podstawie wartosci VD i LD
Technologia AO jest waznym narz¢dziem diagnostycznym w mikroangiopatii
cukrzycowej. W toku trwania choroby obserwowany jest remodelling §cian naczyn.
Zwigksza si¢ grubos¢ btony srodkowej, co doprowadza do wzrostu WT oraz zmniejszenia
LD. Dochodzi do hipertrofii i hiperplazji komorek migsniowych, skutkujacych wzrostem
wspotczynnikow WLR oraz WCSA [100-102].

Celem pracy doktorskiej byta obserwacja zmian morfologii siatkdwki,
zachodzacych w toku trwania cukrzycy. Wykonano dwa badania wykorzystujace
techonologie AO. Pierwsze z nich polegato na ocenie parametréw naczyniowych,
fotoreceptorowych w grupie pacjentow z podwyzszonym wskaznikiem BMI, czyli 0sob
ze zwigkszonym ryzkiem rozwoju cukrzycy typu II. Drugie badanie stanowita 2-letnia
obserwacja zmian mikrostruktury komorek receptorowych siatkowki i naczyn w toku
trwania cukrzycy (typu I i I1). W 2-letniej analizie postuzono si¢ obrazami z aparatu
rtx1TM oraz kilkukrotnie powtarzanymi skanami OCT obszaru okoloplamkowego.

Dotychczas wielokrotnie badano mikrostrukture siatkowki dorostych osob. Prace
te wykazaly, ze parametry czopkéw mogg istotnie roznic si¢ pomigdzy zdrowymi
osobnikami, pomimo braku istniejacych patologii siatkéwkowych [103]. Badania
przeprowadzone w toku przewodu doktorskiego nie wykazaly istotnych statystycznie
dysproporcji w charakterystyce fotoreceptoréw miedzy poszczegdlnymi kwadrantami
siatkowki. Niemniej jednak, wykazano najwieksza gesto$¢ czopkow w czesci skroniowe;j
obszaru okotoplamkowego. Wnioski te byty zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami
[53,54,104].

Otytos¢ 1 nadwaga zwiekszajg ryzyko rozwoju zaburzen metabolicznych (stanu
przedcukrzycowego, cukrzycy), chorob sercowo-naczyniowych, nowotwordw oraz
przedwczesnej $mierci. W wielu badaniach udowodniono dodatnig korelacje miedzy
podwyzszong masg ciata i wymienionymi schorzeniami [105,106,107].

W toku przewodu doktorskiego wykazano istotny wplyw podwyzszonego BMI na
zwigkszenie grubosci §cian naczyh. Tym samym udowodniono, iZ wzrost masy ciata
koreluje z nieprawidlowo wysokim wspotczynnikiem WLR i WCSA. Do podobnych
wnioskow doszli autorzy licznych, wczesniejszych prac, dowodzac istnienie wptywu
otylosci na wzrost grubosci warstwy srodkowej i wewnetrznej tetnic (wskaznik IMT) [41,
45,108]. W opozycji do wyzej wymienionych badan, duza prospektywna analiza,
przeprowadzona w Wisconsin, nie wykazata pozytywnej zalezno$ci mi¢dzy podwyzszong
masg ciata a zwezeniem $wiatta drobnych naczyn tetniczych [109].

Analiza, przeprowadzona w toku przewodu doktorskiego, udowodnita
niekorzystny wplyw wysokiego wskaznika BMI na stan t¢tniczek siatkdwki. Spdjne
wyniki zaprezentowata Zaleska 1 inni w 2017 roku, opisujac istotng zalezno$¢ zaburzen
mikrokrazenia z nieprawidtowym poziomem lipidéw 1 wysokim BMI w grupie pacjentow
z rozpoznanym stanem przedcukrzycowym [21].
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W toku przewodu doktorskiego badano zmiany zachodzace w morfologii
siatkowki w czasie trwania cukrzycy. Liczne dotychczasowe prace [21, 40, 49, 51, 56, 95,
110] postugiwaty si¢ technologia AO celem oceny parametrow fotoreceptorowych w
retinopatii cukrzycowej, ale zadna z nich nie prezentowata wynikow dlugoletniej
obserwacji. Wnioski w wyzej wymienionych publikacjach byty spojne- potwierdzity
istotnie nizszg ge¢stos¢ 1 zaburzone przestrzenne rozmieszczenie czopkow w grupie
pacjentdw cukrzycowych w poréwnaniu ze zdrowa populacja. Tan i inni zaprezentowali
odmienne wyniki [111]. Niemniej jednak, brak roznicy w morfologii i gestosci czopkow
danej grupy badanej wzgledem zdrowych oso6b mogt wynikac z krétkiego czasu trwania
cukrzycy typu 1.

Obserwacja, przeprowadzona w trakcie przewodu doktorskiego, wykazata istotnie
nizsza gestosé 1 wyzszy wspoOlczynnik rozmieszczenia czopkow w grupie pacjentow z
cukrzycag w poréwnaniu do zdrowych osobnikow, zarowno na poczatku badania, jak i po
uplywie 2 lat. Nikt dotad nie obserwowat zmian zachodzacych w czasie trwania choroby
przy pomocy technologii AO. Wyniki pracy doktorskiej mozna odnies$¢ jedynie do dwoch
innych publikacji, w ktorych udowodniono, ze czas trwania cukrzycy nie ma wplywu na
gestosé czopkow [49,56].

Liczne prace wykazaly zwigkszong grubos¢ §cian naczyn, zmniejszony wymiar
Swiatta naczynia-WT, a zatem zwigkszony wspotczynnik WLR 1 WCSA w grupie
pacjentow cukrzycowych badz z rozpoznanym stanem przedcukrzycowym [14, 21, 58,
112, 113,114]. Wyniki prezentowane w pracy doktorskiej sg spdjne z wezesniejszymi
doniesieniami. Ponadto w 2-letniej obserwacji udowodniono znamienne pogorszenie
parametréw mikronaczyniowych w toku trwania cukrzycy. Podobne wnioski
zaprezentowano w pracy Matuszewskiego i innych [114], gdzie wyzsze warto$ci WT,
WLR i WCSA w grupie pacjentow z DM1 korelowatly z dtuzszym czasem trwania
choroby.

Zbi6r publikacji pracy doktorskiej ma na celu podkresli¢ role technologii optyki
adaptywnej jako narzg¢dzia diagnostycznego w chorobach metabolicznych. Badania z
zastosowaniem kamery rtx1™ udowodnity ogromny potencjat urzadzenia w detekcji
wczesnych zaburzen mikrostruktury siatkowki w przebiegu otytosci, stanu
przedcukrzycowego czy poczatkowych stadiach retinopatii cukrzycowej. Optyka
adaptywna jest obiecujagcym narz¢dziem zaréwno do wczesnej diagnostyki, analizy
patofizjologii, jak 1 przysztych odkry¢ terapeutycznych choréb metabolicznych.
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(O e whlads Landydits &0 wopeis w Peestirve DutOACS )

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w'w pracy jako c2¢éd rozprawy doktorskic lek.
Magdaleny Kupis

0 S Q) bor

cdwiadczajacego)

*w szcregOinokci udniaks w pezygotowania koncepaji, metodyls, wylonaniu badan, mterpretacs wymikin
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Warszawa, 28.03.2024

Dr inz. Zbigniew Wawrzyniak

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. . The Relation between Body Mass Index and Retinal Photoreceptor
Morphology and Microvascular Change Measured with Adaptive Optics (rixl) High-Resolution
Imaging™ ofwiadczam, i2 méj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
Mobj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako 14 %.

Wkizd Magdaleny Kupis w powstawanic publikacji okre$lam jako 15 %,

(1 e i Ll G0 vegvsa)
obejmowal on: opracowanic materiatu.

(meryrocycery epe whiade kandydets do sapom w pow A Ly

Jednoczeénic wyrazam zgods na wykorzystanic wiw pracy jako czeé rozprawy dokiorskicj Ick.

.
J WH'M)

(g 1 o ap

*w sacropiinoici wdziaks w przygotowania koncepc)l. metodyki, wykonsni hadad, imerpretacy wynikdw
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Warszawa, 28.03.2024
Prof. dr hab. n. med. Jacek P. Szaflik

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. .The Relation between Body Mass Index and Retinal Photoreceptor
Morphology and Microvascular Change Measured with Adaptive Optics (rix1) High-Resolution
Imaging” odwiadczam, iz moj wiasny wkiad menytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i
opracowanic badan oraz przedstawienie pracy w formic publikacji stanowi:
przygotowanic koncepcji. opracowanic materiaty, napisanic artykutu
M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %.

Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanic publikacji okreslam jako 15 %,

(g« marw e bamdyies do
obejmowal on: przygotowanic koncepcji, korekte artykuhu.

CmeryATiT ey oge whdsde L3t dets S0 BOQees - poevinee put Ancs

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako czgdé rozprawy doktorskicj lek.
Magdaleny Kupis

\
gy dama b woprs
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(podpis oswiadczajgcego)

*w arcacpdinodcl wdrials w prrygotowanis koncepcii, metodyki, wykonaniu badsd, interpeetachi wynikow



79

dr hab. n. med. Anna Zaleska-Zmijewska

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. . The Relation between Body Mass Index and Retinal Photoreceptor
Morphology and Microvascular Change Measured with Adaptive Optics (rix1) High-Resolution
Imaging™ oéwiadczam, iz mbj whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanic badan oraz przedstawicnic pracy w formie publikacji stanowi:

Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 70 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanie publikacji okreslam jako 15 %,
(rmag 1 aamemie bandydas 4o Saprea)y

obejmowal on: przygotowanie koncepeji, korektg artykulu.

(merviarycory com witals Linhdets &0 segus w o SRy

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic wiw pracy jako czgi¢ rozprawy doktorskicj lek.

Magdaleny Kupis
Mé@uﬁﬁzﬂe
st (A

(M maresbo Landdms 60 togwes

*w srcaegdinolcl adsials w perygotowanis koncepa)l, metadyhi, wykonmni badan, interpretach wyniiw
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Warszawa, 28.03.2024
Dr inz. Zbigniew Wawrzyniak

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt . Retinal Photoreceptors and Microvascular Changes in the
Asscssment of Diabetic Retinopathy Progression: A Two-Year Follow-Up Study™ odwiadczam, i2 mé)
whsny wkiad merytoryczny w pezygotowanie, przeprowadzenie i opracowanic badafi oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:
przygotowanic koncepcji, analizg statystyczny.

Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreflam jako 9 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanic publikacji okreslam jako 70 %,
(vt | mare ke amdvidat do wep
obeymowal on: przygotowanie koncepcji, opracowanie materialu, napisanie artykuhu.

(o My Ty opw wAhdy Lanlydeny o opiea & prouttams padiilx v

Jednoczednic wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako czgéé rozprawy doktorskicj Ick.

7 (podpi ibindermiaeso)

Comag ¢ oy

*w szczegdinoic udziaks w przygotowanis boncepa)i, metodyhl, wylonniu badat, intorpretach wynidw
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Warszaws, 28.032024

Prof. dr hab. n. med. Jacck P. Szaflik

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. _Retinal Photoreceptors and Microvascular Changes in the
Asscssment of Disbetic Retinopathy Progression: A Two-Year Follow-Up Study™ odwisdczam, i2 méj
whsny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i opracowanic badaf oraz
przedstawicnic pracy w formic publikacji stanowi:
korekig artykukha.

M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanie publikacji okreslam jako 70 %,
(g 1 macwerhs Lanbydms So sogpwes )
obejmowal on: przygotowanic koncepcji, opracowanic materisiu, napisanic artykuhu.

Imervtanycrey cpm whisds Ly do srpen = powstene pobldod)

Jodnoczeénie wyrazam zgode ma wykorzystanie wiw pracy jako czgdd rozprawy doktorskicj lek.
Magdaleny Kupis

g e it b e ,)_/\r\

(podpis odwiadczajacego)

*w szrzegdinodci udriaks w przygotowanis koocepcyl, metodyls, wylomaniu badan, mterpretaci wynduow



Warszawa, 28.03.2024

drhab. n med. Anna Zaleska-Zmijewska

OSWIADCZENIE

Jako wspblautor pracy pt. . Retinal Photoreceptors and Microvascular Changes in the
Assessment of Diabetic Retinopathy Progression: A Two-Year Follow-Up Study™ oéwiadczam, i2 méj
whisny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz
przedstawicnie pracy w formie publikacji stanowi:
przygotowanic koncepcji, korekte artykutu.

Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako 20 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanie publikacji okreslam jako 70 %,
(g s - < &0 cngwna)
obejmowal on: przygotowanie koncepcji, opracowanic materialy, napisanic artykulu.

(Peryiorycery spn whiady bandydets do wopens w powatarse pubidacy |

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako czeé¢ rozprawy doktorskiej lek.
Magdaleny Kupis

(wnep Lty Cate S0

Prare lotéta '3»3;'53@

(podpis odwiadcrajacego)

*w saczopiinoici wdziaks w pezygotowania koocepajl. metodykl, wykonsais badad, imterpretacy wynikbw
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Warszawa, 28.03.2024

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. Novel therapies for diabetic retinopathy™ oéwiadczam, i2 méj wlasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badad oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi:
korckig artykulu.

Mbj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreflam jako 2 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanie publikacji okreslam jako 90 %,

(emag iz who Lantydus S0 cop
obejmowal on: przygotowanie koncepcji, opracowanie materialu, napisanic artykuhu.
(mervierycary ave whisde nhydems de wopies w B ~a

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgéé rozprawy doktorskiej lek.
Magdaleny Kupis

1 emag o marw she bavalydes S oy

s Dot W
(podpis odwiadczajacego)

*w szcregdinodcs edzishs w prrygotowaniu honcepcyl, metodyli, wyloaaniu badad, intcrpretacy wynikow
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Warszawa, 28.032024

Prof. dr hab. n. med. Piotr Skopinski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. .Novel therapies for diabetic retinopathy™ oéwiadczam, 2 mdéj
wlhasny wklad merytorycrny w pzygotowanie, przeprowadzenic | opracowanie badaf oraz
korekt artykubu.

Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacii okreslam jako 7 %.
Wkiad Magdaleny Kupis w powstawanic publikacji okreslam jako 90 %,
[E ndrima de

(T Ay my opes wALdy Cndydats & wapes = e stave pudirba ol

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie wiw pracy jako czgéé rozprawy doktorskic) lek.
Magdaleny Kupis

(g | marewle bandydes de mopens)

7

7 o

*w azczepdlacdc sdriale w pezy gotowmus koacepes, mendyki, wykonsiu hadad. mterpretacy wymikow
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Warszawa 28.03.2024

Prof. dr hab. n. med. Jacek P. Szaflik

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pL. , Novel therapies for diabetic retinopathy™ oéwiadczam, i2 mbj wiasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badad oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi:
korekte artykubu.

Méj udzial procentowy w przygotowsniu publikacji okredlam jako 1 %.
Wkizd Magdaleny Kupis w powstawanie publikacji okreslam jako 90 %,

mmﬂnzwwmm.wm

(eerytorys vy ope Uil Landhdens &0 doprea » v st ot dacy )

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic w/w pracy jako czedé rozprawy doktorskicj lek.
Magdaleny Kupis

) W

*w wrcregdlnodcl udziaky w prrygotowani koocepcyi, mesodybi, wylonaniu baded, interpectach wynikow



