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2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1. A COVID-19 betegség

A koronavirusok ribonukleinsav (RNS) virusok, melyek a Coronaviridae csalad egyik
alcsaladjahoz az Orthocoronavirinae alcsaladhoz tartoznak, mely tovabbi négy csoportra
oszlik: alfa-, béta-, gamma- és deltakoronavirusok.!? Human fertézést okozo
koronavirusokat elészor 1960-ben irtak le,®> a 2002-es SARS-CoV (sulyos akut
1égz6szervi szindromat okozo koronavirus) jarvanyt megel6zden altalaban enyhe 1éguti
infekciot okoztak.* A Kinaban kitért SARS-CoV jarvany 2500 megbetegedést okozott és
850 életet kovetlelt. 2012-ben a Szatd-Arabiaban megjelend MERS-CoV (kozel-keleti
légtiti koronavirus) jarvany kdzel 8000 megbetegedéssel és 750 halalesettel jart.> 2019.
decemberben a kinai Wuhanban megszaporodtak az ismeretlen eredetli pneumonias
esetek, a mintakbol egy addig ismeretlen bétakoronavirus keriilt izolalasra. Az 1j tipusu
koronavirus beazonositasaval hétre emelkedett a human patogén koronavirusok szama.®
A virust stilyos akut 1égz6szervi szindromat okozo koronavirus-2-nek (SARS-CoV-2), az
altala okozott betegséget koronavirus betegség 2019-nek (COVID-19) nevezték el.” Az
Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) 2020. marcius 11-én
kihirdette a COVID-19 pandémiat.® A WHO adatbazisa alapjan 2023. aprilisaig kozel 7
millié halélesetet és 700 milliot meghaladd megbetegedést regisztraltak vilagszerte.® A
virus mutciojaval szamos varians megjelent, melyeket a gorog abécé betiiivel jeldliink.
A SARS-CoV-2 altal okozott betegség a tiinetek széles spektrumat okozhatja, a 1aztol és
az enyhe megfazastol kezdve egészen a stlyos 1égzési elégtelenségig és a halalig.!* A
hospitalizalt betegek harmada szamol be perzisztalo, COVID-19 betegséghez kapcsolodd
panaszokrol, a betegek felénél pedig a koérhazbdl torténd hazabocsajtast kovetden is
hosszan fennallnak a tiinetek.!> A SARS-CoV-2 fertdzésen atesettek gyakran
beszamolnak  altalanos  (faradtsdg, csokkent terhelhetdség, 1égszomj) ¢és
neuropszicholégiai (szorongas, depresszio, distressz) tiinetekrl.'® A betegség
maradvanytiinetei szamos Szervrendszert érinthetnek. Tobbek kozott kialakulhat
tiidofibrozis, kardiovaszkularis rendellenességek, vese karosodas, neuroldgiai és mentalis
betegségek, valamint az alapbetegségek stlyosbodasa, fellangoldsa.'* A fertézés alatt a
betegek csaknem 90%-a beszamol legalabb egy neuroldgiai tiinetrdl.'® Az idegrendszeri
tiinetek megjelenhetnek a léguti tiinetek el6tt, azokkal egy idOben és azok lezajlasa utan

is.%6 Erintett lehet a kozponti és a periférias idegrendszer, valamint a muszkuloszkeletalis
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rendszer is.!” A leggyakoribb neuroldgiai tiinet az izérzékelés és a szaglas zavara,'®
gyakran el6fordul fejfajas, szédiilés és myalgia is. Bar kisebb szamban, de sulyos
neurologiai komplikaciok is kialakulhatnak, mint példaul agyi infarktus, szinusz
trombozis, epilepszia, meningitisz és Guillain-Barré szindroma.’® Az idegrendszeri
érintettség eredete lehet a kozponti vagy a periférias idegrendszer direkt karosodasa, a
virus antigén hatasa altal keltett gyulladasos valasz eredménye, valamint a fokozott
véralvadas és az endotel diszfunkcio.?® A stilyos kozponti idegrendszeri térténések
mellett sziv-érrendszeri katasztrofak is el6fordulhatnak, mint miokarditisz, akut
miokardialis infarktus, vénas tromboembélia és szivelégtelenség.?? A SARS-CoV-2
megtamadja az endotel sejteket, igy mind az artérias, mind pedig a vénas oldalon mikro-
és makrovaszkularis szovoddmények alakulhatnak ki.?? A fertdzés altal okozott citokin
vihar endotel karosito hatasa a koagulacios kaszkad aktivaciojahoz, tromboembolias

szovédmények és disszeminalt intravaszkularis koagulopétia kialakulasahoz vezethet.?

2.1.1. A COVID-19 betegség szemészeti szovodményei

Ismert, hogy a COVID-19 megbetegedésnek szamos szemészeti szovodménye is
lehet.?*?5 A szemészeti tiinetek megjelenhetnek a fertézés alatt és azt kovetden is.?8 A
leggyakoribb okularis érintettség a conjunctivitis, mely tiinettanaban nem kiilonbozik a
tobbi  virusos kotShartyagyulladastol.?” A latast fenyegeté komplikaciok is
kialakulhatnak, mint reaktivalodo uveitis, szemfenéki artérias vagy vénas elzarodas,
retindlis vérzések, gyapottépés gocok, chorioretinitis, panuveitis és scleritis.?®
Neurooftalmoldgiai korképek is felléphetnek, mint példaul izolalt agyideg bénulasok,
orbita gyulladas és nystagmus.?°

A szemfelszin kornyezeti hatasok és infektiv agensek szamara kitett teriilet. A
konnyfilmnek szerepe lehet a virus replikacioban SARS-CoV-2 fertézés esetén,® az
infekcidhoz kapcsolodoan szdmos szemfelszini megbetegedést leirtak.?®*° Az epitel
sejtek, a stromalis keratocytak és az endotel sejtek mellett antigén prezentald sejteket is
be lehet azonositani az egészséges corneaban, mint példaul a dendritikus sejtek (DC) és
a makrofagok.®> A DC-k a csontvel6bdl szarmazoé antigén prezentald sejtek heterogén
csoportja, dontd szerepiik van mind a humoralis, mind pedig a sejtes immunvalaszban.®2
A cornealis DC-k a bazilis epitelium és a szubbazalis idegi plexus szintjén helyezkednek
el.3® Fertdzés, gyulladas vagy sériilés esetén a DC-k nagy szamban véandorolnak a
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bizonyitottak, hogy a gyulladas hatassal van az epiteliumban fellelhetd DC-k érésére és

fenotipus véltozasara is.3!

2.2. A diabétesz mellitusz

A diabétesz mellitusznak (DM) két f6 formajat kiilonboztetjiik meg: az 1-es tipusu
(T1DM) és a 2-es tipusu (T2DM) cukorbetegséget. TIDM esetén a hasnyalmirigy (3
sejtjeinek karosodasa miatt abszolut inzulin hiany jon 1étre. A 2-es tipusu cukorbetegséget
inzulinrezisztencia, ehhez kapcsolddd relativ inzulin hiany és/vagy koros inzulin
szekrécid, valamint emelkedett vércukorszint jellemzi. A T2DM a gyakoribb tipus, a
betegek kozel 90-95%-at érinti.3*+®

A Nemzetkozi Diabétesz Szovetség (International Diabetes Federation, IDF) adatai
alapjan 2021-ben a vilagon 537 milli6, Eurépaban 67 milli6 diabéteszes felnétt (20-79 év
kozott) élt. Kontinensiinkon 11 ember koziil 1 érintett a betegség altal. Az IDF becslése
szerint 2030-ra a diabéteszesek szama globalisan elérheti a 643 millio, 2045-re pedig a
783 millio fét. 2021-ben a diabétesz és szovédményei 6,7 millio halélesetért feleltek
vilagszerte.®® Eurdpaban az ujonnan felfedezett 1-es tipusu cukorbetegek szama évente
3,4%-kal emelkedik, amennyiben ez a tendencia folytatodik, a kovetkezé 20 évben a

betegség incidencija meg fog kétszerezddni.*’

A cukorbetegségnek lehetnek makrovaszkularis és mikrovaszkularis szovodményei. Az
arterioszklerozis talajan kialakuld makrovaszkularis komplikaciok, mint a szivinfarktus,
az agyi infarktus és a periférias artérias megbetegedések, T2DM-ben a vezet6 halalokok
kozé tartoznak. A mikrovaszkularis szovOidmények jol ismert tridsza a nefropatia, a

3 Az emelkedett vércukorszint altal okozott endotel

neuropatia €és a retinopatia.
diszfunkci6 mind a  makro-, mind pedig a mikrovaszkularis sz6védmények
kialakuldsaban kulcsfontossdgu szerepet jatszik. Az intravaszkularis hiperglikémia az
endotel sejtek karosodasat okozza a poliol anyagcsere 1t, a protein kinaz C Gtvonal és a
hexdzamin utvonal aktivalasa, valamint a késoi glikacios végtermékek felhalmozodasa
miatt. Mindegyik tGtvonal reaktiv oxigén szabadgyokok termel6déséhez, a novekedési
faktorok és a citokinek egyenstlyanak felborulasahoz, valamint epigenetikai

valtozasokhoz vezet.®*

A periférias neuropatia, a retinopatia ¢és a nefropatia TIDM és
T2DM esetén is detektalhatd, csakiigy mint prediabétesz és metabolikus szindroma
esetén.394%4 Az UKPDS (,,UK Prospective Diabetes Study” ) és mas populécié alapt
vizsgalatok szerint a szigoru glikémids kontroll és a megfeleld kardiovaszkularis allapot
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csokkentheti a DM-hez kapcsolodd komplikacidk, mint a retinopatia és a neuropatia

kialakuldsdnak esélyét és hozzajarul a tovabbi morbiditas és mortalitds megeldzéshez.*?43

2.2.1. A diabétesz mellitusz szemészeti szovodményei

A cukorbetegség a szem minden szdvetét karosithatja, a betegség kovetkeztében
kialakulhat korai sziirkehalyog, retinopatia, neovaszkularis glaukéma, optikus
neuropatia, diabéteszes papillopatia, szemmozgaszavar, keratopatia és szdraz szem
szindroma is.***® A vékonyrost polineuropatia és a retinopatia a diabétesz hosszatavi
mikrovaszkularis szovodményei kozé tartoznak.*® A diabéteszes retinopatia (DR) a DM
leggyakoribb szemészeti szovodménye, tarsadalmunkban a vaksdg vezetd okai kozé
tartozik. A 40 év feletti diabéteszes betegek kozott a retinopatia becsiilt prevalenciaja
34,6%, ez vilagszerte 93 millio embert jelent.®” Globalisan a diabéteszes retinopatiaval
élok szama 2020 és 2045 kozott becslések szerint 55,6%-kal fog emelkedni.*® Ez a
novekedés a gyors ilitemben emelkedd diabéteszes populacionak tulajdonithato. Az
UKPDS adatai alapjan a T2DM-es betegek tobb mint 40%-anal mar a diagndzis
felallitasakor jelen van valamilyen foku diabéteszes retinopatia, TIDM esetén a DR
késébbi és akutabb komplikacio.*” A DR kialakuldsnak szempontjabol a legfontosabb
rizikofaktor a betegség fennallas id6tartama. TIDM esetén 5 év utan 25%, 10 év utan
60%, mig 15 év utan 80% a DR kialakuldsdnak az esélye.*®*® A befolyasolhatd
rizikofaktorok koziil a vércukorszintnek €s a vérnyomdsnak van a legnagyobb
jelentdsége.®® A HbAlc célértéket 7%, bizonyos esetekben 6,5% alatt célszerii
meghatarozni.*® Egy metaanalizis szerint a vérzsirszint-csdkkentd gyogyszerek pozitiv
hatast gyakorolhatnak a DR progressziojara ¢s csokkenthetik a maculaddéma
kialakuldsanak kockazatat®® A diabéteszes retinopatia stddiumbeosztiasira az
,International Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale” hasznalatos (1. tablazat). *2
Diabéteszes retinopatidban a kapillaris karosodas alapja a pericytdk pusztuldsa, a
bazalmembran megvastagodasa és az endotel sejt proliferacio, melyek érelzarodashoz és
a permeabilitas fokozddasahoz vezetnek. A pericytak hidnydban meggyengiilt kapillaris
falon kiboltosuldsok keletkezhetnek, ezek a mikroaneurizmak. Az érfal atereszto
képessége megnd, folyadék és lipid dramolhat a retina szévetei kdz¢. A maculaddéma a
DR barmely stadiumaban megjelenhet. A non-proliferativ DR tovabbi jellegzetes tiineteli
az intraretindlis vérzések és a vénas lefiiz6dések. Az intraretindlis mikrovaszkularis
abnormalitasok arterio-venozus shuntok, megjelenésiik kapillaris hipoperfaziot jelez. A

kapillaris nonperfizio oxigénhianyt, az angiogenezist serkentd faktorok felszaporodasat,
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majd érijdonképzédést eredményez. °3°* Bar a DR-t alapvetden a retina mikrovaszkuldris
karosodasnak tartjuk, szamos tanulmany arra enged kovetkeztetni, hogy a retina
neurovaszkularis megbetegedésér6l van szd. Retindlis neurodegeneracio, glidzis ¢és
neuroinflammacios folyamatok azonosithatok a latohartyaban még a vaszkularis rendszer

karosodasa elétt.>®

DR sulyossagi foka Tagitott pupilla mellett oftalmoszkoppal lathaté

elvaltozasok

nincs lathato retinopatia | nincs koros elvaltozas

enyhe NPDR mikroaneurizmak jelenléte

kozépsulyos NPDR mikroaneurizmdkndl sulyosabb, de a stlyos NPDR-né¢l

enyhébb elvaltozasok

stulyos NPDR az alabbiak koziil barmelyik jelenléte PDR nélkiil:
- > 20 intraretinalis vérzés mind a 4 kvadransban
- vénas lefliz6dések 2 vagy tobb kvadransban

- IRMA 1 vagy tobb kvadransban

PDR az alabbiak koziil egy vagy mindkettd jelenléte:
- neovaszkularizacio

- lvegtesti/preretinalis vérzés

NPDR = non-proliferativ diabéteszes retinopatia; PDR = proliferativ diabéteszes retinopatia; IRMA =

intraretinalis mikrovaszkularis abnormalitasok

1. tablazat. A diabéteszes retinopatia stadiumbeosztasa az ,International Diabetic

Retinopathy Disease Severity Scale” alapjan

A DR jelenléte fokozott kockazatot jelent a szisztémas vaszkularis szovédmények
szempontjabodl is. A szemészeti vizsgalat soran talalt eltérések nem csak a szemgolyo,
hanem az egész szervezet Adllapotara kovetkeztetni engednek.®® A retinalis
mikrovaszkularis karosodas szoros Osszefiiggést mutat a diabéteszes polineuropatia

stilyossagaval.>’

A diabéteszes cornealis neuropatia oka a tartos hiperglikémia okozta
nervus trigeminus érintettség, mely a cornea beidegzésének karosodasat eredményezi.*®

Az ¢érz6 beidegzés sériilése az epitelium fellazulasdhoz és lassu sebgyodgyulashoz
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vezethet.>® Bar a diabéteszes keratopatia a DM-es betegek 70%-4t érinti, tiinetszegény

t.60

volta miatt aluldiagnosztizalt.” Tiinetei koz¢ tartozik a csokkent cornea érzékenység, a

N4

visszatéré epitelium er6zid, a szaraz szem és a latast is veszélyezteté neurotrofias

cornealis ulceraci6.>®
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3. Célkituzés

A modern szemészeti vizsgaloeljarasokkal a retina kapillaris halozata, a choriokapillaris,
a latéidegfdo ¢€s a szaruhartya periférias idegei kvalitativ és kvantitativ moddon
vizsgalhatok. Korabbi kutatasok bizonyitottak, hogy in vivo konfokalis mikroszkéopiaval
(IVCM) acornea sejtes elemei és a szubbazalis idegrostok morfoldgiaja eltérést mutatnak
a szemfenéken lathato elvaltozasok hianyaban is, mar joval a neuropatia, a retinopatia
vagy a mikroalbuminuria megjelenése el6tt.51628384 Az |[\VCM alkalmas a periféris
idegek ¢€s a gyulladdsos sejtek mindségi €s mennyiségi elemzésére egészséges €s
gyulladasban 1év6 szaruhartya esetén is.®2% Az OCT angiografia (OCTA) a konfokalis
mikroszkopidhoz hasonléan non-invaziv eljaras, mely kontrasztanyag adasa nélkiil teszi
lathatova és kvantifikdlhatova a retinalis kapillaris halézatot és a choriokapillarisokat.%
Az OCTA a vérerekben 1évo vorosvértestek mozgasat hasznalja fel a képalkotasahoz a
kornyezd statikus strukturakhoz viszonyitva. Diabéteszben a kapillaris elzarodas é€s
nonperfizio az egyik korai esemény, amely ischaemidhoz és szdveti karosodashoz
vezet.’” A COVID-19 vilagjarvany kovetkeztében kialakuld multiszisztémdas betegség
mikrovaszkularis ¢és neurodegenerativ szovOdményeit egyre szélesebb kdrben
tanulmanyozzak.®3% A korképnek szemészeti manifesztacioja, illetve részjelensége is
ismert.?4?° Patofizioldgiajukat tekintve a diabétesz és a COVID-19 betegség szamos

aspektusban hasonlo komplikacidkhoz vezethet.

Célul thztik ki enyhe vagy tiinetmentes SARS-CoV-2 fertdézésen atesett személyek
cornealis és retinalis neurodegenerativ, valamint a latohartya mikrovaszkularis
elvaltozasainak vizsgalatat non-invaziv klinikai modszerekkel, valamint az elvaltozasok
sejtes és ultrastrukturalis elvaltozasait tanulmanyozzuk, valamint kvantifikaljuk a

neuroinflammatorikus folyamatokat COVID-19 betegséget kovetden.

Vizsgalatsorozatunk masik célja l-es és 2-es tipusti cukorbetegek latohartyat és
szaruhartyat érinté neurodegenerativ, valamint retinalis mikrovaszkularis elvaltozasainak
vizsgalata non-invaziv klinikai moddszerekkel. Olyan biomarkerek kidolgozasat
tervezziik, amelyek idében jelzik a progressziv lefolyast és altaluk a késdbbi
visszafordithatatlan retinalis és cornedlis szovOdmények prevencidja lehetdvé valik. A

szemészeti manifesztacio korai észlelése terapias jelentdségli, ezzel a késdbbi morbiditas
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megeldzhetd. Tovabbi célunk annak vizsgalata, hogy a retindlis mikrovaszkularis vagy a

cornedlis neurodegenerativ elvaltozasok alakulnak ki korabban diabéteszes betegeknél.

Kutatomunka fo feltevései:

1. lgazoltan SARS-CoV-2 fertdzésen atesett betegek esetén in vivo konfokalis
mikroszkopiaval kiillonbozé foku idegrost morfologiai eltérések mutathatok ki, OCT

angiografia soran mikrovaszkularis elvaltozasok valosziniisithetdk.

2. Az in vivo konfokalis mikroszkopiaval demonstralhatd sejtes és idegi struktirakat
érint6 elvaltozasok sulyossaga a szaruhartyaban korrelal a cukorbetegség stadiumaval,

valamint az egyéb klinikai sz6vodmények sulyossagaval.

3. Az OCT angiografiaval észlelt retinalis kapillaris plexus anomaliak mar a diabétesz
mellitusz korai stadiumaban kimutathatok és az eltérések stlyossaga az alapbetegség

stadiumaval korrelal.

4. Az in vivo konfokalis mikroszkopiaval detektalhato elvaltozasokkal egy idében,
mindenféle klinikai tiinet vagy jel megjelenése elott felfedezhetdk retinalis

mikrovaszkularis elvaltozasok, amelyek a diabéteszes retinopatia stlyosbodasaval

fokozodnak.
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4. A vizsgalatban alkalmazott képalkoto eljarasok ismertetése

4.1. Az optikai koherencia tomografia (OCT)

4.1.1. Az OCT mikodési elve

Az OCT non-invaziv, nagy felbontasu képalkotd technologia, mely a vizsgalt szovetbol
szarmazo ¢és egy referencia jel kozotti interferencian alapul és valds idejii képet hoz
létre.”%"t A vizsgalat non-kontakt, azaz direkt kontaktusra vagy kdzvetité médiumra nincs
sziikség.”” Klinikai alkalmazasarol 1991-ben Huang és munkatérsai szdmoltak be.”* Az
OCT optikai biopsziaként miikodik, a szovetek eltavolitasa nélkiil nagy felbontasa (1-15
pm) felvételt ad.”>" Miikddési elve hasonlit az ultrahangéhoz, azzal a kiilonbséggel, hogy
fényt hasznal akusztikus hulldm helyett.”>”™ A fény a hanghullimmal &sszehasonlitva
rovidebb hullamhosszasagu, kisebb a szdveti penetrancidja, ugyanakkor nagyobb
felbontasu képet hoz Ilétre. A szemészetben vizsgalt struktardk mérete miatt az

alacsonyabb mértékii szdveti thatolds nem relevans.’

Az OCT vizsgalat soran Keresztmetszeti kép jon létre a szovetek fénysugarral torténd
pasztazasa, valamint a visszaverddési idd késésnek és intenzitdsanak mérése folytan.
Mivel a fény rendkiviil nagy sebességgel halad, a visszavert fény nem mérhetd
visszaverddd fény interferal egy referencia fénysugarral.”>">'® Az interferencia két vagy
tobb hullam szuperpozicidja, amelynek eredménye egy 0j hullimmintazat. Az OCT
leképzés a Michelson-féle interferométer segitségével torténik.’ A szuperlumineszcens
dioda 1ézerbdl szarmazo fénynyalab megvilagitja a fénysugar elosztot, majd kettévalva
folytatja az utjat. Az egyik fénysugar a leképzendé szovetre, a masik a referencia oldalra
vetiil. A mintardl visszaverddd fény interferal a referencia karral, majd egy fotodetektor
érzékeli az interferométer kimenetelénél. A mintar6l visszaver6dd fény késése és a
visszavert fény intenzitasa mérhet6 az interferencia kimenet érzékelésével (1. abra). Az
adatok logaritmikus sziirke skalan vagy hamis szinskalan dbrazolhatok.”"> Az OCT altal
létrehozott kétdimenzios, keresztmetszeti B-moda képek egydimenzios, longitudinalis A-
modu leképezések sorozatabol allnak. Az A-moda leképezéseket a szovetek optikai

reflektivitasa, denzitdsa hatarozza meg.”’
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1. abra. Az OCT miikddési elve (Forras: Aumann S et al. Optical Coherence Tomography
(OCT): Principle and Technical Realization. In: JF Bille. High Resolution Imaging in
Microscopy and Ophthalmology, Springer, Heidelberg, 2019.)

Az elsé generacios OCT késziilékek a time-domain OCT-k (TD-OCT) voltak, melyek
alapjat egy fényforras és egy mozgd referencia tiikor adta.’® Az tujabb generacids,
gyorsabb és nagyobb felbontast OCT-k megjelenésével a TD-OCT-k kiszorultak a

mindennapi klinikai gyakorlatbol.

A masodik generacios OCT-k a Fourier-transzformacié elvén miikkdo spectral-domain
(SD) OCT-k, melyek minden visszaver6d6 fényhullamot szimultan érzékelnek. A mozgd
referencia tiikor eliminalasaval az A-szkennek szama jelentésen megnd, ami gyorsabb
képalkotast és nagyobb felbontoképességet eredményez.’”® Az SD-OCT-k axiélis
felbontoképessége 4-6 pum, mig a TD-OCT-ké 10 um volt.’®%8 Az SD-OCT
tovabbfejlesztett valtozata az ,,enhanced-depth imaging” (EDI) OCT, mely 500-800 um-

rel mélyebb penetraciot tesz lehetdvé, igy a chorioidea vizsgalatara is alkalmas.1#2

Jelenleg a legmodernebb OCT késziilékek a szintén Fourier domain OCT rendszer(i
swept-source OCT-k (SS-OCT). A SS-OCT esetén egy adott hullamhosszasagh 1ézer
nyaldb rendezett modon ,,s0por” végig a vizsgalt szoveteken. A visszaverddd fény és a
referencia kar interferencidja olyan jelet eredményez, amely csaknem valds id6ben
detektalhat6.8? Az SS-OCT-nél hasznalt fényforras az SD-OCT-hez képest komplexebb,
a detektor viszont egyszeriibb. A hosszabb hulldmhossztartomany miatt mélyebb szdveti
penetracio érhetd el, ennek koszonhetden a vitreoretinalis hatarfelszin és a chorioidea is
leképezhetd.82 A SS-OCT az el6z6 generacios késziilékekhez képest nagyobb sebességgel
miikodik, masodpercenként 100.000-400.000 axidlis szkent készit, axialis
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felbontoképessége 8 um. A késziilék alkalmas az eliils6 és a hatsd6 szegmentum nagy
felbontasu, gyors leképzésére.828 A SS-OCT f6 hatranya az SD-OCT-hez képest, hogy
a lateralis felbonto képessége kisebb a hosszabb hulldmhossz miatt, azonban a kiilonbség

nem szamottevd (5 vs. 7 um).8°

4.1.2. Az eliils6 szegmentum SS-OCT

Az OCT technologiat eredetileg a hatso szegmentum leképzésére alkalmaztak, a technika
tovabb fejlodésével alkalmassa valt a szemfelszin és az eliilsé szegmentum vizsgalatara
is (2. abra). A hossz hullamhosszisagu fény és a SS-technoldgia kombinacioja lehetové
teszi az eliils6 szegmentum, mint a szaruhartya, az eliilsé szemcsarnok, az irisz és a
szemlencse vizsgalatat, valamint a szem tengelyhosszanak lemérését is. Szamos
szemészetben relevans paraméter elemzését teszik lehetové a kapott eredmények. Ilyenek
a szaruhartya topografia és tomografia, az eliils6 szegmentum elemzése, a biometria és a

miilencse tervezés.?887

szaruhdrtya

elllsé szemcsarnok

-~

szivarvanyhartya

szemlencse

2. abra. Ep eliils6 szegmentum SS-OCT képe (sajat abra).

4.1.3. A hatso szegmentum SS-OCT

A hatsé szegmentum OCT szovettani feldolgozashoz mérhet6 felbontast képalkotésra
képes a retinardl és a latdidegfordl, megjelenése mérfoldkdnek szdmit a szemészeti
diagnosztikaban (3. abra). A SS-OCT nagyobb hullamhossziisagu vizsgalofénnyel
dolgozik (1040-1060 nm), mint az SD-OCT (840 nm), ennek koszonhetden a torékozegi
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borassagokban kisebb az elnyelddés, valamint nagyobb a szoveti penetracio.®® A SS-OCT
alkalmas az iivegtest, a retina és a chorioidea szimultan vizsgalatara. A nagyobb

képalkotési sebesség miatt a miitermékek szama alacsonyabb.%®

Ganglionsejt réteg Belsé hatarhartya
Belsd szinaptikus réteg Idegrost réteg
Belsé magvas réteg

Kulsé szinaptikus réteg
Kiilsé magvas réteg

Mioid zéna Interdigitacio

Choriokapillaris

KilsS hatérhdrtya  Dpszold 26na Pigmentham

Sattler réteg
Haller réteg

Fotoreceptor kiiltag

3. abra. Ep macula SS-OCT képe (sajat 4bra).

4.2. Az optikai koherencia tomografia angiografia (OCTA)

4.2.1. Az OCTA miikodési elve

Az OCT angiografia az egyetlen vizsgalo eljaras, mely a retina kapillaris halozatanak és
a choriokapillaris non-invaziv —abrazolasara alkalmas, az OCT szoftveres
tovabbfejlesztésének az eredménye. Az OCTA a mozgaskontraszt elvén miikodik, egy
adott teriiletrdl egymast kdvetden tobb B-modu OCT felvétel késziil. A retindban csak a
vorosvértestek mozdulnak el, igy a reflektivitas idobeli valtozasanak detektalasaval az

erek kirajzolhatok. %6909

Az egyes képek kozotti valtozas elemzésére, igy az aramlas detektalasara, szamos

lehetdség all rendelkezésre.”? A Fourier transzformaciot kdvetéen az OCT jel amplitado
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¢s fazis informacidt tartalmaz. A OCT szignal feldolgozasa alapjan 3 f6 OCTA tipust
kiilonboztetiink meg: az amplitudo-jel alapt, a fazis-jel alapu és a komplex-jel alapu
OCTA-t.% Az amplitado-jel alapu leképzés esetén a szignal amplitidéjaban torténd
valtozasok elemzése altal rajzolodik ki az aramlas, ebben az esetben a fazis informaciok
nem lesznek figyelembe véve.®* A mozgaskontraszt érzékelésének masik lehetséges
modja a fény fazis valtozasainak érzékelése, az ugynevezett fazis-jel alapt leképzés. A
vorosvértestek mozgéasa a visszaverddd fényben fazis valtozast indukal, mely eltérés
mérhet6. Mindig jelen van rezidualis mozgas is, azonban ez igen alacsony, mig a vér
mozgésa altal okozott variancia sokkal magasabb.% A fazis és az amplitiidé jel valtozasok
egyidejli kovetésével hibrid technika jon Iétre, mellyel mindkét eljaras el6nye

kihasznalhaté és elkeriilhetok az egyes eljarasokbol adodo hatranyok.®2

Az OCTA megjelenését megelézOen a retina €s a chorioidea ereinek vizsgalatara az
invaziv fluoreszcein (FLAG) (4. abra) és indocianin zold angiografia (ICG) allt
rendelkezésre, melyekkel intravénas festék beadasat kovetden a véraramlas dinamikus,
kétdimenzios dbrazolasara volt lehetséges.”r Az OCTA legnagyobb elénye az érfestéses
vizsgalattal szemben, hogy gyors és ismételheté modon, festék beadasa nélkiil jon 1étre
a képalkotas, igy elkeriilhet6 az esetleges allergias reakcio.®® Az OCT angiografia tovabbi
elénye, hogy az egyes kapillaris halézatok kiilon-kiilén is vizsgalhatok, az ,.en face”
felvételeken a membrana limitans internatél a choriokapillarisig elkiilonitve végig
pasztazhatok az érhalozatok.®* Az OCTA hatranya, hogy a dinamikus valtozasok, mint a
szivargas ¢és a fest6dés nem jelenithetok meg, valamint nem képes abrazolni a lassu
vérataramlasu teriileteket, igy a mikroaneurizmak egy része nem jelenitheté meg a
felvételeken. % Tul lasst vagy turbulens aramlas esetén nem jon létre dekorrelacios jel.
A véraramlas abrazolasat nagymértékben meghatarozza az egyes felvételek kozott eltelt

id8, hosszil interszken id6 esetén az igen lasst aramlas is detektalhato.%’

4. abra. Ep szemfenék fluoreszcein angiografids képe (sajat abra). A: Artérids fazis, B:
Korai vénas fazis, C: Késoi vénas fazis, D: Recirkulacios fazis
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4.2.2. A normal retina vaszkularis plexusai és OCTA képe

A szem vérellatisaért az artéria carotis internabol eredd arteria ophthalmica felelds. ® A
retina az emberi test legnagyobb metabolikus aktivitassal rendelkezd szovete, vérellatasat
két vaszkularis rendszer biztositja. Az atreria centralis retinaec a belsd retina, mig a
choriokapillaris a retinalis pigmentepitel és a kiilso retina vérellatasaért felels. Az arteria
centralis retinae az orbitacsucsban az arteria ophthalmicabdl ered, majd a 1atdideg mentén
halad a szemgoly0 felé, a bulbus mogott 1 cm-rel belép nervus opticus allomanyaba, majd
intraocularisan 2 nazalis és 2 temporalis agra oszlik.®® A retina kiilsé rétege a
chorioikapillaris feldl, diffuzié utjan taplalkozik. A chorioidea vérellatasa szintén az

arteria opthalmicabdl szarmazik a révid és hosszu ciliaris arterioldk utjan.*%

A retindban négy vertikalis kapillaris halozat taldlhat6.1911%2 A felszines kapillaris plexus
(SCP) a ganglionsejt rétegben helyezkedik el és kozvetleniil az arteria centralis retinacb6l
szarmazik. A szuperficialis vaszkularis halozat alatt két mélyebb kapillaris halozat
talalhatd. A belsd plexiform és a belsé magvas réteg hataran a kozépso kapillaris halozat
(MCP), a belsé magvas és a kiilsé plexiform réteg talalkozasanal pedig a mély kapillaris
plexus (DCP) (5. 4bra).'®® Vérellatasukat vertikalis anasztomoézisokon keresztiil a
felszines kapillaris halozatbol nyerik.1%41%5 A latéidegfd koriil talalhatd a negyedik
kapillaris plexus, a radialis peripapillaris kapillaris haldzat, mely az idegrostrétegben
parhuzamosan fut az axonokkal.!%® Nesper és munkatarsai kutatasai alapjan a parafovealis
teriileten mind a harom kapillaris halozat sajat taplalo arteriolaval és elvezetd venulaval
rendelkezik, az egyes kapillaris haldzatokat anasztomoézisok kotik dssze.2%” A foveanal a
retina vaszkularis plexusai gytiriit alkotva egy avaszkularis teriiletet hatarolnak kortil, ezt
hivjuk foveolaris avaszkularis zonanak (FAZ).1% A latohartyaban a FAZ teriiletén a

legmagasabb a fotoreceptorok siirlisége, mivel ez a teriilet felelés az éleslatasért. 1%
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SCP=szuperficialis kapillaris haloézat; MCP=kozéps6 kapillaris halozat; DCP= mély kapillaris halozat;
IPL= bels6 plexiform réteg; INL=bels6 magvas réteg; OPL=kiils6 plexiform réteg; HFL= Henle réteg;

ONL=kiils6 magvas réteg, OLM=membrana limitans externa;

5. abra. Retina parafovealis régidjanak kapillaris halozatai. (Forras: Nesper PL, Fawzi
AA. Human parafoveal capillary vascular anatomy and connectivity revealed by optical
coherence tomography angiography. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2018;59:3858-3867)

Az OCTA késziilékek a struktardk szegmentalashoz anatdmiai referencia sikokat
hasznalnak, mint példdul a membrana limitans interna és a Bruch membran.20%110 A
jelenleg elérheté OCTA késziilékek tobbsége az alabbi négy rétegrol nyu;t
informéaciot:'*
- felszines kapillaris halozat (6. A abra): a ganglionsejt rétegben talalhato kapillaris
halozat (SCP)
- mély kapillaris halozat (6. B abra): a bels6 plexiform réteg kiilsé hatara és a kiilsé
plexiform réteg kézéppontja kozotti teriilet (MCP+DCP)
- kiils6 retina (6. C abra): érmentes teriilet

- choriokapillaris (6. D abra): a retinalis pigmentepitel alatti teriilet
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6. abra. Ep macula OCT angiografias képe (sajat abra). A: Szuperficialis kapillaris
halozat, B: M¢ély kapillaris halézat, C: Kiilsé retina, D: Choriokapillaris

4.2.3. Az OCTA leképzés kozben keletkez6 miitermékek

Az OCTA felvételeken jelentkezd artefaktok szdmos technikai és klinikai okbdl
1étrejohetnek: az OCT képek készitésének és feldolgozasanak modja kovetkeztében, a
vizsgalt szem tulajdonsagai miatt, a8 szemmozgasok altal, valamint az OCT felvételek

angiografias képpé valo atalakitasa kozben.%

Alacsony jelerdsségbol adodo miitermékek: Szamos okbodl kialakulhat alacsony
jelerésség, mint példaul a szivarvanyhartya arnyékold hatasa nem megfelelen tag pupilla
esetén, a torokozegi borussagok, az intraretinalis vagy a szubretinalis folyadék, a vérzés,

az erek arnyékold hatdsa vagy a pigmentham osszecsapzodasa (7. A, B abra).112113

Projekcidos artefaktok: Az OCTA képalkotas az azonos pozicidobodl visszaverddo fény
reflektivitdsanak valtozasan alapul, mely eltérés az erekben mozgd vorosvértesteknek
tulajdonithatd. Az éren keresztiil halado fény tévesen aramlasnak érzékelhetd, ha az alatta
1évé teriiletrdl visszaverddik.%? Tehat a projekcids artefakt tévesen detektalt dramlas a
mélyebb rétegekben.!'* Projekcios miitermékre utal, ha a mély kapillaris halozatban a
felszines kapilldris halozattal megegyezé mintazat abrazolodik.!® A legujabb,
ugynevezett PAR (projection artifact removal) szoftverekkel a projekcios miitermékek
eredményesen eltavolithatok. A moédositas kovetkeztében alakulnak ki az ugynevezett

»projection removal” artefaktok. Ebben az esetben aramlési hidny lathato a mélyebb

crer
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Szegmentacios hibak: Az OCTA en-face felvételeken a retina kiilonboz6é szeleteinek
mikrovaszkularis haldzata abrazolodik. A szeletek a retina meghatarozott rétegei altal
hatérolt teriileltek.'!® Minden hiba, ami az egyes rétegek beazonositisakor torténik,
szegmentacios hibdhoz vezet. A szegmentécios hibak gyakoribbak rossz képmindség és

retinalis patologia jelenléte esetén.tt’

Mozgasi miitermékek: Az OCTA képalkotas kozben ugyanarrdl a teriiletrol egymas
utan tobb B-modu felvétel késziil, igy a felvételek érzékenyek mind az axialis, mind a
transzverzalis mozgasokra. A 1égzéssel egyiitt jard apréd elmozdulasok vagy a szem
szakkadikus elmozdulasai is mozgasi miiterméket eredményezhetnek, ezek egy részét a
késziilék beépitette szoftvere kompenzalni képes.* Jellegzetes mozgasi miiterméket okoz

a pislogas. Informacid vesztéssel jar, a felvételeken fekete savként jelentkezik (7. D

).112

abra

7. dbra. Miitermékek a felszines kapillaris haldzatrol késziilt OCTA felvételeken (sajat
abra). Hatso kérgi cataracta arnyékolo hatdsa (A). Szaraz szemfelszin okozta jelerdsség
csokkenés (B). Szakkadikus szemmozgasok hatasara 1étrejové mozgasi miitermék (C).

Pislogas hatasara létrejové mozgasi mitermék (D).
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4.3. Az in vivo konfokalis mikroszképia (I\VCM)

4.3.1. Az IVCM miikodési elve

Az in vivo konfokalis mikroszkopias vizsgalat soran az ,,optikai szeletelés” modszerével
a cornea ¢lében, non-invaziv modon vizsgalhato, a szaruhartyarol sejtszintii ,,en face”
biomikroszkopos felvételek készithetok.!*® A konfokalis mikroszképia alapjait 1957-ben
Minsky fektette le.!*® Hagyomanyos fénymikroszkop esetén a kép zajos a fokuszsikon
kiviili struktirakrol visszaverddé és szorodo fény miatt.'?® A konfokalis mikroszkép a
fokuszon kiviili teriiletrdl érkezd fénysugarakat eliminélja, igy a felbontas szamottevéen

javul. 12

A konfokalis mikroszkopia soran a fényforrasbol érkezd fénysugar egy lyukdiafragman
halad at, majd egy objektiv lencse segitségével a mintaban fokuszalodik. A mintdbol
visszavert fénysugarak az objektiven keresztiil egy detektor rendszeren képzddnek le,
annak lyukdiafragm4jan athaladva. A beesd ¢és a visszavert fénysugarakat ugyanaz az
objektiv fokuszalja, ez biztositja a megvilagitas és a leképezés azonos fokuszisagat, a
konfokalitast (8. abra). A fokuszsik helyzetét valtoztatva lehetévé valik a kiilonb6z6

mélységben 1év6 struktirak vizsgalata.*??

Fokuszsik

¥

Elsé lyukdiafragma

Fokuszon kivili

‘ r ’ / teriilet
| \

\

\ .

\ \

\ Cornea

8. abra. Az IVCM miikodési elve (Forras: Jalbert | et al. In vivo confocal microscopy of
the human cornea. Br J Ophthalmol. 2003;87:225-36.)

A humén cornedrédl eldsz6r 1989-ben késziilt konfokalis mikroszkopos fevétel.'?? A

konfokalis képalkotas a réslampa biomikroszkopiahoz képest 1ényegesen nagyobb optikai
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felbontoképességet biztosit.'?* Miikddésiik alapjan a konfokalis mikroszkopoknak harom
tipusat kiilonboztetjiikk meg. A tandem-scanning konfokalis mikroszkop alapja a Nipkow-
korong, egy forgd korong, melyen spiral alakban helyezkednek el a lyukdiafragmak. A
késziilek valds idejli és szinli leképzést biztosit, hatranya az igen alacsony
fényateresztéképesség, mely rossz képmindséget eredményez.!? A slit-scanning
konfokalis mikroszkop esetén a parhuzamos megvilagitas ¢s leképzés a képalkotas

sebességét megndveli, €z azonban a képfelbontas csdkkenését eredményezi.'?*

A laser-scanning konfokalis mikroszkép (LSCM) koherens fényforrast hasznal.*?! A
2002-ben kifejlesztett Heidelberg-retinatomograf Rostock Cornea Modul (HRT RCM) az
egyetlen szaruhartya vizsgalatra alkalmas, a mindennapi gyakorlatban is hasznalhato
LSCM. 125126 A késziilék alapja a 1atoidegfd és a retina vizsgalatara kifejlesztett scanning
laser ophthalmoscop, a Heidelberg-retinatomograf, melyhez hozza illeszkedik a Rostock
Cornea Modul. A HRT RCM raszter mintaban pasztazza le a vizsgalt teriiletet, a hasznalt
dioda lézer hulldmhossza 670 nm. '?® A késziilék lateralis felbontoképessége 1-2 pm

kozotti, az axialis felbontoképessége 4 pm koriili.*?

4.3.2. A normal human cornea beidegzése és in vivo konfokalis mikroszképos képe

A szaruhartya beidegzése foként szenzoros, a corneat elldtd idegrostok a nervus
trigeminus nervus ophthalmicus agabol szarmaznak.'?’ Az idegrostok a periférian, a
cornea felszinével parhuzamosan 1épnek a szaruhartya allomanyaba, majd a limbustol 1
mm-re elvesztik a myelin boritasukat, ezt kovetéen szamos kisebb agra oszlanak. A
myelin boritds hidnyanak a cornea transzparenciaja miatt van jelentdsége. A stromalis
idegek zome a stroma eliils6 részében helyezkedik el.%® A stroméban az idegrostok 90°-
kal elfordulva a cornea felszine felé haladnak, a Bowman membrant atfurjak, majd ismét
90°-kal elfordulva a szaruhartya felszinével parhuzamosan futnak tovabb a Bowman
membrin és a bazalis epitel sejtsor kdzott a szubbazalis idegi plexust alkotva.'?® A
szubbazalis idegi plexusban 5000-7000, egymassal parhuzamosan futé idegrost talalhato,
melyek szamos eldgazodast adnak. In vivo konfokalis mikroszkoppal megfigyelhetd,
hogy a szubbazalis idegi plexusban az idegrostok spiral alakot formalnak, melynek a
centrumat vortexnek hivjuk. A szubbazalis plexusbol az egyes idegrostok vertikalis
iranyba fordulnak, rovid, vékony idegvégzdodéseket alkotva az epitel sejtek kozott (9.

4bra).?®® A szaruhartya az emberi test egyik leggazdagabban innervalt szdvete,
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négyzetmilliméterenként megkozelitdleg 7000 szabad, epitelialis idegvégzodést

tartalmaz.1%

Intraepitelialis
idegvégz6dések

Epitelium

-

= "'-'/ / Szubbazalls idegek
N Stomadlis idega » R

szubepitelialis
plexusban M

9. abra. A cornea beidegzése (Forras: Corneal nerves: Anatomy, C.F. Marfurt,
Encyclopedia of the eye, 2010)

Az IVCM felvételeken a szaruhartya felszines epitelsejt rétegét sokszogletii sejtek, az
intermedier epitelsejteket hiperreflektiv sejtmagok jellemzik (10. A 4bra).'?! A bazilis
epitelsejtek a szaruhartya ham rétegének legkisebb sejtjei, melyek szabalyos mozaikként,
sOtét sejttesttel és vilagos szegéllyel jelennek meg (10. B abra) az in vivo konfokalis
mikroszkopos képeken. A szubbazalis idegi plexus (10. C dbra) a Bowman membran és
a bazalis epitelium kozott helyezkedik el, homogén reflektivitasu, vonalas strukturaként
abrazolodik.® Az eliilsd stroma keratocytdk jol definialt, vilagos, kerekded
objetumokként latszanak (10. D éabra). A hatsé stroma keratocytak megnyultabbak,
kevésbé reflektivek (10. E abra). Az endotelsejt réteget szabalyos, egysoros hexagonalis

sejtek alkotjdk vilagos sejttesttel és sotét szegéllyel (10. F 4bra).*®
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10. abra. Az ép cornea in vivo konfokalis mikroszkdpos képe (sajat abra). A: Intermedier
epitelsejtek, B: Bazalis epitelsejtek C: Szubbazalis idegi plexus, D: Eliilsé stroma, E:
Hatso stroma, F: Endotel sejtek
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5. Betegek és modszerek

A vizsgalati alanyok bevalogatasat ¢s kivizsgalasat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Kozpont Szemészeti Klinikajan végeztik a fent részletezett diagnosztikai
modalitasokkal, prospektiv moédon. A diabéteszes csoportban az egészségiligyi
betegnyilvantartd  rendszerb6l (e-MedSolution ¢és  Elektronikus Egészségiigyi
Szolgaltatasi Tér) az alapbetegség sulyossagat jellemz6 laborparaméterek is kigytjtésre
¢és elemzésre kertiltek. A vizsgalatokra a résztvevok tajékozott, irasos hozzajarulasat
kovetden kertilt sor.

Eredményeink adatelemzése sordn a beteg adatokat anonimizaltuk és kodolas utdn az

adatokat egy, csupan a kutatdsban résztvevok altal hozzaférhetd adatbazisban taroltuk.

A felsorolt vizsgdlatok modszertana az irodalomban leirtaknak megfelel, a kutatasi terv
Osszeallitasa a  hatdlyos jogszabalyoknak ¢és a  Helsinki Deklaracidoban
megfogalmazottaknak megfelelden tortént. A betegek bevonasa tdjékozott beleegyezés
utan, a Regionalis Kutatas Etikai Bizottsag engedélyével tortént. (Ugyiratszamok: 8433-
PTE 2020., 8672-PTE 2021.)

5.1. Beteganyag

5.1.1. Az enyhe COVID-19 betegség mikrovaszkularis és neurodegenerativ
szemészeti szovodményeinek vizsgalata

Vizsgalatunkat 63 egyénen végeztik el. Harminc6t, PCR (polimeraz-lancreakcio) -
teszttel igazolt, korhazi kezelést nem igényld, enyhe vagy tiinetmentes SARS-CoV-2
fertézésen atesett beteget és 28 egészséges kontrollt vontunk be a kutatasba. A vizsgalatba
bevont személyek COVID-19 betegség elleni vakcinalasban nem részesiiltek. Az
egészséges csoportba bevalasztottak anamnézisében nem szerepelt jelenleg zajlo vagy
kronikus szisztémas és szemészeti megbetegedés. Mindkét csoportban kizar6 tényezd

volt a kontaktlencse viselés és a szemsebészeti beavatkozas.

5.1.2. A szaruhartya neuroinflammatorikus eltéréseinek vizsgalata SARS-CoV-2
fertozést kovetoen

Tanulmanyunkba 71 személyt vontunk be, 30 PCR - teszttel igazolt, enyhe SARS-CoV-
2 infekcion atesett és 41 korazonos egészséges egyént. COVID-19 betegség elleni
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oltasban egyik csoport résztvevoi sem részesiiltek. A kontroll csoportba bevalasztottak
szisztémas betegségben nem szenvedtek. A COVID-19 csoportban kizaré tényezé volt a
fertdzést megel6z6 altalanos megbetegedés, beleértve a metabolikus vagy a
kardiovaszkularis megbetegedést is. Egyik csoport résztvevéinek anamnézisében sem
szerepelt jelenleg zajlo vagy korabbi szemészeti megbetegedés, kontaktlencse viselés

vagy szemmegnyité miitét.

5.1.3. A diabétesz mellitusz mikrovaszkularis és neurodegenerativ szemészeti
szovodményeinek vizsgalata

A vizsgalatba 52 diabéteszes személyt, koztiik 10 TIDM-es és 42 T2DM-es, valamint 35
egészséges kontrollt vontunk be. A bevalasztott egyének anamnézisében nem szerepelt
szemészeti miitét, trauma, 3 dioptriat meghaladoé szférikus vagy cilinderes fénytorési
hiba, valamint jelenleg zajlé vagy korabbi szemészeti megbetegedés. A diabéteszes
csoportban enyhe NPDR megengedett volt, a maculaddémas betegeket kizartuk a
vizsgalatbol. Az egészséges csoportban kizaro tényezo volt a jelenleg zajlo vagy kronikus
szisztémas megbetegedés jelenléte.

A diabéteszes retinopatia stadiumanak meghatarozasara az ,,International Diabetic

Retinopathy Disease Severity Scale” -t hasznaltuk (1.tablazat).>?
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5.2. Alkalmazott vizsgalatok

A vizsgalati protokoll mindegyik vizsgdlatban magaba foglalta a latoélesség
meghatarozasat, a réslampas vizsgalatot, az indirekt oftalmoszkopiat, a szemnyomas-
mérést, a szemfelszin, valamint a szemfenék képalkotod vizsgalatait (pupillatagitasban),
ugymint in vivo konfokélis mikroszkdpia, eliilsé és hatuls6 szegmentum OCT, OCT
angiografia és szines fundus fot6. A méréseket minden vizsgalatba bevont egyén mindkét

szemén elvégeztiik, majd a random maddon kivalasztott szem adatait elemeztiik.

5.2.1. A hatuls6 szegmentum optikai koherencia tomografia és OCT angiografia
vizsgalata

SS-OCT ¢és SS-OCT angiografias (DRI OCT Triton Plus, Topcon, Tokid, Japan)
vizsgalatokat végeztiink a latoidegf6, a retina és a chorioidea strukturalis szerkezetének,
valamint a latohartya felszines és mély kapillaris halozatanak non-invaziv leképzéséhez.
Minden OCT ¢és OCTA vizsgalatot jol képzett vizsgald végzett. Pupillatagitast kovetden
minden vizsgalt szemr6l 3x3 mm nagysagu, foveara centralt, 320x320 A-szkent
tartalmazo OCT angiografias felvétel késziilt. A rossz mindségli OCTA képeket és a
mozgasi artefaktot tartalmazo felvételeket kizartuk a vizsgalatbol. A retinalis érhaldzat
kvantitativ elemzés€hez és a rétegek szegmentalasahoz a berendezés beépitett szoftverét
(IMAGEnet 6 Version 1.26.16898, Topcon) alkalmaztuk. A felszines kapillaris halozat
mérése a membrana limitans interna (ILM) alatt 2,6 um-re kezd6do és a belsé plexiform
réteg (IPL) és a belsé magvas réteg (INL) hatara alatt 15,6 pm-re végz6do, a mély
kapillaris halézat mérése az IPL/INL hatar alatt 15,6 um-re kezd6d6 és a 70,2 um-re
végz6do rétegben tortént. A vaszkularis denzitast (VD) automatizaltan, az IMAGEnet
szoftver segitségével hataroztuk meg. Az érsiiriiséget az ETDRS (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study) racs két belsé gytirlijében, négy kvadransban (felsd, also,
nazalis, temporalis) €s a centrumban mértiikk. Az OCTA képek analizisét két tapasztalt
vizsgalod tekintette at. A foveolaris avaszkularis zona (FAZ) korbe rajzoldsa manudlisan
tortént, ugyanazon gyakorlott vizsgal6 altal. A FAZ hataranak kijelolését kovetden a

késziilék pm2-ben megadta a teriilet nagysagat.

A séargafolt és a 1atoidegf6 strukturalis vizsgdlatdhoz az OCT késziilék maculéra centralt
SMARTTrack HD Raster (6,0x6,0 mm), és a papillara centralt 3D Disc (6,0x6,0)
programjat hasznaltuk. Az atlagos retinalis idegrostréteg (RNFL) vastagsagot a
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latoéidegfore centralt, 3,4 mm sugaru korben a késziilék beépitett szoftvere segitségével
hataroztuk meg a 3D Disc felvételeken. Az RNFL mérése a membrana limitans interna
¢s az RNFL — ganglionsejt réteg hatar kozott tortént. A maculdra centralt HD Raster
felvételeken az automatikusan szegmentalt vastagsagi térkép felhasznaldsaval a
ganglionsejt-komplex, a centralis retina és a centralis chorioidea vastagsagat értékeltiik.
A chorioidea vastagsagat a Bruch membran és a chorioideo-scleralis hatarfelszin kozott,
a retina vastagsagat az ILM ¢s a retinalis pigmentepitelium kozott vizsgaltuk a centralis
I mm atméréji korben. A GCL (ganglionsejt-réteg) tekintetében két paramétert is
rogzitettiink: a GCL+ mérése a RNFL/GCL hatar és az IPL/INL hatar kozott, a GCL++
mérése az ILM és IPL/INL hatar kozott tortént. A mérések non-invaziv, non-kontakt

modon torténtek.

5.2.2. Az eliils6 szegmentum optika koherencia tomografia vizsgalata

Az eliils6 szegmentum SS-OCT (Anterion, Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg,
Németorszag) segitségével méréseket végeztiink a szem biometrikus adatainak
feltérképezésére. Vizsgaltuk a szaruhartya eliils6 felszénének torderejét (keratometria,
K), az astigmiat, a cornea centralis vastagsagat (central corneal thickness, CCT), az eliils6
szemcsarnok mélységét (anterior chamber depth, ACD), a ,,white-to-white” tavolsagot
(WTW), a szemlencse vastagsagat (lens thickness, LT) és a szemgolyé tengelyhosszat
(axial length, AL) a berendezés ,,Cataract App” programjaval. A mérések non-invaziv,

non-kontakt mdédon torténtek.

5.2.3. Az in vivo konfokalis mikroszkopia (IVCM)

A cornealis sejtrétegek és a szaruhartya szubbazalis idegrostjainak vizsgalatat in vivo
konfokalis mikroszkoppal (Heidelberg Retina Tomograph II Rostock Cornea Module,
Heidelberg Engineering, Németorszdg) végeztiik. A konfokdlis mikroszkopia helyi
érzéstelenitésben (oxybuprocaine 0,4%) tortént, a betegek szamara fajdalommal nem jart.
A késziilék objektiv lencséje elé egyszer hasznalatos, steril, viszkozus Vidisic géllel
(Bausch and Lomb, Berlin, Németorszag) toltott polimetil-metakrilat kupakot (Tomo-

cap, Heidelberg Engineering) helyeztiink.

A szubbazalis plexusrél minden vizsgélt szem esetében harom jo mindségli képet
elemeztink az ACCMetrics szoftver V3 (University of Manchester, Manchester,

Egyesiilt Kirdlysag) segitségével a cornealis idegek kvantifikdldsdhoz,130-131:132.133.134,135
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A szoftver automatikusan kijeldli az idegrostokat (piros), az idegrost agakat (kék) és az
elagazddasi pontokat (zold) (12. abra). A sejtszamlalashoz a konfokalis mikroszkop
beépitett szoftverét alkalmaztuk. A cornea szubbazalis idegrostjaival kapcsolatban
vizsgaltuk a cornealis szubbazalis idegrost denzitast, azaz az 1 mm?>-re es6 idegrostok
szamat (No/mm?), az idegrost elagazodas denzitast, azaz a fé idegroston az 1 mm?-re esd
elsédleges eldgazodasi pontok szamat (No/mm?), az idegrost hosszt, azaz az 1 mm?-re
esé teljes idegrost hosszt (mm/mm?), a teljes idegrost eldgazodas denzitast, azaz az 1
mm?-re es6 elagazodasi pontok szamat (No/mm?), az idegrost teriiletet, azaz az 1 mm?-re
esé idegrostok teriiletét (mm?/mm?), valamint az idegrost szélességet, azaz 1 mm?-nyi
teriileten az idegrostok atlagos szélességét (mm/mm?). A diabéteszes csoportban

vizsgaltuk a fraktal dimenziot, azaz cornealis idegek strukturalis komplexitdsat is.

A cornedlis sejtrétegek elemzéséhez minden szemrdl 3 j6 mindségl képet valasztottunk
ki. A cornedlis bazalis epitel sejtek, az endotel sejtek, az eliilsé és hatso stroma
keratocytadk, valamint a dendritikus sejtek siiriségét a késziilék beépitett szoftvere
segitségével hataroztuk meg egy maszkolt vizsgalo segitségével. Harom mérés atlagat
hasznaltuk fel az 6sszehasonlitdo analizishez. A bazalis epitelium kijelolése a Bowman
membran el6tti elsé 3 szkenben, az eliilsé stromaé a Bowman membran mogotti elsd 3
felvételben, mig a poszterior stroma¢ kozvetleniil a Descemet membran el6tti elsé 3
képben tortént.!3%137 Az értékelt teriilet az epitel sejteket, a keratocytakat és az endotel
sejteket abrazold felvételek vonatkozasaban legalabb 50 sejtet tartalmazott. A sejtek
megjelolése manualisan tortént, majd a szoftver automatikusan megadta a sejtsiirliség
értéket (sejt/mm?). A dendritikus sejtek szdmoldsat a centralis cornedlis epiteliumban

végeztiik.

A dendritikus sejtek teriiletének méréséhez az IVCM felvételeken az Imagel szoftver

(http://imagej.nih.gov/ij/; National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) Set scale,

Threshold és ROI Manager funkciéjat hasznéltuk.'*® Elsé 1épésben a mértéket 50 um-re
allitottuk az eredeti IVCM kép alapjan. Ezt kdvetden a kiiszob (,,Threshold”) funkciot
alkalmaztuk a dendritikus sejtek kiemelésére. A ROI Manager ,,nyomkovetd” funkciojat
hasznaltuk a dendritikus sejtek megjeldlésére. Minden vizsgalati alany esetében 3-3
felvételen 10 dendritikus sejt méretének meghatdrozasa tortént.!*® Csak a dendrittel

rendelkezd, érett dendritikus sejtek keriiltek bevonasra a sejtsiirliség és a sejt teriilet
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meghatarozasanal. Az sejt denzitas és teriilet méréseket két fiiggetlen vizsgald végezte,

majd egy maszkolt vizsgalo készitette el az 6sszehasonlitd analizist.

Feljegyeztiik a cornealis idegrostok egyéb elvaltozasait is, rogzitettilk a mikroneuromak,
az idegrost tortuozitds, a szubbazalis idegrostok folytonossag megszakitottsaganak és a

gyongyfluzérszerl stromalis idegek jelenlétét is.

5.3. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzést a MedCalc 14.8.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium), az
IBM SPSS 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA), valamint a GraphPad Prism 9.1.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA) szoftverek segitségével végeztik. Az
eredményeket atlagtstandard deviacido formaban és az atlag 95%-0s konfidencia
intervalluméval irtuk le. Az adatok normal eloszlasanak vizsgélatdhoz Kolmogorov-
Smirnov tesztet végeztiink. Normal eloszlas esetén a paronkénti 6sszehasonlitashoz paros
vagy fiiggetlen t-probat alkalmaztunk. Amennyiben az adatok eloszlasa nem kovette a
Gauss-closzlast, Mann-Whitney U-tesztet vagy Wilcoxon probat hasznaltunk. A
korrelaciok elemzéséhez Pearson vagy Sperman-féle korrelacios tesztet alkalmaztunk.
Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik az eredményt, amennyiben a p érték 0,05-nél

kisebb volt.

32



6. Eredmények

6.1. Az enyhe COVID-19 betegség mikrovaszkularis és neurodegenerativ
szemészeti szovodményeinek vizsgalata

Harminco6t, PCR teszttel igazolt, enyhe SARS-CoV-2 fert6zésen atesett egyén (18 férfi
¢s 17 no, atlagéletkor: 43,3+13,8 év, 21 és 67 év kozott) 35 szemének és 28 egészséges,
korcsoport-azonos kontroll (11 férfi és 17 nd, atlagéletkor: 46,7+17,6 év, 20 és 67 év
kozott) 28 szemének vizsgalata tortént. A két csoport kozott kordsszetétel (p=0,388) és a
nemek kozti megoszlas (p=0,345) tekintetében szignifikans kiillonbség nem volt. Az els6
pozitiv PCR teszt és a szemészeti vizsgalat kozott atlagosan 13,5+6,1 hét telt el (2 és 26
hét kozott).

A fertézés alatt laz 17 betegnél (49%), izérzés és szaglas zavar 13 betegnél (37%),
faradtsag, kohogés, iziileti fajdalom 11-11 betegnél (31%), almatlansag 2 betegnél (6%),
tachycardia és depresszio 1-1 betegnél (3%) jelentkezett (11. abra). Hat beteg (17%)
szamolt be szemészeti tlinetekrdl a megbetegedés alatt, mint példaul g6 érzés, idegentest
érzés, orbitalis és ocularis fajdalom. Harom (9%) beteg teljesen tiinetmentes volt a

fertzés alatt.

Altalanos tiinetek COVID-19 betegség alatt
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11. abra. Altalanos tiinetek megoszlasa a SARS-CoV-2 fertézés alatt.

A poszt-COVID csoportban 6 betegnek volt jol kontrollalt kettes tipusu diabétesze, 6

betegnek hipertoniaja (5 betegnél a diabétesz és a hipertonia egyiitt allt fenn), valamint 1
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beteg esetében a nem vizsgalt szemen korabban szemfenéki vénas érelzarodas zajlott.
Diabéteszes retinopatiat egy beteg esetén sem észleltiink.

A szemészeti biometriai mérésekben nem volt szignifikans kiillonbség az egészséges és a
poszt-COVID csoport kozott (2. tablazat). A réslampas vizsgalat soran szemfelszini vagy

ellils6 szegmentumot érint eltérést nem talaltunk.

2. tablazat. Biometriai adatok osszehasonlitasa egészséges egyéneknél és SARS-
CoV-2 fert6zésen atesetteknél

Egészséges egyének® SARS-CoV-2 fertézésen atesettek’ p*
L 43,480+1,763 42.828+1,335
Eliilsé felszini KID) (42,768 - 44,192) (42,354 — 43,301) 0.125
e 44,203+1,950 44,040+2,117
Eliilsé felszini K2 (D) (43 415 _ 44,991) (43,290 — 44,791) 0,737
. 0,74+0,433 0,855+0,419
Astigmia (D) (0,565 — 0,915) (0,706 — 1,003) 0,454
539,87+29,579 545,848:40,987
CCT (um) (527,079 — 552,661) (531,315 — 560,382) 0,510
2,785+0,564 2,9730,440
ACD (mm) (2,557 —3,013) (2,817 —3,129) 0,148
WTW (mm) 11,826+0,405 12,029:0,383 0,062
(11,658 — 11,993) (11,891 - 12,167)
LT (mm) 4,12240,318 4,208+0,438 0,421
(3,993 — 4,250) (4,048 — 4,369)
AL (mm) 23,345+1,045 23,820+1,043 0,087
(22,923 - 23,767) (23,452 — 24,192)

K=keratometria; CCT=centralis cornea vastagsag; ACD=eliils6 csarnok mélység; WTW=, white-to-
white” tavolsag; LT=lencse vastagsag; AL=tengelyhossz

§Atlag + standard deviacié (95% konfidencia intervallum)

* Fliggetlen t-proba

Szignifikansan alacsonyabb cornedlis szubbazalis idegrost denzitas (p=0,0009), idegrost
elagazodés denzitas (p=0,0004), idegrost hossz (p<0,0001), teljes idegrost elagazodas
denzitas (p=0,002) ¢és idegrost teriilet (p=0,0001) értéket talaltunk a SARS-CoV-2
fertdzésen atesett csoportban az egészséges kontrollokkal 6sszehasonlitva (3. tdblazat, 12.
abra). Az idegrost szélességben nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott

(p=0,421).
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3. tablazat. A szaruhartya szubbazalis idegrost morfolégidjanak 6sszehasonlitasa
egészséges egyéneknél és SARS-CoV-2 fert6zésen atesetteknél

Egészséges egyének® SARS-CoV-2 infekcién atesettek® p*
Idegrost elagazodas 23,63+15,940 10,542+11,350 0.0004
denzitds (No/mm?) (17,449 —29,810) (6,518 — 14,567) '
Idegrost teriilet 0,006+0,002 0,004+0,002 0.0001
(mm?/mm?) (0,005 - 0,007) (0,003 —0,004) '
Idegrost denzitds 18,57+6,114 11,742+8,649 0.0009
(No/mm?) (16,200 — 20,941) (8,675 —14,809) '
Idegrost hossz 12,98+3,141 8,605+3,649 <0.0001
(mm/mm?) (11,763 — 14,198) (7,311 -9,899) '
Idegrost szélesség 0,022+0,002 0,022+0,002 0421
(mm/mm?) (0,021 -0,022) (0,021 -0,023) '
Teljes idegrost 37,20+20,415 21,937+16,424 0,002
elagazodas stirtiség (29,284 — 45,116) (16,113 — 27,760)

(No/mm?)

§Atlag + standard deviacid (95% konfidencia intervallum)
* Fliggetlen t-proba

12. abra. A szubbazalis idegi plexus ACCMetrics szoftverrel torténd elemzése (piros:
idegrost, kék: idegrost ag, zold: eldgazodasi pont). A: Kornak megfeleld idegrost
morfoldgia egy 69 éves egészséges egyénnél. B: Csokkent idegrost stirtiség SARS-CoV-
2 infekciot kovetden egy 69 éves betegnél. (Sajat abra)

A centralis chorioidea vastagsdg nagyobb volt a normal csoportban, azonban
statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a 2 csoport kozott (p=0,101) (4.
tablazat). A retindlis vaszkularis denzitas a szuperficidlis kapillaris halozat temporalis
részén szignifikansan alacsonyabb volt a poszt-COVID csoportban (p=0,019), a tobbi
retindlis felszines és mély kapillaris halozat denzitas értékben statisztikailag szignifikans

kiilonbséget nem talaltunk (4. tdblazat). A FAZ teriilete nem mutatott szamottevd
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kiilonbséget a két csoport kozott (p=0,582) (4. tablazat). A retinalis idegrostréteg

vastagsaga magasabb volt a normal csoportban, de egyik idegrostréteg vagy ganglionse;jt-

komplex paraméter sem mutatott szignifikdns kiilonbséget az egészséges és a poszt-

COVID alanyok kozott (4. tablazat).

4. tablazat. OCT és OCTA paraméterek osszehasonlitasa egészséges egyéneknél és
SARS-CoV-2 fertozésen atesetteknél

Egészséges egyének® SARS-CoV-2 infekcién dtesettek® p*
Centrdlis chorioidea 304,769+81,420 269,941+79,458 0.101
vastagsag (um) (271,883 — 337,656) (242,217 — 297,665) '
VD az SCP 21,363+5,248 22,931+5,137 0241
centrumaban (%) (19,328 — 23,398) (21,139 — 24,723) ’
VD az SCP felsé 51,32+2,357 50,546+3,010 0.272
kvadransaban (%) (50,406 —52,234) (49,496 — 51,596) '
VD az SCP temporalis 48,526+2,666 47,166+1,761 0.019
kvadransaban (%) (47,492 — 49,560) (46,551 — 47,780) '
VD az SCP also 50,916+3,312 50,714+2,649 0792
kvadransaban (%) (49,632 - 52,201) (49,775 - 51,654) '
VD az SCP nazalis 47,154+2,899 46,254+1,974 0,153
kvadransaban (%) (46,030 — 48,278) (45,565 — 46,943)
FAZ teriilete az SCP- 267,907+83,553 252,822+199,750 0,582
ben (um?) (234,854 — 300,959) (210,361-295,284)
VD a DCP 19,065+3,688 18,764+5,437 0,810
centrumdaban (%) (17,575 — 20,555) (16,836 — 20,691)
VD a DCP felsé 52,071+£3,682 53,006+3,688 0,324
kvadransaban (%) (50,644 —53,499) (51,719 — 54,293)
VD a DCP tempordlis 47,941+3,768 47,115+2,420 0,300
kvadransaban (%) (46,480 — 49,403) (46,271 — 47,959)
VD a DCP alsé 68,755+88,656 52,943+3,253 0,444
kvadransaban (%) (34,377 — 103,132) (51,808 — 54,078)
VD a DCP nazdlis 48,594+3,096 47,776+3,815 0,365
kvadransaban (%) (47,393 — 49,794) (46,445 — 49,107)
GCL ++ a centrumban 52,481+8,116 61,353+25,830 0,091
(um) (49,271-55,692) (52,340-70,366)
GCL ++ belsd gytirii 116,454+7,325 114,992+12,067 0,582
(um) (113,556 — 119,351) (110,782 — 119,203)
GCL ++ kiilsé gytiri 108,731+6,822 117,809+65,197 0,475
(um) (106,033 — 111,430) (95,061 — 140,557)
GCL+ a centrumban 52,481+8,116 61,353+25,830 0,091
(um) (49,271 — 55,692) (52,340 - 70,366)
GCL + belsd gyiirii 90,417+6,189 100,338+40,810 0,216
(um) (87,968 — 92,865) (86,099 — 114,578)
GCL + kiilsé gytirii 67,778+6,402 74,279+34,012 0,332
(um) (65,245 - 70,310) (62,412 — 86,147)
RNFL vastagsag (um) 108,269+10,850 103,235+12,524 0,108

(103,887 — 112,652)

(98,865 — 107,605)

VD= vaszkularis denzitds; SCP= szuperficialis kapillaris halézat; DCP=mély kapillaris halozat;
FAZ=foveolaris avaszkularis zona; GCL=ganglionsejt-réteg; RNFL=retinalis idegrost réteg

centrum: a centralis 1 mm-ben mért vastagsag; bels6 gylirti: a centralis 3 mm-ben mért vastagsag; kiilsé
gyurli: a centralis 6 mm-ben mért vastagsag
§Atlag+ standard devidcid (95% konfidencia intervallum)

* Fliggetlen t-proba
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A metabolikus betegségben szenvedd egyének poszt-COVID csoportbodl torténd kivondsa
utan is szignifikdns csokkenést talaltunk az idegrost denzitas (p=0,0001), az idegrost
elagazodas denzitds (p=0,0002), az idegrost hossz (p<0,0001), a teljes idegrost
elagazodas denzitas (p=0,0023) és az idegrost teriilet (p=0,0001) értékekben a SARS-
CoV-2 fertdzésen atesett csoportban. Az idegrost szélesség nem kiillonbozott
szignifikansan a 2 csoport kozott (p=0,206). Statisztikailag szignifikans kiilonbséget sem
a felszines, sem pedig a mély kapillaris haldzat vaszkularis denzitdsaban nem talaltunk,
egyediil a szuperficialis kapillaris halézat temporalis régidjdban detektaltunk
szignifikancia tekintetében hataréréken lévd csokkenést a COVID-19 fertézésen
atesetteknél (p=0,051).

Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk az idegrost szélesség €s a felszines (r =

0,618; p=0,0001), valamint a mély (r=0,679; p=0,0001) kapillaris halozat nazalis

crcr

crer

vaszkularis denzitdsa kozott (r = -0,391; p= 0,027) a poszt-COVID csoportban. Mas
statisztikailag szignifikans korrelaciot nem talaltunk a szaruhartya idegrost morfologiaja
¢s az OCT angiografia paraméterei kozott. Az elsé pozitiv PCR teszt €s a szemészeti
vizsgalat kozott eltelt id0 nem mutatott szignifikdns korrelaciot a mért paraméterek

egyikével sem (p>0,05).
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6.2. A szaruhartya neuroinflammatorikus eltéréseinek vizsgalata SARS-
CoV-2 fertdzést kovetéen

Harminc, PCR teszttel igazoltan SARS-CoV-2 fert6zésen atesett egyén (16 férfi és 14 nd,
atlagéletkor: 41,8+13,6 év, 21 és 66 év kozott) 30 szemének €s 41 egészséges, korcsoport-
azonos kontroll (22 férfi és 19 nd, atlagéletkor: 47,98+19,3 év, 19-74 év kozott) 41
szemének vizsgalata tortént. A két csoport kozott kordsszetétel (p=0,140) és a nemek
kozti arany (p=0,979) tekintetében szignifikans kiilonbség nem volt. Az els6 pozitiv PCR
teszt €s a szemészeti vizsgalat kozott atlagosan 13,9346,13 hét telt el (2 és 26 hét kozott).
A COVID-19 fert6zés miatt egyik beteg sem volt hospitalizdlva, a betegek enyhe
tiinetekrdl szamoltak be. Szemészeti manifesztaciot egyik beteg sem tapasztalt.

A réslampas vizsgalat soran szemfelszini vagy eliilsé szegmentumot ¢érintd, az
oftalmoszkopos vizsgalatnal szemfenéki eltérést nem talaltunk egyik csoportban sem. Az
epitel sejtek (p=0,091), az endotel sejtek (p=0,519) és az eliils6 stroma keratocytak
(p=0,693) denzitasaban nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott (5. tablazat).
A hatso6 stromaban a keratocyta denzitas szignifikansan alacsonyabb volt a SARS-CoV-
2 infekcion atesett betegeknél (p=0,0006) (5. tablazat). A cornea centralis részén a
dendritikus sejtek denzitasa (p=0,0004) és teriilete (p<0,0001) is szignifikansan nagyobb
volt a COVID-19 betegségen atesetteknél (5. tablazat, 13. abra, 15. B abra).

5. tablazat. Szaruhartya mikrostrukturalis eltéréseinek osszehasonlitasa egészséges
egyéneknél és SARS-CoV-2 fertozésen atesetteknél

Egészséges egyének’ SARS-CoV-2 fertézésen atesettek 8 p*

27,049+ 38,316
(14,955 — 39,143)
34,1618,367

90,367+ 105,325 0,0004
(51,038 — 129,696)
47,139+6,539

Dendritikus sejtek
stiriisége (sejt/mm?)
Dendritikus sejtek

teriilete (un) (30,707-37,615) (44,498-49,780) <0,0001
Epitel sejtek stiriisége  8147,677+ 1069,327 7631,158+ 1065,082 0.091
(sejt/mm2) (7796,198 — 8499,156) (7117,805 — 8144,511) ’
Eliilsé stroma 281,932+ 82,186 273,48+ 83,566

keratocyta denzitds (254,918 — 308,946) (238,986 — 307,974) 0,693
(sejt/mm?)

Hatso stroma 251,195+ 36,514 190,667+ 77,541

keratocyta denzitds (238,840 — 263,550) (141,399 — 239,934) 0,0006
(sejt/mm?)

Endotel sejtek 3116,551+ 537,523 2937,0+ 313,080 0519

stiriisége (sejt/mm?)

(2931,905 — 3301,196)

(2438,819 — 3435,181)

§ Atlag + standard deviacio (95% konfidencia intervallum)
g

* Fliggetlen t-proba
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Dendritikus sejt siiriiség (sejt/mm?) Dendritikus sejt teriilet (um?)
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13. abra. A diagram a dendritikus sejtek denzitasa és mérete kozotti kiilonbséget mutatja

egészséges egyéneknél és SARS-CoV-2 fert6zésen atesetteknél.

A poszt-COVID csoportban  szignifikansan megvaltozott szubbazalis idegrost
morfoldgiat talaltunk az egészségesekkel 6sszehasonlitva minden paraméter tekintetében,
kivéve az idegrost szélességet (p=0,116). A SARS-CoV-2 fertdzésen atesetteknél
szignifikdnsan alacsonyabb volt az idegrost denzitas (p=0,004) (16. A abra), az idegrost
elagazddas denzitas (p=0,0005), az idegrost hossz (p<0,0001), a teljes idegrost
elagazddas denzitas (p=0,008) és az idegrost teriilet (p=0,002) (6. tablazat, 14. abra).

6. tablazat. Szubbazalis idegrost morfologia 6sszehasonlitasa egészséges egyéneknél
és SARS-CoV-2 fertozésen atesetteknél

Egészséges egyének® SARS-CoV-2 fertézésen atesettek S p*
Idegrost denzitds 16,493 £7,589 11,249 +6,758
(No/mm2) (13,999 - 18,987) (8,726 —13,773) 0,0042
Idegrost elagazddas 21,936 £15,827 9,86 £9,522
denzitds (No/mm?) (16,659 — 27,213) (6,305 — 13,416) 0,0005
Idegrost hossz 11,532 +4,152 8,509 £3,358
(mm/mm?) (10,221 - 12,842) (7,255 - 9,763) <0,0001
Teljes idegrost 34,868 +21,884 22,186 18,25
eldigazidis siriség (27,961 — 41,776) (15,372 — 29,001) 0.008
(No/mm?)
Idegrost teriilet 0,006+0,002 0,004 +0,002
(mm%mm2) (0,005 - 0,006) (0,003 - 0,005) 0,002
Idegrost szélesség 0,022+0,002 0,023+0,003
(mm/mm2) (0,021 - 0,023) (0,022 - 0,024) 0,116

§ Atlag = standard deviacié (95% konfidencia intervallum)
* Fiiggetlen t-proba, Mann-Whitney U teszt
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14. abra. A diagram a kiilonboz6 szubbazalis idegi plexus paraméterek eloszlasat

abrazolja SARS-CoV-2 fertdzésen atesetteknél és egészséges kontrolloknal.

Hiperreflektiv, kerek, dendrittel nem rendelkez6 gyulladasos sejteket is azonositottunk a
SARS-CoV-2 fertézésen atesetteknél (15. C abra). Hat SARS-CoV-2 infekcion atesett
betegnél szubbazalis és stromalis mikroneuromakat detektaltunk (16. C, E, F abra). Az in
vivo konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken a poszt-COVID csoportban fokozott
szubbazalis idegrost tortuozitast (16. B és C abra), az idegrostokban folytonossag
megszakitottsagot, valamint a stromalis idegrostok gyongyfiizérszerti megjelenését (16.

D abra) azonositottuk (16. abra).
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15. ébra. Elszortan megjelend dendritikus sejtek egy egészséges egyénnél (A). Nagy
strliségben megjelend dendritikus sejtek SARS-CoV-2 infekcidt kovetden (B).
Hiperreflektiv, dendrit nélkiili gyulladasos sejtek COVID-19 betegséget kovetden (C).
A képeken lathato skala 50 pm-t reprezental. (Sajat abra)

16. abra. Cornedlis szubbazalis (A-C) ¢s stromalis (D-F) idegrost eltérések SARS-CoV-
2 fertézést kovetden: csokkent idegrost denzitas (A), tortuozitas (B és C), fuziform
mikroneuroma (C), gyongyfiizérszerii idegrost (D), lateralis mikroneuroma (E és F).

A képeken lathato skala 50 pm-t reprezental. (Sajat abra)
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Statisztikailag szignifikans korrelaciot taldltunk a dendritikus sejtek szama és a teljes
idegrost elagazddas denzitas kozott (r=0,479; p=0,008) a COVID-19 fertdézésen atesett
betegeknél. Inverz korrelaciot talaltunk a dendritikus sejtek denzitésa és teriilete kdzott
(r=-0,427; p=0,030) a poszt-COVID csoportban. Minden idegrost paraméter kozott
szignifikans korrelacié volt a SARS-CoV-2 fert6zésen atesetteknél (p<0,05). Az eliils6
stroma keratocytak stirlisége inverz korrelaciot mutatott az idegrostok teriiletével (r=-
0,498; p=0,011). Egyéb statisztikailag szignifikdns korrelaciot nem talaltunk a

szaruhartya idegrost morfologia ¢és a sejt denzitasok kozott egyik sejtrétegben sem.
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6.3. A diabétesz mellitusz mikrovaszkularis és neurodegenerativ szemészeti
szovodményeinek vizsgalata

Otvenkettd diabéteszes egyén 52 szemének és 35 kontroll 35 random médon kivalasztott
szemének vizsgalata tortént. Az egészséges csoportban az atlagéletkor 49,88+17,01 év
(20 és 73 év kozott), a diabéteszes csoportban 56,04+13,66 év volt (22 és 78 év kozott).
A diabéteszeseknél az atlagos betegség fennallas 11,17+11,73 év volt (1 év 52 év kozott).
Tiz TIDM-es ¢és 42 T2DM-es beteg bevalasztasara kertilt sor. Az atlagos HbAlc érték
7,28%1,33% volt (5,5% ¢és 13% kozott). A diabéteszes betegek testtomegindexe
31,01+6,28 volt (21,26 ¢s 47,45 kozott). A szemfenék vizsgélat sordn az egészséges
csoportban koros elvaltozas nem volt lathato. A diabéteszes csoportban 44 beteg esetében
nem volt jele diabéteszes retinopatianak, 8 betegnél néhany mikroaneurzima volt
azonosithatd (enyhe NPDR). Az eliilsd szegmens vizsgalatanal egyik csoportban sem
talaltunk koros eltérést.

A biometriai adatokban a centralis szaruhartya (p=0,016) és a szemlencse vastagsagan
(p=0,018) kiviil statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem taldltunk a vizsgélati

csoportok kozott (7. tablazat).

7. tablazat. Biometriai adatok osszehasonlitasa egészséges egyéneknél és diabétesz
mellituszban szenvedo6 betegeknél

Egészséges egyének’ Diabéteszes betegek® p*
. 43,436+1,593 43,258+1,391
Eliilsé K1(D) (42,872 - 44,001) (42,773 - 43,743) 0,341
o 44,157:1,720 44,011:£1,469
Elilsé K2 (D) (43,547 - 44,767) (43,499 - 44,524) 0319
. 0,9120,628 0,7350,372
Astigmia (D) (0,693 - 1,131) (0,603 - 0,867) 0,454
545,625+50,365 563,618+42,546
CCT (um) (527,466 - 563,784) (548,773 - 578,462) 0,016
2,757+0,555 2,830,564
ACD (mm) (2,560 - 2,953) (2,627 - 3,034) 0,267
WTW (mm) 11,858+0,406 11,763+0,395 0,379
(11,712 - 12,004) (11,625 - 11,901)
LT (mm) 4,262+0,363 4,506+0,388 0,018
(4,134 - 4,391) (4,355 - 4,656)
AL (mm) 23,373+1,113 23,197:0,918 0,677
(22,978 - 23,767) (22,871 - 23,522)

K=keratometria; CCT=centralis cornea vastagsag; ACD=eliils6 csarnok mélység; WTW=, white-to-white”
tavolsag; LT=lencse vastagsag; AL=tengelyhossz

$Atlagtstandard deviacié (95% konfidencia intervallum)
* Mann-Whitney U-teszt
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Az egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva a diabéteszes csoportban az idegrost
szélességen kivill (p=0,586) az Osszes szubbazalis idegrost paraméter szignifikansan
csokkent. A diabéteszes betegeknél szignifikansan alacsonyabb volt az idegrost denzitas
(p=<0,0001), az idegrost elagazodas denzitas (p=0,0001), az idegrost hossz (p<0,0001),
a teljes idegrost elagazddas denzitas (p=0,007), az idegrost teriilet (p=0,006) és a fraktal
dimenzi6 (p=<0,0001) (8. tablazat, 17. abra).

Nem taldltunk statisztikailag szignifikans Osszefiiggést az idegrost morfoldgiai

paraméterek, a betegség fennallas és a HbAlc értékek kozott.

8. tablazat. Cornealis szubbazalis idegrost morfolégia 6sszehasonlitasa egészséges
egyéneknél és diabétesz mellituszban szenvedo6 betegeknél

Egészséges egyének® Diabéteszes betegek® p*
[degrost eldgazo’dds 21,252+11,414 12,095+12,663 0.0001
denzitas (No/mm?) (17,065 - 25,439) (8,496 - 15,694) '
Idegrost teriilet 0,005+0,002 0,004+0,002 0.006
(mm?/mm?) (0,004 - 0,006) (0,004 - 0,005) '
Idegrost denzitds 19,723+7,216 12,016+7,192 <0.0001
(No/mm?) (17,076 - 22,370) (9,972 - 14,060) '
Idegrost hossz 12,489+3,389 9,041+3,584 0.0001
(mm/mm?) (11,245 - 13,732) (8,022 - 10,059) '
Idegrost szélesség 0,022+0,002 0,021+0,002 0.586
(mm/mm?) (0,021 - 0,022) (0,021 - 0,022) '
Teljes idegrost 36,49+19,740 22,965+19,625 0,0007
elagazddas stiriiség (29,249 - 43,730) (17,388 - 28,542)
(No/mm?)
Idegrost fraktal 1,473+0,036 1,418+0,066 <0,0001
dimenzié (1,460 - 1,486) (1,399 - 1,437)

$Atlagtstandard deviacié (95%)

* Mann-Whitney U-teszt
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Idegrost elagazodas denzitas (No./mmz2) Idegrost teriilet (mm2/mm?2) Idegrost denzitas (No./mm?2)

80 b =0,0001 0.015+ p = 0,006 509 p<0,0001
60 - \ 40—
0.010 30
40+
20
20
0.005 10
0 [N P | SRR T S 0 a
20— 0.000- B —
Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM
Idegrost hossz (mm/mm?) Teljes idegrost elagazédas denzitas (No./mm?2) Fraktal dimenzié
309 p=0,0001 1507 , =0,0007 189 1 <0,0001
204 100 1.6
10 ‘ 50 - 1.4+ ﬁ
0 0 1.2
AT 50 - 1.0-——7
Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM

17. abra. A diagramok a szubbazalis idegrost morfologiai adatok gyakorisag eloszlasat

mutatjak az egészséges ¢€s a diabéteszes vizsgalati alanyoknal.
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18. abra. In vivo konfokalis mikroszkopos képek a Szaruhartya szubbazalis idegi
plexusardl: piros = idegrost, kék= idegrost ag, zold = elagazodasi pont (A, D, G). OCT
angiografias felvételek a retina szuperficialis kapillaris plexusarol (B, E, H). Vaszkularis
denzitas térkép a felszines kapillaris halozatrol (C, F, 1). Normal szubbazalis idegrost
morfolégia (A), OCTA felvétel (B) és VD térkép (C) egy egészséges egyénrol.
Megvaltozott idegrost morfologia (D), csokkent FAZ cirkularitas (E) és vaszkularis
denzitas (F) egy 44 éves beteg esetén, akinél 40 éve diagnosztizaltak T1DM-et (HbAlc:
7,67%). A szemfenéken diabéteszes retinopéatia nem volt lathatd. Szubbazalis idegrost
karosodas (G), megnagyobbodott FAZ (H) és csokkent érsiirtiség (1) egy 49 éves T2DM-
es betegnél 10 éves betegség fennallast kovetéen (HbALc: 9,11%). (sajat abra)

46



Nem volt szignifikans kiilonbség a centralis retina vastagsdgaban a két csoport kdzott
(p=0,089) (9. tablazat). Szignifikansan alacsonyabb centralis chorioidea vastagsagot
detektaltunk a diabéteszes csoportban (p=0,016). A diabéteszeseknél a felszines kapillaris
halézatban az érsiirliség szignifikansan alacsonyabb volt a fels6 (p=<0,0001), a
temporalis (p=0,001) és a nazalis (p=0,003) kvadransban (9. tablazat, 19. abra). A mély
kapillaris haldzatban egyediil a felsé kvadransban észleltiink szignifikansan csokkent
kapillaris denzitast a diabéteszes csoportban (p=0,036) (9. tablazat, 19. abra). A foveolaris
avaszkularis zona a diabéteszes csoportban megnagyobbodott a kontroll csoporthoz
képest, azonban szignifikancia tekintetében az eredmény hatarértéken volt (p=0,051). A

GCL+ a belsé (p<0,0001), a GCL++ értékek a belsé (p<0,0001) és a kiilsé (p=0,037)

gylrtiben is szignifikansan alacsonyabbak voltak a diabéteszes csoportban (9. tablazat).

VD az SCP felsé VD az SCP temporalis VD az SCP nazalis N
kvadrénséban (%) kvadra'nsébas (%) kvadransaban (%) FAZ teriilete az SCP-ben (pm?)

= E 60 =
L) p <0,0001 %7 p=001 p=0,003 1000 o0m
55} =y 551 800}

50 50
50 600
45 45
45 a0 s 400
40 35 35 200
/17t W———"—— -—7—T -
Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM
VD a DCP felsé VD a DCP temporalis VD a DCP nazilis VD a DCP alsé
kvadransaban (%) kvadransaban (%) kvadransaban (%) kvadransaban (%)
07 o-o00 07 50,081 607  p=0,081 709  p=0276
60— 60— 60 -
50
50 50 ‘ 50- ‘
40
40 40 40-
N—— —T—T W—T—T7— N-—T—T—
Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM Egészséges DM

VD= vaszkularis denzitas; SCP= felszines kapillaris plexus; DCP=mély kapillaris plexus; FAZ= foveolaris

avaszkularis zona; DM= diabétesz mellitusz

19. abra. A diagramok a felszines és a mély kapillaris halozat vaszkularis denzitas és a
FAZ teriilet adatainak gyakorisag eloszlasat mutatjak egészséges és diabéteszes vizsgalati

alanyoknal.
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Szignifikans inverz korrelaciot volt kimutathatd a betegség fennallas és a vaszkularis
denztias kozott az SCP felso (r=-0,539, p<0,0001), temporalis (r=-0,557, p<0,0001), als6
(r=-0,433, p=0,005) és nazalis (r=-0,372, p=0,015) kvadransaban, valamint a betegség
fennallas és a DCP also (r=-0,369, p=0,019) és nazalis (r=-0,458, p=0,003) kvadransanak
kapillaris stirisége kozott. A HbAlc érték egyik OCTA paraméterrel sem mutatott
szignifikans korrelaciot. Nem tudtunk szignifikans Osszefiiggést kimutatni a cornea
szubbazalis idegrost morfologiai €s a retina mikrovaszkularis paraméterei kozott a két

csoport dsszehasonlitasakor.
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9. tablazat. OCT és OCTA paraméterek osszehasonlitasa egészséges egyéneknél és

diabétesz mellituszban szenvedd betegeknél

Egészséges egyének® Diabéteszes betegek® p*
Centralis retina 259,029+18,978 251,0+24,491 0.089
vastagsag (um) (252,408 — 265,651) (244,182 — 257,818) '
Centralis chorioidea 273,455+72,974 237,708+81,935 0.016
vastagsdg (um) (247,579 - 299,330) (213,917 - 261,500) '
VD az SCP 21,649+5,442 19,88+5,219 0116
centrumadban (%) (19,780 - 23,519) (18,274 - 21,486) '
VD az SCP felsé 51,377+2,449 48,063+2,645 <0.0001
kvadransaban (%) (50,535 - 52,218) (47,239 - 48,887) '
VD az SCP temporalis 48,207+2,456 46,069+2,786 0001
kvadransaban (%) (47,364 - 49,051) (45,212 - 46,927) '
VD az SCP alsé 50,990+3,067 49,147+3,910 0.138
kvadransaban (%) (49,920 - 52,061) (47,929 - 50,366) '
VD az SCP nazdlis 46,937+2,689 44,691+3,307
kvadransdban (%) (46,013 - 47,861) (43,674 - 45,709) 0,003
FAZ teriilete az SCP- 274,722+86,541 348,511+151,528 0.051
ben (um?) (244,036 - 305,408) (301,292 - 395,731) ’
VD a DCP centrumaban 19,317+4,632 17,843+5,460 0.236
(%) (17,647 - 20,988) (16,142 - 19,545) '
VD a DCP felsd 52,359+3,596 50,483+3,890 0.036
kvadransaban (%) (51,124 - 53,594) (49,255 - 51,710) '
VD a DCP temporalis 47,673+3,302 46,485+2,943 0.081
kvadransaban (%) (46,539 - 48,808) (45,568 - 47,402) '
VD a DCP alsé 52,072+2,684 50,924+4,420 0.276
kvadransaban (%) (51,150 - 52,994) (49,529 - 52,319) '
VD a DCP nazalis 48,345+3,054 46,855+4,166 0.091
kvadransaban (%) (47,296 - 49,394) (45,557 - 48,154) '
GCL ++ a centrumban 60,379+11,723 64,901+22,679 0.598
(um) (56,291 - 64,472) (58,310 - 71,475) '
GCL ++ belsd gytirii 116,904+7,699 109,224+9,628 <0.0001
(um) (114,218 - 119,591) (106,428 - 112,020) '
GCL ++ kiilsd gytirii 108,794+6,920 104,972+10,129 0.037
(um) (106,380 - 111,208) (102,031 - 107,913) '
GCL+ a centrumban 53,235+9,433 55,042+15,612 0.595
(um) (49,944 - 56,526) (50,509 - 59,575) '
GCL + belsd gytirii 90,941+6,326 83,76+8,009 <0 0001
(um) (88,734 - 93,148) (81,435 - 86,086) '
GCL + kiilsS gytirti 67,36+6,803 64,86+5,894 0.152
(um) (64,987 - 69,734) (63,129 - 66,590) '
RNFL vastagsag (um) 106,667+12,504 101,848+10,556 0.060

(102,233 - 111,100)

(98,713 - 104,982)

VD= vaszkularis denzitas; SCP= szuperficialis kapillaris halozat; DCP=m¢ély kapillaris halézat;
FAZ=foveolaris avaszkularis zona; GCL=ganglionsejt-réteg; RNFL=retinalis idegrost réteg;

centrum: a centralis 1 mm-ben mért vastagsag; bels6 gy(lrii: a centralis 3 mm-ben mért vastagsag; kiilsé
gytrii: a centralis 6 mm-ben mért vastagsag

SAtlagtstandard deviacié (95% konfidencia intervallum)

* Mann-Whitney U-teszt
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7. Megbeszélés

7.1. Az enyhe COVID-19 betegség mikrovaszkularis és neurodegenerativ
szemészeti szovodményei

A SARS-CoV-2 infekcionak az akut megbetegedést kovetden perzisztald tiinetei
lehetnek, ezt hivjuk ,hossz(” COVID-nak.'*’ Nath és munkatarsai a lehetséges
patomechanizmusok kozott emlitik a fertézes altal okozott karosodast, a perzisztalo virus
replikaciot, a tartds immunaktivaciot és a kiilonbozo tarsbetegségek stilyosbodasat.!* Az
akut és a ,,hosszi1” COVID tiineteit autoimmun mechanizmusok, gyulladasos valasz, a
virus direkt karositd hatdsa ¢€s a kiilonb6z6 szervek degenerativ elvaltozasai
magyarazzak.'?’

A bels0 retina neuronalis szovet, igy a kozponti idegrendszerhez hasonléan a SARS-Co V-
2 fertézés karosithatja.'*® 2002-2003-ban kimutattdk, hogy a SARS-CoV fertézés
centralis és periférias idegrendszert érintd elvéltozasokkal tarsulhat.!*! Az in vivo
konfokalis mikroszkopiaval korai corneélis mikrostrukturdlis és szubbazalis idegrost
elvaltozasok mutathatok ki metabolikus betegség esetén még az oftalmoszkdpos
elvaltozasok eldtt, igy a periférids neuropétia sziirésére alkalmas vizsgalo eljaras lehet.!
Diabéteszes vékonyrost neuropatia esetén az in vivo konfokélis mikroszkopias
eredmények jol korrelalnak a bor biopszia soran nyert adatokkal.'*?

Vizsgalatunk soran a poszt-COVID csoportban csokkent idegrost elagazddas denzitast,
azaz alacsonyabb szamu primer eldgazodasi pontot talaltunk a f6 ideg agon és csokkent
teljes idegrost elagazodas denzitast detektaltunk, ami a disztalis idegrost agak vesztését
erOsitette meg. Szignifikdnsan alacsonyabb volt az idegrostok szama is COVID-19
betegséget kovetéen, mely a proximalisabb idegrostok érintettségre utal.
Kovetkezésképpen szignifikdnsan alacsonyabb volt az idegrost teriilet és az idegrost
hossz a poszt-COVID csoportban. Az idegrost szélességben nem volt szdmottevd
kiilonbség a két csoport kozott. Brines és munkatarsai vizsgaltdk a kiilonb6zd cornealis
idegrost paramétereket vékonyrost neuropdtia esetén. Arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy az idegrost denzitasnak, az idegrost teriiletnek, az idegrost hossznak ¢€s az idegrost
elagazddas stirliségének a neuropatia diagnozisanal van kiemelt szerepe, mig az idegrost
szélesség a stlyossdg fokat jelzi.'*? Az éltalunk vizsgalt poszt-COVID csoportban a
normal idegrost szélesség mellett észlelt idegrost karosodds enyhe vékonyrost

neuropatidra utalhat.
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Mirza és munkacsoportja a SARS-CoV-2 fert6z¢s alatt neurologiai tiinetekrdl beszamold
betegeknél szignifikdnsan alacsonyabb idegrost denzitas, idegrost hossz és idegrost
elagazodas stirliség értéket talaltak az idegrendszeri tiinetekkel nem rendelkezd poszt-
COVID és az egészséges csoporttal dsszehasonlitva.'**

Vizsgaltuk a retindlis neurodegenerativ elvaltozasokat is. Kvantifikalhatdo neuronalis
veszteség nem volt detektalhatdo a GCL-RNFL komplex vizsgalataval. Az RNFL és a GCL
vastagsaga nem mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Korabbi szerzok
sem talaltak kiilonbséget a COVID-19 betegségen atesettek €s az egészégesek kozott a
GCL-RNFL komplex paraméterek tekintetében, azonban peripapillaris mikrovaszkularis
érintettséget feltételeztek SARS-CoV-2 infekcid esetén, 4146

A szimultan jelen 1€v6 tarsbetegségek (pl. diabétesz mellitusz €s/vagy magas vérnyomas)
lehetséges befolyasold hatasa miatt a vizsgalt populacidban alcsoport analizist végeztiink,
ahol kizartuk a metabolikus betegséggel rendelkez6 egyéneket. A kapott eredményekben
valtozas nem tortént, igy az elvaltozasok nem tulajdonithatok sem a diabétesz, sem pedig
a hipertonia hatasanak a poszt-COVID csoportban.

Az angiotenzin-konvertalo enzim-2 (ACE-2) receptor jelen van az epitel sejtek plazma
membranjan, igy exprimalddik a 1égzérendszer, a cornea, a retina, az emésztérendszer,
az idegrendszer, a vesék, a herék és a sziv szOvetében, valamint az
endoteliumon, 147148149150 A7 ACE-2 receptor a SARS-CoV-2 tiiskefehérjéje szamara
funkcionalis receptornak szamit™!, a koronavirus felismeri és belépési kapuként
hasznalja,"*” igy a koronavirus az ACE-2 receptoron keresztiil stlyos sokszervi
karosodast okozhat.!®® Az ACE-2 receptorok exprimalodnak a retina és a chorioidea
kiilonbozo  sejttipusain, kimutathatok a Miiller sejteken, a ganglionsejteken, a
fotoreceptor sejteken és a retindlis vaszkularis endotel sejteken is.'*”-!3° Korabbi
kutatasok alapjan az ACE-2 receptor szemészeti manifesztacioval rendelkezd szisztémas
vaszkularis megbetegedések patomechanizmuséban is szerepet jatszik, mint példaul a
diabéteszes és a hipertenziv retinopétia. '>* Egy mésik tanulmany szerint a SARS-CoV-2
virus RNS a COVID-19 fertézésben elhunytak 21%-4ndl kimutathatd a retina
szovetében.!>*

Tanulmanyunkban a retina kapillaris haldzatanak és a choriokapillaris mikrovaszkularis
elvaltozasait is vizsgaltuk SARS-CoV-2 infekciot kovetden. Altaldnossagban
megallapithato, hogy COVID-19 betegséget kovetden nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a vaszkularis denzitds tekintetében sem a felszines, sem pedig a mély

kapillaris haldézatban az egészséges csoporttal Osszehasonlitva. Egyediil az SCP
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temporalis kvadransaban volt szignifikdnsan alacsonyabb az érsiiriség COVID-19
betegséget kovetden. Mas szerzOk kimutattdk, hogy egészséges egyéneknél az SCP
vaszkularis denzitdsa szignifikansan csokken a temporalis kvadransban a fovea
centrumatdl mért 2-8 mm kozotti teriileten a periféria felé.!>> Alam és munkatérsai szerint
diabéteszes betegeknél a temporalis perifovedlis régi6 vaszkularis denzitasa a
legérzékenyebb a korai retinopatia szempontjabol, amit a retina érhalozatanak
felépitésével magyaraztak.'>® Abrishami és munkatarsai 31, COVID-19 betegségen
atesett beteget vizsgaltak 2 héttel a felépiilést kovetden és szignifikdnsan alacsonyabb
fovealis €s parafovealis érslirliséget detektaltak a felszines és a mély kapillaris plexusban
az egészéges kontrollokkal Osszehasonlitva.'>’” Savastano és munkatirai az el6z6
vizsgalattal ellentétben nem talaltak kiilonbséget a egészséges €¢s a COVID-19 infekcion
atesett betegek retinalis érsiirtisége kozott.!*> A két vizsgalat kozti eltérés hatterében a
tarsbetegségek (immunoldgiai megbetegedés, elhizas, diabétesz mellitusz és
kardiovaszkularis megbetegedések) hatasat feltételezték.'*® Turker és munkatarsai 27,
korhazi kezelést igényld, SARS-CoV-2 fertézésen atesett egyént vizsgaltak az emissziot
kovetd els6 héten. Szignifikansan csokkent érstirliséget detektaltak az SCP felsd és
nazalis, valamint a DCP mind a négy kvadransaban.'>® Egy 12 vizsgalatot elemzd
metaanalizis a COVID-19 betegségen atesetteknél szignifikdnsan csokkent vaszkularis
denztiast taladlt a DCP-ben, valamint a szignifikancia hatarat el nem ¢éré6 FAZ
megnyagyobbodast.!>® Ismert, hogy sulyos COVID-19 fertézés kovetkeztében
mikrovaszkularis és tromboembolids szovodmények alakulhatnak ki, emiatt a latohartya
esteleges mikrovaszkularis eltéréseinek nyomon kovetése fokozott figyelmet érdemel. A
vaszkularis szovoidmények hatterében disszeminalt intravaszkularis koagulopatia vagy az
endotel sejtek virus fertézése altal okozott érfal gyulladas allhat.!'>?

Vizsgélatunkban in vivo konfokalis mikroszkoppal kiilonboz6 foku cornedlis szubbazélis
idegrost morfologiai eltéréseket talaltunk PCR teszttel igazolt, enyhe vagy tlinetmentes
SARS-CoV-2 fertdzésen atesett egyéneknél. OCT angiografidval relevans retindlis
mikrovaszkukaris eltérést nem detektaltunk és sem a ganglionsejt-komplex, sem a
retindlis idegrostréteg vizsgalata nem mutatta optikus neuropatia jelét a poszt-COVID
csoportban.

Eredményeink rdmutatnak, hogy periférias neurodegenerativ elvaltozasok alakulhatnak
ki enyhe vagy aszimptomatikus SARS-CoV-2 infekciot kovetéen is. Az in vivo
konfokalis mikroszkdp alkalmasnak latszik a periférids neuropatia vizsgalatara SARS-

CoV-2 fertézésen atesett betegeknél.
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Vizsgalatunk limitacioja az alacsony betegszam ¢és a szemfelszini betegségek objektiv

vizsgald modszerekkel vald kizarasanak a hianya.

7.2. A szaruhartya neuroinflammatorikus eltéréseinek vizsgalata SARS-
CoV-2 fertozést kovetéen

Az éretlen dendritikus sejtek jelen vannak a felszini barrier szovetekben, beleértve a
nyalkahartya felszineket, a bért és a corneat.’®1% Az antigén felismerését kovetden a
dendritikus sejtek érési folyamaton mennek keresztiil €s az antigénnel valo talalkozas
helyszinérdl a limfoid szervekbe vandorolnak, ahol T limfocitdkat stimuldlnak.'®® A
dendritikus sejtek szamos ttvonalon részt vehetnek a SARS-CoV-2 elleni
immunvalaszban.’® Yamagami és munkacsoportja immunhisztokémiai moédszerekkel
normal human cornea epiteliumaban csontvelé eredeti DC-ket azonositottak.
Vizsgalatukban a dendritikus sejtek szama szignifikdnsan magasabb volt a szaruhartya
periférias részén, mint a centrumban.'®! Korabbi szerzék bebizonyitottdk, hogy IVCM-
mel kapott eredmények kivaloan korrelalnak az immunhisztokémiai vizsgalatokkal a
dendritikus sejtek denzitasa és érési folyamata tekintetében a human corneéban. 60162

Vizsgalodasunk soran szignifikansan magasabb centralis cornealis dendritikus sejt
strtiséget ¢€s teriiletet talaltunk az enyhe COVID-19 betegségen atesetteknél egészséges
kontrollokkal &sszehasonlitva. A legajabb tanulmanyok igazoltak, hogy a dendritikus
sejtek denzitdsa jelentésen megemelkedik a corneaban kiilonb6z0 megbetegedések

138,163,164,165,166,167

esetén, mint példaul a széraz szem szindroma, a cornealis graft

kilokédés,'®8 a ,,graft-versus-host” betegség,'®® az infekcios eredetii keratitis'’® és a
szisztamas autoimmun megbetegedések.'631%6167 Egy metaanalizis alapjan egészséges
egyéneknél a centralis corneaban az atlagos dendritikus sejt denzitas 26,4+13,6 sejt/mm?
(95%-0s konfidencia intervallum: 22,5-26,8).32 Vizsgilatunkban a SARS-CoV-2
fertdzésen atesett betegeknél haromszoros DC siirliséget figyeltiink meg az
egészségesekkel dsszehasonlitva.

Immun-medialt szemfelszini betegségek esetén (,,garft-verus-host” betegség) az
emelkedett centralis dendritikus sejt siirtiség (119,29+79,78 sejt/mm?) a szemfelszin
gyulladasat és immunoldgiai aktivaciojat jelzi.'®® Korabbi vizsgilatok bebizonyitottak,
hogy a nytlvanyokkal rendelkezé dendritikus sejtek valosziniileg érettek, mig a dendrit
nélkiili, kerek sejtek immunolégiailag éretlenek.'”® Kutatdsunk soran mind érett

dendritikus sejteket, mind pedig éretlen, kerek sejteket azonositani tudtunk a SARS-CoV-
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2 fertézésen atesetteknél. A centralis corneaban a dendritikus sejtek magas szamanak
herpeszes eliilsé uveitisz esetén differencial diagnosztikai jelentdsége lehet.}t

A centralis corneaban a dendritikus sejtek denzitasanak és morfologidjanak
tanulmanyozasa mellett vizsgaltuk a cornedlis szubbazalis idegrostok karosodasat SARS-
CoV-2 fert6zést kovetden. A COVID-19 betegségen atesett csoportndl statisztikailag
szignifikans idegrost veszteséget €s morfologiai elvaltozasokat detektaltunk in vivo
konfokalis mikroszkopiaval. Tepelus és munkatérsai szaraz szem szindromaban szenvedd
betegeknél csokkent cornedlis idegrost denzitast €s emelkedett szamu gyulladasos DC-t
detektaltak, melybdl az immunrendszer €s a periférids idegrendszer kozotti lehetséges

szinergidra kovetkeztettek a szaruhdrtydban’?, amit kiilonbdzd eredetli fertdzéses

keratitiszek esetén mar korabban igazoltak.!™

Bitirgen és munkatarsai a cornealis DC denzitast és az idegrost morfologiat vizsgaltak
kiilonboz8 sulyossagi COVID-19 betegségen étesett egyéneknél.!’ Emelkedett DC
striiséget ¢és idegrost veszteséget detektaltak attdl fliggetleniil, hogy kialakult-e a
betegeknél hosszi COVID-19 szindroma. A kiilonbség kifejezettebb volt azoknal a
betegeknél, akiknek neuroldgiai tiineteik is voltak.!™ Vizsgalatunk megerdsitette az
altaluk leirt eltéréseket stlyos fertézés hianyaban is.

A SARS-CoV-2 fertdzésen atesett betegeknél mikroneuromakat azonositottunk a
szubbazalis idegi plexusban ¢és a stromalis idegekben. A mikroneuromak az
idegkarosodas és az idegregeneracio jelei lehetnek.!™ A sériilést kovetden a proximalis
idegvégzddésbdl novekedés indul disztalis irdnyba. A regeneraci6 kozben az
extraneurdlisan névekvé axonok neuromakat formdlnak.!”™ Ross és munkatarsai 3 f6
cornealis mikroneuroma tipust irtak le: a tonk (,,stump”), a lateralis és az orsoszerii
mikroneuromat.}’® A periférias idegi neuromak kialakulasahoz neuroinflammatorikus
folyamatok is hozzajarulnak, ebbdl kovetkezik, hogy a neuroinflammacio gatlasa

177 A human cornedban szubbazalis és stromalis

megeldzheti a neuromdak kialakulaséat
mikroneuromakat szamos elvaltozashoz kapcsoloddan leirtak korabban, mint példaul
neuropatids cornealis fajdalom,' %" bullozus keratopatia,'’® és keratoplasztikin atesett
szemek esetén.’®® A COVID-19 betegséget kovetéen kialakuld —cornedlis
mikroneuromakat idegi karosodast okozo gyulladasos és immun-medialt folyamatoknak
tulajdonitjak.'”® Habdr a periférias neuromék gyakran fajdalmasak,'’” egyik COVID-19
betegségen atesett betegiink sem szdmolt be corneélis fajdalomrol. Tovabbi, SARS-CoV-
2 infekciot kovetden kialakulod idegrost morfologiai eltérések kozé tartozik a fokozott

idegrost tortuozitas, az idegrostok folytonossag megszakitottsaga és gyongyfiizérszeri
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megjelenése. Szemfelszini gyulladasos megbetegedések estén a szubbazilis iderostok
fokozott tortuozitisa a regenericids folyamatoknak tulajdonithat6.'®® Az idegrostok
gyongyfizérszerli megjelenését neuropatids cornedlis fajdalomhoz kapcsolodoan irtak le,
de egészséges egyéneknél is megjelenhet, a szerzok szerint magasabb metabolikus
aktivitast jelez.178128

Barros és munkatarsai sajat vizsgalatunkhoz hasonld eredményekrdl szamoltak be. A
SARS-CoV-2 infekcion atesett betegek tobb, mint 90%-anal detektaltak a cornedlis
szubbazalis plexust érint6 elvaltozasokat, mint példaul gyongytiizérszerii axonokat vagy
neuromakat. Kutatasukban DC-k a COVID-19 betegségen atesettek 69,5%-anal voltak
jelen. Szignifikansan alacsonyabb idegrost denzitast, idegrost hosszt és fraktal dimenziot
észleltek a fertézésen atesetteknél. 8!

Vizsgalatunkban a cornealis bazalis epitel sejt, az eliilsé stroma keratocyta és az endotel
sejt denzitds nem mutatott szignifikdns valtozast SARS-CoV-2 fertdzést kovetden.
Alacsonyabb hats6 stroma keratocyta siiriiséget detektaltunk a poszt-COVID csoportban.
Cukorbeteg feln6tteknél alacsonyabb hatso stroma Keratocyta denzitast mutattak ki, mely
cornealis idegrost veszteséggel tarsult.?

A SARS-CoV-2 fertézésen atesetteknél inverz korrelaciot talaltunk az eliilsé stroma
keratocyta denzitas €s az idegrost teriilet kozott. Statisztikailag szignifikans korrelaciot
detektaltunk a dendritikus sejt denzitas és a teljes idegrost elagazddas denzitas kozott a
poszt-COVID csoportban.

Tanulmanyunk limitacidja, hogy kis szamu beteget vizsgaltunk és csak enyhe SARS-
CoV-2 infekcidn atesetteket vontunk be. Tovabba sem elektrodiagnosztikai teszteket, sem
borbiopsziat nem végeztiink a periférias neuropatia diagnozisdnak megerdsitésére. Egyik
csoportban sem végeztiink a szaraz szem szindroma kizarasara vizsgalatokat, mint
példaul kénnytilm ozomolaritds mérést vagy cornealis eszteziometriat.

Tanulmanyunk jelentdsége, hogy periférids vékonyrost karosodast tudtunk kimutatni
gyulladasos dendritikus sejtek jelenléte mellett enyhe COVID-19 betegséget kovetden.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a SARS-CoV-2 fertézéshez asszocialt cornedlis
neuropatia hosszutavu hatdsanak és a neuroregeneracié tanulmanyozasara.

Vizsgélatunk legjelentdsebb eredménye, hogy COVID-19 betegséget kovetden a
szaruhartya centralis részében az érett dendritikus sejtek szdma megharomszorozodott az
egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva. A szubbazélis idegrostok szignifikans

csokkenése és megvaltozott morfologidja szintén megfigyelhetd volt, mint az idegi

kérosodas ¢és regeneracié indikatora. A szaruhartya sejtszintli és ultrastrukturalis
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elvaltozasai a COVID-19 betegség cornedra gyakorolt neuroinflammatorikus hatasat

erdsitik meg.

7.3. A diabétesz mellitusz mikrovaszkularis és neurodegenerativ szemészeti
szovodményeinek vizsgalata

Kutatasunk soran diabéteszes retinopatidval nem, vagy csak enyhe nem proliferativ
diabéteszes retinopatiaval rendelkezd cukorbetegeknél vizsgaltuk OCT angiografia és in
vivo konfokalis mikroszkopia segitségével, hogy a retinalis mikrovaszkularis vagy a
cornedlis neurodegenerativ elvaltozdsok jelennek-e meg kordbban. Megvaltozott
cornedlis idegrost morfologiat talaltunk diabéteszes betegeknél diabéteszes retinopatia
hianyaban is. Korabbi vizsgalatok szerint az idegrost hossz, ezt kovetéen az idegrost
denzitas a legérzékenyebb paraméter a periférias diabéteszes neuropatia
diagnozisara.t11®3 Brines és munkatarsai az idegrost hosszt és az idegrost teriiletet talaltak
a legszenzitivebbnek az enyhe neuropatia kimutatasara.’*® A fraktal dimenzié egy
relativan 10j paraméter a cornealis idegrost morfologia értékelésében, mellyel
szamszerisithetd az idegrostok térbeli csokkenése. A fraktal dimenzi6 alkalmas lehet a

s

in vivo konfokalis mikroszkopia alkalmas vizsgald eljaras a diabéteszes neuropatia
kialakulasa szempontjabol nagy kockazattal rendelkezd betegek beazonositasara.'®®
Munkacsoportunk korabban fiatal TLDM-es betegeknél szignifikansan alacsonyabb teljes
idegrost elagazddas stliriséget detektalt egészséges egyénekkel Osszehasonlitva. Az
eredmény a vékonyabb, disztalisabb idegagak els6dleges karosodasat erdsitette meg. Az
idegrost teriiletben nem volt szignifikans kiilonbség a diabéteszes és a kontroll csoport
kozott, feltételezhetden a f6 idegag korai megérzottsége miatt. 52 Jelen vizsgalatban az
idegrost sz¢lesség nem mutatott szignifikans kiilonbséget a diabéteszes €s az egészséges
csoport kozott, mely eredmény megerdsiti azt a korabbi feltevést, hogy a korai karosodas
kifejezettebb a disztalis idegi agakban.

Vizsgélatunkban a retinalis vaszkularis denzitas szignifikdnsan csokkent az SCP felso,
temporalis és nazalis kvadransaban a diabéteszes csoportban. A DCP-ben egyediil a fels6
kvadrans érstirlisége csokkent szignifikdnsan a diabétesz mellituszban szenveddknél. Ong
¢s munkatarsai alacsonyabb vaszkularis denzitast figyeltek meg az SCP-ben sulyos
NPDR esetén, mint diabéteszes retinopatiaval nem vagy csak enyhe NPDR-el rendelkez6

diabéteszeseknél, ezt az eltérést a mély kapillaris halozat teriiletén nem tudtdk kimutatni.
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Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az SCP az érzékenyebb a DR progresszidjara, igy
ott jelentkezik korabban a kapillaris karosod4s.'®® Mas szerzék hosszil fennallastt T2DM
esetén igazoltdk, hogy diabéteszes retinopatia hidnydban az érstirliség csokkenése,
valamint a FAZ hataranak karosodasa korabban alakul ki az SCP-ben, mint a DCP-ben. 8’
Ezzel ellentétben Kaoual és munkatérsai retindlis vaszkuldris elvaltozasokat irtak le
diabéteszes retinopatia hianyaban és enyhe NPDR esetén primeren a DCP-ben, melybdl
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mély kapillaris plexus a sériilékenyebb diabétesz
mellituszban a vaszkularis elvaltozasokra.'® Sajat eredményeinkkel ellentétben, Kirthi és
munkatdrsai prediabéteszes betegeknél a cornedlis idegrost elvaltozasokhoz képest
kifejezettebb retinalis mikrovaszkuaris karosodasokat talaltak, habar a centralis
corneaban vizsgalt idegrost hossz szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott T2DM
esetén normoglikémias alanyokkal Osszehasonlitva. Ravilagitottak a talsuly, a derék
atméro és a testtomeg index befolyasolo szerepére a szaruhartya idegrost csokkenésével
kapcsolatban.8°

Mas szerz6khoz hasonloan vizsgalatunk soran OCTA-val korai retinalis mikrovaszkularis
elvaltozasokat azonositottunk még az oftalmoszkoppal lathatd elvaltozasok megjelenése
el6tt.1991% Ghassemi és munkatarsai az SCP parafovealis érsiiriségét a latasromlast elére
jelzé biomarkerként azonositottak diabéteszes betegeknél.'®? Vizsgalatunkban a FAZ
teriiletének megnagyobbodasat detektaltuk cukorbetegeknél. Palma és munkatarsai egy
Osszefoglald tanulmanyban az egészségesekhez képest szignifikansan nagyobb FAZ
teriiletet és csokkent vaszkularis denzitést irtak le diabéteszeseknél még DR hianydban
is.1% Az altalunk vizsgalt diabéteszes csoportban a centralis chorioidea vastagsiga
szignifikansan alacsonyabb volt az egészséges csoporthoz képest. Torabi és
munkacsoportja sajat eredményiinkhoz hasonléoan T2DM-es betegeknél egészségesekkel
Osszehasonlitva szignifikansan vékonyabb centralis chorioidea vastagsagot talaltak, mely
eltérés rossz glikémas kontroll mellett kifejezettebb volt.!®* Mas szerzék szerint a
chorioidea vastagsag a diabéteszes retinOpatia kezdetén nd, majd a DR progresszidjaval
csokkent. Vizsgalatukban a vastagabb chorioidea jobb latoélességgel jart egyiitt. ®

A ganglionsejt-komplex vastagsaga szignifikansan csokkent az altalunk vizsgalt
diabéteszes csoportban. Qiu és munkatarsai korrelaciot irtak le a ganglion sejttest vesztés,
a retinalis vaszkularis elvaltozasok, valamint a diabéteszes retinopatia stlyossaga
kozott.!® Kordbbi kutatasok ravilagitottak a neurodegenerativ és a mikrovaszkuléris
elvaltozasok kozti Osszefiiggésre diabétesz mellitusz esetén.!%1% A GCL és az RNFL

vastagsag valtozasat korai diabéteszben neuroretinalis degenerdcioként azonositottdk,
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mely elére jelezheti a mikrovaszkularis kdrosodast.'%® Egy friss tanulmany szerint az
¢letkor, a diagndziskori életkor és a diabétesz fennéllasdnak ideje egymastol fiiggetlen
rizikéfaktorok a makrovaszkularis szovodményekre T2DM esetén. A mikrovaszkularis
karosodasokkal a betegség fennallas ideje mutatott szoros kapcsolatot, mely 6sszefiiggés
fiatal életkor esetén kifejezettebb volt.!®" Korrelacios vizsgalatunk megerdsitette a fenti
eredményt, diabéteszeseknél a betegség fennallas eldrehaladtaval ardnyosan csokkent az
érstiriség a felszines kapilldris halézat mind a négy kvadransaban, valamint a mély
kapillaris plexus also €s nazalis kvadransaban.

Tanulmanyunknak néhany limitacidja is van. Az els6, hogy nehéz elkiiloniteni az oki és
idoébeli kapcsolatot keresztmetszeti vizsgalat esetén, ezért az eredmény nem feltétleniil
reprezentativ a teljes diabéteszes populaciora vonatkozoan. A masodik, hogy diabéteszes
retinopatiaval csak a vizsgalatban részt vevok kis hanyada rendelkezett, kivanatos volna
nagyobb esetszam bevondsa €s eldrehaladottabb szemfenéki elvaltozassal rendelkezd
betegek vizsgalata. A harmadik limitacid, hogy a szemészeti képalkotod vizsgalatokat a
betegség lefolyas egy adott pontjan végeztikk el, diabéteszes betegeknél nehéz
meghatarozni a betegség kezdetének pontos iddpontjat. A negyedik, hogy a cornealis
szubbazalis plexusrol a pillanatfelvételek kivalasztasa manualisan tortént, valamint a
képek a szaruhartydnak csak egy kis részletét reprezentaljak, igy a vizsgalat szdmos

szubjektiv elemet tartalmaz.
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8. Uj eredmények osszefoglalasa

Kutatémunkank eredményeként az irodalomban elsdként kozoltiik OCT angiografiaval
¢s in vivo konfokalis mikroszkoppal szimultan végzett vizsgalatok adatait a retinalis

mikrovaszkularis karosodas és a cornealis neurodegeneracio egyideji kimutatasara.

1. Kutatasunk soran hospitalizacidt nem igényld, enyhe vagy tiinetmentes SARS-
CoV-2 infekcion atesett, oltatlan betegeknél tanulmanyoztuk a mikrovaszkularis és a
neurodegenerativ elvaltozasokat. A cornedlis szubbazalis idegrostok paramétereiben
szignifikdns csokkenést ¢és megvaltozott morfologiat mutattunk ki retinalis
neurodegenerativ.  és mikrovaszkularis eltérések nélkiil COVID-19 betegségen
atesetteknél. Osszetett vizsgalatunk eredményeként az irodalomban elséként publikaltuk
a cornealis és retinalis neurodegeneracio és a retinalis mikrovaszkularis eltéréseket és

azok Osszefiiggését SARS-CoV-2 fert6zést kovetden.

2. SARS-CoV-2 fertézést kovetden idegi karosodasra és regenerdciora utalod
jeleket azonositottunk a szaruhartya szubbazalis idegi plexusaban. Az infekcion atesett
betegeknél mikroneuromakat detektaltunk a szubbazalis idegi plexusban és a stromalis
idegek szintjében is. Vizsgalatunkban szignifikansan magasabb cornealis dendritikus sejt
strtiséget ¢€s teriiletet talaltunk az enyhe COVID-19 betegségen atesetteknél egészséges
kontrollokkal sszehasonlitva. Az irodalomban elészér kozoltiik a cornea sejtes €s
ultrastrukturalis eltéréseit a SARS-CoV-2 fert6zést kovetdéen, melyek a betegség
neuroinflammatorikus kovetkezményeit demonstralhatjdk a szaruhartydban egyéb

szemészeti eltérés hidnyaban.

3. Vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy a cornealis szubbazalis idegrost
morfolégia és a retindlis kapillaris stirliség szignifikdnsan megvaltozik diabétesz
mellitusz esetén még az oftalmoszkdppal lathaté szemfenéki elvéaltozasok megjelenése
elétt. Eredményeink alapjan diabétesz mellituszban a cornedlis idegrostok a retinalis
mikrovaszkulaturaval 6sszehasonlitva koraibb ¢és kifejezettebb karosodast szenvednek.

Tudomasunk szerint az irodalomban els6ként publikaltuk a cornea szubbazalis idegi
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plexusanak és latohartya kapillaris halozatanak egyidejii karosodasat ugyanazon

betegpopulacion manifeszt diabétesz esetén.
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Abstract

Purpose To examine retinal and corneal neurodegenerative and retinal microvascular changes in patients after mild or
asymptomatic COVID-19 disease compared to age-matched controls.

Methods Thirty-five (35) patients after PCR-proven SARS-CoV-2 infection and 28 age-matched controls were enrolled.
Swept-source optical coherence tomography (OCT), OCT angiography, and in vivo corneal confocal microscopy were per-
formed in both groups. Corneal subbasal nerve plexus was quantified. Vessel density for superficial (SCP) and deep capillary
plexus (DCP) and structural OCT parameters were recorded.

Results Significantly lower nerve branch density (P=0.0004), nerve fiber area (P=0.0001), nerve fiber density (P =0.0009),
nerve fiber length (P <0.0001), and total nerve branch density (P =0.002) values were observed in patients after COVID-19
compared to healthy controls. VD of the temporal SCP was significantly different between the two groups (P=0.019). No
other SCP and DCP vessel density parameter differed significantly between the two groups.

Conclusions Our results suggest that peripheral neurodegenerative changes may occur even after mild or asymptomatic
SARS-CoV-2 infection. No relevant microvascular changes were seen with OCT angiography and structural OCT parameters
did not show any signs of optic neuropathy in post-COVID patients. In vivo confocal microscopy seems to be an important
tool in monitoring peripheral neuropathy in patients after COVID-19.

Keywords COVID-19 - In vivo confocal microscopy - Neuropathy - OCT angiography

Key messages

o Advances in ophthalmic imaging allow for quantification of retinal vessel density and for characterization of the
optic nerve head as well as measurement of the corneal peripheral nerves.

e Different degrees of corneal subbasal nerve fiber morphology alterations were observed with in vivo confocal
microscopy in patients who had PCR-proven mild or asymptomatic SARS-CoV-2 infection.

e No relevant microvascular changes were seen with OCT angiography and structural GCL- RNFL complex
parameters did not show any signs of optic neuropathy in post-COVID patients.

Introduction

COVID-19 caused by severe acute respiratory syndrome cor-
onavirus-2 (SARS-CoV-2) may cause a spectrum of symp-
toms ranging from fever and mild dyspnea to severe respira-
tory failure and some death [1]. The disease is known to have
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involvement, uveitis, retinal damage, and neuroophthalmo-
logical complications [2, 3]. One-third of the previously
hospitalized patients reported persistent COVID-19-related
symptoms and half of them suffered from long-standing
symptoms after hospital discharge [4].

Ophthalmologists have traditionally been able to directly
observe and analyze the small vessels and cranial nerve II
(optic nerve) on fundus examination. Recently, advances in
imaging allow for quantification of vessel density and for the
characterization of the optic nerve head as well as measure-
ment of the corneal peripheral nerves (branches from the
ophthalmic division of the trigeminal nerve). Thus, a com-
prehensive ophthalmic examination can provide general
information on the vascular system and peripheral nerves in
any systemic diseases.

General (fatigue, decreased exercise tolerance, breathless-
ness) and neuropsychological consequences (anxiety/depres-
sion, psychological distress) have been commonly reported
in SARS survivors [5]. The microvascular and neurodegen-
erative complications of multisystemic diseases secondary
to SARS-CoV-2 infection have been gaining more scientific
attention [6, 7]. The purpose of this research was to examine
retinal and corneal neurodegenerative and retinal microvas-
cular changes with noninvasive clinical methods in patients
who had mild COVID-19 disease.

Material and methods

Sixty-three (63) subjects were prospectively enrolled from the
Department of Ophthalmology, University of Pecs; 35 patients
after PCR-proven SARS-CoV-2 infection with mild disease
presentation and 28 age- and sex-matched controls were also
enrolled. Control subjects had no past or current history of
any systemic or ocular diseases and no participant in either
group had a history of contact lens wear or intraocular surgery.
In both study groups, research protocol included visual acu-
ity measurement, slit lamp examination, intraocular pressure
measurement, and anterior and posterior (dilated) segment
imaging, with anterior (Anterion; Heidelberg Engineering,
Heidelberg, Germany) and posterior segment (Topcon DRI
OCT Triton Swept source OCT, Topcon, Japan) optical coher-
ence tomography (OCT), OCT angiography (OCTA), and
in vivo confocal microscopy (Heidelberg Retina Tomograph IT
Rostock Cornea Module; Heidelberg Engineering GmbH, Hei-
delberg, Germany). All participants provided written informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki and
the study was approved by the University of Pecs Institutional
Ethical Review Board (number: 8672-PTE 2021).

All study subjects underwent in vivo imaging of the subba-
sal nerve fibers of the cornea. In brief, a drop of topical anes-
thetic (oxybuprocaine 0.4%) was applied to the subjects’ eye
and viscous Vidisic gel (Bausch and Lomb, Berlin, Germany)

@ Springer

was applied in a disposable sterile polymethylmethacrylate
cap (Tomo-Cap; Heidelberg Engineering GmbH), which was
placed over the objective lens. In both study groups, one eye
was chosen randomly for the image analysis.

Three good-quality images of the subbasal nerve plexus
were selected and analyzed by using ACCMetrics software
V3 (University of Manchester, Manchester, UK) [8—13].
Corneal nerve fiber density (NFD), the number of nerve
fibers/mm?; nerve branch density (NBD), the number of
primary branch points on the main nerve fibers/mm?; nerve
fiber length (NFL), the total length of nerves mm/mm?;
nerve fiber total branch density (TBD), the total number of
branch points/mm2; nerve fiber area (NFA), the total nerve
fiber area mm?/mm?; and nerve fiber width (NFW), the aver-
age nerve fiber width mm/mm?, were calculated.

OCT and OCTA were performed for retinal structural and
microvascular imaging, using swept-source OCT, DRI OCT
Triton plus (Topcon, Tokyo, Japan). All OCT and OCTA
images were acquired by well-trained examiner. OCTA
imaging was performed with 3 mm X3 mm volumetric
scans centered at the fovea containing 320 X 320 A-scans.
Low-quality OCTA images or presence of motion artifacts
was excluded from the study. We used the automated layer
segmentation for SCP and DCP using the built-in software
segmentation algorithm (IMAGEnet 6 Version 1.26.16898,
Topcon). The superficial capillary plexus (SCP) was deline-
ated by 2.6 um below internal limiting membrane to 15.6 ym
below the junction between inner plexiform layer (IPL) and
inner nuclear layer (INL), for deep capillary plexus (DCP),
15.6 ym below IPL/INL to 70.2 um below IPL/INL. For
each layer, the vessel density (VD) was automatically pro-
vided by IMAGEnet software. The quadrant VD (superior,
inferior, nasal, and temporal) was analyzed using an Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) grid con-
taining the two inner rings. Foveal avascular zone (FAZ)
was manually outlined by the same trained observer. Struc-
tural OCT was performed by using SMARTTrack HD Raster
centered at the macula (6.0 X 6.0 mm) and 3D Disc program
(6.0x 6.0 mm) centered at the optic nerve head. From the
automated segmentation OCT map, the retinal nerve fiber
layer thickness (RNFL), the ganglion cell complex thickness
(GCL +, GCL ++), and central choroidal thickness were
evaluated. The analysis of the OCTA images was carefully
reviewed by two independent examiners.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using MedCalc Ver-
sion 14.8.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium)
and IBM SPSS Statistics 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY).
Results are described as mean =+ standard deviation (SD), and
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95% confidence interval (CI) for the mean. The Kolmogo-
rov—Smirnov test was used to test whether our data were
normally distributed. For pairwise comparison, independent
samples ¢ test was performed. For bivariate correlation anal-
ysis, Pearson correlation test was applied. A P value <0.05
was considered statistically significant.

Results

Thirty-five (35) eyes of 35 COVID-19 patients (18
males and 17 females, mean age: 43.3 + 13.8 years,
range 21-67 years) and 28 eyes of 28 age-matched
healthy subjects (11 males and 17 females, mean age:
46.7 +17.6 years, range 20-67 years) were studied, and no
significant difference was found between the two groups
regarding age (P =0.388) and sex (P=0.345). The mean
time between the first positive PCR test and the ophthal-
mic examination was 13.5 + 6.1 weeks (between 2 and
26 weeks). Active and persistent symptoms included fever
in 17 patients (49%), dysgeusia/anosmia in 13 patients

(37%), fatigue in 11 cases (31%), coughing in 11 patients
(31%), joint pain in 11 cases (31%), insomnia in 2 patients
(6%), depression in 1 patient (3%), and tachycardia/palpi-
tation in 1 patient (3%). Six patients (17%) reported oph-
thalmic symptoms during the infection, such as burning of
the eye, foreign body sensation, orbital, and ocular pain.
Three (3) subjects (9%) were completely asymptomatic
during the disease. In the post-COVID group, 6 patients
had well-controlled type 2 diabetes mellitus, 6 patients had
hypertension (5 patients had both diabetes mellitus and
hypertension), and 1 patient had a prior history of central
retinal vein occlusion on the contralateral eye. No patient
had any signs of retinopathy on the study eye.

There was no statistically significant difference in
ocular biometry measurements between the healthy and
post-COVID subjects (Table 1). Significantly lower NBD
(P=0.0004), NFA (P=0.0001), NFD (P =0.0009), NFL
(P<0.0001), and TBD (P=0.002) values were observed
in patients after COVID-19 compared to healthy controls
(Fig. 1) (Table 2). There was no significant difference in
NFW between the two groups (P=0.421).

Table 1 Ocular biometry in
healthy subjects compared to

Healthy subjects®

Patients after COVID-19% P

patients after COVID-19 Anterior K1(D)

Anterior K2 (D)
Astigmatism (D)
CCT (um)

Internal ACD (mm)
WTW (mm)

LT (mm)

AL (mm)

40.48 +1.763 (42.768-44.192)
44.203 +1.950 (43.415-44.991)
0.74+£0.433 (0.565-0.915)
539.87+£29.579 (527.079-552.661)  545.848 +40.987 (531.315-560.382) 0.510
2.785+0.564 (2.557-3.013)
11.826 +£0.405 (11.658-11.993)
4.122+0.318 (3.993—4.250)
23.43+1.045 (22.923-23.767)

42.828 +1.335 (42.354-43.301) 0.125
44.04 +2.117 (43.290-44.791) 0.737
0.855+0.4187 (0.706-1.003) 0.454

2.973+0.440 (2.817-3.129) 0.148
12.029+0.383 (11.891-12.167) 0.062
4.208 +£0.438 (4.048-4.369) 0.421
23.822+1.043 (23.452-24.192) 0.087

K, keratometry; CCT, central corneal thickness; ACD, anterior chamber depth; WTW, white-to-white; LT,

lens thickness; AL, axial length

$Mean + standard deviation (95% confidence interval)

“Independent sample 7 test

Fig. 1 Analyzed image of the
corneal subbasal nerve plexus
using ACCMetrics software
(red: fiber, blue: branch, green:
branch point). A Normal nerve
fiber morphology of a 69-year-
old healthy subject; B decreased
nerve fiber density and altered
morphology of a 69-year-old
patient after COVID-19
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Table 2 Corneal nerve fiber morphology of healthy subjects compared to patients after COVID-19

Healthy subjects®

Nerve branch density (No/mm?)

Nerve fiber area (mm?*/mm?)

Nerve fiber density (No/mm?)

Nerve fiber length (mm/mm?

Nerve fiber width (mm/mm?)

Nerve fiber total branch density (N o/mm?)

23.63+15.940 (17.449-29.810)
0.006 +0.002 (0.005-0.007)
18.57+6.114 (16.200-20.941)
12.98 +3.141 (11.763-14.198)
0.022+0.0017 (0.0211-0.0224)
37.20+20.415 (29.284-45.116)

Patients after COVID-19* p*
10.542+11.350 (6.518-14.567) 0.0004
0.004 +0.002 (0.003-0.004) 0.0001
11.742 +8.649 (8.675-14.809) 0.0009
8.605+3.649 (7.311-9.899) <0.0001
0.022 +0.002 (0.021-0.023) 0.421
21.937+16.424 (16.113-27.760) 0.002

$Mean + standard deviation (95% confidence interval)

“Independent samples 7 test

Table 3 Optical coherence tomography (OCT) and OCT angiography parameters in healthy subjects compared to patients after COVID-19

Healthy subjects® Patients after COVID-19* P*
Central choroidal thickness (um) 304.769 +81.420 (271.883-337.656) 269.941 +£79.458 (242.217-297.665) 0.101
VD of SCP CSF (%) 21.363+5.248 (19.328-23.398) 22.931+5.137 (21.139-24.723) 0.241
VD of SCP superior (%) 51.32+2.357 (50.406-52.234) 50.546 +£3.010 (49.496-51.596) 0.272
VD of SCP temporal (%) 48.526 +2.666 (47.492-49.560) 47.166+1.761 (46.551-47.780) 0.019
VD of SCP inferior (%) 50.916+3.312 (49.632-52.201) 50.714 £2.649 (49.775-51.654) 0.792
VD of SCP nasal (%) 47.154 £2.899 (46.030-48.278) 46.254+1.974 (45.565-46.943) 0.153
SCP FAZ area (um) 267.907 £83.553 (234.854-300.959) 252.822+199.750 (210.361-295.284) 0.582
VD of DCP CSF (%) 19.065 £3.688 (17.575-20.555) 18.764 £5.437 (16.836-20.691) 0.810
VD of DCP superior (%) 52.071 £3.682 (50.644-53.499) 53.006 +3.688 (51.719-54,293) 0.324
VD of DCP temporal (%) 47.941 +£3.768 (46.480-49.403) 47.115+2.420 (46.271-47.959) 0.300
VD of DCP inferior (%) 52.011+2.814 (50.920-53.102) 52.943 £3.253 (51.808-54.078) 0.444
VD of DCP nasal (%) 48.594 +3.096 (47.393-49.794) 47.776 +£3.815 (46.445-49.107) 0.365
GCL + + CSF (um) 52.481+8.116 (49.271-55.692) 61.353 +25.830 (52.340-70.366) 0.091
GCL + + inner ring (um) 116.454 +£7.325 (113.556-119.351) 114.992 +12.067 (110.782-119.203) 0.582
GCL + + outer ring (um) 108.731 £6.822 (106.033-111.430) 117.809 £65.197 (95.061-140.557) 0.475
GCL +CSF (um) 52.481+8.116 (49.271-55.692) 61.353 +25.830 (52.340-70.366) 0.091
GCL +inner ring (um) 90.417 £6.189 (87.968-92.865) 100.338 +£40.810 (86.099-114.578) 0.216
GCL + outer ring (um) 67.778 +£6.402 (65.245-70.310) 74.279 +£34.012 (62.412-86.147) 0.332
RNFL total thickness (um) 108.269 +10.850 (103.887-112.652) 103.235 +£12.524 (98.865-107.605) 0.108

VD, vessel density; SCP, superficial capillary plexus; DCP, deep capillary plexus; FAZ, foveal avascular zone; GCL, ganglion cell layer; RNFL,
retinal nerve fiber layer; CSF, thickness within central 1 mm; inner ring, thickness within central 3 mm; outer ring, thickness within central

6 mm
$Mean + standard deviation (95% confidence interval)

“Independent samples 7 test

Central choroidal thickness was higher in the normal
group but no statistically significant difference was found
between the two groups (P=0.101) (Table 3). VD of the
temporal SCP was significantly different between the two
groups (P=0.019). No other SCP and DCP VD parameter
differed significantly between the two groups (Table 3).
RNFL thickness was higher in the normal subject but none
of the RNFL-GCL complex parameters showed signifi-
cant difference between normal and post-COVID subjects
(Table 3).

@ Springer

After excluding patients with metabolic diseases
from the post-COVID group, a significant decrease was
observed in NBD (P =0.0002), NFA (P=0.0001), NFD
(P=0.0001), NFL (P <0.0001), and TBD (P =0.0023).
NFW did not differ significantly between the two groups
(P=0.206). No statistically significant difference
was observed in VD parameters of the SCP and DCP
(P=0.102-0.894); only a borderline significant decrease
was found in the temporal SCP VD (P =0.051) in the
post-COVID group.



Graefe's Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology (2022) 260:2687-2693 2691

Statistically significant correlation was found between
NFW and nasal VD in SCP (r=0.618, P=0.0001) and DCP
(r=0.679, P=0.0001) in the normal group. There was a sig-
nificant inverse correlation between NFW and nasal VD in
DCP (r=-0.391, P=0.027) in the post-COVID group. No
other statistically significant correlation was found between
the corneal nerve fiber morphology and OCT angiography
parameters. The time between the first positive PCR and
ophthalmic examination did not show significant correlation
with any of the measured parameters (P> 0.05).

Discussion

It has been reported that many patients after the acute phase
of the SARS-CoV-2 infection have persistent neurologic and
autonomic symptoms. This has recently been referred to as
“long-haul” COVID [14]. Objective testing and compre-
hensive examinations of the nonspecific symptoms in these
patients have typically been inconclusive. Nath A. proposed
the potential pathophysiologic mechanisms for long-haul
COVID including residual damage from the infection, per-
sistent virus replication, constant immune activation, and
comorbidities [14]. Autoimmune events, inflammatory
response or direct damage, and degenerative changes of dif-
ferent organs could explain some of the symptoms of acute
and long-haul disease [14]. The inner retina is a neuronal
tissue and may also be injured by SARS-CoV-2 as has been
reported for the central nervous system [15]. In 2002-2003,
SARS-CoV was found to be associated with occasional dis-
ease of the central and peripheral nervous system [16].

It has been shown that in vivo confocal microscopy could
reveal early corneal microstructural and subbasal nerve fiber
changes in patients with metabolic diseases before the devel-
opment of ophthalmoscopic changes; thus, it might be an
applicable tool for peripheral neuropathy screening [17]. In
the post-COVID group, we identified decreased number of
primary branch points on the main nerve fibers (NBD) and
lower total number of branch points confirming distal loss
of nerve branches (NTBD) with normal nerve fiber width
(NFW). There was a significant reduction in the number
of nerve fibers (NFD) reflecting the more proximal nerves
after COVID-19. Consequently, a significantly decreased
total nerve fiber area (NFA) was seen in the post-COVID
group. Retinal neurodegeneration was also examined.
Quantification of neuronal loss was obtained by studying
the GCL-RNFL complex. RNFL thickness did not show
significant difference between the healthy and post-COVID
subjects. Previous authors observed no difference between
post-COVID and normal subjects in structural parameters of
GCL-RNFL complex; however, they assumed microvascu-
lar peripapillary involvement in SARS-CoV-2 infection [18,
19]. Due to the possible confounding effect of co-existing

systemic diseases (e.g., diabetes mellitus and/or hyperten-
sion) in the study population, we performed a subset analysis
by excluding patients with metabolic disorders. It did not
alter our final results, so changes were not attributable to
either diabetes or hypertension in the post-COVID group.

SARS-CoV-2 coronavirus recognizes and uses angi-
otensin-converting enzyme 2 (ACE-2) receptor to enter
into different cells [20]. ACE-2 receptor is expressed in
the retina and choroid and on different cell types such as
the Miiller cells, ganglion cells, photoreceptor cells, and
the retinal vascular endothelial cells [20, 21]. Thus, it is
involved in the pathogenesis of systemic vascular diseases
including diabetic and hypertensive retinopathy [22]. In
addition, SARS-CoV-2 viral RNA was detected in the
retina in 21% of deceased COVID-19 patients [23].

We also studied microvascular changes in the reti-
nal capillary network and choriocapillaris after SARS-
CoV-2 infection. In general, we did not observe signifi-
cant difference in vascular density either in SCP or in
DCP when compared to the healthy group. Only VD
of the temporal SCP decreased significantly in patients
after COVID-19. In healthy subjects, VD of the SCP
showed significant decrease from the foveal center,
with a 51% loss on the temporal side measured with
swept-source OCTA [24]. In diabetic patients, VD in
the temporal perifoveal region was the most sensitive
for early detection of retinopathy which was explained
by the anatomic arrangement of the retinal vasculature
[25]. Abrishami et al. evaluated 31 patients 2 weeks after
recovery from COVID-19 and detected a statistically
significant lower foveal and parafoveal vascular den-
sity both in SCP and DCP compared to a retrospective
healthy cohort [26]. They presumed it to be explained
by the higher prevalence of comorbidities (immuno-
logical diseases, obesity, diabetes mellitus, and car-
diovascular diseases) [18]. Similar findings, however,
were also found with OCTA in a cohort of young post-
COVID patients without pre-existing systemic condi-
tions [26]. Microvascular injury and thrombotic events
were reported in patients with severe COVID-19 which
draw the attention to the importance of qualifying and
quantifying retinal microvascular involvement with
OCTA [26].

In our study, different degrees of corneal subbasal
nerve fiber morphology alterations could be detected
with in vivo confocal microscopy in patients who had
PCR-proven mild or asymptomatic SARS-CoV-2 infec-
tion. No relevant microvascular changes were seen with
OCT angiography and structural GCL-RNFL complex
parameters did not show any signs of optic neuropathy in
post-COVID patients. Our results suggest that peripheral
neurodegenerative changes may occur even after mild or
asymptomatic SARS-CoV-2 infection. In vivo confocal

@ Springer



2692

Graefe's Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology (2022) 260:2687-2693

microscopy seems to be an important tool in monitoring
peripheral neuropathy in patients after COVID-19. Further
investigations are needed to examine microvascular and
neurodegenerative changes in patients after severe SARS-
CoV-2 infections and to monitor the regeneration process
of the affected peripheral nerves.
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Corneal Cellular and Neuroinflammatory Changes After
SARS-CoV-2 Infection

Zsofia Kolkedi, MD, Adrienne Csutak, MD, PhD, and Eszter Szalai, MD, PhD

Purpose: The purpose of this study was to evaluate corneal cellular
and ultrastructural changes and to quantify the neuroinflammatory
process in patients after mild severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection.

Methods: Thirty patients after SARS-CoV-2 infection and 41 age-
matched controls were examined. All subjects underwent in vivo
confocal microscopy of the corneal cell layers and subbasal nerve
fibers with the Heidelberg Retina Tomograph II. Semiautomated
analysis of basal epithelial, anterior and posterior stromal keratocyte,
and endothelial cell density was performed. Dendritic cell (DC)
density and area were also calculated, and subbasal nerve plexus
morphology was analyzed.

Results: The posterior stromal keratocyte density was significantly
lower in patients after SARS-CoV-2 infection (P = 0.0006). DC
density in the central cornea was significantly higher in patients after
SARS-CoV-2 infection (P = 0.0004). There was a significant
difference in the DC area between the 2 groups (P < 0.0001).
Significantly altered subbasal nerve fiber morphology was detected
in patients after SARS-CoV-2 infection compared with healthy
volunteers (P < 0.05).

Conclusions: Corneal cellular and ultrastructural changes
demonstrated in this study suggest neuroinflammatory conse-
quences of COVID-19 in the cornea in the absence of
ophthalmoscopic alterations.

Key Words: COVID-19, dendritic cells, in vivo confocal micros-
copy, subbasal nerves

(Cornea 2022;41:879-885)

he ocular surface is highly exposed to a range of
environmental factors and infectious diseases. The tear
film is of importance in virus replication and transmission in
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cases of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2).!' A high prevalence of ocular surface man-
ifestations has been reported in patients with SARS-CoV-2
infections.?3

Besides epithelial cells, stromal keratocytes and endo-
thelial cells, a diverse group of antigen-presenting cells, can
be identified in the healthy cornea including dendritic cells
(DCs) and macrophages.* DCs are a heterogeneous popula-
tion of bone marrow—derived antigen-presenting cells and
have pivotal role in both innate immunity and adaptive
immunity.> Corneal DCs reside in the level of basal
epithelium and subbasal nerve plexus.® In cases of infectious
and inflammatory disease or trauma, large numbers of DC are
recruited from the peripheral cornea and migrated into the
central cornea.’ Experimental models confirmed the matura-
tion and phenotypic changes of resident epithelial DCs on
inflammation.*

In vivo confocal microscopy (IVCM) has been shown
to identify early corneal microstructural changes in patients
with metabolic diseases even in the absence of other
ophthalmic or systemic manifestations.”® IVCM is able to
provide qualitative and quantitative analysis of peripheral
nerves and inflammatory cells in both healthy and inflamed
corneas. The purpose of this study was to evaluate corneal
cellular and ultrastructural changes and to quantify the
neuroinflammatory process in patients after mild SARS-
CoV-2 infection.

MATERIAL AND METHODS

Study Participants

Seventy-one subjects were enrolled in this study at the
Department of Ophthalmology, University of Pecs: 30
patients after polymerase chain reaction—proven SARS-
CoV-2 infection and 41 age-matched controls. Control
subjects were selected from patients presenting for routine
ophthalmic examination without any history of systemic
diseases such as diabetes mellitus, rheumatic diseases, or
connective tissue disorders. Patients after SARS-CoV-2
infection were excluded from the analysis if they had any
pre-existing general disorder including metabolic and cardio-
vascular diseases. No subject in either group had a past or
current history of ocular disease, contact lens wear, or
intraocular surgery. Ophthalmological examination included
slittamp examination, ophthalmoscopy, intraocular pressure
measurement, and IVCM.
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All subjects provided written informed consent in
accordance with the Declaration of Helsinki, and this study
was approved by the Institutional Ethics Committee.

IVCM Examination

All study subjects underwent bilateral imaging of the
corneal cell layers and subbasal nerve fibers of the cornea
with the Heidelberg Retina Tomograph II Rostock Cornea
Module (HRT II RCM; Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Germany) by an experienced examiner (E.S.),
as described previously.® Topical anesthetic eye drop (tetra-
caine hydrochloride 0.4%) was applied to the subjects’ eyes,
and viscous Vidisic Gel (Bausch & Lomb, Berlin, Germany)
was used in a disposable sterile polymethylmethacrylate cap
(Tomo-Cap; Heidelberg Engineering GmbH), which was
placed over the objective lens. One eye of each subject was
chosen randomly for statistical analysis.

Semiautomated Image Analysis of
Corneal Cells

Three good quality images from each eye were selected
by another examiner (Z.K.) to reduce observer bias. The
instrument-based software was used to analyze the cell count
of the basal epithelium, anterior and posterior stroma, and
endothelium by the same masked examiner (Z.K.). The
average of 3 measurements was used for comparative
analysis. The basal epithelium was defined as the first 3 clear
scans anterior to the Bowman layer, anterior stroma was
defined as the first 3 images posterior to the Bowman layer,
and posterior stroma was defined as the first 3 images
immediately anterior to Descemet membrane.!%!! On the
epithelial, keratocyte, and endothelial layer scan, a region of
interest containing at least 50 cells was selected, the cells
were marked manually, and the software automatically
calculated cell densities (cells per square millimeter). DCs
in the central corneal epithelium were also counted manually,
and DC density was calculated automatically by the
instrument-based software.

To measure the DC area on IVCM images, the Set
Scale, Threshold, and ROI Manager functions of Imagel
software (http://imagej.nih.gov/ij/; National Institutes of
Health, Bethesda, MD) were used.!? First, the scale was set
to 50 um based on the original IVCM image. Then, the

threshold function was applied to highlight the DCs. The ROI
Manager with the tracing tool was used to mark each DC. The
area of 10 DCs in 3 images for each subject was analyzed.!?
Only mature DCs with branches were included in the cell
count and cell area measurements. All cell density and cell
area parameters were assessed by 2 independent examiners to
prevent bias, and the masked examiner’s measurements were
used for comparative analysis.

Image Analysis of the Corneal Subbasal
Nerve Plexus

Three good quality images of the subbasal nerve plexus
were selected and analyzed using ACCMetrics software
version 3 (University of Manchester, Manchester, United
Kingdom), as reported previously.® Corneal nerve fiber
density (the number of nerve fibers per square millimeter),
nerve branch density (the number of primary branch points on
the main nerve fibers per square millimeter), nerve fiber
length (the total length of nerves millimeters per square
millimeter), nerve fiber total branch density (the total number
of branch points per square millimeter), nerve fiber area (the
total nerve fiber area square millimeter per square millimeter),
and nerve fiber width (the average nerve fiber width
millimeter per square millimeter) were calculated. Other
morphological changes of the nerve fibers were recorded
including microneuromas,'3 tortuosity, discontinuity of the
subbasal nerve fibers, and beading of the stromal nerves.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using MedCalc
version 14.8.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium)
and GraphPad Prism version 9.1.0 (GraphPad Software Inc,
San Diego, CA). The results are described as mean *= SD and
95%  confidence interval for the mean. The
Kolmogorov—Smirnov test was used to test normality. For
pairwise comparison, the independent or paired sample ¢ test
(for normally distributed data) and the Mann—Whitney U test
or Wilcoxon test (for not Gaussian distribution) were per-
formed. For bivariate correlation analysis, the Pearson cor-
relation test was applied. A P value =0.05 was considered
statistically significant.

TABLE 1. Corneal Microstructural Alterations in Patients After SARS-CoV-2 Infection Compared With Healthy Volunteers

Patients After SARS-CoV-2 Infection*

Epithelial cell density (cells/mm?)

Anterior stromal keratocyte cell density (cells/mm?)
Posterior stromal keratocyte cell density (cells/mm?)
Endothelial cell density (cells/'mm?)

DC density (cells/mm?)

DC area (um?)

273.48 * 83.566 (238.986-307.974)
190.667 = 77.541 (141.399-239.934)
2937.0 = 313.080 (2438.819-3435.181)
90.367 = 105.325 (51.038-129.696)

47.139 * 6.539 (44.498-49.780)

Healthy Volunteers* Py
7631.158 + 1065.082 (7117.805-8144.511) 8147.677 = 1069.327 (7796.198-8499.156) 0.091
281.932 *= 82.186 (254.918-308.946) 0.693
251.195 = 36.514 (238.840-263.550) 0.0006
3116.551 = 537.523 (2931.905-3301.196) 0.519
27.049 * 38.316 (14.955-39.143) 0.0004
34.161 £ 8.367 (30.707-37.615) <0.0001

*Mean * SD (95% confidence interval).
tIndependent samples ¢ test, Mann—Whitney U test.
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RESULTS

Thirty eyes of 30 patients after SARS-CoV-2 infection
(16 male patients and 14 female patients, mean age:
41.8 = 13.63 years, range 21-66 years) and 41 eyes of 41
age-matched healthy volunteers (22 male patients and 19
female patients, mean age: 47.98 £ 19.28 years, range 19-74
years) were studied; no significant difference was observed in
age (P = 0.140) and sex (P = 0.979) between the 2 groups.
The mean time between polymerase chain reaction—proven
diagnosis and ophthalmic examination was 13.93 *= 6.13
weeks (between 3 and 26 weeks). During the SARS-CoV-2
infection, no patient required hospitalization. All patients
experienced mild symptoms, including anosmia, dysgeusia,
cough, fever, fatigue, and joint and muscle ache during the
disease course. None of the patients reported ocular com-
plaints other than slight worsening of the pre-existing
dryness. Slitlamp examination did not reveal any ocular
surface and anterior segment abnormality; no fluorescein
staining was seen in any subjects.

There was no significant difference in the epithelial
(P = 0.091), endothelial (P = 0.519), and anterior stromal
keratocyte cell density (P = 0.693) between the 2 groups

2B o

FIGURE 2. Scattered DCs in the central basal epithelium in a healthy volunteer (A). Higher density of DCs after SARS-CoV-2

(Table 1; see Supplemental Fig. 1, Supplemental Digital
Content 1, http://links.lww.com/ICO/B371). The posterior
stromal keratocyte density was significantly lower in
patients after SARS-CoV-2 infection (P = 0.0006). DC
density in the central cornea was significantly higher in
patients after SARS-CoV-2 infection (P = 0.0004) (Fig. 1).
There was a significant difference in the DC area between
the 2 groups (P < 0.0001) (Fig. 1). Hyperreflective round
inflammatory cells without dendrites were also identified
after SARS-CoV-2 infection (Fig. 2). No statistically
significant difference was found between 2 examiners in
either group (P = 0.114-0.966).

Significantly altered subbasal nerve fiber morphology
was detected in patients after SARS-CoV-2 infection com-
pared with healthy volunteers for all parameters except nerve
fiber width that did not differ significantly between the 2
groups (P = 0.116) (Table 2 and Fig. 3). Six patients after
SARS-CoV-2 infection demonstrated subbasal and stromal
microneuromas. Other alterations observed on IVCM

included increased subbasal nerve tortuosity, discontinuity
of the nerve fibers, and apparent beading of the stromal nerves

(Fig. 4).

infection (B). Hyperreflective inflammatory cells without dendrites after SARS-CoV-2 infection (C). The scale bar represents 50 um.
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TABLE 2. Subbasal Nerve Plexus Morphology in Patients After SARS-CoV-2 Infection Compared With Healthy Volunteers

Patients After SARS-CoV-2 Infection*

Nerve fiber density (No. per mm?)

Nerve branch density (No. per mm?)

Nerve fiber length (mm per mm?)

Nerve fiber total branch density (No. per mm?)
Nerve fiber area (mm?/mm?)

Nerve fiber width (mm per mm?)

11.249 * 6.758 (8.726-13.773)
9.86 = 9.522 (6.305-13.416)
8.509 * 3.358 (7.255-9.763)
22.186 = 18.25 (15.372-29.001)
0.004 = 0.002 (0.003-0.005)
0.023 £ 0.003 (0.022-0.024)

Healthy Volunteers* Pt
16.493 * 7.589 (13.999-18.987) 0.004
21.936 = 15.827 (16.659-27.213) 0.0005
11.532 = 4.152 (10.221-12.842) <0.0001
34.868 * 21.884 (27.961-41.776) 0.008
0.006 = 0.002 (0.005-0.006) 0.002
0.022 = 0.002 (0.021-0.023) 0.116

*Mean * SD (95% confidence interval).
tIndependent samples ¢ test, Mann—Whitney U test.

Statistically significant correlation was found between
DC count and nerve fiber total branch density (r = 0.479,
P = 0.008) after COVID-19. An inverse correlation was
observed between DC density and area (r = —0.427,
P = 0.030) in patients after SARS-CoV-2 infection. There
was a general significant correlation between each nerve fiber
parameter (P = 0.05) after COVID-19. Anterior keratocyte
density showed an inverse correlation with the nerve fiber
area (r = —0.498, P = 0.011). No other statistically significant
correlation was found between corneal nerve fiber morphol-
ogy and cell density in any cellular layer.

Nerve Fibre Density (No./mm?)

DISCUSSION

Angiotensin-converting enzyme (ACE) 2 is a homolog
of ACE and can be expressed in a variety of human tissues
and cells, including the plasma membrane of corneal
epithelial cells and different endothelial cells.'*!> ACE2 is
a specific functional receptor for spike glycoprotein of SARS-
CoV-2,'% and ACE2 is believed to be associated with severe
multiorgan damage in COVID-19.!7 ACE2 is expressed on
DCs that can be infected by SARS-CoV-2.!® There are
several proposed routes of participation of DCs in the
immune response against SARS-CoV-2.'° Immature DCs

Nerve Branch Density (No./mm?)

Nerve Fibre Area (mm?/mm?)

0.0107

0.0054 "

FIGURE 3. Violin plot showing the
differences in subbasal nerve fiber

morphology parameters between 0.000-
control individuals and patients after
SARS-CoV-2 infection. (The full color
version of this figure is available at

www.corneajrnl.com.)
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FIGURE 4. Corneal subbasal (A-C) and stromal nerve fiber (D and E) changes after SARS-CoV-2 infection. Decreased nerve density

(A), tortuosity (B and C) with fusiform microneuroma (C), nerve beading (D), and lateral microneuroma (E and F). The scale bar

represents 50 pm.

are widely distributed in surface barrier tissues, including
mucosal membranes and the cornea.!®?% After antigen take-
up and processing, DCs undergo maturation and migrate from
the sites of antigen acquisition to lymphoid organs and

stimulate T lymphocytes to initiate adaptive immune
response.'?
Previous authors demonstrated that [VCM showed

excellent correlation with immunohistochemistry in deter-
mining the density and maturity of DCs in the human
cornea.?%?! In our study, a significantly higher DC density
was found in patients after mild COVID-19 infection when
compared with healthy volunteers. We also observed a
significantly greater DC area after SARS-CoV-2 infection.
Recent studies have shown that the DC density significantly
increases in various conditions such as dry eye disease, %2226
corneal graft rejection,?’ graft-versus-host disease,?® infec-
tious keratitis,?? and systemic autoimmune diseases.?>>>2° A
meta-analysis showed that mean DC density was 26.4 + 13.6
cells/mm? (95% confidence interval: 22.5-26.8) at the central
cornea of healthy subjects.’ In patients after SARS-CoV-2
infection, we observed 3 times as high DC density. In
immune-mediated ocular surface disease (graft-versus-host
disease), the central DC density was 119.29 £ 79.78 cells/

Copyright © 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

mm? because of immune activation and inflammation on the
ocular surface.?® Previous studies reported that branched DCs
are more likely immunologically mature, and round cells
without dendrites may be immunologically immature DCs.3°
We were able to identify both mature DCs and immature
round cells without dendrites after SARS-CoV-2 infection.
The presence of high amount of DCs in the central cornea was
found to be of differential diagnostic importance in herpetic
anterior uveitis.3°

Besides evaluating central corneal DC density and
morphology, corneal subbasal nerve fiber degeneration was
also studied after SARS-CoV-2 infection. IVCM demon-
strated clinically and statistically significant nerve fiber loss
and morphology changes after COVID-19. Tepelus et al!
observed the reduced density of corneal nerves and greater
proportions of inflammatory DCs in patients with dry eye
disease implying a possible synergy between the immune and
peripheral nerve systems in the cornea, which has previously
been demonstrated in different etiologies of infectious
keratitis.32

Recently, Bitirgen et al*>? examined corneal DC density
and nerve fiber morphology in patients after different severity
of COVID-19. They described increased corneal DC density
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and nerve fiber loss in patients with and without long
COVID-19.33 The difference was more pronounced in post-
COVID-19 patients with neurological symptoms at 4
weeks.3 Our results confirm their findings even in the
absence of severe COVID-19 symptoms.

In patients after SARS-CoV-2 infection, we identified
microneuromas in the subbasal nerve plexus and stromal
nerves. Microneuromas could be the consequences of nerve
damage and signs of nerve regeneration.’* After injury,
sprouts will grow from the proximal nerve stump advancing
distally. Some sprouting axons may grow extraneurally
forming neuromas.3* Ross et al'® described 3 types of corneal
microneuromas: stump, lateral, and spindle (fusiform) neuro-
mas. The formation of peripheral nerve neuromas involves
neuroinflammatory processes; thus, suppression of neuro-
inflammation may prevent formation of neuromas.>> In the
human cornea, subbasal and stromal microneuromas have
been reported in various conditions, such as neuropathic
corneal pain,'3-3¢ bullous keratopathy,>” and in postkerato-
plasty eyes.® Comeal microneuromas after COVID-19 could
be attributed to inflammatory and immune-mediated pro-
cesses that could cause nerve damage.!3 Although neuromas
of peripheral nerves are often painful,3> none of our patients
after COVID-19 reported corneal pain. Other nerve fiber
morphologic alterations after SARS-CoV-2 infection
included increased tortuosity, discontinuity, and beading. In
patients with inflammatory ocular surface diseases, increased
tortuosity of subbasal nerve fibers is believed to result from
regeneration processes.?® Nerve beading has been reported in
neuropathic corneal pain but also in healthy individuals and
was believed to reflect higher metabolic activity.36-3°

The basal epithelial, anterior stromal keratocyte, and
endothelial cell density of the cornea did not show any
significant changes after SARS-CoV-2 infection. We
observed a reduction in posterior keratocyte density after
COVID-19. Lower posterior keratocyte density was shown to
be associated with corneal nerve loss in adults with diabetes
mellitus.*? In patients after SARS-CoV-2 infection, an inverse
correlation was found between anterior keratocyte density and
nerve fiber area. A statistically significant association was
obtained between DC density and nerve fiber total branch
density after COVID-19.

There are a few limitations to this study. There was a
limited sample size, and patients were only enrolled after mild
SARS-CoV-2 infection. Second, electrodiagnostic tests or
skin biopsy was not obtained to confirm the diagnosis of
peripheral neuropathy and to reveal its clinical pattern. Third,
standard dry eye disease evaluation with tear film osmolarity
measurement and corneal esthesiometry was not performed in
any subject groups. The relevance of our study is that we
demonstrated peripheral small nerve fiber damage associated
with inflammatory DC cells even in the absence of severe
COVID-19. Further studies are needed to investigate the
long-term complications of COVID-19-associated corneal
neuropathy and its regenerative capacity.

The most conspicuous finding of this study was that the
proportion of mature DCs in the central cornea more than
tripled after SARS-CoV-2 infection compared with healthy
volunteers. A significant loss and altered morphology of

884 | www.corneajrnl.com

subbasal nerve fibers were also seen after COVID-19
indicating nerve damage and regeneration. Corneal cellular
and ultrastructural changes demonstrated in this study implied
neuroinflammatory consequences of COVID-19 in the cornea
in the absence of ophthalmoscopic alterations.
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Introduction

Small fiber polyneuropathy and retinopathy are

Purpose: The purpose of this study was to assess whether retinal microvascular or
corneal nerve abnormalities occur earlier in diabetes mellitus (DM) and to identify
imaging biomarkers in order to help prevent the subsequent irreversible retinal and
corneal complications.

Methods: The study comprised 35 eyes of 35 healthy volunteers and 52 eyes of 52
patients with type 1 and type 2 DM. Swept-source optical coherence tomography (OCT),
OCT angiography, and in vivo corneal confocal microscopy were performed in both
groups. Corneal sub-basal nerve plexus and vessel density (VD) of superficial capillary
plexus (SCP) and deep capillary plexus (DCP) were evaluated.

Results: All corneal sub-basal nerve fiber parameters were decreased in patients with
DM compared with healthy subjects and the difference was significant for each result
except for nerve fiber width (P = 0.586). No significant correlation was obtained between
any nerve fiber morphology parameters and disease duration or HbA1C. VD in SCP
was significantly decreased in the superior (P < 0.0001), temporal (P = 0.001), and
nasal quadrant (P = 0.003) in the diabetes group. In DCP, only superior VD (P = 0.036),
decreased significantly in the diabetes group. Ganglion cell layer thickness in the inner
ring showed a significantly lower value in patients with DM (P < 0.0001).

Conclusions: Our results implicate a more pronounced and earlier damage to the
corneal nerve fibers compared to the retinal microvasculature in patients with DM.

Translational Relevance: In DM, an earlier and more pronounced damage to the
corneal nerve fibers was observed compared to the retinal microvasculature.

metabolic syndrome.>** The UKPDS investigation and
more recent population-based studies have shown that
strict glucose control and improved cardiovascular
status may reduce the risk of the DM-related tissue

long-term microvascular complications of diabetes
mellitus (DM). The worldwide diabetic retinopathy
(DR) population has been estimated to increase by
55.6% from 2020 to 2045.! This can be attributed to
the rapidly expanding diabetic population. The UK
Prospective Diabetes Study (UKPDS) presented that
up to 40% of patients with type 2 diabetics (T2DM)
have some degree of DR at the time of diagnosis;
however, in case of type 1 diabetes (TIDM), DR is
considered as a later and more acute complication.?
Peripheral neuropathy can be detected both in TIDM,
T2DM, as well as in prediabetic states (impaired
glucose tolerance and impaired fasting glucose) and

Copyright 2023 The Authors
tvst.arvojournals.org | ISSN: 2164-2591

complications, including retinopathy and neuropathy,
and allow for prevention of further morbidity and
mortality.>-°

Regular ophthalmic screening is recommended for
patients with DM to monitor DR and other ocular
complications. However, imaging technologies have
been evolving rapidly that may assist or possibly
replace the standard ophthalmoscopic examination.
Recently, ophthalmologists are able to qualify and
quantify the retinal capillary network and choriocapil-
laries, optic nerve head, and corneal peripheral nerves.
In vivo confocal microscopy (IVCM) has been shown
to reveal early corneal sub-basal nerve fiber changes in

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License. @. BY
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patients with diabetes before any apparent funduscopic
alterations.”-® Optical coherence tomography angiogra-
phy (OCTA) provides a direct, noninvasive visualiza-
tion and quantification of the retinal microvasculature
and blood flow.’

A biomarker is a feature that can be evalu-
ated objectively and is of importance in diagno-
sis, grading, and prognosis of a particular disease.'’
A quantitative imaging biomarker can be defined
as an objective indicator of a pathogenic process.!!
Our aim was to assess whether retinal microvascular
or corneal nerve abnormalities occur earlier in DM
and to identify imaging biomarkers in order to help
prevent the subsequent irreversible retinal and corneal
complications.

Patients and Methods

This cross-sectional study comprised 35 eyes of
35 healthy volunteers and 52 eyes of 52 patients with
TIDM (10 patients) and T2DM (42 patients). A
complete ophthalmic examination was carried out on
every study subject, including visual acuity, intraocular
pressure, slit-lamp examination with dilated fundus
examination, corneal tomography (Anterion; Heidel-
berg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany),
IVCM (Heidelberg Retina Tomograph II Rostock
Cornea Module; Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Germany), posterior segment optical
coherence tomography (OCT) and OCTA (Topcon
DRI OCT Triton Swept source OCT, Topcon, Japan).
Healthy subjects had a negative history of ocular
surgery, trauma, and present or prior ophthalmic
disease other than refractive errors (less than + 3.0
D spherical and cylindrical power). Dilated fundus
investigation was performed in all study patients. The
International Clinical Diabetic Retinopathy Disease
Severity Scale!? was used to classify the stage of DR:
0 = no retinopathy, 1 = mild nonproliferative DR, 2
= moderate nonproliferative DR, 3 = severe nonpro-
liferative DR, and 4 = proliferative DR. The study
was performed in accordance with the tenets of the
Helsinki Declaration and the protocol was approved
by the University of Pecs Institutional Ethical Review
Board (Number: 8433 — PTE 2020.). Written informed
consent was obtained from all study subjects.

All study subjects underwent IVCM of all corneal
layers, as described previously.®!3 In both study
groups, one eye was selected randomly for further
analysis. Three good quality images of the sub-basal
nerve plexus were selected in three different areas of the
central cornea and they were analyzed with ACCMet-
rics software version 3 (University of Manchester,
Manchester, UK).!*!8 Corneal nerve fiber density
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(NFD), the number of nerve fibers/mm?; nerve branch
density (NBD), the number of primary branch points
on the main nerve fibers/mm?”; nerve fiber length
(NFL), the total length of nerves mm/mm?; nerve fiber
total branch density (TBD), the total number of branch
points/mm?, nerve fiber area (NFA), the total nerve
fiber area mm?/mm?; and nerve fiber width (NFW), the
average nerve fiber width mm/mm?, and fractal dimen-
sion (FD) were evaluated.

OCTA imaging was performed with 3 mm x 3
mm volumetric scans centered at the fovea. Automated
layer segmentation was obtained for superficial capil-
lary plexus (SCP) and deep capillary plexus (DCP)
using the instrument-based software (IMAGEnet 6
version 1.26.16898; Topcon), as described previously.'”
The vessel density (VD) was measured in four
quadrants by IMAGEnet software. Foveal avascular
zone (FAZ) was manually outlined by the same trained
examiner (author Z.K.) using the built-in software.
Structural OCT was performed with SMARTTrack
HD Raster centered at the macula (6.0 x 6.0 mm)
and 3D Disc program (6.0 x 6.0 mm) centered at
the optic nerve head. Retinal nerve fiber layer thick-
ness (RNFL) between inner limiting membrane (ILM)-
RNFL/ganglion cell layer (GCL) boundaries centered
on the optic disc and central choroidal thickness
between Bruch’s membrane and choroid-sclera inter-
face centered at the macula were evaluated by using
the instrument-generated thickness maps. For ganglion
cell complex thickness measurement, two values were
recorded centered at the macula: GCL+ between
RNFL/GCL-inner plexiform layer (IPL)/inner nuclear
layer (INL) boundaries and GCL++ between ILM-
IPL/INL boundaries. Central retinal thickness was
also measured between the ILM-outer segment/retinal
pigment epithelium boundaries in the macula. All
IVCM and OCT examinations were acquired by an
experienced examiner (ZK). The image selection and
analysis for the IVCM and OCTA were carefully
reviewed by two independent examiners (authors Z.K.
and E.S.). Low-quality IVCM and OCTA images or
presence of any motion artifacts were excluded from
the analysis.

Statistical Analysis

Data were analyzed using the SPSS Statistics 25.0
(IBM Corp., Armonk, NY), MedCalc version 14.8.1
(MedCalc Software, Ostend, Belgium), and Prism
9.4.1 for macOS (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). For each data set, mean, standard devia-
tion (SD) and 95% confidence interval (95% CI) for
the mean were calculated. Mann-Whitney U test was
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carried out for comparison between the two groups
or variables. For bivariate correlation analysis, the
Spearman’s rank correlation “r” was used. A P value

below 0.05 was considered statistically significant.

The mean age of the healthy volunteers and patients
with DM was 49.88 £+ 17.01 years (ranging from 20
to 73 years) and 56.04 £ 13.66 years (ranging from 22
to 78 years), respectively (P = 0.155). In the diabetes
group, the mean disease duration was 11.17 £ 11.73
years (ranging from 1 month to 52 years). The mean
HbAlc was 7.28% =+ 1.33% (ranging from 5.5% to
13%). The mean body mass index for patients with DM
was 31.01 4+ 6.28 (ranging from 21.26 to 47.45). TIDM
was diagnosed in 10 patients and T2DM was found
in 42 patients. No subjects had moderate to severe
nonproliferative or proliferative DR.

The ocular biometry data of all subjects are summa-
rized in Table 1. No statistically significant difference
was found in any of the biometry results between the
two groups except for the central corneal thickness (P
= 0.016) and lens thickness (P = 0.018).

All corneal subbasal nerve fiber parameters were
decreased in patients with DM compared to healthy
subjects (Figs. 1, 2, Table 2) and the difference was
significant for each result except for NFW (P = (0.586).
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No statistically significant correlation was obtained
between any nerve fiber morphology parameters and
disease duration or HbA1C.

No significant difference was observed in central
retinal thickness between the control and diabetes
groups (P = 0.089; Table 3). Central choroidal thick-
ness was lower in patients with DM (P = 0.016).
The vessel density in SCP was significantly decreased
in the superior (P < 0.0001), temporal (P = 0.001),
and nasal quadrant (P = 0.003) in the diabetes group
(Figs. 2, 3). In DCP, only superior VD (P =
0.036), decreased significantly in the diabetes group
(see Fig. 3). GCL in the inner ring showed a signifi-
cantly lower value in patients with DM (P < 0.0001).
There was an enlargement in the FAZ area measured in
SCP in the diabetes group but the difference was only
borderline compared to the healthy group (P = 0.051).
Significant inverse correlation was observed between
disease duration and vessel density of SCP in superior
(r=—-0.539, P < 0.0001), temporal (r = —0.557, P <
0.0001), inferior (r = —0.433, P = 0.005), and nasal
quadrant (r = —0.372, P = 0.015) and between discase
duration and vessel density of DCP in the inferior (r =
—0.369, P = 0.019) and nasal quadrants (r = —0.458,
P = 0.003). HbA1C did not show significant correla-
tion with any of the OCTA parameters. No significant
correlation was observed between any of the sub-basal
nerve fiber morphology and retinal microvasculature
parameters in the study groups.

Table 1. Ocular Biometry in Healthy Volunteers Compared to Patients With Diabetes Mellitus
Healthy Volunteers? Patients With Diabetes Mellitus? P Value®
Anterior K1 (D) 43.436 + 1.593 43.258 + 1.391 0.341
(42.872 — 44.001) (42.773 — 43.743)
Anterior K2 (D) 44157 £ 1.720 44011 £+ 1.469 0.319
(43.547 — 44.767) (43.499 — 44.524)
Astigmatism (D) 0912 + 0.628 0.735 + 0.372 0.454
(0.693 — 1.131) (0.603 — 0.867)
CCT (um) 545.625 4+ 50.365 563.618 + 42.546 0.016
(527.466 — 563.784) (548.773 — 578.462)
Internal ACD (mm) 2.757 + 0.555 2.83 + 0.564 0.267
(2.560 — 2.953) (2.627 — 3.034)
WTW (mm) 11.858 + 0.406 11.763 + 0.395 0.379
(11.712 — 12.004) (11.625 — 11.901)
LT (mm) 4262 + 0.363 4506 + 0.388 0.018
(4.134 — 4.391) (4.355 — 4.656)
AL (mm) 23373 + 1.113 23.197 4+ 0918 0.677

(22.978 — 23.767)

(22.871 — 23.522)

K, keratometry; CCT, central corneal thickness; ACD, anterior chamber depth; WTW, white-to-white; LT, lens thickness; AL,

axial length.
@Mean = standard deviation (95% confidence interval).
bMann-Whitney U test.
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Figure 1.
subjects and patients with diabetes mellitus (DM).

In this study, we examined patients with diabetes
with no to mild ophthalmoscopic alterations using
IVCM and OCTA to assess whether retinal microvas-
cular or corneal nerve abnormalities occur earlier in
DM. Altered sub-basal nerve fiber morphology was
found in patients with DM even in the lack of DR.
Previous studies found NFL as the best parameter for
diagnosing diabetic peripheral neuropathy followed by
NFD.”-?° Brines et al. considered NFL and NFA to be
more sensitive indicators of mild neuropathy.?! Fractal
dimension is a relatively new parameter to evaluate
corneal nerve morphology by quantifying the spatial
loss of nerve fibers. FD was also proposed to have
the ability to differentiate between distinct neuropa-
thy etiologies.”> A multinational study suggested that
IVCM had a potent predictive diagnostic ability to
identify patients with diabetes with greater risk for
further diabetic polyneuropathy.”® In our previous
study in young patients with T1DM, we observed
lower TBD, confirming early more distal loss of nerve
branches, consistent with this loss of thinner more
distal branches. Total NFA was comparable between

Violin plots of the median and quartiles showing frequency distribution of the sub-basal nerve fiber morphology data in healthy

control subjects and patients with diabetes, presumably
due to the early relative preservation of main nerve
fibers with a primary reduction in nerve branches.®
In the present study, NFW did not differ significantly
between diabetic and healthy subjects supporting our
previous explanation on early more pronounced loss of
distal nerve branches.

In our study, retinal vessel density in SCP was
significantly decreased in the superior, temporal, and
nasal quadrant in patients with diabetes. In DCP,
only superior vascular density decreased significantly
in patients with DM. Ong et al. observed lower VD in
SCP with higher DR severity in the no retinopathy to
mild nonproliferative DR groups and concluded that
SCP VD changes may be more sensitive for discrim-
inating nonproliferative DR.?* Previous authors also
demonstrated that in patients with a long history of
T2DM without DR, a decrease in VD and perfu-
sion and impairment of the FAZ border occur earlier
in the superficial vascular plexus than in the deep
vascular plexus.>> In contrast, Kaoual et al. described
retinal vascular alterations in patients with no to
early retinopathy primarily in DCP suggesting that
the deeper vascular plexus is more vulnerable to DM
severity vascular changes.”® In contrast to our findings,
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Figure 2. Annotated image of the subbasal nerve plexus using in vivo confocal microscopy (red, nerve fiber; blue, nerve branch; and green,
nerve branch point) (A, D, G). Optical coherence tomography angiography (OCTA) centered at the fovea showing the foveal avascular zone
(FAZ) (B, E, H). Vessel density (VD) map in the superficial capillary plexus in four quadrants (C, F, ). Normal nerve fiber morphology (A), OCTA
(B), and VD map (C) of a healthy volunteer. Altered nerve fiber morphology (D), impaired FAZ circularity (E), and decreased VD (F) of a 44-
year-old patient with type 1 diabetes mellitus for 40 years without retinopathy (HbA1c, 7.67%). Sub-basal nerve fiber damage (G), enlarged
FAZ (H), and decreased VD (1) in a 49-year-old patient with type 2 diabetes mellitus for 10 years without retinopathy (HbA1c, 9.11%).

Kirthi et al. observed more prominent retinal microvas-
cular changes in prediabetes compared to corneal
nerve fiber damage, although the central corneal NFL
showed significantly decreased values in T2DM when
compared to normoglycemic subjects.?” They highlight
the impact of obesity, waist size, and body mass index
(BMI) on corneal nerve loss.?’

According to other authors, we detected early
retinal microvascular changes with OCTA in the
absence of ophthalmoscopic alterations.”®->* Ghassemi
et al. identified parafoveal VD of SCP as a predict-

ing biomarker for visual impairment in DM.* Signif-
icant FAZ increase in SCP was also observed in
our patients with diabetes. The ganglion cell complex
thickness was significantly decreased in DM in our
study. Accordingly, Qiu et al. described correlations
between ganglion cell body loss and retinal vascu-
lature changes with the severity of DR.3' Previous
papers highlighted the association between neuronal
degeneration and microvascular changes in diabetes
mellitus.*"'3> GCL and RNFL thickness changes
in early DM have been identified as neuroretinal
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Table 2. Corneal Nerve Fiber Morphology of Healthy Volunteers Compared to Patients With Diabetes Mellitus

Healthy Subjects®  Patients With Diabetes Mellitus® P Value®
Nerve branch density (No/mm?) 21.252 £ 11.414 12.095 £+ 12.663 0.0001
(17.065 — 25.439) (8.496 — 15.694)
Nerve fiber area (mm?/mm?) 0.005 + 0.002 0.004 + 0.002 0.006
(0.004 — 0.006) (0.004 — 0.005)
Nerve fiber density (No/mm?) 19.723 £+ 7.216 12.016 £+ 7.192 <0.0001
(17.076 — 22.370) (9.972 — 14.060)
Nerve fiber length (mm/mm?) 12.489 + 3.389 9.041 + 3.584 0.0001
(11.245 — 13.732) (8.022 — 10.059)
Nerve fiber width (mm/mm?) 0.022 + 0.002 0.021 £ 0.002 0.586
(0.021 — 0.022) (0.021 — 0.022)
Nerve fiber total branch density (No/mm?) 36.49 + 19.740 22.965 £+ 19.625 0.0007
(29.249 — 43.730) (17.388 — 28.542)
Nerve fiber fractal dimension 1.473 £ 0.036 1.418 £ 0.066 <0.0001
(1.460 — 1.486) (1.399 — 1.437)
aMean =+ standard deviation (95% confidence interval).
®Mann-Whitney U test.
VD of SCP superior (%) VD of SCP temporal (%) VD of SCP nasal (%) SCP FAZ area (um)
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0 P =0.036 709 P = 0.081 60 P = 0.091 707 P=0.276
60 - 60 - 60
50
50— ? 50+ 9 50+ ‘
40
40 40 40
-—"7—7— N—"——71— N-—T—7— 0-—71
Healthy DM Healthy DM Healthy DM Healthy DM

Figure 3.

Violin plots of the median and quartiles showing frequency distribution of the vessel density (VD) data in the superficial (SCP)

and deep capillary plexus (DCP) and foveal avascular zone (FAZ) area in healthy subjects and patients with diabetes mellitus (DM).

degeneration that may anticipate microvascular alter-
ations.’> In a recent study, a clear interaction was
observed between age or age at diagnosis and
diabetes duration and the risk of microvascular
events. They found the greatest risks of microvascu-

lar events in the youngest ages with the longest disease
duration.’

There are a few limitations to this study. First, this
was a simultaneous measurement of exposure (DM)
and outcome, it is difficult to derive causal or temporal
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Table 3. Optical Coherence Tomography (OCT) and OCT Angiography Parameters in Healthy Volunteers
Compared to Patients With Diabetes Mellitus

Healthy Subjects®

Patients With Diabetes Mellitus?

P Value®

Central retinal thickness (um)

Central choroidal thickness (um)

VD of SCP CSF (%)

VD of SCP superior (%)
VD of SCP temporal (%)
VD of SCP inferior (%)
VD of SCP nasal (%)

SCP FAZ area (um)

VD of DCP CSF (%)

VD of DCP superior (%)
VD of DCP temporal (%)
VD of DCP inferior (%)
VD of DCP nasal (%)
GCL ++ CSF (um)

GCL ++ inner ring (um)
GCL 4+ outer ring (um)
GCL+ CSF (um)

GCL + inner ring (um)

GCL + outer ring (um)

RNFL total thickness (um)

259.029 £+ 18.978
(252.408 — 265.651)
273455 £ 72,974
(247.579 — 299.330)
21.649 £ 5.442
(19.780 — 23.519)
51377 £ 2.449
(50.535 — 52.218)
48.207 £ 2.456
(47.364 — 49.051)
50.990 £ 3.067
(49.920 — 52.061)
46.937 £ 2.689
(46.013 — 47.861)
274.722 £ 86.541
(244.036 — 305.408)
19.317 £ 4.632
(17.647 — 20.988)
52.359 £ 3.596
(51.124 — 53.594)
47.673 £ 3.302
(46.539 — 48.808)
52.072 £ 2.684
(51.150 — 52.994)
48.345 £ 3.054
(47.296 — 49.394)
60.379 £ 11.723
(56.291 — 64.472)
116.904 £ 7.699
(114.218 — 119.591)
108.794 £ 6.920
(106.380 — 111.208)
53.235 £ 9433
(49.944 — 56.526)
90.941 £ 6.326
(88.734 — 93.148)
67.36 + 6.803
(64.987 — 69.734)
106.667 + 12.504
(102.233 — 111.100)

251.0 £ 24.491
(244.182 — 257.818)
237.708 + 81.935
(213.917 — 261.500)

19.88 + 5.219

(18.274 — 21.486)
48.063 £ 2.645
(47.239 — 48.887)
46.069 X 2.786
(45.212 — 46.927)
49.147 £ 3.910
(47.929 — 50.366)
44.691 £ 3.307
(43.674 — 45.709)
348511 £+ 151.528
(301.292 — 395.731)
17.843 £ 5.460
(16.142 — 19.545)
50.483 £ 3.890
(49.255 — 51.710)
46.485 + 2.943
(45.568 — 47.402)
50.924 + 4420
(49.529 — 52.319)
46.855 £ 4.166
(45.557 — 48.154)
64.901 £ 22.679
(58.310 — 71.475)
109.224 £ 9.628
(106.428 — 112.020)
104.972 £ 10.129
(102.031 — 107.913)
55.042 £ 15.612
(50.509 — 59.575)
83.76 X+ 8.009
(81.435 — 86.086)
64.86 = 5.894
(63.129 — 66.590)
101.848 £ 10.556
(98.713 — 104.982)

0.089

0.016

0.116

<0.0001

0.001

0.138

0.003

0.051

0.236

0.036

0.081

0.276

0.091

0.598

<0.0001

0.037

0.595

<0.0001

0.152

0.060

VD, vessel density; SCP, superficial capillary plexus; DCP, deep capillary plexus; FAZ, foveal avascular zone; GCL, ganglion cell
layer; RNFL, retinal nerve fiber layer; CSF, thickness within central 1 mm, inner ring: thickness within central 3 mm, outer ring:

thickness within central 6 mm.

@Mean = standard deviation (95% confidence interval).

bMann-Whitney U test.
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relationships from a cross-sectional analysis and it
might not be representative of the diabetic popula-
tion. Second, there was a small sample size of patients
with DR, a larger case number with more advanced
ophthalmoscopic changes would be required. Third,
the ophthalmic imaging was performed at a time point
during the disease course, not at baseline, and in
patients with diabetes it is difficult to know the exact
disease duration. Fourth, snapshots of the sub-basal
corneal nerves were selected manually, they only repre-
sent a small part of the cornea that might have some
subjective elements.

In summary, sub-basal nerve fiber morphology was
altered significantly in patients with DM but they
did not show a significant correlation with disease
duration and HbAlc. Our results implicate a more
pronounced and earlier damage to the corneal nerve
fibers compared to the retinal microvasculature in
patients with DM.
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