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ВСТУП

Актуальність теми
Патологія рогівки є одним із найбільш частих і важких захворювань органа зору, яка приводить до зниження гостроти зору, а в деяких випадках до важкої інвалідності [1,2]. За 10 років рівень звернень дорослого населення у поліклініки з приводу патології рогівки виріс в 2 рази. В очних стаціонарах України питома вага пацієнтів з захворюваннями рогівки у 2001–2003 роках склала 5,2%-7%. У структурі первинної інвалідності питома вага захворювань рогівки серед населення України склала у 2002 р. – 4,0%, у 2003 р. – 5,2%. Вона займає п’яте місце після травм, патології очного дна, міопії та глаукоми [3,4]. 
Найчастіше зустрічаються запальні захворювання рогівки, серед яких значне місце займають виразки рогівки та виразкові кератити [5].
Виразки рогівки є важкою патологією рогівки. Вони зумовлюють не тільки зниження гостроти зору, але й приводять до сліпоти, а в найважчих випадках - до втрати очного яблука.  Тому лікування виразок рогівки та виразкових кератитів є важливою і актуальною проблемою офтальмології [6,7].
За останні роки щораз більшу увагу привертають запальні процеси рогівки, зокрема її виразки, неінфекційного ґенезу [6]. Високий інтерес до неінфекційних виразок рогівки пояснюється різноманітністю етіологічних факторів, особливостями патогенезу, клінічних проявів та важкістю їх лікування [8].
За походженням неінфекційні виразки рогівки поділяють на виразки рогівки, які виникають внаслідок травматичних пошкоджень або опіку рогівки, виразки після перенесеної вірусної, бактеріальної та грибкової інфекції, нейротрофічні та нейропаралітичні виразки; виразки при патології слізного апарату та сльози (в т.ч. при синдромі сухого ока), виразки, які розвиваються при захворюваннях захисного апарату ока (ентропіон, ектропіон, лагофтальм, трихіаз та ін.), виразки після оперативних втручань, зокрема в лімбальній ділянці, ceratitis rosacea, пемфігоїдна кератопатія та інші [9].
Різноманітними є не лише етіологія, але й патогенез неінфекційних виразок рогівки. Одним з найважливіших факторів патогенезу неінфекційних виразок рогівки є пошкодження рогівкового епітелію. Епітелій рогівки виконує захисну функцію і регулює обмін речовин в рогівці [10]. Він діє як бар’єр, що захищає строму від колагенолітичних ензимів та інфільтрації строми запальними клітинами. Персистуючий дефект епітелію служить пусковим фактором ензимної деградації рогівки, а також „воротами” для проникнення у рогівку гуморальних факторів і клітинних елементів з кон’юнктивальної порожнини, що є основним патогенетичним механізмом виникнення персистуючих ерозій та трофічних виразок рогівки. При пошкодженні епітеліального шару в рогівкову строму вільно проникають ферменти (наприклад - колагеназа, яка активується цілим рядом протеолітичних ферментів),  під дією яких проходять деструктивні зміни в рогівковій стромі [11]. Протеолітичні ферменти також руйнують фібронектин-глікопротеїн міжклітинної речовини, який знаходиться у плазмі крові і під час розвитку запального процесу проникає у тканину рогівки. Фібронектин-глікопротеїн міжклітинної речовини пришвидшує міграцію епітеліальних клітин у ділянку звиразкування, сприяє зміцненню міжклітинних контактів і пришвидшує епітелізацію дефекту [12]. При запальних процесах у рогівці в проміжках між базальними клітинами епітелію накопичуються лейкоцити, що також негативно впливає на обмін речовин у рогівці [10].
У клінічній картині зазначених патологічних процесів переважає звиразкування з порушенням трофіки і регенерації з формуванням стійкого персистуючого дефекту епітелію, хронічного стромального запалення в деяких випадках з неоваскуляризацією рогівки та кон’юнктивізацією рогівкового епітелію. На розвиток такого патологічного процесу також впливає дисбаланс імунорегуляторних клітин [13].  Внаслідок пошкодження захисних бар’єрів органа зору виникають імунологічні реакції, які викликають звільнення медіаторів біохімічно і фармакологічно активних речовин – гістаміну, серотоніну, простагландину, зниження активності ферментів гліколізу. Відбувається місцевий синтез антитіл, міграція антигенів з ока в лімфоїдні органи, що зумовлює формування імунної відповіді [14]. Імунний конфлікт викликає інфільтрацію, набряк, цитотоксичний ефект, ексудацію [1,6].
Одним з механізмів, який забезпечує регуляцію регенерації рогівки, є взаємодія парасимпатичної та симпатичної нервової інервації. Порушення цієї інервації виникає при захворюваннях трійничного нерва: ендокринні патології, опромінення, новоутвори, системні захворювання, а також вірусна інфекція [15,16]. 
Важливу роль у виникненні неінфекційних виразкових уражень рогівки відіграє механізм співвідношення здоров’я поверхні ока та слізної плівки. Так, при порушенні однієї з цих складових, може виникнути функціональна нестабільність слізної плівки і, як наслідок, – зміна підлеглого епітелію. І навпаки, первинна зміна поверхневого епітелію може викликати порушення слізної плівки [17].  
Різноманітність етіології та патологічних процесів, внаслідок яких виникають неінфекційні виразки та персистуючі ерозії рогівки, спонукає до пошуку нових ефективних методів лікування неінфекційних виразок рогівки, які забезпечували б вплив на різні ланки патогенезу захворювання. 
Одним з нових хірургічних методів лікування важких захворювань поверхні ока є трансплантація амніотичної оболонки (ТАО). Амніотична оболонка (АО) має ряд позитивних властивостей, на яких базується її використання у клініці. Вона є гладкою напівпрозорою напівпроникною аваскулярною мембраною [18]. По своїй структурі АО є близькою до базальної мембрани кон’юнктиви, що полегшує міграцію епітеліальних клітин, посилює їх адгезію, сприяє диференціюванню епітелію і веде до швидкої епітелізації по поверхні пересадженого трансплантата. В АО синтезуються речовини, які значно зменшують запальну реакцію рогівки, що сприяє формуванню більш ніжного рубця [19,20]. Все це стало підставою для використання ТАО для лікування різноманітних захворювань рогівки, у тому числі неінфекційних виразок.
На даний час існує багато наукових праць, які вказують на значний позитивний вплив операції ТАО при неінфекційних виразках рогівки, які, проте, не розкривають до кінця патогенетичного механізму цього методу лікування [16, 21,22,23,24,25,26,27]. Не розроблено також експериментальних  моделей неінфекційних виразок рогівки, які відрізнялися б стандартністю і простотою моделювання. Не проведено експериментальних досліджень впливу ТАО на неінфекційні виразки рогівки. На момент початку наших досліджень, практично, не було досвіду цілеспрямованого використання ТАО як реконструктивної операції при неінфекційних виразках та персистуючих ерозіях рогівки у клініці.
Таким чином можна зробити висновок, що вивчення механізмів лікувального впливу ТАО при неінфекційних виразках рогівки є важливим і актуальним завданням офтальмології, а застосування ТАО у вигляді реконструктивної операції дасть можливість значно підвищити ефективність лікування цієї важкої патології.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами
Дослідження є частиною планової наукової роботи кафедри офтальмології Львівського національного медичного університету імені Данила  Галицького „Розробка терапевтичних методів лікування запальних захворювань переднього відтинку ока (клініко-експериментальне дослідження)”, № державної реєстрації 0199003672, де дисертант була співвиконавцем (роки виконання 1998 – 2003).
Мета роботи – підвищити ефективність лікування хворих з неінфекційними виразками рогівки шляхом застосування трансплантації амніотичної оболонки на основі результатів експериментальних досліджень бар’єрної функції амніотичної оболонки, характеру реакції рогівки на інтрастромальну трансплантацію амніотичної оболонки та її лікувального ефекту на моделі неінфекційної виразки рогівки.
Задачі дослідження
1. Розробити модель неінфекційної виразки рогівки.
2. Вивчити бар’єрну функцію амніотичної оболонки для запальних клітин in vitro.
3. Дослідити характер реакції рогівки та інших тканин ока на інтерламелярну трансплантацію амніотичної оболонки в експерименті.
4. Вивчити лікувальний ефект трансплантації амніотичної оболонки та її вплив на інфільтрацію запальними клітинами рогівкової строми на моделі неінфекційної виразки рогівки.
5. Вивчити функціональну стабільність слізної плівки та дослідити вираженість  та направленість змін комплексу ферментів (супероксиддисмутаза (СОД), каталаза (Кат), глутатіонпероксидаза (ГлП), лактатдегідрогеназа (ЛДГ), малатдегідрогеназа (МДГ) у сльозі хворих при використанні трансплантації амніотичної оболонки для лікування неінфекційних виразок рогівки.
6. Вивчити лікувальний ефект трансплантації амніотичної оболонки на перебіг неінфекційних виразок рогівки в клініці.
7. Розробити показання до застосування трансплантації амніотичної оболонки  при неінфекційних виразках рогівки.
	Об’єкт дослідження –  неінфекційні виразки рогівки.
Предмет дослідження – проникність амніотичної оболонки для запальних клітин, реакція тканин ока на ТАО, швидкість епітелізації, час розсмоктування інфільтрату, інтенсивність помутніння рогівки, функціональна стабільність слізної плівки, активність ферментів гліколізу та антиоксидантної системи у сльозі хворих.  


Методи дослідження: клінічні методи дослідження (в експерименті – біомікроскопія, флюоресцеїнова проба, дослідження у прохідному світлі; у клініці – систематичний клінічний контроль, біомікроскопія, фотореєстрація, визначення швидкості епітелізації, розсмоктування інфільтрату, інтенсивності помутніння, чутливості рогівки за Радзіховським, дослідження стабільності слізної плівки, визначення гостроти зору, аналіз обліку анкет хворих); моделювання неінфекційної виразки рогівки; гістоморфологічні методи дослідження; бактеріологічні методи дослідження; біохімічні методи дослідження – визначення активності ферментів (СОД, Кат, ГлП, ЛДГ, МДГ) у сльозі хворих; визначення концентрації запальних клітин (Т-лімфоцитів) при дослідженні бар’єрної функції АО in vitro; статистична обробка отриманих даних з використанням статистичних програм STATISTICA for Windows 5.0 і визначенням достовірності за показником Ст’юдента, критерієм Манна-Уітні,  Уілкоксона та Мак-Немара.
Наукова новизна одержаних результатів
1. Розроблено спосіб моделювання неінфекційної виразки рогівки шляхом інтрастромального введення хімотрипсину, що викликає асептичний некроз рогівкової строми з формуванням виразки, яка характеризується порушенням трофіки і регенерації (Пат. 38672 А Україна, МКВ9 А61F9/00. №2000084857).
2. Доповнено існуючі відомості про властивості амніотичної оболонки, а саме її непроникність для запальних клітин (Т-лімфоцитів), які відіграють суттєву роль у процесі звиразкування рогівки, та відсутність запальної реакції та реакції відторгнення трансплантата на її інтерламелярну трансплантацію.
3. Вперше доказано лікувальний ефект трансплантації амніотичної оболонки на моделі неінфекційної виразки рогівки, який проявляється у прискоренні епітелізації, зменшенні інфільтрації та фіброзу рогівкової строми.
4. Розширені наукові дані про патогенетичний вплив амніотичної оболонки на рогівку, який полягає у підвищенні стійкості тканин рогівки до впливу вільнорадикальних сполук (збільшення активності глутатіонпероксидази на 50%) та енергетичного потенціалу рогівки  (підвищення концентрації  малатдегідрогенази на 22%)
5. Доповнено дані про позитивний вплив трансплантації амніотичної оболонки на функціональну стабільність слізної плівки у хворих з неінфекційними виразками рогівки, яка проявляється у стабілізації муцинового шару та продовженням часу руйнування слізної плівки.
Практичне значення одержаних результатів
1. Розроблено безшовний спосіб фіксації трансплантата амніотичної оболонки шляхом розшарування рогівки і «заправлення» країв амніотичної оболонки в рогівку, що забезпечує умови для швидшої  епітелізації по поверхні трансплантата і значно спрощує виконання цієї операції (Пат. 46208 А Україна, МКВ9 А61F9/00. №2000116430).
2. Запропонований модифікований спосіб трансплантації амніотичної оболонки при неінфекційних виразках рогівки пришвидшує зникнення негативних суб’єктивних відчуттів втричі, епітелізацію і розсмоктування інфільтрату в 1,5 рази та підвищує гостроту зору на 0,12.
3. Запропоновані покази для реконструктивної операції трансплантації амніотичної оболонки при неінфекційних виразках рогівки у випадках неефективності консервативного лікування на протязі одного місяця та торпідного рецидивуючого характеру патологічного процесу.
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ВИСНОВКИ

1. Неінфекційні виразки рогівки займають вагоме місце серед патології рогівки і у 50% випадків приводять до стійкого зниження зору або сліпоти. Існуючі консервативні та хірургічні методи лікування таких виразок рогівки є недостатньо ефективними. Тому пошук нових  ефективних методів їх терапевтичного та хірургічного лікування є актуальною задачею офтальмології.
2. Розроблена модель неінфекційної виразки рогівки є стандартною, відповідає поставленим вимогам щодо порушення регенерації епітелію і рогівкової строми, викликає хронічне стромальне запалення, має неінфекційний характер та дає можливість досліджувати вплив трансплантації амніотичної оболонки на регенерацію рогівкового епітелію і строми та запальну реакцію рогівки.
3. Експериментальними дослідженнями in vitro встановлено, що амніотична оболонка є непроникною мембраною для Т-лімфоцитів (відсутність клітин у живильному середовищі через 24 і 36 годин). Така властивість амніотичної мембрани патогенетично обґрунтовує використання її при неінфекційних виразках рогівки тому, що виконує бар’єрну функцію щодо одного з шляхів проникнення в рогівкову строму запальних клітин - з кон’юнктивальної порожнини.
4. Експериментальним дослідженням встановлено, що амніотична оболонка при її трансплантації в рогівкову строму не викликає запальної реакції переднього відрізку ока, зокрема рогівки, та реакції відторгнення трансплантату.
5. Трансплантація амніотичної оболонки у вигляді реконструктивної операції у запропонованій модифікації позитивно впливає на перебіг модельованої неінфекційної виразки рогівки, що проявляється прискоренням епітелізації на 3 дні, розсмоктуванням інфільтрату на 9 днів, зменшенням інтенсивності помутніння на 4 бали.
6. Трансплантація амніотичної оболонки у вигляді реконструктивної операції з фіксацією трансплантата в шарах рогівки значно підвищує ефективність лікування хворих з неінфекційними виразками рогівки, що проявляється завершенням епітелізації на 5,8 днів  швидше, зменшенням інтенсивності помутніння рогівки у 1,5 рази, пришвидшенням розсмоктування інфільтрату рогівки на 3,3 дні, що дало можливість отримати кращі оптичні результати у порівнянні з контрольною групою.
7. При операції трансплантації амніотичної оболонки значно швидше відбувається відновлення якісної прекорнеальної слізної плівки – час розриву слізної плівки після операції досягає норми у 2,5 рази швидше. 
8. У слізній рідині хворих неінфекційними виразками рогівки після трансплантації амніотичної оболонки більш, ніж у 1,5 рази підвищується активність глутатіонпероксидази, а також достовірно підвищується активність супероксиддисмутази (на 31%) і каталази (на 17%). Відмічається тенденція до підвищення малатдегідрогенази (на 22%) і лактатдегідрогенази (на 7%). Ці зміни підвищують стійкість тканин рогівки до впливу вільнорадикальних сполук, що сприяє збереженню її нативності і оптимізує умови для процесів регенерації, активують реакції циклу трикарбонових кислот і підвищують енергетичний потенціал рогівки, що є одним з механізмів лікувального впливу трансплантації амніотичної оболонки. 
9. Показами для ТАО у хворих з неінфекційними виразками рогівки є відсутність позитивного ефекту від медикаментозного лікування  протягом 1 місяця і торпідний рецидивуючий характер патологічного процесу.
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