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Wykaz skrotow

CN (caudate nucleus) - jadro ogoniaste
dLGN (dorsal lateral geniculate nucleus) - grzbietowa cze$¢ ciata kolankowatego bocznego
DTI (diffusion tensor imaging) - obrazowanie tensora dyfuzji

ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study)- wieloosrodkowe badanie
weryfikujace skutecznosé¢ fotokoagulacji laserowej w spowalnianiu rozwoju retinopatii

cukrczycowej

FA (ang. fractional anisotropy) - frakcjonowana anizotropia

FBA (fixel based analysis) - analiza danych dyfuzyjnych oparta na ‘fixelu’
FC (fiber cross-section) - przekroj przez wiazke wiokien

FD (fiber density) - gestos¢ wiokien w obrebie wigzki

FDC (fiber density and cross section) - przekroj poprzez wiazke wiokien i gestos¢ wiokien

W obrebie wigzki

GABA (gamma-aminobutyric acid) - kwas gamma-aminomastowy

LPZ (lesion projection zone) - obszar korowej reprezentacji lezji

MD (macular degeneration) - zwyrodnienie plamki zottej

MRI (magnetic resonance imaging) - obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego
PMLS/(V5/MT) (posteromedial lateral suprasylvian cortex) — srodkowe pole skroniowe
RDP (random dot pattern) - wzdr losowo rozmieszczonych kropek

RP (retinitis pigmentosa) - barwnikowe zwyrodnienie siatkdwki

STGD (stargardt disease) - choroba Stargardta

V1 (primary visual cortex) - pierwszorzedowa kora wzrokowa



Streszczenie

Zwyrodnienie centralnej siatkoOwki jest gldéwng przyczyng utraty wzroku u 0so6b dorostych.
W toku pracy doktorskiej przeprowadzono dwie serie badan: z udziatem ludzi i na
zwierzecym modelu uszkodzenia centralnej siatkdwki, majace na celu zbadanie wptywu
treningu wzrokowego na zmiany zachodzgce po uszkodzeniu siatkowki. Najpierw,
zaprojektowany zostat test wzrokowy, umozliwiajacy pomiar ostrosci widzenia, oparty na
postrzeganiu ruchu. Test ostro$ci polegat na odr6znianiu figur, kotka od elipsy ztozonych z
poruszajacych si¢ kropek. Poziom ostro$ci widzenia zostal zweryfikowany w grupie osob
zdrowych i wstgpnie przetestowany U pacjentow cierpigcych na barwnikowe zwyrodnienie
siatkdbwki (ang. retinitis pigmentosa, RP) i chorobe Stargarda (STGD). Obie grupy
pacjentow cierpig na postepujaca degeneracje fotoreceptoréw, pacjenci RP w obszarze
peryferycznej siatkowki, a pacjenci STDG w obszarze centralnej siatkdwki. Takze,
zaproponowano mechaniczny model uszkodzen peryferycznej siatkdwki, zawezajac u 0s0b
zdrowych, przy pomocy gogli spawalniczych, peryferyczne pole widzenia. Wyniki
behawioralne testu ostro§ci widzenia opartego na ruchu pokazaty, ze szybki ruch kropek
W negatywnym kontrascie jest najtrudniejszy dla osob zdrowych w pelnym polu widzenia

(Kozak i in., 2021).

W drugiej serii badan wykorzystano zwierzecy model uszkodzenia centralnej siatkowki
u dorostych kotow, ktore poddano obuocznej fotokoagulacji centralnej siatkowki. Skany
MRI przeprowadzono przed i po uszkodzeniu siatkowki, w 5 punktach czasowych i u dwoch
grup kotow: naiwnych itrenowanych. Dodatkowo przebadana zostata kontrolna grupa
zwierzat. Koty z lezjg siatkowki wykonywaly zadania wzrokowe oparte na ruchu lepiej:

poziom prawidtowo udzielanych odpowiedzi byt wyzszy niz w grupie kontrolnej. Nastepnie
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przeprowadzono analize¢ danych dyfuzyjnych FBA (ang. fixel based analysis, FBA). U
kotéw naiwnych, nietrenowanych (RLN) obnizenie warto$ci metryk FBA wynosito 40-15%
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zmiany metryk obejmowaty wtokna we: wrazliwej na
ruch okolicy wzrokowej V5, wzgorkach czworaczych gornych (ALGN), hipokampie, jadrze
ogoniastym i w pasmie wzrokowym. Natomiastu kotéw trenowanych po lezji,
obserwowane zmiany byly bardziej ograniczone przestrzennie, a obnizenie wartosci metryk
FBA bylo mniejsze niz w przypadku grupy kotéw RLN. Aby §ledzi¢ dynamike czasowa
zmian po uszkodzeniu, przeprowadzono analize¢ tensorowa anizotropii frakcyjnej (ang.
fractional anizotropy, FA). Wartosci FA u naiwnych zwierzat z lezja wzrastalty szybko po
uszkodzeniu, podczas gdy u zwierzat trenowanych po uszkodzeniu pozostawaty na tym
samym poziomie. Otrzymane przez nas wyniki wskazuja na stabilizujacy efekt treningu,
ktory zatrzymuje lub ogranicza zmiany spowodowane lezjg (Kozak i in., 2024). Sugerujemy
zatem, ze trening wzrokowy ukierunkowany na funkcje wzrokowe zwigzane z ruchem,
wiasciwe dla obszaréw wzrokowych otrzymujacych informacje z aktywnej, peryferycznej
czgsei siatkowki moze doprowadzi¢ do cze$ciowego przejecia funkeji, ktore w warunkach

normalnych zalezg od centralnego widzenia.



Abstract

Macular degeneration is the leading cause of vision loss in adults. In this condition, the pho-
toreceptor cells within the central retina, undergo progressive degeneration, leading to a
gradual loss of high-acuity vision. During the doctoral research, two series of studies were
conducted in order to investigate the impact of visual training on changes occurring after
retinal damage: one involving human and the other one using an animal model of central
retinal damage. At first, a visual test was designed to measure visual acuity based on motion
perception. The motion-acuity test involved distinguishing a circle from an ellipse made up
of moving dots. The level of visual acuity was verified in a group of healthy individuals and
preliminarily tested in patients suffering from retinitis pigmentosa (RP) and Stargardt dis-
ease (STGD). Both patient groups suffer from progressive degeneration of photoreceptors:
RP patients in the peripheral retina and STGD patients in the central retina. To assess the
feasibility of modeling peripheral retinal damage we restricted the peripheral visual field in
healthy controls using welding goggles. Obtained results showed that fast motion of dots in

negative contrast is the most difficult for healthy individuals (Kozak et al., 2021).

In the second study, an animal model of macular degeneration was used in adult cats, which
underwent bilateral photocoagulation of the central retina. Control animals and two groups
of cats with retinal damage, naive and trained, were tested. 7 T-MRI scanning was performed
before and after lesioning at 5 different timepoints. Cats with retinal lesions performed mo-
tion-based visual tasks with higher level of correct responses than control animals. Next, a
fixel-based analysis (FBA) of diffusion data was conducted. In naive, untrained cats (RLN),

the reduction in FBA metrics was 40-15% compared to the control group. Changes in the



metrics affected fibers in the motion-sensitive visual area V5, the superior colliculi, hippo-
campus, caudate nucleus, and the optic tract. In contrast, trained cats with retinal lesions
showed more spatially limited changes, and the reduction in FBA metrics was smaller com-
pared to the RLN group. To track the temporal dynamics of changes after injury, fractional
anisotropy (FA) tensor analysis was performed. FA values in naive, lesioned animals in-
creased rapidly after the lesion, while in trained lesioned animals, the values remained stable.
Our results show the stabilizing effect of training, which halts or limits the changes caused
by the lesion (Kozak et al., 2024). In conclusion, we suggest that visual training focused on
motion-related visual functions, specific to visual areas receiving input from the active pe-
ripheral part of the retina, may lead to a partial takeover of functions typically dependent on

central vision.



1. Wstep

1.1 Przetwarzanie sygnalow w ukladzie wzrokowym

Teoria, zgodnie z ktora siatkowka dziatala jak aparat fotograficzny, byta dominujacym
pogladem w XIX wieku, jednak stopniowo zaczeto dostrzegaé, ze jej rola jest znacznie
bardziej ztozona. Waznym momentem w zmianie tego pogladu byly badania prowadzone
przez Davida Hubela i Torstena Wiesela, ktorzy odkryli, ze siatkowka i kora wzrokowa
wspoéldziatajg w bardziej ztozony sposob. Badania te, ktore rozpoczety si¢ w latach 50. XX
wieku, wykazaly, ze siatkdéwka dokonuje wstepnej obrobki sygnaldow wzrokowych, takich

jak rozroznianie ksztattow, kontrastu i kolorow, zanim sygnaty te trafig do kory wzrokowej.

Dzi$§ wiadomo juz, ze przetwarzanie sygnatu wzrokowego rozpoczyna si¢ juz na poziomie
siatkdwki, na poziomie fotoreceptoréw, gdzie informacja o kolorze jest segregowana przez
czopki, w zalezno$ci od dlugosci fal niosacych dang informacj¢ (Schmidt iin., 2019).
Nastepnie, sygnatl transmitowany do warstw komoérek siatkowki, komorek
dwubiegunowych i amakrynowych gdzie rozpoczyna si¢ dalsza analiza, w obrgbie
rownoleglych szlakow ON i OFF (odpowiednio dla jasnego i ciemnego kontrastu, Wu i in.,
2000). Sygnaty z dwoch oddzielonych $ciezek (odrgbnych dla komorek dwubiegunowych
szlaku Oni OFF) sa przekazywane do komorek amakrynowych i komoérek zwojowych
siatkbwki. Komorki zwojowe formujg witdkna nerwowe, ktore tworzg nerw wzrokowy.
Nerw wzrokowy przekazuje sygnaty dalej do ciata kolankowatego bocznego (czes$¢
wzgorza), ktore jest gtownym przekaznikiem informacji wzrokowej do pierwszorzednej
kory wzrokowej (V1), znajdujacej si¢ w ptacie potylicznym. Rownoczesnie, czgs¢ sygnatow
z ciala kolankowatego bocznego jest kierowana do struktury poduszki bedaca czescia
wzgorza, ktora bierze udziat w wyzszych procesach przetwarzania wzrokowego,
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szczegoOlnie w kontekscie uwagi wzrokowej i koordynacji ruchow oczu. Z poduszki sygnaty
moga by¢ przekazywane do roéznych obszaréw kory wzrokowej, w tym do obszardéw
odpowiedzialnych za przetwarzanie przestrzenne (droga grzbietowa) oraz rozpoznawanie
obiektow (droga brzuszna). Rownoczes$nie cz¢$¢ sygnatow z ciata kolankowatego bocznego
jest kierowana do wzgorkéw czworaczych gornych, biorgcych udzial w odruchach
wzrokowych, takich jak reagowanie na ruch w polu widzenia, zwtaszcza w kontekscie
koordynacji wzroku z ruchem ciata. Naste¢pnie, sygnaty te przesytane sg do kory wzrokowej

oraz srédmoézgowia, odpowiedzialnych za dalsze przetwarzanie informacji wzrokowe;.

Zatem, przetwarzanie wzrokowe rozpoczyna si¢ W Siatkdwce, gdzie odrebne aspekty
sygnatu wzrokowego, jak ruch czy kolor, kodowane sa przez odpowiadajace im
funkcjonalnie szlaki neuronowe (Ichinose iHabib, 2022). Taka analiza sygnatu
wzrokowego osiaggni¢ta na drodze réwnoleglego przetwarzania, oznacza, ze rézne cechy
sygnatu wzrokowego sa kodowane przez odrgbne szlaki neuronalne i  réwnolegle
analizowane (Wassle, 2004). Dwa gtéwne szlaki zaangazowane W przetwarzanie
rownoleglte to szlak wielkokomorkowy, rozpoczynajacy sie od wielkokomérkowych
komorek zwojowych siatkowki, kodujacy informacje o ruchu i zmianach zachodzacych
w przestrzeni, oraz szlak drobnokomorkowy komoérek zwojowych  siatkowki,

zaangazowany W przetwarzanie ksztattu i koloru (Ichinose i Habib, 2022).

1.2 Plastyczno$¢ ukladu wzrokowego

Czy istnieje mozliwo$¢ powstawania nowych polaczen miedzy komdrkami nerwowymi
W dorostym mozgu? Czy podziaty komdrkowe ustajg po zakonczeniu rozwoju? Te pytania
byty w neurobiologii jednymi z najbardziej nierozwiktanych przez lata. Regeneracyjne

zdolnos$ci uktadu nerwowego, rozumiane jako mozliwos¢ tworzenia si¢ nowych potaczen
11



pomiedzy neuronami, byly przez naukowcow negowane, a poglad hiszpanskiego
neuroanatoma i histologa- Ramona y Cajala, zawarty w zdaniu: ,,W dorostych osrodkach
nerwowych szlaki nerwowe sg ustalone, zakonczone, nie do zmienienia. Wszystko moze
umrzeé, nic nie zregeneruje” (1913), stat si¢ dogmatem na kilkadziesiat lat. Dopiero w latach
40 XX, Jerzy Konorski w swojej ksigzce “Conditioned Reflexes And Neuron Organization”
wprowadza po raz pierwszy pojecie plastycznosci, definiowanej jako trwate przeksztatcenia
w uktadach neuronalnych, prowadzace do zmian plastycznych. W 1965 roku Altman i Dads
zaobserwowali nowopowstajace neurony W mozgu szczurow (Altman i Das, 1965). Wraz
z rozwojem i dostgpnoscia metod, neurogeneza W dorostym mozgu stawala si¢ coraz
bardziej dostrzegana, a w1983 roku Goldman i Nottebohm pokazali neurogeneze
zachodzaca W mozgu dorostych kanarkow. W 1998 Eriksson wraz zespolem zbadali
skrawki hipokampoéw chorych na nowotwor pacjentdbw imetoda znakowania
fluorescencyjnego dla bromodeoksyurydyny oraz jednego z markerow neuronalnych:
NeuN- biatka jadrowego specyficznego dla dojrzatych neurondéw; kalbindyny lub NSE-
neuroswoistej enolazy pokazali, ze nowe neurony, definiowane obecno$cig wymienionych
markerow, powstaja W zakrgcie zgbatym hipokampa w dorostym moézgu (Eriksson i in.,
1988). Dzi$ neuroplastycznos$¢ jest powszechnym przedmiotem badan, a powstawanie

nowych technik obrazowania otwiera coraz wigcej mozliwosci.

Neuroplastycznos¢ jest zdolnoscig uktadu nerwowego do adaptacji, w odpowiedzi na
zachodzace W $rodowisku zmiany, przebyte urazy, czy do$wiadczenia sensoryczne
(Pascual-Leone iin., 2005). Wcze$nie w rozwoju osobniczym, w trakcie tzw. okresow
krytycznych, potencjat plastyczny ukladu nerwowego jest najsilniejszy, a deprywacje
sensoryczne podczas ich trwania powoduja znaczne zmiany morfologiczne o$rodkoéw
korowych, co uniemozliwia dalszy prawidlowy rozwdj funkcji sensorycznych (Wiesel
i Hubel, 1963; Castaldi i in., 2020). W rozwijajacym si¢ ukladzie wzrokowym zachodza
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okresy krytyczne, ktore charakterystyczne sg dla konkretnych funkcji wzrokowych (np.
selektywno$¢ orientacji, preferencja kierunku, widzenie kontrastu, glebi czy koloru).
W czasie tych okreséw krytycznych jako$¢ stymulacji dotyczaca konkretnej funkcji jest
determinantem dla prawidlowego widzenia. Poszczegolne funkcje wzrokowe rozwijajg si¢
w réoznym czasie itempie. Najbardziej popularnym paradygmatem wykorzystywanym
W badaniach nad plastyczno$cig uktadu wzrokowego jest jednooczna deprywacja poprzez
np. zaszycie powieki jednego oka. W 1963 roku, Hubel i Wiesel pokazali podczas badan
nad jednooczng deprywacja ijej wpltywem na odpowiedz komoérkowa w okolicach
wzrokowych i ciele kolankowatym bocznym, ze zachodzi redukcja potaczen z zastonictego
oka do ciatka kolankowatego bocznego, a na poziomie pierwszorzedowej kory wzrokowe;j
dochodzi do reorganizacji na poziomie kolumn dominacji ocznej w taki sposéb, ze tylko
mata liczba neurondw pozostaje aktywna w odpowiedzi na stymulacje zoka
deprywowanego. Te reorganizacje widoczne byly tylko na wczesnym etapie rozwoju,
natomiast analogiczna deprywacja u kotow dorostych nie prowadzita do zmian (Wiesel
i Hubel, 1963). Wktad tych badaczy w rozumienie mechanizmow przetwarzania informacji
wzrokowych zostat w 1981 roku uhonorowany nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii
i medycyny. Zauwazalny we wczesnych badaniach brak zmian zaleznych od doswiadczenia
u dorostych, po ukonczeniu okresow krytycznych doprowadzit w konsekwencji do
przekonania, ze 0 ile funkcje wyzszego rzgdu jak pamig¢ moga podlegaé neuroplastycznym
zmianom niezaleznie od okresow krytycznych, to zmiany W ukladzie wzrokowym
uznawane byly jako ograniczone do tych okreséw, a po ich zamknigciu- niemozliwe. Jednak
szereg badan zarowno na modelach zwierzgcych jak ina ludziach wskazal na mozliwy
zachowany potencjal dla zmian plastycznych we wzrokowych obszarach korowych, a
reorganizacje na niezalezne od okresow krytycznych. Zaréwno neuroanatomiczne

i neurofizjologiczne (e.g., Kaas i in., 1990; Eysel i in., 1999; Giannikopoulos i Eysel, 2006;
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Kecki in., 2008, 2011; Gilbert i Li, 2012) jak i molekularne (Baekelandt i in., 1994; Arckens
iin., 1998; Qu iin., 2003; Hu iin., 2009, 2011; Smolders i in, 2016; Pereira i in., 2022)
badania mechanizmow stojacych za topograficzng reorganizacjg W nastgpstwie naglej utraty
centralnego widzenia w konsekwencji uszkodzenia siatkowki wykazaly mechanizmy
neuroplastyczne ukladu wzrokowego dorostych zwierzat: kotow, malp czy myszy. Na
przyktad zespot Profesora Kaas pokazal, ze jednostronna lezja centralnej siatkdwiki,
obejmujaca od 5 do 10 stopni przy jednoczesnym pozbawieniu stymulacji wzrokowej
drugiego oka, w zakresiec odpowiadajacym lezji, spowodowata zmiany W obrebie
reprezentacji uszkodzonego obszaru W pierwszorzedowej i drugorzedowej korze
wzrokowej, po stronie przeciwnej do oka uszkodzonego. Neurony kory wzrokowej,
z polami recepcyjnymi w obrebie reprezentacji lezji uzyskaly nowe pola recepcyjne,
W obszarach siatkdwki otaczajacych lezje. Obserwowane zmiany wskazuja na mozliwos¢
dostosowania si¢ dorostego uktadu wzrokowego do zachodzgcych zmian i odzyskanie

funkcji po przebytym uszkodzeniu.

Zespol Profesora Eysel pokazal, Ze zmiany w dorostym uktadzie wzrokowym moga
zachodzi¢ nie tylko pod wplywem uszkodzenia siatkowki, ale réwniez W nastgpstwie
uszkodzen korowych. Poréwnanie tych dwoch typow uszkodzen przeprowadzonych
w modelu kocim pokazato, Zze obie lokalizacje lezji skutkowaly podobna dynamika
aktywno$ci neuronéw potozonych na granicy korowej reprezentacji lezji (w przypadku lezji
siatkowki) ina granicy lezji (w przypadku lezji bezposrednio na korze wzrokowej).
Aktywnos$¢ tych neuronow byla w poczatkowym okresie po lezji zahamowana, czemu
towarzyszyl wzrost aktywnosci W niewielkim obszarze sgsiadujacym z obszarem
reprezentacji lezji przez pierwsze 1-2 tygodnie. Dodatkowo obserwowana byta redukcja
hamowania GABA i wzrost pobudzenia glutaminergicznego, co prowadzito do wzrostu
w aktywno$ci spontaniczne;.
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Podobna dynamika czasowa aktywnosci neuronow i ich pol recepcyjnych w nastepstwie
obuocznych lezji centralnej siatkowki w dorostym uktadzie wzrokowym zostala
zaobserwowana przez Profesora Eysel ijego zespot: aktywno$¢ w obrebie korowych
reprezentacji lezji byla poczatkowo wyciszona, ale z czasem powracala. Rejestracje
Z pojedynczych neuronow byly przeprowadzane do 12 miesi¢cy po lezji, co pozwolito
zaobserwowacé, ze szczyt aktywnosSci przesuwatl si¢ z granicy reprezentacji w Kierunku jej
centrum, a zczasem pole recepcyjne komoérki rozwijalo potozenie ektopowe, czyli
zmienialo swoja lokalizacje pod wptywem lezji. Poczatkowo powickszato si¢ a wraz
z procesem zdrowienia po lezji, aktywno$¢ komorki i wielko$¢ pola recepcyjnego ulegaty

normalizacji.

Na poziomie molekularnym, zdolno$¢ dorostego uktadu wzrokowego do zmiany zostata
zaobserwowana min. przez zespot Profesor Arckens (1998). Metodg hybrydyzacji in situ,
zbadany zostal wplyw obuocznej lezji na dynamike czasowa ekspresji mRNA dwodch
izoform dekarboksylazy kwasu glutaminowego: 67 i 65, w ciele kolankowatym bocznym
i korze wzrokowej. Wiadomo, ze GABA zaangazowana jest w zmiany plastyczne korowej
topografii w nastepstwie deprywacji sensorycznych w uktadzie wzrokowym (Jones, 1993),
a badania nad uktadem GABAergicznym w korze wzrokowej kotow po lezji wykazaty, ze
dwa tygodnie po =zabiegu zachodzita immunoreaktywnos$¢ dekarboksylazy kwasu
glutaminowego (65 i 67) w uszkodzonych obszarach kory (Rosier i in., 1995). Trzy dni po
lezji obserwowany byl spadek liczby neurondow z ekspresja dla GAD67 w ciele
kolankowatym bocznym, ktory utrzymywat si¢ 7,5 miesigca. Opisane powyzej przyktadowe
badania pokazuja, ze kora wzrokowa moze podlega¢ zmianom zaleznym od do$wiadczenia,

a zdolno$¢ ta jest utrzymana W dorostosci.

W modelach zwierzecych, zmiany plastyczne wywotywane sg rowniez dzieki wzbogacaniu

srodowiska sensorycznego (Baroncelli i in., 2010), deprywacj¢ wzrokowa poprzez zaszycie
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powiek (He i in., 2006), farmakologicznie, poprzez podanie diazepamu (Hensch i in., 1998)
czy poprzez aktywnos¢ fizyczng (Kalogeraki i in., 2016) i miato to miejsce W dorosto$ci, po

zakonczeniu okresOw krytycznych.

Niewiele badan skupiato si¢ dotychczas na plastycznosci w odpowiedzi na uszkodzenie
centralnej siatkowki, wystepujacej poza pierwszorzedowa korg wzrokowg V1 (Arckens i in.,
2000; Burnat i in., 2017; Keliris i in., 2022). Z badan na kotach wiadomo, ze w przypadku
obszaréw wzrokowych wyzszego rzedu w obrebie LPZ, w odpowiedzi na nagla utrate
doptywu stymulacji wzrokowej widoczny byl poczatkowy spadek ekspresji markera
aktywnos$ci molekularnej zif268. Wraz z czasem nastgpowal czg¢sciowy jej wzrost, bedacy
$wiadectwem dla reaktywacji neuronalnej (Burnat i in., 2017). Jedynie we wrazliwym na
ruch korowym obszarze PMLS/V5, ktory nie byt bezposrednio dotknigty centralng lezja, nie
zaobserwowano poczatkowego spadku ekspresji zif268 natomiast 12 tygodni po lezji
widoczny byt istotny jej wzrost. W badaniach na ludziach natomiast, w celu obserwacji
potencjalnych zmian plastycznych w obrebie uktadu wzrokowego, prowadzacych do
poprawy funkcji, najczesciej wykorzystuje si¢ trening percepcyjny. Pacjenci z ubytkami
pola widzenia poddawani sg treningowi wzrokowemu, majagcemu poprawi¢ ich ostabione

funkcje (Sabel i in.,) czy czasowa deprywacje¢ wzrokowa (Binda i in., 2018).

1.3 Zwierzece modele uszkodzen siatkowki

Modele zwierzece od lat sg szeroko stosowane W badaniach nad uszkodzeniami siatkdwki,
ktore wystepuja U ludzi. O ile wspotczesna technologia badan neuroobrazowych znacznie
poszerzyta spektrum mozliwych procedur wykonywanych in vitro na pacjentach, to badania
in vivo czesto pozwalajg na doktadniejszg kontrolg zmiennych oraz wigksza inwazyjnos¢

wykonywanych procedur. Uznanie, Zze zaburzenia siatkowki U zwierzat majg cechy zblizone
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do ludzkich, nie tylko w sposob radykalny wptynegto na zrozumienie patogenezy tych
zaburzen, ale takze pozwolito na testowanie ewentualnych procedur leczenia (Fletcher i in.,
2011). Trafny model zwierzecy choroby wystepujacej u ludzi, powinien, poza
dostarczaniem informacji o jej patogenezie, pozwala¢ na odtworzenie charakterystycznych
cech choroby oraz by¢ przydatny w testowaniu strategii terapeutycznych. Do takich modeli
naleza opisane ponizej zwierz¢ce modele jaskry czy zwyrodnienia plamki zoltej (ang.
macular degeneration, MD). Warto jednak pamigta¢, ze pomimo tego, wcigz obecnych jest
szereg zaburzen, dla ktorych modele zwierzece nie oddaja w sposob adekwatny warunkow
chordb u ludzi. Do takich zaburzen zaliczajg si¢ te, na ktorych rozwdj wplywa szereg
czynnikow i ich wzajemnych oddziatywan, np. genetycznych i sSrodowiskowych, takich jak
klimat czy dieta. Co wigcej, nalezy pamigta¢, ze wsrdd modeli zwierzgcych mozna
wyszczegolnic takze te, wymagajace inwazyjnych interwencji jak np. lezje, czy manipulacja
Cisnieniem W galce ocznej czy operacje przecigcia nerwu | W ponizszej pracy
scharakteryzowane zostaly modele z tej grupy. Do takich modeli nalezg np. zwierzgce
modele jaskry, w ktorych najczesciej wykorzystywane sa gryzonie, ale tez koty (Dietrich,
2005), a w celu wywotania jaskry stosuje si¢: podwyzszenie ci$nienia $rodgatkowego;
zmiazdzenie nerwu wzrokowego; ekscytotoksycznos$¢ (tj. toksyczno$¢ wywolang
neurotransmiterem pobudzajacym, Fiedorowicz et. al., 2011). Uszkodzenie siatkdwki
metodg koagulacji od dawna byto stosowane w zwierzecym modelu MD (Noell et al, 1966).
Wedtug autorow (Eysel iin., 1980; Arckens i in., 2000; Marc et al, 2008) stanowi ono
wierniejszy model MD niz mysie modele transgeniczne (Rakoczy et. al, 2006), szczeg6lnie
biorgc pod uwage zaawansowang postaé¢ tej choroby. Jednakze, patogeneza po lezji
uzyskanej metoda koagulacji laserowej, w przeciwienstwie do faktycznej choroby,
przebiega szybko, a uszkodzenie fotoreceptoréw jest natychmiastowe w catym obszarze

lezji. Réwniez zespdt Lorach (2015) pokazal u krolikow, ze lezje siatkowki metoda
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fotokoagulacji laserowej pozwalaja na wuzyskanie wysoce powtarzalnych zmian
degeneracyjnych fotoreceptorow w obrebie zdefiniowanego regionu siatkowki, stanowigc
wiarygodny model do badan. Niezwykle wazng kwesti¢ W rozwazaniach 0 zwierzecych
modelach MD stanowi fakt, ze gryzonie jako zwierzeta nocne nie posiadajg plamki zottej
ani jej odpowiednika. Dlatego tez, w modelach zaburzen dotyczacych tego regionu, wazng
role pelnia modele oparte na ssakach z zaawansowanym uktadem wzrokowym, a
w szczegblnosci na kotach (Blake iin., 1978; Pasternak i in., 1983; Winkler i in., 2020),
poniewaz obecny jest U nich odpowiednik ludzkiej plamki zottej- area centralis (Rapaport
i Stone, 1984; Ocecelli, iin., 2022) Obszar ten, ulokowany blisko centrum siatkdwki,
charakteryzuje specjalizacja w przetwarzaniu wzrokowym o wysokiej rozdzielczosci
(Rapaport i Stone, 1984). Area centralis posiada wiele wlasciwosci wspdlnych z plamka
76Mha: jest to obszar pozbawiony naczyn krwiono$nych, z najwyzsza koncentracja czopkow
i komorek zwojowych (Pasternak i in., 1983). Na wyzszych pigtrach uktadu wzrokowego
obserwuje si¢ zwiekszong reprezentacje tego obszaru W poréwnaniu do obszarow bardziej
rozleglych, a liczne badania fizjologiczne pokazaty, Ze neurony W jego obrebie posiadaja
mniejsze pola recepcyjne w poréwnaniu do dalszych obszaréw siatkdwki (Peichl i Wassle,

1979; Wiesel, 1960).

Badania wykorzystujace lezje siatkowki w modelach zwierzgcych stanowily wazny wktad
W rozumienie wplywu utraty funkcji wzrokowych na procesy plastycznej reorganizacji
w korze wzrokowej. Zespot Eysel i in., (1999) pokazal, ze charakterystyczna kaskada zmian
plastycznych w obszarze kory wzrokowej indukowana moze by¢ lezja: siatkbwkowa jak
I korowa. Uszkodzenia te prowadzily do zredukowania hamujacego wplywu GABA
I wzrostu pobudzajacego wplywu glutaminianu, co W konsekwencji skutkowato wzrostem
aktywnosci spontanicznej | pobudliwosci, inicjujac lokalne reorganizacje korowe:
obuoczna, centralna lezja poczatkowo wycisza obszar korowej reprezentacji lezji (ang:
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lesion projection zone, LPZ) w pierwszorzedowej korze wzrokowej (V1), a z czasem
neurony w obrebie uszkodzenia zaczynaja na nowo odpowiada¢ na wzrokowg stymulacje,
dochodzacg z tych regionow siatkowki, ktore nie uleglty uszkodzeniu (Gilbert i Li, 2012;

Giannikopoulos i Eysel, 2006).

W badaniach wykorzystywane byly symetryczne, obuoczne centralne lezje, stanowigce
model MD (np. Burnat i in., 2017), ale takze lezje jednostronne (Smolders, 2016) lub lezje
zlokalizowane poza centralng siatkowka (Waleszczyk 1in., 2003). W swojej pracy
przegladowej, Dreher i inni (2001) podkres$laja, ze badania na dorostych zwierzgtach, ktore
poddane zostaly obu- lub jednoocznej lezji siatkdbwkowej, stanowily wazny wkiad
w rozumienie dynamiki pol recepcyjnych w roznym czasie po wykonaniu lezji. Komorki
W obrgbie LPZ z r6zng dynamika czasowa po wykonaniu lezji: od kilku godzin, tygodni
i miesiecy, charakteryzowatly si¢ si¢ polami recepcyjnymi, ktore byly przemieszczone

w kierunku zdrowej siatkOwki.

Zespot Pereira | wspotpracownikoéw (2022) wykorzystat obuoczne lezje siatkowki u malp
do przesledzenia dynamiki czasowej z jaka zachodza zmiany plastyczne w obrebie ciata
kolankowatego bocznego. Sledzac zmiany zachodzace w ekspresji: biatka zwiazanego ze
wzrostem 43 (GAP43), kwasnego biatka wtokienkowego gleju (GFAP) i parwalbuminy
(PV) i kalbindyny (CB), zaobserwowano, ze W obr¢gbie LPZ, ekspresja GFAP, GAP43, PV
I CB wzrastata ispadata w poszczegdlnych warstwach ciala kolankowatego bocznego
(dLGN), krotko po wykonaniu lezji, i wracata do poziomu poczatkowego z r6zng dynamika
czasowq. Ponadto, jednooczne lezje przynosowej czeSci siatkowki wykonane na modelu
kocim, pokazaty rowniez zmiany w obrebie dLGN (Eysel i in., 1980). R6znice w stosunku
do normalnej organizacji topograficznej byty widoczne 30 dni po wykonaniu lezji i poznie;j.
Pola recepcyjne komorek zarejestrowanych blisko granicy lezji, wykazywaty sig

przesunigciem 0 ponad 2 stopnie katowe w stosunku do lokalizacji sprzed lezji.
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Model matpi wykorzystany zostat rowniez w badaniu Keliris i inni (2022). Obuoczna lezja
siatkowkowa stanowita wyjscie do badan nad powstawaniem plastycznych zmian
topograficznych w wyzszych obszarach wzrokowych - V2, V3. Do tej pory badania
skupione byly gidwnie na pierwszorzedowej korze wzrokowej - V1. Dzigki temu badaniu
I wykorzystaniu neuroobrazowania fMRI, mozliwe bylo pokazanie, ze wzrokowe obszary
korowe wyzszego rzedu nie tylko posiadaja zdolno$ci reorganizacji przestrzennej
W nastepstwie lezji, wyrazone poprzez zmiang wielkos$ci pol recepcyjnych, ale reorganizacje
te moga wychodzi¢ poza obszar kory V1. Jednakze wnioski te zostaly wysnute na podstawie

badania jednego osobnika (Keliris i in., 2022).

Analiza korowych reorganizacji przestrzennych w nastepstwie lezji siatkowkowych stanowi
warto§ciowy model W badaniach mechanizméw plastyczno$ci na poziomie zaréwno pol
recepcyjnych, obwoddéw neuronalnych jak i mechanizméw molekularnych. Poczatkowe
ustalenia dotyczace mozliwych reorganizacji zachodzacych w uktadzie wzrokowym
zaktadaty istnienie tzw. okresow krytycznych na wczesnym etapie rozwoju. W swoich
badaniach, Wiesel i Hubel pokazali, ze ograniczenie doptywu bodzcow wzrokowych przez
zamkniecie oczu, zmienia potaczenia wzgdorzowo-korowe ale tylko podczas pierwszych
miesiecy zycia (Hubel i Wiesel, 1963, 1970; Hubel i in., 1977). W nastepstwie tych badan,
nagrodzonych Noblem, dtugo dominowal poglad mowiacy 0 tym, ze wszelkie wiasciwosci
neuronéw kory wzrokowej sg juz ostatecznie zdefiniowane W wieku dorostym, a zmiany
zachodzace po zamknigciu tych okresow krytycznych nie s3 mozliwe. Badania
z wykorzystaniem lezji siatkdwki pokazaty jednak, ze nawet dorosta kora wzrokowa jest
zdolna do reorganizacji pod wptywem uszkodzenia, a zachodzaca plastycznos$¢ nie jest
ograniczona wystepowaniem okreséw krytycznych (Gilbert i Li, 2012). Co wigcej, ich
ponowne otwarcie jest mozliwe. Badanie opisane W ponizszej rozprawie wpisuje si¢ W ten
nurt, pokazujac mozliwo$¢ zachodzenia zmian W dorostym uktadzie wzrokowym.
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1.4 Rehabilitacja wzrokowa, znaczenie motywacji

Dotychczasowe badania nad strategiami prowadzacymi do odzyskiwania funkcji
wzrokowych mozna podzieli¢ na dwie kategorie: 1. bazujgce na stymulacji ruchéw gatek
ocznych, np. poprzez nauke podazania za punktem $wietlnym (Das i Huxlin 2010;
Rosengarth i in., 2013), oraz 2. oparte na stymulacji percepcyjnej polegajace na prostych
zadaniach dyskryminacji ruchu lub tekstury (Sabel, 2011). Oba wymienione paradygmaty
wykorzystywane sg U pacjentOw z uszkodzeniami uktadu wzrokowego na roéznych jego
poziomach- od siatkowki poprzez nerw wzrokowy az do uszkodzen okolic kory wzrokowe;.
Jednak wyniki tych badan pozostaja niespojne- czgs$¢ pacjentdw osigga poprawe, U innych
nie obserwuje si¢ zadnych istotnych zmian zwigzanych z treningiem. R6znice w osigganych
wynikach moga cze$ciowo by¢ ttumaczone rodzajem uszkodzenia jak i indywidualnymi
roznicami odpowiedzi na uszkodzenie itrening. W rozmaitych rozwazaniach, czynnik
zwigzany Z zewng¢trzng nagroda wykorzystywang W trakcie treningu nie byt do tej pory
brany pod uwagg. Zgodnie z nasza wiedza, zewngtrzna nagroda, na przyktad wynagrodzenie
finansowe, nie bylo do tej pory stosowane podczas tego typu treningdéw. Jedna tylko
publikacja opisuje badanie, w ktorym wykorzystano informacje zwrotng, ktora moze by¢
traktowana jako forma nagrody. Jednak wptyw takiej informacji w przypadku niskiego
procentu poprawnych odpowiedzi, budzi raczej frustracje¢ anizeli poczucie bycia

nagradzanym (Sabel i in., 2011).

Treningi wzrokowe stosowano rowniez U pacjentow z uszkodzeniami centralnej siatkowki,
jak MD (Liu iin., 2012; Sabel iin., 2011). Tacy pacjenci maja charakterystyczne ubytki
W ostrosci widzenia przy jednoczesnym zachowaniu widzenia ruchu (Rosegarth i in., 2013).

Cze$¢ z nich rekompensuje centralne ubytki widzenia, rozwijajac tzw. preferencyjny
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siatkbwkowy punkt wpatrywania (ang. preferred retinal locus, PRL), korzystajac
Z zachowanej czgs$ci siatkowki jako substytutu uszkodzonego centrum. Chung (2013) udato
si¢ nauczy¢ pacjentow z MD szybszego czytania. Osiggnicte to zostalo poprzez
prezentowanie zdan rozdzielonych na pojedyncze wyrazy, wy$wietlane osobno w Krétkim
odstgpie czasu. Po 6 tygodniach codziennych treningow, zauwazono istotna poprawe
w szybkosci czytania 0 10%. Nie zaobserwowano jednak przeniesienia wytrenowanych
funkcji na inne: ostro$¢ widzenia czy rozpoznawang wielko$¢ znakéw. Pacjenci po tym
treningu owszem - czytali szybciej jednak nie radzili sobie z mniejszymi literami. Plank
i wspotpracownicy (2014) trenowali pacjentow z MD, zardwno o wczesnym i péznym
poczatku choroby, chcac zweryfikowaé, czy powtarzalny intensywny trening stymulujacy
ich PRL wptynie na poprawe wykonania. Zadaniem pacjentow byto rozpoznanie pochylone;j
linii, ktora umieszczona byla na tle linii horyzontalnych. Podczas kazdej proby,
prezentowano bodziec, ktéry miat by¢ rozpoznany, a nast¢gpnie wyswietlany byt na ekranie
ztozonym z losowo rozmieszczonych linii. Poprawa wykonania zadania byta obserwowana
zarOwno u pacjentow jak i w grupie kontrolnej, jednak transfer na inne funkcje nie byt

obecny.

W przeciwienstwie do badan ludzkich, w ktorych zewnetrzna nagroda nie jest
wykorzystywana, badania na zwierzgtach wykorzystuja nagrody, ktore sa silne
i natychmiastowe. Trenowane zwierzeta sg na przyklad poddawane restrykcjom
zywieniowym gdzie nagroda podczas treningu stanowi jedyny positek w ciagu
dnia.W przesztosci, badana byta gldwnie spontaniczna reorganizacja W nastgpstwie lezji
uktadu wzrokowego, z naciskiem na to, jaki wptyw na uzyskiwane funkcje ma lokalizacja
uszkodzenia, za$ efekt treningu byl pomijany: uszkodzenia kory wzrokowej (17 i 18) i ich

wplyw na rozpoznawanie faktury (V1/V2, de Weerd i in., 1993, 1994), uszkodzenia obszaru
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PMLS/V5 ijego wplyw na integracje obiekt-tto (Kruger iin., 1993), czy tez wplyw

uszkodzenia tego obszaru na rozpoznawanie wzoru (Spear i in., 1983; Ptito i Lepore, 1983).

Uwzgledniajac mozliwo$¢ wplywu treningu na odzyskanie funkcji wzrokowych, Huxlin
I Pasternak (2004), zadaty pytanie, czy deficyty w percepcji ruchu moga zosta¢ odwrocone
i czy ta zmiana wymaga treningu u kotéw po uszkodzeniu obszaru korowego PMLS/V5.
Podobnie jak w przypadku wszystkich badan prowadzonych na zwierzetach, nagroda byta
niezwykle silna izwierzgta byly pozbawione zywienia poza sesjami treningowymi.
Percepcja ruchu mierzona byla za pomoca zestawu bodzcoéw, umozliwiajacych pomiar
progu percepcji kierunku, spojnosci ijasnosci. Pozycja ruchu galek ocznych byta
kontrolowana, co pozwolito na aplikowanie treningu W specyficznych lokacjach
uszkodzonych lub zachowanych obszarow. Wszystkie zwierzeta osiggnety normalny
poziom jedynie dla kierunku itylko w obrgbie trenowanych lokacji, co pokazato, ze

wykorzystanie nagrody jest korzystne tylko w odniesieniu do trenowanej funkcji i lokacji.

Zarbwno u ludzi jak i u zwierzat, badania pourazowe skupiajg si¢ na stymulacji funkcji
wzrokowych, takich jak ostros¢ widzenia czy rozrdéznianie kontrastu czy tekstury, poprzez
zastosowanie roznych programéw treningowych, wykorzystujacych bodzce stacjonarne lub
ruchome. Co wazne, ubytki widzenia moga do pewnego stopnia cofna¢ si¢ spontanicznie.
Prawdopodobnie taka spontaniczna zmiana jest ograniczona w czasie imozna mieé
nadziej¢, ze dalsze zmiany plastyczne moga by¢ wzbudzane treningiem. Celem treningéw
jest stymulacja tych cz¢sci pola wzrokowego, ktore majg zachowane pewne funkcje - tzw.
obszary przej$ciowe, migdzy uszkodzonym i zachowanym polem widzenia (Bergsma i van
der Wildt, 2010). W zwierzgcym modelu MD pokazano, ze obszary korowe normalnie
responsywne na centralng stymulacje, sa aktywowane poprzez stymulacje ich okolic
w przypadku indukcji lezji centralnej (Gilbert i in., 2012). Czasowe zmiany w pobudliwosci

kory wzrokowej w nastepstwie lezji sg dobrze opisane (Hu iin., 2009, Hu iin., 2011),
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a wzrost pobudliwosci neuronalnej W obszarach otaczajacych uszkodzenie zostato
potwierdzone w zwierzecym modelu MD, pokazujac polepszenie funkcji behawioralnych
peryferii wzrokowych, mierzonych poprzez poprawe wykonania zadan wzrokowych
opartych na ruchu (Burnat i in., 2017). Moze to sugerowac, ze zachowane obszary uktadu

wzrokowego stanowig potencjalny cel dla treningu.

1.5 Uklad wzrokowy kota jako homolog ukladu wzrokowego czlowieka

Na przestrzeni dekad, kot byl dominujacym gatunkiem w badaniach nad fizjologia uktadu
wzrokowego. Poczatki wykorzystywania kota w badaniach nad ukladem wzrokowym
siggaja lat 40 kiedy to Granit za pomoca mikroelektrod rejestrowat aktywnos$¢ neuronalng
z kociej siatkowki (1947). Istnieje szereg powoddw, dla ktérych kot stanowi dobry model
do badan nad uktadem wzrokowym, réwniez ludzkim. Podobnie jak u cztowieka, oczy kota
zlokalizowane sg z przodu gltowy, co jest typowe dla gatunkéw drapieznych. Dodatkowo,
pole widzenia kota, ktére wynosi w przyblizeniu 200 stopni, niewiele r6zni si¢ od pola
widzenia u cztowieka, wynoszacego okoto 180 stopni. Takze ogdlny schemat widzenia
obuocznego kota, z czgsciowo przecinajagcymi si¢ W skrzyzowaniu wzrokowym wioknami
wzrokowymi, zblizony jest do organizacji uktadu wzrokowego naczelnych, a nie gryzoni,
u ktorych to ilos¢ krzyzujacych si¢ widkien jest znacznie wigksza. Na siatkowce kociej
znajduje si¢ zageszczenie komorek zwojowych, czyli area centralis, ktérego ludzkim
odpowiednikiem jest plamka zotta. W ich obrebie nie wystepuja rowniez naczynia
krwionosne. Wiasciwosci pdl recepcyjnych kota rowniez zblizone sg do wlasciwosci pol
recepcyjnych naczelnych: zardwno na poziomie siatkowki jak i dLGN, pola recepcyjne
charakteryzuje utozenie koncentryczne, a komorki zwojowe sg zroznicowane anatomicznie

i funkcjonalnie u obu gatunkow (Blake, 1979). W korze wzrokowej kota wyrdzni¢ mozna
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wyspecjalizowane obszary jak pola wzrokowe 17,18 i 19 (Hubel i Wiesel, 1962, 1965a;
Tusa, Palmer, Rosenquist, 1978), ktorych odpowiednikami u naczelnych sg kolejno okolice
V1, V2iV3 (Payne, 1993). Okolicy V4 u naczelnych, odpowiadajg kocie okolice 21ai 21b
(Payne, 1993). Rowniez wazna z perspektywy tej pracy, wrazliwa na ruch okolica PMLS/V5
ma swoj odpowiednik u kota: PMLS. Takze dobrze opisany dLGN, charakteryzuje sie

warstwowg budowg zar6wno u cztowieka jak i u kota.

Podobnie jak u naczelnych, w okolicach wzrokowych kota, obszar kory, ktéry odpowiada
na stymulacje W centralnym polu widzenia jest nieproporcjonalnie duzy w poréwnaniu do
okolic, ktore wrazliwe sa na bodzce dochodzace z peryferycznej czgéci pola widzenia
(Whitteridge, 1973), a dysproporcja ta jest najbardziej wyrazna we wzrokowej okolicy 17
(Tusa i in., 1978). Widok, ktory jest odbierany przez pozostajace W bezruchu, skupione na
jednym punkcie oko, to jednooczne pole widzenia. Dwuoczne pole widzenia to efekt
nalozenia si¢ dwoch obrazow, powstatych w kazdym oku niezaleznie. Uktad wzrokowy

charakteryzuje topograficzne odwzorowanie siatkOwki tzw. retinotopia.
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2. Zalozenia i cele pracy

Zwyrodnienie plamki zottej (ang. Macular Degeneration, MD) dotyka ok. 8% populacji i
polega na degeneracji warstwy fotoreceptorow centralnej cz¢sci siatkowki. Centralna czgsé
siatkbwki i jej korowa reprezentacja, odpowiedzialna jest przede wszystkim za
przetwarzanie stacjonarnych detali, a peryferyczna cz¢s¢ odpowiada za procesy uwagowe i
postrzeganie ruchu. BodZce wolne i jasne przetwarzane sg w centrum pola widzenia, a
szybkie i1 ciemne- w peryferycznych jego czeSciach. Celem niniejszej pracy byto
opracowanie nowego testu do badania ostro$ci wzroku. Stosujac ten test badano wpltyw
szybkosci, kierunku i kontrastu poruszajacych si¢ kropek w obrgbie rozréznianych figur, na
poziom ostro$ci wzroku. Nastepnie podjeto probe dostosowania tego testu do badan
behawioralnych zwierzat z kontrolowanym uszkodzeniem centralnej siatkowki, wraz z

réwnolegtym podtuznym badaniem istoty biatej w rezonansie magnetycznym 7T.
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Szczegolowe cele pracy:

1. Sprawdzenie, czy zaprojektowany przez nas test ostrosci widzenia pozwala

dokonywa¢ pomiardéw ostrosci widzenia opartych na analizie ruchu i ksztattu.

2. Sprawdzenie potencjatu diagnostycznego nowego testu u pacjentow z chorobg
Stargardta, mtodzienczego wariantu MD, oraz u pacjentow z barwnikowym zwyrodnieniem

siatkéwki.

3. Sprawdzenie, w zwierzgcym modelu MD, czy wprowadzenie treningu wzrokowego
po uszkodzeniu siatkdéwki ogranicza zmiany wywolane uszkodzeniem i podtrzymuje

funkcje widzenia.

4. Fixelowa analiza danych dyfuzyjnych (ang. fixel based analysis, FBA) istoty bialej

w zwierzecym modelu MD.

5. Analiza tensora anizotropii frakcyjnej (ang. fractional anisotropy, FA) obszaréw

moézgu wyodrebnionych w analizie FBA.
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3. Projekt testu ostrosci widzenia: rownolegla ocena percepcji
ksztaltu i ruchu.

3.1 Metody

3.1.1 Osoby badane

W badaniu wziglo udziat osiem zdrowych oséb (grupa kontrolna) trzech pacjentow
z barwnikowym zwyrodnieniem siatkdwki (Retinitis Pigmentosa, RP) oraz dwoch
pacjentdw z chorobg Stargardta (Stargardt Disease, STGD). Grupa kontrolna zostata
wytoniona na podstawie rekrutacji, ktéra odbywata si¢ W obrgbie pracownikow Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN. Kazda z osob zostata poddana rutynowej kontroli
okulistycznej: badaniu ostrosci wzroku przy pomocy tablic ETDRS (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study), ocenie percepcji kolorow, badaniu pola widzenia metoda
perymetrii statycznej w aparacie Humphreya, badaniu ci$nienia $rodgatkowego oraz

badaniu dna oka.

Pacjenci z barwnikowym zwyrodnieniem siatkowki charakteryzowali si¢ ograniczonym
peryferycznym polem widzenia (tzw. widzenie tunelowe), a centralng jego czeScig
ograniczong do 10 stopni, co zostato potwierdzone w badaniu pola widzenia w aparacie
Humphreya (badanie wykonane w Samodzielnym Publicznym Klinicznym Szpitalu

Okulistycznym, SPKSO). Ostro$¢ wzroku z najlepszg korekcja wynosita 20/40 lub wigce;.

Wykonane zostaty rowniez badania elektroretinograficzne, ktore pozwolity na oceng funkcji
bioelektrycznej siatkowki. Elektroretinografia btyskowa petnego pola widzenia (ERG;

RETIscan, Roland Consult, Niemcy), wskazata na ostabiona, silniej niz w przypadku
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czopkéw, odpowiedz precikow, podobnie jak w dystrofii czopkowo-precikowej. Wyniki

elektroretinografii wieloogniskowej (mfERG) réwniez byly nieprawidiowe.

Pacjenci z chorobg Stargardta, charakteryzowali si¢ ubytkami centralnego pola widzenia
w granicach 10 stopni. Ostro$¢ wzroku z korekcja wynosita 20/40 lub wigcej. Badanie
kliniczne dna oka ujawnito wystepowanie tzw. ‘bawolego oka’, czyli zaniku w plamce,
otoczonego obszarem przegrupowan barwnika. Elektroretinografia blyskowa pelnego pola
widzenia (RETIscan, Roland Consult), ktérej wyniki nie sa znamienne dla choroby
Stargardta, ale pozwalaja wykluczy¢ dystrofie czopkowo precikowa, uwidocznita
prawidtowe odpowiedzi precikdéw oraz normalne lub nieznacznie zredukowane odpowiedzi
czopkéw.  Elektroretinografia wieloogniskowa (mfERG), wykazala zredukowane
odpowiedzi w obrebie pierscieni centralnych, co wskazuje na nieprawidtowe funkcje plamki
z0ttej. Optyczna koherentna tomografia (OCT; Cirrus HD-OT Spectral Domain
Technology, Zeiss, Niemcy) uwidocznita zmniejszong grubo$¢ siatkéwki, gldwnie
W obrebie doteczka. Dodatkowo wykonane zostaly przesiewowe badania genetyczne, ktore

pokazaly mutacje w genie ABCA4 (Sciezynska i in., 2016).

Wszelkie procedury zostaly przeprowadzone zgodnie z odpowiednimi wytycznymi oraz
byty zaakceptowane przez Komisj¢ Etyczng Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
(zgoda KB/157/2017, przyznana Prof. Jackowi Szaflikowi, dyrektorowi Samodzielnego

Publicznego Klinicznego Szpitala Okulistycznego).
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3.1.2 Bodzce wzrokowe

W badaniu wykorzystalismy zadanie wzrokowe polegajace na rozrdznianiu ksztattow- kota
oraz elipsy, ktorych powierzchnia byta identyczna. Bodziec pozytywny (S+) stanowit koto,
a bodziec negatywny (S-)- elipse W pionie. Zadanie polegato na rozréznieniu kota od elipsy
I zaznaczeniu za pomoca klawiszy klawiatury tej strony ekranu, po ktorej znajdowat si¢ S+.
Analogiczny bodziec byl wcze$niej uzywany w badaniach nad rozwojowymi ubytkami

wzrokowymi w zwierzecym modelu katarakty (Burnat i in., 2005).

W zadaniach opartych na ruchu, koto, elipsa oraz tlo, na ktorym byly one wyswietlane,
zbudowane byty z losowo rozmieszczonych, poruszajacych si¢ po jednolitym tle kropek.
Wykorzystano dwie wersje kontrastu jasno$ci: pozytywny (biate kropki na czarnym tle) oraz
negatywny (czarne kropki na bialym tle). Ksztalty byty odseparowane od tta na podstawie

jednej z cech ruchu: spdjnosci, kierunku lub predkosci.

1. Spodjnosé: S+ i S- sktadaty sie z poruszajacych si¢ losowo kropek, o predkosci 10
stopni na sekunde. Tio zbudowane bylo z kropek, ktore poruszaly si¢ ruchem
spéjnym w gore, z predkoscig 10 stopni na sekunde (rys. 1A).

2. Kierunek: S+ i S- sktadaty si¢ z kropek poruszajacych si¢ ruchem spojnym w gore
z predkoscig 10 stopni na sekunde¢. Tto skladato si¢ z kropek poruszajacych sie
ruchem spéjnym w lewo, z predkoscig 10 stopni na sekunde (rys.1B).

3. Predkos$é: Zaprezentowane zostaly trzy warunki (a-c). W kazdym z nich S+ i S- oraz
tlo zbudowane byly z kropek, ktére poruszaly si¢ spdjnym ruchem w gorg, a
predkos¢ kropek w S+ i S- zawsze byta nizsza od predkosci kropek w tle i roznice te
wygladaty nastepujagco (S+/- versus tlo): (rys. 1C):

a. 10 stopni na sekundg versus 20 stopni na sekunde,

b. 5 stopni na sekunde versus 10 stopni na sekundg,
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c. 1 stopien na sekunde versus 2 stopnie na sekunde.

W kazdym z wymienionych warunkdw, S+ i S- byly wy$wietlane jednoczesnie, W obrebie

centralnych 10 stopni pola widzenia, na tle obejmujacym 55 stopni pola widzenia.

Rysunek 1. Zadania oparte na ruchu. Zadania polegaly na odroznieniu kota od elipsy.
Figury byty definiowane przez rézne aspekty ruchu: A. Spdjnosé. Kropki w tle
poruszaly si¢ ruchem spdjnym w gore, kropki W obrgbie figur poruszaty si¢ ruchem
losowym. B. Kierunek. Kropki w tle poruszaty si¢ w lewa strong, kropki W obrebie figur
poruszaty si¢ W gore. C. Predkos¢. Prezentowane byly trzy opcje, ztozone z r6znych
predkosci: kropki w tle poruszaly sie w gore z predkoscig: 20 stopni na sekunde, a
kropki w obrebie figur predkoscia 10 stopni na sekunde lub: 10 stopni na sekunde (tto)
versus 5 stopni na sekundg (figury) lub 2 stopnie na sekundg (tto) versus 1 stopien na
sekunde (figury). Po lewej stronie zaprezentowane s3 zadania W kontrascie
negatywnym, po prawej- w kontrascie pozytywnym.

Srednica kota S+ wynosita 100 pikseli (2.88 stopnia). Odlegtos¢ pomiedzy srodkiem S+
I srodkiem S- wynosita 220 pikseli (6.34 stopni). Punkt fiksacji (o $rednicy 20 pikseli, 0.58
stopni) byt wyswietlany na $rodku ekranu. Jego ksztatt zostal dobrany zgodnie
z wytycznymi zaprezentowanymi w pracy Thaler iinnych (2012) i stanowit kombinacje
okregu z krzyzykiem oraz centralnie umieszczonym punktem (rys. 1). Srednica kropek

(zarowno w S+/- itle) wynosita 0.115 stopnia, a gestos¢ kropek byla stala w obrebie
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wszystkich warstw bodzca | wynosita 11.386 kropek/sr (3.47kropek/°2). Pr¢dkos¢ kropek

byta utrzymana na stalym poziomie w obregbie danego zadania.

Bodzce wyswietlane byly na monitorze LCD (liyama G-Master GE2788HS, przekatna= 27
cali, rozdzielczo$¢ 1920 x 1080, szybkos$¢ odswiezania 60 Hz). Ekran zostal podzielony
pionowo na dwie czeSci, | kazdy z bodzcow (S+ i S-) znajdowat si¢ po lewej lub prawe;j
stronie. Jasno$¢ tta utrzymana byta na stalym poziomie na calej powierzchni | wynosita
odpowiednio 0.152 cd/m2 dla ciemnego i246 cd/m2 dla jasnego tla (pomiar zostat
wykonany fotometrem Tekronix J17). Wspotczynnik ksztaltu elipsy w zadaniu bez ruchu,
zalezal od poprawnosci odpowiedzi udzielanych przez osoby badane izmienial sig¢
w granicach wartosci od 0,25 do 1, gdzie 1 oznaczato, ze elipsa jest kotem. Wspotczynnik

ksztattu zostat zdefiniowany jako stosunek pomiedzy szeroko$cia, a wysokoscig elipsy.

Trudno$¢ zadania zalezna byla od indywidualnych wynikéow kazdej osoby badanej
I zmieniata si¢, dopasowujac si¢ do poziomu wykonania. Po udzieleniu prawidtowej
odpowiedzi, wspotczynnik ksztattu zwiekszal si¢, zblizajac elipse ksztalttem do kota
(trudno$¢ zadania wzrastata), natomiast po udzieleniu ztej odpowiedzi, wspdiczynnik
ksztaltu malal, aelipsa byla tatwiejsza do rozroéznienia od kota. Poziomy progowe
postrzegania byly obliczane na podstawie $redniej wartosci wspotczynnika ksztattu
z czterech ‘zwrotow’ (ang. reversal). Zwrot oznaczal, ze za kazdym razem, kiedy osoba
badana udzielita btednej odpowiedzi (wskazujac elips¢ zamiast kota), trudnos¢ zadania
zmniejszata si¢ i roznica pomiedzy kotem, a elipsg stawata si¢ wyrazniejsza. Gdy poziom
progowy postrzegania byt juz ustalony, jego warto$¢ byta uzyta do okreslenia wysokoS$ci
elipsy. Roznica pomigdzy wysokoscia elipsy, a $rednicg kota zostata nastgpnie wyrazona
w stopniach katowych, tak aby umozliwi¢ odniesienie do tradycyjnych miar ostrosci (rys.

6).
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3.1.3 Procedura badawcza

Na poczagtku procedury, wszyscy uczestnicy zostali zaznajomieni z jej przebiegiem
i udzielili pisemnej zgody na udziat w badaniu. Badanie przeprowadzano w zaciemnionym
pomieszczeniu, uczestnicy siedzieli na fotelu w odlegtosci 57 cm od ekranu komputera, na
ktorym wyswietlane byly bodzce. W celu zapewnienia stabilnej pozycji, osoby badane
korzystaty ze specjalnego podbrddka. Dzigki temu mozliwe byto rowniez zminimalizowanie
ruchoéw glowy. Stabilnos¢ fiksacji pozostawata pod kontrolg badacza. Dzigki kamerze, ktora
na zywo rejestrowala ruchy gatek ocznych, badacz miat podglad, wyswietlany na osobnym
monitorze. W celu zawezenia pola widzenia W grupie kontrolnej wykorzystaliSmy gogle
spawalnicze, ktore poddane zostaly autorskiej przerobce (rys. 2). Wyposazone one byly
W wymienne, czarne, nieprzezroczyste szkta. W kazdym z nich wykonano dwa otwory
0 érednicy lem. Srednica lem odpowiadata 10 stopniom wzrokowym. Otwory te
umiejscowione byty w odlegtosci pasujacej do rozstawu zrenic w grupie kontrolnej (58mm-
70mm). W zwigzku z tym wykonano zestaw szkiel, ktore roznily si¢ ta odlegloscia, a

nastepnie przed rozpoczeciem procedury dobierano indywidualny dla kazdej osoby zestaw.
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Rysunek 2. Uczestniczka z grupy kontrolnej wykonujaca zadanie w goglach
ograniczajacych pole widzenia do 10 stopni wzrokowych. Biate kotka wskazuja otwory
wykonane w ptytce. Wymienne plytki umozliwialy indywidualne dostosowanie
odlegtosci migdzy otworami do odleglo$ci miedzy zrenicami oséb badanych.

Zeby upewnié sie, ze tak zaprojektowane gogle prawidlowo zawezaja pole widzenia,
w Samodzielnym Publicznym Klinicznym Szpitalu Okulistycznym (SPKSO) w Warszawie,
przeprowadzone zostato badanie pola widzenia, ktore potwierdzito, indywidualnie dobrany
do rozstawu Zrenic zestaw zaweza pole widzenia do 10 stopni wzrokowych. U czterech 0séb
z grupy kontrolnej, dodatkowa kontrole fiksacji przeprowadziliSmy z zastosowaniem
okulografu (EyeLink 1000, SR Research Ltd., Ontario, Kanada). Odpowiedzi byly udzielane
za pomocg klawiatury komputera: klawisza lewej strzatki kiedy S+ pojawil si¢ po lewej
stronie ekranu i klawisza prawej strzatki kiedy S+ pojawit si¢ po prawej stronie ekranu.
Kazda proba rozpoczynata si¢ dopiero, gdy osoba badana udzielita odpowiedzi na
poprzednig probe, w zwigzku z tym catkowity czas reakcji kazdej osoby determinowat czas

prezentacji kazdego bodzca w poszczegdlnej probie. Osoby badane miaty maksymalnie 10
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sekund na udzielenie odpowiedzi. Po uptywie tego czasu, procedura byta kontynuowana, a
brak odpowiedzi byt raportowany i eliminowany podczas kalkulacji poziomu progowego.
W grupie kontrolnej, cato$¢ procedury prezentowana byta dwukrotnie- najpierw w goglach
zawezajacych pole widzenia, a nastepnie bez gogli, w pelnym polu widzenia. Wyjsciowy
poziom trudnos$ci dla zadan opartych na ruchu okreslany byt na podstawie prostego,
stacjonarnego bodzca. Uczestnicy byli proszeni o rozroéznienie kota od elipsy, identycznie
jak w bodzcach opartych na ruchu, z tymze w przypadku bodzca stacjonarnego, kontury
wypetione byty jednolitym szarym kolorem i wy$wietlane byly na jednolitym, jasnym tle
(53 cd/m2 versus 246 cd/m2). Nastepnie, w grupie kontrolnej mierzona byta odlegtos¢
migdzy Zrenicami, co pozwolito na doktadne dobranie gogli zawezajacych pole widzenia.
Dalej prezentowane byly bodZce oparte na ruchu: w pozytywnym, a nastgpnie w
negatywnym kontrascie. Cata procedura byta powtdérzona bez gogli zawgzajacych pole
widzenia. Obie grupy pacjentow testowane byly wylacznie bez gogli zawezajacych,
W zwigzku z czym czas trwania procedury byl u nich krétszy, srednio o 20 min. Przebieg

procedury w czasie zaprezentowany zostat na ponizszym rysunku (rys. 3).
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Rysunek 3. Przebieg procedury w czasie dla grupy kontrolnej. Bodzce byty poczatkowo
prezentowane uczestnikom w goglach ograniczajacych pole widzenia, a nastgpnie raz
jeszcze- po zdjeciu gogli. Prezentowane byly bodzce w kontrascie negatywnym, a
nastepnie w kontrascie pozytywnym. Czas przebiegu procedury w minutach oznaczony
jest na osi X.

3.1.4 Statystyczna analiza danych behawioralnych

W naszym badaniu, bazujac na bodzcach opartych na réznych aspektach ruchu (spojnose,
kierunek, predko$¢) przeprowadzaliSmy pomiar najmniejszej wykrywalnej roznicy

pomiegdzy elipsa, a kolem.

Analiza statystyczna zostala wykonana dla wszystkich wynikéw opartych na bodzcach
ruchowych zaprezentowanych w najwyzszej predkosci (10/20). W celu przeanalizowania
progobw punktowych dla ostrosci widzenia, wyrazonych w stopniach jako najmniejsza
wykrywalna réznica pomigdzy elipsg a kotem, wykonany zostat test znakowanych rang
Wilcoxona. Analiza czasOw reakcji zostata przeanalizowana testem Welch’a. Dla
wszystkich testow statystycznych, poziom prawdopodobienstwa przyjety jako statystycznie
istotny wynosit P= 0.05. Wszystkie analizy statystyczne zostaly wykonane w programie

GraphPad Prism 8.
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3.2 Wyniki

3.2.1 Grupa kontrolna

Analiza indywidualnych wynikow w grupie kontrolnej pokazata, ze wykonanie zadania
opartego na spojnosci ruchu W negatywnym kontrascie roznilo si¢ istotnie statystycznie od
samego zadania, ale w pozytywnym kontrascie (rys. 4A, P = 0.0234). Pokazalismy tez, ze
zadanie oparte o0 najszybszy ruch (10/20) prezentowane w negatywnym kontrascie jest
najbardziej wymagajacym ze wszystkich zadan. Jego wyniki byly wyzsze od tego samego
zadania, ale w pozytywnym kontrascie (rys. 4B, P = 0.0391). Zadanie to bylo trudniejsze od
wszystkich innych zadan: od zadania opartego 0 sp6jnos¢ ruchu, w pelnym polu widzenia,
w pozytywnym (P = 0.0078) inegatywnym (P = 0.0156) kontrascie; w pozytywnym
kontrascie i pelnym polu widzenia; oraz zawg¢zonym polu widzenia, w pozytywnym (P =
0.0156) i negatywnym (P = 0.0156) kontrascie. Byto tez trudniejsze od zadania opartego
o kierunek, w pelnym polu widzenia, w negatywnym kontrascie (P = 0.0156), oraz
w zawezonym polu widzenia w negatywnym (P = 0.0156) jak i pozytywnym (P < 0.0078)

kontrascie.
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Rysunek 4. Indywidualne progi minimalnych postrzeganych réznic mi¢dzy wymiarami kota
i elipsy w stopniach wzrokowych u 0séb kontrolnych. A. Zadanie ostro$ci wzroku oparte na
spojnosci ruchu. B. Zadanie ostrosci wzroku oparte na kierunku ruchu. C. zadanie oparte na
predkosci 10 stopni/s. Zadania z lewg kolumng danych wykonywano w pelnym polu widzenia,
a prawe kolumny danych odpowiadaly zadaniom wykonywanym Ww zawezonym 10-
stopniowymi polu widzenia przez gogle. Czarne symbole oznaczaja dane 0 ujemnym
kontrascie, biate symbole oznaczaja dane 0 dodatnim kontrascie, liczby oznaczaja
uczestnikow, a szare linie tacza dane osobowe z przeciwnych kontrastow. Szary prostokat
oznacza 0,15 stopnia = 20/60 mierzone za pomocg tablicy literowej Snellena. Gwiazdki
oznaczajg istotnos¢: * p=0,0234.

W grupie kontrolnej, w zawezonym polu widzenia, te roznice znikajg. Dodatkowo
przeanalizowaliSmy roznice W wynikach uzyskanych pomigdzy poszczegdlnymi
kontrastami, ale niezaleznie od ograniczenia pola widzenia. Ponownie, wyniki uzyskane dla
negatywnego kontrastu w zadaniu opartym o predko$¢ byty istotnie wyzsze w poréwnaniu
do pozytywnego kontrastu wtym samym zadaniu (P = 0.0021), jak i innych zadaniach:
opartego 0 spojno$¢ w pozytywnym (P < 0.0001) i negatywnym (P = 0.0001) kontrascie;

oraz opartego o kierunek w pozytywnym (P =0.001) i negatywnym (P < 0.0002) kontrascie.
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Rysunek 5. Zadania oparte na predkosci uo0s6b kontrolnych. Indywidualne progi
minimalnych postrzeganych réznic migdzy wymiarami kota i elipsy w stopniach wizualnych.
A. zadanie oparte na najszybszej predkosci 10/20 (stopni/s; ksztalty kontra tto); B. zadanie
oparte na predkosci, 5/10; i C. zadanie oparte na najwolniejszej testowanej predkosci 1/2.
Minimalna postrzegana roznica jest wyzsza niz W kontrascie pozytywnym tylko przy
najwyzszej testowanej predkosci * p = 0,0391. Nie ma dostgpnej analizy statystycznej dla B
i C, poniewaz nie byliSmy W staniec wykonac tego zadania na trzech uczestnikach. Zadania
z lewa kolumng danych wykonywano w pelnym polu widzenia, a prawe kolumny danych
odpowiadaty zadaniom wykonywanym w zawezonym 10-stopniowymi polu widzenia przez
gogle. Czarne symbole oznaczaja dane 0 ujemnym kontrascie, biate symbole oznaczaja dane
0 dodatnim kontrascie, liczby oznaczaja uczestnikow, a szare linie lacza dane osobowe
zZ przeciwnych kontrastow. Szary prostokat oznacza 0,15 stopnia = 20/60 mierzone za pomoca
tablicy literowej Snellena.

Analiza czasow reakcji wszystkich zadan w zalezno$ci od zawezenia pola widzenia
pokazata, Ze uczestnicy badania odpowiadali najszybciej, gdy pole widzenia byto
ograniczone do 10 stopni (P = 0.012, t = 2.503, df = 1403.044). W pelnym polu widzenia
wszystkie zadania W negatywnym kontrascie generowaty dluzszy czas reakcji

w poréwnaniu do zadan w pozytywnym kontrascie (P = 0.013, t = 2.470, df = 601.230).

Chcielismy rowniez sprawdzi¢, czy ostabienie peryferycznej stymulacji poprzez redukcje
predkosci (w zadaniu opartym 0 predko$¢) wplynie na otrzymane wyniki. W grupie
kontrolnej, obnizenie predkosci kropek poskutkowalo uzyskaniem nizszego progu

postrzegania dla réznicy pomig¢dzy proporcjami S+ i S-.
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3.2.2 Pilotazowe wyniki pacjentow z uszkodzeniem siatkdwki

Dla pacjentow z RP (n=3), podobnie jak w grupie kontrolnej, negatywny kontrast we
wszystkich zadaniach opartych na ruchu okazal si¢ by¢ najtrudniejszym. Co wiecej,
wykonanie zadania poprawiato si¢ wraz ze spadkiem predkosci. Dla pacjentow, ktorzy
charakteryzowali si¢ najwigkszym uszkodzeniem pola widzenia (RP1 i RP2), negatywny

kontrast w najszybszej predkosci byt najtrudniejszg wersja zadania.

Zadanie oparte na spojnosci, prezentowane W negatywnym i pozytywnym kontrascie byty
tak samo trudne dla pacjenta RP1, z najwigksza utratag pola widzenia (progi punktowe
kolejno dla pacjentow RP1,2,3 dla negatywnego i pozytywnego kontrastu: spojnos¢: 0.86,
0.86; 0.70, 0.80; i 0.83, 0.95; kierunek: 0.84, 0.93; 0.62, 0.87; i 0.95, 0.97; wszystkie wyniki

podane w stopniach wzrokowych).

W przypadku pacjentow zchorobg Stargardta (n=2), pomiar przy uzyciu zadan
prezentowanych w negatywnym kontrascie nie byt mozliwy. Dodatkowo pacjent STGD2
odmowil pracy z bodzcem 0 najwyzszej predkosci (10/20) w pozytywnym kontrascie.
Wyniki pozostatych zadan przedstawiaja si¢ nastgpujaco | beda zaprezentowane
w kolejnosci: pacjent STGD 1, STGD2; spodjnosé: 0.29, 0.55; kierunek: 0.36, 0.29;
predkos¢: 0.9, STGD2 odmoéwit. Pacjent STGDI, ktory charakteryzowat si¢ najwigkszym
uszkodzeniem centrum pola widzenia, brat udziat w zadaniu o najnizszej predkosci, przy
czym jej spadek nie poprawit poziomu wykonania, co miato miejsce w przypadku pacjenta

STGD2.
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3.3 Dyskusja

W przypadku zdrowej grupy kontrolnej pokazaliSmy, ze prezentacja szybkiego bodzca
W negatywnym  kontrascie utrudniala rdéznicowanie bodzcéw  prezentowanych
w centralnych 10 stopniach. Byto to widoczne zaréwno w pelnym jak i w ograniczonym
polu widzenia. Wiadomo, ze sg to cechy bodzca, ktore silnie aktywizuja korowe
reprezentacje peryferycznego pola widzenia (Strasburger iin, 2011, Orban i in.,1985).
Wynik ten prowadzi do hipotezy, ze rdwnoczesna silna aktywacja peryferycznego pola
widzenia oslabia centralne widzenie. Wiedzac, ze przetwarzanie peryferyczne wzmacnia si¢
wraz ze zwigkszeniem predkosci (Orban iin., 1985), zdecydowaliSmy si¢ na jej
modyfikacje. Rowniez W tej czgsci badania uzyskaliémy wyniki potwierdzajace te hipoteze-
wicksza predko$¢ skutkowata gorszym rozréznieniem ksztaltu, a mniejsza predkosé

poprawa.

Dla pordwnania, na rysunku 6 pokazujemy metody stosowane do pomiaru ostro$ci widzenia,
przy zastosowaniu bodzcow stacjonarnych. Przyktadowo, w tablicach ETDRS, w kazdym
rzedzie znajduje si¢ rowna liczba pieciu liter, a ich wielko$¢ w kazdym rzedzie zmienia si¢
W sposob logarytmiczny. Pozwala to na precyzyjny pomiar rdznic, jakie zachodzily w
poziomie wykonania testu dla kazdej prezentowanej linii liter, dla kazdego badanego
pacjenta. Dodatkowo, w przypadku pomiarow podluznych, gwarantuje t0 spojnosé

i doktadnos$¢ podczas analizy wynikow w czasie (Shamir i in., 2016).
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Rysunek 6. Testy wykorzystywane do pomiarow ostrosci widzenia w badaniach
okulistycznych. W kolejnych liniach zaprezentowano jedynie fragmenty calych tablic, gdzie
kolejne rzgdy zawieraja coraz to mniejsze znaki (litery, liczby lub symbole). Test Snellena
(Snellen, 1962) oraz Test EDTRS (Sloan, 1952) bazujg na literach alfabetu tacinskiego,
a testy Tumblinga (Allen, 1957) i Landolta na symbolach skierowanych w r6zng strone.
Testowanie ostrosci przy pomocy prazkoéw polega na wskazaniu orientacji prazkow, ktérych
szeroko$¢ zmniejsza si¢ wraz z kolejnymi wys$wietleniami.

W zadaniach prezentowanych w ograniczonym do 10 stopni polu widzenia, uczestnicy
udzielali odpowiedzi szybciej, na co wskazywala analiza czasu reakcji. Zaskakujaco, nie
znalezliSmy istotnych statystycznie roznic pomigdzy wynikami uzyskanymi
w ograniczonym i pelnym polu widzenia W grupie kontrolnej. Moze by¢ to spowodowane
tym, ze przej$ciowe, sztuczne ograniczenie peryferycznej stymulacji za pomoca gogli nie
jest wystarczajaco silne by zaburzy¢ utrwalone W przebiegu rozwoju wzmocnione funkcje
przetwarzania centralnego. Jednak nieodwracalne i dlugotrwate zaburzenie prowadzito do
zmian wroéwnowadze pomigdzy centralnym, a peryferycznym przetwarzaniem.
W poprzednich badaniach na modelu zwierzgcym wrodzonej zaémy zostalo pokazane, ze

dojrzewanie korowej reprezentacji peryferycznej czgsci pola widzenia byto opdznione
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(Laskowska-Macios iin., 2015). Opoéznienic to bylo zwigzane 2z uszkodzeniem
przetwarzania ruchomego bodzca W negatywnym kontrascie (sygnat OFF): mierzony
W dorostosci poziom wykonania zadania polegajacego na wykrywaniu ruchu globalnego
pogorszyt sie (Zapasénik iBurnat, 2013), zkolei poziom zadania polegajagcego na
wykrywaniu globalnego ksztattu pozostawat na tym samym poziomie pomimo deprywacji
(Burnat iin., 2002). Co wazne uszkodzennie przetwarzaniem negatywnego, ruchomego

sygnatu typu OFF, zostato rowniez wykryte na poziomie siatkowki (Burnat i in., 2012).

Wzmocnienie dominacji dla sygnatu typu OFF obserwowane bylo réwniez u pacjentdw,
w nastepstwie niedowidzenia (Pons iin., 2019). Ta wiedza jest szczegolnie istotna dla
przywrdcenia komfortu Zycia pacjentom z zaburzeniami siatkowki, sg oni bowiem gtownie
stymulowani bodZzcami z dominacja kontrastu negatywnego, ktore sa powszechnie
wystepujacymi W otoczeniu (Starburger i in., 2011; Jancke, 2021; Rahimi-Nasrabadi i in.,
2021). Takie sygnaty ponadto sg zwigzane z silnymi emocjami. Szybkie wykrycie ciemnych
sylwetek drapieznikow pojawiajacych si¢ w peryferycznym polu widzenia umozliwia
natychmiastowg reakcj¢ ucieczki i pozwala na przezycie. U pacjentdw z ograniczonym
peryferycznym polem widzenia, jak w przypadku RP, prowadzi¢ to moze do
przestymulowania czy niepokoju zwigzanego Zz cigglym napigciem. Ponadto, pacjenci
Zmagajacy si¢ Z obnizong ostro$cig widzenia moga tym silniej by¢ zaniepokojeni stymulacja
typu OFF, ze dominacja tego typu sygnatu W naturalnym $rodowisku moze dodatkowo by¢
wzmacniania przez rozmycie obrazu. Potwierdza to nasza obserwacja zwigzana Z odmowa
uczestniczenia pacjentOw z choroba Stargardta, w tej czesci badania, ktora polegata na
obserwacji bodzcow W negatywnym kontrascie. Peryferie wzrokowe pacjentow z choroba
Stargardta sa nadwrazliwe na szybkie sygnaty w negatywnym kontrascie, co skutkuje
niemozno$cig podjecia zadan, ktore angazuja przetwarzanie centralne lub pewne
uposledzenie wykonania takich zadan. Mimo tego, zadania W kontrascie pozytywnym,
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szczegolnie te cechujace sie niskg predkoscia byty przez nich z powodzeniem wykonywane-
wszystkie osoby badane uzyskaly lepszy wynik w zadaniach z niskg predkos$cig, co
dowodzi, ze swoista konkurencja pomiedzy przetwarzaniem peryferycznym, a centralnym
pelni istotng funkcje nawet, gdy bodziec znajduje si¢ W statej, centralnej pozycji.
Przetwarzanie ciemnych sygnalow zwigzane sg z powstawaniem silnych emocji co moze
by¢ interpretowane jako ewolucyjna pozostalos¢ po przetwarzaniu ciemnej sylwetki
drapieznika (np. Burnat, 2015). Pacjenci niedowidzgcy, moga W codziennym
funkcjonowaniu doswiadcza¢ nawet wiekszego dyskomfortu zwigzanego z dominacja
otoczenia przez ciemny sygnal, poniewaz ich kondycja prowadzi¢ moze do wzmocnienia
tego sygnatu poprzez nicostre widzenie, ktore w sposob mechaniczny na poziomie oka
wzmacnia sygnaty wzrokowe 0 negatywnym kontrascie (Jansen iin., 2019). Wiadomo
réwniez, ze przetwarzanie peryferyczne jest wzmacniane przez zwigkszenie rozmiaru i/lub
predkosci prezentowanego bodzca (Orban i in., 1986). w przypadku pacjentow z Retinitis
Pigmentosa, uktorych wystepuje znaczny ubytek pola widzenia, degeneracja
fotoreceptorow nie skutkuje catkowita utrata komorek zwojowych siatkowki w obrebie
peryferycznych cze$ci siatkowki, sugeruje to, ze pozostate, aktywne komodrki nerwowe

W tym obrebie stanowi¢ moga potencjat dla odzyskiwania funkcji wzrokowych.

W przypadku pacjentow z RP lepsze wyniki osiggane w zadaniach opartych o ruch zalezaty
od stopnia utraty peryferiow pola widzenia. Wiadomo, ze w przypadku pacjentow
z dotkliwym ubytkiem pola widzenia, degeneracja fotoreceptorow nie wigze si¢ Z catkowita
Smiercia komorek zwojowych peryferycznej siatkowki (dane uzyskane postmortem,
Humayun i in., 1999), i by¢ moze to wtasnie te zachowane komorki stanowi¢ moga zrodto
przywrécenia funkcji wzrokowej. Przyktadowo, poprawa wykonania zadan wzrokowych
zostata pokazana u pacjentdw z RP, ktorych okolica dotka $rodkowego byta poddawana
mikro impulsacji laserem w jednym tylko oku. Istotnie, poprawa ta byla zwigzana
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z wynikami elektroretinografii, ktore byty lepsze w okolicach 24 stopni pola widzenia ale
nie poblizu dotka $rodkowego (Luttrull, 2018). Sugeruje to, ze wzrokowe peryferie
pozostaja plastyczne nawet U pacjentow, ktorzy maja tunelowe widzenie. Zgodnie Z ta
obserwacja, dla pacjentéw z RP, ktérych poddali$my badaniom w naszym eksperymencie,
negatywny kontrast byt trudniejszy od pozytywnego, co prowadzi do postawienia hipotezy,
ze korowe reprezentacje peryferycznej siatkowki pozostajg funkcjonalne pomimo tego, ze
sg pozbawione wej$¢ z siatkowki, uszkodzonej w przypadku RP. Mogg one ponadto
stanowi¢ kluczowy cel w rehabilitacji utraconych funkcji wzrokowych. Uwazamy, ze
zaproponowany W tej pracy zestaw bodzcow wzrokowych nie tylko daje potencjalne
mozliwos$ci pelnej oceny utraty funkcji wzrokowych, ale takze pozwoli na wskazanie tych
obszaroéw, ktore sa wcigz aktywne iniosg plastyczny potencjal, stanowigc mozliwy cel

rehabilitacji wzrokowych. Wyniki tego badania zostaty opublikowane (Kozak i inni., 2021).
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4. Analiza wplywu treningu rozpoczetego bezposrednio po indukcji
uszkodzenia siatkowki, na funkcje wzrokowe

4.1 Metody

4.1.1 Zwierzeta, procedura i lezja

Zwierzeta eksperymentalne (Felis catus, n=17, 10 samcow, 7 samic) zostalty wyhodowane
w zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN. Podzielono je na trzy grupy -
kontrolne trenowane (CT, n=5); lezyjne trenowane (RLT, n=4); lezyjne nie trenowane
(RLN, n=8). Lezje centralnej siatkowki w grupach RLT i RLN zostaly wykonane metodg
fotokoagulacji (LOG-2 Xenon, Clinitex) w znieczuleniu og6lnym (0.5 ml Ketalar, 0.2 ml
Rompun, i.m.) przez Profesora Ulfa Eysela (Ruhr University, Bochum). Chlorowodorek
fenylefryny (5%) zostal uzyty wcelu schowania trzeciej powieki. Zrenice zostaty
poszerzone przy pomocy atropiny (1%). Lezje o $rednicy 10° pokrywaty centrum siatkowki
(ang. area centralis), co zostato zweryfikowane przy pomocy zdjecia dna oka, tuz po
indukgcji lezji (rys. 7). Ta metoda indukcji lezji pozwala na zniszczenie wszystkich warstw
komérek siatkdwki (Eysel iin., 1981), pozostawiajgc nienaruszone widkna nerwu

wzrokowego jak i komorki zwojowe siatkowki otaczajace lezj¢ (Burnat i in., 2017).
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Rysunek 7. Zdjecia 10 deg lezji siatkbwkowych, wykonane bezposrednio po zabiegu.
Dookota lezji widoczna jest opuchlizna. Lejza wykonana zostata W obrebig¢ area centralis,
gdzie brak jest naczyn krwiono$nych, dzigki czemu mozliwe byto uniknigcie krwawienia.
Prawa kolumna (OL): oko lewe; lewa kolumna (OP): oko prawe. Kazdy wiersz przypisany
jest do jednego kota (kot 3-19).

Pierwsze, kontrolne obrazowanie MRI zostato wykonane gdy koty miaty 8 miesigcy (TPO).
Nastepnie, przez 3 tygodnie, grupy RLT i CT przechodzity procedur¢ oswajania si¢
z aparatem wykorzystywanym w treningu, co zostato uprzednio opisane przez Zapasnik
i Burnat (2013), i rozpoczetly pretrening, oparty na bodzcach wzrokowych. W tym samym
czasie, grupa kotow nie trenowanych - RLN nie byta poddawana zadnym procedurom. Drugi
skan MRI zostat wykonany 2 tygodnie po przeprowadzonej lezji siatkowkowej w grupach
RLT i RLN (TP 2), wiadomo bowiem, ze w tym czasie zachodzi najwigksza odpowiedz
komdrkowa po indukcji lezji w pierwszorzedowej korze wzrokowej (Arckens, 2006).
W okresie rekonwalescencji kotow z lezja, grupa kotow kontrolnych nie byta poddawana

zadnym procedurom. Po tym czasie, u kotow trenowanych (CT iRLT) rozpoczat sig
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wlasciwy trening wzrokowy, a koty nie trenowane przebywaty w tym czasie w tych samych
klatkach, gdzie mialy poprzez codzienng zabawe kontakt z opiekunami. Kolejne skany MRI
przeprowadzane byly: 4 tygodni po lezji (TP4), 8 tygodni po lezji (TP8) i 12 tygodni po lezji
(TP12). W czasie miedzy sesjami skanowania MRI, grupy CT i RLT poddawane byly
treningowi 5 razy w tygodniu. Wszystkie procedury zostaly przeprowadzone zgodnie
z European Communities Council Directive of November 24th 1986 (86/609/EEC) i zostaty
zatwierdzone przez Pierwszg Komisje Etyczng w Warszawie. Przebieg procedury w czasie

zaprezentowany jest na rysunku 8.

Przebieg eksperymentu

TPO LEZJA TP2 TP4 TP8 TP12
CT
pretrening zadania 1-7 zadania 8 -12 zadania 13 -17
RLT
RN L] | Il | |
-3 0 2 4 8 12

czas (w tygodniach) od lezji

Rysunek 8. Przebieg eksperymentu w czasie: koty kontrolne (CT), koty po lezji, trenowane
(RLT) i koty po lezji, bez treningu (RLN). Sesje skanowania MRI odbywatly si¢ w pieciu
punktach czasowych (TP). TPO - pierwsza sesja skanowania MRI przeprowadzona byta 3
tygodnie przed lezja (RL, zaznaczona czerwong strzatka). Nastepnie, sesje skanowania MRI
odbyly si¢ W roznym czasie po lezji: 2 tygodnie (TP2); 4 tygodnie (TP4); 8 tygodni (TP8) i 12
tygodni (TP12). Trening wzrokowy przeprowadzany by}l pomigdzy sesjami skanowania
MRI: miedzy tygodniami 2-4 (zadania 1-7), 4-8 (zadania 8-12) i8-12 (zadania 13-18).
Prezentowane zadania zostaty przedstawione w Tabeli 1. Lezja siatkowkowa poprzedzona
byta 3-tygodniowym pretreningiem w grupie CT i RLT.
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4.1.2 Aparat doSwiadczalny

W przebiegu doswiadczenia, zwierz¢ta trenowane byly w automatycznym aparacie
podwdjnego wyboru, ktory zostal skonstruowany wedlug Berkley’a (1979). Zamkniety
W aparacie kot widzial bodzce pojawiajace si¢ na ekranie komputera, przez przezroczyste,
wykonane z plexiglasu drzwiczki o wymiarach 8.7 cm x 25 cm. Pomiedzy nimi znajdowata
si¢ czarna przestona, uniemozliwiajgca rOwnoczesng obserwacje S+ i S-. Pchniecie gtowa
drzwiczek po stronie odpowiadajacej lokalizacji S+ skutkowato automatycznym wydaniem
nagrody w formie zmiksowanej karmy. Pchnigcie drzwiczek po stronie S- nie bylo zwigzane
z karg, ale powodowato, ze czas przerwy pomigdzy prezentacja bodzcéw wydluzat sie

jednorazowo z 0.5 s do 1s.

4.1.3 Procedura treningu

Trening kotow CT i RLT sktadat si¢ z 17 zadan 0 wzrastajacym stopniu trudnosci. Ich
kolejno$¢ zostata przedstawiona w tabeli 1. W czasie treningu, koty byly nagradzane
jedzeniem. Waga zwierzat byta monitorowana kazdego dnia przed oraz po treningu, w celu
zapewnienia utrzymania wagi na poziomie 90% przy nieograniczonym dostgpie do
pozywienia. Dostep do wody pitnej W wolierach byl nieograniczony. Trening
przeprowadzany byt w aparacie podwdjnego wyboru. Podczas trwania treningu koty
umieszczone byly W aparacie, a bodzce: pozytywny (S+, koto) i negatywny (S-, elipsa)
wyswietlane byly rownoczes$nie na ekranie monitora, i byly widoczne ze §rodka aparatu
doswiadczalnego przez przezroczyste drzwiczki z plexiglasu, stanowigcych klawisze do
udzielania odpowiedzi (szer. 8.7 cm, wys. 25 cm). Pomig¢dzy drzwiczkami umieszczona byta

czarna przestona, ktéra uniemozliwila jednoczesng obserwacje obu bodzcéw, zapewniajac,
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ze kazdy bodziec byl widoczny za jednym tylko przezroczystym ekranem. Odleglos¢
drzwiczek od ekranu wynosita 21,5 cm. BodZce umieszczone byly zawsze na ich $rodku.
Nacisnigcie drzwiczek, za ktérymi wyswietlony byt S+ wywotywato podanie nagrody
W postaci polptynnej, zmiksowanej karmy. Naci$nigcie drzwiczek z S- wydluzato czas
przed kolejng prezentacjag bodzca z0,5 do 1 sekundy. Poprawienie raz udzielonej

odpowiedzi nie bylo mozliwe.

Trudno$¢ zadan wzrastata stopniowo, W drodze matych zmian percepcyjnych takich jak
dodanie kropek do tta, zmiana kierunku ruchu pomigdzy figura, a tlem, zmiana predkosci
tego ruchu czy spdjnosci ruchu. Dla utatwienia, wszystkie te zmiany zostaty uwidocznione
w tabeli (tab.1). Procedura oswajania polegata na przyzwyczajeniu kotow do aparatu
I pomieszczenia eksperymentalnego. Kazdego dnia, przez okoto 40 minut, koty przebywaty
pojedynczo w pomieszczeniu, w ktorym dostgp do aparatu byt im umozliwiony bez
ograniczen. Zwierzeta Z zaciekawieniem wchodzilty do niego, bawity si¢ W nim, zdarzato
si¢, ze spaty, a wszystko to byto dla nas sygnatem, ze czuja si¢ w nim komfortowo. W trakcie
procedury oswajania, eksperymentator siedzial obok aparatu, jak mialo to miejsce pozniej
podczas treningu, a nastgpnie wlaczat aparat w taki sposdb by uzyskac charakterystyczny
gltosny dzwigk zwiazany z podaniem pokarmu przez ttok, do ktorego koty musiaty w czasie
tej procedury przywykna¢. Pretrening polegat w pierwszej kolejnosci na prezentacji bodzca
skladajacego si¢ z kota zbudowanego z biatych, spojnie poruszajacych si¢ w dot
z predkoscia 40 deg/s kropek (S+), oraz kota zbudowanego z kropek szarych, stacjonarnych,

losowo rozmieszczonych (S-). Oba prezentowane byty na jednolitym, czarnym tle.
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4.1.4 Bodzce wzrokowe

Trening wzrokowy sktadat si¢ z 17 nastepujacych po sobie zadan zobrazowanych
w  Tabeli 1. Wiedzac z poprzednich badan (Burnat i in., 2017), ze koty, po lezji siatkowki
bardzo szybko uczyly si¢ zadan wzrokowych, istotnie szybciej niz koty kontrolne,
zdecydowali$§my si¢ na dwudniowy trening kazdego zadania, po ktérym, niezaleznie od
uzyskanych wynikow, wprowadzono kolejne zadanie. W kazdym zadaniu koto (S+) i elipse
(S-) wyswietlano réwnoczesnie po prawej ilewej stronie ekranu. Strona, po ktorej
wyswietlane byly, wybiera byla przez program losowo. Tto, byto jednolite w zadaniach (1-
2) lub zbudowane z losowo rozmieszczonych kropek: stacjonarnych (3) lub poruszajacych
si¢ (4-16). Kazdy z bodzcéw byl prezentowany dwukrotnie: najpierw W pozytywnym
kontrascie (biale kropki na czarnym tle), a nastepnie W negatywnym kontrascie (czarne
kropki na bialym tle). Cato$¢ badania zostata przeprowadzona w procedurze podwdjnego
wyboru, w ktorej mozliwe byto wybranie jednej prawidlowej odpowiedzi sposrod dwoch
prezentowanych. W zadaniach 1-7 i 10-12 zastosowano procedur¢ statlego bodzca (ang.
constant stimuli) a w8-9 i13-17 procedur¢ stopniowania trudnos$ci (ang. staircase
procedure). W zadaniach 1-7 i10-12 codzienna sesja sktadata si¢ 20 prob, na ktoérych
podstawie obliczany byl procent prawidtowych odpowiedzi. Natomiast w zadaniach typu
staircase, poziom trudnosci zmieniat si¢ wraz z wykonaniem, indywidualnie dla kazdego
kota. Nastgpnie obliczany byt poziom progowy dla postrzegania: réznicy pomiedzy
predkoscig kropek w tle i S+/-(8-9); roéznicy pomiedzy spojnoscig ruchu kropek w tle i
w S+/- (13-14). Dodatkowo w zadaniach 15-17, procedura ta zostata wykorzystana w celu
obliczenia poziomu progowego dla postrzegania najmniejszej réznicy miedzy proporcjg S+

as-.
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Szczegotowy opis bodzcow przedstawionych w Tabeli 1, wedlug kolejnosci treningu (S+

kotko; S- elipsa, RDP, (ang. random dot pattern), losowo rozmieszczone kropki, pozytywny

kontrast: biale kropki na czarnym tle, negatywny kontrast: czarne kropki na biatym tle).
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1. Roznicowanie kierunku ruchu, pozytywny kontrast: S+ RDP z kropkami

poruszajagcymi si¢ W dot. S- z kropkami poruszajacymi si¢ W gorg. Tlo czarne bez

kropek. Predkos¢ kropek w S+/- wynosita 50 deg/s.

. Rdznicowanie kierunku ruchu, negatywny Kkontrast: S+ RDP, z kropkami

poruszajacymi si¢ W dot. S- z kropkami poruszajacymi si¢ W gore. Tlo jasne bez

kropek. Predkosc¢ kropek w S+/- wynosita 50 deg/s.

. Wprowadzenie RDP do tla: negatywny kontrast: S+ ztozony byt z RDP, z kropkami

poruszajacymi si¢ W dot z predkosciag 20 deg/s. S- sktadat si¢ z identycznego RDP.

Do tta wprowadzony zostat RDP, z kropkami stacjonarnymi.

. Réznicowanie na podstawie roznicy predkosci. negatywny kontrast. Wprowadzenie

ruchu do tta. S+/- ztozony byt z RDP, kropkami poruszajacymi si¢ W gore
z predkoscia 20 deg/s. Do tta wprowadzony zostat RDP, z kropkami poruszajacymi

si¢ W gore, Z predkoscia 2 deg/s.

. Réznicowanie na podstawie rdznicy predkosci. pozytywny kontrast. Zmiana

kierunku ruchu i zwigkszenie predkosci. S+/- RDP, z kropkami poruszajacymi sig
w dot z predkoscia 20 deg/s. Tto sktadato si¢ z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢

w dol, z predkoscia 50 deg/s.

. Rdznicowanie na podstawie rdznicy predkosci. negatywny kontrast. S+/- RDP,

Z kropkami poruszajacymi si¢ W dot z predkoscig 50 deg/s. Tto sktadato si¢ z RDP,

Z kropkami poruszajacymi si¢ W dot, z predkoscig 10 deg/s.
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7.

10.

11.

12.

Roéznicowanie na podstawie réznicy predkosci. Zwiekszenie predkosci tta. kontrast
negatywny. S+/- zlozony byl z RDP, zkropkami poruszajagcymi si¢ W dot
z predkoscig 50 deg/s. Tto sktadato si¢ z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢ W dot,

z predkoscig 25 deg/s.

Procedura stopniowania trudnosci, predko$¢ kropek tle zmienia si¢ wraz
z wykonaniem zadania, kontrast negatywny. S+/- ztozony byt z RDP, z kropkami
W kontrascie negatywnym poruszajagcymi si¢ W dot z predkoscig 50 deg/s. Tio
sktadato si¢ z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢ W dot, z predkoscig 10-40 deg/s
co zalezne byto od wykonania zadania.

Procedura stopniowania trudnosci, predkos¢ kropek tle zmienia si¢ wraz
z wykonaniem zadania, kontrast pozytywny. S+/- ztozony byt z RDP, z kropkami
W kontrascie pozytywnym poruszajagcymi si¢ W dot z predkoscig 50 deg/s. Tio
sktadato si¢ z RDP, z kropkami w kontrascie pozytywnym poruszajacymi si¢ W dot,
z predkoscig 10-40 deg/s co zalezne bylo od wykonania zadania.

Roznicowanie na podstawie roznicy kierunku i predkosci, kontrast negatywny. S+/-
ztozony byl z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢ W dot z predkoscia 50 deg/s. Tto
sktadato si¢ z RDP, z kropkami w kontrascie negatywnym, poruszajacymi si¢
w lewo, z predkoscig 10 deg/s.

Roéznicowanie na podstawie samej roznicy kierunku, kontrast negatywny. S+/-
ztozony byl z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢ W dot z predkoscia 10 deg/s. Tlo
sktadato si¢ z RDP, z kropkami w kontrascie negatywnym, poruszajacymi si¢
w lewo, z predkoscig 10 deg/s.

Réznicowanie na podstawie samej réznicy kierunku. Odwrécenie kontrastu (z

negatywnego na pozytywny). S+/- ztozony byt z RDP, z kropkami poruszajacymi
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13.

14.

15.

16.

si¢ W dot z predkoscig 10 deg/s. Tto sktadato si¢ z RDP, z kropkami w kontrascie
pozytywnym, poruszajgcymi si¢ W lewo, z predkos$cig 10 deg/s.

Procedura stopniowania trudnos$ci, réoznicowanie na podstawie roznicy W spojnosci
ruchu, kontrast negatywny. S+/- ztozony byt z RDP, z kropkami poruszajgcymi si¢
w dot z predkoscig 10 deg/s. Tto sktadato si¢ z RDP, z kropkami poruszajacymi si¢
losowo, w kontrascie negatywnym, z predko$cig 10 deg/s.

Procedura stopniowania trudnos$ci, réznicowanie na podstawie roznicy W spojnosci
ruchu. Odwrocenie kontrastu (z negatywnego na pozytywny). S+/- ztozony byt
z RDP, z kropkami, poruszajacymi si¢ W dot z predkosciag 10 deg/s. Tto skladato sie
zRDP, zkropkami poruszajacymi si¢ losowo, W kontrascie pozytywnym,
z predkoscig 10 deg/s.

Procedura stopniowania trudno$ci. Testowanie percepcji najmniejszej mozliwej
roznicy W proporcjach miedzy S+/-, kontrast negatywny. S+/- ztozony byt RDP
0 losowym ruchu o statej predkosci 10 deg/s. Tto sktadato si¢ RDP z kropkami
poruszajacymi si¢ ruchem spdjnym w dot, ze stata predkoscia 10 deg/s.
Stopniowanie trudnosci polegato na zmianie proporcji S- w taki sposob, ze z kazda
poprawng odpowiedzig stawat si¢ on bardziej podobny do S+.

Procedura stopniowania trudno$ci. Testowanie percepcji najmniejszej mozliwej
roznicy W proporcjach miedzy S+/-. Odwrocenie kontrastu (z negatywnego na
pozytywny). S+/- ztozony byt z RDP 0 losowym ruchu o statej predkosci 10 deg/s.
Tto sktadato si¢ z pozytywnego RDP z kropkami poruszajacymi si¢ ruchem spojnym
w dol, ze stata predkoscig 10 deg/s. Stopniowanie trudnosci polegato na zmianie
proporcji S- w taki sposob, ze z kazdg poprawng odpowiedzig stawal si¢ on bardziej

podobny do S+.
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17. Procedura stopniowania trudnos$ci. Testowanie ostrosci widzenia przy pomocy
percepcji  najmniejszej roznicy W proporcjach miedzy S+ a S- wbodzcu
stacjonarnym. S+ stanowito jednolite, szare koto, a S- jednolita, szarg elips¢. Obie
figury wyswietlone byty na jednolitym, bialym tle. Proporcje S- zmienialy si¢

W sposob analogiczny do zadan 15 i 16.
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TP4 TP8 TP12
(4 tyg. po lezji) (8 tyg. po lezji) (12 tyg. po lezji)
S+ S- S+ S- S+ S-
1. 8. predkosc tia 13.spojnosc tia
3 10;10 2 | /('\fft:;"“
\50 l 50 I\':i/': 10 || 10

14. spojnosc ta

10.

1.

17. proporcje elipsy

-

Tabela 1. Schematyczna reprezentacja bodzcow wykorzystanych w zadaniu wzrokowym,
pokazana zgodnie z kolejnos$cig prezentacji. Kazda kolumna zawiera bodzce, ktore przypisane
byty do analizy istoty biatej w kolejnych punktach czasowych: TP4, 8 i 12. Kierunek strzatek




oznacza kierunek ruchu kropek w obr¢bie RDK. Numery W obrebie bodzcow oznaczajg wartosé
predkosci kropek ipodane zostaly w stopniach/sekunde. Staty poziom trudnosci zadania:
bodzce 1-7 i 10-12; stopniowanie stopnia trudnosci w procedurze schodkowej: zadania 8-9 i 13-
17.

4.1.5 Akwizycja i obrobka danych MRI

W celu umozliwienia bezpiecznego transportu do skanera MRI na terenie Instytutu
Medycyny Dos$wiadczalnej im. Mossakowskiego, ktorego czas wynosit maksymalnie 10
min., zwierzgta byly poddane dozylnej premedykacji i uspione przy uzyciu ketaminy (3-6
mg/kg), butopranolu (0,1-0,5 mg/kg) i deksmedetomidyny (0,03-0,5 mg/kg). Procedura ta
odbywata si¢ na terenie Instytutu Nenckiego, w cichym pomieszczeniu przystosowanym do
tego typu zabiegow. Przed rozpoczgciem procedury skanowania, droga wziewng przez
maske, podawany byt Izofluran. Podczas protokotu neuroobrazowania monitorowane byty
funkcje zyciowe zwierzat i ich stan ogolny (temperatura i czestotliwo$¢ oddechow). W celu
utrzymania prawidlowej temperatury ciala, zwierzgta byty umieszczone na podgrzewane;j
ciepta woda macie. W celu zminimalizowania artefaktow zwigzanych z niekontrolowanymi
ruchami gtowy uzyto piankowych podktadek stabilizujacych. Dane neuroobrazowe zostaly
zebrane w skanerze MRI (Bruker MRI BioSpec 70/30), o mocy pola magnetycznego 7T,
wyposazonym W wykonang na zamoéwienie, jednokanatowg cewke odbiorcza 0 $rednicy 55
cm, ktora byla umieszczana bezposrednio na gltowie kota. Byla ona przymocowana do
przedwzmacniacza, stanowigcego cze$¢ zestawu firmy BRUKER ("Flexible Surface Coils
with dedicated Preamplifier"). Taki uktad okazal si¢ by¢ najbardziej efektywnym pod
wzgledem uzyskania najlepszego mozliwego stosunku sygnatu do szumu (ang. signal to

noise ratio, SNR).
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W pierwszej kolejnosci, w celu weryfikacji poprawnej pozycji glowy kota w skanerze
wykonano tzw. skany lokalizacyjne (TriPilot). Nast¢pnie uzyskano mapy pola B0, w celu
sprawdzenia statycznych nichomogenicznosci pola magnetycznego i wprowadzenia
ewentualnych korekcji w procesie redukcji nichomogeniczno$ci pola magnetycznego, czyli
tzw. “shimmingu”. W dalszej kolejnosci wykonane zostaly skany strukturalne T2
TurboRare. Nastepnie zebrano obrazy dyfuzyjne (ang. diffusion weighted, DW) z 81
réwnomiernie roztozonymi kierunkami gradientu (b=500s/mm?), i 3 skanami b=0. Dane
DWI zostaly zebrane dwukrotnie: w kierunku kodowania fazy anterior-posterior (AP) oraz
w kierunku odwroconym- posterior-anterior (PA). Parametry protokolu DWI byty
nastepujace: pole obrazowania, FOV (ang. field of view) 80x80 mm, czas echa (echo time,
TE) 35 ms, czas powtdrzenia (ang. repetition time, TR) 10000 ms, wymiary matrycy
akwizycji (ang. acquisition matrix) 128x128, wartos¢ (b-value) = 500s/mmz2, rozmiar

woksela: 0.625 x 0.625 x 0.8 mm. Pojedyncza sesja neuroobrazowania trwata ok. 1,5 h.

4.1.6 Przygotowanie danych dyfuzyjnych do analizy opartej na miarach ‘fikselowych’
(FBA) i tensorze dyfuzji (FA)

Przed wykonaniem analizy FBA, dane zostaly przekonwertowane z formatu Bruker
ParaVision 5.1 (2dseq) do obrazéw NIFTI (.nii), przy pomocy skryptu w programie
MATLAB. Poniewaz kazdy skan wykonywany byt w obu kierunkach kodowania fazy
(anterior-posterior AP i posterior-anterior PA, ang. reverse phase encode spin echo), co
skutkowato otrzymaniem obrazéw w dwoéch roznych orientacjach, konieczne bylo ich
scalenie w taki sposob, aby zakodowana w nich informacja o kierunkach zostata zachowana.
W tym celu, przy  pomocy  wbudowanych  funkcji programu SPM

(https://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/) obrazy z kierunkiem kodowania fazy PA zostaty
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dopasowane do obrazdw AP, by uzyska¢ anatomiczng zgodno$¢. Dalsze etapy pre-
processingu, typowe dla analizy FBA, zostaly przeprowadzone w programie Mrtrix3

(https://www.mrtrix.org/), i sktadaty si¢ na nie: zmiana formatu danych do kompatybilnego

formatu mif (mrconvert); weryfikacja tabeli kierunku gradientow (dwigradcheck) (protokot
obrazowania dyfuzji w rezonansie magnetycznym i dalsze generowanie tensora oraz
traktografii wymaga zastosowania tzw. pulséw gradientdw w réznych kierunkach, co niesie
ze sobg powstawanie tzw. zaklocen obrazu indukowanych gradientem. W celu ich eliminacji
konieczne jest poznanie kierunkow gradientdw wykorzystanych podczas zbierania danych);
usuniecie tzw. szumow zaktdcajacych jakos¢ danych (denoising); korekcja artefaktow tzw.
pierscieni Gibbsa (mrdegibbs); korekcja ruchdw (dwipreproc). Nastepnie, dla kazdego kota,
w oparciu 0 indywidualne skany DWI, wygenerowane zostaty indywidualne, binarne maski
(dwi2mask). Dalej wykonano korekcje sygnatu 0 niskiej czestotliwosci, ktory powoduje
zaktocenia w obrazie (dwibiascorrect) oraz normalizacje obrazu (dwiiintensitynorm).
Podczas tej procedury zostaly réwniez obliczone mapy FA, a obrazy sprowadzone zostaty
do wspolnej przestrzeni, ktora stanowit szablon bedacy obrazem usrednionym ze wszystkich
zwierzat. Zostata rOwniez stworzona maska substancji biatej i tylko na niej przeprowadzano
dalszg analize. Nastepnie obliczona zostata usredniona funkcja odpowiedzi substancji biatej
(dwi2respone) dla kazdego kota jak i s$rednia dla catej grupy (avarage_response).
W nastepnej kolejnosci dane poddane zostaly dwukrotnemu przeskalowaniu (mrresize).
Oznacza to, ze kazdy wymiar kazdego woksela zostal powigkszony dwa razy w celu
lepszego dopasowania danych z mézgéw kocich do funkcji programu Mrtrix, ktéry napisany
zostal w oparciu 0 anatomi¢ mozgu ludzkiego. Dystrybucja kierunkow wtokien (fibre
orientation distribution, FOD) metoda ograniczonej dekonwolucji sferycznej (constrained
spherical deconvolution, CSD) zostala obliczona indywidualnie dla kazdego kota

(dwiextract). W drodze dwuetapowej normalizacji powstal nastgpnie grupowy szablon,
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specyficzny dla wszystkich pomiarow DTI, w kazdym punkcie czasowym badania.
Najpierw zostal wykonany szablon dla kazdego kota, a nast¢pnie szablon grupowy. Taka
podwojna normalizacja jest szczegOlnie istotna dla badan podtuznych, w ktérych
wykonywane sg powtarzalne pomiary. Kolejnym krokiem byto stworzenie szablonu maski
anatomicznej, bedacej najmniejszg mozliwg przestrzenig wspolng dla wszystkich zebranych
danych. W tym celu, wszystkie indywidualne maski wygenerowane podczas wczesniejszych
operacji, zostaly sprowadzone do tej wspolnej przestrzeni. Nastepnie, zostala
wygenerowana maska fikseli, ograniczajaca je wylacznie do substancji biatej, definiujaca
tylko te fiksele, dla ktorych w kolejnych etapach wykonana zostata analiza statystyczna,
prowadzaca do uzyskania metryk FBA: (FD - Fiber Density FC- Fiber Cross Section FDC-

Fiber Density and Cross Section).

4.1.7 Statystyczna analiza danych

4.1.7.1 Analiza danych dyfuzyjnych oparta na miarach ‘fikselowych’ (FBA)

Analiza statystyczna obrazOw zostata przeprowadzona w programie MRtrix3. W celu
identyfikacji obszardw, w ktorych wystepowaty modyfikacje W obrebie gestosci widkien
(FD), przekroju wigzki witokien (FC) oraz w obrgbie metryki wspolne; dla dwodch
poprzednich (FDC), u kotéw lezyjnych trenowanych i lezyjnych naiwnych w poréwnaniu
do kotéw kontrolnych, w pierwszej kolejnosci wykonana zostata analiza fikseli w obrebie
calego mozgu (ang. whole brain), co pozwolito na poréwnanie wszystkich fikseli w obrebie
istoty biatej pomiedzy grupami. Poréwnania statystyczne pomiedzy grupami, widoczne FD,
FC i FDC, zostaly przeprowadzone dla kazdego fiksela w obrebie substancji bialej za
pomocag Ogodlnego Modelu Liniowego (ang. general linear model, GLM). Wykonane

zostaly osobne porownania: RLN vs CT i RLT vs CT. Wygladzanie przestrzenne oraz
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wnioskowanie statystyczne zostaly przeprowadzone w oparciu 0 metode CFE (ang.
connectivity based fixel enhancement). Nastepnie, wykonywane jest wygladzenie
przestrzenne, specyficzne dla poszczegolnych traktow (Raffelt i in.; 2015). tzn, ze odbywa
si¢ ona wzdtuz traktow, a nie w oparciu o model sferyczny, jak w przypadku wielu modeli
np. tensorowych. Wartosci P z poprawka na wielokrotne powtorzenia (ang. family-wise
error, FWE) zostaly przypisane do kazdego analizowanego fixela i poddane
nieparametrycznym testom permutacyjnym 5000 razy. Wartosci p<0.05 uznane byly za
istotne statystycznie. Fiksele, w obrebie ktorych zidentyfikowane zostaty takie wartosci
byly nastepnie zwizualizowane przy uzyciu Mrview, na wspolnym dla calego badania
traktogramie (rysunek 9A). Dodatkowo zostaly one pokolorowane zgodnie z wielkoS$cia
efektu, ktory wyrazony byl poprzez procent spadku danej miarym wzgledem grupy
kontrolnej (rysunek 9B). wcelu doktadniejszego zwizualizowania tych obszarow,
w ktérych widoczne byly réznice pomigdzy grupami, wyswietlone zostaly tylko te trakty,
ktorych dotyczyly istotne statystycznie zmiany (p=0.05, z poprawka FWE) zmiany (rysunek

90).
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Wizualizacja wynikéw analizy opartej na miarach “fikselowych” (FBA)

A. traktogram B. procent zmiany C. poprawka FWE
L R L R L
0 10 20 30 40

B EE VO B AP

kierunki traktow kodowane kolorami % spadku w poréwnaniu do kontroli

Rysunek 9.Wizualizacja wynikow analizy opartej na miarach ‘fikselowych’ (FBA)
zaprezentowane na przyktadowych czotowych przekrojach mozgu. A. Traktogram
wspoélny dla calego badania; kierunki wiokien zostaly zakodowane zgodnie z kolorami:
czerwony, lewo-prawo; niebieski, gora-dot; zielony, przod-tyt. B. Procent spadku
w poréwnaniu do kontroli pokazany zostat jako gradient koloru od czarnego (0% spadku)
do biatego (40% spadku). C. Traktogram ograniczony do istotnych statystycznie wynikow
w oparciu o poprawke dla wielokrotnych poréwnan, FWE= 0.05.

4.1.7.2 Analiza danych dyfuzyjnych oparta na tensorze dyfuzji (FA)

Indywidualne mapy FA zostaly poddane analizom w programie SPM. Wykonane zostaly
poroéwnania $rednich warto$ci FA w obrebie obszar6w zainteresowania (ang. region of
interest, ROI), wybranych na podstawie istotnych wynikow analizy FBA. Wykonany zostat
uogélniony model liniowy (GLM) dla wielu czynnikéw z poprawka Bonferroniego.
w modelu okreslono nastepujace predyktory kategorialne: potkula (prawa vs. lewa), punkty
czasowe (0-4), obszary zainteresowania (11) i grupa kotow (3). Analiza modelu wykonana
zostata w programie Statistica (1995-2020 TIBCO Software, Inc.). Wszystkie wyniki
bazujace na danych dyfuzyjnych: FBA oraz FA, sprowadzone zostaly do wspdlnej
przestrzeni. ROl wykorzystane w analizie FA (rysunek 10) oraz FBA (rysunek 11) zostata

narysowane i zaprezentowane na dokladnie tym samym szablonie bazujagcym na calej
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populacji badania. ROI zostaly wyznaczone re¢cznie w programie FSLeyes, w oparciu
0 anatomiczne korelaty (Burnat i in. 2017). Byty to, osobno dla prawej i lewej potkuli: V1/2
centralne (V1/2cen) oraz peryferyczne (V1/2per), drugorzedowa kora wzrokowa (V2/3,

V4), V5/PMLS dLGN brzuszny hipokamp i grzbietowy hipokamp.

Obszary zainteresowania (ROI) w analizie FA

~V5/PMLS
—V5/PMLS
—V2.'3

V1/2cen

TV1/2cen —dLGN

V1I2per

43 51 67 84

szablonu wspolnego dla catej populacji badania.

Rysunek 10. Obszary zainteresowania wykorzystane w analizie FA, wyznaczone zostaly
w programie FSLeyes, na obrazie dyfuzyjnym, usrednionym W obrebie catej populacji badania,
w oparciu o atlas “Stereotaxic Atlas of the Cat Brain” (Snider, Ray S., Niemer, William T.) oraz
szczegOtowy opis zawarty W Burnat iin, 2017. Obszary zainteresowania wyznaczono dla
prawej i lewej potkuli. V1/2Cen- wejscia do centralnej reprezentacji V1 1 V2; V1/2Per- wejscia
do peryferycznej reprezentacji V1/2. Numery oznaczaja kolejnos¢ przekrojow W obrebie
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A. Istotne obszary w analizie FBA

V5/PMLS jadro potlezac
promienistosc

hipokamp wzrokowa promienists

Smo wzroko

LGN zakret zgbaty

71 79 84 89

Rysunek 11. Obszary, w ktorych zaobserwowano procent spadku metryk ‘fikselowych’,
zostaly zaznaczone na obrazie dyfuzyjnym, bedacym szablonem wspoélnym dla calej populacji
badania, w oparciu o atlas “Stereotaxic Atlas of the Cat Brain” (Snider, Ray S., Niemer, William
T.) oraz szczegétowy opis zawarty w Burnat iin, 2017. Numery oznaczaja kolejnosé

przekrojow w obrgbie szablonu wspolnego dla calej populacji badania.

4.1.7.3 Analiza danych behawioralnych

Dla poréwnania wynikéw behawioralnych pomigedzy grupami wykonano analize wariancji
ANOVA. Zostata ona przeprowadzona osobno dla kazdego punktu czasowego i kazdego
pomiaru (zadania). Istotne statystycznie r6znice pomi¢dzy grupami W obrebie zadan oraz
w zadaniach zostaly oznaczone w analizie post hoc Tukeya jako: * P <0.05, ** P <0.01 and

**%k P <0.001.
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4.2 Wyniki

4.2.1 Wyniki analizy danych dyfuzyjnych opartej na miarach “fikselowych” (FBA)

4.2.1.1 Poréwnanie kotdw lezyjnych nie trenowanych z kotami kontrolnymi

trenowanymi

Wyniki analizy danych dyfuzyjnych opartej na miarach fikselowych (FBA) pokazaly, ze
koty lezyjne nie trenowane charakteryzowaty si¢ nizszymi warto$ciami W obrebie przekroju
przez wiazkg wiokien (FC), gestosci wiokien w obrebie wiazki (FD) i przekroju przez
wiagzke wiokien i gestosci wiokien w obrebie wigzki (FDC) w poréwnaniu do kotow
kontrolnych trenowanych (rysunek 12). Wartosci FD byty nawet 0 40% nizsze u kotow
lezyjnych nie trenowanych w poréwnaniu do kontrolnych trenowanych w V5 i w lewym
hipokampie. Te wyniki byly jednostronne, 0 matym obszarze. Wartosci FC byly do 15%
nizsze U kotdw lezyjnych nie trenowanych w poréwnaniu do kontrolnych trenowanych
obustronnie w dLGN, jadrze ogoniastym (CN) i hipokampie. charakteryzowaly si¢ wieksza
szerokoscig sygnatu, ale mniejszym procentem zmiany od wynikéw FD. Wartosci FDC byt
nizsze, nawet do 20%, u kotdw lezyjnych nie trenowanych w poréwnaniu do kontrolnych

trenowanych, w prawym dLGN oraz obustronnie w hipokampie i jadrze ogoniastym.
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Poréwnanie kotow lezyjnych, nie trenowanych z kontrolg

40 — FD FC FDC

w
o

N
o

Procent (%) spadku w poréwnaniu do kontroli.
=

Rysunek 12. Poréwnanie kotow lezyjnych nie trenowanych z kotami kontrolnymi w obrgbie
procentowych spadkéw miar ‘fikselowych’. Istotne obszary zaprezentowane sg na czotowych
przekrojach, na traktogramie wspolnym dla catej populacji badania i ograniczonym jedynie do
istotnych obszaréw (FWE, p<0.05), w celu zwizualizowania obszaréw zaangazowanych
W obserwowane zmiany. Kolumny od prawej do lewej: gestos¢ wiokna (FD), przekroj przez
wigzke (FC), gestos¢ iprzekrdj przez wigzke (FDC) oraz powigkszenie, W celu lepszego
zobrazowania. Biale prostokaty wyznaczaja obszary, ktore zostaly powickszone i pokazane
w najdalszej, prawej kolumnie. Istotne wyniki zlokalizowano w: V5/PMLS (71 FD), dLGN
i hipokamp (79 FC), hipokamp (84 FD) and dLGN and jadro potlezace 89 (FC). Warto zwrocic
uwagg na to, ze wyniki FD na przekroju nr 71 sg jednostronne i silne, nawet do 40% spadku
w V5/PMLS.
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4.2.1.2 Poréwnanie kotow lezyjnych trenowanych z kotami kontrolnymi trenowanymi
Rowniez poréwnanie kotéw lezyjnych trenowanych z kotami kontrolnymi trenowanymi
pokazato, ze koty te charakteryzowaly si¢ nizszymi warto$ciami FD, FC iFDC
w poréwnaniu do kotow kontrolnych trenowanych (rysunek 13 ). Wartoséci FD byty u nich
do 40% nizsze W prawym V5, a wynik ten byt zlokalizowany. Wartosci FC byly nizsze (5%)
obustronnie w dLGN, jadrze ogoniastym i hipokampie. Wartosci FDC byty do 20% nizsze
W grupie kotow lezyjnych trenowanych, a wyniki te byly rozlegle przestrzennie

i obustronne, widoczne w dLGN, hipokampie i jadrze ogoniastym.
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Poréwnanie kotéw lezyjnych, trenowanych z kontrolg
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79 79 79 79FC
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Procent (%) spadku w poréwnaniu do kontroli.
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89 89 89 89 FC
0 —-

Rysunek 13. Poréwnanie kotéw lezyjnych, trenowanych z kotami kontrolnymi w obrebie
procentowych spadkow miar ‘fikselowych’. Istotne obszary zaprezentowane sg na 0Siowych
przekrojach, na wspolnym dla catego badania traktogramie, ograniczonym jedynie do istotnych
obszaréw (FWE, p<0.05), w celu zwizualizowania obszarow zaangazowanych w obserwowane
zmiany. Kolumny od prawej do lewej: gesto$s¢ widkna (FD), przekroj przez wiazke (FC), gestosé
i przekroj przez wiazke (FDC) oraz powigkszenie, W celu lepszego zobrazowania. Biate
prostokaty wyznaczajg obszary, ktore zostaly powiekszone i pokazane w najdalszej, prawej
kolumnie. Istotne wyniki zlokalizowano w: V5/PMLS (71 FD), hipokampie (79 FC), jadrze
potlezacym (84 FDC, 89 FC). Warto zauwazy¢, ze wyniki FD w obrebie V5/PMLS (przekroj 71)
sa podobne jak W grupie kotéw lezyjnych, nie trenowanych, co wida¢ na rysunku 11 (przekroj
71).
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4.22 Wyniki analizy danych dyfuzyjnych opartej na tensorze dyfuzji
w zdefiniowanych obszarach zainteresowania (ROI)

Sprawdzili$my, jak przebiega dynamika czasowa zmian warto$ci FA w réznych odstepach
czasowych (cztery, osiem, i dwanascie tygodni po lezji) wzgledem punktu poczatkowego
(TPO, przed wykonaniem lezji i lub rozpoczeciem treningu wzrokowego), oddzielnie dla
kazdej potkuli kazdego punktu czasowego. Rysunek nr 14 pokazuje, osobno dla kazdej
potkuli oraz kazdej grupy kotdéw, istotng procentowsg zmiang wartosci FA w punktach

czasowych od TP2 do TP12, w poréwnaniu do wartosci FA w punkcie czasowym TPO.
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Rysunek 14. Istotne zmiany wynikéw FA po lezji w poréwnaniu do wynikéw w punkcie
czasowym TPO. Obszary zainteresowan (ROI) zaprezentowane zgodnie Z hierarchig wejs¢
wzrokowych: dLGN, ciato kolankowate boczne; V1-2 cen, centralny obszar V1 (obszar 17)
i V2 (obszar 18); V1-2 per, peryferyczny obszar V1 (obszar 17) i V2 (obszar 18); VV2-3, obszar
181 19; V4, obszar 21ai V5, PMLS. Kolory stupkow reprezentuja grupy kotow: niebieski, koty
kontrolne trenowane; pomaranczowy, koty lezyjne itrenowane; roézowy, koty lezyjne,
nietrenowane. Procent zmiany zostat obliczony w 0gélnym modelu liniowym z poprawka post
hoc Bonferroniego,na podstawie wartosci usrednionych, ktore istotnie roznily si¢ od siebie.

74



Okazalo si¢, ze trzy tygodnie treningu wzrokowego u kotow CT w TP2, prowadzito do
znaczacych spadkéw wartosci FA we wszystkich analizowanych obszarach, w obu
potkulach (Rysunek 14, niebieskie slupki). Wartosci te stabilizowaly si¢ w TP12
w wigkszosci obszarow w lewej potkuli. u kotow z lezyjnych nie trenowanych, indukcja
lezji siatkowkowej prowadzita do wzrostu wartosci FA (Rysunek 14, rozowe shupki).
w grupie tej, wobszarach zlokalizowanych w prawej potkuli szybko dochodzito do
odpowiedzi na zmiany zwigzane zlezjg, a wartosci FA szybciej wracaly do poziomu
poczatkowego, sprzed indukcji lezji. w punkcie czasowym TP2, tylko w V4 i V5 nie byto
istotnego wzrostu wartosci FA, w obu poétkulach. w lewej potkuli spadki FA nie byly
widoczne w peryferycznych obszarach kory V1-2, dodatkowo 12 tygodni po lezji niektore
obszary wykazywaly tendencj¢ spadkowa wartosci FA w prawej potkuli: centralna
i peryferyczna kora wzrokowa V1/2 oraz dLGN. Wrazliwa na ruch kora wzrokowa
V5/PMLS wykazywata spadki FA w tym punkcie czasowym w obu potkulach. Co wazne
wyniki te pokazuja, ze gdy przed lezja rozpoczety jest trening wzrokowy (Rysunek 14,
pomaranczowe stupki w TP2), wartosci FA spadajg podobnie, jak dzieje si¢ to w przypadku
kotow CT, a ich poziomy normalizuja si¢ W okolicy TP4, by ponownie obnizy¢ si¢ w TP8 i

W koncu powrdci¢ do stanu poczatkowego w TP12.

4.3 Wyniki behawioralne

Po przeprowadzeniu pretreningu, wszystkie koty trenowane byly zapoznane z prostym
zadaniem, w ktorym S+/- roznity si¢ migdzy sobg ksztaltem (koto/elipsa) i kierunkiem
kropek (w dot/w gore). Tabela 1. stanowi graficzne podsumowanie zmian percepcyjnych

W kolejnych zadaniach wzrokowych, ktoére wprowadzane byly podczas treningu, w podziale
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na punkty czasowe (TP4, TP8, TP12). Wszystkie prezentowane ponizej wyniki byty

mierzone jako procent poprawnych odpowiedzi.

4.3.1 Cztery tygodnie po lezji

Dla kotow kontrolnych trenowanych, wszystkie prezentowane w ciggu pierwszego miesigca
treningu zmiany w obrebie bodZzcow byty trudne, co odzwierciedlone jest poprzez state,
stabe wyniki uzyskiwane W tym czasie, co bylo mierzone procentem poprawnych
odpowiedzi (Rysunek 15, niebieska linia). Dla kotdw lezyjnych trenowanych wiekszo$¢
zmian wprowadzanych w bodzcach okazato si¢ korzystnych co pokazato polepszenie si¢
wynikow wraz z ich wprowadzeniem: byta to np. zmiana kontrastu z pozytywnego na
negatywny (Rysunek 15, pomaranczowa linia, zadanie 1 do 2). Koty te uzyskiwaty lepsze
wyniki od kotow kontrolnych trenowanych, réwniez po wprowadzeniu stacjonarnych
i wolno (2 deg/s) poruszajacych si¢ kropek do tla bodzca (Rysunek 15, zadania 3 i4).
Wyjatek stanowity dwie zmiany: zwigkszenie predkosci w tle (z 2 do 50 deg/s) i kierunku
(z kierunku w gore do kierunku w dot) pogorszyto wyniki kotow lezyjnych trenowanych do

poziomu kotdéw kontrolnych trenowanych (Rysunek 15, zadanie 6, 7).
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A. 2-4 tygodnie po lezji
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Rysunek 15. Poziom odpowiedzi prawidlowych 2-4 tygodnie po lezji. Wyniki
behawioralnekotéw trenowanych lezyjnych byly lepsze od kotow kontrolnych trenowanych.
Kolejne zadania (o$ x) prezentowane migdzy 2-4 tygodniem po lezji, roznity si¢ miedzy soba
kontrastem. Stacjonarne RDK wtle zostalo wprowadzone w zadaniu 3, ijego predkosc
wzrastata - jak w zadaniu 5 i 7. Wykres prezentuje $redni procent prawidtowych odpowiedzi
wraz z odchyleniem standardowym. Istotne statystycznie rdéznice zaznaczone s3: ** P < 0.01
I *¥** P < 0.001, test post hoc Tukey. Kolory linii oznaczaja grupe kotéw: niebieski, koty
kontrolne trenowane; pomaranczowy, koty lezyjne trenowane. Numery na osi X oznaczaja

numery zadan, ktore przedstawiono schematycznie pod numerami, W kolejnosci prezentacji
(zadania 1-7).

4.3.2 Cztery - osiem tygodni po lezji

Wiedzac, ze zmiany predkosci wptynely znaczaco na poziom wykonania zadah przez koty
lezyjne trenowane, chcielismy dalej sprawdzi¢ warto$ci progowe dla predkosci kropek w tle,
dla pozytywnego i negatywnego kontrastu osobno. ZrobiliSmy to przy uzyciu procedury
stopniowania trudnosci, ktorej poziom zmieniat si¢ wraz z wykonaniem zadania. Dla kotow
kontrolnych trenowanych oba kontrasty byl podobnie trudne, a dla kotow lezyjnych
trenowanych, kontrast pozytywny byt istotnie tatwiejszy- uzyskiwaly one wyzsze wartosci

progowe dla predkosci niz W negatywnym kontrascie. W dalszej kolejnosci chcielismy
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sprawdzi¢ jak kierunek ruchu kropek w obrebie S+/- i tta wptywa na wykonanie zadania.
W tym celu, kierunek ruchu kropek w tle zostat zmieniony na kierunek poziomy. Predkos¢
kropek w tle zostata obnizona do 10 deg/s. Zadanie to okazato si¢ by¢ podobnie trudne dla
obu grup. Jednak w grupie kotow lezyjnych trenowanych dalsze obnizanie predkosci kropek
w obrebie S+/- do 10 deg/s skutkowalo istotng poprawg wykonania zadania W obu
kontrastach, w poréwnaniu do kotow kontrolnych trenowanych, ktérych wykonanie zostato

na niskim poziomie (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Poziom odpowiedzi prawidtowych 4-8 tygodni po lezji. A. Predkos¢ RDK w tle.
Zadanie bylo istotnie tatwiejsze W pozytywnym kontrascie niz W negatywnym kontrascie
w grupie kotoéw lezyjnych trenowanych. B. Kierunek RDK w tle zmienia si¢ na horyzontalny.
Pierwsze zadanie (nr. 10) byto tak samo trudne dle obu grup. Wraz ze spadkiem predkosci RDK
w tle, koty lezyjne trenowane uzyskaly lepsze wyniki od kotow trenowanych kontrolnych
(zadania 11 i 12). Istotne statystycznie rdznice zaznaczone s3: ** P < 0.01, test post hoc Tukey.
Kolory stupkow oznaczaja kontrast bodzca: ciemnoszary, kontrast negatywny; bialy, kontrast
pozytywny. Numery na osi X oznaczaja numery zadan, ktore szczegdtowo opisano w tabeli 1.
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4.3.3 Osiem - dwanascie tygodni po lezji

Sprawdzony zostat wptyw réznicy w spojnosci kropek pomigdzy ttem a figura, co pokazaty
zadania 13 i 14. Koty kontrolne trenowane osiagnely istotnie nizsze wartoSci progowe
W kontrascie negatywnym zaréwno W poréwnaniu do kotow lezyjnych trenowanych jak
i swojego wykonania, ale w pozytywnym kontrascie (Rysunek 16). W ostatnich zadaniach,
zmierzona zostata ostro$¢ widzenia, W oparciu 0 percepcje rdéznicy W ksztalcie pomiedzy
kotem a elipsg. W zadaniu tym, proporcje elipsy zblizaly si¢ do proporcji kota wraz
z udzielaniem odpowiedzi, a bodzce sktadaty si¢ z jednolitych figur na gtadkim tle.
Stacjonarne bodzce byty istotnie trudniejsze dla kotow lezyjnych trenowanych niz dla kotow

kontrolnych trenowanych (Rysunek 17).
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Rysunek 17. Poziom odpowiedzi prawidtowych 8-12 tygodni po lezji. A. Spojnosé RDK w tle.
B. Ocena ostrosci widzenia W oparciu 0 wykrywanie réznicy pomigdzy kotem a elipsa. Koty
lezyjne trenowane osiggaty lepsze wyniki od kotow kontrolnych trenowanych w rozroznianiu
jednolitych ksztaltdéw prezentowanych na jednolitym tle. Istotne statystycznie roznice
zaznaczone sg. *** P <0.001, test post hoc Tukey. Kolory stupkéw oznaczajg kontrast bodzca:
ciemnoszary, kontrast negatywny; bialy, kontrast pozytywny. Numery na osi X oznaczaja
numery zadan, ktore szczegotowo opisano w tabeli 1.
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4.4 Dyskusja

W zwierzgcym modelu utraty centralnego pola widzenia, pokazalis$my stymulujacy efekt
treningu aplikowanego po uszkodzeniu centralnej siatkéwki. Efekt ten widoczny byt jako
lepsze wyniki uzyskiwane w treningu behawioralnym przez koty lezyjne, w poréwnaniu do
kotow kontrolnych. Co wazne, pozytywny wptyw treningu byt réwniez widoczny w analizie
struktury istoty biatej mozgu. Wyniki danych dyfuzyjnych oparte na analizie fikselowej
wykazaty wigksze spadki w przekroju przez wigzke widkien u kotow lezyjnych nie
trenowanych w poréwnaniu do kotéw kontrolnych trenowanych (do 20%). Zmiana ta,
widoczna byta w obszarach: dLGN, brzusznym hipokampie, trakcie wzrokowym i jadrze
potlezacym. W przypadku poréwnania kotéw lezyjnych trenowanych z kotami kontrolnymi
trenowanymi, dla tej samej metryki, réznice byly wyrazne w obrebie tych samych okolic,
jednak nie byty tak silne. Prawdopodobnie ma to zwigzek z hamujacym wptywem treningu
wzrokowego wobec zachodzacych reorganizacji. W przypadku gestosci wiokien w obrgbie
wigzki, procent spadku dla kotéw lezyjnych nie trenowanych lezyjnych trenowanych
w porownaniu do kotéw kontrolnych trenowanych widoczny byt w V5 i hipokampie,

i spadek byt podobnie silny w przypadku obu grup i dochodzit do 40%.

W obrebie miary obrazujacej jednoczesnie przekrdj poprzez wigzke wiokien i gestosc
wiokien w obrebie wigzki (FDC), spadki dotyczyly podobnych okolic dla obu
porownywanych grup, ibyly to: dLGN, brzuszny hipokamp i jadro potlezace. Jednak
w przypadku braku treningu, u kotéw lezyjnych nie trenowanych, obserwowane zmiany
byty zlokalizowane w bardziej rozlegly sposob, a procent spadku w ich obrebie nie byt tak
wysoki, jak w przypadku grupy kotdéw lezyjnych trenowanych. U tych kotéw widoczne
zmiany charakteryzowaty si¢ wyzszym procentem, a lokalizacyjnie byly bardziej skupione.

W przypadku braku treningu, zmiany zwiazane Z samg tylko lezja powodowaty rozleglejsze
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i silniejsze roznice W gestosci widkien W obrebie wigzki i W obrebie metryki obrazujacej
jednoczesnie przekrdj poprzez wigzke wiodkien i gesto$¢ widkien w obrebie wigzki. W
przypadku treningu po lezji, wyrazny byt ten sam schemat przestrzenny obserwowanych
roznic (byly one wyrazne dla tych samych struktur i okolic korowych) jednak schemat
przestrzenny byl nie tak rozlegly, a spadek byt nizszy. Podobny wzorzec zmian
obserwowany byl w wynikach FA, gdzie warto$ci wyraznie rosty po lezji w grupie kotow
lezyjnych nie trenowanych, a dla kotéw lezyjnych trenowanych pozostawaty zblizone do

poziomu kotéw trenowanych.

U kotéw lezyjnych, trening skutkowat bardziej zlokalizowanym i zredukowanym spadkiem
metryk uzyskanych za pomocg analizy danych dyfuzyjnych opartych na analizie fikselowe;j
(FBA). Prawdopodobnie trening wzrokowy umozliwia przemodelowanie zachodzacych
reorganizacji pod wptywem uszkodzen siatkowki. U pacjentdw z MD, najlepiej opisane
anatomiczne skutki utraty centralnej siatkdwki widoczne byty w redukcji ggstosci substancji
szarej w obrebie wezesnych obszarow wzrokowych (Plank i in., 2011; Sanda i in., 2018; Ge
i in., 2021; Brown i in., 2023) i LGN (Hernowo i in., 2014). Jako ze nasze pomiary MRI
wykonywane byly W przeciagu pierwszych 12 tygodni po wykonaniu lezji siatkéwkowe;,

nie znalezliSmy podobnych istotnych zmian W gesto$ci substancji szarej.

We wezesniejszym badaniu fMRI u pacjentdéw z MD, zostato pokazane, ze obszary kory
wzrokowej, tacznie z V1, ktore stajg si¢ nieaktywne W odpowiedzi na stymulacje wzrokowa
prezentowang centralnie, moga by¢ aktywowane przez bodziec wzrokowy znajdujacy sie¢
we wzrokowych peryferiach (Baker i in., 2005). Takie wyniki pokazujg prawdopodobne
modyfikacje uktadu wzrokowego pacjentow, zwigzane z dlugotrwatg utratg centralnego
widzenia. W modelu zwierzecym, U kociat, pokazane zostato rowniez, ze korowe obszary
wrazliwe na ruch, otrzymujace wejscia z peryferycznej czesci siatkowki, zachowuja

silniejsza zdolno$¢ do zmian adaptacyjnych irozwojowych zmian plastycznych
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(Laskowska-Macios iin., 2014, 2015). W prezentowanym badaniu, pokazali$my, ze
rowniez U dorostych kotow, stymulacja wcigz aktywnej, peryferycznej siatkowki
skutkowala wzmocniong percepcjg wzrokows, a taki efekt widoczny byl w wynikach
behawioralnych od 2 do 12 tygodni po lezji siatkdwkowej. Lepsze wyniki behawioralne
uzyskane przez koty lezyjne prawdopodobnie odzwierciedlaja czesciowo zachowang

strukturg istoty biate;j.

4.4.1 Poréwnanie opisow istoty bialej - modele oparte na tensorze dyfuzji

Modele oparte na tensorze dyfuzji nie pozwalajg na uzyskanie wynikow specyficznych dla
wlokna. Bazujg one na zalozeniu, ze w kazdym wokselu znajduje si¢ unikalny kierunek
wiokien, ktory reprezentowany jest przez wektor wlasny. Pomimo rosngcej popularnosci
analizy FBA, modele oparte na tensorze (FA, RD, AD) s3 wcigz dominujagcymi sposrod
wszystkich wykorzystywanych do ilosciowej analizy danych dyfuzyjnych (Figley i in.,

2022). Rysunek 18 poréwnuje dwie najpopularniejsze metody analizy struktury istoty biate;.
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A.

Model oparty na ‘fikselach” %
B.o
Model oparty na tensorze

Rysunek 18. Modele wykorzystywane w obrazowaniu substancji biatej, pokazane
w obrebie pojedynczego woksela: A. model oparty na fikselach i B. model oparty na
tensorze. Rysunek oparty na publikacji Dhollander i in. “Fixel-based Analysis of Diffu-
sion MRI: Methods, Applications, Challenges and Opportunities”, Neurolmage, 2021.

Pierwszy model, oparty na analizie fixeli (FBA, Rys. 18A), umozliwia analiz¢
poszczegolnych wiagzek widkien poprzez identyfikacje kazdej z trzech metryk w ich obrgbie
(FC- fibre cross section- przekroj poprzez wtokno, FD-fibre density-gesto$¢ wiokien FDC-
fibre density and cross section). FC jest miarg makroskopowa okreslajaca roznice
w przekroju wigzki wiokien; FD jako miara mikrostruktury tkanki okresla roznice
W gestosci upakowania widkien w wigzce wtokien, natomiast FDC okresla zmiane zarGwno
w przekroju wigzki jak i gestosci wiokien W jej obrebie. Drugi model, oparty na tensorze
dyfuzji (FA, Rys. 18B), nie pokazuje efektow zaleznych od kierunku/przebiegu wiokien, a
bazuje na wartosciach usrednionych w obrgbie woksela. Do tej pory wigkszos¢
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nieinwazyjnych metod analizy struktury substancji biatej na zywym organizmie stanowity
badania oparte na tensorze dyfuzji, pomimo wyraznych ich ograniczen jak np. wystepujace
W modelach opartych na tensorze dyfuzji (FA), poréwnania usrednien dla kierunku wtokien
w obrebie wokseli. Takie wyniki okazywaty sie by¢ niespecyficzne w obszarach, w ktorych
wiokna istoty bialej krzyzowaly si¢ (Dhollander iin., 2021). FA umozliwia pomiar
anizotropii dyfuzji w obrebie woksela (czyli zalezno$¢ od kierunku czgsteczek wody
W obrebie istoty bialej), lub jako usredniong wartos¢ w obrgbie zdefiniowanego obszaru
zainteresowania. Uzyskane w wyniku tej analizy wartosci oscylujg pomigdzy 0 a 1, gdzie 0
oznacza dyfuzj¢ taka samg dla wszystkich kierunkéw, a 1 dyfuzje w jednym, dominujacym
kierunku. Wartoséci FA sg wigc niskie W obrebie istoty szarej i wysokie w obrebie substancji
biatej. Podazajac za ta prosta interpretacja, utozsamianie wysokich wartosci FA ze
zwigkszong gestoscig substancji biatej stato si¢ popularnym podejsciem. Jednak wysokie
warto§ci FA w substancji bialej moga wynika¢ z wielu czynnikéw: przepuszczalnosci
blony, $rednicy wiokna iich ggstosci, mielinizacji, spojnosci i organizacji wiokien
(Beaulieu, 2002). Bioragc pod uwage powyzsze rozwazania, interpretacja wynikéw FA
i wnioskowanie o0 przyczynach imozliwych czynnikach wplywajacych na dyfuzje
wymagaja szczeg6Olnej ostroznos$ci. Sama tylko analiza kierunku dyfuzji wody, jak
w przypadku FA, zawsze moze by¢ uzupeliona przez dodatkowe pomiary, rowniez te
oparte 0 model tensorowy (np. RD, uwzgledniajace dyfuzje w kierunku prostopadtym do
utozenia widkna). W swojej pracy, Orje i in. (2019) pokazali, ze najwigkszy wzrost wartosci
FA, 21 dni po umieszczeniu implantu z testosteronem, zwigzany jest z jednoczesnym
spadkiem warto§ci RD wtym samym punkcie czasowym. Uwzgledniajac powyzsze

rozwazania, nasze wyniki FA starali$my si¢ interpretowaé z nalezyta ostroznos$cia.
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4.4.2 Wplyw lezji i treningu na istote biala

4.4.2.1 Srodkowe pole skroniowe

Obszarem korowym, dla ktérego wartosci frakcjonowanej anizotropii byly najbardziej
stabilne w odpowiedzi na lezje siatkowkowe, prawdopodobnie w zwigzku z zastosowanym
treningiem, byta wrazliwa na ruch okolica korowa V5/PMLS. Ten wynik pozostaje
W zgodzie z poprzednimi wynikami, w ktorych obszar V5/PMLS réwniez nie wykazywat
spadkow aktywno$ci opartej 0 ekspresje zif-268, nawet w obr¢bie LPZ, inaczej niz
w przypadku innych obszaréw wzrokowych, jak V1-V4, dla ktérych obserwowano

natychmiastowy i dtugotrwaty spadek w zif268 w obr¢bie LPZ (Burnat i in., 2017).

Analiza danych dyfuzyjnych oparta na danych “fikselowych” (FBA) pokazata, ze spadki
W obrgbie gestosci widkien W obrebie wigzki W obszarze V5/PMLS byly réwnie silne dla
obu grup lezyjnych: trenowanej i naiwnej, i wynosity do 40%. Zeby lepiej zrozumie¢ ten
wynik, warto pamigtac, ze gestos¢ wiokien w obrebie wigzki jest metryka, ktéra odnosi si¢
do zmian w liczbie aksondw obecnych w obrebie wigzki widkien substancji biatej (Tournier
i in., 2004; Raffelt i in., 2012). W zwigzku z tym, prezentowane tu spadki w obrebie tej
metryki moga by¢ interpretowane jako redukcja w liczbie aksondw w obrebie wiagzek
wilokien biegnacych do obszaru V5/PMLS w konsekwencji lezji siatkbwkowej. Co ciekawe,
zadna inna metryka uzyskiwana w analizie FBA nie byta zmieniona, co oznacza, Ze przekroj
w tych wigzkach wtokien nie zmienit si¢ wraz z lezja. Opisana redukcja aksondw w obrebie
V5/PMLS jest skutkiem nie ich degradacji, co bytoby rowniez odzwierciedlone zmianami
w obrebie przekroju wiagzki (FC), ale raczej ich przekierowaniem do pelnienia innych
funkcji, co zostato wczesniej opisane u pacjentow niewidomych, gdzie obszar V5/PMLS
aktywowany byt bodzcem stuchowym (Bola i in., 2017, Saenz i in., 2008). Co istotne,

V5/PMLS otrzymuje bezposrednie wejScia poprzez kompleks poduszki (Ouellette
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i Casanova, 2006; Piche i in., 2013), dzi¢ki czemu odpowiedzi neuronow w V5/PMLS
pozostajg relatywnie niezmienione po lezji W obrebie kory wzrokowej V1 (Spear i

Baumann, 1979; Guido i in., 1990).

4.4.2.2 Hipokamp

We wszystkich wynikach analizy danych dyfuzyjnych opartej na miarach “fixelowych”,
pokazaliSmy istotng, obustronng reorganizacj¢ W obrgbie istoty bialej w grzbietowym
hipokampie u kotow po lezji. Ten wynik moze mie¢ zwigzek ze zwigkszong eksploracja
przestrzeni w zwigzku z treningiem. Rola hipokampa w przetwarzaniu wzrokowym byla
opisywana u pacjentéw po usuni¢ciu hipokampa (e.g., Lee i in., 2005). Procentowe spadki
w obrebie uzyskanych metryk FBA byly obserwowane w hipokampie w obu grupach
lezyjnych - zar6wno trenowanej jak inaiwnej. Prawdopodobnie miato to zwigzek
z ograniczong eksploracjg otoczenia W nastepstwie lezji. W grupie kotdéw lezyjnych
i trenownych, prezentowane spadki (FC iFDC) byly ograniczone przestrzennie
w poréwnaniu do kontrolnej trenowanej grupy kotéw. Zaproponowany przez nas trening
angazowat zwierzeta do intensywnej eksploracji wzrokowej. Pomimo tego, ze koty lezyjne,
zarbwno trenowane jak inaiwne, zostaly wraz zlezjg pozbawione cze$ci znajomej
przestrzeni, prawdopodobnie pami¢¢ ruchow oczu sprzed lezji zostala zachowana, a
nastegpnie wzmocniona poprzez zastosowany trening, czego skutkiem moglo by¢

obserwowane op6znienie W redukcji gestosci wiokien u kotow lezyjnych trenowanych.
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4.4.2.3 Jadro ogoniaste

Uzyskane wyniki pokazaty zmiany struktury istoty bialej w obrebie jadra ogoniastego, ktore
zwigzane byly zaréwno z treningiem jak i z lezja. Jadro ogoniaste stanowi cz¢$¢ struktury
prazkowia, ktora jest silnie unerwiona przez neurony dopaminergiczne (Oldehinkel, 2022)
i jest zaangazowana W motywacyjng kontrol¢ ruchow sakkadowych galek ocznych
(Kawagoe i in., 2004). Przekroj przez widkno (FC) mial mniejsze procentowe spadki,
dodatkowo ograniczone przestrzennie, u kotéw lezyjnych trenowanych w poréwnaniu do
kotoéw lezyjnych naiwnych, wynikajace prawdopodobnie z silnej motywacji do eksploracji
wzrokowej. Zardwno trening iuczenie wykorzystuja podobne mechanizmy, a badania
neuroobrazowe na ludziach wskazuja na mozliwa rol¢ jadra ogoniastego W r6znych formach
uczenia zwigzanych tak z treningiem, jak i metoda “prob i btedow” (Cincotta i Seger, 2007),

klasyfikacji wzrokowej (Ashby i in., 1988) czy kategoryzowania (Seger, 2010).

Wyraznie widaé, ze w grupie kotow RLN obecny jest wzrost wartosci FA w czasie a
najwyzsze warto$ci widoczne byly w 4 tygodniu po lezji. Warto$ci te wracaja do poziomu
bazowego w 12 tygodniu po lezji co dotyczy obu pétkul. Dodatkowo dla prawej potkuli

zaleznos¢ ta obserwowana jest juz wezesniej, w 8 tygodniu po lezji.

W grupie kotéw lezyjnych trenowanych, u ktorych zaraz po lezjach rozpoczynat si¢ trening
wzrokowy, mozna zauwazy¢, sinusoidalne fluktuacje wartosci FA w czasie. Wartosci te
spadaja na poczatku, nastepnie powracajag do poziomu bazowego by ponownie ulec
spadkowi w 12 tygodni po lezji. Jedyne obserwowane roznice W wartosciach FA w stosunku
do warto$ci bazowych (przed lezjg) stanowity wzrosty wartosci FA w lewych wzrokowych

obszarach- peryferycznych V1-2 oraz VV2-3.

Trening blokuje reorganizacje wywotane lezjg siatkowki. Dodatkowo, w obrgbie wszystkich

grup kotow widac¢, ze lewa potkula na dtuzej przejawia plastyczny potencjat w porownaniu
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do potkuli prawej, w ktdrej z kolei zmiany plastyczne ustajg w TP4 (w tym czasie w lewej

potkuli zmiany wcigz zachodzg).

Trening wzrokowy przeprowadzony po lezji siatkbwkowej wyraznie zatrzymuje
reorganizacje znig zwigzane, a efekt ten widoczny jest réwniez W wynikach

behawioralnych.

4.4.2.4 dLGN i korowe okolice wzrokowe V1-4

Wilbkna istoty biatej dochodzace do ciata kolankowatego bocznego nie wykazywaly zadnej
zmiany pod wpltywem treningu. Jedynie w przypadku grupy kotdéw lezyjnych nie
trenowanych (RLN), substancja biata w obrebie pasma wzrokowego oraz widkna
dochodzace do struktury LGN wykazywaty zmiany, co pokazane byto za pomocg dynamiki
czasowej warto$ci FA jak i poprzez spadki procentowych wartosci FC. Ta metryka definiuje
zmiany w przekroju wiokna na poziomie mikroskopowym w (Raffelt i in., 2017), i moze
by¢ interpretowana jako degeneracja aferentdw dLGN w nastepstwie lezji siatkowki.
Najsilniejszy wzrost wartosci FA w dLGN obserwowany byt 2 tygodnie po lezji, i wracal
do poziomu poczatkowego 8 tygodni po lezji. Uprzednio, Beakelandt i in. (1994) pokazali
wystepowanie przemodelowania synaptycznego U kotdbw w obrebie dLGN w nastepstwie
centralnej lezji siatkdwki. Czas, w jakim obserwowane byty fluktuacje immunoreaktywne
dla markera zageszczenia synaptycznego - Synapsyny - przypominaja nasze wyniki,
pokazujg wzrost 3 tygodnie po lezji i wracajgc do poziomu bazowego w okolicach 7 tygodni
po lezji. Rownoczesny wzrost immunoreaktywnosci dla markera formowania nowych
synaps GAP-43, od 3-go tygodnia po lezji, uzasadnia wystepowanie przeorganizowania
w obrebie dLGN a takze poza nim. Réwnolegle, liczba komorek nie wskazywata na utrate
neurondw w obrgbie LPZ dla dLGN po leji (Eysel iWolhard, 1984). Zmiany
W potaczeniach synaptycznych prawdopodobnie doprowadzity do przesunigcia pol

recepcyjnych dLGNu, poczawszy od 4 tygodnia po lezji, a trwajgce nawet 50 tygodni, co
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pokazane zostato elektrofizjologicznie u kotow poddanych lezjom siatkowki (Eysel i in.,
1980, Eysel iin., 1981). Czasowe zmiany w dLGN w modelu MP u matp kapucynek,
obserwowane W poziomie biatka GAP43, GFAP zwigzanego ze wzrostem rowniez
odpowiadaja dynamike obserwowang W naszych wynikach FA: poczatkowy wzrost
I nastepujacy po nim powr6t do wartosci poczatkowych 4 tygodnie po lezji (Pereira i in.,

2022).

Na poziomie korowym, LPZ w obrebie centralnej czesci V1-2 uwidocznito wzrost poziomu
FA miedzy 2 a 8 tygodniem, a do 12 tygodnia wartosci wrocity do poziomu sprzed lezji.
Dynamika taka byla juz wcze$niej opisywana W badaniach neurofizjologicznych
i neurochemicznych w obszarze V1 kotéw poddanych lezji siatkdéwki (Arckens i in., 2000,
Giannikopoulos i Eysel, 2006, Hu iin., 2011). Nasze wyniki FA dla obszarow V2-4
pokazaty, ze dla zwierzat lezyjnych, ale nie trenowanych, wartosci FA spadaja od 4 tygodnia
po lezji i wracaja do wartosci poczatkowych 8 tygodni po lezji. Podobna, zalezna czasowo
dynamika ekspresji zif268 byta opisana dla obszaréw V2/18, V3/19, V4/21a (Burnat i in.,
2017) z obserwowanym poczatkowym spadkiem bezposrednio po lezji, a nastgpnie
czegSciowym powrotem do wartosci wyjSciowych wraz z czasem. Badania te zostaty

opublikowane Kozak i inni (2024).
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5. Podsumowanie i wnioski

Zaprezentowany W tej pracy zestaw zadan opartych o ruch, nie tylko pozwala na dopetnienie
badan okulistycznych, ale umozliwia tez wskazanie potencjalnie nieuszkodzonych lub
nawet wzmocnionych funkcji lokalnie uszkodzonego ukladu wzrokowego, ktore
W popularnych testach ostrosci widzenia pozostajg niezauwazone. Sugerujemy, ze nasze
nowatorskie podej$cie do mierzenia funkcji wzrokowych moze by¢ stosowane jako wezesne
narzedzie diagnostyczne, nawet w domowych warunkach. Ostatnie badania funkcjonalne
moOzgu W rezonansie magnetycznym przeprowadzone w naszym zespole pokazaty, ze
zaprojektowany w toku niniejszej pracy doktorskiej autorski test do pomiaru ostrosci
widzenia zaleznej od ruchu, wraz z mechanicznym ograniczeniem widzenia peryferycznego
u osob zdrowych (Kozak iin., 2021) umozliwia zobrazowanie oddziatywan pomiedzy

centralnym i peryferycznym widzeniem (Ninghetto i in., 2024).

W prezentowanym tutaj badaniu, jego uczestnicy udzielali odpowiedzi istotnie szybciej
wtedy, kiedy ich pole widzenia byto ograniczone. U zdrowych 0sob, niezaleznie od zakresu
stymulowanego pola widzenia, pokazaliSmy rowniez pogorszenie si¢ centralnego
postrzegania ksztattdow definiowanych przez ruch. Wyniki te pogarszaty si¢ wraz ze
zwigkszeniem szybko$ci ruchu w negatywnym kontrascie, a poprawialy si¢ wraz z
obnizeniem predkosci. Ku naszemu zaskoczeniu, uzyskiwane wartosci progowe U zdrowych
0sob kontrolnych nie zalezaty od ograniczenia pola widzenia. Zapewne, stosowane w
naszym zespole, przejsciowe ograniczenie peryferycznego pola widzenia za pomoca gogli
nie jest wystarczajace by usung¢ dobrze ustanowiong podczas rozwoju dominacje wzrokowa
sprzyjajaca centralnemu przetwarzaniu, w przeciwienstwie do dlugotrwatego uszkodzenia
siatkowki, ktdre prowadzi do zmian w rownowadze pomigdzy centralnym i peryferycznym

przetwarzaniem (Ninghetto i inni, 2024).
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W naszym pilotazowym badaniu, u dwoch pacjentéw z chorobg Stargardta, pokazalismy
roOwniez, ze ruchomy sygnat 0 negatywnym kontrascie jest na tyle trudny, ze pacjenci
odmawiajg udziatu wtych zadaniach wzrokowych, w ktorych byt on wykorzystany.
Uwzgledniajgc fakt, ze centralna siatkowka naczelnych zbudowana jest w taki sposob by
wzmacnia¢ negatywny sygnal i przetwarzanie sygnatdow typu OFF, taka niemozno$¢
podjecia tych zadan przez pacjentow STGD jest zrozumiata (Jin i in., 2008). Pacjenci STGD
nie sg W stanie wykry¢ ksztattu definiowanego przez ruch w negatywnym kontrascie,
dlatego, ze ich centralna siatkowka ulegta degeneracji. Co wazne, w analogicznych
zadaniach, ale w jasnym kontrascie pacjenci STDG uzyskiwali dobre wyniki. Podobng
roznic¢ w postrzeganiu kontrastow zaobserwowalismy w przedstawionych tu wynikach
behawioralnych kotéw po obustronnej symetrycznej lezji centralnej siatkdwki. Ten wynik
jest szczegdlnie istotny dla zapewnienia komfortu pacjentom z zaburzeniami siatkowki, jako
ze sg oni stale stymulowani przez sygnaly wzrokowe o negatywnym kontrascie dochodzace
Z otaczajacego ich Srodowiska jako, ze negatywny kontrast dominuje w naturalnym

obrazach (Ratliff, 2010).

Na podstawie naszych badan zwierzgcego modelu uszkodzenia centralnej siatkdwki, mozna
wnioskowa¢, ze stymulacja wcigz aktywnej, peryferycznej siatkowki prowadzi do
wzmocnienia percepcji wzrokowej, a efekt ten widoczny byt w wynikach behawioralnych
od 2 do 12 tygodni po lezji siatkdwkowej (Kozak iin., 2024). Co wazne, W badaniu
podtuznym, pokazaliSmy role treningu wzrokowego W hamowaniu reorganizacji
w strukturach substancji biatej wzrokowych w modelu zwierzecym naglego uszkodzenia
centralnej siatkdwki. Zmiany zwigzane z samym tylko uszkodzeniem siatkOwki prowadzity
do rozlegtych iduzych réznic w gestosci wiokien w obrgbie wigzki (FD) i w obrebie
metryki obrazujacej jednoczes$nie przekroj poprzez wigzke wiokien i gestos¢ widkien
w obrebie wigzki (FDC). Co ciekawe, zadna inna metryka uzyskiwana w analizie FBA nie
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byta zmieniona. Oznacza to, ze przekrd] w tych wigzkach widkien nie zmienit si¢ wraz
z lezja a obserwowana redukcja aksonOw w obr¢bie obszaru PMLS/V5 nie wynika z ich
degradacji, a prawdopodobnie z przekierowania ich do innych obszarow. W grupie kotow
trenowanych z uszkodzong siatkowka z kolei, zmiany w strukturze istoty bialej byty
skupione i charakteryzowaly si¢ mniejszym spadkiem. Analogiczny wzorzec zmian
obserwowany byt w wynikach FA: wartoSci wyraznie rosly po lezji w grupie kotow
lezyjnych nie trenowanych. U kotéw lezyjnych trenowanych byty zblizone do poziomu
kotow trenowanych. Mamy nadzieje, ze trening wzrokowy celowany we wcigz aktywne
peryferia moze ‘zmobilizowaé’ je do przejecia funkcji, normalnie zaleznych od centralne;j

siatkéwki.
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