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Santrumpos

AH - vandeninis humoralinis skystis (angl. agueous humour)

ATP - adenozino trifosfatas (angl. adenosine triphosphate)

AVEF- arterioveninés fistulés (angl. arteriovenous fistulas)

BDNF — smegeny kilmés neurotrofinis faktorius (angl. brain-derived neurotrophic factor)
bFGF - fibroblasty augimo faktorius (angl. fibroblast growth factor)

CAMP - ciklinis adenozino monofosfatas (angl. cyclic adenosine monophosphate)

CCT - centrinés ragenos storis (angl. central corneal thickness)

CDR - jdubos ir disko santykis (angl. cup-to-disk ratio)

Cx43 - koneksing 43 koduojantis genas (angl. gene connexin 43)

DIDS - dizotiociano-stilbenedisulfoniné riigstis (angl. 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-
stilbenedisulfonic acid)

ECM - tarplasteliné medziaga (angl. extracellular matrix)

EGF - pagrindinis epidermio augimo faktorius (angl. basic epidermal growth factor)
EVP - episkleriniy veny spaudimas (angl. episcleral venous pressure)

GAG:s - glikozaminoglikanai (angl. glycosaminoglycans)

ICAM-1 - tarplastelinés adhezijos molekulé 1 (angl. intercellular adhesion molecule — 1)
IEEVP - idiopatinis padidéjusiy episkleriniy veny spaudimas (angl. idiopathic elevated
episcleral venous pressure)

IOP - akispudis (angl. intraocular pressure)

JCT - jukstakanalikuliarinis tinklas (angl. juxtacanalicular meshwork)

MMPs - matricos metaloproteinazés (angl. matrix metalloproteinases)

NGF - nervy augimo faktoriaus (angl. nerve growth factor)

NOS-2 - azoto oksido sintazé-2 (angl. nitric oxide synthase-2)

RGC - tinklainés ganglinés Igstelés (angl. retinal ganglion cell)

ROS - aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

SC - Slemo kanalas (angl. Schlemm's canal)

SSN - virSutinis seilinis branduolys (angl. superior salivatory nucleus)

TGF - transformuojantis augimo faktorius (angl. transforming growth factor)

TM - trabekulinis tinklas (angl. trabecular meshwork)

TNF- a - naviko nekrozés faktorius - alfa (angl. tumor necrosis factor-alpha)



IVADAS

Pasaulio Sveikatos Organizacijos duomenimis (angl. Worl Health Organization, 2002),
glaukoma yra antra pagrindiné aklumo priezastis visame pasaulyje. AukStas akispudis, kuris
paprastai yra nustatomas glaukominése akyse, yra svarbiausias glaukomos neurodegeneracijos
vystymosi ir progresavimo rizikos veiksnys. Aukstas akispudis lemia regos nervo atrofija,
tinklainés gangliniy lasteliy mirtj ir galiausiai regos paradima. Padidéjusio akisptidzio
patofiziologija yra gana sudétinga, o procesas vis dar néra iki galo pilnai suprantamas. Be to,
yra sunku tirti austo akispiidZio patofiziologija Zmonése. Taip pat, pagal naujy vaisty
registravimui nustatytus reikalavimus, kuriamy naujy vaistiniy preparaty saugumas ir
efektyvumas pirmiausia turi buti patikrintas iki klinikiniuose gyviiny modeliuose. Todé¢l, yra
kuriami jvairis eksperimentiniai auk$to akispidzio gyviny modeliai, siekiant suprasti

patologinius ir farmakologinius mechanizmus susijusius su padidéjusiu akisptidziu.

Vienas i$ populiariausiy auks$to akispiidzio gyviny modeliy tai episkleriniy veny
fotokoaguliacija lazeriu. Taciau, Sis modelis turi keleta apribojimy, tokiy kaip sudétinga
modelio indukcija, auksta jrangos kaina, o pakiles akisptdis issilaiko tik kelias dienas. Todél
Siame darbe yra pristatomas Kitas, mazai nagrinétas, polyiakrilinés rugsties (karbomero)
indukuotas auksto akispiidzio modelis, kurio efektyvumas bus palyginamas su lazerio

indukuotu auksto akisptidzio modeliu.

Sio tyrimo tikslas yra palyginti lazerio ir karbomero indukuotus auksto akispiidzio modelius

Long Evans Ziurkeése.

Tikslui pasiekti buvo i$sikelti Sie uzdaviniai:
e Nustatyti efektyvig karbomero koncentracijg karbomero indukuoto auksto akisptudzio
modelyje;
o Nustatyti efektyvy lazerio Suviy skaiciy lazerio indukuoto auksto akisptdzio modelyje;
e Nustatyti karbomero ir lazerio indukuoty auksto akisptidzio modeliy veiksminguma
gydant timololiu;
e Palyginti lazerio ir karbomero indukuotus auksto akispiidZzio modelius Long Evans

ziurkése.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Vandeninio humoralinio skysc¢io dinamika

Vandeninis humoralinis skystis (angl. aqueous humour, AH) yra gaminamas ziedo
formos krumplyne (angl. ciliary body), i§ kurio iSsiSakoja lapeliy formos projekcijos -
krumplyno ataugos (angl. ciliary processes), esanc¢ios uzpakalinéje kameroje (angl. posterior
chamber) (zr. 1.1 paveiksla) (Gabelt ir kt., 2006). Mazas krumplyno dydis, sunkiai prieinama
vieta bei sudétinga kraujagysliy struktiira apsunkina vandeninio humoralinio skyscio
formavimosi ir pasisalinimo tyrimus. Be to zondai, kurie padéty nustatyti vandeninio
humoralinio skyséio tekéjimo lgstelinius procesus — galimai sutrikdo normaliag AH funkcija.
Taip pat dirbant su anestezuotais gyvinais, anestezijos agentai turi jtakos normaliems
vandeninio humoralinio skys¢io procesams, 0 tyrimai atliekami dirbant In Vitro su krumplyno
epitelinémis lgstelémis yra riboti, nes yra prarandama normali krumplyno kraujotaka. Tad,
duomenys sukaupti dirbant su eksperimentiniais gyvinais ar Igsteliy kultiromis dalinai remiasi
mokslininky prielaidomis, ta¢iau yra gerai zinoma, jog krumplyne gaminamas vandeninis
humoralinis skystis iSteka tradiciniu ir netradiciniu keliu ir atlieka svarby vaidmen] akispiidzio

palaikyme, visa tai i§samiau aptariama zemiau esanciuose skyriuose (Goel ir kt., 2010; Gabelt
ir kt., 2006).

| Rainelé

Ragena ——> Uzpakaliné kamera
I Slemo
Priekine kanalas

kamera

Lesiukas O
Krumplynas

Krumplyno ataugos

1.1 pav. Akies struktiira. Juodomis rodyklémis pazymétos priekinés ir uzpakalinés kameros
sudedamosios dalys (Stamper ir kt., 2009)



1.1.1. Vandeninis humoralinio skys¢io formavimasis

Vandeninis humoralinis skystis yra sudarytas i§ jony (pvz. Na*,K*, Cl~, HCO3),
mazos molekulinés masés medziagy (pvz. gliukozés, vitaminy, aminoriigsciy), didelés
molekulinés masés medziagy (pvz. baltymy) ir kity medziagy. Sis skystis yra gaminamas
krumplyno ataugose, kurios yra sudarytos i§ pigmentinio epitelio nukreipto j krumplyno stromg
ir nepigmentinio epitelio nukreipto j uzpakaling kamerg (Civan ir Macknight, 2004) (zr. 1.2
paveikslg). Krumplyno ataugas, maitina ilgos uzpakalinés ir trumpesnés priekinés Krumplyno
arterijos, kurios formuoja pagrindinj krumplyno arterinj ratg (angl. major arterial circle). I8
arterinio rato i$siSakoja arteriolés j kiekvieng i§ krumplyno ataugy ir atlicka svarby vaidmenj
kraujo tekéjimo reguliavime ir vandeniniame humoralinio skys¢io formavimosi procese (Goel
ir kt., 2010). Kraujui tekant krumplyno ataugy kapiliarais, apie 4% vandens ir jame tirpiy
medziagy filtruojasi per kapiliary sieneles | Krumplyno stroma, $is skys¢io pratekéjimas pro
pusiau pralaidzig membrang yra vadinimas ultrafiltracija (angl. ultrafiltration) (Goel ir kt.,
2010). Krumplyne AH skysCio judéjimas yra palengvinamas osmosiniu gradientu ir
hidrostatiniu slégiu (Tamm, 2010). Nors ultrafiltracija padeda skys¢iui i§ kapiliary patekti ]
krumplyno stroma, tac¢iau vien joS nepakanka vandeninio humoralinio skyscio tirio
formavimuisi. Tad, kitas svarbus AH formavimosi procesas yra aktyvi transportacija (angl.
active transportation), kuri yra apie 80 - 90 % atsakinga uz vandeninio humoralinio skysc¢io
susiformavimg.

Aktyvi transportacija - tai nuo energijos priklausantis procesas, kurio metu medziagos
keliauja per membrang prie§ savo elektrocheminj gradientg (Gabelt ir kt., 2006). Vienakrypte
vandeninio humoralinio skysc¢io sekrecijg i§ stromos j uzpakaling kamera sudaro trys nuosekliis

zingsniai (zr. 1.2 paveiksla):

e Jony peréjimas i$ krumplyno stromos j pigmentinio krumplyno epitelio Iasteles;
e Jony peréjimas i$ pigmentiniy krumplyno epitelio Igsteliy | nepigmentinj
krumplyno epitelj;

e Jony per¢jimas 1§ nepigmentinio krumplyno epitelio ] uzpakaling kamers.



Krumplyno
ataugos stroma

Glaudzioji jungtis

Pigmentinis
epitelis
Plysiné jungtis
Nepigmentinis
epitelis

Uzpakaline 1 T
kamera — cpioro jony  Natrio-kalio
kanalas pompa

1.2 pav. Krumplyno ataugy struktiira. Juodomis rodyklémis pazZymétos krumplyno ataugos
sudedamos dalys (Stamper ir kt., 2009)

Pirmo zingsnio metu, jony peréjimas i§ krumplyno stromos j pigmentinio epitelio
lasteles vyksta per glaudziasias jungtis (angl. tight junctions). Sis procesas vyksta
elektroneutraliy natrio — vandenilio (Na*/H™), chloro — bikarbonato (C1=/HCO3) antiporteriy
bei natrio — kalio — chloro (Na*-K~-2Cl~) simporterio pagalba, kuriy metu yra aktyviai
perneSamas natris (Na*), chloras (C17) ir kiti jonai i§ stromos j pigmentines krumplyno Igsteles
(Civan ir Macknight, 2004). Izoliuoto krumplyno epitelio elektrofiziologiniai tyrimai rodo, jog
Sie antiporteriai ir simporteris yra ypatingai svarbGs vandeninio humoralinio skysc¢io
formavimosi metu. Counillon ir kolegy, 2000 atliktas tyrimas su jaucio krumplyno
pigmentinémis epitelinémis lgstelémis parodé, jog natrio — vandenilio antiporterio (Na*/H*)
inhibitoriai, tokie kaip kariporidas (angl. cariporide), etilo-izopropilio-amiloridas (angl. ethyl-
isopropyl amiloride) ar amiloridas (angl. amiloride), Zenkliai sumazina vandeninio humoralinio
skyscio gamyba ir gali buti naudojami kaip farmakologiniai glaukomos gydymo variantai. Jau
1998 metais Mclaughlin ir jo kolegy atlikto tyrimo, su triusio krumplyno epiteliu, rezultatai
parodé, jog naudojant chloro — bikarbonato (CI”/HCOj3) antiporterio inhibitoriy —
acetazolamidg (angl. acetazolamide) yra uzkertamas Kkelias chloro jony padidéjimui
pigmentinése ir nepigmentinése Krumplyno lgstelése, kas lemia sumazéjusig vandeninio

humoralinio skys¢io gamyba. Be to, tame paciame tyrime buvo rasta, jog uzblokavus natrio —
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kalio — chloro (Na™-K~-2Cl~) simporterj su bumetanidu (angl. bumetanide) taip pat sumazéja
chloro koncentracija abiejy tipy krumplyno epitelio lgstelése.

Kitas svarbus zingsnis vandeninio humoralinio skyscio aktyvios transportacijos metu
yra jony peréjimas i§ pigmentinio krumplyno epitelio j nepigmentinj krumplyno epitelj. Sis
procesas jvyksta plySiniy jung¢iy (angl. gap junctions) déka, kurios suteikia galimybe pereiti
jonams ar kitoms molekuléms, mazesnéms, nei 1000 daltony (Tamm, 2010). Jony perneSimas
per plySines jungtis tarp pigmentiniy ir nepigmentiniy lIgsteliy yra svarbus vandeninio
humoralinio skys¢io gamyboje. Calera ir kiti mokslininkai, 2009 atliko tyrima, kurio metu buvo
inaktyvuotas koneksing 43 koduojantis genas (angl. connexin43, Cx43), atsakingas uz plySiniy
jung¢iy susiformavimag, tarp krumplyno pigmentiniy ir nepigmentiniy lasteliy. Tyrimo
rezultatai parodé, jog Cx43 geno inaktyvavimas lemia mazesng¢ AH gamybg bei sumazéjusj
akisptdj (angl. intraocular pressure, I0P).

Paskutinis, bet ne maziaus svarbus, zingsnis vandeninio humoralinio skyscio
formavimosi aktyvios transportacijos metu, yra jony peréjimas i§ nepigmentiniy Krumplyno
epitelio lasteliy j uzpakaling kamera. Natris pasiekia uzpakaling kamerg per natrio-kalio pompa,
0 chloras per chloro jony kanalus esancius nepigmentuoto krumplyno epitelio bazolateralingje
membranoje. Siekiant patikrinti natrio — kalio pompos reik§minguma vandeninio humoralinio
skysC¢io formavimosi procese, buvo panaudotas anijony inhibitorius (dizotiociano-
stilbenedisulfoniné ragstis, DIDS), kuris salygojo AH jtekéjimo ] uZpakaling kamera
sumazgjimg (Shahidullah ir Delamere,2012). DIDS blokuoja natrio — bikarbonato
(Na*/mHCO3) transportg, taip sumazindamas natrio — vandenilio (Na*/H™) antiporterio
aktyvuma, todél sumazéja nepigmentiniy lgsteliy vidulgstelinis pH. Sumazéjes pH lygis
aktvuoja Src Seimos kinazes, kurios atlieka natrio-kalio pompy fosforilizacijg ir inhibicija.
Fosforilizuotos natrio-kalio pompos nepraleidzia natrio ir tai salygoja sumazéjusig vandeninio
humoralinio skys¢io gamyba (Civan, 2013). In Vitro tyrimai su krumplyno nepigmentiniy
lasteliy chloro kanalais (Mitchell ir kt., 1999; Carré ir kt., 2000) atskleidé, jog adenozinas (angl.
adenosine), prisijungdamas prie A3 adenozino receptriy, reguliuoja chloro kanaly aktyvumg ir
taip atlicka svarby vaidmenj vandeninio humoralinio skys¢io susidarymo procese.
Nepigmentiniy Igsteliy i$skirtas adenozino trifosfatas (angl. adenosine triphosphate, ATP) yra
metobolizuojamas j adenozing, kuris prisijungia prie G baltymg prisijungian¢io adenozino
receptoriaus (Yang ir kt., 2005). Aktyviis adenozino receptoriai, aktyvuoja chloro kanalus, tad
didéja vandeninio humoralinio skys¢io gamyba. Avila ir kity mokslininky, 2001 atlikto tyrimo
su pelémis rezultatai parod¢, jog A3 receptoriaus antagonistas (MRS 1191) sumazina
vandeninio humoralinio skysc¢io tekéjimg ir akisptidj. To paties tyrimo metu buvo pastebéta,

jog A2, adenozino receptoriai, taip pat atlicka svarby vaidmenj AH gamybos procese: A2



receptoriaus agonistas (CGS 21680) padidino, o antagonistas (ZM 241385) sumazino AH
gamybag ir peliy akisptidj. Taip pat vélesniuose Siy mokslininky tyrimuose (Avila ir kt, 2002)
buvo rasta, jog genetiskai modefikuotos pelés su inaktyvuotais A3 adenozino receptoriais
pasizyméjo sumazéjusiu IOP lyginant su kotrolinémis peléms. ISskirtas i§ krumplyno epitelio |
uzpakaline kamera, vandeninis humoralinis skystis teka tarp rainelés, l¢Siuko ir pro akies vyzdj

patenka j prieking kamerg (angl. anterior chamber).
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1.1.2. Vandeninis humoralinio skyscio iStekéjimas

Patekes | prieking kamerag AH yra surenkamas ir pasalinamas i§ akies trabekulinio
tinklo, Slemo kanalo ir episkleriniy veny déka, 0 §is skyséio istekéjimas yra vadinamas
tradiciniu istekéjimo keliu (angl. conventional outflow pathway) (Zr. 1.3 paveiksla).

Trabekulinis tinklas (angl. trabecular meshwork, TM) yra poréta strukttira, kurios
pagrindiné funkcija yra praleisti vandeninj humoralinj skystj bei sukurti pasipriesinima §io
skysc¢io nutekéjimui, kad akyje buty palaikomas akispudis (Keller ir Acott, 2013). Trabekulinis
tinklas yra sudarytas is$ trijy regiony, kurie skiriasi savo funkcija ir strukttra. Vienas i$ jy yra
uvealinis tinklas (angl. uveal meshwork), esantis arCiausiai priekinés kameros ir besitesiantis
nuo rainelés iki Svalbe linijos (angl. Schwalbe line) (Abu-Hassan ir kt., 2014). Uvealinis tinklas
yra sudarytas i§ trijy jungiamojo audinio pluosty (angl. beams) padengty endotelinémis
lastelémis ir atskirty dideliais (nuo 25 iki 75 um) tarpais. Dél dideliy pory esanéiy tarp pluosty,
uvealinis tinklas nesukelia didelio pasipriesinimo vandeninio humoralinio skyscio iStekéjimui
(Llobet ir kt., 2003). Salia uvealinio tinklo jungiasi korneosklerinis tinklas (anlg. corneoscleral
meshwork) sudarytas i§ 8-15 pluosty, taip pat padengty endotelinémis lastelémis, o tarpai tarp
ju yra Zenkliai maZesni (2-15 pm) nei uvealiniame tinkle (Tamm, 2015). Kuo gilesné
korneosklerinio trebekulinio tinklo dalis, tuo mazesni tarpai tarp pluosty, tad korneosklerinis
tinklas sukuria didesn] pasiprieSinimg vandeninio humoralinio skysc¢io istekéjimui, taciau ne
tokj didelj kaip treciasis trabekulinio tinklo sluoksnis - jukstakanalikuliarinis tinklas (angl.
juxtacanalicular meshwork, JCT) (Llobet ir kt., 2003). JCT yra laisvas jungiamasis audinys
tiesiogiai susijungiantis su vidingje Slemo kanalo dalyje esan¢iomis endotelinémis lastelémis
(Ahmad ir kt. 2014). JCT yra sudarytas i$ laisvai iSsidéscCiusios tarplastelinés medziagos (angl.
extracellular matrix, ECM), j kuria yra jsiterpusios JCT lastelés. Sios lastelés jungiasi
tarpusavyje, sudaro jungtis su ECM elementais integriny déka bei jungiasi su korneosklerinio
pluosty ir Slemo kanalo endotelio lastelémis (Ahmad ir kt. 2014). Tyrimai rodo, jog JCT
sluoksnio Igstelés ir tarplasteliné medZziaga, sudaryta i$§ proteoglikany, hialurono ragsties (HA),
IV tipo kolageno, laminino bei fibronektino, atlieka pagrindinj vaidmenj vandeninio
humoralinio skys¢io nutekéjimo pasipriesinimo procese. JCT lastelés pajutusios vandeninio
humoralinio skys¢io srauto padidéjima, aktyvuoja matricos metaloproteinazes (angl. matrix
metalloproteinases, MMPs), ir taip lokaliai sumazina ECM elementy skai¢iy, tad yra
uztikrinamas didesnis vandeninio humoralinio skys¢io kiekio nutekéjimas (Keller ir Acott,
2013). Jau 1998 metais Bradley ir jo kolegy atliktame tyrime, buvo pastebéta, jog padidéjus
AH skyscio srautui padidéjo ir MMP2 bei MMP14 lygiai. O metaloproteinazés aktyvumo

slopinimas naudojant TIMP — sumaZino vandeninio humoralinio skysgio nutekéjima. Siy
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fermenty aktyvinimas yra nukreiptas j struktiirinius ECM baltymus, pavyzdziui MMP2 ir
MMP14 skaido kolagena, o ADAMTS4 baltymas skaido versikang (angl. versican), tad JCT
sluoksnyje atsiranda didesni tarpai vandeniniam humoraliniam skysciui pratekéti (Keller ir
Acott, 2013). Taip pat, buvo rasta, jog glikozaminoglikanai (angl. glycosaminoglycans, GAGS),
proteoglikany Soninés grandinés, modifikuoja vandeninio humoralinio skyscio iStekéjima.
Siekiant nustatyti GAGs funkcija vandeninio humoralinio skyscio nutekéjimo procese, buvo
panaudoti cheminiai agentai (beta-ksilozidas, chloratas, sulfato inhibitorius) slopinantys GAGs
grandinés biosinteze (Keller ir kt., 2008). Tyrimo rezultatai parodé, jog GAGs biosintezés
slopinimas padidina skysé¢io nutekéjima perfuzuotuose kiauliy ir Zmoniy trebakulinio tinklo
lasteliy kulttrose. Vis dél to yra autoriy prieStaraujanciy S$iai teorijai (Gao ir kt., 2014), tad
GAGs poveikis AH istekéjimui iSlieka diskutuotinas. Kitos mokslininky grupés matavo
akispiidj genetiSkai modifikuotose pelése, neturinCiose specifiniy ECM elementy JCT
sluoksnyje. Siy tyrimy metu (Haddadin ir kt., 2009; Haddadin ir kt., 2012) buvo rasta, jog pelés
neturincios JCT tarplgstelinés medziagos baltymy (pvz. SPARC, TSP1 ir TSP2), pasizyméjo
mazesniu akisptidziu, nei Kontralateralinés grupés pelés.

Pratekéjgs pro trabekulinj tinklg, vandeninis humoralinis skystis pasiekia ovalios
formos Slemo kanalg (angl. Schlemm's canal, SC), kurio pagrindiné funkcija yra surinkti AH
i$ trabekulinio tinklo ir isleisti jj j episklerines venas bei sukurti pasipriesinimg vandeninio
humoralinio skys&io nutekéjimui, kad biity palaikomas akispidis. Slemo kanalo vidiné dalis
yra sudaryta i§ endoteliniy lasteliy, kurios reaguodamos j slégio gradientg formuoja nejprastas
strukttiras, Zinomas kaip milziniskos vakuolés (angl. giant vacuoles) (Abu-Hassan ir kt., 2014).
Milziniskos vakuolés lokalizuojasi iSorinéje endotelio dalyje, o jy dydis ir tankumas priklauso
nuo vandeninio humoralinio skysc¢io srauto stiprumo. Pagrindiné milZinisky vakuoliy funkcija
yra reaguoti j AH srauto poky¢ius ir,,iSsipu¢iant™ prisidéti prie pory susidarymo SC vidiniame
endotelyje. Taip pat, buvo rasta, kad apie 20 - 30 % milzinisky vakuoliy turi laidzias poras, ir
gali veikti kaip kanalai AH istekéjimo procese (Johnson, 2006). Didzioji dalis vandeninio
humoralinio skysc¢io j SC patenka pro vidiniame endotelyje susiformavusias tarplastelines (I-
poras) ir krastines poras (B-poras). Pory dydis vyrauja nuo 0,1 iki 2 mikrometry, 0 pralaidumas
nuo 200 iki 500 nanometry daleléms (Dautriche ir kt., 2015). Poros atsiranda tose vietose, kur
SC endotelio citoplazma yra pakankamai suplonéjusi ir susilieja virSuting ir apatin¢ plazminés
membranos (Stamer ir kt., 2015). Braakman ir jo kolegy, 2014 atlikto In Vitro tyrimo rezultatai
parodé, kad SC vidinio endotelio 1astelés reaguodamos j iStempima dél tam tikro skyscio srauto,
sudaro tiek tarplastelines, tiek krastines poras. Pory formavimasis yra mechaniSkai jautrus
procesas, kurj sukelia vandeninio humoralinio skyscio srauto padidéjimas, tad SC endotelio

lastelés turi savybe moduliuoti pory tankj ir charakteristikas (Braakman ir kt., 2014). Be to,
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tyrimai rodo, jog sumazéjes SC vidinio endotelio poringumas mazina vandeninio humoralinio
skysc¢io nutekéjimg ir didina akispudj (Overby ir kt., 2014), tad daugelis auksto akisptidzio
terapijos budy yra nukreipti butent j $iy pory tankio didinimg. Billas ir Svedbergas, 1972
apskaiciavo SC vidinio endotelio sukuriamg hidraulinj laidumg bei srauto pasiprieSinimg ir
padaré iSvadg, jog vidinis SC endotelis gali sudaryti apie 10% viso AH nutekéjimo
pasiprieSinimo.

Vandeninis humoralinis skystis pragjes pro Slemo kanala pasiekia piltuvélio formos,
endotelio i8klotus, kolektorinius kanalus (angl. collector channels). Kolektoriniai kanalai
susidaro i§ iSorinio Slemo kanalo endotelio, o jy pagrindiné funkcija yra pernesti vandeninj
humoralinj skystj j episklerines venas. Kolektoriy kanaly skai¢ius vyrauja, taiau paprastai jis
siekia apie 24-35 kanalus vienoje akyje (Bentley ir kt., 2016). Patekes j kolektorinius kanalus
vandeninis humoralinis skystis yra surenkamas trijy veniniy rezginiy esanéiy skirtinguose
odenos sluoksniuose, o véliau pasiekia episklerines venas. Veniniai rezginiai yra skirstomi j
gilyjj odenos veny rezginj (angl. deep scleral venous plexus), vidurinj odenos veny rezginj
(angl. mid scleral venous plexus) bei episklerinj veny rezginj (angl. episcleral venous plexus)
(Samples ir Ahmed, 2014).

Episklerinés venos (angl. episcleral veins) yra tolimiausias cirkuliacijos taskas
tradiciniame vandeninio humoralinio skysc¢io iStekéjimo procese. AH susimaiSes su krauju
episklerinése venose toliau patenka j bendrg kraujotakg. Susiformaves episkleriniy veny
spaudimas (angl. episcleral veinous pressure, EVP) yra svarbus kriterijus lemiantis vandeninio
humoralinio skyscio iStekéjimg ir yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy akispiidZio reguliavime.
Iprastai episkleriniy veny spaudimas vyrauja tarp 8 mmHg —10 mmHg, taciau gali kisti del
skirtingy matavimo techniky bei asmens fiziologinés biisenos. Episklerinés venos yra
intensyviai jnervuojamos parasimpatiniy, simpatiniy ir triSakio nervo skaiduly, kuriy
aktyvumas atlieka reikSmingg vaidmenj akispuidzio reguliavime. Strohmaier ir jo kolegy, 2013
atliktame tyrime, buvo stimuliuojamas Zziurkiy smegeny kamiene esantis virSutinis seilinis
branduolys (angl. superior salivatory nucleus, SSN), jnervuojantis akis. Tyrimo rezultatai
parod¢, jog SSN stimuliacija padidino Ziurkiy episkleriniy veny spaudima bei akispiidj. Be to
vandeninio humoralinio skyscio istekéjimui ir akispudzio palaikymui yra svarbus episkleriniy
veny plotis. Funk su kolegomis, 1996 iskélé hipoteze, jog kraujospiidj didinantis nitroprusidas
turéty padidinti episkleriniy veny plotj, episkleriniy veny spaudimg bei akispidj - tyrimo

rezultatai buvo teigiami.
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1.3 pav. Vandeninio humoralinio skyscio tekéjimas. Tamsiai mélyna rodykle pazymétas AH
tekéjimas is krumplyno j priekine kamerq, geltona rodykle pazymeétas tradicinis AH istekéjimo
kelias, sviesiai mélyna rodykle pazymeétas netradicinis AH istekéjimo kelias; AH — vandeninis
humoralinis skystis.

[$samiau tyringjant vandeninio humoralinio skyscio iStekéjimg mokslininkai suprato,
jog vandeninis humoralinis skystis gali biiti surenkamas ir paSalinamas ne tik tradiciniu btdu,
bet ir netradiciniu istekéjimo keliu (angl. unconventional outflow pathway) - per krumplyno
raumenj j supragyslaining ertme (angl. suprachoroidal space) (zr. 1.3 paveiksla). Bill ir jo
kolegy, 1965 atlikti tyrimai su bezdzionémis patvirtino $ig hipoteze. Tyréjai pro prieking
kamera praleisdavo jvairaus dydzio radioaktyviai paZenklintas molekules ir tyré skirtingus
kelius, kuriais medziagos palikdavo akj. Atlikty eksperimenty (Bill, 1965; Bill ir Hellsing,
1965) rezultatai parodé, jog apie 80% molekuliy pasisalino per tradicinj vandeninio
humoralinio skys¢io iStekéjimo kelig, taciau likusioji dalis buvo rasta krumplyno raumenyje.
Be to, Crawford ir Kaufman, 1987 atliktame tyrime naudotas pilokarpinas (angl. pilocarpine),
skatinantis krumplyno raumens susitraukimg, sumazinO tarpus tarp krumplyno raumeny
pluosty, ir buvo nustatytas mazesnis vandeninio humoralinio skys¢io iStekéjimas netradiciniu
keliu. O atropinas (angl. atropin) - muskarininis antagonistas, atpalaiduojantis krumplyno
raumenyj, padidino netradicinj AH istekéjima (Bill ir Walinder, 1966). Pateikti tyrimai rodo, jog

krumplyno raumens tonusas modifikuoja netradicinj vandeninio humoralinio skysc¢io srauta.
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Taip pat, eksperimentai atlikti leidziant j prieking kamerg torotrasto daleles (angl. thorotrast)
(Inomata ir kt., 1972) ar fluorescencinj dekstrang (angl. dextran) (Lindsey ir Weinreb, 2002),
parodé, jog vandeninis humoralinis skystis teka per iSilgus krumplyno raumeny pluostus j
supragyslainine ertme.

Nors yra zinoma, jog vandeninis humoralinis skystis teka per krumplyno raumen;j j
supragyslaining ertme, vis dél to, kur AH teka toliau ir kaip jis yra pasalinamas i$ akies, vis dar
iSlieka diskutuotinas klausimas. Dalis tyréjy (Bill, 1965; Kaufman, 1989) teigia, jog vandeninis
humoralinis skystis prasiskverbia pro odeng ir pereina j akiduobe, kur yra surenkamas
akiduobés kraujagysliy — uveasklerinis kelias (angl. uveoscleral pathway). Jau anksciau
minétame tyrime (Bill, 1965) nustaté uveasklerinj kelig sekdamas radioaktyviai pazyméty
dideliy molekuliy judéjimg. Pazymétos molekulés buvo rastos susikaupusios krumplyno
raumenyje, supragyslaininéje ertméje, odenoje bei akiduobéje. Vis dél to, panaudojus
mazesnius molekuliy Zymeklius buvo rastas kitas vandeninio humoralinio skys¢io nutekéjimo
kelias. Suleidus kontrastuojancias daleles j prieking bezdzionés akies kamerg buvo pastebéta,
jog nemaza dalis zymeklio susikaupia vortekso venose (angl. vortex veins) (Pederson ir kt.,
1977), tad buvo iskelta teorija, jog netradiciniu biidu keliaujantis humoralinis skystis yra
absorbuojamas gyslainéje ir pasalinamas i§ akies per vortekso venas, 0 §j skysc¢io iStekéjimo
buida pavadino uveovorteksiniu keliu (angl. uveovortex pathway). Trecia uveolimfinj kelig (angl.
uveolymphatic pathway) vandeninio humoralinio skys¢io netradicinj istekéjimo kelig neseniai
pasiiilé Yiicel su kolegomis, 2009. Tyréjy nuomone AH pasiSalina per limfines kraujagysles
esancias krumplyne. Autoriams suleidus radioaktyviai pazymétg albuming j aviy akies prieking
kamerg, 1-2% zymeklio buvo rasta susikaupe limfmazgiuose ir limfinése kraujagyslése

(Pederson ir kt., 1977).
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1.1.3. Vandeninio humoralinio skys¢io funkcija

Vandeninis humoralinis skystis tiekia deguonj, vitaminus bei maisto medZziagas, tokias
kaip gliukozé ir aminortigstys, j nevaskuliarizuotas l¢Siuko, rainelés, ragenos bei trabekulinio
tinklo dalis (Welge-Luen ir kt., 2001). Tiriant vandeninio humoralinio skys¢io funkcija, buvo
pastebéta, jog AH yra atsakingas uz askorbato ragsties (vitamino C) transportg. Vitaminas C
akyje veikia kaip antioksidantas, apsaugantis akj nuo zalingy laisvyjy radikaly ir toksiny
poveikio. Vandeniniame humoraliniame skystyje askorbato riigsties koncentracija yra mazdaug
15 karty didesné nei plazmoje, o tai rodo, jog vitaminas C galimai apsaugo nuo zalingy veiksniy
atsirandanc¢iy akyje (Hah ir kt., 2017). Be to, buvo rasta mazesné vitamino C koncentracija
glaukominiy (Leite, 2009) bei kataraktiniy (Wei ir kt., 2016) akiy, vandeniniame
humoraliniame skystyje.

Taip pat yra zinoma, jog AH yra gausu augimo faktoriy, tokiy kaip transformuojantis
augimo faktorius (angl. transforming growth factor, TGF), fibroblasty augimo faktorius (angl.
fibroblast growth factor, bFGF) bei pagrindinis epidermio augimo faktorius (angl. basic
epidermal growth factor, EGF), skatinaniy lasteliy augima, dauginimasi, gijima bei
diferenciacijg. Jau 1998 metais atlikto Wallentin ir kity mokslininky, tyrimo metu buvo
pastebéta, jog triusiy akys su katarakta turéjo padidéjusj augimo faktoriaus - TGF-B2 kiekj
lyginant su sveikomis akimis, o tyréjy atlikta eksperimentiné kataraktos chirurginé operacija
sumazino TGF-B2 koncentracija triusiy akiy vandeniniame humoraliniame skystyje. Be to,
buvo rasta, jog augimo faktoriaus - TGF-a lygis padidéjo katés AH po ragenos endotelio
suzalojimo, tad autoriai teigia, jog TGF- a yra galimai atsakingas uz autokrininiy zaizdy gijima
akyje (Rotatori ir kt., 1994). Majima, 1995 atlikto In Vitro eksperimento rezultatai parodé, jog
AH esantis epidermio augimo faktorius stimuliuoja l¢siuko endoteliniy lasteliy dauginimasi. O
Inoue ir Kity, 2012 atliktame tyrime $alia kity augimo faktoriy buvo rastas EGF padidéjimas
kataraktinése zmogaus akyse. Be to, neseniai atlikto tyrimo metu (Cheng ir kt., 2019) buvo rasti
padidéje bFGF bei EGF lygiai akyse su uvealine melonoma (angl. uveal melanoma).

Salia to, vandeninis humoralinis skystis pasalina medziagy apykaitos produktus ir
toksines medZziagas, tokias kaip pieno ragstis ir anglies dioksidas bei dalyvauja imuniniame
atsake. Jau anks¢iau minétame tyrime (Cheng ir kt., 2019) buvo rasta padidéjusi citokiny (IL-
6; IL-8) koncentracija vandeniniame humoraliniame skystyje, akyse su uvealine melanoma. O
tarplgstelinés adhezijos molekulés 1 (angl. intercellular adhesion molecule — 1, ICAM-1)
padidéjimas yra randamas diabetinés makulos edemos metu ir ICAM-1 gali biti traktuojama

kaip $ios ligos biomarkeris (Hillier ir kt., 2017). Be to, padidéjusi citokino - interleukino 8 (angl.
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interleukin 8) koncentracija yra siejama su auksto akisptdzio lemiamu uzdegimu glaukominése
akyse (Huang ir kt., 2014).

Galiausiai viena i§ svarbiausiy vandeninio humoralinio skyscio funkcijy yra akispidzio
palaikymas, kuris yra svarbus akies strukttriniam ir optiniam vientisumui (Ahmad ir kt. 2014).
Bitent vandeninio humoralinio skys¢io déka sukurtas akispudis palaiko akies obuolio rutulio
formg bei jtempia akies obuolio sieneles. Pagrindiniai akisptidj lemiantys veiksniai yra
vandeninio humoralinio skys¢io formavimasis, iStekéjimas ir episkleriniy veny spaudimas
(Ahmad ir kt. 2014). Sie veiksniai yra tarpusavyje susij¢ pagal Goldmano lygtj: Po = F/C +P,,,
kur Py yra akispudis, matuojamas gyvsidabrio stulpelio milimetrais (mmHg), F — vandeninio
humoralinio skys¢io susiformavimo greitis, matuojamas mikrolitrais per minute (pl/min), C —
vandeninis humoralinio skyscio iStekéjimas, matuojamas mikrolitrais per minute gyvsidabrio
stulpelio milimetre (ul/min/mmHg), o Pv - episkleriniy veny spaudimas, matuojamas
gyvsidabrio stulpelio milimetrais (mmHg). I$ pateiktos Goldmano lygties akivaizdu, jog
akispudis didés, kai padidés vandeninio humoralinio skys¢io formavimasis, padidés
episkleriniy veny spaudimas, arba sumazés AH istekéjimo apimtys. Akisptidis yra matuojamas
tonometru (angl. tonometer), o prietaise esantis zondas neinvaziskai prisiliesdamas prie akies
ragenos iSmatuoja IOP gyvsidabrio stulpelio milimetrais (mmHg). Akispudis sveikuose
zmongése varijuoja tarp 10 mmHg ir 20 mmHg, o vidutiné akisptidzio verté siekia 15,5 mmHg
su 2,75 mmHg svyravimais (Tai ir kt., 2005). Laboratoriniuose gyviinuose $ie skaiciai Siek tiek
Kinta, pavyzdziui Lewis Ziurkése vidutiné IOP verté yra 17.30 mmHg + 5.25 mmHg (Mermoud
ir kt., 1994), Wistar ziurkése 11.4 mmHg + 0.8 mmHg (Smedowski ir kt., 2014), Long Evans
ziurkése 10.5 mmHg + 0.9 mmHg (Gurdita ir kt., 2017). C57BL/6 pelése IOP vidurkis siekia
9.8 mmHg + 3.9 mmHg (Danias ir kt., 2003), o Naujosios Zelandijos ir Dutch Belted triusiuose
akispudis vyrauja tarp 15 mmHg ir 23 mmHg (Vareilles ir kt., 1977).

Atliekant vis daugiau eksperimenty, buvo nustatyti jvairiis faktoriai darantys jtaka
akisptidzio svyravimui, vienas i$ jy centrinés ragenos storio variacija (angl. central corneal
thickness, CCT). Bendroje populiacijoje, yra randami CCT skirtumai tarp skirtingy rasiy bei
amziaus grupiy. Fern ir jo kolegy, 2012 atliktame tyrime buvo rasta, jog suaugusiyjy afro-
amerikieCiy centrinés ragenos storis buvo plonesnis, o IOP mazesnis, lyginant su kitomis
etninémis grupémis. Esporcatte ir kity, 2015 atliktame tyrime buvo rasta teigiama koreliacija
tarp sveiky tiriamyjy CCT ir IOP: storesné centriné ragena tiesiogiai koreliavo su aukStesniu
akisptdziu. Be to, yra zinoma, jog ragena su amziumi storéja dél ragenos kolageno poky¢iy, ir
dél to didéja akispudis. Tonnu ir jo kolegy, 2005 atliktame tyrime buvo nustatyta, jog sveikiems
asmenims akispudis padidéja apie 0,5 mmHg per deSimtmetj, tad nuo 20-ties iki 90-ties

akispudis padidéja mazdaug 3,2 mmHg. Atlikti eksperimentai su gyviinais taip pat rodo, jog
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akisptdis gali kisti priklausomai nuo amziaus. Cone ir kity, 2012 atliktame tyrime jauny (2
ménesiy) C57BL/6 peliy vidutinis IOP buvo zenkliai mazesnis (10.4 + 2.9) mmHg, nei seny (8
ménesiy) peliy akispudis (12.4 + 4.2) mmHg.

Kitas svarbus veiksnys darantis jtakg akispudzio svyravimui, tai lytis. Ejimadu ir jo
kolegos, 2018 istyré 100 sveiky tiriamyjy ir gauti rezultatai parodé, jog vyrai turéjo didesnj
akisptdj (17.45 mmHg), nei tyrime dalyvavusios moterys (15.26 mmHg). Tiriant glaukomg
turiniy pacienty akisptidj, buvo pastebéta, jog vyry akisptdis buvo reikSmingai didesnis (23,7
+0,99) mmHg nei motery (18,8 +0,61) mmHg (Osaiyuwu ir kt., 2018). Mokslininky nuomone,
su lytimi susijes akispiidzio skirtumai gali kilti dél moteryse esancio lytinio hormono -
estrogeno, kuris mazina simpatinj aktyvuma ir todél mazéja akispiidis (Dane ir kt. 2003).

Vienas didziausiy veiksniy daranciy jtakg akiSpudzio svyravimui yra paros laikas. Per
24 valandas sveikiems Zzmonéms IOP paprastai pakinta nuo 2 mmHg iki 6 mmHg dél netobulos
vandeninio humoralinio skys¢io formavimosi ir iStekéjimo sinchronizacijos (Giaconi ir kt.,
2016). Didziausias IOP pastebimas dienos eigoje, dazniausiai sveiki Zzmonés pasiekia IOP pika
vidurdien;j (18.3 = 2.7) mmHg, 0 maziausias akisptdis pastebimas naktj ir anksti ryte (15.9 +
2.4) mmHg (Caiado ir kt., 2014). Toks IOP svyravimas yra dél sumazéjusio vandeninio
humoralinio skysc¢io formavimosi naktj ir padidéjusio dienos metu (Goel ir kt., 2010). Autoriy
nuomone, AH susiformavimo kiekis miego metu yra dvigubai mazesnis, nei pirmojo
prabudimo metu, tikétinai dél sumazéjusios krumplyno epitelio stimuliacijos naktj. Nors
nedidelis IOP svyravimas yra normalus fiziologinis reiskinys, vis dél to didesné kaip 10 mmHg

IOP variacija dienos eigoje yra siejama su ankstyvaja glaukoma (Leidl ir kt. 2014).
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1.2. AukSto akispiidzio etiologija ir patogenezé

Kaip ir minéta ankstesniame skyriuje, pagrindiniai faktoriai lemiantys akisptdzio
padidéjima, tai sutrikes vandeninio humoralinio skys¢io iStekéjimas, padidéjes episkleriniy
veny spaudimas ir padidéjes AH formavimosi greitis. Aukstas akispiidis salygoja akyje
atsirandancias patologijas, tokias kaip regos nervo atrofija, tinklainés gangliniy lasteliy (angl.

retinal ganglion cell, RGC) mirtj bei galiausiai regos praradima.
1.2.1. Faktoriai lemiantys akispuidZio padidéjima

Vienas i§ pagrindiniy faktoriy lemianéiy padidéjusj akispudj, tai sutrikes vandeninio
humoralinio skyscio istekéjimas, galimai atsirandantis dél: Sumazéjusio trabekulinio tinklo
lasteliy skaiéiaus; trabekulinio tinklo tarplastelinés medziagos poky¢iy; Slemo kanalo poky¢iy.
Stebédami molekulinius poky¢ius atsirandancius trabekuliniame tinkle, mokslininkai nustate,
jog lgsteliy skaicius trabekuliniame tinkle su amziumi bei sergant glaukoma, mazéja. Jau 1987
metais Grierson ir Howes apskai¢iavo, jog visame trabekuliniame tinkle 20-ties mety asmenims
buvo apie 763 000 Iasteliy ir Sis skaicius sumazéjo iki 403 000 lgsteliy sulaukus 80 mety
amziaus, autoriai nustaté, jog per metus prarandama 6000 lasteliy. Kadangi lastelés trabekulinio
tinklo JTC regione yra atsakingos uz padidéjusio AH srauto aptikima, tai sumazgjgs lasteliy
skaiCius apriboja audinio galimybes aptikti ir reaguoti j aukstg akisptdj (Keller ir Acott, 2013).
Trabekulinio tinklo Igsteliy sumazéjimo priezastis vis dar néra iki galo zinoma, taciau buvo
pasitlyti keli mechaninai, tokie kaip: lasteliy migracija, aktyvi fagocitozé bei oksidacinis
stresas. Pasak Hogg ir kity, 2000, trabekulinio tinklo lastelés, iSprovokuotos tam tikry stimuly
(pvz. uzdegimo), tampa aktyvios, atsiskiria nuo kaimyniniy lasteliy, pakeicia formg ir migruoja
i Slemo kanalg. Be to,Hogg ir kolegy, 1995 atliktame In Vitro tyrime, buvo pirma karta
parodyta, jog vandeninis humoralinis skystis veikia kaip trabekulinio tinklo Igsteliy migracijos
stimuliatorius. Autoriy nuomone, AH pasizymi motogeniniais (angl. motogenic) veiksniais ir
stimuliuoja trabekulinio tinklo lasteliy migracija. Kitas svarbus veiksnys galimai salygojantis
lasteliy mazéjimg trabekuliniame tinkle, tai Igsteliy vykdoma aktyvi fagocitozé. Pasak,
Grierson, ir Hogg, 1995 trabekulinio tinklo Igsteliy aktyvi fogocitozé uzima daugiau nei 50%
lastelés pavirSiaus membranos. Autoriy nuomone, kai didelis energijos kiekis yra skiriamas
fagocitozei, lasteliy pasidalijimo tikimybé yra slopinama, tad mazéja lasteliy skaiius
trabekuliniame tinkle. Ty paciy mokslininky atliktas tyrimas su trabekulinio tinklo Igsteliy
kultura, parod¢, jog veikiant Igsteles su vis didesne mikrosfery koncentracija, TM lasteliy

replikacijos laipsnis vis mazéjo, nes jos vis labiau jsitrauké j fagocitozés procesa. Galiausiali,
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vienas svarbiausiy faktoriy sglygojanciy trabekulinio tinklo lasteliy mazéjima — tai oksidacinis
stresas. D¢l kai kuriy iSoriniy faktoriy yra pazeidziama oksidaciné kiino pusiausvyra, tad
atsiranda tam tikri patologiniai poky¢iai (Zhao ir kt., 2016). Kadangi trabekulinis tinklas yra
labiausiai oksidaciniam stresui jautrus audinys priekinéje kameroje, tai aktyvios deguonies
formos (angl. reactive oxygen species, ROS) gali padaryti daug zalos: pazeisti TM lasteliy ir
mitochondrijy DNR, paveikti lasteliy ciklo progresa, skatinti lgsteliy sené¢jima ir létinj
uzdegima bei sukelti lasteliy apaptoze (Zhao ir kt., 2016). Pasak Sacca, 2015 oksidacinis stresas
sukelia mitochondrijy DNR pazeidima, kas salygoja Iasteliy apaptoze ir 1asteliy sumazéjima
trabekuliniame tinkle.

[Ssamiau nagrinéjant vandeninio humoralinio skys¢io iStekéjimo pokycius,
salygojancius auks$tg akispiidj, pastebima, jog svarby vaidmen] atlicka trabekulinio tinklo
tarplgstelinés medziagos elementai. Pasak, Abu-Hassan ir jo kolegy, 2014 tarpusavyje
sgveikaujantys trabekulinio tinklo ECM komponentai sudaro nuosédas, blokuojancias
vandeninio humoralinio skys¢io iStekéjimo kelig pro trabekulinj tinklg. ECM baltymas —
kokchlinas (angl. cochlin) glaukominése pelése dél mechaninio streso multimerizavosi ir
suformavo nuosédas, kurios salygojo AH kaupimasi, padidé¢jusj akisptidij ir regos nervo atrofija
(Bhattacharya ir kt., 2005). Taip pat, su amziumi ar susirgus glaukoma trabekulinio tinklo JCT
regione pradeda kauptis i$ tarplastelinés medziagos susiformave fibriliniai elementai, vadinami
— apnasy medziagomis (angl. plague material) (Abu-Hassan ir kt., 2014). Nors tikslus $iy
apnasy medziagy mechanizmas vis dar néra aiSkus, tyrimai rodo, jog apnasy medziagy kiekis
yra zenkliai didesnis glaukominése, nei sveikose akyse (Gottanka ir kt., 1997). Be to, ECM
pokyciai, atsirandantys dél kalogeny disfunkcijos ir struktiirinio pakitimo, turi jtakos TM
funkcijai ir vandeninio humoralinio skyscio istekéjimui (Huang ir kt., 2013). Padidéjes VI tipo
kolageno kiekis apgaubia jungiamuosius pluostus ir blokuoja AH pratekéjima trabekuliniame
tinkle (Hann ir kt., 2001). Aihara ir Kiti, 2003 sieké jvertinti akisptidj transgeninése pelése,
turin¢iose [ tipo kolageno koduojan¢io geno mutacija. Tyrimo rezultatai parode¢, jog
transgenineés pelés turéjo statistiSkai reikSmingai aukStesnj akispiidj, lyginant su sveikomis
pelémis. Be to, pastaruoju metu, buvo rastas stiprus rySys tarp ECM standumo (angl. stiffness)
ir auksto akisptidzio (Wang ir kt., 2017). Trabekulinio tinklo Igsteliy susitraukimas skatina
ECM reorganizacija, tad buvo iSkelta hipotezé, jog padidéjusi TM lgsteliy susitraukimo biisena
yra galimai susijusi su ECM standumu (Wang ir kt., 2017).

Taip pat, moksliniai tyrimai rodo, jog Slemo kanalo poky¢iai galimai lemia padidéjusj
akispidi, pavyzdziui Slemo kanale esanéiy, milzinisky vakuoliy bei tarplgsteliniy ir krastiniy
pory kiekis koreliuoja su padidéjusiu akispudziu. Andrés-Guerrero ir Kiti, 2017 lygino

tarplasteliniy ir krastiniy pory kiekj glaukominése ir sveikose akyse. Tyrimo rezultatai parode,
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jog glaukominés akys pasizyméjo 80% mazesniu pory tankiu (160 poros/mmz2) lyginant su
sveikomis akimis (835 poros/mmz2). Be to, yra pastebimas milzinisky vakuoliy praradimas
glaukominése akyse (Abu-Hassan ir kt., 2014). Tiksli milzinisky vakuoliy bei pory kiekio
sumazéjimo priezastis vis dar néra aiSki, bet manoma, kad tai susije¢ su padidéjusiu SC
standumu. Kadangi poros susiformuoja susiliejus virSutinei ir apatinei SC endotelio
plazminéms membranoms, tai padidéjes Slemo kanalo standumas slopina SC deformacija ir
pory susiformavima (Stamer ir kt., 2015). Sig hipoteze patvirtino Overby ir jo kolegy, 2014
atliktas tyrimas, kuriame buvo rasta stipri koreliacija tarp padidéjusio SC standumo ir
sumazgéjusio pory susiformavimo kiekio. Be to, sumazé&jusj milzinisky vakuoliy bei pory kiekj
galimai lemia sutrikes SC lasteliy prisitvirtinimas prie tarplastelinés medziagos ir kaimyniniy
lasteliy (Stamer ir kt., 2015). Dél sutrikusio lgsteliy prisitvirtinimo pastebima SC endotelio
lasteliy migracija, taip pat galimai prisideda prie padidéjusio akispiidzio. Be to mokslininkai
analizuojantys anatomines Slemo kanalo charakteristikas, pastebéjo su amziumi ir su glaukoma
susijusius Slemo kanalo morfologinius poky¢ius. Asmenys turintys auksta akisptidj pasizymi
sumazéjusiu Slemo kanalo skersmeniu bei ilgiu, 0 tokie pokyciai salygoja padidéjusi
pasiprieSinimg AH istekéjimui ir auksta akisptidj. Hamanaka ir jo kolegy, 2016 atlikto tyrimo
rezultatai parodé reik§mingai trumpesnj Slemo kanala glaukominése akyse (198.70 um * 81.65
um), nei sveikose akyse (277.7 um £ 65.52 um) (Hamanaka ir kt., 2016). Kagemann ir kity,
2014 atliktame tyrime buvo rasta, jog Gmus akispidzio padidéjimas sumazino sveiky akiy
Slemo kanalo skerspjiivio plota. Tyréjy nuomone su amziumi ar su glaukoma susijes SC kanalo
ilgio ar skersmens sumazéjimas glaudziai koreliuoja su sumazéjusiu SC vidiniame endotelyje
esanciy pory skaiCiumi: kuo trumpesnis ir plonesnis SC kanalas, tuo mazesnis SC vidinio
endotelio pory skaicius, tad vandeninis humoralinis skystis sunkiai prateka ir didéja akisptdis
(Allingham ir kt., 1996).

Kitas svarbus faktorius, skatinantis auksta akisptdj, tai padidéjes episkleriniy veny
spaudimas. D¢l padidéjusio EVP atsiranda struktiiriniai paZeidimai tiek Slemo kanale, tiek
trabekuliniame tinkle, o tai lemia chroniSkai padidéjusj akispiidj. Pagrindines padidéjusio
episkleriniy veny spaudimo priezastis galima suskirstyti j dvi kategorijas: veny obstrukcija
(angl. venous obstruction) bei arterioveninés fistulés (angl. arteriovenous fistulas, AVF). Veny
obstrukcija gali pasireiksti jvairiomis formomis, viena i§ jy skleritas (angl. scleritis). Skleritas
- tai uzdegimas episkleriniuose bei odenos audiniuose, pazeidziantis episklerines venas. Heinz
ir Kiti, 2013 sieké nustatyti auksto akispiidzio paplitimg bei rizikos veiksnius, susijusius su
sklerito forma. Tyrimo rezultatai parodé, jog IOP padidéjimas atsiranda mazdaug penktadaliui
pacienty, turin¢iy skleritg. Kita galima veny obstrukcijos forma, tai kaverniné sinusy trombozé

(angl. cavernous sinus thrombosis), pasireiSkianti kraujo kreSulio susidarymu kaverniniame

21



sinuse ir lemianti sutrikusj veny nutekéjima i§ orbitos (Otulana ir kt., 2008). Kaverniné sinusy
tromboz¢ yra susijusi su padidéjusiu episkleriniy veny spaudimu salygojanciu auksta akispidj
(Shaarawy ir kt., 2009). Arterioveninés fistulés — tai susiformaves nenormalus rySys tarp
arterijos ir venos. AVF dazniausiai sukelia tam tikra trauma ar operacija, 0 dél susiformavusiy
AVF intensyvéja kraujotaka ir didéja episkleriniy veny spaudimas, kuris sglygoja aukstg IOP
(Cagatay ir kt., 2014). Mokslingje literatiiroje randama daug klinikiniy atvejy i$samiai
aprasanciy pacienty padidéjusj akisptdj, galimai dél susiformavusiy arterioveniniy fistuliy
(Fourman, 1989; Heichel ir kt., 2015; Calafiore ir kt., 2016).

Padidéjes vandeninio humoralinio skyscio formavimosi greitis, salygoja didesnj AH
susikaupimg priekinéje kameroje ir auksStg akispiidj. Nors padidéjes AH formavimosi
mechanizmas vis dar iSlieka neaiSkus, pastebéta, jog farmakologiniai auksto akispiidzio
gydymo biidai yra nukreipti biitent | AH gamybos sumazinimg krumplyne. Pavyzdziui, beta-
adrenerginiy receptroiy antagonistas timololis, daugelj mety buvo pagrindiné padidéjusio
akispudzio gydymo priemoné. Timololis slopina beta — adrenerginius receptorius lokalizuotus
krumplyno epitelyje, ir tokiu biidu riboja AH aktyvig transportacijg (Negri ir kt. 2019) bei
sumazina AH susiformavima ir mazina akisptdj (Kiland ir kt., 2004). Yra tyrimy rodanciy, jog
timololis slopina plazmos srauta j krumplyno ataugas (Van Buskirk ir kt., 1990); slopina natrio
— kalio — chloro (Na™-K ~-2Cl™) simporterj (Crook ir Riese, 1996); bei slopina natrio — kalio
pompa krumplyno epitelyje (Becker, 1980). Sihota ir kiti, 2004 sieké patikrinti timololio
poveiki asmenims sergantiems glaukoma. Tyrimo rezultatai parodé, jog 0,5% timololio
gydymas du kartus per para, pradinj pacienty akispudj (20.2 + 2.1) mmHg sumazino 26 % iki
(14.4 £2.9) mmHg. O Seki su kolegomis, 2005 atliko auksto akisptidzio modelio indukcija
Wistar ziurkéms ir stebéjo timololio veikimg tris savaites. Tyrimo rezultatai parodé statistiSkai
reikSmingai mazesnj IOP bei didesnj gangliniy lasteliy skai¢iy ziurkése, kurios gavo 0,5%
timololio gydymima (10 pl, tris kartus paroje), nei ziurkése, kurios gavo tirpiklio (angl. vehicle)
gydyma. Kitas populiarus vandeninio humoralinio skys¢io formavimosi slopintojas -
dorzolamidas (angl. dorzolamide). Dorzolamidas yra anglies anhidrazés inhibitorius. Anglies
anhidrazé katalizuoja H>CO3 virsmg j bikarbonato (HCO3") ir vandenilio (H*) jonus. Slopinant
anglies anhidraze sumazéja vandenilio jony koncentracija lgsteléje ir mazéja (Nat/HY)
simporterio efektyvumas. Na* jonai nebepatenka i§ stromos j pigmentines lgsteles, todél
silpnéja ir AH gamyba (Kobayashi ir Naito, 2000). Orzalesi ir kity, 2000 atliktame tyrime
pacientai, sergantys glaukoma, pasizyméjo Zenkliai mazesniu IOP (19.3 + 1.7) mmHg po 2%
dorzolamido gydymo tris kartus paroje, lyginant su pradine IOP verte pries gydyma (22.7 +
1.8) mmHg. Be to, anks¢iau minéto Seki ir kity, 2005 tyrimo metu buvo patikrintas ir

dorzolamido poveikis Wistar ziurkéms su indukuotu auksto akisptidzio modeliu. Tyrimo
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rezultatai parodé statistiSkai reikSmingai mazesnj IOP bei didesnj gangliniy lasteliy skaiciy
ziurkeése, kurios gavo 1% dorzolamido gydymima (10 pl, tris kartus paroje), nei ziurkése, kurios
gavo tirpiklio gydyma. Be timolilio ir dorzolamido, taip pat yra populiariis latanoprastas (ang|.
latanoprost) bei travoprostas (angl. travoprost) siekiant sumazinanti vandeninio humoralinio
skys¢io gamybg (Orzalesi ir kt.,2000; Lim ir kt., 2008).
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1.2.2. Auksto akispuidzio salygojamos patologijos

Didelis vandeninio humoralinio skys¢io susikaupimas priekinéje kameroje lemia
tinklainés gangliniy lgsteliy mirtj, regos nervo atrofijg bei galiausiai regos praradima.
Mokslininkai tiriantys akisptidzio ir tinklainés gangliniy lgsteliy rysj, randa teigiama koreliacija
tarp 10P padidéjimo ir RGC praradimo. Mukai ir kiti, 2019 atliko glaukomos modelio indukcija
pelése, 0 atlikto trimo rezultatai parodé IOP padidéjimg glaukominése akyse (34.91 £ 5.21)
mmHg, lyginant su pradiniu akisptidziui (11.08 + 2.26) mmHg bei 64.1% RGC sumazéjima
periferinéje tinklainés dalyje. Taip pat, Huang su kolegomis, 2018 atliko glaukomos modelio
indukcijg Wistar ziurkése ir rado, IOP padidéjimg (20.91£1.97) mmHg lyginant su
kontralateraline akimi (10.28 + 0.39) mmHg bei 50.2% RGC sumazéjimg. Medeiros ir Kiti
mokslininkai, 2012 sieké jvertinti su amziumi susijusj tinklainés gangliniy lasteliy praradima
pacientuose serganc¢iuose glaukoma. Vidutinis RGC praradimo procentas buvo 4,4% per metus,
RGC sumazé¢jimas kiekvienam pacientui svyravo nuo 1,4% iki 8,9% per metus.

Ivairts moksliniai tyrimai vis dar siekia paaiskinti auks$to akispiidzio salygotus,
tinklainés gangliniy lasteliy praradimo molekulinius mechanizmus. Nors RGC lasteliy
apoptozés mechanizmai vis dar néra gerai suprantami, mokslininky nuomone svarby vaidmenj
atlieka augimo faktoriy sumazéjimas ir citokiny padidéjimas tinklainéje bei glutamato toksiskas
poveikis, atsirandantys dél padidéjusio IOP. Vienas i§ sumazéjusio augimo faktoriy yra
smegeny kilmés neurotrofinis faktorius (angl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), kuris
yra svarbus lasteliy metabolizmui ir iSgyvenimui reguliuoti. Padidéjes IOP sumazina BDNF
kiek; tinklain¢je, o BDNF trikumas paskatina tinklainés gangliniy lasteliy apoptoze.
Ghaffariyeh ir jo kolegy, 2011 atliktame tyrime buvo pastebétas zenkliai mazesnis BDNF lygis
glaukominése pacienty akyse (18.42 + 4.05) ng/mL lyginant su sveikomis akimis (27.16 + 5.53)
ng/mL. Taip pat, pastebimas nervy augimo faktoriaus (angl. nerve growth factor, NGF)
sumazéjimas, dél padidéjusio akispudzio. NGF yra svarbus tinklainés gangliniy lgsteliy
augimo, dauginimosi ir isgyvenimo reguliavime bei slopina RGC degeneracija (Wang ir kt.,
2014). Aukstas IOP lemia nenormaly NGF arba jo receptoriy veikimg bei NGF sumazéjima,
kas skatina RGC apoptoze (Colafrancesco ir kt., 2011). Be to, NGF gali bati naudojamas kaip
potencialus glaukomos gydymo buidas. Lambiase ir kity, 2009 atlikto tyrimo histologiné analiz¢
parodé, jog NGF (200 pg / ml) akiy laSai 4 kartus per dieng 7 savaites i$ eilés apsaugojo
glaukominiy ziurkiy, tinklainés ganglines lasteles. Autoriy nuomone NGF, slopindamas RGC
apoptoze, pasizymi apsauginiu poveikiu. Taip pat, siekiant nustatyti Kkitus veiksnius
salygojancius tinklainés gangliniy lasteliy apoptoze, dél padidéjusio IOP, buvo atkreiptas

démesys ] naviko nekrozés faktoriy - alfa (angl. tumor necrosis factor-alpha, TNF- a). TNF-a
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yra citokinas ir priklausomai nuo fiziologiniy sglygy gali uztikrinti Igsteliy apsaugg arba skatinti
ju degeneracijg (R. Agarwal ir P. Agarwal, 2012). Auksto akisptidzio fiziologinémis sglygomis
yra randamas TNF-a lygio padidéjimas, kuris skatina tinklainés gangliniy lasteliy apoptoze.
Nakazawa ir kiti, 2006 atliko glaukomos indukcijg pelése ir rado, jog jau po trijy dieny Zenkliai
padidéjo TNF-a lygis, kuris iSliko aukstas apie 2 savaites. TNF-a lygio padid¢jimas pelése
paskatino mikroglijy aktyvacija bei oligodendrocity praradima, o tai salygojo tinklainés
gangliniy lasteliy mirtj. Be to, panasus poveikis buvo rastas ir atlikus intravitrealines (angl.
intravitreal) TNF-a injekcijas sveikoms peléms. Naudojant anti-TNF-alfa-neutralizuojantj
antikiing arba uzblokavus pélés genus, koduojanéius TNF-a, buvo i§vengta Sio patofiziologinio
efekto. Taip pat TNF-a veikia RGC lasteles ir netiesioginiu keliu: TNF-a aktyvuoja azoto
oksido sintaze-2 (angl. nitric oxide synthase-2, NOS-2) astrocituose (Yuan ir Neufeld, 2000).
Padidéjusi NOS-2 ekspresija astrocituose sukelia azoto oksido (NO) pertekliy, kuris skatina
RGC mirtj (R. Agarwal ir P. Agarwal, 2012). Aminoguanidinas (angl. aminoguadine),
specifinis NOS-2 slopintojas, apsaugo RGC nuo apoptozés (Toda ir Nakanishi-Toda, 2007).
Taip pat, tinklainés gangliniy lasteliy apoptozé yra siejama su glutamato sukeliamu
toksisku poveikiu. Hipoksinéms salygoms, tinklainés Igstelés iSskiria didelj glutamato kiekj,
kuris salygoja RGC apoptoze. Glutamatas yra pagrindinis neurotransmiteris centrinéje nervy
sistemoje ir tinklaing¢je, taciau didesnés glutamato koncentracijos yra toksiskos RGC Igsteléms
(Agarwal ir kt., 2009). Glutamato neurotransmisija vyksta per jonotropinius (NMDA, AMPA)
ir metabotropinius (mMGIuR) glutamato receptorius, o aukstas IOP sukelia padidéjusia $iy
receptoriy stimuliacija RGC kunuose. Pavyzdziui, yra zinoma, jog per didelis NMDA
receptoriy lygis sukelia tinklainés gangliniy Igsteliy mirtj ir regos nervo atrofijg (Munemasa ir
Kitaoka, 2013). Vis dar néra aisku, kodél didelis NMDA receptpriy aktyvumas skatina RGC
apoptoze, taciau yra zinoma, kad NMDA receptoriy antagonistai (pvz. staurosporinas) stabdo
tinklainés gangliniy lIgsteliy mirtj (Guo ir kiti, 2006). Kitas svarbus faktorius, salygojantis
glutamato padid¢jima auksto akispiidzio metu, tai glutamato pasalinimo 1S tarplgstelinés erdves
sutrikdymas. Glutamato transporteriai padeda pasalinti glutamatg i§ tarplastelinés erdvés ir
gabena | glijos lasteles, kur glutamino sintetazé jj vercia j glutaming (Munemasa ir Kitaoka,
2013). Taciau, eksperimentiniuose glaukomos modeliuose buvo pastebétas nukrypimas nuo Sio
jprasto tinklainéje vykstancio glutamato / glutamino ciklo. Moreno ir jo kolegos, 2005 sukélé
glaukomg ziurkese ir pastebé¢jo reikSmingai sumazejusj glutamato pasalinimg i$ tarplastelinés
erdvés bei sumazéjus] glutamino sintetazés aktyvumg. Taip pat, Naskar ir kity, 2000 tyrimo
metu buvo rastas sumazéjusi glutamato transporterio (EAAT-1) raiSka glaukominése akyse,

lyginant su sveikomis akimis. Genetinetiskai modefikuotos pelés, turinios sumazéjusj
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glutamato / aspartato transporterio (GLAST) lygj, pasizyméjo spontaniska tinklainés gangliniy
lasteliy mirtimi ir regos nervo atrofija (Sarthy ir kt., 2005).

Tinklainés gangliniy lasteliy aksonai sudaro regos nervg, todéel RGC sumazéjimas
tinklainéje lemia regos nervo atrofijg. AuksSto akisptidzio metu pastebimi morfologiniai
poky¢iai regos diske (tai tinklainés gangliniy lasteliy aksony, iSeinanciy i$ akies, iSeities taskas).
Tinklainés gangliniy lasteliy aksony konvergencija regos diske sudaro neuroretininj lanka
(angl. neuroretinal rim), kuris apsupa jdubg (angl. cup) esancia regos disko centre, 0 RGC
aksonai i$ akies iSeina pro akytg plokstele (angl. lamina cribrosa) ir sudaro regos nerva, kuris
keliauja toliau j smegenis (Weinreb ir kt., 2014). D¢l padidéjusio IOP ir sumazejusio tinklainés
gangliniy lasteliy skaiciaus, akytoji plokstelée deformuojasi, neuroretininis lankas
progresuojanciai plonéja, o centriné regos disko jduba gil¢ja (Weinreb ir kt., 2014).

Padidéjes IOP spaudzia ir deformuoja akytgjg plokstele (Weinreb ir kt., 2014). Tokie
morfologiniai akytosios plokstelés pokyciai sukelia mechaninj regos nervo aksony pazeidima
bei sutrikdo aksony veikla. Quigley ir kolegy, 2000 atliktame tyrime buvo rasta, jog padidéjes
akispudis sutrikdo augimo faktoriaus (BDNF) retrogradinj (angl. retrograde) transporta
aksonu, akytoje plokstel¢je. Fortune su kolegomis, 2016 tyré neuroretinino lanko
morfologinius pokycius glaukomos vystymosi eigoje. Tyrimo rezultatai parode, jog
neuroretininis lankas suplonéjo 40%, pradiné neuroretininio lanko plo¢io verté buvo 330 um, 0
glaukominése akyse lanko plotis siek¢ 200 um. Esant aukStam IOP, neuroretininis lankas,
sudarytas i§ susiliejusiy tinklainés gangliniy lgsteliy aksony, plonéja ir skatina regos nervo
atrofija. Tyrimai atlikti su regos disko jduba, rodo, jog auksto akisptidZio metu, jduba vis giléja.
Regos disko jduba dazniausiai yra matuojama pasitelkus jdubos ir disko santykio matavimo
buda (angl. cup-to-disk ratio, CDR). Padidéjes jdubos ir disko santykis (didesnis nei 0.5)
informuoja apie tinklainés gangliniy lasteliy aksony sumaz¢jimg ir regos nervo atrofija
(Weinreb ir kt., 2014). Tatham ir kiti, 2013 atlikto tyrima su glaukoma serganciais pacientais.
Tyrimo rezultatai parodé, jog sveiky akiy vidutiné CDR verté buvo 0,45 + 0,15, 0 glaukominiy
akiy apie 0,80 = 0,16. Be to, tyrimo metu autoriai nustateé, jog CDR verté buvo didesné tose
akyse, kurios pasizyméjo aukstu IOP bei sumazéjusiu RGC kiekiu.

IOP poky¢iai lemia molekulinius ir funkcinius pasikeitimus regos nerve esanciose glijos
lgstelése (pvz. astrocituose, oligodendrocituose, mikroglijoje) (Weinreb ir kt., 2014). Auksto
akisptidzio metu astrocity ir mikroglijy aktyvacija didéja, 0 oligodendrocity kiekis ir aktyvacija
maz¢ja. Astrocitai atliecka svarby vaidmen] regos nerve: paSalina neurotransmiterius i$
traplastelinés medziagos (pvz. pasalina glutamato pertekliy); palaiko jony homeostaze (pvz.
pristato kalcj ir natrj | neurony citoplazmg); yra atsakingi uz tam tikry tarplastelinés medziagos

komponenty (pvz. laminino) ir augimo faktoriy (pvz. BDNF) produkcijg (Hernandez ir kt.,
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2008). Esant pazeidimui, ramybés biisenoje buve astrocitai tampa ,,reaktyvis ir kei¢ia savo
morfologija bei funkcija, o Sie pokyciai gali tureti tiek teigiama, tiek neigiamg poveikj regos
nervui (Sofroniew ir Vinters, 2010). Viena i$ naudingy reaktyviy astrocity funkcijy regos nerve,
tai neurotrofiniy signaly (pvz. TGF-B, bFGF) ekspresija, kurie padeda RGC ir aksonams
iSvengti degeneracijos (Hernandez ir kt., 2008). Be to, astrocity kiekis Zenkliai padidéja pakilus
IOP, ir astrocitai suteikia mechaninj palaikyma ir uzpildo spragas, atsirandancias dél aksony ar
kity mirusiy lasteliy degeneracijos (Mabuchi ir kt., 2003; Tamm ir Dowling, 2017). Astrocity
suaktyvéjimas gali turéti ir neigiamos jtakos aksonams. Per didelis reaktyviy astrocity kiekis
gali uzspausti regos nervo aksonus ir sumazinti aksonu vykstan¢ia medZziagy transportacija
(Tamm ir Dowling, 2017). Taip pat, regos nervo astrocituose yra didelis kiekis azoto oksido
sintazés (NOS) fermento, atsakingo uz azoto oksido (NO) gamybg. Esant aukstam IOP,
padidéja NOS aktyvumas astrocituose, todél susidaro azoto oksido (NO) perteklius, kuris
skatina tinklainés gangliniy Igsteliy ir jy aksony mirtj (Hernandez ir kt., 2008). Be to, astrocity
gebéjimas paSalinti neurotransmiterius pakinta astrocitams tapus reaktyviems, pavyzdziui,
reaktyvieji astrocitai turi mazesnj glutamato receptoriy (GLT1) kiekj, tad sumazéja glutamato
paSalinimas 18§ tarplestelinés medziagos (Pardo ir kt., 2006).

Taip pat, tiriant regos nervo pokycius esant aukStam IOP, pastebimas padidéjes
mikroglijos aktyvumas. Glaukomos gyviiny modeliuose yra randamas Zenkliai didesnis
susikaupes mikroglijos kiekis glaukominése akyse, lyginant su sveikomis akimis (Bosco ir kt.,
2011). Atliekant fagocitoze, Salinant kenksmingas medziagas bei siunciant tarplastelinius
signalus, mikroglija yra svarbus imuninio atsako tarpininkas (Zeng ir Shi, 2018). Vis dél to, per
didelis mikroglijos kiekis skatina regos nervo degeneracijg. Bosco ir kity, 2008 atliktame tyrime
buvo rasta, jog minociklinas (angl. minocycline) mazinantis mikroglijos aktyvacija, slopino
RGC degeneracija.

Oligodendrocity Kiekis, esant aukstam IOP mazéja, todél intensyvéja regos nervo
aksony degeneracija. Oligodendrocitai yra vienos dazniausiai sutinkamos lgstelés regos nerve,
nes jos apsupa (angl. ensheath) ir apsaugo nemielinizuotus aksonus. Nakazawa ir jo kolegy,
2006 atlikto tyrimo metu su pelémis, buvo rasta, jog oligodendrocity kiekis sumazéja net 80%
jau pirmaja savait¢ po glaukomos modelio indukcijos. Tyré¢jy nuomone, toks didelis
oligodendrocity praradimas yra dél TNF-o suaktyvéjimo. Naudojant anti-TNF-alfa antikiing
arba uzblokavus pélés genus, koduojancius TNF-a arba jo receptorius, buvo iSvengta
oligodendrocity sumaz¢jimo. Taip pat tyrimai rodo, jog BDNF sumaZzéjimas auksto akisptidzio
metu, gali tiesiogiai paveikti oligodendrocity populiacija. Cellerino ir kity, 1997 tyrime buvo
parodyta, jog regos nerve sumazéjo aksony skersmuo ir mielinizuota aksony dalis, pelése

neturin¢iose BDNF.
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1.3. Eksperimentiniai auksto akispiidZio gyviinuy modeliai

Padidéjusio akispudzio patofiziologija yra gana sudétinga, o procesas vis dar néra iki
galo pilnai suprantamas. Taikydami iki Klinikinius auksto akispiidzio gyviiny modelius
mokslininkai geriau suvokia kaip padidéjes vandeninio humoralinio skys¢io formavimasis,
padidéjes episkleriniy veny spaudimas ar AH istekéjimo sutrikdymas, lemia aukstg akispad;.
Be to, eksperimentiniai auksto akispudzio gyviiny modeliai leidzia ne tik suvokti padidéjusio
akisptidzio sukeltus patologinius mechanizmus, bet ir sukurti bei iSbandyti naujus gydymo
budus, skirtus sumazinti akispiidj. Kuriant eksperimentinius auksto akisptidzio modelius, vieni
1§ svarbiausiy siekiamy tiksly yra padidéjes IOP bei sumazejes tinklainés gangliniy lasteliy
skaiCius. Daznai literatiiroje yra randami dviejy tipy modeliai: modeliai nukreipti j episkleriniy

veny sutrikdyma ir modeliai, nukreipti j trabekulinio tinklo uzkimsima.

1.3.1. Episkleriniy veny sutrikdymo modeliai

Vienas i§ epsikleriniy veny sutrikdymo budy yra hipertoninio druskos tirpalo
suleidimas j episklerines venas. Sio metodo metu aplink akies pusiauja yra uzdedamas
polipropileno (C formos) ziedas ir sukuriamas laikinas slégis. Naudojant stikling mikroadata
hipertoninis druskos tirpalas yra injekuojamas j epsiklering veng. Po procediiros polipropileno
Ziedas yra pasalinamas. Patekes j trabekulinj tinklag NaCl sukelia trabekulinio tinklo destrukcija.
Vienas pirmyjy, pristaciusiy §j modelj buvo Morrison su kolegomis, 1997. Tyrimo metu, buvo
atliktos natrio chlorido injekcijos j Brown Norway ziurkiy episklerines venas. Tyrimo rezultatai
parodé, jog po natrio chlorido injekcijy j episklerines venas IOP padidéjo 50 % ziurkiy. Taip
pat, buvo reikalingos kelios injekcijos siekiant padidinti ziurkiy akispiidj. Be to, atlikus
histologinius tyrimus, buvo rasta, jog padidéjes IOP salygojo trabekulinio tinklo destrukcija.
Autoriai nepatikrino, ar sumazéjo gangliniy lasteliy skaicius, o tai yra svarbu kuriant
eksperimentinj auks$to akispiidzio gyviny modelj. Tad, Hénninen ir kiti, 2002 atliko
hipertoninio druskos tirpalo injekcijas Brown Norway ziurkéms ir steb&jo IOP pokycius bei
tyrimo pabaigoje suskai¢iavo RGC lasteles. Tyrimo rezultatai parode, jog IOP padidéjimas
pasireiské mazdaug 60% ziurkiy. RGC sumazéjimas svyravo tarp ziurkiy, nuo 39% iki 93%.
Sio eksperimentinio auksto akispiidZio privalumai yra tokie, jog lengva i§ryskinti episklerines
venas, metodas yra greitas ir pigus. Taciau, hipertoninio druskos tirpalo suleidimas i
episklerines venas neuztikrina 100% akispiidzio padidéjimo ir tinlainés gangliniy lasteliy
sumazéjimo, 0 tai gali trukdyti jvertinti tam tikry vaistiniy preparaty efektyvuma. Taip pat,
daznai yra butina pakartotiné injekcija siekiant padidinti IOP. Be to, autoriy nuomone, $i0S
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procediiros atlikimas yra gana sudétingas, reikalaujantis specialiy jgudziy ir atitinkamos
jrangos (polipropileno Ziedo, stiklinés mikroadatos ir kt.).

Kitas episkleriniy veny sutrikdymo modelis yra episkleriniy veny fotokoaguliacija
lazeriu. Fotokoaguliatoriumi yra sutrikdoma kraujotaka episklerinése venose ir vandeninis
humoralinis skystis nebegali efektyviai pasisalinti, todél kyla akispudis. Procediira dazniausiai
yra atliekama du kartus, norint gauti zenkly gangliniy Igsteliy pokytj. WoldeMussie su
kolegomis, 2001 atliko Sio modelio indukcija Ziurkése. Po dviejy procediiry padidéjo ziurkiy
IOP iki 33.1 + 0.4 mmHg, taciau $is padidéjimas iSsilaikeé tik kelias dienas. Tyrimo pabaigoje
vidutinis ziurkiy RGC praradimo kiekis sieké 44%. Taip pat, autoriai patikrino modelio
veiksmingumg naudojant brimoniding (angl. brimonidine). Gydymas brimonidinu sumazino
laipsnika gangliniy lasteliy praradima bei uzkirto kelig IOP padidéjimui. Sie rezultatai, duoda
pagrindo teigti, jog episkleriniy veny fotokoaguliacija lazeriu yra efektyvus auksto akisptidzio
modelis, siekiant padidinti IOP ir sumazinti RGC kiekj. Be to, brimonidino sglygota tinklainés
gangliniy lasteliy apsauga, rodo, jog $is modelis yra veiksmingas ir tinkamas patikrinti naujus
farmakologinius gydymo budus, skirtus sumazinti akispiidj. Vis dél, to modelis turi ir keleta
apribojimy: auksta jrangos kaina, biitina pakartotiné fotokoaguliacija lazeriu, pakilgs akisptdis
iSsilaiko tik kelias dienas. Be to, nagriné¢jant mokslinius literatiiros Saltinius pastebima, jog
skirtingi autoriai atlikdami episkleriniy veny fotokoaguliacija lazeriu, pasirenka skirtingg
lazerio $tviy skai¢iy. Anksc¢iau minétame tyrime autoriai atliko 130—150 $tviy j episklerines
Wistar Zziurkiy venas. Chiu ir Kiti, 2007 atliktame tyrime su Sprague Dawley ziurkémis,
susumavus atliko apie 75-80 lazerio Saivius, o Levkovitch-Verbin su kolegomis, 2002
lazeruojant Wistar ziurkes atliko apie 100 Suviy. Atsizvelgus j tai, Siame darbe buvo nuspresta
atlikti eksperimentg, siekiant nustatyti efektyvy lazerio $iiviy skaiciy, kuris biity pakankamai
didelis, kad padidinty IOP ir sumazinty tinklainés gangliniy lasteliy skai¢iy Long Evans

ziurkése.
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1.3.2. Trabekulinio tinklo uzkims$imo modeliai

Kitas auksto akispiidzio modelis yra paremtas tam tikry medziagy suleidimu j priekine
kamerg, kad biity uzkirstas kelias vandeniniam humoralinio skys¢io nutekéjimui pro trabekulinj
tinklg. Mikrosfery (angl. microspheres) suleidimas j priekine kamerg, salygoja trabekulinio
tinklo uzkims§ima ir padidéjusj IOP. Weber ir Zelenak, 2001 pristaté §j auksto akisptidzio
modelj, suleisdami latekso mikrosferas (angl. latex microspheres) | bezdzioniy priekines
kameras. Tyréjai pasirinko naudoti 10um latekso mikrosferas, atsizvelgami | tai, jog
mikrosferos yra Zenkliai didesnés, nei trabekulinio tinklo JCT sluoksnyje ir Slemo kanalo
vidinio endotelio dalyje esancios poros. Kiekvienam gyviinui prireiké 810 injekcijy (2
injekcijos per savaite), kad buty pasiektas 1-2 dieny IOP padidéjimas. Vis dél to, autoriy
nuomone §is modelis turi ir minusy, tokiy kaip, stipriis IOP svyravimai ir dazny injekcijy
reikalavimas. Urcola ir Kiti, 2006 atliko mikrosfery injekcijas Sprague Dawley ziurkése.
Tyrimo rezultatai parodé padidéjusj IOP po devyniy injekcijy (1 injekcija per savaitg). Be to,
tyrimo rezultatai parodé 23.1 % sumazéjusj RGC kiekj lyginant su sveikomis akimis. Tyrimo
metu autoriai pastebéjo, jog suleistos latekso mikrosferos ne visos nukeliaudavo iki trabekulinio
tinklo, kaip tikétasi. Ngumah su kolegomis, 2006 atliko panasia auksto akisptidzio modelio
indukcijg Naujosios Zelandijos trusiuose. Tyrimo rezultatai parodé, jog po latekso mikrosfery
injekcijy, pakilo triusiy IOP, o tinklainés gangliniy lasteliy skai¢ius sumazéjo 24 %. Taciau,
autoriy nuomone, suleistos latekso mikrosferos, patekusios j vyzdzio zong, uzkerto kelig
fundoskopiniam ir funkciniam regos nervo ir tinklainés pazeidimo steb¢jimui. Didziausias §io
metodo privalumas yra tas, jog mikrosfery suleidimas j prieking kamerg yra nesudétingas, tam
nereikia specialios jrangos, todél jj galima pritaikyti daugybei rtsiy, atlickant tik nedidelius
pakeitimus. Be to, yra galimybe reguliuoti IOP keiciant mikrosfery injekcijy kiekj bei daznuma.
Sio modelio trikumai: reikalingos pakartotinés injekcijos; ne visos latekso mikrosferos
nukeliauja iki trabekulinio tinklo; skaidrumo praradimas akyje po injekcijy.

Taip pat, literatiroje randama, jog siekiant indukuoti auksto akispiidzio modelj
gyvinuose yra naudojamos polistireno mikrosfery (angl. polystyrene microspheres) injekcijos.
Sappington ir kiti, 2010 atliko skirtingo kiekio injekcijas (2.5 - 7 pL) su 5 um skermens
polistireno mikrosferomis j Ziurkiy priekines kameras. Tyrimo rezultatai parodé¢, jog 2.5 uL
injekcijos padidino akisptidj nuo iki 26.9 mmHg + 1.7 mmHg, o 7 pL injekcijos iki 29.7 mmHg
+ 1.2 mmHg. Toks skirtingy injekcijy kiekiy sukeliamas skirtingo didumo akispudis, yra puikus
pavyzdys kaip keiciant injekcijy kieki galima reguliuoti IOP did¢jimg. Véliau, Smedowski ir
kiti, 2014 atliko polistireno mikrosfery injekcijas Wistar ziurkéms ir nustaté ne tik IOP

padidéjima, bet ir tinklainés gangliniy Igsteliy sumazéjimg. Tyrimo rezultatai parodé, jog po
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mikrosfery injekcijy padidéjo akispudis ir 34.6 % sumazéjo tinklainés gangliniy lgsteliy
skaiCius. Vis dél to, autoriy nuomone, Kaip ir latekso mikrosfery injekcijy metu, $is modelis
pasizymi vienu dideliu trukumu: yra sunku sukontroliuoti mikrosfery keliavima priekinéje
kameroje link trabekulinio tinklo. Tad, Cone ir Kiti, 2010 sickdami uZtikrinti tinkama
mikrosfery pasiskirstyma, po polistireno mikrosfery injekcijy, papildomai atliko viskoelastinés
medziagos injekcija tam, kad nustumty mikrosferas kuo arciau trabekulinio tinklo. Kiti
moklsininkai naudojo jmagnetintas polistireno mikrosferas ir magnetiniu ziedu pritraukdavo
jas prie trabekulinio tinklo (Samsel ir kt., 2011). Abu S$ie miksrosfery nustimimo link
trabekulinio tinklo metodai buvo efektyviis. Tac¢iau modeliai pasizyméjo ir tam tikrais
trilkumais: buvo bitinos daznos injekcijos; stipris IOP svyravimai; skaidrumo praradimas
akyje po injekcijy.

Kitas trabekulinio tinklo uzkimsimo biidas, tai karbomero suleidimas j priekine kamerg.
Karbomeras (angl. carbomer), tai sintetinis, didelés molekulinés masés, polyiakrilinés riigsties
(polyacrilic acid, PAA) polimeras. Dazniausiai karbomeras yra naudojamas siekiant sukurti
blizgantj skaidrumg ar klampuma, gaminant jvairius kosmetikos gaminius ir oftalmologinius
akiy lasus. Karbomero naudojimas auksto akispiidzio modelio tyrimuose yra panaSus j
mikrosfery naudojima: karbomeras uzkemsa trabekulinio tinklo bei Slemo kanalo vidinio
endotelio poras, pro kurias sunkiai praeina vandeninis humoralinis skystis ir padidéja IOP. Xu
ir Kiti, 2002 buvo vieni pirmyjy autoriy iSbande karbomero injekcijas ant albinosiniy triusiy.
Tyréjai atliko 0.3% koncentracijos karbomero injekcijas j triusiy priekines kameras. Tyrimo
rezultatai parodé, jog akispudis padidéjo 90 % triusiy. Lei su kolegomis, 2009 patikrino ne tik
IOP kitima po karbomero injekcijy, bet ir karbomero salygotus trabekulinio tinklo bei Slemo
kanalo pokyc¢ius. Po 0.3% koncentracijos karbomero injekcijy triusiy akispudis didéjo
progresuojanciai ir iSliko pakilgs apie tris ménesius. Karbomero sukeltus trabekulinio tinklo ir
Slemo kanalo poky¢ius autoriai padalino j dvi stadijas: ankstyvoje stadijoje pasireiské
uzdegiminis atsakas, kuris sumazéjo arba iSnyko po 3 savaiciy, 0 vélyvoje stadijoje pasireiské
trabekulinio tinklo ir Slemo kanalo poky¢iai. Siuos pokycius sudaré trabekulinio tinklo
iSsiplétimas ir deformacija bei kolageno skaiduly pagauséjimas trabekulinio tinklo
tarplastelinéje medziagoje. Be to, buvo pastebétas trabekulinio tinklo endotelio Iasteliy
atsiskyrimas. Taip pat, buvo rastas Slemo kanalo vidinio endotelio dalyje esanéiy, milZinisky
vakuoliy subliugkimas bei Slemo kanalo uzsikimsimas. Atsizvelgus j §iuos karbomero injekcijy
salygotus pokycCius, nenuostabu, jog vandeninis humoralinio skys¢io iStekéjimas pro
trabekulinj tinkla ir Slemo kanalg, buvo sutrikdytas. Nors auki¢iau apradyti karbomero
indukuoti auksto akisptidzio modeliai padidino IOP, taciau autoriai neprane$é apie tinklainés

gangliniy lgsteliy poky¢ius. Tad, Kim ir Kiti, 2013 atliko tyrimg, kurio metu patikrino
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karbomero injekcijy poveikj ne tik ziurkiy akisptdziui, bet ir tinklainés ganglinéms lgsteléms.
Tyrimo metu buvo atliekamos 0.3% koncentracijos karbomero injekcijos j ziurkiy priekines
kameras. Injekcijos buvo atliktos du kartus (tyrimo pradzioje ir pragjus dviem savaitéms po
pirmosios injekcijos) siekiant ilgiau iSlaikyti pakilusj IOP. Tyrimo rezultatai parod¢, jog Ziurkiy
IOP padidéjo iki 36.90 mmHg ir iSsilaiké apie 8 savaites. Be to, buvo rastas 38 % mazesnis
tinklainés gangliniy lasteliy skaicius, lyginant su kontralateralinémis ziurkémis. Taip pat,
autoriai nustaté, jog po karbomero injekcijy, ziurkés turéjo reikSmingai mazesnj aksony tankj
regos nerve, ir turéjo padidéjusj mikroglijos lasteliy kiekj. Salia to, buvo pastebétas ir regos
disko jdubos gil¢jimas. Visa tai rodo, jog karbomero injekcijos salygojo regos nervo atrofija. I§
apzvelgty tyrimy matyti, jog karbomero injekcijos progresuojanciai didina IOP, mazina RGC
kiekj bei sglygoja regos nervo atrofijg, tad yra efektyvus eksperimentinis auksto akisptidzio
gyviny modelis. Be to, karbomero injekcijos yra pigus ir lengvas metodas, nereikalaujantis
specialios jrangos. Vis dél to, kaip ir daugelyje modeliy, yra randami tam tikri trikumai:
karbomero injekcijos sukelia ragenos drumstuma, tad tolimesnis fundoskopinis ar funkcinis

regos nervo ir tinklainés pazeidimo jvertinimas yra nejmanomas.
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1.3.3. AukSto akispiidZio modeliuose naudojami gyviinai

Eksperimentiniuose auksto akispiidzio modeliuose yra daznai naudojami Sie gyviinai:
ziurkés, pelés ir triusiai. Zinoma yra sukurty modeliy ir su kitais laboratoriniais gyviinais,
tokiais kaip bezdzionés (Weber ir Zelenak, 2001), ar net zebra zuvys (Link ir kt, 2004).
Eksperimentiniai ziurkiy modeliai siiilo keleta pranasumy, tokiy kaip salyginai mazos gyviny
jsigijimo ir priezitros iSlaidos. Taip pat, mokslinéje literatiiroje yra sukauptas didelis Ziniy
kiekis apie ziurkiy akiy anatomijg bei funkcija, o tai yra svarbu lyginant auksto IOP salygotus
trabekulinio tinklo, tinklainés ir regos nervo poky¢€ius. Lyginant Ziurkiy ir primaty akiy
anatomijg yra randama tiek panaSumy, tiek skirtumy. Vienas svarbiausiy panasumy yra tai, jog
ziurkés kaip ir primatai regos diske turi akytoja plokstele, nors ziurkiy akytoji plokstelé yra
retesné, lyginant su primaty akimis (Morrison, 2005). Taip pat, literataroje yra randami
akytosios plokstelés skirtumai tarp Ziurkiy linijy: Brown Norway ir Long Evans ziurkiy akytoji
plokstelé yra tvirta ir panasi j primaty, 0 Hooded ar Wistar ziurkiy akytoji plokstelé yra sudaryta
negausiy aksony pluosty (May, 2008). Be to, kaip ir primaty, ziurkiy regos nervo aksonai yra
nemielinizuoti, o astrocitai yra orientuoti statmenai aksony asiai (Morrison, 2005). Vis dél to,
yra randami skirtumai tarp primaty ir Ziurkiy kraujotakos regos nerve: primatuose regos nervas
apriipinamas krauju centrin¢ tinklainés arterijos ir gyslainés déka, o Ziurkiy regos nervas tik
centrinés tinklainés arterijos déka (May, 2008). Taip pat, reikéty atkreipti démesj, jog primaty
ir ziurkiy priekinés kameros dydis skiriasi (pvz. zmogaus siekia 3.05 mm, o ziurkiy 0.87 mm),
0 tai yra svarbu nustatant j prieking kamera suleidziamy medziagy kiekj. Lyginant primaty ir
ziurkiy tinklaines, randami tinklainés gangliniy lgsteliy kiekio skirtumai, vidutinis RGC
skaiius visoje ziurkiy tinklainéje yra apie 72,371 — 113,000, 0 Zmoniy tinklainése
suskai¢iuojama apie 700,000 — 1,500,000 tinklainés gangliniy lasteliy (May, 2008). Tad,
atsizvelgiant j didelj Ziurkiy prieinamumga, santykinai maZzas pirkimo ir iSlaikymo islaidas,
nesudétingg eksperimentin; manipuliavimg bei panas$ig akies anatoming struktiirg ir funkcijg,

Sio darbo eksperimentuose bus naudojamos Long Evans ziurkes.
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4. METODIKA

2.1. Laboratoriniai gyviinai, medziagos, jranga

2.1.1. Laboratoriniai gyviinai

Eksperimentai su laboratoriniais gyvinais buvo atlikti gavus Lietuvos bandomuyjy gyviny
naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidima, dirbti su
gyvinais projekte nr. G2-100 (zr. 1 priedg). Visi gyvinai buvo naudojami pagal ARVO
pareiskima deél gyviiny naudojimo oftalmologijos ir reg¢jimo tyrimuose ir ES direktyva
2010/63/EU. Tyrimai buvo atlikti Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centre, Experimentica
UAB jmonéje (Saulétekio al. 7, LT-10257, Vilnius). Eksperimentams buvo naudojamos keturiy
ir penkiy ménesiy amziaus Long Evans, RjOrl:LE linijos, ziurkés (59 ziurkés) (2.1 lentelé).

Toks gyvuny kiekis (59 Zziurkés) buvo pasirinktas siekiant gauti statistiSkai patikimus
rezultatus trijuose eksperimentuose: 15 ziurkiy buvo skirtos pirmajam eksperimentui, siekiant
nustatyti efektyvig karbomero koncentracijg karbomero indukuoto auksto akisptidzio gyviiny
modelyje; 20 Ziurkiy buvo skirtos antrajam eksperimentui, siekiant nustatyti efektyvy lazeriy
Stviy skai¢iy lazerio indukuoto auksto akisptdzio gyviny modelyje; ir 24 Ziurkés treCiajame
eksperimente, siekiant nustatyti lazerio ir karbomero indukuoty auksto akispiidzio modeliy
veiksmingumg naudojant gydyma timololiu. Long Evans ziurkés buvo gautos i§ Janvier Labs

labaratorijos, Prancizijoje (zr. 2.1 lentele).

2.1. lentelé. Informacija apie tyrimuose naudotus gyviinus:

Risis (pavadinimas/ Gyviiny Bendras Gavimo Saltinis
linija amzius, lytis, | Kiekis
fiziologiné
buklé
Long Evans ziurkés, 4-5 ménesiy Janvier Labs, Route du
RjOrl:LE linija amziaus 59 Genest, 53940 Le
patinéliai, Genest-Saint-Isle,
sveiki Pranciizija, tel. +33 2
43021191

Long Evans ziurkés buvo laikomos specialiuose narvuose po penkias, kiekvienai ziurkei
skiriant ne maZesnj kaip 250 cm? plota. Ziurkés buvo laikomos patalpoje, kur buvo
kontroliuojama Sviesa (Sviesa jjungiama nuo 7 iki 19 valandos), temperatira (231 °C) bei

drégme (55%). Long Evans Ziurkés buvo maitinamos jprastu pasaru ir girdomos vandeniu iki

34



soties (ad libitum). Visi gyviinai tyrimy eigoje patyré nedidelj skausmg injekcijy po oda metu
(VMT: 6.6), taip pat gyviinai patyré¢ nedidélj stresa, kai buvo trumpam atskiriami nuo kity
bandomyjy gyviiny procediiry metu (VMT: 6.11).

Pirmo eksperimento metu Long Evans ziurkés buvo suskirtytos j tris grupes:

1. 4 ménesiy senumo ziurkés, gavusios fiziologinio tirpalo injekcija j deSinés akies
prieking kamerg (n=5);

2. 4 ménesiy senumo ziurkés, gavusios 0.1% koncentracijos karbomero tirpalo injekcija j
desinés akies prieking kamera (n=5);

3. 4 ménesiy senumo ziurkés, gavusios 0.3% koncentracijos karbomero tirpalo injekcija j

desinés akies prieking kamera (n=5).

Antro eksperimento metu Long Evans Ziurkés buvo suskirtytos j keturias grupes:

1. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 50 karty j deSinés akies episklerines venas (n=5);

2. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 100 karty j deSinés akies episklerines venas

(n=5);

3. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 200 karty j deSinés akies episklerines venas
(n=5);

4. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 400 karty j deSinés akies episklerines venas
(n=5);

Trecio eksperimento metu Long Evans Ziurkés buvo suskirtytos j keturias grupes:

1. 5 ménesiy senumo Zziurkés, gavusios 0.3% koncentracijos karbomero tirpalo injekcijas
] desinés akies prieking kamerg ir timololio gydyma (n=6)

2. 5 ménesiy senumo ziurkeés, gavusios 0.3% koncentracijos karbomero tirpalo injekcijas
1 deSines akies prieking kamerg ir akiy gelio (Systane Ultra) gydyma (n=6);

3. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 400 karty j desinés akies episklerines venas ir
timololio gydyma (n=6);

4. 5 ménesiy senumo ziurkés, lazeruotos 400 karty j deSinés akies episklerines venas ir

akiy gelio (Systane Ultra) gydyma (n=6);
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2.1.2. Vaistiniai preparatai, reagentai ir kitos medziagos

2.2. lentelé. Vaistiniai preparatai ir Kitos medziagos
panaudojimas tyrime:

naudotos tyrime bei jy paskirtis ir

Pavadinimas Paskirtis

Panaudojimas tyrimuose

Drékinamasis akiy gelis, skirtas
pasalinti dél akiy sausumo
atsiradusius deginimo ir
dirginimo pojucius.

Systane® Ultra,
Norbrook, Anglija

Systane Ultra akiy gelis buvo
sulasinamas ant abiejy ziurkiy akiy
siekiant sudrékinti akis procediry
(injekcijy | prieking kamerg ir
fotokoaguliacijos lazeriu) metu.
Be to, treciojo eksperimento metu,
trecioji ir penktoji Ziurkiy grupés
gavo akiy gelio (10ul) gydyma nuo
0 eksperimento dienos, tris kartus
dienoje (8val., 12val. ir 17val.).

Sterilus j akis laSinamas tirpalas,
kuriame yra veikliosios

Mydriacyl®, medZziagos  tropikamido.  Jis
Alcon, Saten, | - cia vyzdi (sukelia midriaze)
Suomija P yzal ¢

bei atpalaiduoja akies krumplyno
raumenj (sukelia cikloplegija).

Lasai buvo sulasinami ant ziurkiy
desinés akies prie§s injekcijas |
prieking  kamerg, tam, Kkad
iSsiplésty  vyzdys ir atliekant
injekcijas  stikliné  mikroadata
neprisiliesty prie rainelés.

I akis laSinami laSai, turintys

proksimetakaino hidrochlorido

veikliosios medziagos, kurios

Alcaine®, Alcon- | déka yra sukuriama greita ir
Couvreur, trumpa vietin¢ akies pavirSiaus
Belgija nejautra.

Akiy lasai buvo sulaSinami ant
ziurkiy  deSinés  akies  prieS§
procediiry (injekcijy j priekine
kamerg ir  fotokoaguliacijos
lazeriu) atlikimg, kad bty
sukuriama vietin¢ akies pavirSiaus
nejautra ir gyviinai nejusty jokio
skausmo S§iy procediiry atlikimo
metu.

I akis laSinami laSai, kuriy
veiklioji medZiaga yra timololis.

. Jis mazina akies humoralinio
Oftan®, Timolol,

Akiy laSai buvo sulaSinami ant
ziurkiy deSinés akies, treciojo
eksperimento metu pirmai ir treciai

Isoflurane, USP, | bendrosios anestezijos indukcijai
Vetpharma animal | ir palaikymui.
health, Spain

Tampere, Suomija skysc¢io gamyba. grupei,_ _ siekiant . sumaiivn.ti
vandeninio humoralinio skys¢io
gamybg ir taip uzkirsti kelig IOP
padidéjimui.

Forane®, Inhaliacinis anestetikas | Izofluranas buvo naudojamas

siekiant anestezuoti ziurkes ir
atlikti IOP matavimo procediirg su
tonometru..

Injekcinis tirpalas, kuriame yra
veikliosios medZiagos ketamino,
kuri yra reikalinga siekiant
neilgai trunkanciai  bendrajai
anestezijai  sukelti.  Ziurkiy
anestezijai  yra  naudojamas
ketamino, meditomidino ir 0.9%
NaCl miSinys (1.5: 1: 2.5
santykiu).

Ketamidor 10%,
Richterpharma ag
Wels, Austria

Ketaminas buvo naudojamas,
anestezijos miSinyje, siekiant
sukelti bendraja anestezija
ziurkéms pries injekcijy ] prieking
kamerg ir fotokoaguliacijos lazeriu

procediras. Ziurkeés buvo
anestezuotos po oda suleidus
ketamino (60 mg/kg),
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meditomidino (0,4 mg/kg) ir 0.9%
NaCl misinio.

Sedator 1mg/ml,
Eurovet animal
health, Netherlands

Injekcinis tirpalas, kuriame yra
veikliosios medZiagos
medetomidino hidrochlorido,
kuris yra reikalingas siekiant
neilgai trunkanciai bendrajai
anestezijai  sukelti.  Ziurkiy
anestezijai  yra  naudojamas
ketamino , meditomidino ir 0.9%
NaCl misinys (1.5: 1: 2.5
santykiu).

Sedator buvo naudojamas,
anestezijos miSinyje, siekiant
sukelti bendraja anestezija

ziurkéms pries injekcijy i prieking
kamerg ir fotokoaguliacijos lazeriu
procediiras. Ziurkeés buvo
anestezuotos po oda suleidus
ketamino (60 mg/kg),
meditomidino (0,4 mg/kg) ir 0.9%
NaCl misinio.

Saline, Natrio
Chloridas (NaCl)
0.9%, Braun

Fiziologinis tirpalas, 0,9% natrio
chlorido miSinys vandenyje.

Fiziologinis tirpalas buvo
naudojamas anestezijos misinyje,
siekiant sukelti bendraja anestezija
ziurkéms prie§ injekcijy i priekine
kamerg ir fotokoaguliacijos lazeriu
procediras. Taip pat NaCl buvo
naudojamas atsikélimui po
anestezijos  miSinyje, siekiant
prikelti ziurkes po anksc¢iau minéty
procediry. Be to, NaCl buvo
naudojamas pirmo eksperimento
injekcijy metu.

Atipam, Eurovet

Injekcinis  tirpalas,  turintis
atipamezolio hidrochlorido
veikliosios medziagos, kuris yra
naudojamas medetomidino ir

Atipam buvo naudojamas
atsikelimui po anestezijos
miSinyje, siekiant prikelti Ziurkes
po injekcijy ] prieking kamerg ir

animal health, ketamino sukeltam slopinanc¢iam | fotokoaguliacijos lazeriu
Netherlands poveikiui  panaikinti.  Ziurkiy | procedry. Ziurkeés buvo
atsikelimui po anestezijos yra | pazadinamos suleidus atipamo (5
naudojamas atipamo ir 0.9% | mg/ml) ir fiziologinio tirpalo
NaCl misinys (1: 9 santykiu). (0.9%) misino.
Sintetinis, didelés molekulinés | Tyrimo metu karbomeras buvo
mases, poliakrilo rugsties | naudojamas  siekiant indukuoti
Carbopol® 940, | (polyacrilic acid, PAA) | auksto akisptidzio modelj Long
karbomeras, Acros | polimeras. Dazniausiai | Evans ziurkése. Karbomeras buvo
Organics, Janssen | naudojamas  siekiant  sukurti | praskiestas fiziologiniame tirpale.
Pharmaceuticalaan, | blizgantj skaidrumag ar | Ekspermentams  atlikti ~ buvo
Belgija klampumg, gaminant jvairius | paruostos dviejy koncentracijy
kosmetikos gaminius ir | karbomero tirpalai: 0.1% ir 0.3%.
oftalmologinius akiy lasus.
4% 4% PFA tirpalas iStirpintas | Tyrimo metu 4% PFA buvo
paraformaldehidas | fosfatinime buferiniame tirpale | naudojamas ziurkiy perfuzijoms
(PFA) 0,1 M yra naudojamas perfuzijy metu, | atlikti. Atlikus perfuzijg Ziurkiy
fosfato buferyje | siekiant  fiksuoti  organizmo | akys buvo iSpreparuojamos ir
(1000 m), audinius  bei  fiksuoti  jau | patalpinamos j 4% PFA.
Electron iSpreparuotus audinius (pvz. akis,
Microscopy smegenis).
Sciences
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2.3. lentelé. Tyrimy metu naudoti reagentai:

Pavadinimas Komponentai Gamintojas Ref. nr.
o o
L (0,661% Tris HCI+ 1 ric e - Carl Roth; | Tris HCI - 9090.2;
Tris buferinis 0,096% Tris bazé + . L e . .
. Tris bazé - Sigma- Tris bazé - T1503-
druskos tirpalas 0,9% NaCl) \drich: | - Fish , |
1x (TBS 1x) dejonizuotame Aldrich; NaCl - Fisher 1KG; NaCl -
: Scientific 10428420
vandenyje
(10% normalus ozkos Normalus o7kos Normalus ozkos
. serumas (NGS) + 0,5% serumas (NGS) -
Blokavimo : ; serumas (NGS) - 5 i
tirpalas Triton X-100) Tris Biowest; Triton X-100 | >2000-200; Triton
buferiniame druskos - S r,na-AIdrich X-100- T9284-
tirpale 1x g 100ML

Plovimo tirpalas

(1% normalaus ozkos
serumas (NGS) + 0,1%
Triton X-100) Tris

Normalus ozkos
serumas (NGS) -
Biowest; Triton X-100-

Normalus ozkos
serumas (NGS) -
S2000-500; Triton

buferiniame druskos Siama-Aldrich X-100- T9284-
tirpale 1x g 100ML
Triusio RBPMS Phosphosolution 1830-RBPMS
TriuSio-anti .
AF594 Invitrogen A32740
DAPI (1 mg/ ml
4', 6-diamidino- Carl Roth 6843.1
2-fenilindolio
dihidrochlorido
tirpalas)
Fluoroshield Sigma-Aldrich F6937-20ML
2.1.3. Iranga

2.4. lentelé. Tyrimy metu naudota jranga, jos paskirtis ir panaudojimas tyrimuose

Pavadinimas Paskirtis Panaudojimas tyrimuose
Izoflurano garintuve yra | Tyrimo metu izoflurano garintuvas
sumaiSomas deguonis su skystu | buvo naudojamas siekiant anestezuoti

I70flurano izoﬂura_r_lu ir _ iSleidziamos | ziurkes ir atlikti IOPV' matavimo
garintuvas, E- anestez!Jos_ _ dujos nustatytu procedﬁrq su topom'etru: Zlqués bl..l.VO
7 SYSTEMS@ ggguonles ir |zoflur§1no santyklu: patalp1namo§ i .21urk1uz mdukcgos

Palmer. USA " Si franga yra nal_ldOJam_g pendra_u kamera, kurioje jos gavo anestezijos

' anestezijos indukcijai ir | dujy doze su nustatytu deguonies ir
palaikymui. izoflurano santykiu.
Sis prietaisas yra naudojamas | Tyrimo metu buvo naudojama triusiy

Indukcijos ‘siekian‘t'at!ikti bqndrq anestezijog ir!dukc.ijo's ka}mera, §ieki§nt patalpinti
kamera (ang|. indukcija ir pala%ky.mq.. Gyvﬁpm didesnj Zluﬂqu kle.k% (5 Zlufkes) vienu

Induction yra pata'lpma'ml 1 1qduk01jos metu. Patalpintos | 1nduk01jf)s kame.:rq

chamber) kamerqz_l kur_lq yra leidziamos | Ziurkés gaudavo _anestezijos dujas
anestezijos dujos. nustatytu deguonies ir izoflurano
santykiu. Tokia procedira buvo
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atlieckama  siekiant  atlikti I0OP

matavimo procediirg su tonometru.

Tonometras,
Tonolab
tonometer
(Icare, Finland)

Sis prietaisas yra naudojamas
nustatyti  gyviiny  akispiidj.
Prietaise esantis zondas
neinvaziskai prisiliesdamas prie
akies ragenos iSmatuoja IOP
gyvsidabrio milimetrais
(mmHg).

Eksperimenty  metu, tonometru
ziurkéms buvo matuojamas akispudis
beveik kiekvieng dieng 9 valanda ryte.
Vienai akiai buvo atliekami penki
matavimai, i§ kuriy buvo iSvestas
bendras vidurkis.

Mikropipeciy
traukiklis, P-
1000
micropipette
puller, Phymep,

Sis prietaisas yra reikalingas
gaminti stiklines mikroadatas i$
stiklo  kapiliary. DaZzniausiai
vienas stiklinis kapiliaras yra
jtaisomas 1 mikropipeciy
traukiklj ir nustacius tam tikrg
programa, kapiliaras yra
tempiamas j skirtingas puses, kol

Tyrimo metu mikropipeciy traukiklis
buvo naudojamas siekiant borosilikato
stiklo kapiliaro galiukg padaryti apie 1
um skersmens. Toks plonas kapiliary
galiukas  paver¢ia  kapiliara |
mikroadatg, kuri buvo naudojama
gaminant SvirkSta skirta karbomero
injekcijoms  ziurkiy priekine kamerg.

Paryzius 1§ vieno kapiliaro yra gaunami du
kapiliarai ~ su  suplonéjusiu
galiuku.
Borosilikato  stiklo kapiliarai, | Sio tyrimo metu i§ borosilikato stiklo
Borosilikato | naudojami biomediciniuose | kapiliary buvo gaminamos stiklinés
stiklo kapiliarai, | tyrimuose,  dazniausiai  Yyra | mikroadatos pasitelkus mikropipeciy
World Precision | 100mm  ilgio ir  1.5mm | traukiklj. Stiklinés mikroadatos, su 1
Instruments, | skersmens. um  skersmens  galiuku, buvo
Florida, USA reikalingos karbomero injekcijoms
atlikti j Ziurkiy priekines kameras.
,.Butterfly* adata yra sudaryta i§ | Siame tyrime ,butterfly” adatos
25G adatos turin¢ios du dvisalius | vamzdelis buvo panaudotas gaminant
lanks¢ius ,,sparnus® ir vieng | §virksta skirta karbomero injekcijoms j
,»Butterfly” lanksty permatoma vamzdelj | Ziurkiy prieking kamera.
adata (25G) (dazniausiai 20-35 cm ilgio).

Tokios  adatos  dazniausiai
naudojamos  klinikose kraujo
paémimui.

Tai lanksti medziaga, kuri gali
prikibti prie netaisyklingy formy

Tyrimo metu laboratorinis parafilmas
buvo naudotas gaminant Svirkstg skirtg

ir pavirsiy. Dazniausiai | karbomero injekcijoms | ziurkiy
Laboratorinis | naudojama siekiant apsaugoti | prieking  kamers. Laboratoriniu
parafilmas, tam tikrus indus nuo skyscio | parafilmu buvo apsupta mikroadatos ir
Parafilm®, iStekéjimo. ,,outterfly” adatos vamzdelio
Bemis, susijungimo dalis, bei insulininio
Oskosas, USA Svirk§to  ir  ,butterfly”  adatos
vamzdelio susijungimo dalis, tam, kad
susijungimy  vietose neistekety

karbomero tirpalas.
300 pL insulino $virkstas su 30G | Sio tyrimo metu, atliekant karbomero
adata dazniausiai yra | injekcijas buvo panaudotas insulino
Insulino naudojamas savarankiSkom | Svirkstas ir stikliné mikroadata. Pilnai
Svirkstas injekcijom. Be to insulino | Sis Svirkstas buvo sudarytas i$ stiklinés
SvirkStai dél plonos adatos | mikroadatos, ,butterfly”  adatos

daznai yra naudojami
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priesklinikiniuose tyrimuose
atliekant injekcijas 1
laboratoriniy gyviiny akis.

vamzdelio, insulino S$virk§to ir
laboratorinio parafilmo (2.1 pav.).

Lumenis®
Novus Spectra
Photocoagulator
with LaserLink
HS Argon green
laser, Germany

Dazniausiai fotokoaguliacija
lazeriu yra naudojama klinikoje,
gydant oftalmologines ligas.
Taip pat fotokoaguliacija lazeriu
gali biiti naudojama kuriant
aukSto akispidzio modelius,
pavyzdziui atliekant episkleriniy
veny ar trabekulinio tinklo
fotokoaguliacija lazeriu.

Tyrimo metu S$iuo lazeriu buvo
atliekama episkleriniy veny
fotokoaguliacija. Lazerio Siivio galia
sieké 500 mW, trukmé 0,10 s,
diametras 100um. Eksperimenty metu
buvo pasirinktas skirtingas lazerio
Suviy skaicius (50, 100, 200 ir 400).

Peristaltiné
pompa, Watson
— Marlow, Fluid

Reguliuojamo grei¢io pompa
skirta skys¢iy pergabenimui i$
vienos vietos ] kitg.

Tyrimo metu ziurkiy perfuzijoms
atlikti buvo naudojama Watson —
Marlow peristaltiné pompa. Sia pompa
buvo pompuojamas natrio chloridas ir

Technology 4% PFA tirpalas j kairj ziurkiy skilvelj

Group, USA 20ml/min  grei¢iu, siekiant fiksuoti
ziurkés audinius.

Mini shaker Re.guliuojan.]o. g.reiéio purtyklé .Purtyl.d(:a buvo naudojama tinklainés

Biosan Latvi,a gklng uitlkrlnu' V1§n0dq reagenty 1§kolt}plq Imunoh Istohe‘ml.nlc?

Grida, i:’SU-ZT, ir antikiiny pasiskirstyma tirpale. | Zym¢jimo metu, siekiant uZtikrinti

vienoda atnikiiny pasiskirstyma tirpale.

Plysiné lempa,
CSO srl, ltaly

Prietaisas sudarytas N
intensyvaus Sviesos Saltinio ir
binokulinio mikroskopo, kuris
vaizdg didina 5-60 Karty,

PlySiné lempa buvo naudojama lazerio
fotokoaguliacijos procediiry metu, kad
biity priartintos episklerinés venos.

naudojamas  oftolmologiniems
akies tyrimams.
Kintamo tirio | Naudojamos laboratorijose | Kintamo tiirio pipeté buvo naudojama

pipeté, 0.5 - 10

siekiant perkelti tiksy skysciy

treCio eksperimento metu laSinant

pl Sartorius, | tarj. Timolol ir Systane Ultra akiy lasus.
Finland
Analitinés Itin auksto tikslumo svarstykleés, | Analitinés svarstyklés buvo
svarstyklés, naudojamos laboratorijose, | naudojamos siekiant nustatyti tyrime
RADWAG, siekiant nustatyti tiksly | naudojamy medziagy svori.
Poland medziagy svorj.
Leica EZ4 Stereo  mikroskopas su 4.4:1 | Naudotas karbomero ir fiziologinio
Stereo mastelio keitimu, suteikiantis tiroalo iniekeii w
mikroskopas, | LED apsvietima, naudojamas 1Tpalo Mjekeljy met.

8x - 35x (Leica,
Vokietija)

pradinio lygio tyrimuose.

Leica DM6 B
fluorescencinis
ir §viesinis
mikroskopas su
Leica
DMC6200
Sviensine ir
fluorescencine
kamera (Leica,
Vokietija)

Fluorescencinis ir  Sviesinis
mikroskopas leidZiantis naudoti

automatines funkcijas ir
programines jrangas. Su
prijungta Sviensine ir
fluorescencine kamera,

leidziancia fotografuoti su 40x
didinimo objektyvu.

Naudotas tinklainés iSklotiniy

vaizdinime.
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2.2. Metodai

2.2.1. AkispudzZio matavimas

Prie$ atlickant akisptidZio matavimg ziurkés buvo patalpinamos j indukcing kamerg (po
penkias ziurkes), ] kurig buvo leidziamos anestezijos dujos nustatytu deguonies ir izoflurano
santykiu. Anestezuotos ziurkés buvo iSimamos i§ indukcinés kameros ir buvo atliktas
akispiidzio matavimas. Akispiidzio matavimas buvo atliktas visoms Long Evans ziurkém 9
valanda ryte, naudojant tonometrg. Trys dienos prie$ eksperimento pradzig visoms Ziurkéms
buvo atliktas pradinis (angl. baseline) akisptidZzio matavimas. Véliau, tyrimy eigoje akispiidzio
matavimai buvo atlikti Siomis eksperimento dienomis: 1,2,4,7,8,9,11,14. Kiekvienai akiali
akisptidzio matavimo metu buvo atliekami penki matavimai tonometru, i$ kuriy buvo iSvestas

bendras vidurkis.

2.2.2. Karbomero injekcija i prieking kamerg

Siekiant sukelti auksto akispiidzio modelj Long Evans ziurkése, buvo atlickamos
karbomero injekcijos j ziurkiy prieking kamerg, Karbomeras buvo istirpintas steriliame
vandenyje. Eksperimente buvo naudojami dviejy koncentracijy karbomero tirpalai: 0.1% ir
0.3%. Injekcijoms atlikti buvo paruoStas specialus SvirksStas sudarytas i$ stiklinés mikroadatos,

,butterfly” adatos vamzedelio, insulino $virksto ir laboratorinio parafilmo (zr. 2.1 paveikla).

Pn%r,!u@ R

LABORATORY FILM

I wasws ELEXIBLE PACKAGING

Labaratorinis parafilams

v

.,Butterfly “ adatos
vamzdelis

Stikliné mikroadata

Insulino svirkstas

2.1 pav. Karbomero injekcijoms atlikti skirtas svirkstas ir jo sudedamosios dalys (autoriaus
nuotrauka)
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Long evans ziurkés buvo anestezuotos j kojos raumenj suleidus ketamino (60 mg/kg),
meditomidino (0,4 mg/kg) ir 0.9% NaCl misinio (0,1ml/100g). Desinés akies vyzdziai buvo
iSplésti uzlasinus tropikamido tirpalo (10ul). Siekiant iSvengti ragenos i§dziuvimo, ant abejy
akiy buvo uzlasinamas Systane Ultra akiy gelis (10ul). Be to, pries injekcijas ziurkéms buvo
sulasinami Alcaine akiy lasai (10ul) ant deSinés akies, kad biity sukuriama vietiné pavirSiaus
nejautra. Naudojant chirurginj mikroskopa buvo atliekama karbomero arba fiziologinio tirpalo
injekcija i desinés akies prieking kamera, akj prilaikant pincetu. Pirmo eksperimento metu
pirmoji grupé gavo fiziologinio tirpalo injekcijas (20ul) j deSinés akies prieking kamerg
(neigiama kontrol¢), antroji grupé gavo 0.1% karbomero injekcijas (20pul) i desinés akies
prieking kamera, o trecioji grupé gavo 0.3%. karbomero injekcijas (20ul) i desinés akies
prieking kamera. Treciojo eksperimento metu pirmos ir antros grupés ziurkés gavo 0.3%
karbomero injekcijas (20ul) j deSinés akies prieking kamera. Atlikus injekcijas ziurkés buvo
pazadinamos j paodj suleidus atipamo (5 mg/ml) ir fiziologinio tirpalo (0.9%) miSino

(0,2m1/100g).

2.2.3. Episkleriniy veny fotokoaguliacija lazeriu

Siekiant sukelti kita auksto akisptidzio modelj Long Evans ziurkése, buvo atlickama
episkleriniy veny fotokoaguliacija lazeriu (zr. 2.2. paveiksla). Procediira buvo atlikta

eksperimento pradzioje ir pakartota 7-tg eksperimento diena.

2.2. pav. Juodomis rodyklémis pazymétos Ziurkiy episklerinés venos, kurioms buvo atlikta
fotokoaguliacija lazeriu (autoriaus nuotrauka)

Long Evans ziurkés buvo anestezuotos j raumenj suleidus ketamino (60 mg/kg),
meditomidino (0,4 mg/kg) ir 0.9% NaCl misinio (0,1mI/100g). Siekiant iSvengti ragenos
i8dziovimo, ant abejy akiy buvo uzlasinamas Systane Ultra akiy gelis (10ul). Be to, pries
lazeravimg Ziurkéms buvo sulaSinami Alcaine akiy lasai (10ul) ant deSinés akies, kad bty

sukuriama vietiné akies pavirSiaus nejautra. Ziurkés buvo jtvirtinamos specialiame ziurkiy
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laikiklyje. Lumenis fotokoaguliatoriaus lazerio galia buvo 500 mW, trukmé - 0,10 s, 0
diametras — 100pm. Antrojo eksperimento metu pirmosios grupés ziurkiy episklerinés venos
buvo fotokoaguliuojamos 50 karty, antrosios — 100 karty, treciosios — 200 karty, o ketvirtosios
400 karty. Treciojo eksperimento metu trecioji ir Ketvirtoji ziurkiy grupés buvo lazeruojamos
400 karty. Atlikus episkleriniy veny fotokoaguliacijg Ziurkés buvo pazadinamos j paodj
suleidus atipamo (5 mg/ml) ir fiziologinio tirpalo (0.9%) misinio (0,2ml/100g).

2.2.4. Gydymas

TreCio eksperimento metu, trys dienos iki auksto akispiidzio sukélimo, pirmosios ir
treéiosios grupés ziurkéms tris kartus per dieng (8val., 12val. ir 17val.) buvo lasinami akiy lasai
savo sudétyje turintys timololj (veikimo pradzia 30-60 min., veikimo laikas 4-5 val.). Antros ir
ketvirtos grupés ziurkéms buvo lasinamas Systane Ultra akiy gelis. Visi gyviinai gavo vienodg

akiy 1a8y kiekj — 10pl.
2.2.5. Histologija

2.2.5.1. Audiniy paruosimas

Ziurkés buvo anestezuojamos j raumenj suleidus ketamino (60 mg/kg) ir meditomidino (0,4
mg/kg) misinio. Anestezuotoms ziurkéms buvo atliekama perfuzija. Sios procediiros metu
anestezuotai Ziurkei buvo atveriama kriitinés lasta. | kairj skilveli buvo jduriama buka adata, o
desinys priesirdis praduriamas smailia adata. Pro j kairj skilvelj jdurtg bukg adatg 3 minutes
buvo varomas 0.9% fiziologinis tirpalasir 15 minuciy 4% paraformaldehidas istirpintas 0.1M
fosfatiniame tirpale (pH 7.4), siekiant fiksuoti ziurkés audinius. Perfuzijai atlikti buvo
naudojama peristaltiné pompa, kurioje buvo nustatytas 20ml/min greitis. Po perfuzijos
iSpreparuotos ziurkiy akys buvo perkeltos j 4% paraformaldehidg. Praéjus 30 minuciy i8 ziurkiy

akiy buvo paruosiamos tinklainiy isklotinés (zr. 2.3 paveikslg).

(autoriaus nuotrauka)
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2.2.5.2. Visos tinklainés imunofluorescencinis Zyméjimas

Tinklainés iSklotinésbuvo plaunamos tris buferiniu druskos tirpalu (TBS), pH 7.4, 5
valandas (+4°C), TBS buvo pakeistas 4 kartus per plovimo laikotarpj. Nuplautos tinklainés
buvo blokuojamos 30 min TBS-triton (0,5%) tirpalu, turin¢io 10% normalaus ozkos serumo
(angl. normal goat serum, NGS). Véliau méginiai iSplaunami TBS-Triton (0, 1%) tirpale,
turiné¢io 1% NGS ir inkubuojami triusio RBPMS pirminiuose antikiiniuose (skiedimas 1:200)
per naktj prie +4°C. Po inkubacijos, méginiai tris kartus po 10 min. praplaunami TBS-Triton
(0, 1%) tirpale, turin¢io 1% NGS kambario temparatiiroje. Praplovus tinklaines, jos buvo
inkubuojamos trim valandom +4°C temperatiiroje Su antriniais triusio anti-AF594 antikiinais
(skiedimas 1:500). Uzdéjus antrinius antikiinius méginiai buvo apsaugomi nuo saulés $viesos,
uzdengus folija. Véliau méginiai yra dar kartg iSplaunami tris buferiniu druskos tirpalu (TBS),
pH 7.4, du kartus, kambario temperatiiroje. Galiausiai tinklainé yra uzdedama ant objektinio

stikliuko, o ant jos ,,Fluoroshield” klijais yra priklijuojamas dengiamasis stikliukas.
2.2.5.3. Tinklainés gangliniy lasteliy skai¢iavimas

Zymétos tinklainés buvo stebimos fluorescenciniu mikroskopu Leica DM6 B (Leica,
Vokietija) bei fotografuojamos Leica DMC6200 (Leika, Vokietija) kamera, su 40x didinimo
objektyvu. Tinklainés isklotinés nuotraukos buvo padarytos naudojant LAS X (Leica,
Vokietija) programine jrangg. Nuotraukos (0,041 um? ploto) buvo daromos 8-iose skirtingose
tinklaings vietose (paveikslas 2.4).

Padarius nuotraukas, tinklainés gangliniy lasteliy skai¢ius buvo jvertintas naudojant ImageJ
(Viskonsino universitetas, USA) programine jranga. Rankiniu bidu nustatytas tinklainés
gangliniy lgsteliy skai¢ius buvo padalintas i§ 0,041 um? ploto, ir tokiu biidu buvo gautas

RBPMS-pozityviy Igsteliy skaicius kvadratiniame milimetre.

=

2.4. pav. Tinklainés isklotinéje pazymétos 8 skirtingos tinklainés vietos, kuriose buvo atliktos
nuotraukos (autoriaus nuotrauka)
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2.2.6. Statistiné rezultaty analizé

Eksperimenty rezultaty analizé buvo atlikta naudojant GraphPad Prism (versija: 8.4.2 (464),
San Diego, California, USA) programing jrangg. Atliekant statisting rezultaty analiz¢ buvo
naudojami $ie metodai: Kolmogorovo— Smirnovo kriterijus (angl. Kolmogorov-Smirnov test),
vienfaktoriné dispersiné analizé (angl. One-way ANOVA), Pearsono koreliacijos testas (angl.
Pearson correliation test) bei aprasomosios statistikos (angl. descriptive statistics) kriterijus.
Visais atvejais p reikSmé <0.05 buvo laikoma reikSminga. ApskaiCiuojant rezultatus buvo
patikrintas duomeny nromalingumas (Kolmogorovo— Smirnovo Kriterijus). Duomenys buvo

pateikiami kaip vidutiniai su standartine vidurkio paklaida (angl. standard error of mean, SEM).

45



2.3. Tyrimy eiga

2.3.1. Pirmas eksperimentas: efektyvios karbomero koncentracijos nustatymas

TYRIMO INJEKCIJOS ] PRIEKINE TYRIMO
PRADZIA KAMERA PABAIGA
-3 diena 0 diena 14 diena
N Y,
N Y
Pradinis IOP IOP matavimai

2.3.2. Antras eksperimentas: efektyvaus lazerio $iiviy skaiciaus nustatymas

TYRIMO TYRIMO
PRADYIA LAZERAVIMAS LAZERAVIMAS PABAIGA
-3 diena 0 diena 7 diena 14 diena

N v J
Pradinis IOP

IOP matavimai

2.3.3. Trecias eksperimentas: lazerio ir karbomero indukuoty auksto akispiidZio modeliy

veiksmingumo nustatymas gydant timololiu

LAZERAVIMAS/
TYRIMO INJEKCIJOS | LAZERAVIMAS TYRIMO
PRADZIA PRIEKINE KAMERA PABAIGA
-3 diena 0 diena 7 diena 14 diena
N J
Y
Pradinis IOP ir IOP matavimas ir
gydymas timololiu gydymas timololiu/akiy geliu

(neigiama kontrol¢)
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Efektyvios karbomero koncentracijos nustatymas

Siekiant nustatyti efektyvig karbomero koncentracijg, karbomero indukuoto auksto
akisptidzio modelyje penkiolikai Long Evans Ziurkiy buvo atliktos injekcijos j deSinés akies
prieking kamera. Penkios ziurkés gavo fiziologinio tirpalo injekcija (neigiama kontrolé),
penkios — 0.3% koncentracijos karbomero injekcija ir penkios 0.1 % koncentracijos karbomero
injekcija. Gautos vidutinés Ziurkiy IOP ir RGC vertés buvo lyginamos su kontralateralinémis

(kairiosiomis) akimis, kurioms nebuvo atlikta jokio procediira.

3.1.1. Akispudzio kitimas

Atlikus rezultaty analiz¢ (Zr. 3.1 lentel¢) buvo nustatyta, jog Ziurkéms gavusioms
fiziologinio tirpalo injekcijas (neigiama kontrol¢), vidutiné akisptuidzio verté ir pikas statistiskai
reik§mingai nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy (p=0.9075). IOP vidurkis po fiziologinio
tirpalo injekcijy buvo apie 11.78 mmHg + 0.29 mmHg ir pikas sieké 13.15 mmHg + 0.29
mmHg, o kontralateraliniy akiy IOP vidurkis buvo 12.72 mmHg + 0.20 mmHg ir pikas 13.15
+0.29 mmHg.

3.1 lentelé. Akispiidzio vidurkiai ir pikai po fiziologinio tirpalo (neigiama kontrolé) ir
karbomero (0.1% ir 0.3%) injekcijy i priekine kamerq, palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis.

. . Visy eksperimento . )
Eksperlm(?ntmes dieny 10P vidurkis IOP pikas (TmHg + .pv .
grupés (mmHg + SEM*) SEM¥) reikSmé
Kontralateralines 12.72 +0.20 13.45 +0.20 i
Ziurkiy akys
Fiziologinio tirpalo
injekcijos (neigiama 11.78 £ 0.29 13.15+0.29 0.9075
kontrolé) (n=5)
0]
0.1% karbomero 11.38 + 051 13.70 + 051 0.7818
injekcijos (n=5)
0]
0.3% karbomero 21.45 +2.37 32.43+2.37 <0.0001
injekcijos (n=5)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Taip pat, i$ pateiktos 3.1 lentelés matyti, jog ziurkiy vidutinis akisptdis (11.38 + 0.51)

mmHg ir I0OP pikas (13.70 £ 0.51) mmHg po 0.1 % koncentracijos karbomero injekcijos j

prieking kamerg statistiS$kai reikSmingai nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy (p=0.7818).
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Ziurkés gavusios 0.3% koncentracijos karbomero injekcija j prieking kamerg
pasizyméjo statistiskai reik§mingai didesniu akisptdzio vidurkiu (21.45 mmHg + 2.37 mmHgQ)
ir piku (32.43 mmHg + 2.37 mmHg), lyginant su kontralateralinémis ziurkiy akimis
(p<0.0001).

-4 0.1% karbomero injekcija
& 0.3% karbomero injekcija
Fiziologinio tirpalo injekcija (neigiama kontrolé)

40 - ¥ Kontralateralinés akys
D) 30
I
S
£ 20-
[ = -
Q 10 A — 3 —% 4
0 ] 1 ] ] ] | ] ]
L P 2L LL 2
'\é\o 6.\00 &00 6\0 6\00 8\00 6\00 6\@'0
6\'{‘ N 4" A D N >
€

Laikotarpis, dienos

3.1 pav. Vidutinio akispiidzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po fiziologinio tirpalo (neigiama
kontrole) ir karbomero (0.1% ir 0.3%) injekcijy j Ziurkiy prieking kamerq, palyginti su
kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

Be to, i$ pateikto grafiko (Ziuréti 3.1 paveikslg) matyti, jog ziurkiy IOP padidéjo jau
antrg dieng po 0.3% koncentracijos karbomero injekcijos j prieking kamera (24,80 mmHg +
1.16 mmHg), kuris isliko gana aukstas iki 11-tos eksperimento dienos. Taip pat, tyrimo metu
buvo pastebéta, jog po 0.3% karbomero injekcijos, ziurkiy IOP palaipsniui didéjo, kol pasieké
pika 8-tajg eksperimento dieng (32.43 mmHg + 2.37 mmHg), nors 4-taja eksperimento dieng
pastebimas nedidelis IOP sumazéjimas iki 20,75 mmHg £ 0.34 mmHg. Pasiekus pika akispiidis
palaipsniui mazéjo, kol nukrito iki 17,68 mmHg + 2.43 mmHg paskutine eksperimento dieng
(14-tg dieng). Praéjus dviem savaitéms nuo karbomero injekcijy, tarp ziurkiy kontralateraliniy

ir desSiniy akiy skirtumo nebebuvo (p=0.6054).
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3.1.2. Tinklainés gangliniy lasteliy iS§gyvenamumas

Atsizvelgiant | tai, jog padidéjes IOP lemia sumazéjusj tinklainés gangliniy lasteliy
(RGC) skaiciy, tyrimo metu buvo apskai¢iuotas tinklainés gangliniy lasteliy iSgyvenamumas,
po fiziologinio tirpalo (neigiama kontrolé) ir karbomero (0.1% ir 0.3%) injekcijy i prieking
kamerg (zr. 3.2 lentele). Pazyméjus tinklainiy iSklotines triusio RBPMS antik@iniais buvo
pastebéta, jog Ziurkiy, gavusiy fiziologinio tirpalo injekcijas (neigiama kontrol¢) RBPMS-
pozityviy lgsteliy skaiCius statistiSskai reikSmingai nesiskyré nuo Kkontralateraliniy akiy
(fiziologinio tirpalo injekcijas gavusios akys [1516 last/mm? + 86.05 last./mm?] pries
kontralateralines akis [1687 last./ mm? + 88.95 Iast./ mm?], p=0.4127).

3.2 lentelé. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis po fiziologinio tirpalo (neigiama kontrolé) ir
karbomero (0.1% ir 0.3%) injekcijy j prieking kamerq, palygintas su kontralateralinémis
Ziurkiy akimis.

Eksperimentinés RBPMS-pozityviy Igsteliy vidurkis I
grupé (last./mm? + SEM*) p-reikSmé
Kontralateralinés 1687 + 88.95 )
akys
Fiziologinio tirpalo
injekcijos (neigiama 1516 + 86.05 0.4127
kontrolé) (n=5)
0,
0.19 karbomero 1619 + 108.2 0.9365
injekcijos (n=5)
0,
0.3% karbomero 1009 + 127.1 <0.0001
injekcijos (n=5)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

o~ P<0.0001

E 2000 1 = 0.1% karbomero injekcijos
@ T =3 0.3% karbomero injekcijos
% 1500 T =3 Fiziologinio tirpalo injekcijos (neigiama kontrolé)
= mm Kontralateralinés akys

w’

N

£ 1000- —

£

N

o

e 500+

(7))

=

m

(4 0 T I I

3.2 pav. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis, po fiziologinio tirpalo (neigiama kontrolé) ir
karbomero (0.1% ir 0.3%) injekcijy | Ziurkiy prieking kamerq, palygintas su
kontralateralinémis Ziurkiy akimis.
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Taip pat, statistiSkai reikSmingas skirtumas nebuvo pastebétas tarp Ziurkiy, gavusiy
0.1% koncentracijos karbomero injekcija (1619 last/mm? + 108.2 Iast./mm?) ir
kontralateraliniy ziurkiy akiy (p=0.9365). O po 0.3% koncentracijos karbomero injekcijos,
ziurkes tur¢jo statistiSkai reikSmingg 35% RGC sumaZzéjima lyginat su kontralatrealinémis
akimis (0.3% karbomero injekcijas gavusios akys [1009 last./mm? + 127.1 last./mm?] pries

kontralateralines akis [1687 last./mm? + 88.95 last./mm?], p<0.0001) (zr. 3.2 ir 3.3 paveikslus).

3.3 pav. Triusio RBPMS antikiniais Zymétos Ziurkiy tinklainiy ganglinés lgstelés. A —
kontralateralinés akies RBPMS-pozityvios Igstelés; B — Ziurkeés, gavusios 0.3% karbomero
injekcijq, tinklainés ganglinés lgstelés.
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3.2. Efektyvaus lazerio Siiviy skaifiaus nustatymas

Sio eksperimento metu, siekiant nustatyti efektyvy lazerio $iiviy skaidiy, lazerio
indukuoto auksto akisptidzio modelyje, 20 Long Evans Zziurkiy buvo suskirstytos j keturias
grupes po penkias Ziurkes: pirmos grupés ziurkés buvo lazeruotos 50 karty, antros— 100 karty,
treCios — 200 karty, ketvirtos — 400 karty. Gautos vidutinés ziurkiy IOP ir RGC vertés buvo
lyginamos su kontralateralinémis (kairiosiomis) akimis, kurioms nebuvo atlikta jokio

procediira.

3.2.1. Akispudzio kitimas

Ziurkiy, kurios buvo lazeruotos 50 karty, vidutiné akispiidzio verté (13.90 mmHg + 0.42
mmHg) ir pikas (14.76 mmHg + 0.29 mmHg) nebuvo statistiskai reik§mingai didesnis, nei
kontralateraliniy akiy IOP (13.64 mmHg % 0.28 mmHg) ir pikas (15.36 mmHg + 0.23 mmHg)
(p=0.9999).

3.3 lentelée. Akispiidzio vidurkiai ir pikai po 50, 100, 200 ir 400 lazerio suviy j Ziurkiy
epsiklerines venas, atlikty 0- ling ir 7-tq eksperimento dieng, palyginti su kontralateralinémis
Ziurkiy akimis.

Eksperimentinés Visy elk Cs)l;qulenl:-o IOP pikas (mmHg + p-

orupé dieny IOP vidurkis SEM*) reik§mé
(mmHg + SEM*)

Kontralateralinés 13.64 + 0.28 15.36 + 0.28 -
akys R -

50 laz(«;]rzlg)suvm 13.90 +0.42 14.76 + 0.42 0.9999

100 'a(zrfi'so) Suviy 16.02 % 0.10 16.12 % 0.10 0.9997

200 'a(Z;‘;‘S") Saviy 18.68 + 1.08 19.76 + 1.08 0.8849

400 'a(Z;‘;‘S") Saviy 2353+ 1.32 24.85 +1.32 <0.05

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Taip pat, statistiSkai reikSmingo IOP padidéjimo nebuvo pastebéta ir po
fotokoaguliacijos lazeriu su 100 lazerio Suviy (16.02 mmHg + 0.10 mmHg), lyginant su
kontralateralinémis akimis (p=0.9997). Nors po 200 lazerio $iiviy j Ziurkiy episklerines venas,
pastebimas IOP vidurkio (18.68 £ 1.08) mmHg ir piko (19.76 £ 1.02) mmHg padidéjimas,

taiau jis nebuvo statistiSkai reikSmingai didesnis uz kontrolines akis (p=0.8849). Taciau, po
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fotokoaguliacijos lazeriu su 400 lazerio $tviais, pastebimas statistiSkai reikSmingas akisptdzio
(23.53 mmHg = 1.32 mmHg) ir piko (24.85 mmHg £ 1.59 mmHg) padidéjimas, lyginant su
kontralateralinémis akimis (p<0.05).

-~ 50 lazerio s0viy

100 lazerio sdviy
-+ 200 lazerio suviy

N -¥- 400 lazerio s0viy
20 /T - Kontrolinés akys

30+

IOP, mmHg
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(4 2 2 2 2 2 2 > >
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Laikotarpis, dienos

3.4 pav. Vidutinio akispiidzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po 50, 100, 200 ir 400 lazerio
suviy j zZiurkiy epsiklerines venas, atlikty 0-ling ir 7-tq eksperimento dieng, palyginti su
kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

IS auksciau pateikto grafiko (Zr. 3.4 paveikslg) matyti, jog ziurkiy, lazeruoty 400 karty,
vidutiné akisptidzio verté, pra¢jus vienai dienai po pirmosios procediiros, padidéjo iki 22.2
mmHg + 1.59 mmHg. Po IOP padidéjimo pirmaja eksperimento dieng, IOP krito ir pasieké
pradinj lygj 12,8 mmHg = 0.23 mmHg, septinta eksperimento dieng. PO antrosios
fotokoaguliacijos lazeriu procediiros, aStuntg eksperimento dieng, akispudis vél padidéjo ir
pasieké IOP pika 24,8 mmHg + 0.10 mmHg. Paskuting eksperimento dieng vidutiné akisptidzio
verté (15,3 £ 0.12 mmHg) beveik nesiskyré nuo kontralateraliniy ziurkiy akiy IOP (15,1 + 0.20)

mmHg.
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3.2.2. Tinklainés gangliniy lasteliy iS§gyvenamumas

Tiriant tinklainés gangliniy lasteliy skaiCiy po episkleriniy veny fotokoaguliacijos

lazeriu (zr. 3.4 lentelg), buvo nustatyta, jog ziurkiy RBPMS-pozityviy lgsteliy skaicius po 50

lazeriy $tviy statistiskai reik§mingai nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy (1538 last./mm? +

59.70 last./mm? ir 1687 last./mm? + 88.95 last./mm?, atitinkamai; p=0.3064). Taip pat, ziurkiy

lazeruoty 100 karty j episklerines venas, tinklainés gangliniy Igsteliy skaicius (1517 + 69.78)

last./mm? nebuvo statistiskai reik§mingai maZesnis nei kontralateraliniy akiy (p=0.2559).

3.4 lentelé. RBPMS-pozityviy Igsteliy vidurkis po 50, 100, 200 ir 400 lazerio suviy j Ziurkiy

epsiklerines venas, atlikty 0-ling ir 7-tq eksperimento dieng, palygintas su kontralateralinémis

Ziurkiy akimis.

Eksperimentinés RBPMS-pozityviy lasteliy vidurkis I
grupés (13st./mm? £ SEM*) p-reiksmé
Kontralateralinés 1687 + 88.95 -
akys
50 lazer_m Suviy 1538 + 59.70 0.3064
(n=5)
100 lazeflo suviy 1517 + 69.78 0.2559
(n=5)
200 13(1:215") Suviy 1475 + 48.25 0.0700
400 13(1:215") Saviy 1179 + 59.48 <0.0001

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

2000

1500

1000

500

RBPMS-posityvios Igstelés/mm2

0-

p<0.0001 B 50 lazerio $viy
! = 100 lazerio suviy
E 200 lazerio stviy
-

= 400 lazerio siviy

- Il Kontralateralinés akys

3.6 pav. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis, po 50, 100, 200 ir 400 lazerio Suviy j Ziurkiy
epsiklerines venas, atlikty 0-ling ir 7-tq eksperimento dieng, palygintas su kontralateralinémis

Ziurkiy akimis.
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Be to, nors yra pastebimas RBPMS-pozityviy lasteliy skai¢iaus sumazéjimas po
fotokoaguliacijos lazeriu atlikus 200 lazerio $tiviy (1475 + 48.25) last./mm?, tadiau $is lasteliy
sumazé&jimas nepasieke statistiskai reikSmingo pokycio, lyginant su kontralateralinémis ziurkiy
akimis (p=0.0700). Ziurkés lazeruotos 400 karty j episklerines venas, pasizyméjo statistiskai
reikSmingu 25 % RGC sumazéjimu lyginant su kontralateralinémis akimis (400 lazerio §tiviy
akys [1179 last./mm? + 59.48 last./mm? ] prie$ kontralateralines akis [1687 last./ mm? + 88.95
last./mm?], p<0.0001) (zr. 3.6 ir 3.7 paveikslus).

3.7 pav. Triusio RBPMS antikiniais Zymétos Ziurkiy tinklainiy ganglinés lgstelés. A —
kontralateralinés akies RGC; B — Ziurkes, lazeruotos 400 karty j episklerines venas , tinklainés
ganglinés lgsteles.
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3.3. Karbomero ir lazerio indukuoty auksto akispiidzio modeliuy

veiksmingumo nustatymas gydant timololiu

Nustacius efektyvig karbomero koncentracijg ir efektyvy lazeriy Stviy skaiciy, buvo
atliktas karbomero ir lazerio indukuoty auksto akisptidzio modeliy veiksmingumo nustatymas,
gydant timololiu. Sio eksperimento metu, 24 Long Evans Ziurkés buvo suskirstytos j keturias
grupes:

Pirmos grupés ziurkéms | prieking kamerag buvo suleistas 0,3% koncentracijos
karbomero tirpalas. Trys dienos prie$ injekcija Ziurkéms buvo pradétas gydimas timololiu
(n=6).

Antros grupés ziurkéms | prieking kamerg buvo suleistas 0,3% koncentracijos
karbomero tirpalas. Trys dienos pries injekcijg ziurkéms buvo pradétas gydimas drékinamuoju
akiy geliu Systane Ultra (neigiama kontrolé) (n=6).

Tre€ios grupés ziurkiy episklerinés venos buvo fotokoaguliuojamos 400 karty. Trys
dienos pries injekcijg ziurkéms buvo pradétas gydimas timololiu (n=6).

Ketvirtos grupés ziurkiy episklerinés venos buvo fotokoaguliuojamos 400 karty. Trys
dienos pries injekcija ziurkéms buvo pradétas gydimas drékinamaisiais akiy geliu Systane Ultra
(neigiama kontrol¢) (n=6).

Sio eksperimento metu gautos vidutinés Ziurkiy IOP ir RGC vertés buvo lyginamos su

kontralateralinémis (kairiosiomis) akimis, kurioms nebuvo atlikta jokio procedura.

3.3.1. Akispudzio kitimas

3.3.1.1. Akispudzio kitimas karbomero indukuoto auksto akispiidzio modelyje, gydant timololiu

Treciojo eksperimento duomeny analizé (zr. 3.5 lentelg) parod¢, jog gydymas timololiu,
karbomero indukuoto auksto akispiidzio modelyje, buvo sékmingas. Ziurkiy, gydyty timololiu,
IOP viduting¢ verte (13.88 £+ 0.44) mmHg ir pikas (16.10 £+ 0.44) mmHg statistiSkai reikSmingai
nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy akispiidzio (14.63 = 0.26) mmHg ir piko (15.57 + 0.26)
mmHg (p=0.8254). O ziurkés gydytos akiy geliu turéjo statistiSkai reikSmingg IOP padidéjima
lyginat su kontralateralinémis akimis (akiy geliu gydytos akys [23.81 mmHg + 1.68 mmHg]
prie$ kontralateralines akis [14.63 mmHg £ 0.26 mmHg], p<0.0001).
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3.5 lentelé. Akispiidzio vidurkiai ir pikai po 0.3% karbomero injekcijy su timololio gydymu ir
akiy geliu (neigiama kontrolé), palyginti su kontralateralinemis Ziurkiy akimis.

Visy eksperimento |OP pikas (mmHg + p-

Eksperimentinés grupés dieny IOP vidurkis - R
(mMmHg + SEM*) SEM¥) reik§meé
Kontralateralinés akys 14.63 + 0.26 15.57 £ 0.26 -
o PRSI
0:3% karbomero injekcijos 13.88 + 0.44 16.10 + 0.44 0.8254

ir gydymas timololiu (n=6)

0.3% karbomero injekcijos
ir akiy gelis (neigiama 23.81+1.68 32.10+1.68 <0.0001
kontrolé) (n=6)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Kaip ir matyti zemiau pateiktame grafike (zr. 3.9 paveiksla), ziurkiy gavusiy akiy gelj
(neigiama kontrol¢), IOP padidéjo jau pirmajg eksperimento dieng iki 22,5 mmHg = 1.38
mmHg ir toliau palaipsniui didéjo kol pasieké pika (32.10 + 1.68) mmHg, septintg eksperimento
dieng. Véliau akispiidis pradéjo Zeméti, kol galiausiai 14-tg eksperimento dieng tarp ziurkiy

kontralateraliniy ir deSiniy akiy reikSmingo skirtumo nebebuvo (p=0.6054).

0.3% karbomero injekcijos ir gydymas timololiu

0.3% karbomero injekcijos ir akiy gelis (neigiama kontrolé)
-» Kontralateralinés akys
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Laikotarpis, dienos

3.9 pav. Vidutinio akispiidzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po 0.3% karbomero injekcijy Su
timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis.

3.3.1.2. Akispudzio kitimas lazerio indukuoto auksto akispidzio modelyje, gydant timololiu

Gydymas timololiu, lazeruoty ziurkiy akisptidziui reikSmés neturéjo (zr. 3.6 lentelg).
Ziurkiy, gydyty timololiu, IOP vidutiné verté (27.26 + 1.91) mmHg ir pikas (29.52 + 1.91)
mmHg buvo statistiS$kai reikSmingai didesni, nei kontralateraliniy akiy akispudis (14.81 £ 0.26)

mmHg ir pikas (15.72 £ 0.26) mmHg (p<0.05). Taip pat, neigiamos kontrolés ziurkiy akispiidis
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(22.08 £ 1.30) mmHg ir pikas (24.20 + 1.30) mmHg. buvo statistiskai reik§mingai didesnis, nei
kontralateraliniy akiy (p<0.05).

3.6 lentelé. Akispiidzio vidurkiai ir pikai po 400 lazerio Siuviy j Ziurkiy epsiklerines venas SU
timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis.

Eksperime:\ntinés ;;Zsl?uelk (;Ee\l;;glunre;?s IOP pikas (TmHg + .pv- .
grupés (MmHg + SEM*) SEM*) reik§mé
Kontralateralinés akys 14.81 £ 0.26 15.72 £ 0.26 -
400 lazerio Suviy ir
gydymas timololiu 27.26 £1.91 29.52 £ 191 <0.05
(n=6)
400 lazerio Suviy ir akiy
gelis (neigiama 22.08 £ 1.30 24.20 £ 1.30 <0.05
kontrolé) (n=6)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

I$ pateikto grafiko (zr. 3.10 paveikslg) matyti, jog zurkiy gydyty timololiu, praéjus
vienai dienai po pirmosios fotokoaguliacijos lazeriu procediiros, IOP padidéjo iki 25.08 mmHg
+ 2.16 mmHg, o po antrosios procediiros akisptdis pakilo iki 29.52 mmHg + 1.91 mmHg ir
statistiskai nesiskyré nuo akiy geliu gydyty ziurkiy (pirmos dienos I0OP buvo 20.0 + 0.32
mmHg; aStuntos dienos 10P - 24.20 £+ 1.30 mmHg). Paskuting eksperimento dieng (14-tg dieng)
timololiu gydyty ziurkiy, vidutiné akisptdzio verté (15,24 = 0.58) mmHg buvo panasi |
kontralateraliniy akiy IOP (15,18 = 0.20) mmHog.

40+ 400 lazerio saviy ir gydymas timololiu
400 lazerio saviy ir akiy gelis (neigiama kontrolé)
D) 30- -+ Kontralateralinés akys
I
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3.10 pav. Vidutinio akispiidzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po 400 lazerio Suviy j Ziurkiy
epsiklerines venas su timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palyginti su
kontralateralinémis Ziurkiy akimis.
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3.3.2. Tinklainés gangliniy lasteliy iSgyvenamumas

3.3.2.1. Tinklaines gangliniy lgsteliy isgyvenamumas, karbomero indukuoto auksto akispiidzio

modelyje, gydant timololiu

Atliekant tinklainés gangliniy lasteliy i§gyvenamumo analiz¢ (zr. 3.7 lentelg), buvo
pastebéta, jog timololiu gydyty ziurkiy RGC skaicius nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy
(timololiu gydytos akys [1519 last/mm? + 81.46 last/mm?] prie$ kontralateralines akis [1667
last/mm? + 148.2 13st/mm?], p=0.4523).

3.7 lentelé. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis po 0.3% karbomero injekcijy j prieking kamerg,
su timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palygintas su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis.

Eksperimentinés grupés VEEII:I'XIISS(IE:} (;f/lg:;:? ilassltzel\l/llli) p-reik§mé
Kontralateralinés akys 1667 + 148.2 -
0.3% karbon_1ero in_jekci_jos ir 1519 + 81.46 0.4523
gydymas timololiu (n=7)
0.3% karbomero injekcijos ir
akiy gelis (neigiama kontrolé) 1134 +60.76 <0.001
(n=6)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Ziurkés gydytos akiy geliu turéjo statistiskai reik§minga 35% RGC sumazéjima lyginat
su kontralatrealinémis akimis (akiy geliu gydytos akys [1134 Igst/mm? + 60.76 1ast/mm?] pries
kontralateralines akis [1667 1ast/mm? + 148.2 last/mm?], p<0,001). Timololiu gydyty akiy RGC
skaiius buvo reikSmingai didesnis nei akiy geliu gydyty akiy (p<0.005) (zr. 3.11 ir 3.2

paveikslus).

E 0.3% karbomero injekcijos ir gydymas timololiu
3@ 0.3% karbomero injekcijos ir akiy gelis (neigiama kontrole)
Il Kontralateralinés akys

p<0.001

p<0.005 '
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3.11 pav. Grafike pavaizduotas RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis, po 0.3% karbomero
injekcijy i prieking kamerg, su timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palygintas
SU kontralateralinémis Ziurkiy akimis.
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3.12 pav. Nuotraukose pavaizduotos triusio RBPMS
antikiiniais zZymétos ziurkiy tinklainiy ganglinés
lgstelés: A — Ziurkés RGC, gavusios 0.3% karbomero
injekcijas ir timololio gydymg;, B — Ziurkés RGC,
gavusios 0.3% karbomero injekcijas ir akiy gelj
(neigiama kontrolé); C- Kontralateralinés akies RGC.

3.3.2.2. Tinklainés gangliniy Igsteliy isgyvenamumas lazerio indukuoto auksto akispidzio
modelyje, gydant timololiu

3.8 lentelé. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis po 400 lazerio Siviy j Ziurkiy epsiklerines venas,
su timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palygintas su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis

. .. . RBPMS-pozityviu l1asteliy Cm
Eksperimentinés grupés vidurkis (last.mm2  SEM*) p-reik§mé
Kontralateralinés akys 1667 + 148.2 -

400 laze_rlo Saviy lr_gydymas 1264 + 49 97 <0.001
timololiu (n=5)
400 lfnz.erlo Suviy ir i.lqu_gells 1972 + 44.35 <0.001
(neigiama kontrolé) (n=6)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

IS pateikty rezultaty (Zr. 3.8 lentele; 3.13 ir 3.14 paveikslus) matyti, jog timololiu ir akiy
geliu gydytos grupés RBPMS-pozityviy lasteliy skai¢ius buvo 25 % mazesnis (1264 last/mm?
+ 49.97 last/mm? ir 1272 Igst/mm? £ 44.35 last/mm?, atitinkamai), nei kontralateraliniy akiy
(1667 last./mm?2 + 148.2 1ast./mm2) (p<0.001).
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3.13 pav. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis, po 400 lazerio Suviy j Ziurkiy epsiklerines venas,
su timololio gydymu ir akiy geliu (neigiama kontrolé), palygintas su kontralateralinémis Ziurkiy
akimis.

3.14 pav. Nuotraukose pavaizduotos triusio RBPMS
antikiiniais Zymétos Ziurkiy tinklainiy ganglinés lgstelés:
A — Ziurkes RGC, lazeruotos 400 karty j episklerines
venas ir gavusios timololio gydymq; B — Ziurkés RGC,
lazeruotos 400 karty j episklerines venas ir gavusios akiy
gelj (neigiama kontrolé); C- Kontralateralinés akies
RGC.
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3.4. Lazerio ir karbomero indukuoty auksto akisptuidZio modeliuy

palyginimas Long Evans Ziurkése

Siekiant palyginti lazerio ir karbomero indukuoty auks$to akisptidzio modelius
Long Evans ziurkése, buvo naudoti trecio eksperimento rezultatai, atsizvelgiant i tai, jog Sio
tyrimo metu abiem auksto akispiidzio modeliams indukuoti buvo naudojamos tokio pacio
amziaus ziurkés ir abu modeliai buvo indukuoti tuo paciu laikotarpiu. Sio eksperimento metu
gautos vidutinés ziurkiy IOP ir RGC vertés buvo lyginamos su kontralateralinémis

(kairiosiomis) akimis, kurioms nebuvo atlikta jokio procediira.

3.4.1 Akispiuidzio kitimas

IS 3.9 lentel¢je pateikty rezultaty matyti, jog abu modeliai buvo s¢kmingi, siekiant
padidinti Ziurkiy akispudj. Ziurkiy, gavusiy 0.3% karbomero injekcijas j prieking kamera
(23.81 = 1.68) mmHg ir ziurkiy, lazeruoty 400 karty (22.08 = 1.30) mmHg, akisptdziai buvo
statistiSkai reik§mingai didesni nei kontralateraliniy akiy (p<0.0001 ir p<0.05, atitinkamai).

3.9 lentelé. Akispudzio vidurkiai ir pikai po 0.3% karbomero injekcijy ir po 400 lazerio Siviy,
palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

Eksperimentinés grupés 10P Vidléllﬁfkl\i;*()mmHg + | IOP pilggslv(lr:l)mHg + rei&-mé

Kontralateralinés akys 14.63 + 0.26 15.57 £ 0.26 -
DY Karbamely inekeiios 23.81+ 1.68 3210168 | <0.0001

400 lazerio $iiviy (n=6) 22.08 + 1.30 24.20 + 1.30 <0.05

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Vis dél to, iSsamiau lyginant auksto akisptidzio modelius, pastebima, jog karbomero
indukuotas modelis buvo efektyvesnis, nes ziurkés pasizyméjo aukstesniu akispudziu, nei
ziurkeés lazerio indukuotame auksto akisptidzio modelyje. Po 0.3% karbomero injekcijy, ziurkiy
IOP pikas sieké 32.10 mmHg + 1.68 mmHg, 0 po 400 lazerio $aviy, akisptdZio pikas buvo apie
24.20 mmHg % 1.30 mmHg.

61
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Laikotarpis, dienos

3.15 pav. Vidutinio akispudzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po 0.3% karbomero injekcijy
ir po 400 lazerio siviy, palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

Be to, i§ 3.15 paveiksle pateikto grafiko matyti, jog ziurkiy akisptudis po 0.3%
karbomero injekcijos, palaipsniui didéjo, kol pasieké pikg (32.10 = 1.68) mmHg, ir véliau IOP
palaipsniui zeméjo, kol eksperimento pabaigoje pasieké panasSy lygj, kaip kotrolinés ziurkiy
akys. Ziurkéms, atlikus 400 lazerio $iviy j episklerines venas, pastebimi akispidZio
svyravimai: po pirmosios procediiros IOP padidéja iki 20.0 mmHg + 0.32 mmHg ir nukrenta
iki 12,7 mmHg = 0.21 mmHg, praéjus dviem dienom po lazeravimo. Véliau, po antrosios
fotokoaguliacijos lazeriu procediiros ziurkiy akispiidis padidéja iki 24.20 mmHg + 1.30 mmHg
ir vél nukrenta iki 14,5 mmHg £ 2.10 mmHg, 9-ta eksperimento dieng. Taip pat, karbomero
indukuotame auksto akisptdzio modelyje reikéjo tik vienos 0.3% karbomero injekcijos j
desinés akies prieking kamera, norit palaikyti pakilusj ziurkiy akisptidj iki eksperimento
pabaigos, o, lazerio fotokoaguliacijos metu prireiké dviejy procediiry (0 ir 7 eksperimento

dienomis).
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3.10 lentelé. Akispiidzio vidurkiai ir pikai po 0.3% karbomero injekcijy ir po 400 lazerio Siviy,
su timololio gydymu, palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

Eksperimentinés grupés 0P Vlidg'ékﬁ,s;ang 1OP p”s(gsl\zT)mHg * p-reik§mé
Kontralateralinés akys 14.81 £ 0.26 15.72 £ 0.26 -
0.3% karbomero
injekcijos ir gydymas 13.88 £ 0.44 16.10 £ 0.44 0.8254
timololiu (n=7)
400 lazerio Saviy ir 27.26 +1.91 29.52 + 1.91 <0.05
gydymas timololiu (n=5)

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Gydymas timololiu buvo veiksmingas tik karbomero sukeltame aksto akispudzio
modelyje. Akispudis buvo Zenkliai maZesnis ir nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy (0.3 %
karbomero injekcijas ir gydyma timololiu gavusios akys [13.88 mmHg + 0.44 mmHg] pries
kontralateralines akis [14.81 mmHg + 0.26], p=0.8254). Lazerio indukuoto auksto akispiidzio
modelyje timololis neturéjo jokio efekto (400 karty lazeruotos ir gydyma timololiu gavusios
akys [27.26 mmHg + 1.91 mmHg] pries kontralateralines akis [14.81 mmHg £ 0.26], p<0.05).
(zr. 3.10 lentele ir 3.16 paveiksla).

0.3% karbomero injekcijos ir gydymas timololiu
400 lazerio saviy ir gydymas timololiu

40 -+ Kontralateralinés akys
Fao-
(S
& 20+
o A A A
O 10-
0 1 1 I 1 1 I I 1 1
R4 2 2 2 2 2 2 2
L &
&o\\wu'\%q\\,\u
¢

Laikotarpis, dienos

3.16 pav. Vidutinio akispiudzio pokyciai 2 savaiciy laikotarpyje, po 400 lazerio suviy ir po 0.3%
karbomero injekcijy, su timololio gydymu, palyginti su kontralateralinémis Ziurkiy akimis.
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3.4.2. Tinklainés gangliniy lasteliy iS§gyvenamumas

Zvelgiant | rezultatus pateiktus 3.11 lenteléje, matyti, jog abu auksto akisptidzio
modeliai sékmingai sumazino tinklainés gangliniy lgsteliy skai¢iy. RBPMS-pozityviy lasteliy
skaicius, indukavus karbomero auksto akispiidZzio modelj (1134 last/mm? + 60.76 last/mm? ) ir
lazerio auksto akispidzio modelj (1272 * 44.35) last/mm? , buvo statistiskai reik§mingai

mazesnis, lyginant su kontralateralinémis ziurkiy akimis (p<0.001).

3.11 lentelé. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis po 0.3% karbomero injekcijy ir po 400 lazerio
suviy, palygintas su kontralateralinémis Ziurkiy akimis.

i . . RBPMS-pozityviu lasteli v
Eksperimentinés grupés vidurkis (lgs ¢ /n};mg iaSEMu*) p-reik§mé
Kontralateralinés akys 1667 + 148.2 -

0.3% karbomero injekcijos 1134 + 60.76 <0.001
(n=6) T '
400 lazerio Stuviy (n=6) 1272 £ 44.35 <0.001

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

Idémiau palyginanus Siuos modelius (zr. 3.17 paveikslélj) pastebimas nedidelis
skirtumas: po 0.3% karbomero injekcijy, RGC skai¢ius sumazéja mazdaug 35 %, 0 po 400

lazerio $tviy, RBPMS-pozityviy lasteliy skai¢ius sumazéja apie 25 % (p<0.001).

p<0.001
1 |
- p<0.001 L

~ 2000 —_ B3 0.3% karbomero injekcijos
E =3 400 lazerio $viy
I Il Kontralateralinés akys
- a
S 1500
E. -
2 T
S 1000+
>
N
o
e
n -
2 500
o
m
(14

0' T T

3.17 pav. Grafike pavaizduotas RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis, po 400 lazerio Suviy j
Ziurkiy epsiklerines venas, su timololio ir akiy gelio (neigiama kontrolé) gydymu, palygintas su
kontralateralinémis Ziurkiy akimis.
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Karbomero indukuotame auksto akispiidzio modelyje gydant timololiu RGC skaicius
buvo zenkliai mazesnis ir nesiskyré nuo kontralateraliniy akiy (0.3 % karbomero injekcijas ir
gydyma timololiu gavusios akys [1519 Iast/mm? + 81.46 last/mm?] prie$ kontralateralines akis
[1667 last/mm?+ 148.2 last/mm?), p=0.4523). Lazerio indukuoto auksto akispiidzio modelyje
timololis neturéjo jokio efekto (400 karty lazeruotos ir gydyma timololiu gavusios akys [1264
last/mm? + 49.97 last/mm?] pries kontralateralines akis [1667 last/mm? = 148.2 Igst/mm?],
p<0.001) (zr. 3.12 lentelg ir 3.18 paveiksla).

3.12 lentelé. RBPMS-pozityviy lgsteliy vidurkis po 0.3% karbomero injekcijy ir po 400 lazerio
Suviy, ir timololio gydymu, palygintas su kontralateralinémis Ziurkiy akimis

RBPMS-pozityviy lasteliy i
Eksperimentinés grupés vidurkis (Iast/mm?) + P
reikSmé

SEM¥*)
Kontralateralinés akys 1667 + 148.2 -
5 —
0.3% karbomero |n_JekC|_Jos ir gydymas 1519 + 81.46 0.4523
timololiu (n=7)

400 lazerio suvm( r11r: %dymas timololiu 1964 + 49.97 <0.001

*SEM - standartiné vidurkio paklaida (angl. standard error of mean)

B 0.3% karbomero injekcijos ir gydymas timololiu

= 400 lazerio suviy ir gydymas timololiu
Il Kontralateralinés akys

p<0.001
2000-  m—

1500 —

1000

RBPMS-pozityvios lgstelés/mm2

3.18 pav. Grafike pavaizduotas RBPMS-pozityviy Igsteliy vidurkis, po 0.3% karbomero
injekcijy ir po 400 lazerio siviy, su timololio gydymu, palygintas su kontralateralinemis Ziurkiy
akimis.
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3.5. Rezultaty aptarimas

Kiek yra zinoma, tai yra pirmasis tyrimas, kuriame buvo lyginami lazerio ir karbomero
indukuoti auksto akisptidzio modeliai. Visy pirma, atsizvelgiant i tai, jog ankstesniy tyrimy
metu (X. W. Lei ir kt., 2009; Y. Xu ir kt., 2002; H. G. Kim ir kt., 2013) 0.3% koncentracijos
karbomero injekcijos sglygojo ragenos drumstumg ir tai uzkirto kelig fundoskopiniam ir
funkciniam regos nervo ir tinklainés pazeidimo stebéjimui, Siame darbe pirmo eksperimento
metu buvo siekiama nustatyti efektyvia karbomero koncentracija, kuri padidinty akisptdj ir
sumazinty tinklainés gangliniy Igsteliy skaiciy, taCiau nesukelty ragenos drumstumo.
Eksperimento metu buvo atliekamos 0.1% ir 0.3% koncentracijos karbomero ir fiziologinio
tirpalo (neigiama kontrolé) injekcijos (20 ul) j ziurkiy priekines kameras. Tyrimo rezultatai,
parodé, jog 0.1% koncentracijos karbomero injekcijos nebuvo pakankamai veiksmingos
padidinti ziurkiy IOP ir sumazinti RGC skai¢iy. Taciau, po 0.3% koncentracijos karbomero
injekcijy ziurkiy akisptidzio vidutiné verte padidéjo iki 21.45 mmHg + 2.37 mmHg, o pikas 8-
taja eksperimento dieng sieke 32.43 mmHg + 2.37 mmHg. Tinklainés gangliniy lasteliy skaicius
po 0.3% koncentracijos karbomero injekcijy, sumazéjo 35 %. Gauti rezultatai yra panasis |
Kim ir kity, 2013 atliko tyrimo rezultatus, kur po 0.3% koncentracijos karbomero injekcijy,
ziurkiy vidutinis IOP buvo apie 36.90 mmHg £ 6.21 mmHg ir IOP pikas sieké 40.41 + 10.52
mmHg, o tinklainés ganglinés lastelés, tyrimo metu, sumazéjo 38 %, praéjus 8 savaitéms po
pirmosios injekcijos. Be to, Sio darbo pirmojo eksperimento metu, kaip ir kity autoriy (X. W.
Lei ir kt., 2009; Y. Xu ir kt., 2002; H. G. Kim ir kt., 2013) tyrimuose buvo pastebétas Ziurkiy
ragenos drumstumas, kuris uzkirto kelig fundoskopiniam ir funkciniam regos nervo ir tinklainés
pazeidimo stebéjimui. Vienintélis skirtumas tarp kity autoriy ir misy atlikto tyrimo buvo
padidéjusio akisptdzio iSsilaikymas. Kim ir kity, 2013 atliktame tyrime aukstas IOP iSsilaiké
apie 6 savaites, 0 miisy tyrime ziurkiy akisptidis nukrito iki paradinio lygio praéjus 2 savaitéms
po pirmosios injekcijos. Taciau §j skirtumg paaiSkina tyrimo metu atlikty injekcijy skaicius.
Kim ir kity, 2013 tyrimo metu injekcijos Ziurkéms buvo atliktos du kartus (tyrimo pradZioje ir
praéjus dviem savaitéms po pirmosios injekcijos) siekiant ilgiau iSlaikyti pakilusj IOP, 0 miisy
tyrimo metu buvo atlikta tik viena injekcija, tyrimo pradzioje. Be to, norsKim ir kity, 2013
tyrime buvo naudojama pakartotiné injekcija ir IOP buvo iSlaikomas net 6 savaites, taciau
gangliniy lasteliy sumaz¢jimas buvo panasus kaip ir musy tyrime.

Atsizvelgiant | tai, jog skirtingi autoriai (E. WoldeMussie ir kt., 2001; W. Hare ir kt.,
2001; K. Chiu ir kt. 2007) atlikdami episkleriniy veny fotokoaguliacijg lazeriu, pasirenka
skirtingg lazerio $tviy skai¢iy, $io darbo antrojo eksperimento metu buvo siekiama nustatyti

efektyvy lazerio Suiviy skai€iy, kuris padidinty akisptidj ir sumazinty tinklainés gangliniy
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lasteliy skai¢iy Long Evans ziurkése. Tyrimo metu buvo atlikta 50, 100, 200 arba 400 lazerio
Stiviy j episklerines venas, 0-ling ir 7-tg eksperimento dienomis. Atlikus rezultaty analize, buvo
nustatyta, jog 50, 100 ar 200 lazerio $tviy skaiCius j episklerines venas nebuvo pakankamas,
siekiant padidinti ziurkiy IOP ir sumazinti RGC skai¢iy. O ziurkiy, lazeruoty 400 karty j
episklerines venas vidutiné akispuidzio verté padidéjo iki 23.53 mmHg + 1.32 mmHg ir IOP
pikas sieké 24.85 mmHg + 1.59 mmHg. Tinklainés gangliniy lgsteliy skai¢ius sumazéjo apie
25 %. Gauti rezultatai yra panasis j kity autoriy rezultatus tuo, jog atlikus dvi fotokoaguliacijos
lazeriu procediras, yra pastebimas ziurkiy akisptdzio padidéjimas ir tinklainés gangliniy
lasteliy skai¢iaus sumazéjimas. Vis dél to, nustatytas efektyvus lazerio $tviy skaiéius - 400, su
Kitais tyrimais nesutampa. Taciau, $is neatitikimas gali biiti paaiSkintas tyrimuose naudota
skirtinga lazerio $tviy galia bei trukme. WoldeMussie ir kity, 2001 atliktame tyrime padidéjo
Ziurkiy IOP (25.0 mmHg + 0.4 mmHg) ir sumazéjo RGC skaiius (44%), naudojant tik 130—
150 Siiviy i episklerines venas, taciau tyrimo metu naudota lazerio Stviy galia siekeé 1 vatg (W),
o trukmé 0,2 sekundes, 0 misy tyrimo metu buvo naudota tik 500 milivaty (mW) lazerio §tviy
galia, o trukmé 0,10 sekundes. Taip pat lazerio $tviy skaiCiaus neatitikimg gali lemti ir
skirtingos ziurkiy linijos. Kadangi yra anatominiy skirtumy tarp skirtingy Ziurkiy linijy, tai ir
taikomas lazerio Stviy skai¢ius galimai reikalingas skirtingas. Nors autoriy (Chiu ir kt., 2007;
H. Levkovitch-Verbin ir kt., 2002) atliktuose tyrimuose buvo naudojama panasi lazerio $tviy
galia ir trukmé, taciau Sprague Dawley ziurkéms, uzteko apie 75-80 lazerio $tviy, o Wistar
ziurkéms reikéjo apie 100 $tviy, kad padidinti ziurkiy IOP ir sumazinti RGC skaiéiy.

Taip pat, siekiant nustatyti lazerio ir karbomero indukuoty auksto akisptidZio modeliy
veiksmingumg, §io darbo metu buvo atliktas treCiasis eksperimentas, kur ziurkéms buvo
indukuoti auksto akispidzio modeliai ir paskirtas timololio gydymas. Tyrimo metu buvo
tikimasi, jog gydymas timololiu sustabdys vandeninio humoralinio skys¢io gamyba, o tai uzkirs
kelig akisptidzio padidéjimui ir tinklainés gangliniy lasteliy sumazéjimui. Tyrimo rezultatai
parodé, jog gydymas timololiu, karbomero indukuoto auksto akispiidzio modelyje, uzkirto kelig
IOP padid¢jimui ir RGC sumazéjimui. Kiek Zinoma, tai yra pirmasis tyrimas, kurio metu, buvo
patikrintas timololio efektyvumas karbomero indukuoto auksto akisptidzio modelyje. Taciau,
gydymas timololiu, lazerio indukuoto auksto akispiidzio modelyje, reik§més neturéjo. Ziurkiy,
lazeruoty 400 karty j episklerines venas ir gydyty timololiu, IOP vidutiné verté (27.26 + 1.91)
mmHg ir pikas (29.52 + 1.91) mmHg buvo statistiskai reikSmingai didesni, nei kontralateraliniy
akiy, o tinklainés gangliniy lasteliy skai¢ius sumazéjo 25 %. Sie gauti rezultatai nesutapo su
literatiiroje vyraujama nuomone, galimai dél tyrimuose naudoty skirtingy ziurkiy linijy. Seki ir
kiti, 2005 atliktame tyrime, buvo rasta, jog timololis uzkirto kelig ziurkiy IOP padidéjimui ir

RGC sumazéjimui, lazerio indukuotame auk$to akispudzio modelyje su Wistar ziurkémis.
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Kadangi Wistar ir Long Evans ziurkés turi keletg struktiiriniy ir funkciniy akiy skirtumy, tai
galbiit ir auks$to akispiidzio modelio veiksmingumui nustatyti turi buti naudojami skirtingi
farmakologiniai medikamentai. Be to, vertéty atkreipti démes;j j tai, jog nors §io tyrimo metu
gydymas timololiu neuzkirto kelio ziurkiy IOP padidéjimui ir RGC sumazéjimui, lazerio
indukuotame auks$to akispudzio modelyje, tai nereiskia, jog modelis neveiksmingas, ir Sio
modelio veiksminguma vertety patikrinti kitais medikamentais, nukreiptais j neuroprotektinius
tinklainés gangliniy Igsteliy ir regos nervo mechanizmus.

Analizuojant lazerio ir karbomero indukuotus auksto akispiidzio modelius, akivaizdu,
jog abu modeliai buvo sékmingi, siekiant padidinti Ziurkiy akisptidj ir sumazinti tinklainés
gangliniy lasteliy skaiciy. Vis dél to, iSsamiau lyginant auksto akisptidzio modelius, pastebima,
jog karbomero indukuotas modelis buvo efektyvesnis, nes ziurkés pasizyméjo aukstesniu
akisptdziu (23.81 mmHg + 1.68 mmHg), nei lazerio indukuotame auksto akispudzio modelyje
(22.08 mmHg + 1.30 mmHg). Be to, karbomero indukuotame auksto akisptidzio modelyje
matomas kryptingas akisptdzio didéjimas iki piko (32.10 + 1.68) mmHg ir tuomet kryptingas
IOP mazéjimas. O lazerio indukuotame akispiidzio modelyje pastebimi akisptidZio svyravimai:
IOP po pirmosios procediiros IOP padid¢ja iki 20.0 mmHg + 0.32 mmHg ir nukrenta iki 12,7
mmHg * 0.21 mmHg pragjus dviem dienom po lazeravimo. Véliau, po antrosios
fotokoaguliacijos lazeriu procediiros ziurkiy akispiidis vel padidéja iki 24.20 mmHg + 1.30
mmHg ir nukrenta iki 14,5 mmHg £ 2.10 mmHg, 9-ta eksperimento dieng. Tokia skirtinga IOP
kitimo dinamika laike modeliuose gali buti paaiskinta skirtingais indukuoty modeliy veikimo
mechanizmais: karbomero indukuotame modelyje yra uzkemSamas trabekulinis tinklas, kuris
sukuria pagrindinj pasiprieSinimg vandeniniam humoraliniui skysciui. O lazerio indukuotame
modelyje yra uzdeginamos episklerinés venos, kurios tokio svarbaus vaidmenio AH skysc¢io
pasiprieSinime neatlieka. Taip pat, tinklainés gangliniy Igsteliy skaicius sumazéjo labiau po
0.3% koncentracijos karbomero injekcijy (35 %), nei po 400 lazerio $tiviy j episklerines venas
(25 %). Salia to, kaip ir minéta anksciau, gydymas timololiu, karbomero indukuoto auksto
akisptidzio modelyje uzkirto kelig IOP padidéjimui ir RGC sumaz¢jimui, 0 lazerio indukuoto
auksto akispiidzio modelyje, timololis reik§més neturéjo. Taip pat, lyginant auksto akisptidzio
modelius, svarbu atkreipti démesj i tai, jog karbomero indukuotame auksto akispiidzio
modelyje reikéjo tik vienos 0.3% karbomero injekcijos j deSinés akies prieking kamerg, norit
padidinti IOP ir sumazinti tinklainés gangliniy lasteliy skaiéiy, 0 lazerio indukuotame auksto
akispuidzio modelyje prireiké dviejy procediry (0-ling ir 7-ta eksperimento dienomis). Be to,
karbomero suleidimas j prieking kamera yra lengvesnis, pigesnis ir specialios jrangos
nereikalaujantis metodas, ko nebuity galima pasakyti apie episkleriniy veny fotokoaguliacija

lazeriu. Nors i§ pateiktos informacijos atrodo, jog karbomero indukuotas auksto akisptdzio
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modelis yra pranasesnis, ta¢iau $is modelis turi ir tam tikry apribojimy. Karbomero injekcijos
salygojo ziurkiy ragenos drumstuma, o tai uzkerto kelig fundoskopiniam ir funkciniam regos
nervo ir tinklainés paZzeidimo stebéjimui.  Ziurkiy ragenos, po episkleriniy veny

fotokoaguliacija lazeriu, iSliko skaidrios.

ISVADOS

e Nustatyta, jog 0.3% karbomero koncentracija, yra efektyvi siekiant padidinti akisptd]
ir sumazinti tinklainés gangliniy lasteliy skai¢iy, ziurkiy karbomero indukuoto auksto
akispiidzio modelyje.

¢ Nustatyta, jog 400 (galia 500 mW, trukmé - 0,10 s, diametras — 100um) yra efektyvus
lazerio $uviy skaiCius, siekiant padidinti akisptdj ir sumazinti tinklainés gangliniy
lasteliy skaiciy, Ziurkiy lazerio indukuoto auksto akisptidzio modelyje.

e Nustatyta, jog karbomero indukuotame auksto akisptidzio modelyje gydymas 0.5 %
timololiu buvo veiksmingas siekiant uzkirsti kelig akisptidzio padidéjimui ir tinklainés
gangliniy lasteliy sumazéjimui, 0 lazerio indukuotame auksto akispidzio modelyje
gydymas 0.5 % timololiu reik§més neturéjo.

e Palyginus lazerio ir karbomero indukuotus auksto akispiidzio modelius Long Evans
ziurkése, nustatyta, jog abu modeliai buvo sékmingi, siekiant padidinti akispudj ir
sumazinti tinklainés gangliniy lasteliy skai¢iy. Tac¢iau, karbomero indukuotas auksto
akisptidzio modelis yra pigesnis, specialios jrangos nereikalaujantis metodas, kuriame
padidéjes IOP issilaiko ilgesnj laikotarpj, uztenka vienos procediiros modeliui sukelti ir

gydymas timololiu yra s€kmingas.
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SANTRAUKA

Pagrindinis §io tyrimo tikslas buvo palyginti lazerio ir karbomero indukuotus auksto
akispuidzio modelius Long Evans ziurkése. Tyrimo metu buvo atlikti trys eksperimentai:
pirmojo eksperimento metu buvo siekiama nustatyti efektyvig karbomero koncentracija,
karbomero indukuoto auksto akisptidzio modelyje; antrojo eksperimento metu buvo tikimasi
nustatyti efektyvy lazerio $tviy skaiciy, lazerio indukuoto auks$to akispiidzio modelyje; ir
tre¢iojo eksperimento metu buvo nustatomas lazerio ir karbomero indukuoty auksto akisptidzio
modeliy veiksmingumas, gydant timololiu. Tyrimui atlikti buvo naudojamos 4-5 ménesio
amziaus Long Evans ziurkés. Karbomero auksto akisptidzio modelio indukcijai sukelti buvo
atliekamos 0.1% ir 0.3% karbomero injekcijos (20ul) j Ziurkiy priekines kameras. Lazerio
auksto akisptidzio modelio indukcijai sukelti buvo atlikta 50, 100, 200 arba 400 lazerio Stviy |
ziurkiy episklerines venas. Siekiant nustatyti abiejy auksto akispiidZzio modeliy veiksminguma,
buvo paskirtas timololio (10ul) gydymas tris kartus dienoje (8val., 12val. ir 17val.). IOP
matavimai tonometru buvo atlikti visy eksperimenty metu beveik kiekvieng dieng, 0 tyrimy
pabaigoje buvo suskaiciuotas tinklainés gangliniy lgsteliy skai¢ius. Tyrimo rezultatai parode,
jog 0.3% karbomero injekcijos, karbomero indukuoto auksto akispiidzio modelyje ir 400
lazerio $uviy, lazerio indukuoto auksto akispiidzio modelyje, yra efektyvus variantas siekiant
padidinti akispiidj ir sumazinti tinklainés gangliniy lasteliy skaic¢iy. Karbomero indukuotame
auksto akisptidzio modelyje gydymas timololiu buvo veiksmingas siekiant uzkirsti kelig IOP
padidéjimui ir RGC sumazéjimui, taCiau lazerio indukuotame auksto akispiidzio modelyje
gydymas timololiu reikSmés neturéjo. Palyginus lazerio ir karbomero indukuotus auksto
akispuidzio modelius Long Evans ziurkése, nustatyta, jog abu modeliai buvo sékmingi siekiant
padidinti akispiid] ir sumazinti tinklainés gangliniy Iasteliy skai¢iy. Taciau karbomero
indukuotas aukSto akispiidzio modelis yra pigesnis, specialios jrangos nereikalaujantis
metodas, kuriame padidéjes IOP iSsilaiko ilgesni laikotarpi, uztenka vienos procediiros

modeliui sukelti ir gydymas timololiu yra sékmingas.
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SUMMARY

The primary objective of this study was to compare laser and carbomer-induced high
intraocular pressure models in Long Evans rats. Three experiments were performed during the
study: the first experiment was aimed to determine the effective concentration of carbomer
solution in a carbomer-induced high intraocular pressure model; the second experiment was
performed to determine the effective number of laser shots in laser-induced high intraocular
pressure model; and a third experiment demonstrated the efficacy of carbomer and laser-
induced high intraocular pressure models with timolol administration. 4-5 months Long Evans
rats were used in the study. Induction of 0.1% and 0.3% carbomer solution (20ul) into anterior
chamber of rats was performed in order to induce high intraocular pressure model of carbomer.
In order to induce laser high intraocular pressure model 50, 100, 200, or 400 laser shots were
performed into the episcleral veins of rats. In order to determine the efficacy of both high
intraocular pressure models, timolol (10 ul) was administered daily three times per day (8 am.,
12 pm., and 5pm.). IOP measurements with tonometer were performed almost every day during
all experiments, and the number of retinal ganglion cells was counted at the end of the study.
The study results showed that 0.3% carbomer solution injections in the carbomer-induced high
intraocular pressure model, and 400 laser shots in the laser-induced high intraocular pressure
model were the effective choice in order to increase intraocular pressure and to reduce retinal
ganglion cell number. In carbomer-induced high intraocular pressure model, timolol treatment
was effective in preventing an increase in IOP and a decrease in RGC, but in the laser-induced
high intraocular pressure model, timolol treatment was not significant. Comparison of laser and
carbomer-induced high intraocular pressure models in Long Evans rats showed that both
models were successful in increasing intraocular pressure and reducing retinal ganglion cell
number. However, the carbomer-induced high intraocular pressure model is a less expensive,
no-equipment required method in which increased IOP persists for a longer period of time, only

a single procedure is needed to induce the model, and treatment with timolol is successful.
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