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Purpose: The study reports the results of a histological and ultrastructural examination of the corneal button, obtained
during penetrating keratoplasty from patient with clinically recognized macular comeal dystrophy.

Material and methods: 34-year-old male patient suffering from macular corneal dystrophy (MCD) has been treated on
comneal epithelium defect and photophobia since his early childhood. Visual acuity was decreased on the Snellen test
chart to 0,02. Slit-lamp examination, and ultrasonographical measurement of the cornea's thickness were performed.
Removed during penetrating keratoplasty corneal button was divided into two pieces. One of them was prepared in
standard procedure for histological examination in the light microscopy after having been stained with hemotaxylin
and eosin, alcian blue and paS — method. From the other part, slides for ultrastructural examination in the transmission
electron microscopy were prepared with the use of standard method. The family history from the patient was also
taken, and available relatives have undergone examination in search of typical MCD symptoms.

Results: Slit-lamp examination findings revealed diffuse, from limbus to limbus, stromal opacification. In measurement
by pachymeter cornea's thickness was reduced. In the light microscopy, in typical stained slides, delaminations within
stroma and deficit of endothelial cells were observed. After being stained with alcian blue, dark blue deposits in the
places of delamination became visible. By transmission electron microscopic examination, intracellular and extracellular
deposits were detected in the stroma, Descemet membrane and endothelium. Distended keratocytes with enormous
vacuoles containing abnormal material were found. Pedigree was typical for autosomal recessive inherited disease.
Conclusions: Histological and ultrastructural diagnosis is a basis of recognition of macular corneal dystrophy. Analysis
of the pedigree as well as ultrasonographical measurement of the cornea's thickness is very helpful to establish the
right diagnosis.

Stowa kluczowe: dystrofia plamkowata rogéwki, ultrastruktura, histopatologia.
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Summary:

Dystrofia plamkowata rogéwki (DPR) zostata po raz pierwszy
opisana w 1890 roku przez A. Groenouwa (wedfug 3). Polega ona
na wystepowaniu plamkowatych zmetnien na cafej powierzchni
rogéwki, obejmujacych catg jej grubos¢. Objawy kliniczne pojawiajg
sie w pierwszej dekadzie zycia i majg posta¢ matych nieregularnych
plamek, znajdujgcych sie gtéwnie w centrum i przedniej czesci istoty
wiasciwej rogéwki. Majg one tendencje do powiekszania sie i zle-
wania. W pozniejszym stadium choroby zmiany obejmujg btone

Descemeta i $rédbfonek. Powierzchnia rogowki staje sie nieréwna
w wyniku nagromadzenia zmetniert pod nabtonkiem i dochodzi do
nawracajgcych ubytkéw nabtonka rogéwki, czemu towarzyszy Swia-
ttowstret oraz dolegliwosci bélowe. W zaleznosci od populacji DPR
stanowi od 10 do 75% dystrofii rogowki wymagajacych przeszczepu
(5,10). Jako choroba o typie dziedziczenia autosomalnym recesyw-
nym jest czesciej spotykana w spofecznosciach zamknietych, takich
jak Islandia, gdzie jest powodem /3 wszystkich wykonywanych
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Ryc. 1. Kliniczny obraz DPR prawego oka 34-letniego pacjenta z ostroscig
wzroku 0,02. Widoczne sg liczne, nieregularnego ksztattu zmetnie-
nia w obrebie przymglonej rogowki.

Fig. 1. Clinical picture of MCD in the right eye of a 34-year-old male
patient with visual acuity 0,02. Numerous irregular shaped opaci-
tates within hazy cornea are seen.

keratoplastyk (6). Defekt genetyczny u chorych na DRP typu pierw-
szego zlokalizowany jest w dfugim ramieniu szesnastego chromoso-
mu, w typie drugim zajmuje prawdopodobnie to samo loci (16q22),
co musiatoby by¢ potwierdzone dodatkowymi badaniami (13). Kon-
sekwencjg mutacji jest defekt enzymu, specyficznej sulfotransferazy,
odpowiedzialnego za przytaczanie reszt sulfonowych do siarczanu
keratanu (4,12). Siarczan keratanu, wchodzacy w sktad proteoglika-
néw, jest jednym z gtéwnych zwigzkéw odpowiedzialnych za wigza-
nie wody w rogéwce i stabilizacje prawidtowej struktury wtokien
kolagenowych. Nieprawidtowosci w budowie tego glikozaminogli-
kanu powoduja zaburzenie regularnego utkania kolagenu, Sciencze-
nie rogowki i zmniejszenie jej przejrzystosci (1,9,10). Siarczan kera-
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Ryc. 2. Przekrdj histologiczny przez rogdwke uzyskang od pacjenta z DPR
podczas wykonywania keratoplastyki drazacej. Widoczne sg rozwar-
stwienia w obrebie macierzy (duza strzatka) i deficyt komérek $rod-
btonka (mata strzatka). Barwienie hemotaksyling i eozyng x 150.

Fig. 2. Histological section of corneal tissue removed during of the pene-
trating keratoplasty from patient with MCD shows delaminations
within stroma (big arrow) and deficit of endothelial cells (small
arrow). Staining with hematoxylin and eosin x 150.

tanu ze zmniejszona iloscig reszt sulfonowych lub ich pozbawiony
odkfada sie w postaci ztogéw w istocie wtasciwej, keratocytach,
btonie Descemeta i $rodbtonku rogowki (8). Ze wzgledu na wystepo-
wanie reagujacego ze specyficznymi przeciwciatami siarczanu kera-
tanu w surowicy i rogéwce wyrézniono trzy typy DPR (tab. I)
(7,11,14). W typie pierwszym brak reakdji tychze przeciwciat jest
obserwowany takze w chrzastce, co przemawia za ogélnoustrojo-
wym charakterem schorzenia (2).

Celem pracy jest przedstawienie wynikéw badania histologicz-
nego i ultrastrukturalnego rogdwki uzyskanej w trakcie keratopla-
styki drazacej od pacjenta z klinicznie rozpoznang DPR.

Materiat i metodyka

Pacjent, lat 34, z rozpoznang na podstawie typowych obja-
wow klinicznych dystrofig plamkowatg rogéwki (ryc. 1) byt leczony
od dziecinstwa z powodu nawracajacych ubytkéw nabtonka i $wia-
tlowstretu. Z powodu utraty przez niego ostrosci widzenia do 0,02
zdecydowano sie na wykonanie przeszczepu drazacego rogowki
prawego oka. Przed zabiegiem badano pacjenta w lampie szczelino-
wej oraz wykonano ultrasonograficzny pomiar grubosci rogéwki
pachymetrem Paxis 2. Ptatek rogéwkowy uzyskany podczas wykona-
nej keratoplastyki drazacej podzielono na dwie czesci. Cze$¢ przezna-
czong do badan w mikroskopie $wietinym po utrwaleniu w 10%
roztworze formaldehydu przeprowadzono rutynowg technikg do
skrawkow parafinowych. Preparaty grubosci 5 mikrometrow barwio-
no hemotaksyling i eozyna, metodg pa$ oraz biekitem alcianu. Drugg
potowe ptatka utrwalono w 2,5% roztworze glukoraldehydu na bufo-
rze kakodylowym. Przygotowane w sposéb typowy prébki tkankowe
zatopiono w zywicy epoksydowej. Bloczki krojono ultramikrokerato-
mem na skrawki ultracienkie o grubosci 0,05 mikrometra. Preparaty
kontrastowane roztworami octanu uranylu i cytrynianu otowiu obser-
wowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEM 100CX.
Dodatkowo zebrano wywiad rodzinny od pacjenta i przebadano
dostepnych cztonkéw rodziny pod wzgledem wystepowania obja-
wow klinicznych typowych dla DPR.

Ryc. 3. Przekréj histologiczny przez rogéwke uzyskang od pacjenta z DPR
podczas wykonywania keratoplastyki drazacej. Widoczne wybar-
wione na ciemnoniebiesko ztogi w miejscu rozwarstwier macierzy
(strzatka). Barwienie btekitem alcianu x 200.

Fig. 3. Histological section of corneal tissue removed from patient with
MCD during of the penetrating keratoplasty shows stained dark
blue deposits in the places of delaminations within stroma (arrow).
Staining with alcian blue x 200.
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Ryc. 4. Zdjecie preparatu w transmisyjnym mikroskopie elektronowym —
pfatek rogéwki uzyskany podczas wykonywania keratoplastyki
drazacej. Widoczny rozdety keratocyt zawierajacy olbrzymie wod-
niczki (strzatka), wypetnione patologicznym materiatem (5,5 x
10000).

Fig. 4. Transmission electron micrograph of corneal button removed
during of the penetrating keratoplasty from patient with MCD.
Distended keratocyte with enormous vacuoles (arrow) containing
pathological material shown on the picture (5,5 x 10000).

Wyniki

Biomikroskopowo zaobserwowano obecnos¢ plamkowatych
zmetnien obejmujacych catg powierzchnie i grubos¢ rogowki.
Pachymetryczny pomiar wykazat redukcje grubosci rogdwki zaréw-
no w centrum, jak i na obwodzie do $redniej wartosci 400 mikro-
metréw. W mikroskopie Swietlhym w preparatach barwionych
rutynowo uwidoczniono niezmieniony nabfonek rogéwki i istote
wiasciwa z rozwarstwieniami po wyptukanej zawartosci. W obrazie
wewnetrznej powierzchni btony Descemeta zauwazono zmniejszo-
ng liczba komérek. Na catym badanym odcinku znaleziono tylko
kilka komérek, mogacych odpowiadac¢ rozptaszczonym komérkom
$rodbfonka (ryc. 2). W barwieniu wybiérczym, w miejscach rozwar-
stwien, widoczne byty ciemnoniebieskie ztogi. Patologiczny mate-
riat, podobnie jak rozwarstwienia, ukfadat sie linijnie, réwnolegle
do powierzchni rogoéwki, z najwiekszg kumulacjg tuz pod nabfon-
kiem (ryc. 3). Stwierdzono takze $cienczenie wszystkich warstw
rogéwki. W badaniu w mikroskopie elektronowym wykryto
wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe ztogi w obrebie istoty wtasciwej,
btony Descemeta i nabfonka. Keratocyty zawieraty obrzmiate mito-
chondria oraz liczne, olbrzymie, deformujgce obrysy komérek waku-
ole (ryc. 4). Niektore wodniczki byly pekniete, a nagromadzony
w nich patologiczny materiat — wysypany do przestrzeni miedzyko-
morkowej (ryc. 5). Z zebranego od pacjenta wywiadu rodzinnego
wynikato, ze jego rodzice nie skarzyli sie na dolegliwosci ze strony
narzadu wzroku i poza doborem korekcji okularowej nie wymagali
leczenia okulistycznego. U siostry pacjenta rozpoznano kilka lat
temu DPR, obecnie jej ostros¢ wzroku wynosi 0,1. W badaniu
w lampie szczelinowej widoczne byty zmiany charakterystyczne dla
tego schorzenia. Podczas badania dzieci pacjenta i dzieci jego sio-
stry nie stwierdzono obecnosci objawéw DPR (ryc. 6).

Omowienie wynikow

W badaniu w mikroskopie $wietlnym i elektronowym uwidocz-
niono zmiany opisywane jako typowe dla DPR. Podczas barwienia
dla badan histologicznych nie stosowano odczynnikow specyficznych
dla innych dystrofii srddmigzszowych rogowki (tab. 1I), poniewaz uzy-

Zdjecie preparatu w transmisyjnym mikroskopie elektronowym —
pfatek rogéwki uzyskany od pacjenta z DPR podczas wykonywania
keratoplastyki drazacej. Widoczne pekajace wodniczki keratocytow
z wysypujacym sie do przestrzeni komérkowej patologicznym
materiatem (6,6 x 10000).

Fig. 5. Transmission electron micrograph of corneal button removed at the
time of penetrating keratoplasty from patient with MCD Creviced
vacuoles with abnormal material pouring out the stroma shown on
the picture (6,6 x 10000).

Ryc. 5.

Ryc. 6. Drzewo genealogiczne opisywanego pacjenta. Widoczna dwojka
rodzenstwa z DPR oraz zdrowi rodzice i potomstwo.

Pedigree of described patient illustrating siblings with MCD and
unaffected parents and offspring.

Fig. 6.

skano pozytywna reakcje ztogéw z btekitem alcjanu, ktérego uzycie
sugerowat obraz kliniczny.

Scieficzenie wszystkich warstw rogéwki, zaobserwowane w pre-
paratach histologicznych, potwierdzifo stuszno$¢ wykonania pomiaru
grubosci rogéwki jako badania podstawowego w diagnostyce. Uzy-
skane wyniki badan stanowia potwierdzenie stusznosci zastosowania
keratoplastyki drazacej jako postepowania terapeutycznego w przy-
padku tego schorzenia. Przeszczep warstwowy i laserowa fotoablacja
nie miatyby zastosowania ze wzgledu na umiejscowienie zmian
réwniez w srodbtonku. Wynik badania rodziny opisywanego pacjenta
byt typowy dla choroby dziedziczonej autosomalnie recesywnie.
Réwniez on potwierdzit diagnoze, ktéra jest istotna takze dla okresle-
nia ryzyka wystapienia schorzenia u dzieci chorego. Poza przypadka-
mi, w ktdrych rodzice sg spokrewnieni, jest ono niewielkie, w odréz-
nieniu od ryzyka wystepujgcego w dystrofii ziarnistej i siateczkowa-
tej, dziedziczonych autosomalnie dominujgco, wynoszacego 50%.
Prawidtowo postawione rozpoznanie choroby wyjasnia przyczyne
wystepowania nawracajacych ubytkéw nabtonka, charakterystycz-
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Immunofenotyp

1A Il

poziom siarczanu keratanu w surowicy

nieoznaczalny

nieoznaczalny obnizony lub prawidfowy

wynik reakgji specyficznych przeciwciat
z siarczanem keratanu zawierajgcym

reszty sulfonowe

brak reakdji

reakcja pozytywnaw istocie
wtasciwej, btonie Descemeta,
keratocytach i endotelium

reakcja pozytywna
w pojedynczych
keratocytach

Tab. I.
Tab. I

Immunofenotypy dystrofii plamkowatej rogéwki.
Immunophenotypes of the macular corneal dystrophy.

Typ dystrofii

Specyficzny odczynnik

dystrofia plamkowata

bfekit alcianu

dystrofia ziarnista

trichrom Massona

dystrofia kraciasta

czerwien Kongo

dystrofia Avellino

bfekit alcianu, czerwien Kongo

Tab. Il. Specyficzne barwienie w réznych typach dystrofii zrebu rogéowki.
Tab. Il. Specific staining in various types of stromal corneal dystrophy.

nych dla tego schorzenia. Wszystkie typy DPR dajg taki sam obraz
kliniczny i wymagajq identycznego leczenia. Jednakze ich okreslenie
mogfoby miec¢ znaczenie prognostyczne ze wzgledu na opisywanie
czestszego wystepowania nawrotow w obrebie przeszczepu w przy-
padkach z drugim typem dystrofii. Badania pozwalajace zrozumiec
patomechanizm powstawania choroby by¢ moze w przysztosci umoz-
liwig leczenie substytucyjne lub zastosowanie terapii genowej.

Whioski

Diagnostyka histologiczna i ultrastrukturalna stanowi
potwierdzenie rozpoznania dystrofii plamkowatej rogowki.

Badaniami pomocnymi w postawieniu prawidtowego rozpo-
znania s analiza drzewa genealogicznego oraz ultradzwigkowy
pomiar grubosci rogowki.
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