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SUMMARY

Introduction: Diseases causing sensory impairments are
a major clinical and sociological problem, especially those that
cause loss of vision, which can significantly decrease the qual-
ity of a patient’s life. It is therefore necessary to comprehend
the mechanisms of the disease and find a treatment which
can eliminate its cause. To achieve it, researchers use geneti-
cally modified animals for examination, as models of human
diseases.

Material and methods: In this paper, two animal models of
slow retinal degeneration are compared to assess changes in
their retinas - mice, homozygous for the PRPH2 gene, and het-
erozygotes which were obtained by crossing with BALB/c. The
degeneration rate was determined by measuring the thickness of
particular retinal layers at specific time points. The Flat Mount
technique was used to evaluate pigment epithelium deteriora-
tion, while electroretinography was used monthly to estimate
electrophysiological changes of the retinal photoreceptors in
dark and light adaptation.

Results: [t was found that the most severe and rapid deteri-
oration was present in homozygotes. It caused a total loss of

STRESZCZENIE
Wstep: Choroby narzadéw zmystéw sa powaznym problemem
badawczym oraz spotecznym. Schorzenia wywotujace $lepote
stanowig znaczny odsetek wsréd tych, ktére zdecydowanie
obnizaja jako$¢ zycia pacjenta, dlatego nalezy prébowac zrozu-
mie¢ mechanizmy bedace zrédtem problemu, a nastepnie zna-
lez¢ metode leczenia, ktéra go wyeliminuje. Wykorzystuje sie
do tego celu zwierzeta, u ktérych wystepuje okreslona mutacja
genetyczna bedaca przyczyna choroby.

W niniejszej pracy oceniono doswiadczalnie model powolne;j
degeneracji siatkowki.
Materiat i metody: Do badan wykorzystano homozygotyczne
myszy pod wzgledem mutacji w genie PRPHZ2 oraz osobniki
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photoreceptor outer and inner segments, outer nuclear layer
and outer plexiform layer. ERG revealed absolute suppression
of retinal electrophysiology from the 1° month. Heterozygous
mice were less impaired and degeneration progressed more
gradually. None of the layers were completely destroyed. Elec-
troretinography revealed progressive loss of retinal activity for
the duration of the experiment.

In the group of mice manifesting homozygous mutation in the
PRPHZ gene, the RPE65 protein expression was abnormal. The
cells of these mice were characterized by a lack of cytoplasm
continuity and the presence of numerous vacuoles, which may
indicate degenerative changes in the pigment epithelium. There
were no significant differences in RPE65 protein expression
between the control and heterozygous individuals. This may
indicate correct cell morphology.

Conclusions: Each of the tested mouse models of retinal degen-
eration may find its application in the study of this disease. The
differences between them allow the selection of the optimal
model for a particular experiment.

Key words: slow retinal degeneration, retinitis pigmentosa,
atrophy of the retinal pigment epithelium.

heterozygotyczne uzyskane poprzez skrzyzowanie homozy-
got z myszami BALB/c. Okreslono postep zmian degeneracyj-
nych w czasie za pomoca pomiaréw grubosci poszczegélnych
warstw siatkowki w kolejnych punktach czasowych. Do oceny
nabtonka barwnikowego uzyto barwienia immunofluorescen-
cyjnego preparatéow Flat Mount z wykorzystaniem przeciwciata
anty-RPE65. Funkcje bioelektryczna siatkéwki oszacowano za
pomoca elektroretinografii zaré6wno w adaptacji nocnej, jak
i dziennej w comiesiecznych badaniach.

Whioski: Analizujac uzyskane dane, zauwazono, ze zmiany zwy-
rodnieniowe u homozygot wywotaty catkowitg atrofie zewnetrz-
nych oraz wewnetrznych odcinkéw komérek receptorowych,
warstwy jadrzastej zewnetrznej, a takze splotowatej zewnetrznej.
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Badanie ERG wykazato catkowite wygaszenie aktywnosci
siatkdwki juz od 1. miesigca zycia. W przypadku heterozygot
kinetyka zmian byta znacznie wolniejsza. W przeciwienstwie
do homozygot nie zaobserwowano catkowitej atrofii zadnej

WSTEP

Wzrok jest kluczowym zmystem cztowieka. Zwyrodnienie
barwnikowe siatkéwki (retinitis pigmentosa - RP) jest cho-
roba dotykajaca 2 mIn ludzi na $wiecie i czesto prowadzaca
do $lepoty. Badacze od lat usituja pozna¢ geny odpowiedzialne
za jej rozwoj oraz przede wszystkim opracowac skuteczng
metode leczenia.

Obecnie stosuje sie r6zne metody umozliwiajace spowol-
nienie postepow choroby, jednak ich skuteczno$¢ nie jest
potwierdzona. Dlatego wciaz szuka sie nowych strategii
wptywajacych na powstrzymanie degeneracji siatkdwki
i poprawienie jakosci zycia pacjentéw. Heterogenicznos$¢
RP sprawia, Ze nie istnieje jedna bezpieczna i zatwierdzona
terapia umozliwiajgca catkowite wyleczenie. Poszukiwanie
nowych lekow i terapii wymaga wiec zastosowania w bada-
niach odpowiednich modeli do$wiadczalnych odzwiercie-
dlajacych jak najdoktadniej ludzkie zmiany degeneracyjne.
Réznice miedzy szczepami zwierzat doSwiadczalnych obej-
muja stopien progresji objawéw, mechanizm powstawa-
nia uszkodzen, a takze réznice w obrazie histologicznym.
Wynika to z faktu, iz wystepuja w nich mutacje réznych
genéw odpowiedzialnych za rozwéj zmian degeneracyj-
nych siatkéwki.

Celem niniejszej pracy byto oszacowanie przydatno$ci
mysich modeli degeneracji siatkowki w badaniach nad RP.
W niniejszej pracy poréwnano homozygotyczne i heterozy-
gotyczne myszy, u ktorych wystepuje mutacja w genie PRPH2.
Odpowiedzialny jest on za kodowanie biatka obecnego w fotore-
ceptorach siatkowki - peryferyny. Poréwnanie objeto zaréwno
ocene morfologiczna kinetyki zmian degeneracyjnych, analize
funkcji bioelektrycznej siatkéwki, jak i ocene stopnia atrofii
oraz zmian nabtonka barwnikowego.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity myszy ze szczepu 020/A-
-Prph2<Rd2>/] sprowadzone z The Jackson Laboratory (USA).
Osobniki z tego szczepu manifestuja mutacje insercyjng w exo-
nie 2 genu PRPH2. Badania przeprowadzono zaréwno w modelu
homo-, jak i heterozygotycznym. Heterozygoty uzyskano, krzy-
zujac homozygoty z myszami szczepu BALB/c. Grupe kontrolng
stanowity myszy BALB/c (Instytut Medycyny Pracy w Lodzi).
Myszy przechowywano w standardowych warunkach labora-
toryjnych z 12-godzinnym cyklem $wiatto/mrok, w tempera-
turze 21°C. Wszystkie procedury zostaty zatwierdzone przez

lokalng komisje bioetyczna.
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warstwy siatkdwki. Elektroretinografia wykazata stopniowy
zanik funkcji bioelektrycznej siatkéwki do 15. miesiagca zycia.
Stowa kluczowe: powolna degeneracja siatkdwki - zwyrodnie-
nie barwnikowe siatkéwki - atrofia nabtonka barwnikowego.

Elektroretinografia

Myszy zostaty podzielone na grupy kontrolna i do§wiadczalna.
Brak standardéw dotyczacych badania ERG u myszy, a takze
podobienstwo siatkowki ludzkiej i mysiej pod wzgledem sto-
sunku czopkéw do precikéw byty przyczyna zastosowania
metodyki ERG uzywanej rutynowo podczas badan u ludzi. Bada-
nie ERG prowadzono w comiesiecznych odstepach czasowych,
poczawszy od 1. do 12. miesigca, a nastepnie w 15. miesiacu,
zarowno w warunkach adaptacji nocnej, jak i dziennej. Wyko-
rzystywano system UTAS-E 2000 (LKC Technologies, Gaithers-
burg, USA) z zastosowaniem stymulacji catopolowej (Ganzfeld).

Badanie poprzedzato podanie znieczulenia dootrzewnowo
w dawkach - ketamina 87 mg/kg i ksylazyna 13 mg/kg. Stoso-
wano réwniez 4-godzinng adaptacje do ciemnosci i rozszerze-
nie Zrenic 1% roztworem atropiny. Biorgc pod uwage, iz zapis
ERG jest $cisle skorelowany z temperatura ciata zwierzecia,
utrzymywano ja za pomoca maty grzewczej. Zapis ERG uzyski-
wano, stosujac nastepujacy uktad odprowadzen: a) elektroda
czynna (rogéwkowa) - soczewka kontaktowa zawierajaca ztoty
pierscien (LKC, USA), b) elektroda bierna - elektroda igtowa
wktuwana podskdrnie w okolicy czota (LKC, USA), ) elektroda
uziemiajgca - umieszczana podskérnie w okolicy ogona elek-
troda igtowa (LKC, USA). Odpowiedz precikowa uzyskiwano
poprzez stymulacje siatkéwki ttumionym btyskiem biatego
$wiatta (filtr neutralny 24 dB) w warunkach adaptacji nocne;.
Dokonano 8 zapiséw w odstepie 8 s, ktore nastepnie usredniano.

Odpowiedz mieszang, precikowo-czopkowg wywoty-
wano biatym standardowym btyskiem swiatta w adaptacji
do ciemno$ci. Usredniano 2 zapisy w 28-sekundowym odste-
pie. Potencjaty oscylacyjne otrzymywano w adaptacji noc-
nej, wywotywane btyskiem standardowym. Czopkowa odpo-
wiedz uzyskiwana byta po 10-minutowej adaptacji dziennej,
za pomoca pojedynczego standardowego biatego btysku.
Usredniano 8 zapisow w odstepie 1s. We wszystkich etapach
uzywano filtra pasmowo-zaporowego do redukcji zakt6cen
sieciowych. Warto$¢ progowa odrzucania artefaktéw usta-
wiona zostata na 500 WV, a zastosowane pasmo przenoszenia
wynosito 0,05-1500 Hz.

Badania histologiczne

Gatki oczne pobierano w miesiecznych odstepach, oczyszczano
z pozostato$ci tkanek, a nastepnie utrwalano przez 24 godz.
w ptynie Davidsona. Nastepnie gatki oczne kilkukrotnie prze-
ptukiwano woda destylowang oraz przeprowadzano przez
szereg alkoholi o rosnagcym stezeniu (50%, 70%, 96%) oraz
szereg sktadajacy sie z roztworu alkoholu absolutnego i ksylenu
w stosunku 1:1, alkoholu absolutnego oraz ksylenu. Po zato-
pieniu preparaty krojono za pomoca mikrotomu na skrawki
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o grubosci 3 um i umieszczano je na pokrytych poly-L-lizyna
szkietkach podstawowych.

Preparaty na szkietkach podstawowych odparafinowy-
wano i przeptukiwano woda destylowana. Nastepnie prze-
prowadzano procedure barwienia hematoksyling i eozyna.
Zdjecia siatkoéwki wykonano pod mikroskopem Axiovert 40
CFL za pomoca podtaczonej kamery AxioCam Erc 5s (Zeiss).
Pomiary grubo$ci siatkéwki oraz fotoreceptoréw dokonano
w odlegtosci do 230 pm od brzegu nerwu wzrokowego, po obu
jego stronach za pomoca oprogramowania AxioVision.

Preparaty Flat Mount

Gatki oczne pobrano i utrwalono przez 24 godz. w 4% roztwo-
rze zbuforowanej formaliny. Ciato szkliste i siatkdwke neu-
rosensoryczng usuwano, odstaniajgc nabtonek barwnikowy.
Wykonano szereg promienistych nacie¢ w kierunku nerwu
wzrokowego, aby unikng¢ fatdowania tkanki. Tak przygoto-
wane preparaty naktadano na szkietka podstawowe.

Na szkietka nakrapiano 1% Triton X-100 w celu permeabi-
lizacji bton komérkowych. Preparaty inkubowano 24 godz.
w komorze wilgotnej w temperaturze 4°C. Po przeptukaniu
PBS na preparaty nanoszono 5% roztwor surowicy blokujace;j.
Nadmiar roztworu usuwano po 1 godz. w komorze wilgotne;j.
Po naniesieniu roztworu przeciwciata pierwszorzedowego
anty-RPE65 w PBS w stosunku 1:50, preparaty inkubowano
przez noc w komorze wilgotnej w temperaturze 4°C. Nastepnie
przeptukiwano preparaty w PBS i nanoszono roztwor prze-
ciwciata drugorzedowego w PBS w stosunku 1:50. Preparaty
inkubowano 1 godz. w ciemno$ci w temperaturze pokojowe;j.
Po kolejnym przeptukaniu w PBS na preparaty nanoszono
20 uL DAPI w celu wybarwienia jader komdrkowych i inku-
bowano w ciemnosci przez 30 min. Po przeptukaniu w PBS
preparaty zamykano szkietkami nakrywkowymi po dodaniu
Dako Fluorescent Mounting Medium. Preparaty wizualizowano,
uzywajac laserowego skanujacego mikroskopu konfokalnego
Zeiss LSM 700.

WYNIKI

Analiza morfometryczna

Analize morfometryczng poszczeg6lnych warstw siatkowki
dokonano w odlegtosci ok. 230 pm od nerwu wzrokowego.
W czasie 15 miesiecy grubo$¢ siatkéwki heterozygot pod
wzgledem genu PRPH2 zmalata $rednio o0 43,98 um. Minimalna
$rednia warto$¢ zmierzona w ostatnim miesigcu pomiaréw
wynosita 103,49 um, co stanowito 70,2% wyjsciowej grubosci
siatkdwki. W grupie kontrolnej $rednia grubo$¢ siatkowki
osiagneta warto$¢ 184,57 um (ryc. 1).

U myszy homozygotycznych analiza wykazata gwat-
towny spadek grubosci siatkowki widoczny juz od 1. miesigca.
Pomiedzy 9. a 13. miesigcem grubos¢ siatkéwki utrzymywata
sie na podobnym poziomie, osiaggajac minimalng wartos¢
(60,45 pm) po roku od narodzin. Stanowito to 43% warto-
$ci wyjsciowej oraz 33% grubosci siatkéwki obserwowane;j
u myszy BALB/c (ryc. 1).
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Szczegbétowa ocena kinetyki uszkodzenia wymagata uzu-
petnienia analizy o pomiary poszczegdlnych warstw siatkéwki.

Analiza zmian grubos$ci wiékien nerwu II, warstwy komo-
rek zwojowych oraz IPL wykazala, Ze zmiany degeneracyjne
w modelu heterozygot nie obejmujg warstw wewnetrznych
siatkéwki. Srednia warto$¢ dokonanych pomiaréw utrzy-
mywata sie na podobnym poziomie w trakcie catego okresu
obserwacji (ryc. 2).

Homozygoty wykazywaty spadek grubos$ci wewnetrznych
warstw siatkowki. W pierwszym miesiacu pomiaréw grubos¢
tych warstw byta mniejsza 0 10,83 pm w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, a réznica pomiedzy wartoscia poczatkowa a kon-
cowg wynosita 17,15 pm. Stanowi to 37% pierwotnej grubosci
siatkéwki (ryc. 2).

W ciggu 15 miesiecy wystgpita niewielka redukcja $red-
niej grubosci INL u heterozygot - $Srednio o 13,2% pierwotnej
wartosci (4,38 um). Srednia grubo$¢ INL w 15. miesigcu wyno-
sita 28,88 um, co stanowi 67,6% warto$ci zmierzonej u myszy
BALB/c (ryc. 3).

Degradacja INL u homozygot nastepowata stopniowo, az do 9.
miesigca zycia do wartosci ok. 22 um, po czym stabilizowata
sie. W 13. miesigcu INL stanowita 54% poczatkowej grubosci.
Srednia grubo$¢ tej warstwy w 12. miesigcu byta 0 7,92 um
mniejsza niz ta zmierzona u heterozygot z tego samego prze-
dziatu czasowego (ryc. 3).

W przypadku warstwy OPL w grupie heterozygotycznej
degeneracja byta bardziej widoczna. Do 15. miesigca grubo$¢
warstwy zmniejszyta sie o ponad potowe - do 4,32 pm z 8,9 pm.
W 2. miesigcu zycia osobnikéw srednia warto$¢ zmierzona
w grupie eksperymentalnej byta poréwnywalna do grupy
kontrolnej (ryc. 4).

W grupie homozygotycznej OPL wykazywata stosunkowo
gwattowng degeneracje, az do catkowitego zaniku w 9. mie-
sigcu. Byta to znaczaca réznica w odniesieniu do heterozygot,
gdzie OPL osiggata najnizsza warto$¢ w 15. miesigcu, a reduk-
cja grubosci wynosita ok. 56% (ryc. 4).

Grubos$¢ warstwy ONL w 15. miesigcu zycia heterozygot
wynosita 49,9% swojej pierwotnej wartosci. Proces degene-
racji warstwy jadrzastej zewnetrznej przebiegat najszybciej
pomiedzy 5. a 15. miesigcem zycia. Dynamika zmian w ONL
u homozygot byta poréwnywalna do OPL. Catkowita degene-
racja ONL nastgpita w 9. miesigcu zycia (ryc. 5).

Pomiar grubosci zewnetrznych odcinkéw komérek recep-
torowych oraz nabtonka barwnikowego heterozygot wykazat
stopniowg redukcje. Proces przebiegat najszybciej od 4. do 12.
miesigca. Najnizsza Srednia warto$¢ zostata zmierzona w ostat-
nim miesigcu pomiaréw i wynosita 56% wartos$ci poczatkowe;.
Zewnetrzne odcinki komorek receptorowych oraz nabtonek
barwnikowy u homozygot réwniez ulegaty stopniowemu zani-
kowi do 9. miesigca zycia. Nastepnie wystepowaty jedynie
w stanie szczatkowym (ryc. 6).

Na rycinach 71i 8 przedstawiono reprezentatywne zdjecia
preparatéw histologicznych siatkéwki heterozygotycznych
i homozygotycznych myszy wzgledem genu PRPH2 wybarwione
hematoksyling oraz eozyna w zestawieniu z grupa kontrolna
(2-miesieczne BALB/c).
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RYCINA 3. Kinetyka zmian grubos$ci warstwy INL w zaleznosci od wieku

Analiza zmian RPE w oparciu o preparaty Flat Mount
Preparaty Flat Mount wykonano z nabtonka barwnikowego
siatkowki heterozygot w wieku 7, 8, 9 oraz 12 miesiecy oraz
12-miesiecznych homozygot. Grupe kontrolng stanowity myszy
BALB/c w wieku 12 miesiecy (ryc. 9). Zestawienie poréwnujgce
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odsetek jedno-, dwu- i wielojadrzastych komoérek, a takze $redni
pomiar pola powierzchni komérek przedstawiono w tabeli 1.
Wewnatrzkomorkowej oceny ekspresji biatka RPE65 dokonano
po barwieniu immunofluorescencyjnym preparatéw.
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RYCINA 6. Kinetyka zmian grubosci warstwy OS i RPE w zaleznosci od wieku

Jednojadrzaste komoérki dominowaty w grupie heterozy-
gotycznych myszy manifestujacych mutacje w genie PRPH2.
Dla poréwnania w grupie kontrolnej (myszy BALB/c) gtéwna
populacje komoérek RPE stanowity komérki dwujadrzaste.
W grupie kontrolnej stwierdzono réwniez obecnos¢ komérek
zawierajacych wiecej niz 2 jadra komoérkowe, ktore stanowity

Pom J Life Sci 2015, 61, 1

nie wiecej niz 3% ogoélnej populacji. W przypadku heterozygot
$rednie pole powierzchni komérek RPE byto istotnie mniejsze

niz w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych réznic

w ekspresji biatka RPE65 pomiedzy grupa kontrolng a osobni-
kami heterozygotycznymi. Moze to $wiadczy¢ o prawidtowej

morfologii komoérek (ryc. 9).
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RYCINA 9. Preparaty Flat Mount nabtonka barwnikowego. A, B - BALB/c w wieku 12 miesiecy; C, D — homozygoty w wieku 12 miesiecy; E, F, G, H -
heterozygoty kolejno w wieku 7, 8, 9, 12 miesiecy (kolor zielony - biatko RPE65; kolor niebieski - DAPI)

TABELA 1. Pomiar parametréw morfologicznych komérek RPE na preparatach Flat Mount myszy heterozygotycznych i homozygotycznych pod wzgledem genu
PRPH2

Parametry e e P "B miesiac P
Srednie pole powierzchni komérek (umxpm) 498,15 +216,30 34775 £134,5 0,004 400,62 +115,17 0,3
Odsetek komérek jednojadrzastych 25% +3% 55% +17% 0,02 27% +1% 0,5
Odsetek komérek dwujadrzastych 73% +1% 45% +17% 0,02 73% +1% 0,8
Odsetek komoérek wielojadrzastych 2% +2% 0% 0,05 0% 0,05
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Nie zaobserwowano réznic istotnych statystycznie
w odsetku komérek jedno- i dwujadrzastych pomiedzy grupa
kontrolng a homozygotami. Podobnie $rednie pole powierzchni
komérek RPE nie réznito sie istotnie pomiedzy homozygotami
a grupa kontrolna. W grupie myszy manifestujacych homozy-
gotyczng mutacje w genie PRPH2 zaobserwowano zaburzenia
ekspresji biatka RPE65. Komorki tych osobnikéw charaktery-
zuje brak ciggtosci cytoplazmy oraz obecno$¢ licznych waku-
oli, co moze $wiadczy¢ o degeneracyjnych zmianach nabtonka
barwnikowego (ryc. 9).

Ocena funkgji bioelektrycznej siatkowki myszy
heterozygotycznych i homozygotycznych (gen PRPH2)

Badanie elektroretinograficzne prowadzono w miesiecznych
odstepach czasowych. Umozliwito to oszacowanie stopnia
progresji zmian degeneracyjnych. Uzyskane dane przedsta-
wiono na wykresach zaleznos$ci wysokosci amplitudy fali b
od wieku myszy (ryc. 10).

Na rycinie 10 poréwnano $rednie zmian amplitudy fali b
heterozygot i myszy BALB/c. W 1. miesigcu warto$¢ wynosita
odpowiednio 374,96 pV dla myszy z mutacja w genie PRPH?2,
natomiast dla grupy kontrolnej 418,94 uV. Odpowiedz siat-
kéwki sukcesywnie malata, osiggajac najnizsza warto$é w 15.
miesigcu badan. Minimalna warto$¢ amplitudy fali b u hete-
rozygot wyniosta 52,5 uV.

Odpowiedz precikowa takze zmniejsza sie wraz z wiekiem
w grupie badanej. Amplituda fali b w 1 miesigcu wynosi 597 pV
u heterozygot, za$ w grupie kontrolnej 745,7 uV. Na przestrzeni
15 miesiecy amplituda fali b stopniowo malata, osiagajac 17%
pierwotnej wartosci (ryc. 11).

Na podstawie badania odpowiedzi czopkowej przeprowa-
dzanego w adaptacji dziennej wykazano brak zmian amplitudy
fali b od 4. do 12. miesigca. Przyczyna mogto by¢ pobudzenie
siatkéwki po adaptacji $wietlnej, co spowodowato znaczne
odchylenia linii warto$ci progowej (baseline). Czynnik ten
mogt mie¢ wptyw na doktadnos$¢ pomiaru przez elektrody
i pézniejsza analize wynikéw (ryc. 12).

Funkcje bioelektryczna siatkéwki homozygot oszacowano
za pomoca elektroretinografii zaréwno w adaptacji nocnej,
jakidziennej. Badanie ERG wykazato catkowite wygaszenie
aktywnosci siatkowKi juz od 1. miesigca zycia. Nie zaobser-
wowano odpowiedzi czopkowo-precikowej, precikowej ani
czopkowej.

DYSKUSJA

Badania poréwnujgce kinetyke degeneracji siatkéwki w mode-
lach zwierzecych sg istotne z punktu widzenia badaczy usi-
tujacych dobrac¢ odpowiedni model do tematu swoich prac
badawczych.

Homozygoty pod wzgledem genu PRPH2 byty poczatkowo
nazywane modelem powolnej degeneracji siatkéwki. Przy-
czyna jest relatywnie p6Zzny poczatek choroby w porow-
naniu do myszy z mutacja w genie Pde6b. Mutacja w genie
PRPH2"¥ zaburza produkcje peryferyny - biatka obecnego
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RYCINA 12. Kinetyka zmian amplitudy fali b w odpowiedzi czopkowej
na przestrzeni 15 miesiecy

w zewnetrznych btonach dyskéw komérek wzrokowych siat-
kéwki [1]. Rola peryferyny jest ich stabilizacja. U myszy bada-
nego w niniejszej pracy szczepu wystepuje mutacja insercyjna
o wielkosci ok. 10 kb po nukleotydzie 899, zaburzajgca sekwen-
cje kodujaca w exonie 2. Mutacja przyczynia sie do zmiany
struktury drugorzedowej biatka, co prowadzi do zaburzenia
stabilnosci zewnetrznych bton dyskéw fotoreceptorow, powo-
dujac ich degeneracje [2, 3, 4].

U myszy homozygotycznych pozostaje szczatkowa warstwa
receptorowa, jednak komoérki pozostatych warstw siatkowki
wykazuja normalng proliferacje podczas pierwszych 2 tygo-
dni po narodzinach. Nastepnie warstwy zawierajgce komorki
wzrokowe - 0S, ONL, OPL - podlegaja stopniowej atrofii. Ich
utrata uwidacznia sie wyraznie poprzez redukcje ONL i jest
zauwazalna po raz pierwszy po 14 dniach od narodzin. Dege-
neracja przebiega najszybciej do 2.-3. miesigca zycia, kiedy
ONL zostaje zredukowana do potowy swojej pierwotnej gru-
bosci [5]. Przytoczone wyniki potwierdzono w niniejszej pracy.
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Grubo$¢ warstwy ONL w 3. miesigcu zycia wyniosta 18,04 um,
co stanowi zaledwie 53% warto$ci poczatkowe;j.

Sanyal i wsp. [5] wykazali, iz warstwa receptorowa oraz
OPL takze ulega degradacji. W 9. miesigcu obrzeza siatkéwki,
a w 12. miesigcu cata siatkdwka jest pozbawiona fotorecepto-
réow [5]. Analiza wiasnych wynikéw wykazata, ze juz w 9. mie-
sigcu w siatkéwce nie wystepuja komérki fotoreceptorowe.
Zarowno ONL, jak i OPL zanikajg.

Sanyal i wsp. [5] wykazali, Ze do 6. miesigca w centrum siat-
kéwki populacja zaréwno precikéw, jak i czopkéw pozostaje
podobna do normalnej. Na obwodzie oraz w centrum siat-
kowki widoczny jest relatywny wzrost stosunku czopkéw
do precikéw, co wskazuje na zwiekszona podatno$¢ precikow
na pdézne zmiany degeneracyjne. Wewnetrzne warstwy siat-
kowki - INL, IPL, GC - pozostajg morfologicznie nietkniete.
W péznym stadium degeneruje réwniez nabtonek barwnikowy;
staje sie niejednolity. Obok obszaréw z prawidtowo wyglada-
jacym nabtonkiem znajdujg sie rejony catkowicie pozbawione
komérek. Powyzsze doniesienia koresponduja z obserwacjami
dokonanymi w niniejszej pracy.

Wykazano, ze u myszy homozygotycznych wzgledem
genu PRPH2 nastepuje niewielka degeneracja warstw INL,
IPL, a takze GC. Poczatkowo $rednia grubo$¢ warstwy INL
wynosita 39,4 um. Kolejne pomiary wykazaty, iz nastepuje
stopniowa jej degeneracja do 9. miesigca zycia, po czym gru-
bos$¢ warstwy stabilizuje sie na poziomie ok. 22 um, co stanowi
54% poczatkowej warto$ci. Warstwa IPL oraz GC byta mie-
rzona wraz z wtéknami nerwu II. £aczna grubos$¢ tych warstw
w 1. miesigcu pomiaréw wynosita srednio 46 pm. Natomiast
wraz z uptywem czasu osiaggneta minimalng warto$¢ 28,8 pm
w ostatnim, 13. miesigcu pomiaréw. W pomiarach uzyskano
ok. 37% redukcje grubosci tych warstw siatkdwki.

Jansen i Sanyal [6] zaobserwowali, Ze wraz z rozpoczeciem
zmian degeneracyjnych oraz postepujaca utratg fotoreceptoréw
w cytoplazmie komdrek nabtonka barwnikowego pojawiaja
sie 2 rodzaje ziarnistosci. W pierwszej kolejnosci sa to mate
wtrety o duzej gestosci pojawiajace sie ok. 21. dnia. W cyto-
plazmie komérek RPE starszych zwierzat w zaawansowanym
stadium degeneracji pojawiaja sie duze, wielopecherzykowe
ciatka, ktére gromadzone sa w cytoplazmie, pozostajac w for-
mie niezmienionej. Wraz z postepem zmian degeneracyjnych
i zanikiem fotoreceptoréw ok. 9.-12. miesigca cytoplazma
komoérek RPE ulega Scieficzeniu [6].

W niniejszej pracy przeanalizowano morfologie RPE homo-
zygotycznych wzgledem genu PRPH2 myszy, wykonujac pre-
paraty Flat Mount. Grupe kontrolng stanowity myszy szczepu
BALB/c. Dokonano pomiaréw pola powierzchni komoérek oraz
oceniono ekspresje RPE65 za pomocg immunofluorescencyj-
nego barwienia preparatéw. Nie odnotowano réznic w odsetku
komorek jedno- i dwujadrzastych w stosunku do grupy kontro-
Inej. Na podstawie analizy immunofluorescencyjnej ekspresji
biatka RPE65 w komérkach RPE 12-miesiecznych homozy-
gotycznych myszy stwierdzono, ze cytoplazma komoérek ma
mniejsza grubos¢, a potaczenia miedzykomoérkowe nie stanowia
szczelnej bariery. Komdrki nie sa widoczne w catym polu widze-
nia, co potwierdza przytoczone obserwacje Sanyala i wsp. [5].
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Reuter i Sanyal [7] poddali ocenie funkcje siatkdwki homo-
zygot wzgledem genu PRPH2. Myszy od 1. miesigca zycia wyka-
zywaty znacznie obnizong amplitude fali b, jednak czas latencji
fali b pozostawat prawidtowy. Wéréd 2-3-miesiecznych oraz
6-7-miesiecznych myszy zaobserwowano dalszy spadek odpo-
wiedzi bioelektrycznej siatkéwki w zwigzku ze zmniejszeniem
sie liczby fotoreceptoréw wywotanej degeneracja, natomiast
czas latencji wzroést. Catkowite wygaszenie odpowiedzi ERG
wystepuje u rocznych myszy, co jest konsekwencjg braku komo-
rek receptorowych. W poréwnaniu do myszy kontrolnych ERG
zarejestrowany u myszy homozygotycznych wskazuje duzo
mniejsze amplitudy fali a oraz amplitudy fali b [7]. W niniej-
szym badaniu, w przeciwienistwie do przytoczonej publikacji,
ERG homozygot byt wygaszony juz od 1. miesigca badania. Rdz-
nice moga wynikac z zastosowania innej metodyki badania.
W dos$wiadczeniu Reutera i Sanyal [7] zastosowano 24-godzinng
inkubacje w ciemno$ci oraz podano atropine w niedtugim cza-
sie przed badaniem. W niniejszym przypadku myszom najpierw
zakrapiano atropine, a nastepnie inkubowano w ciemno$ci
przez 4 godz. Powyzsze réznice mogty wptynac na stopien
rozszerzenia zrenic, co w konsekwencji mogto powodowac
rézny dostep Swiatta do siatkéwki. Biorac pod uwage niewielka
liczbe komorek $wiattoczutych w siatkdwce, nawet nieznaczne
réznice w protokole moga by¢ przyczyna zdecydowanie innych
wynikéw badania potencjatéw elektrofizjologicznych.

Heterozygoty PRPH2/+ nie sg opisane w literaturze nauko-
wej tak doktadnie, jak osobniki homozygotyczne. Wiadomo,
ze wykazuja haploinsuficjencje - posiadaja tylko jeden prawi-
dtowy allel genu, ktérego produktem jest peryferyna. W efek-
cie prawidtowe biatko powstaje, lecz w zbyt matej ilosci, aby
zapewni¢ odpowiednie funkcjonowanie komérek fotorecep-
torowych [8]. W zwigzku z tym degradacja fotoreceptoréw
jest bardziej stopniowa niz u homozygot. Ksztattowanie sie
zewnetrznych odcinkéw komdrek fotoreceptorowych jest nie-
prawidiowe, jednakze zaréwno wewnetrzne, jak i zewnetrzne
odcinki wystepujg w 3. miesigcu zycia. Jadra fotoreceptoréw
nigdy nie ulegaja catkowitej atrofii, jak w przypadku homo-
zygot [1].

Hawkins i wsp. [9] wykazali, iz bardzo powolna utrata komd-
rek wzrokowych zaczyna sie od 2. miesigca zycia. Tempo dege-
neracji jest zdecydowanie wolniejsze i trwa przez caty okres
zycia osobnika. W wieku 18 miesiecy i wiecej ONL jest zredu-
kowana do mniej niz potowy swej pierwotnej grubosci [9].
W niniejszej pracy zaobserwowano podobne tempo degeneracji
siatkdwki. Liczba komorek wzrokowych maleje stopniowo od 2.
do 5. miesigca. Pomiedzy 5. a 15. miesiagcem zaobserwowano
najwiekszy spadek grubosci zaréwno ONL, jak i OS. W ostatnim
pomiarze $rednia grubo$¢ ONL wyniosta 18,83 pm, co stanowito
49,9% pierwotnej wartosci. Degeneracja OS takze przebiegata
stopniowo przez calty okres trwania badania, az do osiagnie-
cia 54,9% wartosci z 1. miesigca badan. Warstwa splotowata
zewnetrzna takze wykazywata stopniowy zanik, az do 15. mie-
sigca. Najwieksze réznice w grubos$ci warstwy zauwazono
pomiedzy 5. a 15. miesigcem. Ostatni pomiar wykazat réz-
nice w odniesieniu do stanu poczatkowego wynoszaca 51,5%.
Na podstawie analizy zmian grubo$ci wewnetrznych warstw
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siatkdwki wykazano, iz nie s one objete procesem degeneracji.
Srednie warto$ci pomiaréw utrzymywaty sie na podobnym
poziomie w trakcie catego okresu obserwaciji.

Na zdjeciach preparatéw Flat Mount wykonanych z nabtonka
barwnikowego heterozygot zauwazono wzrost odsetka jedno-
jadrzastych komoérek nabtonka barwnikowego w odniesieniu
do myszy kontrolnych BALB/c. Dostrzezono réwniez znaczacy
spadek liczby komorek dwu- i wielojadrzastych. Nadmierna
degeneracja zewnetrznych segmentéw fotoreceptoré6w moze
powodowac zwiekszone tempo fagocytozy, co w konsekwen-
cji moze przyczyniac sie do indukowania proliferacji. Pole
powierzchni komérek RPE heterozygotycznych wzgledem
genu PRPH2 myszy jest mniejsze w odniesieniu do grupy kon-
trolnej. Stanowi 30% $redniej warto$ci uzyskanej u myszy
BALB/c. Ponadto nabtonek jest jednolity, a w polu widzenia
nie zauwazono rejonéw pozbawionych komérek. W dostepne;j
literaturze nie przeprowadzono analizy immunofluorescen-
cyjnej komoérek RPE heterozygot za pomocg preparatow Flat
Mount. Powyzsze obserwacje nalezy zatem zweryfikowac
w dalszych badaniach.

Badanie ERG prowadzono w miesiecznych odstepach cza-
sowych. Grupe kontrolng stanowity miesieczne myszy BALB/c.
Na podstawie wynikéw stwierdzono, ze zmniejszenie odpo-
wiedzi precikowo-czopkowej siatkdwki jest jednostajne i pro-
wadzi do niemal catkowitego wygaszenia amplitudy fali b
w 15. miesigcu. Warto$¢ w ostatnim miesigcu stanowi jedynie
14% warto$ci poczatkowej. Sytuacja prezentuje sie podobnie
w przypadku odpowiedzi precikowej. OdpowiedZ w adapta-
cji nocnej jest zmniejszona juz od 1. miesigca zycia, pomimo
ze preparaty histologiczne oceniajgce morfologie siatkéwki
nie wykazywaty duzych zmian degeneracyjnych przed 4.-5.
miesigcem zycia. Pobudliwos¢ siatkéwki zmalata w trakcie
trwania badania az o 83% w poréwnaniu do warto$ci wyj-
$ciowej. Wyniki uzyskanej odpowiedzi czopkowej przepro-
wadzanej w adaptacji $wietlnej sa niejednoznaczne. Cheng
i wsp. [8] wykazali, ze amplituda fali b w odpowiedzi czopko-
wej u 2-miesiecznych myszy miesci sie w normie, a jej obni-
zenie jest tagodne i postepuje wraz z wiekiem. Spowodowane
jest to faktem, iz haploinsuficjencja wystepujaca wsrod hete-
rozygot wywiera wiekszy wptyw na preciki niz czopki [8].
Ponadto uzyskane w niniejszej pracy amplitudy fali b odpo-
wiedzi czopkowej mogg by¢ obarczone btedem ze wzgledu
na trudnos$¢ odpowiedniego ustawienia wartosci progowe;j
w oprogramowaniu urzadzenia LKC. Fotoreceptory siatkéwki
po inkubacji w $wietle sg pobudzone, w zwigzku z tym pra-
widtowa kalibracja elektrod jest kluczowym etapem badania.
Brak doswiadczenia mégt by¢ przyczyna uzyskania tak nie-
jednorodnych rezultatow.

Podsumowujac, w niniejszej pracy przeanalizowano model
zwyrodnienia barwnikowego siatkéwki pod katem szybko$ci
postepu zmian degeneracyjnych, zaburzen morfologii nabtonka
barwnikowego oraz zmian funkcji bioelektrycznej siatkowki.
Wyniki badan pozwolity stwierdzi¢, iz degeneracja homozygo-
tycznych pod wzgledem genu PRPH2 myszy przebiega szybciej,
prowadzac do catkowitego zaniku fotoreceptoréw. Postep
choroby u heterozygot jest wolniejszy, a zmiany nie prowadzg
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do zupetnej utraty komdrek receptorowych siatkéwki. Ponadto
wykazano, iz atrofia komdrek nabtonka barwnikowego doty-
czy homozygot. Obecnos¢ licznych wakuoli oraz brak ciggtosci
cytoplazmy sugeruje degeneracje komérek RPE. W przypadku
heterozygot pod wzgledem genu PRPH2 istotne zmniejszenie
pola powierzchni komoérek, a takze znacznie zwiekszony odse-
tek komorek jednojadrzastych w odniesieniu do grupy kontrol-
nej moze $wiadczy¢ o zwiekszonej proliferacji komodrek. Brak
zauwazalnych réznic w ekspresji RPE65 pomiedzy myszami
BALB/c a grupa heterozygot przemawia za prawidtowa mor-
fologia komoérek RPE u heterozygotycznych osobnikéw. Oba
wyzej wymienione mysie modele zwyrodnienia barwnikowego
siatkéwki moga znaleZ¢ swoje zastosowanie w badaniach nad
tg choroba. R6znice pomiedzy nimi umozliwiajg wybér odpo-
wiedniego modelu do okreslonego eksperymentu.

WNIOSKI

1. Zwyrodnieniowe zmiany siatkéwki homozygot pod
wzgledem genu PRPHZ s3g bardziej gwattowne. Prowadza
do catkowitego zaniku warstwy splotowatej zewnetrznej,
jadrzastej zewnetrznej oraz fotoreceptorow w trakcie trwa-
nia obserwacji. Badanie ERG wykazuje brak pobudliwosci
siatkdwki juz od 1. miesiaca zycia.

2. Heterozygoty pod wzgledem genu PRPHZ s3 modelem
bardzo powolnej degeneracji siatkowki. Na przestrzeni 15
miesiecy zaobserwowano jedynie redukcje grubosci warstwy
jadrzastej zewnetrznej oraz skrocenie zewnetrznych odcinkéw
fotoreceptoréw. Badanie ERG ukazuje stopniowy zanik funkcji
bioelektrycznej siatkéwki w trakcie 15-miesiecznej obserwacji.

3. U homozygot pod wzgledem genu PRPHZ2 wystepuje de-
generacja komorek RPE. U osobnikdéw heterozygotycznych
obserwacje pozwalajg wnioskowac, iz komérki RPE proliferuja;
nie stwierdzono zmian degeneracyjnych.
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