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1. WSTEP

Anatomia kliniczna

U ssakow narzad wzroku sktada si¢ z gatki ocznej oraz narzadéw dodatkowych,
sposrod ktérych: powieki, worki spojdéwkowe, powigez i gruczoly izowe stanowig
z oczodotem uktad ochronny oka, a migsnie jego aparat ruchowy (Konig i wsp. 1999,
Kuryszko i wsp. 2000, Nizankowska 2007, Peiffer 1991). Przedni biegun gatki ocznej
stanowi rogdéwka, bedaca pierwszym elementem traktu wzrokowego, utworzonego
w dalszej kolejnosci przez ciecz wodnista w komorze przedniej, soczewke i ciato szkli-
ste (Gelatt i wsp. 2001, Stades 1 wsp. 2006). Podstawowa cechg tego ztozonego uktadu
optycznego oka jest przejrzystos¢. W wielu chorobach rogdéwki dochodzi do jej zmet-
nienia z ograniczeniem pola widzenia lub $lepoty. Aby zrozumie¢ toczace si¢ w rogdw-
ce procesy patologiczne i mdc je leczy¢, konieczne jest poznanie jej anatomii klinicznej.

Rogéwka u duzych zwierzat domowych jest ksztaltu elipsoidalnego. U konia
w plaszczyznie horyzontalnej mierzy ona 28-32 mm i pionowej 23-26 mm (Barnett
1 wsp. 1998, Lavach 1990, Schimmel 1995). U kotow jest prawie kulista i w plaszczyz-
nie poziomej ma 17 mm, a w pionowej — 16 mm. Stosunek wysokosci do szerokosci
wynosi 1:1,07. Natomiast wymiary rogdwki u psa majg $rednio 16,3 mm x
15,25 mm. Promien rogéwki kota mierzony keratometrem wynosi od 8,6 mm do 9,2
mm (Clerc i wsp. 1990, Gelatt 1999). Rogdéwka kota i psa mierzona pachymetrem jest
grubsza w centrum i ma srednio 0,8—1,0 mm, natomiast na obwodzie jest ciensza i wy-
nosi 0,4-0,6 mm, a wigc odwrotnie niz u cztowieka — w centrum mierzy 0,52 mm i na
obwodzie 0,7 mm (Gilger 1991, 1993, Pausknis i wsp. 2001, Prost i wsp. 2005, 2005,
Schoster i wsp. 1995, Spaeth 2006). Zajmuje ona obszar okoto 20% powierzchni gatki
ocznej (Gelatt i wsp. 2001, Schimmel 1995).

Rogoéwka (cornea) sktada si¢ z pigciu warstw: nablonka przedniego (epithelium
corneae anterius), btony granicznej przedniej (lamina limitans anterior s. Bovmani),
istoty wlasciwej, czyli zrgbu (substantia propria corneae, stroma), blony granicznej
tylnej (lamina limitans posterior s. Descemeti) i nabtonka tylnego, zwanego takze §rod-
btonkiem (epithelium corneae posterius s. endothelium) (Barishak 1992, Klebe i wsp.
2004, Konig 1 wsp. 1999, Kuryszko i wsp. 2000, Sawicki 1998).

Nabtonek przedni jest nabtonkiem wielowarstwowym plaskim nie rogowacieja-
cym. U zwierzat sktada si¢ z 512 warstw komorek (Konig i wsp. 1999, Kuryszko
i wsp. 2000). Zbudowany jest z trzech rodzajow komodrek utozonych warstwowo.
Pierwsza pojedyncza warstwa walcowatych komorek podstawnych polaczona jest



hemidesmosomami z btona podstawowa. Druga tworza dwa lub trzy rzedy komorek
wielokatnych. Trzecia warstwe stanowia ptaskie komorki z mikrokosmkami utatwiaja-
cymi przyleganie $luzu, ktére ztuszczaja si¢ do filmu tzowego. Pomiedzy nimi znajduja
si¢ pojedyncze komorki Langerhansa, zwane komorkami dendrytycznymi, pochodzace
z obwodowych naczyn krwiono$nych rabka rogowki (Jones i wsp. 1991, Nishida 2005,
Orlowski 1986). W nabtonku pomig¢dzy komorkami wystepuja potaczenia typu okluzyj-
nego, przez co w warunkach fizjologicznych tworzy on nieprzepuszczalng barierg
(Eroschenko 2005, Gelatt 1999, Kanski i wsp. 2000, Spalton i wsp. 2007). Komdrki
z rabka rogdwki ciagle zastgpuja utracone komorki nabtonka przedniego. Komorki
macierzyste sa prawdopodobnie zlokalizowane w$réd komdérek nablonka podstawnego
w faldach palisad Vogta (Spalton 2007). Komdrki macierzyste dzielac sig, tworza
komorki potomne, ktdre przesuwaja si¢ do centrum rogdwki i ku powierzchni, ulegajac
po drodze zréznicowaniu. Na powierzchni nabtonka ztuszczaja si¢ do filmu tzowego
(Nishida 2005, Spalton i wsp. 2007).

Btona graniczna przednia jest bezkomdrkows struktura, o grubosci 6-9 um, a jej
cienkie wtokna kolagenowe gesto upakowane tworza powierzchowna warstwe zrgbu
rogowki (Kuryszko i wsp. 2000). Przy uszkodzeniu tej warstwy nie dochodzi do jej
regeneracji (Gelatt i wsp. 2001, Kanski i wsp. 2000).

Istota wlasciwa stanowi 90% grubosci rogdwki i zapewnia jej odpornos¢ mecha-
niczna. Zbudowana jest z widkien kolagenowych o grubosci 25 nm gldwnie typu I,
tworzacych regularny uktad okoto 200 blaszek (lamelli), oddalonych od siebie o odle-
gtos¢ mniejsza niz dtugos¢ fali swietlnej (Kuryszko i wsp. 2000, Ortowski 1986, Spal-
ton i wsp. 2007). Regularnos¢ ksztattu wiokien i przestrzeni migdzy nimi warunkuje
minimalne zmiany wspdtczynnika zatamania $wiatta, co wptywa na jego przechodzenie
przez rogdwke (Eroschenko 2005, Kuryszko i wsp. 2000, Pollet 1982). Pomigdzy wtok-
nami znajduje si¢ substancja podstawowa. Dla utrzymania przejrzystosci rogowki
konieczne jest wzgledne odwodnienie proteoglikanow, ktdre zostaje osiagnigte przez
nieprzepuszczalno$¢ nablonka przedniego i dzialanie pompy usuwajacej wodeg z istoty
wiasciwej (Cotlier 1975, Furowicz 1991). Przepuszczalno$é promieni §wietlnych przez
rogoéwke jest najwigksza dla fali o dtugosci 700 nm (98%) i zmniejsza si¢ do 80% dla
fali 400 nm. Swiatlo ultrafioletowe o dtugoéci fali 310 nm jest mocno absorbowane
przez jej istot¢ wlasciwa. Natomiast przepuszcza ona promienie podczerwone do
2400 nm (Spalton i wsp. 2007).

Btong graniczna tylna, zwang takze blong Descemeta, zbudowang z widkien ko-
lagenowych typu IV, wytwarza nabtonek tylny rogéwki (Nishida 2005). Po urodzeniu
utworzona jest ona z siateczki cienkich widkien kolagenowych o grubosci okoto 3 pm
(Nishida 2005, Spalton i wsp. 2007). Jak podaje Spalton za Marshallem, z wiekiem
»tylna warstwa” btony Descemeta jest dobudowywana, zwigkszajac swoja grubosé do
okoto 3040 pm.

Nabtonek tylny, zwany $rodblonkiem, stanowi ostatnia warstwe, z jakiej zbudo-
wana jest rogowka (Kuryszko 1 wsp. 2000, Sawicki 1998). Moze on by¢ badany przy-
zyciowo u malych zwierzat i ludzi przy zastosowaniu zmodyfikowanej lampy szczeli-
nowej, mikroskopii spekularnej lub konfokalnej (Gelatt 1999, Gierek i wsp. 1998, Kanski
1 wsp. 2000, Matsuda i wsp. 1986, Neubauer i wsp. 1984, Neumann i wsp. 1987, Nizan-
kowska 2007, Nuyts i wsp. 1996, Spaeth 2006). Nabtonek tylny tworzy pojedyncza
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warstwa komorek szesciokatnych, ktorych $ciany uktadaja si¢ w charakterystyczny
mozaikowy wzor (Nishida 2005, Meyer i wsp. 1988). W prawidlowej rogéwce okoto
70-80% to komorki heksagonalne, a pozostate uznaje si¢ za pleomorficzne (Nishida
2005). U cztowieka maja one 5 um wysokosci i 20 pm szerokosci z owalnym jadrem
(Nishida 2005). Przednia ich powierzchnia, stykajaca si¢ z blong Descemeta, jest ptaska
natomiast tylna ma powierzchni¢ w formie mikrokosmkoéw i fatdow dla maksymalizacji
kontaktu i wymiany wielu substancji z cieczg wodnista (Nishida 2005). U kota i psa sa
one potaczone mikrokosmkami, tworzac jedng plaszczyzng, natomiast u konia brzegi
komorek sa uniesione w miejscach polaczen z charakterystycznymi wklgstymi nierdw-
nosciami (Gelatt 1999). Nabtonek tylny petni zasadnicza rolg w regulacji uwodnienia
rogowki. Wraz z wiekiem liczba komorek srodblonka stopniowo maleje, poniewaz nie
maja one zdolnoéci regeneracji i obniza si¢ z 3500-4000 kk/mm* po urodzeniu do
2000-2500 kk/mm* w wieku dorostym (Nishida 2005, Spaeth 2006, Spalton i wsp.
2007). Przy postgpujacej dekompensacji komérek nabtonka tylnego wolne przestrzenie
migdzy nimi sg zastgpowane powigkszajacymi si¢ i przesuwajacymi na ich miejsce
sasiednimi komdrkami (Cotlier 1975, Kanski i wsp. 2000, Spalton i wsp. 2007). Jezeli
dekompensacja komérek nablonka tylnego osiagnie wielko$é 5001000 kk/mm?, ciecz
wodnista z komory przedniej przedostaje si¢ do istoty wlasciwej, wywotujac obrzek
widoczny podczas badania lampa szczelinowa jako biato-niebieskie zmgtnienie rogéwki
(Cotlier 1975, Gelatt 1999, Spalton i wsp. 2007). Gestos¢ komodrek jest dobrym wy-
znacznikiem funkcji nablonka tylnego, jaka mozna uzupelni¢ innymi parametrami,
takimi jak roznice ksztaltu i wielkosci (polimorfizm i polimegatyzm) (Spaeth 2006,
Spalton i wsp. 2007).

Histofizjologia rogowki

Prawidtowa rogoéwka spelnia trzy podstawowe funkcje. Pierwsza jest refrakcja
promieni $wietlnych na granicy powietrza i przedrogéwkowego filmu tzowego. Druga —
przepuszczanie $wiatta z minimalnym znieksztalceniem, rozproszeniem i pochtania-
niem promieni. Ostatnig jest utrzymywanie fizjologicznej struktury i ochrona gatki
ocznej bez negatywnego wpltywu na przejrzystos¢ uktadu optycznego oka (Gelatt 2000,
Spalton 2007). Spetienie tych funkcji zapewnia rogéwce unikalny uktad optyczny
pozbawiony naczyn krwionosnych, ktérego przemiana materii jest zaspokajana przez
dyfuzj¢ (Nishida 2005). Zaopatrzenie w tlen nabtonka przedniego i zrgbu pochodzi
z tlenu atmosferycznego rozpuszczonego w filmie tzowym i na obwodzie rogdwki
z naczyn rz¢skowych przy jej rabku (Gelatt 1999, Spalton i wsp. 2007). Nabtonek tylny
czerpie tlen z cieczy wodnistej. Zaopatrzenie w glukozg odbywa si¢ podobnie przez
film tzowy i ciecz wodnista (Spalton i wsp. 2007, Nizankowska 2007). Ortowski podaje
za Jaegerem, ze 96% aktywnosci oksydoredukcyjnej odbywa si¢ w nabtonku przednim,
3% w nabtonku tylnym, oraz 1% w istocie wlasciwej. Nabtonek przedni prowadzi do
glikolizy 65% calej zawartosci glukozy, zuzywanej w przemianie materii, oraz bezpo-
srednio utlenia jej reszt¢ droga fosforanu pentozy. Te procesy oksydoredukcyjne odby-
waja si¢ przy udziale i aktywnosci dehydrogenaz (Cotlier 1975, Ortowski i wsp. 1986).
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Nabtonek przedni rogéwki od strony zewngtrznej oraz tylny od wnetrza ograni-
czaja mezodermalny zrab, z ktorym kontaktuja si¢ za posrednictwem btony granicznej
przedniej i tylnej. Obydwie te warstwy ograniczajace sciang rogdwki charakteryzuja si¢
bardzo intensywna przemiang materii z powodu obecnosci w nich duzej ilosci enzymow
1 zapasowej substancji energetycznej, jaka jest glikogen w nablonku przednim (Cotlier
1975, Furowicz 1991). Jezeli uszkodzona rogéwka wymaga wigkszego zapotrzebowa-
nia energetycznego podczas regeneracji lub reparacji, glikogen w nablonku przednim
ulega enzymatycznemu rozpadowi na glukozg (Cotlier 1975, Ortowski 1986). Rozktad
glukozy dostarcza energii potrzebnej do utrzymania wzglednej dehydratacji rogéwki,
ktéra warunkuje utrzymanie jej przejrzystosci (Boke i wsp. 1981, Spalton i wsp. 2007).
O intensywnosci przemiany materii nabtonka przedniego, stanowiacego okoto 10%
masy rogowki $wiadczy fakt, ze pobiera on 25 razy wigcej tlenu z filmu tzowego
i z naczyn rzgskowych przy rabku rogdwki anizeli cata istota wiasciwa (Boke i wsp.
1981, Cotlier 1975, Furowicz 1991).

Metabolizm glukozy w nabtonku rogéwki przebiega trzema szlakami metabo-
licznymi. Pierwszym jest przemiana jej do kwasu mlekowego poprzez glikolizg i wy-
korzystanie w cyklu kwasow trojkarboksylowych Krebsa. W drugim moze by¢ przetwo-
rzona w cyklu heksozo-monofosforanowym bez udziatu ATP. Charakterystyczne jest
tworzenie fosforanu rybozy oraz redukcja siarczanu dwunukleotydu nikotynamidu
adeninowego (NADP). NADPH jest wykorzystywany do tworzenia thuszczow, nato-
miast fosforan rybozy — do syntezy DNA lub RNA. Ostatnim jest przemiana glukozy w
szlaku sorbitolowym, gdzie ulega ona przemianie do sobitolu i fruktozy (Cotlier 1975,
Nishida 2005).

Do innych substancji bioracych udziat w przemianie materii nabtonka przednie-
go naleza: kwas askorbinowy, ATP i glutation. Szczegdlnie ten ostatni wystepuje
w duzej ilosci rowniez w soczewce (Gelatt 1999, Sobiech i wsp. 1986). W nabtonku
przednim i tylnym wystepuje w wigkszej ilosci enzym ATP-aza, razem z przyspieszaja-
cymi jej dziatanie jonami Na" , K*, Mg™" (Boke i wsp. 1981). Jest on odpowiedzialny
za hydratacj¢ i dehydratacje zre¢bu rogoéwki, rownowazac jego potencjat elektryczny
i ci$nienie osmotyczne (Cotlier 1975, Nishida 2005). Energia z hydrolitycznego rozpa-
du ATP jest wykorzystywana do aktywnego transportu jonéw Na' i K przez blone
komoérkows. Mechanizm dziatania ATP-azy polega na przemianie fosforylacji i defos-
forylacji polipeptydu, wchodzacego w sktad tego enzymu. Fosforylacja w obecnosci
jonow sodu i magnezu wywotuje zmiang konformacyjng enzymu ATP-azy, ktéra umoz-
liwia przylaczenie kationdw potasu do enzymu po zewngtrznej stronie btony komorko-
wej 1 uwolnienie przytaczonych poprzednio jonéow sodu. Kationy potasu przyspieszaja
reakcj¢ defosforylacji enzymu i wraca on do poprzedniej konformacji, wykazujacej
niskie powinowactwo do jondw potasu i wysokie do sodu. Kationy potasu sa uwalniane
do wnetrza komorki, a kationy sodu — wigzane do enzymu po stronie cytoplazmatycznej
btony komoérkowe;j i proces fosforylacja — defosforylacja powtarza si¢ (Furowicz 1991,
Hamano i wsp. 1987).

Jednowarstwowy nabtonek tylny rogdéwki stanowi okoto 1% grubosci $ciany ro-
géwki, jednakze intensywnos$¢ przemiany materii jest bardzo duza. Zwiagzane to jest
z ciaglym utrzymywaniem bariery chroniacej rogdwke przed hydratacja. Najnowsze
badania dowodza, ze w nabtonku tylnym dziata swoistego rodzaju kationowa pompa
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wapniowa, ale nie tylko w kierunku do powierzchni rogowki, lecz takze w strong komo-
ry przedniej. W zwiazku z tym wielu autoréw uwaza, ze srodblonek odgrywa duzo
wigkszg rolg¢ w odwodnieniu rogdéwki anizeli jej nabtonek przedni (Nishida 2005,
Spaeth 2006).

Zrab rogoéwki zbudowany jest z wtdkien kolagenowych, keratocytow i substan-
cji podstawowej (Eroschenko 2005, Konig i wsp. 1999, Kuryszko i wsp. 2000, Nishida
2005). Tg ostatnig tworza kwasne mukopolisacharydy typu keratoglikozaminoglikanu.
Najczegsciej wystepuje siarczan keratanu, siarczan chondroityny i chondroityna.
Wszystkie te zwiazki posiadajg tadunek ujemny i maja zdolnos$¢ wigzania wody. Kazda
molekuta siarczanu keratanu i siarczanu chondroityny posiada od 27 do 160 receptoréw,
wiazacych kationy sodu, przedostajacych si¢ do zrgbu z nabtonka przedniego (Cotlier
1975, Eroschenko 2005, Furowicz 1991). Widkna kolagenowe rogdéwki maja grubosé
250-300 A i uktadaja sie¢ w wiazki jedna nad druga, tworzac uktad siatki dyfrakcyjnej,
zapobiegajacej rozproszeniu swiatta. Biegna one od rabka do rabka rogéwki bez zmiany
swojej struktury, zapewniajac jej przejrzystos¢ (Gelatt 2000, Kanski 1997, Spalton
1 wsp. 2007). Istnieje zalezno$¢ sktadu chemicznego widkien kolagenowych u poszcze-
gblnych gatunkow zwierzat i ludzi. Rogéwka bydlgca posiada 80% kolagenu typu I
i 20% kolagenu typu III (Cotlier 1975, Furowicz 1991). Natomiast rogowka ludzi
1 wigkszo$ci zwierzat domowych sktada si¢ z kolagenu typu I oraz z kolagenu typu V
(Eroschenko 2005, Gelatt 1999).

W prawidtowej rogéwce procesy hydratacji i dehydratacji sa zrownowazone
(Cotlier 1975, Eroschenko 2005). Jest to bardzo skomplikowany proces zalezny od
takich czynnikéw, jak: nienaruszona struktura nablonka przedniego i tylnego, prawi-
dlowy sktad biochemiczny substancji podstawowej i aktywny transport elektrolitow
(Na’, HCO; ~, OH 7). Szczegélna role odgrywa tutaj niezachwiana funkcja nabtonka
tylnego i w mniejszym stopniu nabtonka przedniego, polegajaca na sprawnym dziataniu
»pompy” eliminujacej nadmiar wody ze zrgbu rogowki i zapewnieniu wystarczajacej
ilodci komoérkowych materialéw energetycznych (glukoza, ATP), koniecznych do prze-
prowadzenia powyzszych proceséw (Cotlier 1975, Nishida 2005). Sa to jedynie naj-
wazniejsze czynniki, ktérych wzajemne oddzialywania utrzymujg substancj¢ podsta-
wowg rogdwki w stanie optymalnego wiazania wody, co decyduje o jej przejrzystosci.
Dlatego od dawna uwaza si¢, ze warstwy nabtonka tylnego i przedniego spelniaja
w tych procesach zasadnicza funkcje (Boke i wsp. 1981). Stopien wodochtonnosci sub-
stancji podstawowej rogéwki zalezy od przemian osmotycznych, uzaleznionych z jed-
nej strony od koncentracji jonéw Na“, HCO;, OH , natomiast z drugiej — od intensyw-
nosci przemiany materii. W tej aktywnej regulacji stanu uwodnienia rogéwki hydrofilne
keratoglikozaminoglikany substancji podstawowej chtong wod¢ w stanach patologicz-
nych. W rezultacie dochodzi do wiazania wody i pgcznienia Sciany rogowki. Gdy steze-
nie jonéw Na“ w zrebie rogéwki obniza sie¢ w stosunku do ich zawartosci w cieczy
wodnistej i w filmie Izowym, to poziom anionéw w keratoglikozaminoglikanach nie
jest zbilansowany i rogowka traci przejrzystos¢ (Cotlier 1975, Nishida 2005).
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Histopatologia rogowki

U zwierzat przy uszkodzeniu ciaglosci nabtonka przedniego rogoéwki woda
z filmu tzowego przeptywa do istoty wlasciwej, powodujac powstanie obrzeku widocz-
nego w postaci bialo-niebieskiego zmetnienia. Wystepuje to najczesciej po urazach,
infekcjach, wrzodach, dystrofii nabtonka przedniego, schorzeniach autoimmunologicz-
nych, nieprawidlowosciach wzrostu rzgs (Balicki 2005, Gelatt i wsp. 2001, Kietbowicz
2003, Spiess 2000, 2001, Walde i wsp. 2008). W przypadkach utraty szczelnosci na-
btonka tylnego rogéwki woda z cieczy wodnistej komory przedniej gatki ocznej przedo-
staje si¢ do istoty wlasciwej, powodujac utratg¢ przejrzystosci rogowki (Tuft i wsp.
1986). Obserwujemy to przy dystrofii nablonka tylnego, ranach rogéwki, jaskrze, jako
powiktanie w chirurgii zaémy w postaci zwyrodnienia pgcherzowego rogdwki (Gelatt
1996, 1999, Nizankowska 2007, Schebitz i wsp. 2004, Walde i wsp. 2008). Ponadto
zmegtnienie rogéwki wystgpuje przy podwichnigciach i zwichnigciach soczewki do
komory przedniej i do komory ciata szklistego (Bistner i wsp. 1977, Gelatt 2000, Kiet-
bowicz 2000).

Zawartos¢ wody w rogowce musi by¢ nieustannie utrzymywana na statym
poziomie. Za stan wzglednej dehydratacji rogéwki odpowiedzialny jest odpowiedni
mechanizm regulujacy (Cotlier 1975, Gelatt 1999, Peiffer 1991). Pierwszym powodem
obrzeku rogdwki jest przerwanie ciaglosci anatomicznej nabtonka przedniego lub tylne-
go. Najnowsze badania dowodza, ze wigkszy obrzek powstaje przy uszkodzeniu
nabtonka tylnego (Nishida 2005, Spalton i wsp. 2007). Drugim czynnikiem prowadza-
cym do obrzg¢ku rogéwki jest zaburzenie jej procesOw przemiany materii. Powodem
tego moze by¢ pierwotna choroba toczaca si¢ w $cianie rogdwki lub wtérne uposledze-
nie jej odzywiania i metabolizmu. Wystapieniu takich zaburzen sprzyjaja procesy pato-
logiczne przebiegajace w najblizszym otoczeniu rogéwki: utrudniona dostawa tlenu
atmosferycznego za posrednictwem filmu tzowego od zewnatrz lub od wngtrza gatki
ocznej, wzrost cisnienia wewnatrzgatkowego, jak réwniez w chorobach ogdlnych
(Gelatt 1999, Kanski i wsp. 2000, Nizankowska 2007, Wylegala i wsp. 2006). Przy
obrzeku rogdwka traci przejrzystos$é, co prowadzi do zwigkszenia jej grubosci i wrasta-
nia naczyn krwiono$nych od naczyn rzgskowych przy rabku (Gelatt i wsp. 2001,
Orlowski 1986, Peiffer i wsp. 2000). Pourazowe uszkodzenie ciagtosci nabtonka przed-
niego prowadzi szybko do obrzgku rogdwki, ktéra pozbawiona nabtonka pgcznieje tak,
ze po uptywie doby jej grubos¢ wzrasta dwukrotnie (Gelatt 2000, Ortowski 1986). Jed-
nakze nablonek ma duze mozliwosci regeneracji i w krétkim czasie po ustaniu dzialania
czynnika inicjujacego powstanie obrzeku, szybkie podziaty kariokinetyczne komorek
nablonka przedniego uzupetniaja ubytki nowo powstatymi komodrkami (Gelatt 1999,
Horzinek 2004, Ortowski i wsp. 1986, Schulz i wsp. 1980, Spalton i wsp. 2007).

Nabtonek tylny rogowki u cztowieka, matpy, kota i psa nie ma mozliwosci re-
generacji po urodzeniu, w odroznieniu od oczu krolika (Gelatt 1999, Ling i wsp. 1988,
Nishida 2005, Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007). Nieszczelnosci migdzy heksagonal-
nymi komoérkami jednowarstwowego nabtonka tylnego moga zmniejszy¢ si¢ do pewne-
go stopnia jedynie wskutek obnizenia ich wysokosci, co jest zwigzane ze zmiang ich
wielkos$ci 1 ksztattu — polimegatyzm, polimorfizm (Gelatt 1999, Gwin 1983, Kanski
1 wsp. 2000, Laing i wsp. 1984, Nishida 2005). Obrzek rogéwki polega na powigkszeniu
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jej grubosci, bez zwigkszania objgtosci w wymiarze réwnoleglym do jej powierzchni
(Eroschenko 2005, Ortowski 1986).

Z problemem obrzeku rogdwki wiaze si¢ jej neowaskularyzacja. Fizjologicznie
rogdwka nie ma naczyn krwionosnych (Gelatt 1999, Konig i wsp. 1999, Walde i wsp.
1997, Kuryszko i wsp. 2000, Nizankowska 2007). Jej unaczynienie §wiadczy o istnieniu
stanu patologicznego toczacego si¢ w samej rogowce lub w organizmie. Najczgsciej
wystgpuje po oparzeniach cieplnych i chemicznych, oddziatywaniu antygenowym bak-
terii 1 wirusow oraz po urazach (Cursiefen i wsp. 2003, Gelatt i wsp. 2001, Horzinek
1 wsp. 2004, Nizankowska 2007, Stades i wsp. 2006). Ich negatywny wptyw na tkanke
powoduje powstanie w zrebie rogowki kwasicy metabolicznej, z wytworzeniem przez
komorki mediatorow tkankowych pozapalnych, takich jak: histamina, bradykinina,
serotonina i prostaglandyny (Walde i wsp. 2008). Oddziatuja one chemotaktycznie na
naczynia rzgskowe przy rabku rogdéwki. Dodatkowo, obnizenie cisnienia parcjalnego
tlenu w tkance i deficyt kwasu askorbinowego stymuluja neowaskularyzacj¢ rogéwki
(Cotlier 1975, Furowicz i wsp. 1993). Wrastanie naczyn krwionosnych w powierz-
chowng warstwe istoty wlasciwej ma poczatkowo korzystny wpltyw na przyspieszenie
proces6w regeneracji nablonka przedniego z powrotem do stanu wyjSciowego (restitu-
tio ad integrum) lub reparacji uszkodzonej istoty wlasciwej z powstaniem blizny zwanej
bielmem (leucoma). Jednakze przy bardzo duzej neowaskularyzacji rogéwki dochodzi
do jej przebudowy z zaburzeniem uktadu wtdkien kolagenowych, naptywu fibroblastow
i powstaniem duzych biatych blizn ograniczajacych pole widzenia (Gelatt i wsp. 2001,
Ortowski 1986, Spalton i wsp. 2007). Utrata przejrzystosci blizny jest spowodowana
obecnoscia w niej fibroblastow, brakiem regularnosci uktadu widkien kolagenowych
istoty wtasciwej, redukcja mukopolisacharydow oraz waskularyzacja. Fibroblasty
w odrdéznieniu od wiasciwych dla zrgbu rogdwki keratocytdéw nie moga syntetyzowac
typowej dla rogéwki substancji podstawowej. Tworzaca bielmo tkanka faczna blizno-
wata zawiera duzo wigcej siarczanu dermatanu wiasciwego dla skory anizeli specyficz-
nych dla rogéwki siarczandw keratanu i chondriotyny. Obecnos¢ tych ostatnich zapew-
nia rogdwce przejrzystosé¢ (Boke 1 wsp. 1981, Cotlier 1975, Furowicz 1991, Hamano
i wsp. 1987, Nishida 2005).

Choroby i zabiegi operacyjne powodujace utrate
przejrzystosci rogowki

Operacje wykonywane w zakresie przedniego bieguna galki ocznej u zwierzat
i ludzi z otwarciem komory przedniej powoduja czg$ciowa utrate komodrek nabtonka
tylnego. Niewlasciwe i brutalne cigcie nozem $ciany rogéwki przy operacji zaémy pro-
wadzi do zniszczenia wigkszej ich liczby (Kenyon 1983, Schulz i wsp. 1980). Od dawna
wiadomo, ze prawidtowo przeprowadzona ekstrakcja zewnatrz- lub wewnatrztorebkowa
soczewki powoduje utratg okoto 8% komorek nabtonka tylnego (Bourne i wsp. 1985,
Bourne 1986, Liesegang i wsp. 1984, 1991, Neubauer i wsp. 1983, 1984). Najwickszy
spadek ich gestosci nastepuje w ciagu miesigca od wykonania operacji. P6zniej sytuacja
stabilizuje si¢ (Mrzygtod i wsp. 1985, Mrzygldd 1985). Utrata komodrek nabtonka tylne-
go zwigksza si¢ przy kontakcie z instrumentami chirurgicznymi i wielokrotnym odchy-
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laniu $ciany rogdwki (Bourne 1986, Breebaart i wsp. 1990, Krohne i wsp. 1993). Zasto-
sowanie w ostatnich latach bardzo precyzyjnych ci¢é¢ rogowki przy otwieraniu komory
przedniej oka zmniejszyto ilo$¢ powiklan, ale nie wyeliminowato ich negatywnego
wplywu na przejrzystos¢ rogowki (Gelatt i wsp. 2001, Kietbowicz 2000, 2001, Schebitz
1 wsp. 2004, Slater 2002, Spaeth i wsp. 2006, Stades i wsp. 2006, Trede i wsp. 2001).

W oftalmologii weterynaryjnej wystgpuje wiele chordb, w ktérych dochodzi do
utraty przejrzystosci rogowki spowodowanej dekompensacja komoérek nabtonka tyl-
nego. W praktyce klinicznej obserwujemy coraz wigcej przypadkdéw za¢my wrodzonej
(cataracta congenita), mtodzienczej (c. juvenilis), starczej (c. senilis), cukrzycowej
(c. diabetica), pourazowej (c. traumatica), objawowej (c. symptomatica) u kKotow, psow
i koni (Barnet i wsp. 1998, 2002, 2002, Bistner i wsp. 1977, Dziezyc i wsp. 2007,
Gilger 1993, Gliger i wsp. 1994, Kietbowicz i wsp. 1995, Kietbowicz 2001, 2002,
Madany 2002, 2003, 2003, Madej 2000, Michael i wsp. 1990, Trede i wsp. 2001, Walde
i wsp. 2008, Wilkie i wsp. 1997). Jest to spowodowane migdzy innymi wydtuzeniem sig¢
zycia zwierzat utrzymywanych przez cztowieka w coraz lepszych warunkach. Wsréd
chordéb wieku starszego u psow i kotow za¢ma wystepuje coraz czgsciej (Draeger i wsp.
1983, Kietbowicz 2001, Madany 2006, Trede i wsp. 2001). Ponadto u pséw wystepuje
rowniez jaskra (glaucoma), w ktorej jednym z wielu objawow jest utrata przejrzystosci
rogéwki, spowodowana podwyzszonym ci$nieniem wewnatrzgatkowym (Gelatt 1 wsp.
1996, Eksten 1994, Stades i wsp. 2006).

Dynamiczny rozwoj techniki mikrochirurgii zaémy oraz coraz bardziej precy-
zyjne metody postgpowania operacyjnego, takie jak ekstrakcja zewnatrz- i wewnatrzto-
rebkowa oraz fakoemulsyfikacja, nie zapobiegly wystapieniu komplikacji pooperacyj-
nych (Davidson i wsp. 1991, Draeger i wsp. 1983, Trede i wsp. 2001). Operacje
w zakresie ciata szklistego i siatkowki u koni w leczeniu chirurgicznym nawracajacego
zapalenia blony naczyniowej, zwanego slepota miesigczna (ang. eqiune recurrent uveitis
— ERU), moga wywolywac keratopati¢ pgcherzowa rogdwki (Lavach 1990, Gerhards
i wsp. 2003). Rogdwka konia po witrektomii moze ulec obrzgkowi wskutek dekompen-
sacji nablonka tylnego (ryc. 1).

Powiktaniem o najwigkszym znaczeniu klinicznym po operacji za¢my nie tylko
u zwierzat, takich jak: psy, koty, konie, ale takze u ludzi jest keratopatia pgcherzowa
rogéwki w bezsoczewkowosci pooperacyjnej — ang. aphacic bullous keratopathy — ABK
(Glover i wsp. 1998, Kanski i wsp. 2000, Lavach 1990, Nasisse i wsp. 1995, Schebitz
i wsp. 2004, Slater 2002, Spaeth 2006, Stades i wsp. 2006). W wielu przypadkach po
operacji katarakty wokot blizny po cigciu w rogéwce obserwujemy utratg jej przejrzy-
stosci (ryc. 2).
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Ryc. 1. Obrzek rogdwki konia z pgknigciami blony granicznej tylnej po witrektomii wykonanej
z powodu nawracajacego zapalenia blony naczyniowej

Fig. 1. Corneal oedema in a horse with cracks of the posterior limiting membrane after witrec-
tomy performed because of equine recurrent uveitis

Ryc. 2. Utrata przejrzystosci rogowki przy bliznie po operacji zaémy starczej u kota perskiego,
samca, wiek 10 lat

Fig. 2. Loss of corneal translucency around the scar post senile cataract surgery in a 10-year-old
Persian male cat
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Po operacji zaémy moze dojs¢ do dekompensacji komodrek nabtonka tylnego
i ciecz wodnista przeptywa do istoty wlasciwej rogéwki, powodujac powstanie drob-
nych pecherzy, obrzeku i utrate przejrzystosci. Tworzace si¢ pecherze w zregbie 1 pozniej
pod nabtonkiem przednim rogéwki pekaja i sa powodem powstania bolu objawiajacego
si¢ Izotokiem, spastycznym skurczem powiek i utrata przejrzystosci rogowki (Glover
1 wsp. 1998, Liesegang i wsp. 1984). Te¢ przypadtos¢ pooperacyjng u ludzi i zwierzat
leczymy paliatywnie, przy uzyciu 5% chlorku sodu (Adsorbonac) (Gelatt 1999, Kanski
1997, Slater 2002, Spaeth 2006). Mozna réwniez zastosowac termokeratoplastyke,
polegajaca na wielopunktowej koagulacji igla diatermiczna powierzchni rogéwki
(Murphy i wsp. 1993, Gelatt i wsp. 2001). Doswiadczenia na matpach, kotach i kroli-
kach z fotokoagulacja rogowki YAG laserem dowiodty, ze widkna kolagenowe istoty
wilasciwej bardzo silnie kurczyly si¢ az do nabtonka tylnego (Ren i wsp. 1994). Obecnie
mozna leczyé PBK lub ABK laserem excimerowym (Gierek i wsp. 1993). Ponadto
u ludzi stosuje si¢ w leczeniu objawowym btong owodniowa tozyska ludzkiego na ro-
gowke lub lecznicze szkta kontaktowe. Btona owodniowa ulatwia migracj¢ komorek
nabtonka, wspomaga $rédnabtonkowe roéznicowanie, wzmacnia adhezj¢ komorek pod-
stawnych nabtonka i chroni go przed apoptoza (Albon i wsp. 2000). Zastosowanie jej
w rekonstrukcji powierzchownych warstw gatki ocznej hamuje proces wtdknienia oraz
przyspiesza gojenie ubytkéw nabtonka (Cormier i wsp. 1996, Kim i wsp. 1995, Melles
i wsp. 1998, Mrukwa-Kominek i wsp. 2002, Pires i wsp. 1999, Seitz i wsp. 2006).

U pséw, kotéw i koni wystegpuje podwichnigcie lub zwichnigcie soczewki do
komory przedniej wzglednie do komory ciata szklistego gatki ocznej, spowodowane
przerwaniem ciaglosci obwodki rzgskowe;j. Jest to przypadtosé o podiozu genetycznym
(Gelatt i wsp. 2001, Kietbowicz 2000, Lavach 1990, Nasisse i wsp. 1995, Walde i wsp.
2008). W trakcie dyslokacji soczewki do komory przedniej kontaktuje si¢ ona z ro-
gdéwka przy ruchach glowy i galki ocznej, powodujac uszkodzenie mechaniczne
nabtonka tylnego z powstaniem obrzeku rogdéwki (ryc. 3, 4).

U koni soczewka jest bardzo duza ($rednica 20 mm i dlugos$¢ w osi 12—13 mm)
i czg$ciej moze przemiescic si¢ do komory ciata szklistego (ryc. 5).
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Ryc. 3.

Fig. 3.

Ryc. 4.

Fig. 4.

Zwichnigta soczewka do komory przedniej kontaktuje si¢ z rogéwka, prowadzac do jej
obrzgku u niemieckiego teriera mysliwskiego, samca, wiek 2 lata

Lens luxated into the anterior chamber comes into contact with the cornea causing
oedema (a 2-year-old German Jagt Terrier)

Zwichnigta soczewka do komory przedniej z centralnym obrzgkiem rogdwki u foksteriera,
suki, wiek 2,5 roku

Lens luxated into the anterior chamber with central corneal oedema in a 2.5-year-old
female Foxterrier

19



Ryc. 5. Zwichnigcie soczewki do komory ciata szklistego u konia, ogiera, rasy wielkopolskiej,
wiek 5 lat
Fig. 5. Lens luxation into the vitreus chamber in a 5-year-old Wielkopolska breed stallion

Ponadto dyslokacja soczewki u psé6w prowadzi do wtornej ostrej jaskry z obrze-
kiem rogdwki. Szczegdlnie predysponowana do tej choroby jest rasa terieréw: foksterier
krétkowtlosy i szorstkowlosy, airedale terier, terier walijski, niemiecki terier mys$liwski.
Wielu autoréw uwaza, ze jest to choroba o podlozu genetycznym (Bistner i wsp. 1977,
Gelatt i wsp. 2001, Kietbowicz 2000, Slater 2002, Walde i wsp. 2008). Wsrod kotéw
zwichnigcie soczewki wystgpuje najczesciej u rasy perskiej (Gelatt 2000, Slater 2002).
U Boston terierdw jest genetyczna sklonno$¢ do postepujacego obrzgku rogowki, zwia-
zanego z pierwotng dystrofia nablonka tylnego rogdwki. U pséw tej rasy powyzej
5 roku zycia najczgSciej metnieja progresywnie w centrum obie rogowki z powstaniem
stozka (keratoconus) i za¢my (Gelatt 1999, Madany 2002, Spiess 2000, 2001). Dystro-
fia nabtonka tylnego rogéwki z jej wtornym zmgtnieniem wystgpuje rowniez u rasy
chichuachua i syberian husky (Gelatt 1999). U owczarkéw niemieckich stwierdzono
zwyrodnienie komorek nablonka tylnego rogowki (Brooks 1990, Clerc 1990). U koni
z powiktaniem nawrotowego zapalenia btony naczyniowej galki ocznej (uveitis recidiva
equi) moze by¢ przemieszczenie soczewki do komory przedniej z wtorng zaéma
i obrzek rogéwki z utrata jej przejrzystosci (Kietbowicz 2002, Lavach 1990).
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U psow brachycefalicznych, takich jak: pekinczyki, shih tzu, boksery, gatki
oczne ulegaja czgsto urazom mechanicznym (Bedford 1987, Barnett i wsp. 2002,
Cramer 1991, Gelatt i wsp. 2001, Kietbowicz 2003, 2004, Stades i wsp. 2006, Walde
i wsp. 2008). Wtorne infekcje bakteryjne i wirusowe powoduja powstanie glebokich
wrzodow rogowki i w skrajnych przypadkach przetoki rogdwki sa powodem ropnego
zapalenia galki ocznej (Gelatt i wsp. 2001). Leczenie tak rozleglych i glgbokich ubyt-
kow rogowki polega na transplantacji ptata autogennej spojowki gatkowej na rogowke
(Bistner i wsp. 1977, Brightman i wsp. 1989, Gelatt 2000, Horzinek i wsp. 2004, Sche-
bitz i wsp. 2004, Woods 2004). Inni proponuja wykonanie czasowego zespolenia
powieki gdérnej z dolng (tarsorrhaphia) lub wyszycie trzeciej powieki do powieki gorne;j
(Gelatt i wsp. 2001, Schebitz i wsp. 2004, Stades i wsp. 2006). Mozna wykonaé kerato-
plastyke drazaca lub warstwowa przednig (Kallingsworth i wsp. 1993). Przy rozlegtych
ubytkach $ciany rogéwki — klasyczne metody postepowania moga by¢ nieskuteczne.
Podejmowane sa proby transplantacji innych tkanek na uszkodzong rogéwke, takich
jak: otrzewna (Garcia i wsp. 1996), torebka nerki konia (Andrade i wsp. 1999), btona
owodniowa tozyska bydta po cesarskim cigciu (Barros i wsp. 1998, 1999, Kim i wsp.
1995), osierdzie konia (Barros i wsp. 1999), blona podsluzowa jelita cienkiego prosiat
(Featherstone i wsp. 1994, 2001, Levin i wsp. 1999) lub torebka nerki psa (Trbolova
i wsp. 2003).

Rany rogéwki u kotéw powstate z powodu urazéw mechanicznych lub po zadra-
paniu kocim pazurem goja si¢ dlugo i maja duzy wpltyw na stan morfologiczny i funk-
cjonalny jej nabtonka tylnego (Huang i wsp. 1989). Infekcje wirusowe u kotow
wywotuja powierzchowne zapalenie nabtonka przedniego rogowki (Heider i wsp. 1998,
Meyer-Lindenberg i wsp. 2005). Choroba o bardzo specyficznym przebiegu jest sekwe-
stracja rogowki kotow, wywolana przez herpeswirusy (ang. feline herpesvirus
1 — FHV-1), powodujaca powstanie martwicy wtokien kolagenowych zrebu rogdwki
z ich mumifikacja koloru czarno-brazowego (Gimenez i wsp. 1998, Kietbowicz 2001,
Meyer-Lindenberg i wsp. 2005, 2005, Morgan 1994, Walde i wsp. 2008). Bardzo dobre
rezultaty w leczeniu tej choroby przynosi zastosowanie keratektomii powierzchowne;j
(Kietbowicz 2001). Po kilkumiesigcznej rekonwalescencji pozostaja w rogowce jedynie
,clenie naczyn” jako pozostalos¢ po martwaku i po wczesniejszej jej waskularyzacji

(ryc. 6, 7).
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Ryc. 6. Sekwestr rogowki lewego oka kota perskiego, samca, wiek 2 lata
Fig. 6. Cornea sequester of a left eye in a Persian male cat

Ryc. 7. Rogdéwka kota perskiego z ryciny 6, pi¢¢ miesigcy po keratektomii powierzchownej
z ,,cieniami naczyn” w istocie wlasciwej
Fig. 7. Cornea of a Persian cat (fig. 6), 5 months post superficial keratectomy with ,,shadow

vesells” in the stroma
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Transplantacja rogowki

Przeszczep, czyli transplantacja (fac. transplantare — szczepié; plantare — sadzic)
rogowki polega na zastapieniu tkanki rogowkowej biorcy rogowka pobranag od dawcy
peinej grubosci — keratoplastyka drazaca: ang. penetrating keratoplasty — PKP albo
czgsSciowej grubosci — keratoplastyka warstwowa: ang. lamellar keratoplasty — LKP
(Hori i wsp. 2000, 2001, Muraine i wsp. 2003, Musch i wsp. 1991, Sharif i wsp. 1993,
Spaeth 2006, Slater 2002, Stades i wsp. 2006, Wilkie i wsp. 1997).

Jedno z pierwszych doniesien o przeszczepie rogowki pochodzi z Niemiec
w 1824 roku, w ktorym Reisinger prezentuje wyniki swoich do§wiadczen z transplanta-
cji rogéwek u szczuréw i kurczat (Mannis i wsp. 1981). Von Hoppel dla poprawy wi-
dzenia wykonal przeszczep warstwowy przedni rogéwki, na ktory sktadat si¢ kolisty
petnej grubosci ptatek rogowki szczura, uzyskany po trepanacji i umieszczony w war-
stwowym tozu ludzkiego biorcy (Spaeth 2006). W roku 1905 Zirm wykonat udany
przeszczep drazacy u cztowieka z obuocznym bielmem po oparzeniu tugiem sodowym.
Uzyt $wiezej tkanki rogdwkowej z gatki ocznej usunigtej po urazie perforujacym twar-
dowki (Zirm 1989). W 1937 roku Fitatow wprowadzil do uzycia cate gatki oczne pozy-
skiwane ze zwlok, ktére przechowywano w komorze wilgotnej w temperaturze +4°C
z mozliwoscia przechowywania do 24-48 godzin (Spaeth 2006). Przyczynito si¢ to do
zwigkszenia ilo$ci transplantacji rogéwki. Jednak dopiero od drugiej potowy XX wieku
zaczal si¢ istotny postgp w transplantologii rogéwki. Powodem wzrostu ilo$ci wykony-
wanych przeszczepow rogdwki jest ciagle doskonalenie metod mikrochirurgicznych,
nowsze instrumentarium do keratoplastyki, modyfikacja materialdéw do produkcji
szwOw oraz wprowadzenie do terapii steroidowych i niesteroidowych lekow przeciwza-
palnych (Gelatt 1999, 2000, Kanski 1997, Komai i wsp. 1996, Slater 2002). Ponadto
opracowanie nowoczesnych procedur konserwacji i przechowywania tkanek oka oraz
postepy w immunologii przyczynity si¢ bardzo do rozwoju tej specjalnosci w medycy-
nie (Streilein 2003, Tanaka i wsp. 2000, 2000). W latach 70. ubiegtego wieku zastoso-
wanie podtoza McCareya-Kaufmana (M-K), wydtuzyto okres przechowywania ptatka
twardowkowo-rogéwkowego do 4 dni w temperaturze +4°C (Wong i wsp. 1988). Me-
toda kriokonserwacji i przechowywanie wszczepow w hodowli tkankowej sg kosztowne
i technicznie skomplikowane, dlatego obecnie sa rzadziej stosowane. Sposoby prowa-
dzenia zamrazania i rozmrazania w tej metodzie wymagaja doktadnego odmierzania
czasu i duzej precyzji postgpowania, aby nie uszkodzi¢ komdrek nabtonka tylnego
rogéwki (Andrew i wsp. 1997). Proces odwadniania, zamrazania i odmrazania rogéwki
powoduje zniszczenie okoto 10-15% komorek nabtonka tylnego rogdéwki. Dawniej
rogowki przechowywane w bankach tkanek przez okoto 2 lata w dalszym postepowa-
niu zwigzanym z transplantacja mogly utraci¢ od 30 do 70% komorek nabtonka tylnego
(Mrzygtod 1985). Pdzniej opracowano zasady konserwacji i przechowywania rogéwek
krélikéw w temperaturze od -18°C do -24°C, uzyskujac dobre wyniki (Johnstone 1992).
Istnieje takze mozliwos¢ utrzymania zywotnosci tkanki w temperaturze -70°C przez
ponad rok (Wilson i wsp. 1989). Opracowano metode mrozenia i przechowywania
w niskich temperaturach rogéwek kotow i psow, uzywanych nastgpnie w transplantacjach
drazacych (Hacker i wsp. 1991). Od dawna wiadomo, ze przechowywanie rogdéwek
w niskich temperaturach w ptynie konserwujacym powoduje odwodnienie komorek
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nabtonka tylnego i rozluznienie ich wzajemnych potaczen. Po ich odmrozeniu i nawod-
nieniu komorki ponownie szczelnie przylegaja do siebie, ale nie sa odporne na urazy
mechaniczne podczas wykonywania transplantacji (Hsu i wsp. 1999, Mrzygtod 1985).
Prace nad mozliwo$cig hodowli komorek nabtonka tylnego rogdwki cztowieka
byty podejmowane w latach 70. ubieglego stulecia, jednakze natrafiono na problemy
zwiazane z doborem odpowiednich podtozy hodowlanych (Baum i wsp. 1979, Jumblatt
1 wsp. 1978, Insler i wsp. 1986). Komorki nabtonka tylnego rogdéwki cztowieka nie
maja mozliwo$ci regeneracji (Nishida 2005). Prace nad udoskonalaniem i tworzeniem
nowych podlozy oraz unowoczesnianie technologii przedtuzajacych zywotnos¢ komérek
hodowli wcigz trwaja. Rogéwka w hodowli tkankowej jest inkubowana w temperaturze
34°C. Umozliwia to zachowanie prawidlowego metabolizmu komoérkowego podczas
przechowywania. Bardzo istotna jest ocena zywotnosci i jakosci komorek nablonka
tylnego z uwzglednieniem ich apoptozy (Albon i wsp. 2000). Prowadzono prace
badawcze nad ocena mozliwosci przeszczepéw ksenogenicznych komorek nabtonka
tylnego z bydta na kroliki (Gospodarowicz 1979, 1979). Wykonywano takze przeszcze-
py allogeniczne, w ktorych komorki nabtonka tylnego krélika dawcy inkubowane na
btonie Descemeta implantowano na ptatku trepanacyjnym dla krélika biorcy, uzyskujac
dobre wyniki (Fei i wsp. 1994). Wykonywano przeszczepy rogdwek myszy z mukopoli-
sacharydoza dla zdrowych krolikéw (Aguirre i wsp. 1992). Stosowano fluoro-
-weglanowe wszczepy polimerowe implantowane na tylng powierzchni¢ rogéwki kroli-
kéw (Renard i wsp. 1996). W najnowszych badaniach na krolikach uzyto polimeru
hydroxyetylmetaakrylatu jako nosnika komodrek nabtonka tylnego w transplantacjach
drazacych (Shimura i wsp. 2005). Prowadzone byly eksperymentalne badania nad prze-
szczepem ksenogenicznym hodowli komdrek nabtonka tylnego bydta implantowanego
dla kotow (Bahn i wsp. 1982). Nowoczesna technika hodowli tkankowej jest prowa-
dzona w kilku europejskich bankach tkanek oka i pozwala na ich przechowywanie przez
okres miesigca (Spalton i wsp. 2007). Nowsze ptyny konserwujace, np. Optisol zawiera-
jacy aminokwasy, witaminy, ATP, antyoksydanty przedluzaja przezycie komorek
1 zmniejszaja ich autoliz¢ oraz podtrzymujg integralno$¢ ultrastrukturalng tkanki. Po-
woduje to wydluzenie okresu przechowywania wszczepu do 14 dni (Spaeth 2006).
Rogéwka dawcy przechowywana na podlozu transportowym jest badana w lampie
szczelinowej i w mikroskopie lustrzanym. Umozliwia to wykonanie optymalnej oceny
morfologicznej nabtonka przedniego, tylnego i zrgbu rogdéwki. Okreslany jest takze
wspotczynnik integralnosci nabfonka, przymglenia w nabtonku i istocie wlasciwej,
obecnosci fatdow blony granicznej tylnej i rozmiary wypuktosci nablonka. Ponadto
mikroskopia lustrzana dostarcza szczegdtow budowy morfologicznej komdrek nablonka
tylnego i jego gestosci, ktora powinna wynosié¢ 2000-3500 kk/mm® (Neronov i wsp.
2005, Nishida 2005, Spaeth 2006). Réwnolegle do tych osiagnig¢ nastapito takze
znaczne poszerzenie zakresu wskazan klinicznych do operacji przeszczepiania rogdwki
z uwzglednieniem probleméw immunologicznych (George i wsp. 2000, Melles i wsp.
2004, Mohay i wsp. 1994, Wiffen 1997). W Ameryce Pdinocnej przeprowadza si¢
u ludzi rocznie okoto 40 tysigcy przeszczepéw drazacych rogowki (Spaeth 2006).
W Europie wykonuje si¢ 27.500 transplantacji rocznie, natomiast w Polsce okoto 500
(Spalton i wsp. 2007, Szaflik 2004). Zapotrzebowanie jest wigksze, ale brak jest
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dawcoéw. Nawet niewielki odsetek powiklan pooperacyjnych przy tak duzej ilosci
zabiegdw jest duzym problemem do rozwigzania w okulistyce cztowieka.

Obecnie dominujaca przyczyna utraty przejrzystosci rogéwki i najczestszym
wskazaniem do przeszczepu drazacego (PKP) u ludzi i zwierzat jest jej obrzek zwiazany
z powiktaniami po wszczepieniu soczewki wewnatrzgatkowej (ang. intraokular lens —
IOL) po operacji zaémy. Stan ten nazywany jest zwyrodnieniem pgcherzowym rogdéwki
w pseudosoczewkowosci — ang. pseudophakic bullous keratopathy — PBK (Glover
1 wsp. 1994, 1997, Peiffer 1991, 2000, Spalton i wsp. 2007, Waring 1989). Stanowi to
u ludzi 19,6% wskazan do transplantacji drazacej (Cormier i wsp. 1996, Kanski i wsp.
2000, Spaeth 2006). Przewaga PBK jako wskazania do keratoplastyki drazacej jest
zwiazana ze wzrostem ilosci wykonywanych operacji usunigcia katarakty u ludzi, prze-
prowadzanych w latach 70. i 80. ubiegltego wieku. Implantowane wdwczas mniej
doskonate soczewki, szczegodlnie przedniokomorowe — typu closed-loop, przyczynity
si¢ do wzrostu iloéci powiktan rogowkowych (Rao i wsp. 1981, Waring 1989). Po
implantacji IOL ubytki w nabtonku tylnym rogéwki moga wynosi¢ od 10% do 40%.
Nastgpnymi istotnymi wskazaniami do PKP u ludzi sa: dystrofie $rodbtonkowe
rogoéwki (14,9%), ektazje rogéwki (14,5%), retransplantacje rogowki (12,1%) i inne
(Spaeth 2006).

Wskazaniami do przeszczepu warstwowego rogéwki cztowieka (ang. lamellar
keratoplasty — LKP) sa: zmiany bliznowate w przednich warstwach istoty wlasciwe;j
(30,1%), wrzodziejace zapalenie rogéwki lub przetoki (27,5%), stozek rogdédwki
(13,2%), zwyrodnienia rogdwki (12,4%) i inne (Nobe i wsp. 1990, Sharif i wsp. 1993,
Spaeth 2006).

W okulistyce cztowieka opracowano nowe metody transplantacji warstwowe;j
rogowki dotyczacej jej czesci przedniej lub tylnej (Pramanik i wsp. 2005, Spaeth 2006).
Wspotczesnie wyrdznia si¢ epikeratofakie, zwang takze keratoplastyka lub epikerato-
plastyka. Epikeratofakia jest postgpowaniem w chirurgii refrakcyjnej, w ktérym rogowka
dawcy jest przeszczepiana na przednig powierzchni¢ rogdwki pacjenta. Rozwingty si¢
dwa rodzaje tej techniki. Pierwszym jest epikeratofakia przednia (DALK — ang. deep
anterior lamellar keratoplasty) w przypadku uszkodzenia przednich warstw rogéwki lub
epikeratofakia tylna (DLEK — ang. deep lamellar endothelial keratoplasty) jako alterna-
tywa do przeszczepu drazacego w dystrofiach $rodblonka, np. w dystrofii Fuchsa,
w zwyrodnieniu pecherzowym w przebiegu pseudosoczewkowosci — PBK i bezsoczew-
kowosci — ABK (Gierek-Lapinska i wsp. 1993, Kanski i wsp. 2000, Melles i wsp. 1999,
Moore i wsp. 1987, Terry i wsp. 2001). Ta technika moze znacznie zmniejszy¢ astyg-
matyzm pooperacyjny i przypadki rozejscia si¢ brzegéw rany, nawet po uplywie kilku
lat od wykonania przeszczepu (Melles i wsp. 1998, 2004, Moore i wsp. 1987, Muranie
i wsp. 2003, Price i wsp. 2005, Spalton i wsp. 2007, Terry i wsp. 2001, Vissara i wsp.
1999). Najnowszym osiggnigciem w transplantologii rogdwki w USA jest keratoplasty-
ka tylna, okre$lana jako ang. Descemet's stripping automated endothelial keratoplasty —
DSAEK, nazywana takze jako Descemet's stripping endothelial keratoplasty — DSEK
(Gorovoy 1 wsp. 2005, Price i wsp. 2005, 2006).
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Wykonanie transplantacji drazacej lub warstwowej u zwierzat jest trudne w re-
alizacji z powodu wysokich kosztow i obciazone wieloma komplikacjami zwiazanymi
z brakiem wspotpracy z pacjentem w okresie dlugiej rekonwalescencji, trwajacej okoto
roku (Gelatt 1999). Szwy po keratoplastyce drazacej sa usuwane po 9—12 miesigcach od
wykonania operacji. Po operacji transplantacji rogéwki moze doj$¢ nawet po niewiel-
kim urazie do rozejscia si¢ brzegdw rany pooperacyjnej. W przesztosci byty podejmo-
wane eksperymentalne proby przeszczepu warstwowego przedniego rogéwki u bydta
indyjskiego (Sarma i wsp. 1991), mutéw (Mashira i wsp. 1991) i kéz (Haque
i wsp. 1993).



2. ZALOZENIA I CEL PRACY

W oparciu o dane z piSmiennictwa wynika zasadnos$¢ podjgcia badan nad mozli-
woscia transplantacji allogenicznych komorek nabtonka tylnego rogdéwki kotow hodo-
wanych in vitro i implantowanych do komory przedniej gatki ocznej kotéw biorcow.
Celem naukowych poszukiwan jest potrzeba opracowania metody leczenia chordb
rogowki zwierzat, w ktorych dochodzi do jej zmgtnienia przy przemieszczeniach so-
czewek, ranach i zwyrodnieniach nablonka tylnego. Ponadto po operacjach za¢my lub
innych zwigzanych z otwarciem komory przedniej gatki ocznej u ludzi i zwierzat
dochodzi do uszkodzenia komorek nabtonka tylnego rogéowki. W oftalmologii wetery-
naryjnej czgsto spotykamy si¢ u kotdw i psdw, rzadziej u koni, z podwichnigciami
i zwichnigciami soczewki do komory przedniej lub do komory ciata szklistego gatki
ocznej. Prowadzi to, przy ruchach glowy i galek ocznych, oprécz innych powiktan
takich jak zapalenie jagodowki lub jaskra (uveitis anterior, vel glaucoma), do mecha-
nicznego uszkodzenia komorek nabtonka tylnego przez przemieszczong soczewke,
pltywajaca w cieczy wodnistej przedniej komory oka. Spowodowana tym dekompensa-
cja komorek nabtonka tylnego rogdéwki powoduje obrzgk rogowki i trwalg utrate jej
przejrzystosci.

Po operacjach mikrochirurgicznych w obrgbie przedniego bieguna galki ocznej
moze dochodzi¢ do utraty przejrzystosci rogowki. Najczestszym powiklaniem jest
uszkodzenie jej struktury i zaburzenie funkcji uszkodzonego nabtonka tylnego rogowki
w postaci keratopatii pgcherzowej rogdwki w bezsoczewkowosci — ABK lub pseudoso-
czewkowosci pooperacyjnej — PBK. Brak mozliwosci regeneracji tej warstwy sciany
rogowki u psow, kotow i koni powoduje, ze utrata przejrzystosci rogowki jest trwata
i nie ustgpuje po leczeniu paliatywnym.

Ze wzgledu na podobienstwo budowy i reakcji komorek nablonka tylnego
u czlowieka i kota wybrano do badan model biologiczny tego ostatniego. Uzyskane
doswiadczenia z implantacja komdrek nabtonka tylnego namnozonych in vitro i wpro-
wadzonych do komory przedniej gatki ocznej biorcy moglyby by¢ w przysztosci
wykorzystane do leczenia zwierzat. Nabyte do§wiadczenia na zwierzg¢tach nie moga by¢
bezposrednio przetransponowane do medycyny cztowieka, ale moga stanowi¢ dobra
podstawe dla lepszego zrozumienia proceséw decydujacych o powodzeniu transplanta-
cji nablonka tylnego i wykorzystania tego w leczeniu wielu choréb oczu u ludzi.

W ostatnich latach bardzo wzrosta ilos¢ operacji za¢tmy wykonywanych meto-
dami ekstrakcji zewnatrz- i wewnatrztorebkowej, fakoemulsyfikacji oraz ekstrakcji
wewnatrztorebkowej przemieszczonych soczewek u pséw, kotow i koni. W zwiazku
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z tym, problem utraty przejrzystosci rogdwki po operacjach w zakresie przedniego
bieguna gatki ocznej u zwierzat nabiera duzego znaczenia w oftalmologii weterynaryjne;j.

W pismiennictwie nie ma prac dotyczacych transplantacji hodowli komoérek
nabtonka tylnego rogéwki kota namnazanych in vitro i wprowadzanych do komory
przedniej gatki ocznej kota biorcy i dlatego postanowiono zbada¢ mozliwosci ich im-
plantacji. Ponadto celem badan bedzie okreslenie stanu funkcjonalnego i struktury bto-
ny granicznej tylnej oraz istoty wlasciwej, sasiadujacych z implantowanymi komdrkami
z hodowli i ich wplyw po transplantacji na przejrzystos¢ rogowki.



3. MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 25 kotach w wieku od 10 do 12 miesigcy, o masie
okoto 2,5-4,0 kg, w okresie kiedy nie wymagano zezwolen na prowadzenie takich prac.

Wstepne przygotowanie kota — dawcy nablonka tylnego do laboratoryjnej
hodowli in vitro polegato na kilkudniowej aplikacji przed zabiegiem masci 0,5% siar-
czanu neomycyny oraz roztworu 0,3% siarczanu gentamycyny do worka spojowkowego
celem jego odkazenia. Zwierz¢ do operacji uspokajano farmakologicznie, podajac
domigsniowo 2% ksylazyne (1 mg/kg m.c.) i znieczulano chlorowodorkiem ketaminy
(10 mg/kg m.c. i.m.). Nastgpnie pod mikroskopem operacyjnym, uzywajac instrumen-
tow mikrochirurgicznych, rozdzielano $ciang rogdéwki. Polegato to na usunigciu nozem
diamentowym nabtonka razem z istota wlasciwa do wysokos$ci blony granicznej tylnej
(ryc. 8).

Pozniej, przy rabku rogdwki, otwierano nozem komor¢ przednig i nozyczkami
Castroviejo koliscie odcinano krazek czgsci jej $ciany, skladajacy si¢ z blony granicznej
tylnej i nablonka tylnego.

Pobrang sterylnie rogowke umieszczano w probdéwce ze schtodzonym do tempe-
ratury 4-5°C zbilansowanym roztworem soli — BSS i w termosie przewozono do
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wrocta-
wiu. Tam przeprowadzano izolacj¢ i namnazanie in vitro komoérek nablonka tylnego
rogdwki.

Polegato to na umieszczeniu materiatu w medium hodowlanym ISCOVE (firmy
Gibko) z dodatkiem 10% cielgcej surowicy ptodowej (FCS) firmy Boehringer Mannheim
na szklanej plytce Petriego i cigto nozyczkami na drobne kawatki. Wszystkich czynno-
$ci z komdrkami dokonywano w standardzie wysokiej sterylnosci pod wyciagiem lami-
narnym firmy Assab z przeptywem sterylnego powietrza. Medium odciagano, a skrawki
rogoéwki przenoszono na plastikowa ptytke Petriego firmy Nunc. Zalewano 2 cm’ 1%
roztworu kolagenazy I (Sigma) w PBS. Plytk¢ umieszczano w cieplarce firmy Assab
z regulowanym stgzeniem CO; i inkubowano przez 1 godzing w 37°C w 5% atmosferze
CO,. W czasie inkubacji mieszaning mieszano co 10 minut pipeta pasterowska. Inkuba-
cja z kolagenaza miala na celu utatwienie uwolnienia komorek nablonka tylnego
od kolagenowej blony granicznej tylnej. Po zakonczeniu inkubacji odciagano
pipeta pasterowska roztwor kolagenazy i plukano skrawki rogdwki jednokrotnie
w PBS.

Nastepnie zalano medium hodowlanym ISCOVE z 20% FCS i materiat przenie-
siono na 24-dotkows ptytke hodowlang (Costar), uprzednio pokryta kolagenem, dzielac
mieszaning na 15 studzienek. Studzienki dopetniono medium hodowlanym do objgtosci
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1 cm’, po czym hodowle komérkowe prowadzono w cieplarce w 37°C w 5% atmosfe-
rze CO,. Po 24 godzinach komorki przyklejaty si¢ do dna ptytki i podejmowaty podzia-
ty stopniowo zarastajac dno studzienki. Po uptywie 5-6 dni komorki zajmowaty polowe
dotka. Poniewaz komorki aktywnie metabolizowaty (zmiana koloru medium hodowla-
nego z czerwonego na zotty) i proliferowaly, wymagaty czegstego dokarmiania co 3—
4 dni. Polegato to na odebraniu 3/4 zuzytego medium i uzupetnieniu taka sama iloscia
$wiezego. Po okoto 10 dniach komorki pokrywaty cate dno studzienki i w tym momen-
cie byly gotowe do dalszego uzycia. Z jednego dotka uzyskiwano $rednio 200 000
zywych komorek nabtonka tylnego rogowki.

Komorki te wykazywaly silng adherencj¢ do podtoza, zbierano je z plytki przy
uzyciu trypsyny w nastgpujacy sposob. Po odjeciu medium hodowlanego warstwe ko-
moérek przephukiwano 0,5 cm® roztworu 0,25% trypsyny. Ponownie zalewano 1 cm’
roztworu trypsyny i inkubowano w temperaturze 37°C przez 3 minuty. Po zakonczeniu
inkubacji — pipeta pasterowska energicznie mieszano zawiesing odklejonych komorek
i przenoszono do probéwki z 5 cm® medium z 10% surowica plodowa, gdzie nadmiar
biatka zatrzymywat reakcje trypsyny. Pobierano 50 pl zawiesiny do liczenia komorek,
a cato$¢ wirowano przy 1200 obrotach/min. przez 6 minut. Liczenia komoérek dokony-
wano pod mikroskopem na siatce kamery Burkera. Mieszano 50 pl zawiesiny komorek
z 50 pl 0,2% roztworu bigkitu trypanu. Komorki martwe wybarwiaty si¢ na niebiesko,
a zywe byly zétte. Komdrki przenoszono na kamer¢ Burkera, liczac zywe komdrki
w 16 kwadratach. Wynik mnozy si¢ przez dwa ze wzgledu na rozcienczenie trypanem
i razy 10 000 (przelicznik kamery), co daje liczbe komérek w milionach na 1 ¢cm’
zawiesiny wyjsciowej. Liczac komorki niebieskie, uzyskano procent komorek
martwych, czyli zywotnos¢ zawiesiny. Za zawiesing zywotna uznaje si¢ taka, w ktdrej
procent martwych komorek nie przekracza 10%. W hodowlach komoérek nablonka
tylnego uzyskana zywotnos¢ wynosita 2-3% komorek martwych. Znajac liczbge komo-
rek w 1 cm’®, zawiesine dzielono na prébki po 300 000 komérek, przenoszac odpowied-
nig objgtos¢ zawiesiny komorek do probowek. Komoérki z zawiesiny osadzano przez
wirowanie w ciagu 6 minut, przy 1200 obrotach na minut¢ i uzywano w eksperymen-
tach chirurgicznych (ryc. 9).
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Ryc. 8. Oddzielanie nozem zrgbu rogéwki od blony granicznej tylnej, dla uzyskania ptatka
sktadajacego si¢ z blony podstawnej i nabtonka tylnego

Fig. 8. Separation of the stroma of the cornea from the endothelium using a knife in order
to obtain a lobule consisting of Descemet membrane and posterior epithelium

Ryc. 9. Obraz cytologiczny przedstawiajacy komorki nablonka tylnego rogdéwki z hodowli.
HiE, pow. 600x

Fig. 9. Cytological picture of the multiplied endothelium cells of the cornea. H and E, 600x
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Przygotowanie kotoéw doswiadczalnych do transplantacji nabtonka tylnego
rogéwki polegato na podawaniu do worka spojowkowego, trzy dni przed zabiegiem,
ung.0,5% Neomycyni sulfurici oraz sol. 0,3% Gentamycini sulfurici — dla jego odkaze-
nia. Do premedykacji zastosowano roztwoér 2% ksylazyny (1 mg/kg. m.c. i.m) i znie-
czulano chlorowodorkiem ketaminy (10 mg/kg m. c. i.m.).

W celu usunigcia nablonka tylnego rogéwki kota — biorcy zastosowano metode
kriodestrukcji. Wezesniej wyzigbiony krioekstraktor w kontenerze z cieklym azotem,
ktorego koncowka robocza w ksztalcie walca o $rednicy 10 mm miata temperaturg
okoto -70°C, przyktadano do powierzchni rogédwki na 20 sekund (ryc. 10).

Ryc. 10. Kriodestrukcja nabtonka tylnego rogowki
Fig. 10. Cryodestruction of the corneal endothelium

Powodowato to zniszczenie jednowarstwowego kostkowego nablonka tylnego
w strefie centralnej rogdwki, odstaniajac btong¢ graniczng tylng o $rednicy okoto 10—
12 mm. Pozostawiano kolisty pas o szerokosci okoto 5-6 mm nie uszkodzonych komo-
rek nabtonka tylnego przy rabku rogoéwki (ryc. 11).

Po takim przygotowaniu u znieczulonego kota — biorcy wykonywano paracenteze
w rabku rogowki pod katem 30° igla iniekcyjng typu Luer 0,5 od strony bocznego kata
oka (ryc.12).
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Ryc. 11. Ustepujace zmrozenie rogéwki po odstawieniu krioaplikatora
Fig. 11. Thawing of the cornea after removal of the cryoapplicator

Ryc. 12. Paracenteza rogdéwki i wstrzykiwanie roztworu z hodowla komorek nabtonka tylnego do
komory przedniej gatki ocznej

Fig. 12. Paracenthesis of the cornea and injecting a solution with multiplied cells of the endothe-
lium into the anterior chamber
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Do strzykawki odciagano 0,2 cm’ cieczy wodnistej z komory przedniej oka

i wstrzykiwano taka sama ilo$¢ ptynu z hodowla komdrek nabtonka tylnego rogowki
namnozonych uprzednio in vitro w laboratorium.

Zwierzgta podzielono na 5 grup doswiadczalnych po 5 kotow, od ktorych pobierano
rogdwki do badan histologicznych w nastgpujacych okresach czasowych:

I grupa — kontrola,

II grupa po 3 dniach,
111 grupa po 7 dniach,
1V grupa po 20 dniach,
V grupa po 30 dniach.

Po pobraniu rogéwek przesytano je w probéwkach w plynie fizjologicznym do ba-
dan mikromorfologicznych (histologicznych, histometrycznych i ultrastrukturalnych
w skaningowym mikroskopie elektronowym) w Zaktadzie Histologii i Embriologii
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej we Wroctawiu.

Wypreparowane rogdwki kotéw utrwalano w plynie AFA (Culling 1974).
Po utrwaleniu kazda rogéwke o ksztalcie kopuly rozcinano w plaszeczyznie srodkowe;.
Tak przygotowany material odwadniano w szeregu alkoholowym i zatapiano w parafinie.
Skrawki seryjne grubosci 5—6 um (uzyskane z profilu srodkowego rogdéwki) barwiono
hematoksyling i eozyna, oraz bigkitem alcjanu (Lev i Spicer 1964). Rogéwka prawa
stanowita element doswiadczenia, natomiast lewa przedstawiata kontrolg przeprowa-
dzanego eksperymentu. Z kazdej rogéwki wykonano po dwie serie, kazda zlozona ze
100 preparatéw. Na seriach barwionych hematoksyling i eozyna analizowano komorki
lezace w strefie nablonka tylnego rogowki (komorki nabtonka tylnego rogéwki, makro-
fagi, fibroblasty). Natomiast serie preparatow histologicznych barwionych biekitem
alcjanu stuzyly do przeprowadzenia analizy histometrycznej nabtonka tylnego rogéwki.
Liczono komérki nabtonka tylnego oraz pojawiajace si¢ w toku przeprowadzanego
eksperymentu makrofagi i fibroblasty.

Obliczen dokonano na odcinku 1 mm, a nastepnie przeliczano uzyskane wartosci
na powierzchnie 1 mm?. W kazdej badanej rogéwce analizowano po 3 pola. W rezultacie,
u kazdego osobnika przeprowadzono pomiar na 90 polach w prawej i lewej rogowce.
Uzyskane wyniki opracowano statystycznie.

Do badan w skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM) materiat utrwalano
w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego na buforze fosforanowym 0,1 M o pH 7,2-7,4
z dodatkiem 7,5% sacharozy przez 48 godzin (Millonig 1961). Nastgpnie ptukano
ww. buforem przez 24 godziny i utrwalano dodatkowo w 1% roztworze czterotlenku
osmu przez 2 godziny. Z kolei ptukano i odwadniano w szeregu alkoholowo-acetonowym.
Po wysuszeniu materiat napylano ztotem.

Material analizowano w skaningowym mikroskopie elektronowym Stereoscan —
180 firmy Cambridge Instruments.

U kotéw po dokonaniu transplantacji nablonka tylnego do komory przedniej oka
przeprowadzano codziennie badania kliniczne narzadu wzroku przy uzyciu lampy szcze-
linowej, oftalmoskopu posredniego i bezposredniego oraz mikroskopu operacyjnego.
Obserwowano stan funkcjonalny rogdwki i naczyn rzgskowych przy jej rabku, zawartos$é
iprzejrzystos¢ komory przedniej, budowg i zabarwienie tgczowki. Ponadto notowano wiel-
ko$¢, ksztalt oraz odruchy Zreniczne i mierzono cisnienie wewnatrzgatkowe tonometrem
impresyjnym Schietza.

34



4. WYNIKI BADAN

Badania okulistyczne u kotéw wykonywano codziennie w pierwszym tygodniu
trwania doswiadczenia przy uzyciu lampy szczelinowej i mikroskopu operacyjnego.
Zaobserwowano u nich czg$ciowq utratg przejrzystosci rogéwek w czgsci centralnej
i silne zwezenie zZrenic po kriodestrukcji i implantacji komoérek hodowli do komory
przedniej. Teczéwki oczu poddanych zabiegom zmienity zabarwienie z brazowego na
ztocisto-rézowy, a ich powierzchnia byla lekko obrzgkta. W komorze przedniej ciecz
wodnista wykazywata objaw tyndalizacji. W kilku przypadkach stwierdzono biate masy
wldknika zalegajace w komorze przedniej, zaslaniajace cze¢sciowo waska szparg
zrenicy. Naczynia rzgskowe glebokie byly nastrzykane krwia, wskazujac na zapalenie
przedniego odcinka blony naczyniowej (uveitis anterior). Blona s$luzowa workow
spojowkowych byta czerwona. Szpary powiekowe zmniejszone i niewielki wypltyw
surowiczo-§luzowy na skorze i wlosach ponizej przysrodkowych katéw oczu. Cisnienie
wewnatrzgatkowe mierzone tonometrem impresyjnym Schiotza wynosito 8—12 mmHg,
wobec fizjologicznego 15-35 mmHg.

W 20. dniu dos§wiadczenia zmgtnienie rogéwek bylo mniejsze, objawy zapalenia
przedniego odcinka btony naczyniowej ustapity. Nastapita zmiana zabarwienia tgczéwek
ze zlocistor6zowego na brazowy, a ich powierzchnia odzyskata wlasciwe pofatdowanie,
wskazujac na ustapienie obrzgku. Odruchy Zreniczne — bezposredni i konsensualny byty
zachowane, ale lekko opdznione. Ciecz wodnista w gatkach ocznych byta przejrzysta.
Przekrwienie naczyn rzgskowych glebokich wycofato sig, a btona sluzowa workow spo-
jowkowych byla r6zowo-czerwona. Cisnienie wewnatrzgatkowe wynosito 9-14 mmHg.

W 30. dniu obserwacji klinicznych stwierdzono catkowite wycofanie si¢ obja-
woOw zapalenia tgczOowki i ciata rzgskowego. Naczynia rzgskowe przy rabku rogdwki nie
byty przekrwione. Przez przejrzyste rogdwki obserwowano klarowna ciecz wodnista
w komorze przedniej. W badaniu oftalmoskopem posrednim i bezposrednim u kotow
notowano wyrazny obraz dna oczu bez zmgtnien traktu wzrokowego. Zabarwienie te-
czéwek bylo ciemnobrazowe. Odruchy zreniczne zachowane i lekko opdznione.
W badaniu okulistycznym btona §luzowa workdéw spojéwkowych byta koloru rézowo-
-czerwonego, bez wyptywu wydzieliny tzowej poza brzegi powiek. Cisnienie
wewnatrzgatkowe mierzone tonometrem Schigtza wahato si¢ w granicach 9—-15 mmHg.

Badania histologiczne i histometryczne rogéwek kotéw wykazaty zupeina resty-
tucj¢ nabtonka tylnego rogdéwki po 30 dniach od wykonanej transplantacji (tab. 1:
2874,03+264,56 wobec 3412,19+£305,78 w rogoéwkach stanowiacych kontrolg).
Dostrzega si¢ jeszcze pewna liczbe komorek zdegenerowanych (284,01+61,18). Wy-
raznie spada liczba makrofagéw (17,62+2,37) i fibroblastow (10,44+1,93). Badania
histometryczne przedstawia tabela 1.
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Proces restytucji nablonka wraz z jego wszystkimi konsekwencjami rozpoczyna
si¢ w 7. dniu po wykonanej transplantacji nabtonka. Znaczaco wzrasta liczba komoérek
odnawiajacych si¢ (1372,18+17,41 w poréwnaniu z pierwszym dniem po wykonaniu
zabiegu transplantacji). Wyrazem postgpujacego procesu restytucji nabtonka jest znacz-
na liczba obrazéw mitozy. Spada liczba komoérek zdegenerowanych (854,06+67,91
wobec 1124,24+ 296,31). Obnizeniu liczby komorek zdegenerowanych i degeneruja-
cych towarzyszy odpowiednia liczba makrofagow (79,45£8,56 wobec 9,81%0,68
w rogéwkach stanowigcych kontrolg). Postgpujaca restytucje obserwuje si¢ w 20. dniu
po wykonaniu zabiegu, ktora osiaga swdj najwyzszy stopien w 30. dniu.

Nabtonek tylny rogéowki zwierzat grupy kontrolnej przedstawiat jedng warstwe
komorek kostkowych, spoczywajacych na wyraznie rozbudowanej btonie podstawnej,
pod ktora wystepuje utkanie widkien kolagenowych tworzacych warstwe wiasciwa
rogowki (ryc. 13).

Ryc. 13. Obraz histologiczny nabtonka tylnego rogéwki (A) na btonie granicznej tylnej (B), wraz
z przylegajaca do niej warstwa wlasciwa (C), pochodzacy od zwierzat grupy kontrolnej.
Barwienie Lev i Spicer, pow. 400x

Fig. 13. Histological picture of the corneal endothelium (A) on the basement membrane (B),
with adhered to the stroma (C) obtained from the control group. Lev and Spicer’s
staining, 400x
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Przedstawiony obraz morfologiczny nabtonka wskazuje takze na toczace sig pro-

cesy wymiany ptynu $rédtkankowego. Komorki nabtonka przedstawiaja forme nabtonka
jednowarstwowego kostkowego oraz w niektorych miejscach plaskiego (ryc. 14).
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Ryc. 14. Obraz histologiczny nabtonka tylnego rogowki (A), lezacego na blonie podstawnej (B)

Fig. 14.

z przylegajaca do niego strefg wlasciwa (C), pochodzaca od zwierzat grupy kontrolnej.
HiE, pow. 300x

Histological picture of the corneal endothelium (A), on basement membrane (B) with
adherent stroma (C), controll group. H and E, 300x

Jedne wyraznie plaskie, inne kostkowe, co moze by¢ spowodowane réznym

zachowaniem si¢ strefy wolnej komorek stanowiacych ograniczenie komory przedniej
oka. Wolne powierzchnie nabtonka, szczegdlnie w przypadku wysokich komdrek kost-
kowych, zaopatrzone sa w mikrokosmki przedstawiajace w obrazie histologicznym
rabek brzezny.
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W obrazie skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) wolna powierzch-
nia komorek przedstawia rdwniez zrdznicowanie ich powierzchni, zwigzane z mikroko-
smkami i pokrywajaca ja wydzielina. Stykajace si¢ ze soba komorki nablonka tworza
potaczenia zwierajace typu desmosoméw. Obraz nabtonka uwidacznia ksztatt heksago-
nalny komoérek tworzacych ten nabtonek (ryc. 15, 16, 17).

W niektorych miejscach strefy wolnej nabtonka notuje si¢ zaglebienia i glgbokie
zréznicowanie wskazujace na procesy degradacyjne tych komoérek. Zréznicowana wy-
sokos¢ nablonka moze wynika¢ z réznych stanéw funkcjonalnych. Jest to nabtonek
tworzacy barier¢ graniczng i wynika z tego wiele istotnych faktéw. Tworzy on ograni-
czenie przedniej komory oka i jest rowniez strefa, ktdra uczestniczy w transporcie ptynu
srodtkankowego.

W 7. dniu do$wiadczenia bezposrednio na blonie podstawnej stwierdza si¢
resztki zdegradowanych komoérek nabtonka tylnego. Do odstonigtej btony podstawnej
przylegaja liczne komorki z hodowli. Jedne rozptaszczaja si¢, napelzajac na btong pod-
stawng. Natomiast w innych miejscach pojawiaja si¢ makrofagi uprzatajace resztki
komorek zdegradowanego nabtonka tylnego. W strefie zrebu rogowki przylegajacej do
btony podstawnej stwierdza si¢ znacznego stopnia proliferacj¢ komorek szeregu fibro-
blasycznego (ryc. 18, 19, 20).

Sa to fragmenty komoérek nabtonka tylnego, przedstawiajacego resztki cytopla-
zmy oraz degenerujace, rozpadajace si¢ jadra tych komdrek. Do blony podstawnej przy-
lega wyrazny ptaszcz komoérek, pochodzacy z hodowli. Takiemu stanowi towarzyszy
wyrazna reakcja ze strony tkanki tacznej przylegajacej i integrujacej wyzej wymieniong
tkanke z nabtonkiem (ryc. 21).
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Rys. 15 —Fig. 15

Rys. 16 — Fig. 16
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Ryc. 15,16, 17.  Obraz ultrastrukturalny wolnej powierzchni nablonka tylnego rogdwki
w SEM. Widoczne granice migdzy komoérkami nabtonka oraz zrdznicowane
wolne powierzchnie komérek. SEM, pow. 2200x (ryc. 15), 3000x (ryc. 16),
3500x (ryc. 17)

Fig. 15, 16, 17. Ultrastructural picture of the cell structure of the corneal endothelium in SEM.
Visible borders between the cells of the endothelium and uneven surface
of the cell structure. SEM, 2,200x (Fig. 15), 3,000x (Fig. 16), 3,500x (Fig. 17)
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Ryc. 18.

Fig. 18.

Ryc. 19.

Fig. 19.
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Skupisko komoérek z hodowli zalegajace w komorze przedniej oka i tworzace macierz
(A). Przeszczep komoérek 7 dni po zabiegu, znajdujacy si¢ w poblizu zachowanego
nabtonka tylnego rogéwki (B). Barwienie Lev i Spicer, pow. 300x

Zone of allograft cells in anterior chamber, creating a matrix (A). Allograft cells 7 days
after surgery remaining in the anterior chamber, close to the corneal endothelium (B).
Lev and Spicer’s staining, 300x

Skupisko komorek przeszczepu 7 dni po zabiegu z wytworzona zewnatrzkomorkowa
macierza, przywierajaca do uszkodzonej powierzchni nabtonka tylnego rogowki (A).
W strefie warstwy wlasciwej przylegajacej do blony podstawnej wyrazna proliferacja
komdrek szeregu fibroblastycznego (B). Barwienie Lev i Spicer, pow. 300x

Zone of allograft cells 7 days surgery adherent to the damaged corneal endothelium (A).
In the zone of the stroma adherent to the basement membrane there is a clear prolifera-
tion of fibroblastic cells (B). Lev and Spicer’s staining, 300x



Ryc. 20. Na blonie podstawnej pelzajace i implantujace komorki z hodowli. Barwienie Lev
i Spicer, pow. 300x

Fig. 20. On the surface of the basement membrane crawling multiplied cells undergoing implan-
tation. Lev and Spicer’s staining, 300x

Ryc. 21. W 7. dniu po zabiegu widoczne sa implantujace si¢ komorki z hodowli. W bliskim
sasiedztwie implantujacych si¢ komdrek zachowany nabtonek tylny rogéowki. SEM,
pow. 1000x

Fig. 21. 7 days after surgery there is visible implantation of the multiplied cells. In the close
vicinity of these cells, corneal endothelium is preserved. SEM, 1,000x
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Widoczne sg rowniez fibroblasty oraz w mniejszej ilosci fibrocyty, tworzace de-
likatne utkanie oraz makrofagi, uczestniczace w fagocytozie zdegradowanych komoérek
nabtonka (ryc. 22, 23).

Ryc. 22. Grupa makrofagéw uprzatajaca resztki po zdegenerowanych komorkach nabtonka.
Fibroblasty tworza delikatne utkanie. Preparat pochodzi z 7. dnia po zabiegu. SEM,
pow. 3000x

Fig. 22. A group of macrophages eating the remains of the degenerated endothelium cells.
Fibroblasts create a delicate web. The histological sample comes from 7th days after
surgery. SEM, 3,000x

Ryc. 23. Makrofagi uczestniczace w uprzataniu resztek po zdegenerowanych komodrkach na-
blonka. W sasiedztwie makrofagéw obecne sa implantujace komodrki nabtonka
pochodzace z hodowli. Preparat pochodzi z 7. dnia po zabiegu. SEM, pow. 6000x

Fig. 23. Macrophages eaiting the remains of the degenerated endothelium cells. In the vicinity
of the macrophages there are implanting multiplied endothelium cells. The histological
sample comes from 7th day after surgery. SEM, 6,000x
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Tworzy to usieciowanie, bedace podstawa do zaadaptowania komorek hodowli.
Pod btona podstawna obserwuje si¢ wyraznie namnazajace si¢ fibroblasty. W strefie
przylegania komorek do blony podstawnej dostrzega si¢ w strefie wlasciwej rogowki
przeprofilowanie wiazek widkien kolagenowych. Obserwuje si¢ falisty ich uktad,
a niekiedy notuje si¢ profile poprzeczne ww. widkien (ryc. 24).

W 20. dniu do$wiadczenia obserwuje si¢ na btonie podstawnej ptaskie komorki
wyraznie przylegajace do blony podstawnej. Plaszcz komoérek z hodowli w niektérych
miejscach tworzy szeroka stref¢. Poszczegdlne komorki przylegaja do blony podstaw-
nej, bedac w réznym stopniu implantacji. W obszarze implantujacych si¢ komdrek pod
btona podstawna widoczne liczne fibroblasty (ryc. 25).

W miegjscach, w ktorych nastapito uszkodzenie btony podstawnej dochodzi do
uzupetnienia nabtonka. Komoérki z hodowli $cisle uktadaja si¢ obok siebie, wypetniajac
strefe uszkodzonej blony. W warstwie wilasciwej rogdwki, sasiadujacej ze strefa uszko-
dzenia, widoczne sg namnazajace si¢ fibroblasty (ryc. 26).

W obrazach SEM pomigdzy implantujacymi si¢ komdrkami obecne sa nieliczne
pojedyncze fibroblasty oraz makrofagi pochodzace z materialu z hodowli (ryc. 27, 28).

Pod btona podstawna dostrzega si¢ rozrzedzenie populacji fibroblastow, ktdre
staja si¢ nieliczne. Natomiast w warstwie wlasciwej rogoéwki tworza one typowy cha-
rakterystyczny uklad dla zdrowej niezmienionej rogowki.

W 30. dniu do$wiadczenia nablonek w duzym stopniu upodabnia si¢ do na-
blonka prawidlowej rogdwki. Obserwowany nablonek zbudowany jest w zdecydowane;j
wiekszosci z komdrek ptaskich oraz z komérek kostkowych (ryc. 29, 30).

1

Ryc.24. W 7. dniu po zabiegu stwierdza si¢ w strefie wlasciwej rogdwki przeprofilowanie
wlokien kolagenowych. Widoczna jest strefa implantujacych si¢ komorek z hodowli.
Barwienie Lev i Spicer, pow. 400x

Fig. 24. A change of configuration in the collagen fibres of the corneal stroma is noted on 7th
day after surgery. An area of implanting multiplied cells is visible. Lev and Spicer’s
staining, 400x
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Ryc. 25. Nabtonek tylny rogéowki w 20. dniu po zabiegu. Komdrki hodowli znajdujace si¢

Fig. 25.

Ryc. 26.

Fig. 26.
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w roznym stanie implantacji. W strefie pod btong podstawna obecne sa liczne fibro-
blasty. Barwienie Lev i Spicer, pow. 600x

Corneal endothelium on 20" day after surgery. The multiplied cells in different stages of
implantation. Numerous fibroblasts present in the area below the basement membrane.
Lev and Spicer’s staining, 600x

Nabtonek tylny rogéowki w 20. dniu po zabiegu. Komdrki hodowli znajdujace sig¢
w réznym stopniu zespolenia z btona podstawna. W miejscu uszkodzenia btony pod-
stawnej komodrki z hodowli uktadaja si¢ palisadowato, wypehiajac strefe¢ uszkodzonej
btony (A). Barwienie Lev i Spicer, pow. 400x

Corneal endothelium on 20" day after surgery. The multiplied cells in different degrees
of adhesion to the basement membrane. Where the basement membrane is damaged, the
multiplied cells are arranged in a palisade, filling the damaged area of the membrane
(A). Lev and Spicer’s staining, 400x



Ryc. 27, 28. W 20. dniu po zabiegu implantujace si¢ komorki nabtonka z hodowli oraz pojedyn-
cze fibroblasty i makrofagi. SEM, pow. 3000x (ryc. 27), 6000x (ryc. 28)

Fig. 27, 28. Implanting multiplied endothelium cells and single fibroblasts and macrophages on
the 20" day after surgery. SEM, 3,000x (Fig. 27), 6,000x (Fig. 28)
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Ryc. 29 — Fig. 29

Ryc. 29, 30. W 30. dniu po zabiegu nabtonek upodabnia si¢ do nabtonka prawidtowej rogdwki.
W strefie pod btona podstawna widoczne rozrzedzenie populacji fibroblastow.
Barwienie Lev i Spicer, pow. 400x

Fig. 29, 30. On 30™ days after surgery the edothelium resembles the endothelium of a healthy
cornea. In the zone below the basement membrane, single fibroblasts are visible.
Lev and Spicer’s staining, 400x
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W niektérych miejscach widoczne sg pojedyncze makrofagi, uprzatajace resztki
zdegradowanych komorek. Ponadto, w miejscach uszkodzonej btony podstawnej znaj-
duja si¢ liczne makrofagi oraz namnazajace si¢ fibroblasty. Pozostala strefa nablonka
tylnego rogowki przedstawia nabtonek prawidtowy (ryc. 31).

W niektérych miejscach nablonka tylnego obecne sa zaglebienia oraz rowki,
w obrebie ktorych znajduja si¢ implantujace komorki nabtonka (ryc. 33).

Ryc. 31. W 30. dniu po zabiegu w przerwie ciagtosci btony podstawnej obecne sa liczne makro-
fagi (A), a w strefie warstwy wlasciwej rogdwki — namazajace si¢ fibroblasty (B). Bar-
wienie Lev i Spicer, pow. 300x

Fig. 31. On 30" day after surgery numerous macrophages (A) are present in the damaged base-
ment membrane, whereas in the stroma of the cornea there are multiplying fibroblasts
(B). Lev and Spicer’s staining, 300x
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Ryc. 32. W 30. dniu od zabiegu notuje si¢ pojawienie makrofagéw uprzatajacych resztki zdege-
nerowanych komoérek. SEM, pow. 6000x

Fig. 32. On 30" day after surgery the presence of macrophages eating the remains of the dege-
nerated cells is noted. SEM, 6,000x

Ryc. 33. W 30. dniu od zabiegu obserwuje si¢ nieliczne miejsca w postaci zaglgbien, w ktore
wciskaja si¢ komdrki z hodowli (A). SEM, pow. 3000x

Fig. 33. On 30" day after surgery some hollows which are being filled by multiplying cells are
observed (A). SEM, 3,000x
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Obliczenia statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca programu STATISTICA 7.1.
Na poziomie istotnosci 0=0,01 lub 0=0,001 testowano hipotez¢ o istotnosci
roznicy pomiedzy Srednimi w poszczegoélnych dniach w grupach kontrolnej i doswiad-

czalnej.

Dla komoérek nabtonka — niezmienionych stwierdzono, ze w grupie kontrolnej
nie ma istotnej roznicy migdzy srednimi. W grupie doswiadczalnej stwierdzono istotng

roznice miedzy Srednimi w poszczegolnych dniach.
Wyniki przedstawia tabela 2 i rysunek 1.

W ponizszych tabelach:
B — oznacza brak istotnej réznicy migdzy $rednimi
** — istotna r6znica na poziomie 0=0,001
* — istotna réznica na poziomie a=0,01

Tabela 2
Table 2
Komorki niezmienione — doswiadczenie
Unchanged cells — experiment
1 3 7 20 30
3 sk sk
7 X sk sk
20 X *
30 X
3500
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T
0 5 10 15 20 25 35

Rys. 1. Komorki nabtonka niezmienione
Fig. 1. Unchanged cells of the endothelium
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Takie same badania statystyczne przeprowadzono dla komorek zdegenerowa-
nych, makrofagéw i fibroblastow. Wyniki przedstawione sg ponize;j.

Tabela 3
Table 3
Komérki zdegenerowane — doswiadczenie
Degenerated cells — experiment
1 3 7 20 30
1 X sk sk
3 * ek
7 ek k%
20 X **
30 X
1200
1000 ‘\\’\‘\
800
400
200 B
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Rys. 2. Komorki nabtonka zdegenerowane
Fig. 2. Degenerated cells of the endothelium
Tabela 4
Table 4
Makrofagi — doswiadczenie
Macrophages — experiment
1 3 7 20 30
1 X ek sk
3 sk sk
7 k3 K3k
20 X *
30 X
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Rys. 3.
Fig. 3.

Rys. 4.
Fig. 4.

120

100
80
60
40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Makrofagi
Macrophages
Tabela 5
Table 5
Fibroblasty — doswiadczenie
Fibroblasts — experiment
1 3 7 20 30
1 X * % ek ek
3 X B ek ek
7 X sk ek
20 X *
30 X

0 5

Fibroblasty
Fibroblasts
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Badano ponadto zwiazek migdzy makrofagami i fibroblastami osobno w grupie
doswiadczalnej i kontrolnej. Wyniki przedstawiono na rysunkach 51 6.

Fibro

100 120

o
N
o
N
o
(o]
o
0]
o

Rys. 5. Zalezno$¢ makrofagi—fibroblasty (doswiadczenie)
Fig. 5. Macrophages—fibroblasts dependence (experiment)

Fibro

Makro

Rys. 6. Zalezno$¢ makrofagi—fibroblasty (kontrolne)
Fig. 6. Macrophages—fibroblasts dependence (control)

Nalezy zauwazy¢, ze w grupie do$wiadczalnej wspolczynnik korelacji jest bar-
dzo wysoki i wynosi 0,99, zas§ w grupie kontrolnej jest nizszy — 0,6.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Celem podjgcia badan nad mozliwoscia transplantacji nabtonka tylnego rogéwki
bylo rozwigzanie problemu z utrzymaniem jej przejrzystosci u zwierzat po wygojonych
ranach rogoéwki, podwichnigciach i zwichnigciach soczewek oraz operacjach zaé¢my.
Zabiegi okulistyczne zwiazane z otwarciem komory przedniej powoduja uszkodzenie
nabtonka przedniego, blony granicznej przedniej, istoty wiasciwej, blony granicznej
tylnej i nablonka tylnego rogédwki (Chang i wsp. 1994, Gelatt 2000, Slater 2002, Stades
1 wsp. 2006, Walde i wsp. 2008). U zwierzat urazy przedniego bieguna gatki ocznej
wystepuja czgsto. Wezesniejsze badania wiasne dowiodly, ze urazy rogowki i zwiazane
z tym powiktania stanowia coraz powazniejszy problem okulistyczny (Kietbowicz
2000, 2003, 2004, 2005). Powierzchowne abrazje nablonka rogéwki goja si¢ przez
regeneracj¢ bez pozostawienia blizny, natomiast rany glebokie i perforujace — przez
reparacj¢ (Gelatt 1999, Kietbowicz 2004, Stades i wsp. 2006, Walde i wsp. 2008).
Wokét ubytku powstaje zmetnienie o bialoniebieskim zabarwieniu z pdzniejsza wasku-
laryzacja od naczyn rabkowych, ktory goi si¢ z pozostawieniem bielma (Gelatt 1999,
Dziezyc 1 wsp. 2007, Ling i wsp. 1988) Pourazowe ubytki nablonka rogdéwki moga
inicjowaé infekcje bakteryjne, prowadzace do powstania wrzodu rogdéwki (ulcus
corneae), a w skrajnych przypadkach tworzy si¢ przetoka (fistula) i pdzniej garbiak
(staphyloma) (Woods 2004). Wtdrnym czestym powiklaniem jest ropne zapalenie gatki
ocznej (panohthalmitis purulenta). Infekcje wirusowe u kotdéw wywotuja powierzchow-
ne zapalenie nabtonka przedniego rogowki (Heider i wsp. 1998, Meyer-Lindenberg
i wsp. 2005). Sekwestracja rogowki kotow wywotana przez herpeswirusy (ang. feline
herpesvirus 1 — FHV-1) powoduje powstanie martwicy zrgbu rogéwki z jej mumifikacja
koloru czarno-brazowego (Kietbowicz 2001, Meyer-Lindenberg i wsp. 2005, Morgan
1994, Pena Gimenez i wsp. 1998, Walde i wsp. 2008). Zastosowanie przez autora we
wczesniejsze] pracy metody keratektomii powierzchownej w leczeniu sekwestracji
rogowki kotdw przywraca przejrzystos$¢ rogowki (Kietbowicz 2001).

Choroby dystroficzne rogéwki u zwierzat, dotyczace nabtonka przedniego, btony
granicznej przedniej, istoty wlasciwej i nabtonka tylnego, rowniez powoduja utratg jej
przejrzystosci, ograniczajac pole widzenia lub w skrajnych przypadkach utratg widze-
nia. Wielu autorow uwaza, ze maja one podtoze genetyczne i ich leczenie jest trudne —
syndrom nawracajacych ubytkow nabtonka przedniego, a w wielu przypadkach niemoz-
liwe — lipidoza rogowki lub zwyrodnienie nabtonka tylnego na tle genetycznym
(Chaudieu i wsp. 1997, Cramer 1991, Gelatt 1999, Kietbowicz 2004, Martin i wsp.
1982, Madany 2006, Peiffer 1976, Stades i wsp. 2006).
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Przemieszczenia soczewki do komory przedniej i komory ciata szklistego
u psow, kotow i koni powoduja zmetnienie rogdwki, za¢me i zaburzajg krazenie cieczy
wodnistej. Prowadzi to do podwyzszenia cisnienia wewnatrzgatkowego z objawami
ostrej jaskry (glaucoma acuta). Z wtasnych obserwacji wynika, ze bardzo czgsto zwich-
nigta soczewka przemieszcza si¢ z komory ciata szklistego do komory przedniej i kon-
taktujac si¢ z nabtonkiem tylnym, uszkadza go, wywolujac obrze¢k i waskularyzacje
rogowki (Kietbowicz 2000). Wielu autoréw potwierdza, ze tylko jak najszybsza eks-
trakcja wewnatrztorebkowa petla Webera lub krioekstraktorem zwichnigtej soczewki
moze uratowac galke oczng. Natomiast spdzniona interwencja chirurgiczna lub jej brak
konczy si¢ najczesciej enukleacja lub ewisceracja oka (Gelatt 1999, Kietbowicz 2000,
Peiffer i wsp. 2000, Stades i wsp. 2006, Spiess 2000, Walde i wsp. 2008).

Po operacjach za¢my u psoéw, kotdw i koni metoda ekstrakcji zewnatrztorebko-
wej lub fakoemulsyfikacji moze dojs¢ do powstania zwyrodnienia pe¢cherzowego
rogdwki w bezsoczewkowosci — ang. aphakic bullous keratopathy — ABK. W Europie
rzadko implantuje si¢ u zwierzat wewnatrzgatkowe soczewki (ang. intraocular lens —
IOL) z powodu wysokiej ich ceny i wykonania na indywidualne zamowienie (Gilger
1993, Gilger 1 wsp. 1994, Trede i wsp. 2001, Wilkie i wsp. 1997). Uzywana do implan-
tacji u kotow po operacji katarakty zwijalna soczewka wewnatrzgatkowa z polimetyl-
metaakrylatu (PMMA), ma refrakcj¢ 5557 dioptrii (D), a u pséw 29-31D (Gelatt
1999). Tak duza refrakcja IOL dla pséw i kotéw spowodowana jest budowsa anato-
miczng ich oka, ktorego o$ optyczna jest krotka i wymaga soczewki o wigkszej sile
famiacej promienie §wietlne. U ludzi refrakcja soczewek zwijalnych IOL z PMMA
wszczepianych po operacji za¢my wynosi od 22-24D i dlatego nie moga by¢ one sto-
sowane u zwierzat, poniewaz maja za mata refrakcje. Ponadto soczewki implantacyjne
IOL dla zwierzat maja cze$¢ optyczna i haptyczna wigksza niz te, ktore sa uzywane
u ludzi. Wielu autoréw uwaza, ze operacja zaCmy i soczewki wewnatrzgatkowej maja
istotny wplyw na stan funkcjonalny nablonka tylnego rogéowki (Gelatt 1999, Draeger
i wsp. 1983, Trede i wsp. 2001, Slater 2002).

W USA rutynowo implantuje si¢ soczewki wewnatrzgatkowe dla zwierzat
w operacjach zaémy. Wystgpuje tam coraz czeséciej powiktanie w postaci zwyrodnienia
pecherzowego rogéwki w pseudosoczewkowos$ci — ang. pseudophakic bullous keratopa-
thy — PBK (Gelatt 2000, Murphy i wsp. 1993, Nasisse i wsp. 1995, Slater 2002).
Poniewaz ilo$¢ operacji z otwarciem komory przedniej gatki ocznej stale wzrasta, to
problemy powiktan s$rodoperacyjnych i pooperacyjnych w obserwacjach bliskich
i odlegtych nabieraja duzego znaczenia. Obecnie zwierzeta zyja coraz dluzej. Spowo-
dowane jest to wigksza dbatoscig wilascicieli zwierzat o ich zdrowie i coraz wyzsza
jakoscia ustug weterynaryjnych. W starszym wieku u zwierzat wystgpuja najczesciej
zaémy starcze, cukrzycowe, posterydowe (Gelatt 1999, Gelatt i wsp. 2001, Heinz 1997,
Kietbowicz i wsp. 1995, Madany 2006, Smith 1994, Stades i wsp. 2006). Z obserwacji
autora wynika, ze jezeli w poczatkowym okresie choroby nie zostanie wykonana opera-
cja za¢my, to biatka kory i jadra soczewki bedace silnymi antygenami dla organizmu,
przedostaja si¢ przez jej nieuszkodzona torebk¢ do komory przedniej. Wywotuje to
u zwierzat w zaémie przejrzatej fakolityczne zapalenie btony naczyniowej gatki ocznej
— uveitis facoanaphilactica (Kietbowicz 1990). Potwierdzaja to inni autorzy (Gelatt
1999, Madany 2006, Smith 1994, Stades i wsp. 2006, Van der Woerdt i wsp. 1992,
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Walde i wsp. 2008). U ludzi notujemy réwniez takie powiktania (Kanski i wsp. 1999,
2000, Nizankowska 2007, Spalton i wsp. 2007). Powiklania pooperacyjne, dotyczace
utraty przejrzystosci rogowki, sa duzym problemem zmuszajacym do poszukiwania
nowych metod postgpowania naprawczego. W medycynie czlowieka transplantacje
drazaca lub warstwowa rogéwki sa w wielu przypadkach jedyna droga odzyskania
widzenia (Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007).

W chirurgii zaémy powiktania z wykorzystaniem cigcia w przezroczystej rogdw-
ce 1 cigcia w twardowce sa wedlug wielu autoréw podobne (Gerhards i wsp. 2003,
Schebitz i wsp. 2004, Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007). Najistotniejsze jest, aby po
ekstrakcji zewnatrz- lub wewnatrztorebkowej soczewki brzegi rany operacyjnej po
zszyciu byly szczelne. Natomiast po usunigciu zaémy metoda fakoemulsyfikacji, przy
minimalnym cigciu tunelowym rogéwki (2,8 mm do 3,5 mm), powinny one zamknad
si¢ bez szycia. Manipulacje instrumentami mikrochirurgicznymi lub koncéwka fako-
emulsyfikatora w czasie operacji moga spowodowac uszkodzenie nablonka tylnego,
oparzenie termiczne i zmniejszenie mozliwosci samouszczelniania si¢ brzegéw rany
(Kietbowicz 2001, Slater 2002, Spaeth 2006, Stades 1 wsp. 2006, Trede i wsp. 2001).
Oproécz innych powiktan dekompensacja komorek nabtonka tylnego rogowki powoduje
hydratacjg¢ istoty wiasciwej, obrzek rogowki i jej zmetnienie (Nishida 2005, Spalton
i wsp. 2007). Obecnie dominujacg przyczyng powstawania zmgetnien rogdwki jest jej
obrzek zwiazany z chirurgia zaémy - w wigkszo$ci z PBK, w mniejszym stopniu ABK
(Bates 1988, Bouhanna 1998, Glover i wsp. 1997, Schebitz i wsp. 2004, Slater 2002,
Trede i wsp. 2001).

W oftalmologii cztowieka standardowymi metodami przywracajacymi przejrzy-
stos¢ zmetniatej rogowki jest keratoplastyka drazaca i warstwowa (Barros i wsp. 1998,
1999, Culbertson i wsp. 1982, Edler i wsp. 2004, Gierek-Lapinska i wsp. 1993,
Gorovoy 1 wsp. 2005, Kallingsworth i wsp. 1993, Larkin i wsp. 1995, Spaeth 2006).
U pacjentdow po transplantacji allogenicznej rogdéwki bez powiktan pooperacyjnych
czgstos¢ wystgpowania odrzutu w pierwszym roku wynosi 10%. Jest to bardzo dobry
rezultat, tym bardziej satysfakcjonujacy, ze rutynowo nie wykonuje si¢ badan na anty-
gen zgodnosci tkankowej (ang. human leukocyte antigen — HLA) dawcy i biorcy. Jest to
zwiazane z istnieniem wyjatkowej bariery krew-komora gatki ocznej, brakiem naczyn
w rogowce, nieobecnoscia komdrek prezentujacych antygen (antigen presenting cells —
APC) w centralnej jej czesci oraz immunologiczng odmiennoscia komory przedniej —
ang. anterior chamber-associated immune deviation — ACAID (Spaeth 2006, Szaflik
2004).

Wielu autorow podkresla, ze najlepsze prognostycznie wyniki po keratoplastyce
sa osiagane W rogowce pozostajacej w niewielkim stopniu zaleznosci z jej stanem
zapalnym lub unaczynieniem (Spalton i wsp. 2007, Stades i wsp. 2006). Dlatego nie-
unaczynione blizny, dystrofia zr¢bu, dekompensacja nabtonka tylnego rogéwki w okre-
sie wczesnych obserwacji po operacji za¢my, obrzek i stozek rogéwki maja bardzo
dobre rokowanie po keratoplastyce. Uwaza sig, ze odsetek powodzenia przeszczepu
rogdwki w takich przypadkach wynosi 90% (Spaeth 2006). Natomiast wykonanie prze-
szczepu rogdwki z aktywnym stanem zapalnym lub jej waskularyzacja zwigksza ryzyko
jego immunologicznego odrzucenia, zwanego choroba przeszczepu (Nishida 2005,
Spalton i wsp. 2007). Duzym problemem w keratoplastyce drazacej i warstwowej
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u psow jest tworzenie si¢ po operacji duzych komplekséw biatkowych w komorze
przedniej z osocza, kurczenie si¢ i obrzgk wszczepu rogowkowego z rozej$ciem si¢ brze-
géw rany operacyjnej i silng waskularyzacja rogéwki. Dlatego przeszczepy drazace lub
warstwowe rogowki u zwierzat wykonywane sa rzadko (Wilson i wsp. 1990, Slater 2002).

Przygotowanie oka biorcy i przygotowanie rogéwki dawcy wymaga profesjonal-
nej obstugi pod wzglgdem organizacyjnym i chirurgicznym. Nalezy przestrzegac proce-
dury postgpowania zwiazanej ze stosowaniem lekéw zwezajacych i rozszerzajacych
zrenicg oraz indywidualnym wyborem znieczulenia i wykonywaniem samej operacji
(Spalton i wsp. 2007). Z badan do$wiadczalnych na krdlikach wynika, ze aplikacja
podczas operacji do komory przedniej lidokainy, proparakainy, bupiwakainy powoduje
Scienczenie i zmgtnienie rogéwki (Judge i wsp. 1997). Powinno to by¢ ostrzezeniem dla
chirurga i aby uniknaé powiktan, bardzo istotne jest wyptukanie anestetyku z komory
przez wstrzyknigcie materiatu wiskoelastycznego, ktory chroni nablonek tylny przed
uszkodzeniami jatrogennymi. Potem nalezy przeptuka¢ komory oka zbilansowanym
roztworem soli — ang. balansed salt solution — BSS lub BSS plus (Nassise i wsp. 1986).
Ze wzgledu na ceng preferowane sa roztwory ztozone z dekstrozy, dwuweglanow, mle-
czanow i ptynu Ringera (Puckett i wsp. 1995). Negatywny wplyw anestetykow poda-
wanych do komory przedniej na nabtonek tylny rogéwki moze prowadzi¢ do obrzgku
rogoéwki (Spaeth 2006). Od dawna wiadomo z do§wiadczen na krélikach, ze zwiazkiem
oddzialujacym toksycznie na nablonek tylny rogéwki jest chlorek benzalkonium, uzy-
wany jako $rodek konserwujacy w produkcji niektdrych anestetykdw, ktdrego nie nale-
zy stosowac do znieczulenia wewnatrzgatkowego (Britton i wsp. 1976, Gelatt 1999).
Obserwowano rowniez niekorzystny wplyw chlorowodorku tokanidu na rogéwke
u psow leczonych kardiologicznie (Gratzek i wsp. 1996).

Do uspokojenia farmakologicznego i znieczulenia kotow stosuje si¢ chlorowodo-
rek ksylazyny i chlorowodorek ketaminy (Ratajczak i wsp. 1994). W doswiadczeniach
wlasnych zastosowano do anestezji zwierzat znieczulenie dysocjacyjne chlorowodor-
kiem ketaminy z dodatkiem ksylazyny jako $rodka uspokajajacego. Uzyskano bardzo
dobrg ich immobilizacj¢ i brak reaktywnosci z pola operacyjnego podczas paracentezy
rogowki. Bardzo wygodna byta aplikacja domig$niowa wyzej wymienionych lekow, co
u kotdw jest szczegdlnie istotne z powodu ich bardzo emocjonalnych reakcji na bol.

Ogodlnie respektowana zasada przez chirurgéw jest stosowanie znieczulenia
wewnatrzgatkowego u pacjentow z gestoscia komodrek nabtonka tylnego rogdéwki nie
mniejsza niz 2500-3500 kk/mm?* (Nishida 2005, Spalton i wsp. 2007). Juz wczesniej
stwierdzono, Ze ich gegstos¢ w obwodowej czgsci rogowki u ludzi w réznych grupach
wiekowych jest podobna, natomiast najwigksze réznice wystgpuja w centrum rogdwki.
U ludzi w wieku okoto 55-85 lat ich gestos¢ w strefie centralnej rogoéwki wynosi okoto
1900 kk/mm’ (Laing i wsp. 1976, Neubauer i wsp. 1983, 1984, Mrzygtéd 1985). Dla-
tego do przeszczepow powinni by¢ wybierani dawcy w mtodszym wieku (Spaeth 2006).

Do keratoplastyki warstwowej lub drazacej uzywa si¢ trepanow i bloczkow tna-
cych (Gorovoy i wsp. 2005, Price i wsp. 2006). Wigkszos$¢ chirurgdw wykorzystuje
platki rogdwki dawcy o srednicy o 0,25-0,5 mm wigkszej od toza biorcy (Spaeth 2006).
Taka roznica jest niezbg¢dna do zmniejszenia wielkosci pooperacyjnej nadwzrocznosci,
redukcji astygmatyzmu oraz do wzmocnienia i zagwarantowania szczelnosci rany
(Spalton i wsp. 2007).
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W najnowszej technice transplantacji rogdwki (ang. Descemet's stripping auto-
mated endothelial keratoplasty DSAEK/DSEK), stosowanej u ludzi w USA, pacjent
odzyskuje widzenie po miesigcu od wykonanej operacji. W tradycyjnej metodzie kera-
toplastyki drazacej (PKP) widzi dopiero po 12 miesiacach, po keratoplastyce tylnej
warstwowej (DLEK) po 6 miesiacach, a po (DSLEK) po 5 miesiacach (Gorovoy i wsp.
2005, Price 1 wsp. 2005, 2006).

W przesztosci prowadzono badania nad ocena morfologiczng nabtonka tylnego
rogéwki kotow po przeszczepie drazacym (Cohen i wsp. 1990). W pdzniejszych do-
$wiadczeniach tworzono hodowle komdrkowe z nablonka tylnego rogdwki kociat
i mtodych krélikow. Na soczewke hydrozelowa o $rednicy 7,7 mm nanoszono komorki
hodowli o gestosci 2500 kk/mm?” i wktadano ja do otworu trepanacyjnego w rogdwcee
dorostego biorcy: kota lub krdlika o $rednicy 5,5 mm. Po 40 dniach u krélikow i po 50
u kotéw rogowki byly bardziej przejrzyste. Badaniem histopatologicznym stwierdzono
u kotow unaczyniona bton¢ pod rogéwka w komorze przedniej, a u krolikow silng wa-
skularyzacje i nacieki komdrkowe w istocie wlasciwej (Mohay i wsp. 1994).

Do przyszycia ptatka rogowki dawcy do toza biorcy stosuje si¢ kombinacj¢ szwu
ciagtego i szwéw pojedynczych z nylonu o nominale 10-0 oraz 11-0 (Gelatt 1999,
Slater 2002, Spalton i wsp. 2007). Precyzja szycia decyduje o szczelno$ci komory gatki
ocznej 1 trwatosci zespolenia, ktore goi si¢ bardzo dtugo. Jezeli rekonwalescencja prze-
biega bez powiklan, to szwy sa usuwane po roku od wykonania transplantacji (Spaeth
2006, Szaflik 2004).

Przedstawiony powyzej zarys dziatan diagnostycznych, chirurgicznych i organi-
zacyjnych, wykonywanych przy transplantacji drazacej lub warstwowej rogowki, jest
bardzo skomplikowany. Popelnienie bledu na jakimkolwiek poziomie przygotowan,
diagnostyki, realizacji procedury operacyjnej, prowadzenia pacjenta w okresie poopera-
cyjnym i leczenia powiktan moze zniweczy¢ pracg catego zespotu i by¢ przyczyna
utraty widzenia u pacjenta.

Dlatego celem podjecia badan wilasnych byla z jednej strony cheé udzielenia
pomocy zwierzgtom, u ktoérych rogéwka utracita przejrzystos¢ z powodu: urazéw, dys-
trofii nabtonka przedniego, blony granicznej przedniej, zrgbu, nabtonka tylnego, PBK,
ABK i dyslokacji soczewek. Po drugie wybrano model doswiadczalny kota z powodu
podobnej budowy nablonka tylnego rogdwki i jego reakcji na analogiczne uszkodzenia
nabtonka tylnego u cztowieka. Brak mozliwo$ci regeneracji i podziatéw komdrkowych
nabtonka tylnego u kota i cztowieka zadecydowat o wybraniu tego zwierzgcia do badan.
U krélika, ktory z wielu wzgleddw bytby wygodniejszym zwierzgciem do badan, na-
btonek tylny rogdwki po uszkodzeniach regeneruje si¢ (Nishida 2005). Wybierajac do
badan koty, kierowano si¢ zamiarem wykorzystania w przyszlosci rezultatow badan
dotyczacych transplantacji nablonka tylnego u kotow w medycynie cztowieka.

Zaproponowany model do§wiadczenia z transplantacja komorek nabtonka tylnego
kota — dawcy namnozonych in vitro i wprowadzonych do komory przedniej oka wyka-
zal, ze komorki z hodowli zaimplantowatly si¢ na powierzchni btony granicznej tylnej
rogoéwki kota — biorcy.

W badaniu okulistycznym od 3. do 7. dnia do§wiadczenia przy uzyciu lampy
szczelinowej 1 mikroskopu operacyjnego obserwowano rogéwki kotow, oceniajac ich
stan funkcjonalny oraz przejrzystos¢. Byty one wyraznie zmg¢tniate w strefie centralne;.
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Spowodowane to byto kriodestrukcja nabtonka tylnego krioaplikatorem. Takie odsto-
nigcie blony granicznej tylnej spowodowato hydratacje i obrzek istoty wiasciwe;j.
Weczesniejsze badania wiasne dowiodly, ze nabtonek tylny rogowki ulega w tej tempe-
raturze destrukcji bez uszkodzenia pozostalych warstw $ciany rogéwki. Strefa rogowki
przy rabku o szerokosci 5-6 mm byta przejrzysta, poniewaz w tym obszarze nie
wymrazano nablonka, aby uniknaé zapalenia tgczéwki i ciata rzgskowego, zrostow
przednich lub jej waskularyzacji. Inni podaja, ze u ludzi srednica ptatka trepanacyjnego
dawcy nie moze by¢ za duza (wynosi 7,0-8,5 mm), poniewaz wywoluje to podobne
powiktania. Implanty rogéwkowe o mniejszych wymiarach u ludzi powoduja powstanie
krotkowzrocznosci (Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007).

U wszystkich zwierzat obserwowano po kriodestrukcji rogowki w jej obszarze
centralnym niewielka utratg jej przejrzystosci, zwezenie zrenicy i lokalne przebarwienia
teczowki koloru ztocistorozowego, wskazujace na surowiczo-wtoknikowe zapalenie
teczowki i ciata rzgskowego (irydocyclitis sero-fibrinosa). U badanych kotow w kilku
przypadkach obserwowano tyndalizacj¢ cieczy wodnistej, co $wiadczyto o uszkodzeniu
bariery naczyniowo-komorowej. Potwierdzaja to inni autorzy (Gelatt 1999, Walde
1 wsp. 2008, Stades i wsp. 2006). W kilku przypadkach stwierdzono w badaniu lampa
szczelinowa obecno$¢ biatych mas widknika w przedniej komorze oka, ktore po tygo-
dniu ulegly resorpcji. U wszystkich zwierzat, do komory przedniej oka prawego,
implantowano komorki hodowli poprzez paracentezg igla przy rabku rogéwki. Lewa
gatka oczna stanowita kontrol¢. Wktucie igla iniekcyjng pod katem 30° kilka milime-
trow przed rabkiem i jej wyjscie w przejrzystej rogdwce do komory nie powodowato
krwotoku i obrzeku tkanek, a po wyktuciu powstaty kanat ulegat samozamknigciu.

W 20. dniu doswiadczenia zmetnienie rogowki w jej polu centralnym zmniejsza-
o si¢ i nie obserwowano objawow zapalenia przedniego odcinka blony naczyniowej
(uveitis anterior). Ci$nienie wewnatrzgatkowe (IOP) mierzone tonometrem impresyj-
nym Schietza wynosito od 9 do 14 mmHg. Fizjologicznie IOP u kota wynosi od 15—
35 mmHg (Gelatt 1999, Slater 2002, Stades i wsp. 2006). W doswiadczeniu koty miaty
lekko obnizone ci$nienie wewnatrzgatkowe. Spowodowane to bylo przebytym zapale-
niem teczowki i ciata rzgskowego na tle wczesniejszej kriodestrukceji rogdwki. Nalezy
przypuszczaé, ze pobranie podczas paracentezy 0,2 cm® cieczy wodnistej i wstrzyknie-
cie takiej samej objetosci roztworu komdrek nablonka namnozonego in vitro do komory
przedniej — mogto spowodowac zmiang sktadu ,,pierwotnej cieczy wodnistej” i zmniej-
szenie jej wydzielania przez ciato rzgskowe. Podobny poglad podzielaja réwniez inni
autorzy (Gelatt 1999, Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007).

W 30. dniu obserwacji klinicznej u badanych zwierzat stwierdzono catkowite
wycofanie si¢ objawdw zapalenia przedniego odcinka btony naczyniowej gatki oczne;.
Rogowki w czesci centralnej byly przejrzyste. Teczowka nie wykazywala objawow
zapalenia, odruchy Zreniczne — bezposredni i konsensualny byty zachowane, ale lekko
op6znione. Ciecz wodnista w komorze przedniej byla przejrzysta. Zabarwienie tgczow-
ki stalo si¢ bardziej ciemnobrazowe w porownaniu z okresem przed rozpoczgciem
badan. We weczesniejszych do$wiadczeniach na zwierzgtach (Cohen i wsp. 1990)
zauwazono, ze po transplantacji drazacej pomimo powrotu przejrzystosci rogowki —
w badaniu histopatologicznym stwierdzono unaczynione btony w komorze przedniej
u kotdw i silng waskularyzacje¢ rogéowek u krélikow.
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W okulistyce cztowieka istnieje choroba okreslana jako zespot teczowkowo-
-rogowkowo-srodbtonkowy (ang. iridocorneal endothelial syndrome — ICE). Komorki
nabtonka tylnego rozrastajac si¢ progresywnie i majac zdolnos¢ migracji, pokrywaja kat
przesaczania i przednia powierzchnig teczowki. Obrzgk rogdwki z powodu niewydolnosci
nablonka tylnego lub jaskra z powodu zaburzenia odptywu cieczy wodnistej powoduja
utrat¢ widzenia (Laing i wsp. 1988, Spaeth 2006, Spalton i wsp. 2007). W przeprowa-
dzanym doswiadczeniu wiasnym zachodzita obawa, ze komoérki hodowli wprowadzone
do komory przedniej gatki ocznej moglyby gromadzié si¢ w obrgbie kata rogéwkowo-
teczoéwkowego. Prowadziloby to do utrudnienia odpltywu cieczy wodnistej z komory
przedniej przez siateczke beleczkowania (reticulum trabeculare) do zatoki zylnej twar-
dowki, powodujac podwyzszenie ci$nienia wewnatrzgatkowego z objawami jaskry.
W badaniach okulistycznych lampa szczelinowa u zwierzat w czasie trwania catego
doswiadczenia nie stwierdzono utraty przejrzystosci rogowki przy jej rabku i objawow
podwyzszonego ci$nienia wewnatrzgatkowego (I0P) mierzonego tonometrem Schigtza.
IOP u badanych kotéw bylo niskie i wynositlo 9—15 mmHg, wobec fizjologicznego
wynoszacego 15-35 mmHg. Ogladajac preparaty histologiczne rogéwek pod mikrosko-
pem, nie stwierdzono komorek z hodowli w kacie przesaczania w okresie obserwacji
catego doswiadczenia.

Nalezy zaznaczy¢, ze ocena kliniczna stanu funkcjonalnego i przejrzystosci
rogéwki badanych kotdw podczas doswiadczenia byla subiektywna i nieprecyzyjna,
informujac jedynie o jej reakcjach podczas wykonywanej procedury implantacji komo-
rek hodowli nabtonka tylnego oraz w okresie bliskich i odlegtych obserwacji po trans-
plantacji.

Wykonane badania mikromorfologiczne (histologiczne, histometryczne oraz
ultrastrukturalne) stanowia weryfikacje przeprowadzonych obserwacji i badan klinicz-
nych. Wprowadzone do komory przedniej gatki ocznej komorki, pochodzace z hodowli,
juz w 7. dniu po wykonanym zabiegu wykazuja tendencj¢ do implantacji. Do odstonig-
tej blony granicznej tylnej, ktéra w swej istocie jest bardzo charakterystyczna btona
podstawna, przylegaja wprowadzone komorki z hodowli. Poczatkowo grupuja si¢ one
w formie ptaszcza kilkuwarstwowego, a nastgpnie nasuwaja si¢ coraz szerzej na btong
podstawng. Rownolegle z tym procesem nastgpuje ciagle oczyszczanie powierzchni
blony podstawnej z resztek komoérek nabtonka tylnego. Stad tez wystepuja liczne
komorki fagocytujace (makrofagi). Od strony warstwy wlasciwej rogowki przylegajacej
do btony podstawnej stwierdza si¢ wzmozona proliferacj¢ komdrek linii fibroblastycz-
nej. Namnazajace si¢ fibroblasty stanowig swoista reakcj¢ na zmiany zaistniate z dru-
giej strony btony podstawnej. Nalezy stwierdzi¢, ze nie wszystkie komodrki nablonka
z hodowli ulegaja zaimplantowaniu. Niektore z nich degeneruja, co jest powodem na-
ptywu tak duzej liczby makrofagéow. Mozna przyjaé, ze bardzo istotnym czynnikiem
sprzyjajacym implantacji jest obecnos¢ w strefie btony podstawnej czastek adhezyj-
nych. Czastki adhezyjne w postaci integryn, kadheryn, selektyn (Ktyszejko-Stefanowicz
1995) stanowia swoisty element odpowiedniego zaadaptowania si¢ komdrek z hodowli.
Mozna przypuszczaé, ze czastki adhezyjne sa determinanta skutecznego i pelnego
zaadaptowania si¢ wyzej wymienionych komorek. Jezeli wigc implantacja nablonka
tylnego rogdwki trwa stosunkowo dlugi okres czasu, istnieja coraz to mniejsze
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mozliwosci odpowiedniego odtworzenia nabtonka, ze wzglgdu na zmiany destrukcyjne
w blonie podstawne;.

W obliczeniach statystycznych wykonanych za pomoca programu Statistica 7.1
testowano hipotezg o istotnosci réznicy pomigdzy $rednimi w poszczegdlnych dniach w
grupach kontrolnej i dos§wiadczalnej. W grupie kontrolnej nie stwierdzono réznicy mig-
dzy $rednimi, natomiast w grupie do$wiadczalnej stwierdzono istotna réznicg migedzy
$rednimi w poszczegdlnych dniach. Takie same badania statystyczne przeprowadzone
dla komérek zdegenerowanych, makrofagéw i fibroblastéw wykazaty spadek ich ilosci
wraz z uptywem dni od wykonania zabiegu transplantacji. Badajac zwiazek migdzy
makrofagami i fibroblastami w grupie doswiadczalnej i kontrolnej zauwazono, ze
w grupie doswiadczalnej wspotczynnik korelacji jest bardzo wysoki i wynosi 0,99,
natomiast w grupie kontrolnej jest nizszy i wynosi 0,6.

W 20. dniu po wykonaniu zabiegu — zaimplantowane komorki przedstawiaja
obraz nabtonka jednowarstwowego plaskiego. Komorki tego nabtonka wyraznie przy-
wieraja do btony podstawnej. Brak jest jeszcze wytworzenia pelnych kontaktow mig-
dzykomorkowych. Powierzchnia wolna takich zaimplantowanych komorek jest bardzo
zrdznicowana, co istotnie dowodzi podjgcia funkcji. Réwnolegle z procesem coraz
pelniejszego wbudowywania si¢ komorek nablonka toczy si¢ proces dalszego oczysz-
czania powierzchni btony podstawnej z resztek innych komdrek, ktore ulegly degenera-
cji oraz z resztek komorek z uszkodzonego nabtonka. W strefie warstwy wlasciwe;j
rogoéwki proliferujace fibroblasty wytwarzaja macierz oraz widkna kolagenowe. Taki
stan rzeczy powoduje pewne stany przeprofilowania widkien kolagenowych. Mozna
sadzié, ze po zaistnieniu pelnej implantacji i podjgcia przez nabtonek tylny swojej
funkcji nastapi rowniez pelna restytucja warstwy wilasciwej przylegajacej do blony
granicznej tylnej.

W 30. dniu po wykonanym zabiegu wystgpuje petne odtworzenie nabtonka tyl-
nego rogowki. Jest to niski nabtonek kostkowy z wyraznie zaznaczonymi kontaktami
migdzykomoérkowymi. Wolna powierzchnia jest zrdéznicowana, z obecnymi na niej
pecherzykami oraz ziarnami wydzieliny. Dowodzi to, ze nabtonek podjat swoja funkcje
i ulegt strukturalnemu i funkcjonalnemu ustabilizowaniu. Strefa warstwy wlasciwej
rogoéwki, przylegajaca do blony granicznej tylnej, przedstawia juz prawidlowy obraz.
Wystepuje rozproszenie komdrek linii fibroblastyczno-fibrocytarnej, uporzadkowanie
i wyrownanie blaszek witdkien kolagenowych. Efektem takiego stanu rzeczy jest
powrdt rogdwki do petnej funkcji z odtworzeniem warstwy nabtonka tylnego oraz usta-
bilizowaniem warstwy wilasciwej. Daje to obraz pelnej i odpowiedniej przejrzystosci
rogdwki.
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6. WNIOSKI

1. Badania mikromorfologiczne wykazaly pelng restytucje nabtonka tylnego
rogowki kotdw po 30 dniach od wykonanej transplantacji.

2. Proces restytucji nablonka rozpoczyna si¢ w 7. dniu po wykonanym zabiegu,
wyrazem czego jest implantacja komorek z hodowli.

3. W wyniku implantacji dochodzi do odtworzenia struktur niezbednych dla
prawidlowego funkcjonowania nabtonka tylnego z zachowaniem przejrzystosci rogdw-
ki.

4. Pozytywne wyniki implantacji komoérek hodowli nabtonka tylnego rogowki,
wprowadzanych do komory przedniej gatki ocznej kota, moga by¢ alternatywng metoda
leczenia wielu chorob oczu u zwierzat i prawdopodobnie u ludzi w odniesieniu do kera-
toplastyki drazacej lub warstwowej.
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STUDIES ON THE POSSIBILITY
OF TRANSPLANTATION OF ENDOTHELIUM
OF THE CORNEA IN CATS

Summary

The reason for undertaking this investigation was the need of working out
a method which would help in the treatment of the cornea in animals where corneal
opacification occurred, as well as lens dislocation, wounds and posterior epithelium
degeneration. After microsurgery on the anterior pole of the eyeball, loss of translu-
cency of the cornea may occur. The most common complications are: damage to the
structure of the cornea and function disorders of the damaged endothelium of the cornea
in the form of aphakic bullous keratopathy (ABK) or pseudophakic bullous keratopathy
(PBK). Because the regeneration of this layer of the cornea wall is not possible in cats,
dogs and horses, the loss of translucency is permanent and does not disappear after
palliative treatment. As there is a similarity of structure and cell reaction of the posterior
epithelium in humans and cats, we decided to use the experimental biological model of
the latter so that, in the future, it would be possible to use the results of our investiga-
tions in human medicine.

There is no literature on the transplantation of the posterior epithelial cells of the
cornea, multiplied in vitro, introduced into the chamber of a recipient cat and the possi-
bility of their implantation was the subject of our investigations. Our studies were car-
ried out on cats 10—12 months old. The cornea of the donor's lobule consisting of the
posterior limiting membrane and posterior epithelium after fragmentation was placed in
Iscove's medium (Gibco) mixed with 10% foetal calf serum (FCS) — Boehringer Mann-
heim. The cryodestruction method was used to remove the posterior epithelium of the
cornea. A cryoextractor, chilled previously to -70degrees Celsius, was used. The cells of
the posterior epithelium of the cornea, multiplied in vitro in the laboratory were inserted
into the anterior chamber of the recipient cats. The animals were divided into five ex-
perimental groups and their corneas underwent histological,

histometric and ultrastructural examinations in the scanning electronic micro-
scope (SEM) on the 3rd, 7th, 20th and 30th day post surgery. The dissected cats' corneas
were fixed in AFA liquid (Culling). After fixation, each copula-shaped cornea was cut
in the midline plane and then dehydrated in an alcohol series and embedded in paraffin.
The successive sections 5—6 um thick were coloured with haematoxylin and eosin as
well as with alcian blue (Lev and Spicer). The right cornea was used for the experiment
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whereas the left cornea was a control. After the transplantation of the posterior epithe-
lium into the anterior chamber, a clinical examination of the organ of vision with the
use of a slit lamp and operating microscope was performed daily. The functional state of
the cornea and cilliary vessels at the corneal limbus were observed as well as the trans-
lucency of the anterior chamber, its contents, structure and colour of the iris. Moreover,
the size, shape and papillary reflexes were noted and intraocular pressure was measured
using the Schoétz impression tonometer.

Histological and histometric examinations of the cats' cornea revealed complete
restitution of cell epithelium 30 days after transplantation. A certain number of degene-
rated cells could still be observed. The number of macrophages and fibroblasts de-
creased significantly. The process of the posterior epithelium restitution began on
7" day after transplantation. Micromorphological (histological, histometric, ultrastruc-
tural) examination verified our clinical observations and investigations. The cells, mul-
tiplied in vitro and inserted into the chamber manifested signs of implantation on 7" day
after surgery. On 20" day post surgery, the implanted cells resembled single layer
squamous epithelium. The cells of this epithelium clearly adhered to the basement
membrane. Complete reconstruction of the posterior epithelium of the cornea was ob-
served on 30" day after surgery. It was a thin cuboid epithelium where intercellular
contacts were clearly marked. The area of the stroma adhered to the posterior limiting
membrane demonstrated a healthy cornea. As a result the cornea regained its full func-
tion together with regeneration of the posterior epithelial layer and stabilization of the
stroma. Full and proper corneal translucency was observed.
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