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SANTRUMPOS
DR - Diabetine retinopatija
DME - Diabetiné geltonosios démés edema
ERG - Elektroretinografija
FA - Fluoresceino angiografija
MfERG - Multifokaliné ERG
PDR - Proliferaciné diabetiné retinopatija
OKT - Optin¢ koherentiné tomografija
PERG - Sabloniné ERG

VEGF - Vaskuliarinis endotelio augimo faktorius
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IVADAS

Diabetiné retinopatija (DR) pasireiskia daugiau nei vienam trecdaliui asmeny serganciy
diabetu ir yra viena pagrindiniy priezas¢iy, lemianciy 24-70 mety amziaus asmeny akluma.
Remiantis 2017 m. duomenimis DR pasireiské apie 92,6 min. suaugusiyjy, i$ kuriy 28,4 min.
asmeny buvo sutrikes regéjimas. Dél didéjancio susirgimy diabetu skaiCiaus ir ilgesnés gyvenimo
trukmés Sie skaiciai kasmet zenkliai auga (Zheng et al., 2012). DR atsiradimas ir progresavimas
yra salygojamas daugelio veiksniy, tokiy kaip susirgimo diabetu trukme, nepakankama gliukozés
kiekio kontrolé kraujyje bei padidéjes kraujo spaudimas. Hiperglikemija sukelia mikroangiopatijos
vystymasi, jskaitant mikroaneurizmas, hemoragijas ir kapiliary pamatinés membranos plonéjima.
Tai toliau lemia padidéjusj kraujo-tinklainés barjero kraujagysliy pralaiduma bei diabeting
geltonosios démés edema (angl. diabetic macular edema (DME)) (Shah and Gardner, 2017).
Kraujagysliy pralaidumas sukelia tinklainés iSemija bei skatina didesnj kraujagysliy endotelio
augimo faktoriaus (VEGF) i$siskyrima, o tai savo ruoztu sukelia neovaskuliarizacija. DR skirstoma
] dvi pagrindines kategorijas — ankstyvosios stadijos neproliferacing diabeting retinopatija ir
pazengusios stadijos proliferacing DR (Badaro et al., 2014; Stitt et al., 2016).
stadijy gydymui iSlieka tinkamy biomodeliy gyviinuose kiirimas. Gyviiny modeliai sudaryty
salygas vaistiniy medziagy (angl. drug candidates) efektyvumo tyrimams, kurie bty

charakterizuoti morfologiniais ir funkciniais parametrais.

Darbo tikslas: Indukuoti padidéjusio kraujagysliy pralaidumo modelj Dutch Belted

triusiuose ir validuoti jj jvertinant elektrofiziologinius ir morfologinius rodiklius.
Darbo tikslui jgyvendinti buvo iskelti Sie uzdaviniai:

e Nustatyti tinkamg kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus (VEGF) koncentracijg
padidéjusio kraujagysliy pralaidumo modeliui triusiuose indukuoti.

e Jvertinti akies dugno ir tinklainés pokycius fluoresceino angiografijos (FA) ir optinés
koherentinés tomografijos vaizdinimo metodais.

e Jvertinti triuSio akies tinklainés lasteliy elektrinj atsakg j stimulg taikant elektroretinografija
(ERG).

e Jvertinti padidéjusio kraujagysliy pralaidumo modelio efektyvumg testuojant anti-VEGF

(afliberceptas) vaistus.



1. LITERATUROS APZVALGA

Rega yra viena svarbiausiy jutiminiy sistemy miisy iSgyvenimui ir orientavimuisi aplinkoje.
Nuo akiy ligy pasaulyje ken¢ia milijonai Zmoniy. Zmogaus organizme $ias ligas sukelia jvairiis
patologiniai mechanizmai, o vienas daZniausiai pasitaikanéiy yra kraujagyslinio audinio poky¢iai.
Pagrindiniai DR simptomai yra padidéjes kraujagysliy pralaidumas ir neovaskuliarizacija.
Kraujagyslinis endotelio barjeras pasizymi pralaidumu jvairioms medZiagoms. Sis pozymis leidzia
reguliuoti organizmo fiziologines funkcijas bei palaikyti audiniy homeostaze (Park-Windhol and
D’Amore, 2016). [vairas faktoriai, tokie kaip kapiliary ir mikrokraujagysliy savybés, kraujotakos
poky¢iai ir tarplgsteliniy jungéiy pakitimai, reguliuoja kraujagysliy pralaidumg (Mehta and Malik,
2006). Neovaskuliarizacija yra naujy kapiliary susidarymas i§ jau esamy kraujagysliy. Sveikame
organizme S$is procesas yra lokalizuotas ir reguliuojamas, taCiau esant patologinéms sglygoms
proceso valdymas sutrinka ir i$sivysto nekontroliuojama neovaskuliarizacija. Si buklé budinga
aterosklerozei, reumatoidiniam artritui, taip pat akiy ligoms — su amziumi susijusios geltonosios
démés degeneracijai ir diabetinei retinopatijai (DR) (Park-Windhol and D’Amore, 2016). DR
pasireiskia daugiau nei vienam trec¢daliui asmeny serganciy diabetu ir tai yra viena pagrindiniy
priezasciy, salygojanti 24-70 mety amziaus asmeny aklumg. D¢l kasmet augancios gyvenimo
trukmes ir jo kokybeés didéja diabetu serganciy Zmoniy skaicius. Manoma, kad dél Sios prieZasties
2050 metais DR susirgimy skaic¢ius JAV pasieks 16 min. bei didés poreikis naujiems vaistams ir
terapiniams metodams (Lee et al., 2015; Shah and Gardner, 2017). Naujy gydymo metody kiirimas
reikalauja gilaus ir informatyvaus ligos vystymosi mechanizmy supratimo. Vis délto, dauguma
struktiriniy, funkciniy ir biocheminiy eksperimenty negali biiti atliekami su Zmonémis, todél
patikimi ir eksperimenti§kai atkartojami gyviny modeliai yra esminiai DR tyrimuose. Tai yra
vienas efektyviausiy biidy tirti Sios ligos patogenezés mechanizmus ir ieSkoti naujy gydymo bidy
(Liu et al., 2017; Robinson et al., 2012). Dazniausiai yra naudojami grauziky modeliai, taciau yra
kity rasiy gyviiny, pavyzdziui, triuSiy, Suny ar primaty, kuriy akies sandara yra struktiiriSkai
panadesné j zmogaus. Siy gyviiny DB modeliuose i$sivysto morfologiskai panasis tinklainés ir
kraujagysliy pazeidimai (Olivares et al., 2017). Taciau dauguma praktikoje naudojamy
ikiklinikiniy modeliy nepakankamai tiksliai atkartoja ligos eiga, todél yra svarbu kurti naujus in
vivo modelius ir tobulinti jau esamus, kurie kuo jmanoma tiksliau atkurty DB patologija ir

simptomus bei biity tinkami naujy vaisty testavimui.



1.1 Akies sandara

Sviesa teikia daugiausiai informacijos apie mus supan¢ig aplinka, todél per milijonus mety
evoliucijos procesy eigoje iSsivysté viena sudétingiausiu jutiminiy sistemy, kuri pasizymi jautrumu
Sviesos bangoms. Pagrindinis $ios sistemos organas yra akis, kuri tinklainéje esanéiy specializuoty
nerviniy lasteliy pagalba vercia i§ aplinkos gautg $viesos informacija j elektrocheminius signalus.
Sie signalai i§ tinklainés regos nervu keliauja j smegenis, kur gauta informacija yra galutinai
apdorojama regos Zievéje ir sagmoningai arba nesamoningai suvokiama (Forrester et al., 2016, p.
13). Akis yra sudaryta i$ akies obuolio ir priediniy organy (aSary aparato, akies obuolio raumeny,
voko, junginés, blakstieny ir antakiy). Akies obuolys yra ne visiskai taisyklingos formos rutulys,
kurj sudaro iSorinio skaidulinio, vidurinio kraujagyslinio ir vidinio dangaly kapsulé bei branduolys,
kuriame yra uzpakaliné ir priekiné akies kameros, IgSiukas ir stiklaktinis (1.1 pav.) (Stropus et al.,
2005, p. 371).

Tinklainé

Gyslainé

Krumplynas

Ragena

Rainelé

Optinis nervas

Lesis
Priekiné ir
uzpakaliné

Regos nervo

Stiklakanis diskas

1.1 pav. Akies sandara (https://www.glaucoma.org/glaucoma/anatomy-of-the-eye.php).

1.1.2 ISorinis skaidulinis dangalas

Skaidulinj dangala sudaro priekiné permatoma dalis — ragena ir uZpakaliné nepermatoma
dalis — odena. Odena yra plona ir tvirta kiauSinio baltymo spalvos skaidulinio jungiamojo audinio
plokstelé. Odena ir vidinis akispudis palaiko akies obuolio forma, bei apsaugo viduje esanéias akies
strukttras (Forrester et al., 2016, p. 20). Priekingje akies dalyje odena pereina | skaidrig ir plona
plokstele — ragena, kuri sudaryta i$ epitelio, keratinocity ir endotelio 1asteliy bei nelgsteliniy
struktiiry — kolageno ir glikozaminoglikany. Rageng (1.2 pav.) sudaro penki sluoksniai: 1) Epitelis,

kuris atlieka apsaugine funkcija nuo mikrobu, cheminiy medziagy ir vandens. Sio sluoksnio lastelés
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reguliariai atsinaujina kas 7 - 10 dieny. Taip pat Siame sluoksnyje yra didelis kiekis nociceptoriy,
todél jis ypac jautrus skausmui; 2) Priekinis elastinis sluoksnis, arba Bowman ‘o membrana,
sudarytas i§ kolageno fibriliy ir kuri padeda ragenai islaikyti forma; 3) Stroma, kurig sudaro
kolageno fibrilés bei vanduo. Sis sluoksnis suteikia ragenai skaidrumo ir tvirtumo; 4) UzZpakaliné
elastiné arba Descemet ‘o membrana, Kuria taip pat sudaro kolageno fibrilés. Sis sluoksnis veikia
kaip apsauginis bajeras nuo infekcijy ir suzalojimy; 5) Endotelis, kuris sudarytas i§ vieno sluoksnio
ploks¢iyjy daugiakampiy lasteliy. Sio sluoksnio pagrindiné funkcija yra palaikyti skyséiy balansa
ragenos stromoje (Sridhar, 2018). Viena svarbiausiy ragenos savybiy yra skaidrumas. Dél to
skirtingai nei kituose akies audiniuose, joje néra kraujagysliy, kurios apriipintu ja maisto
medziagomis ir deguonimi. Todél Sias molekules ragena gauna i§ asary ir priekingje akies kameroje

esancio vandeningojo humoro (Forrester et al., 2016, p. 14; Sridhar, 2018).

; \ Descemet'o

membrana

Endotelis

[ Stroma

1.2 pav. Ragenos sluoksniai (https://www.allaboutvision.com/resources/cornea.htm).

1.1.2  Vidurinis kraujagyslinis dangalas

Kraujagyslinis dangalas skirstomas j tris skirtingos sandaros ir funkcijos dalis: rainele,
krumplyng ir gyslaing. Rainelé yra akies raumeniné diafragma, kuri savo funkcija ir veikimo
principu yra fotokamery diafragmos analogas. Raumeny susitraukin¢jimo pagalba rainelé
reguliuoja j akies vidy patenkantj Sviesos kiekj (Forrester et al., 2016). Rainele sudaro keturi
sluoksniai: priekinis krastinis, stromos ir sfinkterio raumens, priekinio epitelio ir dilatacinio
raumens bei uzpakalinis epitelio. Priekiniame kraStiniame sluoksnyje yra gausu melanocity, kurie
gamina eumelaning ir feomelanina. Siy pigmenty kiekio santykis lemia Zmogaus akiy spalva
(Remington and Remington, 2012). Raineles stromg sudaro netankiai iSsidést¢ fibroblastai,
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melanocitai ir kolageno skaidulos. Dél netankaus Igsteliy iSsidéstymo S$is audinys pasizymi
elastingumu vyzdzio i$siplétimo ir susitraukimo metu. Taip pat stromoje yra i$ lygiyjy raumens
lasteliy sudarytas sfinkterio raumuo, kuris sutraukia vyzdj (mioz¢). Dilatacinio raumens sluoksnj
sudaro mioepitelinés lgstelés, Sios raumeninés lgstelés atsakingos uz vyzdzio iSsiplétimg
(midriaze). Rainelés uZzpakalinis epitelio sluoksnis sudarytas i§ dideliy vienasluoksniy kubiniy
epiteliniy lasteliy (Hogan, 1971; Remington and Remington, 2012).

Krumplynas yra viduriné kraujagyslinio dangalo dalis esanti tarp tinklainés ir rainelés. Jj
sudaro jungiamasis audinys, pigmentinés ir lygiyjy raumeny lgstelés bei kraujagysliy tinklas.
Krumplyng sudaro trys raumeny grupés: ziediniai, radialiniai ir iSilginiai raumeny pluostai.
Raumeninés skaidulos susitraukdamos gali keisti IgSiuko iSlenkimg taip padédamos lgsSiui
sufokusuoti stebimo objekto vaizda (Forrester et al., 2016).

Gyslainé yra didZiausia kraujagyslinio dangalo dalis, besitgsianti nuo dantytosios linijos
(angl. ora serrata) iki regos nervo. Tai plonas, tankiai pigmentuotas, kraujagyslinis jungiamasis
audinys esantis tarp odenos ir tinklainés. Pagrindiné jo funkcija yra apripinti iSorinius tinklainés
sluoksnius maisto medziagomis ir deguonimi (Borrelli et al., 2018). Taip pat gyslainés kraujotakos
procesai prisideda prie akisptidzio reguliavimo ir termoreguliacijos. Histologiskai gyslaing sudaro
keturi sluoksniai: Bruchs ‘o membrana, choriokapiliarai, kraujagyslinis sluoksnis ir suprachoroidas
(1.3 pav.) (Remington and Remington, 2012). Bruchs ‘o membrana atskiria tinklainés pigmentinio
epitelio sluoksnj nuo gyslainés. Si membrana tarnauja kaip molekulinis filtras ir reguliuoja
medziagy mainus tarp tinklainés ir kraujo.
Virs§ Bruchs ‘o membranos  esantis
choriokapiliary sluoksnis tankiausiai  Suprachoroidas —
iSsidéstes  geltonosios  démés  srityje,
apripindamas §ig mazg tinklainés sritj krauju. Kraujagysles —

Stroma

Kraujagysliniame sluoksnyje yra pagrindinés

didziosios kraujagyslés, kurios apripina

Lo \.“ - y
gyslaine maisto medziagomis. Suprachoroidas  Choriokapiliariai— 525 @J‘{L [ =

“?’_ e e "5_-.5_.--._ i
Bruchs'o — gnn—'f.?lgi—; ":;I;—.E'E]"T e linkaines
. . . . . . = ) e . P
yra plona pereinamoji zona skirianti gyslaing membrana pigmentinis

epitelis
nuo odenos. Sj sluoksnj sudaro melanocitai, 1.3 pav. Histologinis gyslainés pjivis

fibroblastai ir jungiamasis audinys (Forrester (Remington and Remington, 2012).

etal., 2016).
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1.1.3 Vidinis dangalas

Akies obuolio vidinis dangalas iskloja akies obuolio kapsulg i§ vidaus, §j dangalg sudaro
tinklainé — plona ir skaidri smegeny audinio dalis. Tinklainé yra pati svarbiausia akies dalis,
kadangi ja sudaro skirtingais sluoksniais i$sidés¢iusios, Sviesai jautrios nervinés lgstelés (1.4 pav.)
(Stropus et al., 2005). Sios lastelés atsakingos uz tinkama nervinio impulso perdavima j regos nerva
ir véliau | smegeny dalis - Soninj kelinj kiing bei regos Zieve. Fotoreceptoriai transdukcijos metu
transformuoja §viesos fotony energija j nervinj impulsa, kuris toliau yra perduodamas j bipolines
lasteles. Jy aksonais nervinis signalas keliauja iki sinapsés, kur informacija perduodama gangliniy
Iasteliy dendritams. Sios lastelés yra galutiné nervinio signalo apdorojimo stotelé tinklaingje ir
gangliniy Igsteliy aksonai sudarydami regos nerva perduoda informacija smegenims (Forrester et
al., 2016; Remington and Remington, 2012). Yra skiriamos dvi pagrindinés tinklainés dalys:
iSorinis pigmentinis ir vidinis neurosensorinis sluoksniai.

Tinklainés iSorinis pigmentinis epitelis tai iStisinis kubiniy/stulpeliniy lasteliy viena
sluoksnis audinys. Zmogaus akis turi apie 4.2 — 6.1 milijony lasteliy. Jos skiriasi savo dydziu ir
forma, kurios priklauso nuo lokacijos tinklainéje ir amziaus. Centrinéje tinklainés dalyje Igstelés
yra stulpelinés formos, o periferijoje — kubinés (Kolb, 1995). Be to, geltonojoje déméje epitelio
lasteliy diametras siekia apie 14 mikrometry, o periferijoje esanciy lasteliy diametras didéja net iki
60 mikrometry. Savo basalin¢je dalyje pigmentinio epitelio lastelés jungiasi su gyslainéje esancia
Bruch‘c membrana, o apikalinéje — su lazdeliy ir kolbeliy iSoriniais segmentais. Lateraliai $io
audinio Igstelés jungiasi tarpusavyje tankiosiomis jungtimis (angl. tight junctions), sudarydamos
iSorinj kraujo-tinklainés barjera (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001). I$orinis pigmentinis epitelis
atlieka daug svarbiy funkcijy, kurios biitinos normaliam regéjimo procesui: fizing, transporting,
metaboline ir optine. Jis dalyvauja neurosensorinés tinklainés adhezijos palaikyme; uztikrina
selektyvy ir pralaidy medziagy judéjimg tarp neurosensorinés tinklainés ir gyslainés; vykdo
kolbeliy ir lazdeliy iSoriniy segmenty fagocitozg; sintetina interfotoreceptorinj matriksa; sugeria ir
sumazina Sviesos sklaidg akyje tokiu biidu gerindamas vaizdo skiriamaja geba; transportuoja ir
saugo metabolitus bei vitaminus (Forrester et al., 2016).

Vidiné neurosensoriné tinklain¢ yra plonas skaidrus nervinio audinio sluoksnis, kuriame
Sviesos stimulas virsta nerviniais impulsais. Siame audinyje dominuoja keleto tipy nervinés
lastelés, taciau jame taip pat galima rasti glijos, mikroglijos, vaskuliarinio epitelio Igsteliy bei
pericity. Trys pagrindiniai neurony Igsteliy tipai, perduodantys Sviesos generuojamus impulsus yra

fotoreceptoriai, bipolinés ir ganglinés lgstelés, kurios taip pat turi sinapses su horizontaliosiomis ir
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amakrininémis Igstelémis. Pastaryjy funkcija — nervinio signalo moduliacija (Kolb et al., 1992).
Tinklainés lgstelés yra i$sidés¢iusios organizuota tvarka, sudarydamos 8 skirtingus sluoksnius ir 2

ribines membranas (1.4 pav.) (Remington and Remington, 2012).

Tinklainés sluoksniai ir nerviniy lasteliy tipai

Vidiné ribiné membrana

Merviniu skaiduly sluoksnis

Gangliniu Igsteliy sluoksnis

Vidinis tinklinis slucksnis

Vidinis branduoliy sluocksnis

ISorinis tinklinis sluoksnis

ISorinis branduoliy slucksnis

ISorine ribiné membrana

Fotoreceptoriy iSariniy
segmenty sluoksnis

Pigmentinis epitelis

1.4 pav. Tinklainés sluoksniai ir nerviniy lasteliy tipai (Hartong et al., 2006).

Pirmajj neurosensorinj tinklainés sluoksnj sudaro dviejy tipy fotoreceptorinés lastelés —
lazdelés ir kolbelés. Vidutiniskai viena zmogaus akis turi apie 115 milijony kolbeliy ir 6.5 milijony
lazdeliy. Lazdelés yra atsakingos uz regimo vaizdo kontrasta, rySkuma ir judéjimo suvokima, o
kolbelés prisideda prie erdvés ir spalvy suvokimo. Kiekviena receptoriné Igstelé turi iSorinj ir vidinj
segmentus, kurie sujungti kojele (1.5 pav.). Siuos segmentus skiria iSoriné ribiné membrana.
konopsinas (kolbelés) ir rodopsinas (lazdelés) (Cote, 2006; Ding et al., 2015). Jie fotooksidacinés
reakcijos metu Sviesinj signalg ver¢ia cheminiu. Tinklainés iSoriniy branduoliy sluoksnj sudaro
lazdeliy ir kolbeliy vidiniai segmentai, kuriuose i$sidésto organelés — branduolys, endoplazminis
tinklas ir mitochondrijos (Forrester et al., 2016).
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— Kolbele
K e— Diskas

—_—
|Sorinis ——] ) <
segmentas [C—F—= Diskas

] Jungiamasis
ciliumas

Mitochondrijos

Endoplazminis
tinklas
Vidinis
segmentas

Branduolys

—
Sinapsiy
terminalés
e

1.5 pav. Fotoreceptoriy struktiira (Cote, 2006).

Nervinis impulsas sklisdamas fotoreceptoriy kiinais pasiekia aksonus, kurie sinapsémis
susijungia su bipoliniy ir horizontaliyjy Igsteliy dendritais, sudarydami tinklainés iSorinj tinklinj
sluoksnj. Tinklainéje yra apie 35 milijonai bipoliniy Igsteliy, o pagrindin¢ jy funkcija yra perduoti
nervinj signalg ganglinéms Igsteléms (Remington and Remington, 2012). Literattroje galima rasti
skirtingy bipoliniy lasteliy klasifikacijy — pagal jungtis su kitomis tinklainés lgstelémis, signalo
perdavimo tipa ar morfologija. Tinklaingje yra apie 11 morfologiniy $iy lasteliy tipy, jos skiriasi
dendritiniy ataugy skai¢iumi ir fiziologinémis savybémis. Su kolbelémis sinapses sudaro 10
bipoliniy Igsteliy rasiy, o su lazdelémis — viena (Ghosh et al., 2004). Bipolinés lastelés signalo
perdavimas gali buti dvejopas, Kuris priklauso nuo fotoreceptoriy atsako. Lastelés, kurios gauna
hiperpoliarizuojantj atsakg, yra vadinamos jjungtomis (angl. ON), o depoliarizuojantj — iSjungtomis
(angl. OFF) (Tsukamoto and Omi, 2017).

Vidinis branduoliy sluoksnis sudarytas i§ bipoliniy ir horizontaliyjy lasteliy bei amakrininiy
lasteliy branduoliy. Horizontaliosios lastelés yra trijy tipy: HI, HII ir HIII (Forrester et al., 2016).
Sios lastelés turi vieng ilga aksona ir kelis trumpus dendritus su i§siSakojandiomis terminalémis.

Horizontaliosios lgstelés sudaro sinapses su fotoreceptoriais, bipolinémis lgstelémis ir kitomis
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horizontaliosiomis Igstelémis. Jos perduoda nervinj impulsg iSilgai tinklaines ir atlieka signalo
integravimo funkcijg sekretuodamos y-aminobutiring riig§tj (GABA), slopinant] neurotransmiterj
(Remington and Remington, 2012). Amakrininés lgstelés — tai asociaciaciniai neuronai, kurie yra
ovalios formos ir didesni uZ bipolines lasteles. Jos pasizymi didele jvairove. Zmogaus tinklainéje
yra daugiau nei 25 skirtingy Siy lasteliy tipy, kurie skiriasi dendritinio medzio dydziu, forma ir
struktiira. Amakrinings lgstelés vidiniame tinkliniame sluoksnyje sudaro sinapses su bipolinémis ir
ganglinémis Iastelémis. Svarbiausia amakrininiy neurony funkcija yra i ganglines lastelés
siun¢iamy nerviniy impulsy moduliacija (MacNeil and Masland, 1998).

Tinklainés gangliniy lasteliy sluoksnyje iSsidésto gangliniai neuronai, kuriy aksonai sudaro
nerviniy skaiduly sluoksnj, o dendritai pereina j vidinj tinklinj sluoksnj. Ganglinés Iastelés yra
paskutinis tinklainés neuroninis komponentas dalyvaujantis regé€jimo procesuose. JOs yra
klasifikuojamos pagal dydj, dendrity skaiiy, dendritiniy terminaliy orientacijg ir dendritinj
i§sisakojimg (Remington and Remington, 2012). Didelés Iastelés su retu dendritiniu medziu
dalyvauja greitame atsake ir siejamos su judesio detektavimu, o mazesnés lastelés su retesniu
dendritiniu medziu atsako uz vaizdo rySkuma. Kiekviena ganglin¢ lastelé turi vieng aksona, kuris
sinapsése iSskiria glutamatg. Regos diske aksonai susilieja ir sudaro regos nerva, kuris gumbure

jungiasi su Soninio kelinio kino neurony dendritais (Curcio and Allen, 1990).

1.1.4 Triusio ir Zzmogaus akies sandaros skirtumai

Triusiai turi gana didele akj, kuri anatomisSkai daugeliu atveju yra artima zmogaus akiai.
Zmogus ir triusis turi panasy akies obuolio dydj, akispiidj ir vidine struktiirg bei biochemines ir
biomechanines ypatybes. Nepaisant panasumy triusio ir Zmogaus akys turi ir skirtumy, j kuriuos
yra svarbu atkreipti démesj dirbant su triusiy oftalmologiniy ligy modeliais (1.7 pav.). Skirtingai
nei zmogaus, triusio akies priekinis segmentas yra didesnis ir leSis uzima daugiau vietos, todél
atsiranda rainelés ir priekinés kameros iSgaubtumas. Be to, triuSio akis turi Harderiano liauka,
kurios pagrindiné funkcija yra drékinant akj sumazinti mirkséjimo daznj. Taip pat triuSio akyje
visas regos nervas yra padengtas mielino dangalu ir joje néra geltonosios démés (Zernii et al.,
2016). Vienas svarbiausiy zmogaus ir triusio akies tinklainés skirtumy yra jos vaskuliarizacija.
Zmogaus tinklainé, kaip Suns ar katés, yra holangioting (angl. holangiotic), kai kraujagyslés
tolygiai padengia tinklaing. Triusio tinklainé yra merangiotiné (angl. merangiotic), nes iSeinancios
1§ regos nervo kraujagyslés kartu su mielinu padengtais nervais Sakojasi tik j medialing ir lateraling

puses (1.6 pav.).
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1.6 pav. Zmogaus ir triusio akies dugno FA nuotraukos. Zmogaus tinklain¢je kraujagyslés
pasiskirs¢iusios po visg tinklaing, o triusio — j lateraling ir medialing puses (autoriaus nuotrauka).

Tinklainé Regos nervas
Harderiano liauka Imogaus: vaskuliarizuota imogaus: mielinuotas
Lmogus: neturi triugio: dalinai triugic: dalinai
triusis: turi Odena vaskuliarizuota Gyslainé mielinuotas

fmogaus: 4.0 mm
[triugio: 7.9 mm

Trecias vokas
Imogus: neturi
triusis: turi

Rainelé

Ragena

zmogaus: 0.6 mm

triugio: 0.4 mm

fmogaus 3.1 mm
Akytoji plokstelé
Zmogus: turi
triuis: neturi

triudio 2.9 mm

Geltonoji démeé
Priekiné Fmogus: turi
kamera tringis: neturi

Junginé
cul-de-sac tiris . \ ) s A
Imogaus: 30 pl Uzpakaliné Ledis Stiklakinis
triugio: 30 - 50 pl kamera

#mogaus: 29.9 mm
Triusio: 18.1 mm

1.7 pav. Pagrindiniai triusio ir zmogaus akies skirtumai. Lyginant zmogaus ir triusio akis
iSryskéja struktiiry dydziy skirtumai ir tinklainés vaskuliarizacijos laipsnis. Taip pat triusio akis
skirtingai nei zmogaus turi Harderiano liaukg, nikuojan¢iag membrang ir akytaja plokstele (angl.

lamina cribosa), taciau triusio tinklainéje néra geltonosios démés (Zernii et al., 2016).
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1.2 Diabetiné retinopatija

Pasaulyje DR yra dazniausia cukrinio diabeto komplikacija, kuri 2010 m. duomenimis
pasireiskia apie 130 mln. zmoniy. Ilgéjant Zzmoniy gyvenimo trukmei bei didéjant diabetiniy
susirgimy skaiciui yra manoma, kad 2030 m. globaliai DR serganéiy zmoniy skaicius iSaugs iKi
191 min. (Zheng et al., 2012). Beveik visiems asmenims, kuriems diagnozuojamas | tipo cukrinis
diabetas praé¢jus 20 mety po diagnozés i$sivystys tam tikro laipsnio diabetiné retinopatija, 0 11 tipo
diabetui Sios komplikacijos tikimybé po 20 mety yra 80% (Stitt et al., 2016). Taciau svarbu
paminéti, jog ne kiekvienam individui sergan¢iam DR i$sivystys dalinis ar visiSkas aklumas. Regos
praradimas pasireiSkia pazengusioje ligos stadijoje, kai §i progresuoja j diabeting geltonosios
démés edema (DME) ir proliferacine diabeting retinopatija (PDR) (Heintz et al., 2010). Nepaisant
pasaulyje augancio diabetiniy susirgimy skaiciaus, su DR susijes aklumas iSsivys¢iusiose Salyse
sumazéjo. Sis rezultatas buvo pasiektas investuojant finansinius ir Zmogiskuosius resursus j
ankstyva ligos diagnozg¢ bei fundamentaliuosius ir farmacinius tyrimus (Sabanayagam et al., 2016).

Svarbus veiksnys DR gydyme ir ligos progresavimo sustabdymui yra ankstyva diagnoze.
Vienas akivaizdziausiy DR simptomy yra mikrovaskuliariniy pakitimy pasireiskimas tinklainéje,
sergant cukriniu diabetu tai yra vienas pagrindiniy kriterijy diagnozuojant DR. Ligos diagnostika
palengvino naujos fluoresceino angiografijos (FA) ir plataus spektro lauko (angl. ultra-wide field)
vaizdinimo procediiros, kuriy metu gaunamos detalios tinklainés ir jos kraujagyslinio tinklo
nuotraukos (Duh et al., 2017). Verta paminéti, jog diabeto sukelti poky¢iai pazeidzia ne vien tik
endotelio ir kraujagysliy, bet ir tinklainés nervines bei glijos lasteles. Tai leidzia DR diagnostikoje
kaip ligos biomarkerj naudoti optinés koherentinés tomografijos (OKT) metoda, kurio galima
jvertinti tinklainés nervinio audinio strukttrinius pokycius (Shin et al., 2012). DeSimtmecius
atliekami DR patofiziologiniai tyrimai bei naujy diagnostikos ir gydymo metody paieska padéjo
sukaupti ziniy apie ligos simptomatika ir patologinius mechanizmus. Taciau Sios ligos patologiniy

mechanizmy kompleksiSkumas ir biocheminis bei molekulinis jy veikimas iSlieka vienas

VW —
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1.2.1 Diabetinés retinopatijos etiologija ir patogenezé

DeSimtmecius atlickami DR patofiziologiniai ir naujy gydymo metody paieskos tyrimai
padéjo teorinius pamatus Sios ligos procesy supratimui. DR biidinga sudétinga biocheminiy ir
metaboliniy poky¢iy, tokiy kaip oksidacinis stresas bei skirtingy fermenty ir baltyminiy signalo
perdavimo keliy, sgveika. Kadangi tinklain¢ yra metaboliskai aktyvus audinys, kuriam reikia
didelio kiekio deguonies, $i sgveika sutrikdo apriipinimg deguonimi ir sukelia patologinius bei
funkcinius pakitimus tinklainés lgstelése (Arden and Sivaprasad, 2012; Heng et al., 2013). Atlikus
tinklainés kraujagysliy post mortem Zmogaus akies histologinius tyrimus buvo matomas
vaskuliarinés bazinés membranos sustoréjimas bei pericity ir endotelio lasteliy nekrozé. Taip pat
DR pazeistai tinklainei budinga (1.8 pav.) neovaskuliarizacija, intraretinaliniai kraujavimai,
mikroaneurizmos, veny diametro pakitimai, cisty formavimasis, mikroglijos aktyvacija,
kapiliarinio tinklo poky¢iai bei tinklainés neurony ir astrocity nekrozé (Duh et al., 2017; Ljubimov
etal., 1996).

Sveika tinklainé Tinklainé pazeista NPDR ir DME
Pazeistos Miulerio Igstelés
Aktyvuota amoeboidiné mikroglija

Ramybés blsenos dendritiné mikroglija
Miulerio lastelés

Vatos démeés

Mikroaneurizmos
Veninis granuliavimas
Neovaskuliarizacija

Kapiliariné
degeneracija

Eksudatas

........

Pazeisti fotoreceptoriai

Kapiliarinio tinklo sumazéjimas

Subretinalinis skystis
Tinklainés pigmentinio epitelio paZeidimai

1.8 Pav. Sveikos ir neproliferacinés diabetinés retinopatijos bei diabetinés geltonosios démes
edemos pazeistos tinklainés lgsteliniy struktiiry palyginimas (Duh et al., 2017).
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Be to, DR turi panaSumy su létinémis uzdegiminémis ligomis: pagrindiniai jos simptomai
yra padidéjes kraujagysliy pralaidumas, edemos, uzdegiminiy Igsteliy infiltracija, audiniy nekrozé
ir prieSuzdegiminiy citokiny bei chemokiny ekspresija. Padidéjusi vazoaktyviyjy faktoriy ir
citokiny ekspresija atlicka svarby vaidmenj vykstant strukttriniams ir funkciniams tinklainés
pokyciams. Neseniai atlikty eksperimentiniy DR studijy rezultatai rodo, kad uzdegimas yra svarbus
veiksnys ankstyvosiose DR patogenezés stadijose (Wirostko et al., 2008). 1.9 pav. struktiirinéje
schemoje vaizduojami ligos vystymosi etapai. DR yra daugiafunkciné liga, apimanti kelis
patologinius mechanizmus, tarp jy padidéjusj oksidacinj stresg, uzdegima, poliolio kelig, kuris
sukelia sorbitolio kaupimasi, glikacijos galutiniy produkty gamyba (GGPG) ir baltymo kinazés C
(PKC) kelio aktyvavima. Sie signaliniai keliai gali aktyvuoti citokiny ir daugelio vazoaktyviy
faktoriy, tokiy kaip kraujagysliy endotelio augimo faktorius (VEGF) ir pigmento epitelio faktorius
(PEDF) gamyba. Sie baltymai yra esminiai vykstant DR struktiiriniams ir funkciniams pokyéiams.
Kliniskai reikSminga DME gali pasireiksti vélyvose DR neproliferacinése arba proliferacinése

retinopatijos stadijose ir yra dazniausia regéjimo praradimo priezasé¢iy (Robinson et al., 2012).

L Hiperglikemija J

l Vl' A 4 l 'l Lengva NPDR ] [ Mikroaneurizmos ]
[Oksidauinis slresas] [ Uzdegimas ] [PKC aklyvacija} [ GGPG ] [ Poliolio kelias ]
I I I I I J, Mikroaneurizmos )
- _ Mikrovaskuliariniai pazeidimai
— - I — Vidutinio sunkumo Kapiliariné mikroangiopatija
Citokiny ir augimo faktoriy Vaskurliariniy ir neuroniniy NPDR
aktyvinimas Iasteliy disfunkcija p N

Neurony Kraujagysliy Di iné = A

disfunkcija pralaidumas re;la:::ﬂ:leja [ Pazengusi NPDR ]
Tinklainés
hipoksija

2 Neovaskuliarizacija

Intraretinaliniai kraujavimai
Bazinés membranos sustoréjimas
Mikrovaskuliarinés anomalijos
AN J/

Neovaskuliarizacija
Tinklainés atSoka

Neovaskuliarizacija
Tinklainés atSoka

T
T &
o
A
—
* Progresavimas
N

t

1.9 pav. Struktiiriné schema vaizduojanti veiksnius, kurie susij¢ su DR patogeneze, ir klinikinius
simptomus, kurie yra pastebimi jvairiuose DR etapuose (Robinson et al., 2012).
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1.2.2 Tinklainés nervinio audinio patogenezé

Siuo metu DR nebelaikoma vien tiktai mikrovaskuliarine liga, nauji molekuliniai ir
lasteliniai tyrimy metodai bei patobuléjusios tinklainés vaizdinimo procediiros suteiké galimybiy
suprasti patologinius pakitimus vykstancius akies tinklainéje. Pavyzdziui, sergant diabetu, optinés
koherentinés tomografijos studijy metu pastebétas vidiniy tinklainés nerviniy lasteliy sluoksniy
diametro sumazéjimas, o atlikus molekulinius tyrimus rastos didesnés angiogeniniy citokiny
koncentracijos kraujyje. Todé¢l aiskinantis DB mechanizmus ypatingas démesys skiriamas
neurovaskuliarinio vieneto (angl. neurovascular unit) patofiziologijai, kurig sukelia
mikrovaskuliariniy ir neuroniniy elementy sgveikos (1.10 pav.) (Duh et al., 2017; Sim¢ et al.,
2018). Neurovaskuliarinj vieneta sudaro skirtingy tipy neuroninés lastelés (horizontaliosios,
bipolinés, ganglinés ir amakrininés Iastelés), glija (Mulerio lastelés ir astrocitai), imuninés lastelés
(mikroglija ir perivaskuliariniai makrofagai) ir vaskuliarinés Iastelés (endotelio Igstelés ir pericitai)
(Gardner and Davila, 2017). Tinklainéje visos Sios lastelés yra glaudziai susijusios ir palaiko
vidinio kraujo-tinklainés barjero vientisuma, reguliuvodamos kraujotakg atsizvelgiant j
metabolinius audinio poreikius. Siy reguliaciniy mechanizmy poky¢iai yra viena pagrindiniy DB
atsiradimo priezasciy (Sim6 et al., 2018).

Tinklainé pasiZymi auks§tu metaboliniu aktyvumu, todél ji yra jautri deguonies poky¢iams.
Vidiné tinklainés dalis turi retesnj kraujagysliy tinkla lyginant su iSorine, kuri yra apriipinama
krauju su deguonimi i§ gyslainés (Heng et al., 2013). Tinklainéje didziaja dalj deguonies ir
energijos sunaudoja neuronai, ypatingai adaptacijai tamsoje ir neurotransmiteriy signalo
perdavimui. DR metu esant nepakankamam energetiniam apriipinimui neuronuose sutrinka
glutamaterginis bei dopaminerginis signalo perdavimas, sumazéja dendrity skaicius ir sinapsiniy
baltymy ekspresija (Gardner and Davila, 2017). Taip pat diabetiniy ligy gyviny modeliuose
pasireiS$ké tinklainés gangliniy ir amakrininiy lgsteliy apoptozé (Barber et al., 1998). Be to,
tinklainés neuroningés struktiiros gali i§skirti molekules, pvz. semaforing 3A, kurios prisideda prie
vidinio kraujo-tinklainés barjero suardymo (Cerani et al., 2013).

DR paveikia glijos lasteles, sutrinka Mulerio Igsteliy ir astrocity homeostazinés funkcijos,
kurios reguliuoja tinklainés kraujotaks, palaiko vandens balansg neuroninéje parenchimoje ir
tinklainés-kraujo barjero vientisumg (Bringmann and Wiedemann, 2012). Taip pat glijos lastelése
yra sutrikdomas glutamato-glutamino interkonversinis ciklas ir kalio kanaly reguliacija (Gardner
and Davila, 2017). Kitas svarbus faktorius DB progresavime yra padidéjusi imuniniy mikroglijos

lasteliy gaminamy uzdegiminiy citokiny ir augimo faktoriy ekspresija. Pavyzdziui, kraujagysliy
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endotelio augimo faktorius (angl. vascular endothelial growth factor (VEGF)) yra
priesuzdegiminis peptidas, kurio pagrindiné funkcija yra didinti tinklainés kraujagysliy
pralaidumg. Manoma, kad VEGF atlieka svarby vaidmenj ir DR bei DME patogenezé¢je. DME
pacientams, kurie buvo gydomi antiangiogeniniais vaistais sumazejo kraujagysliy pralaidumas bei

kapiliariy isemija (Duh et al., 2017).

Imuniniy lasteliy aktyvacija
Gliozé

Miulerio Igsteliy aktyvacija

Mikroglijos
aktyvacija

@
oy s
PrieSuzdegiminial

Aktyvuotas
endotelis

« H0
Sl Glutamato citokinai
Akvaporino ir pasalinimas Leukocity adhezija

kalio jony kanaluy
disfunkcija

Mikroglija

Neuronas

Pazeistas neurovaskuliarinis
suderinamumas

Pakitusios endoteliniy-muraliniy
lasteliy saveikos

Kraujotakos pakitimai

Trofiniy faktoriy praradimas

Vaskuliarinés bazinés
membranos pazeidimai

Sutrikusi Iastelés saveika su

matrikso baltymais Pakites nervinis

Sutrikusi nervine atsakas
glialiné ir muralin ' A
integracija -

1.10 Pav. Neurovaskuliarinio vieneto pokyc¢iai DR metu. Pilkuose kvadratuose vaizduojami
patologiniai lasteliniai poky¢iai skirtingose audinio vietose, kurie kartu lemia neurovaskuliarinius
ir kraujo-tinklainés barjero pazeidimus (Duh et al., 2017).
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1.3  Diabetinés retinopatijos gyviiny modeliai

Tyrimai su laboratoriniais gyviinais ir jy DR modeliy vystymas reik§mingai prisideda prie
Sios buklés etiologijos ir progresavimo supratimo bei naujy vaisty testavimo. DR yra kompleksiné
liga, kurig lemia genetiniai ir aplinkos veiksniai, todél yra kuriami panaSiis gyviiny modeliai
atsizvelgiant j Siuos veiksnius. Modeliai gali biiti kuriami genetinémis mutacijomis arba juos
indukuojant. Indukcija atlickama vaistais, operacijomis, dieta, cheminémis medziagos ir lazerio
pagalba. Genetiniai modeliai kuriami naudojant selektyvy veisima ir geny redagavimo jrankius. IKi
Siol DR tyrimuose naudojamos jvairios gyviiny risys, jskaitant peles, ziurkes, triusius, Sunis, kates,
Kiaules ir nezmoginius primatus (Olivares et al., 2017; Robinson et al., 2012). DaZniausiai DR
modeliams yra naudojamos pelés ir ziurkés, kadangi su jomis yra patogu dirbti dél jy mazo dydzio,
greito veisimosi ir galimybiy naudoti genetiSkai iSvestas linijas, kurios pasizymi paveldima
hiperglikemija ir nutukimu (Pearson et al., 2016). Pastaruoju metu yra plac¢iau taikomi transgeniniai
ir,, knockout *“ peliy modeliai, kurie leidZia tirti molekulinius kelius dalyvaujan¢ius DR patologijoje
(Robinson et al., 2012). Visgi, kity rasiy gyviny, pavyzdziui triusiy, Suny ar primaty akies sandara
yra struktiriS$kai panasesné j zmogaus. Todél $iy gyviing DR modeliai pasizymi morfologiskai
7zmogui panaseshiais tinklainés ir kraujagysliy pazeidimais, dél to jie kartais naudojami kaip

alternatyva grauziky modeliams (Olivares et al., 2017).

1.3.1 TriuSio DR modeliai

Triusiai oftalmologiniuose tyrimuose buvo pradéti naudoti dél akies panaSumy su
zmogumi. Taip pat dél jy paklusnumo ir didesniy akiy su jais yra lengviau atlikti eksperimentines
procediiras (Zernii et al., 2016). Triusiai pasizymi ilgesne gyvenimo trukme nei pelés ar ziurkés,
todél jie yra tinkamesni ilgalaikiams tyrimams, kurie ypac aktualtis DR tyrimuose, kadangi $i liga
vystosi ilgus metus. DR simptomai triusiams gali bati sukeliama farmakologiskai streptozotocinu
ir VEGF arba specialia cukrozés dieta. Streptozotocinas naikina kasoje esancias B tipo lasteles ir
sukelia | tipo diabetg. Vienas i §io modelio trikumy yra didelé retinopatogenezés variacija. 19
savaite po streptozotocino inekcijy 50% triusiy iSrySkéjo proliferaciné retinopatija, 40% stipriis
tinklainés ir kity akies daliy kraujavimai, likusiems 10% pasireiské nedidelé vaskulopatija. Kitas
metodas indukuoti DB triuSiuose yra injekuojant vaskuliarinj endotelio augimo faktoriy i
stiklakiinj. Sis modelis pasizymi greitu veikimu ir jau pirmaja savaité yra pastebimi kraujavimai ir
neovaskuliarizacija. Taciau antrg savaitg tinklainé pradeda gyti savaime, manoma, kad to priezastis

yra VEGF kiekio sumazéjimas iki normos riby (Lai and Lo, 2013).
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1.3.2 Streptozotocinas

Streptozotocinas arba aloksanas yra dazniausiai naudojamos cheminés medziagos
indukuoti DR modeliui gyviinuose. Sios medZiagos sunaikina kasoje esancias p tipo lasteles, kurios
sintezuoja insuling tokiu budu sukeliant I tipo diabetg (Robinson et al., 2012). Cheminés indukcijos
metodas atkuria ankstyvuosius DR simptomus: tinklainés pericity ir kapiliary praradima,
vaskuliarinés bazinés membranos sustor¢jima, kraujagysliy okliuzijg ir padidéjusj jy pralaidumag
(Cai and McGinnis, 2016). Streptozotocino modelyje fiziologiniai ir biocheminiai poky¢iai ziurkiy
tinklainéje pradeda rySkéti praéjus 1-2 ménesiams po hiperglikemijos pradzios, 0 diabeto sukeliami
neuroniniai ir glijos lasteliy poky¢iai pastebimi dar ankséiau (Robinson et al., 2012). Vis délto, Sis
modelis pasizymi variacija tarp individy. Po 8 ménesiy Lewis ziurkése buvo matomas tinklainés
kapiliary ir gangliniy lasteliy praradimas, Wistar linijoje pastebéti tik neurovaskuliariniai pokyc¢iai
be neurodegeneracijos, o Sprague Dawley individuose nebuvo jokiy tinklainés audinio pakitimy
(Kern et al.,, 2010). Indukuoti modeliui triuSiuose bei primatuose yra naudojami vienos
streptozotocino dozés protokolai, o patologiniai poky¢iai iSrySkéja 5 ménesiai po injekcijos (Drago
et al., 1998).

1.3.3 Kraujagysliy endotelio augimo faktorius (VEGF)

VEGF yra dimerinis signalinis baltymas, kuris zinomas dél savo didelio potencialo skatinti
endotelio Igsteliy augimg, taip sukeldamas sveika arba patologing neovaskuliarizacijg ir
padidindamas kapiliariniy kraujagysliy pralaidumg (Miller, 1997). VEGF ekspresuojamas
daugelyje skirtingy lasteliy, jskaitant navikines lasteles, makrofagus, trombocitus, keratinocitus ir
inksty mezanialines lasteles. VEGF neapsiriboja vien tik kraujotakos sistema, taip pat jis atlicka
svarby vaidmen;j Kituose fiziologiniuose procesuose — kauly formavime, hematopoezéje ir Zaizdy
gijime (Duffy et al., 2013). Patologiné VEGF baltymo ekspresija ir jo sukelta padidéjusi
angiogenez¢é yra vieni pagrindiniy faktoriy daugelio ligy patogenezéje, tarp jy ir diabetinés
retinopatijos (Sydorova and Lee, 2005). Proliferacinés retinopatijos modelis gyviinuose taikant
VEGF gali biti sukeliamas naudojant transgeninius gyvinus ir atlieckant jiems genetines
modifikacijas arba injekuojant VEGF gyvunui tiesiogiai j akies struktoras (Lai and Lo, 2013).
Praktikoje daznai naudojamas Kimba (trVEGF029) transgeniniy peliy neovaskuliarizacijos
modelis. Sios pelés pasizymi padidéjusia VEGF165 geno ekspresija rodopsing ekspresuojanéiose
lastelése. Siam modeliui badingas tinklainés ganglijiniy lasteliy, vidinio branduoliy ir iSorinio
branduoliy sluoksniy suplonéjimas, taip pat mikroaneurizmos, intraretinalinés mikrovaskuliarinés

anomalijos bei kapiliariné angiogenezé (Eeden et al., 2006). VEGF modelis naudojamas ir
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triusiuose bei kiaulése, nes Siy gyviuny rasiy akies anatomija strukturiSkai yra artima zmogui
(Badaro etal., 2014). Ameri et al., 2007 tyrime intravitrealiné VEGF injekcija po 7 dieny triuSiuose
sukeélé disko hiperemija, kraujagysliy iSsiplétima ir vaskuliarinj nuotékj (1.11 pav.). Taip pat tyrimo
rezultatai parodé, jog ankstyvos intravitrealinés antivaskuliariniy vaisty injekcijos gali sustabdyti
patologinius procesus inaktyvuodami receptorius ir sumazindami VEGF koncentracijg (Ameri et

al., 2007).

1 savaite

1.11 pav. Triusiy akies dugno fluoresceino angiografijos nuotraukos. Kairéje puséje matome
nuotrauka triusio, kuriam buvo suleista VEGF injekcija, o deSinéje — kontroling grupe (Ameri et
al., 2007). VEGF grupéje matomas tinklainés kraujagyslinis nuotékis (angl. vascular leak).

1.3.4 VEGF veikimo mechanizmas

Vienas pagrindiniy PDR simptomy Yyra tinklainés lasteliy hipoksija, kuri lemia VEGF
koncentracijos padidéjima lastelése. (Ferrara, 2004). VEGF yra sintezuojamas iSeminiy tinklainés
lasteliy, ir difuzijos buidy pasiekia tinklainés vaskuliarinio epitelio lasteles. Sios lastelés savo
pavirSiuje ekspresuoja keletg tipy VEGF tirozino kinazés receptoriy. VEGFR-2 receptorius yra
vienas pagrindiniy angiogeniniy mediatoriy, kuris didina kraujagysliy pralaidumg (Wu et al.,
2019). VEGF prisijungia prie VEGFR-2 receptoriaus ir lemia VEGF dimerizacijg bei tarplasteliniy
tirozino liekany autofosforilinima. Sie procesai aktyvuoja signalo perdavima, kuris sukelia
endotelio proliferacijg ir migracija, transkripcijos aktyvacijg bei padidina kraujagysliy pralaiduma
(Koch and Claesson-Welsh, 2012). Tinklainés iSemijos gyviiny modeliy tyrimai rodo koreliacija
tarp VEGF mRNA koncentracijos padidéjimo vandeninime humoraliniame skystyje ir tinklainés
neovaskuliarizacijos. Siuose modeliuose VEGF inaktyvacija atitinkamai sumazino ir tinklainés
neovaskuliarizacija, todél antivaskuliariniai vaistai yra vienas efektyvesniy biidy stabdant PDR

patogeneze (Miller et al., 1994; Wu et al., 2019)
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1.3.5 DR gydymas anti-kraujagysliy endotelio augimo faktoriais

Vienas didziausiy i8Siikiy tinklainés neovaskuliariniy ligy gydyme islieka naujy terapiniy
metody ir farmakologiniy vaisty kiirimas. ,,The American Journal of Pathology® 1994 m.
iSspausdintas straipsnis apie VEGF vaidmen] angiogenezés procesuose atvéreé naujg vaisty kiirimo
etapg tinklainés neovaskuliarizacijai gydyti. Buvo pradéti tyrimai su medziagomis, stabdan¢iomis
VEGF veikimg. Pirmoji medziaga naudota VEGF neutralizacijai buvo medikamentas
bevacizumabas (Avastin), humanizuotas anti-VEGF antikiinas, kuris stabdo visy VEGF izoformy
veikimg (Kim and D’Amore, 2012). PradZioje Siuo preparatu buvo gydomos pazengusios veZzio
formos (Gordon et al., 2001), kiek véliau oftalmologai pradéjo injekuoti §j vaistg | stiklakinio
ertme¢ amzinés geltonosios démés degeneracijos pacientams. Intravitrealinés bevacizumabo
injekcijos pagerino regéjimo funkcija su minimaliais Salutiniais poveikiais (Rosenfeld et al., 2005).
Véliau kaip alternatyva §iam vaistui buvo sukurtas ranibizumabas. Si medZiaga turéjo efektyviau
difunduoti per tinklaines audinius | gyslaing lyginant su bevacizumabu, taciau atlikti tyrimai
parodé, kad Sios dvi glaudziai susijusios molekulés turi tokj patj klinikinj efektyvumag (CATT
Research Group et al., 2011). Po keleto mety jmoné ,,Regeneron Pharmaceuticals® sukiiré baltyma
(afliberceptas), kur; sudaro antrinis VEGF 1 receptoriaus bei tretinis VEGF 2 receptoriaus
imunoglobulino domenai ir zmogaus IgGl fragmentinis kristalizuojamasis regionas (angl.
fragment crystallizable region) (Holash et al., 2002). Dél ypatingos struktiiros afliberceptas
pasizymi apie 100 karty didesniu afiniSkumu nei bevacizumabas ir ranibizumabas. Manoma, kad
efektyvesné aflibercepto farmakokinetika sumazina dozavimo daznj pacientams, 0 Vaisto

veiksmingumas iSlieka nepakites (Kim and D’ Amore, 2012).
1.4 DR modeliy charakterizavimas

Visy pirma, norint eksperimentiskai tirti ir apraSyti DR yra labai svarbu naudoti tinkamus
tyrimo metodus ligos gyviiny modeliams analizuoti. Eksperimento metu po perfuzijy surinktos
akys gali buiti jvertintos jvairias histologiniais metodais, jog biity galima i§samiai iStirti tinklainés
ir kraujagyslinius audiniy pokycius. Be to, galima tirti norimy geny ir baltymy ekspresija gyvino
akyje naudojant jvairius molekulinius ir biocheminius metodus, tokius kaip kiekybinis PGR,
,microarray* ir ,,western blotting analizé. Tyrimo metu gyviinams esant gyviems atlickamos in-
vivo vaizdinimo procediiros (akies dugno fotografija (FP), fluoresceino angiografija (FA) ir optiné
koherentiné tomografija (OKT) vizualiam tinklainés ir kraujagysliy tinklo jvertinimui. Taikant
elektrofiziologinius metodus (pvz. multifokaling ir Sabloning elektroretinografijg) galima jvertinti

jvairiy tinklainés Igsteliy elektriniy atsaky stipruma (Lai and Lo, 2013; Robinson et al., 2012).
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1.4.1 Elektrofiziologija

Tinklainés audinio elektrofiziologiniai tyrimai yra metodas neinvaziskai jvertinti regéjimo
funkcijas gyviiny modeliuose. Dazniausiai naudojami metodai yra blyksnio elektroretinografija
(FERG), 8ablonin¢ ERG (pERG), multifokaliné ERG (MfERG) ir regéjimo stimuliacijos sukelti
potencialai (Robinson et al., 2012). Elektroretinografijos metodas iSmatuoja jvairiy lgsteliy tipy
elektrinj atsaka tinklaingje, jskaitant fotoreceptorius (lazdeles ir kolbeles), vidines tinklainés
lasteles (bipolines ir amakrinines) ir ganglines lasteles. fERG bangg sudaro trys pagrindiniai
komponentai (1.12 pav.). Pradinis neigiamas bangos jlinkis vadinamas a banga, tai fotoreceptoriniy
lasteliy atsakai. Vélesnis Kilimas link teigiamos amplitudés virsiinés vadinamas b-banga, kurig
sukelia signalai i§ bipoliniy lgsteliy. Paskutinj komponentg, ¢ banga, sudaro kriivio kitimas
tinklainés pigmentinio epitelio lastelése (Belusic, 2011). Pagrindiniai ERG komponenciy
parametrai yra: atsako pradzios latencija (praéj¢s laiko tarpas nuo stimulo pradzios iki atsako
pradzios), piko latencija (pragjes laikas tarp stimulo pradzios ir atsako piko) bei amplitudé (pvz.
jtampos bangos) (Pescosolido et al., 2015). Sabloniné ir multifokalinés ERG skiriasi eksperimento
metu naudojamais metodiky protokolais ir stimulais. mfERG stimulas yra heksagoniniy elementy
matrica, kurioje kiekvienas i$ $iy heksagonu keicia savo spalvg tarp baltos ir juodos pasirinkto
daznio atsitiktine seka (Dettoraki and Moschos, 2016). Sabloninés ERG metu yra registruojamas
atsakas tik is tinklainés gangliniy lasteliy (Bach et al., 2013). 1.13 pav. pavaizduoti mfERG ir
PERG naudojami stimulai. Tinklainés elektriniy potencialy atsaky poky¢iai yra vienas pirmyjy DR
pasireiSkimo pozymiy. Tyrimai rodo, kad elektrofiziologiniai pakitimai jvyksta anks¢iau negu
vaskuliariniai (Kohzaki et al., 2008). ERG tyrimai su gyviinais parodé sumaz¢jusias a ir b bangy

amplitudes bei padidéjusia piko latencija (Robinson et al., 2012).
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1.12 Pav. Triusio fERG signalas. fERG sudaro 3 bangos: a-banga, b-banga ir c-banga (autoriaus

nuotrauka).
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1.13 Pav. Elektroretinografijos metu naudojami stimulai. A ir B — mfERG heksagoniniy elementy
matricos, A matricg sudaro 61 elementas, B — 102 elementai (Hood et al., 2012). C — pERG metu
naudojamas Sachmaty lentos arba juodai balty juosty stimulai (Belusic, 2011).

1.4.2 Optin¢ koherentiné tomografija

Optiné koherentiné tomografija (OKT) yra vis placiau taikomas ir vienas efektyviausiy
neinvaziniy in vivo tinklainés audiniy struktiiry analizés metody neurooftalmologiniuose tyrimuose
(Chan and Chan, 2017). Pagrindinis §io metodo veikimo principas yra Sviesos sklidimas
interferometru ir audinj kertancio Sviesos spindulio dispersija arba absorbcija. Audinio vietos
atspindincios daugiau Sviesos sukuria didesnio intensyvumo signala, o vietos, kurios sugeria
Sviesa, atvirk$Ciai — mazesnio. Kaip Sviesos Saltinis dazniausiai yra naudojamas super-
liuminescencinis diodas, kurio bangos ilgis varijuoja nuo 820 iki 870 nm. I$ tinklainés audiniy
grjztanti §viesos banga yra apdorojama spektrometre Fourier transformacijos ir palyginama su
atskaitos spinduliu. Fourier transformacija yra matematinis algoritmas, kuris kompleksines bangas
verCia ] atskirus nesudétingus vienetus (Lumbroso et al., 2007). Atliekant tyrimus naudojama
spektrinio domeno optiné koherentiné tomografija (SD-OCT), kuri veikia tokiu paciu principu kaip
ir anksCiau minétoji, taciau vietoje Sviesos detektoriaus naudojamas spektrometras. Tokiu biidy
gaunamas detalesnis vaizdas, tinklainés sluoksniai labiau iSsiskiria bei matomi gilesni audiniy
sluoksniai (1.14 pav.) (Ibne Mokbul, 2017). Tinklainés storio matavimas yra naudojamas kaip

progresuojancios neuroninés tinklainés patologijos indikatorius DB gyviiny modeliuose. Didelés
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skiriamosios gebos OKT neinvaziniu biidy matuoja tinklainés storj grauzikams ir triuSiams, 0
naujausia jranga gali reprodukuoti vaizdus, kurie leidzia analizuoti tinklaine histologiskai vertinant
jos sluoksnius (Robinson et al., 2012). Grauziky tyrimai taip pat parodé, kad ERG amplitudés
sumaz¢jimas koreliuoja su sumaze¢jusiu tinklainés diametru, kuris buvo iSmatuotas OKT metu

(Fischer et al., 2009).

|_20c| um

1.14 pav. Triusio tinklainés sluoksniy nuotrauka padaryta optiniu koherentiniu tomografu

(autoriaus nuotrauka).

1.4.3 Flouresceino angiografija

Fluoresceino angiografija (FA) arba akies dugno fluoresceino angiografija yra tinklainés ir
gyslainés kraujo cirkuliacijos vaizdinimo metodas. Procediiros metu gyviinams po oda arba j kojos
raumenis yra injekuojamas natrio fluoresceinas, kuris patenka j kraujotakg, tuo metu tinklainé yra
apSvieCiama 490 nanometry bangos ilgio mélyna Sviesa. Dazas skleidZia Zalig fluorescencing
Sviesg ir iSrySkéja tinklainés ir gyslainés kraujagysliniy audiniy struktaros. Tokiu biidu gaunama
akies angiograma fotografuojant fluorescencing zalig Sviesg (Cicinelli et al., 2019). FA metu
galima stebéti naujy kraujagysliy susidaryma, jy iSveséjimus bei diametro pokycius. Taip pat
fluorescencinis dazas iSryskina gyslainés kraujagysliy ir kapiliary subretinalinio skys¢io difuzija,
kuri dar vadinama kraujagysliniu nuotékiu (angl. vascular leak) (1.15 pav.). Be to, vertinant
kraujagyslinio issiliejimo plotus galima nustatyti pazeidimo ir gijimo laipsnj. FA vaizdinimas yra
svarbus ir antivaskuliariniy vaisty testavime, kadangi metodas suteikia galimybe¢ matyti tiksly

morfologinj tinklainés kraujagyslinio audinio pokytj laike (Robinson et al., 2012).
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1.15 Pav. Sveiko ir VEGF paveikto triusio FA tinklainés nuotraukos. Kairéje esancioje
nuotraukoje matome sveiko triusio tinklaing, o deSinéje triusio, kuriam intravitrealiniu budu buvo
suleistas VEGF. Matomas kraujagyslinio tinklo padidéjimas ir kraujagysliy bei kapiliariy
subretinalinio skys¢io difuzija (autoriaus nuotrauka).
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2.

2.1

METODOLOGIJA

Iranga ir medziagos

Apacioje pateikta eksperimento metu naudotos jrangos lentelé su pavadinimais ir

funkciniais panaudojimais eksperimenty metu.

Iranga

Panaudojimas eksperimento metu

Flouresceino angiografas ,,Heidelberg
Spectralis HRA+OCT*

Iranga skirta tinklainés ir gyslainés
vaizdinimui naudojant fluoresceino dazg bei
aukstos kokybés neinvazinei invivo tinklainés
audinio analizei.

Inkubatorius ,,Ohmeda Ohio Care Plus 3000

Naudojamas palaikyti anestezuoty gyviny
termoreguliacija po procediiry atlikimo.

Lesinis elektrodas ,,Erg-Jet

Elektroretinografijos metu naudojami
elektrodai.

Duomeny rinkimo sgsaja/sistema ,,Power
1401¢

[ranga skirta elektroretinografijos duomeny
jraSymui.

Stiprintuvas ,,1Is0-DAM8A*

Naudojamas elektriniam atsakui is tinklainés
stiprinimui.

2 ir 5 ml. tario $virkstai ,,Jiangsu Zhengkang
Medical Apparatus Co., Ltd.«

Naudojami medziagy ir anestezijos
injekcijoms ] gyviinus (triusius) procediry
metu.

Konusiniai polipropileniniai ir polistireniniai
meégintuvéliai

15, 50 ml mégintuvéliai naudojami anestezijai
ir fluoresceinui laikyti.

Svarstyklés ,,FKB 30K1A Kern*

Triusiy svoriui jvertinti.

Vienkartinés sterilios adatos 23G

Naudojami medZiagy ir anestezijos
injekcijoms ] gyviinus (triusius) procedury
metu.

100 pl Insulininiai $virkstai

Naudojami intravitrealinéms VEGF ir
aflibercepto injekcijoms j triusio akj.

Akiy valymo lazdelés ,,Bvi Weck-Cel“

Naudojama dulkiy ir kity svetimkiiniy
nuvalymui nuo triusio akies FA ir OCT
vaizdinimo metu.
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Eksperimento metu naudoty medziagy sgrasas su pavadinimais ir jy panaudojimas atlikty

procediiry metu.

Medziagos

Panaudojimas tyrimy metoduose

Ketaminas (75 mg/kg; ,,Ketamidor*, Richter
Pharma, Austria); Medetomidinas (1 mg/Kkg;
Sedator, Eurovet, Netherlands), 0,9% natrio
chlorido fiziologinis tirpalas (B.Braun
Melsungen AG, Germany)

Triusiy anestezavimui elektroretinografijos ir
tinklainés vaizdinimo metu.

Oksibuprokaino lasai (,,Oftan Obucain®,
Santen Pharmaceutical, Japan)

Triusio akies nuskausminimas intravitrealiniy
injekcijy ir in vivo vaizdinimo procediry metu

Tropikamido lasai (10 mg/ml; ,,Mydriacil*,
S.A Alcon-Couvreur N.V, Belgium)

Triusio akies vyzdZzio praplétimui in vivo
vaizdinimo procediiry metu.

Drékinamieji akiy lasai (,,Systane ultra®,
Alcon Laboratories, USA)

Gyviino akies sudrékinimui in vivo
vaizdinimo procediiry metu su tikslu
apsaugoti gyviino rageng nuo i8dzitivimo.

Rekombinantinis zmogaus VEGF 165
baltymas (R&D systems, USA)

Diabetingés retinopatijos modelio indukcijai
triusiuose.

Pentobarbitalis (100 ml; ,,Exagon‘, Richter
Pharma, Germany)

Triusio eutanazijai paskuting eksperimento
diena.

10% Natrio flouresceino tirpalas (Sigma-
Aldrich, USA)

Injekuojamas tinklainés kraujagysliy
nudazymui FA vaizdinimo metu.

2.5% hipromeliozés kontaktinis gelis
(Goniovisc, Hub Pharmaceuticals, USA)

Elektroretinografijos metu naudojamas kaip
laidininkas tarp akies ir elektrodo.

Deksametazono ir chloramfenikolio akiy lasai
(Oftan Dexa-Chlora, Santen Pharmaceutical
Co., Japan)

Antibiotiniai akiy lasai naudojami apsaugoti
triusio akj nuo infekcijy po intravitrealiniy
injekcijy.

Afliberceptas (Eylea, Bayer AG, Germany)

Injekcinis tirpalas sukelto modelio gydymui.
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2.2  Eksperimento eiga

Siekiant sukurti DR model;j triusiuose atlikti 2 tyrimai. Pirmojo tyrimo (2.1 pav.) tikslas
buvo nustatyti tinkamg VEGF koncentracijg modelio indukcijai. Eksperimento metu 4 triusiams j
abi akis buvo suleista atitinkamai po 50, 200, 500 ir 5000 ng VEGF. Sio tyrimo metu OCT ir FA
vaizdinimo metu buvo vertinami kraujagyslinio tinklo pagauséjimas, naujy kraujagysliy
susidarymas, kraujagysliy ir kapiliariy subretinalinio skys¢io difuzija bei buvo apskai¢iuotas
kraujagyslinis nuotékio plotas. Skiriamas démesys pazeidimy laipsniui, jog sukurtas modelis biity
efektyviausias validacijai, kai sukeltoms patologijoms gydyti yra iSbandomi jau rinkoje esantys
farmaciniai preparatai.

Apibendrinus pirmojo tyrimo gautus rezultatus buvo pasirinkta efektyviausia VEGF
koncentracija modelio indukcijai (2.2 pav.). 4 triusiai buvo padalinti j dvi grupes: kontroling ir
gydyta afliberceptu. FA ir OCT in vivo vaizdinimo metu buvo vertinamas tinklainés kraujagyslinis
tinklas ir jo pokyciai. TriuSiy fotoreceptoriy ir bipoliniy lasteliy atsakas buvo matuojamas
elektroretinografijos metu. Paskuting tyrimo dieng triusiai buvo eutanazuojami naudojant

pentobarbitalj. Eutanazija atlikta suleidziant 400 mg/Kg j ausies vena.

N=4

50 ng VEGF
200 ng VEGF
500 ng VEGF
5000 ng VEGF

OCT ir FA Vaizdinimas

| | | | | | | |
i i | i i i | i
ODiena 2Diena 4Diena 6Diena 8Diena 10Diena 12Diena 14 Diena
Tyrimo pradzia Tyrimo pabaiga
FA ir OCT Gyvuny eutanazija

VEGF Injekcija

2.1 Pav. Pirmojo tyrimo schema.
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OCT, FA vaizdinimas ir elektroretinografija

N=4
4 akys VEGF + Afliberceptas
>/ 4 akys VEGF + kontrolé

I | | | | | | |
| | | | | | |
0 Diena 4 Diena 6Diena 8Diena 10Diena 12Diena 14 Diena
Tyrimo pradzia Aflibercepto Tyrimo pabaiga
OCT, FA, ERG injekcija Gyvlny eutanazija

VEGF injekcija

2.2 Pav. Antrojo tyrimo schema.

2.3 Tyrimo metodai

2.3.1 Gyvinai

Tyrimui buvo naudojami Dutch Belted laboratoriniai triusiai, kurie buvo jsigyti i§ Svedijos
(Lidkdpings Kaninfarm, Svedija). 8 triusiai, kuriy amzius 6 ménesiai, o svorio intervalas 3 — 3,5
kg pries eksperimentg dvi savaites (aklimatizacijos periodas) buvo laikomi atskirai individualiuose
narvuose nurodytomis sglygomis: 12 val. §viesos ir 12 val. tamsos ciklas, temperatira 21 °C ir 60%
oro drégmé. Gyviinai buvo maitinami standartiniu pasaru ir girdomi vandeniu ad libitum. Triusiai
buvo pasverti dieng prie§ eksperimento pradzig (diena -1) ir kas savaite viso eksperimento metu.
Visi tyrimai atlikti atsizvelgiant | ARVO pareiskimg dél gyviny naudojimo oftalmologijos ir
regéjimo tyrimuose ir EB direktyva 2010/63/EU bandymams su gyviinais. Eksperimento eiga ir
metodika patvirtinta Lietuvos bandomyjy gyviny naudojimo etikos komisijos ir valstybinés maisto
ir veterinarijos tarnybos. (Experimentica UAB, leidimo atlikti bandymus su laboratoriniais

gyvinais numeris: G2-95).
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2.3.2 Intravitrealinés injekcijos

Pries injekcija triusiai buvo anestezuojami suleidziant 20 mg/kg medetomidino ir 40 mg/kg
ketamino j kojos raumen;j. Kiekvienam triusiui j akj sulasinta nuskausminamyjy oksibuprokaino
lasy (,,Oftan Obucain®, Santen Pharmaceutical, Japan). Pirmajame tyrime DB modelio sukélimui
triusiams intravitrealiniu bady j abi akis buvo suleista atitinkamai po 100 ul 50, 200, 500, 5000 ng
koncentracijos VEGF tirpalo (Sigma, USA). Pilotinio tyrimo metu buvo nustatyta, jog i tirty
koncentracijy 5000 ng konc. VEGF tirpalas efektyviausiai sukelia neovaskuliarizacija. Antrajame
tyrime kiekvienam triusiui buvo injekuotas 100 pl 5000 ng koncentracijos VEGF tirpalas. Po
kiekvienos injekcijos ant akies buvo uZlasinta deksametazono ir chloramfenikolio lasy apsaugoti
akiai nuo infekcijos.

Analoginémis sglygomis antrojo tyrimo metu 4 dieng po VEGF injekcijos intravitrealiniu

buidu j paZeistas akis buvo suleista 40 mg/ml 100 ul aflibercepto.

2.3.3 Akies dugno vaizdinimas

Akies dugno ir tinklainés strukttiry vaizdinimui atlikta fluoresceino angiografija (FA) ir
optin¢ koherentiné tomografija (OKT) naudojant Flouresceino angiografy ,,Heidelberg Spectralis
HRA+OCT*. Prie§ vaizdinimo procediiras gyviinai uzmigdomi anestezinio ketamino (75 mg/kg;
Ketamidor, Richter Pharma, Austria) ir medetomidino (1 mg/kg; Sedator, Eurovet, Netherlands)
tirpalo injekcija j raumenj. Gyviinas jtvirtinamas ] specialy metalin] jtaisa, triusio galva
pozicionuojama priesais objektyva. Vyzdziams praplésti j akis sulasinamas 1% tropikamido
tirpalas (Santen oy, Finland). Pries pat tinklainés vaizdinimg akies vokai buvo i$ple¢iami akies
voko pléstuvu. Siekiant procediiros metu apsaugoti gyvino rageng nuo iSdzitivimo akys buvo
drékinamos akiy lasais (Systane® Ultra, Norbrook, England).

Vyzdziui i$siplétus, OKT objektyvas yra nutaikomas j akies dugng ir padaromos 35
nuotraukos po 68 pakartojimus. IS gauty nuotrauky vertinami tinklainés sluoksniy makroskopiniai
poky¢iai.

Fluoresceino angiografijos metu plataus spektro (angl. ultra-widefield) objektyvas
nutaikomas j akies dugng. Triusiui in musculus suleidziama 10% natrio fluoresceino tirpalo
(Lml/kg) ir su fluoresceino angiografu 5 min. padaromos tinklainés nuotraukos. I$ gauty nuotrauky

buvo apskaiciuotas kraujagyslinio nuotékio plotas.
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2.3.4 Elektroretinografija

Pries fERG registravima, triusiai 30 min buvo adaptuojami tamsoje, o visi bandymai atlikti
prie silpno raudono 3 lux apsvietimo. Triu$iai anestezuoti suleidus 1 mg/kg ketamino (75 mg/kg;
Ketamidor, Richter Pharma, Austria) ir medetomidino (1 mg/kg; Sedator, Eurovet, Netherlands)
tirpalo injekcija j raumenj. Gyviinas buvo pritvirtinamas prie jam pritaikyto stereotaksinio rémo ir
paguldomas ant fiziologinio kaitinimo paminkstinimo. Procediiros metu akys yra sudrékinamos,
lasinant 2,5% GonioVisc oftalmologinio tepalo tirpalo (Hub Pharmaceuticals, JAV), kuris taip pat
uztikrina elektrinj kontakta ir laidumg tarp ragenos ir ragenos elektrody (t.y. ERG elektrodo).
Elektroretinografijai atlikti buvo naudojami kontaktinio lesio tipo elektrodai ERG-Jet (Fabrinal,
Sveicarija). Vienu metu yra registruojamas vienos akies atsakas, kol kita akis yra mechaniniu biidu
uzdengiama. Sviesos blyksnio stimulas buvo pateikiamas pozicionuojant LED stimuliatoriy su
paraboliniu veidrodziu 0,5 cm atstumu nuo akies, siekiant apsSviesti visg tinklainés pavir$iy.
Naudotas 3 ms trukmés 1.65 [log(cd*s*m™)] intensyvumo $viesos blyksnio stimulas, intervalas
tarp stimuly 10 s. Vienos sesijos metu registruota 10 atsaky i$ kiekvienos akies, jie buvo
vidurkinami. ERG signalas stiprinamas 1000 karty. Po fERG registravimo a ir b bangy pikai
iSrenkami ir nustatomos jy amplitudés naudojant ,,Matlab“ programa. A bangos amplitudé
matuojama nuo bazinés linijos iki pirmo neigiamo ekstremumo, b bangos amplitudé — nuo pirmo

neigiamo ekstremumo iki pirmo teigiamo ekstremumo (2.3 pav.).
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2.3 pav. fERG a ir b bangy amplitudés. Trumpesné mélyna rodyklé zymi a bangos
amplitude nuo bazinés linijos iki pirmo neigiamo ekstremumo, ilgesné - b bangos amplitudé, nuo
pirmo neigiamo ekstremumo iki pirmo teigiamo ekstremumo.
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2.3.5 Kiekybing¢ rezultaty analizé

Kraujagyslinio nuotékio plotas buvo vertinamas analizuojant FA vaizdinimo metu gautas
triusio tinklainés nuotraukas ImageJ (v. 1.52u, Scion Corporation) programoje. Naudojant ImageJ
kiekviena nuotrauka buvo konvertuojama j 8-bit formatg ir pakei¢iama jos riba (angl. treshhold)
iki kol i§ryskéja visas fluoresceinu §vieiantis kraujagyslinis tinklas (2.4 pav.). Sis plotas Image]J
programoje yra suskaic¢iuojamas pikseliais, todél naudojant mastelj i§ FA nuotrauky pikseliai buvo

konvertuojami j mm?,

2.4 Pav. FA nuotrauky analizé. Desingje puséje matome 5 minutés FA vaizdinimo metu gauta
triusiyo tinklainés kraujagyslinio tinklo nuotrauka. Kairéje nuotrauka modifikuota su ImageJ
programine jranga isryskintant kraujagyslinj tinkla.

Statistiné eksperimenty duomeny analizé atlikta GraphPad Prism (v. 8.4.2, GraphPad
Software Inc., San Diego, California, CA, JAV) programine jranga. Kiekybiniai duomenys buvo
pateikiami grafiku ir apskai¢iuoti jy standartiniai nuokrypiai (SD) ir paklaida (SEM). Duomenys
buvo analizuojami naudojant dviejy kryp¢iy vidurkiy palyginimo ir dispersing analize (two-way
ANOVA). Skirtumai buvo jvertinami kaip statistiSkai reikSmingi, kai p < 0,05. Naudojant

Kolmogorov—Smirnov testa buvo patikrintas duomeny normalingumas.
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3. REZULTATAI

Padidéjusio kraujagysliy pralaidumo modelio indukcijai buvo atlikti du tyrimai, kuriy metu
buvo vertinami morfologiniai ir funkciniai tinklainés ir jos kraujagyslinio audinio poky¢iai.
Pirmojo tyrimo tikslas buvo nustatyti optimalig koncentracijag modelio indukcijai, antrojo tyrimo

tikslas — charakterizuoti modelj ir jvertinti jo efektyvumg testuojant anti-VEGF vaistus.

3.1  VEGF koncentracijos nustatymo eksperimentas

Pirmojo tyrimo metu 4 triusiai buvo padalinti j keturias skirtingos VEGF koncentracijos
grupes: 50, 200, 500 ir 5000 ng. Gyvinams | abi akis intravitrealiniu biidu buvo suleista 100 pl
skirtingy koncentracijos VEGF tirpalo. FA ir OKT vaizdinimo metu morfologiskai buvo jvertintas
visy grupiy akiy (n=8) tinklainiy kraujagyslinis tinklas ir apskaiCiuotas bei grafiskai pateiktas

nuotékio plotas.
3.1.1 Makroskopiniai tinklainés pokyc¢iai

FA ir OKT vaizdinimo metu buvo vertinami morfologiniai tinklainés audinio poky¢iai po
intravitrealinés VEGF injekcijos. Padidéjusio kraujagysliy pralaidumo modeliui yra biidinga
neovaskuliarizacija, kraujagysliy vingiuotumas ir kraujagyslinio subretinalinio skys¢io difuzija
(3.1 pav). Tyrimo grupése, kurios gavo maZesnes VEGF dozes (50, 200 ir 500 ng), 3.2 pav.
uzfiksuota neZymi neovaskuliarizacija. RySkiausia neovaskuliarizacija, kraujagysliy vingiuotumas
ir kraujagyslinio subretinalinio skys¢io difuzija matoma 5000 ng VEGF grupéje, kurioje patologija
pasireiské 4 dieng po injekcijos. Patologija 10-tg dieng iSnyko ir susidaré randiniai audiniai. Taip

pat 5000 ng VEGF grupéje OKT metu buvo pastebétas naujy kraujagysliy formavimasis (3.3 pav.).

3.1 pav. Morfologiniai padid¢jusio kraujagysliy pralaidumo modelio tinklainés kraujagyslinio
audinio poky¢iai. A — kraujagysliy vingiuotumas, B — kraujagyslinio subretinalinio skyscio
difuzija, C — neovaskuliarizacija.
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3.2 pav. Skirtingomis VEGF koncentracijomis paveikty tinklainiy poky¢iai laike pries$ ir po VEGF injekcijos.
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3.3 Pav. 5000 ng VEGF grupés tinklainés audinio OKT makroskopinés nuotraukos. 4-ta dieng po
VEGF injekcijos tinklainéje pradéjo formuotis kraujagyslinio subretinalinio skysc¢io difuzija, kuri
pradéjo nykti 10-tg dieng ir surandéjo 14-tg dieng po injekcijos (mélynos rodyklés).



3.1.2 Kraujagyslinio nuotékio plotas
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3.4 Pav. Kraujagyslinio nuotékio pokytis laike (n=8).

Akyse, kurioms buvo injekuota 5000 ng VEGF, matoma ryski neovaskuliarizacija beli
kraujagysliy ir kapiliariy subretinalinio skysc¢io difuzija (nuotékis), kurie prasidéjo antrg dieng po
injekcijos (nuotékio plotas 20,13 + 0,37 mm?) ir pasieké maksimalig verte 6-ta diena po injekcijos
(30,82 = 3,65 mm?). Tyrimo 10 dieng nuotékio plotas grjzo j pradinj lygj. Akyse, kurios atitinkamai
gavo 50, 200 ir 500 ng VEGF injekcijas, matomas nezymus padidéjimas 2-tg dieng ir grjZzimas j
pradinj lygj 10 diena. Palyginus 5000 ng grupe su mazesnés koncentracijos grupémis buvo gautas
statistiSkai reikSmingas skirtumas 4-t3, 6-t3 ir 8-t3 dienomis (ANOVA Sidak‘o daugybinio
palyginimo testas, **** < 0,0001).

3.2  Modelio validavimo eksperimentas

Antrojo tyrimo metu 4 triusiai buvo padalinti j dvi grupes: kontroling ir gydytg afliberceptu.
FA ir OKT vaizdinimo metu morfologiskai buvo jvertintas abiejy grupiy akiy (n=8) tinklainiy
kraujagyslinis tinklas ir apskaiCiuotas bei grafiskai pateiktas nuotékio plotas. Blyksnio
elektroretinografijos metodu buvo jvertintas tinklainés bipoliniy ir fotoreceptoriniy Igsteliy

elektrinis atsakas ir grafiSkai pateiktos a ir b bangy amplitudés.
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3.2.1 Makroskopiniai tinklainés pokyciai

Antrojo tyrimo metu buvo vertinami tinklainés kraujagyslinio audinio poky¢iai po gydymo.
4-ta dieng gydytai grupei intravitrealiniu buidy buvo suleista 100 ul 40mg/ml aflibercepto. IS FA
nuotrauky 3.7 pav. matoma, kad 6-tg dieng vaistas pilnai sustabdé neovaskuliarizacijos ir
kraujagyslinio nuotékio procesus. Kontrolinéje grup¢je audiniai savaime sugijo 10-tg dieng po
indukcijos. OKT skanavimo (3.5 pav.) metu matoma, kad aflibercepto grupéje 4 dieng prasidéjo
subretinalinio skyscio difuzija, kuri iSnyko po gydymo, kontrolinéje grupéje (3.6 pav.) procesas

savaime iSnyko 10 diena.

4 diena -

3.5 Pav. Aflibercepto grupés tinklainés audinio OKT makroskopinés nuotraukos. 4-t3 dieng po
VEGF injekcijos prasidéjo subretinalinio skysé¢io difuzija (raudonos rodyklés), kuri praéjus 2
dienom po aflibercepto injekcijos isnyko.
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3.6 Pav. Kontrolinés grupés tinklainés audinio OKT makroskopinés nuotraukos. 4-tg dieng po
VEGF injekcijos tinklainéje prasidéjo subretinalinio skyscio difuzija (raudonos rodyklés), kuri
18nyko (mélynos rodyklés) 10-tg dieng po modelio indukcijos.
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3.7 pav. Kontrolinés ir afliberceptu gydytos grupés triusiy akiy tinklainiy 5 minutés FA nuotraukos.



3.2.2 Vaskuliarinio nuotékio plotas
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3.8 Pav. Vaskuliarinio nuotékio ploto pokytis laiko eigoje (n = 8).

3.8 pav. matome, jog neovaskuliarizacija buvo sékmingai indukuota abiejuose grupése ]
stiklakiinj suleidus 5000 ng VEGF. Kontrolingje grupéje nuotékio plotas pasieké maksimalig verte
6-ta dieng po injekcijos (nuotékio plotas 29,34 + 2,34 mm?) ir 12-ta dieng grjzo j pradinj lygj
(nuotékio plotas 9,18 + 0,62 mm?). Aflibercepto grupéje nuotékio plotas pasieké maksimalig verté
4 dieng (nuotékio plotas 18,38 + 1,31 mm?). Tg pacia diena po gydymo pradzios pradéjo kryptingai
mazéti ir 6 dieng grjzo j pradinj taska (nuotékio plotas 7,66 + 1,2 mm?). Palyginus kontroling grupe
su afliberceptu gydyta grupe, buvo gautas statistiSkai reikSmingas skirtumas 6-ta, 8-ta ir 10-tg
dienomis (ANOVA Sidak ‘o daugybinio palyginimo testas, **** < 0,0001, ** <0.01).



3.3.3 Elektroretinografija
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3.9 Pav. fERG B bangos amplitudés pokytis laiko eigoje.

3.9 pav. kontrolinéje ir aflibercepto grupése po modelio indukcijos B bangos amplitudé 4-
ta dieng sumazéjo atitinkamai iki 135,29 + 26,42 uV ir 132,79 + 28,92 uV . Kontrolingje grupéje
B bangos amplitudé 6-ta dieng pasieké Zemiausig verte (105,42 + 21,41 uV) ir 12 dieng grjzo |
pradinj taska (191,15 + 34,05 pV). Afliberceptu gydytoje grupéje amplitudé 6-ta diena grizo |
pradinj lygj (186,68 + 44,2 uV), véliau 12-tg dieng aflibercepto grupés amplitudés verté (180,54 +
45,24 uV) susilygino su kontroline grupe. Lyginant kontroling grupe su aflibercepto buvo gautas
statistiSkai reikSmingas skirtumas 6-ta dieng (ANOVA Sidak ‘o daugybinio palyginimo testas, * p
=0,0346).
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3.10 Pav. fERG A bangos pokytis laiko eigoje.
3.10 pav. Kontrolinéje grupéje po modelio indukcijos A bangos amplitudé 10-ta dieng
sumazéjo iki 28,13 + 10,66 pV ir po modelio indukcijos neatsistaté j pradinj lygi. Grafike matoma,
kad afliberceptu gydytoje grupéje pasireiské nezymis svyravimai, ta¢iau a bangos amplitudé laiko

eigoje isliko panasaus dydzio.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Tinklainés lastelése vyksta sudétingi fotoelektrocheminiai procesai, kuriy metu fotony
energija yra verc¢iama | elektrinius signalus, kurie véliau yra perduodami j smegeny centrus. D¢l
Sios priezasties tinklainé pasizymi unikaliomis anatominémis ir fiziologinémis savybémis. Viena
Siy savybiy yra specializuota sgveika tarp nerviniy ir endoteliy lgsteliy, kurios kartu sudaro
tinklainés neurovaskuliarinj barjera. Literatiroje daugéja jrodymy (Ameri et al., 2007; Badaro et
al., 2014; Edelman et al., 2005), jog prie Sio barjero patologiniy procesy prisideda hipoksijos
sukeltas, signalinio VEGF baltymo koncentracijos padidé¢jimas. VEGF skatina kraujagysliy
endotelio Iasteliy dalijimasi, didina kraujagyslinj pralaiduma bei atlicka svarby vaidmenj gyslainés
kraujagysliy augime. Sig VEGF savybe minéty tyrimy autoriai panaudojo tinklainés
neovaskuliarizacijos indukcijai gyviinuose, siekiant sukurti efektyvy modelj antineovaskuliariniy
vaisty testavimui. Pagrindinis VEGF modelio pranasumas yra greitai iSsivystanti
neovaskuliarizacija, kuri triuSiams pasireiSkia jau pirmosiomis dienomis po injekcijos.
Neovaskuliarizacijos modeliuose yra vertinami morfologiniai vaizdinimo parametrai ir
histologiniai poky¢iai, taciau praktikoje néra atlikta funkcinio modelio jvertinimo atliekant
tinklainés elektrofiziologinius tyrimus. Toks modelis padéty jvertinti ne tik morfologinius bet ir
funkcinius poky¢ius. Todél Sio darbo metu buvo vertinami elektrofiziologiniai VEGF

neovaskuliarizacijos modelio parametrai ir jy koreliacija su morfologiniais tinklainés pokyciais.

4.1  VEGF koncentracijos nustatymo eksperimentas

Literatiroje apzvelgtuose tyrimuose VEGF koncentracija, kuria buvo indukuojamas
neovaskuliarizacjos modelis triusiuose varijuoja tarp tyrimy. Dél to pirmojo eksperimento tikslas
buvo nustatyti optimalia VEFG koncentracijg modeliui indukuoti. Tyrimo rezultatai parodé, kad
5000 ng intravitrealiné VEGF injekcija yra efektyvus badas sukelti neovaskuliarizacijg triusiy
tinklaingje. 3.1 ir 3.2 pav. FA nuotraukose matomi ryskiis morfologiniai skirtumai tarp 5000 ng
konc. ir likusiy grupiy. Jau 2-trg dieng po injekcijos 5000 ng grupéje pradéjo rysSkéti kraujagysliy
vingiuotumas (angl. tortuosity) ir iSsiplétimas, kurie 4-tg dieng progresavo j Kraujagyslinio
subretinalio skys¢io difuzijg (angl. vascular leakage). 3.1 Grafike akivaizdZiai matomas
kraujagyslinio nuotékio ploto padidéjimo skirtumas tarp 5000 ng grupés ir kity trijy grupiy. Taip
pat 3.3 pav. OKT metu gauti tinklainés skanavimai rodé naujo kraujagyslinio sluoksnio susidaryma
4-tg dieng. Kity autoriy tyrimuose (Ameri et al., 2007), fluorescenscinis nuotékis iSryskéjo 7-10S
dienos po injekcijos ir jy manymu tai tinkamiausias laikas injekuoti antivaskuliarinius preparatus.
Taciau autoriai neatsizvelgé j tai, jog jie atliko in vivo vaizdinimg tik 0-n¢ ir 7-tg dieng, dél Sios
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prieZasties nebuvo tiksliai jvertinta kaip patologija progresuoja pirmosiomis dienomis. Sio tyrimo
metu gauti FA duomenys rodo, kad ryskus kraujagyslinis nuotékis prasideda jau 4-ta dieng po
intravitrealinés VEGF injekcijos ir tai yra efektyvesnis laikas antivaskuliariniy vaisty injekcijai
siekiant sustabdyti neovaskuliarizacija. Siame tyrime ir kity autoriy rezultatuose (Ameri et al.,
2007; Badaro et al., 2014) pastebéta, jog 10-tg dieng po VEGF injekcijos neovaskuliarizacija ir
kraujagyslinis nuotékis iSnyksta, tinklainés kraujagyslés surandéja. IS to galime daryti iSvada, kad
Sie procesai yra priklausomi nuo VEGF koncentracijos. Norint islaikyti naujy kraujagysliy
susidaryma yra reikalingas tam tikras VEGF kiekis, kuris jungtysi prie endotelio Iasteliy VEGF
tirozino kinazés receptoriy ir palaikyty neovaskuliarizacija. VEGF koncentracijai sumazéjus iki
tam tikros ribos prasideda kraujagysliy regresija.

ISanalizavus pirmojo eksperimento tinklainés pokycius ir rezultatus antrajame tyrime buvo
pasirinkta 5000 ng VEGF koncentracijos intravitrealiné injekcija neovaskuliarizacijai indukuoti,
kadangi Sios grupés tinklainése jau 4-ta dieng pastebétas kraujagyslinis nuotékis ir struktiiriniai

kraujagysliy pokyc¢iai.

4.2  Modelio validavimo eksperimentas

SV —

vaistiniy medZiagy efektyvumo tyrimams yra morfologiné ir funkciné jy charakterizacija. Miisy
tyrimo pranaSumas prie§ anksciau atliktas studijas yra funkcinis modelio jvertinimas
elektroretinografijos metodu. Abiejose tyrimo grupése 4-ta dieng po 5000 ng injekcijos buvo
sékmingai indukuota patologija. In vivo vaizdinimo metu matoma neovaskuliarizacija ir
kraujagyslinis nuotekis, o elektrofiziologijos duomenys rodé bipoliniy lasteliy atsako sumazéjima.
ISsanalizavus gautus duomenis iSrySkéja tendencija, jog didéjant kraujagyslinio nuotékio plotui
tendencingai mazéja elektrofiziologinis tinklainés lasteliy atsakas j §viesos stimulg (pav. 3.2 ir 3.3).

Akiy ligy ikiklinikiniy tyrimy modeliuose svarbu jog patologiniai procesai biity efektyviis
ir tinkami vaisty testavimui. Stipriai suzalotos akies struktiiros gali visiSkai nereaguoti j gydyma ir
toks modelis yra netinkamas nustatyti vaisty efektyvumui. Siame tyrime pavyko indukuoti
efektyvius patologinius pokycius, kuriuos sustabdé antivaskuliarinis preparatas afliberceptas.
Ivertinus afliberceptu gydytos ir kontrolinés grupiy kraujagyslinio nuotékio plotg 6-tg, 8-tg ir 10-
ta dieng matomas statistiSkai reik§mingas skirtumas (6-ta ir 8-ta diena p < 0,0001, 10-ta diena p =
0,0059). Panasis rezultatai gauti Ameri et al., 2007 tyrime, 2-tg dieng po antivaskuliariniy vaisty
injekcijos VEGF yra inaktyvuojamas ir sustabdomai neovaskuliarizacijos bei subretinalinio

skyscio difuzijos procesai. Miisy vaisto testavimo tyrime panasiis rezultatai gauti ir atlikus
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elektroretinografijg. 6-tg dieng apskaiciavus kontrolinés ir aflibercepto grupiy b bangy amplitudes,
gaunamas statistiSkai reikSmingas skirtumas (p = 0,0346). Astuntg ir desimtg eksperimento dieng
buvo matomas skirtumas taciau statistinio patikimumo jis nepasieké (6-tos dienos p reik§mé buvo
0,1552, 0 8-tos — 0,1605). Literatiiroje yra akcentuojama, jog triusiy ERG atsaky variabilumas yra
gana didelis (loshimoto et al., 2018) ir tai galéty bati viena priezasCiy, kodél Siomis dienomis
nebuvo gautas statistinis patikimumas. Skirtingi rezultatai gauti jvertinus A bangy amplitudes, po
aflibercepto injekcijos fotoreceptoriy atsakas nepakito, o kontrolinéje grupéje neatsistaté. Tai biity
galima paaiskinti, jog negydoma neovaskuliarizacija lgsteliniu lygiu negrjZztamai pazeidzia
tinklainés pigmentinio epitelio ir fotoreceptoriy sluoksniy lgsteles. Taip pat patologija nepasiekia
giliau esanciy bipoliniy Igsteliy, taciau jy atsakas sumaz¢ja, nes jos yra mechaniskai uzdengiamos
naujai susidariusiy kraujagysliy ir padidéjusio kraujagyslinio nuotékio. Taciau negalima daryti
tiksliy iSvady ar funkciniai nerviniy Igsteliy pakitimai buvo sukelti mechaninio uzdengimo ar
lastelinio pazeidimo. Norint detaliau iSanalizuoti VEGF daromg Zalg tinklainés lasteléms reikia
atlikti histologinius tyrimus ir jvertinti lasteliy struktrinius pokycius.

Apzvelgus tyrimo rezultatus iSrysSkéja pagrindiniai VEGF modelio pranasumai pries$ kitus
neovaskuliarizacijos modelius. Visy pirma jis yra greitai ir lengvai indukuojamas. Indukcijai
uztenka vienos intravitrealinés VEGF injekcijos i triusio akj ir jau po poros dieny iSryskéja pirmieji
tinklainés kraujagyslinio ir nervinio audinio pokyciai. Atsiranda neovaskuliarizacija,
kraujagyslinio subretinalinio skysc¢io difuzija, kraujagysliy vingiuotumas ir sumazéja bipoliniy
lasteliy atsakas j Sviesos stimulg. Taip pat modelis yra lengvai atkartojamas, po indukcijos beveik
visiems triusiams atsiranda vienodi morfologiniai ir funkciniai pakitimai. Be to, tyrime panaudoti
triusiai gali bati panaudojami kitiems tyrimams, kadangi modelio patologiniai parametrai tiesiogiai
priklauso nuo VEGF koncentracijos. Jai sumazéjus tinklainés kraujagyslinio audinio
neovaskuliarizacija i$nykta ir atsistato bipoliniy Igsteliy elektrofiziologinis atsakas. Galiausiai dél
aiSkiai charakterizuoty parametry Sis modelis yra patikimas vertinant antivaskuliariniy vaisty
spontaninj veikimg. Taciau svarbu atkreipti démesj, jog triuSio akies tinklainés kraujagysliy
sistema skirtingai nei Zmogaus yra tik dalinai vaskuliarizuota, todél prie§ pereinant j klinikiniy
tyrimy faz¢ rezultatams patvirtinti reikéty atlikti tyrimus su kitais gyvinais ir skirtingomis DR
modeliy sistemomis. Verta paminéti, jog Sis modelis atkartoja tik dalj visy DR simptomy, kurie
pasirei$kia zmonéms. Ilgalaikiams tyrimams, kai DR simptomai issivysto dél hipoglikemijos yra

tinkamesni streptozotocino, dietos arba transgeniniy gyviiny modeliai.
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ISVADOS

Ivertinus tinklainés kraujagyslinio tinklo morfologinius poky¢ius in vivo vaizdinimo metu
ir apskai¢iavus kraujagyslinio subretinalinio skys¢io difuzija buvo nustatyta, jog 5000 ng
koncentracijos intravitrealiné VEGF injekcija yra efektyvi modelio indukcijai.

Tinklainés kraujagysliniame audinyje 4-t3 dieng po VEGF injekcijos prasidéjo
neovaskuliarizacija ir subretinalinio skysc¢io difuzija, kurie yra grjztami procesai. Laiko
eigoje sumazéjus VEGF koncentracijai savaime arba inaktyvavus VEGF antivaskuliariniais
vaistais morfologiniai patologiniai poky¢iai iSnyksta.

. 4 dieng po VEGF injekcijos sumazejo tinklainés bipoliniy Igsteliy b bangos amplitude,
taciau injekavus aflibercepta lasteliy atsakas atsistato. Negydant bipoliniy lasteliy atsaky
atsistatymas trunka ilgiau ir grjzta j pradinj lygj 10-ta dieng po modelio indukcijos.

DR modelis yra greitas, lengvai atkartojamas ir jam indukuoti uztenka vienos VEGF
injekcijos. Ligos simptomatika pasireiSkia jau 4 dieng po injekcijos. Taip pat $is modelis
pasizymi aiskiai iSreikstais morfologiniais ir elektrofiziologiniais kiekybiniais rodikliais,

kurie yra jautras antivaskuliariniams vaistams.
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SANTRAUKA

DR pasireiskia daugiau nei vienam tre¢daliui asmeny serganciy diabetu ir tai yra viena pagrindiniy
priezaséiy, salygojanti 24-70 mety amZiaus asmeny akluma (Lee et al., 2015). Si liga pasizymi
tinklainés neovaskuliarizacija ir padidéjusiu kraujagysliy pralaidumu. Tyrimo metu buvo siekiama
funkciniais rodikliais vaistiniy medziagy testavimui. Patologija triusiuose buvo indukuota
intravitrealinémis VEGF injekcijomis. Modelis buvo charakterizuojamas vertinant morfologinius
parametrus optinés koherentinés tomografijos ir fluorescencinés angiografijos metodais bei
elektrofiziologinius parametrus nustatant bipoliniy ir fotoreceptoriy Igsteliy atsaka. Tyrimo
rezultatai atskleidé, kad modelio indukcijai efektyviausia VEGF dozé yra 5000 ng. Modelis
pasizyméjo neovaskuliarizacija, kraujagyslinio subretinalio skyscio difuzija ir sumazéjusiu
bipoliniu Igsteliy atsaku. Intravitrealinémis vaistinio preparato aflibecepto injekcijomis gydytoje

triusiy grupéje 4 diena po modelio indukcijos buvo sustabdyti patologiniai poky¢iai.
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SUMMARY

DR affects more than one-third of people with diabetes and it is one of the leading causes of
blindness in individuals aged 2470 years (Lee et al., 2015). The disease is characterized by retinal
neovascularization and increased vascular permeability. The aim of the study was to develop an
effective preclinical model of the disease with clearly measurable morphological and functional
parameters for drug testing. Pathology in rabbits was induced by intravitreal VEGF injections. The
model was characterized by evaluating morphological parameters using optical coherence
tomography and fluorescein angiography methods. Functional parameters of this model were
assesed using electrophysiological methods by determining the response of bipolar and
photoreceptor cells. The results of the study revealed that the effective VEGF dose to induce the
model is 5000 ng. The model was characterized by neovascularization, vascular leak and decreased

bipolar cell response. Day 4 intravitreal injection of aflibercept reversed pathological changes.
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