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Pathomorphology of membranes appearing in proliferative vitreoretinopathies
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Summary:

Immunohistochemical techniques were used to investigate the cell content of epiretinal membranes accuring in proliferative vit-

reoretinopathy (PVR) and proliferative diabetic retinopathy (PDR). Ten epiretinal membranes were obtained during surgery from
eyes with PVR and five from eyes with PDR. This material was studied histopathologically and immunohistochemically. Retinal
pigment epithelial cells, glial cells, macrophages, T lymphocytes and type IV collagen were identified in these membranes.
The findings indicate that the cells mentioned possess a potential role in creating vitreoretinal membranes in PVR and PDR.
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Witreoretinopatia proliferacyjna (PVR - ang. proliferative
vitreoretinopathy) jest definiowana jako rozrost bfon na obu
powierzchniach odwarstwionej siatkéwki oraz na tylnej powie-
rzchni odtaczonego ciata szklistego (1). W$réd wielu przyczyn
rozwoju bton nasiatkéwkowych i podsiatkéwkowych, takich jak:
zakrzep zyty $rodkowej siatkéwki, starcze zwyrodnienie plamki
czy zapalenie wewnatrzgatkowe, witreoretinopatia proliferacyj-
na, powstajgca w przebiegu przedarciowego odwarstwienia
siatkéwki, a takze proliferacyjna retinopatia cukrzycowa (PDR
— ang. proliferative diabetic retinopathy), doprowadzajaca do
odwarstwienia siatkdwki w wyniku obkurczania sie bton wiék-
nisto-naczyniowych, sg, ze wzgledu na czesto§¢ wystepowania
i wage problemu klinicznego, szczegélnie istotne (2). Wtasci-
wosci kurczliwe powstajgcych bton widknisto-komérkowych
i wiéknisto-naczyniowych prowadzg do pociaggania siatkéwki
i znacznego spadku ostro$ci wzroku, stanowigc wazng i czestg
przyczyne niepowodzen w chirurgii witreoretinalnej (3). Patoge-
neza bton powstajacych w przebiegu PVR i PDR nie jest dosta-
tecznie wyjasniona.

Cel pracy
Celem naszej pracy jest ocena morfologiczna elementéw bu-
dowy bton w oczach z PVR i PDR.

Materiat i metody

Materiat stanowito 15 bfon proliferacyjnych pobranych od
pacjentéw podczas witrektomii przez pars plana. Dziesigé oséb
operowanych byto z powodu witreoretinopatii proliferacyjnej,
wikfajgcej przedarciowe odwarstwienie siatkéwki stopnia C1
lub bardziej zaawansowanego, a 5 oséb operowanych byto
z powodu cukrzycowej retinopatii proliferacyjnej. Zaden z ope-

witreoretinopatia proliferacyjna, proliferacyjna retinopatia cukrzycowa, immunohistochemia.
proliferative vitreoretinopathy, proliferative diabetic retinopathy, immunohistochemistry.

rowanych pacjentéw nie przebyt wczesniej choroby zapalnej
operowanego oka. Wszystkie pobrane btony utrwalono w 10%
roztworze formaliny, a nastepnie sporzgdzono preparaty histopa-
tologiczne ze skrawkéw parafinowych grubosci 6 u. Byly one
barwione hematoksyling i eozyna. Wykonano takze odczyny
immunohistochemiczne, uzywajac surowic firmy DAKO, zawie-
rajgcych nastepujace przeciwciata monoklonalne: przeciw cy-
tokeratynom (mouse anti-human cytokeratine clone MNF 116)
— marker komdrek nabtonka; przeciw kwasnemu biatku wiékie-
nek glejowych (GFAP) — marker astrocytéw; CD 3 T Cell — marker
limfocytéw T; CD 20 cy L 26 — marker limfocytéw B; CD 68
Macrophage — marker makrofagéw; HMB-45 mouse anti-hu-
man melanosome HMB — marker komérek produkujgcych me-
laning; Collagen IV — marker kolagenu IV oraz mouse anti-human
von Willebrand Factor (F-VIIl) — marker komérek Srddbtonka na-
czyn. Dla wszystkich odczynéw wykonano kontrole pozytywne
i negatywne.

Wyniki i oméwienie

Liczba bton wykazujaca immunoekspresje badanych antyge-
néw prezentowana jest w tab. I.

Obraz mikroskopowy bton PDR i PVR nie wykazywat wy-
raznych roéznic. tacznotkankowe podscielisko wykazywato
staba ekspresje kolagenu IV. Jego obecno$¢ w strukturach
bton potwierdzona byta takze przez innych autoréw, m.in.
Morino i wsp., ktérzy wskazujag na mozliwo$¢ produkowania
go przez komoérki nabtonka barwnikowego (4). By¢ moze kon-
trola komdrek nabtonka barwnikowego i procesu wytwarzania
przez nie macierzy pozakomdrkowej mogtaby mie¢ kluczowe
znaczenie dla zapobiegania rozwojowi proliferacji witreoreti-
nalnych. W tacznotkankowym podscielisku widoczne byty
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Blony PVR (10) | Biony PDR (5) ’
HMB-45 10 3
MNF-16 10 5
GFAP 10 4
CD3 T Cell 7 3
CD20 cy L26 - 1
CD68 Macrophage 6 3
F VIl 2 4
Collagen IV 3

Tab.l. Liczba bton wykazujgca immunoekspresje badanych antyge-
néw.
Tab.l.  Number of membranes showing antigen expression.

liczne, szczegélnie w PDR (w 4 na 5 przypadkdéw), proliferu-
jace naczynia krwiono$ne réznego kalibru — od naczyn wto-
sowatych do matych tetniczek (niektére z nich wykazywaty
pogrubienie $cian). W PVR naczynia uwidocznity sig tylko
w 2 z 10 przypadkdéw (ryc. 1). Wyniki te potwierdzajg obser-
wacje innych autoréw wskazujgcych na wiéknisto-naczy-
niowy charakter bton PDR i nieliczne naczynia wystepujace
w bfonach PVR, ktére charakteryzujg sie przewaga kompo-
nentu komdrkowego (2). W otoczeniu naczyn, a takze poza
nimi stwierdzono obecno$¢ limfocytéw T (w 3 z 5 badanych
PDR i w 7 z 10 PVR) (ryc. 2). Limfocyty B, wykazujace immu-
noekspresje CD 20, stwierdzono tylko w jednej btonie PDR.
Obecnos$¢ limfocytéw T w wiekszo$ci badanych bton wska-
zuje, ze mogg one odgrywac istotng role w patofizjologii bton
powstajgcych zaréwno w przebiegu witreoretinopatii prolif-
eracyjnej, jak i proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej. Jak
wynika z dostepnego pi$miennictwa, cytokiny wydzielane
przez limfocyty T stanowig jeden z czynnikdw zapoczgtkowu-
jacych proces proliferacji i obkurczania bfon. Brak limfocytéw
B w przebadanym przez nas materiale wydaje sie przema-
wiaé za opinig 0 niezaangazowaniu odpowiedzi humoralnej
w patofizjologie bton proliferacyjnych. W opinii tej jestesmy
zgodni z innymi autorami (5,6). Jednak nie wszystkie wyniki
podawane w pi$miennictwie potwierdzaja te opinie. Baudoin
i wsp., a takze Tang i wsp. w swoich pracach potwierdzili
obecno$¢ limfocytéw B, jak réwniez immunoglobulin klasy
IgG, IgA oraz IgE w strukturach badanych bton (7,8). Jak
sugerujg Chartis i wsp. (6), przyczyng tej rozbiezno$ci moze
by¢é odmienna metodyka przeprowadzonych badan. W wigk-
szo$ci przypadkéw z obu badanych grup w podscielisku bion
widoczne byty komoérki zawierajace ziarnisto$ci ciemnobra-
zowego barwnika, w przewazajacej liczbie majgce morfolog-
iczne cechy makrofagdw i wykazujace immunoekspresje CD
68 (ryc. 3,4). Obecno$¢ makrofagéw w proliferujgcych bto-
nach potwierdzajg takze prace innych autoréw. Martin i wsp.
(9,10) zwracajg uwage na znamiennie wigkszg liczebno$¢
makrofagéw w szklistkach pacjentéw operowanych z powo-
du odwarstwienia siatkdwki powiktanego witreoretinopatig
proliferacyjng i pacjentéw operowanych z powodu przedar-

Ryc. 1. Immunoekspresja F-VIIl w komérkach srédbtonka proliferujg-
cych naczyn krwiono$nych.
Fig. 1.  F-VIll positive endothelial cells in proliferating vessels.
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Ryc. 2. Immunoekspresja CD3 w limfocytach T.

Fig. 2. CD3 positive lymphocytes T.
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Ryc. 3. H + E: komdrki podscieliska bton zawierajace ciemnobrazowe
ziarnisto$ci.

Fig. 3. H + E: membrane stromal cells containing dark-brown granules.

ciowego odwarstwienia siatkdwki bez towarzyszacej PVR.

Whyniki te stanowig jeszcze jeden argument przemawiajgcy za
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Ryc. 4. Immunoekspresja CD68 w makrofagach zawierajacych ciem-  Ryc. 7. Immunoekspresja cytokeratyn w komérkach pokrywajacych
nobrazowy barwnik oraz komérki z barwnikiem niewykazujace powierzchnie bion (czama strzatka) oraz komérki cytokeraty-
ekspresji CD68 (strzatka). no-ujemne zawierajace ziarnistosci barwnika w cytoplazmie

Fig. 4. CD68 positive macrophages containing dark-brown pigment (zielona strzatka).
and CD68 negative cells containing pigment (arrow). Fig. 7. Immunoreactive for cytokeratines cells covering surfaces of

- . membranes (black arrow), and cytokeratine-negative cells
| ! 'E ﬂi‘. containing granulations of pigment in cytoplasm.
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Ryc. 5. Komdrki z ziarnistoSciami barwnika wykazujgce immuno-
ekspresje HMB-45 (strzatki).
Fig. 5.  HMB-45 positive cells containing pigment granulationes (arrows).

I Cd

Ryc. 8. Immunoekspresja GFAP w komdrkach pokrywajacych po-
wierzchnie bton oraz w komérkach podscieliska.
Fig. 8. GFAP positive cells covering surfaces of membranes and GFAP
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bton. Cze$¢ z komérek wykazujgcych immunoekspresje an-
tygenu CD68 byta immunopozytywna na antygen HMB-45 (ryc.

i

i Y. 4  5). Poza tym bfony zawieraty komorki ksztattu wrzecionowatego,
" r } . Sl podobne do fibroblastéw. Wyniki te wskazywaé moga na opisy-

- wang juz w latach siedemdziesigtych mozliwo$¢ transformaciji
komoérek nabtonka barwnikowego w komdrki makrofagopodob-

« = i ne, a takze w komérki o fenotypie komdrek fibroblastycznych
- - . i S (11,12,13). Btony zawieraty réwniez komérki wieloboczne, ukta-
. - ‘ < : dajace sie w grupy przypominajace nabtonek, niekiedy pokry-
. ) wajace jedno— lub wielowarstwowo powierzchnie bton. Wigk-

sz0$¢ z nich miata dodatnig immunoekspresje cytokeratyn, ale

X X s jednoczesnie cze$¢ z nich wykazywata koekspresje na obecno$é

dajace sie¢ w grupy (czerwona strzatka) oraz komérki ksztattu P L
wrzecionowatego przypominajace fibroblasty (czarna strzatka). GFAP. Poza t_ymlw pOdscfe!'Sku wys'Fepowaiy k0|’119rk| CytOk_era'
Fig. 6. Immunoreactive for cytokeratines polyhedral cells forming groups ~ tyno-dodatnie i jednoczesnie GFAP-ujemne. Komérki wykazujace
(red arrow) and like fibroblast fusiforme cells (black arrow). immunoekspresje cytokeratyn nie wykazywaty ziarnisto$ci bar-

Ryc. 6. Immunoekspresja cytokeratyn — wieloboczne komérki ukta-
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wnika w cytoplazmie (ryc. 6,7,8). Zaréwno komdrki nabtonka
barwnikowego, jak i komérki glejowe obecne sg w nieuszko-
dzonej siatkdwce. Obecno$¢ komdrek nabtonka barwnikowego
zaréwno w witreoretinopatii proliferacyjnej, jak i proliferacyjnej
retinopatii cukrzycowej potwierdzona byta w pracach wielu au-
toréw (14,15). Jednakze droga, ktdéra pojawiajg sie w btonach
PDR, jest wcigz dyskutowana. Niektérzy autorzy sg zdania, ze
komorki nabtonka barwnikowego w bfonach PDR s3g obecne
jedynie w tych przypadkach, w ktdérych doszto do powstania
przedarcia (14). W naszej pracy komoérki wykazujgce immuno-
ekspresje cytokeratyn obecne bylty we wszystkich btonach po-
branych od pacjentéw operowanych z powodu proliferacyjnej
retinopatii cukrzycowej. By¢ moze pierwotnie widknisto-nac-
zyniowe btony PDR w wyniku obkurczania sie doprowadzajg
do powstania przedar¢ siatkéwki, umozliwiajgc komérkom na-
btonka barwnikowego migracje. Nie zawsze otwdr niewielkich
rozmiaréw udaje sie zobrazowaé w badaniu klinicznym. Rola
obecnych w btonach PVR i PDR komérek glejowych w procesie
obkurczania sie bton nie zostata do konca wyjasniona. Wydaje
sie jednak, ze stanowig one raczej szkielet dla innych, migru-
jacych i proliferujgcych komérek, nie biorg natomiast udziatu
w procesie obkurczania bton (16).

Whioski

1. Wyniki naszych badan potwierdzajg udziat komérek nabton-
ka barwnikowego i komérek glejowych siatkéwki w tworze-
niu sie bton proliferacyjnych.

3. Obecno$¢ limfocytéw T wskazuje na udziat proceséw zapal-
nych w rozwoju bton nasiatkéwkowych.

4. Brak limfocytéw B wskazuje, ze odpowiedZz humoralna nie
odgrywa roli w proliferacjach witreoretinalnych.

7. Obecno$¢ makrofagédw o nietypowej morfologii, zawieraja-
cych barwnik, a takze komérek wykazujacych koekspresie
cytokeratyn i GFAP potwierdza mozliwo$¢ transformac;ji ko-
morek nabtonka barwnikowego w komérki o morfologii ma-
krofagéw i komorek glejowych.
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